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OZET

Bora S. Biyoaktif Besin Bileseni Piperlongumin’in Histon Deasetilaz
Enzim Inhibitorii Etkisinin Arastirilmasi, Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dah Yiiksek Lisans
Tezi, Tekirdag, 2021. Beslenme ve Diyetetik alaninda onemli bir yeri olan besin-
gen etkilesimlerinin arastirilmasiyla besinlerin organizma iizerindeki etkilerinin daha
iyi anlasilmasi hedeflenmektedir. Son donemde yapilan c¢alismalarla cesitli
besinlerdeki ¢ok sayida biyoaktif bilesen Histon Deasetilaz Enzimi Inhibitorii
(HDAC:I) olarak tanimlanmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, biyoaktif bir besin
bileseni olarak bilinen Piperlongumin’in (PL) HeLa ve HEK293T hiicre soylarindaki
HDACI etkisi deneysel olarak arastirilmistir. PL’in HeLa ve HEK293T hiicre
soylarindaki HDACI etkisini tespit etmek ig¢in, oncelikle uygulanmasi planlanan
LD50 dozlart MTT ve AO/PI boyama yontemleriyle tespit edilmistir. NETN lizis
yontemi ile hazirlanan hiicresel lizatlarda protein miktar tayini Bradford yontemiyle
gerceklestirilmistir. Yiiriitillen deneysel ¢alismalar ile; HDAC enzim aktivitesinin, 24
ve 48 saat PL uygulanmasi sonrasinda Hela hiicrelerinde azaldigi, HEK293T
hiicrelerinde ise arttig1 tespit edilmistir. Normal kosullarda cogaltilan Hela ve
HEK?293T hiicrelerinden hazirlanan lizatlar HDAC aktivite tayininden hemen 6nce
PL ile dogrudan muamele edildiginde ise, HDAC enzim aktivitesinin HeLa
hiicrelerinde istatistiksel agidan anlamli olarak arttigi, HEK293T hiicrelerinde ise
azaldig1 belirlenmistir. Sonuglarimiz PL’in HEK293T normal ve HelLa kanser hiicre
soylarinda HDAC enzim aktivitesi tlizerine farkli yonde etkisinin oldugunu
gostermistir. Ayrica sonuglarimiz HEK293T ve HelLa hiicre soylari, hiicre kiiltiirti
ortaminda PL ile 24 ila 48 saat siirelerle muamele edildiginde veya PL hiicresel
lizatlarla dogrudan muamele edildiginde yine zit yonde etkiler olusabilecegini ortaya
koymustur. Elde edilen sonuglar PL ile HDAC enzimleri arasinda dogrudan bir
etkilesim olabilecegi gibi PL’ in HDAC enzim aktivitesi {izerinde dolayl

mekanizmalarla da etkili olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: HDACI, Nutrigenetik, Epigenetik, Piperlongumin, Piplartin.
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ABSTRACT

Bora S. Investigation of Histon Deacetylase Enzyme Inhibitory Effect of
a Nutritional Bioactive Compound Piperlongumine, Tekirdag Namik Kemal
University, Institute of Health Science, Department of Nutrition and Dietetic,
Postgraduate Thesis, Tekirdag, 2021. It is aimed to better understand the effects of
nutrients on the organism by investigating the nutrient-gene interactions that have an
important place in the field of Nutrition and Dietetics. In recent studies, many
bioactive components in various foods have been identified as Histone Deacetylase
Enzyme Inhibitor (HDACI). In this thesis, HDACi effect of Piperlongumine (PL),
known as a bioactive nutrient component, on HeLa and HEK293T cell lines was
experimentally investigated. In order to determine the effect of PL on HDAC activity
in HeLa and HEK293T cell lines, the LD50 doses planned to be applied were firstly
determined by MTT and AO/PI staining methods. Protein quantification in cellular
lysates prepared by the NETN lysis method was carried out by the Bradford assay.
With the experimental studies carried out in this study, it was determined that HDAC
enzyme activity decreased in HeLa cell lines and increased in HEK293T cell lines
after 24 and 48 hours of PL applied. When lysates prepared from HelLa and
HEK293T cells grown under normal conditions were treated directly with PL just
before HDAC activity assay, it was determined that HDAC enzyme activity
increased statistically significantly in HelLa cells and decreased in HEK293T cells.
Our results showed that PL has a different effect on HDAC enzyme activity in
HEK293T normal and HeLa cancer cell lines. In addition, our results demonstrated
that the opposite effects can also occur when HEK293T and HeLa cell lines are
applied with PL for 24 to 48 hours in cell culture medium or when cellular lysates
applied directly with the PL. The results obtained show that there may be a direct
interaction between PL and HDAC enzymes, also PL can be effective with indirectly

mechanisms on HDAC enzyme activity.

Key words: HDACI, Nutrigenetic, Epigenetic, Piperlongumine, Piplartine.
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1. GIRIS

Optimal beslenmenin, insan sagliginin siirdiirtilmesi ve c¢esitli hastaliklarin
onlenmesindeki rolii yapilan calismalarla ortaya konmustur (Romani ve Banelli
2019; Nasir ve dig. 2019). Diger yandan insan genom projesi; besinler, genler ve
hastaliklar arasindaki karsilikli iliskilerin belirlenmesine imkan saglamistir (Nasir ve
dig. 2019; Prasad ve dig. 2011). Beslenme ve yasam tarzinin gesitli epigenetik
degisikliklere sebep olarak fizyolojik ve patolojik siiregleri etkileyebilecegi tespit
edilmistir (Hardy ve Trygve 2011; Singh ve dig. 2018; Zam ve Khadour 2017).
Epigenetik degisikliklerden biri olan histon proteinlerinin asetilasyonu, histon asetil
transferaz  (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri tarafindan
diizenlenmektedir (Orlikova ve dig. 2012; Vahid ve dig. 2015; West ve Johnstone
2014). HDAC enzimleri iizerinde etkili olan Histon Deasetilaz Enzim Inhibitérleri
(HDACI) dogal veya sentetik olarak elde edilen bilesikler olup; anormal HDAC
fonksiyonu ile iligkili c¢esitli hastaliklarda terapotik olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Falkenberg ve Johnstone, 2014). Giiniimiizde HDAC inhibitorleri
olan Vorinostat, Romidepsin, Panobinostat ve Belinostat lenfoma ve multipl
miyelom tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica HDAC inhibisyonunun cesitli
norodejeneratif hastaliklar, inflamasyon kaynakli hastaliklar ve kardiyovaskiiler
hastalik tiirlerinde de faydali etkileri bulunmaktadir (Yoon ve Eom, 2016). Kanser
tizerinde terapotik etkileri olan HDAC inhibitor ilaglara ek olarak, HDAC inhibitor
aktivitesine sahip olan besin bilesenleri de tespit edilmistir (Rajendran ve dig. 2011).
Dolayisiyla histon asetilasyonunu degistirebilen diyet bilesenlerinin  ¢esitli
hastaliklarin 6nlenmesi, geciktirilmesi veya tedavi edilmesinde yeni stratejiler

sunmasi s6z konusudur (Bassett ve Barnett, 2014).

Piperlongumin (PL), baslica Piper longum L. bitkisinden elde edilen biyolojik
olarak aktif bir bilesen olup, piplartin olarak da bilinmektedir (Bezerra ve dig. 2013).
PL’ in antikanser etkisi basta olmak {izere antiinflamatuar, antiaterosklerotik,
antinosiseptif, anksiyolitik, antidepresan, noroprotektif, antiarteriosklerotik,
antimikrobiyal 6zellikler gibi biyolojik aktiviteler sergiledigi bildirilmistir (Henrique
ve dig. 2020; Huang ve dig. 2020; Piska ve dig. 2018). Literatiir taramalarimiz



PL’nin HDAC enzimleri iizerine etkisini arastiran yalnizca bir makale bulundugunu

gostermistir (Thatikonda ve dig. 2020).

Bu nedenlerle tez ¢alismamizda, ¢esitli hastaliklar tizerinde olumlu etkileri
oldugu bildirilen PL biyoaktif besin bileseninin HDACi aktivitesinin arastirilmasi

amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nutrigenomik-Nutrigenetik

Saglikli yagamin siirdiiriilmesinde beslenmenin dnemi ¢ok eski yillardan beri
bilinmektedir. Optimal beslenme, daha giivenli gebelik ve dogum, daha iyi gelismis
bebek, cocuk ve anne sagligi, daha giicli bagisiklik sistemi, daha diisiik bulasici
olmayan hastalik riski (diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar vb.), saglikli
yaglanmanin saglanmasi ve uzun omiir ile iligskilendirilmistir. Fakat diyetin hiicreleri
molekiiler diizeyde nasil etkiledigi tam olarak agikliga kavusmus degildir (Meiliana
ve Wijaya 2020; Molina Serrano ve dig. 2019; [https://www.who.int/health-
topics/nutrition]). Ancak giiniimiizde teknoloji ve arastirma alanindaki ilerlemeler,
besinlerin ve biyoaktif besin bilesenlerinin viicudumuzda hangi reaksiyonlara
girdiginin kesfedilmesine imkan saglamaktadir (Nasir ve dig. 2019). Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan 2019 yilinda yaymlanan Temel Beslenme Eylemleri raporuna
gore; her bir bireyin hayatinin her asamasinda optimum beslenmenin saglanmasina
saglik hizmetlerinin daha fazla odaklanmasi gerektigi ve dogru beslenme
yatirimlariin yapilmasi halinde 2025 yilina kadar 3,7 milyon hayat kurtarabilecegi
tahmin edilmektedir (WHO, 2019).

Giintimiizde toplumun yeterli ve dengeli beslenmesini, beslenme ile ilgili
hedeflerine ulasmasini, saglikli yasam bi¢imini gelistirmesini saglamak amaciyla
geleneksel beslenme aligkanliklari g6z Oniinde bulundurularak “Beslenme
Rehberleri” olusturulmaktadir. Bu rehberler ile kisa ve 6z, bilimsel kanitlara dayali
bilgiler sunulmaktadir (Camp ve Trujillo, 2014; Meiliana ve Wijaya, 2020; T.C.
Saglik Bakanligi, 2016). Ayrica Ulusal Bilimler Akademisi Tip Enstitiisii (IOM-
Institute of Medicine) Gida ve Beslenme Kurulu (FNB- Food and Nutrition Board)
tiim diinyadaki bireyler i¢in besin enerji ve besin ogeleri referans degerleri (DRI-
Dietary Reference Intakes) onermekte, bu dogrultuda toplumlara 6zgli referans
degerleri olusturulmaktadir

[(https://ods.od.nih.gov/Healthinformation/Dietary_Reference_Intakes.aspx.)].



20. yiizyilin sonlarinda gerceklesen Insan Genom Projesi ile besinler, genler
ve cesitli hastaliklar arasinda karsilikli iliskilerin oldugunun kesfedilmesiyle
nutrigenomik alaninda ilerlemeler kaydedilmistir (Meiliana ve Wijaya 2020; Nasir ve
dig. 2019). Metabolik, ¢evresel, sosyal ve genetik faktorlerin, besin intoleranslari,
besin alerjileri ve besin tercihleri dahil olmak iizere biyolojik ve kiiltiirel
varyasyonlarla etkilesimlerinin; besinlere olan bireysel yanit {izerinde etkili olmast
s0z konusudur. Halk saglhigini iyilestirmek i¢in 6nemli bir potansiyel olarak goriilen
genom analizleriyle bireysel yanitlara uygun diyet miidahaleleri ve tedaviler
yapilabilir. Bu baglamda beslenme ile nutrigenomik alanlarinin entegre g¢aligmasi
gindemdedir. Uluslararast Nutrigenetik/Nutrigenomik Dernegi (ISNN), beslenme
kilavuzlariyla, bireylerin fenotipik giincel beslenme durumlariyla (6rnegin;
antropometrik, biyokimyasal ve metabolik analizleri, fiziksel aktivite diizeyi vb.) ve
genotipe (nadir veya yaygin gen varyasyonlarina gore) gore Kkisisellestirilmis
beslenmenin uygulanabilecegini 6nermektedir (Bordoni ve Gabbianelli, 2019;
Meiliana ve Wijaya, 2020). Gen-besin etkilesimleri ¢alismalarinin, beslenme
alanindaki c¢alismalarin gelecegi olacagi 6n goriilmektedir. Bununla birlikte bir
bireyin tiim genom dizilemesini fayda saglayacak tedavilere doniistiirmek; biyolojik
ve tibbi veriyi isleme stratejileri, klinik olarak anlamli sonuglar1 belirleme becerisi,
daha az zaman almasi ve disiik maliyetle birlikte miimkiindiir (Camp ve Trujillo,
2014). Diyet-gen etkilesimlerinin anlasilmasinin kisisellestirilmis diyet tavsiyeleri
tizerinde faydali olmasmin yani sira halk sagligi tavsiyelerini ve bilimsel

arastirmalari da iyilestirecegi 6ngoriilmektedir (Bordoni ve Gabbianelli, 2019).

Giintimiizde diyetisyenlerle isbirligi igerisinde, genetik test sonuglarina gore
kisisellestirilmis beslenme Onerileri sunan sirketler bulunmaktadir [https://
www.nutrigenomix.com] (Vallée Marcotte ve dig. 2019). Diger yandan Beslenme ve
Diyetetik boliimii miifredatlarinin ¢ogunda omik teknolojisi, genetik varyasyon
bilgilerinin yorumlanmasi gibi alanlar dahil olmak {izere ileri insan genetigine dair
egitimler bulunmamaktadir. Amerikan Beslenme ve Diyetetik Akademisi, beslenme
uzmanlarmin beslenme genomiksini anlamak i¢in genetik alaninda ileri diizeyde bilgi
ve beceriye sahip olunmasi gerektigini belirtmistir. Bu baglamda diyetisyenlerin,
nutrigenetik bilimi pratik diyetetikle birlestirmesi ve uygulamasi, elestirel bir sekilde

incelemesi ve topluma uygun sekilde terciime etmesi gerekmektedir. Diyetisyenlerin



ancak gerekli bilimsel ¢erceveyi elde ederek bu bilgileri dogru bir sekilde klinik
uygulamaya aktarabilecegi ve beslenme uzmana statiisiinii koruyabilecegi goriisii ileri

stirilmiistiir (Kaufman-shriqui ve dig. 2020).

Beslenme genomigi veya nutrigenomik, besin Ogeleri ve biyoaktif besin
bilesikleri ile genom arasindaki her tiirlii etkilesimi inceleyen bilim dalidir (Nasir ve
dig. 2019). Nutrigenetik veya kisisellestirilmis beslenme ise bireyler arasindaki
genetik farkliliklarin besin bilesenleri ile nasil etkilesime girdigini ve bu tiir
etkilesimlerden hangi sonuglarin ortaya ¢iktigini anlamayr amaglayan bilim dalidir

(Bordoni ve Gabbianelli, 2019; Meiliana ve Wijaya, 2020).

Kisisellestirilmis diyet tavsiyelerinin uyarlanmasinda genotipik bilginin
kullanilmasi, modern nutrigenomik cagmin baslangicindan beri temel bir amag
olmustur. Giiniimiizde, transkriptomikler (transkriptom calismasi, genom tarafindan
herhangi bir zamanda iiretilen RNA transkriptlerinin tamami), proteomikler (protein
ekspresyonu ve islevi calismasi) ve metabolomikler (hiicrelerde ve biyolojik
sistemlerde bulunan diisiik molekiil agirlikli molekiillerin incelenmesi), besin genom
etkilesimlerinin anlagilmasina yardimci olmaktadir (Camp ve Trujillo 2014; Nasir ve
dig. 2019). Besinler; hiicresel sensor sistemleri tarafindan algilanan, gen ve protein
ekspresyonunu ve dolayisiyla metabolit tiretimini etkileyebilen diyet sinyalleri olarak
ifade edilebilir (Bordoni ve Gabbianelli, 2019). Bu baglamda bireylere ait ayrintili
beslenme bilgileri, yasam tarzi, fiziksel aktivite ve mikrobiyomla birlikte entegre
omik yaklasimlarla kisisellestirilmis diyet tavsiyelerinin olusturulmasi s6z konusudur
(Meiliana ve Wijaya 2020; Stols-Gongalves ve dig. 2019). Ornegin yapilan
randomize kontrollii bir ¢alisma olarak 6 ay boyunca yiiriitilen Food4Me projesiyle,
genotipe dayali kisisellestirilmis diyet tavsiyelerinin, genel diyet tavsiyesine gore
daha iyi anlagildig1 ve beslenme planina uyumu artirdig1 ayrica Akdeniz diyeti gibi
spesifik saglikli diyetlere bagliligin, antropometrik parametreler lizerinde olumsuz
bir genetik yiikiin listesinden gelmek icin yararli etkileri olabilecegi gosterilmistir

(Livingstone ve dig. 2020).

Giinliik beslenmede tiiketilen besinler sadece bizim i¢in énemli degil, ayn1
zamanda gelecek nesillerin saghgini da etkileyebilir. Bu baglamda en ¢ok alinti

yapilan Orneklerden biri olan Agouti fare modelinde, annenin diyetine gore



yavrularinin gelisimin erken evrelerinde tily rengi varyasyonu ve saglikli/sagliksiz
fenotip farkliliklar1 gézlenmistir. Baska bir 6rnek ise, proteinden yetersiz beslenen
hamile farelerin yavrularinda farkli gen ekspresyonlar1 ve farkli DNA metilasyon
modelleri belirlenmistir. Ayrica nesiller arasi kalittimi dogrulayan g¢alismalar da
mevcuttur. Bu baglamda Hollanda kitlig1 ¢alismasiyla, bir nesil boyunca aglik ¢eken
bireylerin ¢ocuklarinda glikoz intoleransi ve metabolik bozukluk riskinin olustugu
kaydedilmistir. Kalix popiilasyonu iizerinde yiiriitiilen bir baska énemli ¢alismada,
asir yemek yiyen bireylerin torunlarinda kardiyovaskiiler hastaliklar veya diyabet

icin artmis riski tetikledigi ortaya koyulmustur (Kaspar ve dig., 2020).

Umut verici kanitlar olmasina ragmen; insan sagliginin korunmasinda
nutrigenetik, nutrigenomik ve epigenetik énemi olan diyetin etkili hale gelebilmesi
icin daha genis capta ¢alismalara ihtiya¢ vardir (Franzago ve dig. 2020). Ayni
zamanda beslenme Tlizerine ylriitilen c¢alismalarin c¢ogunun gozlemsel ve
epidemiyolojik c¢alismalar olmasi sebebiyle besin-gen etkilesimine uygun hazirlanan
beslenme planlarmin kanit diizeyinin geleneksel beslenme Onerileri i¢in kullanilan
standartlara gore degerlendirilip degerlendirilemeyecegi tartisilmaktadir. Dahasi,
besinlerde bulunan binlerce bilesikten yalnizca bir kaginin nesiller arasi epigenetik
etkiler i¢in test edildigi goz Oniine alindiginda, bu alanda daha fazla arastirma
yaptlmast halk saghigmin gelistirmesi ve bir kamu politikast olusturulmasi igin
gereklidir (Bordoni ve Gabbianelli, 2019).

2.2. Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisininden bagimsiz olarak, gen ifadesinin kontroliinde
onemli bir rol oynayan, geri doniisiimlii ve dokuya ozgii kalitsal degisikliklerdir
(Ramos-Lopez ve dig. 2017). Epigenetik mekanizmalar, normal biiylime ve
gelismeye dahil olan genlerin ifadesinin diizenlenmesi ve hiicresel fonksiyonun
stirdiiriilmesi i¢in gereklidir (Choi ve Friso, 2010). Epigenetik diizensizlikler ise
embriyonik gelisim ve yaslanma siirecinde etkili olmasinin yani sira kanser, obezite,
insiilin direnci, diyabet, ndrodejenerasyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
bulasic1 olmayan metabolik hastaliklarin gelisiminde rol oynadig: iizerine kanitlar

mevcuttur (Barrea ve dig. 2020). Bu sebeple bu mekanizmalarin klinik miidahale igin



bir hedef olarak kabul edilmesi s6z konusudur (Romani ve Banelli 2019; Russo ve
Ungaro 2019; Wei ve dig. 2016). Yapilan epidemiyolojik ve klinik ¢aligmalarla;
kimyasal, sosyal veya fiziksel faktorlere maruz kalmanin kardiyovaskiiler hastalik,
diyabet ve kanser gibi ¢esitli patolojilerle iliskisi arastirilmaktadir. Diger yandan
biyolojik yapinin karmasikligi ve hastalik olusumunda etkili bir¢ok faktoriin olmasi
sebebiyle, gen-gevre etkilesimleri ve epigenetik degisikliklerin g6z Oniinde
bulundurulmasi, gesitli hastaliklarin etiyolojisinin tespit edilmesine katki sunmasi s6z
konusudur. Herhangi bir hastaligin insidansi ve ilerlemesinde hem ¢evresel hem de
genetik faktorlerin etkili olmasinin yan1 sira genetik ve epigenetik katkilar arasindaki

PN

dengenin yasam boyunca degistigi diisiiniilmektedir (Bordoni ve Gabbianelli, 2019).

Epigenetik, genlerin nasil ve ne zaman susturulup etkinlestirilecegini
diizenleyen bir siirectir; epigenomik, bir hiicredeki epigenetik degisikliklerin
analizini ifade eder (Camp ve Trujillo, 2014). Epigenom, yasamin erken
donemlerinde (prenatal, neonatal ve pubertal donemlerde), beslenmeden toksik
maddelere kadar cok sayida g¢evresel faktorlere karsi daha duyarli goriinmekle
birlikte, yetiskinlerde yaslanma ve g¢esitli hastalik siire¢lerinde de etkili
olabilmektedir. Ayrica, germ hatti aktarimi olarak tanimlanan, nesiller arasi
kalittimdaki rolii de gosterilmistir (Bordoni ve Gabbianelli 2019; Molina Serrano ve
dig. 2019).

Besinler ve beslenme aligkanliklari, bagirsak mikrobiyotasi, sigara, alkol
tiketimi, UV 15181 ve oksidatif stres gesitli epigenetik degisikliklere sebep
olabilmektedir (Cheng ve Deming, 2011; Romani ve Banelli, 2019). Ek olarak
pestisitlerinde(kalici organik kirleticiler, arsenik, endokrin bozucular, gesitli
herbisitler ve bocek oOldirtciiler) epigenetik degisikliklere sebep oldugu
gosterilmistir (Bordoni ve Gabbianelli, 2019).

Epigenetik olarak aktif olan besinlerin terapétik etkileri olduguna dair kanitlar
bulunmaktadir. Bu besinler ve biyoaktif besin bilesenleri, fizyolojik ve patolojik
stireclerde yer alan genlerin ifadesini etkilemektedir (Russo ve Ungaro, 2019). Bu
stireclerin diyet veya belirli besinler yoluyla modiile edilmesi hastaliklarin
onlenmesinde ve sagligin korunmasinda etkili olabilir. Genistein, kurkumin,

epigallokatesin-3-gallat ve resveratrol antiinflamatuvar etki gosteren ve metabolik



sendromla iligkili baz1 semptomlari iyilestiren besin bilesenlerinden bazilaridir ve bu
yararlt etkilerin epigenetik siiregler yoluyla saglandigi varsayilmaktadir. Fakat
giiniimiizde epigenetik etkisinin olup olmadig1 tanimlanmamis bir¢ok besin bileseni
bulunmaktadir (Bordoni ve Gabbianelli, 2019). Besinler veya biyoaktif besin
bilesenlerinin genler, diger besin/besin bilesenleri ve yasam tarzi faktorleriyle
etkilesime girmesi sebebiyle her bir epigenetik modiilasyon lizerindeki kesin etkisini
ve bunlarin viicudumuzdaki fizyolojik ve patolojik siireclerle olan iliskilerini kesin
olarak tamimlamak zorlu bir siirectir. Dahasi, her bir epigenetik fenomen bir
digerleriyle etkilesime girerek sistemin karmasikligina katkida bulunmaktadir (Choi
ve Friso, 2010). Baz1 besin bilesikleri yalniz bir, bazilari ise birden fazla epigenetik
degisiklik iizerinde etkili olabilmektedir. Ornegin; Folat, B12 vitamini, metiyonin,
kolin ve betain tekkarbon metabolizmasini degistirerek hem DNA metilasyonunu
hem de histon metilasyonunu etkileyebilir. Ek olarak, 6rnegin kuersetin gibi bazi
besin bilesiklerinin birgok besin kaynagi bulunabilirken, bazi besin bilesenleri belirli
bir besin tiirline 6zgli olabilmektedir. Epigenetik bilesiklerin etkinligi yalnizca
hedefledikleri yollara degil, ayn1 zamanda tiikketim miktarina ve biyoyararlanimina da
bagli olmaktadir. Besinlerin epigenetigi modiile ettigi mekanizmalar hakkinda

nispeten az bilgi bulunmaktadir (Wei ve dig. 2016).

Cesitli hastaliklarin olusumu ve gelisiminde etkili kritik genlerin ifadesini
degistirmekten sorumlu olan epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve NCRNA’lar olmak tiizere 3 ana bashk altina toplanmaktadir

(Canani ve dig. 2012; Choi ve Friso 2010).

2.2.1 DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu genlerin belirli bolgelerinde metil gruplarmin bulunma
veya bulunmama durumlarini ifade eder. Genel olarak hipometilasyon, gen ifadesinin
aktive olmasina izin verirken; hipermetilasyon, gen ifadesini engeller (Camp ve
Trujillo 2014; Wei ve dig. 2016). DNA metilasyonu DNA metil transferaz (DNMT)
enzimi tarafindan katalize edilir. DNMT’ ler ayrica diger epigenetik mekanizmalari
katalize eden enzimlerle birlikte ¢alisir ve bu enzimlerin aktivitesindeki degisiklikler,

cesitli hastaliklarin gelisiminde rol oynayabilir. Besinler ve biyoaktif besin



bilesenleri, DNMT’ lar1 etkileyerek, DNA metilasyonunu ve ayrica gen ifadesi ile
yakindan iliskili olan, gene 0zgii promotor DNA dizilerinin metilasyonunu
degistirebilir (Choi ve Friso, 2010).

Metiyonin, kolin, betain, serin, B12, B6, B2, B9 vitaminleri, ¢inko, retinoik
asit ve selenyum DNA metilasyonu iizerinde etkileri oldugu gosterilen besin
bilesenlerinden bazilaridir. Ek olarak biyoflavonoidler, ¢ay katesinleri ve kahve
polifenolleri gibi bazi polifenoller, DNA metilasyonu ve DNMT aktiviteleri {izerinde
onemli inhibitor etkiler gosterir (Bordoni ve Gabbianelli 2019; Link ve dig. 2010;
Pradhan ve dig. 2019).

2.2.2. Histon Modifikasyonlar:

Toplam uzunlugu yaklasik 2 m olan insan DNA’s1, histon proteinleri (her
birinden 2 ser tane; histon 2A, histon 2B, histon 3 ve histon 4) ile paketlenerek
niikkleozom yapisini olusturmakta ve 6 pm ¢apinda olan hiicre ¢ekirdeginde lokalize
edilmektedir (Hatasa ve dig. 2019). Nikleozom, DNA ve histonlarin
modifikasyonlar1 yoluyla transkripsiyonel siiregleri diizenleyebilen kromatinin yapi
tasidir (Molina Serrano ve dig. ,2019; Nasir ve dig. 2019). Kromatin yapi, gen
ifadesinde 6nemli bir rol oynar ve genetik bilginin ¢ekirdek i¢inde depolanmasindan
sorumludur. Kromatin, transkripsiyonel baskilanmaya yol acacak sekilde
yogunlastirilabilir (heterokromatin) veya aktif transkripsiyonla sonuglanan agik ve
erisilebilir (6kromatin) olabilir. Metabolik olaylar sirasinda kromatinin yapisi
degisebilir (Nasir ve dig. 2019).

Histonlar kromozomlara yapisal destek saglar. Histon proteinleri, oktamer
olarak adlandirilan sekiz proteinden olusan bir kompleksle niikleozomlar1 olusturur.
Niikleozom yapisindaki histon oktameri, her biri H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarini
igeren iki par¢adan olusur. Histon H1 ise komsu histonlar1 birbirine baglamaktadir.
Histonlar DNA paketlemesinin yani sira DNA metilasyonu ile birlikte gen ifadesinin

diizenlemesinde de rol alir (Bassett ve Barnett 2014; Molina Serrano ve dig. 2019).

Histon proteinleri, bir kiiresel alan ve bir amino kuyruk alani igerir.

Histonlarin amino kuyruklarinda bir dizi enzim tarafindan asetilasyon, metilasyon,
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ubikitinasyon, biyotinilasyon, sumoilasyon, ADP-ribosilasyon ve fosforilasyon gibi
cesitli geri dontisiimlii post-translasyonel modifikasyonlar meydana gelir. Histonlarin
modifiye edilmesinden sorumlu enzimlerin ¢ogu, ayni zamanda, transkripsiyon
faktorleri gibi bir dizi histon olmayan substrata da sahiptir (Bordoni ve Gabbianelli,
2019; Choi ve Friso, 2010; Movafagh ve Munson, 2019).

Yiiksek yagh diyet, diisiik proteinli diyet, kalori kisitlamasi ve bazi1 besin
bilesenlerinin histon modifikasyonlarina neden olabilecegi gosterilmistir (Molina

Serrano ve dig. 2019).

Histon asetilasyonu, en kapsamli incelenen histon modifikasyonlarindan
birisidir (Masumeh ve Fraidoon, 2019). Bu ¢alisma kapsaminda ‘2.3. Histon

Asetilasyonu ve Deasetilasyonu’ baslig altinda ayrintili olarak agiklanmugtir.

Histonlarin  metilasyonu, histon metiltransferazlar (HMT) ve histon
demetilazlar (HDM) enzimleri tarafindan gergeklesir (Wei ve dig. 2016). Tek karbon
metabolizmasinin koenzimleri olan B grubu vitaminler, DNA ve histon metilasyonu
icin metil gruplar1 saglamaktadir. Folat ve metionin eksikligi 0lmasi durumda histon
metilasyonunun azaldigi, gen ekspresyonunda degisikler oldugu belirlenmistir (Friso
ve dig. 2020).

Histon biyotinilasyonu, suda ¢oziiniir temel bir B vitamini olan biyotinin,
biyotinidaz ve holokarboksilaz sentaz enzimleri tarafindan katalize edilen spesifik
lizin amino asitlerine biyotinin kovalent baglanmas1 yoluyla gergeklesmektedir (Choi
ve Friso, 2010).

Histonlarda asetilasyon, metilasyon ve biyotinilasyonun yani1 sira
ubikitinasyon,  sumoilasyon,  ADP-  ribosilasyon ve fosforilasyon da
gerceklesmektedir (Bordoni ve Gabbianelli, 2019; Choi ve Friso, 2010; Movafagh ve
Munson, 2019).

2.2.3. Kodlamayan RNA (ncRNA)

Kodlamayan RNA'lar protein kodlamayan, fonksiyonel molekiiller olarak

tanimlanmistir (Chen ve Xue, 2016; ). ncRNA'lar sinifinda yer alan IncRNA'larin,
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kromatinin yeniden sekillenmesiyle iliskili oldugu, DNA metilasyonunu veya
histonlarin durumunu degistirerek epigenetik degisikliklerde rol aldigi gosterilmistir
(Zhao ve dig. 2015).

2.3. Histonlarin Asetilasyonu ve Deasetilasyonu

Histon asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri histon
asetilasyon dengesini diizenler (Masumeh & Fraidoon, 2019). HAT’ lar, histonlara
asetil grubunun eklenmesini (histonlarin asetilasyonu), HDAC’lar ise asetil
gruplarinin ¢ikarilmasini (histonlarin deasetilasyonu) saglar. Hem HAT’ lar hem de
HDAC' lar, NF- kB, STAT1-3 gibi transkripsiyon faktorleri, saperon proteinleri,
sinyal transdiiksiyon medyatorleri, yapisal proteinler ve inflamasyon medyatorleri
gibi aktivitesi asetilasyon durumuna bagli olan ¢ok sayida histon olmayan proteinleri
de modifiye edebilir. Histonlarin asetilasyon dengesinin bozulmasi ¢esitli

hastaliklarla iliskilendirilmistir (Bassett ve Barnett 2014; Wei ve dig. 2016).

2.3.1. HDAC Enzimleri

HDAC enzimlerinin histonlarin ve histon olmayan bazi proteinlerin
deasetilasyonuna neden olmasi sonucu, transkripsiyonel baskilanma meydana gelir.
HDAC' ler hiicre dongiisiintin ilerlemesi, hayatta kalmasi ve proliferasyon dahil
olmak tizere ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyebilir. Giinlimiizde insanlarda
dort sinifa ayrilan 18 adet HDAC enzimi tanimlanmustir: simif | HDAC' ler (HDACL,
HDAC2, HDAC3 ve HDACR) esas olarak ¢ekirdekte lokalizedir, simif II HDAC' ler
(HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDACY9 ve HDAC10) belirli dokularla
sinirhidir ve hem niiklear hem de sitoplazmik boéliimlerde mevcut olabilir, siif III
HDAC' ler NAD bagiml sirtuinlerdir (SIRT1-7), simif IV’ e ise HDACI1 dahil
edilmistir. Sirtuin olmayan HDAC' ler g¢inkoya bagimli enzimlerdir HDAC
enzimlerinin siniflandirilmasi  ve her bir enzimin kofaktoérii Tablo 2.1°de
gosterilmektedir (Dashwood ve Rajendran 2017; Seidel ve dig. 2012; Singh ve dig.
2018).
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Tablo 2.1 HDAC Enzimlerinin Siniflandirilmasi.

Sinifi Uyeleri Kofaktorii

I HDAC1 Zn*?
HDAC?2 Zn*?
HDAC3 Zn*?
HDACS Zn*?
Ia HDAC4 Zn*?
HDACS5 Zn*?
HDACY Zn*?
HDAC9 Zn*?
b HDACG6 Zn*?
HDAC10 Zn*?

Il SIRT1 NAD*

SIRT2 NAD"

SIRT3 NAD*

SIRT4 NAD*

SIRT5 NAD"

SIRT6 NAD*

SIRT7 NAD*
AV HDACI11 Zn*?

2.3.2. HDAC Enzimi inhibitérleri (HDACI)

HDAC enzimleri iizerinde etkili olan HDACi’ler dogal veya sentetik olarak
elde edilen bilesiklerdir (Falkenberg ve Johnstone, 2014; West ve Johnstone, 2014).
HDAC:H’ ler, HDAC enzimlerini inhibe ederek, histonlarin asetilasyonuna neden olur.
Histonlarin asetilasyonu ile kromatin yapisi gevser Ve boylece cesitli genlerin ifadesi
gerceklesir. HDACi' ler ayrica transkripsiyonel aktiviteye, hiicre i¢i sinyal
transdiiksiyonuna ve DNA onarimina dahil olan histon olmayan proteinlerin
asetilasyonunu saglar. HDACi aktivitesi yoluyla ekspresyonu artan genler arasinda,
hepsi dogas1 geregi antineoplastik olan, hiicre dongiisiiniin durmasini, apoptozu,

DNA onarimini, immiinojenligi ve azalmis anjiyogenezi tesvik edenler vardir
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(Movafagh ve Munson, 2019; Penna ve Costelli, 2019). HDAC;i’ler anormal HDAC
fonksiyonu ile iligkili c¢esitli hastaliklarda terapotik olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Falkenberg ve Johnstone, 2014).

Sentetik HDACH’ lerin yani sira ¢esitli sebze ve meyvelerin, tam tahillarin,
diyet lifinin, baz1 mikro besin dgeleri ve yag asitlerinin, HDAC aktivitesini inhibe
ederek, cesitli kanser tiirlerinde ve diger hastaliklara kars1 koruduguna dair giiclii
kanitlar ortaya ¢ikmustir (Bassett ve Barnett 2014; Singhal ve dig. 2020). Diyetle
alman HDAC inhibitorlerinin, olasit yan etkiler olmaksizin farmakolojik HDAC
inhibitorleri ile benzer bir diizenleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla
histon asetilasyonunu degistirebilen diyet bilesiklerinin ¢esitli hastaliklarin
onlenmesi, geciktirilmesi veya tedavi edilmesi i¢in basit beslenme secenekleri ile
yeni stratejiler sunmasi séz konusudur. Ornegin; enflamatuar barsak hastaliklart
durumunda Dbelirli besin bilesenleri, histon asetilasyonunu modiile ederek
enflamasyonu azaltmasi ve sonucta kolon kanseri riskini azaltmasi s6z konusu

olabilir (Bassett ve Barnett, 2014).

2.3.3. Histon Asetilasyonu ve Kanser Iliskisi

HDAC:i leri kanserin baslangici ve gelisimindeki gesitli hiicresel ve fizyolojik
stireclerde de etkin bir role sahiptir (Li ve Seto, 2016). HDACi’ lerin, kolonik
enflamasyonu azalttigi, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, apoptozu uyardig1 ve
umut verici anti-kanser ilaglar olarak gelistirildigi bilinmektedir. VVorinostat (SAHA),
romidepsin, panobinostat, belinostat lenfomada ve multipl miyelom tedavisi igin
ABD Gida ve Illag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan sentetik HDAC
inhibitorlerindendir (Gatla ve dig. 2019; Park ve Kim 2020). Cevrimigi klinik web
sitesi olan www.clinicaltrials.gov adresinde, monoterapi veya kombinasyon tedavisi
olarak HDAC inhibitorlerinin  kullanilmis oldugu ¢ok sayida klinik c¢aligma
bulunmaktadir (Losson ve dig. 2016; Movafagh ve Munson 2019; Singh ve dig.
2018). Diger yandan sebzelerin, meyvelerin, tam tahillarin, diyet lifi, belirli mikro
besinlerin ve spesifik yag asitlerinin bazi1 kanser tiirlerine ve diger hastaliklara kars1
koruduguna dair giiclii kanitlar bulunmaktadir. HDAC enzimini inhibe ettigi bilinen

stilforafan, diallil siilfid gibi baz1 biyoaktif besin bilesenlerinin kanser hiicrelerinde
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epigenetik olarak susturulmus genlerin ekspresyonunu etkiledigi kaydedilmistir.
Besin kaynakli ve sentetik HDAC inhibitorlerinin kanser kemoprevansiyonunda

umut vaat ettigi bildirilmektedir (Losson ve dig. 2016; Movafagh ve Munson 2019).

2.3.4. Histon Asetilasyonu ve Diger Hastaliklar

Cesitli  kanser tiirlerinde, viral enfeksiyonlarda, kardiyovaskiiler
komplikasyonlarda, otoimmiin hastaliklarda ve bobrek hastaliklar1 da dahil olmak
tizere bircok hastalik durumunda anormal HDAC aktivitesi rapor edilmistir. HDAC
inhibitorleri, HDAC' lerin habis aktivitesini bloke etmek ig¢in tasarlanmis kiigiik

molekiiller olarak goriilmektedir (Gatla ve dig. 2019).

Yaslanma stirecinde histonlarin asetilasyonunun azaldigi tespit edilmistir.
HDAC inhibitorlerinin yasam siiresini uzatabilmesi dolayisiyla yaslanmaya baglh
olarak olusan hastaliklarin Onlenebilmesi iizerine cesitli teoriler bulunmaktadir
(Molina Serrano ve dig. 2019). Olas1 bir senaryo, HDACi’lerin, ilerleyen yasa bagli
olarak azalan histon deasetilasyonunu tersine ¢evirmesidir. HDACi’lerin ikinci olasi
mekanizmasi, uzun Omiirle iligkilendirilen genlerin transkripsiyonunu dogrudan
aktive edebilecegi yoniindedir. HDAC inhibitorlerine iligskin {iglincii bir olasi
mekanizmada HDAC inhibitorlerinin, ilgili genlerin aktivasyonu ile bozulmus
homeostaz dengesini yeniden kazandirabilecegidir. Dordiincii bir olasilik olarak
HDAC inhibitorlerinin, histon olmayan proteinlerin asetilasyon durumunu
degistirerek, histon modifikasyonlarindan bagimsiz olarak uzun Omiirii destekleyen
sinyal kaskadlarin1 etkinlestirerek yasam siiresini diizenleyebilmesidir. Son olarak en
olas1 senaryo, HDAC inhibitorlerinin ¢alismalarda yer alan doza, hiicre tipine ve
ilaca bagli olarak bu mekanizmalarin kombinasyonlar1 yoluyla hareket etmesidir.
Mekanizma heniiz tam olarak ¢Oziilmiis olmasa da, molekiiler ve klinik Oncesi

seviyelerde yaslanma siirecine faydalari agiktir (MclIntyre ve dig. 2019).

HDAC' Ilarin beyin fonksiyonlarini, ndrolojik gelisimi ve bozulmayi
diizenlemede etkileri oldugu tespit edilmistir (Falkenberg ve Johnstone, 2014).
HDAC smif I i¢in se¢ici inhibitoér olan Merck60 ile tedavi edilen farelerin, anksiyete
davraniginin degistirebilecegi gozlenmistir. Parkinson hastaligini tedavi etmek igin

fenilbiitirat kullanilan bir klinik ¢alisma mevcuttur (Mcintyre ve dig. 2019). HDAC
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inhibitorleri olan sodyum biitirat, SAHA ve Trikostatin A" nin Huntington Hastalig1
tizerinde olumlu sonuglari elde edilmistir (Bassi ve dig. 2017). HDAC ve benzer
epigenetik tedavilerin sizofreni i¢in potansiyel terapotik secenekler oldugu

belirlenmistir (Pang ve dig. 2016).

HDAC inhibitorlerinin, glomeruloskleroz, tubulointerstisyel fibroz, lupus
nefrit, polikistik bobrek hastaligi, bobrek hasar1 ve diyabetik nefropati dahil olmak
tizere birgok bobrek hastaliginin preklinik modellerinde patogenezini azaltmada

etkili oldugu gosterilmistir (Gatla ve dig. 2019).

Biitiratin, artmis insiilin direnci, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik
riski ile iligkili inflamasyonun 6nlenmesi ve tedavisinde HDAC inhibitorii olmasinin
etkin oldugu one siiriilmektedir (Canani ve dig. 2012). Diyabetik farelerle yiiriitiilen
bir ¢aligmada, sodyum biitirat ile tedavinin, miyokardiyal fonksiyonu iyilestirdigi ve
kalp hipertrofisini azalttigi belirlenmistir. Yiiksek yagli diyetle beslenen bagka bir
calismada ise farelerin sodyum biitirat ile tedavisi, iyilestirilmis adaptif termojenez
ve yag asidi oksidasyonu ile iligkilendirilmis, gelismis mitokondriyal fonksiyona
bagl olarak obezite ve insiilin direnci tlizerinde etkili olabilecegi ortaya konmustur.
Farelerde yapilan bu galismalarla, yasla birlikte islevi azalan kardiyo-metabolik
sistemin HDAC inhibisyonundan fayda sagladigini gostermektedir (Mclntyre ve dig.
2019). Insiilin direncinin iyilestirilmesinde, enflamatuar hasarinin ve diyabetin
mikrovaskiiler komplikasyonlarinin 6nlenmesinde HDAC inhibitorlerinin olumlu

sonuglari kaydedilmistir (Christensen ve dig. 2011).

Ateroskleroz iizerinde yiiriitiilen calismalarda kullanilan HDAC inhibitori
konsantrasyonunun hastalik iizerinde farkli etkilere sahip olabilecegi belirlenmistir.
Diisiik dozda uygulanan HDACi’ nin antienflamatuar 6zellikleri gézlenmisken,
yiiksek dozda HDACi uygulanmast durumunda, proenflamatuar fenotipe katkida
bulundugu kaydedilmistir (Gatla ve dig. 2019).

Yapilan preklinik ¢alismalar sonucu elde edilen bulgular; karaciger
yaglanmasinin artmis bir HDAC aktivitesi ile sonuglandigini ve HDAC
inhibitorlerinin epigenomu daha geng bir duruma geri dondiirdiigii, steatozu onledigi

ve rejeneratif potansiyeli gelistirdigi yoniindedir (MclIntyre ve dig. 2019).
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HDAC' lerin otoimmiin hastaliklarda STAT3 ve NF- kB yollarini etkiledigi
ve proinflamatuar genlerin aktivasyonuna yol agtigi gosterilmistir. HDAC
inhibitorlerinin, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, multipl skleroz,
sistemik skleroz, sedef hastalig1 ve iilseratif kolit gibi otoimmiin hastaliklarin klinik

oncesi modellerinde etkili oldugu kanitlanmistir (Gatla ve dig. 2019).

HDAC inhibitorlerinin, antienflamatuar etkisi bulunmaktadir. HDACI, artrit
hastalarmin sinovyumunda yiiksek oranda ifade edilir ve bu durum inflamasyon
belirtecleriyle iliskilendirilir. Hem fare hem de siganlarla yapilan kollajen kaynakli
artrit modellerinde HDAC inhibitérleri olan vorinostat ve MS-275" in kemik
erozyonuna kars1 koruyucu aktiviteye sahip oldugunu gosterilmistir. Boylece HDAC
inhibisyonunun ilgili hastaliklar1 6nlemenin yani sira tedavi edici olabilecegi one

stirilmistiir (Mclntyre ve dig. 2019).

HDAC inhibitorii etkisi olan biitiratin antienflamatuar etkilerinin oldugu ve
tilseratif kolitli hastalarda semptomlarda iyilesmeler sagladigi 6ne siirtilmistiir
(Canani ve dig. 2012).

Hutchinson-Gilford Progeria Sendromu (HGPS), LMNA genindeki
mutasyonlarin neden oldugu ve mutasyona ugramis bir lamin A Onciisii (progerin)
birikimi, niikklear dismorfizm ve kromatin diizensizligi ile karakterizedir. Hem hiicre
hatlarinda hem de HGPS hastalarindan alinan hiicrelerde, valproik asit ve TSA’nin
progerin seviyelerini diistirdiigli, heterokromatin yapinin, transkriptlerin yeniden
diizenlendigi kaydedilmistir. Erken yaglanmanin bir baska kalitsal formu olan
Cockayne sendromu, niikleotid eksizyon DNA onariminda yer alan proteinleri
kodlayan, UV radyasyonuna asir1 duyarliliga ve deri alt1 yag kaybina neden olan bes
farkli gendeki mutasyonlardan kaynaklanir. CSB geninde mutasyon olan bireylerin
fibroblastlarinda, Caenorhabditis elegans’da ve farelerde, SAHA miidahalesinin,
alfa-tiibiilin asetilasyonunu artirdigi, otofajik islevi iyilestirdigi gosterilmistir. Bu
bulgular HDAC inhibitorlerinin erken yaslanma hastaliklar1 i¢in tedavi
saglayabileceginin yani1 sira geroprotektdr olabilecegini de diistindiirmektedir

(Mclntyre ve dig. 2019).
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2.3.5. Histonlarin Asetilasyonunu Etkileyen Besin Bilesenleri

HDAC inhibitérii etkisi oldugu belirlenen besin dgeleri ve bilesenleri Tablo
2.2’ de yer almakla birlikte HDAC: etkisi tespit edilmemis bir¢cok besin bileseni
bulunmaktadir (Bassett ve Barnett 2014; Busch ve dig. 2013; Dashwood ve
Rajendran 2017; Link ve dig. 2010; Losson ve dig. 2016; Myzak ve Dashwood 2006;
Seidel ve dig. 2012; Singh ve dig. 2018; Singhal ve dig. 2020).

Tablo 2.2 HDACI Etkisi Oldugu Belirlenen Besin Ogeleri/Bilesenleri.

Bilesigin Kaynag Bilesigin Adi
Sarimsak Allil merkaptan
Sarimsak Allisin
Sarimsak Dialil disiilfiir

Diyet lifi (fermantasyonu ile)

Sodyum biitirat

Diyet lifi (fermantasyonu ile)

Sodyum propiyonat

Brokoli Siilfarofan
Turpgiller 3, 3'- Diindolilmetan
Polifenollerin Meteboliti Kafeik asit
Yesil Cay Katesinler

Tarcin Kummerik/ hidroksisinnamik asit
Zerdegal Kurkumin

Soya Equol, genistein

Meyve ve Sebzeler Flavonoidler, 6rnegin; apigenin
Meyveler, sebzeler, zeytinyagi ve kirmizi sarap | Chrysin

Ac1 Kavun MCP30

Fewerfew Partenolid

Osage Portakal Pomiferin

Narenciye, elma, ¢ilek Kuarsetin

Uziim, sarap, okaliptiis Resveratrol

Brezilya findig1 Selenyum bilesikleri

Zingiber zerumbet

Seskiterpenoidler

Feslegen

Ursolik asit
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2.4.Biyoaktif Besin Bileseni Piperlongumin (Piplartin, PL)

Piperlongumin (PL), baslica Piper longum L. bitkisinden elde edilen biyolojik
olarak aktif bir bilesen olup, Piplartin olarak da bilinmektedir (Bezerra ve dig. 2013).
-20° C' de 2 yila kadar saklanabilir (Tripathi ve Biswal, 2020). Piper longum L.
bitkisi; piperlonguminin ve piperinin yani sira katesin, epikatesin, mirisetin, apigenin
ve luteolin gibi flavonoidlerinde igerir. PL, Hindistan ve diger Giiney Asya
tilkelerinde ¢esitli hastaliklar iizerinde (gastrointestinal sikayetler, solunum
hastaliklar1 ve sitma gibi bulasici hastaliklar) geleneksel olarak kullanilmaktadir
(Huang ve dig. 2020; Liang ve dig. 2020; Yadav ve dig. 2020). PL, ilk kez 1961' de
izole edilmis, molekiiler yapisi ise 1984' te belirlenmistir (Piska ve dig. 2018). PL" in
kimyasal formiilii C17H19NOs' tir (Tripathi ve Biswal, 2020). Giinimiizden yaklasik
50- 60 y1l once kesfedilmis olan PL’in farmakolojik ozellikleri yogun bir sekilde
arastirtlmamis olmakla birlikte, bu molekiiliin basta antikanser etkisi olmak {iizere
antiinflamatuar, antiaterosklerotik, antinosiseptif, anksiyolitik, antidepresan,
noroprotektif, antiarteriosklerotik, antimikrobiyal 6zellikler gibi biyolojik aktiviteler
sergiledigi tespit edilmistir (Henrique ve dig. 2020; Huang ve dig. 2020; Piska ve
dig. 2018). PL’ in ¢esitli hastaliklar tizerindeki etkileri asagida 6zetlenmistir.

2.4.1. Piperlonguminin Kanser Uzerindeki Etkisi

PL’ in bilinen biyolojik aktiviteleri arasindan antikanser etkisi farkli arastirma
gruplar1 tarafindan daha kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Yapilan ¢aligmalarla PL’
in sitotoksik, genotoksik, antitiimor, antianjiyojenik, antimetastatik etkilerinin tespit
edilmesiyle kanser {izerinde etkili oldugu gosterilmistir (Nan ve dig. 2019; Piska ve
dig. 2018). Anabilim Dali’mizda daha 6nce tamamlanan bir ¢alismada PL’ in serviks
kanseri hiicre dizisi olan HelLa hiicreleri iizerinde apoptozu indiikleyerek anti-kanser
etki gosterdigi gozlenmistir (Seber ve dig. 2019). PL’ in kanser hiicrelerini segici
olarak inhibe ettigi, normal hiicreler iizerinde bu etkisinin olmadigi gosterilmistir
(Nan ve dig. 2019; Rawat ve dig. 2020). Ayrica kronik inflamasyonun tiimor
olusumu i¢in uygun bir mikro ortam sagladigi dikkate alindiginda, PL’ in kanserin
Onlenmesi ve ilerlemesinde terap6tik bir immiinomodiilatdr potansiyeli olmasi s6z

konusudur (Henrique ve dig. 2020). PL’ in, 5- florourasil, cisplatin, doksorubisin,
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paklitaksel ve kurkuminin gibi kemoterapdtiklerin aktivitesi arttirdigi  da

belirlenmistir (Piska ve dig. 2018).

Bu baglamda 2000 ve 2007 yillarinda Brezilya’ da Federal Ceard
Universitesi Laboratério Nacional de Oncologia Experimental’ da 5166 6rnek
tizerinde gergeklestirilen antikanser bilesiklerin kesfi ve gelistirilmesi i¢in yapilan
tarama programinda PL, antikanser bilesiklerin gelistirilmesinde daha ileri ¢alismalar
i¢in se¢ilen molekiillerden biri olarak belirlenmistir (Piska ve dig. 2018). Antikanser
etkisi lizerine yapilan ¢aligmalar sonucunda ise, PL ve/veya analoglart kullanilarak
kanser tedavisi i¢in yOntemler saglayan bir patent yaymlanmistir (Bureau 2009;
Liang ve dig. 2020).

Cesitli kanser hiicre hatlarinda ve hayvan modellerinde yapilmis preklinik
calismalarla PL’ in, inflamasyon, proliferasyon (6rnegin; IL- 6, TNF- a ve COX2),
hiicre dongiisii regiilasyonu (6rnegin; siklin A, siklin D1, CDKs, p21 ve p53), anti-
anjiyogenez, anti-invazif ve anti-metastaz yollar1 (6rnegin; VEGF, NF-kB ve STAT)
ve hiicrelerin hayatta kalmasinda rol oynayan gesitli molekiiler mekanizmalar
(6rnegin, Bcl-2, survivin) etkiledigi gosterilmistir. Yapilan ileri ¢alismalarla, PL'in
kanser hiicrelerinde, glutatyon S- transferaz = (GSTn) ve karbonil rediiktaz 1 (CBR1)
inhibisyonu, ardindan redoks homeostazinin bozulmasi ve kanser hiicrelerinde reaktif
oksijen tiirlerinin  (ROS) olusumunu arttiran prooksidatif bir bilesik olarak
belirlenmistir (Liang ve dig. 2020; Mu ve dig. 2020; Tripathi ve Biswal 2020).

Gegtigimiz y1l yaymlanan bir sistematik derleme ile PL’ in angiogenesis,
migrasyon, proliferasyon, invazyon ve metastaz gibi gesitli proliferasyon
aktivitelerinin inhibisyonu yoluyla antikanser aktivitesi dahil olmak iizere gesitli
biyolojik aktivitelere sahip olmasinin yani sira esas olarak ROS birikimi, DNA hasar1
ve onkojenlerin ve tiimdr baskilayici genlerin anormal ekspresyonunun modiilasyonu

yoluyla pro-apoptotik aktivite gosterdigine deginilmistir (Tripathi ve Biswal, 2020).

Yapilan literatiir taramasi sonucu PL’ in etkili oldugu/olabilecegi diisiiniilen
bu molekiiler mekanizmalar arasinda HDAC enzimi tizerindeki etkisini arastiran

sadece bir ¢alisma bulunmaktadir (Thatikonda ve dig. 2020).
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2.4.2. Piperlonguminin Diger Hastahklar Uzerindeki Etkisi

PL, antikanser etkilerinin arastirilmasinin yani sira diger alanlarda da

incelenmistir (Bezerra ve dig. 2013).

In vivo ortamda ateroskleroz plak olusumunu baskilamasinin yani sira
proliferasyon ve niikleer faktor-kappa B (NF-«kB) aktivasyonunu &nemli dlgiide
azalttigir sonucuna ulagilmigtir (Bezerra ve dig. 2013; Son ve dig. 2012). Buna ek
olarak PL, hem kardiyoprotektif hemde kardiyak hipertrofi ve fibrozun tedavisi igin
umut verici bir terapotik aday olabilecegi 6ne siirtilmustiir (J. Gu ve dig. 2021; Wu
ve dig. 2018).

PL’ in in vitro ortamda antidiyabetik potansiyeli degerlendirilmis ve glikozun
sorbitole doniistimii ile iligkili polyol yolundaki hiz simirlayici bir enzim olan
rekombinant insan aldoz rediiktazini inhibe etmesi sonucu diyabetik
komplikasyonlarinin azaltilmasinda yararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Bezerra ve

dig. 2013).

PL, farelerde yapilan bir dizi deney sonucu Onemli anksiyolitik ve
antidepresan aktiviteler gosterdigi kaydedilmistir (Bezerra ve dig. 2013). Siganlar ile
yapilan bir ¢alismada, PL’ in hipokampustaki néronal inflamasyonun inhibisyonuna
aracilik ederek antidepresan benzeri etkiler sergiledigini gosterilmistir (Zhang ve dig.
2019).

PL" in safra kanali ligasyonunun neden oldugu karaciger fibrozu tedavisinde
etkili bir terapdtik ajan olabilecegi, giiglii hepatoprotektif ve antifibrotik aktiviteler
sergiledigi gosterilmistir (Chilvery ve dig. 2020).

Yaslanmis hiicrelerin yasa bagli bir¢ok hastalikta dnemli bir rol oynadigini
diisiiniilmektedir. Bu hiicreleri segici olarak oldiiren senolitik ajanlar yeni bir
terapotik yaklasim olarak goriilmektedir. PL’ in de senolitik ajan olma potansiyeli
ortaya konmustur (Wang ve dig. 2016). Yapilan bir hayvan calismada ise PL
tedavisinin yasa bagl biligsel bozukluk ve hipokampal degisikliklerin tedavisinde
potansiyel yeni bir yaklasim olabilecegini belirtilmistir (Go ve dig. 2018). PL’ in
immiinomodiilasyonda, otoimmiin hastaliklarda ve inflamasyonla iliskili

norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir ajan olabilecegi gosterilmistir
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(Bezerra ve dig. 2013; Kim ve dig. 2018). PL' in, kolinesteraz seviyelerini diigiirerek,
noroinflamasyonu azaltarak ve amiloid plak olusumunu engelleyerek Alzheimer
hastaligina kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Ji ve dig. 2020). Bir
bagska calismada PL' in NF-kB sinyallesmesini inhibe ederek amiloidogenezi ve
noroinflamasyonu azaltarak Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in etkili olabilecegi
gosterilmistir (S. M. Gu ve dig. 2018). Parkinson hastalig1 patogenezinde apoptoz ve
makrootofaji/otofajinin kilit rol oynadig1 dikkate alinarak yapilan bir ¢alismada, PL’
in apoptoz ve otofaji arasindaki dengeyi yeniden saglayarak terapotik etkiler

gosterdigi ortaya konmustur (Liu ve dig. 2018).

PL’ in insan T hiicrelerinde, redoks dengesini prooksidatif bir ortama dogru
degistirerek otoimmiin bozukluklari kontrol etmek i¢in yeni bir segenegi olabilecegi
one siirtilmistiir (Liang ve dig. 2020). PL’ in deneysel bir otoimmiin ensefalomiyeliti
(EAE) iizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alisma ile, NF-xB sinyal yolunu inhibe
ederek miyelin oligodendrosit glikoprotein ile indiiklenen EAE semptomlarini,
makrofajlarin ve T hiicrelerinin aktivasyonunu hafifleterek Multipl skleroz tedavisi
i¢in faydali olabilecegi 6ne siiriilmiistir (S. M. Gu ve dig. 2017). PL’ in fibroblast
benzeri sinoviyositlerin proliferasyonunu, gociinii ve invazyonunu inhibe ederek
romatoid artrit tedavisi igin terapotik potansiyele sahip olabilecegini gosterilmistir
(Xu ve dig. 2018).

Fareler tizerinde ovalbumin ile astimin indiiklendigi bir ¢alismada PL'in
NF-kB sinyalini inhibe etmesi yoluyla astimli farelerde hava yolu inflamasyonunu

azaltabildigini gosterilmistir (C. Lu ve dig. 2019).

PL’ in insan beyni mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde, Vero hiicrelerinde ve
insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde Zika viriisii replikasyonunu inhibe ettigini
bulmustur (W. Lu ve dig. 2020). PL’ in paraziter bir enfeksiyon olan Sistozomiyaza
tizerinde etkili bir bilesik olabilecegi belirtilmistir (Mengarda ve dig. 2020).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma kapsaminda oOncelikle PL’in HelLa ve HEK293T hiicreleri
tizerindeki 24 saat i¢in gecgerli yaklasik LD50 dozlart MTT ydntemi ile belirlenmistir.
Belirlenen LD50 dozlarinin gegerliligi faz kontrast 1s1k mikroskobu ve AO/PI
boyama sonrasi floresan mikroskopta goriintileme yontemi ile desteklenmistir.
Tespit edilen LD50 dozlarinin HeLa ve HEK293T hiicrelerinde HDAC aktivitesi
tizerindeki etkileri ise kolorimetrik HDAC aktivite tayin yontemi ile belirlenmistir.
HDAC aktivite tayini dncesinde hiicre lizatlar1 NETN Lizis yontemi ile elde edilmis
ve ayrica hiicresel lizatlardaki protein miktar tayini ise Bradford yontemi ile
gerceklestirilmistir. Calismamizin hiicre kiiltiirii ve PL uygulama basamaklarin
iceren deneysel caligmalar1 Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Beslenme ve
Diyetetik Bolimii laboratuvarinda; MTT, protein miktar tayini, floresan mikroskop
analizleri ve kolorimetrik HDAC aktivite tayini ise Tekirdag Namik Kemal
Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde (NABILTEM) gerceklestirilmistir.

3.1. Hiicre Kiiltiira

Bu ¢alismada daha 6nce American Type Culture Collection (ATCC) hiicre
kiltlirii bankasindan satin alinarak daha once deneylerde kullanilmis ve ¢ogaltarak -
86° C’ de derin dondurucuda dondurularak saklanmis insan servikal kanseri hiicre
soyu olan HelLa ve insan embriyonik bobrek hiicre soyu olan HEK293T hiicreleri
kullanilmistir. Calismada kullanilan HeLa hiicreleri, ilk olarak 1951 yilinda servikal
kanseri olan Henrietta Lack isimli hastanin kanser dokularinin laboratuvarda kiiltiirii
ile elde edilmistir (Akcali, 2010). HEK293T hiicre hatt1 ise 1973 yilinda normal
insan embriyonik bobrek hiicrelerinin Adenoviriis-5 ile transforme edilmesiyle
tiretilmistir (Abdulvahid Kalkan ve dig. 2018). Dondurulmus olan bu hiicreler oda
sicakliginda tutularak ¢oziilmiistiir. Coziinen hiicre siispansiyonu % 10 serum igeren
besiyerine aktarilarak 37° C* de, % 5 CO: kosullarinda inkiibasyona birakilmistir.
Sonrasinda hiicreler Dulbescco’s Modified Eagle’ s Medium (DMEM) besiyerinde
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rutin olarak haftada 2 kez hiicre yogunlugu % 80-90 olana kadar inverted mikroskop

ile takip edilmis ve hiicre kiiltiiriiniin devamlilig1 saglanmistir.

3.2. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin in  vitro ortamda normal metabolik aktivitelerini yerine
getirebilmeleri i¢in gerekli ideal kiiltiir ortami besiyerleri ile saglanir. DMEM yaygin
olarak kullanilan besiyerlerinden birisidir. Besiyerlerine hiicre g¢ogalmasini ve
tutunmasi saglayan ve cok sayida biiyiime faktorii, mineral, lipit ve hormonlari igeren
cesitli serumlar ve hiicrelerin gelisimini desteklemek amaciyla glukoza ek olarak
glutamin de gerekmektedir. Fizyolojik pH’ y1 ve osmotik basinci saglamak amaciyla
ise dengeli tuz ¢oOzeltisi kullanilir. Ek olarak olusabilecek kontaminasyonlari

onlemek i¢in antibiyotikler kullanilmaktadir (Kogakl ve dig. 2015).

Her iki hiicre hattinin normal metabolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in
gerekli olan mikrogevreyi laboratuvar ortaminda saglayan DMEM besiyeri igin ilk
asamada +4 °C’de 10 g toz DMEM, 900 ml distile suda ¢oziilerek +4 °C 3, 7 ¢
sodyum bikarbonat eklenmis ve pH 7, 2- 7, 6 olarak ayarlanmistir. Sonrasinda filtre
yerlestirilen bir steril siseye 2, 5 ml amphotericine, 150 ml Fetal Sigir Serum (FBS),
10 ml peniciline/streptomycin, 10 ml L- glutamin eklenmis ve iizeri distile su ile 1
litreye tamamlanarak tamamu filtre edilmistir. Hazirlanan bu besiyeri +4 °C’ de

saklanmustir.

Besiyeri hazirligr igin gerekli olan FBS -20 °C’ de saklanmis ve tasinmasi
soguk zincirle yapilmistir. Stok serum kullanilmadan 6nce 56 °C’de 1 saat 1s1 ile
inaktive edilmistir. Peniciline/streptomycin kullanima hazir halde satin alinmis ve —
20 °C’ de saklanmustir. Fosfat tamponu ticari olarak tablet halinde kullanima hazir
bi¢imde temin edilmistir. +4 °C’ de saklanmistir. Kullanilmadan 6nce bidistile su
igerisinde ¢Oziilmiistiir. Kullanilan Tripsin-EDTA ticari olarak kullanima hazir
bi¢cimde temin edilmistir. Kullanimdan 6nce 0,22 um’ lik milipor filtreden siiziilerek

steril hale getirilmis ve — 20 °C’ de saklanmistir.

3.3. Hiicre Sayimi

Hiicrelerin sayist Hematositometre ile belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii

caligmalarinda hiicre sayisinin tespit edilmesi ile hiicrelerin aktivitesi ve deney



24

kosullarinin hiicre {izerindeki etkisi belirlenmektedir (Kogakli ve dig. 2015).
Hematositometre, iizerinde kareler olan hiicre sayimina imkan veren bir aragtir

(Crowley ve dig. 2016).

MTT ve AO/PI boyama hiicre canliligi deneylerine baslamadan Once
HEK?293T hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisi hematositometre ve
151k mikroskobu kullanilarak tespit edilmistir. Bu amagla tripsinizasyon islemi
sonras1 toplanan hiicre siispansiyonu homojen hale getirilerek 10 pul’ si

Hematositometre’ ye koyulmus ve hiicre sayimlart mikroskopta yapilmistir.

Siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiillerle

hesaplanmustir:

Toplam hiicre sayisi/ml= Hematositometre sayim sonucu X 10.000

3.4. HeLa ve HEK?293T Hiicrelerinde PL’ in LD50 Dozlarinin Tespit Edilmesi

Kimyasal ve biyolojik maddeler ya da fiziksel etkenler, hiicreleri degisik
derecelerde etkileyerek sitotoksisiteye yol acabilirler. Bir maddenin biyolojik
davranisinin anlasilabilmesi icin hiicreler tizerindeki toksik etkisinin belirlenmesi

gereklidir (Toruk ve Aksoy, 2017).

Sitotoksisitenin belirlenmesinde LD50 dozundan faydalaniimaktadir. LD
oldiiriicii doz (Lethal Dose) anlamina gelmektedir. LD50 dozu, hiicrelerin % 50°

sinin (yarisinin) 6liimiine neden olan konsantrasyondur.

Farkli mekanizmalara ve hassasiyetlere sahip ¢ok sayida sitotoksisite testi
bulunmaktadir. Bu caligmada sitotoksisite yontemlerinden MTT ve ayrica ilave
olarak canli/0lii hiicre ayrimima gorsel olarak imkan veren AO/PI floresan boyama
yontemleri ile HEK293T hiicrelerinde PL i¢in LD50 dozu tespit ve teyit edilmistir.
HeLa hiicrelerinde 24 saat igin gegerli olan LD50 dozu ise daha onceki
calismalarimizla belirlenmistir (Seber ve dig. 2019). Bu nedenle tez calismalari

kapsaminda yalnizca HEK293T hiicreleri i¢in LD50 dozu belirlenmistir.
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MTT deneyine 3 x 10* HEK293T hiicresi ile baslanmstir. HEK293T
hiicrelerine PL i¢in yapilan MTT deneyinde kullanilmasi planlanan konsantrasyonlar
literatiir bilgisinden yola ¢ikilarak belirlenmistir. PL, dimetil siilfoksit (DMSO)
iginde ¢oziilerek 2500 uM’ lik ana stok soliisyon hazirlanmistir. Daha sonra ana
stoktan DMSO ile diliisyon yapilarak 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM, 120 uM,
160 uM, 200 puM, 240 pM, 360 uM PL son konsantrasyonlari olacak sekilde

uygulama dozlar kullanilmistir.

3.4.1. MTT Deneyi

Sar1 renkli olan MTT ([3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H
tetrazoliumbromide]) bilesigi, hiicre ortamina eklendiginde canli hiicreler tarafindan
tutulur ve mor renkli formazan kristallerine dontistiiriiliir. Bu olay mitokondriyal
siiksinat dehidrojenaz enzimi tarafindan gergeklestirilir ve bu enzimin aktivitesi
degerlendirilerek hiicre canliligi kolorimetrik ve kantitatif olarak tespit edilir (Kumar
ve dig. 2018).

Kullanilan Malzemeler

1. MTT Kiti (Vybrant MTT Cell Proliferation Assay, Thermo Fisher Scientific)
2. 6’ I kiiltiir kaplarinda in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilan HEK293T
hiicreleri

DMEM Besiyeri

96 kuyucuklu ELISA plakasi

ELISA plaka okuyucu (Termofisher)

Pipet uglar1 (10ul ve 100ul)

o 0o > w

Yapilan Islemler

Bu o6l¢iim i¢in 96 kuyucuklu mikroplaka kullanilmigtir. HEK293T

hiicrelerinin 24 saat siire ile mikroplakalarda tutunmasi beklendikten sonra hiicreler



26

her kuyucuga 100 pl besiyeri igerisinde 3 x 10* hiicre olacak sekilde ve her doz i¢in 3
tekrar olacak sekilde aktarilmistir.

Calismada kullanilan HEK293T hiicrelerinde MTT testi (Vybrant MTT Cell

Proliferation Assay, Thermo Fisher Scientific) i¢in asagidaki protokol uygulanmstir:

1. Besiyeri tamamen bosaltilarak 100 pL taze besi yeri ile degistirilmistir.

2. Her bir kuyucuga daha 6nce 12 mM konsantrasyonda hazirlanan MTT stok
¢ozeltisinden 10 pL eklenmistir. (Yalnizca 100 pL besi yerine ilave edilen 10
puL MTT stok ¢ozeltisi negatif kontrol kuyucugudur.) (MTT soliisyonu 5 mg/
ml olacak sekilde fosfat tamponlu salin (PBS) i¢inde ¢oziiliip steril filtrasyon
ile bir siseye transfer edilerek hazirlanmstir.)

3. Mikroplakalar 4 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.

4. Her bir kuyuya 100 pL SDS- HCI (Sodyum Dodesil Siilfat- Hidroklorik Asit)
cozeltisi ilave edilmis Ve pipetaj yapilarak iyice karistiritlmistir.

5. Mikroplaka 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. 4 saat inkiibasyon sonunda
MTT soliisyonu kuyucuklardan c¢ekilmis ve kuyucuklarin iizerine MTT ile
olusan formazon kristallerini ¢6zmek i¢in 200 pL DMSO eklenmistir.

6. Bir pipet kullanarak her ornek tekrar karistirilmis, optik dansite (OD)
degerleri 570 nm’ de ELISA okuyucuda okunmus ve elde edilen OD
degerlerine gore sitotoksisite diizeyi belirlenmistir. Sitotoksisite diizeyleri

asagidaki formiil ile hesaplanmistir.
1- (Test kuyucugunun absorbansi/kontrol kuyucugunun absorbansi) x 100

PL i¢cin HEK293T hiicrelerinde gecerli olan LD50 dozu Kkontrol gruplarinin
absorbans degerlerinin deney grubu ile karsilastirilmasiyla tespit edilmistir (Kontrol
grubunun OD oranlari, hiicre canliligi i¢in % 100 olarak kabul edildi). Test edilen
konsantrasyonlar ve OD degerleri Sigma Plot 10.0 programu ile degerlendirilerek
hazirlanan grafik yardimiyla HEK293T hiicrelerinin % 50’ sini 6ldiiren LD50 doz

degerleri belirlenmistir.
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3.4.2. Akridin Oranj/Propidium Iyodiir (AO/P1) ile Hiicre Canlih@ Testi

Niikleik asit baglayict boyalar olan Akridin Oranj (AO) ve Propidyum Iyodiir
(PI) ile hiicrelerin canliligi tespit edilebilir. Akridin Oranj, hem canli hem de 6li
hiicrelere niifuz edebilen bir boyadir ve canli hiicrelerin yesil renk almasini saglar.
Diger yandan Pl yalnizca zayif membran biitiinliigiine sahip 6l hiicrelere girebilir ve

kirmizi renge boyar. Boylece canli ve 6lii hiicreler tespit edilir.

Kullanilan Malzemeler

1. Akridin Oranj/Propidium Iyodiir boyast.
2. HEK293T hiicre soyu.
3. Floresan Atagmanli Isik Mikroskobu (Leica-DM 2500).

4. PL.

Yapilan islemler

MTT deneyine paralel olarak, belirtilen konsantrasyon ve siirelerde PL’e
maruz birakilan HEK293T hiicreleri, besiyeri uzaklastirildiktan sonra 5 uL AO/PI
boyasi ile 10 dakika karanlikta bekletilerek boyanmistir. AO/PI ile boyanan hiicreler
Floresan Atagmanli Isik Mikroskobu ile degerlendirilmistir.

3.5. Hiicre Lizati Hazirlama ve Protein Miktar Tayini

HDAC Aktivite Test Kiti ile HEK293T ve HeLa hiicrelerinin HDAC
aktivitesini belirlemeden bir 6nceki bu asamada hiicre lizatlar1 elde edilmis ve elde
edilen hiicre lizatlarinda protein miktarlar1 belirlenmistir. Hiicre lizatlar1t NETN Lizis

yontemi ile, protein miktarlari ise Bradford yontemi ile tayin edilmistir.
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3.5.1. Hiicre Lizati Hazirlama

Organlarda, dokularda ve hiicre igerisinde bulunan proteinlerin analiz
edilebilmesi i¢in Once hiicrenin disina, bir sivi igerisinde ¢ikarilmalidir. Bu sivi
genellikle proteinlerin fizyolojik 6zelliklerini koruyabilecekleri bir tampondur. Bu
tampon igerisinde hiicre zarimi1 pargalayacak ajanlar, pH’ 1 uygun seviyede tutacak
tamponlar, proteaz inhibitdrleri ve proteinlerin maksimum miktarda elde
edilebilmesini saglayan maddeler bulunmalidir. Organ, doku ya da hiicreler
ozelliklerine bagl olarak bistiiri, bicak, makas, havan, sonikator, grender ve blender
gibi araclar kullanilarak lizat haline getirilirler. Proteinleri hiicre igerisinde tutan
hiicre zarinin kirilmasindan sonra olusan protein ve niikleik asit ¢dzeltisine hiicreden
arindirilmig lizat (cell- free lysate, CFL) adi verilir. CFL’ lerdeki niikleik asit ve

diger protein dis1 maddeler genellikle santrifiij kullanilarak uzaklastirilir.

Calismamizda oncelikle hiicre lizatlarinin tayini i¢in en uygun yoOntemi
bulmak amaciyla literatiirde daha 6nce benzer amaglarla kullanildig: bildirilmis olan
TritonX-100, NETN ve dondurup-¢ézme yontemleri ile hazirlanan hiicresel lizatlar
test edilmistir. On calismamiz neticesinde ii¢ yontem icerisinde HDAC Aktivite Test
Kiti ile en iyi sonucu veren yontemin NETN yontemi oldugu tespit edilmis ve

sonraki basamaklarda hiicre lizati1 hazirlamak i¢cin NETN lizis yontemi kullanilmistir.

Kullanilan Malzemeler

1. 6’l kiiltir kaplarinda in vitro hiicre kiltiirii ortaminda ¢ogaltilan HelLa ve
HEK?293T hiicreleri

2. NETN Lizis Tamponu

3. Halt Proteaz ve Fosfataz Inhibitorii Tek Kullanimlik Kokteyl (100X) (Thermo

Scientific # 78442)

PBS

Buz

Sogutmalr santrifiij

N o g &

Plastik santrifiij tiipii (1, 5 ve 15 ml)
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Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan NETN Lizis tamponun Tablo 3.1°de, NETN Lizis
tamponu inhibitorlerinin Tablo 3.2 de ve PBS tamponunun Tablo 3.3’de igerikleri

yer almaktadir:

Tablo 3.1 NETN Lizis Tamponu.

Stok Kullanilan Miktar |Final Konsantrasyon
5 M NacCl 5ml 250 mM

0.5M EDTA, pH 8,0 1ml 5mM

1 M Tris- HCI, pH 8,0 5mi 50 mM

NP- 40 (IGEPAL CA- 630) 0,5 mil % 0,5

dH20 88,5 mi

Tablo 3.2 NETN Lizis Tamponu Inhibitérleri.

Stok Hacim Final Konsantrasyon

Ice cold NETN Lysis Buffer 10 mi

100X Halt Protease Phosphatase Inhibitor

0,1 ml 1X
CockTail

Tablo 3.3 PBS Tamponu.

Icerikler Kullamlan Miktar |Final Konsantrasyon
NaCl 8,09 137 mM

KCl 0,20 g 2,7mM

NaH2PO4 0,239 1,9 mM

Na2HPO4 0,12 ¢ 0,8 mM

dH20 1L
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Yapilan islemler

1. log fazinda ve saglikli olan HeLLa ve HEK293T hiicreleri 6 It polistiren hiicre
kiiltiir kaplariin % 80’ini kapladiginda deney baslatilmistir.

2. Ortam aspire edilmis ve deneyin tiim asamalarinda kiiltiir kaplar1 buz

tizerinde tutulmustur.

3. 10 ml soguk PBS ile bir kez hafifce hiicre tabakasi yikanmis, fazla PBS

aspire edilmistir.

4. Her plakaya Inhibitorlii 200 ila 400 pul NETN Lizis Tamponu eklenmis ve

tamponu dagitmak icin karistirilmistir.

5. Hiicre kaziyicr ile hiicreler kazinmig ve hiicre lizatlar1 1 ml pipet ve ug

kullanarak 15 ml' lik konik dipli plastik santrifiij tiipiine aktarilmustir.
6. Hiicre Lizatlar 30 dakika buz tizerinde bekletilmistir.
7. 4°C'de 5 dakika boyunca 13.000 g hizda santrifiij edilmistir.
8. Siipernatanti yeni 1, 5ml lik plastik tiiplere toplanmustir.

9. Lizat deneyin sonraki asamalarina kadar -20° C' de saklanmustir.

3.5.2. Protein Miktar Tayini

Tim deney gruplarindan NETN lizis yontemiyle hazirlanan Hela ve
HEK293T hiicresel lizatlarinda protein miktar tayini Bradford yontemiyle
gerceklestirilmistir. Protein miktar tayini igin ticari bir protein test Kiti (Coomassie
(Bradford) Protein Assay Kit) kullanilmistir. Elde edilen hiicresel lizatlarda protein
miktar tayinleri Bovine Serum Albiimin (BSA) ile yapilan 6lgtimler ve Sigma Plot

10.0 programi kullanilarak hazirlanan standart grafik yardimi ile gergeklestirilmistir.

Bradford yontemi, bir tiir boya olan Commasie Brillant Blue G- 250’in farkh
konsantrasyonlarindaki protein ¢ozeltilerinde farkli derecelerde mavi renk olusturmasina

dayanmaktadir. Boyanin proteine baglanmasiyla birlikte kirmizi renkten mavi renge
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dontisim gozlenmektedir (Bradford, 1976). Protein tayini yapilabilmesi i¢in standart
grafik olusturulmasi gerekmektedir.

Bu ¢alismada kapsaminda BSA’ dan 100 mg tartilmig ve 200 mL distile su ile
¢oziilerek konsantrasyonu 0,5 mg/mL olan stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Daha sonra Y4
oraninda seri diliisyonla 9 adet standart ¢ozelti hazirlanmigtir. Spektrofotometre’ de

Olctilerek standart grafigi olusturulmustur.

Calismada kullanilan diliisyon oranlari ve Kkarsiik gelen BSA

konsantrasyonlar1 Tablo 3.4’de yer almaktadir.

Tablo 3.4 Stok BSA Standart Cozeltisinden seri diliisyonla hazirlanan protein
cozeltileri ve OD degerleri.

Standartlar | Diliisyon Oram1 | Konsantrasyon (mg/mL) | OD Degerleri
1 1 500 0,4815
2 % 250 0,4435
3 Ya 125 0,3285
4 1/8 62,25 0,2270
5 1/16 31,125 0,1110
6 1/32 15,4625 0,0545
7 1/64 7,8125 0,0285
8 1/128 3,89 0,0120
9 1/256 1,94 0,0085

Kullanilan Malzemeler

HelLa ve HEK293T hiicresel lizatlari

Bradford protein assay kit (Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit)
Plastik satriftij tiipleri (1,5 ml)

96 kuyucuklu ELISA plakasi

Spektrofotometre

BSA

2 e o
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Yapilan islemler

1. 1 pl hiicre lizat1 ile 1 ml Bradford protein assay soliisyonu; 1,5 ml lik plastik
santrifiij tiipti iginde karigtirilarak 5 dk karanlikta inkiibe edilmistir.

2. Her 6rnekten 100 pl ve her 6rnek igin 3 tekrar olacak sekilde 96 kuyucuklu
ELISA plakasina aktarilmistir.

3. Siire sonunda 96 kuyucuklu ELISA plakas1 595 nm dalga boyunda ELISA
okuyucuda okutularak OD degerleri elde edilmistir.

4. Standart egri iizerinden yapilan hesaplamalar ile her ornek igin protein

miktarlar1 hesaplanmistir.

3.6. HDAC (Histon Deasetilaz Enzimi) Aktivitesinin Tayini

PL’in HDAC aktivitesini belirlemek amaciyla vyiiriitilen 6n deneyler
sonrasinda (MTT, AO/PI, NETN Lizis, Bradford) hiicre kiiltiirlerinden elde edilmis
hiicre lizatlarinda (HeLa ve HEK293T) kolorimetrik HDAC Aktivite Test Kiti
(BioVision, HDAC Activity Colorimetric Assay Kit, Catalog no: K331) kullanilarak
tiretici firmanin direktifleri dogrultusunda HDAC aktivitesi belirlenmistir.

Kullanilan Malzemeler

96’11 ELISA plakasi

Termofisher ELISA plaka okuyucu

Pipet uglar1 (10ul ve 100ul)

HDAC Assay kit (BioVision, HDAC Activity Colorimetric Assay Kit)
dH20

Hiicresel lizat (4 mg)

o a k~ w N E

Yapilan Islemler

1. Oncelikle yapilan 6n calismayla protein miktar tayini yapilan hiicre
lizatlarindan test basina 3-4 mg protein kullanilmasi gerekliligi saptanmigtir.

Her 6rnekten esit miktarda lizat kullanilmasi karsilastirma agisindan kolaylik
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saglayacagi i¢in her lizat i¢in ayr1 ayri gerekli hesaplamalar yapilmis ve hangi
hacimde lizat kullanilmasi gerektigi tespit edilmistir.
2. Her 6rnek i¢in kullanilmasi gereken miktarlar belirlendikten sonra toplam
hacim 85 ul olacak sekilde tizerine distile su ilave edilmistir.
Ardindan tizerine 10 pl 10X HDAC Assay Buffer eklenmistir.
Uzerine de 5 ul HDAC kolorimetrik substrat eklenmistir.

2 saat stire ile 37° C’ de inkiibasyona birakilmistir.

o g > w

Ardindan kuyularin {izerine reaksiyonu durdurmak ig¢in 10 pl Lysine
Developer eklenmis ve 37° C’ de 30 dk inkiibe edilmistir.
7. 96’ It ELISA plakas: siire sonunda 405 nm’ de okunmus ve OD degerleri

belirlenmistir.

3.7. istatiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS 20.0 istatistik programi ile % 95
giiven araliginda degerlendirilmistir. Deney gruplart arasinda fark olup
olmadigini belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizi ANOVA kullanilmigstir.
Farklilik olmast halinde, gruplarin kontrol grubuna gore anlamliliklar
belirlenmesinde post-hoc Dunnett’ s testi kullanilmistir. p < 0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PL LD50 Dozlarimin Belirlenmesi

PL’in HeLa hiicrelerinde 24 saat i¢in gecerli olan LD50 dozu tarafimizdan
tamamlanan 6nceki bir ¢alismada 171 pM olarak belirlenmistir (Seber vd., 2019). Bu
nedenle mevcut tez ¢alismasi kapsaminda HEK293T hiicrelerinin PL’ in LD50 dozu
MTT yontemi ile tespit edilerek AO/PI boyasi ile floresan mikroskopta goriintiileme

yontemi ile teyit edilmistir.

HEK293T hiicrelerinde 24 saat i¢in gegerli PL LD50 dozlarinin MTT
yontemi ile belirlenmesi i¢in PL; 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM, 120 uM, 160
uM, 200 uM, 240 uM, 360 uM son konsantrasyon olacak sekilde ve kontrol olarak
DMSO kullanilarak HEK293T hiicrelerine 24 saat boyunca uygulanmustir.

Gergeklestirilen deney sonucunda elde edilen veriler Sigma Plot 10.0
programi ile degerlendirilerek HEK293T hiicrelerinin % 50’sini 6ldiiren PL’ in 24
saatlik LD50 dozu 18 uM olarak bulunmustur. PL’ in farkli konsantrasyonlarinin
HEK293T hiicrelerindeki etkilerinin arastirildigt MTT deneyi sonuglar1 Sekil 4.1°de
yer almaktadir.
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Sekil 4.1 PL’ in HEK293T hiicrelerindeki 24 saat igin gegerli LD50 dozunun MTT
yontemi ile tespit edilmesi. Canli hiicre oranini yartya diisiiren konsantrasyon, LD50
dozu olarak tespit edilmektedir.
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5 uL AO/PI ile boyanan ve 10 dakika karanlikta bekletilen 2,5-5-10-20 uM
PL konsantrasyonlarina maruz birakilmis HEK293T hiicreleri Floresan Atagmanli
Isik Mikroskobu (Leica- DM 2500) ile degerlendirilmis ve LD50 dozunun 20 uM’ 1n
altinda oldugu teyit edilmistir (Sekil 4.2). Artan PL konsantrasyonlariyla birlikte
hiicre yogunlugundaki azalma ve hiicre morfolojilerindeki bozulma LD50 dozunun

20 uM’ 1n altinda oldugunu desteklemektedir.

20 uM

Sekil 4.2 HEK293T hiicrelerinde c¢esitli dozlarda PL uygulamalarinin Isik ve
Floresan mikroskobundaki goriintiisii. Kontrol; DMSO, 2,5-5-10-20 uM PL

uygulamalari. Kirmizi renk: 6lii hiicreler, yesil renk: canli hiicreler (40X biiyiitme).

42. PL LD50 Deozlar1 ile Muamele Edilmis HeLa ve HEK293T Hiicre
Lizatlarinda Protein Miktar Tayini

Tim deney gruplarindan NETN lizis yontemiyle hazirlanan Hela ve
HEK293T hiicresel lizatlarinda protein miktar tayini Bradford yontemiyle
gerceklestirilmistir. Elde edilen hiicresel lizatlarda protein miktar tayinleri BSA ile
yapilan 6l¢iimler ve Sigma Plot 10.0 programi kullanilarak hazirlanan standart grafik
yardimu ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.3). Protein miktar tayini i¢in yapilan Bradford

deneyinin plaka goriintimii Sekil 4.4° de yer almaktadir.
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Sekil 4.3 Protein Standart Grafigi. X ekseni=BSA konsantrasyonu (mg/mL), Y
ekseni=0D degerleri.

1 2 3 4% 5 © 71 & 9 10 31 12

Sekil 4.4 Protein Standart Grafigi icin Hazirlanan Bradford Deneyi Plaka Goriiniimii.
1-2; Kontrol, 3; 500 ug/mL, 4; 250 ug/mL, 5; 125 ug/mL, 6; 62,25 ug/mL, 7; 31,12
pg/mL, 8; 15,46 pg/mL, 9; 7,81 ng/mL, 10; 3,89 png/mL, 11; 1,94 pg/mL. 12; Bos.

4.3.HDAC Aktivitesi Tayini

Kolorimetrik HDAC testi sonras1 96 kuyucuklu plakanin goriintiisii Sekil 4.5’
de gosterilmistir. Sari-Yesil renklenme ve koyuluk HDAC aktivitesi hakkinda bilgi

vermektedir.
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Sekil 4.5 Kolorimetrik HDAC Testi Sonrast 96 Kuyucuklu Plakanin Gériinimii.

HeLa hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlardaki HDAC aktivitesini
yansitan OD degerlerinin karsilastirmalari Sekil 4.6, Tablo 4.1, ve Tablo 4.2°de
verilmistir. HeLa hiicreleri igin gegerli LD50 dozu olan 171 uM konsantrasyonda PL
ile 24 ve 48 saat siire ile muamele edilen deney gruplarinin ve 24 saat siireyle DMSO
ile muamele edilen kontrol grubunun (6rnek no 1) HDAC aktivite tayinine iligkin
sonuglar1 Sekil 4.6 ve Tablo 4.1°de, istatistiksel degerlendirilmeleri ise Tablo 4.2° de
verilmistir. Ortalama OD degerleri yiizde (%) degisim olarak karsilastirildiginda
HDAC enzim aktivitesinde kontrole (6rnek no 1) kiyasla 24 saat PL LD50 dozu
uygulamasi (6rnek no 2) ile %21 (p= 0,249) ve 48 saat PL LD50 dozu uygulamasi
(6rnek no 3) ile ise %15 (p= 0,524) oraninda azalma saptanmistir. Ancak gruplar

arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark tespit edilmemistir (p= 0,31) (Tablo 4.2).

Herhangi bir kimyasal ajanla muamele edilmeden normal kosullarda
¢ogaltilan HelLa hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlarin; DMSO ile (6rnek no
4), LD50 doz 171 uM (6rnek no 5) ve LD50 dozun iki kat1 olan 342 uM (6rnek no 6)
konsantrasyonunda PL ile HDAC aktivitesi tayin deneyi esnasinda dogrudan

muamele edilerek, kiiltiir ortaminda bekletme olmaksizin yapilan HDAC aktivite
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tayinine iliskin sonuglar Sekil 4.6 ve Tablo 4.1°de, istatistiksel olarak
degerlendirilmeleri ise Tablo 4.2’ de verilmistir. HeLa hiicrelerinden elde edilen
lizatlarin TSA gibi iyi bilinen bir HDAC inhibitérii ile muamelesi (6rnek no 7) ile
elde edilen sonug Sekil 4.6, Tablo 4.1, ve Tablo 4.2’ de verilmektedir. Ortalama OD
degerlerindeki degisim ylizde olarak karsilastirildiginda HDAC enzim aktivitesinde
kontrole (6rnek no 4) kiyasla PL LD50 dozu uygulamasi (6rnek no 5) ile %32
oraninda istatistiksel olarak da anlamli bir artis (p=0,003) ve PL’in LD50 dozunun 2
kat1 uygulanmasi (6rnek no 6) ile %17 oraninda istatistiksel agidan anlamli olmayan

bir artig saptanmistir (p=0,159) (Tablo 4.2).

HeLa HDAC Aktivitesi (OD Degerleri)
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Sekil 4.6 HeLa Hiicrelerinde HDAC Aktivitesini Gosteren OD Degerlerinin
Karsilastirilmasi. 1) Hela 24 S Kontrol (DMSO), 2) HeLa 24 S PL LD50, 3) HelLa 48
S PL LD50, 4) HeLa Kontrol (DMSO), 5) HeLa PL LD50, 6) HeLa PL LD50 X2, 7)
Pozitif Kontrol (TSA). (Ornek no 1,2,3 ile érnek no 4,5,6,7 farkli 2 deney diizenegi

olup; kendi icinde degerlendirilmistir). *; 4 nolu kontrole kiyasla 5 nolu 6rnekte
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istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmistir (p=0,003), **; 4 nolu kontrole

kiyasla 7 nolu 6rnekte istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmigtir (p<0,001).

Tablo 4.1 HeLa Hiicrelerinde HDAC Aktivitesi Ortalama OD Degerleri.

Ornek No | Uygulama Adi OrtalamaOD | SS

1 Hela Kontrol (DMSO) 24 Saat 0,1980 0,0587
2 HeLa PL LD50 24 Saat 0,1569 0,0684
3 HelLa PL LD50 48 Saat 0,1677 0,0763
4 HeLa Kontrol (DMSO) 0,4124 0,0855
) HeLa PL LD50 0,5480 0,0960
6 HeLa PL LD50x2 0,4845 0,0446
7 Pozitif Kontrol (TSA) 0,2119 0,0650

SS; Standart Sapma.

Tablo 4.2 Hela Hiicrelerinde PL Uygulamalar1 Sonrasi HDAC Aktivitesi OD

Degerlerinin Istatistiksel Olarak Karsilastirilmast.

Karsilastirilan Gruplar p degeri
Hela Kontrol (DMSQO) 24 Saat- HeLa PL LD50 24 Saat 0,249
(Ornek no 1- Ornek no 2)

Hela Kontrol (DMSQO) 24 Saat- HeLa PL LD50 48 Saat 0,524
(Ornek no 1- Ornek no 3)

Hela Kontrol (DMSO)- HeLa PL LD50 0,003*
(Ornek no 4- Ornek no 5)

Hela Kontrol (DMSO)- HeLa PL LD50x2 0,159
(Ornek no 4- Ornek no 6)

Hela Kontrol (DMSO)-Pozitif Kontrol (TSA) <0,001*
(Ornek no 4- Ornek no 7)

* p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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HEK293T hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlardaki HDAC aktivitesini
yansitan OD degerlerinin karsilastirmalar1 Sekil 4.8, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te
gosterilmistir.  HEK293T hiicreleri igin gecerli LD50 dozu olan 18 uM
konsantrasyonunda PL ile 24 saat (Orek no 2) ve 48 saat (Ornek no 3) siire ile
muamele edilen deney gruplarinin ve DMSO ile 24 saat siire ile muamele edilen
kontrol grubunun (6rnek no 1) HDAC aktivite tayinine iliskin sonuglar1 Sekil 4.8,
Tablo 4.3’de, istatistiksel degerlendirmeleri ise Tablo 4.4’de verilmistir. Ortalama
OD degerleri yiizde (%) degisim olarak Kkarsilastirildiginda HDAC enzim
aktivitesinde kontrole (6rnek no 1) kiyasla 24 saat PL LD50 dozu uygulanmasi
(6rnek no 2) ile %151 oraninda istatistiksel olarak anlamli olmayan artis saptanirken
(p=0,096); 48 saat PL LD50 dozu uygulamasi (6rnek no 3) sonucunda ise %312
oraninda Ve istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir (p<<0,001) (Tablo 4.4).

Herhangi bir kimyasal ajanla muamele edilmeden normal kosullarda
cogaltilan HEK293T hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlarin; DMSO ile (6rnek
no 4), LD50 dozu 18 uM (6rnek no 5) ve LD50 dozun iki kat1 olan 36 uM (6rnek no
6) konsantrasyonlarda PL ile HDAC aktivitesi tayin deneyi esnasinda dogrudan
muamele edilerek, kiiltiir ortaminda bekletme olmaksizin yapilan HDAC aktivite
tayinine iliskin sonuglar Sekil 4.7 ve Tablo 4.3” de, istatistiksel degerlendirmeleri ise
Tablo 4.4’ de verilmistir. HEK293T hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlar TSA
gibi iyi bilinen bir HDAC inhibitorii ile muamele edilmesi ile elde edilen sonuglar
(6rnek no 7) verilmistir (Sekil 4.7, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). OD degerleri yiizde
degisim olarak karsilastirildiginda HDAC enzim aktivitesinde kontrole (6rnek no 4)
kiyasla PL LD50 dozu (6rnek no 5) uygulamasi ile %10 oraninda istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir azalma (p=0,124) ve PL LD50 dozunun 2 kati (6rnek 6)
konsantrasyonlar1 ile muamele edildiginde ise Yyine istatistiksel olarak anlamli

olmayan %1,8 oraninda artig (p=0,962) saptanmistir (Tablo 4.4).



41

HEK293T HDAC Aktivitesi (OD Degerleri)
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Sekil 4.7 HEK293T Hiicrelerinde HDAC Aktivitesini Gosteren OD Degerlerinin
Karsilastirilmasi. 1) HEK293T 24 S Kontrol (DMSO), 2) HEK293T 24 S PL LD50,
3) HEK293T 48 S PL LD50, 4) HEK293T Kontrol (DMSO), 5) HEK293T PL LD50,
6) HEK293T PL LD50 X2, 7) Pozitif Kontrol (TSA). (Ornek no 1,2,3 ile érnek no
4,5,6,7 farkli 2 deney diizenegi olup; kendi ig¢inde degerlendirilmistir). *; 1 nolu
kontrole kiyasla 3 nolu ornekte istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmistir
(p<0,001), **; 4 nolu kontrole kiyasla 7 nolu 6rnekte istatistiksel agidan anlamli bir

fark saptanmistir (p=0,034).
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Tablo 4.3 HEK293T Hiicrelerinde HDAC Aktivitesi Ortalama OD Degerleri.

Ornek No | Uygulama Adi OrtalamaOD | SS

1 HEK293T Kontrol (DMSQO) 24 Saat 0,1337 0,0824
2 HEK293T PL LD50 24 Saat 0,2015 0,1010
3 HEK293T PL LD50 48 Saat 0,4171 0,0362
2 HEK293T Kontrol (DMSO) 03508 | 0,0461
5 HEK293T PL LD50 0,3158 0,0363
6 HEK293T PL LD50x2 0,3575 0,0186
7 HEK?293T Pozitif Kontrol (TSA) 0,2953 0,0170

SS; Standart Sapma.

Tablo 4.4 HEK293T Hiicrelerinde PL Uygulamalari Sonrast HDAC Aktivitesi OD

Degerlerinin Istatistiksel Olarak Karsilastirilmas.

Karsilastirilan Gruplar p degeri

HEK293T Kontrol (DMSQ) 24 Saat- HEK293T PL LD50 24 Saat
(Ornek no 1- Ornek no 2) 0,096

HEK293T Kontrol (DMSO) 24 Saat- HEK293T PL LD50 48 Saat

(Ornek no 1- Ornek no 3) <0,001*
HEK293T Kontrol (DMSO)- HEK293T PL LD50 0.124
(Ornek no 4- Ornek no 5) ’
HEK293T Kontrol (DMSO)- HEK293T PL LD50X2 0.962
(Ornek no 4- Ornek no 6) ’
HEK293T Kontrol (DMSO)-Pozitif Kontrol (TSA)

0,034**

(Ornek no 4- Ornek no 7)
* p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, normal bir hiicre soyu olan insan embriyonik bobrek hiicresi
HEK293T ve bir kanser hiicre soyu olan insan servikal kanseri hiicresi Hela
hiicrelerinde, PL’in total hiicresel HDAC enzim aktivitesi Uzerindeki etkisini

belirlemek amaciyla deneysel ¢alismalar yiiriitiilmiistiir.

Bir servikal kanser hiicresi olan HeLa hiicrelerinden elde edilen hiicresel
lizatlar PL’in LD50 dozu ile 24 saat siireyle muamele edildiginde, HDAC enzim
aktivitesinde kontrole kiyasla %21 oraninda azalma (p=0,249) saptanmistir. PL
LD50 dozu uygulamasi 48 saat siirdiigiinde ise HDAC enzim aktivitesinde kontrole
kiyasla %15 oraninda azalma (p=0,524) saptanmistir. Ancak her iki bulgu da
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Elde edilen bulgular 1s1g3inda PL’ in 24 ve
48 saatlik maruziyetinin HeLa hiicreleri iizerinde HDAC enzim aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bulunmayan bir azalmaya neden oldugu sonucuna
vartlmistir. Diger yandan, HeLa hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlar HDAC
aktivite tayini deneyinden hemen 6nce PL LD50 dozu ile dogrudan muamele
edildiginde; HDAC enzim aktivitesinde kontrole kiyasla %32’lik istatistiksel olarak
da anlamli bir artis (p=0,003), PL LD50 dozunun 2 kati konsantrasyonu
uygulandiginda ise; kontrole kiyasla %17’ lik bir artis (p=0,159) saptanmistir. HeLa
hiicrelerinden elde edilen hiicresel lizatlara dogrudan PL uygulanmasi ile HDAC
enzim aktivitesinde artiglar gdzlenmesi PL ile HDAC enzimleri arasinda dogrudan
bir etkilesim olabilecegini ve hiicresel total HDAC aktivitesini artirabilecegi
gorlisiinii desteklemektedir. Dogrudan PL muamelesi ile HDAC aktivitesinde artis
gortliirken, 24 ve 48 saatlik PL uygulamalar sonrasi azalis gézlenmesi, PL’in siireli
uygulamalarinda HeLa hiicrelerinde HDAC aktivitesinde azalma ile sonuglanan

dolayl hiicresel mekanizmalarin rolii olabilecegini diislindiirmektedir.

Normal bir hiicre soyu olan HEK293T hiicrelerinden elde edilen hiicresel
lizatlar PL’in LD50 dozunun 24 saat uygulamasi ile HDAC enzim aktivitesinde
kontrole kiyasla sirasiyla %151 oraninda artig (p=0,096) saptanmigtir. PL LD50 dozu
uygulamasi1 48 saat siirdiigiinde ise HDAC enzim aktivitesinde kontrole kiyasla

%312 oraninda istatistiksel olarak da anlamli bir artis (p<0,001) saptanmistir. Elde
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edilen bulgular 1s18inda PL’ in in vitro kosullardaki siireli uygulamalarinin normal
hiicreler tizerinde HEK293T hiicre soyu modelinde HDAC enzim aktivitesinin
artisina neden oldugu belirlenmistir. PL’in LD50 dozu HDAC aktivite tayininden
hemen oOnce uygulandiginda, HDAC enzim aktivitesinde kontrole kiyasla %10
oraninda azalma (p=0,124), PL LD50 dozunun 2 kati konsantrasyonu
uygulandiginda ise kontrole kiyasla %1,8 oraninda bir artig (p=0,962) saptanmustir.
Her iki bulgu da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Farkli deneysel kosullar
birlikte degerlendirildiginde, PL uygulamalarmin HEK293T hiicrelerinin HDAC
enzim aktivitesinde dogrudan etkilesimler yerine dolayli mekanizmalar ile bir
artisina neden oldugu diistintilmektedir.

Tez c¢alismamiz kapsaminda elde edilen veriler degerlendirildiginde, HelLa
hiicrelerinin PL’in LD50 dozu ile dogrudan muamele edildigi ve HEK293T
hiicrelerinin PL ile 48 saat siireyle muamele edildigi deney gruplarindan elde edilen
bulgular istatistiksel olarak anlamlidir. Bu durum g6z oniine alindiginda PL’in HeLa
ve HEK293T hiicrelerinde total hiicresel HDAC enzim aktivitesini farkli
mekanizmalarla artirdigi sonucuna varilmistir.

Konuya iliskin yapilan literatiir taramalari sonucunda PL’nin HDACi
etkinliginin yalnizca bir yayinda arastirilmis oldugu goriilmistiir. Thatikonda ve dig.
(2020)’nin sedef hastaliginda PL’nin meydana getirdigi epigenetik degisiklikleri ve
iligkili sinyal mekanizmalar1 inceledikleri ¢aligmada, PL’in epigenetik modiilasyonu
diizenledigi ve hiperproliferasyon ve inflamasyonun inhibisyonu yoluyla sedef
benzeri deri lezyonlari hafiflettigi gdsterilmistir. ilgili calismada oncelikle BALB/c
farelerine cilt lezyonlarina sebep olan, proinflamatuar sitokinleri arttiran,
splengomegaliye sebep olan ve inflamasyonu indiikleyen imikimod (IMQ) kremi 6
glin boyunca siiriilerek sedef hastaligi olusturulmustur. Sonrasinda fareler 4 gruba
ayrilarak sirasiyla ilk gruba 10 mg/kg PL topikal olarak, ikinci gruba 30 mg/kg PL
topikal olarak; tiglincii gruba 1 mg/kg PL subkutan olarak, dordiincii gruba ise 20
mg/kg sedef hastaligi tedavisi igin kullanilan Tacrolimus (TAC) krem topikal olarak
uygulanmistir. Sonu¢ olarak, PL’in BALB/c farelerinde IMQ kaynakli sedef
hastaliginin siddetini azalttigi ve artmis immiin aktivite ve hiperplaziden kaynakl
dalak biliylimesini Onledigi gozlenmistir. Ayrica PL’in HDAC ifadesini azalttig

tespit edilmistir. Bu ¢alismada ayrica, HelLa hiicre lizatt PL' in dort farkh
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konsantrasyonu (0.05, 0.1, 1 ve 2.5 uM) ile muamele edilmis ve HDAC inhibe edici
aktivitesi, 2.5 uM konsantrasyonunda muamele edilen TSA ile Kkarsilagtirilmistir.
Sonug olarak TSA uygulanan grupta HDAC seviyelerinin 0,52 + 0,02 uM, 0.05 uM
PL uygulanan grupta 0.44 + 0.06 uM, 0.1 uM PL uygulanan grupta 0.49 + 0.13,1
uM PL uygulanan grupta 0.26 + 0.03 uM ve 2.5 uM PL uygulanan grupta 0.24 +
0.01 uM oldugu, PL uygulamasi ile HDAC seviyesinin doz bagimli bir sekilde
onemli Ol¢iide azaldigr (inhibe ettigi) gosterilmistir. Bu ¢alisma, HDAC aktivitesi
tayininde kullanilan yontemin florometrik olmasi ve ¢alismamiza kiyasla oldukga
diistik dozlarda PL kullanilmis olmasi yoniiyle c¢alismamizdan farkliliklar
gostermektedir. Calismamizda hiicresel lizatlardaki total HDAC aktivitesi
kolorimetrik HDAC Aktivite Test Kiti ile belirlenmistir. Her iki ¢alismada HDAC
aktivitesi tayini i¢in kullanilan florometrik ve kolorimetrik yontemler metodolojik
olarak biiyiik olgiide benzerdir. Tez calismamizda PL’in LD50 dozuna (171 uM)
hiicre kiiltiirii kosullarinda 24 ve 48 saat siirelerle maruz kalan HeLa hiicreleri ve PL
ile dogrudan muamele edilen HeLa hiicre lizatlarindaki HDAC aktivitesi
arastirllmistir.  Literatiirdeki kiyaslanan c¢alismada ise sadece HeLa hiicresel
lizatlarinin 0.05, 0.1, 1 ve 2.5 puM PL konsantrasyonlariyla muamele edildigi
anlasilmaktadir. Bu yoniiyle c¢alismamiz literatiirdeki c¢alisma ile kismen
ortiismektedir. Literatiirdeki calismada kiyasla diisiik olan konsantrasyonlarin nigin
se¢ildigine dair bir agiklama getirilmemis olmakla birlikte, caligmanin in vivo bir
calismanin devami olmasi nedeniyle oldukca diisiik dozlarin test edildigi akla yatkin
bir fikir olarak gelmektedir. Calismamizda HDAC aktivitesi iizerine etkinin
aragtirtlmasinda LD50 dozunun tercih edilmesinde, hiicrelere uygulanabilecek
yiiksek dozlarin denenmesi ve hiicresel lizatlarin hazirlanmasi i¢in gereken hiicre
sayilarinin Ongoriilebilir olmas1 6nemli bir etken olmustur. Her iki ¢alismada da
kontrol olarak iyi bilinen bir HDAC inhibitorii olan TSA kullanilmis ve TSA’nin
HDAC inhibisyonu gosterilmistir. Diger yandan PL’ in HDAC aktivitesi lizerine
etkisine dair elde edilen bulgular gelismektedir. Bu ¢eliskinin nedeninin kullanilan
PL konsantrasyonlariin ¢ok farkli olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Literatiir taramalarimiza ve gilincel bilgilerimize gore, cesitli hastaliklar
tizerinde olumlu etkileri olan PL biyoaktif besin bileseninin normal ve kanser hiicre

soylar1 kullanilarak total hiicresel HDAC enzim aktivitesi tizerine etkisi ilk kez bu
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tez calismast kapsaminda deneysel olarak LD50 dozlar1 referans alinarak ve

kolorimetrik HDAC aktivite test Kiti kullanilarak arastirtlmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biyoaktif besin bileseni PL’in HDACI etkisinin belirlenmesi amaciyla

yiiriitiilen bu ¢alismaya iliskin sonuglar ve oneriler asagida yer almaktadir;

PL’in LD50 dozu HEK293T hiicreleri i¢in 18 uM, HeLa hiicreleri icin 171
uM olarak belirlenmistir. Bu sonug normal hiicrelerin kanser hiicrelerine gore PL’ e
daha hassas oldugunu gostermektedir. Bu durum PL’nin kanseri hedefleyen

tedavilerde kullanilmasini giiglestirebilir.

HeLa hiicresel lizatlarina 24 ve 48 saat PL (LD50 konsantrasyonda)
uygulanmasi sonrasinda kontrol grubuna kiyasla HDAC enzim aktivitesinin bir
miktar inhibe oldugu, ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig
gosterilmistir. Hiicresel lizatlar LD50 ve LD50 X2 konsantrasyonlarinda PL ile
dogrudan muamele edildiginde ise kontrole kiyasla bir artis saptanmis olup, LD50
dozu ile muamele edilen HeLa hiicre lizatlarindaki HDAC aktivitesindeki artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

HEK293T hiicresel lizatlarma 24 ve 48 saat PL (LD50 konsantrasyonda)
uygulanmasi sonrasinda kontrol grubuna kiyasla HDAC enzim aktivitesinin arttig1 48
saatlik uygulama sonrasi elde edilen artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edilmistir. Hiicresel lizatlar LD50 ve LD50 X2 konsantrasyonlarinda PL ile dogrudan
muamele edildiginde ise kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
azalig saptanmustir.

Istatiksel olarak anlamli bulgular géz oniine alindiginda, PL’in epigenetik
degisikliklere aracilik eden HDAC aktivitesini dogrudan ve/veya dolayli hiicresel
mekanizmalar yoluyla arttirdigi, ancak, bu bulgularin in vivo ve Klinik ¢aligmalarla
da desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmigstir.

PL’ nin birgok hastalikta tedavi edici potansiyeli oldugu 6ne siiriilmektedir ve
son yillarda literatiirde klinik etkilerini arastiran ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. PL’in
cesitli hastaliklar {izerine etkisini ortak bir mekanizma yerine farkli mekanizmalarla
gostermesi miimkiin gorlinmektedir.

Gilinimiizde yiiriitillen epidemiyolojik ve Kklinik c¢alismalarla bireylerin

beslenme o6zelliklerinin kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi cesitli
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patolojilere etkileri arastirilmaktadir. Diger yandan besin Ogelerinin fizyolojik ve
patolojik siireglerde yer alan genlerin ifadesini etkilemesi sebebiyle, beslenme iliskili
hastaliklarin patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasi i¢in epigenetik degisikliklerin de
g6z Oniinde bulundurulmasi 6nem arz etmektedir. Potansiyel epigenetik regiilatorler
olan besin bilesenlerinin HDAC aktivitesi tiizerine etkilerinin arastirilmasi
hastaliklarin 6nlenmesi, geciktirilmesi, tedavi edilmesi i¢in diyet miidahaleleri
gelistirilmesinde yeni stratejiler sunabilir. Bu nedenle diger besin bilesenleri gibi
biyoaktif bir besin bileseni olarak bilinen PL’nin de molekiiler ve hiicresel diizeyde

detayl arastirilmasina gereksinim vardir.
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