, ) e, . ; ;'
/! o Q PAVY

YESIL CAY INFUZYONUNUN HeLa HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKISININ INCELENMESI
VE YBSK YONTEMI ILEYESIL CAY
POLIFENOLLERININ TAYINI

AHMET SARACOGLU

Yiiksek Lisans Tezi
Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasttik Toksikoloji Anabilim Dah
Haziran-2002

Bu tez ¢alismast Anadolu Universitesi Aragtirma Fonunca desteklenmistir. Proje No: 010329



JURI VE ENSTITU ONAYI

Ahmet SARACOGLU’nun Yesil Cay Infiizyonunun HeLa Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Etkisinin Incelenmesi ve YBSK Yoéntemi ile Cay Polifenollerinin
Miktar Tayini bashkll Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dalindaki, Yiiksek Lisans
tezi ..20.06.2Q0Q2. tarihinde, asagidaki jiri tarafindan Anadolu Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca

degerlendirilerek kabul edilmistir.

Ad: Soyadi Imza
Uye (Tez Danigmani) Yoo 9..32..&4/72.54{7.’..5&(24/#
Uye PROE.DR.. DS AN, LEORRAEATE
Uye xaog..o.e...ﬂaz&&ﬂcnozzﬂ
Uye G e s s s s s SRS
Uye e

Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunun .42,06.29002

tashve ... W sayili karariyla onaylanmugtr.

s "i‘i"m'\

rasn

Enshtu Mudii = )
Prof. D Y«suf%zru;ak
Sablﬂ&_;BihmleruEnstltusu A

M&deﬁ >




OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YESIL CAY INFUZYONUNUN HeLa HUCRELERI UZERINDEKI
SITOTOKSIK ETKISININ INCELENMESI VE YBSK YONTEMI iLE
YESIL CAY POLIFENOLLERININ TAYINi

AHMET SARACOGLU

Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dal

Danisman: Yrd.Dog¢.Dr. Biillent ERGUN
2002

Bu ¢alismada yesil | ¢ay bitkisinin yapraklarindan hazirlanan %2’lik
inflizyonun HeLa serviks adenokarsinoma hiicreleri lizerinde nétral kirmizist
uptake boyama yontemi kullanilarak, direk sitotoksik etkisi ve TNF yéntemi ile
indirek sitotoksik etkisi ince]‘enmis ve elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Direk sitotoksisite testi ile elde edilen sonuglarin TNF testine

gore daha anlamli oldugu gézlenmistir.

Calismanin ikinci béliimiinde YBSK yontemi ile yesil ¢ay inflizyonunda
bulunan polifenollerin miktar tayinlerinin yapilmasi amaglanmistir. Tsuchiya ve
arkadaslarimin 6nerdigi yoOntem kullanilarak %2°lik yesil ¢ay inflizyonunun

92.58ug/mL EGK, 186.66ug/mL EK, 44.70ug/mL EGKG ve 24.67ug/mL EKG

icerdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Yesil Cay, Polifenol, TNF, Kanser, YBSK



ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECT OF GREEN TEA
INFUSION ON HeLa CELL LINE AND DETERMINATION OF
POLYPHENOLS BY HPLC METHOD
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Anadolu University
Graduate School of Health Sciences
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Supervisor: Assist.Prof.Biilent ERGUN
2002

In this thesis the inhibitory effect of 2% green tea infusion, prepared with
tea leaves, on HeLa cervics adenocarcinoma cell line was investigated with direct
cytotoxicity test and TNF test using neutral red uptake method and the results
were assessed comparatively. The results obtained from direct cytotoxicity test
were more significant than obtained from TNF test.

In the second part of the study the determination of the polyphenol
quantities, present in 2% green tea infusion, was carried out by HPLC method.
The HPLC method established by Tsuchiya et.al.[S] was used for determination.
Results displayed that green tea infusion contains 92.58pug/mL EGC, 186.66

ng/mL EC, 44.70pg/mL EGCG and 24.67pg/mL ECG.

Keywords:Green Tea, Polyphenol, TNF, Cancer, HPLC
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1..GIRIS

Camellia sinensis (gay bitkisi) Theaceae familyasindan, tropik ve subtropik
bolgelerde yetisen, kisin yapraklarimi dékmeyen bir agagtir. Bitkinin ilk olarak
giineydogu Asya’da gelisip yetistirildigine inanilmaktadir [1].

Icecek olarak kullaniminin disinda cay, geleneksel tipta oral olarak;

- Hafif diarelerin semptomatik tedavisinde,

- Fonksiyonel asteniada,

- Zayiflama programlarinda yardimci olarak,

- Suyun renal ekskresyonunu arttirmak amaci ile kullanilir.

Topikal olarak ise; zayiflama programlarina yardimer olarak, gesitli deri
hastaliklarinda yumusatict ve kasinti azaltici olarak ve catlaklarda, eziklerde,
donmalarda ve insekt 1sirmalarinda besleyici, koruyucu ajan olarak kullanilmistir.

Son yillarda yapilan bir¢ok epidemiyolojik ve laboratuar ¢alismalarinda ¢ayin,
kalp ve dolasim hastaliklan ile kanser iizerine etkileri bulunmustur [2]. Yapilan
bircok calisma ile ¢ayda bulunan polifenolik yapili bilesiklerin antikarsinojenik
etkiden sorumlu oldugu gosterilmistir. Yesil ¢cayda bulunan ana polifenolik yapili
bilesikler; Epikatesin (EK), Epikatesin gallat (EKG), Epigallokatesin (EGK) ve
Epigallokatesin-3-gallat’tir (EGKG) [3]

Insan viicudu sitokinler ad: verilen birgok dogal sitotoksik maddeler {iretir.
Interferonlar, koloni stimule edici faktérler (Colony Stimulating Factors-CSF),
interlgkinler ve tiimor nekroz faktorii (Tumor Necrosis Factor-TNF) sitokinlere érnek
olarak verilebilir [4]. Bu sitokinlerden TNF’nin farmakolojik dozlarda kullanildiginda
in vitro ve in vivo birgok malign hiicrelere kars: sitotoksik oldugu belirtilmistir [5].

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de yetistirilen ¢ay bitkisinde bulunan polifenollerin
yiiksek basingli s1vi kromatografisi (YBSK) ydntemi ile miktar tayinlerinin yapilmasi
ve yesil ¢ay inflizyonunun sitotoksik etkisinin HeLa hiicreleri iizerinde direk

sitotoksisite testi ve TNF testi yontemleri ile karsilastirmal: olarak incelenmest

amaglanmistir.



2,LITERATUR ARASTIRMASI
2.1. Caymn Tarihgesi

Caym igecek olarak kullanimi M.O. 2700°li yillara dayanmaktadir. Cayla
ilgili kaydedilmis ilk bilgiler M.O. 350°de yazilmis eski bir Cin sozliigii olan  Erh
Ya’da bulunmaktadir. Cay igme gelenegi 6. ylizyilda Cin’den Japonya’ya gegmistir.
Buradan Endonezya’ya gegen cay, sdmﬁrgecilér tarafindan Hollanda’ya tasinmistir.
Hindistan’da da kiiltiire alinan ¢ay buradan Ingiltere’ye ithal edilerek popiiler hale
gelmistir. 17. yiizyil ortalarinda Ingilizler ¢ay ticaretinde ve ¢ayin popiilerlesmesinde
6nemli rol oynamiglardir [1].

Tiirkiye’de c¢ay yetistirilmesi i¢in ilk girisim 1888 — 1892 yillarinda
yapilmistir. Japonya’dan getirilen tohumlar Bursa bélgesinde ekilmis, fakat iklimin
cay bitkisi liretimi i¢in yeterli neme sahip olmamasi nedeniyle bu girisim basariya
ulasamamustir.

Rize bolgesinde gay iiretimi Batum’da ¢alisan Rize’li is¢ilerin ¢ay fidanlarini
Batum’dan getirerek kendi bolgelerinde yetistirmeleri ile baslamistir. Ik cay
fidanlarinin Batum’dan Rize’ye ne zaman getirildigi tam olarak bilinmemekle birlikte
Rize bolgesinde yetistirilen fidanlardan vergi alinmamasini isteyen 2 Haziran 1879
tarihli bir belgenin bulunmasi bu bolgede ¢ay fidan: yetistirilmesinin Bursa’da
yapilan girisimden 6nce basladigini gostermektedir.

Rize bolgesinde ¢ay eldesi 1939 yilinda baslamistir. Burada ilk tesis 1945
yilinda “Rize Cay Fabrikasi” ismiyle kurulmustur. Bu fabrika halen ¢alisir
durumdadir. Bolgede bugiin ¢ay elde eden 40’dan fazla tesis bulunmaktadir [6].

~ Giiniimiizde cay tiiketimi diinya capinda oldukga farkliliklar géstermekle
birlikte, giinliik ortalama kisi basina 120 mL tiiketimi ile sudan sonra gayin ikinci

sirada geldigine inanilmaktadir.[6]



2.2. Caym Eldesi

Cay yapraklan 6zel bir makas yardimiyla elle veya makinelerle toplanir.
Toplanan yapraklara uygulanan islemiere bagli olarak li¢ ana tipte ¢ay elde edilir.
Camellia sinensis yapraklarn spesifik polifenoller ve polifenol oksidaz isimli bir
enzim igerir. Yapraklar pargalandifinda bu enzim aktive olur ve polifenoller
oksitlenir. .

Yesil cay eldesinde; toplanan yapraklar.hemen sicak buhara veya 1stya maruz
birakilir. Daha sonra giineste veya sicak hava akiminda kurutulur. Bu islem bitkide
bulunan polifenol oksidaz enzimini inaktive eder. Bu sekilde elde edilen yesil ¢ay,
kuru yaprak agirliginin %30’u kadar polifenol igerir [1]. Yesil ¢ay; Cin, Japonya,
Hindistan, baz1 kuzey Afrika ve Ortadogu tilkelerinde yaygin olarak kullanilir (%20)
[6].

Yapraklar 1s1 ile enzim inaktivasyonundan 6nce bir saat kadar bekletilirse, Cin
ve Tayvan’da yaygin olarak kullanilan oolong ¢ay elde edilir [1].

Siyah ¢ay elde etmek i¢in, toplanan yapraklar 1sitma iglemine tabi tutulmadan
once 3 — 6 saat bekletilir. Bu sirada katesinler enzim tarafindan oksitlenerek teaflavin
gallat ve tearubiginler basta olmak tizere diger polifenol tiirevlerine déniisiir [1].

Siyah ¢ay en ¢ok bat1 tilkelerinde ve baz1 Asya tilkelerinde tiketilir (%78) [7].
2.3. Caym Kimyasal Kompozisyonu

Tablo 2.1’de  herhangi bir isleme tabi tutulmamis g¢ayda bulunan ana
bilesenler verilmistir.

Varyete farkliliklari, ¢evresel etkenler, proses metodlar1 ve treme sikligt gibi
etkenler ¢ay yapraklarinin kimyasal kompozisyonunu degistirebilir.

Farmakolojik etkilerinden dolay: ¢ayda bulunan en dnemli kimyasal maddeler
polifenoller ve kafeindir. Polifenoller kuru yaprak agirliginin %30 — 35’ini olusturur
ve icecegin kalitesini belirler. Polifenollerin miktar: genetik yapiya ve iklim, 151k, 151,

yagis ve beslenme gibi ¢cevresel faktérler ile yapragin yasina bagh olarak degisir. Bu



polifeﬁgllerden katesin sinifindan olan flavonoller yaprak hiicrelerinin sitoplazmik
vakuollerinde bulunur. Bunlar suda ¢6ziinen, renksiz maddelerdir. Hizla oksitlenirler

ve diger maddelerle kompleks olustururlar.

Tablo 2.1. [7] Herhangi bir igleme tabi tutulmamis ¢ayin kimyasal bilesenleri

Madde %
Karbonhidrat 30
Sekerler 4

Nigasta 2

Pektinler 11
Pentozanlar

Ham lif 13
Proteinler (%4 serbest aminoasit) 20
Lipidler 2

Polifenoller 3

Kafein 5

Mineraller (kiil) 7

Enzimler, koku maddeleri,
vitaminler, klorofil ve diger
pigmentler (seliiloz, lignin)

Yesil ve siyah ¢ay ekstraktlarinda bulunan polifenol bilesenleri tablo 2.2°de
verilmistir. Yesil ¢ay yapraklarinda en fazla bulunan katesin, epigallokatesin gallattir
(EGKG). Bunu sirasiyla epigallokatesin (EGK), epikatesin (EK) ve epikatesin gallat
(EKQG) izler. Siyah ¢ayda ise teaflavin (TF), teaflavin gallat A (TFA), teaflavin gallat
B (TFB) ve teaflavindigallat (TFDG) gibi teaflavinler yliksek miktarlarda bulunur.
Yapraklar yaslandik¢a gallatlanmig flavonollerin miktar1 diiser ve bu durum icecegin

kalitesinin azalmasina yol agar [7].



{fablo 2.2.[7] Yesil ve siyah ¢ayda bulunan katesinler

Katesinler Yesil cay (ug/ml) Siyah ¢ay (ptg/ml)
Katesinler 1064 300
(+)Katesin 21 20
(+)Gallokatesin

Epikatesinler

(-)-Epikatesin 98 37
(-)-Epikatesin gallat 90 73
(-)-Epigallokatesin 411 . 42
(-)-Epigallokatesin-3-gallat 444 128
Teaflavinler 0 64
Teaflavin 0 22
Teaflavin gallat A 0 20
Teaflavin gallat B 0 13
Teaflavin digallat 0 9
Tearubiginler

Prosiyanidin 3

Prosiyanidin gallat

Proderfinidin

Proderfinidin gallat

2.4. Cay Polifenollerinin Kimyasal Yapilan
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Sekil 2.1: [7] Yesil ¢ay polifenollerinin kimyasal yapilar:



‘;,_2.5. Cayn Farmakolojik Ozellikleri

Caymn ditiretik ve tasidig: kafeinden dolay: stimulan etkileri vardir. Yesil
cayin dis ¢iirliklerine karst koruyucu etki gosterdigi ve ekstraktinin solunum
rahatlatic1 olarak kullamldigi bilinmektedir. Yesil ¢ay flavonolleri antimutajeniktir.
Mutajenlerin olusumunu (nitrozaminler gibi) ve mutajenik etkilerini géstermelerini
(6rnegin polisiklik aromatik hidrokarbonlar) onler. Yapilan hayvan deneyleri yesil
¢ay infliizyonu ve EGKG’in degisik organlérdaki kanser olusumunu 6nledigini
gOstermistir. Yapisal olarak benzer diger fenoller gibi yesil ¢ay flavonlart da serbest
radikalleri temizler ve lipid peroksidasyon reaksiyonlarini inhibe eder.

Diizenli ¢ay tliketimi LDL/HDL orani, kolesterolemi ve trigliseridemiyi
onemli oranda dustiriir ve giinde 4 fincan ve daha fazla ¢ay icen insanlarda kalp
hastaliklarini ve aterosklerozis riskini azaltir. Glinde 5 fincan siyah gay tiiketimi
serebrovaskuler hasar biiyiik oranda azaltir. Siyah ¢ayin ayni zamanda kalp tizerine
olumlu etkileri vardir [2].

Bu farmakolojik etkilerinin yam sira fazla ¢ay tiiketilen bolgelerde gériilen
yiiksek orandaki Ozefageal kanser ile ¢ayda bulunan kondanse katesin olan tannin

arasinda bir baglant1 olabilecegine dair kanitlar vardir [§].
2.6. Cay Polifenollerinin Biyoyararlanimi

Fujiki ve arkadaslari gay polifenollerinin biyoyararlanimini incelemek amaci
ile per oral intiibasyon yolu ile fare midesine ‘H — EGKG uygulamslardir.
Uygulamadan bir saat sonra *H — EGKG radyoaktivitesi kanda gozlenirken, 6 saat
sonra total radyoaktif maddenin %2’si kanda bulunmustur. Uygulamadan 6 saat sonra
toplanan idrarda total radyoaktif maddenin %0.06’sinin EGKG olarak atildig:
goriilmiistiir. Intiibasyondan 24 saat sonra besin kanali digindaki diger hedef
organlarda radyoaktivite Ol¢limii yapilmistir. Tablo 2.3’te organlarda o&l¢iilen

radyoaktivite degerleri goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore radyoaktif EGKG



ve yesfi cay ekstrakti antikanser etkisinin bulundugu bilinen organlarin ¢ogunda iyi
dagilim g6stermistir [9].
Caya siit 1lave edilmesi fenollerin ¢dkmesine ve absorbsiyonun énlenmesine

neden olabilir [2].

Tablo 2.3. [10] Tek doz *°H — EGKG uygulamasindan sonra gesitli organlardaki

radyoaktivite dagilimi

Organ 10° x Radyoaktivite (dpm/100 mg doku)
Kan 288.0+2.0
Beyin 225 £104
Akciger 22.0 £5.8
Kalp 244 +8.1
Karaciger 27.3 £3.7
Bobrek 247 £6.5
Dalak 20.0 =7.1
Pankreas 214 £123
Uterus ve ovaryum 21.8 £8.0
Meme 184 £4.3
Safra kesesi 6.6 £3.6
Kemik 18.5 £6.5
Deri 193 =04

2.7. Yesil Cayin Biyolojik Etki Mekanizmalari

Yesil ¢ayin biyolojik etkilerinden sorumlu mekanizmalar tam olarak
anlasiimamakla birlikte énemlidir. Ciinki bu mekanizmalarin anlagilmas: kanserin
tedavisine ve Onlenmesine yonelik daha iyi stratejiler gelistirilmesine yardimeci
olabilir [3]. Sekil 2.2°de ¢ay polifenollerinin etki mekanizmalar1 sematik olarak
gosterilmistir. Tablo 2.4’te ¢ay polifenollerinin antimutajenik ve antikarsinojenik etki

mekanizmalar verilmistir
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Sekil 2.2. [7] Karsinojenezis basamaklari ve ¢ay polifenolleri tarafindan inhibisyonu



Tablo 2.4 : [3] Cay polifenollerinin antimutajenik ve antikarsinojenik etki mekanizmalar

Simflandirma

Cay polifenolleri

Karsinojenezis mekanizmalan "

1 — Ekstraselliiler etki ile mutajenlerin ve karsinojenlerin
inhibisyonu ,
2 — Intraselliiler etki ile mutajenlerin ve karsinojenlerin
inhibisyonu
2.1 — Metabolizmanin modiilasyonu

2.1.1 — Promutajen aktivasyonunun inhibisyonu
2.1.2 — Detoksikasyon mekanizmasinin indiiksiyonu

2.1.3 — Metabolik enzimlerin degistirilmesi ile
detoksifikasyon
2.2 — Blokaj veya supresyon
2.2.1 — Aktif molekiillerin blokaji
2.2.2 — Aktif oksijen tiirevlerinin temizlenmesi.

2.3 - DNA replikasyonu veya onariminin moditlasyonu
2.3.1 — Hatasiz DNA replikasyonunun artiriimasi
2.3.2 — DNA hasarinm onariminin saglanmasi

3 — Baslangi¢ asamasindaki veya neoplastik hiicreleri
etkileyerek inhibisyon
4 - Invazyon ve metastazin inhibisyonu

5 — Apoptozisin indiiksiyonu

Cay ekstraktt

Yesil ¢ay polifenolleri

Kateginler

Yesil cay ekstrakti

Cay

EX, EGK, EKG, EGKG
Cay

EKG, EGKG

K, EK, EKG, EGKG
Teaflavinler

Yesil ve siyah ¢ay polifenolleri
EK, EGK, EKG, EGKG

EGKG
EKG, EGK, EGKG
EGKG

Katesinler ve TF
Yesil ¢ay inflizyonu
EGKG

EGK, EGKG

MNNG ile etkilesme

Sitokrom P450’ye bagimli metabolik aktivasyonun
inhibisyonu

S9 enzimlerinin inhibisyonu

Promutajenlerle etkilesme

Glutation indiiksiyonu

Faz II enzimlerinin indiiksiyonu

Sitokrom P450 rediiksiyonu ve faz Il enzimlerinin artig

Blokaj veya supresyon

Hidroksil radikallerinin rediiksiyonu
DNA’ya baglanmanin inhibisyonu
Antioksidan aktivite

Katalitik Sitokrom P450 inhibisyonu

DNA polimeraz 11 ile etkilegme
Onarim sistemine etki
Tiimor geligiminin inhibisyonu

Matriks enzimlerinin inhibisyonu
Matriks enzimlerinin inhibisyonu
Urokinaz inhibisyonu

DNA fragmantasyonunun indiiksiyonu




28. Yesil Cay ile Yapilan Bazi1 Epidemiyolojik Calismalar

1986 yilinda baslayan ve 10 yil siiresince 8552 kisi iizerinde gerceklestirilen
bir ¢aligmada, giinliik olarak yliksek dozda yesil ¢ay titketiminin kanser iizerine etkisi
aragtirilmistir. Bu siire igerisinde 175 kadin ve 244 erkekte kanser vakasi ortaya
cikmistir. Giinliik 10 fincandan fazla cay tiiketenlerle 3 fincandan az gay tiiketenler
kargilagtinldiginda kanser gelisiminin erkeklerde 3.2 yil, kadinlarda 7.3 yil geciktigi
goriilmiistiir. Teshis edilen toplam 419 kanser.vakasmda yesil ¢ay tiikketimine bagh
olarak kanser tiirlerinin relatif etkileri hesaplanmistir. Giinde 10 fincandan fazla yesil
cay tiiketen kisilerde akciger, kolon ve karaciger kanseri i¢in olduk¢a diisiik relatif
risk elde edilmigtir [11].

Aichi kanser merkezinde Haziran 1990 — Aralik 1999 yillar1 arasinda 1160
yeni ameliyat olmus ve yaygin meme kanseri olan hastada Cox zarar modeli
kullanilarak giinliik yesil ¢ay tiiketiminin hastalifin tekrarlama olasilifina etkisi
incelenmistir. Bu: stire boyunca 133 kiside (%12) siddetli gogiis kanserinin
tekrarladig1 goriilmiistiir. Glinde 3 fincan veya daha fazla yesil ¢ay tiiketenlerde
kanserin sathasina bagli olarak tekrarlama olasiliginin diistiigi gdzlenmistir. Ozellikle
I. basamaktaki kanserlerde zarar riski degeri istatistiki olarak 6nemli oranda
azalmistir. Benzer bir egilim II. asamadaki kanserlerde de go6zlenirken daha ileri
safhadaki kanserlerde bu etki bulunamamisgtir [12]..

Gao ve a;kadaslarl [7] tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Cin’in
Sanghay bolgesinde yesil ¢ay tiiketiminin insan Ozefageal kanser riskini azalttigi
goriilmistiir. Yapilan cesitli galismalar normal sicaklikta (35 — 47 °C) cay i¢imi ile
Ozefageal kanser arasinda bir iligki bulunmadigini, ancak ¢ok sicak ¢ay tiiketiminin
(55 -67°C) Ozefageal kanser riskini 2 — 3 kat artirdigini gostermektedir.

Sadakata ve arkadaslari [7] cay tiiketiminin yasam lizerine etkilerini
incelemek amaciyla aktif olarak c¢ay toreni diizenleyen 63retmenlerin mortalite
oranlarim incelemistir. Omekler 1 Ocak 1980°de Urasenke ¢ay téreni okulunda
ogretmen olarak géreve baslayan, Tokyo’da yasayan, 50 yas civarindaki kadinlardan

secilmistir. Bu liste 31 Aralik 1988’e kadar her yil glincellestirilerek yenilenmistir.
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Oliim Selgelerine ulasilarak 6liim nedenleri bulunmustur. Bu ¢alismada toplam 3380
ornek incelenmistir. 9 yillik stire¢ boyunca bunlardan 280°i 6lmiis, 435’1 tiyelikten
ayrilmigtir. 167 vakamin oliim nedenleri 6lim belgelerinden elde edilmistir.
Bunlardan 55’inin (%32.2) malign neoplazmalar, 41’inin (%24.6) serebrovaskuler
hastaliklar, 35’inin (%21.0) kalp hastaliklari ve 36’sinin (%21.6) diger gesitli
nedenlerle éldﬁgﬁ belirlenmistir. Bu ¢aligma ¢ay téreni &gretmenlerinin mortalite
oranlarinin tim Japon kadinlart ve Tokyo’da yasayan kadinlarla karsilastirildiginda
olduke¢a disiik oldugunu gostermistir. Bu durﬁm caywmn ¢esitli 6ldiirlicti hastaliklara
kars1 koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.

Ohno ve arkadaslar [7] akciger kanserinden 6liim oraninin gok ytiksek oldugu
Japonya’nin Okinawa bolgesinde 1988 — 1991 yillani arasinda ¢ay tiiketimi ile akciger
kanseri riski arasindaki korelasyonu incelemislerdir. Sonuglar 6zellikle kadinlarda
daha fazla Okinawa ¢ay1 (kismen fermente edilmis ¢ay) tliketiminin daha diisiik
oranda kanser riski ortaya ¢ikardigini g6stermistir. Glinde 1-4, 5-9 veya 10 fincan ve
daha fazla ¢ay igen kadinlarda risk oranlari hi¢ ¢ay igmeyenlere gére sirasiyla 0.77,
0.77 ve 0.38 olarak bulunmustur. Ayni oranlar erkekler i¢in ise 0.85, 0.85 ve 0.57
olarak elde edilmistir. Okinawa ¢ay1 tiiketiminin riski azalttig1 gézlenmistir. Kadin ve
erkeklerde epitel hiicre karsinoma riski 0.50 ve 0.08 olarak bulunmustur. Bu bulgular
cay tiiketiminin insanlarda akciger kanserine karsi koruyucu etkisi oldugunu

gostermektedir.

2.9. Tiimor Nekroz Faktor (TNF)

Immiin sistem tarafindan iiretilen ve sitotoksik aktiviteye sahip olan endojen
maddelere sitokinler adi verilmektedir [4]. Sitokin familyasindan olan timér nekroz
faktortiin (TNF) TNF-o (kasektin) ve TNF-B (lenfotoksin) olmak tizere iki farkh
regiilatér faktorii vardir. Her iki molekiil de ayni reseptorlere baglanmasina ve benzer
biyolojik aktiviteleri indiiklemesine karsin siirli bir homoloji gdsterir. Insan TNF-

o ve - genleri 6. kromozomda yerlesmistir.
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TNF-o’min en 6nemli hiicresel kaynag: aktive olmus makrofajlardir. Fakat

TNF bagka hiicreler tarafindan da salgilanir.(Tablo 2.5) [13]

Tablo 2.5. [13] Insanlarda TNF-a.’nin major hiicresel kaynaklari

Makrofajlar Polimorfoniikleer 15kositler
NK hiicreleri Astrositler

Eozinofiller * Langerhans hiicreleri
Hepatik Kuppfer hiicreleri Beyin mikroglial hiicreleri
Glomeriiler mezangial hiicreler Degisik transforme hiicreler
Fibroblastlar. B ve T lenfositleri

Bu major hiicresel kaynaklardan makrofajlarin, ¢ok fonksiyonlu hiicreler
olduklar i¢in nonspesifik savunma sisteminde 6zel bir konumu vardir. Makrofajlarin
fagositoz yetenegine sahip olduklar1 ve indiksiyon ile oldukg¢a aktif effektor
hiicrelere doniistiikleri gosterilmistir [14].

Makrofajlar viicudun savunma sisteminde mikrobiyal enfeksiyonlara ve
tiimorlere karsi 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu hiicrelerin selektif stimulasyonu, hem
immiin savunmada aktive edilmis makrofajlarin fonksiyonunu aydinlatmada, hem de
terapddik uygulamalarin gelistirilmesini saglamak amactyla énemlidir [15].

Insan TNF-a’st plazma membranina bagli 233 aminoasitli bir polipeptid
olarak sentezlenir. Daha sonra 76 ve 77. aminoasitler arasinda proteolitik yarilma
meydana gelerek 157 aminoasitli (17kDa) TNF-a polipeptidi olusur.

Birgok stimulus TNF-a tiretimini indiikleyici etki gosterir. (Tablo 2.6)
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"TPablo 2.6. [13] TNF-a iiretimini indiikleyen major fizyolojik etkenler

Lipopolisakkarit Cesitli viritsler
Mycobacteria Parazitler
Antikor-antijen kompleksleri Cesitli sitokinler (IL-1)
Inflamatuar medyatérler TNF-o (otokrin aktivite)

Bakteriyel enterotoksin

TNF-a 6zellikle Gram(-) bakterilere karsi cevap olusumunda, gesitli timér
hiicrelerine kars: sitotoksik aktivitede ve septik sok, kaseksi ve anoreksi gibi ¢esitli
patolojik olaylarda rol oynar.

TNF-o’nin immiin sistem lizerine etkileri;

e Makrofajlar, nétrofiller ve polimorfontikleer 16kositler gibi gesitli fagositik
hiicrelerin aktivasyonu

e Patojenlere karst makrofajlarin ve eozinofillerin toksisitesinin artirilmasi

e SiufT interferonlara benzer sekilde antiviral aktivite

o T lenfositlerine bagli IL-2 proliferasyonunun artirilmasi
e TNF ayrica inflamatuar cevabin olusumunda Snemli rol oynar ve bu TNF’in en

onemli fizyolojik aktivitesidir.

TNF-a transforme olmus hiicreler iizerine ¢ok biiylik oranda sitotoksik etki
gosterir. Ancak tiim tiimér hiicre tiplerinin Sliimiinii indiikleyemez. TNF-o apoptozis
ve nekrozis yolu ile duyarli hiicrelerin 6liimiine aracilik eder [13]. Antitiimor
etkisinin doza bagli oldugu ve lokal veriliste (tlimér igine) en iyi sonuglarin alindigi
belirtilen TNF ile sistemik uygulamada da tiimorde iyilesme gdzlenmistir. TNF nin
interferonlarla birlikte bulunmas: halinde sitotoksik etkisinin artti1 gosterilmistir.

Diger endojen faktorler ile in vivo etkilesme sitotoksik etkisini arttirabilir [5].
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Asagidaki nedenlerle TNF’ye antikanser bir ajan olarak gosterilen ilgi

azalmustir:

e Bircok tiimor ¢esidi TNF’nin gergeklestirdigi harabiyete duyarh degildir. Bazi
tiimor hiicreleri TNF’yi otokrin bir biiyiime faktorii olarak sentezler.

e TNF’nin majo6r biyolojik aktivitesi tiimér hiicre nekrozu degildir.

e Bu sitokin sistemik olarak terapodik dozda uygulandiginda genellikle siddetli yan
etkiler gelisir [13]

Son yillarda yapilan calismalara gére TNF-o’nin endojen bir promoter ve
kanser gelisiminde bir medyatér olduguna dair inang artmaktadir [7,8,9]. Buna gére
herhangi bir bilesik tarafindan TNF-o’min saliminin inhibisyonu tiimor gelisiminin
inhibisyonunda anahtar rol oynar [11].

Yapilan ¢alismalar, 6zellikle (-)-EGKG’nin TNF-o salimini inhibe ettigini
gostermektedir [3,9-1 1,16,24].

2.10. Yesil Cay ile Yapilan Bazi Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Epidemiyolojik ¢alismalar yesil ¢ay tiiketiminin insanlarda bir¢ok kanser
tiirliniin gelisimini engelledigini g&stermistir. Bu etkinin mekanizmalarini bulmak ve
siddetini belirlemek amaciyla cesitli hiicre kiltiiri sistemlerinde yesil cay ve
bilesenlerinin etkileri ¢calisilmustir.

Ahmad, Gupta ve Mukhtar [16] insan epidermoid karsinoma hiicreleri (A431)
ve normal insan epidermoid keratinositleri (NHEK) ile yaptiklar1 ¢calismada EGKG’1n
doza bagli olarak hiicre biiyiimesinin inhibisyonuna neden oldugunu, hiicre siklusunu
GO0/G1 fazinda durdurdugunu ve A431 hiicrelerinde apoptozisi indiiklerken
keratinositlerde bdyle bir etkisinin olmadigini gézlemislerdir. EGKG uygulamasinin
(10 ~ 80 uM) doza bagli olarak A431 ve NHEK hiicrelerinin sitoplazma ve
nukleuslarindaki NFxB seviyesinde diismeye neden oldugu gézlenmistir. Bu
hiicrelerde EGKG uygulamasinin doza bagl olarak TNF-a inhibisyonuna ve LPS

aracilikli NFgB aktivasyonuna neden oldugu bulunmustur. Bu ¢alismaya gére kanser
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hﬁcrelefﬁnde EGKG’mn neden oldugu hiicre siklusu deregiilasyonu ve apoptozisin;
NFkB inhibisyonu yolu ile ger¢eklestigi diisiintilmektedir.

Islam ve arkadaslari [17] HTB-94 insan kondrosarkoma hiicrelerinde
EGKG’in doza bagl olarak apoptozisi indiikledigini ve hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini gozlemislerdir. Gelisen apoptozisin mekanizmasi incelendiginde
EGKG uygulamasinin DNA fragmantasyonuna, kaspaz-3/CPP32 aktivitesinin
indiiksiyonuna ve 6lii substrat poli(ADP-ribo_z)polimerazm (PARP) boliinmesine
neden oldugu gorilmiistir. |

Morre, Bridge ve arkadaslar1 [18] HelLa ve insan meme adenokarsinoma
hiicrelerinde EGKG’m memeli plazma membraninda bulunan ve transforme olmus
hiicrelerde aktive olan kansere spesifik, ilaca duyarli NADH-oksidaz enzimini segici
olarak inhibe ettigini goézlemislerdir. Meme epitel hiicrelerinin gelisimi ile
karsilastirildiginda, EGKG kiiltiirdeki HeLa ve meme adenokarsinoma hiicrelerinin
gelisimini segici olarak inhibe etmistir. Hiicre ylizey NADH- oksidaz aktivitesinin
inhibisyonu ile EGKG tarafindan indiiklenen apoptozisin dogru orantili oldugu
bulunmustur.

Otsuka, Ogo ve arkadaslar1 [19] insan ve fare 16semi hiicrelerinde (NFS60)
EGKG’1n inhibitor etkisini incelemisler ve 50 pM EGKG ile tiim hiicre tiirlerinde
DNA sentezinin %50’den fazla azaldigimi bulmuslardir. Olii hiicrelerin tiimii
muhtemelen EGKG tarafindan biiytime faktérlerinin inhibisyonu sonucu gelisen
apoptozisin karakteristik 6zelliklerini géstermistir.

Kennedy, Matsumoto ve arkadaglar1 [20] Ehrlich tlimor hiicrelerinde yesil ¢ay
polifenollerinin sitotoksisitesi ile hiicresel tiyol (-SH) gruplarinin iligkisini
aragtirmiglardir. Yesil ¢ay ekstraktinin (100 pg/mL) ve polifenolik bileseni olan
EGK’in (100 pM) varliginda hiicresel nonprotein (GSH) ve protein-siilfidril (PSH)
seviyelerinin Onemli oranda diistiigi ve bu nedenle hiicrelerin yasamlarini
stirdiiremedigi bulunmustur.

Komatsu, Tauchi ve arkadagslari [21] fare C3H10T1/2 fibroblast hiicreleri
kullanarak EGKG'in UV ile indiiklenen onkojenik transformasyona kargi
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antikaréinojenik aktivitesini aragtirmuglardir. 15 pM EGKG ile transformasyon siklig:
normal diizeye kadar inmistir. Bu etki doza baglidir. Sitotoksik etkinin ¢ok diisiik
oldugu 5 pM konsantrasyonda EGKG uygulandiginda bile transformasyonda énemli
oranda supresyon gézlenmistir.

Chen, Schell ve arkadaslari [22] EGKG’in inhibitér etkisinin kanser
hiicrelerine spesifik olup olmadigini anlamak i¢in SV40 viriisti transforme edilmis
W138 insan fibroblastlarinda (W138VA) ve r;ormal W138 hiicrelerinde EGKG’1n
bliylime lizerine etkilerini karsilastumuslardir. 40 uM EGKG’in WI138VA
hiicrelerinin gelisimini tamamen inhibe ederken; W138 hiicrelerinin gelisimini hig
etkilemedigi bulunmustur. 40 — 200 uM konsantrasyon araliginda EGKG W138VA
hiicre kiiltiirlerinde apoptozisi 6nemli oranda indiiklerken, W138 kiiltiirlerinde bu etki
goriilmemistir.

Paschka, Butler ve arkadaglari [23] LNCaP, PC3 ve DU145 prostat kanser
hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada EGKG'in hiicre gelisiminin inhibisyonunda en
potent katesin oldugunu gézlemislerdir. EGKG tarafindan indiiklenen inhibisyonun
nukleus morfolojisinde ve DNA fragmantasyonundaki degisimlerle belirgin apoptotik
hiicre 6liimii yolu ile meydana geldigi bulunmustur .

Suganuma, Okabe ve arkadaslar1 [24] PC-9 insan akciger kanser hiicreleri ile
yaptiklar1 ¢alismada galloil yapis1 tasimayan inert bir ¢ay polifenoli olan (-)-
Epikatesinin, EGKG ve diger galloil yapis: tasiyan ¢ay polifenolleri tarafindan ortaya
cikarilan BALB/c-3T3  hiicrelerinden TNF-c saliminin  inhibisyonunu, PC-9
hiicrelerinin gelisiminin inhibisyonunu ve apoptozisi doza bagl olarak artirdigini
gozlemislerdir. Ayrica Sulindac ve Tamoxifen gibi diger kanser 6nleyici ajanlar da
EGKG’1n apoptozisi indiikleyici etkisini sinerjistik olarak artirmustir.

Sadzuka ve arkadaslar1 [3] Ehrlich ascite hiicreler: implante edilen CDF; ve
BDF, farelerinde doksorubisinin tiimor inhibitér etkisinin oral yesil c¢ay
uygulamasiyla arttigint  gozlemislerdir. Yesil ¢ay uygulamasimin tiimérde

doksorubisin seviyesini artirirken normal dokuda bdyle bir etkisinin olmadig:

goriilmiistiir.
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.'I-Sachinidis, Seul ve arkadaslari [25] A172 glioma hiicrelerinde yaptiklar:
calismada yesil ¢ay polifenollerinin PDGF-p (platelet derived growth factor) -
reseptoriiniin tirozin kinaz aktivitesini bloke eder—ek antikanser etki gosterdigini
bulmuslardir. Bu etkiden gallat yapist tasiyan polifenollerin sorumlu oldugu
distintilmektedir.

Demeule, Brossard ve arkadaslarinin [26] yaptigi calismaya goére yesil cay
polifenolleri, &zellikle EGKG, insan timdrlerinin ilerlemesinden sorumlu olan
metalloproteinaz familyasina ait enzimlerin (MMP-2, MMP-9, MMP-12) aktivitesini
inhibe etmektedir.

Jankun ve arkadaslari [3] yaptiklari c¢alismada EGKG’in antikanser
aktivitesinin, insan kanserlerinde en sik rastlanan enzim olan iirokinaz aktivitesinin
inhibisyonuna bagli olabilecegini gostermislerdir.

Dong ve arkadaslar1 [3] JB6 fare epidermal hiicrelerinde yaptiklari ¢aligmada
EGKG ve teaflavinlerin EGF (epidermal growth factor) ve TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate) tarafindan indiiklenen hiicre transformasyonunu
doza bagl olarak inhibe ettigini bulmuslardir. EGKG ve teaflavinler ayni zamanda
tiimor gelisiminde rol oynayan aktivatér protein 1°e (AP-1) bagimli transkripsiyonel
aktiviteyi ve DNA’ya baglanmayi inhibe etmistir.

Bertolini, Fusetti ve arkadaslarinin [27] yaptiklar1 ¢aligmada intraperitoneal
olarak insan non-Hodgkin’s lenfoma (NHL) hiicreleri, Namalwa, RAP1-E10 ve HS-
Sultan hiicreleri transplante edilen NOD/SCID farelerinde yesil ¢ay Namalwa
tiimorlerini %50 oraninda 6nlemis, RAP1-E10 ve HS-Sultan tlimér gelisimini onemli
oranda inhibe etmistir. Bir kemoterap6dik ilag olan siklofosfamidin tolere edilebilen

maksimum dozunun uygulanmasi Namalwa tiimér olusumunu dnleyememistir.
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2.41. Cay Polifenollerinin Tayini

Goto ve arkadaslar1 [28] cay polifenollerini ayirmak amaciyla bir LC-UV
metodu gelistirmistir. Bu sistemde C;g ters fazli LC kolonu ve mobil faz olarak da
su:asetonitril:fosforik asit karigimi kullanmiglardir. Dedektor olarak UV veya MS
kullanilmistir.

Yapilan kapiller elektroforez ¢aligmalarina gére misel elektrokinetik kapiller
kromatografi biiyitk miktardaki katesinler i¢in kapiller zon elektroforeze gére daha iyi
ayrilma, ¢6zlilme ve miktar hesaplamasi saglamistir[28].

Zhu ve Xiao [28] silikajel kapli plaklarda mobil faz olarak kloroform:etil
format:n-butanol:formik asit karistmi kullanarak ince tabaka kromatografisi ile
caydaki katesinleri ayirmislardir. Ayrilan katesinleri 254 nm dalga boyunda UV ile
belirgin hale getirmis ve katesinlerin alanlarina bagli olarak miktar tayini
yapmislardir.

Tsuchiya, Sato ve arkadaslann [29] c¢ay polifenollerinin tayini i¢in
gelistirdikleri YBSK sisteminde CLC-C8 (M) kolon (250 x 4,6 mm, partikil
biyukligi 5 pm) kullanmiglardir. Mobil faz olarak bir gradient sistem
kullanmiglardir. Mobil faz A asetonitril:trifloroasetik asit:su (10:0,3:89,7 v/v/v);
Mobil faz B asetonitril:su (30:70 v/v) seklinde hazirlanmistir. Akis hizi 1 mL/dk ve
kolon 1s1s1 50 °C’de tutulmustur. Dedektér olarak SPD-M10AVP diode array sistemi
kullanilmigtir. Rutin analizde eluatlarin 269, 274, 277 ve 278 nm dalga boyundaki
absorbsiyonlar1 6l¢lilmiistlir. Standart katesinlerden elde edilen diode array
spektrumuna gore maksimum absorbsiyonlar EGK ig¢in 269 nm, EK i¢in 278 nm,
EGKG i¢in 274 nm ve EKG i¢in 277 nm bulunmustur.

Lee ve Ong [30] yaptiklar ¢alismada ¢ay polifenollerinin analizinde YBSK ve
kapiller elektroforez yontemlerini kullanmiglar ve polifenollerin elektroforez

yonteminde daha hizli tayin edilirken YBSK yonteminin daha hassas oldugunu

gozlemislerdir.
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‘3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Matéryal

3.1.1. Kullanilan hiicreler

TNF testinde ve direk sitotoksisitenin.saptanmasinda HeLa epitel benzeri
insan serviks adenokarsinoma hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler Ankara Universitesi
Veterinerlik Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalindan saglanmistir. Makrofaj hiicreleri

Isvigre albinosu férelerinden (4 — 8 haftalik) elde edilmistir.

3.1.2. Kimyasal madde ve ¢ozeltiler

Epikatesin (Sigma)
Epikatesin-3-gallat (Sigma)
Epigallokatesin (Sigma)
Epigallokatesin-3-gallat (Phytoplan)
Tiyoglikollat (Sigma)
Nétral kirmizist boyasi (Sigma)
Formaldehit (Sigma)
Kalsiyum klortir (Sigma)
Asetik asit (Sigma)
Etil alkol (Sigma)
Aktinomisin D (Sigma)
Sodyum hidroksit (Merck)
Sodyumkloriir (Merck)
Potasyumkiorﬁr (Merck)
Disodyumbhidrojenfosfat . 2 H,O (Merck)
Potasyumdihidrojenfosfat (Merck)
Asetonitril (Merck)
Trifloroasetik asit (Merck)
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Trifloroasetik asit (Merck)
Metanol (Merck)

Bidistile su

3.1.3. Kiiltiir ortami ¢ozeltileri

a. RPMI-1640 Medium (2.0 g/L NaHCO;3, L-Glutaminsiz) (Sigma)
b. Hepes(1M)(SOx)[N-2-Hidroksietilpiperazin-N’-2-etanolsii1fonikasit] (Sigma)
c. Mem-Vitamin (100x) (Sigma)
d. NEAA (100x) Esansiyel olmayan amiﬁoasitler (Sigma)
e. Penisilin/Streptomisin — 10.000U/10.000ug/mL (Biological Ind.)
f. L-Glutamin (200mM) (Sigma)
g. FCS — Fetal buzag: serumu (Biological Ind.)
h. Tripsin — EDTA (10x) (Sigma)

a, b ve d swralamali ¢6zeltiler buzdolabinda (+40C), c, e, f, g, h siralamali

¢ozeltiler derin dondurucuda (-70°C) saklanmustr.
3.1.4. Kullanilan aygitlar

Steril calisma kabini (Holten)

Inkiibatér (Heraeus)

Santriftij (Biofugel7RS)

Mikroskop (Olympus CK3)

Eliza cihaz1 (Biotech EL, 808)

Otomatik pipetér (Eppendorf)

Doku kiiltiir sisesi (TPP)

96 gozlii plaka (Corning)

Steril pipet (Scc, 10cc ve 25¢c)

Steril otomatik pipetdr ucu (100 — 1000uL — Eppendorf)
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‘Steril enjektor filtresi (0.22um ve 0.45um - Orange Scientific)
Steril santrifiij tiipli (SOmL TPP)

Pipet (0.5-10ul, 10-100 pL ve 100-1000 pl Eppendorf)

12 kanalli i)ipet (Eppendorf)

LC10A gradient s1vi kromatografisi (Shimadzu)

SPD-MIOA Diode array dedektoér (Shimadzu)

LCI10AT gradient donanimli pompa (Shimadzu)

CBM-10A iletisim saglayan modiil (Shimadzu)

20uL hacimli loop bulunan Rheodyne enjeksiyon tablasi (Cotati)
Sum, Cg 150 x 3,00 mm kolon (Macherey-Negal)

B-220 ultrasonik banyo (Branson)

3.2. Yontemler

3.2.1. Yesil ¢ay infiizyonunun hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan yesil ¢ay infiizyonlari her deneyden 6nce taze olarak
hazirlanarak kullanilmistir. Infiizyonun hazirlanmasinda 2 g ¢ay tartilmig, lzerine

100ml kaynar su eklenerek 5 dakika kaynatilmustir. Sivi kisim Once slizgeg

kagidindan, daha sonra 0.45 um’lik enjektor filtresinden stiziilerek sterilize edilmistir.

3.2.2. Immiinolojik ¢alismalar

Bu bolimde yesil cayin %2’lik inflizyonunun makrofaj ve HeLa hiicreleri
lizerinde, TNF testi ile ve direk olarak sitotoksik etkileri arastirilmustir. Biitlin

calismalar steril geregler kullanilarak yapilmistir.
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32.2.1. Besiyeri hazirlanmasi

500 mL RPMI-164O medyum (steril) igine asagida belirtilen ¢ozeltiler
katilmustir.

1) 10 mL Hepes — tampon ¢&zelti (1M)(10x)

11) 5 mL Mem-Vitamin (100x)

iii) 5 mL NEAA (100x) .

1v) 5 mL Penisilin/Streptomisin — 10.000U/10.000pm/mL)

v) 10 mL L-Glutamin (200mM)

vi) 50 mL FCS

Biitiin maddeler 0.22um ¢apinda enjektor filtresinden siiziilerek konulmustur.
FCS ilave edilméden once 1 saat 56°C’de su banyosunda inaktive edilmistir.
Hazirlanan besiyeri 50 mL’lik steril siselere konularak kullanilincaya kadar derin

dondurucuda saklanmistir.
3.2.2.2. Hiicre pasaji (Besiyerinin yenilenmesi)

Bu islem irhmiinolojik deneylerde kullanilan HeLa hiicrelerini canli tutmak

i¢in 2 — 3 giinde bir rutin olarak yapilmistir.

1) Inkiibatérden alinan hiicre kiiltiir sisesi hafifce ¢alkalanarak, olit
hiicrelerin besiyeri ¢6zeltisine gegmesi saglanmis ve sonra steril bir
pipetle kiiltiir sisesi igindeki besiyeri alinarak atilmustir.

11) Kiiltiir sisesinde kalan serum artiklarini temizlemek i¢in siseye 5 mL
N RPMI-1640 konularak yikanmis (2 kez) ve yikama ¢ozeltileri
atilmastir.

1ii) Kiiltiir sisesine 5 — 10 mL tripsin ¢&zeltisi (1/10 oraninda fosfat
tamponu ile seyreltilmistir) konularak hafif¢e calkalanmis ve 1
dakika dinlendirildikten sonra tripsin ¢ozeltisi pipetle alinarak
sisenin agzi kapatihip inkiibatorde 5 — 10 dakika bekletilmistir (%05
CO,, %95 nem ve 37°C’de)
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i) Inkiibatérden alinan kiiltiir sisesine 10 — 20 mL kadar besiyeri ilave
edilerek calkalanmis ve 5’er veya 10’ar mL’lik porsiyonlara
boliinerek yeni kiiltiir siselerine alinmistir.

V) Kiiltiir siseleri inkiibatére konularak inkiibasyona birakilmistir (%5
CO,, %95 nem ve 37°C)

3.2.2.3. Neubauer odaciginda hiicrelerin sayilmasi
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Sekil 3.1. [31] Neubauer hiicre sayma odaciginin bir bélmesi

Sekilde Neubauer odacigiun 16 kigik bolmeden olusan bir bdlmesi
goriilmektedir. Herbir bdlmenin hacmi 0.1 pL’dir. Siyah noktalar ile gosterilen
hiicreler sayilmis, beyaz noktalar ise sayilmamustir. Herbiri 16 kiiciik bélmeden
olusan 4 bélme sayilarak o:talamalarl alinmis ve bir bélmeye (0.1 uL’ye) diisen hiicre

say1s! saptanmugtir,

3.2.2.4. Tiimor nekroz faktor testi [32]

Makrofaj hiicrelerini elde etme vontemi

Fareye %3’liik tiyoglikollat ¢o6zeltisi (RPMI-1640 medyum iginde
hazirlanmistir) i.p. olarak verilmis ve 4 giin sonra farelerin karin boslugu agilarak
steril bir enjektor ile SmL soguk fosfat tamponu (magnezyum ve kalsiyumsuz)

farenin karin bosluguna enjekte edilmistir. Enjektor ¢ikarilmadan 5 dakika lavaj
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sonra éym enjektorle verilen tampon ¢ozeltinin yaklasik 4ml’si geri ¢ekilmis ve
bdylece makrofaj hiicreleri elde edilmistir.

Kullanilan fosfat tamponu ¢6zeltisi (pH 7.56)

1) NaCl 8g

i) KCl 02¢g
iii) Na;HPO, . 2H,0 12¢g
iv) KH,PO, 02g

Maddeler bir miktar suda ¢6ziiliip su ile 1L.’ye tamamlanmaigtir.

Makrofaj hiicre Kiiltiirii

1) Makrofaj hiicrelerini igeren tampon ¢o6zeltiden yaklasik 20 pl
alinarak Neubauer hiicre sayma odaciginda 0.1 pul’ye diisen hiicre
sayl1sl saptanmustir.

i1) Bir santrifiij tiiptine alinan tampon ¢6zeltisi santrifiij edilmistir.

Santrifiij kosullari
Devir sayisi : 1500devir/saniye

Ist :10°C
Stire : 10 dakika
Frenhizz :6
1i1) Santrifiijden alinan makrofaj hiicrelerini i¢eren tampon ¢ozeltinin st

kismi atildiktan sonra dibe ¢oken makrofaj hiicrelerinin iizerine
hiicre sayist 1.10%ml olacak sekilde besiyeri ilave edilerek
calkalanmustir

1v) Elde edilen makrofaj hiicre siispansiyonu her géze 100 pl olacak
sékilde plakaya dagitilarak (1.10° makrofaj/100 pul) inkiibatérde 24
saat inkﬁbe edilmistir (%5 COz, %95 nem, 37 °0).
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“~H'eLa hiici'elerinin kiiltiirii

1) Hiicre pasajinin dérdiincti basamaginda inkiibatdrden alinan kiiltiir
sisesine 5 mL besiyeri ilave edilerek galkalanmigtir.

i1) Siispansiyon halindeki ¢6zeltiden 20 uL alinarak Neubauer hiicre
sayma odaciginda boliim 3.2.2.3°te agiklanan yéntemle 0.1 pL’ye
:dﬁsen hiicre say1s1 saptanmustir.

1ii) iHeLa hiicre sayis1 2.10%10 mL olacak sekilde besiyeri ilave
edildikten sonra kiiltiir sisesi ¢alkalanmustir.

iv)  Hiicre siispansiyonu plakaya, her géze 100 uL olacak sekilde
dagittip (2.10° HeLa/100 pL) inkiibatsrde 20 saat inkiibe
‘edilmistir. (%5 CO,, %95 nem, 37°C)

Makrofaj hiicrelerinin iizerine test maddelerinin verilmesi

1) Inkiibatérde 24 saat bekleyen makrofaj kiiltiirlerinin iist kismi
tabana yapismayan hiicrelerin atilmasi igin plaka ters gevrilerek
dokilmiistiir.

ii) Plakada makrofaj hiicrelerinin bulundugu gézlere 100°’er pL
besiyeri ilave edilmistir.

111) Sekil 3.2°de goriilen plakanin yatay dogrultudaki A sirasindaki
gozlerine 100 pL cay infiizyonu verildikten sonra; A sirasindaki
gozlerden baglayarak ve her defasinda 100°er pul. alinarak diisey
dogrultuda 8 g6z asagiya inilmis ve boylece basamak seklinde
seyreltme yapilmigtir. Bu islem sonunda birinci gézde (A-1) 50 pL
inflizyon/100 pL; sekizinci gozde (H-1) 0.406 pl infiizyon /100 pL

olacak sekilde bir konsantrasyon olusumu saglanmistir.
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1v) Plakan..in bir goziine inflizyon hazirlamak igin kullanilan RPMI
konulmus ve ayni sekilde seyreltme yapilarak blank hazirlanmistir.
V) Uzerlerine test edilecek infiizyon verilen makrofaj kiiltiirleri 24
fsaat inkiibatérde tutulduktan sonra (%5 CO,, %95 nem, 37 °C), iist

kismi HeLa hiicrelerine aktariimistir.

Sekil 3.2. 96 gozlii plaka

Makrofaj | kiiltiirlerinin__iist kisimlarmin__Hel.a hiicreleri iizerine

aktarilmas:

1) 24 saat sonunda inkiibatérden alinan makrofaj kiiltiirlerinin st

kisimlar1 HeLa hiicrelerinin iizerine aktarilmugtir.

i) Daha sonra her géze 100 pL Aktinomisin D ¢6zeltisi verilmistir.
(0.5 ng/goz)

ii) HeLa hiicrelerinin bulundugu plaka 18 saat inkiibe edilmistir.(%5
COy, %95 nem, 37°C)
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. Hel.a hﬁcrelerinin boyanmasi [33]

ii)

Test maddelerini uygulama periyodu sonunda plaka inkiibatérden
alinarak her g6z 100puL fosfat tamponu ile yikanmistir.
Sivi kisim uzaklastirildiktan sonra her géze 100pL nétral kirmizisi
boya ¢ozeltisi (40pg/mL tam medyum iginde) verilerek 3 saat
inkiibasyona birakilmistir.
3 saat sonra plaka inkiibatérden alinarak boya ¢ozeltisi atilmis ve
éﬁzler formaldehit / kalsiyum kloriir ¢ozeltisi ile yikanmigtir.
Formaldehit / CaCl, Cozeltisi

1.3 mL Formaldehit (%37’lik)

10 mL %10 CaCl,

89 mL distile su
baha sonra plakalar absorban kagit iizerine alinarak kurutulmustur.
Her goze 100uL asit/etanol soliisyonu verilerek 15 dakika oda
is1sinda bekletilmis ve homojen hale getirildikten sonra 540nm’de
ELISA cihazinda absorbans 6l¢limii yapilmistir.

Asit / Etanol Soliisyonu

1 mL glasiyal Asetik asit

100 mL %50 Etanol

Sonuclarin deferlendirilmesi

Boyama islemlerinden sonra Hela hiicrelerini igeren plaka mikroskopta

incelenmis ve ELISA cihazinda hiicrelerden agiga ¢ikan boyanin absorbans degerleri

okunarak verilen déza kars: grafige gecirilmistir.
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.8

TNF testinin sematik gisterimi

TNF testi sema 1°de 6zetlenmis olarak verilmisgtir.

Test maddesi

'

Makrofaj hiicreleri
i 24 saat inkﬁbasyon
HeLa kanser hiicresi

l + Aktinomisin D

18 saat inkiibasyon
¢ Notral kirmizisi ile boyama
Mikroskobik inceleme ve spektrofotometrik 6lgtim

3.2.2.5. Direk sitotoksisite tayini

Hel.a hiicrelerinin kiiltiirii

1) Hiicre pasajinin dordiincii basamaginda inkiibatérden alinan kiltiir

sisesine 5 mL besiyeri ilave edilerek ¢alkalanmistir.

it) Siispansiyon halindeki ¢6zeltiden 20 pL alinarak Neubauer hiicre

sayma odaciginda boliim 3.2.2.3’te agiklanan yontemle 0.1 pL’ye

diisen hiicre sayis: saptanmistir.

1i1) HeLa hiicre sayist 2.10%10 mL olacak sekilde besiyeri ilave

edildikten sonra kiiltiir sigesi ¢calkalanmustir.

iv) Hiicre siispansiyonu plakaya, her gdze 100 pL olacak sekilde
Hagltlhp (2.10° HeLa/100 pL) inkiibatsrde 20 saat inkiibe

edilmistir. (%5 CO,, %95 nem, 37°C)
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Maddelerin uygulanmasi

1) Her goze 2.10* hiicre ekilmis ve 100 pL besiyeri ilave edilmigtir.

i) A sirasindaki gozlere 100’er pL infiizyon verilmis ve asag1 dogru
seyreltme yapilmistir.

1) Plaka 18 saat inkiibasyona birakilmistir. (%5 CO,, %95 nem, 37°C)

Hel.a hiicrelerinin boyanmasi

Maddelerin uygulanma prosediirii bittikten sonra hiicreler TINF testinde

anlatilan sekilde boyanmugtir..

Sonuclarin degerlendirilmesi

Boyama isleminden sonra HeLa hiicrelerini igeren plaka mikroskopta
incelenmis ve ELISA cihazinda hiicrelerden aciga ¢ikan boyanin absorbans degerleri

okunarak verilen dpza kars1 grafige gegirilmistir.
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32.3. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK) Yontemi ile Cayda

Bulunan Polifenollerin Miktar Tayini

Bu c¢alismada biyolojik akfivite testlerinde kullanilan yesil ¢ay inflizyonunda
bulunan antikarsinojenik aktiviteden sorumlu ana bilesenler olan polifenollerin
yikksek basingli sivi kromatografisi yontemi ile miktar tayinlerinin yapilmasi
amaglanmistir. Yiksek ayirma giicliniin yaﬁl sira seciciligi ve diisiik saptama limiti
gibi 6zelliklerinden dolay1 YBSK hemen .her cesit analizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cahsmada kullanilan infiizyon bélim 3.2.1°de agiklanan sekilde
hazirlanmigtir. Miktar tayini i¢in Tsuchiya ve arkadaglarinin [29] Onerdigi y&ntem

kullanilmigtir.
3.2.3.1. Hareketli Faz

Calismada hareketli faz olarak iki fazli bir gradient sistem kullanilmustir.
Hareketli Féz A: Asetonitril: Trifloroasetik asit:Su (10:0.3:89.7; v/v/v)
Hareketli Faz B: Asetonitril:Su (30:70; v/v)

Hazirlanan hareketli fazlarin igindeki oksijenin uzaklastirilmast igin
cozeltilerden helyum gazi gegirilmistir. Aywrma ve miktar tayini islemleri bu
cozeltiler ile gerceklestirilmistir.

Hareketli faz gegisi 0. dakikada %100 A ¢o6zeltisi gegisi ile baslamis ve 17.
dakikada %25 A: %75 B ¢ozelti karisimi gegecek sekilde dogrusal bir gradient
eltisyonu saglanmugtir. 17. dakikadan sonra 25. dakikaya kadar %100 A ¢o6zeltisi
gecirilerek kolonun temizlenmesi saglanmistir. Akis hizi ImL/dakika  olarak
uygulanmuistir.

Deneylere baglamadan énce kolon %75’lik metanol ile bir saat yikandiktan

sonra, hareketli fazlar ile yarim saat yikanarak kolonun sartlanmasi saglanmistir.
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32.3.2. Standart Cozeltiler

15.9mg EK 50mL %10 metanolde, 5Smg EGK 3mL bidistile suda, 4.4mg EKG
10mL %10 metanolde ve 4.4mg EGKG 10 mL bidistile suda ¢oziilerek standart

¢ozeltiler ha21r1anfn1$t1r. Gerekli seyreltmeler ve karisumlar bu ¢ozeltiler kullamlarak

hazirlanmistir.

Standart stok ¢dzeltilerin bulundugu kaplar aliminyum folia ile kaplanarak

buzdolabinda +4°C’de saklanmistir.

Analiz sirasinda her maddenin stok ¢6zeltisinden 100°er mikrolitre alinarak

kanigtirilmig ve standart karisim ¢&zeltisi olarak kullanilmastir.

3.2.3.3. Dedeksiyon

Gergekle§tiiilen calismada dedektor olarak diode array dedektor kullanilmis,
on ¢aligmalarda 269, 275 ve 278nm dalga boylarinda dedeksiyon yapilmistir. Daha

sonra pik morfoloj ileri dikkate alinarak 278nm calisma dalga boyu olarak se¢ilmistir.
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"ZL»SONUQLAR VE TARTISMA
4.1. TNF Testi ve Direk Sitotoksisite Testi

TNF testinde makrofajlardan TNF salgilanmasini stimule ettigi bilinen bir
madde olan lipop;)lisakkarite [15] karst yesil ¢ayin %2°lik inflizyonunun sitotoksik
etkisine bakilmig ve istatistiki olarak anlamli oranda (p<0.05) sitotoksisite farki
bulunmugtur. TNF testinde RPMI, lipopolisakkarit (LPS) ve yesil ¢ay inflizyonu
verilen goézlerde okunan ortalama optik dansiteler gizelge 4.1’de verilmistir. Optik
dansiteler 540 nm’de okunmustur. Verilen degerler deney sonunda canli kalan
hiicrelerden salinan nétral kirmuzisi boyasinin optik dansitesidir. Dolayisiyla bu optik

dansiteler, verilen dozlardaki ortalama canli kalan hiicre oranint vermektedir.

Cizelge 4.1: TNF testinde 540nm’de elde edilen optik dansite ortalamalari

Hacim (pL) RPMI LPS (1mg/ml) %?2 Infiizyon

50 0.186 £ 0.027 0.158 £ 0.0013 0.087 £ 0.0017

25 0.187 £ 0.0018 0.183 % 0.0016 0.122 £+ 0.0073
12.5 0.206 = 0.012 0.199 £ 0.0027 0.145 £ 0.0037
6.25 0.197 % 0.0049 0.181 £ 0.0120 0.151 £ 0.0033
3.125 0.204 £ 0.0052 0.193 £ 0.0110 0.161 + 0.0034
1.625 0.196 % 0.0047 0.179 £ 0.0042 0.154 £ 0.0075
0.812 0.190 £ 0.0023 0.178 £ 0.0099 0.149 £ 0.0015
0.406 0.180 £ 0.0150 0.174 £ 0.0070 0.153 £ 0.0098

*Bes deneyden elde edilen sonuglarin ortalamalari verilmistir.
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Sekil 4.1:TNF testi sonuglarinin grafiksel olarak gosterimi

Sekil 4.1.d‘e TNF testinde elde edilen sonuglar grafiksel olarak gdsterilmistir.
Elde edilen somﬂc;lar ANOVA varyans analizi ile Bonferroni testi uygulanarak
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve RPMI ve LPS gruplan arasinda istatistiksel
olarak anlamli biri fark bulunamazken, infiizyon grubu ile diger iki grup arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlaml: oldugu gézlenmistir (p<0.05)

Sekil 4.2°de TNF testinden elde edilen sonuglara gére LPS ve inflizyon

grafiksel olarak kdrsllastmlmlsnr.
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Sekil 4.2: TNF testi sonuglarina gére LPS ve inflizyonun grafiksel olarak

karsllastlrllmaa



ﬁSekil 4.2’deki grafikte goriildagi gibi LPS verilen gozlerden elde edilen
sonuglar kismen dogrusal bir seyir izlerken, inflizyon verilen gézlerde hem
sitotoksisite orani daha yiiksek oldugu, hem de 6.25 pL. hacimde uygulamadan sonra
sitotoksisite oramﬁda artis gosterdigi gézlenmektedir..

Direk sitotoksisite testinde RPMI ve %2’lik yesil cay inflizyonu Hela
hiicreleri {izerine Verilmis ve sonuglar 540 nm’de okunmugstur. Bu testte de okunan
optik dansiteler canli kalan hiicrelerden .sahnan notral kirmizisi  boyasinin

dansiteleridir. Sonnglar cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2: Direk sitotoksisite testinde 540 nm’de elde edilen optik

' dansite ortalamalar

Hacim (pﬁL) RPMI %2 Infiizyon
50 0.182 £ 0.0034 0.088 = 0.0040

25 0.180 = 0.0093 0.106 = 0.0058

12.5 0.198 = 0.0048 0.127 £ 0.0083
6.25 0.185 = 0.0021 0.130 £ 0.0037
3.1zsj 0.187 £ 0.0130 0.148 % 0.0029
1.625 0.190 = 0.0052 0.157 £ 0.0052
0.812 0.176 = 0.0053 0.146 = 0.0040
0.406 0.186 = 0.0070 0.159 = 0.0049

Direk sitotoksisite testinde elde edilen sonuglar t testi uygulanarak
degerlendirilmis ve sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur

(p<0.05).

Sekil 4.3’te direk sitotoksisite testi sonucunda elde edilen veriler grafiksel

olarak gdsterilmistir.
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Sekil 4.3: birek sitotoksisite testinden elde edilen sonuglarin

grafiksel gosterimi

izelge 4.3.’te %2’lik yesil c¢ay inflizyonu ile her iki test sonucunda elde
g

edilen yiizde inhibisyon degerleri verilmistir.

Cizelge 43 %?2Yesil cay inflizyonu ile TNF testi ve direk sitotoksisite testi ile

elde edilen ylizde inhibisyon degerleri

‘ % Inhibisyon
Doz (mikrolitre)

| TNF Testi Direk sitotoksisite

350 53.12 51.41

25 34.64 41.11
12.5 29.23 35.55
6.25 23.32 29.25
3.125 20.96 20.60
1.625 21.10 17.10
0.812 21.25 16.57
0.406 14.75 14.49
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Sekil 4.4°te TNF testi ve direk sitotoksisite testi sonucunda elde edilen yiizde

inhibisyon degerleri grafiksel olarak karsilagtirilmustir.
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Sekil 4.4. %2 Yesil ¢ay inflizyonu ile HelLa hiicreleri lizerinde elde edilen

yiizde inhibisyon degerlerinin grafiksel olarak karsilastirilmasi

Bu sonuglara goére yesil ¢ay polifenollerinin TNF salinimini inhibe ettigi
diistiniilmektedir. Bu distince test sonucunda TNF testi uygulanan plakalardaki
sitotoksisite oranmfm direk uygulamada elde edilen sonuglardan daha diisiik olmasina
dayandinlmaktadir. Ciinkit TNF salinmasi durumunda bu gézlerde hem TNF’in ve
hem de sﬁpematamta bulunan polifenollerin etkisine bagli olarak sitotoksisitenin

daha yiiksek oranda olmasi beklenirdi.
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42 YBSK ile Cayda Bulunan Polifenollerin Analizi

Bolim 3.&.3’te anlatilan yo6ntem kullanilarak o6ncelikle standart madde
¢ozeltileri tek tek YBSK cihazina verilerek alikonma zamanlar tespit edilmis, daha
sonra standart kaf1$1m ¢ozeltisi verilerek maddelerin alikonma zamanlari ve pik
alanlari tespit edilmistir. (Sekil 4.5)

EKG

EGKG

EGK

T T T T T
R.T. 4.808 7.871 10.790 15.619

Sekil 45 Standart polifenol karisimina ait kromatogram

Caligma ¢ozeltilerinin stabilitesini incelemek amaciyla, buzdolabinda +4°C’de
saklanan Qézeltile%r ile oda sicakliginda ve igikta birakilan ¢&zeltilerin her glin
kromatogrami alinarak altkonma zamanlar ve egri alti alanlari degerlendirilmistir.
Buna goére +4°C’dje buzdolabinda ve karanlikta saklanan ¢ozeltilerin en az dort giin
siireyle stabl kaldilgl, oda sicakliginda ve giin 1s1ginda birakilan ¢ozeltilerin ise
stabilitelerini ancali< bir giin slireyle koruyabildigi gézlenmistir.

Yontemin tfekrar edilebilirligi saglandiktan sonra %2’lik yesil ¢ay inflizyonu
enjekte edilerek énalizi yapilmistir. Standart polifenol kanisimi ile yesil c¢ay

inflizyonuna ait krdmatogramlar sekil 4.6’da gérilmektedir.
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Sekil 4.6: a) Standart polifenol karigimina ait kromatogram
b) Yesil ¢ay inflizyonuna ait kromatogram

Dogrusallik araliginin incelenmesi amaciyla maddelerin (EGK 3.2 pg/mL-16
ng/mL, EK 6.36ug/mL-31.8ug/mL, EGKG 0.88ug/mL-4.4ug/mL ve EKG
0.88ng/mL-4.4pug/ml konsantrasyon aralidinda) standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Toplam bes konsjantrasyon diizeyi igin elde edilen piklerin diizeltilmis alan
oranlarinin degerléndirilmesi sonucunda elde edilen kalibrasyon esitlikleri ¢izelge
4.3’te verilmistir. Sekil 4.6’da da goriildigi gibi kullanilan gradient sistemle dort
6nemli polifenoh‘iA birbirinden son derece iyi ayrildig1 gozlenmektedir. Alikonma
zamanlarinin 51ras1§yla EGK i¢in 4.8, EK i¢in 7.9, EGKG i¢in 10.9 ve EKG igin ise
15.6 dakikalar oldL;gu goriilmektedir.
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Cizelge 4.4: Standart maddelerin konsantrasyon alan iliskileri

Konsantrasyon

Standart Alikonma Regresyon egrisi Korelasyon
Arahgl LOD | LOQ

Madde Zamani (dk) Denklemi Katsayisi (r)
(ug/mlL)

EGK 3.2-16 1.06 | 035 | 4.8616+0.0246 942.2813x +289.1 0.9968

EK 6.36-31.8 2.15 0.64 7.9992i0.6355 494.7956x — 885.3 0.9997

EGKG 0.88-4.4. 0.30 | 0.09 | 10.9265+0.0353 | 10068.07x —2176.45 0.9980

EKG 0.88-4.4 0.30 0.09 |[15.6675+ 0.0359| 15753x-1527.49 0.9969

Sitotoksisite testlerinde kullanilan yesil caymn %2’lik inflizyonunda YBSK

yontemi kullanilarak bulunan polifenol miktarlari ¢izelge 4.4°te verilmistir.

Cizelge 4.5: %2’lik yesil ¢ay infiizyonunda bulunan polifenol degerleri

EGK (ug/mL)

EK (ug/mL)

EGKG (pg/mL)

EKG (pg/mL)

92.58

186.66

44.70

24.67

Kullanilan yesil ¢ayda bulunan esas etkili madde olan EGKG’nin miktarinin

distik ¢ikmast, bitkinin yetisme sartlari, Uriiniin saklanma kosullar1 ve laboratuar

sartlari gibi etkenlére bagli olabilir.
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