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1. OZET

COZUNUR SiYAH CAYIN HEPATOSIT HUCRE SERILERINDE (HepG2)
PARAOKSONAZ-1 EKSPRESYONUNA ETKISININ INCELENMESI

Coziiniir siyah gay, siyah c¢ayin (Camellia Sinensis) ilave islemlerle toz haline
getirilmis seklidir. Kendine 6zgii teaflavin ve tearubiginleri bulunduran siyah ¢ay;
antioksidan, antibakteriyal, antitoksin, antiviral, antimutajen, antikanser, antiinflamatuvar
gibi oOzelliklere sahiptir. Siyah caym kardiyovaskiiler hastalik riskini ve mortaliteyi
azaltma potansiyeli oldugu belirtilmis olsa da sonuglar ¢eligkilidir. Bu ¢alismada ¢dziiniir
siyah caym HepG2 hiicre serilerinde HDL metabolizmasina etkilerinin arastirilmasi amaglandi.
Hiicre kiiltiiri MTT testi sonuglarina gore sitotoksik olmayan konsantrasyonlar 50 pg/mL
ve 100 pg/mL’lik ¢oziliniir siyah ¢ay ve kontrol numuneleri olarak 18.25 pg/mL ve 36.5
pg/mL’lik sitrik asit/sodyum sitrat (¢Oziiniir siyah ¢ayin karisiminda bulunur) ve 100 uM
ve 250 uM’lik katesin (Camellia Sinensis yapraklarindan elde edilen ¢aylarin 6nemli
bilegeni) olarak bulundu. RT-PCR ile yapilan paraoksonaz-1 (PON1) gen ekspresyonlari
negatif kontrol (herhangi bir numune ilave edilmeyen) hiicre serileri ile
karsilagtirildiginda ¢6ziiniir siyah ¢ay ve kontrol numuneleri ile inkiibasyona maruz
birakilmis hiicrelerde 12. saatte artis oldugu ancak ilerleyen 24. ve 48. saatlerde (katesin
hari¢) bazal seviyeye azaldi. Spektrofotometrik yontemlerle belirlenen PON1
paraoksonaz ve laktonaz aktivitelerinde 48. saat hari¢ genel olarak tiim numunelerde
artiglar gozlendi. Buna ek olarak, ¢ay ve ¢ay bileseni numuneleri, sadece hiicre kiiltiiriinde
12. saat’lik inkiibasyonda apolipoprotein A-1 (HDL’nin baglica yapisal proteini, ELISA
ile belirlendi) seviyesinin artmasina sebep oldu. Bu sonuglar, kullanima hazir ¢6ziiniir
siyah ¢ay ve onun bilesenleri, HDL metabolizmasini1 diizenleyebilmekte ve bdylelikle

kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu olabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apolipoprotein A-I, Coziiniir Siyah Cay, HDL, HepG2,

Laktonaz, Paraoksonaz-1.



2. SUMMARY

EFFECT OF INSTANT BLACK TEA ON PARAOXONASE-1 EXPRESSION IN
THE HEPATOCYTE (HepG2) CELL LINES

Instant black tea is the powdered form of black tea (Camellia Sinensis) with extra
process. Black tea, which contains unique theaflavins and thearubigins, has antioxidant,
antibacterial, antitoxin, antiviral, antimutagen, anticancer, antiinflammatory etc.
properties. Although the reduction potential of the risk of cardiovascular disease and of
mortality by black tea have been expressed, the results are conflicting. In this study it was
aimed to investigate the effect of instant black tea on HDL metabolism in hepatocyte cell
line (HepG2). According to MTT test in cell culture, noncytotoxic concentrations were
found 50 and 100 ug/mL of instant black tea, and 18.25 and 36.5 pug/mL of citric
acid/sodium citrate (found in instant black tea powder) and 100 and 250 uM of catechin
(major component of teas produced from Camellia Sinensis leaves) as the control
samples. When compared to negative controls (has not any additive sample) of cell line,
a main antioxidant enzyme of HDL, paraoxonase-1 (PON1) gene expression determined
by RT-PCR increased in cell cultures incubated with instant tea and with control samples
at the hours of 12 but decreased following 24. and 48. hours up to basal levels except
catechin. PON1 paraoxonase and lactonase activities, determined by spectrophotometric
methods, of almost all samples increased except at 48. hour. In addition, tea and tea
component samples caused to increase apolipoprotein A-1 (major structural protein of
HDL, determined by ELISA) at only the incubation hours of 12 in cell culture. These
results indicated that ready to use instant back tea with constituents can be regulatory of
HDL metabolism and thereby can be protective to cardiovascular diaseases.

Key Words: Apolipoprotein A-I, Instant Black Tea, HDL, HepG2, Lactonase,

Paraoxsonase-1.



3. GIRIS ve AMAC

Ulkemizde oldukca fazla miktarda tiiketilen siyah ¢ay, Camellia Sinensis
yapraklarinin cay fabrikalarinda iglenmesi ile elde edilen sicak tiiketilen bir {iriindiir.
Siyah gaya 6zgii, siyah ¢aya rengini ve kokusunu kazandiran yapilar olan teaflavinler ve
tearubiginler, katesinlerin oksidasyonu ve polimerizasyonu ile olusurlar. Teaflavinler
katesinlerin dimerleri, tearubiginler ise polimerleri olarak ifade edilirler (1, 2). Bu ¢ay
bilesenleri antioksidan, antibakteriyal, antitoksin, antiviral, antimutajen, antikanser,
antiinflamatuvar o6zellikler gosterir (2, 4, 5). Teaflavinlerin serbest radikal yakalama ve
metal selatlama Ozelliklerine ilaveten antioksidan enzimleri de aktiflestirmektedir (6).
Cay polifenollerinin kanserlere, kardiyovaskiiler hastaliklara, kronik inflamasyona,

obeziteye, metabolik sendroma ve norodejeneratif hastaliklara kars1 koruyucu etkileri

vardir (3).

Coziinlir siyah cay ise, tamamen toz haline getirilmis, suda ¢oziilebilen ve soguk
olarak da tiiketilebilen bir iirlindiir. Hazirlanis1 kolay ve pratik olan bu tiir ¢oziiniir
caylarin kullanimi giin gectikce artmaktadir. Coziiniir siyah ¢ay, cay ekstraktinin uygun
kosullar altinda kurutularak toz haline getirilmesiyle elde edilen suda ¢oziinebilir
ozellikteki ¢ay olup siyah ¢ayin ekstraksiyon, santrifiijleme, kurutma ve yigisma iglemleri
sonucu elde edilmektedir. Minerallerden potasyum, vitaminlerden pantotenik asit,
flavonollerden epigallo katesin, fenoliklerden tearubiginler, alkaloitlerden kafein ve

amino asitlerden teanin en yiiksek miktarda bulunmaktadir (7).

Glinlimiizde kardiyovaskiiler hastaliklar olduk¢a artmistir ve bu hastaliklarin
onlenmesine yonelik arayislar devam etmektedir. Yiiksek seviyede trigliserid, kolesterol,
diistik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-kolesterol) ve diisiik seviyede yiiksek
dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-kolesterol), kardiyovaskiiler hastaliklari i¢in risk

olusturmaktadir (8).

HDL, en kiiciik ve en yogun plazma lipoproteinidir. HDL, dokulardaki kolesterolii
karacigere tasimasi yani ters kolesterol tasima fonksiyonuna ilaveten, antiinflamatuvar,
antioksidan, antitrombotik, endotel koruyucu gibi rolleri de {iistlenir. Ayrica, timor
gelisimini ve metastazi da baskilayabilmektedir (66). HDL yapisinda en fazla miktarda
apoliporotein A-1 (Apo A-l) olmak iizere Apo E, Apo C’ler ve Apo M gibi
apolipoproteinleri bulunmaktadir (9, 10). Apo A-I, LCAT aktivatorii, antioksidatif,



antiinflamatuvar ve antiaterosklerotik ajan olarak fonksiyon gostermektedir (61, 70).
Lesitin kolesteril agil transferaz (LCAT) diskoidal yapidaki Apo A-1’de bulunan
kolesterolii esterlestirir ve kiiresel yapidaki HDL olusur. HDL’nin antiaterojenik
aktiviteleri yerine getirmede Apo A-I’in fonksiyonu vardir (61).

Paraoksonaz 1 (PONT1) (EC 3.1.8.1) karacigerde, bobrekte, iskelet ve kalp kasinda,
adipositlerde, midede, ince bagirsakta, beyinde, gozde, akcigerde ve aterosklerotik
lezyonlarda bulunur. Karacigerde HDL yapisina katilarak kana salinir. 354 amino asitlik
ve 43 kDa’luk kalsiyum bagimli (2 Ca iyonlu) bir enzimdir. PON1’in fizyolojik
substratlar1 homosistein tiyolakton, okside fosfolipidler, okside ¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFA) tiirevleri ve spesifik lipid peroksitlerdir (10, 11, 12). PON1, antioksidan
ve antiinflamatuvar 6zelligi, HDL nin endotel kaynakli nitrik oksit iiretimini uyarmasinda

ve makrofajlardan kolesterol ¢ikisinda rol almaktadir (13, 14).

Siyah ¢ayin lipid ve lipoprotein metabolizmasi antiaterojenik yonde yani total ve
LDL kolesterolii diisiirdiigii, HDL kolesterolii arttirdigina dair ¢alismalar mevcuttur (15,
16). Ancak lipoproteinlerin seviyelerini etkilemedigini belirten ¢calismalar da vardir (17,
18). Siyah g¢ayda paraoksonaz aktivitesinin etkilerine ait caligmaya rastlanilmamustir.
Diger taraftan Tas ver ark. (19), diyabetik siganlara 3 hafta yesil ¢ay verildiginde
paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinde anlamli bir degisiklik goriilmedigini ancak 6

hafta yesil ¢ay takviyesiyle sadece paraoksonaz aktivitelerinde artig belirlemislerdir (19).

Literatiirde ¢oziinlir siyah ¢aymn lipid metabolizmasina etkilerine ait ¢aligmaya
rastlanilamamistir. Ancak bu projede kullanilmak {izere temin edilen ¢6ziiniir siyah ¢aymn
kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine etkilerini, TUBITAK 110G028 projesi kapsaminda
arastirmis olup heniiz yayina dontstiirilmemistir. Diger taraftan, bir ¢alismada 1 g
¢Ozilinlir siyah c¢ay iciminin postprandiyal glukoz konsantrasyonunu diisiirdiigii
belirtilmesine ragmen 3 g instant siyah ¢ay i¢iminin gastrointestinal semptomlara neden

olabilecegi vurgulanmistir (20).

Bu calismada HepG2 hiicre serilerinde farkli konsantrasyonlarda ¢6ziiniir ¢ay ilave
ederek HDL metabolizmasina etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu dogrultuda gay ilave
edilen ve edilmeyen hiicre serilerinde PON1 gen ekspresyonu, PON1’in paraoksonaz ve

laktonaz aktivitesi ve HDL nin ana proteini olan Apo A-I seviyeleri tespit edildi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Cay (Camellia Sinensis)
4.1.1. Cay Bitkisi ve Bilesimi

Cay bitkisi, Cin ¢ay1 (Camellia Var. Sinensis), Assam cayi1, (Camellia Sinensis Var.
Assamica) Kambogya gay1 (Camellia Sinensis Var. Cambodiensis) olmak iizere {i¢ ¢esittir
(21). Caygiller (Theaceae) familyasinda olan ¢ay bitkisinin diinyada ilk defa Cin ve
Hindistan’da yaklasik 5000 yil dnce yetistirilmeye baglandigi, anavataninin ise Assam
oldugu ifade edilmektedir (22). Tiirkiye’de ilk ¢ay bitkisi 1888’de Bursa’ya ekilmis fakat
iiretimde basarili olunamamistir. Daha sonra 1917 yilinda botanik¢i olan Ali Riza
Erten’in toprak ve iklim 6zellikleri bakimindan Rize ve ¢evresinin uygun oldugu goriisii

g0z Online alinarak ¢ay tohumlar1 dikilmek suretiyle ¢ay bitkisi iiretime baglanmistir (23).

Cay bitkisi genellikle ¢ali formundadir. Yapraklar1 koyu yesil renkte ve parlak,
birbirlerine zit yonde ve yuvarlak bigimdedir. Cigekleri biiyiik, beyaz, pembe ya da
kirmiz1 renkte olabilir (24). Cay bitkisi yapraklar1 toplanma zamani ¢ayin kalitesini
etkiler. En iyi ¢aylar, ilkbaharda ve siirgiin ucundan iki yaprak - bir tomurcuk seklinde

toplanan yapraklardan elde edilir (24, 25) (Sekil 1).

Sekil 1. Cay bitkisi (Camellia Sinensis) filizleri (TRT Tiirk’den, 26).

Diinyada, yaklasik 40 iilkede ¢ay tarim1 yapilmaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO)’niin 2012 yili tarim istatistiklerine gore; diinya cay iiretiminde
Tiirkiye ilk bes sirada yer almaktadir (27).



Islem gormemis cay yapraginin kimyasal bilesimi cins, ¢evresel etkiler, toplama
standard1 ve liretim yontemleri gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gostermekle birlikte
genel olarak taze ¢ay yapraginin yaklasik % 80’1 sudur (28). Geng ¢ay yapraklarmin kuru
maddesinin % 30-42’si kadar flavan-3-ol’lardan olusmaktadir (1). Cay yapragindaki
polifenollerin ise yaklasik % 75’ini flavanoller olusturur (29). Cayin kalitesi taze ¢ay

yapraginin katesin seviyesi ile orantilidir (30).
4.1.2. islem Farkhligina Gore Cay Tipleri

Cay (Camellia Sinensis) yapraklarinin farkli islemleri sonucu yesil ¢ay, siyah ¢ay
ve oolong ¢ay olarak bilinen ¢aylar elde edilmektedir. Bunlarin yan1 sira, bitkisinin bazi
varyetelerinin tomurcuk ve geng yapraklarindan yapilan 6zel bir ¢ay grubu olan beyaz

cay da vardir (22).

Taze toplanmis ¢ay yapraklari farkli tipteki ¢aylari elde etmek i¢in; soldurma (nem
muhtevasini azaltmak), kivirma, oksidasyon (caya karakteristik lezzet kazandirma),
kurutma (85-88 °C sicaklikta) ve siniflandirma (yaprak pargaciklari biiyiikligiine gore)
dahil, bir veya pek ¢ok isleme tabi tutulurlar (31) (Sekil 2).

Teaflavinler ve

Katesinler Tearubiginler
Beyaz Cay Buhar ¢ikartma Kurutulmus
(Tomurcuk ve (oksidazi inaktiflestirme)
Geng Yapraklar)
Yesil Cay Solmus —— Buhar ¢ikarilmis veya tavada kavrulmus — Kurutulmus
(Olgun Yapraklar) (oksidazi inaktiflestirme)
Oolong Cay Solmus — Yarali — Kismi — Tavada kurutma —— Kurutulmus
(Olgun Yapraklar) fermente
Siyah Cay Solmus —— Kivrilmig —s Tam —s Kavrulmus —— Kurutulmus
(Olgun Yapraklar) fermente

Sekil 2. Farkli ¢ay tiplerinin isleme siirecleri (Cooper’den, 25).

Yesil ¢ay eski caglardan beri Cinliler tarafindan bir profilaktik i¢ecek olarak kabul
edilir. Yesil ¢ay iiretimi i¢in taze ¢ay yapraklar1 toplandiktan sonra kurutma ve buharlama
asamalarindan gegirilip daha sonra hi¢bir fermantasyona ugratilmaz. Yani yesil ¢ayin

baslica fenolik bilesiklerini olusturan katesinlerin okside edilmez. Uygulanan 1s1 ve



buharlama sonucunda polifenol oksidaz enziminin aktivitesi durdurulur. Yesil cayin rengi
oolong ve siyah caydan farkli olarak tamamen yesildir. Bunun nedeni islem esnasinda
katesinlerin oksidasyona ugramamasidir (31, 32). Yesil ¢ay kuru agirlikga % 15-20
protein, % 5-7 ¢oziiniir karbohidratlar, % 5 mineraller ve eser elementler ve % 1-4 amino

asit icerigi ile karmasik bir yapiya sahiptir (31).

Yesil cay kalp damar hastaliklarin1 azaltma, matriks metaloproteinazlarinin
inhibisyonu, viicut 1sisinin diizenlenmesi, kan sekerini diizenleme ve sindirim sistemini
destekleyici, uyarici etki ve antimikrobiyal aktivite gibi cesitli saglik yarar1 saglayan

potansiyele sahiptir (31).

Oolong ¢ay esas olarak Cin ve Giiney Cin’de yaygin olarak tiretilen ve tiiketilen
cay ¢esididir (33). Oolong ¢ay yar1 fermente ¢ay olup karakteristik 6zellikleri agisindan
fermente olmamis yesil cay ve tam fermente olan siyah ¢ayin arasinda yer almaktadir.
Essiz bir siire¢ boyunca {iretilen bu tip ¢cay kivirma ve biikiilmeden dnce siddetli giines

15181 altinda soldurmaya ve oksidasyona maruz birakilir (31).

Beyaz cay, bitkinin gen¢ tomurcuklarinin soldurmanin ardindan kurutmakla elde
edilen bir bagka ¢ay cesididir (31). Yesil ¢aya cok benzemektedir fakat istisna olarak yilda
bir kere ilkbaharin erken donemlerinde tam ac¢ilmamis tomurcuklardan ve geng
yapraklardan elde edilir (34). Beyaz ¢ayin bazi varyeteleri gii¢lii antimutajen aktivite
gosterip uyarilmis giines radyasyonu ile indiiklenen oksidatif DNA hasar1 6nlemede

fotokoruyucu ajanlar gibi davranirlar (31).
4.1.3. Camellia Sinensis Caylarinin Onemli Bilesenleri ve Biyolojik Ozellikleri

Cay cok cesitli biyolojik ve farmasdtik yararlara sahip oldugu gosterilen
flavonoidler ve diger polifenollerce zengindir ki bunlarda antioksidan, antiinflamatuvar,
antibakteriyel, antiviral, antialerjik, antitimor etkiler gostermektedir (35, 36). Serbest
radikal temizleme ve metal selatlama yetenegi gibi faydali etkiler ¢aymn antioksidan

aktivitesine atfedilmistir (35).

Cayda bulunan polifenollerin miktar1; olgunluk derecesi, ¢esit, 151k, yagmur, iklim,
sicaklik ve besin miktar1 gibi ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir ve yaprak yasi, ¢ayi

isleme metodu ve isleme derecesine gore degismektedir (29).



Flavonidler, bir heterosiklik piran halkasi (C) ile bagli olan iki benzen halkas1 (A
ve B) olusan 2-fenil-benzo y-piran ¢ekirdegi bulunur (36). Bu bilesikler, igerdikleri C
halkasindaki farkliliklara gére siniflandirilir (37). Cay polifenolleri gallik asit ve katesinin

tiirevleri halinde bulunmaktadir (29).

Flavan-3-ollar (katesinler), flavonoid grubunun bir {iyesi olup taze c¢ay
yapraklariin bilesikleri arasindaki en bol miktarda bulunan gruptur (1). Renksiz
bilesiklerdir. Suda ¢oziiniir ve sert-act bir tada sahiptirler. Rahatlikla okside olurlar ve

metil ksantinlerin de dahil oldugu bir¢ok diger maddeler ile kompleks olustururlar (30).

Cayda en fazla miktarda bulunan baslica katesinler (+)-katesin (C), (-)-epikatesin
(EC), (-)-epikatesin gallat (ECG), (-)-epigallokatesin (EGC) ve (-)-epigallokatesin gallat
(EGCG)’tir. Cayda bulunan diger flavan-3-ollar ise (-)-Gallokatesin (GC), (-)-katesin
gallat (CG) ve (-)-gallokatesin gallat (GCG)’tir (38).

Yesil ¢ayda polifenoller yiiksek konsantrasyona sahiptirler. Bunlardan en fazla
olant katesinler, katesinlerden de epigallokatesin gallat (EGCG) fazla miktarda
bulunmaktadir. Bunu sirasiyla EGC, ECG, EC, CG, GC ve C izlemektedir (31).
Oksidasyon islemi katesin miktarinda biiyiik 6l¢lide azalmaya neden oldugu igin yesil
cayda katesin miktar1 oolong ve siyah caya gore fazla bulunur. Katesinler yesil caym
agirlikca % 20’sini olusturup ve boylelikle antioksidan ve antikarsinojenik 6zelliklere
sahip bilesenleri arasinda yer almaktadirlar. Ayrica Yesil ¢aymn toplam antioksidan
potansiyelinin % 68’inin katesinlerden kaynaklandigi bilinmektedir ki bunun % 30’u
EGCG’a aittir. Fakat yesil ¢ay islenmesi sirasinda bunlarin yaklasik % 15’ini kaybeder
(25, 49).

Beyaz ¢ayda polifenoller, kafein, teogallin, gallik asit, teaflavin, flavonol glikozitler
ve katesinler 6zellikle EGC, EGCG ve ECG gibi biyoaktif bilesiklerin cesitli tiirleri
bulunmaktadir. Beyaz ¢ayda cay polifenolleri ve katesinler konsantrasyonu ve ilgili
antioksidan aktiviteleri yesil ve siyah caya gore yiiksek bulunmustur. Ayrica beyaz
caydaki toplam polifenol, toplam katesin, kafein ve epigallokatesin gallat
konsantrasyonlari yesil ¢aya goére 6nemli derecede yiiksek oldugu bilinmektedir. Ancak
yesil cayda fakat EGC ve flavanol glikozitleri beyaz caya gore yiiksek bulunmustur (34).
Ayrica oolong caym EGCG ve toplam katesin miktarlar1 acisindan yesil ¢aydan sonra

ikinci sirada yer aldig1 saptanmistir (28).



Katesinler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz

(GPX) gibi antioksidan enzimleri aktive ederler. Diger taraftan oksidatif streste sorumlu

olan NADPH oksidaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve uyarilabilir nitrik
oksit sentaz gibi enzimleri inhibe eder (Sekil 3) (39).

NADPH oksidaz Oksidatif stres
Lipoksijenaz
Siklooksijenaz
Ksantin oksidaz ﬂ
Uyarnilabilir nitrik
oksit sentaz
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Sekil 3. Katesinlerin antioksidan etkisi (Bhardwaj’dan, 39).
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Sekil 4. Cay polifenollerinin hiicresel etkilerini 6neren model (Lorenz’den, 40).
Akt, Akt kinaz; EGCG, Epigallokatesin-3-gallat; ERKI1/2 ekstraselliiler sinyal ile
diizenlenen kinazl/2; P, fosforilasyon noktalari;, PI3K, fosfatidil inozitol-3-hidroksi
kinaz, PKA, siklik AMP bagimli protein kinaz, Src, Src kinaz.



Sekil 4’de katesinlerden EGCG o6rnek verilerek ¢ay polifenollerinin hiicresel
etkileri gosterilmektedir. Polifenoller DNA ve RNA’ya baglanabilir. Cay polifenollerinin
gen transkripsiyonuna etkileri igin iki alternatif yol Onerilmistir: 1. Transkripsiyon
faktorlerinin niikleer translokasyonu ile, 2. Cekirdekte ¢ay polifenollerinin DNA’da
diizenleyici dizilere dogrudan baglanarak gen transkripsiyonu aktive edebilir veya

durdurabilirler.

Cay polifenolleri ¢ekirdekteki transkripsiyonel aktivatorler veya baskilayicilar ile
etkilesime girebilirler. Siyah ¢ay polifenolleri karmasik kimyasal yapilarinda ve 6zellikle
biliylik molekiiler boyutlarindan dolay1 biiylik bir olasilikla hiicre membranindan
gecemeyip ve hiicre igine giremezler. Bu nedenle polifenoller hiicre membranindaki
reseptorler ile etkilesime girerek hiicre i¢i sinyalizasyonunu baslatirlar. Hiicre ¢esidine ve

polifenol miktarina bagli olarak hiicresel siirecler aktive olabilir veya baskilanabilir (40).

Cayn toplam flavonoidleri arasinda <% 10 oran ile yer alan flavonollar; kamferol,
kuersetin ve mirisetin bilesiklerini icermektedir (41). Flavonollar yapisal olarak
katesinlerden daha kararlilar ve ¢ay, bu bilesiklerin biiyiik bir diyet kaynagi oldugu
gosterilmistir (42).

Teaflavinler ve tearubiginler, siyah ¢aya kokusunu ve rengini kazandiran en
onemli bilesenlerdir (2). Siyah c¢ay polifenollerinin olusumu oksidasyon ve
polimerizasyon sonucunda olur. Birinci reaksiyon asamasinda sekil 8’da goriildigii gibi
yesil cay katesinleri polifenol oksidaz (EC 1.14.18.1) veya peroksidaz (EC 1.11.1.7)
enzimlerinin enzimatik kataliz altinda kinonlara kismen oksitlenir. Polimerizasyon adiyla
bilinen ikinci reaksiyon asamasinda bir niikleofilik katilma reaksiyonu sonunda
gallokatesin kinonlar katesin kinonlara ilave edilip, oksijen veya hidrojen peroksit ile
baska bir oksidasyon gergeklestirilip, bir CO2 molekiilii giderilmesi ile siyah cay

polifenollerinin ¢ekirdegi olan benzotropolon sentezi tamamlanir (43) (Sekil 5).

Oolong cayin yapisinda bulunan katesinlerin polimerizasyonu sonucunda olusan
polifenol bilesikleri, yesil ve siyah caydan farkliliklar gosterir ve katesin, teaflavin ve
tearubiginlerin karisimindan olusmaktadir (28). Oolong ¢ayin bilesiminde bulunan
proantosiyanidin, oolong homobisflavan, teasinensin ve teaflavin gibi polimerize
polifenollerin pankreastan salgilanan lipaz enziminin aktivitesini engellemede yesil cayin

baslica polifenollerinden olan EGCG’dan daha etkili oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle
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oolong cayin insan viicudunda yag absorbsiyonunu azaltarak obeziteyi Onleyecegi

diistintilmektedir (28).

Leung ve ark. (44) katesinlerin ve teaflavinlerin bakirla indiiklenmis LDL
oksidasyonunu inhibe etme kapasitelerini degerlendirdikleri ¢calismalarinda antioksidan
aktivite siralamisim1 TF3> ECG > EGCG > TF2B > TF2A > TF1 > EC > EGC seklinde

vermislerdir.

Kafein, teobromin ve teofilin gibi alkaloitler ksantin tiirevleri olarak siniflandirilir.
Kafein, ¢aydaki ksantin molekiilleri arasinda en fazla bulunani olup ¢ok kararlt bir
molekiildiir, fermantasyon islemi sirasinda degismeden kalir. Diger bir deyisle, icerigi
maruz kaldigir tiim islemlerde hemen hemen sabittir. Cay iirlinlerinde teofilin ve

teobromin miktar1 uygulanan iglemlere gore degisir (43).

@EOH | o

HO O .«

' 0, HO 0.

8 R = R
“OR, Polifenol oksidaz veya “OR,

Peroksid
OH eroksidaz OH
Yesil cay kateginleri Kinonlar
R=Ry=H, R+H, EC; R=OH, Ry=H, EGC; R=H, Katesin kinonlan:
R=H. R;=galloil, ECG; R=0H, Gallokatesin kinonlar:

R=0H, R;=galloil, EGCG

o]
(o]
HO O .~
OH R . - .
i) Niikleofilik reaksiyon Teaflavinler
EC veya ECG Kinonlar ii) Oksidasyon, O; veya H,0» R;=R;’=H, TF1;
) + _— > Ry=galloil. Ry’ =H, TF2a;
o iii) Eliminasyon, -COs Ry=H, Ry’=galloil, TF2b;
Cfo Ry=R;’=galloil, TF3
HO | o O« OH
[l
Z “OR,'
OH

EGC veya EGCG Kinonlan

Sekil 5. Enzim katalizli teaflavin olusumu (43).

L-teanin (gama glutamiletilamid veya 5-N-etil-glutamil veya 2-amino-4-
(etilkarbamoil) butirik asit), ¢ay bitkilerinde dogal olarak bulunan protein yapisina

katilmayan amino asittir. Umami tadini ve ¢aya 6zgii kokusunu vermektedir. Ayrica caymn
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kalitesini de belirler (45). Cay yapraklarinin kuru agirhgmin yaklasik % 1-3’{inii, toplam

aminoasitlerin ise % 50’sini olusturur (46, 47).

L-teanin, rahatlamaya; konsantrasyon ve Ogrenme yeteneginin gelismesine;
antitimor aktiviteye; vaskiiler hastaliklar1 engelleyici, kan basicini diisiiriicii, kafeinin
olumsuz etkisini engelleyici etkilere sahiptir. Ayrica néroprotektif obeziteyi onleyici ve
immiin sistemi gli¢lendirici etkileri de vardir (45). Bir glutamik asit analogu olan L-
teanin, noroprotektif etkiler gostermesi bakimindan onemlidir (6). Fizyolojik stres
parametrelerini diigiiriicii etkiye sahip olan L-teanin glutamat reseptorlerine ve kainit
reseptorlerine baglanabilme afinitesine sahiptir. Ancak L-teanin glutamat reseptorlerine
afinitesi, glutamik asitten daha diistiktiir. Serotonin, dopamin ve gama amino biitirik asit
norotransmitterler ile etkileserek duygusal durumlar etkiler (47). L-teanin ve kafein
kardiyovaskiiler hastaliklar1 azaltma yoniinden degerlendiginde L-teaninin kan basincini
diisirmede kafeine gore daha etkili oldugu belirtilmistir. L-teanin ve kafein birlikte
kullandiginda kardiyovaskiiler hastaliklar1 azaltmada daha belirgin etkiler gosterdigi

ifade edilmistir (48).

4.1.4. Siyah Cay ve Coziiniir Siyah Cay
4.1.4.1. Siyah Cay

Siyah ¢ay, diinyadaki ¢ay tiretiminin yaklasik % 78’ini olusturur. Esas olarak Kuzey
Amerika, Avrupa ve Kuzey Afrika’da tiiketilir. Siyah cay, liretim esnasinda yapraklar

ezilir ve fermantasyon denilen enzimatik oksidasyon islemine tabi tutulur (6).

Tiirkiye’de iiretilen Caykur’a ait 7 farkli derecedeki (1-3. derece, yiiksek kaliteli;
4.-7. derece, diisiik kaliteli) caylar analiz edildiginde katesinlerden epigallokatesinin;
alkaloidlerden kafeinin; fenoliklerden tearubiginlerin ardindan da sirasiyla teaflavin ve
teaflavin 3,3'gallatin; vitaminlerden pantotenik asitin; minerallerden potasyumun
ardindan onu takiben kalsiyum, fosfor ve magnezyum en fazla bilesenler oldugu,
belirlenmistir (50).

4.1.4.2. Coziiniir Siyah Cay

Cozilinlir (instant) siyah cay tamamen c¢oziinlir formda olusturulmus caydir.
Alasalvar ve ark. (7) tarafindan iiretilen ¢oziiniir siyah ¢ayin tiretim asamalar1 Sekil 6’da,

kimyasal bilesenlerinin 6nemlileri ise Tablo 1’de gosterilmistir. Bu ¢ay, siyah ¢aydan
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islenmis yapraklar, c¢ay atiklar1 veya kurumamis fermente yapraklarin deminin
ekstraksiyonu ile tiretilir. Cay karigimindan ayrilmis sicak su ekstraksiyonunda aromasini
kaybetmeyen, yiiksek konsantrasyonlarda bile ¢abucak ¢6ziinebilen ve dehidrate olabilen
bir {iriin olarak ortaya ¢ikmistir. Fermente yapraklar baskilanarak suda ¢oziilebilen
ekstratlarin konsantrasyonu yiikselmesine neden olurlar. Bunun i¢in 6ziit vakum ve 1s1
altinda santriftij edilip, kurutulur ve ¢oziiniir ¢ay graniilleri elde edilir. 20+2 g ¢oziiniir

cay 220+20 g cay yapragindan elde edilir (51).

Cayin temel kimyasal1 olan polifenoller, normal ¢ay graniiliinde % 6.61 oranda iken
¢Oziiniir siyah cayda % 19.63 gibi bir degere; katesin miktar1 % 3.73 iken % 12.21 gibi
ti¢ kat1 bir degere; teaflavin ve tearubiginlerin degerleri sirasiyla % 0.566 ve % 6.86 iken
% 0.915 ve % 9.88 gibi degerlere ¢ikmaktadir. Diger taraftan kafein miktar1 siyah ¢cayda
% 3.36 iken ¢oziiniir siyah ¢ayda % 2.02 gibi bir degere diigmektedir. Ayrica toplam renk
maddeleri de ¢6ziiniir siyah ¢ayda daha diisiiktiir. Coziiniir siyah ¢ay normal ¢ay ile
karsilagtirildiginda daha diisiik kafein miktar: ile daha diisiik uyaric1 etkiye ve daha
yiiksek katesin, EC, ECG, EGCG gibi flavonoidleri ile daha yiiksek antioksidan etkiye
sahiptir (52).

*
Kurutma
(Piiskiirtmeli kurutucu)
30kg, 150 L Su Besleme hizi: 7.6 L/h
l Giris hava sicakligi: 170-180 °C
Cikis hava sicakligi: 120-125 °C
Oziitleyici (Ekstraktor)
(Devamli-yatay oziitleyici) l
Su giris sicakligi: 80-85 °C Topaklanma B
Ceket sicaklig1: 80-85 °C (Akiskan yatakli reaktdr)
%aylla lées}fllle lanl:. 1422 lig/lﬂl Hava akis hizi: 105-80 m’/h
LMt . Hava sicakligi: 85 °C
l Egzoz hava sicakligi: 45-50 °C
Uriin sicakligi: 50-55 °C
Ayu'l.na. Piiskiirtme basincr: 2.5 bar
(Santrifiij) Pompa pozisyonu: 3-8
17000 xg l

l Instant Cay
*

Sekil 6. Coziiniir siyah c¢ay iiretim asamalar1 (Alasalvar’dan, 7).
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Tablo 1. Coziiniir siyah ¢ayin ortalama igerikleri (100 g ¢oziiniir ¢ay) (Alasalvar’dan, 7).

Unite Diisiik kalite Yiiksek kalite
Kalsiyum mg 73 103
Magnezyum mg 280 179
Mangan mg 151 166
Fosfor mg 431 376
Potasyum mg 4625 3928
Niasin mg 20.64 20.85
Pantotenik asit mg 62.38 59.08
Fenolik ve alkaloit icerikler
Katesin mg 288 316
Epikatesin mg 889 524
Epikatesin gallat mg 428 315
Epigallokatesin mg 3460 2004
Epigallokatesin gallat mg 176 173
Gallokatesin mg 506 397
Teaflavin mg 56 124
Tearubigin mg 10161 12701
Gallik asit mg 751 697
Kafein mg 4398 3964
Cayin tadindaki etkili bilesenler
Malik asit g 2.07 2.32
Tannik g 21.89 20.43
Alanin mg 92.7 105.1
Arginin mg 231.9 255.4
Aspartik asit mg 209.7 181.8
Glutamik asit mg 241.1 219.9
Serin mg 109.3 87.1
Teanin mg 572.2 512.9

4.2. Lipoproteinler

Lipidler ve proteinler kovalent olmayan baglar ile bir araya gelerek kan

plazmasindaki hidrofobik apolar 6zellikte olan lipidlerin tasinmasinda aracilik yapan
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lipoproteinleri olusturmaktadir (53). Bunlar ayrica yagda eriyen vitaminleri (A ve E

vitamini gibi) de tasirlar (55).

Kolesterol
esterleri

Apoprotein

Sekil 7. Lipoproteinlerin genel yapis1 (Baynes’den, 55).

Triagilgliseroller, kolesterol ve kolesterol esterleri suda ¢oziinemedikleri i¢in lenfte
veya kanda serbest molekiil olarak taginamazlar. Bunun yerine bu lipidler fosfolipidler ve
amfipatik lipid bagimli proteinler ile birleserek lipoprotein adi ile bilinen kiiresel
makromolekiilleri olusturmaktadir (54). Lipoproteinlerin nétral olan i¢ kisminda
triacilgliserol ve kolesterol esterleri bulunurken dis yiizeyinde ise amfipatik fosfolipidler,
serbest kolesteroller ve apolipoproteinler bulunurlar (Sekil 7) (55).

Tablo 2. Lipoproteinlerin yapisal 6zellikleri (60).

Icerik (%)

Plazma Yogunluk Cap (nm)  Apolipoprotein

lipoproteinleri (g/mL) KE K FL P
SM <0.95 75-1200 B-48,C, E 86 3 1 8 2
VLDL 0.95-1.006 30-80 B-100, C, E 52 14 7 18 8
IDL 1.006-1.019 15-35 B-100, E 38 30 8 23 11
LDL 1.019-1.063 18-25 B-100 10 38 8 22 21
HDL 1.063-1.21 7.50-20 A 5-10 14-21 3-7 19-29  33-57

TAG, Triagilgliserol; KE, Kolesterol esteri; K, Kolesterol; FL, Fosfolipid; P, Protein.
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Apolipoproteinler, lipoproteinlerin suda ¢Oziiniirliigiinii arttirirlar; normal
lipoproteinlerin metabolizmasi i¢in gereken bazi enzimlerin aktiflestirmesinde rol alirlar;
periferal dokularda lipoproteinlerin reseptorleri ile etkilesirler (57). Lipoproteinlerin
fonksiyonel ve fiziksel 6zelliklerine gore, lipid ve protein kompozisyonlari, biiyiiklik ve

yogunluk agisindan siiflandirilmasi Tablo 2’de gosterilmektedir (53, 56).

Ince bagirsak epitel hiicrelerinin diiz endoplazmik retikulumunda sentezlenen ve en
biiyiik lipoprotein olan silomikronlar (SM), triagilgliseroller (TAG) ve kolestrolii lenf
veya kan yolu ile bagirsaktan adipoz doku (depolama i¢in) veya kas dokusu (oksidasyon
i¢in) gibi dokulara tasirlar (54). Karacigerin parankimal hiicrelerinde tiretilen ¢ok diisiik
dansiteli lipoprotein ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL), triagigliserolleri, yag
asitleri olarak adipoz dokudan salinan depolanmis yaglardan; Kkaracigerde
karbohidratlarin yag asitlerine doniisiimii ile; ve karacigerde ve endotel kapillerde
lipoprotein triagilgliserollerin hidrolizi ile elde edilir (58). Orta yogunluklu lipoprotein
(IDL), VLDL kalintis1 olarak taninmaktadir. VLDL nin trigliseridlerini dokulara vermesi
sonucunda olusur. Bu kalintilar karaciger tarafindan tutulmamasi durumda LDL’ye
doniisiip karaciger veya diger dokular tarafindan tamamen metabolize edilir (58). Diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL), VLDL’den daha fazla triagilgliseroliin uzaklastirmasi
sonucunda LDL partikiilleri iiretilir. Kolesterol (K) ve kolesterol esterlerince (KE) zengin
olan LDL, Apo B-100’i algilamasi i¢in plazma membraninda spesifik reseptorlerine
sahip olan dokulara kolesterolii tasir (59). Hiicre i¢i kolesterol bollugu, kolesterol
biyosentezinde bir anahtar enzim olan ve ayn1 zamanda LDL reseptorii sentezini inhibe
eden HMG-CoA rediiktaz sentezini baskilar. LDL reseptori eksikligi olan kisilerde
ailesel hiperkolestrolemi hastaligi meydana gelir ki bu hastalik kolesteroliin kanda
birikmesi ve cilt ve arterlerde depolanmas1 sonucu ortaya ¢ikar. Bu tiir hastalar geng

yaslarda kalp hastaligindan 6liiyorlar (54).
4.3. HDL ve Apolipoprotein A-1 (Apo A-1)
4.3.1. HDL

HDL, 8-10 nm boyutlarinda, kiigiik, yogun (1.063-1.21 g/mL), proteince zengin
lipoproteindir (61, 62). HDL, yapisal, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri ile yiiksek
heterojenlik gosterir. Ultrasantrifiigasyon ile ayirmaya gore az yogun (1.063-1.125 g/mL)
lipidce zengin HDL, ve ¢ok yogun (1.125-1.21 g/mL) proteince zengin HDL3 olarak
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siniflandirilir. Poliakrilamid jel elektroforezi ile HDL, ve HDL3’1i de altsinifina ayirmak
miimkiindiir: HDL3c (7.2-7.8 nm); HDL3y (7.8-8.2 nm); HDL3a (8.2-8.8 nm); HDL2,
(8.8-9.7 nm) ve HDL2, (9.7-12.0 nm). Protein igerigine gore ise yapisinda bulunan
apolipoproteinleri gosterir sekilde LpA-I, LpA-II, Lp E vs. seklinde siiflandirilir (61).
Sekil 8’de HDL’nin kompleks ve heterojen yapilar1 gosterilmektedir.

A Apoproteinler
Apo A-1(%70), Apo A-TI(%15-20), ApoE (< %10)

Apolipoproteinler, HDL yapisinda uygun

B Konformasyonal degisim
yerlesir.

i S
e = Qi
4 Diskoid AT
LpA-I LPA-1/ A-ll LpAI/E
A
\4
fom® ! W\ f '
LpA-I LPA-II "7 f,f)’ < cz ™

D Komplekslipid yapisi
Yapisalve fonksiyonel
uygunluk

D > 80 protein
(PON1,Apo M, SAA..))

® s

p
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‘ SAA

.Apo L1

Sekil 8. HDL nin kompleks ve heterojen yapist (Kratzer’den, 63).

HDL, diger lipoproteinlerden tasidigi ¢ok sayida molekiillerden dolay1 yani kargo
ozelliginden dolay1 ayrilir. Cok sayida protein bulundurur (57, 61): Apolipoproteinler,
enzimler, lipid tastyic1 proteinler, akut faz proteinleri, kompleman bilesenleri ve proteinaz
inhibitorleri gibi ¢ok sayida molekiilii tasir (61). HDL proteinleri ve lipidleri kandaki
diger lipoproteinler ile degis tokus yapmaktadir. HDL’deki proteinler, molekiil agirliklar
(MA) ve baglica fonksiyonlar1 Tablo 3’de 6zetlenmistir (57).

HDL ’nin yapisal ve fonksiyonel en 6nemli proteini HDL proteinin % 70’lik kismin1
teskil eden Apo A-I’dir (61). Karaciger ve ince bagirsaktan salinan Apo A-1, ABCAL ile
etkileserek fosfolipidler ve kolesterolii lipidce fakir olan Apo A-I’e aktarilir. Lipidlesmis
Apo A-l diskoidal yapiya doniisiir. Diskoid haldeki HDL (prep HDL) plazmada bulunur

ancak LCAT’m mitkemmel substratlar1 olduklarindan dolay:1 6miirleri kisadir (61).
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Tablo 3. HDL’de bulunan proteinler (Kontush’dan, 61).

MA, kDa Baslica Fonksiyonu

Apolipoproteinler

Apo A-l 28 Baslica yapisal protein, LCAT aktivatorii

Apo A-lI 17 Yapisal ve fonksiyonel apolipoprotein

Apo A-IV 46 Yapisal ve fonksiyonel apolipoprotein

Apo C-I 6.6 CETP aktivitesinin modiilatorii, LCAT aktivatorii

Apo C-lI 8.8 LPL aktivatorii

Apo C-111 8.8 LPL inhibit6rii

Apo C-IV 11 TG metabolizmasinin diizenleyicisi

Apo D 19 Kii¢iik hidrofobik molekiillerin baglayicisi

Apo E 34 Yapisal ve fonksiyonel protein, LDLR / LRP ligand1

Apo F 29 CETP inhibitorii

ApoH 38 Negatif yiiklii molekiilleri baglayict

Hidrofobik molekiilleri baglayici,

Apo ] 70 hiicre reseptorleri ile etkilesim

Apo L-I 44/46 Insan serumunun tripanolitik faktorii

Apo M 25 Kiigiik hidrofobik molekiilleri baglayici
Enzimler

LCAT 63 Kolesteroliin kolesterol esterlerine esterifikasyonu

PON1 43 Kalsiyum bagimli laktonaz

PAF-AH (LpPLA2) 53 Kisa zincirli oksitlenmis fosfolipidlerin hidrolizi

GSPx-3 22 Hidroperoksitlerin glutatyon ile indirgenmesi
Lipid tasiyici proteinler

PLTP 78 HDL’nin daha biiyiik ve daha kii¢iik partikiillere

doniigiimii, LPS’nin tagimimi
CETP 74 HDL ile Apo B’li lipoproteinler arast KE ve TG’in

hetero degisimi ve FL’nin homo degisimi

Akut faz proteinleri

SAAlL 12 Baslica akut faz reaktanti

SAA4 15 Minér akut faz reaktanti

Alfa-2-HS-glikoprotein 39 Negatif akut faz reaktanti

Fibrinojen o zincir 95 Fibrinin 6nciilii, trombosi agregasyonunun kofaktorii
Komplement bilesenler

C3 187 Komplement aktivasyonu
Proteinaz inhibitorler

Alfa-1-antitripsin 52 Serin proteinazin inhibitori

Hrp 39 Proteolizi 6nlemek i¢gin yalanci substrat
Diger proteinler

Transtiretin 55 Tiroid hormonunu baglayici ve tastyict

Serotransferrin 75 Demir baglayici ve tastyict

Vitamin D baglayici protein 58 D vitaminin baglayici ve tastyict

Alfa-1p-glikoprotein 54 -

Hemopeksin 52 Hem grubu baglayici ve tasiyici

CETP: kolesterol ester tasiyict protein; FL: fosfolipid; GSPx-3: glutatyon selenoperoksidaz 3;
Hrp: haptoglobin ile iliskili protein, KE: kolesterol ester; LDL-R: LDL reseptorii; LCAT: lezitin
kolesterol agiltransferaz; LPL. lipoprotein lipaz; LpPLA2: lipoprotein ile iliskili fosfolipaz A2;
LRP: LDL reseptorii ile iliskili protein; PAF-AH: trombosit aktiflestirici faktor asetil hidrolaz,
PLTP: fosfolipid tasiyici protein, PONI: paraoksonaz 1; SAA: serum amiloid A; TG: trigliserid.
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LCAT, diskoidal HDL ile etkileserek lesitin ve fosfatidil etanolamin’in ikinci agil
grubunu serbest kolesteroliin hidroksil grubuna aktararak kolesteril esterlerini olusturur.
HDL biiyiir ve HDL>’ye doniisiir. HDL,, makrofajlardan ve diger hiicrelerden SR-BI ve
ABCGL1 vasitasiyla veya reseptorden bagimsiz yollarla kolesterolii alir. ABCAL lipidce
fakir olan Apo A-I’e kolesterol akisina eslik ederken ABCG1 ise olgun HDL kolesterol
akisini saglar (13, 61) (Sekil 9).

ApoAl

L Lipidce fakir
5 HDL3
PON1 4 ABCAL

HL '1' \ ®
® "9"::', LCAT

EL

(TGveFL (Kolester® )
hidrolizi) esterifi

ApoAl

Sekil 9. HDL nin olgunlasmasi ve ters kolesterol taginimi (Gugliucci’den, 13).

ABCAL ve ABCGL: ATP-baglayan kaset tasiyict A1 ve GI1;CETP: kolesterol ester
taswyict protein, EL: endotelyal lipaz, FL:fosfolipid;, HL: hepatik lipaz, KE: kolesterol
esteri; LCAT: lezitin kolesterol agiltransferaz, SR-B1: Sterol reseptor baglayici protein
1.

Karaciger ve bagirsak epitel hiicrelerinde sentezlenen olgunlasmamis HDL disk
seklinde olup daha sonra serbest kolesterolleri (SK) ve fosfolipidleri (FL) periferik doku
hiicrelerinden alarak kiiresel sekle doniisiir (63). HDLs ve HDL> doniisiimlerinde CETP,
HL, fosfolipid transfer proteini (PLTP) ve LCAT proteinleri rol alir. CETP, kolesterol
esterlerini ve trigliseridleri HDL, VLDL ve LDL arasinda transfer eder. Fosfolipaz Al
aktivitesine sahip olan endotel lipazi, HDL nin daha kii¢iik yapilarmin olusumunda rol
alir. Hepatik lipaz ise trigliserideleri hidroliz ederek HDL nin sekillenmesinde rol alir

(13).
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Ters kolesterol tasima

Antitrombotik N Anti-inflammatuvar )
A /

Antifibrotik )

4

Antioksidan )

Vazoprotektif ) Nitrik oksit iiretimi

( LPS’e kars1 koruma

Sekil 10. HDL’nin fonksiyonlar1 (Navab’dan, 64). LPS: Lipopolisakkarit.

HDL ters kolesterol tasiniminin biitiin basamaklarinda rol alir.
1. Kolesterol akisinda: Hiicrelerden fazla kolesterolii alir

2. Lipoprotein modellenmesinde: HDL fonksiyonlarina etki edecek sekilde yapisal
degisikliklere ugrar

3. Hepatik lipid alim1, HDL kolesterolii karacigere aktarir.

Ters kolesterol tasiniminda, arter duvarindan kolesteroliin alinimi aterom olusumu

ve gelisimine yol agan patojenik olaylar1 engeller (65).

HDL, dokulardaki Kkolesterolii karacigere tagimasi yani ters kolesterol tagima
fonksiyonuna ilaveten, antiinflamatuvar, antioksidan, antitrombotik, endotel koruyucu

gibi rolleri de iistlenir. Ayrica, timor gelisimini ve metastazi da baskilayabilmektedir (66)
(Sekil 10).

Kiiciik ve yogun HDL3 yapisinda bulunan fosfatidil serin kolesterol aktariminda rol
almasina ilaveten, HDL’nin antioksidatif, antiapoptotik ve antiinflamatuvar etkilerinde
de rol oynar (61). LDL’yi ve trigliseridlerce zengin diger kalint1 lipoproteinleri oksidatif
stresten korur. Hem lipidlerin hem de proteinlerin serbest radikal yollu oksidasyonunu
engeller. LDL’de lipid hidroperoksit birikimini engeller. Fosfolipid hidroperoksitler
LDL’den HDL’ye transfer olur. Burada Apo A-I de gorev alir. Hidroperoksil grubunun
fosfolipid ve kolesteril esterlerine aktarilmasi, hidrofobikligi arttirir. HDL’deki lipid

hidroperoksitler, redoks reaksiyonu ile HDL proteinleri ile etkileserek inaktive olur.
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HDL’nin lipid hidroperoksitleri ve bunlarin hidroksitlerinin uzaklastirma yetenegi
karacigerdeki SRB1 aracilig1 ile olmaktadir. HDL, ayrica eritrositlerin ve astrositlerin
hiicre membranindan da lipid hidroperoksitleri uzaklastirabilir HDL lipid
hidroperoksitlerinin ve lipid peroksidasyonun karali son iirlinleri olan F2-izoprostanlarin
onemli tasiyicisidir (68). HDL’nin enzimatik bilesikleri olan PON1, PAF-AH ve LCAT
okside fosfolipidlerin hidrolizinde rol almaktadir. HDL tarafindan tasinan glutatyon
peroksidaz da lipid hidroperoksitleri hidroksitlerine indirgemektedir. HDL’nin ¢ok
yiikksek yogunluklu alt grubunda bulunan tripanozomlitik faktér peroksidaz, benzer
aktivite sergiler (68). HDL nin antioksidan 6zelligi HDL2p < HDL2a < HDL3a < HDL3p <
HDL3c seklinde artmaktadir (67).

HDL’nin endoteldeki SR-B1’i baglanmasi ile eNOS aktif olur (63, 69, 70).
Endotelyal Akt aktivasyonu ile eNOS fosforile olur ve aktiflestirilir. Lipidce yoksun olan
Apo A-l, SR-B1’e baglanmasina ragmen eNOS’u aktive edemez. eNOS aktivasyonu i¢in
Apo A-I’in konformasyonunu destekleyen diger HDL bilesenlerine de ihtiyag vardir (70).
HDL ile iliskili sfingolipidler de (6rnegin sfingozin-1 fosfat) eNOS artisina neden olur.
HDL yapisindaki Apo M sifingozin-1 fosfati baglayarak G proteinleri iizerinden sinyal
mekanizmasini tetikler. Bu da NO ve prostaglandin-l, salinimiyla vazodilatasyona yol

acar (69,70). Diger taraftan PON1 de endotelyal NO {iretimini uyarir (70).

HDL trombin ve kollajenin antagoniste olarak trombositlerin aktivasyonunu
engeller. HDL trombositlerin lizerinde olan SRB1’e de baglanir ve bdylece trombositlerin
agregasyonun, graniillerden salinimi, fibrinojenin baglanmasin1 ve hiicre i¢i kalsiyum
miktarin1 etkiler. HDL’nin trombositlerdeki SRB1’e baglanmasiyla hiicre i¢i ikincil
haberci mekanizmasi indiiklenir. Plazma membranindaki fosfatidil kolinden diagilgriseol
agia cikar ve protein kinaz C aktive olur. HDL, Na'/H" tasiyicisinin uyarilmasina,
sitoplazmik bilesenlerinin alkalizasyonuna ve kalsiyumun hiicre i¢i depolarndan
salinmasina yol agar (69). HDL, antikoagulan olan protein C ve onun kofaktorii olan
protein S’nin etkisini arttirir. Plazma Apo A-l seviyesi protein C ve S ile pozitif

korelasyon gosterir (71).

Plazmada Apo E’nin en biiyiik kism1 HDL’de bulunuyor ve bu ylizden HDL bu
apoprotein i¢in bir depodur (57). HDL’de bulunan Apo E lipid ¢ekirdeginin olusumunu
kolaylastirir ve LDL reseptorii i¢in miikemmel bir liganddir (61). Apo E, triglisridce
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zengin lipoproteinlerin temizlenmesinde ve HDL-E yapisinin olusumuna da katilir. HDL-
E, Apo A-l ihtiva eden HDL’de oldugu gibi antioksidan ve antiinflamatuar
fonksiyonlarinmi sergileyerek ateroprotektik 6zellikler gosterir (70, 72). HDL nin diger
proteini olan Apo IV de antioksidan, antiinflamatuvar ve antiaterosklerotik 6zellikler
gosterir. Ayrica Apo J de LDL oksidasyonuna kars1 koruyucudur (70). HDL yapisindaki
Apo M, NO ve prostaglandin-l> salimimm tetikleyerek vazodilatasyona, kaspazlari
inhibe ederek apoptozun engellenmesine, reaktif oksijen tiirleri ve sitokinlerin iretimini

engelleyerek inflamasyonun engellenmesine yol agar (69).

Yukarida bahsedildigi gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarinda ve kolesterol ve/veya
oksisterollerin Apo A-I/HDL’ye akisinda {ig hiicre yiizey proteini rol alir. Bunlar ABCAI,
ABCG1 ve SR-BI’dir (73).

HDL-Kolesteroliin diisitk olmas1 sadece aterosklerozda degil, pisorazis, romatoid
artrit, karaciger fibrozu, kanserler ve bobrek hastaligi gibi durumlarda da goriiliir.
Karbohidratlar ve sigara HDL-kolesterol seviyesini diigiiriiken omega-3 yag asitleri ve
fiziksel aktivite arttirir. HDL-kolesteroliin diisiik olmas1 kroner arter risk olusturdugu
bilinmesine ragmen yiiksek oldugunda ayni 6lc¢lide ateroprotektif olacagi soylenemez.
HDL-kolesteroliin 10 mg/dL veya 0.38 mmol/mL artmasi iskemik fel¢ oranini % 11-15
azaltir (67).

4.3.2. Apo A-I

Apo A-l, 28-kDa agirliginda, 243 amino asit’lik ve HDL proteinlerinin yaklasik %
70’lik kismini teskil eden apolipoproteindir. Apo A-l geni APOAL/C3/A4/A5
kompleksinin bir parcasidir. Esas olarak karaciger ve bagirsakta sentezlenir (55).
Dolasimdaki Apo A-1, disulfit baglar1 bulunmayan, glikozilasyondan yoksun, 22 amino
asitlik sekiz tane alfa sarmal domaini ve 11 amino asitlik tekrar birimi bulunan amfipatik
proteindir (61).

Apo A-I lipidlere baglanarak deterjan benzeri dzellik gosterir (61). Apo A-I’in asil
fonksiyonu LCAT’1 aktivite etmektir. LCAT diskoidal yapidaki Apo A-1’de bulunan
kolesterolii esterlestirir ve kiiresel yapidaki HDL olusur. ABCA1 ve LCAT taki herhangi
bir mutasyon Apo A-I ihtiva eden HDL nin olusumunu engeller. Bunun yaninda hiicresel
reseptorlerle etkilesime girebilmektedir. HDL’nin anti-aterojenik aktiviteleri yerine

getirmede Apo A-I’in fonksiyonu vardir (61). Apo A-I, ABCAL vasitasiyla hiicre sinyal
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mekanizmasinda da rol oynar. Apo A-I’'in ABCA1’e baglanmasi, trimerik G proteinleri
arachigiyla fosfolipaz C veya D’nin aktivasyonunu ve adenilaz siklazin aktivasyonuna yol
acar. Bu mekanizma sonucu tetiklenen kolesterol akisi antiinflamatuvar mekanizmalari
tetikler. Ayrica Apo A-I’in beta-ATPaz’a baglanmasi, ATP’nin hidrolizini indiikler ve
ADP olusumu da hiicre i¢i sinyal mekanizmasini baglatir (69). Lipid hidroperoksit
molekiillerinin LDL’den uzaklastirilmasinda lipidce yoksun Apo A-I de rol oynar. Apo
A-I’deki 112°ci ve 148’inci amino asit olan metiyonin lipid hidroperoksitleri inaktive
lipid hidroksidlere indirger. Boylelikle lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu engeller.
Lipid hidroperoksitler lipidce zengin Apo A-I tarafindan da inaktive edilir ama bu daha
diisiik olglidedir. Bu indirgenme esnasinda metiyonin sulfoksitler olusur. Bu metiyonin
sulfoksitler de metiyonin siilfoksit reduktaz enzimi tarafindan tekrar metyonine
doniistirtlir. Metyonine ilaveten Apo A-I’in sistein rezidiisii de antioksidan 6zellikleri
bakimindan Onemlidir. Ayrica Apo A-I’deki histidin de LDL’deki lipid
hidroperoksitlerinin birikimini engeller. Burada histidin metal selatlayic1 6zellik gosterir
(68, 70).

Apo A-I farkli izoformlarda bulunur. Bu izoformlar, Apo A-1’in % 75 ini teskil eden
en biiylik izoform ve daha bazik olan Apo A-I’in % 5-10’unu tegkil eden preApo A-1’dir.
Asidik A-l sekli, metyonin oksidasyonuna daha yatkindir. Aterosklerotik inflamasyon
esnasinda salinan proteazlar tarafindan N ve C terminalleri kesilebilir. Tyr42, Phe57,
Tyr216 ve Phe253 kisimlaria kinaz tarafindan kesildiginde olusan yapida kolesterol
aktarma yetenegi daha diisiiktiir. Miyokard infarktus hastalarinda dimerik Apo A-1 formu
goziikiir. Ancak bu form saglikli kisilerin HDL’sinde de goriilebilir (61).

Miyeloperoksidaz (MPO) aracilikli inflamasyon da Apo A-1’de oksidasyona yol
acar (61). inflamasyon durumunda Apo A-l, pozitif akut faz proteini olan SAA ile yer
degistirir. SAA, SR-BI aracilikli secici kolesterol aktarimini inhibe ederek HDL
katabolizmasini hizlandirir. Bu da plazmadaki Apo A-I seviyesinde azalmaya neden olur
(68, 70). Baz1 bireylerde Apo A-I’deki mutasyonlar diisitk HDL kolesterol seviyelerine
neden olur ki bu da ciddi bir sekilde prematiire kalp hastaliklarina yol acir (74).

Ozet olarak, Apo A-l, HDL proteinlerinin en 6dnemli bileseni, LCAT aktivatorti,

antioksidan, antiinflamatuvar ve antiaterosklerotik ajandir (61, 70).
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4.4. Paraoksonaz (PON)

Paraoksonaz (PON) ailesi, genleri insanda kromozom 7 uzun kolunda (g21.22)
bulunan ve niikleotid dizisinde % 70 ve amino asit diizeylerinde % 60 benzerlik gosteren
PONI1, PON2 ve PON3 olmak {izere ii¢ iiyeden olusan enzimdir. Amino asit diizeyinde
% 60 benzerlik gostermektedir (12, 75). PON1, PON2 ve PON3, dokuz eksona sahiptir
ancak PON1’de ekson 4’te pozisyon 106’ya denk gelen ekstra bir kodon (lizin) vardir
(76).

Paraoksonaz enzimi, oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonunu engellerler;
bagisiklikm sistemine katkida bulunur; reaktif molekiilleri detoksifiye eder; ilaclarin
biyoaktivasyonunda rol alir; endoplazmik retikulum stresini azaltir ve hiicre

proliferasyonunu / apoptozonu diizenler (75).
4.4.1. Paraoksonaz 1 (PON1)

PONL1 (E.C.3.1.8.1) 43-47 kDa agirliginda ve 354 amino asitten olusan 6 adet -
kirmali tabakaya sahip bir glikoproteindir (76). PON1 mRNA’s1 karacigerde, bobrekte,
kolonda ve fetal karacigerinde eksprese edilir (77). Yapisinda, kofaktor olarak yapisal ve
katalitik aktivitede rolii olan iki kalsiyum atomu bulundurur. Katalitik bolgesinde yer alan
histidin - histidin ¢ifti de (H115 - H134), katalitik mekanizmada rol oynar (78, 79) (Sekil
11).

Sekil 11. PONZ1’in yapisi (Harel’den, 79).
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PONL1, paraoksonaz, laktonaz ve arilesteraz aktivitesine sahip bir ester hidrolazdir.
Bu aktiviteleri belirlerken farkli substratlar 6rnegin paraoksonaz aktivitesi i¢in paraokson;
arilesteraz aktivitesi i¢in fenil asetat veya 4 (p)-nitrofenil asetat ve laktonaz aktivitesi igin
5-tiyobutil butirolakton veya dihidrokumarin kullanilir (75).

PONZY’in 6nemli bir kism1 (% 80’inden fazlas1) HDL ile dolassa da VLDL ve
silomikronlarin yapisinda da ¢ok diisiik miktarda bulunmaktadir. PONI1, antioksidan ve
antiinflamatuvar 6zelligine ilaveten, HDL nin endotel kaynakli NO iiretimini uyarmakta
ve makrofajlardan kolesterol ¢ikisini arttirmaktadir (13, 14). Inflamasyon durumunda
MPO, PON1 ve HDL iiglii kompleksi olusur. PON1, MPO aktivitesini kismen engeller.
Ancak MPO’da PONI aktivitesini azaltir. PON1 de MPO’ya baglanarak aktivitesini
azaltirken inflamasyon durumunda MPO, HDL’ye baglanir ve oksidatif stresi arttirir ve
ateroskleroza neden olur (14, 80) . MPO, PONZX’i tirozin 71’1 (Tyr71) okside eder ki bu
rezidiit HDL’ye baglanma ve fonksiyonunu yerine getirmede 6zelligi bakiminda 6nemlidir

(80).

11 [ [ PONI =
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A-4984G T-4970G A-665G C-567T

Sekil 12. PONI, PON2 ve PON3 genlerinde en fazla goriilen polimorfizimler
(Camps’dan, 82).

PON1’1n biri 16sin metiyonin (L55M) digeri glutamin arginin (Q192R) yer degisimi
ile olusan iki polimorfik formu vardir (81, 82) (Sekil 12). PON1 (L55M) polimorfizmi,
PON1’in HDL-C ile baglanmasinda rol oynayan N-terminal kisminda goriiliir (83). 55.
rezidii olarak metiyonin bulunan PON1 daha diisiik aktiviteye sahiptir. 192. rezidii arginin
olan PON1, paraoksonu ve homosistein tiyolaktonu daha etkin hidrolizlerken glutamin
olan PON1 sarin, soman, d-valerolakton ve 2-kumaranon daha etkin hidrolizler. Glutamin

bulunduran PON1 allozimi LDL oksidasyonunu engelleyici 0Ozelligi arginin
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bulundurandan daha fazladir (81). PONZ1’in lipid peroksitleri ve homosistein tiyolaktonu
hidroliz etme yetenegi onu giiglii bir antiaterosklerotik enzim yapmaktadir. HDL’nin LDL
oksidasyonunu ve ateroskleroz gelisimini engelleme 6zelligi PON1’e baglanmaktadir
(77).

PON1 (L55M) polimorfizmi, daha ¢ok total ve LDL kolesterol diizeyleri, koroner
arter hastalig1, inme, Parkinson hastalig1 gibi hastaliklarla iliskisi; PON1 (Q192R), ailesel
hiperkolesterolemi, koroner arter hastaligi, inme, tip 2 diyabet ve parkinson hastaligi ile
iligkisi incelenmistir (84). Diyet yaglar1 ve yag asitleri, antioksidan vitaminler,
polifenoller, polifenol acisindan zengin besinler, ilaglar, genetik faktorler ve yasam tarzi

PONL1 aktivitesini etkilemektedir (85).
4.4.2. Paraoksonaz 2 ve 3 (PON2 ve PON3)

PON2, 43 kDa agirligindadir ve 355 amino asitten olusur (86). PON2 mRNA’s1,
beyinde, kalpte, kalpte, dalakta, karacigerde, kolonda, akcigerde, ince bagirsakta, kasta,
midede testiste, plasentada tiikriikte, tiroid ve bobrek tistii bezlerinde, pankreasta, deride,
kemik iliginde, fetal beyin ve karacigerinde eksprese edilir (77). PON2 mRNA’s1 ayn1
zamanda endotel hiicresi, diiz kas hiicresi ve makrofaj iceren arter duvar hiicreleri iginde
de bulunur (76). PON2 ozellikle immiin etkili hiicrelerde eksprese olur ve kronik
inflamasyon durumlarinda makrofaj fonksiyonlarini1 diizenlemede rol oynar. Agil
homoserin lakton tim PON’larin substratidir ancak PON2 en yiiksek spesifik aktivite
gostermektedir (14). Tim PON’lar, LDL oksidasyonunu engelleyebilme o6zelligi
gosterirken PON2 hiicresel oksidatif stresi azaltma ve vaskiiler endotel hiicrelerinde
apoptozu engelleme ozelligine sahiptir (87). PON2, biri alanin glisin (G148A) digeri
sistein serin (C3118S) yer degisimi ile olusan iki polimorfik formu vardir (82, 86).

PON3, 40 kDa molekiil agirliginda, agirlikli olarak karacigerde, daha az seviyede
de bobrekte eksprese edilen, HDL ile iligkili fakat bu iliski PON1’e gore ¢cok daha diisiik

seviye olan antioksidan 6zellikli enzimdir (76, 88).

PON1 ve PONS3, esas olarak HDL’ye bagli iken PON2 olduk¢a genis yayilim
gosteren hiicresel antioksidandir. PON1 esteraz ve laktonaz aktivitesine sahipken PON2
ve PON3 sadece laktonaz aktivitesine sahiptir (87). Ancak PON3 kisith arilesteraz
aktivitesi de gostermektedir (88).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec
5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar malzemeleri, kodlar1 ve {iretici

firmalari.
Cihazlar Uretici Firma Kod Uretici Ulke
Spektrofotometre Molecular Devices Paradigm 33270-1195 Avusturya
Spektrofotometre Shimadzu, UV-visible A10753680896 Avustralya
Spektrofotometre Molecular Devices Versamax BNR06078 AB.D
LightCycler 480 Il Roche 27479 Isvigre
Sonikator Sonics Vibra-Cell 421741 A.B.D
Hiicre kiiltiirii kabini Heraeus KS-12 Air Flow 40475981 Almanya
Invert mikroskop Nikon Eclipse, TS100 604279 Japonya
CO inkiibator Hera Cell 240, Heraeus 301896 AB.D
Santrifiij Eppendorf 5804 11259 Almanya
Hassas terazi Mettler Toledo AB204S Isvigre
pH metre Hanna Instrument HI2211 Romanya
Derin dondurucu -80 °C  Thermo Electron Corporation  808045-504 AB.D
Vorteks IKA Vortex Genius 3 01. 493782 Almanya
Etiv Heraeus 40474483 Almanya
Nanodrop Thermo Scientific 2000 6902 AB.D
Sarf Malzemeler Uretici Firma Kod

Mikropipetler

10 uL. Genex Beta CQ62419
20 pL Socorex 18121097
100 pL Socorex 14072249
1000 pL Socorex 14082460
Steril falkon tiipler

15mL CELLSTAR 188 271
50 mL CELLSTAR 227 261
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Steril Pipet uglari

10 uL

20 pL

100 pL

1000 pL

96 Kuyucuklu pleyt
Cam malzemeler
(beher, erlen, balon

joje, cam sise)

Axygen
Axygen
Axygen
Greiner bio-one

Costar

301-03-301
A14021Y]
301-02-411
A120503Y
3599
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5.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler, formiilleri, {iriin kodlar1 ve
tretici firmalari.

Kullanilan kimyasal

maddeler Formiil Uretici firma, iiriin kodu ve saflig1
Penisilin-streptomisin - Biological Industries, 1245637
Fetal Bovin Serum - Biochrom, S 0115
Tripsin EDTA Soliisyonu - Biological Industries, 1302762
Bovin Serum Albumin (BSA) - Sigma, Lot#058K0726
Etanol CHs-CH>-OH  Sigma, Lot#34870, %99,8
Metanol CHs-OH Merck, K27905808, %99.5
Hidroklorik asit HCI Merck, WN 1789, %37
Potasyum dihidrojen fosfat KH2PO4 Merck, A678671, %98
diPotasyum hidrojen K2HPO4 Merck, A676299, %99
fosfat.trihidrat
Triton X-100 - Sigma, Lot#MKBH7028V
diSodyum hidrojen fosfat Na2HPO4 Merck, K16290176, %98.5
Sodyum dihidrojen fosfat NaH2PO4 Merck, K12917045, %98
Potasyum kloriir KCI Merck, TA771535, %99
Sodyum kloriir NaCl Merck, K33224404, %99.5
RPMI 1640 - Lonza, BE 12-115F
Kalsiyum kloriir CaCl, Sigma, 124K1484, %98
Katesin - Sigma, Lot#SLBC4830V, %99
Dihidrokumarin CoHsO: Aldrich, Lot#S36575-346, %99
Paraokson - Sigma, D9286-1G, %90
Commasie Brillant Blue - Serva, 35050, %91
Tripan Blue - Sigma, T8154
MTT boyast - Sigma, M2128
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5.2 Yontem
5.2.1. Coziiniir Siyah Cay ve Kontrol Numunelerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan ¢dziiniir siyah ¢ay, 1007 TUBITAK projesi kapsaminda
Dog. Dr. Cesarettin Alasalvar ve ark. tarafindan tiretilmis, kimyasal igerikleri belirlenmis
ve insanlarin igimine (seker hari¢) hazir hale getirilmis ¢aydir. Coziiniir siyah ¢ay tozunun
kimyasal bilesimi daha 6nce genel bilgiler kisminda verilmistir. Tablo 6’da ¢6ziiniir siyah

cayin icime hazir bilesenleri verilmistir.

Tablo 6. Coziiniir siyah ¢ayin iginde bulunanlar.

Icindekiler (9)
Toz siyah gay 0.875
Sitrik asit 0.45
Sodyum sitrat 0.125
Siyah ¢ay aromasi 0.1
Seftali aromasi 0.025
Toplam 1.575

Coziiniir siyah ¢ay ¢ézeltisi: Bu ¢calismanin ana numunesidir. 0.5 g ¢oziiniir siyah
cay 10 mL 45 °C’de 1sitilmis suyla ¢oziilerek 50 mg/mL’lik konsantrasyonda hazirlandi.
0.22 um’lik filtreden gegirildi. Sitotoksisite ¢alismalart i¢in 50, 100, 250, 500, 1000 ve
2500 pg/mL ¢oziiniir siyah ¢ay konsantrasyonlari olarak kullanildi. Ardindan sitotoksisite

sonuglar1 g6z ontine alinarak 50 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlari ile devam edildi.

Sitrik asit/sodyum sitrat ¢ozeltisi: Coziinlir siyah ¢ayin etkisine, karisimi olusturan
toz siyah ¢aydan sonraki en fazla bilesen olan sitrik asit ve sodyum sitratin etkisini de
tespit etmek i¢in olusturulan kontrol numunesidir. Coziiniir siyah ¢ay karisiminda 0.45 g
(% 25.57) sitrik asit ve 0.125 g (% 7.94) sodyum sitrat oldugundan ikisi birlikte karigimin
% 36.51’ 11 olusturmaktadir. 0.14 g CsHgO7.H2.0 ve 0.04 g CsHsNaz07.2H,O 10 mL
deiyonize suda ¢oziildii. Sitotoksisite caligmalari i¢in ¢oziiniir siyah ¢ayin igerigine denk
gelen 18.25, 36.5, 91.25, 182.5, 365 ve 912.5 ng/mL sitrik asit/sodyum sitrat kullanildi.
Sitotoksisite sonuglarina gore hiicre kiiltlirii ortamina 18.25 pg/mL (50 pg/mL’lik
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¢Oziiniir caym % 36.51°1) ve 36.50 pg/mL (50 pg/mL’lik ¢dziiniir ¢ayin % 36.51°1) olacak

sekilde ilave edilerek ilerleyen calismalar yapildi.

Katesin ¢ozeltisi: Siyah ¢ayin da dahil oldugu Camellia Sinensis ¢aylarinin ana
kimyasallerinden biri olan katesin kontrol numunesi olarak kullanilmigtir. 29 mg 1 mL

etanolde ¢6ziindii. Daha sonra bu ¢6zeltiden 50 uL alinip 450 pL etanolde tekrar ¢oziildii.

Sitotoksisite ¢alismalari i¢in 25, 50, 100, 250, 500 ve 750 uM katesin kullanildu.
Sitotoksisite sonuglari gbz Oniine alinarak 100 uM (27.3 pg/mL) ve 250 uM (68.25

png/mL) konsantrasyonlari ile ¢aligmanin ilerleyen asamalar1 yapildi.
5.2.2. Hiicre Kiiltiirii
Kullanilan Cozeltiler

Besiyer ¢ozeltisi: 442.5 mL RPMI 1640 konsantre ¢ozeltisine 50 mL FBS ve 7.5
mL penisilin-streptomisin eklendi. 50 mL’lik falkon tiiplere béliinerek +4 °C’de saklandi.

PBS (Fosfat tamponu), 0.01 M, pH 7.4: 10 adet PBS tableti igerisinde yaklasik
900 mL saf su bulunan beherde ¢oziildli, pH’s1 7.4’e ayarland1 ve son hacmi 1 L’ye

tamamlanarak otoklavlandi.
5.2.2.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Biitiin hiicre kiltlirii  ¢alismalart hiicre kiiltiiri  kabininde steril ortamda
gerceklestirildi. Her calisma Oncesi ve sonrasi kabin ve kullanilacak malzemeler % 70’lik
etanol ile silindi. Calismalar sonunda hiicre kiiltiirii odast UV 1s18a maruz birakilarak

tekrar kullanima hazir halde birakildi.

HepG2 hiicreleri, GATA Kanser Kok Hiicre ve Tibbi Arastirma
Laboratuvari’ndan, Hematoloji Bilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ferit AVCI araciligi

ile temin edildi.

* HepG2 hiicreleri (1 mL) 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve son hacim L-
Glutaminli, % 10 FBS ve % 1 penisilin + streptomisin igeren RPMI 1640

besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi.

* Hiicre siispansiyonlar1 130 x g’de 6 dakika santrifiij edildi.
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* Santriflij sonunda siipernatan kisimlar1 son 1 mL’si hari¢ uzaklastirildi. Hiicre
¢okelekleri tiipiin ucuna parmak ucuyla vurulmak siiretiyle hareketlendirilerek

kendi besiyerinde ¢oziildii.

* Coziilen hiicrelerin iizerine 15 mL RPMI 1640 besiyeri eklendi ve hiicreler % 5

CO; ortaminda, 37 °C’de, T-75’lik flasklarda inkiibatérde ¢ogaltildi.
5.2.2.2. HepG2 Hiicre Serilerinin Pasajlanmasi, Sayllmasi ve Saklanmasi

Cogalan hiicreler flask ylizeyinin % 70-80’lik kismini1 kapladiktan sonra hiicre

pasajlamasi yapildi.

e Pasajlama i¢in Oncelikle hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi.

e 8 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra 75 cm?lik flasklara, 3 mL tripsin-
EDTA ¢ozeltisi eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde bekletildi.

e Inkiibasyon sonras1 9 mL % 10 FBS igeren RPMI 1640 ile hiicreler falkon tiip
igerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonu 400 x g’de 5 dakika santrifiijlendi.

¢ Santrifiij sonunda siipernatant kisimlar1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi.

e Tripsinizasyon sonrast 1 mL besiyeri icinde sulandirilmis hiicre
siispansiyonundan 10 pL’s1 0.5 mL hacimli kapakl: tiipe alinarak 10 pL tripan
blue ile karigtirild1 karigim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Karisim pipetajlanarak 10 pL alindi ve neubauer hematositometre lamina
aktarildi.

e Invert mikroskop ile bakildiginda hematosimetre lami iizerinde 16’ya béliinmiis
dort ayn kare vardir. Capraz iki kare icerisinde bulunan canli hiicreler sayildi
ve mililitredeki canli hiicre sayis1; "sayilan hiicre sayis1 x seyreltme oran1 x 10*"
formiilii kullanilarak hesaplandi (89).

e Tripan blue ile boyama metodunda; 6lii hiicreler islev gormeyen Na*/K* ATPaz
pompalar1 nedeniyle boyay1 absorblanmakta ve digar1 atamamakta, dolayisiyla
canli hiicreler sari-yesil renkte goziikiirlerken, &lii hiicreler mavi renkte
goziikmektedirler (90).

e Sayimi yapilan hiicreler igerisinde 15 mL besiyeri bulunan 75 cm?’lik flasklara

2000-10000 hiicre/cm? olacak sekilde hiicre kiiltiirii siirecine devam edildi.
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Her hiicre serisinin her saghkli pasajindan ilerleyen siire¢lerde olasi
kontaminasyonlara kars1 6nlem olmasi agisindan yedeklemeler yapildi. Bu amagla sayimi
yapilan her hiicre serisinden 10° hiicre siispansiyonu kriyoviallere aktarildi, son hacim
besiyeri ile 950 uL’ye tamamlandi ve tizerine % 5 olacak sekilde 50 pL steril DMSO
ilave edildi. Kriyovialler -20 °C’de 2 saat, -80 °C’de 2 giin bekletildi ve sonrasinda uzun

sure saklanmak tzere siv1 azot tankina alindi.
5.2.2.3. Sitotoksisite Deneyleri

Bu yontemde canli hiicreler tarafindan tetrazolyum tuzu olan MTT boyasinin
indirgenmesi 6zelliginden yararlanilir. Canli hiicreler mitokondriyal enzimleriyle MTT
boyasmin tetrazolyum halkasini parcalayarak sar1 renkli MTT boyasini mor renkli
formazan tiriiniine doniistiiriirler. Hiicre icerisinde tutulan formazan kristalleri DMSO ile
¢oziindiriildiigiinde olusan renk yogunlugu 570 nm’de spektrofotometrik olarak dlgiliir.

Renk yogunlugu ortamdaki canli hiicre sayist ile orantilidir (91).
Kullanilan Cozelti

MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) Cozeltisi (5
mg/mL): 1000 mg MTT boyas1 6 mL dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziildiikten sonra
hacmi steril PBS ile 200 mL’ye tamamlandi. Islemler manyetik karistiric1 {izerinde
yapildi. Tamamen ¢oziildiikten sonra 0.22 pm’lik filtreden gegirilerek 1’er mL (5 mg/mL)

hacimlerde sonraki deneylerde kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirildi.
MTT testi

e Tripsinizasyon ile flasklardan kaldirilan HepG2 hiicreleri sayildiktan sonra 96
kuyucuklu steril hiicre kiiltlir pleytinin her kuyucuguna 5000 hiicre diisecek
sekilde 200 pL besiyeri eklendi.

e 24 saat sonra pleytler inkiibatérden alinarak igerikleri uzaklastirildi ve her bir
kuyucuga 200’er pL taze besiyeri eklendi. Taze besiyerleri iizerine son
konsantrasyonlar1 (50, 100, 250, 500, 1000 ve 2500 pg/mL ¢oziiniir siyah ¢ay;
bunun igerigine denk gelen 18.25, 36.5, 91.25, 182.5, 365 ve 912.5 ng/mL
sitrik asit/sodyum sitrat; 25, 50, 100, 250, 500 ve 750 uM katesin) uygun
hacimlerde ilaveler yapilip hiicrelerin bu maddeler ile 37 °C’de 12, 24 ve 48
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saat inkiibasyonlar1 saglandi. Hiicre serisi i¢in kullanilan maddelerin tiim
konsantrasyonlar1 6 kuyucuk olarak planlandi, 3 kuyucuk sonucu isleme alindi.

e Inkiibasyondan sonra pleyt igerikleri uzaklastirildi ve biitiin kuyucuklara
190’ar pL taze besiyeri eklendi. Her bir kuyucuga son konsantrasyonu 0.25
mg/mL olacak sekilde 10’ar uL MTT boyasi eklendi ve pleytler 2 saat 37 °C’de
inkiibe edildi.

e inkiibasyon sonunda pleyt igerikleri uzaklastirildi. Her kuyucuga 200’er uL
DMSO eklendi ve pleytler formazan kristallerin ¢éziinmesi i¢in 90 dakika
calkalayicida bekletildi.

e Siire sonunda kuyucuklardaki kristallerin tamamen c¢oziinlip ¢oziinmedigi
invert mikroskop altinda kontrol edildi.

e Her bir kuyucukta olusan mor rengin absorbansi mikropleyt okuyucuda 570
nm dalga boyunda okundu. Her 6rnegin konsantrasyonu i¢in elde edilen
absorbans degerinin, kontrol absorbans degerine orani 100 ile ¢arpilarak her bir
maddenin her bir konsantrasyonu i¢in % hiicre canliligi bulundu. MTT testi
sonucunda numunelerin her bir konsantrasyonu i¢in asagidaki formiile gore %
hiicre biiylime inhibisyonu degerleri optik dansitelerine gore hesaplandi.

% hiicre buyume inhibisyonu = [100 — (ODnumune/ODkontrol)] XlOO

5.2.3. PON1 Gen Ekspresyonu

PONI1 gen ekspresyonlarinin tayini i¢in Sekil 13’de sematize edilmis islem serisi

uygulandi.

HepG2 =————s> RNA =—s ¢cDNA =—— RT-PCR

Hiicreleri
Numuneler Total RNA Ters Gergek zamanli PCR
ile muamele izolasyonu transkriptaz amplifikasyonu

Sekil 13. HepG?2 hiicrelerinde PON1 gen ekspresyonu agamalari.
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5.2.3.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in yiiksek saflikta RNA izolasyon kiti (High Pure RNA
Isolation Kit, Roche, ref:11.828.665.001) kullanildi. Kit, liziz/baglama tamponu, DNAaz,
DNAaz inkiibasyon tamponu, yikama tamponlart (1 ve 2) ve eliisyon tamponunda

olusmakta idi.

Tiim numunelerle 12, 24 ve 48 saatlik muamele edilen ve hiicre kiiltiirii ortamindan
alinan hiicreler (1x10°8 hiicre) 130 x g’de 6 dakika santrifiij edildi. Ardindan asagida

siralanan uygulamalar ile RNA izolasyonu yapildi.

* RNA isolasyonundan once hiicre kiiltiirii ortamindan alinan hiicreler (1x10°

hiicre) 130 x g’de 6 dakika santrifiij edildi.

* 200’er uL PBS ile ¢oziilen hiicre pelletleri iizerine 400’er pL liziz/baglanma

tamponu ilave edildi ve karisim 15 saniye vortekslendi.
* 600’er puL karigim fitreli tliplere aktarilarak 8000 x g’de 15 saniye santrifiijlendi.

* Toplama tiiplinde biriken sivi kisim uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere
yerlestirildi. Her bir filtre iizerine 90’ar uLL DNase 1 inkiibasyon tamponu ve

10’ar pL DNase 1 ilave edilerek oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.

* Filtrelere 500’er uL yikama tamponu 1 ilave edildi ve tiipler 8000 x g’de 15

saniye santrifiijlendi.

» Toplama tiiplerindeki sivilar uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere yerlestirildi.
Filtrelere 500’er uL yikama tamponu 2 ilave edildi ve tiipler 8000 x g’de 15

saniye santrifiijlendi.

* Toplama tiiplerindeki sivi uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere yerlestirildi.
Filtrelere 200’er pL yikama tamponu 2 ¢dzeltisinden ilave edildi ve tiipler

13000 x g’de 2 dakika santrifiijlendi.

* Filtreler dikkatli bir sekilde toplama tiiplerinden ¢ikarilarak yeni steril tiiplere
aktarildi. Her bir filtre iizerine 50°ser pL eliisyon tamponu ilave edildi ve tiipler

8000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi.

Filtrelerden tiiplere gecen RNA oOrneklerinin saflik dereceleri spektrofotometrik

(NanoDrop 2000, Thermo) olarak absorbans degerleri A260/A280 orani ve dolayisi ile
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kalitesi belirlendi. Tiim numuneleri i¢in bu oran 2’nin {izerinde olanlar saf RNA olarak

kabul edildi. Elde edilen RNA’lar cDNA doniisiimii yapilana kadar -80 °C’de saklanda.

5.2.3.2. cDNA Sentezi

cDNA (komplementer DNA) sentezi i¢gin cDNA sentez kiti (Transcriptor First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit, Roche, Cat. No:04 896 866 001) kullanildi. Reaksiyon

karisimi Tablo 7°de verilen bilesenlerden olusmakta idi.

Tablo 7. cDNA sentezi reaksiyon karigimi.

Hacim

Transkriptor ters transkriptaz 50 pL (20 U/uL)
Transkriptor reaksiyon tamponu (5%) 1mL
Koruyucu RNaz inhibitorii 100 puL (40 U/uL)
Deoksintikleotid karigimi 200 uL
Bagli-oligo(dT)1s 200 pL (50 uM)
Random hekzamer pirmeri 200 puL (600 uM)
Su, PCR-safliginda 2mL

e Total RNA’lar oda sicakligina getirildikten sonra 1s1 blogunda 65 °C’de 10
dakika bekletildi ve tekrar A260/280 orani dl¢iildii. Bu oran goz 6niine alinarak
tiim konsantrasyonlar en diisiik konsantrasyondaki ornegin degerine yakin
olacak sekilde eliisyon tamponu kullanilarak esitlendi.

e 250 pL’lik PCR tiiplerine Tablo 7°e gore hazirlanan karisimdan 10 pL konulup
tizerine 10 pL izole edilen total RNA numuneleri eklendi.

e Gen amplifikasyon cihazinda (Gen Amp PCR System 9700) 25 °C’de 10
dakika, 50 °C’de 1 saat ve 85 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakild.

Elde edilen numunelerin absorbansi nanodrop ile dlgiilerek A260/A280 oranlari
belirlendi. Bu oranlar yaklasik 1.8 civarinda idi. Gruplar arasinda konsantrasyon farki
olmamasi i¢cin ¢cDNA konsantrasyonlar1 esitlendi ve sonrasinda RT-PCR asamasina

gegildi.
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5.2.3.3. Ger¢cek Zamanh PCR

Gergek zamanli PCR (Real Time PCR: RT-RCR)’da PONL1 geni ve internal kontrol
geni olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni ekpresyonu igin Real Time Ready
Catalog Assay (PON1 gene, Roche, ref:05532957001, config. no:100079078; GAPDH
gene, Roche, ref: 05532957001, config. no:100079087) ve Light Cycler 480 Probes
Master (Cat no:04 707 494 001) kullanildi.

Primer dizileri
Roche Real time ready PON Assay 1D: 105300,
Ileri primer dizisi: 5>-CCCTCATGGGATTAGCACA-3’,
Geri primer dizisi : 5°- ACTTGGCATCTGGATGGTTC-3”
Roche Real time ready GAPDH Assay ID: 1411309,
fleri primer dizisi: 5°>~AGCCACATCGCTCAGACAC-3’
Geri primer dizisi : 5>-GCCCAATACGACCAAATCC-3’)

Spesifik olarak {iiretilen UPL problar kullanilarak iiretici firmanin yonlendirmeleri

dogrultusunda Roche LightCycler 480 Il marka cihaz ile RT-PCR gergeklestirildi.

Tablo 8. Real Time PCR analizi i¢in gerekli reaksiyon karigimi.

Reaktif (PON1 ve GAPDH ig¢in) Hacim (uL)
LightCycler 480 Probes master 10
Real time ready assay 1
PCR safliginda su 4

e RT-PCR pleytlerinin her bir kuyucuguna Tablo 8’de belirtilen reaksiyon
karisimi (15 pL) ilave edildi. Uzerine 5’er L cDNA’lar ilave edildi. Her bir
numune 3 kez ¢alisildi.

e Pleytin lizeri seffaf folyo (LightCycler 480 Sealing Foil, Cat. no: 04 729 757
001, Lot no:13048402) ile hava almayacak sekilde kapatildi. Sonra 1500 X g’de

2 dakika santrifiij edilip cihaza verildi.
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e Cihaz ayarlar1 Tablo 9’da verilen sablona gore diizenlendi ve RT-PCR analizi

gergeklestirildi.

Tablo 9. RT-PCR protokolii.

Program Analiz Modu

On inkiibasyon -

Amplifikasyon Kantifikasyon
Sogutma -
Hedef Sicakhik °C Siire Sicakhik artis hizi
(°Cl/s)
On inkiibasyon
95 10 dakika 4.4
Amplifikasyon
95 10 saniye 4.4
60 30 saniye 2.2
72 1 saniye 4.4
Sogutma
40 30 saniye 2.2
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B5.04
60.04
55.01
50.04
45.04
40.0
3.0
300
5.0
200
15.04
100

Floresans (465-510 nm)

Amplifikasyon dongii say1st

Sekil 14. RT-PCR amplifikasyon egrileri.

Roche LightCycler 480-I1 cihaz1 ile O6l¢iim yapilarak Advanced Relative
Quantification programi ile sonuglar analiz edildi. Bu program ile amplifikasyon
dongiisiine karsilik floresans degisimi grafigi olugturuldu (Sekil 14). Hedef genin (PON1)
floresans sinyali artisina baslamasi i¢cin gegen amplifikasyon dongii sayilari internal
kontrol genin (GAPDH) dongii sayilarina oranlandi. Daha sonra ¢oziiniir siyah ¢ay, sitrik
asit/ sodyum sitrat ve katesin ilaveleri ile hazirlanan numunelerin verileri, negatif kontrol
numunelerin verilerine oranlandi. Boylece nispi gen ekspresyon degerleri elde edilmis

oldu.
5.2.4. PON1 Aktivitelerinin Tayini

PON1 aktiviteleri i¢in 6nce hiicre hemolizatlar1 hazirlandi. Sonra bu hiicre

lizatlarinda PON1’in paraoksonaz ve laktonaz aktiviteleri tayin edildi.
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5.2.4.1. HepG2 Hiicre Lizati Hazirlanmasi
Kullanilan ¢ozeltiler

PBS (Fosfat Tamponu), 10 mM, pH 7.4: 8.02 g NaCl, 0.18 g KCI, 0.863 g
NazHPOQg4, 0.471 g NaH2PO4 tartilarak 900 mL kadar saf su ile ¢6ziinmesi saglandi. pH’s1
7.4°e ayarlanarak saf su ile son hacim 1 L’ye tamamlandi. 0.22 pm’lik steril filtre ile

stuzuldu ve +4 °C’de saklanda.

Liziz tamponu: 10 mM’lik PBS’den 10 mL bos bir behere aktarilip iizerine 20 pL

Triton X-100 ilave edilip iyice ¢dziinmesi saglandi.
Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi

1x10° HepG2 hiicreleri son konsantrasyonlart 50 ve 100 pg/mL ¢dziiniir siyah;
18.25 ve 36.5 pg/mL sitrik asit/sodyum sitrat; 100 ve 250 uM katesin olacak sekilde ilave
edilerek 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakild1 ve hiicre kiiltiirii sitotoksisite ¢aligmasi

basamaklar1 aynen uygulandi. Ardindan:

e HepG2 hiicreleri alinip 15 mL’lik falkonlara aktarildi, 130 x g’de 6 dakika
santrifiij edildi ve iizerlerindeki s1vi1 atilip sadece hiicreler kaldu.

e Hazirladigimiz soguk PBS’den 500’er puL falkonlara ekleyip iyice pipetaj yapildi
ve 1.5 mL’lik ependorflara aktarild.

e Ependorflari santrifiij cihazina yerlestirip 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.

e Siipernatant atilip, 500’er pL soguk PBS eklendi ve 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi.

e Tekrar siipernatantlar atilip ependorflara 1 mL liziz tamponundan eklendi ve 1
dakika 80 kHz ile sonike (Sonics Vibra-Cell, 42174L) edildi.

e Ependorflar 20 dakika 15000 rpm’de santrifiij edildikten sonra slipernatant kismi

aktivite tayinlerinde kullanildi.

5.2.4.2. Paraoksonaz Aktivitesi Tayini

PON1 enzimi paraoksonaz enzim aktivitesi ile paraoksonu (O,O-dietil-Op-
nitrofenol fosfat) hidrolize ederek dietil fosfat ve p-nitrofenole ayirir (Sekil 15). P-

nitrofenoliin 405 nm’deki absorbansi, PONI1’in paraoksonaz aktivitesi ile dogru

orantilidir (95).
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Sekil 15. Paraoksonun paraoksonaz enzimi ile iiriinlerine doniismesi (92).

Kullanilan Cozeltiler

Tampon (100 mM Tris - 2 mM CaCly, pH:8.0): 1.454 g Tris ve 0.0266 g CaCl>
tartilip iizerine 80 mL saf su ilave edildikten sonra iyice ¢6ziilmesi saglandi. pH’s1t HCI

ile 8’e ayarlandiktan sonra son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Paraokson: Bos bir ependorfa 493 uL etanol konuldu ve {izerine 7 pL paraokson

ilave edilip iyice vortekslendi. Karanlik ortamda muhafaza edildi.
Aktivite Tayini

Aktivite 6lglimii igin Tablo 10’da belirtilen pipetlemeler uygulandi.

Tablo 10. Paraoksonaz aktivitesi tayininde reaksiyon karigimi.

Numune (nL) Kor (uL)
Hiicre lizati 50 -
Tris baz + CaCl; 240 240
Paraokson 10 10
dH20 - 50

Versamax Microplate Reader cihazinda, 37 °C’de, 412 nm dalga boyunda, 3 dakika
stireyle, kore karst kinetik okuma yapild1 ve asagidaki formiile gore enzim aktiviteleri

hesaplandi (93).
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AA Vix 106

Enzim aktivitesi (U/L)= dakika  ex/ xV.
S

Vi: Toplam hacim (uL)

Vs: Numune hacmi (uL)

&: Molar absorbtivite sabiti (412 nm igin 18050 Mt cm™)
[: Isik yolunun uzunlugu (cm)

AA: 1 dakikadaki absorbans farki (a2, okuma — AL okuma)-

PONI1 paraoksonaz aktivitesi, toplam protein degerlerine oranlandi ve mU/mg protein

olarak sonuglar verildi.

5.2.4.3. Laktonaz Aktivitesi Tayini

PONL1 enzimi laktonaz enzim aktivitesi ile dihidrokumarini hidrolize ederek 3-(o-

hidroksifenil) propiyonik aside gevirir (Sekil 16).

H,0 OH
>

Laktonaz

O O OH

Dihidrokumarin 3-(2-hidroksifenil) propiyonik asit

Sekil 16. Dihidrokumarinin laktonaz aktivitesi ile iirline doniismesi.

3-(o-hidroksifenil) propiyonik asidin 270 nm’deki absorbansi, PON1’in laktonaz

aktivitesi ile dogru orantilidir.
Kullanilan Cozletiler

50 mM Tris, pH:8.0: 0.647 g Tris 80 mL saf suda ¢oziildii. pH’s1 HCI ile 8’e

ayarlanip son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2mM’lik CaCl>: 0.261 g CaCly tartilip 80 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra son hacim

100 mL’ye tamamlandi.
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Dihidrokumarin: 974.4 uL metanol iizerine 25.6 puL dihidrokumarin ilave edilip

iyice vortekslendi. Karanlikta muhafaza edildi.
Aktivite Tayini

Aktivite ol¢limii i¢in Tablo 11°de belirtilen pipetlemeler uygulandi.

Tablo 11. Laktonaz aktivitesi tayininde reaksiyon karigimi.

Numune (uL) Kor (uL)
Hiicre lizat1 5 -
Dihidrokumarin 10 10
CaCl» 85 85
Tris-baz 900 900
dH.0 - 5

Aktivite 6l¢timleri igin SHIMADZU UV-1601 cihazinda, 37 °C’de, 270 nm dalga
boyunda, 3 dakika stireyle, kore karst kinetik okuma yapildi ve delta absorbans alinarak
asagidaki formiile gore numunelerdeki enzim aktivitesi hesaplandi (94).

AA % Vi x 106
dakika ex[ xV

Enzim aktivitesi (U/L)=

Vt: Toplam hacim (uL)

Vs: Numune hacmi (uL)

&: Molar absorbtivite sabiti (270 nm igin 1295 M cm™)
[: Tsik yolunun uzunlugu (cm)

AA: Son absorbans ile ilk absorbans arasi fark (A2 — Al).

PONL1 laktonaz aktivitesi, toplam protein degerlerine oranlandi ve U/mg protein

olarak sonuglar verildi.
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5.2.5. Apo A-l Tayini

Apo A-l tayini i¢in once hiicre lizatlar1t PON1 aktivite tayininde anlatildig1 gibi
hazirlandi. Daha sonra ticari ELISA Kiti (Elabscience, E-EL-H0125) asagida belirtilen
sekilde kullanilarak Apo A-l seviyeleri belirlendi. Kitte Apo A-I’in 19-267. amino

asitlerde baglanma ger¢eklesmekte idi.

Inkiibasyonlar karanlik ortamda ve ¢alkalayicida yapildi.

96’lik pleyt kuyucuklarina 100’er pL standartlardan, kérden ve numunelerden
ilave edilerek 90 dakika, 37 °C’de bekletildi.

Kuyucuklar 3 kez yikama tamponu ile yikanarak 100 puL biyotinli antikor ilave
edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklar 3 kez yikama tamponu ile yikandiktan sonra 100 pL HRP
(Horseradish peroxidase) konjugati ilave edildi ve 30 dakika inkiibasyona
birakildi.

Kuyucuklar 5 kez yikama tamponu ile yikandiktan sonra 90’ar pL substrat
cozeltisi eklenip 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

50’ser uL reaksiyon durdurma cozeltisi ilave edilerek hemen 450 nm’de

absorbanslar1 okundu.

Standart grafik (Sekil 17) yardimiyla numunelerdeki Apo A-I konsantrasyonlari

hesaplandi. Apo A-I degerleri, protein degerlerine gore standardize edilmek i¢in protein

tayini sonucu elde edilen protein degerlerine boliindii. Dolayist ile her bir numune i¢in

Apo A-I degerleri ng/mg protein seklinde verildi.
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Sekil 17. Apo A-I standart grafigi.

5.2.6. Protein tayini

HepG2 hiicrelerinden elde edilen lizatin protein tayini Bradford metodu (95) ile
yapildi. Bu metodun prensibi; organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue G250’ nin
fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 600

nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler

Bradford reaktifi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250 5 mL % 95°lik etanolde
¢oziildiikten sonra iizerine 10 mL % 85’lik H3POa eklendi. Son hacim distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

Sigir Serum Albiimini: 1, 0.8, 0.6, 04, 02, 01 ve 0.05 mg/mL

konsantrasyonlarinda albiimin standartlar1 hazirlandi.

Bradford metodunun hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Bu nedenle hazirlanan
hiicre lizat1 2 kat distile su ile seyreltilmistir. Tablo 12’e gore pipetlemeler yapildi ve 600

nm’de absorbanslar1 okunarak standart grafik (Sekil 18) yardimiyla sonuglar hesaplandi.
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Tablo 12. Protein tayini (Bradford) deney basamaklari.

Kor (unL) Standart (uL) Numune (pL)
Distile Su 10 - -
Standart - 10 -
Numune - - 10
Bradford Reaktifi 100 100 100

Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

600 nm’de absorbanslar1 okundu.

07 - y =0.9346x ~
R2=0.9883

Absorbans (600 nm)
o
FEN

0 T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 18. Protein tayini standart grafigi.
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5.3. istatistiksel Analizler

Her gruba ait degerler, aritmetik ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.
Parametrelerin normal dagilima uygunlugu “Kolmogorov-Simirnov” testi ile kontrol
edildi. Normal dagilima uyan parametreler “One way ANOVA?” testi ile degerlendirildi.
Gruplar arasindaki iligskinin ortaya konabilmesi i¢in “Post-hoc Tukey” analizi kullanildi.
p < 0.05 degerleri istatiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Sitotoksisite Sonuclari

Tablo 13°de ¢Oziiniir siyah c¢aym, sitrik asidin ve Kkatesinin farkli

konsantrasyonlarinin HepG2 hiicrelerine sitotoksik etkileri gdsterilmektedir.

Tablo 13. HepG?2 hiicrelerinde % canlilik sonuglart (n=3).

(ng/mL) 50 100 250 500 1000 2500

CSC

% canlilik  119+1,28 100+1,57 550,95 30+1,47 24+0,27  25+0,28

» (ng/ml) 18,25 36,50 91,25 1825 365 912,5
(2]

S % canlilik 10943,60 114+£1,59 116+1,14 115179 107+0,84 84+1,58
_ (M) 25 50 100 250 500 750

5 % canlihk 123+1,61 115£1,74 116+1,71 106+1,63 98+0,46 89 0,99

CSC: ¢oziiniir siyah ¢ay, SA/SS: sitrik asit/sodyum sitrat. Ortalama + standart hata.

48 saatlik inkiibasyon sonunda canlilik oranlar1 en yiiksek veriler g6z oniine alindiginda
50 pug/mL ve 100 pg/mL ¢oziiniir siyah ¢ay (CSC); bunun bilesimine denk gelen 18.25
pg/mL ve 36.5 pg/mL sitrik asit/sodyum sitrat (SA/SS); 100 uM ve 250 uM katesin
konsantrasyonlari ¢alismanin ilerleyen evrelerinde kullanilmistir.

6.2. Coziiniir Siyah Cayin PON1 Gen Ekspresyonlarina Etkisi

Sekil 19°da iki farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢6ziiniir siyah cay, sitrik
asit/sodyum sitrat ve katesin numunelerinin HepG2 hiicre serilerindeki PON1 gen

ekspresyonlarina etkileri nispi oran olarak gdsterilmektedir.
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Sekil 19. Coziiniir siyah ¢ay (CSC), sitrik asit/sodyum sitrat (SA/SS) ve katesin
numunelerinin HepG2 hiicrelerinde 12, 24 ve 48 saat’lik inkiibasyonu
sonucunda PON1 gen ekspresyonlarina etkisi. * 12. saatte, ¥ 48. saatte negatif
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli, p<0.05 (n=3).

Negatif kontrol (herhangi bir numune ilave edilmeyen) HepG2 hiicreleri ile
karsilagtirildiginda 12. saatte tim numunelerin, PON1 gen ekspresyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli artiga neden oldugu goriildii (p<0.05). En fazla artis 250 pM’lik katesin
inkiibasyonu ile tespit edildi. Artis miktarlar1 yliksekten diisiige dogru siralamasi ise 100
uM’lik katesin, 36.5 pg/mL’lik SA/SS, 50 ug/mL’lik CSC, 18.25 pg/mL SA/SS ve 100
pg/mL CSC seklinde idi. Katesin 250 uM, katesin 100 uM’e gore istatiktiksel olarak daha
fazla artisa neden oldugu (p<0.05) ancak SA/SS’nin 2 farkli konsantrasyonlar1 arasinda
anlamli farkin olmadig1 gozlendi (p<0.05). CSC ise diisiik konsantrasyonu 50 pg/mL’lik
konsatrasyonu 100 ug/mL’lik konsantrasona gére daha yiiksek artig gosterdi (p<0.05).

24. saatte numunelerin hi¢biri PON1 ekspresyonlar1 yoniinden istatistiksel olarak

anlamli bir fark gostermedi (P>0.05).
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48. saatte 18,25 pug/mL’lik SA/SS, 100 ve 250 uM’lik katesin numunelerinin
ekpresyon artigina neden oldugu belirlendi (p<0.05).

Inkiibasyon saati farkliligia gére PON1 ekpresyonlar: incelendiginde 250 pM’lik
katesin hari¢, diger numuneler 12. saatte daha yiiksek ekpresyon gosterirken 24. ve 48.

saatte ise daha az ekpresyon gosterdigi tespit edildi.

Bu veriler goz oniine alindiginda 250 uM’lik katesinin en etkili PON1 gen

ekpresyon artisina neden oldugu ifade edilebilir.
6.3. Coziiniir Siyah Cayin PON1 Paraoksonaz ve Laktonaz Aktivitelerine Etkileri

Cozlinlir siyah c¢ay, sitrik asit/sodyum sitrat ve katesinin iki farkli
konsantrasyonlarinin HepG2 hiicre serilerindeki PON1 paraoksonaz aktivitelerine etkileri
Sekil 20°de, PONL1 laktonaz aktivitelerine etkileri sekil 21°de gosterilmektedir.
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Sekil 20. Coziiniir siyah ¢ay (CSC), sitrik asit/sodyum sitrat (SA/SS) ve katesin
numunelerinin HepG2 hiicrelerinde 12, 24 ve 48 saat’lik inkiibasyonu
sonucunda PON1 paraoksonaz aktivitelerine etkisi. Ortalama degere gore
cizilmistir (n=2).

50



Sekillerde paraoksonaz ve laktonaz aktiviteleri toplam protein degerlerine
oranlanarak verilmistir. Numunelerin negatif kontrol ile karsilagtirma sonucunda kag kat

degisim gosterdigi de asagida agiklanmistir.

HepG?2 hiicrelerinin 50 pg/mL ve 100 ng/mL CSC; 18.25 pg/mL ve 36.5 pg/mL
SA/SS; 100 uM ve 250 uM katesin numuneleri ile inkiibasyonlar1 sonucu negatif kontrol
numunesi ile karsilastirildiginda PON1 paraoksonaz aktivite verilerinde sirasiyla 12.
saatte 1.2, 1.9, 1.6, 2.6, 1.3 ve 2.1 kat; 24. saatte 2.1, 1.3, 1.4, 1.2, 1.2 ve 2.3 kat; ve 48.
saatte 1.6, 1.7, 1.8, 1.7, 1.3 ve 1.6 kat artig gozlendi. 12. saatte daha yiiksek
konsantrasyonlu numuneler daha fazla PON1 aktivitesi artisina neden olmusken 24. ve
48. saatlerde dahil olmak iizere tiim veriler géz Oniline alindiginda PONI aktivitesi

arttirmada 250 pM katesinin en etkili numune oldugu sdylenebilir.

O 12. saat
B 24 saat

L] 48. saat

PONT1 Laktonaz aktivitesi (U/mg protein)
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Sekil 21. Coziiniir siyah ¢ay (CSC), sitrik asit/sodyum sitrat (SA/SS) ve katesin
numunelerinin HepG2 hiicrelerinde 12, 24 ve 48 saat’lik inkiibasyonu
sonucunda PONI1 laktonaz aktivitelerine etkisi. Ortalama degere gore
cizilmistir (n=2).
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Sekil 21°de goriildiigii gibi, HepG2 hiicrelerinin 50 ug/mL ve 100 pg/mL CSC;
18.25 pug/mL ve 36.5 ug/mL SA/SS; 100 uM ve 250 uM katesin numuneleri ile

inkiibasyonlar1 sonucu negatif kontrol numunesi ile karsilastirildiginda PON1 laktonaz

aktivite verilerinde sirastyla 12. saatte 1.2, 1.7, 2.0, 2.3, 2.1 ve 2.0 kat; 24. saatte 1.6, 1.9,

1.9 ve 2.7 kat artis gosterirken katesin numuneleri azalis gosterdi. 48. saatte 18,25 pg/mL

SA/SS numunesinde 1.1 kat artis hari¢ diger numunelerde azalis gozlendi. SA/SS

numunelerinin daha PON1 laktonaz aktivitesi artisina neden oldugu sdylenebilir.

6.4. Coziiniir Siyah Cayin Apolipoprotein A-I Diizeylerine EtKkisi

Sekil 22°de iki farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢o6ziinlir siyah cay, sitrik

asit/sodyum sitrat ve katesin numunelerinin HepG2 hiicre kiiltiir serilerindeki Apo A-I

protein seviyelerine etkileri gosterilmektedir.
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Sekil 22. Coziiniir siyah ¢ay (CSC), sitrik asit/sodyum sitrat (SA/SS) ve katesin

numunelerinin HepG2 hiicrelerinde 12, 24 ve 48 saat’lik inkiibasyonu
sonucunda Apo A-I protein seviyelerine etkisi. * 12. saatte, negatif kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli, p<0.05 (n=3).
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Kontrol HepG2 hiicreleri ile karsilastirildiginda 12. saatte 100 pg/mL’lik ¢oziiniir
siyah ¢ay, 18,5 pg/mL’lik sitrik asit/sodyum sitrat ve 250 uM’lik katesin numunelerinin,
Apo A-I seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artisa neden oldugu tespit edilirken 24.
ve 48. saatlerde numunelerin istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi

belirlendi.

Bu calisma sonuclarina bakildiginda genel olarak 12. saatte en belirgin artiglar
gozlenirken 48. saate dogru gittikce PON1 gen ekpresyonlarinin ve paraoksonaz ve

laktonaz aktivetelerinin azaldig1 gozlenmektedir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Coziiniir siyah ¢ay, 6zel islemlerle tamamen toz haline getirilmis, suda ¢oziilebilen
ve soguk olarak da tiiketilebilen bir siyah cay iiriiniidiir. Ulkemizde oldukea yiiksek
miktarda tiiketilen siyah cay, Camellia Sinensis yapraklarimin g¢ay fabrikalarinda
islenmesi ile elde edilmektedir. Coziiniir toz haldeki ¢ayin kolay ¢6ziinmesi ve soguk

olarak da tiiketilebilmesi bir avantajdir.

Bu calismada kullanilan ¢6ziiniir siyah ¢ay, daha dnceden Dog¢. Dr. Cesarettin
Alasalvar tarafindan TUBITAK 110G028 projesi kapsaminda kimyasal analizleri
yapilarak bilesenleri belirlenmis ve insanlar {izerine kardiyovaskiiler etkileri
degerlendirilmis ancak kardiyovaskiiler etkileri heniiz yayina doéniistiirilmemis bir
caydir. Coziiniir siyah cay, siyah ¢ayin ekstraksiyon, santrifiijleme, kurutma ve yigisma
islemleri sonucu elde edilmektedir. Bu g¢ayda karbohidrat bilesimi oldukg¢a yiiksek
oldugu, minerallerden potasyum, vitaminlerden pantotenik asit, flavonollerden epigallo
katesin, fenoliklerden tearubiginler, alkaloitlerden kafein, amino asitlerden teaninin

yiiksek miktarda bulundugu belirtilmistir (7).

Camellia Sinensis yapraklarindan elde edilen g¢aylarin saglik iizerine etkilerini
degerlendiren c¢alismalar mevcut olmasina ragmen ¢Oziiniir siyah c¢aymn lipid

metabolizmasina etkilerine ait ¢calismaya arastirdigimiz kadari ile rastlanilamamuistir.

Bu ¢aligma in vitro bir ¢aligma olup ¢6ziiniir siyah ¢ayin hepatosit hiicre (HepG2)
serilerinde kardiyovaskiiler hastaliklar i¢cin 6nemli bir parametre olan HDL nin en 6nemli
antioksidan enzimi yani PON1 ekspresyonuna ve aktivitelerine (paraoksonaz ve laktonaz)
ve HDL’nin en 6nemli bileseni ve en fazla proteini olan Apo A-I seviyelerine etkileri

incelendi.

Bu calismada ¢0ziiniir siyah ¢aya ilaveten kontrol numuneleri olarak igilebilir
¢Oziiniir siyah ¢ay yiiksek oranda bulunan sitrit asit/sodyum sitrat karigimi1 ve Camellia
Sinensis bitkilerinden elde edilen ¢aylarin Onemli bileseni olan katesin kontrol

numuneleri olarak kullanildi.

Ilk énce MTT testi ile numunelerin HepG2 hiicre serilerindeki sitotoksisitesi
belirlendi. Bu amagla hiicre ortamina son konsantrasyonlar1 50, 100, 250, 500, 1000 ve
2500 pg/mL CSC; bu ¢ay konsantrasyonlara denk gelen 18.25, 36.5, 91.25, 182.5, 365 ve
912.5 pg/mL SAJ/SS; ve 25, 50, 100, 250, 500 ve 750 uM katesin olacak sekilde ilave
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edilerek 48 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre canlilik oranlar1 belirlendi. MTT sonucuna
gore canlilik oranlar1 en yiiksek veriler géz oniine alindiginda (Tablo 13) 50 pg/mL ve
100 pg/mL ¢oziiniir siyah ¢ay (CSC); bunun igerigine denk gelen 18.25 pg/mL ve 36.5
pg/mL sitrik asit/sodyum sitrat (SA/SS); 100 uM ve 250 uM katesin konsantrasyonlarinin

caligmanin ilerleyen evrelerinde kullanilmasina karar verildi.

HepG2 hiicre serilerinde PON1 gen ekspresyonlar1 RT-PCR ile belirlendi ve nispi
ekspresyon seklinde degerlendirildi. Sekil 19°da gosterildigi gibi negatif kontrol HepG2
hiicreleri ile karsilastirildiginda 12. saatte tim numuneler, PON1 gen ekspresyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli artisa neden oldu (p<0.05). Ekspresyon artisi orani en fazla
olandan en aza dogru siralanisi 250 pM’lik katesin > 100 uM’lik katesin > 36.5 ug/mL’lik
SA/SS > 50 pg/mL’lik CSC > 18.25 pug/mL SA/SS > 100 pg/mL CSC seklinde idi.
Ayrica 250 pM’lik katesinin, 100 uM’lik katesine gore istatiktiksel olarak daha fazla
artisa neden oldugu (p<0.05) ancak SA/SS’nin 2 farkli konsantrasyonlari arasinda anlaml
farkin olmadig1 (p<0.05), 50 pg/mL’lik CSC’m 100 pg/mL’lik konsantrasyonuna gore
daha fazla artis yoniinde etki gosterdigi (p<0.05) belirlendi. Diger taraftan 24. saatte
numunelerin hi¢biri PON1 ekspresyonlar1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermezken (P>0.05) 48. saatte 18.25 pg/mL’lik SA/SS, 100 ve 250 uM’lik katesin
numunelerinin PON1 ekpresyonun artisina neden oldugu gézlendi (p<0.05). Inkiibasyon
saati farkliligina gore PON1 ekpresyonlari incelendiginde 250 pM’lik katesin haric, diger
numuneler 12. saatte daha yliksek ekpresyon gosterirken 24. ve 48. saatte ise daha az
ekpresyon gosterdigi tespit edildi. Inkiibasyon zamani arttikga ekspresyon etkisinin
azalmasi ise zamanla ekspresyonu inhibe eden molekiillerin agiga ¢ikabilecegine veya

mRNA’nin inkiibasyon siiresi artisiyla yikilmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu bilgiler g6z 6niine alindiginda 250 uM’lik katesinin en etkili PON1 gen
ekpresyon artisina neden oldugu ifade edilebilir. PON1 ekspresyona etki yoniinden siyah
cayda ziyade igilebilecek konumdaki siyah ¢ay tozunda bulunan sitrik asit ve sodyum
sitratin ve cay bitkisinin temel bilesenlerinden olan katesinin ¢dziiniir siyah caya gore

daha etkili oldugunu séylemek miimkiindiir.

Hamelet ve ark. (97) calismalara gore, hiperhomosisteinemili farelere katesin
verilmesi PON1 gen ekspresyonunda artisa yol agmaktadir. Ayrica naringenin, katesin ve

kuersetin gibi diyet polifenolleri, aril-hidrokarbon-reseptorii bagimli mekanizma ile
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PONL1 gen ekspresyonlarini arttirdigi tespit edilmistir (104). Nar suyu ve onun 6nemli
polifenolleri olan punikalajin, gallik asit ve elajik asit ile hepatoma hiicre serisi HuH7’ye
DMEM medyumda 24 saat inkiibasyonu ile yapilan bir ¢alismada nar suyu ve
polifenollerinin PON1 mRNA ekspresyonunu ve protein ekspresyonunu arttirdigi ancak
en fazla ekpresyon artiginin gallik asit ve ardindan punikalajin polifenolleri ile oldugu,
nar polifenollerinin cAMP - Protein kinaz A yolu ile hepatositlerde PON1 gen
ekspresyonunu uyardigi ifade edilmistir (105). HepG2 ve HuH7 hepatositlerini bir
alkoloid olan berberin ile muamele edildiginde PON1 ekspresyonunun trasnkripsiyonal
seviyede arttig1 ve burada JNK/c-Jun sinyal mekanizmalarinin rol aldigi belirlenmistir
(106). Jaichander ve ark. (96), 0.25 mM ve 0.5 mM alkolik aspirin ¢ozeltisinin HepG2
hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyonu sonras1t PON1 ekpresyonunu sirasiyla yaklasik 2 kat
ve 4 kat olmak tizere attirdigini rapor etmislerdir. Ayrica PON1 aktivitesinin ise her iki
konsantrasyonda yaklagik 2 kat arttigini gozlemislerdir. Gouédard ve ark (107),
DMSO’da ¢oziinmiis fenofibrik asit ve fluvastatin ve simvastatin gibi statinlerle muamele
edilmis DMEM medyumlu HuH7 hepatosit hiicre kiiltiirii calismasinda fenofibrik asidin
PONL1 ekspresyonunu arttirdigini ancak statinlerin PON1 ekspresyonlarini diigiirdiigiini
gozlemislerdir. Bu ¢alismaya zit olarak, simvastatinin HepG2 hiicrelerinde PONI
promoter aktivitesini 2 kat artirdigini ifade eden ¢alismada mevcuttur (108). Akbiyik ve
ark. (109), PPARa ligantlarinin si¢an karaciger hepatoma hiicresi MH-7777 A kiiltiiriinde
PON1 ekspresyonunu artisina neden oldugunu ancak insan karaciger hepatoseliiler
karsinoma HepG2 hiicre serilerinde herhangi bir artisa neden olmadigmni tespit
etmiglerdir. Diger taraftan okside fosfolipidler, hepatositlerde PON1 mRNA
ekspresyonunu azalmaktadir (110). bin Ali ve ark. (111) lipopolisakkaritin erkek farede
PON1 mRNA’y1 azaltirken disi farede arttirdigini belirledigi calisma neticesinde
PON1’in mRNA seviyesinde diizenlenmesinde cinsiyetin 6nemli oldugunu ifade

etmislerdir.

PONI1 ekspresyon ve aktivite caligmalarinda ve lipid metabolizmas ile ilgili
caligmalarda HepG2 ve HuH?7 hiicre serileri kullanilmaktadir. HepG2 ve Huh7 hiicreleri,
HDL’nin énemli bir proteini olan Apo A-I ekspresyonu yoniinden karsilastirildiginda
HepG2 daha fazla ekspresyon gozlemlenmistir ancak 5-aza-deoksisitidin HepG2
hiicrelerinde Apo A-I mRNA ekspresyonlarinda azalmaya neden olurken Huh7

hiicrelerinde artmaya neden olmustur (112). HepG2 hiicrelerindeki Apo B ihtiva eden
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lipoproteinlerin lipidce fakir oldugunu ve Huh7 hiicrelerinde VLDL daha fazla oldugunu
ifade eden ¢alisma (113) olmasina ragmen Huh7 hiicreleri Apo B ihtiva eden lipoprotein
metabolizmas1 modellerinde HepG2 hiicrelerine gore herhangi bir avantaji olmadigini
lade eden ¢alismada mevcuttur. Bizim ¢alismada imkanlar ¢ergevesinde HepG2 hiicre

serilerini temin edebildik ve bu nedenle de ¢alismay1 hepG2 hiicre serilerinde yiirtittiik.

Sekil 20’de numunelerin HepG2 hiicre serilerindeki PON1 paraoksonaz
aktivitelerine etkileri gosterilmektedir. HepG2 hiicrelerinin 50 pg/mL ve 100 pg/mL
¢Oziiniir siyah ¢ay; 18.25 ng/mL ve 36.5 pg/mL sitrik asit/sodyum sitrat; 100 uM ve 250
pM  katesin numuneleri ile inkiibasyonlar1 sonucu kontrol numunesi ile
karsilastirildiginda PON1 paraoksonaz aktivite verilerinde sirastyla 12. saatte 1.2, 1.9,
1.6, 2.6, 1.3 ve 2.1 kat, 24. saatte 2.1, 1.3, 1.4, 1.2, 1.2 ve 2.3 kat ve 48. saatte 1.6, 1.7,
1.8, 1.7 1.3 ve 1.6 kat artis gozlendi. 12. saatte daha yliksek konsantrasyonlu numuneler
daha fazla PON1 aktivitesi artisina neden olmusken 24. ve 48. saatlerde dahil olmak {izere
tiim veriler g6z oniine alindiginda PON1 aktivitesi arttirmada 250 uM katesinin en etkili

numune oldugu sdylenebilir.

Sekil 21°de iki farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢6ziiniir siyah cay, sitrik
asit/sodyum sitrat ve katesin numunelerinin HepG2 hiicre serilerindeki PON1 laktonaz
aktivitelerine etkileri gosterilmektedir. HepG2 hiicrelerinin 50 pg/mL ve 100 pg/mL
¢Oziinlir siyah cay; 18.25 pg/mL ve 36.5 ng/mL sitrik asit/sodyum sitrat; 100 uM ve 250
uM  katesin numuneleri ile inkiibasyonlar1 sonucu kontrol numunesi ile
karsilastirildiginda laktonaz aktivite verilerinde sirasiyla 12. saatte 1.2, 1.7, 2.0, 2.3, 2.1
ve 2.0 kat, 24. saatte 1.6, 1.9, 1.9 ve 2.7 kat artis gézlenirken katesin numuneleri azalig
gosterdi. 48. saatte 18.25 pg/mL sitrik asit/sodyum sitrat numunesinde 1.1 kat artis harig

diger numunelerde azalis goézlendi.

Bitki bilesenlerinin ekpresyonlara etkilerinin incelendigi ¢calismalarin cogunda sulu
cozelti yerine alkolik veya DMSO’da ¢6ziilmiis numuneler kullanilmasina ragmen bu
caligmada insan i¢gimine uygun olan ¢oziiniir siyah ¢ayin etkisi incelemek amag oldugu
icin, etanolik veya DMSO insan i¢in uygun olmadig i¢in, sulu ¢ozelti kullanmay1 tercih
ettik. Jaichander ve ark. (101), 0.25 mM ve 0.5 mM alkolik aspirin ¢ozeltisinin 48 saatlik
inkiibasyon sonrasi paraoksonaz aktivitesinin her iki konsantrasyonda yaklasik 2 kat

arttigin1 gozlemislerdir. Hamelet ve ark (97), hiperhomosisteinemili farelere katesin
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verilmesinin PON1 aktivitesinde ve gen ekpresyonunda artisa yol actigini tespit
emiglerdir. Jaiswal ve ark. (98) 30 giin boyunca 20 mg/kg DMSO’da ¢6zlilmiis katesin
Wistar siganlara verildiginde arilesteraz kativitesinin anlamli Ol¢lide arttigini
belirlemislerdir. Tas ve ark. (19) normal siganlara 3 ve 6 hafta siire ile yesil cay verilmesi
ile paraoksonaz aktivitesinde anlamli bir farkin olmadigin1 ancak diabetik ratlara sadece
6 hafta siire ile verildiginde anlamli artisin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica arilesteraz

aktivitesinde ise yesil ¢ayin etkili olmadigini ifade etmislerdir.

Sitrik asit, metal iyonlarin1 baglayarak serbest radikal kaynakli lipid
peroksidasyonunu engeller yani antioksidan 6zellik gosterir (114). Ancak Abdel salam ve
ark. (102), lipopolisakkaritle oksidatif stres olusturulmus farelerde oral yolla alinan sitrik
asidin oksidatif strese etkisini inceledikleri calismada diisiik miktarda sitrik asidin beyin
dokusunda PONI aktivitesini arttirdigin1 ancak sitrik asit miktar1 arttirildik¢a aktivitenin
azaldigini, karaciger dokusunda ise sitrik asidin arttirici etkisinin olmadigini hatta yiiksek

konsantrasyonlarda anlaml diisiise neden oldugunu rapor etmislerdir.

Sekil 22°de ¢oziiniir siyah cay, sitrik asit/sodyum sitrat ve katesin numunelerinin
HepG2 hiicre kiiltiir serilerindeki Apo A-I protein seviyelerine etkileri gosterilmektedir.
Kontrol HepG2 hiicreleri ile karsilastirildiginda 12. saatte 100 pg/mL’lik ¢6ziiniir siyah
cay, 18.5 ng/mL’lik sitrik asit/sodyum sitrat ve 250 pM’lik katesin numunelerinin, Apo
A-I seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artisa neden oldugu tespit edilirken 24. ve
48. saatlerde numunelerin istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi

belirlendi.

Bahorun ve ark. (15), normal bir diyetle birlikte ¢ay i¢ilmesinin kardiyovaskiiler
hastalik riskini azalttig1 ve viicudun antioksidan kapasitesinin arttigi; Zhao ve ark. (100),
siyah cayin kardiyovaskiiler riski olanlarda LDL-kolesterol’ii diisiirdiigiinii ancak total
kolesterol ve HDL-kolesterol seviyelerini anlamli diizeyde degismedigi; Davies ve ark.
(17) hiperkolesterolemik bireylerde siyah g¢ay tiiketiminin total kolesterol ve LDL-
kolesterolii diisiirdiigiinii ancak HDL-kolesterol, Apo B ve Apo A-1 seviyeleri anlamli
olgiide degistirmedigini; ve Hakim ve ark. (16) Suudi kadinlar ile yaptigi ¢alismada giinde
450 mL’den fazla siyah cay tiiketenlerin tiiketmeyenlere gore daha diisiik trigliserid, total
koloesterol, LDL ve VLDL kolesterol seviyelerine sahip oldugunu ifade etmislerdir.

Siyah cayin en onemli bilesenlerinden olan, teaflavinlerin hepatik lipid birikimini
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azalttigin1 (96); teasinensin A ve tearubiginlerin sirastyla fekal nétral ve asidik steroid
attllmin1  hizlandirarak, teaflavinlerin ise farkli mekanizmalarla hepatik kolesterol
miktarmi diisiirdiigiinii (97); teaflavin ile zenginlestirilmis yesil ¢ayin diisik LDL-
kolesterol seviyesi ile sonuclandigini (98) ¢alismalari ile gdstermislerdir. Diger taraftan
Trautwein ve ark. (18), kolesterolii yiiksek kisilere saflastirilmis teaflavin ve teaflavin-

katesin verilmesi ile LDL-kolesterol seviyelerinin anlamli degismedigi belirtmislerdir.

Bu caligmaya elestirisel bakmak gerekirse eksiklikler soyle siralanabilir. Hiicre
kiiltiirtinde hiicrelerin ¢ok fazla ¢ogaltilamamasi nedeniyle PON1 ekpresyonlar1 ve Apo
A-l seviyeleri li¢ kez calisilmasina ragmen aktivite calismalar iki kez calisilmis ve
ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapilmistir. Aktivite ¢alismalarinin zaman almast,
aktivitelerin hiicre hemolizati elde edilince kisa siirede c¢alisilmasi gerekliliginden ve
spektrofotometre cihazinda olusan sorunlardan dolay1 3. calisma yapilamamistir. Diger
taraftan bu ¢alismada kullanilan ¢6ziiniir ¢ayin igilebilir sekilde hazirlanmis cay olmast,
bu cayr olusturan bilesenlerin fazla olmasi, etkilerin siyah ¢aya ait mi yoksa diger
bilesenlere ait mi oldugunun tam olarak belirlenmemesine neden olmustur. Ancak
calismamizda bu sorunu ortadan kaldirmaya yonelik olarak ¢6ziiniir siyah ¢ayda katki
maddesi olarak en fazla bulunan sitrik asit ve sodyum sitrat karigimi ve dnemli bir ¢ay

bileseni olan katesin kontrol numunesi olarak ¢aligilmistir.

Bu calisma sonuclarina bakildiginda PON1 ekspresyonlar1 ve aktiviteleri ve Apo
A-I seviyeleri genel olarak 12. saatte en belirgin artiglar gdstermis 48. saate dogru gittikce
azalis sergilemistir. Ancak ¢Oziiniir siyah ¢ayin hazirlanma asamasinda kullanilan sitrik
asidin 6zellikle PON1 ekspresyonu artisinda daha etkili oldugu goriilmektedir. Kullanilan
sitrik asidin ¢Oziinlir ¢ayin antiaterojenik etkisini gostermede katkida bulundugu,
Camellia Sinensis bitkilerinden elde edilen gaylarin 6nemli bileseni olan katesinin en az
¢ozilinlir siyah ¢ay kadar etkili oldugu sdylenebilir. Ancak sunu séylemek miimkiindiir ki
bitki bilesenleri ayr1 ayr1 daha iyi etki gosterebilse de viicuda alinabilir ve daha yaygin
kullanilan formu olan kompleks formlar1 ayni etkileri gdstermeyebilecektir. Bu nedenle
besinlerin viicuda alindigi hali ile etkilerinin incelenmesi daha faydali olacaktir. Bu

caligma ile de bu gosterilmistir.
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Sonug olarak igilmeye hazir haldeki ¢oziiniir siyah ¢ay, bilesimleri ile HDL
metabolizmasini diizenlemede etkili olabildigi in vitro ¢alisma ile gosterilmis olsa da,
¢Oziiniir siyah ¢ayin HDL metabolizmasina etkilerini ayrintili sergileyebilecek in vivo

caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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