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OZET

OLEUROPEIN VE NANO-OLEOUROPEIN FORMUNUN 5RP7 VE 3T3
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Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Agustos 2019
Danigsman: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU

Gilintimiizde kanser ¢ok sik goriilen, erken tan1 ve teshis konulmadigi zaman
oliimciil olan bir hastaliktir. Kanser tedavi sekillerinden biri olan kemoterapinin hedefi
kanserli hiicreler1 yok etmektir. Kemoterapi ilaglar1 her kanser tiirlinde etkili
olmamaktadir. Bu yilizden kanser tedavisi i¢in yeni gelistirilmis ilaglara ihtiyag
duyulmaktadir.

Oleuropein zeytinyagi ve yapragindan elde edilen fenolik bir bilesiktir. Yapilan
calismalarda zeytinin kendisinde ve yaginda yag asitleri, polifenoller ve flavonoidler gibi
giiclii antioksidanlar1 bulundurdugunu ortaya koymustur. Zeytindeki antioksidanlarin
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser riskini azalttig1 ve hiicrelerin genetik olarak hasar
gormesini engelledigi gibi saglik {izerine olumlu etkilerinin oldugunu kaynaklarla
desteklenmektedir.

Kanser tedavilerinde yeni yaklasimlar, kanserli hiicrelere yeni tedavi ajanlarinin
sokulmasi, yan etkileri en az olan ajanlar se¢ilip bunlarm gelistirilmesi amag¢lanmaktadir.
Bu calismamizda oleuropeinin ve nano-oleouropein formunun H-ras sican embriyo
fibroblast SRP7 ve fare embriyo fibroblast 3T3 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerinin
arastirilmasi amaclanmistir.

Deney sonuglarimizdan oleuropein ve nano-oleo formunun sigan embriyo
fibrablast SRP7 hiicrelerinde sitotoksisite gosterdigi ancak 3T3 fare embriyo fibroblast
hiicrelerinde ise ¢ok yiiksek dozlarda ¢ok diisiik sitotoksisite gosterdigi bulunmustur. Bu
ajanin bu Ozelliginden dolay1 yeni tedavi ajani olarak gelistirilip ileri arastirmalar
yapildiktan sonra kanser tedavisinde uygulanma potansiyeline sahip oldugunu
vurgulamaktayiz.

Anahtar kelimeler: Oleouropein, Oleo-nano, Apoptosis, SRP7, 3T3



ABSTRACT

APOPTOTIC EFFECTS OF THE OLEUROPEIN AND NANO-OLEOUROPEIN
FORMS ON 5RP7 AND 3T3 CELLS
Melike CEVIK
Department of Advanced Technologies
Program in Biotechnology

Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, August 2019

Cancer incidence is in increase in recent years. Cancer is the most present disease
of the recent years with high mortality rates when it is not diagnosed or treated in erly
stages. Chemotherapy is not effective for the therapy of all cancer types. Thus, there is a
need of novel agents for cancer treatment.

Oleuropein is a phenolic compound obtained from olive tree leaf and olive oil.
Resenth research revealed that it has many properties such as anti-infulamatuar, anti-
bacterial, anti-oxidant, anti-microbial and anti-fungal. In addition to olive and olive oil
also contain strong antioxidants such as polyphenols and flavonoids in fatty acids. In
recent years studies have supported positive phenotypic effects on health, such as
preventing lipoprotein oxidation, reducing cardiovascular disease and cancer risk, and
preventing genetic damage to cells showing antioxidant effects.

New approaches to cancer treatments include the introduction of new therapeutic
agents into cancerous cells, and the selection and development of agents with at least side
effects. In this study, the cytotoxic effects of oleuropein and nano-oleo form on H-ras rat
embryo fibroblast SRP7 and mouse embryo fibroblast 3T3 cells will be investigated.

As a result of our study, oleuropein and nano-oleo forms have been shown to have high
cytotoxicity on rat embryo fibrablast SRP7 cells then on 3T3 mouse embryo fibroblast

cells. Therefore, these agents are offered for further studies to develop anticancer agents.

Key words: Oleouropein, Oleo-nano, Apoptosis, SRP7, 3T3
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ETIiK iILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agsamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu caligmanin Eskigehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Melike CEVIK)
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CO2 : Karbondioksit
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MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide sitotoksisite testi
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PI : Propidyum iyodit

rpm : Revolutions per minute

TEM : Transmission Electron Microscope

°C  :Santigrad derece
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1.GiRiS
1.1.Kanser

Kanser; viicudun bir organ veya dokusunda beliren bazi anormal hiicrelerin
kontrolsiiz ve diizensiz olarak asir1 miktarda cogalmasi sonucu ortaya ¢ikan ve dokuyu
harap eden bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Asir1 miktarda ¢ogalan bu kanser
hiicreleri bir araya gelerek kitle olusumlarma sebep olmaktadir. Yasamin erken
donemlerinde hatta zigottan ergin bir birey oluncaya kadar mitoz boliinmeler yaparak
normal hiicreler yasamini siirdiirmektedirler. Bu normal hiicreler gelisim tamamlandiktan
sonra da zarar goren ya da 6len hiicrelerin yerini almak veya hasar goren hiicrelerin tamir
islemini gergeklestirmek icin boliinlip ve ¢ogalmaya devam etmektedirler. Buna zit
olarak, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi siirekli oldugu i¢in, tiimor kitleleri de devaml
olarak biiylimektedir. Timorler cevre dokulara da yayilarak tahribat meydana
getirmektedir. Ayrica tiimor hiicreleri kan ve lenf yolu ile viicudun diger bolgelerine de
metastaz yapabilmektedir. Metastaz, kan ve lenf yoluyla baska doku ve organlara kanser
hiicrelerinin taginmasi ve tiimor odaklar1 meydana gelmesini ifade eden bir terimdir.
Metastazin gerceklestigi dokuda da kanser hiicreleri ¢ogalmaya ve yeni tiimor kitleleri

olusturarak yasamlarini siirdiirmeye devam etmektedir [4,9.27].
1.1.1.Normal bir hiicre nasil kansere doniisiir?

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesini tetikleyen bircok etmen vardir.

Bunlar;

e Agir metallere agir1 maruz kalma

e Sigara ve alkol kullaniminin artmasi

e Aflatoksin, kuru gidalarda meydana gelen bozulma

e Hepatit B ve Hepatit C viriisii

e Hava ve su kirliligi

e Beslenme bozukluklari

gibi farkli kategorilerde yer almaktadr [25].



1.1.2.Kanserin belirtileri ve sebepleri

Kanserin belirtilerini kigilerin bilmesi erken teshis ac¢isindan biiylik bir 6neme
sahiptir. Nedensiz kilo kayiplari, yiiksek ates, halsizlik, deride meydana gelen
degisiklikler, olagandis1 kanamalar, digkilama ve idrar yapma sikliginda degisiklik,
oksiiriik ve horlama, ben ve sigillerdeki farkli degisimler gibi bazi belirtiler kanser
belirtileri arasinda yer almaktadir. Kisi, kanser belirtilerinden birine veya birkagina sahip
ise bu durum kisinin kansere yakalanmis oldugunu gostermemektedir. Bu belirtiler ¢cok
basit bir gribal enfeksiyonun da belirtileri olabilecegi gibi baska hastaliklarin belirtileri

de olabilmektedir [26].
1.2.Programlanmis hiicre 6liimii: Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptoz patolojik bir hiicre 6liim
seklini ifade etmektedir. Apoptoz siiresince hiicrenin ATP miktar1 azalmakta, hiicrenin i¢
dengesi hizla bozulmaktadir. Inflamasyonun meydana geldigi nekrozdan tamamen farkli
olarak, apoptoz; inflamasyon olmadiginda dahi hiicrelerin kendilerini 6liime
stiriikledikleri, genlerle diizenlenen, programli olan, RNA ve protein sentezi ile birlikte
ATP’ye gereksinim duyan ve temel olarak organizmada i¢ dengeyi koruyan bir olaydir.
Apoptoz mekanizmasi, uyariciya ve hiicre hattina gore bir takim farkliliklar
gosterebilmektedir. Apoptozu etkileyen hiicre i¢i uyaricilar genelikle ii¢ ana grupta
toplanabilir. Bunlar: biiyiime faktorleri, onkojenler, tiimor siipresor genlerdir [1].

Apoptozu etkileyen wuyaranlarin bazilarin1 siralamak gerekirse; biiylime
faktorlerinin ortadan kalkmasi, sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artis,
tiimor nekroz faktér (TNF), TGF-B (Transforming Growth Factor), Fas/FasL sisteminin
aktive olmasi, DNA tahribat1 sebebiyle bir tiimor siipresor gen olan p53' iin aktif hale
gecmesi, viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler olarak siralayabiliriz [1,2,6].
Apoptozda, hiicre 6liimii ¢evre dokulari ileri derecede etkilemeden meydana gelse de,
bazen apoptoz dolayli yoldan ¢evre dokuda nekrozu baglatabilir veya tam tersi durum da
s6z konusu olabilmektedir. Apoptoz siireci: DNA tahribatina genlerin yaniti, hiicre
membrani tarafindan O6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi), hiicreye dogrudan
proteolitik enzim girisi (granzim) olmak {iizere li¢ degisik sekilde isledigi bilinmektedir

[4,27]. Bu siireglerin meydana gelmesinde belli basl ii¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar:



Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteini, kaspazlar ve Bcl-2 ailesi
proteinleridir. Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen
mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zar1 kirilmasi, DNA par¢alanmasi, kromatin yogunlagmasi
ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi birgok morfolojik degisikliklerin meydana
gelmesinden sorumludur [20].

Apoptoz sirasinda, tek bir hiicrenin biiziismesi ve ¢evredeki diger hiicrelerle olan
temasin ortadan kalkmasi gerceklesmektedir. Hiicresel biiziismenin sebebi, Na (sodyum),
K (potasyum), CI (klor) tastyici sisteminin durmasi sebebiyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki
siv1 sirkiilasyonunun gerceklesmemesidir [10]. Apoptotik hiicreler elektron mikroskobu
ile goriintiilendiginde morfolojik olarak bazi degisikler meydana geldigi goriilmektedir.
Morfolojik bozulmalar plazma membraninin seklinin bozulmasiyla baslamaktadir. Daha
sonra "zeiozis" ismi verilen karbarciklar meydana gelmektedir. Bunun ardindan
transglutaminaz enzimin etkisiyle hiicre zarinda tomurcuklanma ve parcalanmalar
meydana gelmektedir. Hiicre zarinda igten disa fosfatidilserin translokasyonu, plazma ve
cekirdek kondansasyonunun hemen ardindan da kromatinin kiimelenmesi meydana
gelmektedir. Kromatindeki degisiklikler baslamadan 6nce sitozolik Ca™ seviyesinde
ciddi bir artis meydana gelmektedir. Kromatin kondansasyonunda, nukleozomlarin
arasindaki baglant1 bolgelerinin ayrilmasi1 gergeklesmektedir. 180-200 baz ¢iftinden
olusan bu kiiciik parcalar, elektroforez jelde yiiriitiiliirken ip merdiven (ladder) goriintiisii
olugturur [12,20]. Hiicrenin parcalanmasiyla birlikte "apoptotik cisimcikler"
olusmaktadir. Apoptoz sirasinda olusan membran asimetrisi genellikle ATP’ye bagh
translokaz ile aktif olarak korunmaktadir. Apoptoz esnasinda ya ATP translokaz
yetmezligi veya diger enzim mekanizmasmm etkinligi PS’nin dis yiizey tabakasina
yerlesmesiyle sonu¢lanmaktadir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagosite olmas1 i¢in bir
sinyal teskil etmektedir [27]. Apoptotik cisimcikler, makrofajlar ya da komsu hiicreler
tarafindan fagositoz yoluyla imha edilirler. Apoptoz, viicudun her bir parcasinin igerik ve
biiyiikliigliniin fizyolojik gereksinimlerin belirledigi sinirlar i¢inde kalmasimni saglayan bir
Oliim seklidir. Apoptozun baslanmasi ve baskilanmasi karmasik bir diizenleyici sinyal ag1
tarafindan kontrol edilmektedir. Apoptoz yaklasik olarak 30-60 dakika gibi bir siirede
gerceklesmektedir [10]. Hiicre iskeleti apoptozda 6nemli bir faktordiir. Hiicre iskeletinin
kararlilig1 apoptozu engellemektedir. Apoptoza ugrayan hiicrelerin dokudan atilmasi ve
yerine yeni hiicrelerin konulmasi yaklasik olarak giinlik 1X10'"' hiicre oldugu

diistiniilmektedir [10,32].



Apoptozun genetik mekanizmasi ilk kez Caenorhabditis elegans’m gelisim
slirecinin arastirilmasinda ortaya ¢ikmstir. C. elegans’m gelisim siirecinde toplam 1090
somatik hiicre olugmaktadir; ama bu hiicrelerden 131 tanesi 6lmektedir. Bu programli
hiicre 6liim siirecini gergeklestiren genler, arastiricilar tarafindan ced-3 ve ced-4 olarak
isimlendirilmistir. Bu genlerden biri veya her ikisi de mutasyona ugradig1 zaman bu 131
hiicre yasamini siirdiirmeye devam etmektedir [18,19,30]. Ced-3 geni bir sistein proteazi
kodlamaktadir [7,28,30]. Apoptozun regiilasyonu iki sekilde gerceklesmektedir.

a) Granzim veya Perforin Sistemi: Apoptotik yollardan biri olan granzim veya perforin
sistemi, patojenle infekte olmus hiicrelerin ve tiimor hiicrelerinin yok edilmesinde rol
oynamaktadir. Perforinler ile granzimler, sitotoksik T lenfositler (CTL) ve Naturel Killer
(NK) hiicrelerinin sitoplazmik salg1 graniilleri i¢inde olan proteinlerdir. CTL reseptorii
odak hiicreye baglandig1 zaman, perforinler salgilanir ve salgilanan bu perforinler odak
hiicre tizerinde daire seklinde bir por (acgiklik) meydana getirirler. CTL reseptoriiniin
actig1 bu por sayesinde granzim B, vezikiil i¢cinde agilan delikten odaklanan hiicreye girer.
Daha sonra hiicreye girmis olan perforin proteini, vezikiilden granzim B' nin serbest
birakilmasimni salar. Eger granzim B’nin serbest kalirsa, granzim B hizli bir sekilde DNA
fragmentasyonunu ve apoptozla prokaspazi etkin kilarak atif olmalarin1 saglamaktadir.
Bunun yanisira granzim A' da, perforinle sinerjik olarak kaspaz bagimsiz yolda apoptozda
rol oynamaktadir [6].

b) Fas - Fas Ligand1 veya CD95 Yolu: bu yol apoptozun salgidan bagimsiz olan
mekanizmasi, hiicre membran1 Tlizerinde bulunan "6liim reseptorlerinin” etkin
kilinmasiyla kolerasyon i¢indedir. Fas (CD95), hiicre yiizey reseptorii olmakla birlikte
tiimor nekrozis faktorii (TNF) ailesinin bir liyesidir. Fas ligand1 (FasL) da, TNF ailesinin
bir iiyesidir. FasL’nin Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptoz mekanizmasi devreye
girmektedir. TNF'nin TNFR-1' e baglanmasi ile de benzer olaylar meydana gelmektedir.
Fas ve TNFR-1’in sitoplazmik uzantisi, bir 6liim alanini (Death Domain, DD) i¢inde
bulundurur. Fas'in sitoplazmik bolimii FADD (Fas Associating protein with a Death
Domain protein) ve RIP (Receptor Interacting Protein) birbiri ile etkilesim i¢indedir.
Oliim alanlarin1 i¢inde bulunduran bu TRADD ve RIP proteinleri, prokaspaz-8' in aktif
olmasiyla apoptozu direkt olarak uyarir. Uyarilmis ve bununla birlikte aktive olan kaspaz-

8 diger uygulayici bir takim kaspazlar1 aktive ederek apoptozu baglatmaktadir [2].



1.2.1. Apoptoz ve kanser olusumundaki etkisi

Kanser hiicrelerinin ortak 6zelliklerinden biri apoptoz siirecinden hizla kagabilme
yeteneginde olmalidir. Bu hiicreler kendine 6zgili bir apoptozdan kagma mekanizmasi
gelistirirmektedirler. Bu mekanizma ya antiapoptotik proteinlerin ¢ok sayida
iiretilmesiyle ya da proapoptotik proteinlerin iiretilmesinin veya etkilerinin azalmasiyla
apoptoza karsi direngli bir nitelik kazanmaktadirlar. Mesela folikiiler B hiicreli lenfomada
kromozomlarm bazi spesifik bolgelerinin yer degistirmesi ile Bcl-2 proteininin yapimi
artmaktadir. p53 yoluyla baslatilan apoptoz ile proteinlerin yapimlar1 veya islevlerindeki
aksakliklarin insanlardaki kanserler olusumlarmin neredeyse yarisinda etkili oldugu
ispatlanmistir [2,28]. Apaf-1 in metastatik melanom hiicrelerinde sentezinin olmadigi
ortaya koyulmustur. Baz1 kanser ¢esitlerinde 6liim reseptorlerinden biri olan CD95’in
yapiminin azaldigi gozlemlenmistir [19,28]. Kanserlesme ve apoptoz arasindaki
kolerasyonun bozulmasi ile kemoterapi ilaglarina ya da radyasyona karsi direng
olusturmaktadir. Bunun da klinik tibbi ilgilendiren bir takim sonuglara yol agabilecegi

belirtilmektedir.
1.2.2. Apoptoz ve Nekroz arasindaki farklar

Nekrozda goriilen hiicre membranmin ve hiicredeki metabolik faaliyetlerin bir
anda bozuldugu ve hiicre zarmin pargalanip hiicre i¢i materyalin disar1 sagilmasi
olayindan ¢ok daha farkli olarak gerceklesen apoptozda hiicre zarmin biitiinligi
bozulmamaktadir. Apoptoz ve nekroz disinda da 6liim yolaklar1 bulunmaktadir fakat
apoptoz disindaki yolaklarin, morfolojik tanimlar1 ve bununla birlikte klinik 6nemleri
iizerinde bir uzlasmaya heniiz varilamamistir [17]. Oliim sekilleri, isleyis siirecindeki
biyokimyasallar, tetikleyen mekanizmalar ve sonuglai bakimindan apoptoz ve nekroz
birbirinden ayrilmaktadir. Apoptotik bir sinyalin alinmasiyla birlikte hiicre bulundugu
yerden kopar, kiiciiliir ve ardindan kromatin kondenzasyonu meydana gelerek hiicre
zarlarla cevrili olan kiiglik apoptotik cisimcikler olusturur ve bu apoptotik cisimler
makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedirler. Apoptoz meydana gelirken yangi
goriilmemektedir [2,10]. Nekroziste ise apoptozun aksine zar biitlinliigii korunmaz, hiicre
direkt olarak patlayarak i¢indeki materyaller hiicre disina ve komsu hiicrelere kadar

ulasir. Nekroziste inflamasyon meydana gelmektedir.



Tablo 1.1. Apoptozla nekroz arasindaki temel farklar. TNF, tiimor negrozis faktorii, ER; endoplazmik
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1.2.3. Apoptozun indiiklenmesi

Apoptoz, Fas (APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) gibi

hiicre 6liim reseptorlerinin ligandlari ile etkilesime girmesi sonucu indiiklenmektedir. Bu

reseptorler hiicre zarinda bulunup TNFR ailesinin bir elemanidirlar. Fas ligand (FasL)

lenfoid; hiicrelerde, hepatositlerde, bazi tiimdér hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta

miyokardda bile bulunabilmektedir.




FasL bir tiimor nekroz faktor (TNF) elemanidir. FasL’ler sitotoksik T lenfositleri
ve “natural killer” hiicrelerinde bulunmaktadir. Fas ve TNFR-1, 6liim uyaris1 aldig i¢in
hizl1 bir protein/protein kompleksi yapma egilimine girmektedirler. ilk olarak kendinde
dogal olarak bulunan 6liim bolgeleri ismi verilen TRADD (“TNFR-1 associated death
domain”) ve FADD (“Fas associated death domain”) ile etkilesime girerek, prokaspaz 8’i
aktif hale getirerek kaspazlarin gelale tarzinda aktivasyonlarini baglatmaktadirlar [2,3,10].
Apoptozu uyarmak icin gereken etmenler genel olarak asagidaki sekilde
siralanabilmektedir;

a) Genetik kontrol (Ebriyolojik evreden baslayarak dogum sonrasinda yani yasam
boyu etkilidir),
b) Iyonize radyasyon,
¢) Ilag kullanimi ve cevresel etmenler (steroid tedavisi, kemoterapi, insektisitler,
tarimda kullanilan zirai ilaglar, kozmik 1sinlar, vb.),
d) Iskemi sonrast1 meydana gelen reperfiizyon, mekanik travmvalar, viremi,
bakteriyemi sonrasi gelisen sepsis septik soklar.
Apoptozu uyaran sinyaller ise genel olarak hiicre dis1 ve hiicre i¢i olmak tizere iki gruba
ayrilmaktadir. Hiicre i¢i sinyallere 6rnek olarak hormonlar, biiylime faktorleri hiicre-
hiicre temasi, hiicre dis1 sinyallere ise iyonize radyasyon, viral enfeksiyonlar, serbest

radikallerden kaynaklanan oksidatif tahribat 6rnek verilebilir.
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Sekil 1.1. Apoptoza ugrayacak hedef hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler.

Apoptoz mekanizmasi iki yolla gerceklesmektedir. Bunlar 6liim yolu reseptorleri ve

mitokondriyal yolaktir.



1) Oliim yolu reseptorleri: Kendi iginde;
a) Dogrudan yol
b) Dolayli yol olmak iizere ikiye ayrilir.
2) Mitokondriyal yol: Kendi i¢inde;
a) Apoptozom olusmasiyla
b) Direkt mitokondriyal yol (primer ve sekonder) olmak tizere ikiye
ayrilmaktadir [11].

Insanda meydana gelen apoptozun baslayip baslamayacagima karar verilmesinden
sorumlu olan gen p53 genidir. Bu siire¢ p53 proteini ile bagslar kaspazlarla sona erer. p53
geninin mutasyon gecirmesi veya hiicrede bulunmadigi durumlarda hiicre ¢ok uzun siire
sag kalabilmektedir. Genotoksik etmenler s6z konusu oldugunda ortaya ¢ikan tahrip
sonucunda p53 aktif hale gelerek DNA’ya dogrudan baglanarak hasar1 saptamaktadir. Bu
asama hiicre dongiistiniin G1’de durmasini saglayarak tamir mekanizmalarmin devreye
girmesi i¢in gereken siireyi saglamaktadir. Bu hasar tamir edilemeyecek durumda ise
hiicre apoptoza yonlendirilir. Ayrica, p53’in Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2
gruplarinin miktarlarin1 diizenledigi kaynaklarda yer almaktadir [14,27,36].

Apoptozun diizenlenmesi, Bcl-2/Bax gen ailesi sayesinde saglanmaktadir [ 14,27].
Bu ailenin 20 {iyesi tanimlanmistir [25]; Bu genlerden Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Boo, Mcl-1
gibileri antiapoptotiktir, Bax (Bax, Bak ve Bok) ve BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bad,
Bid) gibi genler ise proapoptotiktir [11]. Bcl-2, 24-26 kDa' luk protein kodlayan bir
protoonkogendir. Mitokondirinin dig membraninda sitoplazmaya bakan kisimda yer
almaktadir. Ayrica, endoplazmik retikulumun bir boliimii olan ¢ekirdek membrani
iizerinde konumlanmistir [37]. Bu proteinler, zarin parcalanmasini dnlemekte ve iyon
alig-verisini ~ diizenlemektedirler. Ozellikle antiapoptotik gen olan Bcl-xL'in
mitokondriyal hasar1 Onleyerek mitokondrinin korudugu kaynaklarda yer almistir.
Boylece, apoptoz inhibisyonu meydana gelmektedir [11]. Bcl-2 ailesinin prooksidan
ozellige de sahip oldugundan reaktif oksijen tiirli seviyelerinin apoptoz {iizerindeki
etkilerini kontrol altina alabilmektedir [10].

Bax proteinleri bazen hiicrenin sitoplazmasinda da bulunmaktadir. Sitoplazmada
bulunan bu Bax proteinleri apoptotik uyariciy: aldiktan sonra mitokonrinin permeabilite
poruna dogru yonelerek baglanirlar. Bdylece secici iyon gegirgenligini
diisiirebilmektedir. Membrandaki bu degisiklikler sebebiyle mitokondri membrani i¢inde

bulunan sitokrom ¢ ve AIF (Apoptosis Inducing Factor) gibi materyaller sitoplazmaya



dogru ilerleyebilmektedirler. AIF, dogrudan c¢ekirdege gitmektedir. Bir tiir sitoplazma
proteini olan Apaf-1' in aktive edicisi ise sitokrom c’dir [27]. Sitokrom c‘nin Apaf-1'e
baglanmasi ile prokaspaz-9 aktif hale gelerek "apoptozom" yapisi olugsmaktadir [29].
Prokaspaz-9' un aktif olmasi ile birlikte seri bir kaspaz aktivasyonu da baglamaktadir [27]
(Sekil 1). Apaf-1 bu sirada enerji gereksinimi i¢in ATP‘ye de baglanmaktadir [5].

Oliim reseptorleri, adaptdr proteinler ve proteolitik enzimler (kaspazlar) apoptoz
mekanizmasinda esas role sahip olan molekiillerdir [10,23]. Oliim reseptérleri 6liim alan
diye isimlendirilen bir aminoasit serisi ve bununla birlikte reseptor genlerin
polipeptitlerini i¢ermektedir. Bu genler adaptdér proteinlere baglanmaktadirlar [10].
Gilintimiizde bilinen alt1 ¢esit 6liim reseptorii bulunmaktadir. Bunlar; CD95 (APO-1/Fas),
TRAIL (TNFRelated Apoptosis-Inducing Ligand)-R1, TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve
DR6’dir [16]. Adaptor proteinler, reseptorlerden gelen sinyali alarak kaspazlara baglanip
onlar1 aktif hale getirmektedir. TNF reseptorii-1 (TNFR1) ve Fas (CD95) bu ailenin en
iyi tanimlanmis iiyelerindendir. DNA yikimina sebep olan Fas, kaspaz dizisini kaspazla
aktiflesen DNaz (caspaseactivated DNase; CAD) araciligiyla aktiflestirmektedir [10].
Kaspazlarin aktif merkezlerinde bulunan ve memeli hiicrelerinde sistein proteaz ailesinin
bir {iyesi olan sistein yer almaktadir. Sistein sitoplazmada aktif olmayan baslatic1 olarak
gorev almaktadir. Diger bir ismiyle ICE proteazlar1 da denebilir. Bu proteazlar bir proteaz
aktivasyon dizisi baglatarak sitoplazmik aminoasitlerin yikiminda rol oynamaktadir. Bu
esnada nukleazlar da aktif hale gelerek DNA pargalanmasi ve RNA yikimi meydana
getirmektedir [6,10]. Kaspazlar bir olay dizisinde diger prokaspazlar1 aktif hale getirirler.
Kaspazlarin sitokin iiretimine de katilirlar. Ornegin (kaspaz 1,4,5,13). Proteolizisin
baslaticillar1  (kaspaz 2,8,10) ya da ‘'uygulayicilar’" (kaspaz 3,6,7) olarak
gruplandirilabilirler [10,11]. Oliim sinyali gdderen baslatict kaspazlar, adaptdre
baglanirlar ve hiicreleri 6liime yonlendirirler fakat hiicre 6liimiinii gergeklestiremezler.
Gorevleri sadece bunu yapacak olan uygulayici genleri aktiflestirmektir. Hiicre 6liimiinii
gerceklestiren effektorler, kaspazlardir. Baslatici kaspazlarin ilerleyisini saglayanlar
uygulayict kaspazlardir [2,10]. Kaspazlarin aktif hale gelmesi hiicrenin kendine 6zeldir.
Kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektor kaspazlari baskilayarak apoptozu durdurdugu
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [2,6,10]. IAP’m bir bagka rolii de hiicre dongiisiinii
kontrol ederek apoptozu durdurmaktir. Malign hiicrelerde bu inhibitorlere sikca

rastlanmaktadir [12,27].



1.3. Hiicre dongiisii

Hiicre dongiisii, cogalmak yani prolifere olmak {izere uyar1 almig bir hiicrede
meydana gelen bir dizi kalict olmayan biyokimyasal etkinliklerin ve morfolojik
degisikliklerin meydana geldigi karmasik bir siirectir. Bir hiicre dongiisii, genetik ve
yapisal olarak birbirine birebir benzeyen iki yeni hiicrenin meydana gelmesiyle
sonlanmaktadir. Hiicre ¢gogalmasi, hiicre dongiisiinde yer alan bazi kontrol noktalarinca
(“check-points™) belirli zaman araliklarinda diizenli olarak kontrol edilmektedir. Hiicre
dongiisti cogalma, farklilagma (diferansiyasyon) ve apoptoz gibi etkinlikleri diizenledigi
icin biiyiime ve gelisme olaylartyla korelasyon iginde calismaktadir. Bu diizenleme
ozelliginden dolayr canlidaki hemen her tiir fizyolojik ve patolojik olaylarda hiicre
dongiisiiniin spesifik bir oneme sahip oldugu kanmitlanmistir. Buna karsm, kanser
hastaliginda, hiicre dongiisiiniin regulator proteinlerinin meydana getirdigi siklinler veya
siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI)’nin diizeylerinde anormallikler bulunmustur.
Apoptoz, genel olarak hiicrenin i¢ dengesini saglamak amaciyla fizyolojik sartlar altinda
meydana gelen bir hiicre 6liim seklidir. Apoptoz ve hiicre dongiisiiniin arasinda kompleks
bir ¢calisma prensibi s6z konusudur. Ornegin, hiicre dongiisii sirasmda hasarlanmis olan
hiicrenin dongiisiinii durdurmasi veya DNA’sin1 onarmasi i¢in zaman kazandiran p53
geni apoptozda da rol oynamaktadir. Apoptoz ile insan viicudunda dokunun hiicresel
orani sayisal olarak siirekli ayni kalmaktadir. Bu durumda doku i¢ dengesi yani yeniden
yapim ve yikim olaylarnin bir devirdaim i¢inde olusu 6liim/¢cogalma dengesinin saglikli
bir sekilde siirdiiriilmesine baghdir. Bu i¢ dengenin bozulmasi durumunda bir¢cok énemli
hastaligin yol agtig1 arastirmacilar tarafindan gdosterilmistir. Eger bu denge apoptozu
hizlandiracak yonde bozulursa bir takim norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer gibi) ya
da patojenik hastaliklar (AIDS gibi) meydana getirirken, apoptozisin durdurulmasi
yoniinde bu denge bozulursa karsinogenez meydana getirebilecegi vurgulanmaktadir
[17].

Bir hiicrenin canli olup olmadigina karar vermek i¢in mitoz yoluyla birbirinin
aynis1 olan iki yeni hiicre olusturup olusturmadigina bakilmaktadir. Bir hiicre bdliinme
sinyali almadig1 siirece hiicre dongiisiinde aktif olan (G, G2, S ve M) evrelerine
girmezler. Bu sirada istirahat evresi denen GO evresinde beklemektedirler. Hiicrelerin
genetik olarak birbirinin aynist olan iki hiicre meydana getirmesi mitoz yoluyla veya

gonadlarda mayoz yoluyla gerceklesmektedir. Hiicreyi bolinme yoniinde uyaran



sinyallerin (biiyiime  faktorleri, sitokinler veya mitojenler) gok farkli tiirleri
bulunmaktadir. Hiicre, boliinme sinyalini aldig1 zaman sinyal ileti kaskad1 yani “signal
transduction cascade” ismi verilen bir ileti sistemi (mesela, MAP kinaz, Protein Kinaz C
veya JAK/STAT yollar1) ¢aligmaya baglar. Bu ileti sistemi ya transkripsiyonu, hiicre
dongiislinii veya hiicre iskeletini kontrol eden bir substrat1 fosforiller ya da ¢ekirdege
ulasarak (STAT’da oldugu gibi) direkt olarak transkripsiyonu module eder. Bu sayede,
hiicre dongiiye sokularak bdliinmeye yani mitoza yonlendirilmis olur. Hiicreler mitoza
girecekleri zaman bir hazirlik evresi gecirmektedirler. Bu siirede hacimlerinde biiyiik
oranda artis meydana gelmektedir. Bu hazirlik evresinde hiicre boliinmesi i¢in elzem olan
bir¢ok ¢esitli diizenleyici ve yapici proteinler ve makromolekiiller sentezlenmektedir. Bu
hazirlik evresine interfaz denilmektedir. Interfaz da kendi icinde G1, S, ve G2 olmak
iizere 3 alt evreye blinmektedir. Mitoz, interfazla birlikte hiicre dongiisiinii
olusturmaktadir. Bir hiicre dongiisii, evrelerin isleyis sirasina gore soylenecek olursa; G1,
S, G2 ve M evrelerinden meydana gelmektedir. Hiicre dongiisii, kendine 6zel proteinler
olan siklinler, siklin-bagimli serin/treoninprotein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz
inhibitorleri (CDI) tarafindan spesifik bir sekilde strdiiriilmektedir. Siklinler, CDK ve
CDP’lerinin seviyeleri hiicre dongiisiiniin degisik asamalarinda bir takim farkliliklar
gostermektedirler. Olduk¢a karmasik bir diizen iginde dongiiniin devam etmesini
saglayarak bunu diizenlemektedirler. CDK’lar tek baslarina bulunduklar1 zaman inaktif,
siklin’e baglandiklar1 zaman ise aktif duruma gelmektedirler. Bunun sonucunda aktif
siklin-CDK kompleksleri olusur. Bu proteinlerin, eger biyokimyasal bir sekilde ifade
edilmesi gerekirse, birbirleriyle protein-protein komplike yapilari meydana getirerek
karsiliklt  etkinliklerini diizenlemektedirler. Bu etkinliklerin  diizenlenmesi ise
fosforillenme yoluyla gerceklesmektedir. CDK’larm inaktif olmayan formlari,
substratlar1 fosforilleyerek onlar1 aktif hale getirmektedir. Bu sayede substrat aktivasyon

durumuna gore hiicre dongiisii ya durur ya da bir sonraki evreye ge¢mektedirler [33].
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Sekil 1.2. Hiicre siklusu

Hiicrelerin hiicre dongiisiine girmek icin ilk olarak DNA’sin1 replike etmesi
gerekmektedir. Repklikasyon sonrasinda, iki es yavru meydana gelecek sekilde
boliinmektedir. Hiicre dongiisiinde ¢ogunlukla, G1 evresi DNA sentezine (S evresi) ve
G2 evresi ise mitoza (M evresine) hazirlik evreleridir. Bu evrelerde protein ve RNA
sentezleri yapilirken hiicre bir yandan da tekrar boliinmek i¢in kendisini tekrar
diizenlemeye baslar. G1 evresi, hiicre dongiisiiniin siiresi bakimindan en ¢ok degiskenlik
gosteren evredir. Bu evrede hiicrenin ya boliinmek i¢in, ya cogalmak i¢in, ya da 6lmek
icin bir karar vermesi gerekmektedir. Bu sebeple genlerde bir takim degisiklikler
meydana gelmeye baglar. S evresinde, hiicre DNA’sin1 ¢ok hizli bir sekilde replike eder.
Cok c¢abuk olmasmmin temel nedeni, DNA iplik¢iklerinin birbirinden ayrilmasi
esnasinda baz ciftleri, cesitli ilaclar veya mutajenler gibi dis etmenlerin etkisine karsi
savunmasiz hale gelmektedirler ve bu da DNA iplik¢iklerinin mutasyona ugrama
olasiligini artrmaktadir. Bu yilizden DNA sentezi baslar baslamaz hizli bir sekilde
bitirilmelidir. G2 evresinde, bir onceki (S) evrede replike olmus DNA ve kromatin
proteinleri kisalip kalinlasarak kardes kromatidler seklinde paketlenirler. G2 evresi
kontrol noktalarindan biridir. Hasarli DNA veya replike olmamis DNA bu evrede kontrol
edilmektedir. M evresinde, kardes kromatidler ekvatoryal diizleme dizilmektedirler ve
hemen ardindan profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez asamalar1 ger¢eklesmektedir

ve hiicre ikiye boliinmiis olur [33].
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Sekil 1.3 Hiicre siklusunda kullanilan ¢esitli proteinlerin etkilesimi

1.3.1. Hiicre dongiisii ve kanser

TUmor supressor gen {iriinii olan p53 geni hiicre dongiisii ile apoptozun bir araya
gelmesindeki ana faktordiir. Bu genin esas gorevi, DNA bir sekilde hasar gordiigii zaman,
hiicre dongiisilinii durdurarak hiicrenin tahrip olmus DNA’smi1 tamir etmesi i¢in ona siire
kazandirmasidir. Bu nedenle gen koruyucusu olarak da isimlendirilmektedir. p53
bilindigi gibi kanser hastalarinda mutasyonuna en sik rastlanan proteindir. Bunun yani
sira kanserlerin %50-55’1 de mutant’dir. pS3 normal sartlarda bir CKI’ii olan p21’in
sentezini ¢gogaltarak hiicre dongiisiinii engeller. p21, siklin-CDK kompleksine baglanarak
onu aktiflikten ¢ikarp inaktif hale getirir. Bunun sonucunda, bu kompleks pRb’yi
fosforile edemeyeceginden E2F ailesi de pRb’den ayrilamayacagi i¢in dongii ilerletici
gorevini yerine getiremez olarak hiicre dongiisii durdurulmus olur. Hiicre dongiisii
durdugunda hiicre hasarli DNA’sin1 tamir etmek i¢in zaman kazanmis. Bu esnada DNA
tamir edilir. Fakat tahrip tamir edilemeyecek kadar yliksek seviyede ise bu kez pS3 geni
hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir. Bu sayede, apoptozisin hiicre dongiisiiyle olan
korelasyonu da goz Onilinde bulunduruldugunda apoptoz, hiicre dongiisii ve
kemoterapinin aralarindaki etkilesimlerin kanser hastalarmin tedaviye olan yanitini

belirleyecegini gostermektedir [23].
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Sekil 1.4. Hiicre siklusunda p53 proteinin rolii
1.4. Oleuropein

Akdeniz iilkelerinde yapilan epidemiyolojik incelemeler 6liim oraninin azaldigini
ortaya koymustur. Oliim oranlarmin azalmasi ise Akdeniz iilkelerinde yasayanlarin
beslenme sekilleri ile iliskilendirilmistir. Akdeniz diyeti sayesinde kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser oraninda ciddi bir diisiis meydana gelmektedir. Kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklardaki koruyucu etkisi hem meyve ve sebzeler agisindan zengin
hem de zeytin iirlinleri agisindan zengin olan Akdeniz diyeti sayesinde meydana geldigi
ortaya konulmustur. Sadece meyve ve sebzelerce zengin fakat zeytin {irlinleri agisindan
fakir olan diyet, zeytin {irlinlerince zengin olan diyetler kadar etkili olmamistir. Zeytin
tirtinlerince fakir olan diyetler zeytin iiriinlerince zengin olan diyetler kadar koruma
saglamadig1 yapilan klinik ¢aliymalarda gosterilmistir. Bu koruyucu etki zeytin ve

zeytinyagindaki polifenol ve flavonoidlerin atioksidan etki gOstermesinden



kaynaklanmaktadir. Zeytin bitkisi antioksidan etki gosteren yag asitlerince de zengin bir
bitkidir. Antioksidan denilen bu bilesikler hiicrelerde oksidasyonu engelleyebilmekte ya
da geciktirebilmektedir [39].

Oleuropein, neredeyse zeytin bitkisinin tiim dokularinda bulunmaktadir. Zeytinin
olgunlasmamis donemlerinde, zeytinin yapraklarinda ¢ok fazla miktarda bulundugu
gosterilmistir. Oleuropein zeytine aci tadini veren maddedir. Olgunlagsmamis zeytinlerde
oleuropein, meyve agirligmin yaklasik olarak %2’sini meydana getirmektedir. Zeytin
meyvesi olgunlastikca zeytindeki oleuropein miktar1 da diisiis gostermektedir.
Meyvelerde bulunan oleuropein igerigi, geng meyvedeki kuru maddenin %14 iine kadar
ulagabilmektedir. Kiigilk meyveli zeytinlerde, yiiksek oranda oleuropein igerigi
bulunurken, biiylik meyveli zeytinlerde genellikle oleuropeinin az miktarlarii igermekte

oldugu bildirilmektedir [39].
1.4.1. Oleuropein’in kullanim alanlarn

Zeytin meyvesinin ve zeytin yapraginin en onemli temel fenolik bilesenlerinden bir
tanesi oleuropeindir. Oleuropein ¢ok eski zamanlardan beri kullanilmaktadir. 19. ylizyilda
atesli hastaliklarm tedavisinde kullanildig1 tespit edilmistir. Daha sonra yapilan
calismalarla, oleuropein’in antimikrobiyal, antiviral ve antifungal etkilerinin oldugu
bulunmustur. Oleupropein’in kimyasal yapis1 1970 yilinda arastirmacilar tarafindan
tanimlanmistir. Yillar 6nce oldugu gibi giiniimiizde de yapilan ¢alismalar oleuropein’in
kardiyovaskiiler hastaliklar1 azalttig1, lipoprotein yapilarinin oksidasyonunu engelleigi
kanser riskini azalttig1 attioksidan gibi davranarak hiicrelerin genetik olarak mutasyona
ugramasini engellemek gibi saglik {izerine bircok olumlu etkilerinin oldugu
desteklenmektedir [39,44].

Tiirkiye’nin cografi konumu nedeniyle diinyada zeytin agaci sayis1 bakimindan
en zengin lilkeler i¢inde yer aldig1 bilinmektedir. Zeytin agacinca zengin bir iilke olan
Tiirkiye i¢in zeytincilik sektorii, hem tarim hem de sanayi agisindan ¢ok biiyiik 6nem
teskil etmektedir. Akdeniz diyeti ile beslenme sayesinde zeytin ve zeytin {irlinlerinin
icerigindeki yiiksek fenolik maddeler insan saghig1 agisindan ¢ok dnemli bir role sahiptir.
Giliniimiizde ticari olarak tip, ila¢ ve kozmetik sanayinde yaygin olarak kullanilan zeytin
bu denli degerli olmasindan dolay:r siirekli arastirmalara konu olmaktadir. Zeytinin

meyvesi ve yapragindaki fenolik bilesikler bu bitkiden yeni yararlanma yollarmin



olacagmi diisiindiirmekte ve ilgiyi lizerine c¢ekmektedir. Zeytin sadece tip, ilag ve
kozmetik sanayinde kullanilmakla kalmayip gida sanayinde de yerini almistir. Zeytinin
yapraklarindan elde edilen ¢ay piyasaya siiriilmiis durumdadir. Bu ¢ay1 kullanan diyabet
hastalarinda insiilin degerlerinin dengeledigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur.
Sagladig1 bu koruyucu etki disinda zeytin agacinin dayanikliligini da 6nemli bir yer
tutmaktadir. Oleuropein’in biiyiik bir kismi hidrolize olarak zeytine yenilebilir bir 6zellik
katmaktadir. Oleuropein ayn1 zamanda mikroorganizmalara karsi inhibe edici aktiviteye
sahiptir. Dogal katki maddesi olarak kullanimi amac1 ile yan {irlin olan zeytin
yapraklarmin degerlendirilme firsatina sahip olmasi ve bu durumun iilke ekonomisine

saglayacagi bliyiik katkilar acisindan da biiyiik 6nem arz etmektedir [39,44].
1.4.2. Oleuropein’in biyokimyasal 6zellikleri

Zeytin hi¢bir islemden gegmeden direkt olarak zeytinin kendisinden, posasindan,
zeytinyagindan ve zeytinyagi iiretim tesislerinde meydana gelen atiklardan oleuropein
elde edilebilmektedir. Oleuropein yani zeytinin igerigindeki fenolik madde miktar1
tarimsal yetistirme metoduna gore degiskenlik gosterebilmektedir. Yetistirilen tiim
zeytinlerde oleuropein olacagr anlami c¢ikartilmamalidir. Fakat oleuropein yerine
demethyoleuropein ve verbacoside gibi degisik fenolik bilesikler olusabilmektedir. Baz1
istisnalar disinda oleuropein ve tiirevlerinin oran1 meyvenin asir1 biiyiime ve gelisme
stiresi i¢inde azaldigi bilinmektedir. Bu istisnalardan bir tanesine drnek verilecek olursa
cok sicak iklimlerde yetistirilen zeytinlerden elde edilen zeytinyaglarmin soguk
iklimlerde yetistirilen zeytinlere gére ¢ok daha fazla oranda biofenol i¢erdigine sahip
oldugu saptanmistir. Zeytinyagindan oleuropein eldesinde de mekanik yag ekstraksiyon
proseslerinde parcalama ve malaksasyon islemleri kilit noktalardan biridir. Zeytinyaginin
icerdigi fenolik alkoller birbirleri ile siirekli etkilesim halinde bulunmaktadirlar. Mesela
total fenol icerigi 200 pg/ml’den c¢ok olan yaglarda 3,4-DHPEA ve biitiin
zeytinyaglarinda mevcut olan p-hydroxyphenyl ethanol birbiri ile siirekli bir etkilesim
halindedir. ki fazdan olusan ve alperujo olarak isimlendirilen atiklar zeytinyag1 yapimi
sirasinda meydana gelmektedir. Alperujonun organik olarak igerigini sekerler, taninler,

polialkoller, pektinler, lipidler ve fenoller meydana getimektedir [13,44].
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Sekil 1.5. Oleuropein’in kimyasal yapi formiilii (Molekiiler agirligi: 540.51).

1.4.3. Oleuropein’in etki mekanizmasi

Visioli ve Galli yapmis olduklar1 ¢calismalar sonucunda, oleuropein'in CuSOQOy ile
indiiklenen LDL oksidasyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigini ve bununla birlikte
Akdeniz diyetleri arasinda bir bag oldugunu ifade etmislerdir. Oleuropein'in, diisiik
yogunluktaki lipoproteinlerin oksidasyonunu ve serbest radikal siiplirmesini engellemek
gibi giiclii antioksidan etki gosterdigini ve bununla birlikte oleuropein, patofizyolojik
stirecleri hiicresel seviyede biiyiik oranda olumlu olarak degistirtigi bulunmustur. De la
Puerta ve ark. oleuropeinin, hem nitrik oksidi ortadan kaldirma ozelligine hem de
hiicredeki indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunda bir artisa sebep olma
Ozelligine sahip oldugunu ispatlamistir.

De la Puerta ve ark., rafine edilmemis zeytinyag1 apolar olmayan fraksiyonundan
onemli fenolik bilesiklerin (oleuropein, tirosol, hidroksitiron ve kafeik asit)
l6kositlerindeki anti-eikozanoid ve antioksidan etkilerinin oldugunu saptamislardir [32].

Carluccio ve ark. , oleuropein'in, aterogenezide ciddi bir erken adim olan vaskiiler
hiicre adhezyon molekiili-1 (VCAM-1), mRNA ve proteininin yaninda uyarilmis
endotele monositoid hiicre adezyonunu diisiirdiigiinii bildirmistir.

Serbest radikal teorisine gore yaslanma, hayati boyunca en basta mitokondri
olmak iizere oksidatif hasarin sonucu olarak meydana gelmektedir. Bazi oksidatif
hasarlar tamamen engellenemez ve hiicrelerde gorev bozukluguna neden oldugu
bilinmektedir. Mitokondriyal membranla, fosfolipidlerinin lipid kuyruklarmnda iki bagh

karbon-karbonunun olmasi sebebiyle, biligsel ve ndrodejeneratif hastalik yapmasina yol
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acan serbest radikal istilasma karsi ¢ok daha hassastir. /n vitro ve epidemiyolojik
calismalar, demans gibi yasla alakali bozukluklarin insidansina naturel olarak ekstrakte
edilen polifenollerin pozitif etkisi bulundugu saptanmistir. Baska bir ¢alismada ise
oleuropein'in Alzheimer hastaligina has AP agregasyonunun diisiiriilmesine hatta
onlenmesine yonelik olumlu etkilerinin oldugunu gostermislerdir. Oleuropein'in beyinin
islevleri {izerindeki potansiyel etkisi, AD'nin ateroskleroza ¢ok benzedigi calismalar
sonucunda saptanmustir. Her ikisi de, anormal olmayan bir metabolitin (sirasiyla kolestrol
ve AP) normal olmayan birikiminin klinik semptomlardan 6nce geldigi ve hastaliga sebep
oldugu ve bunun yas ile ilgili hastaliklar oldugu saptanmistir. Kalp hastaligi,
hiperkolesterolemi ve AD arasindaki kolerasyon bu bozukluklarin patogenezinde benzer
mekanizmalar1 i¢inde barindirir. Kolesterol ile alakali miidahalelerin AP tutulumunu
artirp azaltilabilecegine dair esasli kanitlar, AD'nin yonetiminde oleuropein’in umut

verici pozitif etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir [13,39,44].
1.4.3.1. Oleuropein ve kanser iliskisi

Antioksidanlar, oksidasyonu geciktiren ya da engelleyen bilesikler olarak
tanimlanmaktadir. Oksidasyon tepkimeleri gerceklestiginde serbest radikaller ve reaktif
oksijen cesitlerinin olustugu ortaya konmustur. Antioksidanlarin yapisinda bulunan
eslenmemis elektronlar vardir ve antioksidanlar oldukga reaktiftir. Bu ylizden diger
molekiillerle ¢ok kolay reaksiyona girerler ve onlarm yapisini ¢ok rahatlikla
bozabilmektedir [13,38]. Ozellikle zeytin ve zeytin iiriinlerinde a-tokoferol ve koruyucu
antioksidan fenolik maddeler kompleksi sayesinde asir1 derece bir antioksidan kapasitesi
oldugu saptanmistir. Zeytin ve zeytinin tlirevlerinden meydana gelen ve en basta
oleuropein olmak iizere zeytinde cok ¢esitli (verbacoside, afijenin-7 glikozit,
hidroksitrozol, ligustroside ve dimetiloleuropein gibi) fenolik bilesikler bulunmaktadir
[13,38,44]. Bunlarla birlikte siirdiiriilen bilimsel ¢calismalar, zeytin yapraginin da basta
fenolik bilesikler (Ozellikle oleuropein) olmak iizere antioksidanlarca c¢ok zengin
oldugunu ve bagisiklik sistemi, patojenlerin kontrolii ve kalp-damar saghgi iizerine
pozitif etkilerinin oldugunu kanitlamislardir.

Oleuropein 1970 yilinda Inouye ve ark. , tarafindan oleupropein’in molekiil
formiilii tanimlanmistir. Bu durumda oleuropein, hidroksitrozol olarak tanimlanan bir
polifenol, elenolik asit ismi verilen sekoiridoit ve bunlara ek olarak glikoz molekiiliinden

meydana gelmektedir. Oleuropein’in temel bioaktif yap1 tagini olusturan hidroksitrozol



cok giiclii bir antioksidan oldugu, diger bir yapi tasi elenolik asitin ise antiviral 6zellikleri
oldugu saptanmustir. Yani icerigi de gozoniine alindiginda oleuropein hem antioksidan
hem de antiviral 6zellikleri i¢cinde barindirmaktadir. Giinlimiizde yapilan caligmalar,
oleuropein’in lipoproteinlerde meydana gelen oksidasyonu engellemek, kardiyovaskiiler
hastaliklar1 ve oOzellikle de kanser riskini azaltmak ve antioksidan etki goOstererek
hiicrelerin genetik olarak hasar almasini onlemek gibi saglik iizerine pozitif etkilerinin
oldugunu desteklemektedir [39,44].

Gilintimiizde oleuropeinin etki mekanizmasi heniiz kesin olarak bilinmese de
fenolik bilesiklerin, proteinleri bozma yetenegine sahip oldugu ve hiicre membraninin
gecirgenligini olumsuz yonde etkiledigini bildirmislerdir. Klasik olarak yiizey aktif
ajanlar olan bu bilesikler antimikrobiyal aktivitelerini, hiicre zarma hasar vererek
gerceklestirmektedir. Hiicre peptidoglikanlarini pargalayarak; protein, inorganik fosfat,
glutamat ya da potasyum gibi sitoplazma bilesenlerinin sizmasima sebep olmaktadirlar.
Fenolik bilesiklerin diisiik yogunluklarda ATP {iretiminde gorev alan enzimlerin

aktivitesini etkilerken, yiiksek konsantrasyonlar1 proteinleri ¢oktiirmektedir [39,44].
1.5. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite; molekiiler olaylar sonucu ¢esitli makromolekiilerin {iretilmesinin
Onlenmesi ve buna bagl olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda hasar olugsmasimni
tanimlayan bir terimdir. Sitotoksisite testleri ise, hiicrelerde olusan bu olaylarin varliginin
tespit edilmesi ve hiicrelerde hangi Ol¢iide ne derece hasar meydana getirdiginin
saptanmasi ilkesine dayanmaktadir.

In vitro ortamda yapilan ¢aligmalar; hiicre canliliginin belirlenmesinde, hiicre
Oliimii, hiicre zarinin yapisinin bozulmasi, DNA ve protein iiretimi, hiicre boliinmesi gibi
birgok faktoriin rol oynadig1 ortaya konulmustur. Test edilecek olan aktif maddenin
secilen hiicre iizerindeki toksik aktivitelerini ortaya koymak amaclanmaktadir. Bundan
sonra; potansiyel aktif maddelerin tanimlanmasi, maddenin hangi mekanizmayla toksik
etkiyi meydana getirdigi, antikanser aktivitenin tahmin edilmesi, potansiyel odak hiicre
popiilasyonunun tanimlanmasi, toksik konsantrasyon araligmin tanimlanmasi, maruz

kalma-yogunluk korelasyonu incelenerek yontemler belirlenmektedir.



1.5.1. Kalitatif sitotoksisite testleri

a) Extraction/elution yontemi
b) Agar diflizyon yontemi
c) Direkt kontakt yontemi

1.5.2. Kanitatif sitotoksisite testleri

a) Tripan mavisi testi

b) Notral kirmizisi testi

¢) Alamar mavisi testi

d) XTT testi

e) MTS testi

f) WST-1 ve WST-8 testi

g) Hiicrelerdeki ATP miktarinin 6l¢iimiine dayal test- ATP ASSAY
h) LDH testi

1) MTT testi

1.5.2.1. MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Thiazolyl blue) testi

MTT testi, mikroplate 6l¢limii, temel degisik parametrelerle beraber hiicre canlilik
ve ¢ogalmasima bagl olarak gelistirilmis bir yontemdir. Hiicrelerin canlilik diizeylerini
belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. DNA sentezi ve metabolik aktiviteler mikroplate
formatinda kullanilan en 6nemli parametrelerdir. Hiicresel hasardan korunma o6zelligi
olan hiicreler ve metabolik fonksiyonlar1 biiylime ve gelisme icin ATP saglamak elzem
hale gelmistir. Metabolik aktivite dl¢limii i¢in bu parametre dayanak noktasi temelidir.
Klasik olarak bu yontem hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerini 6lgmektedir. Kisaca,
MTT testi hiicrenin canliliginin Gl¢lilmesi esasina dayanmaktadir. Hiicreler bir
kolorimetrik substratla beraber inkiibe edildikten sonra okuma gerceklestirilmektedir.
MTT tetrazolium tuzu kullanilan bir mikroplate testi klasik olarak hiicre gogalmasi ve
sitotoksitesinin kantitasyonunu dlgmek amaciyla kullanilmaktadir. Tetrazolium tuzunun
sadece yagamini siirdiiren hiicreler tarafindan renkli formazanlara indirgenmesi sebebiyle

bu yontem sadece canli hiicreleri belirlemektedir. MTT icerisinde bulunan canli hiicreler



boyanip renklenirken, suda ¢oziinmez formazan tuzu tarafindan indirgenir. Formazan
kristalleri ¢oziindiikten hemen sonra, hizli ve kolayca klasik mikroplate
okuyucusunda (maximum absorbans) 570 nm de miktar1 belirlenebilmektedir. MTT suda
¢coziinen bir tetrazolium tuzudur. Fenol kirmizisi igermeyen besiyeri veya tuz
soliisyonlartyla hazirlandigi zaman sarimtirak bir soliisyon meydana getirmektedir.
Tetrazolium halkasmin dehidrogenaz enzimleri tarafindan par¢alanmasi sonucunda MTT
mor renkli ¢éziinmez bir formazana donlismektedir. Bu doniisiim canli hiicrelerin
mitokondrileri sayesinde meydana gelmektedir. Olusan bu formazan izopropanol ya da
farkli bir ¢oziicii yardimi1 ile ¢Ozdiriildiikkten sonra olusan renk reaksiyonu
spektrofotometrik olarak okunularak ylizde canlilik hesaplanacak absorbanslar elde

edilmektedir [40].

1.6. Nanopartikiiller

Son yillarda yeni ve gelisen bir ¢alisma alani olusturan nano boyutlu malzemeler
iizerine gergeklestirilen ¢aligmalar ve arastirmalarin sayist artmustir. Nanokristaller,
nanopartikiiller, nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar veya nano ince filmler nano olarak
adlandirilan malzemelerdir. Bu arastirmalar {izerine ilginin artmasmin asil nedeni
maddelerin belli boyut araliginda hacimsel yapilarindan farkli olarak siradisi spesifik
ozellikler ve islevsellik gostermeleridir. Biytikliikleri ¢cogu zaman 100 nm ve altinda
kalan toz parcaciklar1 olarak adlandirilan nanopartikiiller ise nanoboyutlu malzemelerin
yani kisaca nanoteknolojinin temelini olusturmaktadirlar. Bu partikiiller diger ticari
malzemelerden neredeyse herzaman farkli ve ¢ok daha {istiin kabul edilen bir takim
spesifik Ozellikler sergilemekmektedir. Giinlimiizde nanopartikiillerin bu denli
calismalarda ilgi gérmesinin sebebi kullanim alani ¢ok genis olmasi, yiizeyinde bulunan
atomlarm benzersiz karakteristik Ozellikleri ve bunlarin yanisira yiiksek olan
yiizey/hacim miktar1 olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Nanopartikiil sentezi bu yapilarin
sergiledikleri smradis1 Ozellikler sayesinde yiiksek aktiviteli katalizorler, optik
uygulamalar i¢in spesifik teknolojik malzemeler elde edilmistir. Bununla birlikte
stiperiletkenler, asinmaya kars1 katkilar, yiizey aktif maddeler, ilag tasiyicilar ve 6zel
teshis aletleri gibi bir¢ok farkli kullanim alanlar1 sayesinde teknolojik ve farmakolojik

tiriinlerin hazirlanmasi ve gelistirilmesinin 6niinii agmis bulunmaktadir. Bununla birlikte



nanoteknoloji birimi, nanotastyicilar, sensorler, nanomakinalar ve yiiksek yogunluklu
veri depolama hiicreleri gibi kendine has fonksiyonlara sahip minyatiirlestirilmis
aygitlarm meydana getirilmesine izin vermektedir. Nanoyapili malzemelerin ve
cihazlarin tasarlanmasini, iiretimini ve fonksiyonel olarak kullanimini igine alan
nanoteknoloji alanindaki yeni gelismeler i¢in vazgegilemez ilk adim nanopartikiillerin
iretimi olmustur. Nanoteknolojik malzemelerin ¢ikis noktasini meydana getiren
nanopartikiiller ¢ok genis bir kimyasal aralik ve morfolojide iiretilebilmektedirler.
Nanopartikiillerin iiretiminde kullanilan teknikler; asagidan yukar1 ve yukaridan asagi
olarak isimlendirilen iki ana yaklasim altinda incelenmektedir. Yukaridan asagiya
yaklasmmi ile calisan tekniklere verilebilecek en klasik ornekler; fiziksel 6giitme ve
asindirma olabilir. Bu yontemler bazen yliksek hiz degirmeni veya yiiksek enerjili 6glitme
adin1 da alabilmektedir. Bunun sebebi genellikle 6giitme islemi yapilirken ¢cok daha fazla
enerjiye ihtiya¢ duymalaridir. Molekiil ya da atom boyutundaki yapilar1 bir takim
kimyasal reaksiyonlar kullanilarak partikiil boyutuna getirme metodu ise asagidan yukar1
metodu olarak tanimlanmaktadir. Gaz yogunlastirma yonteminde nanokristal metal ve
bunlarin alagimlariin iiretilmesi asagidan yukariya metodu ile ¢alismaktadir. Asagidan
yukariya metodunda gaz yogunlastirma disinda kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar
yogunlastirma, sol jel ve sprey piroliz teknikleri de kullanilmaktadir. Bu yontemler de
asagidan yukar1 metodunun en bilindik Orneklerindendir. Yukarida bahsedilen,
partikiillerin iiretim sekli disinda kimyasal ya da fiziksel temelli olmak {izere iki ayri
tasnif de yapilabilmektedir. Kimyasal temelli olan teknikler kimyasal reaksiyonlar1
meydana geldigi, fiziksel temelli olan teknikler ise mekanik ve fiziksel enerji gerektiren

mekanizmalardir [21,40].
1.7. Kat1 lipid nanopartikiillerin sentezlenme yontemleri

Oda sicakliginda ve viicut 1sisinda kati halde bulunan lipidlerle hazirlanan
bununla birlikte emiilgatorlerle kararlilig1 saglanan, nanometre boyutundaki partikiiller
kat1 lipid nanopartikiiller (SLN) olarak tanimlanmaktadir. SLN’lerin bileseni klasik
olarak kat1 lipidler, emiilgatérler ve sudan meydana gelmektedirler. Lipidin
tanimlanmasindaki kullanilan skala ¢ok genis bir yer tutmaktadir. Lipidler ¢ogunlukla,
GRAS ozelligine sahip olan fizyolojik bilesikler olarak tanimlanmaktadir. Lipid
coziiclisinii kararli hale getirmek i¢in kullanilabilecek emiilgator cesitleri molekiil

agirhgr  ve yiklerine bakilarak  belirlenmektedir. %1-5 emiilgatdér veya



emiilgator/yardimer emiilgator kompleksi kullanilarak kararli hale gelebilmektedirler.
Secilen emiilgator yontemin uygulama sekline baghdir. Emiilgator amacglh kullanilan
maddelere lesitinler, poloksamerler, etoksillenmis monogliseridler ve polisorbatlar 6rnek
verilebilir [21,40].

SLN’lerin Avantajlari: SLN’ler; lipozom, emiilsiyon ve kat1 partikiillerin
sagladigi avantajlarin farkli kombinasyonunu igersinde barindirmaktadir. Avantajlar1 su
seklide sralanabilir. Organik madde ¢6ziicii kalintis1 icermezler. Sistemik toksisitesi
diisiiktiir. Diisiik sitotoksisiteye sahiptirler. Uretimi ve kullanimi kolaydir ve biiyiik
oranda tiretilebilirler. Bunlarin yan sira yag emiilsiyonlarinin ve dokulara etken madde
odaklanabilmesi gibi lipozomlarin avantajlarini iginde barindirirlar. Kati lipid matrisleri
sayesinde kontrollii etken madde salimi saglarlar. Kimyasal bozunmaya karsi etkin
maddelerin korunma saglarlar. Kat1 polimerik nanopartikiillerin avantajlarma da

biinyesinde bulundurmaktadirlar [21,40].
1.7.1. Yiiksek basinch homojenizasyon yontemi

SLN iiretimi icin giivenilir ve etkili bir yontem olarak yiiksek basingh
homojenizasyon (HPH) yontemi giinlimiizde karsimiza ¢ikmaktadir. Bu prensipte, ilk
once s1vi ¢ok yiiksek bir basingla (100-2000 bar), mikron kadar kiigiik captaki bir delikten
itilir. Bu esnada s1v1 ¢ok kisa bir siirede ¢ok yiiksek bir hiza ulagsmis olur. Bu hiz yaklasik
olarak saatte 1000 km/saati’in iizerindedir. Cok yiiksek kayma gerilimi ve kavitasyon
kuvvetleri, partikiilleri mikron alt1 biiyiikliige kadar parcalayabilmektedir [40]. Yiiksek
basingli homojenizasyon yonteminin iki farkli uygulanma sekli vardir;

a) Sicak Homojenizasyon: Her lipidin bir erime noktasi vardwr. Sicak
homojenizasyon yoteminde de, lipidin erime noktasmin stiindeki 1silarda
gerceklestirilmektedir. Bu  sebeple, emiilsiyonun  homojenizasyonu  olarak
nitelendirilebilir [21]. Kullanilacak olan aktif madde, erime noktasmm 5-10 °C iizerine
cikartilan ve eritilmis olan lipid icerisinde ¢oziiliir ya da disperse edilir. Aktif maddeyi
icinde barmdiran ve erimis olan lipid, ayn1 1sidaki sulu emiilgator ¢ozeltisi icinde yiiksek
hizda karistirma yapilarak disperse edilir. Bunun sonucunda elde edilen sicak pre-
emiilsiyon homojenizatérden gecirilir ve sonugta olusan sicak nanoemiilsiyon oda 1sma
gelinceye dek sogutulur. Filtreden gecirilir. Bu sekilde lipid kat1 hale gelir yani

rekristalize olur ve kat1 lipid nanopartikiiller elde edilmis olur. Sicak homojenizasyon



yontemi, sicaga duyarliligi diisiik olan etkin maddeler i¢in ¢ok uygun bir yontemdir
[21,40].

b) Soguk Homojenizasyon: Kuru buz ya da sivi nitrojen kullanilarak ¢ok hizl
olarak etkin maddenin i¢inde ¢ozlilmiis olan veya disperse edilmis olan erimis lipid
sogutulur. Kati lipid, yaklasik 50 — 100 pm boyutundaki lipid mikropartikiillere kadar
kiiciik pargalara ayristirtlir. Kati lipid mikropartikiiller, soguk emiilgatdr ¢ozeltisi
icersinde disperse edilirler. Elde edilen pre-silispansiyon, oda 1sisinda ya da oda 1sisinin
altinda yiiksek basingli homojenizatdrden gegirilir. Bu islemlerin sonucunda kati lipid

nanopartikiiller meydana gelmektedir [21,40].
1.7.2. Mikroemiilsiyon yontemi

Gasco ve ark, mikroemiilsiyonlarin diliisyonu temeline dayanan bir SLN
hazirlama metodu gelistirmislerdir. Bu yontemde ilk olarak, lipid (yag asitleri ya da
gliseridler) eritilmektedir. Su, emiilgatér ve koemiilgatér karisimi, lipidle ayni 1sida
olacak sekilde sicaklig1 yiikseltilir ve erimis lipidin iizerine eklenerek karistirma iglemi
yapilir. Bu maddeler, mikroemiilsiyon olusumu i¢in elzem miktarlarda karistirildigi
zaman, transparan ve termodinamik olarak kararli bir mekanizma elde edilir. Olusan sicak
ya da 1lik mikroemiilsiyon, spesifik olarak gelistirilen termostath bir sirga yardima ile,
cok yiiksek miktardaki soguk su (2-3 °C) igersinde fiziksel bir karistirma ile disperse
edilir. Sicak mikroemiilsiyon: soguk su hacim orani, 1:25 ile 1:50 araliginda bir

degisiklik gostemektedir.  Fazla su, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon sayesinde

uzaklastirilmaktadir [21,40].
1.7.3. Coziicii Emiilsifikasyon-Evaporasyon veya Coziicii Difiizyon Yontemi

Bu yontemde lipid, su ile etkilesime girmeyen organik bir ¢oziicii i¢inde (toluen,
kloroform vb) disperse edilir ve olusan bu c¢6zelti, bir sulu faz i¢inde emiilsifiye
edilmektedir. Coziiciiniin vakum ile buharlastirilmasiyla, lipid nanopartikiilleri olusarak
cokmektedirler. Bu metodun ciddi bir avantaji, hazirlama esnasinda 1s1
uygulanmamasidir. Bu sebeple, yiiksek sicaklikta bozulan aktif maddelerin
kullanilabilmesi i¢in uygun bir metoddur [40]. Yontemin tek dezavantaji da, organik
¢coziici  kullanimini gerektirmesidir. Bunun yani swra, bu metod ile iretimin
Olceklendirilmesinde de problemler meydana gelmektedir [21,40]. Bu metod ile elde

edilen iiriiniin ortalama partikiil biiyiikliigii, organik fazdaki lipidin yogunluguna bagh



olarak degisiklik gostermektedir [40]. Coziicli diflizyon metodunda; su ile nispeten
karigabilen ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Lipid, su ile doyurulmus ¢oziicii i¢inde ¢oziiliir
ve yiiksek 1silardaki, ¢oziicii doyurulmus sulu emiilgator ¢ozeltisi ile emiilsifiye edilir.
Cok yiliksek miktarda suyun eklenmesinin ardindan, organik ¢oziiciiniin emiilsiyon
damlaciklarindan siirekli faza difiizyonu sebebiyle SLN’ler ¢oker. Hi¢ de derisik olmayan
bu dispersiyon, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon ile asirt doymus hale getirilmektedir
[40]. Trotta ve ark., ¢6ziicli diflizyon metodu ile ve ¢ok diisiik toksisiteye sahip olduklari
varsayillan  ¢Oziiciileri ve  emiilgatorleri  kullanarak, gliserin  monostearat
nanopartikiillerinin hazirlananip hazirlanamayacagini arastirmislardir. Benzil alkol veya
biitil laktat gibi kimyasallar1 kullanarak, emiilsifikasyon diflizyon yontemi ile kati lipid

nanokiirelerin iiretiminin namiimkiin olmadigin1 gostermislerdir [21,40].
1.7.4. Yiiksek Hizda Kanistirma ve / veya Ultrasonikasyon Yontemi

Her iki yontem de, c¢ok sik bir sekilde kullanilan ve uygulanmasi ¢ok basit
metodlardir. Klasik olarak bu metodlar bir arada kullanilmakta ve belli bir siire zarfinca
yiiksek 1silarda uygulanmaktadir. Yiksek hizda karistirma metodunun dezavantaji,
mikrometre boyutuna ulasabilen genis partikiil biiyiikliigiide iirtin elde edilebilmesidir.
Bu dezavantaj da, saklama esnasinda partikiil biiyiimesi gibi fiziksel kararliligini
koruyamama problemlerine neden olmaktadir. Bunlarin yani sira, ultrasonikasyon
metodu kullaniliyorsa, metal kontaminasyonunun dikkate alinmasit gerektigi
unutulmamalidir [21,40]. SLN iiretimi i¢in, modifiye yiiksek hizda homojenizasyon ve
ultrason metodu gelistirilmis bulunmaktadir. Bu yontemin, organik ¢6ziiciiye ihtiyag
duymadan yiiksek kalitede SLN’lerin hazirlanmasinda kullanilabilecek, basit, ekonomik

ve etkin bir metod oldugu ortaya konmustur [21].
1.7.5. Kat1 lipid nanopartikiillerin karakterizasyon metodlar

a) Partikiil biyiikliigii ve zeta potansiyelin ol¢iilmesi:

Partikiil biiytikliigli ve dagilimi, kolloidal tasiyict mekanizmalarin en onemli
fizikokimyasal 0Ozelligi olarak karsimiza ¢ikmaktadwr. Hazirlama yodnteminin
parametreleri, partikiil biyiikliigiinii ve dagilimini etkileyen en 6nemli faktorlerden
biridir. Devir sayis1 ile birlikte basincin da ¢ogaltilmas: ile partikiillerin biiyiikliigiinde
biiyiik oranda azalma oldugu gosterilmistir. Uretimde kullanilan emiilgatoriin tipi ve

oran1 da, partikiil boyutunu ciddi bir sekilde etkilemektedir. Partikiil biyiikligi ile



emiilgator orani ters orantiidir. Yani emiilgator oranini belli bir seviyeye kadar artirmak
partikiil biiyiikliigiinii azaltmaktadir. Emiilgatorler, SLN’lerin hazirlanmasi sirasinda,
damlaciklarin yiizeylerini ¢epecevre sararak damlacik kiimelesmesini ve uzun vadedeki
partikiil birlesmesini Onleyecek mekanik ya da elektriksel bir engel olusturmaya
caligmaktadirlar. Damlaciklarin kararlilig1 gerektigi kadar saglanabilir ise, katilagtirma
isleminden sonra elde edilen partikiillerin boyutu nanometrik aralikta kalmaktadir [21].
Partikiil biiyiikligiiniin klasik Olgtimleri i¢in en giicli metodlar; foton korelasyon
spektroskopisi (PCS) ve lazer kirinimi teknigi (LD)’dir. SLN’lerin partikiil biyiikligi
Olciimiinde ¢ok az kullanilmaktadir [40]. Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) ve elektron
mikroskobu SLN’lerin sekillerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Diiz bir silikon
ylizeye sabitlenen nanopartikiillerin sekilleri, AFM ile vakuma ihtiya¢g duyulmadan
belirlenebilmektedir [21,40]. Kolloidal ¢6ziiciiniin kararli bir sekilde saklanabilmesi
hakkinda tahminde bulunmak i¢in zeta potansiyelinin 6lciimleri yapilmaktadir. Klasik
olarak, yiikli partikiillerde (yliksek zeta potansiyeli), elektriksel itme sebebiyle, partikiil
birlesmesinin olugma ihtimali ¢ok daha diisiik seviyededir. Fakat bu kural, sterik
stabilizatorler igeren sistemler i¢cin tam olarak gecerli olmamaktadir. Ciinkii sterik
stabilizatorlerin adsorbsiyonu, zeta potansiyelini ¢ok bariz bir sekilde diisiirmektedir [40].
b) Lipid matrisin yapisinin (lipid modifikasyonunun), rekristallenme 6zelliklerinin
ve diger kolloidal yapilarin degerlendirilmesi:

SLN kalitesini belirlemek i¢in, partiikiil boyutu analizi gereklidir; fakat tek basina
yeterli degildir. Lipid modifikasyonunun ve lipidin kristalinite —derecesinin
karakterizasyonu da gerekli ve onemlidir [40]. Clinkii, bu parametrelerin yani lipid
yapidaki degisikliklerin belirlenmesi, lipid matristeki aktif madde enkapsiilasyonu ve
etkin maddenin salim hiz1 ile korelasyon igersindedir [21,40]. DSC ve X 1511 kirinimi
metodlari, lipidin durumunu incelemek ig¢in ¢ok sik ve yaygin bir bicimde
kullanilmaktadir. Lipidlerin yapisal Ozelliklerini incelemek icin IR ve Raman
spektroskopisi yontemleri de zaman zaman kullanilabilmektedir [50,51,52]. Etkin madde
iceriginin lipidin kristal Ozelliklerine etkisi, spesifik olarak X i1 kirmnimi cihazi

ile incelenebilmektedir [21,40].



2. MATERYAL VE METODLAR
2.1. Materyal
2.1.1. Kimyasal Maddeler

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

PBS (Phosphate Buffered Saline)

FBS (Fetal Bovine Serum)

Penicilin streptomycine

L-glutamin

DMSO (dimetilsiilfoksit)

Tripsin

MTT  (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-  diphenyltetrazolium  bromide;
Thiazolyl blue)

Oleuropein

Tween 80
2.1.2. Cihazlar

Biyogiivenlik kabini Class 2
Mikroplate okuyucu
Inverted mikroskobu
Santrifiij

Otomatik Pipetler

CO: inkiibatorii

Su banyosu

Buzdolab1 (+4 °C ve -20 °C)
Stv1 azot tank1

Flow sitometri



2.2. Metod
2.2.1. Hiicre Kiiltiirii
2.2.1.1. Hiicre soylarimin stoktan cikarilmasi

Hiicreler kiiltiir koleksiyonundan alindiginda iireyen kiiltiir seklinde veya donmus
halde bulunmaktadirlar. Hiicreler -80 veya -196 °C’de uzun siire saklanabilmektedir.
Dondurulmus halde bulunan hiicreler 37 °C’lik su banyosunda ¢ok hizli bir sekilde
(yaklasik 1-2 dk) cryo tiiplin i¢ine su girmeyecek sekilde bekletilerek ¢ozdiiriiliir. Daha
sonra olas1 kontaminasyonlar1 6nlemek i¢in %70’lik etil alkol ile silinerek steril kabine
alinir. Onceden 37 °C’ye 1sitilmis olan mediumdan 5 ml almarak falkon tiipe koyulur.
Daha sonra mediumun {istline ¢ozdiiriilen hiicreler eklenir. Agz1 sikica kapatildiktan
sonra 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilir. Santrifiij islemi bittikten sonra steril kabin igine
almip tiiptindeki medyum uzaklastirilir. Sonra tiipiin {istiine yeni medyum eklenip pipetaj
yapildiktan sonra flaska 5 ml’lik hacimde aktarilir. Agz1 kapatildiktan sonra 37 °C ve %5
CO:2 igeren inkiibatorde inkiibasyona birakilir. Olas1 bir kontaminasyon yada pasajlamaya

karar verebilmek i¢in hiicreler giinliik olarak inverted mikroskopta kontrol edilir.
2.2.1.2. Hiicre soylarimin pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi gerektigine ve saglikli olup olmadiklarma karar
verebilmek i¢in hiicreler gilinliik olarak kontrol edilmelidir. Kontrol edildiginde eger
flasktaki hiicre yogunlugu yaklasik olarak %80 veya daha yogun oldugu gdzlenirse
pasajlama islemi gerceklestirilir. Pasajlanacak hiicreler mikroskopta bakildiktan sonra
steril kabinin i¢ine alinir. Flaskin iistiindeki medyum uzaklastirilir. Sonra dnceden
37°C’ye getirilmis olan PBS’den 3 ml flaska konulur ve agzi kapatilarak flask nazikge
saga sola hareket ettirilir ve bu sekilde hiicreler yikanir. Daha sonra PBS uzaklastirilir.
Hiicrelerin iizerine tripsin eklenir. Flaskin agzi kapatilarak 37 °C ve %5 CO: iceren
inkiibatorde 5 dk inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda flask tekrar steril kabine
alinir. Uzerine tripsini notralize etmek icin medyum ilave edilir ve iyice pipetaj yapalir.
Flaskin i¢indeki tiim materyal falkon tiipe alinir. 1000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilir. Falkon
tiip %70’lik etil alkol ile silinerek steril kabin i¢ine almir. Tiipteki medyum uzaklastirilir.

Tekrar tlizerine medyum ilave edilerek yeni flasklara hiicrenin yogunluguna gore



boliistiiriiliir. Bir sonraki pasajlamaya kadar hiicreler 37 °C ve %5 CO; i¢eren inkiibatorde

inkiibe edilir. Hiicreler giinliik kontrol edilir.
2.2.1.3. Hiicre soylarinin stoklanmasi

Doluluk orani artmis olan flasklar steril kabine alinarak tizerindeki medyum
uzaklastirilir. 3 ml PBS ile yikanir. Uzerine 500 pl tripsin eklenir ve 5 dk inkiibasyona
brrakilir. Flaskin tizerine 5 ml medyum eklenir. Falkon tiipe alinarak 1200 rpm de 5 dk
santrifiij edilir. Tiipteki medyum uzaklastirilir. Uzerine 1,8 ml medyum eklenir. Iyice
pipetaj yapilir. Falkon tiipteki hiicreler cryo tiipe almir. Uzerine 0,2 ml DMSO yavas
yavas eklenir ve cryo tiipiin agz1 sikica kapatilir. Buz dolu bir kabin icersinde yarim saat
kadar bekletilir. Daha sonra -20 °C de 2 saat kadar bekletilir. -80 ° C’deki buzdolaplarma
ya da -196 ° C’deki azot tankina yerlestirilir. Hiicreler bu sekilde stoklanarak uzun siire

saklanabilir.
2.2.1.4. Kullanilan besi yerinin hazirlanmasi

Kullanilan besi yerinin hazirlanmasi i¢in;

500 ml sivi DMEM,

5 ml Penicilin streptomycine,

50 ml FBS (Fetal Bovine Serum) kullanilir.

Hepsi karistirilir ve 22 pum filtreden gecirilerek filtre edilir.

Hazirlanan besi yeri +4 ° C’de saklanur.
2.2.2. Oleuropein kati lipid nanopartikiil sentezlenmesi

Bu c¢alismada kullanilacak olan oleuropein kati lipid nanopartikiilii sicak
homojenisyon yontemi kullanilarak sentezlenmistir. Sicak homojenizasyon, lipidin erime
noktasmin stiindeki 1silarda  gerceklestirilir ve bu sebeble, emiilsiyonun
homojenizasyonu olarak degerlendirilebilir [52]. Oleuropein, erime noktasmnm 5-10 °C
iizerinde bir sicakhiga kadar eritilmis olan lipid icerisinde disperse edildi. Oleuropein
iceren erimis lipid, aynmi sicakliktaki sulu emiilgatdr ¢ozeltisi i¢inde yiiksek hizda
karigtirma ile disperse edildi. Elde edilen sicak pre-emiilsiyon homojenizatérden gegirildi

ve sonugta olusan sicak nanoemiilsiyonu oda sicakligina gelinceye kadar sogutuldu. Daha



sonra filtrasyon gerceklestirildi. Bu sekilde lipid katilast1 (rekristalize oldu) ve kat1 lipid
nanopartikiiller elde edildi [21,38,40].

2.2.2.1. Oleuropein kat1 lipid nanopartikiillerinin karakterizasyonu
2.2.2.1.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyel dl¢iimii

Oleuropeinnin nano-oleo formunun zeta potansiyel, partikiill boyutu ve elektriksel
iletkenlik &lgiimleri Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Instruments, Ingiltere)
kullanilarak yapilmistir. Bu 6l¢iim i¢in nanopartikiiller sonikatdorde hazirlnmig ve 50 uS
iletkenlikteki distile suda seyreltilerek, sicakligi 25°C, 1sik sagilim agis1 90° olarak
ayarlanmis cihazda analiz edilmistir. Ug¢ kez gergeklestirilen analizlerin ortalama

degerleri kullanilmstir.
2.2.3. MTT canhhk yontemi

3T3 ve 5RP7 hiicreleri her kuyucukta 5x10° olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara
ekilmistir. Seri diliisyon yontemi ile 3T3 ve SRP7 hiicreleri 1,56 -100 uM dozlar1 arasinda
oleuropein ve nano-oleo ile 24 saat siireyle 37 °C ve %5 CO; inkiibatorde muamele
edilmistir. 24 saat inkiibasyonun sonunda her kuyuya 20 pul MTT eklenip tekrar 2 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi canli hiicrelere giren MTT koyu mavi renkli
formazan iiriiniine doniistiigii icin renk degisimi gdzlenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
kuyucuklardaki medyum ve ilaglar uzaklastirilmistir. Her bir kuyucuga 100 pl DMSO
cozeltisi koyulup formazan kristallerinin ¢6zlilmesi saglandiktan sonra plaka

okuyucusunda 540 nm de absorbans degerleri okutulmustur.
2.2.4. Hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskopi ile tayini

Oleuropein ve nano-oleo formu ile 24 saat IC50 konsantrasyonunda 6 kuyulu
plakalarda muamele edilen 3T3 ve 5RP7 hiicreleri falloidin ve akridin oranj ile ikili
boyanarak konfokal mikroskopta goriintiilenmistir. Isaretlenmis Orneklerden yiiksek
coziinilirliikte farkli fokal diizelemlerden almman optik kesit katmanlar1 tekrar iist iiste
koyulup yapilandirilarak goriintiiler Leica SPSII konfokal mikroskobu arayiiziinde elde
edilmistir [15,24].



2.2.5. Geg¢irimli elektron mikroskobunda hiicre takip yontemi

Arastiricilar tarafindan elektron mikroskopu (EM) ile degerlendirme yontemi
apoptozisde en degerli yontem (“gold standard”) oldugunu belirtilmektedirler.
Morfolojik degisikliklerin en kesin ve giivenilir olarak gdzlendigi bir metoddur. Ustelik
cok ince detaylar (6rn. mitokondrinin durumu, hiicre membrani veya nukleus
membranmin biitiinliigiiniin bozulup bozulmadig: gibi) da incelenebilmektedir [30,31].
Yine 24 saat siire ile oleuropeinin ve nano formulasyonunun ICso degerine maruz
birakilan hiicreler flasklarda glutaraldehit ile fikse edilmis ve tiipte 1200 rpm’de 5 dakika
santifiijlendikten sonra agara gomiilerek standart doku takip prodesiiriine maruz
brrakilmiglardir. Doku takibi sonunda Ornekler resine gomiilerek 60 derecede 48 saat
inkiibatorde polimerize edilmislerdir. Elde edilen bloklar traslandiktan sonra yar1 ince
kesitler alinmis ve ince kesit alinacak bolgelr belirlenmistir. 100 nm boyutundaki ince
kesitler ultramikrotomda alinarak bakir gridlere yerlestirilmistir. Uranil asetat ve kursun
sitrat ile boyanan kesitlerin geg¢irimli elektron mikroskobunda (FEI, Tacnai, BioTwin,

Hollanda) goriintiileri alinmistir.
2.2.6. Akim sitometri yontemi

Normal hiicrelerde hiicre membraninin = sitoplazmik yiiziinde membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza gidiyorsa
normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre membraninin dis yiiziine dogru
harekete geger. Bu yer degistirme hiicre zar biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre
Oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelmektedir. Anneksin V, hiicrenin dis yiizeyine
transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugundan dolayi, floresan bir
madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilmektedir [35]. Hiicreler
bu ¢aligmada 24 saat siire ile oleuropein ve nano-oleo formu ile muamle edildikten sonra
6 kuyulu plakalarda standart hiicre kaldirma prosediirii uygulanarak kaldirilmis ve tripsini
notralize etmek i¢in medyum kullanilmistir. Santrifiij islemi 2 kez 1200 rmp’de 5’er
dakika gergeklestirilmistir. Her santrifiijde yeni PBS ilavesi ile hiicreler yikanmis ve son
PBS ilavesinden sona tiip igerisinde siispanse edilmistir. Bu hiicre siispansiyonundan bir
ependorf tiipiine 100 pL aktarildiktan sonra {izerine aneksin V soliisyonundan 100 pL 20
dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibasyon gergeklestirilmis ve hiicre analiz cihazinda

(Muse Cell Analyser, Merck-Millipore) analiz islemi gerceklestirilmistir.



2.2.7. istatiksel analizler

In vitro sitotoksisite testlerinde ICso degerlerinin hesaplanmasinda Excel
programimin tahmin fonksiyonundan yararlanilmistir. Elde edilen % canlilik degerlerinin
kontrole gore olan anlamliliklar1 Graph Pad Prism 7.0 bilgisayar programi ANOVA

analizi ile hesaplanmis ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



3. BULGULAR
3.1. MTT Kolorimetrik Sitotoksisite Bulgular

Calismada kullanilan oleuropein ve nano oleo forunun in vitro sitotoksik etkileri
MTT testi ile arastirilmistir. Test sonucunda elde edilen absorbanslardan kontrole gore
yiizde canlilik degerleri hesaplanmistir ve 1Cso degeri hesaplanmigtir. H-ras transforme
edilmis SRP7 hiicreleri i¢in oleuropeinin 24 saatlik ICso degeri 63 puM olarak
hesaplanmistir. Diger deneylerde de bu deger kullanilmistir. Yine SRP7 hiicreleri igin
nano-oleo’nun 1Cso degeri 21 puM olarak hesaplanmistir. Bu deger de diger calisma
asamalarinda kullanilarak doz olarak belirlenmis ve kullanilmistir. Normal 3T3 fare
embriyo fibroblast hiicreleri i¢in ICso degeri hem oleuropein hemde nano-oleo i¢in

uygulanan dozlarin ¢ok daha iist dozlar1 oldugu i¢in hesaplanamamastir.
3.1.1. Oleuropein’in SRP7 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite bulgular

Sican embriyo fibroblast SRP7 hiicreleri lizerine 24 saat siireyle uygulanan
oleuropein’in hiicreler {iizerine sitotoksik etkisi oldugu goézlemlenmistir. Hiicrelerin
%50’sin1 6ldiiren doz ICso degeri 63 uM belirlenmistir. Oleuropein’in SRP7 hiicreleri
iizerine diisiik dozda sitotoksik etki ettigi bulunmustur. Bu etkinin doza bagl olarak
arttig1 gosterilmistir.
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Sekil 3.1. SRP7 hiicreleri iizerine 24 saat boyunca uygulanan Oleuropein’in grafigi (ICso degerinin
63uM oldugu tespit edilmistir. *P<0,05).



3.1.2. Oleuropein’in 3T3 hiicreleri iizerindeki sitotoksik bulgular
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Sekil 3.2. 373 hiicreleri iizerine 24 saat boyunca uygulanan Oleuropein’in grafigi.

Oleuropein’in 3T3 fare embriyo fibroblast hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin

olmadig1 baska bir deyisle bu tez deneyleri kapsaminda saptanamadig1 belirlenmistir.

3.2. Oleuropein Kati Lipid Nanopartikiillerinin Karakterizasyon Bulgulari
3.2.1. Oleuropein kat1 lipid nanopartikiillerinin zeta potansiyel 6lciimii bulgular

Zeta potansiyeli Ol¢iimii kat1 lipid nanopartikiillerin ylizeyindeki net yiikiin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Nanopartikiiller zeta potansiyellerine gore farkl
kararlilikta olabilirler. Laboratuvarimizda sentezlenen oleuropein kat1 lipid
nanopartikiillerin  kararliligi1  belirlemek amaciyla zeta potansiyelleri o6l¢iimii

yapilmistir. Degerler asagidaki sekilde verilmistir.



Tablo 2.1. Oleuropein zeta potansiyel ol¢iimleri

Partikiil Boyutu (nm) 1920
Zeta Potansiyel (mV) -5,72
Iletkenlik (mS/cm?) 0,0124
Polidispers Index 1

Tablo 2.2. Oleuropein kat: lipid nanopartikiillerinin zeta potansiyel él¢iimleri

Partikiil Boyutu (nm) 13,54
Zeta Potansiyel (mV) -5,72
Iletkenlik (mS/cm?) 0,0124
Polidispers Index 0,0421

3.2.2. Oleuropein kati1 lipid nanopartikiillerinin SRP7 hiicreleri iizerindeki

sitotoksisite bulgulari

Sican embriyo fibroblast SRP7 hiicreleri ilizerine 24 saat siireyle uygulanan
oleuropein kati lipid nanopartikiillerinin hiicreler iizerine ¢ok diisiik dozlarda sitotoksik
etkisi oldugu gozlemlenmistir. Hiicrelerin %50’sini dldiiren doz (ICso degeri) 21 uM
belirlenmistir. Oleuropein kat1 lipid nanopartikiillerinin oleuropein’e gére SRP7 hiicreleri

iizerine ¢cok daha diisiik dozda sitotoksik etki ettigi bulunmustur.
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Sekil 3.3. SRP7 hiicreleri iizerine 24 saat boyunca uygulanan Oleuropein yiiklii kati lipid
nanopar¢aciklarinin grafigi (ICsp degerinin 21uM oldugu tespit edilmigtir).

3.2.3. Oleuropein kat1 lipid nanopartikiillerinin 3T3 hiicreleri iizerindeki sitotoksik

bulgulan
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Sekil 3.4. 3T3 hiicreleri iizerine 24 saat boyunca uygulanan Oleuropein yiiklii kat1 lipid

nanoparc¢aciklarinin grafigi

Oleuropeinin kendisinde de oldugu gibi nano-oleo formu da 3T3 fare embriyo
fibroblast hiicreleri {izerinde sitotoksik etkisinin ¢ok yiiksek dozlarda oldugu
saptanmustir. Oleuropein kati lipid nanopartikiillerinin oleuropeine gore daha diisiik
dozlarda sitotoksisite gdstermesine karsin 3T3 hiicreleri {izende sitotoksik etkisinin ¢cok

yiiksek dozlarda oldugu bulunmustur.



3.3. Konfokal Mikroskobik Bulgular

3.3.1. SRP7 konrol hiicrelerinin morfolojik yapisinin konfokal mikroskobik

bulgulan

Gorsel 3.1. Akridin Oranj ve falloidin ile ikili boyanmis SRP7 kontrol hiicrelerinin konfokal mikroskobik

gortintiisii.



3.3.2. Oleuropein’in SRP7 hiicrelerinde neden oldugu degisikliklerin konfokal

mikroskobik bulgular

Gorsel 3.2. Oleuropein’in SRP7 hiicrelerinde neden oldugu degisikliklerin konfokal mikroskobik
goriintiisii. (Ok; kromatin kondenzasyonu, ok basi; hiicre iskeletinde delik olusumu ve parcalanma; yildiz;

cekirdek parcalanmasi )



3.3.3. Oleuropein kat1 lipid nanopartikiillerinin SRP7 hiicreleri iizerinde neden

oldugu morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskobik bulgular

Gorsel 3.3. Oleuropein kati lipid nanopartikiillerinin SRP7 hiicreleri tizerinde neden oldugu morfolojik
degisikliklerin konfokal mikroskobik gériintiisii.(Ok; membran tomurcuklanmasi, yildiz; kromatin

yogunlasmasi; ok basi; hiicre iskeletinde delik olusumu)



3.4. Ge¢irimli Elektron Mikroskopi Bulgular

3.4.1. SRP7 kontrol hiicrelerinin ince yapisimin gecirimli elektron mikroskobik

bulgulan

Gorsel 3.4. 5SRP7 kontrol hiicrelerinin ince yapisimn ge¢irimli elektron mikroskobuna ait gériintii



3.4.2. Oleuropein’in SRP7 hiicrelerinde neden oldugu ince yapisal degisikliklerinin

gecirimli elektron mikroskopi bulgularn

Gorsel 3.5. Oleuropein’in ICsg konsantrasyonunun 24 saat uygulandigi SRP7 hiicrelerinin ince yapisal
degisikliklerinin gegirimli elektron mikroskop goriintiisii. (Ok; mitokondrilerde krista kayb, ok basi;

vakuol olugumu; ER sisternalarinda genisleme)



3.4.3. Oleuropein kati1 lipid nanopartikiillerinin SRP7 hiicreleri iizerinde neden

oldugu ince yapisal degisikliklerin gecirimli elektron mikroskobik bulgular

Gorsel 3.6. Oleuropein kati lipid nanopartikiillrinin 1Csp konsantrasyonunun 24 saat uygulandigi SRP7
hiicrelerinin ince yapisal degisikliklerinin gegirimli elektron mikroskop goriintiisii (Yildiz, kromatin

kondenzasyonu, Ok bagsi; vakuol ve sekonder lizozom olusumu, Ok; Ici bosalmis mitokondriler)



3.5. Akim Sitometri Bulgularn
3.5.1. Anneksin-V boyamanin akim sitometrideki bulgular

3.5.1.1. 5RP7 kontrol hiicrelerinin anneksin-V boyama bulgulan
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Sekil 3.5. SRP7 kontrol hiicrelerinin anneksin-V boyama bulgular

3.5.1.2. Oleuropein uygulanan SRP7 hiicrelerinin anneksin-V bulgular
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Sekil 3.6. Oleuropein uygulanan SRP7 hiicrelerinin anneksin-V bulgular



3.5.1.3. Oleuropein kat1 lipid nanopartikiillerinin uygulandigi SRP7 hiicrelerinin

anneksin-V bulgulan
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Sekil 3.7. Oleuropein kati lipid nanopartikiillerinin uygulandigi SRP7 hiicrelerinin anneksin-V bulgular

3.5.2. Kaspaz3/7 boyamanin akim sitometrideki bulgular

3.5.2.1. SRP7 kontrol hiicrelerinin kaspaz3/7 boyama bulgularn
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Sekil 3.8. 5RP7 kontrol hiicrelerinin kaspaz3/7 boyama bulgulari



3.5.2.2. Oleuropein uygulanan SRP7 hiicrelerinin kaspaz3/7 bulgularn
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Sekil 3.9. Oleuropein uygulanan SRP7 hiicrelerinin kaspaz3/7 bulgular:



3.5.2.3. Oleuropein kat1 lipid nanopartikiillerinin uygulandig1 SRP7 hiicrelerinin

kaspaz3/7 bulgulan
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Sekil 3.10. Oleuropein kati lipid nanopartikiillerinin uygulandigi SRP7 hiicrelerinin kaspaz3/7 bulgular
3.5.3. Hiicre dongiisii analizinin akim sitometrideki bulgular

3.5.3.1. 5RP7 kontrol hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi bulgularn

DNA CONTENT PROFILE
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Sekil 3.11. 5RP7 kontrol hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi bulgulart



3.5.3.2. Oleuropein uygulanan SRP7 hiicrelerinin hiicre dongiisii analiz bulgular
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Sekil 3.12. Oleuropein uygulanan SRP7 hiicrelerinin hiicre déngiisii analiz bulgulari

3.5.3.3. Oleuropein kat1 lipid nanopartikiillerinin uygulandigi SRP7 hiicrelerinin
hiicre dongiisii analiz bulgularn

DNA CONTENT PROFILE

Count

01234567891
DNA CONTENT INDEX

Sekil 3.13. Oleuropein kati lipid nanopartikiillerinin uygulandigi SRP7 hiicrelerinin hiicre dongiisii

analiz bulgular



4. TARTISMA SONUC

Kanser giiniimiizde ¢ok yaygin bir hastaliktir. Epidemiyolojik ¢alismalar ve
bilimsel arastirmalar son yillardaki kanser insidans artigini bir¢ok diger etkenin yaninda
beslenme sekli ve buna bagli olarak yasanilan cografyaya da baglamaktadir. Bu
dogrultuda yapilan ¢alismalar Akdeniz iilkelerinde kanser goriilme siklig1 ve kanser
goriilme riskinin diger iilkelere gore daha az oldugunu gostermektedir. Bu durumun
Akdeniz tipi beslenme ve bu tip beslenmenin ana elemani olan zeytin, zeytinyagi ve
zeytin Uriinlerinden kaynaklaniyor olabilecegi bilim adamlarinin dikkatini son yillarda
daha da ¢ok ¢cekmeye baslamistir. Zeytin bitkisinin faydalar1 ¢ok uzun yillar 6nce insanlar
tarafindan kesfedilmis fakat ne tiir faydalar1 oldugu saptanamamistir. Zeytin ve
zeytinyaginda bulunan antioksidan maddelerin kanser riskini azalttigi, kalp damar
hastaliklarmm1 6nledigi goriilmektedir. Kanser hiicreleri iizerinde yapilan deneylerde
zeytinin fenolik bilesiklerinden olan oleuropeinin kanser hiicrelerini yok ettigi
goriilmiistiir. Ancak oleuropeinin normal fibroblast ve H-ras transforme fibroblast
hiicreleri ile yapilmis bir calismaya heniiz rastlanmamistir. Ayrica kanser tedavisinde son
zamanlarda kemoterapotiklere kars1i coklu direng gelistirilmesinden dolay1 yeni
yaklasimlara ve tedavi ajanlarina ihtiya¢ duyuldugu tiim kanser arastirmalarinda
vurgulanmaktadir. Teknolojik gelismeler her sektorde oldugu gibi saghik sektorii ve
kanser arastirmalarini da nanoteknoloji yoniine sevk etmistir. Son yillarda farkli nano
boyutlu partikiiller farkli yontemlerle sentezlenmeye c¢alisilmis ve bunlarin kanser
tedavisi iizerine etkileri in vitro ve in vivo olarak arastirilmistir. Burada amac¢ kanser
hiicresini yok edip saglikli hiicrelerin ¢cogalmasmi ve sagkalimini tetiklemektir. Kanser
hiicrelerini bu yontemlerle 6ldiirmeye calismanin bir diger amaci ise yangisiz bir 6liim
sekli olan apoptozu tetikleyebilmektir. Literatiirde oleuropeinin sentezlenmis
nanopartikiil formu ve bunun kanser tedavisi lizerine etkinliginin arastirilmasi yoniinde
bir ¢alismaya heniiz rastlanmamistir. Bu nedenle, bu bilimsel veriler 1s18inda bu tez
caligmasinda oleuropein ve kati lipid nanopartikiil formulasyonunun 3T3 ve 5RP7
hiicreleri iizerine sittoksik etkileri arastirilmistir. Oleuropeinin H-ras transforme hiicre
hatt1 olan S5RP7 hiicrelerinin canliligin1 24 saatlik akut uygulamada doza bagl olarak
etkili bir sekilde diislirdiigli ancak ayni1 dozlarda normal fibrobast hiicrelerinde (3T3) ayni
uygulama siiresi icgerisinde hiicrelerin yarisin1 dldiiren dozun daha yiiksek oldugu

bulunmustur. Bu durum oleuropeinin kanser hiicrelerine segici bir potansiyel



olabilecegini gostermektedir. Yeni sentezlenen nanopartikiil formulasyonunda da ayni
durum s6z konusu olmustur. Bu durumda 2 saatlik hiicrelerin yarisini 6ldiiren doz
oleuropein ile karsilastirildisinda neredeyse 3 kat daha diigmiistiir. Nanopartikiil
formulasyonunun oleuropeine gore hem kanser hiicrelerini 3 kat daha diisik dozda
oldiirdiigi hem de 3T3 hiicrelerinde yine hiicrelerin yarisin1  oldiiren doz
hesaplanamadigindan kanser hiicrelerine seciciligin  vurgulandig1r  gosterilmistir.
Karakterizasyon bulgular1 oluropein nanopartikiil formulagyonunun oleuropeinin partikiil
boyutuna gore yaklasik 100 kat kadar diistiigii ve 13 nm’ye diistiigii tespit edilmistir. Bu
boyut hem nanopartikiiliin basarili olarak sentezlendigini hem ne lipid yapisi ve boyut
kiiciikliiglinden dolayi hiicre i¢ine daha ¢ok madde sokmayr ve kolay gecisi
saglayabilecek potansiyelde olabileceginin gostergesi olarak yorumlanmistir. Ayrica bu
yontem ile sentezlenen nanopartikiik formulasyonunun hedeflenebilir olmasi avantaj
saglayabilecektir. Yine hem oleuropein hem de nano oleo formunda da inflamasyona
neden olmayan apoptotik hiicre 6liim seklinin tetiklenmis oldugu hem ince yapisal
analizlerden hem de morfolojik degisiklik analizlerden goriilecegi gibi flow sitometri
analizlerinde de kaspaz aktivasyonu, hiicre dongiisiinii durdurma ve fosfotaidilserin
translokasyonu gibi bulgular ise gosterilmistir. Sonug olarak oleuropein ve kati lipid
nanopartikiil formulasyonunun kanser hiicrelerine secici olma potansiyelinin oldugu,
diisiik dozlarda kanser hiicrelerinde 6zellikle nanopartikiil formunun etkili oldugu ayrica
da hiicre 6liim modu olarak apoptozu tetikledigi gosterildigi i¢in oleuropein ve
nanopartikiil formulasyonunu kanser tedavi ajani tasarlamak konusunda daha ileri
arastirmalarin yapilmas1 konusunda dnermekteyiz. Ileri in vitro ve in vivo analizlerden
sonra gelistirilebilme ihtimali olan anti-kanser ilacin glinlimiizde ¢ok yaygin hastalik olan

kanserin tedavisinde yeni ve umut verici bir alternatif sunacagi diisiincesindeyiz.
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