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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ESEK (Equus asinus L. 1758) SUTUNUN SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK
ETKILERININ KANSERLI VE SAGLIKLI iINSAN AKCiGER HUCRE
HATLARI UZERINE KARSILASTIRMALI OLARAK ARASTIRILMASI

Cetin AKCA

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Tolga CAVAS

Yiizyillar boyunca esek siitii tedavi edici, iyilestirici, besleyici ve kozmetik iiriinler
olarak kullanilmigtir. Esek siitii son zamanlarda ise zengin bilesimi nedeniyle bilimsel
bir ilgi uyandirmistir.

Bu calismada esek siitiiniin saglikli (BEAS-2B) ve kanser (A549) insan akciger hiicre
hatlar1 tizerindeki in vitro sitotoksik ve genotoksik etkileri, Klonojenik, WST-1, XTT,
Comet ve MN test yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Saglikli akciger hiicre hatlari
icin (BEAS-2B) Klonojenik, WST-1 ve XTT deneylerinde elde edilen ICsy degerleri
sirastyla 2476ug/mL, 2294ug/mLve 2381pg/mL olarak belirlenmistir. insan akciger
kanser (A549) hiicre hatlari i¢in elde edilen ICsq degerleri ise 850pug/mL, 1109 pg/mLve
830pg/mL olarak belirlenmistir. Esek siitiiniin 6zellikle Insan akciger kanser (A549)
hiicre hatlarinda yiiksek anti-proliferatif etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
Calismamizda esek siitiiniin saglikli hiicrelere zarar vermedigi gozlenirken, kanserli
hiicre hatlarinin biiylimesinde gosterdigi sitotoksik etki istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (p<0.05).

Esek siitiiniin saglikli hiicrelere minimum zarar veren dozlari (50, 100, 200 ve
400pg/mL)goz oniine alinarak genotoksik etkilerini saglikli ve kanser hiicreleri tizerinde
karsilagtirmali olarak belirlemek amaciyla Tek hiicre jel elektroforez (COMET) ve
Mikroniikleus (MN) yontemleri kullanilmigtir. Comet testi sonucunda, tamamen dogal
bir madde olan esek siitiiniin A549 kanser hiicreleri iizerinde doza bagli olarak DNA
hasarma yol agtig1 gozlenmistir. Ayrica kromozamal kiriklar1 gosteren Mikroniikleus
testi sonucunda ise %, Mikroniikleus frekansinda énemli derecede artis tespit edilmistir
(p<0.05). Ancak Comet ve MN testinde saglikli (BEAS-2B) hiicre hattinda istatiksel
olarak dnemli bir degisim gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Esek Siitii, Sitotoksiste, Genotoksisite, Akciger epiteli, Kanser

2014, VI11 + 98 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

COMPARATIVE EVALUATION OF CYTOTOXIC EFFECTS OF DONKEY
MILK (Equus asinus L. 1758) ON CANCER AND HEALTHY HUMAN LUNG
EPITHELIAL CELL LINES

Cetin AKCA

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Tolga CAVAS

For centuries, donkey milk has been used as a curative, reformative, nutritive substance
as well as cosmetics. Due to its rich content, it aroused scientific interest recently.

In this research, in vitro cytotoxic and genotoxic effects of donkey milk on healthy
(BEAS-2B) and cancerous (A549) human epithelial cells, using clonogenic, WST-1,
XTT, Comet and MN testing methods, were investigated. IC50 values obtained from
clonogenic, WST-1,XTT tests for healthy epithelial cells were determined as 2476
pg/mL, 2294 pg/mlLve 2381 pg/mLrespectively. IC50 values for cancerous epithelial
cells were determined as 850 pug/mL, 1109ug/mL, and 830 pg/mL. It was observed that
donkey milk had high anti-proliferative effect on cancerousepithelial cells (A549).
While it was observed that donkey milk did no harm to healthy cells, its cytotoxic effect
on the growth of cancerous cells was found statistically important (p<0.05).

Considering donkey milk’s least harmful doses (50, 100, 200 ve 400ug/mL) to healthy
cells, Comet and MN methods were used with the aim of determining its genotoxic
effects on healthy and cancerous cells comparatively. As a consequence of Comet test,
it was observed that donkey milk, a completely natural substance, caused DNA harm
on cancerous (A549) cells depending on dose.Besides, in consequence of micronucleus
test that shows chromosomal fractures, a markedly increase in %0 MN frequency was
determined (p<0.05). However, as a consequence of Comet and MN tests, no
statistically valuable change in healthy cells (BEAS-2B) was observed.

Key words: Donkey milk, Cytotoxicity, Genotoxicity, Lung Epithelium, Cancer

2014, V111 + 98 pages
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1. GIRIS

Siit, disi memelilerin yeni dogan yavrulari beslemek icin salgiladiklar1 beyaz renkli 6zel
biyolojik bir sividir. Klinik c¢alismalarda inek siitiinliin Ig-E proteinlerinden dolay1
alerjik etkiye sahip oldugu bildirildiginden, bebek beslenmesinde anne siitiine alternatif
olarak esek siitiinlin kullanilabilecegi gosterilmistir. Esek siitii protein igerigi
bakimindan insan siitiine yiiksek benzerligi nedeniyle diger memeli siitlerinden
ayrilmigtir. Ayrica esek siitiiniin yiiksek lizozim ve laktoferrin proteinleri sayesinde

anti-mikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir.

Son donemlerde esek siitiinlin popiileritesi tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
artmistir. Cesitli gazete ve televizyon kanallarinda esek siitiiniin kansere iyi geldigi ile
ilgili bilimsel temeli olmayan bir ¢ok haber yapilmistir. Hatta ¢ogu kanser hastasinin
esek siitliinii temin edebilmek ig¢in litresine yiiksek miktarlarda iicretler o6dedigi
bilinmektedir. Ayrica esek siitiiniin giizelligi korudugu, genclestirdigi bilgileri insanlar1
esek siitiinden kozmetik iirlinleri iiretmeye ve pazarlamaya tesvik etmistir. Bu noktada

esek siitii ¢iftlikleri acarak esek siitii pazarlama ihtiyacina girilmistir.

Diger memeli siitleri ile karsilastirildiginda esek siitiiniin az calisildigi goriilmektedir.
Bununla birlikte son yillarda esek siitiiniin bilesiminde bulunan peynir alti suyu
proteinleri ¢esitli 6zellikleri ile ilgi ¢cekmistir. Bazi esek siitii fraksiyonlarinin, timor
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasini onleyen belirli sitokinlerin {iretimini uyarma
kapasitesine sahip olduklar1 gosterilmistir (Mao ve ark. 2009). Ancak yapilan literatiir
taramalarinda esek siitiiniin kanser ve saglikli hiicre hatlarindaki sitotoksik ve

genotoksik etkilerine dair herhangi bir veriye rastlanilamamastir.

Bu calismada, esek siitiiniin bilesimi, besin degeri, sagliga yararli ozellikleri ve
antimikrobiyal nitelikleri hakkinda bilgiler derlenip anne, kisrak ve inek siitleri ile
benzer ve benzer olmayan yonleri irdelenmistir. Bu bilgilerin 1s181nda, esek siitiiniin
A549 (Kanserli akciger epitel hiicresi) ve BEAS-2B (Saglikli akciger epitel hiicresi)

hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmesi amag¢lanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Esek ve Esek Siitii ile Tlgili Genel Bilgiler

Esek (Equus asinus), Equidae familyasinin, Equus (At) cinsine bagli bir tiir oluportalma
Omiir uzunlugu 25-30 yildir. Yaklasik olarak 4-5 yaslarinda viicut biiyiimelerini
tamamlayan eseklerin biiyiikliikleri 0.9-1.6 metre arasinda degismekte olup gebelik

stireleri ortalama 12 aydir.

Diinyadaki toplam esek populasyonunun yarisina yakini Cin’de bulunmaktadir. Cin’in
yan1 sira, Afganistan, Brezilya, Misir, Hindistan, Pakistan, Iran, Misir, Meksika, Peru ve
Sudan gibi iilkelerde esek yogunlugunun fazla oldugu bildirilmistir (Kandir 2014).
Yukarida sayilan tllkelerde esek yetistiriciligi, biyolojik iriin eldesinden ziyade,
geleneksel olarak hayvanin fiziksel giicinden yararlanmak amaciyla devam
ettirilmektedir (Yilmaz ve Ertugrul 2011). Bununla birlikte bazi Avrupa iilkelerinde
esek ciftliklerinde iiretilen siitlerin beslenme ve saglik sektorlerinin yanisira kozmetik
iiretiminde de kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Sekil 2.1). Ulkemizde ise 2009
yilinda Kirklareli’nde kurulan ilk esek siitii iiretim isletmesinin ardindan aralarinda
Bursa’nin da bulundugu ¢esitli illerimizde yeni ¢iftlikler faaliyete gecirilmistir (Kandir
2014).

BANYO JELI

SABUN KREM

ESEK sUTU

SUT SAMPUAN

BEBEK MAMASI

Sekil 2.1. Esek siitiiniin kullanim alanlari.



Gebelikte siit verimi yaklasik 6 ay siiren bir esegin ortalama siit verimi hayvan basina
giinliik 1 It civarindadir. Bu durum esek siitii liretiminin pahali bir faaliyet olmasinin
temel sebebidir. Ulkemizde esek siitiiniin litresi 50-100 TL arasinda degisen fiyatlarda
alic1 bulmaktadir. Her ne kadar eseklerin siit verimleri goreceli olarak daha diisiik olsa
meme yapilart nedeniyle enfeksiyonlara yakalanma riskleri diistiktiir. Ayrica
bilesiminde yiiksek oranda bulundurdugu laktoferrin ve lizozimin sayesinde diisiik
bakteri yiikiine yliksek dayanikliga sahip olmasi esek siitii iiretimini inek siitii {iretimine

gore daha avantajli hale getirmektedir (Salimei ve ark. 2004).

Esek siitliniin saglik yoniinden 6nemi ¢ok eski tarihlerden beri bilinmektedir. Yiizyillar
boyunca esek siitii tedavi edici, iyilestirici, besleyici ve kozmetik iriinler olarak
kullanilmistir. Ornegin Eski Misir’da, esek siitii bitkisel ilag olarak, eski Yunan’da
tibbiamaglar i¢in kullanmistir. Asagida esek siitiiniin tarihsel olarak populer kullanima

dair elde edilen bazi bilgiler verilmistir.

- Tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat' in (MO, 460-370); esek siitiinii, karaciger
sorunlari, enfeksiyon hastaliklari, ates, ddem, burun kanamalar1 ve zehirlenmeler gibi
bir ¢ok farkli hastaklik i¢in hastalarinaregete olarak onerdigi bildirilmistir (Hipocrates

1843)

- Antik Misir kralicesi Kleopatra'nin ( MO. 51-30), viicudunun giizelligini ve gencligini
korumak i¢in esek siitii banyolar1 yaptigi anlatilmaktadir (Bidasolo 2012). Hatta
Legend kitaplarinda, Kleopatra' nin banyo yapmak ve gerekli siit miktarin1 saglamak

icin 700°den fazla esege sahip oldugunu bildirmistir (Pliny 1855).

- Roma imparatoru Nero’nun (MS.30-65) ikinci esi Poppaea Sabina'nin kirigiklarini
gidermek, yiiziiniin beyazligin1 korumak i¢in esek siitiinii kullandig1 Pliny yazilarinda
bildirmistir. Hatta seyahatlerinde esekleri yaninda gétiiriip siit banyolar1 yaptigr ifade
edilmistir (Pliny 1855).

- Napolyon’ un kiz kardesi, Pauline Bonaparte'de (1780-1825), cilldinin saglig: igin
esek siitii kullandig: bildirilmistir (http://en.wikipedia.org/wiki/Donkey_milk, 2014)



- Georges-Louis Leclerc, Comte de Buffon (1707-1788), Histoire Naturalle kitabinda
esek siitliniin yararlarini ve bazi hastaliklar i¢in 6zel bir ilag oldugunu ve Yunanlilar

tarafindan muhafaza edildigini bildirmistir (Leclerc 1835).

. _ .:A— ‘a ik R RO
Sekil 2.2. Esek siitiiniin toplanmasi, St Vincent de Paul Hastahanesi, Paris, XIX yiizy1l
(Mariani 2009).

Esek siitlinlin yararlar1 hakkindaki ilk bilimsel ¢aligmalardan birinin 1887 Fransa’daki
Paris Saint-Vincent de Paul hastanesinde gergeklestirildigi bildirilmistir. Fransiz Devleti
terk edilmis bebekler i¢in hastahanede insan siitii yerine ¢ocuklarin beslenmesinde esek
stiti kullanilmig olup, bebeklerin esek siitii ile beslenmeleri sonucu herhangi bir
beslenme bozuklugu ortaya ¢ikmadigini aksine esek siitiiniin kullanimi sonucunda daha

saglikli ve giiglii olduklarini ifade edilmistir (Mariani 2009).

Dolayisiyla, emzirmenin yetersiz oldugu durumlarda, yeni dogan bebeklerin veya siitten
kesilen ¢ocuklarin beslenmesi agisindan alternatif bir gida olarak degerlendirilen esek
sitli, bilesiminde yiiksek oranda bulunan esansiyel yag asitleri, laktoz,
immiinoglobiilinler, laktoferrin ve lizozim gibi bilesenleri nedeniyle, besleyici ve
sagliga yararli Ozelliklerinin disinda, yaslanmayr geciktirici 6zelligine bagli olarak
kozmetik ve bakim iriinlerinin iiretimi i¢in de uygun bir hammadde olarak

bilinmektedir (Budak ve Giirsel 2012).



Son yillarda, esek siitiine karsi artan ilginin temel nedenlerinin basinda; besleyici ve
islevsel niteliklerinin yani1 sira, kozmetik sektdriinde yaglanma karsitt bir {iriin olarak ve
kanser tedavisinde de alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegine inanilmasi
gelmektedir. Bununla birlikte tilkemizde esek siitline dair yiiriitilmiis bir bilimsel

calismaya rastlanmamustir.

2.2. Esek Siitiiniin Icerigi

1 litre esek siitiiniin; 865,3 gr't su olup geriye kalan kisimlar1 68,8 gr laktoz (siit sekeri),
22,5 gr’1 mikroelement, 3,8 gr’1 yag ve 3,9 gr’1 azot fraksiyonlarindan olusur. Yiizdelik
olarak ifade edecek olursak; 100 gram yagsiz esek siitiiniin yaklasik olarak % 86,531
su, % 6,881 laktoz, % 1,84’ kiil, % 2,25’i mikroelementler, % 0,38 yag, % 0,39°u azot
fraksiyonlarini olusturmaktadir (Sekil 2.3).

0,39%

1,72% my
0,38% R
B Protein
M Lzktoz
| Ki

W Mikroelementler

W Azot fraksivonlarn

Sekil 2.3. Esek siitiiniin icerigi (Ek 1’ deki verilerden yararlanilarak hazirlanmistir)

100 gram yagsiz esek siitlinde 2,25 gr mikroelement bulunur. Bu mikreelementlerin %
0,4972’1sini potasyum, % 0,487’sini fosfor, % 0,6767’sini kalsiyum, % 0,2183’{ini
sodyum, % 0,0373’tinii magnezyum, % 0,03367’sini Klor elementleri olusturur (Sekil
2.4).
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Sekil 2.4. Esek siitiiniin icerigindeki mikroelementler (Ek 1’ deki verilerden
yararlanilarak hazirlanmistir).

100 gram yagsiz esek siiti 1,84 gram azot fraksiyonlari icermektedir. Azot
fraksiyonlarinin % 0,68’ whey proteinlerinden, % 0,87’si kazein proteinlerinden, %

0,29°u NPN*(Azotsuz proteinler)’ den olusmaktadir (Sekil 2.5).

Azot fraksivonlan

Sekil 2.5. Esek siitiiniin i¢erigindeki azot fraksiyonlar1 (Ek 1° deki verilerden
yararlanilarak hazirlanmistir).



2.3. Esek Siitii ve Yapisi

Esek siitii diger memelilerin siitii ile karsilastirildiginda daha az c¢alisilmig ve
incelenmistir, ancak son yillarda bilesimi insan siitiine ¢ok benzedigi ortaya ¢ikan esek
sitii daha fazla oranda ilgi ¢ekmeye baslamistir. Esek siitii son zamanlarda besin
komposizyonu, 0Ozellikle protein igerigi bakimindan insan siitline ¢ok benzer
oldugundan esek siitiiniin bebek mamalar1 i¢in iyi bir alternatif olarak kabul edilmigtir
(Andrea ve ark. 2009, Mao ve ark. 2009). Ayrica esek siitiiniin de yapilan ¢aligmalarda
anti-timor ve anti-proliferatif aktivite gosterdigi, ayrica ¢ok gii¢lii bir anjiyotensin
dontistiirici enzim (ACE) aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Esek siitiiniin
oksidan sistemlere kars1 6zelligi ile ilgili olarak keci siitiinden sonra ikinci sirada yer

aldigi bildirilmistir (Simos ve ark. 2011).

Atgiller familyasina dahil hayvanlarin siitlerinin saghk agisindan faydalari, yukarida
belirtilen bagisiklik uyarici kapasiteden kaynaklanmakta olup, son yillardaki ¢alismalar
bu siitlerin anti-inflamatuar bir etkiye de sahip olabileceklerini gostermistir (Jirillo ve
ark. 2010). Yiiksek miktarda lizozim ve laktoz igermesi nedeniyle, probiyotik
laktobasillerin gelismesinde iyi bir araci oldugu kanitlandigindan, esek siitiiniin ayni
zamanda probiyotik amaglarla kullanilabilecegi ag¢iklanmaktadir Esek siitii, alerji,
sindirim  sistemi  rahatsizliklar1  ve  kalp-damar hastaliklariin  tedavisinde
kullanilabilecek potansiyel bir kaynak olarak nitelendirilmektedir (Coppola ve ark.
2002).

Esek siitiinde bulunan epidermal gelisme faktorii, emzirmenin ilk dort ayinda bebegin
bagirsak mukozasinin gelisimini ve iyilestirilmesini arttiric1 bir etkiye sahip olmaktadir
(Muraro ve ark. 2002, Tafaro ve ark. 2007, Scafizzari ve ark. 2009) tarafindan eseklerin
hem kolostrumunun hem de normal siitlerinin immiinolojik aktivite gdsterdigi ileri
stiriilerek, insanlarda bagisiklik sistemiyle baglantili hastaliklarin tedavisinde ve damar

tikanikligiin dnlenmesinde yararl olabilecekleri kaydedilmektedir.

Esek siitiiniin bir ¢ok olumlu etkisi oldugu bir cok makalede belirtilmis olup, bu etkileri

icersinde bulundurdugu zengin igeriginden kaynaklandig bildirilmistir. Esek siitii yap1



olarak bol miktarda laktoz, mineral madde, doymamis yag asitleri ve diigilk miktarda
yag, protein igermektedir. Cizelge 2.1’ de esek siitlinlin genel bileseni inek, insan, kisrak

siitler ile karsilastirmali olarak verilmistir.

Cizelge 2.1. Esek siitiiniin bilesenleri ve diger tiirleri ile karsilastirilmasi (g/kg)(Nikkah
2011).

Icerik Esek Anne Kisrak |Inek
Yag, g 11 40 13 40
Protein, g 17 10 21 34
Laktoz, ¢ 66 65 64 48
Mineraller 4 2 4 7
?;gii‘fneé‘;l . 92 73 93 90
Toplam madde, g 102 121 105 133
Kolesterol, mg 22 200 45 140
Kalsiyum, mg 680 320 890 1200
Fosfor, mg 500 140 560 930
Doymus yag asitleri, g 4 18 4 24
Tekli doymus yag asitleri, g |2 16 3 11
Coklu doymus yag asitleri, g |4 5 5 1

2.3.1 Esek Siitiiniin Mineral icerigi

Esek siitiiniin mineral icerigi (4gr/kg) insan siitiinden (2gr/kg) daha fazladir. Ozelliklede
kalsiyum ve fosfor orani anne siitinden ¢ok daha fazladir. Yaslanmay:1 gegiktirici
maddeler arasinda sayilan minerallerin esek siitiinde fazla olusu esek siitiiniin kozmetik

tirlinler olarak kullanilmasinin bir sebebini teskil edebilir.

2.3.2. Esek siitiiniin Laktoz Icerigi

Karbonhidrat olarak siitiin igerisinde bulunan tek seker laktozdur. Siitiin
santrifiijlendikten sonra iistte kalan yagin alinmasi sonucu yagsiz siit elde edilir. Elde

edilen yagsiz siitin pH'min disiiriilmesiyle dibe ¢éken maddeler kazein proteinleri



olarak adlandirilir. Geriye kalan sivi kistm peynir alti suyu proteinidir. Peynir alt1 suyu
icersinde yiiksek miktarda bulunan bir sekerdir (Tarak¢1 ve Kiiglikoner. 2005). Laktoz
esek siitiinlin igerisinde anne siitli ile yakin oranda bulunurken, inek siitii ile
karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksektir (Cizelge 2.2). Yiiksek laktoz igerigi siitiin tatl
olmasindan  sorumludur. Laktozun, diger sekerler kadar kolay pargalanmaya
ugramamasi ¢ocuk beslenmesinde 6nemlidir. Laktozun daha az bagirsak bozukluklar
olmasma yardim ettigi ve vitaminlerin (B vitaminleri) sentezine tesvik ettigi
bildirilmistir. Asitlerle laktozun hidrolizi sakkarozunkinden ¢ok daha yavas seyrettigi
icin sindirimi de yavas oldugu belirtilmistir. Bu sekilde bagirsakta daha uzun zaman
kalabilen laktoz, hafif asidik bir ortam olusturmaktadir ve bakteri gelisimini
engellemektedir (Barth ve Behnke 1997). Bu ortam bebegin kemik mineralizasyonu igin

gerekli olan kalsiyumun bagirsakta emilimini kolaylastirmaktadir (Schaafsma 2003).

Cizelge 2.2. Esek, anne, kisrak ve inek siitlerinin ortalama bileseni (%)

Esek® Anne” Kisrak® inek?
Toplam kuru madde | 8,84 12,4 10,2 12,7
Yag 0,38 3,8 1,21 3,7
Laktoz 6,88 7 6,37 4,8
Protein 1,72 0,94 2,14 3,4
Kiil 0,39 0,2 0,42 0,7

Chiavari ve ark, (2005)
"Salimei ve ark, (2004)
‘Miranda ve ark, (2004)
IMalacarneve ark, (2002)

2.3.3. Esek Siitiiniin Yag icerigi

Insan beslenmesinde yiiksek enerji kaynagi olarak kullanilan yaglar igermis olduklar:
doymus ve doymamis yag asitleri ile bir ¢ok dnemli gorevler icra etmektedirler. Esek
stitiiniin yag icerigi (11 gr/kg), inek siitiiniin yag iceriginden (40 gr/kg) daha diisiik
orandadir (Cizelge 2.2). Esek siitii insan siitii ile karsilastirildiginda daha diisiik yag
icermesi nedeniyle daha az enerji degerine sahiptir (Budak ve Giirsel 2012). Siit
yaginda, doymus yag asitleri insan ve inek siitiinde fazla bulunurken esek siitiindeki
miktar1 dusiiktiir. Doymus yag asitlerinin siitte fazla olmasi beslenmede viicutta kilo

alinimi gibi ¢esitli problemlere sebep olabilir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C5%9Eeker
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ba%C4%9F%C4%B1rsak

Yag asitleri komposizisyonunda (Cizelge 2.3), doymamis yag asitleri, 6zellikle de
omega 3 ve omega 6 gibi ¢coklu doymamis yag asitlerinin anne siitiindekine yakin bir
diizey gostermesi, esek siitiinii anne siitiiyle kiyaslanabilebilir bir nitelige sahip
kilmaktadir (Gastaldi ve ark. 2010). Hiicre zarmin yapisina katilan ve dayanikliligini

saglayan kolestrol miktar1 anne siitiine ve inek siitiine oranla ¢ok diistiktiir.

Cizelge 2.3. Esek, anne, kisrak ve inek siitlerinin yag asitleri kompozisyonu (g/100 g
yag)

Esek® Anne® Kisrak” Inek”
Doymus yag asitleri 58.3 39,5 55.8 70,8
Biitirik asit(C4:0) 0,57 0,01 0.2 3,77
Kaproik asit(C6:0) 1,16 0,02 0.4 2,32
Kaprilik asit(C8:0) 2,33 0,1 3.3 1,39
Kaprik asit (C10:0) 6,58 0,15 8.6 3,34
Laurik asit (C12:0) 6,99 6,54 9.3 4,15
Miristik asit (C14:0) 6,67 5,38 8.5 11,3
Palmitik asit (C16:0) 26,3 20 23.8 28,8
Stearik asit (C18:0) 2,68 6,15 1.7 14
Doymamis yag asitleri 42,7 60,5 44.2 29,2
Oleik asit (C18:1) 17 32,6 19.1 20,7
Linoleik asit (C18:2) 9,5 12,2 9.6 2,44
a-linolenik asit(C18:3) 7,25 1,14 9.4 0,48
Omega 3 yag asitleri 9.52° 1,82 10.50 0.78%
Omega 6 yag asitleri 12.54¢ 12,89 9.78 2.84°
*Gastaldi ve ark (2010)
"Malacarne ve ark (2002)

‘Salimei ve Fantuz (2012)

Yag asitleri kompozisyonunda linolenik asitlerin yiiksek diizeyde bulunmasi esek
stitiiniin kolesterol diisliricii bir aktiviteye sahip olmasim1 saglamakta ve bu da
beslenmede esek siitiine yer verilmesi i¢in Onemli bir neden olarak goriilmektedir
(Uniacke-Lowe 2010). Giinliik olarak tiiketilen besinlere linoleik asit eklenmesi bazi
alerjik dermatitlerin tedavisinde faydali goriilmekte, dolayisiyla bu tip rahatsizligi olan

cocuklar i¢in esek siitiinlin iyi bir kaynak olabilecegi belirtilmektedir (Horrobin 2000).

10



Coklu doymamis yag asitlerinden omega 3 ve omega 6 yaglarinin beyin ve zeka
gelisiminde onemli etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Blasi ve ark. 2008, Salimei ve
ark. 2012). Esek siitii bu yaglar bakimdan zengin oldugu igin, 6zellikle gocuklarin
zihinsel gelisiminde ve yaghlar i¢in fonksiyonel gida olarak kullanilabilecegi bazi
arastirmacilar tarafindan da kabul edilmektedir (Salimei ve ark. 2012, Martemucci ve

Alessandro 2012)

2.3.4. Esek Siitiiniin Protein Icerigi

Siit ve siit tiriinlerinden {iretilen ftirlinler proteince zengin bilesiklerdir. Ancak esek
siitlinlin protein bilesimi inek siitlinden 6nemli Slgiide diisiiktiir. Esek siitiiniin toplam
protein igerigi insan ve kisrak siitiine olduk¢a benzerdir (Sekil 2.2). Protein igeriginin
diisiik olmas1 bobrekte ¢oziinen asir1 yiik miktarini 6nledigi bildirilmektedir (Herrouin
ve ark. 2000). Ayrica inek siitinde bulunan cesitli proteinlerin (kazein ve p-
laktoglobiilin) alerjiye yol agtig1 ve ¢oguk dliimlerine neden oldugu bilinmektedir. Inek
stitii proteini, 0-3 yas arasi cocuklarin yaklasik % 3’linti etkileyen en yaygmn gida
alerjenidir (Salimei ve ark. 2012). Anne siitiine yakin bilesimi ve fonksiyonel 6zellikleri
nedeniyle esek siitii, alerjisi olan bireylerde rahatlikla kullanilabilmesi agisindan énem
tasimaktadir. Bu sebeple esek siitlinlin 1yi bir alternatif siit kaynagi oldugu
gorilmektedir. Ayirica siitte bulunan siit proteinleri genel olarak peyniralti suyu

proteinleri (Whey) ve Kazein olmak {izere iki alt gruptan olugmaktadir.

Kazein

Siit i¢indeki baskin olan bir grup proteine verilen addir. Kazeinler, insan siitii de dahil
olmak tiizere hayvansal siitlerin tiimiinde mevcuttur. Esek stitiindeki proteinlerin
neredeyse % 47' si kazeindir. Kazein elde etmek igin, siite asit eklenirse veya asit-iireten
bakterinin siit i¢inde iiremesine izin verilirse pH diisecektir. Normal pH'1 6.5-6.7
civarinda olan siitlin asitligi artirildigi zaman birgok iirlin meydana geldigi goriilmiistiir.
Esek siitiinii kazein ve whey proteinlerine ayirmak i¢in % 10' luk asetik asit ile pH'1 4.5
diistiriiliip, 3000 g de 10 dakika santrifiij edilmesi gerektigi bildirilmistir (Sekil 2.6)
(Vincetti ve ark. 2007).
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Yadsiz sit elde etmek icin santrifij
edilir (3000g, 15'C, 30 dakika)
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Sekil 2.6. Esek siitliniin fraksiyonlarina ayrilmasi

Esek Siitiiniindeki Peyniralti Suyu (Whey) Proteinleri

Siit i¢inde bir¢ok protein bulunmaktadir, bu proteinlerin ekonomik degeri oldugu kadar,
saglik acisindan da ¢ok degerli olanlar1 mevcuttur. Ozellikle siitiin igersindeki peynir
alt1 suyu proteinlerinin igeriginde; yiiksek oranda laktoz, mineral maddeler, vitaminler,
protein ve az miktarda da siit yagimi igermektedir. Proteinler kimyasal veya fiziksel
ozelliklerine ve biyolojik islevlerine gore c¢esitli sekillerde smiflandirilabilirler.
Geleneksel olarak siit proteinleri kazeinler, peyniralti suyu proteinlerive azinlik
proteinler olarak siniflandirilirlar. Yag kiirelerinin yilizeyinde bulunan proteinler ve
enzimler azinlik proteinler grubuna aittir (Karagézlii ve Bayerer 2004). Peyniralti1 suyu
proteini, siitin peynire doniistiiriilmesi sirasinda, pihtinin ayrilmasindan sonra geride
kalan yesilimsi-sar1 renkteki sivi kisimdir. Fransizca’da “Lactoserum”, Ingilizcede
“Whey”, Almancada “Molke” olarak adlandirilir (Yerlikaya ve ark. 2010).

Son yilllallarda, bazi hastalik modellerinde yapilan c¢alismalarda siit serumu
proteinlerinin farkli yollardan koruyucu etkilere sahip oldugu gésterilmistir. Ozellikle

peyniralti suyu proteinleri (Whey) ile ilgili ¢aligmalarin sayisinda son derece artis
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olmustur ve antioksidan etkileri 6n plana ¢ikmaya baslamistir (Yilmaz ve Ertugrul
2011). Whey proteini siganlarda kolestrol diistiiriicii etkisi oldugu bildirilmis, laktoferrin
ve glikomakropeptidlerin antimikrobiyal aktivitesi rapor edilmistir. Glikoprotein yapida
olan glikomakropeptidler ile laktoferrin ve laktoperoksidazin oldukga ilging biyolojik
aktiviteleri oldugu One siirilmektedir. Laktoferrin, antiviral, antimikrobiyal ve
immiinomodiilatér ve antioksidan aktivitelere; laktoperoksidaz ise anti-bakteriyel
aktiviteye sahiptir. B-laktoglobiilin diger o6zellikleri yaninda anti-hipertansif, anti-
kanser, hipokolesterolmik, opioiderjik ve antimikrobiyal etkiler de dahil olmak tizere

artan sayida birgok biyolojik aktivite gostermektedir (Cizelge2.5) (Korhonen 1998).

Peyniralt1 suyu proteinleriyle beslenen sicanlarda, kimyasallar tarafindan induklenmis
meme timorlerinde, ¢esitlilik yoniinden azalma gozlenmistir Bir diger calismada,
dimetilbenzaldehit (DMBA) ile induklenmis meme tiimorii olan siganlarda siit serumu

proteinlerinin yasa bagli tiimor gelisimini geciktirdigi belirtilmektedir (Gervais 1989).

Toplam serum proteini esek siitiinde, inek siitiinde ise kazein proteini yiiksektir. Esek
sitlinlin peyniraltt suyunda bulunan lizozim ve laktoferrin proteinleri diger memeli
stitlerine gore daha ¢ok miktarda bulunmaktadir (Cizelge 2.4). Bu ozellikler esek
slitiiniin bakteri yogunlugunun diisiik olmasini nedenini yansitmaktadir. Cizelge 2.4’de
esek, anne, inek ve kisrak siitlerindeki kazein ve serum proteinlerinin miktarlar

karsilastirmali olarak verilmistir.
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Cizelge 2.4. Esek, anne, kisrak ve inek siitlerinin kazein ve serum proteini igerikleri

(9/kg)

Esek® Anng® Kisrak” inek”
Toplam kazein 6.60° 3.7 13.56 26.0
as1-kazein - 1.18 2.4 10.7
as2-kazein - - 0.2 2.8
B-kazein - 6.48 10.66 8.6
k-kazein - (<%15) 0.71° 3.1
y-kazein - - - 0.8
gﬁ)‘;ﬁm serum 7.50° 7.6 8,37 6.3
B-laktoglobiilin 3.75° |- 255 3.2
a-laktalbiimin 1.80° 1.60° 2.37 1.2
Serum alblimini 0.62° 0.75 0.37 0.4
Immiinoglobiilinler |1.15% 1.82 1.63 0.80
Lizozim 1.00° 0.30 0.87 izmiktarda®
Laktoferrin 2.10° 1.66 0.58 0.10

%Vincenzetti ve ark. (2008)
® Malacarne ve ark. (2002)

¢ Uniacke-Lowe ve ark. (2010)

9Salimei ve ark. (2004)
® Miranda ve ark. (2004)

Siit proteinlerinin her biri farkli molekiiler agirlikta ve saglik i¢in 6nemli olan mindr ve
major proteinler olarak adlandirilir. Major siit proteinleri, [B-laktoglobiilin, o-
laktalbiimin, serum alblimin, immiinoglobiilinleri ve glikomakropeptiddir. Minor
proteinler ise, laktoperoksidaz, laktoferrin, mikroglobiilin, lizozim, insiilin benzeri

biiyiime faktorii (IGF), y-globiilinler ve diger birkag kiigiik proteindir (Fox 1992).
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Protein Biyolojik aktivite
Kazeinler Iyon tasiyici (Ca, PO4, Fe, Zn,Cu)
Biyoaktif peptid onciisii
B-Laktoglobiilin ~ Retinol tasiyicisi
Yag asidi baglayicisi
Antioksidan
a-laktalbiimin Laktoz sentezi
Ca tastyicisi
Immiinomodiilasyon
Anti-karsinojenik
Immiinoglobiilinler immiin koruma
Glikomakropeptid Bifido bakteri biiylimesi
Immiinomodiilasyon
Anti-viral

Laktoferrin Anti-mikrobiyal

Yara iyilesmesi
Anti-viral
Antioksidan
Antikorsinojenik

Antitoksin
Antienflamatuar
Antitrombotik
Immiinomodiilasyon
Fe emilimi

Laktoperoksidaz ~ Antimikrobiyal
Yara iyilesmesi

Lizozim Antimikrobiyal
Yara iyilesmesi
Laktoferrin ile sinerjistik etki
Immiinoglobiilinler ile sinerjist etki

Cizelge 2.5. Cesitli proteinlerin aktiviteleri (Korhonen 1998).
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Esek siitiindeki peyniralti suyu proteinleri;

1. a-laktalbiimin

Anne ve inek siitlerinde a-laktalbiiminin 2 genetik varyanti, esek siitiinde ise 3 genetik
varyant1 bulunmaktadir. Ug tiir siit arasinda a-laktalbiimin primer yapis1 yalnizca birkag
aminoasit yoniinden farklilik gostermektedir (Salimei 2004). o-laktalbiiminkalsiyum
baglayan bir proteindir; kalsiyum emilimini artirir ve lizin, 18sin, treonin, triptofan ve
sistein bakimindan zengin bir kaynaktir (Yal¢in 2006). Ayrica, siklooksijenaz-2
inhibisyonu (COX-2) ve fosfolipaz A2 tarafindan uygulanan anti-inflamatuar aktiviteye
sahip oldugu gozlenmistir. Anne siitiindeki o-laktalbiimine yakin bir degere sahiptir

(Cizelge 2.4).

Sekil 2.7.a-Laktalbiiminin yapis1 (Acharya 1991)

2. B-laktoglobiilin

Inek siitiindeki baslica serum proteinlerinden olup, midede proteolitik enzimlerle
pargalanmaya kars1 ¢ok direngli oldugu icin B-laktoglobiilinin ¢ocuklarda alerjiye yol
actig1 soylenmistir (Monti 2007, Vincenzetti ve ark. 2008).
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Insan siitiinde p-laktoglobiilin yoktur (Chatterton 2004, Miranda 2004). Esek siitiinde
ise, B-laktaglobiilinin ii¢ genetik varyanti mevcuttur ve inek siitiindeki -laktaglobiilinin
aksine sindirim enzimleri ile daha fazla diizeyde parcalanabilmektedir. Esek siitiiniin -
laktoglobiilin igerigi inek siitline gore daha digiiktiir. Bu durum esek siitiinlin
hipoalerjenik 6zelligi ile ilgili oldugu agiklanmigtir (Bordonaro 2011). Ayrica, inek
stitiinden farkli olarak B-laktoglobiilinin yapisinda stilfidril yer almamas1 esek siitlinii

1s1yla denatiirasyona karsi dayanikli hale getirmektedir (Civardi 2002).

3. Lizozim

Anne siitii ile beslenen cocuklarda enfeksiyonlarla miicadelede lizozimin 6nemli rol
oynadigiayrica yiiksek lizozim igeriginin diisiik bakteri konsantrasyonuna sebep oldugu
bildirilmistir (Salimei ve ark. 2004). Ayrica lizozimin bir hasarli doku igine nétrofil
goglinli siirlayabildigi ve bir anti-inflamatuar ajan olarak gorev yaptigi belirtilmistir
(Ibrahim ve Aoki. 2003).

Lizozim, bakteriyal hiicre duvarlarindaki mukopolisakkarit baglarinin hidrolizini
katalize ettigi i¢in, dogal antimikrobiyal olarak kabul gérmektedir (Malacarne 2002).
Onceki galismalar esek siitiindeki lizozim enzimin anti-inflamatuar ve anti-mikrobiyal
aktiviteye katkida bulunalabilecegini gdstermistir(Salimei ve ark. 2004). Bu enzim,
immiinoglobiilinleri, laktoferrin ve laktoperoksidazla birlikte bebegin sindirim
sisteminde ortaya ¢ikabilecek enfeksiyonlar1 azaltan bir islev gorebilmektedir (Chiavari

2005).

Hem sindirim faaliyeti sirasinda ortaya ¢ikan peptitler hem de bilesiminde yer alan
lizozim ve laktoferrin gibi diger dogal inhibitér maddeler esek siitiiniin 6nemli bir
antimikrobiyal madde islevi gérmesini saglamaktadir (Baldi ve ark. 2005, Guo ve ark.
2007, Vincenzetti ve ark. 2008, Tidona ve ark. 2011).
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4. Laktoperoksidaz

Siitte mikroplarin iiremesini engelleyen koruyucu madde olarak goérev yapan bir
peyniralt1 suyu proteinidir. Ozellikle dis macunlarinda, agiz ¢alkalama gibi agiz sagli
ile ilgili trtinlerde dis ciirimesinin engellenmesinde kullanilmaktadir. (German ve ark.
2001). Laktoperoksidaz enzimi hidrojen peroksit ve tiyosiyonat (SCN) iyonu varliginda
hipothiocyanate sentezini (OSCN-) saglayarak antimikrobiyal aktiveden sorumlu bir
bilesik olusturur (Lonnerdal 1985).

5. Laktoferrin

Esek siitiinde bol miktarda bulunan bu proteinin bir ¢ok biyolojik aktivitelerden sorumlu
oldugu rapor edilmistir (Sekil 2.4). Laktoferin, mikroorganizmalarin biiyiimesini
engelleyen mukoza alanlarinda, inflamasyon Onleyici ve antimikrobiyal aktivitesi
bulunmaktadir. Immiin sistemin diizenlenmesinde yararli biyofonksiyonel &zelliklere
sahip olan esek siitiiniin, Ozellikle cocuklar, yaslilar ve iyilesme doneminde olan
hastalarda bogaz saglig1 bakimindan yararl etkileri bulundugu bildirilmektedir (Whang
ve ark. 2000).

6. Immunoglobiilinler

Antikor olarak gorev yapan immiinoglobiilinler B-lenfositlerinin degisimi ile olusan
plazma hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Birbirlerinden farkli IgA, IgG, IgM, IgD ve
IgEolarak isimlendirirler. Bu immiinoglobulinlerin enfeksiyonu onleyici ve viicut

hiicrelerini koruyucu etkileri oldugu bildirilmistir (Smithers 1996).

7. Serum albiimin

Serbest radikallerin yakalanmasinda ve organizmada zararli bilesiklerin etkisiz hale
getirilmesinde gorev yapan glutatyonun karacigerde sentezini artirdigi tespit edilmistir.

Ayrica kanda ¢6ziinmeyen yag asitlerinin taginmasindan sorumludur (German ve ark.

2001)
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2.4. Sitotoksite Test Yontemleri

Uygulanan materyalin hiicrenin yasamina olan etkisi, canli sistemlerine uyumlulugu
belirleyici etkendir. Sitotoksisite =~ molekiiler ~ olaylar ~ sonucu  ¢esitli
makromolekiilerinsentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin
fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir

(Aldridge 1993, Murray 2007).

2.4.1. Klonojenik Test

Klonojenik veya koloni olusum testi in-vitro kosullarda tek bir hiicrenin bir koloni
olusturma potansiyeline dayali, hiicresel hayatta kalim Olciisiidiir. Boyle bir 6lgiimde
koloni tek bir hiicrenin boliinmesiyle olusmus en az 50 hiicrelik bir kitledir (Sekil 2.8).
Klonojenik test popiilasyondaki her bir hiicrenin boliinebilme yetenegini test etmek igin
kullanilir (Franken ve ark. 2006). Iyonize radyasyon veya gesitli sitotoksik ajanlarin
etkilerini belirlemek amaciyla bu ajanlara ait ¢esitli konsantrasyon uygulamalar1 sonrasi

olusan hiicresel yikimin tolere derecesinin tespiti temel hedeftir (Muller ve ark., 2011).

Sekil 2.8. Klonojenik test sonucu olusan kolonilerin petri ve mikroskobik goriintiisii

Klonojenik test, bir hiicrenin genis bir koloni ya da klon olusturacak sekilde tireme
kabiliyetini korumasina ve stiresiz olarak prolifere olabilmesine dayanmaktadir. Bu

sekilde tireyen hiicrelere klonojenik hiicreler denilmektedir (Fabre ve ark. 2011). Ekilen
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hiicrelerden sadece bir fraksiyonu koloni olusturabilme yetenegini koruyabilecektir.
Hiicrelerin uygun miktarlardaki ekimleri sonrasi istenilen ajan ile dozlama yapilarak
inkiibasyon gerg¢eklestirilir. Petride olusan koloniler fikse edilerek kristal viyole ile
boyanir. Boyanan koloniler sterio mikroskop veya ¢iplak gozle sayilir. Hayatta kalim

egrisi cizilerek incelenen veriler yorumlanir.

Klonojenik hiicrelerden hayatta kalmis DNA ve protein sentezi gibi canlilik
faaliyetlerini koruyabilen hatta boliinebilen hiicrelerden bazilari belirlenen siirede yeterli
proliferasyon  gerceklestiremediginden koloni olusturamazlar ve Olii  olarak
nitelendirilirler. Bu nedenle koloni sayimi yapilirken en az 50 hiicre igeren koloniler
sayllmaktadir (Prasad ve ark. 2011). Potansiyel olarak uygun kosullarda belirli sayida
ekilen her bir hiicreden bir koloni olusmasi idealdir. Fakat biiylime ortaminin optimal
olarak hazirlanamamasi1 ve hatali hiicre sayimi gibi bazi nedenlerden dolay1 ¢cogu zaman

bu ideal sayiya ulasilamaz.

2.4.2.\WST-1 yontemi

WST-1 yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem, canli hiicrelerde
mitokondrinin  WST-1 ajaninin tetrazolium halkasin1 pargalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir. Bu reaksiyon hassas bir mitokondrial enzim olan siiksinat dehidrogenaz
enziminin aktivitesine baglidir. Tetrazolium halkasinin par¢alanmasi sonucu soluk sar1

renkli WST—1 ajani sar1 formazan {irliniine dontismektedir (Sekil 9-10).

Sonu¢ olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler sar1 renkte
boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu
yontem hiicrelerin WST—1 ajani inkiibasyonu, ¢okelmis reaksiyon {riiniiniin ¢dziiniir
hale getirilmesi, reaksiyon {iiriinliniin kolorimetrik olarak 6l¢limii ve canliligin yiizde

olarak hesaplanmasi basamaklarindan olusmaktadir.
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2.4.3. XTT yontemi

XTT ayracinda bulunan tetrazolium halkasi canli hiicre mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimlerince pargalanarak kirmizi renkli formazan kristalleri olusturur.
XTT yontemi, MTT ile kiyaslandiginda daha giivenilir bir yontemdir. MTT
kullanildiginda ¢6ziinmeyen formazan kristalleri olusmakta ve bunu 6lgmek i¢in bazi
coziicliler kullanarak ¢ozmek gerekmektedir. XTT de ise direkt ¢oziinen kristaller
olusmakta ve test daha kisa silirede sonuglanmaktadir. XTT radyoaktif izotoplar
icermediginden MTT gibi toksik degildir ve daha giivenli bir testtir (Scudiero 1988,
Weislow ve ark. 1989, Roehm ve ark. 1991)

2.5. Genotoksisite Test Yontemleri

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri ve
andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya genomun kopyasinin
cikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan genotoksik
maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasi ise
genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (Choy 2001, Mortelmans ve ark. 2004,
Sekercioglu ve Sekergioglu 2011).

DNA molekiiliinde mutasyonlara yol agan ajanlar ya da mutajenler, DNA {izerindeki
etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak
dolayli yolla gosterirler. DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki
bozukluklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik ve

multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir (Sekergioglu ve Sekergioglu 2011).
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2.5.1. Comet Testi (Tek hiicre jel elektroforez yontemi)

Comet analiz yontemi olarak da bilinen tek hiicre jel elektroforez yontemi uygulama
alani, giivenilirligi ve uygulamasi kolay olmasi bakimindan kimyasal ve fiziksel
etmenlerin canlilar {izerinde yol ac¢tif1 genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir gostergesi
olan DNA hasar seviyelerinin 6l¢iilmesini saglayan 6nemli bir metotdur (Dikilitag ve
Kogyigit 2010). Tek hiicre jel elektroforez (Single cell gel electrophoresis) teknigi
olarak da adlandirilan Comet yontemi, DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan bu
yontem, pek cok fiziksel ve kimyasal mutajenin 6zellikle insanlarda yol actigi DNA
hasarmin tayininde, kanser hastalarinda DNA hasarinin derecesini ve tamirini tespit
etmede, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi hastaliklarda artmis DNA
hasarin1 belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir. Ayrica genotoksinleri ilk etki
bolgelerde  degerlendirebilmesi, hemen hemen tiim  Okaryotik  hiicrelere
uygulanabilmesi, diislik hasar seviyesini 6lgebilmesi, az sayida hiicre 6rnegi gerektirdigi
icin hizli, basit ve ucuz bir yontem olmasi gibi avantajlarindan dolay1 genis bir kullanim

alanma sahiptir (Ostling ve ark. 1984, Sekergioglu ve Sekergioglu 2011).

Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine sahip
DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli uzaklhia go¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Bu yonteme gore, hiicreler veya c¢ekirdekgikler oncelikle agaroza
yerlestirilmekte, daha sonra lizis ve alkali elektroforez tamponunda yiirlitme ve
notralizasyon islemlerinden gecirilerek floresan boya ile boyanmaktadir. Floresan
mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar géormemis DNA’lar comet (kuyruk)
olusturmazken, hasar gormiis DNA molekiillerindeki fragmentler farkli molekiiler
agirhiklarina ve farkli elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli
hizlarda hareket ederek ¢ekirdekten disar1 dogru gbé¢ etmekte ve kuyruklu yildiz
gorliiniimii olusturmaktadirlar. Hasarlanan hiicre DNA’lar1 hasarin derecesine gore Sekil
2.10" da gorildiigi gibi bes kategoride degerlendirilmektedir. Bu gériiniim nedeniyle bu
teknige "Comet"ad1 verilmistir (Ostling ve ark. 1984, Martin ve ark. 1993, Singh ve ark.
1988, Celik ve ark. 2005).
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HUCRELER
BOYAMA VE LAMLARIN AGARLA
DEGERLENDIRME KAPLANMASI
-~ _ COMET
G FZ YR VONTEMININ
LiziS BUFFER’IN
ELEKTROFOREZ AT

LMA’NIN

HAZIRLANMASI
ASAMALARI

DNA MOLEKULUNUN
ACILMASI(ALKALI
ORTAMDA)

RUNNING BUFFER’IN
HAZIRLANMASI

Sekil 2.9. Komet testinin asamalari

Sekil 2.10. Komet yontemi ile agaroz jel lizerinde elektroforetik ortamda negatif
kutuptan pozitif kutuba (soldan saga) dogru go¢ eden farkli seviyelerde hasara ugramis

DNA’larin goriintiileri. I- Hasarsiz DNA II-Cok az hasarlanmis DNA III-Az
hasarlanmigs DNA |V-hasarlanmis DNA V- Tiimiiyle hasarlanmis DNA
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2.5.2. Mikroniikleus Testi

MN’ler genellikle hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksiklerden, ig ipligindeki
hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin diger parcalarindan ve kromozomal
hasarlardan kaynaklanan, hiicrenin mitoz bdoliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir (Sekil 2.11). MN sayisindaki artig, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu kromozom diizensizliklerinin ve somatik hiicrelerdeki genomik
kararsizligin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Yapilan c¢alismalarda,
cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan insanlarda, kanser ve genomik
diizensizlik ile karakterize edilen ¢esitli hastaliklarda MN frekansinin 6nemli Olgiide
yiksek oldugu bulunmustur (Kirsch-Volders ve ark. 1997, Choy 2001, Demirel ve
Zamani 2002).

o
> ° \Ii;:éic;zis
APOPTOZIS o 60 g ‘
KROMOZOM
KIRIKLARI
ve KAYBI

DISENTRIK GEN
KROMOZOM AMPLIFIKASYONU

Sekil 2.11. Genotoksik ajan muamelesi akabinde, sitokinezi bloklanmis hiicre
kiiltiirlerinde ortaya ¢ikabilecek ¢esitli sonuglar (Fenech 2007).

MN testi, mitoz ile olusan tiim hiicre tipleri iizerinde in-vitro ve in-vivo olarak
uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji arastirmalarinda kullanilan yaygin bir

test haline gelmistir (Kirsch-Volders ve ark. 1997, Stopper ve Miiler 1997).
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3. MATERYAL VE METOT

Tez ¢alismamiz Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii biinyesinde bulunan Hiicre
Kiiltiirii ve Genetik Toksikoloji laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismamizda,
saglikli (BEAS-2B) akciger epteli ve kanserli (A549) akciger hiicre hatlari
kullanilmistir. Esek siitiiniin bu hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerini belirleme basamaklari

asagidaki gibidir;

3.1. Etken maddemiz olan esek siitii tozunun temin edilmesi

3.2. Deneyimizde kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri.

3.3. Saglikli (BEAS-2B) akciger ve Kanserli (A549) akciger hiicre kiiltiirii ¢aligmalari
3.4. Klonojenik Hiicre Canliligibelirleme testi

3.5. WST-1 Hiicre Canlilig: belirleme testi

3.6. XTT Hiicre Canlilig1 belirleme testi

3.7. Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) yontemi

3.8. Mikroniikleus (MN) yontemi

3.1. Etken maddemiz olan esek siitii tozunun temin edilmesi

Calismamizda dogal bir madde olan, Portekiz' in Miranda bélgesinde yasayan
eseklerden (Equus asinus) elde edilen esek siitii tozu kullanilmistir. Bu madde Portekiz'
in Naturasin firmasindan 0,5 kg esek siitii tozu kargo araciligiyla temin edilmistir. Bu
0zel paketle 151k gecirmeyen, vakumlanmis ve iki y1l gegerligi olan, oda sicaklifinda

saklanabilir haldedir (Sekil 3.1).

naturasm

1O 3% NOSSas raizes

Leite Burra Liofilizado
Donkey Milk Powder

B
Lote 1Batch : L1I013LBL §
3

Pesoinet Weigth : 05 kg
Embaladol Package : 20/4/2013
Validade | Validity :  19/4/2015

ot aein - N30 S0 GRS peiinad Ma
Aty £o0 Phien [T0IR cewno

L o
D e B

Sekil 3.1. Naturasin firmasi tarafindan gonderilen esek siitii tozu paketi
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3.2. Deneyimizde kullanmilan cihaz ve sarf malzemeleri

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3,1°de, sarf malzemelerine iliskin bilgiler ise

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1.Calismalarda kullanilan cihazlar

Ekipman Marka/Model
Floresan/Isik mikroskop NIKON — ECLIPSE 80i
Goriintiileme sistemi KAMERAM

-80°C derin dondurucu ELCOLD

Distile su cihazi MP MINI PURE — DEST UP
Su banyosu NUVEBATH NBS
Ultrasonik su banyosu BANDELIN - RK 31
Isitmali manyetik karigtiric MTOPS — MS300HS
Hassas terazi (Max: 220/82 g) SHIMADZU — AUW220D
Kaba Terazi (Max: 2000 g) RADWAG - WTB2000
Azot tanki INT. CRYOGENICS - IC 20R
pH metre HANNA - HI 221

-20°C derin dondurucu ALASKA — ADF 06 V
+4°C cam kapakli buzdolabi HORECA — HRS 375 CHL
Sogutmal1 santrifiij SIGMA - 2-16PK

Etiiv (37°C ve %5 CO, takviyeli) BINDER — CB 150

Class Il steril kabin (laminar flow) THERMO

Inverted mikroskop SOIF

Elisa Reader

Fluoroskan Ascent FL 2.6 THERMO

Hiicre sayim cihazi ROCHE
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Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma / Katalog No

96 kuyucuklu lamlar

Steril 15 ml lik tiipler

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75)

Steril petriler (60 ve 100 mm’lik)

Etil alkol

Metanol

Asetik asit

Potasyum
Sitokalasin-B

Giemsa

Kristal viyole
Paraformaldehit

Triton X-100

Bovine Serum Albumin
RPMI-1640 (500 ml)
DPBS (500 ml)
Penisilin — Streptomisin
Sodyum piruvat (100 ml)
L-Glutamin (100 ml)
Fetal Bovine Serum

% 0,25 Tripsin-EDTA

DPBS/Modified

BD BIOCOAT - LOT:87501
FALCON

FALCON

FALCON

AY-KiM

MERCK 1060082500
MERCK 1000632511
MERCK 1049361000
SIGMA C6762

MERCK 1092040500
MERCK 1159400100
SIGMA — ALDRICH P6148
GERBU 2000

SIGMA- ALDRICH A9418
LONZA 12-702F

SIGMA 08537

THERMO SH40003.12
THERMO SH30239.01
SIGMA — ALDRICH G7513
SIGMA — ALDRICH F9665
SIGMA — ALDRICH T4049

THERMO SH30028.02
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3.3. Saghkh (BEAS-2B) akciger epiteli ve kanserli (A549) akciger hiicre Kiiltiirii
calismalan
a) Hiicrelerin yiizeye tutunmalar1 ve ¢ogalmalari i¢in inkiibe edilmesi
b) Hiicrelerin pasajlanmasi (Kiiltiirleri devam ettirmek ve yeni bir deney seti
kurmak igin)
) Toma laminda veya cedex cihazinda sayim yapilmasi

d) Hiicrelerin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekimi

Calismamizda saglikli (BEAS-2B) insan akciger epitel hiicreleri vekanserli (A549)
akciger hiicre kiiltlirleri kullanilmistir. Bu hiicrelerin kiiltiirii ve ekimi i¢in % 10 fetal
sigir serumu (FBS), %1 PSA (Penisilin, Streptomisin, Anfeterosin) ve 1g/L glukoz
iceren RPMI besiyeri kullanilmistir. Besiyerlerinin ¢ogunda asidik ortamda sariya bazik
ortamda ise mora donen PH indikadtrii bulunur. Fazlasiyla asidik veya bazik ortam
kontaminasyonu, 6lii veya fazla biiylimiis kiiltiirii belirlenebilir. Bulanik besiyeri ortami

ise kontaminasyonu asir1 biiylimiis kiiltiirii isaret eder.

Besiyerinin hazirlanmasi: 500ml’lik RPMI-1640 {izerine; 60 ml Fetal Bovine Serum
(FBS), 6 ml Penisilin — Streptomisin, 6 ml Sodyum piruvat, 3 ml L-Glutamin eklenir ve
besiyeri sisesi 1-2 kez hafifce calkalanarak deneylerde kullanilacak besiyeri hazirlanmig
olur. Calismamiz bittikten sonra agz1 sikica parafin ile kapatilarak +4°C ye kaldirilir.
Tekrar c¢alisilacaksa su banyosuna konularak sicakliginin dengelenmesi sonucu

kullanilmasina dikkat edilir.

Tripsin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 80 ml' lik PBS' e 20 ml' lik Tripsin eklenir.
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a) Hiicrelerin yiizeye tutunmalar1 ve ¢cogalmalari icin inkiibe edilmesi

Saglikli (BEAS-2B) insan akciger epiteli ve kanserli (A549) akciger hiicrekiiltiirleri
kullanilmistir. Bu hiicrelerin kiiltiirii ve ekimi i¢in % 10 fetal sigir serumu (FBS), %]l
PSA (Penisilin, Streptomisin, Anfeterosin) ve 1g/L glikoz RPMI-1680 besiyerinde
beslenmis ve 37 °C' lik %5 CO; igeren ortamda bilyiitiilmiistiir.

f = b -
3 yr s $

LN "y
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Sekil 3.2. BEAS-2B akciger hiicre hatlar1 (Farkli goriiniimler,10x40).

Isik mikroskobu altinda ozellikle saglikli (BEAS-2B) akciger epitel hiicrelerinin
goriintimleri ¢ubugu; kanserli (A549) akciger hiicrelerinin goriiniimleri ise ¢ubuktan

ziyade daireyi andirmaktadir (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3).

.

-
"

anserli akciger hticre hatlar1 (Farkl gérﬁmler, 10x40).

Akciger kanseri hiicrelerinin béliinme hizlari, saglikli akciger hiicrelerine gore daha

yiiksektir. Ekim yaparken bunun dikkate alinmasi gerekir.
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b) Hiicrelerin pasajlanmasi (Kiiltiirleri devam ettirmek ve yeni bir deney seti

kurmak i¢in)

Kiiltiirleri devam ettirmek veya yeni bir deney seti kurmak i¢in dolu flasklarin
yenilenmesi olayma pasajlama denir. Hiicreler kiiltiir kab1 i¢inde bulunma durumlarina
gore lice ayrilirlar: Bunlar ankoraj bagimh hiicreler, ankoraj bagimsiz hiicreler ve
her iki sekilde de kiiltiire edilebilen hiicrelerdir. Ankoraj bagimli hiicreler kiiltiir kabinin
ylizeylerine tutunarak biyiidiiklerinden, hiicre c¢ogalmasi i¢in bir ylizeye ihtiyag
duyarlar. Ankoraj bagimsiz hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyine tutunmazlar. Ciinki
biiyiime icin yiizeye ihtiyag duymazlar. Her iki sekilde kiiltiire edilen hiicreler ise

besiyeri igerisinde hem yiizerek hem de kiiltiir kabinin yiizeylerine tutunarak biiyiirler.

BEAS-2B ve A549 hiicre hatlar1 tek katmanli biiyliyen ankoraj bagimli hiicre hatlaridir.
Bu yiizden hiicrelerin elde edilebilmesi i¢in yapisik oldugu ylizeylerden ayrilmalari
gerekmektedir. Bu islem protein sindiren bir enzim olan tripsinle gergeklestirilir. Bu
isleme tripsinizasyon adi verilir. Hiicreler bu isleme tabi tutulmadan 6nce RPMI
besiyerinde, 37°C’de %5°lik CO>’ li ortamda kiiltiire edilmis ve inkiibatérde biiyiimeye

birakilmistir.
¢) Toma laminda veya cedex cihazinda sayim yapilmasi

Toma Laminda Hiicre Sayim

-Santrifiij isleminden sonra siipernant (sivi kisim) pellete (hiicreler) kadar aspire

edilir. Kalan kisim hafifce vurularak siispanse edilir. Toma laminda hiicre sayimi
yapilabilmesi i¢in 100 pl hiicre ile 100 pl trypan-blue boyasi ayni ependorfa koyularak
stispanse edilir. Bu karistmin 50 pl’si toma lamma “H” seklinde yayilir Trypan
Blue’nun c¢alisma prensibine baktigimizda; 6li hiicreler bu boyayr atamayip, maviye
boyanirken; canli hiicreler bu boyay: atabildikleri i¢in maviye boyanmazlar. Bu sayede

sayim islemi yaparken 6lii hiicreleri fark eder ve onlar1 saymay1z )

-Siispansiyonu yapilan hiicre ve trypan blue karigimi toma lamina yayildiktan sonra

tizeri lam ile kapatilir.
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-Sayim islemleri binokiiler 151k mikroskobu altinda gerceklestirilmistir. Sayim iglemi

gerceklestirilirken; once sekildeki goriintiideki ortadaki karenin igersinde bulunan
hiicreler analog numara sayaci vasitasiyla sayilmis, ortalamasi alinmis ve dnce 2, daha
sonra da 10.000 ile ¢arpilmistir. Sayilan hiicrelerle ne kadar miktarda hiicreyi besiyere
ekecegimiz hesaplanir. Sayimi yapilan hiicre hatlart uygun konsantrasyonlarda

Klonojenik, WST-1 ve XTT analizleri i¢in hazir hale getirilmistir.

Cedex Cihazinda Hiicre Sayim

-Santrifiij isleminden sonra siipernant(sivi kisim) pellete(hiicreler) kadar aspire edilir.

Kalan kisim hafifce vurularak siispanse edilir. Cedex cihazinda hiicre saymm
yapilabilmesi i¢in 50 ul hiicre ile 50 pl trypan-blue boyasi ayni ependorfa koyularak
siispanse edilir. Bu karigimin 10 pl’si A ve B olacak sekilde 4’erden toplam 8 bolmeli

olan Cedex lamina yayailir.
-Hiicreler cedex lamina yayildiktan sonra Cedex cihazina yerlestirilir. Yerlestirme

yapilirken hiicrelerin A veya B bdlmesinin kag¢inct sirasina ekim yapilmissa o siranin
cedex laminda okutulmasma dikkat edilir. Okutulma bilgisayarda Cedex okutma
programi ile yapilir. Programda ¢ikan sonuca gore canli hiicre sayisi1 kullanilarak

hesaplama yapilir.
-Cedex cihazi otomatik olarak hesaplama yapmaktadir. Cedex cihazinda toma lamina

gore hiicre sayimimin yapilmasi kolaydir. Canli ve 6lii hiicre miktarlarini, yiizdelikleri
verir. Toma laminda sayim yapmak uzun ve zahmetli bir istir. Fakat toma lam1 cedex

lamina gdre ucuzdur.
-Cedex cihazinda 1000 pl' deki hiicre sayisini vermektedir. Canlilik testlerinde 96

kuyucuklarin her birine 5000 hiicre atabilmemiz i¢in ka¢ pl ¢ekecegimiz hesaplanir.

El sayim cihaz1 (Scepter TM) ile Hiicre Sayimi:

El sayim cihazi ile sayim yapmak ¢ok kolaydir, canli ve 6lii sayisini ayirtmadan toplam

hiicre sayisim1 verir. Bir ependorfa 900 pl PBS ve 100 pl tiiplerdeki pellet hiicre
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kismindanaktarilir. El sayim cihazina 6l¢iim analiz ¢ubugu takilarak tiipiin igine

daldirilir. Cihazin ekraninda 1ml' deki (1000 pl) hiicre sayisin1 verir.

d) Hiicrelerin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplaria ekimi

Sayimin ardindan elde edilen hiicreler kuyucuk basina 5000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Ekim islemlerinin tamami giivenlik kabini
icerisinde gergeklestirilmistir. Bu islemlerde ependorf marka ¢ok kanalli kiivet ve

serolojik pipetler kullanilmistir.

e) Canhhk testlerinde kullanilacak olan dozlarin ve kontrol gruplarinin
belirlenmesi

Yapilan canlilik testlerinde BEAS-2B saglikli akciger epiteli ve A549 kanserli akciger
hiicre hatlarina ayn1 doz miktarlar1 denenmistir. Bu deneydeki amacimiz saglikli
hiicrelere zarar vermeyen dozun kanserli hiicreler iizerindeki etkisini kiyaslamaktir.
Miimkiin oldugunca saglikli hiicreleri dldiirmeyecek ama kanserli hiicreleri oliime
stiriikleyecek dozun tespiti 6nemlidir. Bu dogrultuda hiicre kiiltiirlerine uygulanan

madde konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3. belirtilmistir.

Cizelge 3.3. Esek siitiinilin ¢esitli konsantrasyonlari
Esek siitii cozeltisinden eklenen

Dozlar miktarlar (200 pl besiyeri icin)
Biiylime Kontrol ~ -==emmeee

Solvent Kontrol 20 ul dH;0

100 pg/mL 0,612 ul

200 pg/mL 1.25 ul

400 pg/mL 2.5l

800 pg/mL S5ul

1600 pg/mL 10 pl

3200 pg/mL 20 pul

Pozitif Kontrol (H,0,) 4 ul
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Esek siitii ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0.16 gr esek siitii tozu tartilip Sml distile suda ¢oziiliir. Stok ¢ozeltiden belirlenen esek

siitli dozlar1 Cizelge 3.3' te gosterilmistir.

Kontrol Gruplar:
Deneylerimizde negatif, pozitif ve solvent olmak {izere U¢ tip kontrol grubu

kullanilmustir.

Biiyiime Kontrol (BK): Herhangi bir ajana maruz kalmayan kontrol grubudur. Sadece
besiyerine hiicre ekimi yapilmistir. Deney sonug¢larimizin yorumlanmasi 6lim ve yasam

oranlarinin belirlenmesi biiytime kontrol ile kiyaslanacaktir.

Solvent Kontrol (SK): Solvent (distile su) kontrol grubumuzda final konsantrasyonu %
0,05°1 gegcmeyecek sekilde distile su kullanilmistir. Kullandigimiz ¢6ziiciiniin SU olmasi

nedeniyle hiicrelere 6ldiiriicii etkisi olup olmadigini géstermek icin kullanilmistir.

Pozitif Kontrol (PK): Genotoksisite karsilastirmalarinda ve test sistemlerinin dogru
calisip c¢alismadigim1  kontrol amaciyla 0,05 M’lik hidrojen peroksit (H20y)
kullanilmistir. Hidrojen peroksit ¢ozeltisinin hazirlanisi; %35°1ik ana stok ¢dzeltisinden
6,318 ul Hy0O; iizerine 4993,682 pl saf su eklenerek 5 ml’lik yeni stok c¢ozeltisi

hazirlanmis olur.

96 kuyucuklara ekim ve dozlama plani hazirlanmistir. Bu planda birinci sirada yer alan
BLK yani sadece besiyeri konulmustur. BLK’ nin konulmasinin amaci plaka okuyucusu
ELISA cihazinda besiyerinin absorbans degerlerini ne kadar etkiledigini bulup
sonuclarimizin ortalamasindan ¢ikarmaktir. Boylece daha dogru sonuglar ortaya ¢ikmis

olacaktir.
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3.4. Klonojenik Hiicre Canliligi Belirleme Testi

Bir toksik etkiye maruz birakilan hiicrelerin tutunma ve bdliinebilme yeteneklerini
belirlenmesine dayanan klonojenik test, sitotoksik etkilerin belirlenmesinde siklikla
kullanilan bir yontemdir. Klonojenik test sonucunda elde edilen bulgular bize
genotoksisite  testlerinde  kullanilacak  konsantrasyonlarin/dozlarin  belirlenmesi
esnasinda yon gostermektedir (Munshi ve ark. 2005). Klonojenik testte % 75’den daha

yiiksek hayatta kalis orani veren (diislik sitotoksik) konsantrasyonlar se¢ilmektedir.

Testin prosediirii;

-T75 flaskta bulunan ve flaski doldurmus hiicreler pasajlanir. Flasklardan toplanan

hiicreler +4°C’de 2500 rpm’da santrifiij edilir. Santrifiijden sonra hiicrelerin supernatant
kism1 atilir ve geriye pellet yani hiicreler kalir. Peletteki toplam hiicre sayisi hiicre
sayim cihazinda ya da hemositometrede hesaplanir. Deney gruplarimizin sayisi1 kadar

T25 flaska istedigimiz sayida hiicre ekeriz.

-Yukarida buldugumuz konsantrasyonlar 200 pul'lik 96 kuyucuklulara gore

hesaplanmistir. Klojenik deneyimizde dozlama yapacagimiz konsantrasyonlar 5 ml' lik

petrilere gére hesaplanmistir.

-Ekimden birkag¢ giin sonra hiicreler T25 flaskin ylizeyini doldurmaya basladigi zaman

hiicreler belirlenen esek siitli dozlariyla dozlanir.

-Dozlamadan 24 saat sonra flakslardaki hiicreler pasajlanir ve falkonlara alinir.

Santrifiijden sonra supernatant kismi atilir ve kalan pelletten canli hiicre sayimi1 yapilir.
Canli hiicre sayimi i¢in 50 pl tripan mavisi ve 50 pl hiicre karistirilarak hiicre sayim

cihazi lamma 10 pl aktarilir ve cihazda okuma yaptirilir.

-Okuma sonucuna gore her 60 mm’lik petriye 500 canlhi hiicre aktarilacak sekilde

hesaplama yapilir. Calisilan hiicre hattina gore kullanilan petri  biiytikliigi
degisebilmektedir. 100 mm’lik petriler kullaniliyor ise petrilere 1000 canli hiicre ekilir.

Her doz i¢in 4 petri kullanilir.
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-Petrilere hiicre aktarimindan sonra petriler 37°C %5’lik inkiibatore kaldirilir. Petriler

hergiin inverted mikroskopta kontrol edilir ve koloniler belli biiytlikliige ulastiktan sonra

petriler boyanir.

-Koloni olarak sayim yapilabilmesi i¢in her kolonide en az 50 hiicre bulunmasi

gerekmektedir.

Kristal viyole boyasimin hazirlanmasi
0,5 g toz halindeki kristal viyole boyasi 20 ml metanol igerisinde ¢ozdiiriilerek 100 ml’

ye tamamlanmistir.
-Boyama i¢in petriler PBS ile yikanir, etanolle 5 dk fikse edilir ve kristal viyole ile de 5

dk boyanir, boylece her bir petrideki koloniler sayilarak elde edilen sonuglar tablo

haline getirilmistir.

Asagida belirtilen formiil ile yiizde yasayabilirlik orani (sitotoksisite) hesaplanmistir.
Petri bagima diisen ortalama koloni sayisi

Yasayabilirlik (5itotoksisite) = ===========mmmmmmmm oo x 100

Kontrol petrisindeki ortalama koloni say1si
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@ HUCRELERIN FLASKLARA EKiMi

Doz saymmiz kadar Her petri igin en az
(BK,SK,PK dam) 50 hucre igeren
flaska hiicre ekimi ko'o:‘"m" E<u
yapihir.
yapilir.
@ DOZLAMANIN YAPILMASI
§ Olugan kolonilerin
Flasklarda yeterli birlegecek kadar uzun sire
yogunluga ulagmig inkube edilmemesine
v (%80 ve Gzeri dikkat edilir. Uygun sure
A konfluent) test inkubasyondan sonra
¥ edilecek ajanlarla petriler PBS ile yikanir,
P dozlanmas: ve mutlak etanol ile 5 dk fikse
< belirli bir sure edilir ve kristal viyole
inklibasyonu boyasi ile 5 dk boyanir,
@ CANLI HUCRE SAYIMI @PETR‘LERIN INKUBASYONU
Elde edilen hiicre
suspansiyonundan
3 canls hiicre sayimi
| s yapiimasi
© Petrilerin yeterli
g siire inkubasyonu
] (hiicre hattina
gore 7-14 gin
arasi degigebili)
@ PETRILERE EKIM YAPILMASI

Hucre sayim
yapildiktan sonra
60mm’lik petrilere
500 canh hucre
ekilmesi

N

Sekil 3.4. Klonojenik testin ayrintili basamaklari
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3.5. WST-1 Hiicre Canhihig Belirleme Testi

Yapacagimiz bu ilk denemelerde amag¢ saglikli hiicrelerde 6liime yol agan ve yarisini
oldiiren (ICsp) degerini bulmaktir. Ayni sekilde A549 kanserli hiicre hatlarinda da
yarisin1 Oldiiren dozu buldugumuzda BEAS-2B saglikli akciger ve A549 kanserli
akciger hiicre hatlar1 arasindaki farki gérmiis olacagiz. Bu iki deger bize esek siitiiniin
kanserli akciger iizerindeki etkisini gosterecektir. Ayrica AS549 hiicre hattinda
buldugumuz ICsq degerlerinin altindaki dozlar, Comet ve Mikroniikleus testinde saglikli
ve kanserli hiicre hatlarinda kullanacagimiz dozlar1 belirleyecektir.

Deneyimizin ayrintili basamaklari su sekildedir:

Hiicre ekimi:

-Her kuyucuga 5000 hiicre ekimi yapilir.

=96 kuyucuklu kaplara ekimi yapilan hiicreler 24 saat siireyle inkiibatorde bekletilmistir.

Dozlama:
-24 saat sonra hiicre hatlarimiz bulundugu inkiibatorden ¢ikartilmistir. Besiyeri aspire

edilerek, 20 Opl yeni besiyeri ¢ok kanalli pipet yardimiyla eklenmistir.

-Dozlama yapmadan Once hazirlanan esek siitii ¢ozeltisi deneye baslamadan once

hazirlanmis olup tablodaki degerlere gore dozlanmistir. 5 pl ve iizerindeki dozlardan
dozlama yapilirken deney sonuglarinin etkilenmemesi i¢in koyulan miktar kadar

kuyucuklardan ¢ekilir.

-96 kuyucuklunun alt ve {ist sirasinda bos kalan yerlere dH,O (distile su) konulmustur.
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WST-1 Kitinin hazirlanmasi;

-Dozlama yapildiktan 24 saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan 96 kuyucukludaki RPMI

besiyeri pipet yardimiyla aspire edilmistir. PBS yikama soliisyonu ile 100 pl koyularak
yikanmistir. Bu sayede 0li hiicreler uzaklastirilmistir. Besiyerleri rezervuara dokiilerek

¢ok kanall1 pipet yardimiyla 100 ul RPMI besiyeri kuyucuklara eklenmistir.

-Bu esnada -20’C den c¢ikartilan WST-1 soliisyonunun su banyosunda c¢oziilmesi

saglanmistir. Bu islemleri yaparken WST-1 ayraci 1siktan etkilenebilecegi i¢in miimkiin

oldugunca 151k gormemelidir.

-WST-1 kiti dogrudan giivenlik kabininde her bir kuyucuga 10 pl olarak eklenmistir.

Kiiltiir plaklart %5 karbondioksitli nemli hava iceren karbondioksit inkiibatoriinde 37°C
sicaklikta 4saat siireyle tutulmustur. WST—1 ¢ozeltisi 1518a karst duyarli bir madde

oldugundan 1siktan uzak tutulmustur.

-96 kuyucuklular laboratuarda bulunan Biotek marka EL800 tipi ELISA sistem

spektrofotometre mikroplaka okuyucusuna konularak absorbans degerleri 450 nm dalga
boyunda okutulmustur. Referans dalga boyu olarak 630 nm dalga boyu kullanilmistir.

Canlilik oran1 absorbans degerleri karsilastirilarak incelenmistir.

\

\ WST-1 soliisyonundan
10 pl eklenir.
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Hicrelerin killtire WST-1 kitinin 4 saat inkiibatorde  Mikroplaka

edilmesi ve eklenmesi bekletilir okuyucusunda absorbans
dozlanmasi

Sekil 3.5. WST-1 yonteminin asamalari
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I1Cs ( Half maximal inhibitory concentration) degerinin hesaplanmasi;

ICsp degeri maksimum inhibisyonun % 50 sini olusturan doz konsantrasyonudur. Baska

bir ifade ile biiylime kontroliimiize gore hiicrelerin yarisin1 6ldiiren dozu ifade eder.

ICsp degerinin hesaplanmasinda izlenecek yollar asagidaki Sekil 3.6' da gosterilmistir.

=(1-E10/0,306)*100
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Sekil 3.6. 1Csp degerinin hesaplanmasi

1. Doz degerlerin ortalamasi almir ve bulunan ortalamadan besiyerinin (BLK)

absorbans degerleri cikartilir.

2.Inhibisyon hesaplamasi yapilir. Inhibisyon hesaplamasi yapmak icin ilk doz

degerimizin bulundugu siitun ile inhibasyonun bulundugu satir ile ¢akisan bdlmenin

tizerine tiklatilarak inhibasyon orani bulunur.

Formul= (1 —

Dozun ortalama degeri

Kontrol ortalamas:

) = 100

Canlilik=(100-Inhibisyon)

3. Bulunan inhibisyondan canlilik yiizdeleri belirlenir. Canlilik ile ilk dozumuzun

cakistigi bolmeye tiklanarak biiylime kontroliimiiziin oranin1 100 kabul ederek

inhibasyon oranindan ¢ikartilir.
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4. Elde edilen verilerden grafik yapmak icin herhangi bir satira kullandigimiz dozlari,
alt satira ise buldugumuz yiizde canlilik oranlar1 yazilmalidir. Dozlar ve canlilik oranlari
secilerek ekle meniisiinden dagilim grafigi olusturulur. Cizilen grafigin iizerine saga
tiklanarak egim cizgisi ekle secilir. Goriintiilenen tablodan grafik iizerinde denklemi
goriintiile (regresyon denklemi) ve grafik iizerinde R-kare degerini goriintiile segilerek

denklem goriintiilenir.

Dagilim grafiginde 6nemli olan iki deger 1Cso ve R?® (belirlilik katsayisi ya da
tanimlayicihk katsayis1) degerlerinin bulunmasi saglanir. Boylece yukarida grafikte
goriildiigii gibi deney noktalarmdan gecen bir diiz ¢izgi olusturulur. Iki degisken
arasinda belirli bir iliski oldugunda, bu iliski dagilim grafigindeki noktalar arasindan
uygun dogru ile tanimlanabilir. Bu dogruya regrasyon dogrusu denir ve matematiksel
olarak bir denklem ile gosterilir. Bu denklemede regresyon denklemi denir.
Regresyondenklemi yardimi ile bagimsiz degiskene verilen herhangi bir degere karsi
bagimli degiskenin alacagi deger hesaplanir. Iki degisken arasinda tam bir iliski varsa
(= £1) dagilimindaki biitiin noktalar regrasyon dogrusu ilizerine diiser. Bdyle bir
durumda iki degisken arasindaki iligki ile uygunluk saglar. Ancak, iki degisken
arasindaki iligki nadiren tam bir iligkidir. Cogu kez regresyon dogrusu biitiin noktalarin
tizerinden gegmez ve dagilim yaklasik olarak temsil edilir. Regresyon analizi ile
degiskenlerden birinin degisim gostermesi ile diger degisenin nasil degisim
gosterdigi bulunur. Bir degiskeni etkileyen degiskenlere bagimsiz degiskenler denir ve
"x" ile gosterilir. Bagimsiz degiskenlerden etkilenen degiskene ise bagimli degisken

denir ve " y" ile gosterilir (Stimbiilliioglu ve Siimbiiloglu 2010).

Belirlilik Kkatsayisi: R? ile gosterilir. Olusturulan regresyon denkleminin ya da
deneyimizin ne kadar 6nemli bir sonu¢ verdigini belirleyen orandir. Belirlilik katsayisi
araliginda deger alabilir. Belirlilik katsayis1 0 < R? < laraliginda degerler alir. R” degeri
1’e ne derece yakin ise deneyimizin o derece iyi, sifira ne derece yakin ise deneyimizin

o derece kotii bir tahminleyici olarak kabul edilir.

5. Regresyon denkleminin “y” yerine 50 yazilarak x degeri hesaplanir, yani 1Csy degeri

bulunur.
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3.6. XTT Hiicre Canlihig: Belirleme Testi

WST-1 testi ile buldugumuz canlilik oranlarinin dogrulugunu karsilastirmak ve
deneyimizin daha giivenilir sonuglar vermesi i¢in diger bir hiicre proliferasyon

belirleme yontemi olan XTT canlilik testi denenmistir.

Hiicre ekimi:

-Her kuyucuga 5000 hiicre ekimi yapilir.

-96 kuyucuklu kaplara ekimi yapilan hiicreler 24 saat siireyle inkiibatorde bekletilmistir.

Dozlama:

-24 saat sonra hiicre hatlarimiz bulundugu inkiibatorden ¢ikartilmistir. Besiyeri aspire

edilerek, 200 pl yeni besiyeri ¢ok kanalli pipet yardimiyla eklenmistir.

-Dozlama yapmadan once hazirlanan esek siitii ¢ozeltisi deneye baslamadan Once

hazirlanmis olup tablodaki degerlere gore dozlanmistir. 5 pl ve iizerindeki dozlardan
dozlama yapilirken deney sonuglarinin etkilenmemesi i¢in koyulan miktar kadar

kuyucuklardan ¢ekilir.

-96 kuyucuklunun alt ve {ist sirasinda bos kalan yerlere dH,O (distile su) konulmustur.

XTT Kkitinin hazirlanmasa:

-Dozlama yapildiktan 24 saat sonra inkiibatdrden ¢ikarilan 96 kuyucuklulardaki RPMI

besiyeri pipet yardimiyla aspire edilmistir. PBS yikama soliisyonundan 100 pl
koyularak yikanmistir. Besiyerleri rezervuara dokiilerek ¢ok kanalli pipet yardimiyla

100 pul RPMI besiyeri kuyucuklara eklenmistir.
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--20 °C' den ¢ikartilan XTT soliisyonunun su banyosunda ¢oziilmesi saglanmistir. XTT

kiti i¢erisinde biri 5ml olan biiyiik ajan ve digeri aktivator olan kii¢iik ajandan olusur. 5
ml biiyiik ajan soliisyonuna XTT aktivator B” den 100 pl eklenmistir. Hazirlanan XTT

ayiracindan 50 pl alinarak kuyucuklara eklenmistir.

-Kiiltlir plaklar1 %5 karbondioksitli nemli hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde

37°C sicaklikta 2 saat siireyle tutulmustur.

-Laboratuarda bulunan Biotek marka EL800 tipi ELISA sistem spektrofotometre

mikroplaka okuyucusuna konularak absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda
okutulmustur. Referans dalga boyu olarak 630 nm dalga boyu kullanilmistir. Canlilik

oran1 absorbans degerleri karsilagtirilarak incelenmistir.

T ‘ S ml' lik soliisyona XTT
\ ml XTT aktiatsr aktivatorden 100 pul

\ ' ‘- ‘: ﬂ eklenir.
@ l 50 ul

fl -

60600 - e e
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Hﬁ'crele.rin kiiltiire XTT kitinin 2 saat inkiibatorde ~ Mikroplaka
edilmesi ve eklenmesi bekletilir okuyucusunda absorbans
dozlanmasi degerleri dlciiliir.

(450 nm ve 630 nm)

Sekil 3.7. XTT yonteminin asamalari
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3.7. Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) yontemi

Comet testinde kullanacagimiz dozlar canlilik testleri sonucu belirlenen dozlara
bakilarak belirlenmistir. Ozellikle saglikli (BEAS-2B) akciger hiicreleri ile yapilan
denemeler sonucu canlilik oran1 % 75 ve {izeri olan degerler segilir. Bu testimizde ise 50

png/mL,- 100 pg/mL- 200 pg/mL- 400 pg/mLdozlar belirlenmistir.

Bu testin yapilabilmesi i¢in flasklarin en az % 40-50 dolu olmas1 gerekir. Onun i¢in
mikroskop altinda flasklarin ylizeyine tutunmus BEAS-2B ve A549 hiicreleri
gozlenilmistir. Ortamin soguk ve karanlik (log) olmasina 6zen gosterilmelidir. Ciinki

1siktan DNA' lar etkilenebilir.

Lamlarin hazirlanmasi ve normal Agar ile kaplama:

-Comet testinde deneye baslamadan bir giin 6nceDNA' larin tutunmasi i¢in lamlarin

agarla kaplanmasi gerekir. 0,75g normal melting agaroz 100 ml dH,O’da ¢6ziilmiistiir.
Cozme islemi sirasinda 1sitmak amaciyla 1sitici ceketler kullanilmigtir. Balik atarak
karistirmaya gerek duyulmamistir ¢iinkii 1sitilinca agar kendiliginden ¢oziiniir. Cozelti

kaynayip saydam hale gelince ¢6ziinmiis normal agar dolu beher 1siticidan alinmustir.

-Lamlarin kullanilacak yiizeylerinin buzlu kisimlarina kullandigimiz madde olan esek

stitli, hiicre hatlar1 ve A-B yazilarak isaretlenmistir. Lamlar buzlu kisminin yarisina
kadar agaroza batirilmig, hemen lamin alt ylizeyleri silinmistir. Kurutma kagidinin
tizerine dizilmis ve kurumaya birakilmistir. (Lamlar deneyden 1 giin 6nce hazirlanarak
pratiklik saglanabilir) Bir lama iki farkli doz yayilabilir. Bu sebeple buzlu kisim enine
bir ¢izgiyle ikiye ayrilarak iki ayri doz yaymak i¢in hazirlanmistir. Yiirlime sirasinda

LMA’ nin lamlar {izerinde sabit kalmasi i¢in normal agar ile kaplanmas1 gerekmektedir.

-Hiicrelerin ekimi 25' lik flasklara 5 ml besiyeri konulup belirli hiicre miktar1 kaplara

atilarak yapilmistir.
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-Inkiibatérde bulunan A549 kanserli akciger ve BEAS-2B saglikli akciger hiicre

hatlarinin ekimi deneyimizde kullanilmak suretiyle yapilmistir. Dort tane dozumuz ii¢
tane de kontrol grubumuz oldugu icin her bir hiicre hatti icin yedi flaska ekim
yapilmistir. Flasklara ekimi yapilan hiicrelerin yiizeyin % 40-50 sini doldurmasi

gerekmektedir.

-Ylizeyin yarisini dolduran hiicreler, dozlama i¢in steril kabine alinmistir. Flasklar PBS

ile yikanmis ve hemen aspire edilmistir.

-Flasklara uygun miktarda tripsin eklenerek hiicreler kaldirilmistir. Kanser hiicre

hatlariyla calisirken hiicreleri kolay kaldirmak amaciyla flasklar 2 dakika inkiibatore
koyulmustur. Saglikli hiicre hatlar1 i¢in tripsin uygulamadan hemen sonra yavasca

vurularak kaldirilabilir.

-Hiicreler kaldirildiktan sonra eklenilen tripsin kadar besiyeri eklenerek tripsinin etkisi

notralize edilmistir.15 ml' lik falkon tiiplerin {izerine dozlar yazilarak tiipler
adlandirilmigtir (Ayn1 numaralar tliplin kapagina da yazmak ¢alisma sirasinda kolaylik

saglar).

-Flasklardaki besiyeri+tripsin karigimi tliplere aktarilmistir. 2500 rpm de 5 dakika

santrifiij edilmis ve siipernatanti atilmistir.

-PBS hiicre silispansiyonundan 100 pl alinarak, daha Onceden hazirlanip sicak su

banyosuna konulmus olan ependorflarin igerisindeki LMA (250 pl) ile stispanse edilmis
ve hemen bu siispansiyondan 35 pl alinarak lamin buzlu kisimda belirtilen yarisina bir
cizgi seklinde yavasca yayilmistir ve beklemeksizin iizeri lamel ile kaplanmustir. iki
boliim arasinda kiigiik bir agiklik olmasi gerekmektedir. Boylece dozlarin karismasi

Onlenmis olur.
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-Lamel ile kaplanan preparatlar vakit kaybetmeksizin iizerine kagit konulmus olan buz

akiilerinin lizerine konularak sogumaya birakilmistir.

-Yayma islemi tamamlaninca lamlar diiz bir tepsiye dizilerek +4°C’de 1-2 dk

bekletilmistir. Daha sonra dolaptan ¢ikarilan preparatlarin iizerindeki lameller yavasca

yana dogru kaydirilarak alinmstir.

-Kapaklar dahil aliiminyum folyo ile sarili salelere iki laminda bos ylizeyi birbirine

gelecek sekilde yerlestirilmistir ve lizis buffer eklenmistir. Kapag: kapatilarak +4°C’de
1 gece bekletilmistir.

-Ertesi giin elektroforez tanki hazirlanmistir. Bir giin 6nceden hazirlayarak +4°C' ye

kaldirmis oldugumuz running buffer, tankin sagindan ve solundan yavasga tanka

dokiilerek lamlarin {izerini kaplayacak sekilde tanka doldurulmustur.

-DNA zarar gérmiis olsa da LMA ig¢inde yumak halde bulunur. Yiiriitmenin basarili

olmasi i¢in DNA' nin ¢ozlilmesi gerekir. Bunda otiirii 25 ve 30 dakika arasinda
running buffer igerisinde elektroforez cihazi c¢alistirilmadan beklenilmistir.
Beklemenin ardindan tankin kirmizi ve siyah uglar1 ayn1 renkteki kablolara baglanilarak

cihaz ¢alistirillmis ve 30 dakika yiiriime yaptirilmistir.

-Yiiriitmenin ardindan lamlar salelere dizilmistir. Ardindan 5 dk karanlikta +4°C' de

notralizasyon sivisi igerisinde bekletilmistir.
- Salenin i¢ine soguk dH,O konulup bosaltilarak, lamlar yikanmis ve kurumasi i¢in

bir kutunun kenarlarina buzlu kisimlari iist tarafta olacak sekilde egimli olarak dizilerek

kurumaya birakilmigtir.
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- Kuruyan preparatlar ayn1 giin incelenmeyecekse; lamlar tekrar saleye dizilir ve

tizerine soguk etanol ilave edilir. 5dk soguk etanolda bekletilerek DNA fikse edilir ve

tekrar kurumaya birakilir.

-100 mililitre distile suya 80 ul etidyum bromid eklenerek boya hazirlanmistir.

-Comet fotograflari ¢ekilmeden dnce lamlar etidyum bromid ile boyanmistir. Boyama

icin maksimum siire bir dakikadir. Boyadan ¢ikarilan lamdaki fazla boya kurutma
kagidina dik bir sekilde yavasca vurularak akitilmistir. Lamin alt tarafi silinmis ve {ist

tarafina komet lami1 kapatilarak DNA' nin floresan mikroskopta fotograflar1 ¢cekilmistir.

-Florasan mikroskopta her bir preparattaki dozdan 100 fotograf ¢ekilmistir. Toplam 14

preparattan 2000 civarinda fotograf c¢ekilerek degerlendirilmesi yapilmistir. Hiicredeki
DNA hasar seviyelerinin belirlenmesi i¢in Kameram programi kullanilmistir. Bu
programda hiicrenin bas ve kuyruk kisminin uzunlugu 6l¢iilerek hesaplama yapilmistir.
Her preparattan ¢ekilen kuyruk uzunluklar1 bir excel dosyasina kaydedilerek ortalama

hasar seviyeleri belirlenmistir.

Hasara ugrames kuyruk kisma Bas kismu

Sekil 3.8. DNA hasar seviyelerinin kameram programui ile belirlenmesi

-Her bir doz i¢in preparatlardaki 100 farkli alandan fotografi ¢ekilmis hiicrelerin ayri

ayr1 degerlendirilmesi yapilip ortalamasi ve standart hatasi alinmistir
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Sekil 3.9. Comet testinin agamalari
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3.8. Mikroniikleus (MN) yontemi

Yapisal ve sayisal kromozom bozukluklarin tespit edilmesine olanak saglayan
mikroniikleus testi genotoksik etkilerin belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir. BEAS-2B
ve AS549 hiicrelerinde Sitokalasin-B ile sitokinez bloke ydntemine dayali olarak

gergeklestirilen mikroniikleus testinin asamalarini soyle siralayabiliriz:

Lamlarin temizlenmesi:
- +4 °C’ de lamlar temizlenmesi igin etanol dolu bir beherin igersine bir giin énceden

birakilir. MN deneyine baslanmadan Once etanol ic¢indeki lamlar arka ve on taraflari
olmak iizere temizlenir. Lamlarin 6n kismi numaralandirilarak salelere dizilir kapag:

kapatilarak +4 °C’ ye konur.
- Kullanacagimiz hiicre hatlar1 pasajlama prosediiriinde anlatildig1 iizere tripsinleme

yolu ile 15 ml’lik steril tiiplere toplanmislardir. Hiicre silispansiyonundan sayim
yapilarak tiipteki toplam hiicre sayis1 belirlenmistir. Tiip igerisindeki hiicreler +4 °C’de,
1000 rpm’de, 5 dk santrifiijedildikten sonra siipernatant aspire edilerek kalan pellet
yeniden stispanse edilmis ve dozlanacak T25 flasklara 30.000 hiicre/flask olacak sekilde

ekim yapilmistir.
- Ekim yapildiktan 24 saat sonra dozlama yapilarak hiicreler tekrar inkiibasyona

birakilir.

Sitokalasin-B hazirlanmasi

0,001 g Sitokalasin-B, % 70’lik bir miktar etanolde ¢6ziilmiis ve steril saf su ile 5 ml’ e

tamamlanmustir. -20°C’de aliqotlanarak saklanmustir.

-48. ci saatte ise flasklardaki besiyeri aspire edilerek PBS ile yikanmistir. Sonra 3 ml

taze besiyeri ve 90 pl Sitokalasin-B eklenerek 24 saat dahainkiibasyona birakilmistir.
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-72. ci saatte ise tiipler +4 °C’de, 800 rpm’de, 6 dk santrifiij edildikten sonra

stipernatant hiicrelerin ilizerinde yaklasik 200 pl kalacak sekilde aspire edilmistir ve

tiiplerin diblerindeki pelletler hafifce vurularak kaldirilmistir.

Hipotonik ¢ozeltisinin (KCL) hazirlanmasi

Amag; Hiicrelerin sismesini kromozomlarin ayirt edilmesini saglamaktir. 1,397 g KCL
tartilarak 250 ml' lik balon jojeye konur ve {istiine 250 ml oluncaya kadar distile su

eklenir ve ¢oziinmesi saglanir. Potasyum kloriir (KCI) oda sicakliginda bekletilir.

-Tiiplere oda sicakligindaki taze hazirlanmis hipotonik ¢ozeltisinden yavas yavas 5 ml

eklenerek ~3 dk siiresince hiicrelerin sigsmesi i¢in beklenmistir. (Kanserli hiicrelerde
hiicrenin sismesi daha Once gerceklesir, bunun i¢in 2 dakika, saglikli hiicrelerde 3
dakika bekiletilir). Bu siire sonunda tiipler +4 °C’de, 800 rpm’de, 6 dk santrifiilendikten
sonra hipotonik uzaklastirilmistir (Hipotonik eklemek i¢in 1 ml' lik pipetler ile ekleme 4

asamada gercgeklestirilir).

Fiksatif (Karnoy ¢ozeltisinin) hazirlanmisi

60 ml metanol (-20 °C' den) ve 20 ml Asetik asit (oda sicakligindaki) karistirilarak elde
edilir. Hazirlandiktan sonra sogutucuya kaldirilir. Fiksatif ve Formaldehit; canlilardan
alinan parcgalarin daha sonra bozulmalarmi engellemek ve canli hallerine en yakin

sekilleriyle muhafaza etmek icin kullanilir.

-Hipotonik isleminden sonra hiicrelerin iizerine yavasca taze hazirlanmis karnoy

fiksatifi (3:1 metanol: asetik asit) 5 ml oluncaya kadar eklenmistir. Ayrica 1. fiksatif ile
birlikte formaldehitten 8 damla damlatilmistir. Bu islemden sonra tiipler +4 °C’de, 800
rpm’de 6 dk santrifiijlenmiglerdir. Her fiksatif isleminden sonra 10 dakika
bekletilmistir.
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Lamlara yayilmasi
-Fiksatif islemi bittikten sonra her kiiltiirden iki lam olacak sekilde yiiksekten (yaklasik
7 cm' den) damlatma seklinde hiicreler dnceden temizlenmis lamlara yayildi. Lamlar

diiz bir yere dizilerek kurumaya birakilir. Lamlarin sallanarak kurutulmamasina dikkat

edilir.

Giemsa ile boyama (% 5’ lik)

100 ml' lik bir meziiriin 95 ml' lik kismina PBS konur. Sml' lik giemsa boyas1 siringa ile
cekilerek meziire eklenir. Kurutma kagidi hiini sekline getirilerek salenin iizerine

yerlestirdikten sonra hazirlanan % 5' lik giemsa siiziilmiis olur.
-Kuruyan lamlar sale igerisinde % 5’lik giemsa boyasi ile 15 dk boyandiktan sonra

lamlar sudan gecirilmis ve analiz zamanina kadar kurutularak saklanmislardir.

Mikroniikleuslu hiicrelerin sayimi
Sitokinez bloke mikroniikleus testi analizlerinde dncelikle hiicre tipleri belirlenmelidir.
Hiicreler, monontikleus, biniikleus, multiniikleus, apoptotik veya nekrotik hiicre tipinde

olabilirler.

Cekirdek boliinme boliinme frekansini hesaplamak icin asagidaki formiil kullanilmistir.

CBI: [MI + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] / N
M1: Bir niikleuslu hiicre,

M2: iki niikleuslu hiicre,

M3: Ug niikleuslu hiicre,

M4: Dort niikleuslu hiicre,

N: Toplam yasayan hiicre,
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Her bir grup i¢in preparatlardan 2000 hiicre sayilarak, bu hiicreler arasindan
mikroniileus tastyan ¢ift niikkleuslu hiicre frekanslar1 yaninda, bir (MI), iki (MII) ¢
(MIII) ve dort (MIV) niikleus tastyan hiicrelerin sayis1 da kaydedilmistir.

Sitotoksisitenin hesaplanmasi: Her bir preperattan bir, iki, {i¢, dort niikleus tasiyan
toplam 2000 hiicre sayilarak kaydedilmistir. Yukaridaki Cekirdek Boliinme Sitotoksisite

frekansi formiiliine gore hesaplama yapilmistir.

MN frekansinin hesaplanmasi: Hiicre sayimi yapilirken sadece biniikleuslu
hiicrelerdeki MN olusumlar1 kaydedilir. MN frekansi 1000 hiicreye tamamlanarak

toplam (%o) mikroniikleus hesaplanur.

0.saat 24 saat 48.ssat
Hiicre Ekimi Dozlama yapilmasi Sitokolasin-b verilmesi
72.saat

/

H"p ut(.)mk_' : Fiksatifin Lamlara yayihm Giemsa ile Mikroniikleusha
cozeltis eklenmesi boyama hiicrelerin
verilmesi " s

Sekil 3.10. Mikroniikleus testinin agsamalar1
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3.0. istatistiksel Analizler

Sitotoksisite ve Genotoksisite belirleme testleri olan WST-1, XTT, Klojenik, Comet ve
Mikroniikleus yontemlerinden elde edilen verilerin karsilastirilmast igin parametrik
testler kullanilmistir. Tek yonli varyans analizi ANAVO ve Tukey HSD testi
kullanilarak karsilastirmalar yapilmigtir. Tim istatistik analizler SPSS 22 yazilimi

kullanilarak bilgisayarda gerceklestirilmistir. Anlamlilik diizeyi 0.05 gore belirlenmistir.
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4 BULGULAR

Esek siitiiniin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin saglikli akciger ve kanserli akciger

insan hiicre hatlari tizerine karsilastirmali olarak etkisinin arastirilmasi amaclanmustir.

4.1. Klojenik testbulgular:

Klonojenik test uygulamasi sonuglarina gore test gruplarindan elde edilencanlilik
yiizdeleri ve standart sapma miktarlar1 belirlenmistir. Ayrica bu verilerden 1Csy degeri
ve deegerleri excel programi kullanilarak hesaplanmistir. BEAS-2B saglikli akciger
hiicrelerinde bulunan 1Cso degeri 2476 pg/mL, R?= 0,95; A549 kanserli akciger
hiicrelerinde ise 1Cso degeri 850 pg/mL, R?= 0,84 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1. Klonojenik test ile belirlenen canlilik yiizdeleri ve SS; Standart Sapma.

BEAS-2B hiicre A549 hiicre

Doz gruplan hattinda hattinda canhhk
canhlik yiizdesi yiizdesi£SS

BK 100+0 1000

SK 98,8+1,13 98,5+0,70

100 pg/mL 94,54+2,12 88,5+0,70*

200 pg/mL 91+1,41 80+2,82*

400 pg/mL 86,5+3,53* R?=0,95  64+1,41* R’= 0,84

800 pg/mL 77+2,82* 46,5+0,70*

1600 pg/mL 57,5+3,53* 33,5+2,12*

3200 pg/mL 41,5+2,12* 17,5+3,53*

PK 17,5+4,94* 5,5+2,12*

p<0,05

Cesitli esek siitii dozlarina maruz kalan saglikli akciger hiicrelerinin Sekil 4.1' de ve

kanserli akciger hiicrelerinin Sekil 4.2' de klonojenik test sonucu bulunan verilerden

olusturulan dagilim grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Klonojenik test ile belirlenen BEAS-2B hiicre hatlarinda dagilim grafigi

A549 dagilim grafigi
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Sekil 4.2. Klonojenik test ile belirlenen A549 hiicre hatlarinda dagilim grafigi

Klonojenik test uygulamasi sonuglarina gére BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarinda elde
edilen ortalama canlilik oranlar1 ve standart sapma miktarlar1 Sekil 4.3 ve Sekil 4.4' te

belirtilmistir.
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Sekil 4.3. BEAS-2B hiicrelerinde Klojenik test ile belirlenen canlilik oranlarinin ¢ubuk
grafik ile gosterilmesi
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Sekil 4.4. A549 hiicrelerinde Klonojenik test ile belirlenen canlilik oranlarin ¢ubuk
grafik ile gosterilmesi
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BEAS-2B hiicre hattinda; Klonojenik deneyi sonucunda dozlarin artmasina parelel
olarak anlamli bir azalma meydana geldigi ANAVO testi ile belirlenmistir (p<0,05). Bu
anlamli farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Tukey HSD testi veya
Tamhane' s T2 testi yapilmistir. 100 pg/mL' de % 94,5; 200 pg/mL' de % 91 ve SK' de
% 98.8 olarak canlilik yiizdeleri hesaplanmistir. Bu konsantrasyonlarda BEAS-2B hiicre
hattinda canlilik yilizdeleri kontrole gore karsilastirildiginda anlamli bir azalma
saptanmamustir (p>0,05). Ancak 400 - 800 - 1600 - 3200 pg/mL dozlarinda biiyiime

kontrol ile arasinda 6nemli bir degisim oldugu gorilmistiir (p<0,05).

A549 hiicre hattinda ise; Biiyiime kontrole gore canlilik oranlarinin dozlara gore
katlanarak azaldigini1 gérmekteyiz (p<0,05). 100 pg/mL'de % 88.5, 200 pg/mL'de % 80,
400 pg/mL' de % 64, 800 pg/mL'de % 46.5, 1600 pg/mL'de % 33.5, 3200 pg/mL'de %
17,5 olarak canlilik yiizdeleri hesaplanmustir.

Her iki deneyde biiyiime kontrole gore solvent kontroliin canlilik oran1 % 98,8 ve %
98,5 olarak gergeklesmistir. Solvent kontroliimiiz olan suyun hiicreler iizerinde anlamli

bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir (P>0,05).

Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (H,O;) ¢ozeltisinden 4 ul kullanilmustir.
Hidrojen peroksitin biiyiime kontrole gore canlilik yiizdeleri 17 ve 5,5 olarak
hesaplanmistir. Bu degerlere bakildiginda H,O;' in hiicreler lizerinde dnemli derecede

Oliimciil oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
Klonojenik test sonucglarmin degerlendirilmesi asamasinda, en az 50 hiicre

icerenkolonilerin sayimi yapilmistir. Esek siitiinlin ¢esitli dozlarina maruz kalan BEAS-

2B ve A549 hiicre hatlarinda koloni olugumlari Sekil 4.5 ve Sekil 4.6' da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. A549 hiicrelerinde koloni olusumlari.
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4.2. WST-1 test bulgulari

WST-1 uygulamasi sonuglarina gore test gruplarindan elde edilencanlilik yiizdeleri ve
standart sapma miktarlari belirlenmistir. Ayrica bu verilerden 1Csq degeri ve R®degerleri
excel programi kullanilarak hesaplanmistir. BEAS-2B saglikli akciger hiicrelerinde
bulunan 1Csy degeri 2294 ng/mL, R’= 0,86; A549 kanserli akciger hiicrelerinde ise
ICso degeri 1109 pg/mL, R*= 0,86 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2)

Cizelge 4.2. WST-1 ile belirlenen canlilik ylizdeleri ve SS; Standart Sapma.

Beas-2b hiicre A549 hiicre
Doz gruplan hattinda hattinda canhhk
canhlik yiizdesi yiizdesi+SS
BK 100+0 10040
SK 98,5+0,70 98,3+0,42
100 pg/mL 95,6+3,13 87,3+2,06
200 pg/mL 89,37+7,17 77,1745,89*
400 pg/mL 74,74£0,09* R*=086  65,7+4,63* R’=0,86
800 pg/mL 66,96+1,24* 55,7+11,15*
1600 pg/mL 55,45+1,21* 39,96+4,46*
3200 pg/mL 41,245,23* 27,47+6,88*
PK 3,25+1,06* 3+1,41*
p<0,05

Cesitli esek siitii dozlarina maruz kalan saglikli akciger hiicrelerinin Sekil 4.7 ve

kanserli akciger hiicrelerinin Sekil 4.8' de klonojenik test sonucu bulunan verilerden

olusturulan dagilim grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4.7. WST-1 testi ile belirlenen BEAS-2B hiicre hattinda dagilim grafigi
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Sekil 4.8. WST-1 testi ile belirlenen A549 hiicre hattindaa dagilim grafigi

WST-1 uygulamasi sonuglarina gore BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarinda elde edilen

ortalama canlilik oranlar1 ve standart sapma miktarlar1 Sekil 4.9 ve Sekil 4.10' da

belirtilmistir.
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Sekil 4.9. BEAS-2B hiicrelerinde WST-1 testi ile belirlenen canlilik oranlarin ¢ubuk

grafik ile gosterilmesi
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Sekil 4.10. A549 hiicrelerinde WST-1 testi ile belirlenen canlilik oranlarin ¢ubuk grafik
60

ile gosterilmesi



BEAS-2B hiicre hattinda; WST-1 deneyi sonucunda dozlarin artmasina parelel olarak
anlamli bir azalma meydana geldigi ANAVO testi ile belirlenmistir (p<0,05). Bu
anlaml farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek icin Tukey HSD yapilmustir.
100 pug/mL' de % 95,6; 200 pug/mL' de % 89,4 ve SK' de % 98,5 olarak canlilik
yiizdeleri hesaplanmistir. Bu konsantrasyonlarda BEAS-2B hiicre hattinda canlilik
yiizdeleri kontrole gore karsilastirildiginda anlamli bir azalma saptanmamaistir (p>0.05).
Ancak 400 - 800 - 1600 - 3200 ug/mL dozlarinda biiyiime kontrol ile arasinda 6nemli
bir degisim oldugu goriilmistiir (p<0.05).

A549 hiicre hattinda ise; Biiylime kontrole gore canlilik oranlarimin dozlarin
artmasiyla azaldigimi gormekteyiz (p<0.05). Kanserli hiicreler lizerinde esek siitii
dozlarinin artmasina parelel olarak 100 pg/mL' de % 88,79; 200 pug/mL' de % 73; 400
pg/mL' de % 62,5; 800 png/mL' de % 47,8; 1600 pg/mL' de % 36,8; 3200 pg/mL' de %

22,6 oraninda canlilik gézlenmistir.

Her iki deneyde biiyiime kontrole gore solvent kontroliin canlilik oran1 % 98,5 ve %
98,3 olarak gergeklesmistir. Solvent kontroliimiiz olan suyun hiicreler iizerinde anlamli

bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir (P>0.05).

Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (H,O;) ¢ozeltisinden 4 ul kullanilmustir.
Hidrojen peroksitin biiylime kontrole gore canlilik yiizdeleri 3,25 ve 3 olarak
hesaplanmistir. Bu degerlere bakildiginda H2O5' in hiicreler lizerinde 6nemli derecede

oliimciil oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

4.3. XTT testi bulgulari

XTT uygulamasi sonuglara gore test gruplarindan elde edilencanlilik yiizdeleri ve
standart sapma miktarlari belirlenmistir. Ayrica bu verilerden 1Cs, degeri ve R?
degerleri excel programi kullanilarak hesaplanmistir. BEAS-2B saglikli akciger
hiicrelerinde bulunan 1Csy degeri 2381 pg/mL, R?= 0,90; A549 kanserli akciger
hiicrelerinde ise 1Cso degeri 830 pg/mL, R?= 0,83 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3)
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Cizelge 4.3. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde XTT ile belirlenen canlilik ylizdeleri ve

SS; Standart Sapma.

Beas-2b hiicre A549 hiicre
Doz gruplan hattinda hattinda canhhk
canhlik yiizdesi yiizdesi+SS
BK 100+0 100+0
SK 99.4+0.56 98.7+0.99
100 pg/mL 96.12+2.46 89.39+0.01
200 pg/mL 91.05+3.52 76.06+1.92*
400 pg/mL 76.6+2.08* R?=0,90 63.45+1.20* R?= 0,83
800 pg/mL 70.99+0.72* 46.75+3.17*
1600 pg/mL 56.69+2.68* 32.09+3.09*
3200 pg/mL 41,12+4.84* 18.43+7.67*
PK 2.5+0.70* 4.45+2.05*
p<0,05

Cesitli esek siitii dozlarina maruz kalan saglikli akciger hiicrelerininSekil 4.11' de ve

kanserli akciger hiicrelerinin Sekil 4.12' de XTT testi sonucu bulunan verilerden

olusturulan dagilim grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4.11. XTT testi ile belirlenen BEAS-2B hiicre hattinda dagilim grafigi
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Sekil 4.12. XTT testi ile belirlenen A549 hiicre hattinda dagilim grafigi

XTT uygulamast sonuglarina gére BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarinda elde edilen

ortalama canlilik oranlar1 ve standart sapma miktarlar1 Sekil 4.13 ve Sekil 4.14' de

belirtilmistir.
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Sekil 4.13. BEAS-2B hiicrelerinde XTT testi ile belirlenen canlilik oranlarin ¢ubuk
grafik ile gosterilmesi
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Sekil 4.14. A549 hiicrelerinde XTT testi ile belirlenen canlilik oranlarin ¢ubuk grafik ile
gosterilmesi

BEAS-2B hiicre hattinda; XTT deneyi sonucunda dozlarin artmasina parelel olarak
anlamli bir azalma meydana geldigi ANAVO testi ile belirlenmistir (p<0.05). Bu
anlaml farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Tukey HSD yapilmigtir.
100 pg/mL' de % 96.12; 200 pg/mL' de % 91 ve SK' de % 99,4 olarak canlilik yiizdeleri
hesaplanmistir. Bu konsantrasyonlarda BEAS-2B hiicre hattinda canlilik yiizdeleri
kontrole gore karsilastirildiginda anlamli bir azalma saptanmamustir (p>0.05). Ancak
400 - 800 - 1600 - 3200 pg/mL dozlar ile biiylime kontrol arasinda 6nemli bir degisim
oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

A549 hiicre hattinda ise; Biiylime kontrole gore canlilik oranlarinin dozlarin
artmasiyla azaldigin1 gormekteyiz (p<0.05). Kanserli hiicreler lizerinde esek siitii
dozlarinin artmasina parelel olarak, 200 pg/mL' de % 76; 400 pg/mL' de % 63,45; 800
ug/mL' de % 46.8; 1600 ug/mL' de % 32; 3200 ug/mL' de % 18,43 oraninda canlilik

gozlenmistir.
Her iki deneyde biiylime kontrole gore solvent kontroliin canlilik oran1 % 99.4 ve %

98.7 olarak gerceklesmistir. Solvent kontroliimiiz olan suyun hiicreler iizerinde anlamli

bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir (P>0.05).
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Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (H;O2) ¢ozeltisinden 4 pl kullanilmistir.
Hidrojen peroksitin biiylime kontrole gore canlilik yiizdeleri 2.5 ve 4.45 olarak
hesaplanmistir. Bu degerlere bakildiginda H,O5' in hiicreler iizerinde 6nemli derecede

oliimciil oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Cesitli konsantrasyonlarda esek siitline maruz birakilan BEAS-2B ve A549 hiicre
hatlarinda klonojenik, WST-1 ve XTT testi ile belirlenen canlilik oranlarinin
yiizdeleriSekil 4.13 ve 4.14' te verilmistir. Canlilik oranlarina bakildiginda esek siitiiniin
saglikli hiicreler tizerinde % 75 istii canlilik gosteren dozlar secilerek Comet ve MN

testleri yapilmustir.

Cizelge 4.4' te BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarinda yapilan Klojenik test, WST-1 ve
XTT testi ile belirlenen tiim ICsp degerleri verilmistir. Tiim saglikli hiicrelerin ortalama
degerlerine bakildiginda Klonojenik test ile yapilan deneylerin ortalamasi 2476 pg/mL,
WST-1 testi ile yapilan deneylerin ortalamasi 2294 pg/mL, XTT testi ile yapilan
degerlerin ortalamasi ise 2381 pg/mL' dir. Kanserli hiicrelerin ICsq degerlerinin ortalama
degerlerine bakildiginda Klonojenik test ile yapilan deneylerin ortalamasi 850 pg/mL,
WST-1 testi ile yapilan deneylerin ortalamasi 1109 pg/mL, XTT testi ile yapilan

degerlerin ortalamasi ise 830 pg/mL' dir.

Cizelge 4.4. Klonojenik test, XTT ve WST-1 testi ile belirlenen IC50 degerleri

Hiicre hatlart Klonojenik WST-1 XTT
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

BEAS-2B 2476 2294 2381

A549 850 1109 830
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4.4, Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) bulgular:

In vitro komet testinde elde edilen bulgular igerisinden Kuyruk uzunlugu (pum), Kuyruk
%DNA (K.%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM; Olive Tail Moment)
parametreleri degerlendirilmistir. DNA migrasyonu genellikle pum cinsinden ifade
edilmektedir. GO6¢ uzunlugu fragmantasyon oraniyla ve dolayisiyla DNA hasar ile
iligkilidir. Yalnizca kuyruk uzunlugu DNA hasarint dogru bir sekilde yansitmaz ayrica
bu kuyruk bolgesinde siiriiklenen DNA’nin ylizdesi de onemlidir. Olive ve ark.
yaptiklar1 caligmalar sonucunda noétral pH’da ve pH 12,3’de (alkali) DNA
migrasyonunun belirli bir yere kadar devam ettigini ve bu noktadan ileriye gidemedigini
bildirmislerdir. Buna karsilik migrasyon uzunlugunun artmamasina ragmen go¢ eden
DNA yiizdesinin ise arttigin1 ifade etmislerdir. pH >13 oldugu alkali kosullarda ise
bdyle bir durumun s6z konusu olmadigni bu pH’da migrasyon uzunlugunun DNA
hasarin1 dogru bir sekilde yansittigin1 rapor etmislerdir. Tiim bu karigikligi ortadan
kaldirmak i¢in Olive ve ark. Kuyruk momenti terimini tanimlamislardir (Durmaz ve ark.

2010' gore Olive ve ark. 1990)

a) BEAS-2B saghkh akciger hiicre hatlarinda DNA hasar seviyelerinin Comet

yontemi ile belirlenmesi
Elde edilen verilerin ortalama degerleri Cizelge 4.5°’de verilmistir. Esek siiti

uygulamalar1 gerceklestirilen /n vitro komet testinde elde edilen mikroskobik goriintii

ornekleri Sekil 4.15' te gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Esek siitii maddesinin BEAS-2B saglikli hiicreler {izerindeki komet
uygulamalari, Standart hata: SH

Doz gruplann  Kuyruk Kuyruk %DNA Olive kuyruk
uzunlugu(pm)xSH  miktar)+SH momenti)+SH

BK 9.22+0,19 15,5840,19 2.0340.,07

SK 9,16+0,30 17,39+0,30 2,23+0,16

50 pg/mL 9,24+0,21 18,32+0,21 2,27+0,12

100 pg/mL 9,28+0,25 17,14425 2,24+0,12

200 pg/mL 9,24+0,22 18,33+0,22 2,3240,11

400 pg/mL 9,29+0,20 23,94+0,20* 2,74+0,13

PK 33,0643,7* 41,19+3,70* 12,49+1,72%

* [statistiksel anlam diizeyi: p<0.05

SOng/nl 100ng/nul
200ng/ul 400ng/nl

B

Sekil 4.15. Comet testi sonunda saglikli akciger (BEAS-2B) hiicre hatlarinda cesitli
konsantrasyonlarda hazirlanan preparatlardan ornek florasan mikroskop goriintiisii
(X20).



In vitro Comet testinde degerlendirilen parametreler igerisinden Kuyruk uzunlugu
degerlerinden elde edilen Sekil 4.16’da gosterilmistir. Kuyruk uzunlugu degerlerinin
istatistiksel analizleri ANOVA ve Tukey HSDtestleri kullanilarak gerceklestirilmistir.
Ortalama kuyruk uzunlugu degerleri (um), kontrol grubunda 9,22 + 0,19 umolarak
belirlenmigtir. Kontrol grubuna gore karsilastirdigimiz gruplarin kuyruk uzunlugu
ortalamalarinda (SK: 9,16+0,30; 50 pg/mL: 9,24+0,21;100 pg/mL:9,28+0,25; 200
nug/mL:9,244+0,22; 400 pg/mL:9,29+0,20) anlamli bir artis saptanmamistir (p>0.05).
Ozellikle pozitif kontrol grubunun (33,06+3,7) biiyiime kontrole gore kuyruk
uzunlugunda anlamli bir artig oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Pozitif kontroliin DNA
tizerinde hasarlara yol agmasi deneyimizin diizgiin calistigini gostermektedir. Biiylime
kontrol ile en yiiksek dozumuz olan 400 pg/mLolan dozumuz arasinda herhangi bir

farklilik goriilmemektedir.
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Sekil 4.16. BEAS-2B hiicre hattinda Comet testi ile belirlenen hasarli DNA'larin kuyruk
uzunlugunun ¢ubuk grafik ile gosterilmesi
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Kuyruk % DNA miktari

Sekil 4.17. BEAS-2B hiicre hattinda Comet testi ile belirlenen hasarlt DNA'larin kuyruk
% DNA miktar1 gubuk grafik ile gdsterilmesi

Olive kuyruk momenti

Sekil 4.18. BEAS-2B hiicre hattinda Comet testi ile belirlenen hasarli DNA'larin Olive
kuyruk momenti miktar1 gubuk grafik ile gosterilmesi
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In vitro komet testinde degerlendirilen bir diger parametre ise Kuyruk % DNA icerigi
(K.%DNA) parametresidir. K.%DNA degerleri Sekil 4.17' de gosterilmistir. Ortalama
K.%DNA degerleri, kontrol grubundal5.58+0.19, Solvent kontroliimiizde grubunda
17,39+0,300larak belirlendi. Yine ortalama K.%DNA degerleri, 50 ug/mL, 100 ug/mL,
200 pg/mL ve 400 pg/mL cesitli esek siitli dozlarinda ise sirasiyla, 18,32+0,21;
23,94+0,20; 41,1943,70 olarak belirlendi. Bu bes grubun kendi aralarindaki istatistiksel
karsilastirmalarinda anlamli diizeyde bir farklilik belirlenemedi (p>0,05).

In vitro komet testinde degerlendirilen son parametre ise Olive Tail Moment (OTM;
Olive Kuyryk momenti) parametresidir. OTM degerleri Sekil 4.18' degdsterilmistir.
Ortalama Olive kuyruk momenti degerleri, kontrol grubunda, 2,03+0,07, Solvent
kontrolimiizde 2,23+0,160larak belirlendi. Yine ortalama Olive kuyruk momenti
degerleri, 50 ug/mL, 100 ug/mL, 200 ug/mL ve 400 pug/mL gesitli esek siitii dozlarinda
ise siwrastyla, 2,27+0,12; 2,24+0,12; 2,32+0,11ve 2,74+0,13 olarak belirlendi. Bu bes
grubun kendi aralarindaki istatistiksel karsilastirmalarinda anlamli diizeyde bir farklilik

belirlenemedi (p>0.05).

b) A549 kanserli akciger hiicre hatlarinda DNA hasar seviyelerinin komet

yontemleriyle belirlenmesi

In vitro komet testinde elde edilen bulgular igerisinden Kuyruk uzunlugu (um), Kuyruk
%DNA (K.%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM; Olive Tail Moment)
parametreleri degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin ortalama degerleri Cizelge 4.6’
da verilmistir. Esek siitii maddesiile gerceklestirilen /n vitro komet testinde elde edilen

mikroskobik gériintii 6rnekleri Sekil 4.19’dagosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Esek siiti maddesinin A549 kanserli hiicreler {iizerindeki Comet
uygulamalari

Doz Kuyruk Kuyruk %cDNA Olive kuyruk
gruplari uzunlugu(pm)+SH miktar1))+SH momenti)+=SH
BK 10,90+0,34 25,39+2,03 3,06+0,21

SK 10,57+0,23 22,88+1,56 2,71+0,13

50 pg/mL 16,82+1,18* 27,22+1,63 5,23+0,55*
100 pg/mL  21,82+1,77* 29,47+2,14 6,94+0,79*
200 pg/mL  25,82+2,35* 24,82+2,19 7,62+1,08*
400 pg/mL  30,46+2,92* 28,11+2,16 921+1,21*
PK 36,2443,79* 40,81+3,52* 12,75+1,70%*

* [statistiksel anlam diizeyi: p<0.05

In vitro komet testinde degerlendirilen parametreler igerisinden Kuyruk uzunlugu(pm)
degerlerinden elde edilen Sekil 4.20°de gosterilmistir. K.U. degerlerinin istatistiksel
analizleri ANOVA ve TukeyHSD testleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Ortalama
K.U. degerleri (um), kontrol grubunda 10,90+0,340larak belirlenmistir. Kontrol
grubuna gore karsilagtirdigimiz  gruplarin  kuyruk uzunlugu ortalamalarinda
(SK;10,574£0,23) anlamli  bir artig saptanmamustir  (p>0.05). Ancak 50
pg/mL:16,82+1,18,100 ng/mL:21,82+1,77, 200 ng/mL:25,82+2 35, 400
pg/mL:30,46+2,92dozlarimizda kontrol grubuna gore anlamli bir fark goriilmiistiir
(p<0.05). Pozitif kontrol grubumuzun da biiylime kontrole gore kuyruk uzunlugunda

anlaml1 bir artis oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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100ng/ul

400nug/ul

Sekil 4.19. Comet testi sonunda kanserli akciger (A549) hiicre hatlarinda cesitli
konsantrasyonlarda hazirlanan preparatlardan 6rnek florasan mikroskop goriintiisii
(X20).
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Kuyruk uzunlugu (pum)
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Sekil 4.20. A549 hiicre hattinda Comet testi ile belirlenen hasarli DNA'larin kuyruk
uzunlugunun gosterilmesi

Kuyruk % DNA miktari

Sekil 4.21. A549 hiicre hattinda hasarli kuyruk % DNA miktarinin gosterilmesi
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Olive kuyruk momenti
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Sekil 4.22. A549 hiicre hattinda hasarli DNA'larin Olive kuyruk momenti miktarinin
gosterilmesi

In vitro Comet testinde degerlendirilen bir diger parametre ise Kuyruk % DNA igerigi
(K.%DNA) parametresidir. K.%DNA degerleri Sekil 4.21' degosterilmistir. Ortalama
K.%DNA degerleri, kontrol grubunda, 25,39+2,03, Solvent kontroliinde 22,88+1,56
olarak belirlendi. Yine diger ortalama K.%DNA degerleri, 50 pg/mL, 100 pug/mL, 200
pg/mL ve 400 pg/mL gesitli esek siitii dozlarinda ise sirasiyla, 27,22+1,63; 29,47+2,14;
24,82+2,19; 28,1142,160larak belirlendi. Bu dort grubun kontrol grubuna gore
istatistiksel karsilagtirmalarinda anlamli diizeyde bir farklilik olmadigi belirlenmistir
(p>0.05).

In vitro komet testinde degerlendirilen son parametre ise Olive Tail Moment (OTM;
Olive Kuyryk momenti) parametresidir. OTM degerleri Sekil 4.22" de gosterilmistir.
Ortalama Olive kuyruk momenti degerleri, kontrol grubunda, 3,06+0,21, Solvent
kontrolimiizde 2,71+0,13 olarak belirlendi. Yine ortalama Olive kuyruk momenti
degerleri, 50 pg/mL' de 2,71+0,13dir. SK degerlerimizde anlamli bir fark gériilmemistir
(p>0,05). Diger doz gruplarimiz 50 ug/mL, 100 ug/mL, 200 pg/mL ve 400 ug/mL' deki
ortalamalarimiz 5,23+0,55; 6,94+0,79; 7,62+1,08 ve 9,21+1,21 olarak bulunmustur. Bu
dort grubun kendi aralarindaki istatistiksel karsilastirmalarinda anlamli diizeyde bir

farklilik belirlenmistir (p<0.05).
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Kuyruk uzunlugu, Kuyruk % DNA miktar1 ve Olive kuyruk momentinde solvent
kontrol grubumuz {i¢ parametrede de kontrol grubuna gore anlamsiz bulunmustur
(p>0.05). Yani bizim ¢oziicii olarak kullandigimiz etanoliin hasarli DNA iizerisine

etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

4.5.Mikroniikleus (MN) test bulgular:

Yapilan ¢alismada kullanilan esek siitiiniin genotoksik etkilerinibelirlemek amaciyla
karsilastirmali olarak BEAS-2B ve AS549 hiicre hatlarinda mikroniikleus testi
uygulanmistir. MN preparatlarinindegerlendirilmesinde bir, iki, ic ve dort ¢ekirdekli
toplam 2000 hiicre sayilmis ve ikigekirdekli hiicrelerin sayilart 1000’e tamamlanmuistir.
Boylece her doz grubu i¢in %o mikroniikleus frekansit (MN) ve c¢ekirdek bdoliinme
indeksi bulunmustur. Calismada kullanilan esek siitii konsantrasyonlarinin herhangi bir
sitotoksik etkisinin olup olmadigin1 belirlemek amaciyla ¢ekirdek boliinme

indeksidegerleri (CBI) hesaplanmustir.

a) BEAS-2B Saghikh akciger hiicre hatlarinda mikroniikleus testi bulgulari
Saglikli akciger hiicre hatlarinda elde edilen MN frekansi, CBI' i bulgular Cizelge

4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. MN testi bulgular. MN; %o mikrontikleus frekansi, CBI; CekirdekBoliinme
Indeksi, SS; Standart Sapma.

Doz gruplan MN=+SS CBI=SS
Biiyiime Kontrol 8,5+0,7 1,95+0,1
Solvent Kontrol 9+2,83 1,96+0,00
50 pg/mL 8,5+0,71 1,94+0,01
100 pg/mL 12,5+0,71 1,95+01
200 pg/mL 9,5+0,70 1,95+00
400 pg/mL 8,5+0,70 1,92+0,0

Pozitif Kontrol

50,5+2,12*

1,41+0,14*
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MN frekansi kontrol grubunda 8,5+0,7, Pozitif kontrol (H,0,) grubunda ise 50,5+2,12
olarak belirlenmistir. 50 pug/ml; 100 pg/ml; 200 pg/ml; 400 pg/ml; uygulamalarinda ise
sirastyla 8,5+0,71; 12,54+0,71; 9,5+0,70; 8,5+0.70 olarak belirlenmistir.

Bu verilerden elde edilen MN testi bulgular1 Sekil 4.23’de verilmistir. Doz artigsina bagl
olarak, saglikli hiicrelerde MN frekansi P>0.05 diizeyinde anlamli bir artis gostermedigi
goriilmistiir. Pozitif kontroliimiiz hidrojen peroksitte biiylime kontrole gore anlamli bir

azalis gostermistir. (p<0.05).
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Sekil 4.23. MN testi bulgulari. Iki c¢ekirdekli 1000 hiicredeki MN sayisi(%o)
(Biiyiimekontrole gore fark *P<0,05)

Calismada kullanilan esek siitii konsantrasyonlarinin herhangi bir sitotoksik etkisinin
olup olmadigini belirlemek amaciyla ¢ekirdek boliinme indeksidegerleri (CBI)

hesaplanmistir. MN testi CBI bulgular1 Sekil 4.24°de gdsterilmistir.
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2,5

Cekirdek Boliinme indeksi

Sekil 4.24.MN testi ¢ekirdek boliinme indeksi bulgular1 (P<0.05)

Pozitif kontrol grubunun CBI degeri kontrol grubuna gore P<0.05 diizeyinde anlamlibir
azalma gostererek 1,41+0,14' e diismiistir. Ancak doz artigina bagl olarak CBI
degerleri, kontrol grubuna gére P<0.05 diizeyinde anlamli bir diislis gostermemistir

(P>0.05).

b) A549 kanserli akciger hiicre hatlarinda mikroniikleus testi bulgulari

Kanserli akciger hiicre hatlarinda elde edilen MN frekansi, CBI' i bulgular Cizelge

4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. A549 hiicre hatlarinda MN testi bulgulari. MN; %o mikroniikleus frekansi,
CBI; CekirdekBoliinme Indeksi, SS; Standart Sapma.

Doz gruplari MN=£SS CBI+SS
Biiyiime Kontrol 15,542,12 1,94+0,14
Solvent Kontrol 17+1,41 1,91+,0,15
50 pg/mL 19,5+0,70 1,85+0,1
100 pg/mL 26+2,83* 1,83+0,13
200 pg/mL 30,5+0,71* 1,81+0,1
400 pg/mL 39,543,54* 1,76+0,1

Pozitif Kontrol

74+2,83*

1,31+0,14*
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MN frekansi kontrol grubunda 15,5+2,12, Pozitif kontrol (H,O,) grubunda ise 74+2,83
olarak belirlenmistir. Biiyiime kontrole goére SK ve 50 pg/ml dozlarda 6nemli bir
farklilik gdzlenmemistir (P>0.05). 100 pg/ml; 200 pg/ml; 400 pg/ml; uygulamalarinda
ise sirastyla 26+2,83; 30,5+0,71; 39,5+3,54 olarak belirlenmistir.

Bu verilerden elde edilen MN testi bulgular1 Sekil 4.25°de verilmistir. Doz artisina baglh
olarak, kanserli hiicrelerde MN frekans1 P<0.05 diizeyinde anlamli bir artis gosterdigi
goriilmistiir. Pozitif kontroliimiiz hidrojen peroksitte biiylime kontrole gére anlamli bir

azalis gostermistir. (p<0.05).
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Sekil 4.25. A549 MN testi bulgulari. iki ¢ekirdekli 1000 hiicredeki MN say1si(%o)
(Biiyiime kontrole gore fark *P<0,05)

Caligmada kullanilan esek siitii konsantrasyonlarinin herhangi birsitotoksik etkisinin
olup olmadigini belirlemek amaciyla cekirdek boliinme indeks idegerleri (CBI)

hesaplanmistir. A549 hiicre hatti MN testi CBI bulgular1 Sekil 4.26°da gdsterilmistir
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Sekil 4.26. A549 MN testi ¢ekirdek boliinme indeksi bulgular1 (P<0.05)

Pozitif kontrol grubunun CBI degeri kontrol grubuna gore P<0.05 diizeyinde anlamlibir
azalma gostererek 1,31+0,14' e diismiistiir. Ancak doza artigina bagli olarak CBI
degerleri, kontrol grubuna gére P<0.05 diizeyinde anlamli bir diislis gostermemistir

(P>0.05).
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Esek siiti uygulamast sonucu A549 hiicre hattinda olusan olusan mikroniikleus

ornekleri Sekil 4.27°de verilmistir
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Sekil 4.27. MN testi preperatlarindan elde edilen mikroskobik goriintli 6rnekleri (20X)
A. Bir ¢ekirdekli hiicre B. Bir ¢ekirdekli hiicre bir MN C. iki ¢ekirdekli hiicre bir MND.
Iki cekirdekli hiicre E. iki ¢ekirdekli hiicre bir MN F. iki ¢ekirdekli hiicre G. Ug
cekirdekli hiicre H. Ug ¢ekirdekli hiicre bir MN 1. Ug ¢ekirdekli hiicre 1. Ug cekirdekli
hiicre K. Dort ¢ekirdekli hiicre L. Dort ¢ekirdekli hiicre iki MN
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TARTISMA ve SONUC:

Siit; yeni diinyaya gelmis bir bebegin gesitli fonksiyonlarinin gelismesine kadar,
gelisme ve biiylimesini devam ettirmek icin gerekli olan tiim ihtiyaglarin karsilandigi
0zel bir sividir. Bu 6zel sivi ¢ocugunun yasina ve durumuna gore anne tarafindan
ayarlanmaktadir. Insan yasaminin her asamasinda gerekli olan siit 6zel hazirlanmus, 6zel
maddeler igeren bir formiildiir. Ozelliklede son giinlerde siit tiiketimi ve iiretimi, siit
icersindeki proteinlerinin ¢esitli alanlarda gesitli amaclar i¢in kullanimi artmistir. Bu
0zel sivilar igersinde giiniimiize kadar en 6nemli siitiin anne siitii oldugu bilinmektedir.
Anne siitiiniin protein, vitamin ve mineral yoniinden zengin olmasi nedeniyle tiim siitler
icinde Ozel bir yeri vardir. Ancak yapilan aragtirmalarda esek siitiiniin zengin bilesimi

ile anne siitiine yakin, hatta baz1 6zellikler ile {istiin iceriklere sahip oldugu goriilmiistiir.

Esek siitli eski c¢aglardan itibaren birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ozellikle giiniimiizde halk arasinda esek siitiiniin kanser tedavisinde kullanildig1 dile
getirilmekte ancak birkac bilimsel calisma disinda kanser hiicrelerine etkisi ¢ok
bilinmemektedir. Esek siitiiniin tedavideki ustiinligii igersindeki kalsiyum, lizozim,
laktoferrin, a-laktalbiimin, serum albiimin, immiinoglobiilinler, Omega-3 (a-linolenik
asit), Omega-6 (linolenik asit) yag asitlerinin diger siitlere oranla fazlaca bulunmasindan
kaynaklanabilir oldugu degerlendirilmektedir (Sekil 2.3-Sekil 2.4).

Siit ve siit proteinleri ile birgok arastirma yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda 6zellikle
siitlin icersinde bulunan peynir alti suyu proteinlerinin etkileri 6n plana ¢ikmistir.
Siitteki kazeinin ¢oktiirmesi sonucunda elde edilen sivi kisim peyniralti suyudur. Elde
edilen zengin protein igerigi ile peyniralt: suyu; yiiksek miktarda laktoz, diigiikk miktarda
mineral madde, vitamin, protein ve ¢ok az miktarda da siit yagini igermektedir. Bununla
beraber siitiin icersinde yliksek miktarda siilfiir igeren aminoasitlerin bulunmasi

antioksidan aktiviteyi desteklenmektedir (Smithers ve ark. 2008).
Bu proteinlerin immun yanit1 destekleyici o6zellikleri, oksidan sistemin olusturacagi

olumsuz etkileri ortadan kaldirdigi, bakteri gelisimini engelledigi, agiz sagligi gibi insan

sagligini korumadaki olumlu etkilerini bilinmektedir. Ayrica bunun yanindagesitli
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kanser tiirlerinde (meme kanseri, prostat, kolon ve uterus kanseri gibi.) antikarsinojenik
etkisi gosterilmektedir (Lothian 2000).

Siit incelendiginde biitiin bu etkilerinin ¢ogunun peyniralti suyunda bulunan
proteinlerden kaynaklandigi goriilmektedir. Bunlarin yani sira esek siitiinde mineraller
icerisinde yiiksek oranda bulunan kalsiyum orani anne siitiine oranla iki kat fazla
bulunmaktadir (Nikkah 2011). Esek siitiinde yiiksek miktarda bulunan kalsiyumun
kolon kanseri tedavisinde koruyucu etkileri oldugu bildirilmektedir (Marcus ve ark.
1998). New York Kanser Arastirma Merkezi tarafindan incelenen kanser hastalarinda
stit igenlerde kanser gelisiminin geriledigi bu etkiyi ise kalsiyumdan kaynaklanabilecegi

bildirilmistir (Aydin 2012).

Siitte bulunan diger 6nemli bir bilesik doymamis yag asitleridir. Esek siitiinde anne ve
inek siitlerine kiyasla ¢ok fazla doymamis yag asitleri bulunmaktadir (Cizelge 2.3). Bu
yag asitlerinin igerdigi bilesiklerin hayvanlarda kanser hiicrelerini bloke edebildigini,
Omega-3 yag asitleri ise 6zellikle gogiis kanseri olmak ftizere, kalin bagirsak ve prostat
kanserlerinde timor gelisimini azaltigi, kanser hiicrelerindeki bu hasar1 yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusan toksik bilesiklerden kaynaklandigi gésterilmistir (Pigott
ve Tucke 1990).

Peyniralti  suyu  proteinlerinin  tamamimin  antikarsinojenik  etki  gosterdigi
bildirilmistir.(Karagozlii ve Bayerer 2004). Peynir altinda bulunan proteinler; o-
laktalblimin,  B-laktaglobiilin, Lizozim, Laktoferrin, Serum albiimin ve
Immiinoglobiilinlerdir (Cizelge 2.4). Siitte peyniralt: suyunda bulunan proteinler disinda
kazein proteini mevcuttur. Kazein proteinlerinin  kanser hiicreleri {izerindeki
sitotoksisitesi peynir alti suyu proteinlerine ile karsilagtirildiginda daha az etkisinin

oldugu goriilmiistiir ( Bounous ve ark. 1988).
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Peyniralt1 suyu proteinlerinin igersinde yaklasik %50' sini olusturan (Cizelge 2.4) B-
laktaglobiilin proteinidir. Sisteince zengin olan bu protein glutatyonun iiretimini tesvik
eder. Immiin sistemin ¢alismasim tesvik ederek glutatyon yabanci maddelerin
parcalanmasindan sorumlu olup bagirsak tiimérlerine karsi koruyucu etki gosterdigi

bilinmektedir (Bounous ve ark. 1991).

Ozellikle esek siitiiniin serum proteinlerinde diger siitlere oranla laktoferrin yiiksek
miktarda bulunmaktadir (Cizelge 2.4) Her derde deva 6zellikleri olan bu protein demir
baglama Ozelligine sahip olup hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Insan gdgiis kanseri
(HS578T ve T47D) hiicreleri ile muamele edilen laktoferrinin hiicrelerin ¢ogalma hizim
azaltign ve biiylimesini engelledigi bildirilmistir (Duarte ve ark. 2011). Brink 2001' de
yapmis oldugu calismada cesitli ajanlarin farelerde olusturduklari toksik etkisinin
laktoferrinle azaltilarak, ayrica tiimorlerin beslenmesi igin gerekli olan kan damarlarinin
olusumunu bloke ettigini bildirmistir. Laktoferrinin deneysel olarak kimyasal yol ile
olusturulan karaciger, o©zafagus ve kolon tliimoérlerini baskiladigr bildirilmistir
(Reghunathan ve ark. 2005). Ozellikle kemoterapi géren farelerde humoral ve hiicresel
immun cevabi hizlandirdig1, ayrica bagirsak epitel hiicrelerinde Interlokin 1-8 (IL-1-8),
sindirim kanali duvarinda, yiizeysel epitel tabakas: ile altindaki kas tabakasi arasinda
yer alan bag dokusu tabakast hiicrelerinde Interferon-y (INF-y), bagirsak mukozasinda T
lenfositleri (CD4+, CD8+) ve Naturel killer (NK) hiicrelerinin iiretimini arttirmigtir
(Kuhara ve ark. 2000, Wang ve ark. 2000, Artym ve ark. 2005).

Esek siitiinde bulunan diger 6nemli bir protein a-laktalbiimindir. Yapilan bir ¢alismada
anne siitiindeki a-laktalbiimin formlar1 ile oleik asit kompleksi HAMLET olarak
adlandirilmistir,. HAMLET (Human o-laktalbumin made lethal to tiimor cells)
molekiiliiniin timor hiicrelerinde apoptozise siiriikledigi, ancak bunu yaparken de
saglikli hiicrelere olumsuz etki etmedigi gozlenmistir. HAMLET molekiiliiniin timor
hiicrelerinde tiimorii ortadan kaldirmasi ve bunu saglikli hiicrelere zarar vermeden

gergeklestirmesi molekiiliin 6nemini ortaya koymaktadir. (Mok ve ark. 2007).
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Esek siitiindeki yiiksek miktardaki bulunan lizozimin yukarida bahsedilenler disinda bir
cok fizyolojik etkisi vardir. Virislerin inhibe edilmesinde, bagisiklik diizenleyici
aktiviteye sahip olmasi, anti-inflamatuar ve anti-timorel aktiveteye sahip oldugu
bildirilmektedir (Ibrahim ve Aoki. 2003). Tavuk yumurta aki, deniz bakterisi ve kdpek
balig1 kikirdagindan elde edilen lizozim etkili kanserli hiicrelerin beslenmesini saglayan
damarlarin gelisimini etkiledigi ve anti-tiimér etkileri sahip oldugunu gostermistir (Jiao
ve ark. 2004, Sava 1989, Ye ve ark. 2008).Buna ek olarak, lizozim birgok fizyolojik
etkiye sahiptir. Cesitli ¢alismalarda tavuk yumurta aki ve kdpek baliginin kikirdagindan
elde edilen lizozim etkili anjiyogenik inhibisyonu ve anti-timor aktiviteleri sahip
oldugu bildirilmistir (Ibrahim ve Aoki. 2003). Tavuk yumurtasinin beyazinda bulunan
lizozim igerigi B16 melonama tasiyan farelerde oral uygulama ile uygulandiginda
onemli bir sekilde spontan metastaz olusumunu azaltig1 belirtilmekktedir (Sava 1989).
Hem in vitro hem de in vivo olarak anti-timdr ve antiyojenez arastirmasit deniz kaynakl
lizozimlerin Gzellikle farelerde endotel hiicrelerin tiimor biliylimesi (ECV304)

proliferasyonunu inhibe etmistir (Ye ve ark. 2008).

Mao ve ark. (2009)' nin yapmis olduklar1 ¢alismada esek siitiinlin bilesenlerini ¢esitli
fraksiyonlaraayirarak kanserli (A549) hiicre hatlarinda anti-proliferatif ve anti-timor
etkilerini incelemislerdir. Bu ¢alismada esek siitii 1. Yagsiz siit, II. Kazein III. Peyniralti
suyu (Esek siitlindeki Whey proteinleri), IV. Whey proteinlerinden molekiil kiitlesi 10
kDa' dan daha biiyiik olanlar, V. Esek siitii peynir alt1 suyu proteinlerinden 10 kDa ve 3
kDa arasinda olanlar, VI. Esek siitii peyniraltt suyu proteinlerinden 3 kDa' dan daha
kiiglik olanlar seklinde alt1 fraksiyona ayrilmigtir. 800 mg/mL' lik konsantrasyonlarda
fraksiyonlarin  bliylimeye etkisi arastirilmistir. En etkili fraksiyonun hiicre
proliferasyonunda % 52,2 olarak Fraksiyon-IV olarak bulmustur. Fraksiyon-1V ile
yapilan calismada esek siitiinlin anti-tlimdr etkisinin mekanizmasi iki sekilde oldugu
aciklanmistir. Immiin artiric1 etkisiyle bagisiklik gelistirme ya da tiimor hiicrelerini
apoptoz yoluyla yok etmektedir. Bu ¢alismada A549 tiimér hiicrelerinin gogalmasi
vefarklilasmasini 6nleyen TNF-a, IL-a, IFN-y, IL-6, IL-1p sitokinleriniiretimini uyarma
kapasitesine sahip oldugu goézlenmistir. Yapilan bu ¢alismada fraksiyonlarin lizozim

icerikleri tespit edilmistir. Fraksiyon LILIILIV,V ve VI' nin lizozim igerigi sirasi ile
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9.21, 0.32, 26.83, 42.82, 2.32 ve 0.21 bulunmustur. Fraksiyon-IV' iin anti-timor

etkisinin igersindeki lizozim enziminin neden oldugu degerlendirilmistir.

Siit igerisindeki bazi proteinlerinin etkilerinin belirlenmesine yonelik ¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. Biitiin bu igerimlere sahip esek siitii hakkinda herhangi bir genotoksik
calisma yapilmamistir. Bu nedenle kanser hiicrelerinin 6liimiine sebep olan siit i¢inde
bulunan kalsiyum, omega-3 omega-6, yiiksek miktarda bulunan laktoferrin ve
lizozimden olusan esek siitiiniin, bir biitlin olarak ele alinip kanser modellerinde
etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilacak calismalarin tedavi amacgli umut verici

potansiyel sonuglar tasidig1 ve bu nedenle 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Bu amagla ¢calismamizda, esek siitii‘niin sitotoksik ve genotoksik etkileri saglikli insan
akciger (BEAS-2B) ve kanserli insan akciger (A549) hiicre hatlar1 iizerine
karsilastirmali in vitro olarak Klojenik, WST-1, XTT, Comet ve Mikroniikleus
yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Yapmis oldugumuz g¢alismamizda kullanmis
oldugumuz tiim yontemlerle esek siitiiniin, BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde 24 saat doz
uygulamalarinda anti-proliferatif etkisi belirlenmistir. Calismalarimiz sonucunda diisiik
dozlardaki esek siitiiniin (50, 100, 200, 400 pg/mL) A549 hiicrelerinde proliferasyonunu

engelledigi gézlenmistir.

Bununla birlikte saglikli akciger (BEAS-2B) hiicre hatlarindaKlonojenik, WST-1 ve
XTT testi sonuglarina gore elde edilen ICsp degerleri birbirine uyumlu olarak bulunmus
vearalarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: ortaya konulmustur. Kanserli
hiicrelerin  1Cs9  degerleri de birbiriyle uyumlu bulunmustur. Bu sonuglar
degerlendirildiginde, esek siitiiniin deneyimizde kullanmis oldugumuz dozlarinda A549
(kanserli akciger) hiicre hatlar1 i¢in sitotoksiteye sahipken ayni doz gruplarinda BEAS-
2B(saglikl akciger) hiicre hatlar1 igin sitotoksisiteetki gostermedigi tespit edilmistir.

Esek siitiiniin saglikli hiicrelere minimum zarar veren dozlari (50, 100, 200 ve
400pg/mL)gdz oniine alinarak genotoksik etkilerini saglikli ve kanser hiicreleri lizerinde
karsilagtirmali olarak belirlemek amaciyla Tek hiicre jel elektroforez (COMET) ve

Mikroniikleus (MN) yontemleri kullanilmigtir. Comet testi sonucunda, tamamen dogal
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bir madde olan esek siitiiniin A549 kanser hiicreleri iizerinde doza bagli olarak DNA
hasarma yol agtig1 gozlenmistir. Ayrica kromozamal kiriklart gosteren Mikroniikleus
testi sonucunda ise %, Mikroniikleus frekansinda istatistiksel olarak artis tespit
edilmistir (p<0.05). Ancak Comet ve MN testinde saglikli (BEAS-2B) hiicre hattinda

istatiksel olarak onemli bir degisim gozlenmemistir.

Sonu¢ olarak; Esek siitii onemli Ol¢lide saglikli akciger hiicrelerinde toksik etki
gostermeden segici davranarak akciger kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi
goriilmiistiir. Esek siitliniin saglikli hiicrelere zarar vermeyen dozlarinda, kanser
hiicreler iizerinde doza bagl olarak DNA hasarina yol actig1 belirlenmistir. Esek siitii,
akciger  kanseri  tedavisinde  kullanilabilecek  dogalbir ~ madde  oldugu

degerlendirilmektedir.
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EK 1: Naturasin firmasindan gelen esek siitiiniin igerik bilgileri

naturasin

Prat ege ndo as nossas raines

Technical Data Sheet

Product: Lyophilized and Pasteurized Donkey Milk 11:1

Prasentation Powdear
Caolour Cream white
Preservatives Absent

Fat (%) 2-10
Acidity [2T) 15-6
Protein (%) > 14

pH 65-75
Dispersibility (s) 30-35
Humidity (%) <5
Additives Absent

Due date: Two years from the date of packaging

Packaging: Packaging in ATM {micdified atmosphere) of 0.5 kg

Storage: should be done at a temperature of 10-20 " Cin a dry place.

Handling: the opening of the bags must be in clean room. After opening the

package, its use should be immediate.

I
naturazin - enlagde oe gade asining, i3

Mizrras dne Puiss | HO0-300 Conga | Padugal
T: = 5 SOOTTISE o= DT SOETIREn
Erm ]

B TACLTIAT b
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naturasin

Protacting our roots

Donbey Milk is a product 100 % of Portuguese onigin, with origin in the asinine indigenous

oreed Rogo Asking de Wiranda.

There are scientific studies sbout Donkey Milk that prowve
it a5 the best substitute of the motherly milk. & study
done in the University of Arnunziats in by, refeming to
the structure of the Donkey Milk of the breed Boguso,
provirg thet in this milk ocontains more poliinsaturated fat
acids that on the most of the other milking animals,
rourding 17 %. These scds are of the family of the
OmiEgas containing fnom two to sik dowble cormections.

The energetic brutish value of the Donkey BMilk is 1708 k)
for KE.

Heving in aktention the recessity of an extended term of
walicity for this sensitive product, not losing sight of a
handling easiness, it was opted for the lypophilsation of
the product. This mechamical process, on the contrary of
the usual processes, Goes not use the high tempemtares
for the dehydration of the milk, sllowirg that the
proteins, the maost important factor of the milk, do not
demature, sllowing so a product of high quality, with all
the charschenstcs of the fresh milk.

The Oonkey Mik, due to all his constibeents, it is
suscephinle of several applications:

1. Cosmetic [toilet soaps, shampoos, bath ged, bydration
creams, etc.

1. Food [Milk Substitute, etc.)

3. Food supplemeants

iImportant to refier that the Donkey Milk is what more is
iiened to the human milk by his composition, being
richer im albumin, szin and safts, more poor in fat and

with & quantity of sugar perceptibly &gually.
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Donkey Milk Constituent information
Constituent “ﬂ'ﬁ“‘““
= .

ry Material -

ISNG"]

Fut 0.2
Prod=in 1.72
Lactose B.55
Ashes 0.33

Soorma O bobuls a a! 0]
* bz b Salise
. Average Quantity
Mioroelements =
ol mill
Calgwm OUETET
Phosphores D2BT0
Faotassium 02972
Sodium o21E3
MBEEnasium 00373
Chioride D23IET
Soarmar O brbus o 2! 0]
Azotes fractsons e= ty
CasEim .27
Whey Protein 0.52
HPH*® 0.5
Fame: Chistuls et el [2004)
% Blon Frovsdn Mirogsn




. 5 Data Sheet
ﬂﬂturﬂsm In according mn:fmmﬂm 150712008 of December 2005

Frrenir m bmsm Feisa

Esitian 012090 12
1. IDENTIFICATION DONEEY MILK
Supplier Maturasin, Lda
Langa oo Lagar, n° 7

T480-051 CabegSo - Porugal
Emal  gersl@natrssinpt

2. HAZARDS IDENTIFICATEON
Donkey Mk Poswder

3. COMPOSITION INFORMATION ON INGREDIENTS

Description Powered MIk
INCI Donkey MK

Hazands components None

Addiives None

4. FIRST AID MEASURES

Eye contact Mo danger, ush ayes win watsr,
SKIN contact Mo danger
Ingestion Mo danger
E. FIRE FIGHTING MEASURES
Special nsks Hona iantinian
Extinguishing Metla Wabar or dry chemical

&, ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

IFevidua precautons MO Epecial MaasUres IS Necessary
Ervimnmemal pracautons MO Special MRasUres A2 NeCessany
Clean up procadune Dischange It sever
7. HENDLUING 2HD 5TORAGE
Handiling {Cisanve good Indusilal yglane practices
Congitions for storage £npuld be done at 3 emparature of 10- 20°C In 3 dry place

In originl packaging. Protect from direct heat sources

Mo special equipMEnt i nacessany
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naturasin

Pt m bem Feize
Eslition 01.20190

Safety Data Sheet
Im according with Directive 13072008 of Dacember 2008

212

F PATSICEL BN CHEMICAL PROPERTIES

Appearance
Cxoiour

Ckor

pH [state on delvery)
Flash point

Explosion charscterisics
Solubiliy

Powder
Cream white, siighty yellow
Charscterissc

&8

Mo combustible

Mot applicatie

Soludie In watzr, oils and onganic sohvents

10. STABILITY AND REACTIVITY

Stanility of the product Siable when handied and stored 35 recommended
Hazardous raactions MOnE
Hazardous decompoeltion producss Mone
T, TORICOLOGICAL INFORMATION
Acute tolity Mo Known iosiclty
Local effects Mo Known iuclty

12 ECOLOGICAL INFORMATION

Blodegradable procuct
13, INFORMATION CONCERMING DISPOSAL
Dispesal of residues DisDo5al MUst bE N SCCOrance Whh local reguiations
Solled packaging Accoing local reguiations
T TRERSPOR TETOH THFORMETTIOH

Mot ¢lassfied 35 dangemus substance under IMDG or ADR

15. REGULATION INFORMATION

Laafing accordng to EC direciives

16. OTHER INFORMATION

The: Informiation coniained hansin & fumished without wamanty of any kind. Employens should use

thiss Informiation onfy 36 3 ELEDlemEnt o ofer INformation gathered By Mem and must make
Indiependent detarminations of sttty and completenass of Infonmazon from al souress to

FEEUTE [rOpeT s
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