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OZET

Periferal kan mononiiklear hiicreleri (PBMC’ler) yuvarlak ¢ekirdek igeren kan
hiicreleridir. Bu hiicrelerin ¢ogu lenfosit ve dendritik hiicrelerdir. Diger hiicre dizilerine
gore kolay ulagilabilir ve hassas olmalar1 nedeniyle, terapotik testleri yapmak icin
PBMC’ler tercih edilir.

D vitamini birgok fonksiyondan sorumlu olan ¢ok &nemli bir vitamindir.
Bagirsak ve kemik metabolizmasinda, kalsiyum ve fosfat emilimi saglamanin yaninda
immiinomodiilatér etkileri de vardir. Insanlarin %350’sinden fazlasinda D vitamini
eksikligi vardir, bu nedenle gida endiistrisi lirlinlere D vitamini takviyesi yapmaktadir.
Tannik asit giinliik 6giinlerde bulunan polifenoldiir. Tannik asitin proteinlerle kompleks
olusturmasi ve bazi sindirim problemlerine neden olmasi kendisinden istenmeyen bir
molekiil olarak bahsedilmesine yol agmistir. Ancak hayvan modellerinde kanitlandig
gibi antimikrobiyal ve antiviral etkiye sahiptir. Probiyotikler belirli dozlarda
kullanildiginda insana fayda saglayabilen mikroorganizmalardir. Probiyotikler yer ve
besin i¢in yarisarak insanlar1 patojenlerden koruyabilir. Ayrica bazi probiyotikler epitel
hiicrelerinin yiizeyinde mukus {iiretimini artirarak fiziksel destek saglar, bu da hiicreye
patojenlerin baglanmasint zorlagtirir. Monosodyum glutamat (MSG); Asya’nin
dogusunda kullanilan yaygin bir tatlandiricidir. Ancak MSG’nin yiiksek miktarda
tiketilmesi hafif agr1 ve kizarikliga (Cin restoran1 sendromu), obezite ve ndorolojik
hastaliklara yol agmaktadir. Mitokondriyal solunum zincirindeki bir elektron tasiyici
olan koenzim Q10 (CoQ10) gesitli hiicre tiplerini oksidatiflere kars1 korur ve apoptuzu
inhibe eder.

Bu ¢alismada yukarida adi gegen maddelerin saglikli bir donérden alinan
PBMC’lerin canlilig1 lizerindeki etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. PBMC’ler LPS
ile uyarilmis ve 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle D vitamini, tannik asit, probiyotikler,
MSG ve CoQ10 ile muamele edilmistir. Tannik asidin hiicreler iizerinde en yiiksek
sitotoksik etkiyi gosterdigi ve bunu CoQ10’nin takip ettigi; ancak D vitamini ve
MSG’nin hiicre canlilig1 iizerinde herhangi bir etki gostermedigi bulunmustur. Ayrica
probiyotikler hiicre canliligini anlaml sekilde azaltmistir. Ayni sekilde CoQ10 farkli bir
zaman noktasinda yiiksek toksisite gostermistir. Bu alanda daha once az g¢alisma
yapilmis ve daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: D vitamini, MSG, Probiyotikler, CoQ10, tannik asit ve PBMC
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SUMMARY

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) are the blood cells contain round
nuclei. The majority of the cells are lymphocyte and dendritic cells. PBMCs have some
features such as: easily accessible and more sensitive than other cell lines to some
substances making them ideal to test some therapeutic assays.

Vitamin D is a crucial vitamin that is responsible for a lot of functions. Calcium
and phosphate absorption in the intestine and bone metabolism and it has
immunomodulatory effects. More than %50 of humans have vitamin D deficiency
therefore; food industry section adds vitamin D to their products. Tannic acid is
polyphenol exist in our daily meals. In general tannic acid is an undesirable molecule
because it causes a lot of digestive problem including forming a complex with proteins.
But its show anti-microbial and anti-viral effect as it proved in animal models.

Probiotics are the microorganism that can confer benefits to the human when it’s
used at a specific dose. Probiotics can protect humans from pathogens by competing for
places and nutrients. Furthermore, some probiotics provide physical support by increase
mucus production on the surface of epithelial cells making pathogens attachment to the
cell harder. Monosodium glutamate (MSG) is a common flavoring used in the east of
Asia. But consumption of MSG at high concentration leads to mild pain and redness
(Chinese restaurant syndrome), obesity, and neurological diseases. Coenzyme Q10
(CoQ10) an electron transporter in the mitochondrial respiratory chain protects a variety
of cell types against oxidative and it inhibits apoptosis.

In this study, it was aimed to investigate the effect of the above mentioned
substances on the viability of PBMCs isolated from healthy donors. PBMCs were
stimulated with LPS and treated with vitamin D, tannic acid, probiotics, MSG, and
CoQ10 for 24, 48, 72 and 96 hr. Tannic acid has the highest cytotoxic effect on the
cells, followed by CoQ10; however, it has been found that vitamin D and MSG have no
effect on cell viability. Probiotics also reduced significantly cell viability. In the same
way, Coenzyme Q10 show high toxicity at a different time point, the previous
researches in this field are really few and more researches are needed.

Keywords: vitamin D, MSG, Probiotics, CoQ10, tannic acid and PBMCs.
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1 GIRIS

Erken bagisiklik sistemi arastirmalari; insanlar asilanmaya basladiginda
hastaligin viicutta yayilmasmi Onlemeyi amaglamistir. Bu arastirmalarda, Koch
tarafindan hastaliklarin esas nedeni olarak mikroorganizmalarin tanimlanmasimdan,
Edward Jenner tarafindan ¢igek hastaligina karsi yapilan asilamanin basarili olmasina
kadar, mikroorganizmalarin oliime neden olduguna veya bagisiklik hiicrelerinin
mikroorganizmalar1 yok edebilecege dair kanitlar yoktu (Janeway vd., 2001). Bagisiklik
sistemi, patojenleri ve yabanci parcaciklari yok eden hayati isleve sahip olmasi
nedeniyle, insan viicudundaki en 6nemli sistemlerden biridir ve etkinliginde herhangi

bir aksakligin olugsmasi ‘firsat¢1 hastaliklar’ adi verilen spesifik hastaliklara yol acabilir.

Bagisiklik sistemi insan viicudundaki diger sistemlerde oldugu gibi hiicreler,
dokular ve organlardan olusur. Organlar arasinda diyaframin altinda sol iist karin
boslugunda bulunan dalagin yapisi, lenf diiglimiine benzer ve kan rezervuari olarak
calisabilir, boylece oksijene ihtiya¢ duyuldugunda organlara kan saglayabilir. Bagka bir
islevi ise, Ozellikle beyaz pulpada meydana gelen lenfositlerin cogalmasi ve
farklilasmasidir. Dalak pulpas: fonksiyonel ve morfolojik olarak farkli iki bdliime
ayrilir: a) beyaz pulpa (¢ogunlukla lenfosit icerir) b) kirmizi pulpa (RBC ve lenfosit
icerir). Her iki pulpa da kanin saflastirilmasia yardimer olur. Timus, areolar doku ile
birbirine bagli iki lobdan olusmaktadir ve onlar1 lopguklara ayiran lifli kapsiil ile
cevrelenir. Timustaki mikro ortam, korteks ve medulla (Rezzani vd., 2014) olarak
bilinen iki kisma sahip olan stroma (Taub vd., 2005) adi verilen farkli hiicrelerden
olugur. Timus, gogiis kemiginin arkasindaki soluk borusu yaninda bulunur. Bu salgi
bezinin biiylikliigii yaslanarak azalmaktadir, bu nedenle gen¢ insanlarda yaslh insanlara
gore daha biiyiiktiir. Medulla, T hiicrelerinin olgunlasmasinda 6nemli bir kurala sahip
oldugu diisiiniilen timozini salgilar. Kemik iligi, kal¢ca kemigi gibi uzun diiz kemiklerin
ici bos boliimiinde bulunan stingerimsi dokudur. Cok fazla yag iceren sar1 kemik iligi ve
kan hiicrelerinin iiretildigi kirmizi kemik iligi olmak iizere iki tip kemik iligi vardir.
Lenf diigtimleri, ¢ok sayida lenfosit liretmek ve depolamak i¢in lenf damarlarina bagh

kiiglik boyutlu (1-25 mm) 6zel lenfoid organlardir. Lenf dolgulu siniisler ve kapsiille



cevrili coklu lenfoid lopguklardan olusurlar. Tek baslarina veya agizda bademcikler ve

bagirsak duvarindaki peyer plaklari gibi gruplar halinde bulunurlar.

Lenfoid doku, cilt, sindirim ve solunum yollarina dagilmis bir bagisiklik
hiicreleri toplulugudur. Bagirsak viicuttaki en biiyiik lenfoid doku kitlesine sahip oldugu
i¢in sindirim sistemi bagisiklik sisteminde 6nemli bir parga kabul edilir. Lenfoid doku

kadin tireme yolunda mukoza ile iliskilidir.

Cilde giren mikroorganizmalar ¢ogalmaya ve viicuda yayilmaya galisir; ancak
bu mikroorganizmalarla bagisiklik sistemindeki ana savasgilar olan fagositler ve
lenfositler tarafindan enflamasyon ile miicadele edilir (Exploring Immunology:

Concepts ve Evidence, 2013).

Tiim bagisiklik hiicreleri kemik iligindeki kok hiicrelerden tiretilir, daha sonra
kan veya lenf icinde dolasir, bag dokusuna gecer veya bagisiklik organlarinda toplanir.
Immiin sistem hiicreleri cesitli gruplara ayrilir. Mast hiicreleri bag dokusunda ve
mukozada bulunur, mikroorganizmalarin varligini tespit edebilir. Bu hiicreler
uyarildiginda, sitokin ve histamin igeren graniilleri sayesinde enflamasyon
reglilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Histamin enflamasyona ek olarak allerji ve
anafilaksi vakalari ile de iliskilidir. Makrofaj iki fagosit tiirlinden biridir. Spesifik
savunma sistemindeki hiicrelerin iiretimini uyaran interferon ve interlokin salgiladiklari
icin enflamasyonda rol oynarlar. Makrofajlar ayn1 zamanda temizleyici gorevi gorr,
viicudu oli hiicrelerden ve diger dokiintiilerden kurtarir. Kan dolasiminda dolasan
monositlerden olusurlar. Monositler kan akigindan ayrilirken makrofaja farklilasir, bu
nedenle makrofajlarin kanda olmayip dokularda ve organlarda bulunmasi dikkat
cekicidir. Plazmositler ve efektor B hiicreleri olarak da bilinen plazma hiicreleri,
antijene baglanan antikorlar (immiinoglobulin) iiretir. Glikoprotein veya lipoprotein vb
gibi bir madde, bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan yabanci olarak tanmabilir, bu
durum bagisiklik yaniti uyarir. Antijen-antikor kompleksi olustugunda, patojeni yok
ederek bir dizi eylemi aktiflestirir. Lokositler (beyaz kan hiicreleri) iki gruba ayrilir: a)
ilk grup bazofiller, eozinofiller ve nétrofiller; b) ikinci grup ise lenfositler ve monositler
gibi graniilsiiz 16kositlerdir. Bazofiller nadir 16kositlerdir, bazik leke (ismi nedeniyle)

nedeniyle sitoplazmada koyu mavi lekeli graniillere sahip iki loblu bir ¢ekirdege



sahiptir. Mast hiicreleri ile baz1 benzerlikleri vardir, dyle ki heparin ve histamin iiretme
kabiliyetleri nedeniyle giiclii enflamasyon uyaricilaridirlar. Eozinofiller, iki loblu
cekirdekler gibi bazofiller ile ayn1 karaktere sahiptir ve seyrektirler; ancak graniilleri
boya nedeniyle turuncu renge sahiptir (eozin). Parazitik enfeksiyon ve alerjik cevap ile
iligkili enflamasyon bdolgelerine tasinirlar. Eozinofiller ve mast hiicreleri, patojenlerin
epitel hiicrelerin baglanmasini 6nlemek i¢in mukus iiretimi gibi ortak fonksiyonlara
sahiptirler. Notrofiller, insan kaninda en fazla bulunan ve toplam beyaz kan hiicreleri
(WBC)’lerinin yaklasik %70’ini olusturan hiicrelerdir. Nétrofiller, Staphylococcus ve
Streptococcus gibi ¢esitli enflamasyona neden olan bakterilere karsi aktiftir. Kemik
iliginde iretilir ve olgunlastirilir, patojeni yok ettikten sonra enflamasyon bdolgelerine
dogru hareket eder ve kan dolasimina salinirlar. Bu yiizden uzun omiirli degillerdir

(Human Anatomy ve Physiology, 2014).

Monositler kandaki baslica fagositlerdir. Kemik iliginde tiretilir ve makrofajlara
farklilastiklar1 hedef dokuya ulastiklarinda kana salinirlar. 1-2 giinliik kisa bir dmiirleri
vardir. Ayrica insanlarin kan ve dendritik hiicrelerinde, cilt, akciger, mide, burun gibi
periferal epitel dokusunda bulunurlar. Dogal ve adapte olmus bagisiklik cevap arasinda
baglanti olarak caligirlar; ¢iinkii PRR (patern tanima reseptorleri)’ler gibi farkli bir

molekiil tipini algilayabilirler. Bazi bakteri ve viriisleri de taniyabilirler.

Enfeksiyonun tipine ve sitokin gibi enflamasyon bolgesinde salgilanan madde
tirii gibi baz1 uyaricilara bagli olarak dentritik hiicreler (DC) &zelliklerini degistirir.
Periferal dokudan diigiimler gibi ikincil lenfoid dokuya goc ederler, bu gogiin sonucu
olarak periferal dokuda enfeksiyon sirasinda olusan antijen, T hiicreleri tarafindan
taniabilir. Bu organlarda DC’ler antijene 6zgii T lenfositler 6zellikle CD4 T hiicreleri
ile etkilesime girebilir. Saf T hiicrelerinin tam aktivasyonu icin gereken 6zel molekiiler
ozellik gosterdikleri i¢in, bir¢ok tipte adaptif bagisiklik sistemini baglatabilirler.
Plazmasitoid DC’ler bu hiicrelerin farkli tipleridir, ¢cok sayida endoplazmik retikulum
icerirler ve bu agidan plazma hiicrelerine benzerlik gosterirler. Tip 1 interferon (IFN)
adi1 verilen spesifik sitokinleri salgilarlar ve antiviral yanitta rolleri vardir. Ayrica
insanlarda, tamamen farkli olan ve yukarida belirtilen DC tipleri ile karistirilmamasi
gereken folikiiller DC’ler bulunur, bunlar T hiicresi tepkisinde yer alan dnceki tiplerin

karsisinda B hiicresi tepkisinde rol oynarlar (Human Anatomy ve Physiology, 2014).



Bagisiklik sistemi, her yabanct maddeyi savasmak ve yok etmek igin
tanimalidir; yabanci maddeler bakteri ve viriis gibi farkli kaynaklardan gelen antijenler
olarak adlandirilir. B hiicrelerinin antijen tanima molekiilleri, immunoglobulinler (lg)
adlandirilir. Bu proteinler ¢cok ¢esitli antijen B hiicreleri tarafindan iiretilir, boylece her
antikor farkli antijene baglanir. Membrana bagli immiinoglobulinler antijen igin
reseptorler olarak islev goriir ve bu B hiicrelerinin (plazma hiicreleri) ana
Sfonksiyonudur. Antikorun iki ayr1 islevi vardir: Ilk islev V bdlgesi de denen degisken
bolge tarafindan gerceklestirilen antijene spesifik olarak baglanmaktir. Cilinkii bu bolge
antikor molekiilleri arasinda farkli bir amino asit dizisine sahiptir. ikinci fonksiyon,
kisaca C bolgesi olarak adlandirilan sabit bir bolge tarafindan gerceklestirilen bagisiklik
hiicrelerinin etki ettikleri hiicreleri ¢ekmektir. C bolgesi fonksiyonu, antijenin V
bolgesine baglanmasini tantyan bir reseptordiir ve sonunda antikor {iretimini saglayan
bir sinyal iletir. Ayrica T hiicrelerinde sadece T hiicrelerinin aktivasyonu igin sinyaller
indiikleyen bir antijen tanima molekiilii bulunur. Bu T-hiicresi reseptorlerinin her ikisi
de V ve C bolgelerine sahip oldugundan, hem yapisal olarak hem de spesifik hale
getiren genetik mekanizmalara sahip olduklarindan, genetik olarak immiinoglobulinler
ile iliskilidir. Ancak T hiicreleri farklidir; ¢linkii antijeni dogrudan tanimaz ve
baglamazlar, bunun yerine diger hiicrenin yilizeyindeki biiyiik histokompabilite
kompleksi (MHC) molekiillerine bagl bir peptit antijeninin bir kismini tanirlar. MHC
molekiilleri, MHC olarak bilinen genis bir gen kiimesi tarafindan {iretilen
glikoproteindir. En dis yiizeyleri boyunca uzanan yariklara sahip olmalar1 nedeni ile
onemli bir karaktere sahiptirler, boylece c¢esitli peptitleri baglanabilirler. Yukarida
belirtildigi gibi T hiicresi reseptorii, MHC molekiillerine bagli bir antijenin 6zelliklerini
taniyabilir. Bu, T hiicresi tarafindan MHC siirlamasi olarak bilinen bu tanima yeni bir
ozellik ekler, cilinkii herhangi bir T hiicresi reseptorii bir antijene 6zgii degildir; ancak

antijenin bir MHC molekiilii ile kombinasyonu i¢indir.

PBMC, lenfositler (T ve B hiicreleri), monositler, dogal 6ldiiriicti hiicreler ve
dendritik hiicreler gibi yuvarlak cekirdege sahip olan bagisiklik hiicreleridir. Bazofiller,
eozinofiller ve notrofiller gibi graniiler bagisiklik hiicreleri PBMC’lerin bir parcast
olarak kabul edilmemektedir. Belirli kimyasallar ve santrifiij kullanilarak PBMC’ler

kolaylikla izole edilebilir. Kolay izole edilebilir olmas1 avantajlarindan biri olarak kabul



edilir; ancak bagirsak mukozasindaki bagisiklik hiicrelerine farkli bir fenotipleri vardir.

(Verhoeckx vd., 2015)

Bu ¢alismada maddelerin saglikli bir donérden alinan PBMC’lere uygundiktan

sonra canlilik iizerine olan etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2 LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 D Vitamini

D vitamini eksikligi diinya niifusunun yaklasik %50’sini etkiler (Holick, 2007).
Diinya ¢apinda yaklasik 1 milyar insanda D vitamini eksikligi goriiliir (Holick, 2007)
(Lips vd., 2006). Gelismekte olan arastirmalar, D vitaminin kanser, kalp hastalig1 ve tip
2 diyabet gibi bazi hastaliklara karsi olas1 roliinii desteklemektedir, bir¢cok bilim insant,
insanlarin D3 vitamini takviyesini en az 1000 IU’ya yiikseltmelerini 6nermektedir. D
vitaminin iki formu vardir. ilk form giinese maruz kalan mantarda bulunan D2’dir. Bu
D vitamini formu insanlar tarafindan sentezlenemez; bunun yerine insan gilineste
kaldiginda D3 vitamini sentezleyebilir. Dogal olarak sentezlenen D vitamini inaktif ve
aktif D1,25(0OH).D formunu olusturmak i¢in karacigerde ve bdbrekte daha fazla
enzimatik modifikasyona ihtiya¢ duyar (Lips vd., 2006). D vitamini, kalsiyum ve fosfor
emilimini sirasiyla %30-40 ve %80 artirmada 6nemli bir role sahiptir (Lips vd., 2006)
(Lappe vd., 2008). D vitamininin aktif formu 1,25-dihidroksivitamin D
(1,25(0OH)2D)’dir. D1,25(0OH)2D hiicresel proliferasyonun inhibisyonu, anjiyogenezin
inhibisyonu, insiilin tiretiminin uyarilmas1 ve makrofaj katelisidin liretiminin uyarilmasi
gibi bir¢ok biyolojik etkiye sahiptir (Stolzenberg-Solomon vd., 2006, Chlebowski vd.,
2008, Stolzenberg-Solomon vd., 2009).

Amerika Tip Enstitiisiine gore ( Institute of Medicine, IOM), 21-29 ng/ml
25(0OH)D, D vitamini eksikligi olarak tanimlanmistir (Malabanan vd., 1998, Heaneyvd.,
2003), Heaney, 2004, Holick, 2007, Hansen vd., 2008, Bischoff-Ferrari vd., 2008).
Cocuklar ve yetigkinler i¢in D vitamini i¢in ana kaynak giines 1s1g1dir (Brot vd., 2001,
Holick, 2007, Moan vd., 2008, Maeda vd., 2007), giines koruyucu kullanmak cildin D
vitamini sentezini %95’inden fazla azaltir (Matsuoka vd., 1987).

D vitamini eksikligi (VDD) kalsiyum, fosfor ve kemik metabolizmasinda bazi
anormalliklerle sonuglanir (Heaney, 2004, Lips vd., 2006, Holick, 2007, Holick vd.,
2014). VDD kalsiyum ve fosfor emiliminde azalmaya neden olur ve bu da paratiroid
hormon (PTH) seviyelerinde artisa neden olur. Bu yiiksek PTH seviyelerinin bir sonucu

olarak, osteoklast aktivitesi lokal kemik zayiflig1 olusturarak artar ve kemik materyali



yogunlugunda (BMD) azalmaya neden olur, bu da osteopeni ve osteoporoz ile
sonuglanir. Iskeletteki yetersiz miktarda mineral, 6zellikle ¢ocuklarda rasitizm olarak

bilinen iskelet deformasyonlarina yol agar (Holick, 2006a),

Cesitli faktorler D3 vitamini tiretimini olumsuz yonde etkileyebilir. Bunlar, artan
cilt pigmentasyonu, yaslanma ve giines koruyucularin topikal uygulanmasidir (T.L vd.,
1977, Matsuoka vd., 1987, Holick, 2007). Enlem degisikligi, mevsim degisikligi, giiniin
saati gibi cografi faktorler, giinesin zirve agisini degistirerek D3 vitamin {iretimini

onemli 6l¢iide etkilemektedir (Holick, 2007, Holick vd., 2018).

D vitamini steroid hormonu gérevi goren yagda ¢dziinen bir vitamindir. UV nin
ciltte 7-hidrokolesteroliin D vitaminine doniisiimiinii indiikledigi bilinmektedir (Japelt
vd., 2013) (Sekil 2.1). D vitamini aktiflesmek icin iki hidroksilasyona ugrar. Ilki
karacigerde ikincisi ise bobrekte gerceklesmektedir. Vitaminin aktif formuna kalsitron
(1,25-dihidroksivitamin Ds3) denir ve yarilanma 6mrii yaklasik 15 saattir; kalsidoil (25-
hidroksivitamin D3) yaklasik 15 giinliik yarilanma 6mriine sahiptir (Melissa K., 1998).
la-hidroksilaz, bobrekte ve diger dokularda bulunan ve 25(OH) D formundan
1,25(0OH).D formuna doniistiirilmesinden sorumlu olan bir enzimdir. Bu vitaminin
aktif formu kanda 25(OH)D’den daha diisiik konsantrasyonda bulunur; ancak D
vitamini reseptoriine (VDR) daha yiiksek bir afinitesi vardir (Dusso vd., 2005).
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Sekil 2.1.7-hidrokolesteroliin D vitaminine doniistimii
(Sekil 2.1 ChemDraw Professional programu ile ¢izilmistir.)

Yapilan en erken c¢alismalardan biri; 1,25(OH)2D tedavisinin, Kkeratinosit,
notrofiller ve makrofajlar gibi ¢esitli hiicre dizilerinde ve birincil kiiltiirde katelisidin
mRNA’y1 up-regiile ettigini gostermistir (Wang vd., 2014). Katelisidin, insandaki ii¢
ana antimikrobiyal peptit ailesinden biridir. Notrofiller, makrofajlar1 ve deri (Stern,
2005), solunum yolu (Bals vd., 1998) ve siirekli olarak patojenlere maruz kalan
gastrointestinal sistem (Gallo vd., 1997) gibi periferal epitel hiicreleri igeren immiim

hiicreleri katelisidin Uretir.

Katelisidin viriis ve mantarlara ek olarak gram-pozitif ve gram-negatif
bakterileri karsi genis bir antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Ramanathan vd., 2002).
Ayrica, antimikrobiyal peptit katelisidin ve [-defensini kodlayan genlerin
kolaylastiricist {izerinde D vitamini yanit elementinin (VDRE) varligi bildirilmistir
(Wang vd., 2014). B-defensin baska bir antimikrobiyal protein ailesidir. Son
zamanlarda yapilan bir caligmada; TLR2/1L insan makrofaji ile Toll benzeri reseptoriin
(TLR) uyarilmasinin VDR ve D vitaminin aktif forma donistiiriilmesinden sorumlu
enzim olan la-hidroksilazin up-regiilasyona yol agtig1 gésterilmistir (Liu vd., 2006).
Ayn1  zamanda, insan makrofaj kiltlirinin TLR2/1L  uyarimi varhiginda

1,25(0OH).Dz’iin katelisidin mRNA ekspresyonun up-regiile edildigi gozlemlenmistir.



Makrofaj kiiltiirtinde Mycobacterium tuberculosis'in 6liimiine yol agan bir katelisidin
konsantrasyonu fark edilmistir (Liu vd., 2006). Otoimmiinitenin dogal seyri belirsiz
olsa da; teori genetik yatkinligin ve ¢evresel faktorlerin klinik hastaligin gelisiminde rol
oynadig1 yoniindedir (Cannell vd., 2008). D vitaminin T hiicreleri, B hiicreleri ve
dendritik hiicreler gibi ¢esitli hiicre tipleri iizerinde immiinomodiilator bir etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (Deluca vd., 2001, Arnson vd., 2007). Daha once
bahsedilen tiim hiicre tipleri VDR ifade eder ve kendi aktif D vitaminini iiretebilecek
kapasiteye sahip enzimler iiretir(Veldman vd., 2000, Etten vd., 2008,
Correale, 2009, Norman, 2014).D vitamini T hiicresi reseptdriiniin neden oldugu
T hiicresi proliferasyonunu baskilar ve sitokin iiretim profilini degistirir (Ve ldman
vd., 2000). Toplam kayma bir yardimer T hiicresi 1 (TH1) fenotipinden bir TH2
tepkisine dogrudur (Mattner vd., 2000). T hiicresi tarafindan interlokin-2 (IL-2) ve
INF-a gibi sitokin tiretimi, D vitaminine maruz birakilarak azaltilirken, IL-5 ve IL-10,
TH2 tepkisine dogru bir kayma ile istikrarh bir sekilde artar (Overbergh vd., 2000,
Boonstra vd., 2014).

D vitamininin en derin etkisi dendritik hiicreler (DC) iizerinedir (Griffin vd.,
2001, Steinmeyer vd., 2009). D vitamini bu hiicreler iizerinde farkli etki
mekanizmalarina sahiptir. Monositlerin  olgunlasmamis DC’lere farklilasmasini,
DC’lerin olgunlasmasini ve hayatta kalmasmm etkileyebilir (Griffin vd., 2001,
Canning vd., 2001, Halteren, vd., 2004, Piemonti vd., 2014and Gauzzi
vd., 2015). Ayrica D vitamini IL-12’yi azaltarak diizenler ve DC’ler tarafindan IL-10

tiretimini artirir; bdylece TH2 fenotipine gegisi uyarir (Penna vd., 2016).

D vitamini IgG {retimini azaltir, ayrica periferal tek ¢ekirdekli hiicre
proliferasyonu tizerinde olumsuz bir etkisi vardir (Lemire vd., 1984). Ayrica KH 1060
ve EB 1089 gibi D vitamini analoglarinin PMBC’lerin proliferasyonu tizerinde inhibitor
etkisi oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle bazi hastaliklarin tibbi tedavisinde énemli rol
oynayabilir (Stio vd., 2001). KH1060, anti- tiimor nekroz faktori-o (TNF-a) ile sinerjik
olarak iltihabi bagirsak hastaliinda (IBN) TNF-a seviyesini azaltir. VDR proteini

Crohn hastaligt (CD) hastalarinda 6nemli Olgiide azalirken, ayni protein seviyesi
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KH1060 veya anti-TNF-o veya bunlarin {lseratif kolit (UC) hastalarindaki
kombinasyonunun arttig1 gozlemlenmistir. CD hastalarinda anti-TNF-a veya KH 1060
ile kombinasyon kullanildiginda Bcl-2 seviyelerinde hafif bir azalma goriliirken Bax
protein seviyelerinde hafif bir artis olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada UC hastalarinda
Bcl-2 ve Bax protein diizeylerinde artis oldugu goriilmiistiir (Stio vd., 2006). D
vitamininin ve analogu EB1089’un hem saglikli hem de IBD hastalarinda PMBC
proliferasyonunu inhibe ettigi ve sadece saglikli ve CD hastalarinda apoptozu

indiikleyebildikleri bulunmustur (Maria Martinesi, 2008).

2.2 Tanenler

Bate-Smith ve Swain bitkisel tanen molekiillerini 500-3000 Dalton (D) arasinda
bir molekiiler agirliga sahip, suda ¢oziiniir fenolik bilesikler olarak tanimlamislardir. Bu
bilesikler c¢ok sayida hidroksil grubuna sahip oldugu igin diger proteinler ve
makromolekiillerle ¢ok fazla etkilesime girebilirler (lax, 1994). Tanenler; proteinler,
nisasta ve sindirim enzimi ile kompleksler olusturduklari i¢in besin yoniinden
‘istenmeyen’ olarak kabul edilir. Tanenlerin biiyiime orani, yem verimliligi ve protein
sindirilebilirligindeki azalmadan sorumlu oldugu bildirilmistir (Hulse, 1979, Deshpande
vd., 1984, Taylor vd., 2009). Ayrica bagka etkileri de vardir. Gastrointestinal sistemin
mukozasina zarar verirler; bazi katyon atiliminda, proteinlerin ve aminoasitlerin artan
atillminda baz1 degisiklere sebebiyet verir (Singleton, 1969). Tanenler ve tannik asit, is
saglig1 giivenligi ve yonetimi (Occupational Safety and Health Administration, ABD)
(OSHA) tarafindan kategori 1 gecici kanserojen olarak kabul edilmislerdir (Safety ve
health Administration, 1977).

Onceki galigmalarda da tanenler hem mutajen hem de karsinojen kabul edilmistir.
Bazi bolgelerde tannik asit, bir sicana hepatokarsinojenik oldugu i¢in insan karaciger
kanserinin etiyolojisi olarak kabul edilir (Kirby, 1960). Sebze ve meyve tiikketen birey
ile kanser gelisme riski arasinda ters bir iliski vardir. Yesil ¢ayin kanser olusumu
tizerindeki etkisi caligilmistir. Yesil ¢ay polifenol fraksiyonunun uygulanmasinin, fare
derisinde 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) ile indiiklenen timér gelisimini
inhibe ettigi bulunmustur. Yesil ¢aym oral uygulamasi fare derisinde UV 1s18a bagh
timor olusumu gelisimini baskilar (Conney vd., 1992). Ayrica 10-20g/l Merulius
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lacrymans ve Penicillium tiirlerinin  bliyiimesini  engellediginden tanenlerin

antimikrobiyal etkileri oldugu bulunmustur (Ehmcke, 2014).

Tanenler ayrica antioksidan ve radikal tutucu aktiviteye sahiptir. Antioksidan ve
radikal tutucu aktivite dahil tanen aktivitesinin biiylik Ol¢iide yapiya bagli oldugu
goriilmiistiir. Ornegin antiradikal etkideki artisin polimerizasyon derecesindeki artisla
iliskili oldugu gorilmiistiir (Sieniawska, 2015). Polifenol sinifi olan proantosiyanidin, in
vitro lipit peroksidasyonunu ve lipooksijenazlari inhibe eder ve yapilan birkag
calismada hidroksil, siiperoksit ve peroksil radikallerini ¢ikarma yetenekleri
kanitlanmistir (Georgiev vd., 2014). Bu bilesiklerin bazilari, 6rnegin prosiyanidin B1 ve
prosiyanidin B3, etkili antioksidanlar olarak kabul edilir; askorbik asitten (C vitamini)

veya a-tokoferolden daha giiglii antiksidanlardir (Iglesias vd., 2012).

Tanenlerin  antiviral aktivitesi tanenlerin yapisiyla smirli  goriinmektedir.
Tanenlerin Herpes simplex ve HIV viriisleri ve bunlarin sitopatik etkilerinin emilimini
engelledigi diisiiniilmektedir (Lipinska vd., 2014, Ekambaram vd., 2016). Bu
mekanizmanin, tanenlerin virlislin zarf bilesenine baglanma kapasitesi ile ilgili oldugu
gorlilmiistiir. Hidrolize edilebilir tanenlerden biri olan ellagaik asit, HBV ile enfekte
olmus hiicrelerde Hepatit B e-antijen (HBeAg) salgilanmasini inhibe etmesi nedeniyle
hepatit B virtisiine kars1 antiviral aktiviteye sahiptir (Marin vd., 2015). Son zamanlarda
arastirmacilar bir dizi polifenol reseptorii tizerinde ¢aligmaktadirlar. Bitkilerde bulunan
yaygin polifenol bilesiklerinden biri olan epigallocatechin gallate (EGCG) ti¢ farkli
reseptorli hedefler. Bunlar; laminin reseptorii (67LR), zeta zincirleriyle iligkili protein
(ZAP-70) ve retinoik aside bagli gen (R1G-1)’dir (Magrone vd., 2014, Zhu vd., 2018).
Laminin  reseptorii (67LR), notrofiller, monositler/makrofaj  (Achibana,
2011),(Sprangers vd., 2016), mast hiicreleri ve T hiicreleri (Yang vd., 2010, Ding vd.,
2018) ile ifade edilir ve bu hiicreler tarafindan enflamasyon ve adezyon gibi bazi
islemleri diizenler. EGCG ayrica 16semik hiicrelerde CD3’iin aracilik ettigi T hiicresi ile

indiiklenen yolu inhibe derek ZAP-70’in aktivitesini inhibe edebilir (Bode vd., 2010).

Polifenollerin bagirsak hiicreleri tizerindeki etkisini arastirmak i¢in birgok ¢alisma
yapilmistir. Bir grup saglikli periferik kan mononiiklear hiicreleri (PBMC)’ler NO

(nitrik oksit) tiretimini izlemek i¢in bir model olarak kullanilmis, kirmizi sarabin insan
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monositleri tarafindan NO iiretimini indiikleyebildigi ve salinan NO’in vazodilator
etkisinin aterosklerozu 6nlemeye yardimci oldugu bulunmustur (Loke vd., 2008). Bazi
calismalarda polifenollerin farklilasmasi ve olgunlasmay1 (Jing vd., 2014) etkiledigi
bulunmustur; fakat mekanizma tamamen aydinlatilamamistir. TLR baglantisi, mutajenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK), Akt ve niikleer faktor- (NF- xB) yollarmin
aktivasyonunu indiikleyerek DC aktivasyonuna (Jing vd., 2014, Lin vd., 2017) yol agar.
Ayrica dihidroksil fenolik asit gibi baz1 mikrobiyal metabolitler, saglikli PBMC’lerden
tretilen TNF-a, IL-1 ve IL-6’nin spesifik olarak in vitro olarak antiinflamatuar
Ozelliklerini inhibe eder (Khan vd., 2009).

Polialkoliin biiyiik bir grubu sitokin iiretimi ve metabolik aktivite tizerinde etkili
maddeler olarak kabul edilen flavonoidlerdir. Apigenin, krisin ve luteolin PBMC’lere
uygulanmis ve bu flavonoidlerin metabolik aktiviteyi ve sitokin iiretimini (TNF-a, IL-
1b ve IL-6) inhibe ettigi gorilmiistiir; ancak kersetin ve naringenin uygulanmasi
durumunda metabolik aktivite veya sitokin tiretimi gozlenmistir (Hougee vd., 2005).
Bagka bir c¢alismada flavonoidlerin, metabolitlerinin ve flavonoid-metabolit
kombinasyonlarmin akut monositik 16semi (THP-1) monositleri {izerindeki etkisi
aragtirtlmistir. 100 pM’de hiicre canlilig iizerinde olumsuz etkisi olan flavonoidlerin,
kersetin ve naringenin oldugu bulunmustur. Geri kalan flavonoidler, metabolitler ve
kombinasyonun THP-1 monositleri iizerinde higbir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica
iki flavonoid, bes metabolit ve dort kombinasyonu THF-a protein seviyelerini dnemli
Olgiide azaltmistir. THF-o. mRNA ekspresyonu RT-qPCR ile Oolgiilmiistir. Bu
bilesiklerin higbiri THF-oo mRNA ekspresyonunu inhibe etmemistir (Yalamanchili vd.,
2015). Polifenollerden biri, PBMC’ler gibi ¢esitli hiicre tiplerinde tannik asidin bileseni
olan ellagik asittir. Fitohemaglutinin (PHA) ile uyarilan PBMC’lerin ve uyarilmayan
PBMC’lerin, hiicreler iizerinde tehlikeli bir etki gostermeden ellagik aside direng

gosterdikleri bulunmustur (Jurani¢ vd., 2001).

2.3 Probiyotikler

Bilindigi iizere, bagisiklik yaniti1 yabanci maddelere maruz kaldiktan sonra baslar.
Bununla beraber, dengesiz bagisiklik yaniti enflamasyonlara, doku hasarlarina ve

hastaliklara yol agar. Bagirsak florasinin bagisiklik sistemi tarafindan algilanmasi,
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bagirsak homeostazinin korunmasinda onemli bir faktordiir. Bu nedenle bagirsak
florasinin manipiilasyonunun saglhigin korunmasi ve hastaliklarin Onlenmesi gibi
alternatif bir yaklasim oldugu diisiiniilmektedir. Probiyotik terimi yiyeceklerde
tilketildiklerinde konaga yarar saglayan bakterileri ifade etmektedir. Lactobacillus,
Bifidobacterium ve Saccharomyces insanlarda ve hayvanlarda yaygin olarak kullanilan
probiyotik bakterilerdir (Yan vd., 2014).

Probiyotiklerin bagisiklik sistemini desteklemek i¢in ¢esitli mekanizmalar1 vardir.
Patojenik bakteri etkisini bloke eden ve bagirsak epiteline toksinler ve patojenlerle
rekabet eden bazi bakteriyosidal maddeler iiretebilirler. Ek olarak, bagirsak epitel
hiicrelerinden koruyucu tepkiyi uyarir, bariyer fonksiyonunu artirir ve bagirsak epitel
hiicre yasamin1 destekler. Probiyotiklerin faydali etkisinin altinda yatan en Onemli
mekanizmalardan biri bagisiklik sisteminin modiilasyonudur. Probiyotikler dogustan
gelen bagigikliligi artirir ve TLR ayarli sinyal yolu ile patojenle indiiklenmis
enflamasyonu diizenler (Vanderpool vd., 2008). Probiyotikler dendritik hiicrelerin,
makrofajlarin ve T ve B lenfositlerinin islevlerini modiile ederek bagisiklik sistemini
diizenler (Vanderpool vd., 2008, Yan vd., 2011). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada
probiyotiklerin bagisiklik sistemini nasil aktive ettigi gosterilmistir. L. acidophilus, L.
casei, L. reuteri, B. bifidium ve Streptococcus thermophilus’tan olusan bir karigim
yiiksek seviyelerde IL-10, TGF-y, COX-2 ve indoleamin 2,3-dioksijenaz iireten
diizenleyici DC’leri artirmistir, bu da CD4 + CD25 popiilasyonundan CD4 + Foxp3 +
diizenleyici T hiicresi (Tregs) iiretimi indiikledigini ve dogal olarak olusan CD4 + CD25
+ treglerin baskilayici aktivitesini artirdigl gézlemlenmistir. Bu karisim, apoptozu ve T
hiicrelerini uyarmadan T yardimci (Th) 1, Th2 ve Th17 sitoksinlerini uyarmistir ve B
hiicresi hipo cevaplanabilirligi bu karigim tarafindan uyarilmistir. In vivo olarak bu
bakteri karisiminin, inflamasyon yerinde CD4 + Foxp3 + Treg’lerin zenginlesmesiyle
iliskili bagirsak iltihabini baskiladg1 goriilmiistiir. Bu, probiyotikler iltihapli hastaliklar
i¢in alternatif bir tibb1 yaklagimi temsil etmektedir (Kwon vd., 2009)

Bagirsak epitelyumu konak¢1 bag dokusunu dis ortamdan tek epitel hiicreleri
tabakasi, hiicreler arasi siki baglantilar ve mukus gibi fiziksel bariyerler ile ayrilir
(Gourbeyre vd., 2010). Fiziksel bariyerlere ek olarak, goblet hiicreleri tarafindan

glikozile edilmis miisin bakimindan zengin katmanin salgilanmasi ve eklenmesi ile
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olusan glikokaliks gibi biyokimyasal adaptasyon vardir. Fiziksel bariyerler ve
biyokimyasal adaptasyon birlikle epitelin apikal ylizeyinde viskoz tabakasini
giiclendiren goblet hiicresi sayisini artirarak bagirsak bariyerlerini giliglendirme
yetenegine sahiptir (Schiavi vd., 2011). Yapilan baska bir ¢alisma, yiiksek dozda L.
rhamnosus Lcr35’in, gen ekspresyonunda onemli bir degisiklige neden oldugunu ve
TNF, IL-1B, IL-12p70, 1L-12p40 ve IL-23 gibi pro-Thl6 sitokinlerinin iiretimini
artirdigin1 gostermistir. Ayrica L. rhamnosus Lcr35, dendritik hiicre zarinin fenotipinin
olgunlagsmasi iizerinde, CD86, CD83, HLA-DR ve TLR4 {iretimininde artis ve DC-
SIGN, MR, CDI14 iiretiminin azalmasi ile bir etki gostermistir. Sonu¢ olarak, L.
rhamnosus, insan dendiritik hiicrelerinin doza bagli bir immiinomodiilasyonunu
yiikseltir; bu nedenle bu hiicrelerin yar1 olgunlagmasinda 6énemli bir role ve giiclii bir

proinflamatuar aktiviteye sahiptir (Evrard vd., 2011).

Lactobacillus johnsonii N6.2, insan Caco-2 hiicresi tek katmaninda bagirsak epitel
immiinolojik fonksiyonunu diizenleyebilir. TRL7 ve TRL9 seviyelerini ve sonrasinda
IFN Tip 1 ve IFN regiilatorlerinin Statl ve IRF7 seviyelerini arttirdigi goriilmistiir. Bu
bakterinin bagirsak epitel hiicrelerinin apikal ylizeyinde TLR9’u epitel immiinolojik
degisikligin daha yiiksek bir hale ¢ikmasi i¢in uyardigr gorilmistir (Kingma vd.,
2011).

Probiyotiklerin bagirsak mikroorganizmalarinin bilesiminde spesifik yararl
bakterilere dogru kayma gibi iyi bir degisiklik indiikledigi de fark edilmistir. Ornek
olarak, Thl7 polarizasyonunu azaltan ve bagirsaktaki antiinflamatuar Treg/Tipl
diizenleyici T (Tr1) hiicrelerinin farklilasmasini indiikleyen antiinflamatuar metabolitler

tirettigi bilinen Prevotella ve Oscillibacter verilebilir (Li v., 2016).

Bagirsagin biiylik miktarda lenfoid doku igerdigi bilinmektedir; bu nedenle
bagisiklik sistemi yanitinda 6nemli bir role sahiptir. Bagirsaktaki bagisiklik sistemin
diizenlenmesi, folikiil ve peyer plakalarinda toplanan ve bagirsak epitel salgi
bolgelerinde mukoza icinde dagitilan farkli bolmelerde gergeklestirilir. Indiikleyici ve
yardimc1 fenotik gosteren lamina propria, B hiicresi lenfositleri ile sariliyken
interepitelyal T lenfositleri sitotoksik ve baskilayict fenotipi gosterir. Antikorlar

mukozal ylizeylerde cok fazla iiretilir. 1gA, kompleman sistemini veya inflamatuar
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yanit1 aktiflestirmez; ayrica intraliiminal proteolize dayaniklidir. Daha 6nce bahsedilen

tiim ozellikle 1gA’y1 mukozal koruma i¢in ideal kilar.

Probiyotiklerin oral uygulanmasi bagirsakta brons ve iirogenital mukoza gibi
enfeksiyonu durdurmaya yardimcidir (Hao vd., 2011, Microbiol vd., 2017, Barbieri vd.,
2018). 6 ay boyunca giinliik probiyotik tiiketiminin serviks kanserin nedenlerinden biri
olan Papillomaviriis gibi baz1 viriislerin temizlenmesini kolaylastirir (Verhoeven vd.,
2010). Hayvan modellerinde probiyotikler, periton ve dalak makrofajlarinin fagositik ve
mikrobisidal aktivitesini etkinlestirerek Salmonella typhimurium gibi bakterilere karsi
koruma saglayabilirler (Polti vd., 2017). Laktobasil ler, gocuklarda ve yetiskinlerde
antibiyotikle iligkili ishal riskini azaltmaktadir (Mcfarland, 2010). Yetersiz beslenme,
tilketilen gida miktar1 ile enerji ihtiyaci arasindaki dengesizlikten kaynaklanan
uluslararas1 bir sorundur. Kesinlikle bagisikli sistemini etkiler, timiis gibi bagisiklik
organlarinda 6nemli hasarlara neden olur ve konagi enfeksiyonlara karsi daha hassas
hale getirir. Bir ¢alismada, yetersiz beslenen fare modelinde probiyotik fermente siitiin
(PFM) yeniden beslenme diyeti olarak uygulanmasi, lokal ve sistematik bagisikligi
artirdig1 ve bagirsak mukozasi yapisini gelistirdigi gortilmistiir (Leblanc vd., 2013). In
vivo caligmalar, probiyotiklerin uygulanmasinin yag dokusu, diisik yogunluklu
lipoprotein (LDL)-kolesterol ve trigliseritlerin ve serum/plazma toplam kolesteroliin
azaltilmasi gibi bir¢ok etkiye sahip oldugunu gostermistir (Taylor vd., 2015, S. Torres
vd., 2018), Klinik caligmalarda, probiyotiklerin diyabet hastalarini olumlu yonde
etkileyebilecegini kanitlamistir; ¢iinkli probiyotikler kan sekeri ve insiilin diizeylerini
diistirebilir (Shah vd., 2017).

2.4 Koenzim Q10

Koenzim Q10 (CoQ10) veya ubikinon, benzokinon halkasi ve bir izoprenoid yan
zincirinden olusan kiiciik bir lipofilik yapidir. CoQ10 tiim hiicre zarlarinda bulunur.
Insanda, mitokondri i¢ zarmda bulunan cesitli enzimler tarafindan sentezlenir. CoQ10
elektron tasima zincirinde (ETS) onemli bir role sahiptir; ¢iinkii birinci kompleksteki
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)-koenzim Q oksidorediiktaz elektronlari
alabildigi gibi ikinci kompleksteki (siiksinat dehidrojenaz) elektronlar1 da alabilir

(Gutierrez-mariscal vd., 2018). Ayrica, yag asidi oksidasyonu ve dallanmis amino asit
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ve elektron transfer faktorii oksidorediiktazin kompleks 3’e rolii vardir (Giorgio Lenaz
vd.,, 1999). CoQl10’un tamamen oksitlenmis (ubikinonon), yar1 oksitlennis
(semiubikinon) ve indirgenmis (ubikinol) olmak tizere 3 formu vardir (G Lenaz vd.,
1993, Alcazar-fabra vd., 2016).

Mitokondriyal membran i¢indeki CoQ10 translokasyonu ile hiicrelerin ana enerji
kaynagi olan adenozin trifosfat (ATP) iiretmenin yolu olarak kabul edilen proton
hareket etme kuvvetinin iretilmesine yardimci olur. Son zamanlarda, matriks zarindaki
komplekslerin respirozomlar olusturarak fiziksel olarak etkilesime girebilecegi kabul
edilmistir. Bu nedenle CoQ havuzunun ETC ile etkilesmesinin daha karmagik oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica membran fosfolipidini peroksidasyondan korudugu i¢in
membrani stabilize eden bir antioksidan etkiye sahiptir (Gutierrez-mariscal vd., 2018).
Yaglanmanin CoQ seviyesi lizerinde olumsuz bir etkisi vardir; ¢iinkii yaglanma ile CoQ
seviyesi azalir ve bu da membranlarda ¢ok sayida yaralanmaya yol agar. Bu koenzimin
antioksidan etkisinin, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
proteinlerin enzimatik ektivitesi ile artirildigi kanitlannmistir (Blatt vd., 2011). Son
arastirmalarda CoQ’un antiaterojenik faktor olarak da c¢alistigi sonucuna varilmistir;
¢liinkli diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunu engellemektedir (Rodr1 vd.,
2010).

CoQ10 bir antioksidan etkiye sahiptir; boylelikle hiicrelerimizden serbest
radikalleri uzaklastirir. Bunun sonucunda NF-xB hiicrelerinin aktivasyonunu azaltir ve
sonug olarak TNF-o ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinleri azaltir (Olivieri vd., 2013).
Yaslanma enflamasyona katkida bulunan CoQ10 seviyesinin diismesine yol agar ve
CoQ10 takviyesinin antiinflamatuar etkiye sahip oldugunu kanitlayan pek ¢ok caligma
vardir. Meta analizde CoQ10 takviyesinin iltihap belirtegleri CRP, IL-6 ve TNF-a’y1
(Fan vd., 2017) azaltigina dair kanitlar vardir. Metabolik hastaligi olan hastalarda
(obezite, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastalik ve alkolik olmayan yagli karaciger
hastalig1 gibi) CoQ10 takviyesinin IL-6 ve C-reaktif protein (CRP) diizeylerinde dnemli
bir azalma olmayip sadece TNF-a’y1 azalttigi bildirilmistir (Fan vd., 2017). CoQ10’un
sitokinlerin ve siiperoksit anyonlarinin tiretimi {izerindeki etkisine de bakilmistir. I1L-1[,
IL-6, IFN-y IL-1Ra ve IL-10 iiretimi, CoQl0'dan etkilenmezken TNF-o {iretimi
PBMC’lerin 0.6 ve 1.25 uM CoQI10 ile inkiibe edilmesiyle onemli 6l¢iide azalmistir.
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Siiperoksit anyon iiretimi, PBMC’ler tarafindan farkli CoQ10 konsantrasyonlari
kullanilarak biiyiik 6l¢iide degismemistir (Jaldetti vd., 2010). CoQ10 igin ilk kaynak i¢
iiretimdir. Benzokinon, tirozin ve fenilalaninden; isoprenoid yan zinciri ise mevalonik
asitten olusur. Sentez c¢ekirdekte gerceklesir, ardindan matrise giris yapmak icin
mitokondriyal hedefleme dizisine eklenir (Awad vd., 2018). Sentez mitokondri,
endoplazmik retikulum ve peroksizomlarda meydana gelir (Bentinger vd., 2010).
Yaglanma ile CoQ10 seviyesi diiser, bu nedenle az gida alimim telafi etmek,
enflamasyon ve hastaliklarin potansiyel risklerinden korunmak daha 6nemli hale gelir.
CoQ10 birgok hayvansal protein kaynaginda (domuz eti, kuzu eti, dana eti, tavuk,
balik), sebzelerde (1spanak, brokoli ve bezelye), meyvelerde (portakal, ¢ilek, elma) ve
tahillarda (¢avdar, bugday) bulunur (Gutierrez-mariscal vd., 2018). Diisiik seviyede
CoQ iretiminin bazi nedenleri vardir. Bunlar; beslenme eksikligi, CoQ10 biyosentez
yolunda kofaktor olan B6 vitamini gibi temel besinleri ve vitaminleri igerir. Giinliikk
diyetimize ek olarak, CoQ10’un kendisi, genetik mutasyon veya CoQ10 sentez genine
zarar veren bozukluklar, nérodejeneratif bozukluklar Friedreich ataksisi, Nieman-Pick
tip C hastaligi ve Parkinson hastaligi gibi diisiik CoQ10 seviyesiyle iliskili bazi tibbi
hastaliklar icerir (Bentinger vd., 2010, Garrido-maraver vd., 2014). Ozellikle miyelom
(omurilik tiimorii) (Folkers vd., 1997) ve melanoma (kara tiimor) (Rusciani vd., 2007),
gibi baz1 kanserler ile kandaki diisiik CoQ10 seviyesi arasinda bir iliski vardir. Ayrica
CoQ10 takviyesinin fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz gen ekspresyonunu,
serbest radikal iiretimini modiile ettigi ve insan prostat kanseri hiicre hattinda (PC3)

timor hiicrelerinin biiylimesini yavaslatabildigi kanitlanmistir (Quiles vd., 2003).

2.5 Monosodyum Glutamat

Monosodyum glutamat (MSG), yaygin ve esansiyel olmayan bir amino asit olan
glutamik asidin sodyum tuzudur. Tiim dokularda, soya sosu ve hidrolize bitkisel
proteinler gibi fermente proteinler ve et, balik, siit ve bazi sebzeler gibi protein
acisindan zengin gidalarda bulunur. Glutamat hiicrelerde ancak serbest oldugunda aktif
olur, boylece hiicreyi reseptorlerine baglanarak uyarabilir (Yamaguchi, 1991, Loliger,
2018). Gida endiistrisinde MSG 6nemli bir role sahiptir, tatlandiric1 olarak kullanilir.
MSG balik ve et suyunun tadini tanimlayan ‘umami tadin1’ saglar. Bu amino asit, lezzet

artirict etki gosteren iki forma sahiptir, bunlar L-glutamat ve D-glutamat formlaridir.
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Endiistriyel olarak {iretilen glutamik asit, dogal gidalarda daha yiiksek oranda bulunan
baskin L-glutamat formunun %99.6’sindan fazlasini igerir (Halpern, 2018).

MSG’nin obezite iizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir;
Cin’de yapilan bir ¢alismada yemeklerini yaparken islenmis gida kullanmayip c¢ok
miktarda MSG tiiketenlerin asir1 kilolu olmalar1t muhtemel oldugu (spor veya fiziksel
aktivite ve MSG’yi kullananlarla toplam gida tiiketimi dikkate alinmadan) kanisina
vartlmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda obez hale getirmek igin farelere MSG enjekte
edilmistir. Arastirmacilar MSG’nin beyinde kusurlara neden oldugunu ve leptin siirecini
engellemeye ¢alistigini disiinmislerdir (Shi vd., 2010, He vd., 2011). Leptin yeterince
yediginiz ve doydugunuzu beyine isaret eden bir hormondur. Leptin sinyali ile ilgili

probleme leptin direnci ad1 verilir.

MSG gidalar1 lezzetlendirmek icin yaygin bir gida katki maddesi olarak bilinir.
Ayn1 zamanda bagimlilik yapici 6zelliklere sahip oldugu ve kilo almaya yol acabilecegi
bilinmektedir. Ancak gida endiistrisi 6zellikle yash bireylerde; bazen yetersiz gida alimi
oldugundan; yararli etkisi ile kullanimini1 hakli ¢ikarmaktadir. MSG’nin ana bileseni
olan glutamat beyindeki birincil norotransmitdrdiir, yiiksek miktarda glutamat norolojik
semptomlarla iligkili olabilir (Torres vd., 2004, Maragakis vd., 2015). Glutamat
diizeylerinde bir dengesizlik oldugunda, bu enzimatik kaskadin aktivasyonu ile
sonuglanan norotoksin olusumuna yol acabilir (Pelaez vd., 1999). 2007de yayimlanan
Avrupa Klinik Beslenme Dergisi, MSG’nin tiim toplum i¢in zararsiz oldugunu, giinde

16 mg/kg tiiketilmesi giivenli sinir oldugunu beyan etmistir (Husarova vd., 2013).

MSG insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik bir etkiye sahiptir; ¢linkii
cekirdek boliinmesi ve replikasyon {izerinde olumsuz etkisi olmadan kromozom
sapmasinda ve kardes kromatid degisiminde bir artisa neden olur. Bir ¢aligmada, artan
MSG konsantrasyonu (1-100 mM), B hiicrelerinin canliliginda bir etki gostermistir.
Glutamat, metabotropik glutamat reseptoriine (MGIuR 7) baglanmis, bu baglanmanin
sonucu olarak apoptoz, hem bellekte hem de saf B hiicrelerinde indiiklenmistir (Jovic
vd., 2009). Bir ¢alismada MSG’nin yenidogan siganlara uygulanmasinin sitokin tiretimi
tizerinde farkli bir etkisi oldugu goriilmistiir; ¢linkii interlokin (IL)-1p ve IL-12
konsantrasyonu yiikselirken, IL-4, IL-10 ve tiimor biliylime faktori (TGF)-p
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konsantrasyonlar1 azalmistir (Falalyeyeva vd., 2017). Baska bir ¢alismada, MSG’nin
yenidogan si¢anlara uygulanmasi kortikotropik-adrenal yanit, leptin, insiilin ve
trigliserit seviyeleri gibi metabolik ve noéroendokrin bagisiklik fonksiyonlarinda bir
degisiklik  gosterdigi; proinflamatuar sitokin tepkisinin  bozuldugu; ancak
antiinflamatuar sitokinlerin tepkisinin hala etkilenmedigi gortilmiistiir (Castrogiovanni
vd., 2008). MSG uygulamasimin patojenlere karsi bagisiklik yanitinda bir zayifliga
neden olabilecegi diistiniilmektedir (Nakadate vd., 2016).

2.6 Lipopolisakkaritler (LPS)

Lipopolisakkaritler (LPS) gram-negatif bakterilerinin dis hiicre zarinin en 6nemli
bilesenlerinden biridir ve bakteri canliliginin bir 6nkosuludur. LPS bakteri hiicre zarina
baglandiginda bakterinin kendisine ve konak tizerinde toksisite gostermez. Ancak LPS
bakteriden ayrildiginda ve bagisiklik sistemine maruz kaldiginda toksik kismi bir
inflamatuar yanita neden olur. LPS saliniminin bakteri ¢ogalmasi ve oliimii sirasinda
gerceklestigini belirtmek gerekir. LPS’nin yapisal 6zellikleri dis zarin bir bariyer olarak
calismasina izin verir; boylece bakterilerin toksik maddelerden korunmasini ve zorlu
ortamlarda hayatta kalmasimi saglar. LPS, Interlkin 8'in (IL-8, CXCL8, CXC ligand 8)
ve g¢esitli hiicre tiplerinde diger enflamatuar sitokinlerin salinmasini uyararak

patojenlere kars1 akut bir enflamatuar yanita yol agar.

LPS dort farkli boliimden olusur. Bunlardan birincisi en dnemli bdliim olan Lipit
A’dir. Lipit A’da alt1 veya daha fazla yag asidi artig1, iki fosforile glukozamin sekerine
baghdir. Bu yag asitlerinden dordii, iiglincii karbon iizerinde bir hidroksil grubu
tasirken, diger ikisi hidroksile formda degildir. LPS’nin ikinci kismi ise Lipit A
glukozamine ve bazi heptoz seker molekiillerine bagl iki veya daha fazla 2-keto-3-
deoksitonik (KDO) sekerinden olusan i¢ cekirdektir. Ugiincii kisim yan zincirlere bagl
seker molekiillerinden olusan dis ¢ekirdektir. LPS’nin son kism1 dis ¢ekirdekteki sekere

bagli olan ve olduk¢a immiinojenik olan O antijenidir.

Sinirh sayida gram-negatif bakterinin dis zarinda LPS gozlenmez; 6rnek olarak
Sphingomonas paucimobilis’de LPS yerine dis zarda bir seker ve lipit modeli bulunur.

Bu membran modifikasyonu bu bakterinin hayatta kalmasini ve gelismesini saglar. LPS
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ve diger bakteriyel bilesenler, kompleman sistem ve antikorlar tarafindan taninir, bu da
bilesenlerin notralizasyonuna yol acar. Beyaz kan hiicrelerinin Fc reseptorii tarafindan
notrlestirilmis bakterileri yok ettigi sdylenebilir (Amersfoort vd., 2003). LPS, kullanilan
konsantrasyona bagli olarak PBMC’lerde THP1’de ve monositlerde TNF-y gibi
sitokinlerin {iretimine yol agar (Schildberger vd., 2013). LPS’nin CD56+ gibi bazi
bagisiklik hiicrelerinde hiicre bdliinmesine neden olabilecegi kanitlanmistir (Goodier
vd., 2000). Baska bir ¢alismada LPS uygulanmis PBMC’lerin azalmis T hiicresi
proliferasyon yanitina ve IFN-y salgisinin degismesine yol actig1 gosterilmistir (Poujol

vd., 2015). Sekil 2.2 LPS ile aktiflestirilen yollar1 gosteriyor.
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan geregler

Santrifiij, kan tiipii, buzdolabi, CO2 inkiibatorii, otomatik pipet, optik mikroskop,
hemasitometre, 6lgek, tiipler, 96 oyuklu plaka.

3.1.2 Kullanilan kimyasallar

Liposakkaritler (LPS) (Sigma Aldrich-Lipopolysaccharides from Eschericciha
coli O111:B4, Saint Louis, USA.), Ficoll-Hypaque (Histopaque-1077), fosfat tamponlu
tuzlu su (PBS), Tripan mavisi, XTT Kkiti, tannik asit (Acros Organics Morris Plains,
New Jersey, USA), D vitamini [D vitamininin aktif formu 1,25-dihidroksivitamin D
(1,25(0OH)2D)] (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA.), Koenzim Q10 (Sigma Aldrich,
Saint Louis, USA), Probiyotik (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), Monosodyum
glutamat (MSG) (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), RPMI, biiyiime faktorii ve PBS.

3.1.3 Kan ornegi

24 yaginda saghikli bir erkek bu galismaya goniillii katilmistir (ESOGU Klinik
Arastirmalar Etik kurulu, Karar no: 2019-33, Tarih: 20.05.2019). Calismaya
baslamadan once, katilimciya herhangi bir hastaligi olup olmadigi, kullandig: ilag, diyet
ve sigara, alkol kullanimi sorulmustur. Dislama kriterleri miidahaleden dort hafta 6nce
antibiyotik tedavisini, gastrointestinal hastaliklari, antibiyotik tedavisi ile idrar yolu
enfeksiyonlarini ve kemoterapdtiklerin kullanimini igermektedir. Kan medyan kiibital

damardan alinmistir.
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Tim kisisel koruyucu ekipmanlar kullanilmigtir. Eldivenler, onliik, eller
temiz ve etanol ile sterilize edilmistir.

Kan 6rneginin alimi i¢in segilen bolge; damarin kan alim islemini kolay ve
hizli hale getirecek kadar goriiniir oldugu dirsek bolgesidir.

Kol ¢evresine turnike sarilmis, damarin daha belirgin olmasi i¢in el yumrugu
olusturulmus, ignenin girecegi bolge %70 izopropil alkol ile dezenfekte
edilmis; dezenfekte edilen bolgeye dokunmadan 30 saniye beklenmistir.

Kan alma tiipli tutucuya yerlestirilmistir.

Gondillii kisinin kolu tutularak ve ignenin girecegi yerin altina basparmak
koyularak damar tutulmustur. igneyi yonlendirmek icin parmagm ignenin
tizerinden ¢ekilmesi gerekmektedir.

Igne damara hizlica 30° aciyla girmelidir.

3.2 Yontem

Bu tez calismasinda, cesitli dogal bilesiklerin PBMC’lerin canlilik orani {izerine

etkisi aragtirtlmistir. PBMC’ler santrifiij yoluyla toplanip cogalmasi XTT testi ile

yapilmustir. 7 farkli grup olusturulmustur. Tripan mavisi kullanilarak bu dogal

bilesiklerin PBMC’lerin canliligina etkileri 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 6l¢iilmiistiir.

3.2.1 PBMC’lerin izolasyonu

PBMC’ler 1.077 g/mL’lik bir gradyan besiyeri kullanilarak izole edilir, bu

besiyeri kani fraksiyonlara ayirir. Birinci fraksiyon plazma (iist kisim), ikinci fraksiyon

bulutlu tabaka gibi goriinen PBMC’ler (orta kisim), {igiincii fraksiyon ise kirmizi kan

hiicreleri ve polimorfoniikleer 16kositlerdir (bazofiller, eozinofiller ve nétrofiller).

PBMC’lerin izolasyon basamaklar1 agagida verilmistir:

i)
i)

Kan her tiipte 4 mL olacak sekilde 4 farkl: tiipe aktarilmigtir.

Her tiipteki hiicreler 8 mL tampon ¢ozeltisi PBS ile seyreltilmistir.

iii) 4 mL Ficoll-histopaque, 12 mL seyreltilmis hiicre siispansiyonu {izerine

Iv)

katmanlanmustir.

Numuneler 30 dk boyunca 1800 rpm ile santrifiijlenmistir.
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V) Santrifiijlemeden sonra 3 katman olugmustur. Ortadaki katman kiigiik kiimeler
iceren seffaf bir katmandir. Bu kiigiik kiimelenmeler bir pipet yardimiyla PBS
iceren baska bir tiipe aktarilmistir.

vi) 1800 rpm ile 10 dk daha santifiijleme yapilmuistir.

vii)Stipernatant  ¢ikartlip RPMI medyum ilave edilmis ve PBMC’ler
homojenlestirilmistir.

viii) Hiicreler 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Hiicre canliligimi 6lgmek

icin tripan mavisi testi yapilmistir. Hiicre konsantrasyonu 5.52x10%/mL’ye

ayarlanmistir.

3.2.2 Uygulanacak LPS konsantrasyonlarimin belirlenmesi

IC50 degeri yiizde inhibisyonun 50 oldugu ve en az iki bagimsiz deneyin
ortalamasi olan bilesik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Oncelikle LPS %100
fosfat tamponlu tuzlu su ile ¢ozlinmiistiir. C6zeltinin konsantrasyonu 20000 ng/mL LPS
olarak ayarlanmistir, ardindan seri seyreltme yaparak 13 farkli LPS ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hiicre sayis1 5.52x108/mL’dir, hiicreler 24 saat boyunca 37 °C’de farkl
LPS konsantrasyonlarin ile eppendorf tiiplerinde kiiltiirlenmistir. Hiicre canliligini
6lgmek i¢in tripan mavisi testi yapilmis ve elde edilen sonuglara gore sonraki deneyler

icin hangi konsantrasyonun kullanilacagi belirlenmistir.

1. 20000 ng/mL LPS stok ¢ozeltisi. LPS, PBS i¢inde ¢oziinerek hazirlanmistir.
2. 100 pl stok+ 100 pl ortam ( 10000 ng)

3. 100 pl dnceki ¢ozelti + 100 pl besiyeri

4. 100 pl dnceki ¢ozelti + 100 pul besiyeri (2500 ng/mL)
5. 100 pul dnceki ¢ozelti + 100 pul besiyeri (1250 ng/mL)
6. 100 pl onceki ¢ozelti + 100 ul besiyeri (625 ng/mL)
7. 100 pl 6nceki ¢ozelti + 100 pl besiyeri (312.5 ng/mL)
8. 100 pl 6nceki ¢ozelti + 100 pl besiyeri (156 ng/mL)
9. 100 pl 6nceki ¢ozelti + 100 pl besiyeri(78 ng/mL)

10. 100 pl 6nceki ¢ozelti + 100 ul besiyeri (39 ng/mL)
11. 100 pl 6nceki ¢ozelti + 100 pl besiyeri( 20ng/mL)
12. 100 pl 6nceki ¢ozelti + 100 pl besiyeri (10 ng/mL)
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13. 100 pl 6nceki ¢ozelti + 100 pl besiyeri (5 ng/mL)

3.2.3 Gruplar

Tripan mavisi testinde elde edilen sonuglara gore PBMC’leri indiikleyen, 20 ng/mL,
1250 ng/mL ve 20000 ng/mL olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda LPS kullanilmistir.

Hiicreler, her grup hiicre ve bir madde iceren 7 gruba ayrilmistir.

i) Hiicre + besiyeri
Hiicreler ortamda baska madde olmadan besiyeri ilave edilmistir. Bu kontrol

gruptur.

i) Hiicre + LPS

300 pl hiicre ve LPS eppendorf tiipinde kiiltiirlenmistir. 20 ng/mL, 1250
ng/mL ve 20000 ng/mL olmak iizere 3 farkli LPS ¢ozeltisi kullanilmistir. Cozeltiler
LPS’nin PBS c¢ozeltisi i¢inde ¢ozlinmesi ile hazirlanmistir. Hiicreler 4 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra hiicre canlilig1 tripan mavisi
testi ile Ol¢tilmistiir. Hiicreler 37 °C’de %5 CO3 igeren nemli bir atmosferde inkiibe

edilmistir.

iii)  Hiicre + Probiyotik + LPS

LPS uygulanan hiicrelerin 300 pL’si probiyotik bakteri olan Saccharomyces
boulardii ile eppendorf tiipiinde kiiltiirlenmistir. Konsantrasyon 6.108 hiicre/mL’ye
a ayarlanmistir. 20ng/mL, 1250 ng/mL ve 20000 ng/mL olmak tizere 3 farklh
konsantrasyonda LPS kullanilmistir. LPS ¢ozeltileri, LPS nin PBS ¢ozeltisi i¢inde
coziinmesiyle elde edilmistir. Hiicreler 4 giin siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra hiicre canliligimin dl¢iimii tripan mavisi
testi ile yapilmigtir. Hiicrelerin inkiibasyonu 37 °C’de %5 CO2 igeren nemli bir

atmosferde gergeklesmistir.
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Iv) Hiicre + CoQ10 + LPS

LPS ile uyarilmig 300 pL hiicre PBS i¢inde ¢oziinmiis 100 uM CoQ10 ile
eppendorf tiiplinde kiiltiirlenmistir. 20 ng/mL, 1250 ng/mL ve 20000 ng/mL olarak
tic farkli konsantrasyonda LPS ¢ozeltisi kullanilmistir. LPS ¢ozeltileri LPS’nin PBS
icerisinde ¢ozlinmesiyle hazirlanmistir ve hiicrelerin inkiibasyonu 4 giin siirmiistiir.
Inkiibasyondan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra hiicre canlilif1 tripan mavisi testi ile

Ol¢tilmiistiir. Hiicreler 37 °C’de %5 COz i¢eren nemli bir ortamda inkiibe edilmistir.

V) Hiicre + D vitamini + LPS

LPS ile uyarilmig 300 pL hiicre, PBS i¢inde ¢6ziinen 100 uM D vitamininin
aktif formu 1,25-dihidroksivitamin D (1,25(0OH)2D) ile eppendorf tiipiinde
kiiltiirlenmistir. 20 ng/mL, 1250 ng/mL ve 20000 ng/mL olmak {izere 3 farkli LPS
¢ozeltisi kullanilmistir. Cozeltiler LPS’nin PBS ¢ozeltisi iginde ¢Oziinmesi ile
hazirlanmistir. Hiicreler 4 giin boyunca inkiibe edilmistir. Hiicre canliligi dl¢limii
inkiibasyondan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra tripan mavisi testi ile yapilmistir.

Hiicreler 37 °C’de %5 CO- igeren nemli bir ortamda inkiibe edilmistir.

Vi) Hiicre + Tannik asit + LPS

LPS uygulanan 300 pL hiicre, PBS i¢ine ¢oziinmiis 50 uM tannik asit ile
eppendorf tiiplinde kiiltirlenmistir. 20 ng/mL, 1250 ng/mL ve 20000 ng/mL LPS
cozeltileri kullanilmistir. Cozeltiler LPS’nin PBS ¢ozeltisi i¢inde ¢oziinmesiyle elde
edilmistir. Hiicreler 4 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan 24, 48, 72 ve 96
saat sonra hiicre canliliginin 6l¢iimii tripan mavisi testi ile yapilmistir. Hiicrelerin

inkiibasyonu 37 °C’de %5 COs- igeren inkiibatorde gergeklesmistir.
vii)  Hiicre + MSG + LPS
LPS ile uyarilan 300 pL hiicre, PBS icinde ¢oziinmiis 10 pg/ml MSG ile

eppendorf tiipiinde kiiltiirlenmistir. 20 ng/mL, 1250 ng/mL ve 20000 ng/mL LPS

cozeltileri kullanilmistir. Bu c¢ozeltiler PLS’nin PBS ig¢inde ¢dziinmesiyle
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hazirlanmistir. Hiicreler 4 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan 24, 48, 72
ve 96 saat sonra hiicre canlilifinin Ol¢iimii tripan mavisi testi ile yapilmistir.

Hiicreler 37 °C’de %5 CO2 igeren nemli bir ortamda inkiibe edilmistir.

3.2.4 Kiiltiir ortaminda hiicre cogalmasi

PBMC’ler, 25 mM HEPES, %10 (v/v) 1s1 ile inaktive edilmis FBS, 60 mg/L (100
u/L) penisilin, 100 mg/L streptomisin ve 0.29 g/L L-glutamin ile desteklenmis RPMI-
1640 iginde kiiltiirlenmistir. 5.52x10° hiicre iceren 1 mL; 20 ng/mL, 1250 ng/mL ve
20000 ng/mL konsantrasyonlarindaki LPS ¢ozeltileri, D vitamini (100 uM), MSG (10
png/ml), CoQ10 (100 pM), tannik asit (50 uM) ve probiyotik bakteri (6.108 hiicre/mL)
iceren eppendorf tiiplerine dagitilmistir. Kontrol deneyleri sadece besiyeri ile
yapilmistir. Kiiltiirler 37 °C’de, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde %5 CO- igeren nemli bir

atmosferde inkiibe edilmistir.

3.2.5 Invitro testler

XTT testi ve tripan mavisi deneyi olmak tizere iki farkli test yapilmistir.

3.25.1 XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-

Carboxanilide) testi

PBMC’lerin proliferasyonunu 6lgmek i¢in XTT testi yapilmistir. XTT nin temel
calisma prensibi, c¢ogalan hiicrelerde artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyumun kullanilmas1 ve formazan boya firetilmesi sonucu renk degisiminin
absorbansin spektrofotometre ile dlglilmesine dayanir (Terzioglu vd., 2013).

Calismamizda 96 kuyucuk igeren platelere 7x10* hiicre aktarild1 ve her bir dl¢iim
icin 6’sar kuyucuk kullanildi. 5ml XTT reaktifine 0.1ml aktivasyon ¢ozeltisi eklenerek
aktivasyon soliisyonu hazirlandi. Igerisinde 100’er pl taze besiyeri bulunan kuyucuklara
50ul olacak sekilde dagitildiktan sonra 34.5°C° de %5 CO;’ de inkiibasyona birakildi. 2

450nm’de Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer cihazinda absorbans okundu.
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3.2.5.2 Tripan mavisi testi

Tripan mavisi ile boyama yontemi hiicre canliligini 6lgmek icin kullanilan basit
ve hizli bir yontemdir. 5-10 dk iginde yapilabilir. Asagida belirtilen adimlarda
ger¢eklesmektedir.

i) 100 pl numune, 100 pl %0.4 tripan mavisi ile karistirlir.

i) Bu karisim 3 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

i) Bir hemasitometreye bir damla bu karisimdan uygulanir, ardindan
hemasitometre bir binokiiler (iki gozlii) mikroskop igine yerlestirilir (10 kat
biiylitme kullanilir) ve hiicrelere odaklanilir.

V) Hemasitometrede boyanmamis (canli) ve boyanmis (cansiz) hiicreler sayilir.

V) Her bir kare basina canli hiicre sayisini elde etmek igin toplam canli hiicre
sayisi 2 (tripan mavisi i¢in seyreltme faktorii) ile garpilir.

Vi) Canli hiicre yiizdesini belirlemek i¢in, boyanmamis hiicrelerin sayist toplam
hiicre sayisina boliinerek 100 ile carpildi.

NOT: Hemasitometrenin her iki tarafinda birden fazla kare bulunur.
Hemasitometrenin her kdsesinde bulunan biiyiik karelerdeki tiim hiicreler sayildi (agik
ve mavi). Her biiyiik kare 16 kii¢lik kareden olugsmaktadir. Her biiylik kare sayiminda;
yalnizca iki yandaki siir ¢izgisinde bulunan hiicreler sayildi. Canli olmayan hiicreler

mavi boyanan hiicrelerdir.

3.2.6 lstatistiksel analiz

Bu c¢alismada istatistiksel analizler SPPS 22.0 programinda “(SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA).” Degerlendirilmistir. Siirekli degiskenler degiskenler ortalama+
standart hata (SH) olarak gosterilmistir. Kiiresellik varsayimi olarak Mauchly's Test of
Sphericity testi ve kiirellik bozuldugunda Greenhouse-Geisser diizeltmesi testi
uygulanmigtir. Tekrarli denemelerde varyans analiz ile degerlendirilmistir. Varyans
analizi modeli ii¢ faktorlii deneme diizeninde verilmistir. Bagimli bir faktor, zaman (24.
48. 72. ve 96. saatler) olarak alinmistir. Bagimsiz iki faktor, doz ana grup (Lps 20, Lps
1250, Lps 20000) ve doz alt grup (madde uygulanmayan kontrol grubu, LPS, LPS+

Monosodyum glutamat, LPS+ Tannik asit, LPS+ Kalsitriol, LPS+ Saccharomyces
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boulardii, LPS+ Koenzim Q10) olarak alinmistir. Coklu karsilastirma testi olarak Sidak

testi kullanilmistir. P<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular

Mauchly's Test of Sphericity testi sonucuna gore kiiresellik saglanamamistir
(Mauchly's W=0.843 sd=5 p<0.001). Kiiresellik varsayimi bozuldugu i¢in F degeri icin
Greenhouse-Geisser diizeltmesi yapilmistir. Greenhouse-Geisser diizeltmesine gore
grup i¢i degisime ait varyans analizi ve gruplararasi degisime ait varyans analizi

sonuclar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelgeler icin kodlamalar:

Doz Ana Grup 1: LPS 20 ng/ml
Doz Ana Grup 2: LPS 1250 ng/ml
Doz Ana Grup 3: LPS 20000 ng/ml

Doz Alt Grup 0: Madde uygulanmayan kontrol grubu

Doz Alt Grup 1: LPS (20 ng/ml ya da 1250 ng/ml ya da 20000 ng/ml)
Doz Alt Grup 2: LPS+Monosodyum glutamat (10pg/mL)

Doz Alt Grup 3: LPS+Tannik asit (50uM)

Doz Alt Grup 4: LPS+Kalsitriol (100pM)

Doz Alt Grup 5: LPS+Saccharomyces boulardii (6.10% ml)

Doz Alt Grup 6: LPS+Koenzim Q10 (100uM)

Cizelge 4.1. Greenhouse-Geisser yontemine gore grup i¢i degisime ait varyans gizelgesi

Degisim Kaynag Kareler | Serbestlik Kareler F P
toplam derecesi | ortalamasi

Zaman 7996,123 2,690 2972,709 116,358 | <0.001

Zaman * Doz Ana Grup 1523,383 5,380 283,173 11,084 <0.001

Zaman * Doz Alt Grup 20556,304 16,139 1273,699 49,855 <0.001

Zaman * Doz Ana Grup * 25081,202 | 32,278 777,034 30415 | <0001

Doz Alt Grup

Hata (zaman) 10101,820 395,407 25,548




Cizelge 4.2 Gruplar aras1 degisime ait varyans ¢izelgesi
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Kareler Serbestlik Kareler F P
toplami derecesi ortalamasi
Sabit 5150507,905 1 5150507,905 | 125485,269 | <0.001
Doz Ana Grup 647,828 2 323,914 7,892 <0.001
Doz Alt Grup 64978,594 6 10829,766 263,853 <0.001
Doz AnaGrup * DOz | 33359 346 12 2779,946 67,730 | <0001
Alt Grup
Hata 6033,574 147 41,045

Zaman faktoriine gore coklu karsilastirma sonuglar1 Cizelge 4.3, Cizelge 4.4 ve

Cizelge 4.5°de verilmistir.

PBMC’lerin canliliginin P degerleri>0.05 iken tiim farkli zaman noktalarinda LPS
20 (1), LPS+ monosodyum glutamat (2) ve LPS+ Kkalsitriol (4) kullanildiginda
etkilenmedigi gozlemlenmistir. LPS+ tannik asit (3) kullanildiginda (P degerleri>0.05),
24. ve 48. saatte hiicre canliliinda énemli bir azalma goriilmiis ve sirasiyla %74.62 ve
%54.98 olarak Ol¢iilmiistiir. 72. Saatte dnemli dlglide bir artis goriilmiistiir. 96. saatte ise
hiicre canliliginda yeniden azalma olmus ve %54.87 olarak Ol¢iilmiistir. LPS+
Saccharomyces boulardi kullanildiginda son zaman noktalarinda énemli bir sitotoksik
etki goriilmiis 72. ve 96. saatlerdeki hiicre canliligt orani sirasiyla 85.15% ve
43.62%’dir (P degerleri<0.05). 24 ve 48. saatlerdeki etkiler istatistiksel olarak
anlamsizdir (P degerleri>0.05).

Koenzim Q 24. 48. ve 72.saatlerde yiiksek bir sitotoksik etki gostermistir ve hiicre
canlililigr sirastyla %97.87, %87.08 ve %78.81 (P degerleri<0.05) olclilmiistiir. 96.
saatte hiicre canliliginin %94.51°¢ yiikselmesi 96. saatte koenzim Q’nun sitotoksik
olmadigimi gostermektedir (P degerleri>0.05). LPS ile tannik asit kullanildiginda
hiicrelerin canliliginin biitiin zaman noktalarinda inhibe edildigi, bu da tannik asidin
hiicre sayisin1 azaltabilecegini gostermektedir. Buradan da tannik asidin kullanilan
bilesikler arasinda en Onemli antiinflamatuar etkiye sahip oldugu sonucu
cikarilmaktadir. Tannik asidin tersine, LPS, LPS+ monosodyum glutamat ve LPS+

kalsitrioliin antiinflamatuar etkisi bulunmamaktadir (Cizelge 4.3).



Czelge 4.3 LPS 20 (Doz ana grup 1) uygulanan gruplarda zaman faktoriine gore ¢oklu

karsilastirma sonuglari

Doz Doz Ortalamax %95 Giiven Sidak Coklu Karsilastirma Testi
Ana Alt Zaman Standart < Sonuglari
Grup | Grup Hata aralgl 24 48 72 ] 9
24 100.00+2.01 96.02,103.98
0 48 100.00+1.71 96.61, 103.39 1.000
72 100.00+2.07 95.90, 104.10 1.000 1.000
96 100.00£1.56 96.91, 103.09 1.000 1.000 1.000
24 99.43+2.01 95.45, 103.40
1 48 95.57+1.71 92.18, 98.95 0.582
72 93.43+£2.07 89.34, 97.53 0.160 0.872
96 93.43£1.56 90.35, 96.52 0.146 0.874 1.000
24 95.88+2.01 91.90, 99.86
2 48 94.30+1.71 90.91, 97.68 0.990
72 92.10+2.07 88.00, 96.20 0.663 0.856
96 97.32+1.56 94.23, 100.40 0.995 0.586 0.133
24 74.62+2.01 70.64, 78.60
3 48 54.98+1.71 51.60, 58.37 <0.001
1 72 65.03£2.07 60.94, 69.13 0.003 <0.001
96 54.87+1.56 51.79, 57.96 <0.001 <0.001 <0.001
24 98.69+2.01 94.71, 102.66
48 95.14+1.71 91.75, 98.53 0.673
4 72 | 93.25:207 | 89.15,97.35 | 0250 | 0023
96 97.47+1.56 94.39, 100.56 0.998 0.821 0.335
24 95.28+2.01 91.31, 99.26
5 48 88.63+1.71 85.24, 92.01 .062
72 85.16+2.07 81.07, 89.26 .002 419
96 43.62+1.56 40.54, 46.71 <0.001 <0.001 <0.001
24 97.87+2.01 93.89, 101.85
6 48 87.08+1.71 83.70, 90.47 <0.001
72 78.81+2.07 74.71, 82.90 <0.001 <0.001
96 94.51+1.56 91.42,97.59 .756 <0.001 <0.001

Cizelge 4.4 tlizerinde LPS konsantrasyonu 1250 yiikseltilmistir. Kontrol grubu,
LPS 1250+ monosodyum glutamat, LPS 1250+ Kalsitriol ve LPS 1250+ S. Boulardii
kullanildiginda hiicre canlilig1 oraninda dnemli bir azalma olmadig1 kaydedilmistir (P
degerleri>0.05). LPS 1250, 48.saatte 91.36% olarak ol¢iilen hiicre canlilig1 {izerinde
anlamli inhibisyon etkisi gostermistir (P degeri<0.05); ancak 72. ve 96. saatlerde LPS
1250°nin anlamli bir inhibe edici etkisi goriilmemistir. Ayrica canli hiicreler artmistir (P

degerleri>0.05).

Tannik asit tiim zaman noktalarinda 6nemli bir inhibisyon gostermistir. 24. saatte
canlilik oran1 %76.44 iken 48. saatte %54.21°¢ dismistir (P degeri<0.05), bu da

anlaml bir diislistiir. Hiicre canliligt orami da 72. saatte %51.0’a diismiistiir (P
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degeri<0.05). 96.saatte hiicre canliliginda biraz artis olmus ancak bu artis istatistiksel

olarak anlamsizdir (P degeri<0.05).

Koenzim Q; 24., 48. ve 72. saatlerde hiicre canliligini inhibe ettigi i¢in yiiksek bir
antiinflamatuar etki gostermistir. Hiicre canlili§i degerleri sirasiyla %97.82, %83.30 ve
%69.81dir (P degerleri<0.05). Ancak 96 saat sonunda hiicre canlilig1 oran1 %91.09’a
ulagmistir. Koenzim Q’nun 96. saatte hiicre canliligini inhibe etmedigini géstermektedir
(P degeri>0.05). Bu sonuca gore LPS konsantrasyonu arttiginda, PBMC’lerin canliligi
lizerine inhibisyon etkisi uygulamaya baglamistir. LPS+ tannik asit, PBMC’lerin
canlilif1 iizerinde en anlamli inhibisyon etkisini gostermistir ve bu da Cizelge 4.4 teki

sonucu dogrular niteliktedir.

Cizelge 4.4 LPS 1250 (Doz ana grup 3) uygulanan gruplarda zaman faktoriine gore ¢oklu

karsilastirma sonuglari

Doz Ana Doz Alt Ortalama* 9,95 Giiven Sidak Coklu Karsilagtirma Testi
Grup Grup Zaman Standart o Sonuglari
Hata 24 48 72 96

24 100.00+2.01 96.02, 103.98
48 100.00+1.71 96.61, 103.39 1.000

0 72 100.00+2.07 95.90, 104.10 1.000 1.000
96 100.00+1.56 96.91, 103.09 1.000 1.000 1.000
24 99.32+2.01 95.35, 103.30
48 91.36+1.71 87.98, 94.75 .014

! 72 94.28+2.07 90.18, 98.37 .332 .619
96 94.28+1.56 91.19, 97.36 312 .624 1.000
24 92.15+2.01 88.17,96.13
48 95.74+1.71 92.39,99.12 .661

2 72 91.22+2.07 87.13,95.32 1.000 47
96 95.87+1.56 92.77, 98.96 .660 1.000 232
24 76.44+2.01 72.46, 80.41

5 3 48 54.21+£1.71 50.82, 57.60 <0.001

72 51.00+£2.07 46.91, 55.10 <0.001 <0.001
96 55.55+1.56 52.46, 58.63 <0.001 511 .255
24 94.98+2.01 91.00, 98.95
48 94.73+1.71 91.34,98.11 1.000

4 72 91.10£2.07 87.00, 95.20 .636 .365
96 95.15%1.56 92.07,98.24 1.000 1.000 .383
24 94.68+2.01 90.70, 98.65
48 92.12+1.71 88.73,95.51 .902

> 72 89.48+2.07 85.39, 93.59 .299 721
96 88.58+1.56 85.49, 91.66 133 .398 .999
24 97.82+2.01 93.84, 101.80
48 83.80+1.71 80.41, 87.19 <0.001

6 72 69.81£2.07 65.72, 73.91 <0.001 <0.001
96 91.09+1.56 88.01,94.18 .074 <0.001 <0.001
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Onceki denemenin aksine LPS 20000 tiim zaman noktalarinda (24., 48., 72. ve 96.
saatlerde) yiiksek bir hiicre canliligi engelleme potansiyeli gostermistir. 48 saatlik
inkiibasyondan sonra hiicre canliligt oraninda anlamli bir inhibisyon oldugu
gorilmistir. Hiicre canlilik oran1 %78.98°dir (P degeri<0.05). Bu azalma 72. saatte
%38.14’¢e kadar devam etmistir ve bu oranin 96. saatte ayni kaldigi; ancak yine de

istatistiksel olarak bir anlami1 olduguna dikkat ¢ekilmistir (P degeri<0.05).

LPS 20000+ tannik asit 24 saat sonunda genel olarak yiiksek canlililig1 inhibe
etmis ve canlilik oran1 %90.89 cikmistir. 48. saatte Oonemli bir azalma gorilmiistiir.
Canlilik oran %78.55’e¢ diismiistiir (P degeri<0.05). Bunu takiben 72. saatte Olglilen
hiicre canliliginda bir artis olmus ve %85.32 olarak Sl¢iilmiistiir. Bu da LPS 20000+
tannik asit uygulamasimin PBMC’lerin canlilig1 {izerinde inhibe edici etki gostermedigi
anlamina gelmektedir. Son olarak 96. saatte hiicre canliliginda 6nemli bir azalmanin
meydana geldigi goriilmiis ve canlilik oraninin %58.13 degerine ulastig1 kaydedilmigtir

(P degeri<0.05).

Cizelge 4.5 ayrica LPS+ kalsitrioliin tiim zaman noktalarinda inhibe edici etkiye
sahip olmadigini gostermistir (P degerleri>0.05). LPS+ S. Boulardii uygulandiginda 96.
saatte hiicre canliliginda artis olurken diger zaman noktalarinda anlamli bir canlilik
inhibisyonu olmamuistir. 96. saatte Slgiilen canlilik oran1 %93.99°dur. Koenzim Q 72.
saatte onemli bir sitotoksik etki gostermistir. Olgiilen canlilik orani 81.55%’tir (P
degeri<0.05). 96 saat sonunda %96.3 olarak Olgiilen hiicre canliliginda goriilen artis,

LPS+ koenzim Q’nun etkisinin anlamli olmadig1 anlamina gelir.

LPS+ monosodyum glutamat 24 saatte hiicre canliligimi diisiirmiis ve canlilik
orant %70.24 olarak ol¢iilmiistiir. Bunu hiicre canliligi oran1 %88.85 (P degeri<0.05)
olarak Olgciilen 48.saatteki istatistiksel olarak anlamli artig izlemistir. LPS 20000 ve LPS
200000+ tannik asit, PBMC’lerin canlili1 iizerindeki en dnemli antiinflamatuar etkiyi
gostermistir. LPS 20000+ monosodyum glutamatin aksine hiicre canlilifini dnemli

Olctlide artt1g1 i¢in uyarict bir etki gostermistir.
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Cizelge 4.5 LPS 20000 (Doz ana grup 3) uygulanan gruplarda zaman faktoriine gére
coklu karsilagtirma sonuglari

Doz Doz Sidak Coklu Karsilastirma Testi Sonuclari
Ana Alt Zaman Ortalama+ %95 Giiven
Grup Gru Standart Hata aralig 24 48 72 96
p
24 100.00+£2.01 96.02, 103.98
0 48 100.00£1.71 96.61, 103.39 1.000
72 100.00£2.07 95.90, 104.10 1.000 1.000
96 100.00£1.56 96.91, 103.09 1.000 1.000 1.000
24 95.38+2.01 91.41, 99.36
1 48 78.98+1.71 75.59, 82.37 <0.001
72 38.14+2.07 34.05,42.24 <0.001 <0.001
96 38.14+1.56 35.06, 41.23 <0.001 <0.001 1.000
24 70.24+2.01 66.27, 74.22
48 88.85+1.71 85.46, 92.24 <0.001
2 72 95.47+2.07 91.37,99.56 <0.001 .007
96 95.49+1.56 92.40, 98.57 <0.001 .007 1.000
24 90.89+2.01 86.92, 94.87
48 78.55+1.71 75.17, 81.94 <0.001
3 9 72 85.32+2.07 81.22,89.42 226 .006
96 58.13+1.56 55.05, 61.22 <0.001 <0.001 <0.001
24 92.04+2.01 88.06, 96.01
48 95.74+1.71 92.35,99.12 .629
4 72 92381207 | 88.28, 96.47 1.000 456
96 95.09+1.56 92.01, 98.18 .827 1.000 .800
24 91.29+2.01 87.32, 95.27
48 85.25+1.71 81.87, 88.64 115
5 72 87.70+2.07 83.60, 91.80 712 784
96 93.99+1.56 90.91, 97.08 .894 <0.001 .038
24 97.21+2.01 93.23,101.19
48 90.58+1.71 87.20, 93.97 .064
6 72 81.55+2.07 77.45, 85.64 <0.001 <0.001
96 96.32+1.56 93.23, 99.40 1.000 .030 <0.001

Cizelge 4.6°da 24. saatte LPS+ tannik asit hiicre canlilifinda en anlamh
inhibisyon etkisini gostermistir. Canlilik orani ol¢iilmiis ve %74.62 bulunmus (P
degeri<0.05); ancak diger gruplar anlamli inhibitor etki gostermemistir (P
degerleri>0.05). 48 saatte LPS+ tannik asit %51.60 olarak o6l¢iilen hiicre canlilik
orantyla 6nemli bir inhibitor etki gostermistir (P degeri<0.05). LPS+ S. Boulardii ve
LPS+ koenzim Q’nun her ikisi de inhibe edici 6zellik gostermistir. Hiicre canlilik
oranlar1 sirasiyla %88.63 ve %87.08’dir (P degerleri<0.05). 72 saatte LPS+tannik asit
hiicre canlilig1 orami {izerinde %60.94 olarak kaydedilen 6nemli bir inhibisyon etkisi

gostermistir (P degeri<0.05).

Ayrica LPS+ S boulardii ve LPS+ koenzim Q da canlilik oranlar {izerinde inhibe

edici 6zellik gostermistir. Sirasiyla %85.16 ve %78.81°dir (P degerleri<0.05). 96.saatte
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LPS20 inhibitor etki gostermistir; fakat bu etki istatistiksel olarak Snemsizdir (P
degeri<0.05). LPS+ tannik asit canlilik degeri %54.87 (P degeri<0.05) bulundugundan
dolay1, hiicrelerin canlilig1 {izerine engelleyici bir etki uygulamistir. LPS+ S.boulardii
kullanildiginda bir inhibitor etki gorildiigi sOylenebilir. Bulunan canlilik orani
%43.62°dir (P degeri<0.05). Ancak LPS+ koenzim Q hiicre canlilig1 orani iizerinde
inhibitor etki gostermemistir (P>0.05). Bu sonuca gore LPS+ tannik asit kontrol
grubuna kiyaslandiginda PBMC canlilig1 {izerinde tiim zaman noktalarinda en yiiksek
inhibitor etkiyi gosterirken; LPS+ S. Boulardii ve LPS+ koenzim Q zamana bagli olarak

inhibitor etki gostermistir. Geriye kalan maddeler belirgin inhibitor etki gostermemistir.

Cizelge 4.7°de LPS 1250+ tannik asit 24. saatte diger bilesiklerle
karsilagtirildiginda 6nemli bir inhibitor etki gostermis ve PBMC’lerin canliligi %76.44
olarak Ol¢iilmiistiir (P degeri<0.005). 48. saatte LPS 1250 sadece kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 91.36% olarak bulunan (P degeri<0.05) canlilik orani iizerinde
inhibitor etki gostermistir. LPS 1250+ tannik asit tiim gruplar ile kiyaslandiginda hiicre
canlilik oranin1 %54.21°e ulasana kadar inhibe etmistir (P degeri<0.05).

LPS+ Koenzim Q uygulamasi kontrol, LPS+ monosodyum glutamat ve LPS+
kalsitriol gruplariyla karsilagtirildiginda hiicre canlilik oranin1 %83.30’a inhibe etmistir
(P degeri<0.05). Bu canlilik oran1 LPS+ tannik asit uygulamasindaki canlilik orani ile
kiyaslandiginda anlamli bir etkinin var oldugu fark edilmistir; ancak bu etki inhibitor
etki degil de uyarici bir etkidir. 72. saatte LPS+ tannik asit ve LPS+ koenzim Q diger
gruplarla kiyaslandiginda sirasiyla %51.00 ve %69.81 bulunan (P degerleri<0.05)
canlilik oranlart {izerinde inhibitor etki uygularken; LPS+ S. Boulardii sadece kontrol
grubu ile kiyaslanmis ve %89.48 canlilik orani ile inhibitér etki gostermistir (P

degeri<0.05).

LPS+ kalsitriol ve LPS+ S. boulardii uyaric1 etki gostermistir. Hiicre canlilik
oranlar1 LPS+ tannik aside kiyasla %91.10 ve %89.48 degerlerine ulasmistir (P
degeri<0.05). 96.saatte LPS+ tannik asit hiicre canliligin1 55.55%’e diistirmiistiir; bu da
diger tiim gruplara kiyasla anlamli bir inhibisyondur (P degeri<0.05). LPS+ S.
Boulardii’ nin inhibitor etkisi gdzlenmistir, hiicre canlilik orant %88.58 bulunmustur.

Sadece kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir inhibisyon ifade etmektedir (P
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degeri<0.05). LPS+ S. boulardii, LPS+ kalsitriol ile kiyaslandiginda inhibitor etki

gostermis ve canlilik orant %88.58 bulunmustur (P degeri<0.05).



Cizelge 4.6 LPS 20 (Doz ana grup 1) uygulanan gruplarda doz alt grup faktoriine gore ¢oklu karsilastirma sonuglari

Doz Zaman Doz Ortalama+ %95 Giiven Sidak Coklu Karsilagtirma Testi Sonuglari
Ana Alt Standart araligi 0 1 2 3 2 5 6
Grup Grup Hata
0 100.00+2.01 96.02,103.98
1 99.43+2.01 95.45, 103.40 1.000
2 95.88+2.01 91.90, 99.86 .967 .994
24 3 74.62+2.01 70.64, 78.60 <0.001 <0.001 <0.001
4 98.69+2.01 94.71, 102.66 1.000 1.000 1.000 <0.001
5 95.28+2.01 91.31, 99.26 .890 .965 1.000 <0.001 .996
6 97.87+2.01 93.89, 101.85 1.000 1.000 1.000 <0.001 1.000 1.000
0 100.00+1.71 96.61, 103.39
1 95.57+1.71 92.18, 98.95 779
2 94.30+1.71 90.91, 97.68 .345 1.000
48 3 54.98+1.71 51.60, 58.37 <0.001 <0.001 <0.001
4 95.14+1.71 91.75, 98.53 .634 1.000 1.000 <0.001
5 88.63+1.71 85.24,92.01 <0.001 .096 .355 1.000 .156
6 87.08+1.71 83.70, 90.47 <0.001 .013 .069 .355 .023 1.000
! 0 100.00+2.07 95.90, 104.10
1 93.43+2.07 89.34, 97.53 432
2 94.30+1.71 90.91, 97.68 .153 1.000
72 3 65.03£2.07 60.94, 69.13 <0.001 <0.001 <0.001
4 93.25+2.07 89.15, 97.35 .382 1.000 1.000 <0.001
5 85.16+2.07 81.07, 89.26 <0.001 .108 .335 <0.001 129
6 78.81+£2.07 74.71, 82.90 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 492
0 100.00+1.56 96.91, 103.09
1 93.43£1.56 90.35, 96.52 .070
2 97.32+1.56 94.23, 100.40 .995 .830
96 3 54.87£1.56 51.79, 57.96 <0.001 <0.001 <0.001
4 97.47+1.56 94.39, 100.56 .998 .780 1.000 <0.001
5 43.62+1.56 40.54, 46.71 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
6 94.51+1.56 91.42,97.59 .256 1.000 .992 <0.001 .985 <0.001

LE
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Bu sonuglara gore LPS 1250+ tannik asidin test edilen diger gruplar arasinda tiim
zaman noktalarinda en etkili inhibitdr grup oldugu gorilirken; LPS+ S. boulardii ve
LPS+ koenzim Q belirli zaman noktalarinda diger gruplarla kiyaslandiginda canlilik

orani lizerinde inhibitdr etki gostermistir.



Cizelge 4.7 LPS 1250 (Doz ana grup 2) uygulanan gruplarda doz alt grup faktoriine gore ¢oklu karsilagtirma sonuglari

Doz Zaman Doz Ortalama+ %95 Giiven Sidak Coklu Karsilastirma Testi Sonuglar:
Ana Alt Standart arahg 0 1 2 3 4 5 6
Grup Grup Hata
0 100.00+2.01 96.02, 103.98
1 99.32+2.01 95.35, 103.30 1.000
2 92.15+2.01 88.17,96.13 129 237
24 3 76.44+2.01 72.46,80.41 <0.001 <0.001 <0.001
4 94.98+2.01 91.00, 98.95 .825 .945 1.000 <0.001
5 94.68+2.01 90.70, 98.65 747 .902 1.000 <0.001 1.000
6 97.82+2.01 93.84,101.80 1.000 1.000 .645 <0.001 1.000 999
0 100.00+1.71 96.61, 103.39
1 91.36+1.71 87.98, 94.75 .010
2 95.74+1.71 92.39,99.12 .828 .798
48 3 54.21+1.71 50.82, 57.60 <0.001 <0.001 <0.001
4 94.73+1.71 91.34,98.11 486 .978 1.000 <0.001
5 92.12+1.71 88.73,95.51 .029 1.000 .956 <0.001 .999
6 83.80+1.71 80.41, 87.19 <0.001 .045 <0.001 <0.001 <0.001 016
2 0 100.00+2.07 95.90, 104.10
1 94.28+2.07 90.18, 98.37 .680
2 91.22+2.07 87.13,95.32 .066 .999
72 3 51.00+2.07 46.91,55.10 <0.001 <0.001 <0.001
4 91.10+2.07 87.00, 95.20 .058 .999 1.000 <0.001
5 89.48+2.07 85.39, 93.59 .009 .901 1.000 <0.001 1.000
6 69.81+2.07 65.72, 73.91 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
0 100.00£1.56 96.91, 103.09
1 94.28+1.56 91.19, 97.36 199
2 95.87£1.56 92.77,98.96 748 1.000
96 3 55.55+1.56 52.46, 58.63 <0.001 <0.001 <0.001
4 95.15+1.56 92.07, 98.24 469 1.000 1.000 <0.001
5 88.58+1.56 85.49, 91.66 <0.001 .204 .025 <0.001 .069
6 91.09+1.56 88.01,94.18 .002 968 496 <0.001 772 998

6€
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Cizelge 4.8’de her bir grubun etkisinin farkli zaman noktalarinda diger gruplarla
karsilastirilmast verilmistir. 24. saatte LPS 20000+ monosodyum glutamat ve LPS+
tannik asit hiicre canliliginda anlamli bir inhibisyon gdstermistir; hiicre canlilik oranlari
sirasiyla %70.24 ve %90.89 bulunmustur (P degeri<0.05). LPS+ S. boulardii ninise
hiicre canliligi orami1 {izerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan inhibisyonu
gozlemlenmistir (P degeri>0.05). Tiim maddelerin 24. saatte LPS+ monosodyum
glutamat ile karsilastirildiklarinda uyarici etki gostermesi dikkat ¢ekicidir; ¢iinkii hiicre
canlilig1 oranlar1 artmistir. Bu da LPS+ monosodyum glutamatin diger gruplar arasinda
en fazla inhibisyon 6zellige sahip olan grup oldugu anlamina gelmektedir. 48.saatte
LPS+ kalsitriol hari¢ tiim gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda inhibitor etki
gostermistir (P degeri<0.05). LPS+ kalsitriol kullanildiginda bulunan hiicre canlilik
orant %95.74’tiir (P degeri>0.05). 48.saatte LPS+ tannik asit her ikisi de ayn1 canlilik
degerlerine sahip oldugundan LPS ile karsilastirildiginda 6nemli bir fark gostermezken
LPS+ monosodyum glutamat, LPS+ kalsitriol ve LPS+ koenzim Q hiicre canlilig1
oranlarinda 6nemli artis gostermistir (P degerleri<0.05). LPS + tannik asit; LPS +
kalsitriol ve LPS + Koenzim Q ile Karsilastirildiginda hiicre canliligi oraninda anlaml
bir inhibisyon gostermistir (P degeri <0.05). 72. saatte LPS kullanildiginda hiicre
canliliginda 6nemli dlgiide bir diisiis olmustur ve 38.18% bulunmustur (P degeri<0.05).
Ayni sekilde LPS+ tannik asit; LPS+ S. boulardii ve LPS+ koenzim Q kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli hiicre canliligi inhibisyonu gostermistir; canlilik oranlar
strastyla %83.32, %87.70 ve %81.55 bulunmustur (P degerleri<0.05). Tiim maddeler,
LPS ile karsilastirildiginda hiicre canlilik oranlarinda 6nemli artiglar gostermistir (P
degerleri<0.05). LPS+ koenzim Q; kontrol, LPS+ monosodyum glutamat ve LPS+
kalsitriol gruplari ile karsilastirildiginda %81.55 olarak olgiilen canlilik orani tizerinde
inhibitor etki gostermistir (P degeri<0.05). Bu zaman noktasinda LPS; diger gruplar
arasinda en fazla inhibisyon gosteren maddedir. 96. saatte LPS ve LPS+ tannik asidin
diger gruplarla karsilastirildiginda en fazla inhibitor etkiye sahip olduklar1 acikca
goriilmektedir. LPS+ tannik asit uygulamasindan sonra hiicre canlili1 orani 6l¢iilmiis
ve %58.13 bulunmustur, bu LPS uygulamasindan sonra Olciilen hiicre canliligi ile
kiyaslandiginda 6dnemli bir artistir (daha sonra hiicre canliligi %38.14 6l¢iilmiistiir) (P
degeri<0.05).



Cizelge 4.8 LPS 20000 (Doz ana grup 3) uygulanan gruplarda doz alt grup faktoriine gore ¢oklu karsilastirma sonuglari

Doz

Doz

Ortalama+

Sidak Coklu Karsilastirma Testi Sonuglari

%95 Giiven
G | ™ | o | S | e [0 [ w2 [ s [ 4 [ s [
0 100.00+2.01 96.02, 103.98
1 95.38+2.01 91.41, 99.36 .907
2 70.24+2.01 66.27, 74.22 <0.001 <0.001
24 3 90.89+2.01 86.92, 94.87 .035 926 <0.001
4 92.04+2.01 88.06, 96.01 115 .997 <0.001 1.000
5 91.29+2.01 87.32,95.27 .054 .969 <0.001 1.000 1.000
6 97.21+2.01 93.23,101.19 1.000 1.000 <0.001 448 .788 569
0 100.00+1.71 96.61, 103.39
1 78.98+1.71 75.59, 82.37 <0.001
2 88.85+1.71 85.46, 92.24 <0.001 .002
48 3 78.55+1.71 75.17, 81.94 <0.001 1.000 .001
4 95.74+1.71 92.35,99.12 829 <0.001 .102 <0.001
5 85.25+1.71 81.87, 88.64 <0.001 201 .958 127 .001
6 90.58+1.71 87.20, 93.97 .003 <0.001 1.000 <0.001 529 466
3 0 100.00+2.07 95.90, 104.10
1 38.14+2.07 34.05, 42.24 <0.001
2 95.47+2.07 91.37, 99.56 938 <0.001
72 3 85.3242.07 81.22, 89.42 <0.001 <0.001 015
4 92.38+2.07 88.28, 96.47 195 <0.001 .999 .307
5 87.70+2.07 83.60, 91.80 .001 <0.001 172 1.000 919
6 81.55+2.07 77.45, 85.64 <0.001 <0.001 <0.001 .991 .006 552
0 100.00+1.56 96.91, 103.09
1 38.14+1.56 35.06, 41.23 <0.001
2 95.49+1.56 92.40, 98.57 .600 <0.001
96 3 58.13+1.56 55.05, 61.22 <0.001 | <0.001 <0.001
4 95.09+1.56 92.01, 98.18 446 <0.001 1.000 <0.001
5 93.99+1.56 90.91, 97.08 143 <0.001 1.000 <0.001 1.000
6 96.32+1.56 93.23, 99.40 .884 <0.001 1.000 <0.001 1.000 999

144
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Cizelge 4,9’da Kontrol grubu i¢in; tiim zaman noktalarinda LPS 20, LPS 1250 e
LPS 20000 arasinda anlamli bir fark yoktur. Yalnizca LPS varliginda 24.saatte LPS 20,
LPS 1250, LPS 20000 gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmamistir. 48.saatte LPS
20000; LPS 20 ve LPS 1250 ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda 6nemli bir
inhibisyon gostermistir. Canlilik orant %78.98 bulunmustur (P degeri<0.05). LPS
20000’in bu inhibitor etkisi 72. ve 96. saatlerde ol¢iildiiglinde tekrar goriilmiistiir. 24.
saatte li¢iincli grupta (LPS+ monosodyum glutamat), LPS 200000’in hiicre canlilig
orani lizerinde LPS 1250 ile karsilastirildiginda %70.24 olarak oOlclilen maksimum
inhibisyon etkisini gosterdigi fark edilmistir (P degeri<0.05). Diger zaman noktalarinda

(48. 72. ve 96. saatlerde) anlaml1 bir inhibisyon goriilmemistir (P degerleri>0.05).

24.saatte LPS+ tannik asit varliginda LPS 20000; LPS 20 ve LPS 1250 ile
kiyaslandiginda %90.89 bulunan hiicre canlilik oraninda énemli bir artis gézlenmistir.
48.saatte LPS 20000 ile elde edilen hiicre canliligindaki artis; LPS 20 ve LPS 1250 ile
karsilastirildiginda daha az fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P
degeri<0.05). 72. Saatte LPS 1250; yalnizca LPS 20 ile kiyaslandiginda hiicre canlilig1
%51.00 bulundugundan dolayr 6énemli inhibisyon gostermistir (P degeri<0.05). Buna
karsilik olarak LPS 20000; LPS 20 ve LPS 1250 ile kiyaslandiginda hiicre canlilik orani
85.32%’ye ulastigi i¢in uyarici etki gostermistir (P degeri<0.05).

LPS + Kkalsitriol durumunda, farkli konsantrasyonlarda LPS kullanilmasina
ragmen tiim zaman noktalarinda canlilik inhibisyonunun olmadig: sonucu ¢ikmistir (P

degerleri<0.05).

LPS+ S. boulardii’de 24. saatte LPS 20, LPS 1250 ve LPS 20000 birbirleriyle
karsilastirildiginda anlamli bir inhibisyon gostermemisken (P degerleri>0.05), 48. saatte
LPS 20000 canlilik oranini %88.25’e diisiirmiistiir. Bu da LPS 1250’ye gdre anlaml1 bir
azalmadir (P<0.05). 96.saatte LPS 20; hiicre canliligi %43.62 olarak 6l¢iilen anlamli bir
inhibitor etki gostermistir; ancak LPS 1250 ve LPS 20000 canlilik oranlari sirasiyla
%88.58 ve %93.99’a yiikseldigi i¢in uyarici etki gostermistir. Sonugta LPS 1250 ve
LPS 20000’in karsilastirilmasi anlamli bir fark yaratmistir (P degerleri<0.05). Ayni
zamanda, LPS 20000 ile elde edilen hiicre degerini; LPS 1250 ile elde edilen degerler
karsilastirmak anlamli fark yaratmistir (P degerleri<0.05).
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Son grupta (LPS+ koenzim Q); 72.saatte LPS 20’nin hiicre canlilik oranini
78.81%’e diisiirmesi haricinde diger zaman noktalarinda hiicre canliligi oranlarinda
anlamli bir inhibisyonun olmadig1 goriilmiistiir. Ayn1 sekilde LPS 1250 hiicre canliligim
LPS 20’ye gore anlamh bir azalma olan %69.81°¢ inhibe ederken; LPS 20000 hiicre
canliligint %81.55’ye ylikseltmistir. Bu yiikselme LPS 1250’ye gore anlamli, LPS
20’ye gore anlamli degildir (P degeri<0.05).

Cizelge 4.9 Doz ana grup faktoriine gore doz alt grup ¢oklu karsilagtirma sonuglari

Doz Alt Zaman Doz Ortalama+ %395 Giiven Sidak Coklu Karsilagtirma Testi Sonuglari
Grup anagrup Standart Hata aralhig 1 2 3
1 100.00+2.01 96.02,103.98
24 2 100.00£2.01 96.02, 103.98 1.000
3 100.00+2.01 96.02, 103.98 1.000 1.000
1 100.00+1.71 96.61, 103.39
48 2 100.00£1.71 96.61, 103.39 1.000
3 100.00+1.71 96.61, 103.39 1.000 1.000
0 1 100.00£2.07 95.90, 104.10
72 2 100.00+2.07 95.90, 104.10 1.000
3 100.00£2.07 95.90, 104.10 1.000 1.000
1 100.00+1.56 96.91, 103.09
96 2 100.00+1.56 96.91, 103.09 1.000
3 100.00+1.56 96.91, 103.09 1.000 1.000
1 99.43+2.01 95.45, 103.40
24 2 99.32+2.01 95.35, 103.30 1.000
3 95.38+2.01 91.41, 99.36 .402 425
1 95.57+1.71 92.18, 98.95
48 2 91.36+1.71 87.98, 94.75 234
3 78.98+1.71 75.59, 82.37 <0.001 <0.001
! 1 93.43+£2.07 89.34, 97.53
72 2 94.28+2.07 90.18, 98.37 .988
3 38.14+2.07 34.05,42.24 <0.001 <0.001
1 93.43+1.56 90.35, 96.52
96 2 94.28+1.56 91.19, 97.36 974
3 38.14+1.56 35.06, 41.23 <0.001 <0.001
1 95.88+2.01 91.90, 99.86
24 2 92.15+2.01 88.17, 96.13 A73
3 70.24+2.01 66.27, 74.22 <0.001 <0.001
1 94.30+1.71 90.91, 97.68
48 2 95.74+1.71 92.39, 99.12 911
3 88.85+1.71 85.46, 92.24 .076 .015
2 1 94305171 90.91, 97.68
72 2 91.22+2.07 87.13, 95.32 .987
3 95.47+£2.07 91.37, 99.56 .582 .385
1 97.32+1.56 94.23, 100.40
96 2 95.87+1.56 92.77, 98.96 .886
3 95.49+1.56 92.40, 98.57 793 .997
1 74.62+2.01 70.64, 78.60
24 2 76.44+2.01 72.46, 80.41 ,892
3 3 90.89+2.01 86.92, 94.87 <0.001 <0.001
48 1 54.98+1.71 51.60, 58.37
2 54.21+1.71 50.82, 57.60 ,984
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sonuglari(devam)
3 78554171 7517,81.94 | <0.001 <0.001
1 65.032.07 60.94, 69.13
72 2 51.002.07 46.91,5510 | <0.001
3 853242.07 8122,8942 | <0.001 <0.001
1 54.87+1.56 51.79, 57.96
9% 2 55.55:1.56 52.46, 58.63 986
3 58.13£1.56 55.05, 61.22 369 567
1 98.69+2.01 94.71,102.66
24 2 94.98+2.01 91.00, 98.95 477
3 92.04£2.01 88.06, 96.01 061 662
1 95.14+1.71 91.75,98.53
48 2 94.73+1.71 91.34,98.11 998
3 95.74+1.71 92.35,99.12 993 967
! 1 93254207 89.15, 97.35
72 2 91.1042.07 87.00, 95.20 847
3 92.3842.07 88.28, 96.47 987 962
1 97.47+1.56 94.39, 100.56
9 2 95.15£1.56 92.07, 98.24 650
3 95.0941.56 9201, 98.18 631 1.000
1 95.28+2.01 9131, 99.26
24 2 94.68+2.01 90.70, 98.65 995
3 91.2942.01 87.32, 95.27 413 554
1 88.63+1.71 85.24, 92.01
48 2 92.12+1.71 88.73, 95.51 390
3 85.25+1.71 81.87, 88.64 420 016
° 1 85.16+2.07 81.07, 89.26
72 2 89.48+2.07 85.39, 93.59 370
3 87.7042.07 83.60, 91.80 71 905
1 43.62+1.56 4054, 46.71
9% 2 88.58+1.56 85.49, 91.66 <0.001
3 93.99+1.56 90.91, 97.08 <0.001 045
1 97.872.01 93.89, 101.85
24 2 97.82+2.01 93.84, 101.80 1.000
3 97.212.01 93.23,101.19 994 995
1 87.08+1.71 83.70, 90.47
48 2 83.80+1.71 80.41, 87.19 443
3 90.58+1.71 87.20, 93.97 388 017
6 1 78.8122.07 74.71, 82.90
72 2 69.8122.07 65.72, 73.91 008
3 81.55+2.07 77.45, 85.64 727 <0.001
1 94.51+1.56 91.42, 97.59
9% 2 91.09+1.56 88.01, 94.18 328
3 96.32+1.56 93.23,99.40 798 057
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Sekil 4.1°de farkli bilesiklerin PBMC’ler iizerindeki etkisi gosterilmektedir. LPS
20; PBMC’lere 96 saatten fazla inkiibasyonda anlamli olmayan bir inhibitor etki
gostermistir. Hiicre canliligi hala yiiksektir (yaklasik %92).

Monosodyum glutamat tiim siire boyunca anlamli bir inhibitor etki

gostermemistir. Hiicre canlilig yaklagik %97°dir.

Tannik asit kullanildiginda 24.saatte anlamli bir sitotoksik etki gézlemlenmistir ve
hiicre canliligit %75 bulunmustur. 48.saatte hiicre canliliginda %54 bulunan bagka bir
inhibisyon goriilmiistiir. Bu azalmadan sonra 72.saatte bir artis ve 96. saatte yine bir
azalma olmustur. Canlilik orani1 yaklasik %55°dir. LPS 1250+ kalsitriol test edilen siire
boyunca zayif bir inhibitor etki gdstermistir.

LPS+ S. boulardii 72.saatte kadar zayif bir inhibitor etki gostermis olup ardindan
hiicre canliliginda keskin bir inhibisyon goriilmektedir; bu da mayanin son zaman
noktalarinda bu etkiyi gosterebilecegi anlamina gelmektedir.

LPS 20+ koenzim Q’da goriilen inhibitdr etki giderek artis gdstermistir. 72.saatte

hiicre canlilig1 minimumken (yaklasik %80) daha sonra %94’e ulagmistir.
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Sekil 4.1. LPS 20 (Doz ana grup 1) igin farkli madde uygulamalarmmin % hiicre
canliligina etkileri

Sekil 4.2°de farkli bir grubun (LPS 1250) PBMC’lerin canlilig1 tizerindeki etkisi
gosterilmektedir. LPS 1250; 48 saat sonra hafif bir inhibitor etki gostermistir ve hiicre

canliligr yaklasik %90°dir. Sonrasinda bir artis olmustur ve hiicre canliligi 96.saatte

yaklasik %93’ diir.

LPS 1250+ monosodyum glutamat hiicre canliliginda 6nemsiz bir etki gostermis

ve yaklasik %95°dir.

LPS 1250+ tannik asit anlamli bir inhibitor etki gdstermistir. 24.saatte hiicre
canlilik oran1 yaklagik %78’dir. 48.saatte bu inhibisyon degeri yaklasik 53%; 72.saatte

hafif bir azalma ile %51; son olarak 96.saatte ise %54 oldugu goriilmektedir.

LPS+ kalsitriol test edilen siire boyunca PBMC’ler lizerinde zayif inhibitor etki

gostermistir. 96.saatteki hiicre canliliginin %94 oldugu goriilmektedir.
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LPS+ S. boulardii tim zaman noktalarinda zayif bir inhibitor etki gostermistir.
24.saatte  hiicre canliliginin %89 oldugu goriilmektedir. LPS 1250°de 48. Ve
72.saatlerde hiicre canliligindaki keskin diististen dolay1 belirgin bir inhibisyon etkisi
vardir. Canlilik oranlarinin yaklasik %83 ve %70 oldugu goriilmektedir. Bunu

96.saatteki yaklasik %92 ile hizli bir artis izlemektedir.
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Sekil 4.2. LPS 1250 (Doz ana grup 2) igin farklt madde uygulamalarinin % hiicre
canliligina etkileri

Sekil 4.3’de LPS 20000 icin farkli madde uygulamarinin PBMC’lerin canliligina
etkileri gosterilmektedir. LPS 20000 hiicre canlilig1 iizerinde anlamli inhibitor etki
gostermistir. 48.saatte hiicre canliligmi %80’e diisiirmiistiir. Bu azalma 72.ve

96.saatlerde 40%’1n altinda bir degere kadar devam etmistir.
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LPS 20000+ monosodyum glutamat, 24. saatte hiicre canliliginda %70 Glgiilen
anlamli bir azalma olmustur; fakat bu bilesikler 48, 72 ve 96.saatlerde bu etkinligi

gostermemistir. Hiicre canliligl 96.saatte %93 bulunmustur.

LPS 20000 + tannik asit de 24.saatte hiicre canliliginda inhibitor etki gdstermistir
ve bu oran yaklasik %90°dir; ardindan bu oran 48. Saatte %80°¢e diismiis, sonra yeniden
%85’¢e yiikselmis ve son olarak 96.saatte canlilik oranimnin %58’den daha az oldugu

gorilmektedir.

LPS 20000+ kalsitriol PBMC’lerin canliliklar1 {izerinde zayif bir inhibisyon

gostermistir; hiicre canlilig1 oran1 96.saatte 6lciilmiis ve %90 oldugu goriilmiistiir.

LPS+ S. boulardii hafif bir inhibitor etki gostermistir. 48.saatte hiicre canlilik
oranina bakildiginda yaklasik olarak %85 bulunmustur. 96.saatte hafif bir ylikselme

olmus ve canlilik orant %92’ye ulagsmistir.

LPS 20000+ koenzim Q; diger tiim zaman noktalarinin aksine yalnizca 72.saatte

hiicre canlilig1 tizerinde anlamli inhibisyon gostermektedir. Canlilik oran1 %82’dir.
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Sekil 4.3. LPS 20000 (Doz ana grup 3) igin farkli madde uygulamalarimin % hiicre
canliligina etkileri

Sekil 4.4, genis LPS konsantrasyonu araliginin PBMC'lerin canlilig1 lizerindeki
etkisini gostermektedir, hiicre canliligi konsantrasyona bagli bir sekilde azalmistir;
hiicrelerin canlilig1 kontrol grubunda (LPS'siz hiicreler) yiiksekken, grup 12 ve 13'te
(LPS konsantrasyonlar1 sirasiyla 10000 ve 20000 ng / ml idi) %90'dan azdi. Bu
sonuglara gore, 20 ng / ml (grup 3), 1250 ng / ml (grup 9) ve 20000 ng / ml (grup 13)

olan diger deneyler i¢in 3 farkli LPS konsantrasyonu segildi.
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Sekil 4.4. Genig LPS konsantrasyonu araliginin PBMC'lerin canliligi iizerindeki etkisi



50

4.2 Tartisma

PBMC’ler periferal kandan izole edilir ve yuvarlak bir ¢ekirdek bulunduran
herhangi bir kan hiicresi olarak tanimlanir. PBMC’ler; lenfositler (T hiicreleri, B
hiicreleri ve dogal oldiiriiciiler), monositler ve dendritik hiicreleri hiicreleri igerir.

(Verhoeckx vd., 2015).

PBMC’ler saf hiicrelerdir ve efektor hiicrelere farklilagsmak tizere aktive edilir.
PBMC’ler tek bir antijene diisiik bir gdsterirler; bu nedenle T lenfositlerin proliferasyon
aktivasyonu i¢in fitohemaglutinin (PHA) ve concanavalin A (con A) gibi poliklonal
aktivatorler kullanilir. Phytolacca americana’dan elde edilen bir mitojen (pokeweed
mitojen) hem T lenfositlerin hem de B lenfositlerin proliferasyonunu indiiklemek igin
kullanilir. PBMC’ler tam kan 6rneginden veya buffy coat’lardan (sarimsi-beyaz 16kosit
tabakas1) izole edildiginden kolay bulunur. PBMC’ler bagirsak mukozasindaki
bagisiklik hiicrelerinin farkli fenotiplerine sahiptir (Verhoeckx vd., 2015).

PBMC’lerin aktive olmasi gerektigi bilinmektedir, aktivasyon islemi
Concanavalin A ve LPS gibi farkli malzemeler kullanilarak yapilabilir. LPS etkisini
dogrudan gostermez ve Toll-benzeri reseptdor (TLR) adi verilen bir transmembran
proteine ulagana kadar LBP ve mCD14 gibi bir periferal protein ile tasinmas1 gerekir,
bu da bagisiklik yanit1 genlerinin aktivasyonunu baslatan yolu aktive eder. Ayrica LPS
reseptor kaspaz 8 yoluyla aktiflestiginde hiicre oliimiine yol agtig1 diisiiniilmektedir.

LPS’nin tam aktivasyonu i¢gin MD-2 ve TLR arasinda konjugasyon gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinda LPS uygulanmadan 6nce ve sonra, D3 vitamini, polifenoller,
MSG, koenzim Q10 ve probiyotikler gibi giinliik 6glinlerin 6nemli bir bolimiini
olusturan dogal maddelerin, saglikli goniilli bir kisiden izole edilen PBMC’lerin

proliferasyonu tizerindeki etkisi arastirilmistir.

4.3 D3 vitamininin Etkisinin Tartisilmasi
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Ds vitamini giines 1s1gma maruz kalindiginda insan viicudunda dogal olarak
tiretilen bir steroid hormondur. Epidermis hiicreleri 6énemli miktarda D vitamini i¢in
oncii olan 7-dehidrokolesterol igerir. Bilesikteki ¢ift bag provitamin D olusturmak iizere
izomerlestirilecek ve bu da 25-(OH)-hidroksilaz ile hidroksilasyon igin karacigere
taginacaktir. Bu form D vitaminin ana formudur; ¢ilinkii 15 giin gibi uzun bir yarilanma
Omriine sahiptir; bu nedenle D vitamini testlerinde 6l¢iilen formdur. Saglikli bireylerde
D vitamininin konsantrasyonu 25(OH)D3 en az 30ng/mL olmalidir; ancak bu D vitamini
formu aktif degildir ve daha fazla degisime ihtiya¢ duyar. Boylece 25(OH)D3’lin 1a-
hidroksilaz ile 15 saatlik bir yarilanma 6mre sahip olan aktif form olan 1,25(OH)2D3
tiretmek icin bir kez daha hidroksilize edildigi bobrege tasinir. Makrofaj ve ndtrofilin
la-hidroksilaza sahip olduklar1 igin, vitaminin aktif formunu iiretebildikleri
sOylenebilir. D3 vitamini biyolojik etkisini neredeyse tiim hiicre tipleri tarafindan ifade
edilen VDR’ye baglanarak uygular. VDR kodlamasindan sorumlu gen, insanda
12 kromozomda (12q13) bulunur ve en az 14 ekson icerir (Nair vd., 2012).

D vitamini viicutta birgok fonksiyondan sorumludur. Bagirsakta dogrudan %30-
40 kalsiyum emilimini ve dolaylt olarak %80 fosfor emilimini saglamaktadir. Ayrica
kemik metabolizmasinda da 6nemli bir role sahiptir; ¢linkii D vitamini osteoblastta NF-
kB Ligand (RANKL) ekspresyonunun reseptor aktivatoriinii, osteoklastin
farklilagmasma ve kalsiyumun kan dolasimina uygun bir kalsiyum konsantrasyonu
saglayarak yukari-regiile eder. D vitamini bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynar. T
ve B hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltir ve plazma hiicreleri tarafindan antikor tiretimini
azaltir. Ayrica IFN-a ve IL-2 gibi sitokinlerin iiretimini azaltir ve IL-5 ve IL-10

tiretimini arttirir, bu da TH-2 tepkisine dogru kayma anlamina gelir.

Makrofajlar ve noétrofiller D3 vitaminine yanit olarak antimikrobiyal, antiviral ve
antitimor etkilerine sahip bir peptit olan katelisidin {iretimini artirir. Dendritik hiicreler,
olgunlagmasini engelledigi ve MHC nin tamamlanmasini 6nledigi i¢in D3 vitamininden
olumsuz etkilenir. T hiicrelerinin aktivasyonunda eksiklik ile sonuglanir. D vitamini ¢ok
cesitli kanser hiicre dizilerine kars1 antiproliferatif ajan olarak kabul edilmektedir. Bcl-2
ve bax iceriklerinin modiilasyonu yoluyla ya da kalsiyuma bagli proapoptik proteaz
mikrokalpain ve kaspaz-12’yi aktive ederek kalsiyum konsantrasyonu artirarak bazi

hiicre dizilerinde apoptozu indiikleyebilir. Gariptir ki; D vitamini diger hiicre dizisinde



52

kaspaz 3 inhibisyonuna yol agan kalbindin ekspresyonunu indiikleyerek apoptozu onler.
D vitamini ayrica kanser hiicrelerinin tamamen farklilagmasini indiikler, anjiyogenezi

onler ve insiilin iretimini indiikler (Dusso vd., 2005).

D vitamini eksikligi 25(OH)D3’lin konsantrasyonu 20 ng/mL’den az oldugunda
goriiliir ve insanlarin, 6zellikle de kisin yeterli derecede giines 15181 alamayan kuzey
enlemlerinde yasayan insanlarin, %50’sinden fazlasini etkiledigi zaman pandemik
hastalik olarak kabul edilir. Bu problemin sonucunda gida imalat sektorii insan
viicudunda dogal olarak {iretilen D vitamini eksikligini gidermek i¢in gidalarin i¢cine D

vitamini eklemektedir.

D vitamini eksikligi paratiroid hormon {iretimini artirir. Bu hormon osteoklasti
aktive ederek kemikten kan dolagimina 6nemli miktarda kalsiyumun ge¢mesine yol
actigindan kemiklerin zayiflamasina ve kemik mineralizasyon problemlerine sebep olur.
Ve ¢ocuklarda rasitizm, yetiskinlerde kemik erimesi ve yaslilarda kemik kirilma riskini
artir. D3 vitamini eksikliginin kritik sonuglarindan biri kanda yiiksek miktarda
kalsiyum tireten dort paratiroid bezinin genislemesi olarak tanimlanan paratiroid
hiperplazisidir. Bu sorun P21 ve P27 gibi sikline bagimli kinaz inhibitorlerini
indiikleyerek hiicrelerin  genislemesini engelleyen D vitamini enjeksiyonu ile
coziilebilir. D vitamin eksikliginin iskelet kaslarinda zayifliga neden oldugu

bildirilmistir (Dusso vd., 2005).

Jacques M. Leire ve grubu Ds vitaminin aktif formu olan 1,25(0OH).Ds ve
25(0OH)D3 ve 24,25(0OH).Dz gibi metabolitlerinin saglikli goniilli kisilerden alinan
PBMC’ler iizerindeki antiproliferatif etkisini arastirmig ve 1,25(OH).D3’tin PHA, PWM
ve dermafiton 0 gibi farkli bilesikler kullanarak PBMC’lerin uyarilmasindan sonra
DNA sentezinin doza bagli inhibisyonu gosterdigi bulunmustur. Yar1 maksimal DNA
sentezi inhibisyonu PHA, PWM ile aktive edilen hiicrede 10*-10° M D3 vitaminin
aktif formunun varliginda gergeklesirken, DNA sentezindeki yar1 maksimal inhibisyon
dermafiton 0 ile aktive edilen hiicrede 107°-10° M Ds vitamininin aktif formunun

varliginda gergeklesmistir (Lemire vd., 1984).
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Maria Stio ve grubu Dz vitamini ve KH1060 ve EB1089 gibi analoglarmin,
Crohn hastalarindan alinan PBMC’lerin proliferasyonu iizerindeki etkisini arastirmistir.
Calismalarinda son konsantrasyon 1 nM D3 vitamini ve analoglarinin infliximab ile
tedavi edilen hastalardan alinan PHA ile uyarilmig PBMC’ler iizerinde proliferasyonu
engelleyici bir etki uyguladigini bulmuslardir. Bazi hastalar tedaviye cevap vermeseler
de; D vitamini ve tiirevleri, etkilerinin infliximab’dan bagimsiz oldugunu gdsteren

inhibitor etki gostermistir (Stio vd., 2006).

Maria Martinesi ve grubu hem saglikli bireylerden hem de iltihabi bagirsak
hastalarindan alinan PBMC’lerin proliferasyonu iizerinde D vitamini ve analogu olan
EB1089’un etkisini incelemistir. 10 ve 100 nM D3 vitamini ve EB1089°’un PHA ile
uyarilan PBMC’lerin proliferasyonunu inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Ayrica ayni
kosullarda 5 giinliik kiiltiirlenmeden sonra ELISA PLUS kiti ile DNA pargalanmasini
Olgmisler ve D vitamini her iki konsantrasyonda da apoptozu indiikledigi ve bunun da
D vitamini ve analogunun antiproliferatif etkisinin apoptoz yoluyla olacagini

gormiislerdir (Maria Martinesi, 2008).

Shookooh Yousefi ve grubu tarafindan PBMC’lerin ¢ogalmasi {izerinde D
vitaminin etkisi incelenmistir. Bu hiicreler yapisik ve yapismamis olarak iki gruba
ayrilip; 15 pg/ml concanavalin A ile uyarilmistir. 300 nM D vitaminin [3H] timidin
katilim testi ile dlgiilen PBMC’lerin gogalmasini inhibe ettigi goriilmiistiir (Yousefi vd.,
1989).

Maria Stio ve grubu tarafindan yapilan baska bir ¢caligmada ise D3 vitamini ve
tiirevleri olan KH1060 ve EB1089’un T lenfositleri lizerindeki etkileri arastirilmistir.
Saglikli ve iilseratif kolit hastalarindan PBMC’ler alindiktan sonra T lenfositleri
saflastirilmistir. Daha sonra PHA ile uyarilmis T lenfositlerini bu bilesiklerin (D vit ve
tiirevleri) farkli konsantrasyonlart (0.1, 1, 10 nM) uygulanmistir. Hiicre proliferasyonu
[*H] timidin katilim testi ile l¢iilmiis ve hem D3 vitamini hem de tiirevi olan EB1089,
0.1 nM derisimde proliferasyon egellenmedigi i¢in, doza bagli inhibisyon goriilmiistiir.
1 nM derisimde hiicrelerde anlamli bir proliferasyon gézlenmistir. 10 nM derisimde en
yiikksek inhibisyon gozlemlenmistir. Diger taraftan KH 1060’in proliferasyonu
engelleyici etkisi 0.1 nM’da da anlamli bir inhibisyon gosterdiginden, doza bagh
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degildir. Bu bulgularin sonucunda KH 1060, saglikli ve iilseratif kolit hastalarinda D3
vitamini ve EB1089’dan daha fazla proliferasyon baskilayici olarak kabul edilmistir

(Stio, vd., 2001).

Maria Stio ve grubu, baska bir calismada 0.1 nM ve 0.1pg/ml anti-TNF’nin
crohn ve iilseratif kolit hastalarindan alinan PBMC’lerin ¢ogalmasi {izerindeki etkisini
arastirmistir. izole edilen hiicreler 10pg/ml PHA ile uyarilmis ve kiiltiiriin bir grubu son
24 saat boyunca 10pg/ml LPS ile muamele edilmistir. Hiicre ¢ogalmasi testi [°H]
timidin katilim testi ile yapilmis ve sonugta KH 1060 hem de anti-TNF’nin hiicre
cogalmasi engelledigini bulmusglardir. LPS uygulanan grup tlseratif kolit hastalarindan
alinan PBMC’lerde hafif bir inhibisyon ve Crohn hastalarinda hafif bir artig
gozlemlemislerdir (Stio vd., 2004).

D3 vitamini ayrica birgok hiicre dizisinde hiicre ¢gogalmasini inhibe etmektedir.
Buna Mcf-7 hiicre dizisi rnek olarak verilebilir. Saragligil ve grubu D vitaminin genis
konsantrasyon araliginda (10-1000 nM) meme Kkanseri hiicre dizisi olan Mcf-7
tizerindeki etkisi ile ilgili yaptiklar: calismada doza bagl inhibisyon gergeklesirken; 500
ve 1000 nM derisimde D vitaminin hiicreler {izerinde dogrudan toksik etkiye sahip

oldugu goriilmiistiir (Saraghgil vd., 2015).

Bu tez calismasinda PBMC’ler izole edildikten sonra 3 farkli derisimde (20,
1250, 20000 ng/mL) LPS ile uyarilmistir. Hiicreler ayn1 anda 100 uM D vitamini ve
LPS ile kiltlirlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda LPS’nin herhangi bir

konsantrasyonunda D vitamininin PBMC’ler {izerinde etkisi goriilmemistir.

4.4 Tanenlerin Etkisinin Tartisilmasi

Tannik asit flavonoid ve fenolik asit olmak iizere iki genel bilesik sinifina sahip
olan yaygin polifenollerden biridir. Tannik asit cok sayida hidroksil grubuna sahip
oldugundan suda kolaylikla ¢oziinebilir. Tanenler agag, yaprak ve kok gibi tiim bitki
yapilarinda bulunabilir. Tibbi faydalar1 oldugu bilinmektedir. Ge¢miste hasarli dokuda

bulunan proteinlerle ¢apraz bag olusturarak kanamalar1 durdurmak i¢in kullanilmistir.
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Tanenler yapilarina gore iki gruba ayrilir: i) Hidrolize edilebilir ve ii) kondenze

olmus tanenler.

Tanenler protein ve sindirim enzimleriyle sindirim siirecinde problemlere
yaratacak kompleksler olusturabildikleri i¢in besinsel olarak istenmezler. Ayrica belirli
dozlarda baz1 hayvan modellerinde kanserojeneze neden olabilecegi kanitlanmistir. Bu
bilesenler, biiylime hizin1 engelleyebilir, protein sindirimini yavaslatabilir. Tanenler
patojenik bakterilerin biiyiimesini engelleme gibi baz1 faydali 6zelliklere sahiptir; ancak
bu etki azot baglayict bakterilere uygulandiginda bitkiler ve toprak olumsuz

etkilenebilir.

Z. Juranic ve grubu tanen sinifina ait bir bilesik olan ellarjik asidin birkag kanser
hiicre dizisinde ve PBMC’lerin ¢ogalmasi iizerindeki etkisini incelemistir. Farkli
konsantrasyonlarda (3.1- 50 uM) kullanilan ellarjik asidin HeLa gibi hizli boliinen
hiicre dizilerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi bulunurken, PHA ile uyarilmis ve
uyartlmamis PBMC’lerin IC50 her iki grupta da 50uM’dan fazla oldugu i¢in ellarjik
asidin antiproliferatif etkisine karsi bir direng gosterdigi goriilmistiir. (HeLa hiicre

dizisinde IC50: 27.4+2.6) ((Juranic vd., 2001).

Zohara Sterngberg ve grubu, bir flavonoid olan luteolin ile luteolin + IFN-B’dan
olusan bir karisimin multipl skleroz hastalarindan alinan PBMC’ler tizerindeki etkisini
incelemistir. Yapilan calismada luteolinin PHA ile uyarilan PBMC’ler iizerinde
proliferasyonu doza bagli olarak inhibe ettigi kanitlanmistir; c¢ilinkii luteolin
konsantrasyonu arttik¢a inhibisyonda da artis goriilmiigtiir. Maksimum inhibisyon
50uM derisimde olmustur. Proliferasyonun engellenmesi luteolin + 2 IU IFN-B
(international unit, konstrasyoun birimi) kullanildiginda daha fazla olmustur; ancak
luteolin ve kullanilan karisim arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir

(Sternberg vd., 2009).

Farih Saleh ve grubu yesil ¢ayda bulunan epigallocatechin-3-gallate’in (EGCG)
PHA, anti-CD3, Her-2/neu ve p53 gibi farkli maddelerle uyarilmig, meme kanseri
hastalarindan alinan PBMC’lerin ¢ogalmasi ve IFN-y iiretimi {izerindeki etkisini

incelemistir. Genis bir aralikta EGCG konsantrasyonu hazirlanmistir (0.125-50pg/ml).
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Tiim uyarici maddeler ile muamele edilen PBMC’lerin 50pug/ml EGCG tarafindan
inhibe edildigi bulunmustur. Proliferasyon timidin alimi ile olgiilmiistir (Saleh vd.,
2014).

Sander Hougee ve grubu apigenin, chrysin, luteolin, kersetin ve naringenin gibi
flavonoidlerin saglikli kisilerden alinan PBMC’ler iizerindeki etkisini incelemistir.
Yapilan c¢alismada PBMC’ler bu bilesiklerin farkli konsantrasyonlariyla muamele
edilmis ve ardindan 16 sa boyunca 10ng/mL LPS ile uyarilmistir. Metabolik aktivite
WST-1 deneyi ile oOlgiilmiistiir. Sonucgta apigenin, chrysin ve luteolinin metabolik
aktiviteyi (proliferasyonu) doza bagl olarak inhibe ettigi bulunmustur. IC50 degerleri
sirastyla 8.9 = 2.2, 17.8 = 1.7 and 7.9 £ 4.6 uM’dir. Deneyde kullanilan diger
bilesiklerin 20 puM’1n altinda metabolik inhibitor etkileri olmamistir. Ayrica apigenin,
chrysin ve luteolin monosit/makrofaj popiilasyonlar1 {izerinde sitotoksik etki
gostermistir. Ancak bu bilesikler T ve B lenfositleri iizerinde inhibitér etki

gostermemistir (Hougee vd., 2005).

Jessica L. di. Gesso ve grubu hesperidin, naringenin, kersetin, epicatechin,
cyanidin-3-O-B-glukozid gibi flavonoidlerin, bazi flavonoid metabolitlerinin
(protocatechuic asit, (PCA) izovanilik asit acid (IVA), vanilik asit (VA), 4-
hidroksibenzoik asit, peonidin-3-glukozid P3G, benzoik asit-glukuronid, BA-siilfat,
PCA-3-glukuronid, PCA-4-glukuronid, PCA-3-siilfat, PCA-4-siilfat, TVA-glukuronid,
IVA-siilfat, VA-glukuronid, and VA-siilfat) ve bunlarin THP-1 monositleri tizerindeki
kombinasyonlarinin antiinflamatuar ve antiproliferatif etkilerini incelemistir. Yapilan
calismada, hiicreler farkli konsantrasyonlarda 24 saat kiiltiirlenmistir. Ardindan WST-1
testi ile metabolik aktivite Olglimii yapilmistir. Yalnizca Kersetin ve naringenin
metabolik aktiviteyi 100 uM derisimde azaltmistir. Diger bilesikler THP-1 monositleri

tizerinde inhibisyon gostermemistir (Yalamanchili vd., 2015).

Enrico Lugli bir flavonoid olan kersetin saglikli PBMC’ler ve CEM, U937, HL-
60 gibi insan hiicre dizilerindeki etkisini incelemistir. PBMC’ler PHA ile 72 saat
uyaritlmis ve PHA ile uyarilmasindan 24, 48 saat sonra ortama farkli derisimlerde
kersetin ilave edilmistir. Proliferasyonun engellenmesinin doza ve zamana bagli oldugu

bulunmustur. Ayrica PI hipotonik ¢dzeltisi ile boyama yapilarak kersetinin yukaridaki
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hiicre dizilerindeki apoptoz iizerindeki etkisi de incelenmistir. Hiicreler ‘flow
cytometer’ cihazi ile analiz edilmistir. SEB, anti-CD28 ve IL-2 ile uyarilan PBMC’lerde
apoptozda anlamli bir etki goriilmemistir; ¢linkii DNA parcalanmasi gerceklesmemistir;
bu da kersetinin normal PBMC’ler {izerinde apoptoza neden olmadigi anlamina gelir
(Lugli vd., 2009).

Bu calismada ede edilen sonuglar literatiirdeki sonuglarla uyusmamaktadir.
Literatiirdeki caligmalarda eugenol ve flavonoid gibi fenolik bilesikler ekstrakte edilmis,
ekstraksiyondan sonra PBMC’ler iizerindeki etkileri incelenmistir, sonuglarda anlamli
bir proliferasyon gozlemlenmezken; yapilan bazi ¢aligmalar sonucu elde edilen

ekstraktlarda proliferasyonun arttig1 goriilmiistiir.

Eric Banan-Mwine Daliri ve grubu tarafindan dondurarak kurutma, 1siyla
kurutma ve 1siyla kurutulmus sarimsagin iki bakteri susu (Lactobacillus plantarum
KCTC21004 and Leuconostoc mesenteroides KCTC13302) tarafindan fermantasyonu
gibi farkli tekniklerle edlde edilen sarimsak {iriinleri, hangisinde daha fazla flavonoid
bulundugunu belirlemek iizere test edilmistir. Sonucta fermente edilmis sarimsagin en
fazla flavonoid bilesigi icerdigi bulunmustur. Daha sonra bu iiriiniin PBMC’ler
tizerindeki etkisine bakilmistir. Tiim sarimsakla muamele edilen hiicrelerde kontrol

grubuna gore ¢ok daha iyi proliferasyon gézlenmistir (Daliri vd., 2019).

Somaya Mateena ve grubu sinnamaldehit ve eugenoliin saglikli ve ilhihaph
romatizmast olan kisilerden alinan PBMC’ler lizerindeki etkisini incelemistir. Eugenol
saglikli kisilerden almman PBMC’lerin proliferasyonunu inhibe etmemistir. Hem
sinnamaldehit hem de augenol, iltithapli romatizma hastalarindan alinan PBMC’lerde
doza bagli olarak TNF- a ve IL-6 seviyelerini diisiirdiigli i¢in antiinflamatuar etki

gostermistir (Mateen vd., 2019).

Thea Magrone ve grubu kirmizi iiziim tohumlarindan ekstrakte edilen polifenol
bilesiklerinin obez ve saglikli kisilerden alinan PBMC’ler iizerindeki etkisini
arastirmistir ve sonucta 1, 3, 5 pg kullanilan polifenollerin saglikli ve obez kisilerden

alinan PBMC’lerin sayisinin degismedigi bulunmustur (Magrone vd., 2017).
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Tez c¢alismasinin bu asamasinda, tannik asidin PBMC’ler iizerindeki etkisi
incelenmistir. PBMC’ler 50uM tannik asit ve {i¢ farkli konsantrasyonda (20, 1250,
20000) kullanilan LPS ile kiiltiirlenmistir. Tannik asidin 4 farkli zaman noktasinda (24,
48, 72 ve 96 saat) PBMC’lerin ¢ogalmasi iizerinde anlamli bir inhibisyon gosterdigi
gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar literatiirde yapilan calismalarin sonuglariyla

benzerdir.

4.5 Probiyotiklerin Etkisi Tartisilmasi

Probiyotikler uygun dozlarda alindiginda, konagin saghgina fayda saglayan
mikroorganizmalardir (Hill vd., 2015). Bu bakterilerin ¢ogu bagirsakta dogal olarak
bulunur. Bagirsaktaki dengeyi koruyarak bagirsagi saglikli tutmak igin yiyeceklere bazi
bakterilen ilave edilir. Probiyotik olarak en sik kullanulan bakteriler laktik asit
bakterileridir (LAB). Ozellikle Lactobacilli,Streptococci, Pediococcus, Enterococcus,
Bifidobacteria cinsleri ve Saccharomyces boulardii gibi bazi mayalar sik kullanilir
(George vd., 2018). Probiyotikler hayvan modellerinde irritabl bagirsak semptomlarinin
hafifletilmesi gibi bulasici ve bulasici olmayan patojilerin tedavisinde kullanilmistir

(Hungin vd., 2013).

Probiyotikler bagisiklik sistemini gelistirmek icin bircok mekanizmaya sahiptir;
bu nedenle patojenik bakterilerin biiyiimesi engellenir. Lactobacillus rhamnosus susu
GG ve L. plantarum gastrointestinal sistemde enteropatojenik Escherichia coli'nin

baglanmasini engelleyebilir (Kenneth vd., 1988).

Galdeano ve grubu L. casei CRL 431 ve L. paracasei’nin Toll-benzeri
reseptorler (TLR) yoluyla bagirsak epitel hiicrelere (BEH) yapisabilecegini
bildirmislerdir (Galdeano vd., 2004). Boylece stimiilasyona aracilik edebilir ve ardindan
IL-6 ve makrofaj kemoatraktan protein-1 gibi interlokin tretiminde BEH’lerden
cogalabilirler. Ek olarak probiyotikler mukus tabakasini giliclendiren Goblet
hiicrelerinin sayisin1 artirarak bagirsak epitel bariyerini destekleyebilir (Leblanc vd.,
2008). Ayrica, birgok Lactobacillus tiiriiniin insan bagirsak hiicre dizisinde mukus

ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Daniel vd., 2002).
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J. Michatkiewicz ve grubu ‘trilac’ olarak adlandirilan 3 laktik asit bakteri
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Bifidobacterium
bifidum) karisimini saglikli dondrlerden alinan PBMC’lerin proliferasyonu tizerindeki
etkisini incelemistir. Probiyotiklerin PBMC’ler iizerinde PHA kaynakli proliferasyonu
orta derecede olusturdugunu bulmuslardir. Deneyler farkli PBMC oranlarinda yapilmis
ve oran 2:1 oldugunda ¢ogalmanin maksimum seviyede oldugu goriilmiistiir. Ilging bir
sekilde, trilac CD+4 T hiicresinin proliferasyonunu artirmig, CD4 ve tikenmis
PBMC’ler bakterilere yanit vermemistir. (Michatkiewicz vd., 2009).

Veronica Mata-Haro ve grubu; Bifidobacterium angulatum, Enterococcus
faecalis ve Lactobacillus reuteri gibi laktik asit bakterilerinin  PBMC'lerin
proliferasyonu lizerindeki etkisini arastirmistir. Sadece probiyotiklerle muamele edilen
PBMC’lerin proliferasyonunu anlamli bulmamislardir. Ancak 72 saat sonra
PBMC’lerin 10 pg/mL PHA ve 1:1000 oraninda probiyotiklerle uyarilmasi en
proliferatif aktiviteyi gdstermistir. Her ii¢ sus i¢in sonuglar benzerdir. Ayrica ‘flow
cytometer’ ile T ve B lenfositlerinin bakteriler ve PHA 1ile uyarilmasina karsi yaniti
incelenmistir. CD4 ve CDS8 proliferasyonu karsilastirildiginda aralarinda higbir fark
bulunmamustir (Mata-haro vd., 2014).

Pei-Shan Hsieh ve grubu ¢esitli Lactobacillus suslarmin (Lactobacillus
salivarius sp, salicinius AP-32, L. gasseri AI-88, L. rhamnosus CT-53, ve L.
acidophilus F-1) ve monosit-tikenmis PBMC’lerin (MD-PBMC'ler, CD14-)
immiinomodilator etkisini aragtirmistir. Elde edilen sonugta bazi suslarin  bir
popiilasyonda proliferasyonu baslatirken, diger popiilasyonlar {izerinde higbir etkisi
olmadigmi gozlemlemislerdir. Diger bir sus AP-32’nin CD4+ hiicrelerinin
cogalmasinda 6nemli bir artiga neden oldugu bazi popiilasyonlar iizerinde inhibe edici
etki gostermistir. Bu etki hem CD14+ hem de MD-PBMC’lerde goriilmiistiir. AI-88’in,
diger popiilasyonlar iizerinde 6nemli bir etkisi olmadan CD4+’nin ¢ogalmasini inhibe
ettigi gorilmiistiir; F-1 CD+ ve MD-PBMC’lerin proliferasyonunu baslatmistir. Tiim
suglarin CD14+ popiilasyonu iizerindeki proliferatif etkisi PHA ile aynidir (Hsieh vd.,
2013).
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Maria A. Johansson ve grubu lactobacilli tiirevi maddelerin PBMC’lerin
cogalmasi iizerindeki etkisini arastirmistir. PBMC’lere CD4+ ve CD8+ hiicrelerinin
cogalmasinda ve CD8+ ve NK hiicrelerinin sitotoksisitesinde artisa neden olan
Staphylococcus aureus + hiicresiz siipernatant uygulanmistir. S. aureus uygulanan
PBMC’lere Lactobacillus rhamnosus GG-CFS veya Lactobacillus reuteri-CFS
eklenmesi durumunda, lactobacilli-CFS’nin S. aureus tarafindan indiiklenen

proliferasyonu ve sitotoksisiteyi inhibe ettigi bulunmustur (Johansson vd., 2016).

Thomas ve grubu Saccharomyces boulardii'nin (Sb) insan dendritik hiicrelerinin
ve T lenfositlerinin ¢ogalmasi {iizerindeki etkisini arastirmislardir. Bu ¢aligmada
PBMC’ler saglikli insanlardan alindiktan sonra saf T ve myeloid dendritik hiicreleri
izole edilmistir. Saccharomyces boulardii nin etkisi (Sb) LPS ile uyarilan dendritik
hiicrelerin T hiicreleriyle (mCD) beraber ve farkli derisimlerde (1:2, 1:8, 1:32) birlikte
kiiltiirlenmesiyle 6l¢iilmiistiir. Sonuglar LPS’nin yalniz basina kullanildiginda anlamhi
bir proliferatif etkisi olmadigini goéstermektedir; mCD’lerle birlikte kiiltiirlenen T
hiicreleri S. boulardii yoklugunda gii¢lii bir proliferasyon gostermistir. Sb ilavesiyle

proliferasyon 6nemli 6l¢iide azalmistir (Thomas vd., 2009).

Sonuglar, LPS'nin tek basma Onemli bir proliferatif etki yaratmadigini
gostermektedir; mCD'lerle birlikte kiiltiirlenen T hiicreleri, SbS yoklugunda giiglii bir

proliferasyona neden oldu. SbS ilave proliferasyonu énemli 6l¢ilide azaldi

Clara M. Ausiella ve grubu; Candida albicans ve bunun gluko-mannan
kompleksi (GMP), sicak alkali ile ekstrakte edilmis mannan protein kompleksi (M-alk),
alkali ¢oziinmeyen hiicre duvar glukan (GG) ve diisiik proteinli mannan bileseni (M)
gibi hiicre duvar1 fraksiyonunun saglikli bireylerden alinan PBMC’lerin proliferasyonu
tizerindeki etkisini incelemislerdir. Sonuglar Candida albicans’in hiicrelerin
cogalmasini indiikledigini gostermistir. Optimal proliferatif etki ise PBMC Kkiiltiiriiniin
9.glinlinde tespit edilmistir. Hiicrelerin ¢ogalmasi iizerinde en etkili fraksiyon GMP,
ardindan M fraksiyondur. GG ve M-alk fraksiyonlar1 etkili bulunmamistir. Ayrica
Candida albicans’in hiicre duvari fraksiyonlarinin, PBMC’ler tizerindeki etkisini

incelemislerdir. M ve M-alk fraksiyonlarinin PBMC-Candida albicans ortak kiiltiiriiniin
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neden oldugu proliferasyonu inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica M ve M-alk fraksiyonlari

PHA kaynakli proliferasyonu engellememistir (Ausiell vd., 1986).

Eva Sonck ve grubu 7 farkli B-glukanin (S. cerevisiae'den alinan glukan,
Euglena gracilis’den alinan glukan, Macrogard, Zymosan, laminrin, Scleroglukan)
PBMC’lerin ¢ogalmasi iizerindeki etkini incelemistir. Hiicreler 800 pg/mL, 200 ng/mL,
50 ug/mL ve 5 pg/mL olmak iizere farkli konsantrasyonlarda glukanlar ile uyarilmistir.
Ing/ml concanavalin A (ConA) ile uyarilan hiicreler pozitif kontrol olarak kabul
edilirken, besiyeri iceren hiicreler negatif kontrol kabul edilmistir. Sonugta Zymosan ve
Curdlan’in 200 pg/mL ve800 pg/mL’de en yiliksek proliferatif yaniti gosterdigi
gOriilmiistiir. ~ Laminarin  higbir  konsantrasyonda  hiicrelerin ~ ¢ogalmasini
indiiklememistir. Scleroglukan 800 pg/mL ve 50 pg/mL’de zayif bir proliferasyon
gostermis; ayrica ConA ise PBMC’lerin ¢ogalmasini saglamistir (Sonck vd., 2010).

Reetta Holma ve grubu galaktooligosakkarit tiiketiminin bazi probiyotiklerle
Lactobacillus rhamnosus suslari; GG (ATCC 53103) ve LC705 (DSM7061)
Bifidobacterium breve Bb99 (DSM 13692) ve Propionibacterium freudenreichii ssp
shermanii  JS (DSM7067) beraber saglikli bireylerden aliman PBMC’lerin
proliferasyonu iizerindeki etkisini arastirmistir. Goniilliller 2 hafta boyunca probiyotik
bakterileri giinde 65 mL olmak iizere meyve suyu ile almistir. Daha sonra probiyotikler
ve 3.8 g GOS (Galactooligosaccharides) ile hazirlanan meyve suyunu 2 hafta boyunca
tiketmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, PHA ile uyarilan ve uyarilmayan
PBMC’lerin probiyotik + GOS alimi ile ¢ogalmasinda onemli bir artis goriilmiistiir
(Holma vd., 2011).

Z. Li ve grubu sigir makrofajlarin1 kullanarak 4 Saccharomyces cerevisiae
susunun immiinomodiilator etkisini incelemistir. Bu 4 farkli suslar ve 2 6li maya
susundan alman hiicre bilesenleri ve sigir makrofaji hiicre dizisi (BOMAC) birlikte
kiiltiirlenmistir. Sonugta BOMAC canliliginin 6 saat sonra bu suslar tarafindan azaldig:
bulunmustur (Z. Li vd., 2018).

Bu tez c¢alismasinda Saccharomyces boulardii’nin - PBMC’lere etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiirdeki bazi calismalara benzer sekilde S.

Boulardii’nin hiicrelerin canliligini azaltici etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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4.6 Monosodyum Glutamatin Etkisinin Tartisilmasi

Tatlandiricilar gida iiretiminde olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. Endiistriyel
olarak hazirlanan gidalar karakteristik lezzetleri nedeniyle tiiketiciler icin ¢ekicidir. Bu
yiizden bu iiriinlerle ilgilenen gida endiistrisinin, umami tat ve lezzet artirici sistemleri
tastyan gida ve gida bilesenlerinin ullanimina ilgi gostermesi sasirtict degildir.
Geleneksel mutfaklarda ve endiistriyel olarak hazirlanan gidalarda glutamatin 6nemini
gosteren rakamlar verilmistir. Glutamatin besin alim modelleri bir kiiltiirden digerine
farklilik gosterebilmektedir. Dengeli gida formiilasyonlarinin (karbonhidratlar, yaglar,
proteinler ve mineraller) giderek artan Onemi, uygun aroma dagitim sistemlerinin
gelistirilmesini gerektiren farkli bilesenlerin kullanimina 6zel zorluklar getirmektedir.

Yine de lezzetin artirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Jovic ve grubu MSG’nin B hiicrelerinin canliligi ve apoptoz iizerinki etkisini
incelemistir. B hiicreleri manyetik hiicre ayrigmasi yoluyla izole edilen PBMC’lerden
saflastirilmistir. MSG test edilen tiim konsantrasyonlarda (1, 10, 100 mM) apoptozu
baslatarak doza bagli olarak hiicre canliligini inhibe etmistir. En yiiksek etkiyi iste 24
saat kiiltiirden sonra 100 mM MSG’nin gésterdigi bulunmustur (Jovic vd., 2009).

V. Pavlonic ve grubu MSG’nin farelerden alinan timositler lizerindeki etkisini
incelemistir. Tripan mavisi ile timositler farkli MSG konsantrasyonlar1 ile 24 saat
kiiltiirlenmistir. Hiicre canlilifinin azaldigt ve MSG’nin neden oldugu sitotoksisitenin
apoptoz icerip igermedigi belirlenmistir. Analiz ‘flow cytometer’ ile Annexin V-
FITC/Propidium iyodiir apoptoz saptama kiti kullanarak yapilmistir. Sonugta; kontrol
grubu ile kiyaslandiginda apoptotik hiicrelerde doza bagli olarak anlamli bir artis
gozlenmistir. Ayrica kullanilan tiim konsantrasyonlarda MSG’nin timosit kiiltiirlerinde
Bcl-2 proteinin asagi regiilasyonunu indiikleyebilecegini ve kiiltiirdeki Bax proteini
seviyesinde anlamli bir degisiklige neden olmadigi sonucunu elde etmislerdir (Pavlovi

vd., 2007).

William R. Schelman ve grubu glutamatin ndronal hiicre dizisinin ((N1E-115)

metabolik aktivitesi lizerindeki etkisini arastirmistir. Hiicreler 0.001-10 mM glutamat
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ile yaklasik 20 saat inkiibe edilmistir. Sonuglar hiicre canliliginda doza bagl bir azalma
oldugunu gostermistir. Ayrica 1 mM ve 10 mM glutamatin N1E-115 morfolojisi
tizerindeki etkisi arastirtlmistir: Bu durumda hiicreler biiziilme ve artmis norit
retraksiyonu gostermistir. Ayrica hiicreler sisenin yiizeyine yapismislardir. Bu da
planlanmis hiicre Oliimiintin bir 6zelligi olarak kabul edilir. Glutaminin apoptozu
indiikleyip indiiklemeyecegini belirlemek icin Annexin V ile boyama yapilmistir.
Apoptotik hiicrelerde doza bagl bir artis gézlenmistir. Buna ek olarak, hiireler 1 mM ve
10 mM glutamat ile Kkiiltiirlendiginde Bcl-2 ve Bax protein ekspresyonlarinin
seviyelerini incelemislerdir; bu da Bcl-2 ekspresyonunda azalma, Bax ekspresyonunda
ise yiikselme ile sonuglanmistir. 12 saatlik inkiibasyondan sonra tedavi edilen grupta
hem Bcl-2 hem de Bax ekspresyon seviyelerinin serumsuz kontrolden farkli olmadigi

gorilmistiir (Schelman vd., 2004).

Rodrigo Pacheco ve grubu glutamin reseptoriiniin T hiicresi aktivasyonu ve
cogalmasindaki etkisini incelemistir. Grup I metabotropik glutamat reseptorlerinin
(mGIuR)  agonistleri ~ olan  dihidroksifenilglikol (DHPG) ve  2-kloro-5-
hidroksifenilglisinin (CHPG) etkisini incelemek i¢in insan T hiicre dizisi Jurkat J-32’yi
kullanmiglardir. Ardindan hiicrenin antikor ile aktivasyonu ve 96 saatlik uygulamasi ile
proliferasyon timidin katilimiyla 6l¢iilmiistiir. Sonu¢ olarak; mGluSR’nin CHPG ile
aktivasyonunun hiicre ¢ogalmasini onemli oOlgiide azalttigt bulunmustur. mGlulR
ekspresyonu nedeniyle hiicreler se¢ici olmayan agonist DHPG ile muamele edildiginde
bu inhibitor etki baskilanmistir. Bu ylizden Glutamat T hiicre fonksiyonunda ikili rol
oynayabilir; ¢iinkii mGlu5R ile hiicre ¢ogalmasini inhibe eder; ancak mGlulR ifade

edildiginde bu inhibisyon geri dondiiriiliir (Pacheco vd., 2004).

Voja Pavlovic ve grubu timiis hiicrelerinde MSG’nin apoptoz lizerindeki etkisini
incelemistir. Farelere 6 giin boyunca 4 mg/g MSG enjekte edilmis daha sonra timiis
cikaritlip bir ag ile hiicreler toplanmistir. Son MSG dozundan sonra 3 farkli zaman
noktasinda (1, 7, 14) apoptoz OSlgiilmiistiir. MSG uygulamasinin zamana bagli olarak
timosit apoptozunda anlamli sekilde artirdigi ve maksimum artisin 14.giinde oldugu
bulunmustur (Voja Pavlovic vd., 2007). Bu sonuglar farelere 6 giin 4 mg/g MSG enjekte
edildigi ve 30, 45 giin MSG’ye maruz kaldiktan sonra timositleri topladiklar1 bir ag

kullanarak timiislerin ¢ikarildig:r farkli calismalarda elde edilen sonuglara benzerdir.
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Hiicreler 72 saat ConA ile uyarilmis, ardindan ¢ogalan hiicre niikleer antijeninin
(PCNA) flow cytometer ile Ol¢iimiinii de iceren proliferasyon deneyi yapilmistir.
Sonuglar MSG’nin hem 30 giin hem de 45 giin MSG’ye maruz kaldiktan sonra hiicre
cogalmasin1 6nemli Olglide inhibe ettigini gdéstermektedir. Ayrica MSG’nin timosit
apoptozu lizerindeki etkisi Annexin-V-FITC/PI kullanarak degerlendirilmis ve
MSG’nin hem 30 giin hem de 45 giinde apoptozu indiikledigi bulunmustur. Bu etki
timosit apopotozu 45 giinde arttig1 i¢in zamana bagli olarak uygulanmistir. Ayrica, Bax
ve Bcl-2 protein seviyeleri flow cytometer ile Olgiildiikge; sonuglar Bel-2 protein
seviyesini uygulamadan 30 ve 45 giin sonra azaldigini, Bax protein protein seviyesinde

anlaml1 bir degisiklik olmadigini gostermektedir (V Pavlovic vd., 2006).

Grazia Lombardii glutamatin insan lenfositinin proliferasyonu ftizerinkide
etkisini incelemistir. PHA gibi farkli mitojenler ve yalnizca anti-CD3 veya anti CD3 +
anti-CD28 gibi bazi antikorlarla insan PBMC’leri aktive edilmistir. Sonuglarda
glutamatin PHA ile uyarilan PBMC’lere uyguladigi inhibisyonun anlamli oldugu,
IC50’nin 2.14 mM oldugu bulunmustur. Glutamatin uyarilmamis hiicrelerin ¢ogalmasi
tizerinde hicbir etkisi olmamistir; ancak PBMC’lerin ¢ogalmasin yalnizca anti-CD3
veya anti CD3 + anti-CD28 ile muamele edildiginde azalma olmustur. Ilging bir
sekilde; glutamat apoptoz veya nekroz yoluyla hiicre canliligini azaltarak antiproliferatif
etki goOstermemistir. Glutamatin proliferasyonu inhibe edici etkisi uygulayip
uygulamadigini belirlemek igin, glutamatin redoks ve enerji sistemi olan lenfosit
proliferasyonu i¢in iki 6dnemli metabolik sistem tizerindeki etkisi gézlenmistir. Sonuglar
glutamatin, glutatyonun 2.02 mM glutamin tarafindan tiikkendigi ATP seviyeleri
tizerinde higbir etkisi olmadigini géstermektedir (Lombardi vd., 2004).

Rodrigo Pacheco ve grubu glutamatin mGIluR iizerinde etkili olan T hiicresi
proliferasyonunu modiile ettigini kanitlamistir. Ayr1 calismalarda farkli kiiltiir
kosullarinda T lenfositiyle glutamat iiretebilen dendritik hiicreler bitlikte
kiiltiirlenmistir. mGluR nin spesifik antagonist MPEP tarafindan tarafindan antagonize
edildiginde, proliferasyon artarken, mGlulT-spesifik antagonist CPCCOE?t varliginda T
hiicresinin  proliferasyonunun bozuldugu goriilmiistiir. Ancak dendritik hiicreler
glutamin tiikketen ajan igeren besiyerinde T lenfositleri ile birlikte kiiltiirlendiginde

antiproliferatif etki goriilmiistiir. Buna ek olarak, T lenfositinin glutamin icermeyen
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besiyerinde dendritik hiicreler ile kiiltiirlendiginde, dendritik hiicrelerden glutamat
salimmmim1  inhibe eden artan sistin/glutamat  antiporter inhibitor AAA
konsantrasyonlarini igerdigi ve T hiicresi proliferasyonu iizerinde doz inhibe edici etki

gbzlenmistir (Pacheco vd., 2020).

Bu tez calismasinda MSG’nin LPS ile uyarilan PBMC’ler {izerindeki etkisi
incelenmistir. Elde edilen sonuglar literatiirdeki c¢alismalarin bazilarina benzer
sekildedir. Calismamizda MSG’nin hiicre canliligini azalttigi; ancak bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur.

4.7 Koenzim Q10’n Etkisinin Tartisilmasi

Ubiquinone gecen yiizyilda izole edilip yapist aydinlatildiktan sonra tiim
hiicrelerde bulunma sebebinden dolay1 ‘ubiquitous quinone’ yani ‘her yerde bulunan
kinon’ adimi almistir. Bu maddenin islevi mitokondride elektron tasimaktir. Kimyasal
olarak CoQ10 (2,3- dimetoksi-5-metil-6-dekapirenill-1,4-benzokinon) viicutta tirozin
veya fenilalanin ve mevalonik asitten endojen olarak sentezlenir. Isoprenoid yan
zincirine sahip bi benzokinon halkasi icerir ve lipitte ¢oziinen biyolojik aktif bir

molekildir.

CoQ10 terimi hem kinon molekiil yapisin1 hem de bilesigin tizerinde bulunan 10
isopreni ifade etmektedir. Tiim trans poliisoprenoid zinciri hiicre zarlariin hidrofobik
i¢c kismi i¢in afinite saglarken, quinol’ii geri doniislimlii indirgeyerek protonlar1 ve
elektronlar1 tasiyan bir kinon halkasidir. CoQ10 bir antioksidandir boylelikle hiicresel
redoks durumunu kontrol edebilir (Gutierrez-mariscal vd., 2018).

Sastry Gollapudi Koenzim Q’nun PBMC’ler iizerindeki etkisini incelemistir.
H20, veya rotenon ile uyarilan PBMC’lerde apoptozu engelledigi sonucuna
varmiglardir. Ayrica rotenona bagli apoptozun CD4+ ve CD8+T hiicrelerinde ve CD19+
B hiicrelerinde inhibe edildigi bulunmustur. Ayrica rotenon uygulamasindan sonra
reaktif oksijen tlirli (ROS) iiretimi 6l¢iilmiistiir. Rotenonun ROS iiretimini baslattigs;
ancak hiicrelerin CoQ10 ile 6n isleminin ROS {iretiminin azalmasina neden oldugu

bulunmustur (Gollapudi vd., 2016).
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Haining Li ve grubu CoQ10’in HT22 hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkisini
incelemistir. HT22 hiicrelerine rotenon uygulanmasinin hiicre canliligin1 doza bagh
olarak azalttigi bulunmustur; hiicrelerin CoQ10 ile 6n uygulamasinda hiicre canliligi
onemli Ol¢lide artmistir. Ayrica kontrol grubu ile kiyaslandiginda rotenon ROS
tiretimini %100 arttirmistir. Ancak 200 uM CoQ10 ile 6n uygulama, artan ROS
seviyesini normal seviyeye diisliriir. Rotenonun sitokrom C veya kaspaz-9 iizerinde
higbir etkisi olmamistir; ¢ilinkii her iki protein seviyesi de; sitoplazmada kaspaz-9
seviyesinde bir artig olmadigindan degismemistir. Mitokondride sitokrom C seviyesinde

bir azalma olmamustir (H. Li vd., 2014).

Jafar Naderi ve grubu suda ¢oziiniir CoQ10’in HEK293 ve NHF olmak {izere iki
farkli insan hiicre dizisindeki etkisini incelemistir. 100 pM H2O7’in her iki hiicre
dizisinde de apoptoza neden olabilecegi, bu etkinin 6n isleme tabi tutulmus hiicrelerde
inhibe edildigi bulunmustur. Ciinkii CoQ10 Bax ekspresyonunun yukari regiilasyonunu
engellemistir bu da sitokrom C’nin mitokondriden yayilmasii engellemistir. Bu
mitokondride sitokrom C seviyesinin Ol¢timii ile kanitlanmistir. Ayrica DNA komet
testi ile DNA parcalanmasi incelenmis ve elde edilen sonuglar 6n islem uygulanmis
hiicrede DNA pargalanmasinin 6nlendigi dnceki sonuglarla uyumludur. Ayrica Annexin
V bu sonuglar1 dogrulamaktadir. ROS seviyeleri CoQ10 ile 6n islem uygulandiktan
sonra; ortama H20; eklendiginde dl¢iilmiistiir ve 24 saat sonra sonuglar ROS {iretiminin
On islem gormemis hiicrelerden 6 kat daha az oldugu goriilmiistiir (Somayajulu-nitu vd.,
2006).

Bu tez caligmasinda yiiksek konsantrasyonlu CoQI10’nin LPS uygulanmis
PBMC’ler iizerindeki etkisine bakilmistir. Elde edilen sonuglara gére CoQI10 hiicre
canliligmi 48 ve 72 saat kiltirlenmeden sonra Onemli Ol¢iide azaltmistir. Konu
hakkinda literatiirde fazla arastirma bulunmamaktadir ancak az sayidaki mevcut
calismalar bizim ¢alismamizin sonuglarinin aksine CoQ10’nin hiicre canliligini arttigt
yoniindedir.

Bu ¢alisma sonucunda tannik asidin PBMC’ler iizerinde en yiiksek sitotoksik
etkiyi gosterdigi ve bunu CoQ10’nin takip ettigi; ancak D vitamini ve MSG’nin hiicre
canlilig1 lizerinde herhangi bir etki gostermedigi bulunmustur. Ayrica probiyotikler

hiicre canliligini anlaml sekilde azaltmistir. Ayni1 sekilde CoQ10 farkli bir zaman



67

noktasinda yliksek toksisite gdstermistir. Bu alanda daha once az ¢alisma yapilmis ve

daha fazla aragtirmaya ihtiyag¢ vardir.

5 SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda D vitamini, tannik asit, MSG, probiyotikler ve CoQ10’in

periferik kan mononiikleer hiicreler iizerindeki etkileri incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gore tannik asit PBMC’ler iizerinde oldukga toksik etki
gostermistir; bu nedenle Rosa canina gibi yiliksek miktarlarda tanen igeren bitkilerin

dikkatli tiikketilmesi gerekebilir.

Aynmi sekilde probiyotikler de 48 saat sonra Onemli Olgiide sitotoksisite
gostermistir.  PBMC’ler lizerinde probiyotiklerin neden oldugu inhibitor etki
mekanizmasini agiklamak igin Saccharomyces boulardii disinda baska sus ve cinsler

kullanilarak daha fazla ¢alisma yapilmasi sonuglara anlam katacaktir.

Monosodyum glutamat, gida imalat sanayi iddialarina karsilik gelen anlamli bir
sitotoksik etki gostermemistir. Cin restoran sendromundan sorumlu oldugu i¢in MSG
tikketiminin kontrol edilmesi gereklidir. MSG’nin PBMC’ler {izerine etki mekanizmasi
acikca belirtilmemistir, bu nedenle bu konu ile ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi

yararli olacaktir.

Koenzim Q10 zamana bagli olarak sitotoksik etki gOstermistir. Yapilan
arastirmalarin biiylik bir kisminda hayvan modelleri kullanilmistir. Farkli konsantrasyon

araligina ulagmak icin daha fazla arastirma yapilmasi gereklidir.

D vitamininin bu tez kapsaminda kullanilan konsantrasyonlarda PBMC’ler
tizerinde sitotoksik etkisi olmamistir. D vitamininin bu konsantrasyonda hiicrelerin
cogalmasmi etkileyip etkilemedigini gorebilmek i¢in daha fazla aragtirma yapilmasi

gerekmektedir.



68

Ayrica bu tez ¢alismasinin sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda tannik
asit, Saccharomyces boulardii ve koenzim Q10’in PBMC’ler iizerindeki etkisi goz
Oniine alinarak, immun sistem hiicrelerinin inhibe edilmesinin istendigi bazi hastalik
durumlarindaki etkilerinin daha ayrintili arastirilmasi tedavide bir segenek olarak

degerlendirilebilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
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GORUS FORMU

15 PIsan 2013 tanh ve 28617 syl Kesmo Liazete de yayinlanan llag ve Boyolopk Orinlenn Kimk Argirmlan
Hakkmda Yonetmeligin “MADDE 36 = (1) (Defisik:RG-25/62014-2%041) Eiik kurullar gonallilenn baklan,
givenlin ve esenliginin kounmas: amacryla aragirma ide ilgilh diger konularm yam sim  gombBalerm
hilgilendirilmesinde kullmlacak yoaiem ve belgeler ile bu kiilenden alimacak olurlar hakknda bilimsel ve ek
pimden degerlendirme yapmak amacryla, Oyelermn gogunbugu dokiora veya tipia uzmanhk seviyesinde egiml
saghk meslek mensubu olan, vi klinik u lan ve klink ar lar hakkinda temel egsim almey en az vedi ve
en gok on bey Oyeden olugturubur” ve “MADDE 26 - (4) Klingk Argirmalar Btk Kuensh, bivoyararlanim-
hiyoegdegerik @lgmalan dandki arngirmabn bilimsel ve etk pdnden degerlendirmek igin kurubur.” maddeleri
geregs Btk Kunal, galgmalan “Siiwsel we ok pdmaden®™ inceler.

“Cesitli Dogal Bilesenlerin Periferal Kan Mononiiklear Hiicreleri (FPBMC)
['zerine Etkisinin Aragtridmast™ bashkl proje ile ilgili etik kurulumuzun
goiriisii asagwdadir.

Damisman: -

Aragtrma Projesinin Yiiritiiciisii: Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dah - Prof Dr Didem TURGUT COSAN

Diger Cahsmacilar: -

i1 Nisan 2019 tarihli Eskisehir Osmangazi Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu Giriis ve Onerileri:

. Cabhsmamn hipotezi ile baglantl olarak sonlamm noktasi tekrar
yazilmalwdir.

2. Aydmlatilois Onam Formu anlasilir, teknik terimleri igermevecek
bigimde tekrar diizenlenmelidir. Onam Formunda almacak kanla ilgih
yapilacaklar ve sonuglarinin nasil yarar saglayacag ifade edilmelidir.

3. Arastrma bilitcesi iginde kullamlacak laboratuar malzemelerinin
aciklanmasi gerekmektedir.

4. Cabsmanin bashgmda yer alan “cesitli dogal bilesenler” ifadesinin
netlestirilmesi énerilmektedir.

Cahsmanin uyanlara gére dilzenlendikten sonra, bagvuru formlarnda gerekli
goriilen ditzeltmeler vapihp yeniden bagvurulmas: gerekmektedir.

Prof.Dr.Didem TURGUT COSAN"mn 06.05.2019 tarihli yans

Sorumlu aragtirmacis: oldufum “Cesitli Dogal Bilesenlerin Periferal Kan
Mononiiklear Hiicreleri (PBMC) Uzerine Etkisinin Arastmlmas:” isimli
projenin Eskisehir Osmangazi Universitesi Klinik Arastrmalar Etik Kurulu
tarafindan degerlendirilmesi sonucu istenen diizenlemeler form igerisindeki
uygun yerlerde tamamlanmisgtir.

Gieregini bilgilerinize saygilanimla arz ederim.
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Gergeklestirilen diizenlemeler:

1. Arastrmanm sonlamm noktasi veniden yazildi

2. Aydmlatilmis onam formu tekrar gbzden gegirildi.
3. Laboratuvar malzemeleri eklendi.
4

Arastirmanm bashgindaki cesitli bilesenler netlestirildi.

ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU BASKANLIGI

KARAR FORMU

Karar Tarihi: 09 Maws 2019

Karar Sayisi: 10

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal
Prof Dr.Didem TURGUT COSAN sorumlulugunda yiritilen “Cegitli Dagal Bilegenlerin
Periferal Kan Mononiiklear Hiicreleri (PBMC) Uzerine Etkisinin Arastirdmast” haslikl
galigmanin yapilmasmin uygun olduguna oy birligiyle karar verilmisgtir.

Cabsmamzda basanlar dileriz.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Hiicreleri (PBMC) Uzerine Etkisinin Arastirilmast”

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

Eskisehir Osmangazi Universitesi

“Cesitli Dogal Bilesenlerin Periferal Kan Mononiiklear

g E ETIR KURULON ADH Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
== ;. Eskisehir Osmangazi Universitesi
a ﬁ ACTK APRESE Klinik Arastirmalar Etik Kurulu - Eskisehir
M 3 TELEFON 0222 239 29 79 — Dahili: 4690
H= 1l
= FAKS 022223937 72
E-POSTA etikkurul@ogu.edu.tr
KOORDINATOR/SORUMLU .
ARASTIRMACI Prof.Dr.Didem TURGUT COSAN
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | T1bbi Biyoloji
. AL{}NI
KOORDINATOR/SORUMLU | Egjsehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
ARASTIRMACININ A5 e e
BULUNDUGU MERKEZ Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
VARSA IDARI SORUMLU
UNVANI/ADI/SOYADI -
DESTEKLEYICI -
E PROJE YURUTUCUSU
= UNVANI/ADI/SOYADI "
=3 (TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
'G destek alanlar igin)
s | DESTEKLEYICININ YASAL
E TEMSILCISI =
‘é) FAZ | O
E FAZ2 a
i FAZ 3 ]
- FAZ 4 m}
ARASTIRMANIN FAZI VE | Gézlemsel ilag galismasi O
TURU Tibbi cihaz klinik aragtirmasi [l
In vitro tibbi tani cihazlari ile
yapilan performans O
| degerlendirme galismalari
ilag dis1 klinik arastirma O
Diger ise belirtiniz: Biyolojik Uriinlerle Yapilan Klinik Arastirma
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL
MERKEZLER = O = ULUSLARARASI [J
/7
Etik Kurul Bagkaninin / >
OGAN

Unvani/Adi/Soyadi: Prof./ r/Ni

Imza:

G

Not: Etik kurul bagk

digt her sayfaya imza atmalidir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

“Cesitli Dogal Bilesenlerin Periferal Kan Mononiiklear
Hiicreleri (PBMC) Uzerine Etkisinin Arastirilmast”

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

Belge Adi Tarihi Versiyon Dili
Numarasi
=
; . ARASTIRMA PROTOKOLU - - Tirkge [ Ingilizee (] Diger []
&
b=
== . P
BILGILENDIRILMIS$ GONULLU OLUR foone .
zZ5 FORMU $ - - Tirkge [ Ingilizee [] Diger (]
=
-
2 OLGU RAPOR FORMU Tirkge []  ingilizee (] Diger []
=]
ARASTIRMA BROSURU Tirkge []  ingilizee (] Diger []
Belge Adi Aciklama
SIGORTA O
ARASTIRMA BUTCESI O
E BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER O
=} FORMU
] ILAN ]
= | YILLIK BILDIRIM O
: SONUG RAPORU ]
= GUVENLILIK BILDIRIMLER] O
% 1.1lyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu, Dinya Tip Birligi Helsinki
z Bildirgesi ve Pediatrik Popilasyonda  Yaritilen  Klinik
S Aragtirmalarda Etik Yaklagimlara iligkin Kilavuzdaki tim hususlara
- uyul dair Taaht
E 2. Aragtirma sirasinda gonillilye veya SGK'ya ek yik getirecek higbir
z islem uygul yacagina dair Taaht
:’ 3.Aragirmanin daha once baska bir Etik Kurulda degerlendirmeye
5 DIGER: X sunulup sunulmadigi ve Etik Kurul onayi almaksizin ¢alismaya
') bagl yacagi ile ilgili Taaht
i 4. Literatiirler
5. Aragtirmaya dahil edilen arastirma merkezleri ve aragtirma ckibinde
yer alacak aragtirmacilar: Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali - Prof.Dr.Didem TURGUT
COSAN
6.Ozge¢mis Formlari
Karar No: 10 Tarih: 09.05.2019

il

Yukanda bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler arastirmanin/galismanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak

ok

i§ ve uygun olup aragtr

KARAR
BIiLGILERI

Cihaz Kurumu’ndan izin gerekmektedir.

bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel
sakinca bulunmadigina toplantiya Katilan etik kurul tiye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar verilmistir.
llag ve Biyolojik Urtinlerin Klinik Arastrmalari Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/galismalar icin Turkiye flag ve Tibbi

KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETiK KURULUN CALISMA ESASI Kalayuzn

Ilag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda Y®onetmelik, lyi Klinik Uygulamalari

BASKANIN UNVANI/ADI/ SOYADI: | Prof.Dr.Nihal DOGAN

Unvan/Adv/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet Arasi::;za it Katihim * imza
Eskisehir Osmangazi Univ.
Prof.Dr.Nihal DOGAN Mikrobiyoloji Tip Fakultesi Mikrobiyoloji EO KX |E0 |HXE |EM |HO 7%
Anabilim Dali /
Eskigehir Osmangazi Univ. £ G
Dog.Dr.Ertugrul COLAK Biyoistatistik _ Tip Fakaltesi Biyoistatistik EX KO |ed |H ER (1O
Anabilim Dali

Etik Kurul Bagkaninin )
Unvani/Ad1/Soyadi: Prof. ihal DOGAN
Imza:

Not: Etik kurul bagk

yer

dig1 her sayfaya imza atmalidir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

“Cesitli Dogal Bilesenlerin Periferal Kan Mononiiklear
Hiicreleri (PBMC) Uzerine Etkisinin Aragtiriimast”

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU
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