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Oz

Bu c¢alismada, esek siitii, kazein ve kesik siit suyu proteininin in vitro ortamda
antikanser ve yara iyilestirme potansiyelinin arastirilmast amaglanmistir. Oncelikle
esek siitiintin pH degeri degistirilerek kazein ve kesik siit suyu proteinleri elde
edilmistir. Esek siitii, kazein ve kesik siit suyu proteininin in vitro ortamda insan prostat
kanseri hiicre hatti (PC-3) tizerindeki antikanser aktivitesi MTT hiicre proliferasyon
testi  kullamilarak incelenmis olup antikanser aktivite bulunamamistir. MTT
denemelerinde ozellikle kazein proteininin %140 hiicre proliferasyonuna sebep oldugu
gozlenmigtir. Bu dogrultuda, insan fibroblast hiicre hatti (BJ) iizerinde ¢izik testi
uygulanarak bu proteinlerin hiicre migrasyonu ve yara iyilestirici etkileri incelenmistir.
Esek siitii, kazein ve kesik siit suyu proteini (3200 ug/ml) kontrol grubuna kiyasla hiicre
migrasyonunda ve in vitro yara kapanma hizinda anlaml artisa sebep olmugstur. Bu
calisma ile esek siitiiniin ve icerisindeki diger proteinlerin in vitro ortamda antikanser
aktivite gostermeyip hiicre proliferasyonuna sebep oldugu Ve yara iyilestirme amagl
kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Esek siitii, kazein, kesik siit suyu proteini, antikanser, yara
iyilestirme.

Investigation of anticancer/wound healing activity of
donkey milk and its some components in vitro

Abstract

In this study, it was aimed to investigate the anticancer and wound healing potential of
donkey milk, casein and whey protein in vitro. First of all, casein and whey proteins
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were obtained by changing the pH value of donkey milk. The effect of donkey milk,
casein and whey protein on anticancer activity on human prostate cancer cell line (PC-
3) was investigated using MTT cell proliferation assay in vitro and no anticancer
activity was detected. In MTT experiments, it was observed that casein protein caused
cell proliferation of 140%. Accordingly, cell migration and wound healing effects of
these proteins were investigated by applying scratch test on human fibroblast cell line
(BJ). Donkey milk, casein and whey protein (3200 ug / ml) caused a significant increase
in cell migration and in vitro wound healing rate in comparison to the control group.
With this study, it was shown that donkey milk and other proteins in it did not show
anticancer activity in vitro but caused cell proliferation and could be used for wound
healing purpose.

Keywords: Donkey milk, casein, whey protein, anticancer, wound healing.

1. Giris

Kanser, viicudumuzdaki bir hiicrenin kontrol dis1 biiyiimesi, bdliinmesi ve anormal
sekilde artis gostermesi sonucu olusmaktadir. Kanser hiicresi bulundugu doku veya
organdaki normal hiicrelerin kendi gérevlerini yapmasini engelleyerek bu bdlgeye hasar
verir [1]. Kanser yiiksek 6liim oraniyla diinya genelinde en yaygin hastaliklarin baginda
gelmektedir. 2012 yilinda 8,2 milyon kisi kanser nedeniyle hayatin1 kaybederken, 5,8
milyon kisinin kanserle miicadeleye devam ettigi ve kanser vakalarinin toplamda 14
milyona ulastig1 kayitlara ge¢mistir. Bu saymin Oniimiizdeki 20 yil igerisinde %70
artarak 2035 yilina kadar 24 milyona ulasmasi beklenmektedir [2]. Ozellikle erkek
bireylerde daha sik goriilen prostat kanseri diger kanser tiirleri icerisinde diinya
genelinde ilk siray1 alirken, iilkemizde en sik rastlanan ikinci kanser tipidir [3]. Bu tablo
igerisinde dogal ajanlar gegmiste oldugu gibi giiniimiizde de kanser arastirmalari i¢in en
onemli kaynaklardan biri olmaya devam etmektedir. Antikanser ilaclarin %350’si ya
direk olarak dogal ajanlardan, ya da dogadaki molekillerin taklit edilmesiyle
iretilmektedir [4].

Kemoterapi ve radyasyon gibi geleneksel antikanser tedavilerinin olduk¢a maliyetli
olmasi ve hasta iizerinde ciddi yan etkilere sebep olmasindan dolay1 daha giivenli ve
diisik maliyetli dogal antikanser bilesiklerin kesfi onem kazanmistir [5]. Son
zamanlarda, bitkisel, mikrobiyal ve hayvansal kaynakli ajanlarin kanser dahil pek ¢ok
hastaligin tedavisinde, enfeksiyon hastaliklarinda ve yara iyilesme siirecinde
kullanilabilecegi gosterilmistir [5,6]. Dogal bilesiklerin igcerigindeki biiytime faktorleri
hiicre migrasyonunu, hiicre farklilasmasini ve protein iretimini etkileyerek yara
iyilesme siirecinde gorev alirken antibakteriyel bilesikler de enfeksiyonu onler [7].
Bagaril1 bir yara iyilesme siireci inflamasyon, proliferasyon ve maturasyon fazlarinin
tamamlanmas1 ile gerceklesir. Inflamasyon asamasinda, yara kan kaybina ve
enfeksiyona karst korunur. Proliferasyon asamasinda, salinan sitokin ve biiyiime
faktorleri epitel hiicrelerin proliferasyonunu ve migrasyonunu saglar. Bu asamanin
onemi, dokularin oksijen ihtiyacini karsilamaktir. Maturasyon asamasinda, kollajen
iiretimi dengeye ulasir, skar dokusu olusur ve stabilizasyon saglanir [7,8]. Ozellikle
diyabet hastalarinda yiiksek kan sekeri seviyesinden dolayr damar duvarlarinda ve
bagisiklik sisteminde sorunlar olusur, yaralar ge¢ iyilesmeye baslar hatta gangren
olabilir [9,10]. Ozellikle bu tip agir iyilesme siireci gosteren yaralar dogru sekilde tedavi
edilmezse hizli bir sekilde daha ciddi komplikasyonlara dontisebilirler. Her ne kadar cilt
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bakimi ve yara tedavi yontemleri giinden giine gelisiyor olsa da, iyilesmeyen kronik
yaralar bir yandan hastalarin giinliik faaliyetlerini olumsuz etkilerken diger yandan da
saglik kurumlarindaki yiikii arttirmaktadir [11]. Diinya capinda yaklasik 1 milyar
hastanin akut ve/veya kronik yaralara sahip oldugu, kronik yaralarin yiizlerce insanda
deri/doku yipranmalarina ve organ lezyonlarina sebep oldugu bilinmektedir [12].
Kroniklesmis yaralara sahip vaka sayisinin diinya genelinde artis gOstermesi, yara
iyilesme siirecinde etkili olacak her ajani bilimsel olarak degerli kilmaktadir [11].

Ginliik tiiketilen gidalarin veya bilesenlerinin toksik olmamasi, insan sagligina yarar
saglamasi ve toplumda ¢abuk kabul gormesi nedeniyle kanserle miicadelede yeni ve
giivenilir bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir [13]. Bu gidalardan biri de; i) besleyici
bilesenler bulundurmasi, ii) inek siitii proteinlerine alerjisi olan bireylere alternatif bir
besin kaynagi olmasi ve iii) anne siitiine benzerlik gostermesi sebebiyle besin olarak
kullanim1 giinden giine artis gosteren, esek siitiidiir [14,15]. Diger siit kaynaklarina
kiyasla kazein miktar1 diisiik olan esek siitiinde yiliksek oranda lizozim ve laktoferrin
bulunmas1 bu siitlin antimikrobiyal 06zellik sergilemesini saglamaktadir. Yapilan
calismalarda esek siitiiniin Listeria monocytogenes, Shigella dysenteriae, Salmonella
chloreaesuis ve Staphylococcus aureus bakterileri lizerinde antibakteriyel aktivite
gosterdigi kanitlanmistir [16-18]. Esek siitii, lenfositlere ve periferik kan hiicrelerine
sinyal ileten CD69 ve CD2S5 yiizey reseptorlerinin aktivasyonunu indiikler ve interlokin
salinimin1 kontrol eder. Esek siitii, antibakteriyel enzimler ve anti-alerjen igerigi
sayesinde hassas cilde sahip, alerjisi ve aknesi olan kisilerde faydali olmaktadir. Bu
stitiin iceriginde bulunan vitamin ve mineraller cildin yenilenmesi ve saglikli kalmasini
saglar [17].

Bu calismanin amaci esek siitii ve bilesenlerinden kazein ve kesik siit suyu
proteinlerinin ayr1 ayr1 in vitro antikanser ve yara iyilestirme aktivitelerinin
arastirilmasidir.

2. Deneysel ¢calismalar

2.1. Malzeme

Insan fibroblast hiicre hatt1 (BJ) Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI’dan ve insan prostat
kanseri hiicre hatt1 (PC-3) Dog. Dr. Harika ATMACA’dan temin edilmistir. Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM) besiyeri, fetal sigir serumu (FBS) ve tripan mavisi gibco
firmasindan, esansiyel olmayan aminoasit capricorn firmasindan, antibiyotik /
antimikotik biological industries firmasindan, MTT boyasi (thiazolyl blue tetrazolium
bromide) sigma firmasindan, dimetil siilfoksit (DMSO) merck firmasindan ve tripsin
biowest firmasindan satin alinmstir.

2.2. Esek siitiinden protein izolasyonu

Esek siitii ornekleri Manisa yoresindeki bir esek ciftliginden taze sagilmis olarak temin
edilmis ve en kisa siirede laboratuvara getirilip 63°C’de 20 dakika pastorizasyon
islemine tabi tutulmustur. Pastorizasyon isleminden sonra, siit 4°C’de sogutulup analiz
edilene kadar -20°C’de bekletilmistir. Siit numunesi 4°C’de, 5000 g hizda 20 dakika
santrifiijlenmis ve olusan yag tabakasi uzaklastirilarak yagsiz siit elde edilmistir. Yagsiz
sitiin pH’s1 asetik asit (10%) ile 4.6’ya getirilerek ¢oktiiriilen kazein proteinleri
santrifiijleme iglemi ile toplanmistir. Ayr1 bir behere alinan siipernatanta NaOH (1M)
eklenerek pH 6.8’e ¢ikarilmis ve kesik siit suyu proteinleri ¢oktiirilmiistiir. Stipernatant
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20°C’de 8000 g doniis hizinda 20 dakika santrifiijlenerek kesik siit suyu proteinleri
toplanmustir. Liyofilize edilen esek siitii, kazein ve kesik siit suyu proteinleri
kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir [19].

2.3. Hiicre kiiltiirii

Bu ¢alismada kullanilan hiicre hatlar1 (PC-3 ve BJ) %10 FBS, %1 antibiyotik /
antimikotik ve %1 esansiyel olmayan aminoasitleri igceren besiyerinde (DMEM-10)
37°C %5 CO2 ortaminda tutularak c¢ogaltilmislardir. Tiim hiicre hatlar1 en az %80
konfluent olana kadar inkiibasyona devam edilmis Ve tripsinize edilen hiicreler tripan
mavisi ile boyanarak deneylerde hiicre canliligi %90 tizerinde olan Kkiiltiirler
kullantlmistir.

2.4. MTT hiicre proliferasyon testi

Hiicre canliligin1 gdzlemlemek i¢in esek siitii proteinleri ile muamele edilmis hiicrelere
MTT hiicre proliferasyon testi uygulanmistir. Kisaca, tripsinizasyon iglemi ile toplanan
hiicreler 100 pl DMEM-10 besiyeri icerisinde 1x10* hiicre/kuyu icerecek sekilde 96
kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna eklenmis ve 37°C %5 CO2’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak kuyucuklara
100 ul DMEM-10 igerisinde farkli konsantrasyonlarda (200-3200 pg/ml araliginda)
seyreltilen esek siitii, kazein veya kesik siit proteini eklenmistir. Herhangi bir
uygulamaya maruz birakilmayan kontrol kuyucuklarindaki hiicrelere ise sadece
DMEM-10 eklenmistir. Hiicreleri igeren plakalar 37°C ve %5 COz’de 24, 48 veya 72
saat siireyle inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 10 pl
tetrazolyum boyasi eklenmis ve plaka 3 saat daha inkiibatorde tutulmustur. Bu siire
sonunda besiyeri uzaklastirilmis, kuyularda olusan formazan kristalleri DMSO (100
ul/kuyu) igerisinde ¢6ziilmiis ve kuyucuklarin absorbansi 570 nm, 690 nm (arka plan)
dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir. Hiicre canliligi hesaplamalarinda, 570 nm’de olgiilen
absorbans degerinden 690 nm’de Olgiilen absorbans degeri ¢ikarilmasiyla elde edilen
degerler kullanilmistir. Uygulama gruplarinin canlilik yiizdesi sadece besiyerinin
eklendigi kontrol grubu ile karsilastirilarak hesaplanmistir (1).

uygulama absorbans

% canlilik = x 100 Q)

kontrol absorbans

2.5. Cizik testi

Hiicre migrasyonunu gozlemlemek ve esek siitii ile bazi bilesenlerinin yara 1yilestirme
potansiyelini incelemek igin BJ hiicrelerine ¢izik testi uygulanmigtir. BJ hiicreleri 24
kuyucuklu plakanm her kuyucuguna 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde eklenmis ve
24 saat 37°C %5 COz’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan tek katmanl
hiicre tabakasi 1ml’lik steril pipet ucu ile dogrusal bir hat boyunca ¢izilmistir. Cizim
islemi sirasinda hiicre tabakasindan kopan hiicreler besiyeri ile beraber
uzaklastirilmistir. Kontrol grubunda kuyulara taze besiyeri eklenirken uygulama
gruplarinda ise besiyeri igerisinde seri dillisyonlar halinde hazirlanan kesik siit suyu
proteini, esek siitii veya kazein proteini (3200 pg/ml) her kuyucuga 500 ul olacak
sekilde eklenmistir. inkiibasyon sonunda (0, 24, 48 ve 72’nci saatlerde) kuyucuklar
fizyolojik tampon soliisyonu ile yikanmis ve hiicre tabakasinda olusturulan cizikler 151k
mikroskobu ile fotograflanmistir. Hiicre migrasyon Ol¢imii Image] programi
kullanilarak farkli inkiibasyon stireleri i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Yara kapanma yiizdesi
asagidaki formiile gore hesaplanmistir (2).
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baslangic ¢izik alani—t aninda 6lgiilen ¢izik alant

%Kapanma = x 100 2

baslangig ¢izik alant
2.6. Istatiksel analizler

Bu caligmada yer alan tiim deneyler birbirinden bagimsiz {i¢ tekrar halinde
gerceklestirilmis ve grafiklerde bu deneylerden elde edilen verilerin ortalamasi,
hesaplanan standart sapmalar ile birlikte gosterilmistir. Grafikler SigmaPlot 14
programi1 kullanilarak ¢izilmis ve tiim sonuglar Graphpad Prism 8 programu ile istatiksel
olarak analiz edilmistir. MTT testinde gruplar arasindaki farklari belirlemek i¢in Two-
way ANOVA testi kullanilmistir (p < 0.05). Yara iyilestirme testinde gruplar arasindaki

farklar Tukey test ¢coklu karsilastirma yontemi ile istatiksel olarak analiz edilmistir (p <
0.05).

3. Sonuglar ve tartisma

3.1. MTT hiicre proliferasyon testi bulgular:

Farkli konsantrasyonlarda (200-400-800-1600-3200 pg/ml) esek siitii, kazein veya kesik
siit suyu proteini PC-3 hiicre hattina ayr1 ayr1 uygulanmistir. PC-3 hiicreleri iizerinde
esek siitli uygulanan tiim gruplarda 24, 48 ve 72'nci saatlerde hiicre canliliginda belirgin
bir degisim gozlemlenmemistir (p < 0.05). Ozellikle 3200 pg/ml ve 1600 pg/ml
konsantrasyonlarda 24’{incii saatte canlilik oran1 %110’a kadar ulasmustir (Sekil 1 A).
Kesik siit suyu proteininde de esek siitiinden elde edilen sonuglara benzer sekilde
uygulanan farkli konsantrasyonlar ve saatler arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir (p < 0.05) (Sekil 1 B). Fakat kazein uygulanmis PC-3 hiicre
canliliginda kayda deger oranda artis goriilmiistiir. Ozellikle 24'incii saatteki hiicre
proliferasyonu incelendiginde, 400-3200 pg/ml araligindaki tim uygulama
konsantrayonlari ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p < 0.05).
Hiicre proliferasyonu 48'inci saatte de gozlenmeye devam etmistir. 72’nci saatte hiicre
canliliginin %90'm altina diismesi asir1 hiicre biiylimesi sonucu olusan uygunsuz ortam
kosullarina baglanmaktadir (Sekil 1 C).
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30 B8 Kontrol
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Sekil 1. PC-3 hiicre hattina 200-3200 pg/ml konsantrasyon araliginda uygulanan; (A)
esek siitil, (B) kesik siit suyu proteini ve (C) kazein proteini MTT proliferasyon testi
sonuglart (p < 0.05).
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Yaptigimiz calismada, esek siitii ve bilesenlerinin in vitro ortamda prostat kanseri
hiicrelerine (PC-3) antikanser aktivite gostermedigi, 6zellikle kazein proteinin bu hiicre
hattinda proliferasyona sebep oldugu gozlenmistir. Elde ettigimiz bu bulgular
dogrultusunda esek siitli ve bilesenlerinin yara iyilestirme amacli kullanilabilecegi
diisiiniilmiis ve insan fibroblast hiicre hatti (BJ) lizerinde ¢izik testi uygulanmistir.

3.2. Cizik testi bulgular

Esek siitii, kazein ve kesik siit suyu proteininin yara iyilestirme potansiyelini incelemek
amactyla BJ hiicre hattinda ¢izik testi yapilmistir. Cizik testi deneylerinde, tiim
proteinler i¢in 3200 pg/ml protein konsantrasyonu kullanilmistir. Kontrol grubu
hiicrelerine hi¢ bir muamele yapilmamis, hiicre katmaninda ¢izik olusturulduktan sonra
hiicreler besiyeri i¢erisinde biiytitiilmiistiir.

Isik Mikroskobu goriintiilerine dayali alan hesaplamalar1 ImageJ programi kullanilarak
yapilmis olup bu goriintiiler Sekil 2'de gosterilmistir. Kontrol grubunda 0’inc1 saatte
cizik belirgin bir sekilde goriilmektedir. Isik mikroskobu goriintiilerine gore 24’{incii
saatte hiicre migrasyonunun basladigi ve 48’inci saatte migrasyonun devam ettigi
gozlemlenmistir. Kontrol grubunda 72°nci saatin sonunda, atilan ¢izik halen
goriilebilmektedir (Sekil 2 A-D). Esek siitii kontrol grubu ile kiyaslandiginda esek
siitlinlin ¢izigi daha hizli kapattigi gozlemlenmistir. Deneyde 24 ve 48’nci saatte
belirgin bir hiicre migrasyonu oldugu goriilmektedir. Cizik 24’iincii saatte belirgin bir
sekilde kapanmis ve 48’nci saatte neredeyse tamamen yok olmustur. 72°nci saatte
cizigin atildigi yer belli olmayacak sekilde kapanma gozlemlenmistir (Sekil 2 E-H).
Kazein uygulanan cizik goriintiilerinde 24’iincii saatte hiicre migrasyonunun hizl
oldugu saptanmistir. Cizik izi 48’nci saatin sonunda belli olmayacak sekilde, 72’nci
saatin sonunda ise neredeyse tamamen kapanmustir (Sekil 2 I-L). Kesik siit suyu proteini
de esek siitli ve kazeine benzer sekilde ¢izigin hizli bir sekilde kapandigir gozlenmistir
(Sekil 2 M-P).

Kontrol Esek situ Kazein

TSR

Kesik sut suyu proteini

48| s
12 - i $ E BB L $ ‘¢, . _‘ “:‘. "! v”:’.;(\':* :- i;;’»iv % '_.(’A

Sekil 2. BJ hiicre hattina uygulanan; (A-D) kontrol, (E-H) esek siitii, (I-L) kazein ve
(M-P) kesik siit suyu proteininin ¢izik testi sonucunda ImageJ programinda iglenmis 151k
mikroskobu goriintiileri (sirastyla 0, 24, 48 ve 72’nci saat). Sekiller (A-P) igerisindeki
olgek barlar1 200 pm uzunlugu gostermektedir.

Daha sonra 24, 48 ve 72’nci saatlerdeki ¢izik alanlar1 0'inc1 saatteki alana oranlanarak
her ajan i¢in ayr1 ayr ¢izik kapanma yiizdesi hesaplanmstir (Sekil 3). Kontrol grubunda
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olusturulan ¢izik 24’{incii saatin sonunda %10 kapanirken, bu oran esek siitiinde %65,
kazeinde %80 ve kesik siit suyu proteininde %70 olarak goriilmektedir. Aym ¢izikler;
48’inci saatin sonunda kontrol grubunda %30, esek siitiinde %85, kazeinde %90 ve
kesik siit suyu proteininde %80 kapanirken, 72’nci saatin sonunda kontrol grubunda
%060, esek siitiinde %90, kazeinde %90 ve kesik siit suyu proteininde %90 kapanmustir.
Analiz sonuglarma gore, 24'lincii saatin sonunda kontrol grubundaki ¢izik kapanma
yiizdesi esek siitli, kazein ve kesik siit suyu proteinlerinin uygulandig1 gruplardaki ¢izik
kapanma ytizdelerinden anlamli bir sekilde farkli oldugu saptanmistir (p < 0.05).

120
2 90
© &2 Kontrol
E 6od Esek suti
S =2 Kazein
N3 30- Kesik sut suyu proteini
0_

Zaman (saat)

Sekil 3. Kontrol, esek siitii, kazein ve kesik siit suyu proteini (3200 pg/ml) uygulanan
B1J hiicrelerinde ¢izik kapanma yiizdeleri (p < 0.05).

Yaygin olarak tiikettigimiz yiyeceklerin ig¢eriginde bolca bulunan dogal aktif ajanlar; i)
kolay erisilebilir olmalari, ii) ucuz olmalari, iii) tiiketici tarafindan daha ¢abuk kabul
gormeleri ve iv) diisiik sitotoksisiteye sahip olmalari gibi sebeplerden dolay: eski
zamanlardan giiniimiize kadar yara iyilestirmeden kanser tedavisine kadar birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmislardir [20-22].

Yaptigimiz caligmada, tiiketimi yapilabilen dogal besinlerden biri olan esek siitii ve bu
siitlin i¢eriginde bulunan kazein ve kesik siit suyu proteinlerinin prostat kanseri hiicre
hatt1 iizerindeki antikanser aktivitesi ilk defa test edilmistir. Farkli memeli tiirlerinden
elde edilen siitlerin in vitro ortamda ¢esitli kanser hatlar1 tizerinde denendigi ¢alismalar
literatiirde mevcuttur [19,23-26]. Bazi ¢alismalarda memeli siitleri veya igerikleri
antikanser aktivite gosterirken [19,23,24,27], baz1 ¢aligmalarda ise bizim sonuglarimiza
benzer sekilde hiicre proliferasyonu gozlenmistir [25]. Kisrak, esek, inek, deve
stitlerinin ve bu siitlerden izole edilen kazein ve kesik siit suyu proteinlerinin insan
meme kanseri (MCF-7) hiicre hatt1 {lizerinde sitotoksik etki gosterdikleri sonucuna
ulagilmistir [19]. Park ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada ise sigir siitiiniin ve kazeinin
farkli hiicre hatlar {izerinde proliferasyonuna bakilmistir. Calismanin sonucunda, a-
kazein ve total kazeinin (0,1 ve 1 mg /mL) normal prostat hiicre hattinda (RWPE1),
insan embriyonik hiicre hattinda (HEK-293), akciger kanseri hiicre hattinda (A459),
mide kanseri hiicre hattinda (SN4484), meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7)
proliferasyona etki etmedigi goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada 1mg/ml a-kazein ile muamele
edilen prostat kanseri hiicre hattinda (PC-3) %166 ve metastatik prostat kanseri hiicre
hatt1 (LNCaP) {izerinde %142 proliferasyonu arttirdig1 belirtilmistir [25]. Bu ¢alismada
yer alan prostat kanseri hiicreleri lizerindeki in vitro sonuglar ¢alismamizda esek siitii
kazein proteininde buldugumuz PC-3 hiicre canliligindaki artisa (%142) benzerlik
gostermektedir. Esek siitiiniin antikanser aktivitenin incelendigi in vitro ve in vivo
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calismalarda farkli bulgular rapor edilmistir. Yapilan bir ¢alismada esek siitiiniin in vitro
ortamda akciger kanseri hiicre hattinda sitotoksisite ve genotoksisiteye sebep oldugu
belirtilirken [26], diger bir caligmada ise esek siitii ile beslenen Swiss albino fare
tiirtinde tiimor hacminin kontrol grubuna kiyasla %68,98 arttig1 bildirilmistir [28].

Kesik siit suyu proteinin zengin sistein amino asidi i¢eriginin ve yiiksek besin degerine
sahip olmasinin bagisiklik sitemini dolaylt yoldan olumlu ydnde etkiledigi
tartisilmaktadir. Bakir (Zn) ve selenyum (Se) ile zenginlestirilmis kesik siit suyu
proteinin kemoterapi goren kanser hastalar1 tarafindan besin olarak tiiketildiginde,
hastaya bol miktarda sistein amino asidi sagladigi, sisteine bagli olarak gluthation
(GSH) miktarinin arttig1 ve yiiksek besin degeri sayesinde hastalarda bagisiklik yanitin
kuvvetlendigi belirtilmistir [29]. Esek siitiiniin de bagisiklik sisteminde olumlu etkilere
sebep oldugu ve hastaliklara karst direnci arttirdigini gosteren calismalar mevcuttur
[30,31,32]. Kanserli hiicrelerde GSH oraninin bulundugu ¢evreye gore 100-1000 fazla
oldugu ve artan GSH miktarinin neoplastik dokuyu kemoterapotiklere karst daha
direncli hale getirdigi diisiiniilmektedir [33]. Sonu¢ olarak, yaptigimiz calisma ve
literatiir calismalar1 birlikte degerlendirildiginde kanserli hastalarin kesik siit proteini
tilkketimi kanserle savasimda ilag¢ olarak kullanilabilecegi fikrini zayiflatmaktadir. Esek
stitii gibi proteince zengin siit tirlinlerinin tiimorlic dokuyu yok etmedigi, fakat yiiksek
besin icerigi sayesinde bagisiklik sistemini olumlu yonde etkiledigi ve kemoterapi goren
kanser hastalarinin daha iyi beslenmesini sagladigi yorumu yapilabilir.

Calismamizin bir diger 6zgiin degeri ise esek siitliniin in vitro ¢izik testi ile yara kapama
potansiyelinin arastirilmasidir. Literatiirde bazi memeli siitlerinin in vitro ve in vivo
ortamlarda yara kapama aktivitelerinin test edildigi ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir
calismada, diisiik yag icerikli inek siit proteinlerinin ve kesik siit suyu proteinlerinin
tavsanlarda yara kapanma hizini arttirdigi sonucuna ulasilmistir. Inek siitiiniin ve
bilesenlerinin hiicre onarim siirecini hizlandirdig1 ve yara iyilestirme {izerinde olumlu
etkisi oldugu goriilmiistiir [27]. Baska bir ¢alismada, deve siitiinden elde edilen kesik
slit suyu proteininin diyabetik farelerde yaranin daha ¢abuk kapanmasina sebep oldugu
belirtilmistir [34]. Deve Kesik siit suyu proteininin fibroblastlarin epitelizasyonunu ve
proliferasyonunu uyardigi, hatta denatiire edilmemis kesik siit suyu proteininin kolajen
tiretimine yardimci oldugu bildirilmistir [35]. Deve siitiinden elde edilen kesik siit suyu
proteini ile yapilan baska caligmalarda da benzer sekilde diyabetik farelerde yara
iyilesme siirecinin kisaldigi ve kolajen ekspresyonunun arttigi sonucuna ulasilmigtir
[36,37]. Cerrahi yara iyilesme siirecinin incelendigi bir ¢alismada ise kesik siit suyu
proteini ile beslenen farelerde serbest radikal birikimini 6nlendigi, inflamasyonun
kontrol altina alindig1 ve yara iyilesme siirecinin hizlandigi gézlenmistir [38]. Esek
stitiiniin de diisiik yag oranina sahip olmasi [39] yara iyilestirme potansiyelini destekler
niteliktedir.

Yaptigimiz ¢alismada, MTT hiicre proliferasyon testi sonucunda esek siitii, kazein ve
kesik siit suyu proteininin in vitro ortamda PC-3 hiicre hatt1 tizerinde proliferatif etki
gosterdigi bulunmustur. Bu bulgular dogrultusunda, insan fibroblast hiicre hatt1 izerinde
in vitro ¢izik testi kullanilarak bu ajanlarm (3200 pg/ml) yara iyilestirme potansiyelleri
incelenmistir. Kontrol grubu ile esek siitii, kazein ve kesik siit suyu proteini arasinda
anlaml farklilik bulunmustur. Deneysel sonuglara bakilarak esek siitii, kazein ve kesik
slit suyu proteininin antikanser aktivitesinden ziyade yara iyilestirme iizerinde olumlu
etki sergiledigi goriilmektedir. Elde edilen bulgularin in vivo ¢alismalar ile
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desteklenmesiyle, esek siitiiniin katma degeri yiiksek ticari iiriine doniistiiriilme
potansiyeli yiiksektir.
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