T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOKIMYA VE GENETIK (TIP) ANA BILIM DALI

SILIBININ MOLEKULUNUN HiDROJEN PEROKSIT (H;0>)
UYARILI U-2 OS HUCRELERI UZERINE ANTiOKSIDAN
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Kiibra GUNDUZ

Danisman

Dog. Dr. Meral URHAN KUCUK

HATAY-2018



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BIYOKIMYA VE GENETIK (TIP) ANA BILIM DALI

SILIBININ MOLEKULUNUN HiDROJEN PEROKSIT (H:0,)
UYARILI U-2 OS HUCRELERI UZERINE ANTiOKSIiDAN
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Kiibra GUNDUZ

Danisman

Dog. Dr. Meral URHAN KUCUK

HATAY-2018



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMALUNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOKIMYA VE GENETIK (TIP) ANA BILiM DALI

SILIBININ MOLEKULUNUN HiDROJEN PEROKSIT (H:0>)
UYARILI U-2 OS HUCRELERI UZERINE ANTiOKSIiDAN
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi
Kiibra GUNDUZ

Bu tez asagida isimleri yazili tez jiirisi tarafindan 16.08.2018 giinii s6zlii olarak yapilan tez
savunma sinavinda oy birligi ile kabul edilmistir.

Tez Jiirisi: Jiiri Baskani: Prof. Dr. Abdullah ARPACI
Uye: Dog. Dr. Meral URHAN KUCUK
Uye: Dr. Ogr. Uyesi Muhittin ONDERCI

Bu tez, Enstitimiiz Tip Molekiiler Biyokimya ve Genetik Ana Bilim Dalinda
hazirlanmustir.

16.08.2018
Prof. Dr. ibrahim Halil CERCI

Enstiti Mudiira



TESEKKUR

Tez ¢alismamin planlanmasi ve yiiriitiilmesinde ilgi ve destegini esirgemeyen, bilgi
ve deneyimleriyle bana yol gosteren degerli danisman hocam Dog¢. Dr. Meral URHAN
KUCUK’e,

Tezimin laboratuvar asamasinda bana yardimci olan ve her zaman destegini
hissettigim Ars. Gor. Dr. Hasret ECEVIT’e, yardimlarindan dolay: yiiksek lisans
ogrencileri Kiibra ERKOC ve Niliifer BILGIC e,

Hayatima yon vermemi saglayan ve hayalim olan bu yolda beni kosulsuz ve sabirla
destekleyen camim babam Ihsan GUNDUZ’e, camm annem Hanife GUNDUZ’e ve
kardeslerim Mustafa, Merve, Seher ve Bilgenur’a

Sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa No

KaDUI VB ONAY ...ttt ettt e et esra e reeneaneenne e I
TESEKKUR ..ottt sttt es st es et e s et st e et eee s s s et eses e enenenees I
ICINDEKILER ......oouititiiiiectete ettt este et ene sttt n sttt en et n et ss s s \Y;
SEKILLER DIZINT ...oooiiiiieeeeeeeeeee ettt en s s en s s s en s s s s s s s s s s s VI
CIZELGELER DIZINT .....ooiiiiiicecceeeceeee e, Vil
SIMGE ve KISALTMALAR DIZINT .....oooiiiiirneccscscse e VI
OZET oottt X
F AN = S I ¥ TR Xl
€ 128 £ U 1
2. GENEL BILGILER ......c.coiiiiiiiiniieieisissi sttt 3
2.1. Silybum marianum L. Gaertn. (DevediKeni).........cccoverirerininienieee e 3
2.1.1. Silibininin Yapis1 ve KIMYast.......ccceviiiiiiiiiiiiieiiiicses e 4
2.2. Flavonoidler ve FIavolignan|ar.............oooiiiiiiiiiieeeeee e 5
2.2.1. Flavonoidlerin Biyolojik AKLIVITEIErT .........coveiieiiiiiiicie e 7
2.2.1. 1. ANtiOKSIAAN AKLIVITE.......iiiiieieiesieite e 7
2.2.1.2. Oksidatif Stresle MUcadele.........ccooiuiieeiiiiiiic e 8
2.3. Silibinin Ve OKSIAatif SIFES......ccveiiiiieie e 8
2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Serbest Radikaller ..., 9
2.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri KaynakIart ...........ccoooveiiiiiiiiieeee e 9
2.4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve OzelliKIEri .........ccocovveveviiriveiireieicresiereseeee e, 12
2.4.2.1. Siiperoksit Radikali (O27) ..oiviiiiiiiieieieiiesie s 12
2.4.2.2. Hidrojen Peroksit (H202) ......ccoeviiiiieiiesieice e 13
2.4.2.3. Hidroksil Radikali (OH).....c.ccoviiiiiiiie it 13
2.5. Oksidatif Stresin Neden Oldugu Hiicre Hasar Mekanizmalart..............ccccoeuveenee. 14
2.5.1. LIPIAIErde HASAN .......cooveiiieiiieiece et 14
2.5.2. Proteinlerd HASAr........cocoiiiiiiiiiiiiseee e 14
2.5.3. Niikleik Asitler ve DNA Uzerinde Hasar ........cccoeeveuevevevereereessceeseseseeeeeeeens 15



2.6. Antioksidan SavuNmMa SIStEMIBTI ......oeeeeeeeeeee et e e 15

2.6.1. Siiperoksit DismutaZ (SOD) ......cceiieriiiiiiiieiiiie et 15
2.6.2. KAAlAZ (CAT) ittt ettt sre et e 16
2.6.3. Glutatyon PeroKsidaz (GPX) ......c.cciueiiiiieiiieiie e see e sie e sve e s 16
2.7, KANSET ..o 17
2.8. Kas ve Iskelet Sistemi THMOTIE.............ceueveriieceiieieieiieceie e 18
2.8.1. OSt0SArKOM (OS)....uiciiiieiieeie ettt re e 19
2.9. Kanser Ve OKSIAatif StIeS ... 20
3. GEREC Ve YONTEM .....cooiiiiciceiectctctetcietetetetetete ettt ss st sssssssssesssesssssssssesns 22
3.1 GERECQC ..t bbb ne e 22
3.1.1. U-2 OS HUCTE HAtl ettt 22
3.1.2. KIMYASAHIAT ......cviiieiecccc sttt sre e 22
B.L.3. CHNAZIAN ... 23
3.2 YONTEM ..ot 24
3.2.1. U-2 OS Hiicre KUIHIT ... veeeeeiiiieiie e 24
3.2.2. H20: ve Silibinin Siispansiyonlarinin Hazirlanmast ...........cccccoeiiieninneneennns 25
3.2.3. Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi.........ccooocvviieiiiiiiiciiiiiecicecsc 25
3.2.4. Oksidatif Stres Parametre ANAlIZIEri ..........cocevveiiiiiiiie e 26
3.2.4.1. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin OlgiIMESi........c.coovvveveevirirerererirenenene, 26
3.2.4.2. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi..........ccoccovveiieiiieiiiineennne. 28
3.2.5. IStatiStIKSE] ANALIZ.....cveveveveveeeeceeeeeeeeeeteseeeeeeeeeeeseseseseseeese st sesesesesesesesesesesesesesneees 29
4. BULGULAR ... .ottt ettt ettt sre e e s e 31
4.1. Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi...........ccovveiiiiiiiiiiiiiiicceecseesee 31
4.2. Katalaz Enzim Aktivite Diizeylerinin Belirlenmesi ............cccooiviiiiiiicniiiinns 33
4.3. MDA Diizeylerinin Belirlenmesi...........cccoviiiiiiiiiiciiciiciecsc e 36
5. TARTISMA ..ottt et e s te e te e st e s be e teenaenreesaeenee e 40
B.  SONUC ..ttt ettt e e et e b e e ea bt e ke e e ab e e sbeeanbe e e beeenbeenneeenes 44
7. KAYNAKLAR L.ttt et neenreenbe e e 45
OZGECMIS oottt bbbttt 50



Sekil 2
Sekil 2
Sekil 2
Sekil 2
Sekil 3
Sekil 3
Sekil 4

Sekil 4

Sekil 4

Sekil 4

Sekil 4

Sekil 4
Sekil 4

SEKILLER DiZINi

Sayfa No
L Silybum marianum L .....ooooe e 3
. 2. Silibininin KIiMyasal YaAPIST ....ueeiiuieiiiieiiiiie i 5
o 3 FlavonOIdler. . ....veiiiiiiicis e 6
. 4. Serbest radikallerin intraselliiler olusum yolaklart..........cccccocviiiiiiiiiiininnn, 11
. 1. U-2 OS hiicre MOTfOlOJIST .eouvervviiieeiiiiesiienii et 24
. 2. MDA standart €311 @rafiSl .....cccovveeieiiiieiie i 29
. 1. U-2 OS hiicrelerinde 24 saatlik H202 maruziyeti sonucu hiicre canliliginin
deerlendirilmeSi.......ccieiiiieiie e 31
. 2. U-2 OS hiicrelerinde 48 saatlik H2O2 maruziyeti sonucu hiicre canliliginin
degerlendirilmMeSi........civiiieiiiiici e 32
. 3. U-2 OS hiicrelerinde 24 saatlik silibinin maruziyeti sonucu hiicre canliliginin
degerlendiriImesi........ccveiiiiiiii 33
. 4. U-2 OS hiicrelerinde 500 uM H202 maruziyeti sonucu katalaz enzim aktivite
QUZEYIETT .. 34
. 5. U-2 OS hiicrelerinde 650 pM H20> maruziyeti sonucu katalaz enzim aktivite
QUZEYIETT .ot 35
. 6. U-2 OS hiicrelerinde 500 pM H202 maruziyeti sonucu MDA diizeyleri........... 37
. 7. U-2 OS hiicrelerinde 650 uM H202 maruziyeti sonucu MDA diizeyleri........... 38

Vi



Cizelge 2.
Cizelge 3.
Cizelge 3.
Cizelge 4.

Cizelge 4.

Cizelge 4.
Cizelge 4.

CIZELGELER DiZiNi

Sayfa No
. Kas ve iskelet sistemi tiimorlerinde histopatolojik siniflandirma .................. 18
 KIMYASAIIAT ... 22
cCTNAZIAT ... e 23

. U-2 OS hiicrelerinde 500 uM H2O> maruziyeti sonucu katalaz enzim

AKEIVIEE AUZEYICTT .o 34

. U-2 OS hiicrelerinde 650 uM H20> maruziyeti sonucu katalaz enzim

AKEIVILE AUZEYICTT ..vvevviiiiiiiccce e 36

. U-2 OS hiicrelerinde 500 uM H202 maruziyeti sonucu MDA diizeyleri....... 37
. U-2 OS hiicrelerinde 650 uM H202 maruziyeti sonucu MDA diizeyleri ....... 39

\l



SIMGE ve KISALTMALAR DiZINi

CAT . Katalaz

Cu : Bakir

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMF : Dimetilformamid

DMSO . Dimetil siilfoksit

EtOH : Etanol

FCS : Fetal Calf Serum

Fe : Demir

FI-OH : Flavonoid

GSH : Glutatyon

GSSG : Glutatyon distilfit

HBSS : Hank’s Balanced Salt Solution
HCI : Hidroklarik asit

M : Molar

MDA : Malondialdehit

MeOH : Metanol

mL > Mililitre

mM : Milimolar

Mn : Manganez

MTT . 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NADH : Nikotinamid adenin diniikleotit
nM : Nanomolar

NO - Nitrik oksit

OH- - Hidroksil radikali

OS : Osteosarkom

Oz~ : Stiperoksit radikali

VI



ROS
SDS
Se-OH
SOD
TBA
TEP
THF
WHO
X0

uM

. Reaktif oksijen tiirleri
: Sodyum dodesil siilfat
: Selenol

. Stiperoksit dismutaz

: Tiyobarbiitirik asit

: Tetraetoksipropan

: Tetrahidrofuran

: Diinya saglik orgiitii

: Ksantin oksidaz

: Mikrolitre

: Mikromolar



OZET

Silibinin Molekiiliiniin Hidrojen Peroksit (H202) Uyarih U-2 OS
Hiicreleri Uzerine Antioksidan Etkisinin Arastirilmasi

Silibinin, Silybum marianum L. (devedikeni) bitkisinin tohumlarinda bulunan
bilesenlerden biridir. Silibininin anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve anti-
karsinojenik etkilerini gosteren bir¢ok ¢aligsma bulunmaktadir. Son yillarda yapilan bir¢cok
calismada, bu maddenin g¢esitli kanser tiirlerine karsi etkileri gosterilmistir. Ancak
silibininin, kemik kanseri lizerine anti-oksidan etkileri arastirilmamustir.

Calismamizda silibinin maddesinin, U-2 OS hiicre proliferasyonu ve oksidatif stres
parametrelerinden katalaz ve MDA {izerine etkilerini aragtirmayr amagcladik. Bu
dogrultuda, U-2 OS hiicreleri farkli dozlarda ve siirelerde H2O> (24 ve 48 saat siireyle O-
800 uM dozlarda) ve silibinin maddesine (24 saat siireyle 0-100 uM dozlarda) maruz
birakildi. Oksidatif stresli model igin, H202'nin uygun maruziyet dozu ve siiresi (24 saat
stireyle 500 ve 650 uM dozlarda), MTT yontemi ile belirlendi. U-2 OS hiicreleri, 0-100
uM dozlarda 24 saat siiresince silibinin maddesine maruz birakildiktan sonra hiicre
canliligt MTT yontemi ile degerlendirildi. Ayrica, U-2 OS hiicreleri 24 saat boyunca H20:
(500 ve 650 uM), silibinin (5 ve 10 uM) ve H2O2+silibinin (500 uM H202+ 5uM silibinin,
500 pM H202+10 pM silibinin, 650 uM H202+5 pM silibinin ve 650 uM H202+10 pM
silibinin)’e maruz birakilarak katalaz enzim aktivitesi ve MDA diizeyi spektrofotometrik
yontem ile belirlendi.

Kontrol grubu (0 uM H202), 500 ve 650 puM H>0, maruziyet gruplarn ile
karsilastirildiginda, katalaz enzim aktivitesinin maruziyet yapilan gruplarda anlamli olarak
daha yiiksek oldugu gézlendi (sirasiyla p=0.034, p=0.021). Bununla birlikte, katalaz
enzim aktivitesinin 500 uM H202+10 puM silibinin grubunda, 500 uM H20: grubuyla
kiyaslandiginda anlamli olarak daha diisiik oldugu gézlendi (p=0.05). Kontrol grubu (0 uM
H202), 500 ve 650 uM H202 maruziyet gruplar ile karsilastirildiginda, MDA diizeyinin
maruziyet yapilan gruplarda anlamli olarak daha yiiksek oldugu gozlendi (p=0.05).
Bununla birlikte, katalaz enzim aktivitesinin 650 uM H20,+10 pM silibinin grubunda, 650
uM H20> grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak daha diistik oldugu gézlendi (p=0.05).

Sonu¢ olarak c¢alismamizda, silibinin molekiiliiniin U-2 OS hiicrelerinde anti-
proliferatif etkisinin oldugu ve doza bagimli olarak katalaz enzim aktivitesi ve MDA
diizeylerini azalttig1 gozlemlendi.

Anahtar Kelime: Silibinin, Antioksidan etki, U-2 OS hiicre hatt1, Oksidatif stres



ABSTRACT

Investigation of Antioxidant Effect of Silibinin Molecule on U-2 OS Cells
Induced by Hydrogen Peroxide (H20,)

Silibinin is one of the compounds found in Silybum marianum L. (thistle) seed.
There are many studies indicating the anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-apoptotic and
anti-carcinogenic effects of silibinin. In recent years, many studies have shown the effect
of this substance against various types of cancer. However, anti-oxidant effects of silibinin
on bone cancer have not been investigated.

In our study, we aimed to investigate the effects of silibinin on cell proliferation
and oxidative stress parameters catalase and MDA in U-2 OS cells. For this purpose, the
U-2 OS cells were exposed to H2O2 (0-800 uM for 24 and 48 hour time periods) and
silibinin (0-100 uM for 24 hours) at different doses and time periods. The suitable time
period and treatment dose of H.O> for oxidative stressed model was determined by MTT
method. After exposing U-2 OS cells with silibinin at 0-100 uM doses for 24 hours, cell
viability was evaluated with MTT assay. U-2 OS cells exposed to H202 (500 and 650 uM),
silibinin (5 and 10 puM) and H2O2+silibinin (500 uM H202+5 pM silibinin, 500 pM
H202+10 uM silibinin, 650 uM H202+5 puM silibinin and 650 uM H202+10 puM silibinin)
together at different doses for 24 hours. MDA level and catalase enzyme activity were
determined by spectrophotometric method.

When control group (0 uM H202) compared with 500 and 650 uM H2O: treatment
groups, catalase enzyme activity was found to be significantly higher in treatment groups
(p=0.034 and p=0.021, respectively). However, catalase enzyme activity was significantly
lower in 500 uM H202+10 puM silibinin group compared to 500 uM H20- (p=0.05). When
control group (0 uM H202) compared with 500 and 650 uM H20- treatment groups, MDA
level was significantly higher in treatment groups (p=0.05). However, MDA level was
significantly lower in 650 uM H202+10 pM silibinin group when compared with 650 uM
H20- treatment group (p=0.05).

In conclusion, silibinin molecule was observed to have anti-proliferative effect and
decrease the catalase enzyme activity and MDA levels in dose-dependent manner in U-2
OS cells.

Key words: Silibinin, Antioxidant effect, U-2 OS cell line, Oxidative stress
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1. GIRIS

Silibinin, Silybum marianum L. (devedikeni) bitkisinden izole edilen bir bilesiktir
(Zhao ve Agarwal 1999). Silybum marianum L.’ nin tohumlarinda bol miktarda silibinin,
silidianin ve silikristin olarak birden ¢ok flavonolignan izomerinin karisimindan olusmus
kompleks bir yapt olan silimarin bulunur. Silimarinin ana maddesi olan silibinin,
silimarinde yaklasik olarak % 50-70 oraninda bulunur. Silybum marianum L. bitkisinin
tohumundan elde edilen silibinin maddesinin anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-apoptotik,
anti-karsinojenik, anti-viral, anti-fibrotik ve anti-anjiojenik etkilerinin oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur (Singh ve Agarwal 2005, Deep ve ark. 2006, Deep ve Agarwal
2010).

Normal hiicrelerde, siiperoksit anyonlar1 (O27), hidrojen peroksit (H202) ve yiiksek
reaktif hidroksil radikali (OH') igeren reaktif oksijen tirleri (ROS), hiicresel
metabolizmanin yan f{riinleri olarak iiretilir ve biyokimyasal antioksidanlar ile hiicresel
redoks dengesinde bulunurlar (Nohl ve ark. 2003). Bununla birlikte, birgok kanserde bu
hayati denge bozulmakta, oksidatif stres ve ROS birikimi ile sonuglanmaktadir (Scandalios
2002). Reaktif oksijen tiirleri; DNA, RNA ve proteinlerin hasar gérmesine neden
oldugundan kanser gibi hastaliklarin gelisimine katkida bulunurlar (Khan ve ark. 2013).
Kanser hiicrelerinde, diisiik seviyelerde oksidatif stres hayatta kalmay1 ve cogalmayi tesvik
edebilir ancak yiiksek diizeyler apoptozu ve hiicre dongiisiinii durdurmay: tetikleyebilir
(Storz 2005, Storz ve ark. 2005). Bu nedenle, artan ROS {iretiminin kanser tedavileri igin
onemli bir strateji olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kanser, hiicrelerin Kontrolsiiz bir sekilde gogalmasi ve bazen de metastaz yapmasi
sonucu anormal bir sekilde biiylimesi olarak tanimlanabilir. Kanser, diinyadaki ikinci 6liim
sebebi olarak kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra gelmektedir. Bat1 toplumlarinda her yil
250-350 kisiden biri kansere yakalanmaktadir. Yas arttikca kanserin goriilme sikligi
giderek artmaktadir. En yaygin gorilen kot huylu kemik tiimoérlerinden olan
osteosarkomlar (OS), solid timoérler grubuna aittir ve kemikleri olusturan hiicrelerin
dejenerasyonu sonucu olusurlar. Dogrudan kemik dokusundan kaynaklandiklari
icin primer kemik tiimorleri olarak da adlandirilirlar (Ottaviani ve Jaffe 2009).
Osteosarkomlar, en sik cocukluk ve genglik ¢aginda goriiliir. Cerrahi ve sistemik

kemoterapi OS i¢in temel tedavidir ve tedavi oran1 % 58-% 76 araligindadir (Link ve ark.


https://www.kinderkrebsinfo.de/servis/soezluek/index_tur.html?selected=S
https://www.kinderkrebsinfo.de/servis/soezluek/index_tur.html?selected=T
https://www.kinderkrebsinfo.de/servis/soezluek/index_tur.html?selected=H

1991). Bununla birlikte, hayatta kalma orani da sinirhidir. Bugiin tek basma cerrahi
tedaviden sonra bes yillik sag kalim orami yaklasik % 20'dir. Bu oran diger kanser
tirleriyle karsilastirildiginda; meme kanseri % 50, mesane kanseri % 43, tiroid kanseri %
57 ile hayatta kalim oranlar1 kemik kanserine gore daha yiiksektir. Ayrica iilkemizde 2009
yili verilerine gore (15-24 yas grubu) geng erkeklerde kemik kanseri en sik karsilagilan
kanser tiirlerinden biridir (Giiltekin ve Boztas 2014). Bu istatistiki veriler bize kemik
kanseri  lizerine yeni tedavi yaklasimlar1 ve yeni terapdtik  ajanlarin
kesfedilmesi/arastirilmasina ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda silibinin maddesinin, meme, prostat, deri, akciger, karaciger, kolon ve mesane
kanserlerine kars1 etkileri gosterilmistir (Wing Ying Cheung ve ark. 2010, Chhabra ve ark.
2013). Ancak bu maddenin kemik kanseri lizerine antioksidan etkileri arastirilmamuistir.
Biz de bu c¢alismada, birgok doku ve hiicre grubunda ¢esitli biyoaktiviteleri ortaya konan
silibininin, insan kemik kanser hiicre hatt1 olan U-2 OS hiicreleri tizerindeki antioksidan
aktivitesi ile bu maddenin U-2 OS’nin hiicre proliferasyonu iizerine etkilerini aragtirmayi
amagcladik.

Bu c¢alismanin amaci; U-2 OS hiicre hattin1 farkli dozlarda H2O.’ye maruz
birakarak oksidatif stres olusturup, daha sonra uygun dozlarda silibinin maddesi verilerek
bu maddenin hiicre proliferasyonu ve katalaz enzim aktivitesi ile MDA (Malondialdehit)

diizeyleri {lizerine etkilerini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Silypum marianum L. Gaertn. (Devedikenti)

Silybum marianum L. Gaertn., halk arasinda siit dikeni, devedikeni olarak bilinen
ve binlerce yildir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi bir bitkidir (Rainone
2005). Bu bitkinin kullanimi Antik Misir ¢agina kadar uzanmaktadir. Misir Miizesi'nde
Silybum marianum 'u temsil eden arkeolojik bulgular bulunmaktadir. Silybum marianum
L., Asteraceae ailesine ait, sicak bir atmosferde ve kuru topraklarda yetisen 1-2 yillik otsu
bir bitkidir. Temmuz-Agustos aylarinda kirmizimst mor renklerle kaplanirlar (Sekil 2.1).
Dogal yerlesim alanlar1 Gliney Avrupa, Giliney Rusya, Kiiciik Asya ve Kuzey Afrika,
Giiney Avustralya'da Kuzey ve Giiney Amerika'dir (Abenavoli ve ark. 2010).

Sekil 2. 1. Silybum marianum L. (Anonim)

Silybum marianum L., eski zamanlarda doktorlar ve bitkisel ila¢ uzmanlar
tarafindan karaciger fonksiyon bozukluklari ve safra kesesi hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmistir. (Abenavoli ve ark. 2010). Silybum marianum L. tohumunun bir ekstrakti
olan silimarin, 1970'lerde WHO (Diinya Saghk Orgiitii) tarafindan hepatoprotektif
ozelliklere sahip resmi bir ilag olarak siniflandirilmistir (Wesotowska ve ark. 2007).

Silimarin, Silypbum marianum L. tohumunun kuru agirligmin % 1.5-3’tinii temsil
eder ve essiz flavonoid komplekslerinin izomerik bir karisitmidir. Hepatoprotektif, anti-
oksidan (Abouzid 2012), anti-kanser (Zi ve ark. 1997), anti-inflamatuar (Puerta ve ark.



1996) ve anti-diyabetik (Maghrani ve ark. 2004) 6zelliklere sahip oldugu bilinen silimarin,
karaciger, dalak ve safra kesesi hastaliklarinin tedavisinde yiizyillardir kullanilmaktadir
(Shaker ve ark. 2010).

Silimarin, silibinin, izosilibin, silikristin, silidianin, dehidrosilibin ve diger fenolik
bilesiklerden olusmaktadir (Skottova ve Krecman 1998). Bu yapisal izomerlerin ortak
ozelligi flavonolignan bir iskelettir. Temel olarak flavonolignan cekirdegi, oksan halkasi
yoluyla koniferil alkol grubuna bagli dihidroflavanol taksifolinden olusur. Oksan halka,
silimarinin biyolojik aktivitesinden sorumludur ve bu halkanin agilmasi aktivite kaybina
neden olur. Sadece silibinin ve izosilibininler, yapilarinda 1,4-dioksan halka sistemini
igerir. Silibinin ve izosilibinin aym C-2, C-3 ve C-7 ¢, C-8 trans konformasyonuna
sahiptir. Flavonolignanlara ek olarak Silybum marianum L. tohumunun kimyasal bilesimi,
diger flavonoidler (taksifolin, kuersetin, kaempferol, apigenin, naringin vb.), 5,7-dihidroksi
kromon, dehidro-koniferil alkol, sabit yag (% 60 linoleiktokoferol, steroller (kolesterol,
kampesterol, stigmasterol ve sitosterol), sekerler (arabinoz, ramnoz, ksiloz ve glukoz) ve
proteinlerden olusmaktadir (Abenavoli ve ark. 2010). Bununla birlikte, ekstraktin yaklagik
% 50-70'ini olusturan en yiiksek konsantrasyon, énemli biyoaktif komponent silibinindir
(Bijak 2017).

2.1.1. Silibininin Yapisi ve Kimyasi

Silibinin kimyasal yapist ilk olarak 1968'de Pelter ve Hansel tarafindan, ortaya
konmustur (Pelter ve Hénsel 1968). Flavobin, silliver, silybine, sililyum 1, silybina ve
silybine olarak da adlandirilan silibinin, C2sH22010 ve molekiil agirligi 482.441 olan, CAS
No. 22888-70-6 (pubchem web sitesinden elde edilen veriler) bir molekiiler formiile
sahiptir. Silibinin yapisi iki ana birimden olusur. Birincisi, flavonoidlerde bir flavonol
grubu olan bir taksifolin birimidir. ikincisi, koniferil alkol olan bir fenilpropanoid
birimidir. Bu iki iinite bir oksan halkasiyla bir yapiya birlestirilir (Kurkin 2003, Althagafy
ve ark. 2013) (Sekil 2.2).
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Sekil 2. 2. Silibininin kimyasal yapisi (Althagafy ve ark. 2013).

Silibinin yapisinda, bes hidroksil grubu bulunur. Bu hidroksil gruplarindan tigii (5-
OH, 7-OH ve 20-OH) fenolik bir nitelige sahiptir. 5-OH grubu, aromatik halkayla
konjugasyonda olan ve 5-OH grubu ile hidrojen bagi igin serbest elektron ¢ifti donorii
olarak islev goéren bitisik okso grubuna karsi ¢ok gii¢lii bir hidrojen bagina sahiptir.7-OH
ve 20-OH gruplar1 benzer 6zelliklere sahiptir, ancak C-7 OH grubu, diisiik sterik engel ve
bir hidrojen bagi varligmna sahip olmasindan dolayr 20-OH grubundan daha reaktiftir.
Silibinin, etanol (EtOH) ve metanol (MeOH) gibi ¢oziiciiler igerisinde az ¢Oziiniir,
kloroform ve petrol eteri i¢inde ¢oziinmez ancak dimetil siilfoksit (DMSQO), aseton,
dimetilformamid (DMF) ve tetrahidrofuran (THF) gibi ¢oziiciiler i¢inde oldukga kolay
¢ozlinebilir (Bijak 2017). Dogada silibinin, silibin A ve silibin B olmak tizere iki trans
diastereoizomer halinde bulunur. Bu iki diastereoizomer, 1,4-benzodioksan halkasinda C-
10 ve C-11 referans konumlarina gore farklilagirlar (Althagafy ve ark. 2013).

Silybum marianum’ daki flavonolignanlar, flavonoid ve lignan yapilarinin
birlesimi ile olusur. Silimarinin fenolik bilesiklerinden biri olan silibinin, flavonolignan

bir iskelete sahiptir.

2.2. Flavonoidler ve Flavolignanlar

Flavonoidler (FI-OH), ¢esitli fenolik yapilari olan ve bitkilerde bulunan dogal
bilesikler grubudur. Bitkilerin ¢igceklerindeki sari, kirmizi veya mavi pigmentlerden
sorumludurlar. Giiniimiize kadar flavonoidlerin 4000'den fazla ¢esidi tanimlanmustir

(Kumar ve Pandey 2013). Flavonoidlerin biyolojik etkilerinin daha ¢ok anlasilmasiyla,



son yillarda onemleri giderek artmaktadir. Silypbum marianum tohumlarinda bulunan
flavonolignanlar terapétik etkiden sorumlu gruptur.

Flavonoidler, kimyasal olarak bir heterosiklikpiran halkasi (C) ile baglanmis iki
benzen halkasindan (A ve B) olusan on bes karbon iskeletine dayanir. Flavonoidler,
flavonlar (6rn, flavon, apigenin ve luteolin), flavonoller (6rn, kuersetin, kaempferol,
myisetin ve fisetin), flavononlar (6rn, hesperetin ve naringenin) gibi ¢esitli siniflara
ayrilabilirler (Sekil 2.3). Flavonoidler, glikozitler ve metil tiirevleri olarak bulunur. Temel
flavonoid yap1 aglikonlar’dir. Benzen halkasiyla kondanse edilen alt1 tiyeli halka, bir a-
piron (flavonoller ve flavanonlar) veya dihidrojen tiirevli (flavonoller ve flavanonlar) dir

(Narayana ve ark. 2001).
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Sekil 2. 3. Flavonoidler (Panche ve ark. 2016).



2.2.1. Flavonoidlerin Biyolojik Aktiviteleri

2.2.1.1. Antioksidan Aktivite

Flavonoidlerin birgok biyokimyasal o6zelligi vardir ancak en iyi tanimlanan
ozellikleri, antioksidan olarak hareket etme kapasiteleridir. Flavonoidlerin antioksidan
aktivitesi fonksiyonel gruplarin niikleer yapisinin diizenlenmesine baghdir. Konfigiirasyon,
yer degistirme ve hidroksil gruplarinin toplam sayisi, radikal temizleyici ve metal iyonu
selasyon yetenegi gibi antioksidan aktivitenin ¢esitli mekanizmalarini biiytlik olciide etkiler
(Heim ve ark. 2002). B halkas1 hidroksil konfigiirasyonu, hidrojen ve bir elektronunu,
hidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikaline verdigi i¢cin ROS’ un temizlenmesinin en
onemli belirleyicisidir, onlar1 stabilize eder ve nispeten kararli bir flavonoid radikali
meydana getirir (Rice-Evans ve ark. 1996).

Antioksidan etki mekanizmalari arasinda, (1) enzimlerin inhibisyonu ya da serbest
radikal olusumunda rol oynayan eser elementlerin selatlanmasi ile ROS olusumunun
baskilanmasi, (2) ROS' un temizlenmesi ve (3) antioksidan savunmalarin arttirilmasi ya da
korunmasi yer alabilir (Halliwell ve Gutteridge 2015). Flavonoidler, ROS iiretimi ile ilgili
enzimleri olan mikrozomal monooksigenaz, glutatyon S-transferaz, NADH oksidaz vb.
enzimleri inhibe eder (Kumar ve Pandey 2013). Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin
yaygin bir sonucudur. Flavonoidler, lipidleri ¢esitli mekanizmalarla oksidatif hasara karsi
korur (Halliwell ve Gutteridge 2015). Serbest metal iyonlari, yiiksek oOlgiide reaktif
hidroksil radikali {ireterek hidrojen peroksitin indirgenmesi ile ROS olusumunu
arttirmaktadir. Flavonoidler, diisiik redoks potansiyellerinden dolay1 termo-dinamik olarak
hidrojen atomu bagis1 ile siiperoksit, peroksil, alkoksil ve hidroksil radikalleri gibi asiri
oksitleyici serbest radikalleri azaltabilirler. Flavonoidler ayrica metal iyonlarini (demir,
bakir vb.) selatlama kapasiteleri nedeniyle serbest radikal olusumuna engel olurlar (Mishra
ve ark. 2013).



2.2.1.2. Oksidatif Stresle Miicadele

Flavonoidlerin bitkilerde birden fazla fonksiyona hizmet ettigi uzun siiredir
bilinmektedir (Shirley 1996). Degisken abiyotik ve biyotik faktorler, bitkilerde oksidatif
strese yol agan ROS iiretimine yardime1 olur. Bitkilerdeki flavonoid biyosentezi, oksidatif
stres durumunda artar. Flavonoidler, en enerjik giines dalga boylarin1 (UV-B ve UV-A)
absorbe etme, ROS {iretimini engelleme ve olustuktan sonra ROS' u giderme kapasitelerine
sahiptirler (Agati ve ark. 2012). Flavonoidler igindeki en reaktif hidroksil gruplari
(flavonlarda 7-OH veya flavonollerde 3-OH) genellikle glikosillerdir. Glikosilasyon, sulu
ortamlarda ¢oziiniirligli artirir, reaktif hidroksil gruplarini otomatik oksidasyona karsi
korur (Agati ve Tattini 2010) ve flavonoidlerin endoplazmik retikulumdan ¢esitli hiicresel
kompartmanlara taginmasini ve plazma membranina ve hiicre duvarina salinmalarina izin
verir (Zhao ve Dixon 2010).

Son yillarda yapilan caligmalar, antioksidan flavonoidlerin mezofil hiicrelerinin
cekirdeginde ve ROS iiretiminin merkezlerinde yani kloroplastta oldugunu gostermektedir.
Burada H20:, hidroksil radikali ve singlet oksijeni kolayca sondiirebilirler (Agati ve ark.
2012, Kumar ve Pandey 2013).

2.3. Silibinin ve Oksidatif Stres

Flavonoidlerin, antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve biyolojik olarak koruyucu
ozellikleri oldugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Rice-Evans ve ark. 1996, de Groot ve
Rauen 1998, Di Carlo ve ark. 1999). Flavonoid 6zellige sahip olan silibinin de giiglii bir
antioksidandir (Ligeret ve ark. 2008).

Silibinin,  serbest radikal olusumu inhibe eder, membranlarin lipid
peroksidasyonunu engeller ve bu nedenle membran gecirgenligini modiile eder (Trouillas
ve ark. 2008). Oksidatif ve nitrozatif stres varliginda silibinin, siiperoksit anyon radikalleri
ve nitrik oksit (NO) olusumunu inhibe eder, ADP'nin fosforilasyonu yoluyla ATP igerigini
arttirir, malondialdehit (MDA) glutatyon, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon



peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi dogal hiicresel antioksidan mekanizmalarinda etkili
oldugu bulunmustur (Dehmlow ve ark. 1996, Fu ve ark. 2008).

Ayn1 zamanda, silibinin ortamda bulunan demiri baglayarak reaktif oksijen
tirlerinin toksik etkilerini yok eder ve bu sekilde demir selatorii olarak da bir antioksidan

gorevi gortr (Borsari ve ark. 2001, Gharagozloo ve ark. 2008).

2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Serbest Radikaller

Anaerobik organizmalar digindaki tim bitki ve hayvanlar enerji {iretimi igin
molekiiler oksijene ihtiya¢ duyarlar. Molekiiler oksijen yararli oldugu kadar bazen zararl
da olabilmektedir. Molekiiler oksijenin toksik etki gostermesi singlet oksijen, hidroksil
radikali, siiperoksid radikali, hidrojen peroksit gibi reaktif iiriinlerin meydana gelmesinden
kaynaklanmaktadir. Biyolojik sistemlerde oksijen metabolizmasi1 sonucu olusan bu
tirtinlere reaktif oksijen tiirleri adi verilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 2015).

Bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren yiiksek enerjiye sahip atom veya
molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir (Karabulut ve Giilay 2016).
Eslesmemis elektronlarin varligi genellikle serbest radikal iizerinde onemli 6l¢iide bir
reaktivite verir. Bir bilesik disaridan bir elektron alarak veya bir elektronunu kaybederek
serbest radikale dontisebilir. Serbest radikaller, Kararsiz ve reaktiftirler. Kararli hale
gelebilmek i¢in bagka atom veya molekiillerle eslesmeye caligirlar. Bunun igin bagka atom
veya molekiiliin bir hidrojen atomunu ¢alabilirler, o molekiile baglanabilirler veya diger
serbest radikallerle etkilesebilirler. Serbest radikaller pozitif, negatif yiiklii veya nétral
olabilirler (Halliwell 1994).

2.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri Kaynaklar:

Reaktif oksijen tiirleri, normal bir hiicresel metabolizmanin iirtinleridir, hiicre i¢i ve
cevresel kosullardaki degisikliklere yanit olarak bitki ve hayvan hiicrelerindeki sinyal
yolaklarinin uyarilmasinda hayati rol oynarlar (Jabs 1999). Reaktif oksijen tiirleri, hem
endojen hem de eksojen maddelerden iiretilebilir. Potansiyel endojen kaynaklar arasinda

mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi, peroksizomlar ve inflamatuar hiicre



aktivasyonu yer alir. Endojen metabolik reaksiyonlar sirasinda aerobik hiicreler, siiperoksit
anyonu (O2”), hidrojen peroksit (H20>), hidroksil radikali (OH-) ve molekiiler oksijenin
biyolojik olarak indirgenmesinin normal iirtinleri olarak organik peroksitler gibi reaktif
oksijen tiirleri iretirler. Hiicrede serbest radikal iiretiminin esas kaynagi mitokondrilerdir.
Solunan oksijenin yaklasik % 80-90 kadar1 burada kullanilmaktadir. Kullanilan oksijenin
sadece ¢ok kiiglik miktar1t ROS’a doniismesine ragmen viicutta tiretilen ROS’un biiyiik
kismu hiicrelerdeki mitokondriyal solunum zincirlerinde olusmaktadir (Wu ve Cederbaum
2003). Mitokondrinin, 6nemli miktarda siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit trettigi
bilinmektedir. Fizyolojik kosullar altinda, hidrojen peroksit iiretiminin organizmanin
toplam oksijen aliminin yaklagik % 2'sini olusturdugu tahmin edilmektedir.

Mitokondri, serbest radikal olusumunun ana bolgesi oldugundan, organeldeki
oksidatif stresi en aza indirmek i¢in, membranlarinin her iki tarafinda bulunan stiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimler; indirgenmis
glutatyon (GSH) gibi antioksidanlar ile yogun bir sekilde zenginlestirilmistir (Cadenas ve
Davies 2000). Siiperoksit radikalleri, mitokondriyal i¢ membranlarin her iki tarafinda
bulunan Cu, Zn-SOD (intermembran boslukta lokalize edilmis SOD1) ve MnSOD (matriks
icinde lokalize edilmis SOD2) tarafindan etkili bir bicimde baslangigta hidrojen perokside
daha sonra suya detoksifiye edilir. Mitokondrinin yan1 sira ksantin oksidaz (XO) gibi baska
hiicresel stiperoksit radikal kaynaklari da vardir. XO, memelilerin ¢esitli dokularinda ve
tiirler arasinda (bakteriden insana) genis ¢apta bulunan son derece degisken bir enzimdir
(Li ve Jackson 2002). Ksantin oksidaz, 6nemli bir serbest oksijen radikali kaynagidir.
Molibden demir-kiikiirt flavin hidroksilaz olarak bilinen bir grup enzimin bir tiyesidir ve
purinlerin hidroksilasyonunu katalize eder. XO, o6zellikle hipoksantinin ksantin ve
ksantinin {rik aside reaksiyonunu katalize eder. Her iki adimda, molekiiler oksijen
indirgenmektedir. Birinci asamada siiperoksit radikali, ikinci asamada ise hidrojen peroksit
olusmaktadir (Valko ve ark. 2004).

ROS kaynaklarindan biri de mikrozomlar ve peroksizomlardir. Mikrozomlar, in
vivo iretilen H>O. konsantrasyonunun % 80’inden sorumludur. Peroksizomlarin ise
fizyolojik kosullar altinda H20; iirettigi fakat Oz tiretmedigi bilinmektedir. Karaciger tim
H2O, iiretimine peroksizomal katkinin 6nemli oldugu birincil organ olmasina ragmen
peroksizom igeren diger organlar da H2O> iiretici bu mekanizmalara maruz kalmaktadir.

Uzun siiren aglik sonunda yag asitlerinin peroksizomal oksidasyonunun onemli bir
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potansiyel H20: iiretim kaynagi oldugu agiklanmistir (Valko ve ark. 2006).

radikallerin intraselliiler olusum yolaklari sekil 2.4.’te gosterilmektedir.
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Sekil 2. 4. Serbest radikallerin intraselliiler olusum yolaklar1 (Azad ve ark. 2008).

Serbest

Hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin diger endojen kaynaklari, notrofiller, eozinofiller

ve makrofajlardir. Aktif makrofajlar, siiperoksit anyonu, nitrik oksit ve hidrojen peroksit

dahil olmak iizere gesitli reaktif oksijen tiirlerine yol acan oksijen aliminda bir artis

baglatir. Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit birbirleriyle reaksiyona girerek hidroksil

radikali olusturabilmektedirler (Haber-Weiss reaksiyonu). Bu reaksiyonun biyolojik

sistemlerdeki hidroksil radikali {iretiminin Onemli bir kismindan sorumlu oldugu

diistintilmektedir (Wu ve Cederbaum 2003).

02"+ H0+ H ——» 02+ H,0 + OH (Haber-Weiss reaksiyonu)

Ayni zamanda H2O3, serbest gegis elementleri (Fe, Cu ve Mn) varliginda, en reaktif

oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturabilir. Bu reaksiyon “Fenton reaksiyonu”

olarak adlandirilmaktadir.

Fe’* + H,0, — Fe®* + OH + OH"
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Viicutta dogal yolla ROS olusumunun disinda, kirli hava, sigara dumani, pestisitler
UV 15181 ve radyasyon gibi bazi redoks dongiisii ajanlar1 ve kanser tedavisinde kullanilan
bazi ilaglar da serbest radikal tiretimine neden olabilmektedir (Wu ve Cederbaum 2003).

Ayrica sitokrom P450, reaktif oksijen tiirlerinin kaynagi olarak gosterilmektedir.
Sitokrom P450 enzimlerinin indiiksiyonu yoluyla, reaktif oksijen tiirlerinin, 6zellikle
sliperoksit anyonunun ve hidrojen peroksidin iiretilme olasiligi, sitokrom P450 katalitik

dongiisiiniin pargalanmasi veya ayrilmasindan sonra ortaya ¢ikar (Valko ve ark. 2006).

2.4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Ozellikleri

Reaktif oksijen tiirleri, oksijen iceren olduk¢a reaktif molekiillerdir. Hidroksil ve
stiperoksit radikalleri, hidrojen peroksit ve singlet oksijen reaktif oksijen tiirlerinden
bazilaridir. Bu molekiillerden hidroksil radikali son derece reaktifken, siiperoksit ve
hidrojen peroksit radikalleri daha az reaktiftir (Nordberg ve Arner 2001). Hiicre igi
ROS’un % 90’dan fazlas1 aerobik solunum reaksiyonlar1 zincirinde mitokondrinin i¢
membraninda iretilmektedir (Wei ve Pang 2005). Metabolizmanin bu yan iirlinleri,
oksidan ve mutajen Ozellikte olup DNA, protein ve diger makro molekiillerde hasara hatta

hiicrenin 6liimiine neden olarak kronik hastaliklar1 baglatmaktadir (Shinde ve ark. 2012).

2.4.2.1. Siiperoksit Radikali (O2")

Aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron alarak indirgenmesi ile
siiperoksit anyon radikali olugmaktadir. Olusan siliperoksit anyonu bir serbest radikal
olmasina karsin ¢ok fazla reaktif degildir. Siiperoksit radikali, mitokondriyal solunum
zincirinde olusabilmekte ya da ksantin oksidaz gibi bazi enzimler tarafindan endojen
olarak tiretilebilmektedir. (Nordberg ve Arner 2001)
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2.4.2.2. Hidrojen Peroksit (H20z2)

Hidrojen peroksit molekiilii, eslesmemis bir elektron igermez ve dolayisiyla radikal
bir tlir degildir. Serbest radikal olmadig1 halde ROS kapsamina girer ve serbest radikal
olusumunda 6nemli rol oynar. Fizyolojik kosullar altinda, hidrojen peroksit iiretiminin
organizmanin toplam oksijen alimimin yaklasik % 2'sini olusturdugu tahmin edilmektedir
(Valko ve ark. 2006). H20., siiperoksitin SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan
olarak iiretilebilmektedir. Yagda ¢oziiniir oldugundan olustugu yerden uzakta olan ve Fe?*
iceren hiicresel membranlarda da hasar olusturabilir. Bu ylizden, membranlar1 gegen,
sitozole difiize olan ve uzun Omiirlii bir oksidan olarak bilinmektedir.

H,0,, Fe?* veya diger gegis metallerinin varliginda (Fenton reaksiyonu) ve
stiperoksit radikalinin (O27) varliginda (Haber-Weiss reaksiyonu) en giiglii radikal olan

hidroksil radikalini (OH") olusturur (Jomova ve Valko 2011).

H.O,+Fe** 5 Fe**+OH +OH-  (Fenton reaksiyonu)

H.02+ O+ H ——» O2 + H.O + OH (Haber-Weiss reaksiyonu)

2.4.2.3. Hidroksil Radikali (OH')

Biyolojik sistemlerde yaklasik 107 saniye yar1 dmrii olan hidroksil radikali, bilinen
en toksik radikal ve son derece giiclii bir oksidandir. Hidroksil radikali difiizyon ile niikleik
asitler, proteinler ve lipidler olmak {izere hemen hemen tiim biyolojik makromolekiilleri
sinirli oranlarda okside edebilir (Fantel 1996).

Hidroksil radikali, gegis metal iyonlarin (Fe?* veya Cu*) araciligiyla katalizlenen
Fenton reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir. Bu nedenle gecis metalleri

hidroksil radikalinin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir.

H20, + Cu*/Fe?* — OH'+ OH" + Cu®**/Fe®*
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2.5. Oksidatif Stresin Neden Oldugu Hiicre Hasar Mekanizmalari

2.5.1. Lipidlerde Hasar

Fosfolipidler, mitokondri ve hiicre ¢ekirdegini ¢evreleyen membranlarin esas
bilesenleridir. Bu nedenle fosfolipidlerde olusan hasar, hiicre yasamini énemli derecede
etkilemektedir. Membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri, hidroksil
radikalleri ve diger oksidanlarin ataklarina karsi son derece hassastirlar (Marnett 1999).

Lipit peroksidasyonunun genel siireci ii¢ agsamadan olusur. Bunlar; baslama, ilerleme
ve sonlandirma asamasidir (Kohen ve Nyska 2002). Lipit peroksidasyonu bir metilen
grubundan (CH2) bir hidrojen (H) atomunun uzaklastirilmasiyla birlikte karbon atomu
(CH) tizerinde eslesmemis bir elektron olusmasiyla baslar ve lipid radikali olusur. Lipid
radikali oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini olusturmaktadir. Lipid
peroksil radikali de diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer ve lipit peroksitleri
olusturur. Lipid peroksitler daha sonra malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi
yikim triinlerine doniismektedir. Bu yikim triinleri mutajenik olup DNA veya proteinlerle
reaksiyona girebilmektedirler (Memisogullar1 2005). Ug veya daha fazla ¢ift baga sahip
yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu MDA olusmaktadir. MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir. Ama lipid
peroksidayonunun derecesiyle orantili olarak artig gostermektedir (Altinigik 2000).

2.5.2. Proteinlerde Hasar

Oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri proteinler iizerinde hem geri
doniistimlii hem de geri doniisiimsiiz oksidatif modifikasyonlara sebep olurlar (Prokai ve
ark. 2007). Geri doniisiimsiiz modifikasyonlar, protein karbonilasyonu ve tirozin
nitrasyonudur (Rao ve Moller 2011). Oksidatif stres sonucu proteinlerde olusan bu
oksidatif modifikasyonlar, enzimlerde ve hiicre iskelet proteinlerinde yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere neden olurlar (Ozcan ve ark. 2015). Bu modifikasyonlar

cogunlukla oksidatif hasar ile iligkili birgok hastaligin sonucunda olusan oksidatif stresin
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degerlendirilmesi i¢in biyobelirteg olarak kullanilmaktadir (Yan ve Sohal 1998, Stadtman
2001). Geri doniisimlii protein oksidatif modifikasyonlar1 ise protein sistein
modifikasyonlaridir. Bu modifikasyonlar, 6zellikle hiicresel redoks durumundaki
degisiklikleri yansitan, ayni zamanda hedef proteinleri daha fazla hasardan koruyabilen,

geri dontisiimlii sistein oksidasyonlaridir (Gupta ve ark. 2014).

2.5.3. Niikleik Asitler ve DNA Uzerinde Hasar

Reaktif oksijen tlirleri DNA ile etkilesime girerek oksidatif hasar olusumuna yol
acarlar ve DNA iizerinde mutasyonlara neden olurlar. Bu serbest radikaller, DNA nin tim
komponentleri ile etkilesebilmektedir ve piirin ve pirimidin bazlarinda ve deoksiribozun
yapisinda hasar olusturmaktadir (Fang ve ark. 2002). Bir¢ok kanserli dokuda serbest
radikallerin neden oldugu DNA hasar1 gozlemlenmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin neden
oldugu DNA hasarlarinin arasinda; tek veya cift iplik kiriklari, piirin, pirimidin veya
deoksiriboz modifikasyonlart ve DNA-protein ¢apraz baglanmalar1 sayilabilir. DNA
hasari, transkripsiyonun indiiklenmesine veya durmasina, sinyal iletim yolaklarinin
indiiksiyonuna, replikasyon hatalarina ve genomik kararsizliga neden olabilmektedir
(Marnett 2000).

2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

2.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC: 1.15.1.1)

En etkili hiicre i¢i enzimatik antioksidanlardan biri siiperoksit dismutazdir (SOD)
Stiperoksit dismutaz, siiperoksit anyonunun oksijen ve daha az reaktif olan hidrojen
peroksite dismutasyonunu katalize eden enzimdir. Bu enzim ilk olarak 1939°da izole
edilmis olmasina ragmen antioksidan aktivitesi 1969 yilinda McCord ve Fridovich

tarafindan ortaya ¢ikarilmistir (McCord ve Fridovich 1969).

20"+ 2H" — H0, + O2
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SOD’ un, aktif merkezlerinde bulunan metallere, amino asit igerigine, alt birimlerinin
sayisina, kofaktorlerine ve diger dzelliklerine gore cesitli izoformlar1 bulunur. insanlarda
ti¢ tiir SOD formu vardir: Sitosolik Cu, Zn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD ve ekstraselliiler
SOD (EC-SOD) (Landis ve Tower 2005).

2.6.2. Katalaz (CAT) (EC: 1.11.1.6)

Katalaz (CAT), bitkilerin, hayvanlarin ve aerobik bakterilerin hiicrelerinde bulunan bir
enzimdir. 4 tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Katalaz, hiicre igerisinde
peroksizom organelinde bulunur. Gérevi; hidrojen peroksidin suya ve molekiiler oksijene
dontistimiint ¢ok etkili bir sekilde katalizlemektedir (Matés ve Sanchez-Jiménez 1999).
Katalaz, tiim enzimler i¢inde en yiiksek doniistiirlicii orana sahip enzimlerden biridir. Bir
katalaz molekiilii, her dakika 6,6 milyon hidrojen peroksit molekiiliinii su ve oksijene
doniistiirebilmektedir. Katalaz enzimi, ortamda hidrojen peroksit konsantrasyonunun arttig1

durumlarda optimum aktivite gostermektedir.
2H,0, — 2H,0 + O

Cesitli tlimor hiicrelerinin hidrojen peroksiti detoksifiye etme kapasitelerinin 6nemli
Olclide azalmis olmasinin, hiicrelerdeki katalaz miktarinin azalmasiyla dogru orantili

oldugu diisiiniilmektedir (Matés ve ark. 1999, Valko ve ark. 2006).

2.6.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz enziminin iki formu vardir, bunlardan biri selenyumdan
bagimsizdir (glutatiyon-S-transferaz, GST, EC: 2.5.1.18), digeri ise selenyum bagimlidir
(GPx, EC: 1.11.1.19) (Matés ve Sanchez-Jiménez 1999). Bu iki enzim, alt birimlerinin
sayist, aktif merkezlerindeki selenyumun baglanma sekli ve Kkatalitik mekanizmalar
bakimindan birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Glutatyon metabolizmasi, en Onemli
antioksidatif savunma mekanizmalarindan biridir.

Insanlarda dért farkli Se-bagimli glutatyon peroksidaz bulunur (Matés ve ark. 1999).

Glutatyon peroksidazlar, selenol (Se-OH) bilesiklerini olusturarak peroksitleri
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indirgemektedir. Bu selenoenzimler antioksidan 6zellikleri sayesinde, peroksitlerin fenton
reaksiyonu i¢in potansiyel substratlar olarak elimine edilmesini saglarlar.

GPx, hiicrelerde yiiksek (mikromolar) konsantrasyonlarda bulunan ve bir tripeptid olan
glutatyon (GSH) ile birlikte ¢alismaktadir. GPx'in katalitik reaksiyonu i¢in substrati, H2O2
veya baska bir organik peroksit ROOH'dir. Glutatyon peroksidaz, peroksitleri su veya
alkole pargalarken ayn1 zamanda GSH’1 yiikseltgemektedir. GPX, ortak substratlar1 olarak
H20: i¢in katalaz ile rekabet eder ve bu sekilde GPx disiik seviyelerde oksidatif strese

kars1 ana koruma kaynagidir.
2GSH + H»0- —» GSSG + 2H20

2GSH + ROOH ——» GSSG + ROH + H20

2.7. Kanser

Kanser, hiicrelerin genetik ve c¢evresel kosullarin etkisi altinda kontrolsiiz bir
sekilde proliferasyonu olarak tanimlanmaktadir (Baykara 2016). Kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra diinyadaki ikinci 6liim sebebidir ve tiim insan Sliimlerinin yaklasik %
13'iinii olusturmaktadir (Fitzmaurice ve ark. 2015). Insan viicudunu etkiledigi bilinen
100°den fazla kanser tiirii bulunmaktadir (Pavlopoulou ve ark. 2015).

Kanserin iilkemizde goriilme siklig1 her gegen giin daha da artmaktadir. Her yil
yaklagik olarak 160.000 kisiye kanser tanisi konulurken, yaklasik 100.000 kisi bu
hastaliktan yasamini yitirmektedir. Oniimiizdeki 20 yil icinde diinyada kansere bagl
Oliimlerin 13 milyon kisiye ulasacagi ongoriilmektedir Diinya Kanser Raporu’na gore 2012
yilinda diinyada 14,1 milyon yeni kanser vakasi bulunmustur ve 2015 yilinda ise kanser
hastaligindan o6len insan sayist 8.2 milyon olarak bildirilmistir (WHO 2018). Saglik
Bakanligi’nin 2016 verilerine gore Tiirkiye’de 2013 yilinda yasa baghh kanser hizi
erkeklerde yiiz binde 267.9, kadinlarda ise yiiz binde 186.5’dir. Kadin ve erkek ortalama
kanser insidansi ise yiiz binde 227.2’dir (Kurumu 2016).
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2.8. Kas ve Iskelet Sistemi Tiimorleri

Kas ve iskelet sistemi timorleri mezenkimal kokenli timorlerdir. Koken aldiklar:

doku, biiyiime ve davranig paternlerine gore benign tiimorler, benign-agressif tiimoérler ve

malign tiimorler olarak 3 gruba ayrilirlar (Cizelge 2.1).

Cizelge 2. 1. Kas ve iskelet sistemi tiimorlerinde histopatolojik siniflandirma (Doyle 2014).

Kaynak
Doku Benign Tiimorler Benign-Agressif Malign Tiimérler
Tiimorler
Kemik *Osteom *Agressif Osteoblastom | *Osteosarkom
*Osteoblastom
*Osteoid osteom
*Kondrom
Kikirdak *Osteokondrom
*Kondroblastom *Kondrosarkom
*Kondromiksoidfibrom
Dev Hiicre *Osteoklastom
Kemik Iligi *Ewing Sarkom
*Miyeloma
*Kemigin lenfosarkomu
*Kemigin noroektodermal
timori
Damar * Hemanjiom *Hemanjioendotelyoma | *Anjiosarkom
Kokenli * Lenfanjiom *Hemanjioperisitoma *Habis hemanjioperisitom
* Glomanjiom
Bag Doku | ¢ Benign fibr6z histiyositom * Desmoplastik fibrom | eLiposarkom
Timorleri * Lipom *Fibrosarkom

*Malign fibrdzhistiyositom
*Habis mezenkimom
*Leiomiyosarkom
*Dediferansiye sarkom

18




Cizelge 2. 2. (Devami) Kas ve iskelet sistemi tiimorlerinde histopatolojik siniflandirma (Doyle 2014).

Diger * Norilemmoma *Kordoma
Tumorler * Norofibroma *Adamantinoma

*Soliter kemik kisti

*Anevrizmal kemik kisti
«Jukstaartikiiler kemik kisti
*Metafizerfibrozdefekt

Tlimor *Eozinofilikgraniilom (soliter)
Benzeri *Fibrozdisplazi ve osteofibrozdisplazi
Lezyonlar *Miyozitisossifikans

*Hipertirodiye bagli 'Brown timori'
*Paget hastalig1
sIntraossedzepidermoid kist

*El ve ayagm dev hiicreli (reparatif)
graniilomu

2.8.1. Osteosarkom (OS)

Osteosarkom, ¢ocuklar ve genglerde en sik rastlanan primer malignitelerden biridir
(Ottaviani ve Jaffe 2009, Durfee ve ark. 2016). Histolojik olarak malign hiicreler
tarafindan osteoid tiretimi ile Kkarakterize edilen primer mezenkimal tiiméorlerdir. Bu
timorler, solid tiimdorler grubuna aittir ve dogrudan kemik dokusundan kaynaklandiklar
igin, primer kemik tiimoérleri olarak da adlandirilirlar. (Ottaviani ve Jaffe 2009, Broadhead
ve ark. 2011). Bu timdrler genellikle lokal olarak agresiftir ve erken sistemik metastaz
tiretme egilimindedirler. Bu ozelliklerinden dolayr diger organlarda olusan ve metastaz
olusturan habis tiimorlerden ayri tutulurlar. Osteosarkomlarin ¢ogu, etkili bir tedavi
saglanmazsa hastay1 6liime gotiirecek derecede hizlica biiyiir ve dagilir.

Osteosarkomun standart tedavisi cerrahi ve kemoterapiden olusur. Her ne kadar
cerrahi tedavi gerekli olsa da, tek basina cerrahi ile tedavi edilen OS hastalarmin %
80'inden fazlasi metastatik hastalik gelistirmektedir (Link ve ark. 1986). Bu muhtemelen
OS  hastalarinin  ¢ogunda tan1 aninda mevcut olan subklinik metastazlardan
kaynaklanmaktadir (Marina ve ark. 2004). Metastatik olmayan hastaligin 5 yillik sagkalim
orant % 70 iken metastatik hastalik ¢ogunlukla akcigerlere oranla % 15-30 hayatta kalma

oranina sahiptir. Cerrahi tedavi ile birlikte kemoterapi ile OS hastalariin sagkalim oranlar1
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% 20-30'dan % 60-70'e ¢ikmaktadir. Hedef ajanlar dahil olmak iizere ¢esitli yeni yontemler
denenmis olmasina ragmen, ana OS kemoterapisi geleneksel anti-kanser ilaglar igerir
(Jaffe ve ark. 2013). Osteosarkom agirlikli olarak, 5-20 yas arasindaki g¢ocuklari ve
gengleri etkilemektedir ve ABD'de bu hastaliga sahip yilda yaklasik 400 yeni ¢ocuk hasta
teshis edilmektedir. Cerrahide ve kemoterapideki gelismelere ragmen, osteosarkom
olusumunun (osteosarkomagenesis) Mmolekiiler mekanizmalarinin heniiz bilinmemesi,
hastalarin son 40 yildaki sagkalim oranlarinda belirgin bir iyilesmeye engel olmustur. Bu
malignite, osteosarkomu ¢ocuk ve ergenler arasinda kanser mortalitesinin 6nde gelen
nedenlerinden biri haline getirir. Bu nedenle, bireysel osteosarkom ile iliskili gen
fonksiyonlariin, osteosarkom baslangici, gelisimi ve ilerlemesi ile ilgili olasi patolojik
mekanizmalar1 arastirmak icin aydinlatilmasi, gelecekteki osteosarkom bulgulart ve

tedavisi i¢in ¢ok onemlidir.

2.9. Kanser ve Oksidatif Stres

Oksijen, yasamimiz igin olduk¢a onemli bir elementtir (Bucci 2009). Hiicreler
enerji liretmek i¢in oksijen kullandiginda, mitokondri tarafindan ATP (adenosin trifosfat)
iretiminin bir sonucu olarak serbest radikaller olusur. Olusan bu yan firiinler, genellikle
hiicresel redoks isleminden kaynaklanan reaktif oksijen tiirleridir (ROS) (Gill ve ark.
2017). Bu tiirler, hem toksik hem de faydali bilesikler olarak ikili bir rol oynarlar. Bu iki
antagonistik etki arasindaki hassas denge olduk¢a oOnemlidir. ROS, diisik ve orta
seviyelerde proliferasyon veya hayatta kalmay1 destekleyen sinyal yollarin1 aktive ederek
hiicreler i¢in avantajli olabilirler. Daha yiiksek seviyelerde ise, proteinler, lipitler ve
niikleik asitler gibi hiicre yapilarina zarar vererek oksidatif stres olusumuna sebep olurlar
(Genestra 2007, Gill ve ark. 2017).

Aktif oksijen, iki muhtemel mekanizma ile kanser olusumuna (karsinogenez) neden
olabilir. Bunlar: sinyal transdiiksiyonu ve transkripsiyon faktorleri tizerine etkileri ve hiicre
hasarindan kaynaklanan gen mutasyonlarinin indiiksiyonudur (Noda ve Wakasugi 2001,
Birben ve ark. 2012). DNA ve hiicre membranindaki fosfolipitler, karbonhidratlar ve
proteinler oksidatif stresten etkilenen hiicresel mekanizmalardir. Oksitlenmis ve hasarli

DNA, genetik mutasyonu indiikleme potansiyeline sahiptir. Bazi telomer genlerinin,
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serbest radikallerin varliginda mutasyona karsi yiiksek derecede duyarli oldugu ve timor
baskilayici gen olarak bilinen p53 ve hiicre dongiisii ile iliskili genlerde hasara neden
olabilecegi bilinmektedir (Friedberg ve Meira 2006). ROS' un DNA'da mutasyonlara sebep
olmasi ve hiicrelere zarar verme yetenegi, hiicresel yaslanma ve kanser baslangicinin
zaman iginde birikmig ROS hasarinin sonucu ortaya ¢ikmasi olasiligini arttirmigtir (Gill ve
ark. 2017).

Oksidan / antioksidan denge kanserin baslangici ve ilerlemesi i¢in 6nemli bir faktor
olarak rol oynar (Gupta ve ark. 2014). insan viicudu, dogal olarak in situ (endojen) iiretilen
veya gidalar ve takviyeler (eksojen) yoluyla disaridan saglanan antioksidanlar iireterek
oksidatif stresi onlemeye yonelik gesitli mekanizmalara sahiptir. Endojen ve ekzojen
antioksidanlar, ROS' un neden oldugu zararlar1 onleyerek ve onararak “serbest radikal
stiptiriicii” olarak hareket eder; Bu nedenle bagisiklik savunmasini artirabilir, hastalik ve

kanser riskini azaltabilir (Valko ve ark. 2006).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. U-2 OS Hiicre Hatt1

Calismada, insan kemik kanser hiicre hatt1 (U-2 OS) kullanildi. U-2 OS hiicre hatt
American Type Culture Collection (ATCC® HTB-96™)" dan temin edildi.

3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ¢izelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Kimyasallar

Kimyasal Adi Markasi
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1X) (DMEM) Gibco
Fetal Calf Serum (FCS) Gibco
Hank’s Balanced Salt Solution (1X) (HBSS) Gibco
Trypsin/EDTA (1X) Gibco
Penicillin/Streptomycin Gibco

(10.000 Units/ml penicillin) (10.000 pg/ml streptomycin)

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) Sigma

Acetic Acid Sigma
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma
Hydrochloric Acid (HCI) Sigma
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Cizelge 3. 2. (Devami) Kimyasallar

Hydrogen Peroxide (H202) Sigma

1-Butanol Merck

Pyridine Merck

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Sigma

Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH2P0O4.2H,0) Merck
1,1,3,3-Tetraethoxypropane Sigma

2-Thiobarbituric Acid (TBA) Merck

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo

3.1.3. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ¢izelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3. 3. Cihazlar

Cihazin Ad1 Markasi

Biyogiivenlik Kabini Thermo, HeraSafe KS Class Il
Boncuklu Homojenizator Qiagen, TissueLyser LT
CO; Inkiibatdr NuAire NU-5830
Hassas Terazi OHAUS, Pioneer PA214C
Isik Mikroskobu Novel, N-120
Inverted Mikroskop Nikon, Eclipse TS100
pH Metre HANNA Instruments, HI 2211 pH/ORP Meter
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Cizelge 3. 4. (Devami) Cihazlar

Sogutmali Santrifiij Hettich, Universal 320R
Spektrofotometre Thermo, Multiskan Go
Su Banyosu Stuart, SWBD
Ultrasonik Homojenizator Elma, Elmasonic S 40
3.2. YONTEM

3.2.1. U-2 OS Hiicre Kiiltiirii

U-2 OS hiicreleri (Sekil 3.1), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)(Gibco,
Tiirkiye), % 10 Fetal Calf Serum (FCS)(Gibco, Tiirkiye) ve % 1 penisilin streptomisin
(Gibco, Tiirkiye) iceren vasatta (CM) % 95 nem, % 5 CO2 ve 37 °C kosullar1 saglayan
inkiibatorde (NuAire NU-5830) iiretildi. Kiiltiir vasati haftada iki kez degistirildi ve

hiicreler yeterli sayiya ulastiklarinda deneylerde kullanildi.

Sekil 3. 1. U-2 OS hiicre morfolojisi
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3.2.2. H202 ve Silibinin Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan hidrojen peroksit (H202) (Sigma, Tiirkiye), % 1 penisilin
streptomisin (Gibco, Tiirkiye) takviye edilmis DMEM (FCS igermeyen serum free
medium; SF) igerisinde 0, 500, 650, 750 ve 800 uM dozlarda hazirland:.

Silibinin (Sigma, Tiirkiye), dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozdiiriildii daha
sonra % 1 penisilin streptomisin (Gibco, Tiirkiye) takviye edilmis DMEM (FCS i¢cermeyen
serum free medium; SF) icerisinde 0, 5, 10, 20, 30, 50, 75 ve 100 uM dozlarda hazirlandi.

3.2.3. Hiicre Canlihiginin Degerlendirilmesi

Hiicrelerin ~ canlilign  tetrazolium  tuzu  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide’un (MTT) metabolik aktivitenin bir gostergesi olan
mitokondriyal enzimler tarafindan, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenmesi esasina
dayanan ve bu sekilde canli hiicre sayisini1 yansitan yontem ile degerlendirildi.

U-2 OS hiicre dizilerinin 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma (Thermo, Tiirkiye)
her bir kuyuya 0.5 mL (50000 hiicre/mL) olacak sekilde, hiicre tipine uygun CM igerisinde
ekimi yapildi. U-2 OS hiicreleri kuyucuklarin tabanini % 70-80 oraninda kapladiktan sonra
serumsuz vasat i¢inde 24 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra, uygun doz ve siireleri
belirlemek amaciyla SF ile hazirlanmig 0, 500, 650, 750 ve 800 uM dozlarda H.O2’ye 24
ve 48 saat ve SF ile hazirlanmis 0, 5, 10, 20, 30, 50, 75 ve 100 uM dozlarda silibinine 24
saat siireligine maruz birakildi.

24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinin tabanina yapisik olarak kalan hiicreler 1
mg/ml MTT (Sigma, Tiirkiye) ile 60 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra MTT
soliisyonu dokiildii ve hiicrelerin iizerine 0.5 mL dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma,
Tiirkiye) eklendi. Renkteki degisim spektrofotometre (Thermo, Multiskan GO) ile 595 ve
670 nm dalga boylarinda okutularak iki dalga boyu arasindaki absorbans farki alindi.
Degerlendirmeler sonucunda oksidatif stres modeli olusturulacak H>02 uygun dozlar1 500
ve 650 uM ve siiresi 24 saat, silibinin molekiiliiniin deneylerde kullanilacak uygun dozlari

ise 5ve 10 uM ve siiresi 24 saat olarak belirlendi.
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3.2.4. Oksidatif Stres Parametre Analizleri

U-2 OS hiicre dizilerinin 75 c¢cm?lik hiicre kiiltiir kaplarma (flask) (Thermo,
Tiirkiye) 200000 hiicre/mL olacak sekilde uygun CM vasati igerisinde ekimi yapildi. Hiicre
tipine uygun sartlarda, hiicre kiiltlir kaplarinin ylizeyinin % 70-80’ini kaplayinca kiiltiire
edildi. Siirenin sonunda hiicre kiiltlir kaplarinin icindeki CM vasati uzaklastirilip, yerine
serum icermeyen SF ile degistirildi. Hiicreler SF i¢inde 24 saat inkiibe edildikten sonra 500
ve 650 uM dozlarinda H202 ve 5 ve 10 uM silibinin varliginda ve yoklugunda 24 saat
inkiibe edildi. Siire sonunda flasktaki hiicreler, kaziyict (scraper) ile kazinarak soguk
HBSS ile ayr1 bir tiipe toplandi. Deneyler yapilincaya kadar -80 °C ye kaldirilds.

Toplanan 500 uM H202 650 uM H202, 5 uM silibinin, 10 uM silibinin, 500 pM
H202+5 uM silibinin, 500 uM H202+10 uM silibinin, 650 uM H202+5 uM silibinin ve
650 uM H202+10 puM silibinin e 24 saat maruz birakilmig hiicreler, boncuklu
homojenizator (Qiagen, TissueLyser LT) ile 10 dk. homojenize edildikten sonra katalaz,

MDA ve total protein tayini i¢in kullanildi.

3.2.4.1. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Katalaz aktivitesinin 6l¢iilmesi Aebi, H. (Aebi 1984) tarafindan 6nerilen Lartillot,
S. ve ark. (Lartillot ve ark. 1988) tarafindan gelistirilmis olan metoda gore yapildi.
Enzimatik aktivite tayini, H202'in 240 nm'deki absorbans degerinin enzimle etkilesmesi

sonucu zamanla azalmasina bagl olarak gerceklestirildi.

Katalaz enzim aktivitesinin dl¢iilmesi i¢in gerekli ¢ozeltiler;
e 50 mM fosfat tamponu (pH: 7,5)
e 10 mM H20:2 (fosfat tamponu ile hazirlandr)
e 1 M Hidroklorik asit (HCI)

Her bir ornek i¢in substrat, total ve reaksiyon tiipii olmak iizere 3 cam tiip

hazirland1 ve her tiipe asagidaki gibi ¢ozeltiler sirasiyla eklendi.
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Kor Tupi Substrat Tiipii Total Tiipii Reaksiyon Tiipii
0,5 mL HCI 2,5 mL H20, 2,5 mL fosfat tamp. 2,5 mL H20,
2,5 mL fosfat tamp. 0,5 mL HCI 0,5 mL HCI 0,1 mL 6rnek
0,1 mL 6rnek 2 dk. bekle
0,5 mL HCI

Kor tiipiiniin igerisine 0,5 mL 1M HCI ve 2,5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH:
7,5) eklendi. Substrat tiiptine 50 mmol/L fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis 10 mmol/L
H202 ve 0,5 mL 1M HCI eklendi. Total tiipii icerisine 2,5 mL 50 mmol/L fosfat tamponu,
0,5 mL 1M HCI ve 0,1 mL test edilecek olan enzim ¢ozeltisi eklendi. Son olarak reaksiyon
tiiptine 50 mmol/L fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis 10 mmol/L H202 ve 0,1 mL test
edilecek olan enzim ¢ozeltisi eklendi. iki dakika sonra 0,5 mL 1M HCI ¢ézeltisi eklenerek
enzim substrat reaksiyonunun durmasi saglandi ve 240 nm'de absorbans degeri 6l¢iildii.

H>O2’in baslangictaki absorbansini (As) belirlemek i¢in kor tiipii igerisindeki
¢ozeltinin absorbansi dlgiildii. Proteinin neden olacagi absorbansi (At) belirlemek igin total
tiipii icerisindeki ¢ozeltinin absorbansi ol¢iildii.

Enzimatik aktiviteden dolayr absorbans (A) degisiminde asagidaki formiil
kullanildi.

A: (As + At) — Ar
As: H202’nin baslangigtaki absorbansi
At: Proteinin neden olacagi absorbans

Ar: Reaksiyon tiipiiniin absorbansi

Enzim aktivitesinin IU/ml cinsinden hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi.

Akt: (A.VY)/(E.t.Ve)

Vt: Toplam reaksiyon hacmi (mL)

Ve: Kullanilan enzim ¢6zeltisinin hacmi (mL)

€ H202’nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0,0396 cm?/pumol)
t:  Reaksiyon zamani (dakika)
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Her bir 6rnekteki protein miktar 6lgiilerek enzim aktivitesi IU/ug protein olarak

hesaplandi.

3.2.4.2. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

MDA o6lgiimiinde Sushil, K. J.(1986) tarafindan bildirilen yontem kullanilmistir.
Lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA, aerobik sartlarda pH: 3,5’te tiyobarbitiirik
asit ile 95 °C’de inkiibasyonu sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleksin

532 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iimii ile MDA miktar1 saptanir.

MDA diizeyinin belirlenmesi i¢in gerekli ¢ozeltiler;
e % 8,1’ lik sodyum dodesil siilfat (SDS)
e % 20’ lik asetik asit (pH 3,5)
e % 0.8 ‘lik tiyobarbiitirik asit (TBA) (pH 3,5)
e n-biitanol/pridin ¢ozeltisi (15/1)
e Standart: 1,1,3,3 tetraetoksipropan (d:0,92 g/ml )

Ik olarak 6000 nM hazirlanmis 1,1,3,3 tetraetoksipropan ¢ozeltisi kullanilarak seri
dilisyonla 3000, 1500, 750, 375, 187.5, 93.75, 46.875, 23.43 ve 11.71 nM
konsantrasyonlarda ¢aligma standartlari hazirlandi. Standart ¢ozeltilerin  absorbans
degerleri 532 nm’de okutularak bir standart egri grafigi olusturuldu (Sekil 3.2) ve MDA
miktar1 nmol cinsinden belirlendi. Daha sonra her Ornekteki protein miktar1 Slgiilerek

MDA miktari nmol/mg protein cinsinden hesaplandi.
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Sekil 3. 2. MDA standart egri grafigi

Her bir 6rnek i¢in 1’er cam kapakli tiip kullanildi. Bu tiiplere sirasiyla 1.5 mL 6rnek,
0.2 mL SDS, 1.5 mL asetik asit, 1.5 mL TBA ve 150 uL distile su eklendi. Kor tiipi,
igerisine 6rnek disinda biitliin ¢ozeltiler eklenerek hazirlandi. Tipler 95°C de 30 dakika
inkiibe edildi ve sogutularak iizerine 5 mL n-biitanol/piridin ¢ozeltisi ve 150 pL distile su
ilave edildi ve tiiplerin agz1 kapatilarak iyice calkalandi. Daha sonra 4000 rpm’ de 10
dakika santrifiij edildi. Usteki siipernatant kismi alinarak 96 kuyucuklu platenin her
kuyusuna 200’ er puL eklendi ve spektrofotometre (Thermo, Multiskan GO) ile 532 nm’ de

okutuldu.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Bu tez caligmasinda hiicre canliligimin degerlendirilmesi GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc. USA) programi kullanilarak yapildi. Deneyler ti¢ defa tekrarlandi
ve her tekrarinda n=6 olacak sekilde ¢alisma yapildi. Elde edilen veriler One-way analysis
of variance, ANOVA yontemiyle Dunnet testi yapilarak kiyaslandi. Tiim veriler kendi
icinde kontrol grubu olan, hi¢ bir maddenin uygulanmadigi grup ile karsilastirildi ve

p<0.05 degerleri anlaml1 olarak kabul edildi.
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Oksidatif stres parametre analizlerinin degerlendirmelerinde SPSS 20 programi
kullanildi. Deneyler ii¢ defa tekrarlandi. Verilerin analizleri Mann-Whitney U testi

kullanilarak yapild1 ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihigimin Degerlendirilmesi

U-2 OS hiicreleri, oksidatif stres modeli olusturmak i¢in uygun doz ve maruziyet
siiresi belirlemek amaciyla 0, 500, 650, 750 ve 800 uM dozlarinda H202’ye 24 ve 48 saat
stireyle maruz birakildiktan sonra MTT yontemiyle hiicre canlilif1 analizi yapildi.

H202’nin, U-2 OS hiicrelerine 24 saatlik inkiibasyonu sonunda O grubu ile
karsilastirildiginda 500 uM’lik dozda anlamli bir fark goériilmezken 650, 750 ve 800

puM’lik dozlarin hiicre canliligini anlamli derecede azalttigi bulundu (sirasiyla p<0.01,

p<0.001) (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. U-2 OS hiicrelerinde 24 saatlik H,O, maruziyeti sonucu hiicre canliliginin degerlendirilmesi.
Istatistiksel olarak anlamlilik *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

H202’nin, U-2 OS hiicrelerine 48 saatlik inkiibasyonu sonunda 0 grubu ile

karsilastirildiginda hicbir dozda hiicre canlilig tizerine anlaml bir fark goriilmedi (Sekil

4.2).
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48. Saat

Optik Dansite
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Sekil 4. 2. U-2 OS hiicrelerinde 48 saatlik H,O, maruziyeti sonucu hiicre canliliginin degerlendirilmesi.

U-2 OS hiicreleri, silibinin i¢in uygun dozu belirlemek amaciyla ise 0, 5, 10, 20, 30,

50, 75 ve 100 uM dozlarinda silibinin maddesine 24 saat siireyle maruz birakildiktan sonra

MTT yo6ntemiyle hiicre canliligr analizi yapildi.
Silibinin maddesinin U-2 OS hiicrelerine 24 saatlik inkiibasyonu sonunda 5 pM’lik

dozda 0 grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmezken 10, 20, 30, 50, 75 ve

100 uM’lik silibinin dozlarinin hepsinin hiicre canliligini anlamli derecede azalttigi

bulundu (sirasiyla p<0.05, p<0.01, p<0.001 ) (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3. U-2 OS hiicrelerinde 24 saatlik silibinin maruziyeti sonucu hiicre canliliginin degerlendirilmesi
Istatistiksel olarak anlamlilik *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

4.2. Katalaz Enzim Aktivite Diizeylerinin Belirlenmesi

500 uM H202, 650 uM H202, 5 uM silibinin, 10 uM silibinin, 500 uM H202+5 uM
silibinin, 500 uM H202+10 puM silibinin, 650 uM H20>+5 puM silibinin ve 650 puM
H202+10 uM silibinine 24 saat siireyle maruz birakilan hiicrelerdeki katalaz ol¢tim
sonuglari degerlendirildi.

Kontrol grubu olarak H2O2 uygulanmayan (0 uM H202) grup alinip, kontrolle her
bir doz ayri ayr karsilastirildiginda, 500 uM H202, 5 uM silibinin, 10 pM silibinin ve 500
uM H202+5 puM silibinin dozlarinda katalaz enzim aktivite diizeyinde anlamli bir artis
gozlenirken (sirasiyla p=0.034, p=0.014 p=0.05, p=0.034), 500 uM H202+10 uM silibinin
dozu ile karsilastirildiginda, katalaz enzim aktivite diizeyinde anlamli bir fark goriillmedi
(p=0.48) (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.1). Kontrol grubu olarak 500 uM H20>’ye (24 saat) maruz
birakilmis oksidatif stresli model alindiginda ise, 500 uM H202+5 pM silibinin ve 500 uM
H202+10 uM silibinin dozlar ile ayr ayr karsilastirildiginda, 500 uM H202 dozuna gore
katalaz enzim aktivite diizeylerinde anlamli bir azalma gozlendi (p=0.05) (Sekil 4.4 ve

Cizelge 4.1).
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24. Saat
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Sekil 4. 4. U-2 OS hiicrelerinde 500 uM H,O, maruziyeti sonucu katalaz enzim aktivite diizeyleri. O ile
kargilastirildiginda anlamli fark olan gruplar a harfi ile gosterilmigtir. 500 uM HO: ile karsilagtirildiginda

anlamh fark olan gruplar b harfi ile gosterilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik *p<0.05, **p<0.01 ve
**%p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Cizelge 4. 1. U-2 OS hiicrelerinde 500 pM H>O, maruziyeti sonucu katalaz enzim aktivite diizeyleri

GRUPLAR Ortalama + Ortanca p degeri p degeri
Standart Sapma
(0 pM” a kayasla) (500 nM’ a kayasla)

0 M 136629+ 1.24010 = 13.6840 - 0.034

5 uM silibinin 32.0308 + 14.10929 30.7303 0.014 0.297

10 pM silibinin 22.3156 + 9.34004 21.9621 0.050 0.053

500 pM H>02+ 5 pM 22.1748 + 4.38395 21.3954 0.034 0.050
silibinin

500 pM H202+ 10 pM 19.8809 + 8.80744 21.0770 0.480 0.050
silibinin
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Kontrol grubu olarak H2O2 uygulanmayan (0 uM H202) grup alinip, kontrolle her
bir doz ayr1 ayr karsilastirildiginda, 650 uM H202, 5 uM silibinin, 10 pM silibinin, 650
uM H202+5 uM silibinin ve 650 uM H202+10 uM silibinin dozlarinda katalaz enzim
aktivite diizeyinde anlamli bir artis gozlendi (sirastyla p=0.021, p=0.014, p=0.05, p=0.021,
p=0.021) (Sekil 4.5 ve Cizelge 4.2). Kontrol grubu olarak 650 uM H202’ye (24 saat)
maruz birakilmis oksidatif stresli model alindiginda ise, 650 uM H202+5 puM silibinin ve
650 uM H202+10 uM silibinin dozlar1 ile ayr1 ayr1 karsilastirildiginda, katalaz enzim
aktivite diizeylerinde anlamli bir fark goriilmedi (sirasiyla p=0.564, p=1.000) (Sekil 4.5 ve
Cizelge 4.2).

24. Saat
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Sekil 4. 5. U-2 OS hiicrelerinde 650 uM H>0; maruziyeti sonucu katalaz enzim aktivite diizeyleri. O ile
karsilastirildiginda anlamh fark olan gruplar a harfi ile gosterilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik *p<0.05,
**p<0.01 ve ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4. 2. U-2 OS hiicrelerinde 650 uM H>0, maruziyeti sonucu katalaz enzim aktivite diizeyleri.

GRUPLAR Ortalama + Ortanca p degeri p degeri

Standart Sapma
(0 pM’ a kiyasla) (650 uM’ a kiyasla)

0 pM 13.6629 + 1.24010 13.6840 - 0.021
650 M H:20; 23.9207+0.76561 | 54 179 0.021

5 uM silibinin 32.0308 + 14.10929 | 30.7303 0.014 0.624

10 uM silibinin 22.3156 + 9.34004 21.9621 0.050 0.221

650 uM H202+5 uM | 24.5726 + 1.95368 25.0058 0.021 0.564
silibinin

650 uM HO2+ 10 pM | 25.4570 = 6.97276 23.3545 0.021 1.000
silibinin

4.3. MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

500 uM H202, 650 uM H202, 5 uM silibinin, 10 uM silibinin, 500 uM H202+5 uM
silibinin, 500 uM H202+10 pM silibinin, 650 pM H202+5 uM silibinin ve 650 puM
H202>+10 puM silibinine 24 saat siireyle maruz birakilmis hiicrelerdeki MDA diizeyleri
degerlendirildi.

Kontrol grubu olarak H20> uygulanmayan (0 uM H202) grup alinip
karsilagtirildiginda, 500 uM H202 dozunda MDA diizeyinde anlamli bir artis gézlenirken
(p=0.05), 5 uM silibinin, 10 pM silibinin, 500 uM H202+5 uM silibinin ve 500 pM
H202+10 uM silibinin dozlar1 ile ayr1 ayri karsilastirildiginda MDA diizeyinde anlamli bir
degisiklik goriilmedi (sirastyla p=0.827, p=0.513, p=0.127, p=0.513) (Sekil 4.6 ve Cizelge
4.3). Kontrol grubu olarak 500 uM H202’ye (24 saat) maruz birakilmis oksidatif stresli
model alindiginda ise, 500 uM H202+5 uM silibinin ve 500 uM H202+10 uM silibinin
dozlar ile ayri ayr karsilastirildiginda, 500 uM H202 dozuna goére MDA diizeyinde
anlaml bir azalma gozlendi (p=0.05) (Sekil 4.6 ve Cizelge 4.3).
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Sekil 4. 6. U-2 OS hiicrelerinde 500 uM H>0; maruziyeti sonucu MDA diizeyleri. 0 ile karsilastirildiginda
anlamh fark olan gruplar a harfi ile gosterilmistir. 500 uM H0O: ile karsilastirildiginda anlamlh fark olan
gruplar b harfi ile gosterilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak ifade
edilmigtir.

Cizelge 4. 3. U-2 OS hiicrelerinde 500 pM H,0, maruziyeti sonucu MDA diizeyleri

GRUPLAR Ortalama + Ortanca p degeri p degeri

Standart Sapma
(0 pM’ a kiyasla) (500 uM’ a kiyasla)

0 pM 4.3048 = 0.35558 4.1787 - 0.050
500 uM H:0: 7.7356+1.39608 g 4000 0.050 .

5 uM silibinin 4.4314 £ 0.69402 4.2165 0.827 0.050

10 uM silibinin 4.1455 + 0.97716 3.7392 0.513 0.050

500 uM HoO2+5uM | 4.9435 + 0.45265 4.7793 0.127 0.050
silibinin

500 uM HoO2+ 10 uM | 4.7383 + 0.90553 4.2667 0.513 0.050
silibinin
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Kontrol grubu olarak H202 uygulanmayan (0 uM H203) grup alinip, 650 uM H20-,
650 uM H20,+5 uM silibinin ve 650 uM H20,+10 puM silibinin dozlart ile ayri ayri
karsilastirildiginda MDA diizeyinde anlamli bir artis gozlenirken (p=0.05), 5 uM silibinin
ve 10 uM silibinin dozlar ile ayr1 ayr1 karsilastirildiginda MDA diizeyinde anlamli bir
degisiklik goriilmedi (sirasiyla p=0.827, p=0.513) (Sekil 4.7 ve Cizelge 4.4). Kontrol grubu
olarak 650 uM H202’ye (24 saat) maruz birakilmis oksidatif stresli model alindiginda ise,
650 uM H202+5 uM silibinin ve 650 uM H202+10 uM silibinin dozlar1 ile ayr1 ayri
karsilastirildiginda, 650 uM H202+5 pM silibinin dozunda MDA diizeyinde anlamli bir
degisiklik goriilmezken (p=0.513), 650 uM H202t10 uM silibinin dozunda MDA
diizeyinde anlamli bir azalma gézlendi (p=0.05) (Sekil 4.7 ve Cizelge 4.4).

24. Saat

MDA (nmol/mg protein)

Sekil 4. 7. U-2 OS hiicrelerinde 650 uM H>0; maruziyeti sonucu MDA diizeyleri. 0 ile karsilastirildiginda
anlamli fark olan gruplar a harfi ile gosterilmistir. 650 uM H20O; ile karsilastirildiginda anlaml fark olan
gruplar b harfi ile gosterilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak ifade
edilmistir.
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Cizelge 4. 4. U-2 OS hiicrelerinde 650 pM H,0, maruziyeti sonucu MDA diizeyleri

GRUPLAR Ortalama + Ortanca p degeri p degeri
Standart Sapma
(0 uM’ a kiyasla) | (650 pM’ a Kkiyasla)

0 M 43048 +0.35558 | 41787 ] 0.050

5 pM silibinin 4.4314 + 0.69402 4.2165 0.827 0.050

10 pM silibinin 4.1455 £ 0.97716 3.7392 0.513 0.050
650 pM H202+ 5 pM 5.8472 + 0.07268 5.8106 0.050 0.513

silibinin
650 pM H202+ 10 pM 5.1627 + 0.10848 5.1771 0.050 0.050

silibinin
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5. TARTISMA

Cocukluk ve genglik caginda en sik goriilen kotli huylu kemik tiimorlerinden olan
osteosarkom i¢in en temel tedavi cerrahi ve sistemik kemoterapidir ancak gilinlimiizde
cerrahi tedaviden sonraki bes yillik sag kalim orani yaklasik sadece % 20'dir. Bu nedenle
osteosarkom i¢cin yeni tedavi yaklagimlart ve yeni terapétik  ajanlarin
kesfedilmesi/arastirilmasi olduk¢a 6nemli hale gelmistir.

Flavonoidler, bitkiler tarafindan sentezlenen biiyiik bir polifenolik bilesik ailesidir ve
esas olarak antioksidan 6zelliklerine bagli bircok biyolojik etkiye sahiptirler (Rice-Evans
ve ark. 1996). Silibinin 06zellikle anti-oksidan, hepatoprotektif ve anti-kanser
ozelliklerinden dolay1 kapsamli olarak calisilan popiiler diyet takviyelerinden biridir.
Ancak bu maddenin kemik kanseri {izerine antioksidan etkileri aragtirilmamustir.

Biz bu tez calismasinda, bir¢ok doku ve hiicre grubunda gesitli biyoaktiviteleri ortaya
konan silibinin maddesinin, insan kemik kanser hiicre hatti olan U-2 OS hiicreleri
tizerindeki antioksidan aktivitesi ile bu maddenin U-2 OS’nin hiicre proliferasyonu iizerine
etkilerini arastirmay1 amagladik. Bu amagla U-2 OS hiicre hattin1 farkli dozlarda H2O> ye
maruz birakarak oksidatif stres olusturup, daha sonra uygun dozlarda silibinin maddesi
vererek bu maddenin katalaz enzim aktivitesi ile MDA (malondialdehit) seviyesi ve hiicre
proliferasyonu iizerine etkilerini arastirdik.

Calismamizda, U-2 OS hiicreleri 0, 5, 10, 20, 30, 50, 75 ve 100 uM dozlarinda silibinin
maddesine 24 saat siireyle maruz birakildiktan sonra 5 uM’lik dozda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark gériilmezken 10, 20, 30, 50, 75 ve 100 uM’lik silibinin
dozlarmin hepsinin hiicre canliligini anlamli derecede azalttigi bulduk. Yapilan birgok
calismada, silibininin insan pankreatik karsinomu (Ge ve ark. 2011), insan mesane
karsinomu (Varga ve ark. 2001), insan prostat adenokarsinomu (Singh ve Agarwal 2004,
Mokhtari ve ark. 2008), insan meme ve serviks karsinomu (Singh ve Agarwal 2004), insan
kolon kanseri (Hogan ve ark. 2007, Kauntz ve ark. 2012) hiicreleri gibi ¢esitli malign hiicre
hatlarina kars1 giiglii anti-proliferatif etkisi oldugu gosterilmistir.

Calismamizda silibininin antioksidan etkilerini belirlemek i¢in, katalaz enzim aktivitesi
ile MDA diizeylerini degerlendirirken iki ayr1 kontrol grubu kullandik. Birincisi H2O: ile
muamele edilmemis (0 uM H20») hiicre grubu digeri sadece 500 ya da 650 uM H2O: ile

muamele edilmis hiicre grubu. Birincisi H2O> ile oksidatif stresi uyarilmis hiicrelerin,
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uyarilmamis hiicre grubuna gore katalaz enzim aktivitesi ve MDA diizeylerini belirlemek
amaciyla kullanilirken, ikincisi silibininin antioksidan etkisini belirlemek amaciyla
kullanildi.

Hidrojen peroksidin suya ve molekiiler oksijene doniisiimiinii ¢cok etkili bir sekilde
katalizleyen katalaz, ortamda hidrojen peroksit konsantrasyonunun arttigi durumlarda
optimum aktivite gostermektedir. Calismamizda 24 saat siireyle 500 uM ve 650 uM
H202’ye maruz birakilan ve birakilmayan U-2 OS hiicrelerindeki katalaz enzim aktivite
diizeylerini karsilastirdigimizda anlaml bir artis bulduk. Cok cesitli fizyolojik ve patolojik
stireglerde ortaya ¢ikan hidrojen peroksit (H202), hiicre hasarini artirabilir, ayn1 zamanda
bir sinyal molekiilii olarak hiicre diizenleyici olabilir ve sinyal yollarin1 da aktive edebilir.
Kanser hiicrelerinde, onkogenik uyarima bagli olabilen redoks dengesinin bozuldugu
bilinmektedir. Bircok kanserde SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimler ile ilgili sinyal yolaklarindaki degisiklikler agik¢a goriilmektedir (McEligot ve
ark. 2005). Bu calismada U-2 OS hiicreleri, H20; ile ayn1 anda silibinin maddesi ile
muamele edildiginde 500 uM H202+5 pM silibinin dozunda H20> ile muamaele edilmemis
(0 uM H20>) hiicrelerdekine gore katalaz enzim aktivite diizeylerinin arttigr gozlendi.
Ayrica 500 uM H202+5 pM silibinin ve 500 uM H202+10 puM silibinin dozlarinda sadece
500 uM H202 dozuna goére anlamli bir azalma gozlendi. Bulgularimizla uyumlu olarak,
Vecchione ve ark. yaptigi ¢alismada steatotik hepatic hiicrelerinin 50 umol/L silibinin ile
maruziyeti sonucu katalaz enzim aktivitesinin kontrol hiicrelere gére anlamli derecede
azaldigin1 bulmustur (Vecchione ve ark. 2016).

Guan ve ark. yaptig1 calismada Alpinia oxyphylla ¢ekirdeklerinden izole edilen fenolik
bir bilesik olan 1.2 mM PCA (protokansik asit)’nin varliginda veya yoklugunda PC12
hiicrelerini 24 saat boyunca 0.4 mM H202’ye maruz birakmislardir. Tek basina PCA veya
H202, enzim aktivitesini etkilemezken, 24 saat boyunca H20>'ye maruz kalan 1.2 mM PCA
ile muamele edilen gruptaki hiicrelerde katalaz enzim aktivitesinin 6nemli 6l¢iide arttugini
bulmustur (Guan ve ark. 2006). Luo ve ark ¢alismamizda kullandigimiz hiicre hattindan,
farkli bir hiicre hattiyla yaptiklar1 ¢aligmada, MRC-5 hiicreleri 6 saat siireyle 200 uM
H2O.'ye maruz biraktiklarinda katalaz enzim aktivitesinin azaldigini, ancak F2 (turp
yapragi ekstrakti) ile muamele ettiklerinde katalaz enzim aktivitesinin doza bagimli bir

sekilde arttigin1 bulmustur. Luo ve ark ¢alismalarinda sirasiyla 12.5, 25 ve 50 pg/mL F2
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ile muamele edilen hiicrelerde katalaz enzim aktivitesi, 1.52, 2.57 ve 3.45 kat artmis ve bu
sayede redoks potansiyelini korudugunu ortaya atmiglardir (Luo ve ark. 2018).

Ozellikle kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bircok hastaligin tedavisinde ve
olusumunun onlenmesinde, flavonoidlerin antioksidan etkilerinin arastirilmasi iizerine
birgok ¢alisma yapilmistir (Rice-Evans 2001). Antioksidanlar olarak islev goren fenolik
bilesikler, serbest radikal zincirlerinin sonlandiricilar1 olarak ve lipit peroksidasyonunu
katalize edebilen redoks-aktif metal iyonlarinin kenetleyicileri olarak islev goriirler
(Schroeter ve ark. 2002). Bilindigi gibi lipid peroksidasyonu oksidatif stresin yaygin bir
sonucudur ve lipid peroksidasyonu yikim iiriinii olarak MDA olusmaktadir. Flavonoidler,
lipidleri gesitli mekanizmalarla oksidatif hasara kars1 korur (Halliwell ve Gutteridge 2015).

Bizim calismamizda da, 24 saat siireyle 500 uM H20; ve 650 uM H20,-ye maruz
birakilan U-2 OS hiicrelerinde MDA diizeylerinin H20; ile muamele edilmemis (0 uM
H20,) gruba gore arttigi, H2O; ile ayn1 anda silibinin maddesi ile muamele edildiginde ise
650 uM H202t5 puM silibinin ve 650 uM H202+10 puM silibinin dozlarinda MDA
diizeylerinin yine bir artis oldugu ancak 500 uM H202+5 pM silibinin ve 500 uM
H202+10 puM silibinin ile muamele edilen hiicrelerde bir degisiklik olmadigir gozlendi.
Ayrica 500 uM H202+5 pM silibinin ve 500 uM H202+10 puM silibinin dozlarinda sadece
500 uM H20: dozuna gore anlamli bir azalma gozlendi. 650 pM H202+10 puM silibinin
dozunda ise sadece 650 uM H20O, dozuna gore anlaml bir azalma gozlenirken, 650 uM
H202+5 uM silibinin dozunda bir degisiklik olmadigi gozlendi. Dolayisiyla silibininin
doza bagimli olarak antioksidan etki gosterdigi gézlenmis oldu.

Jiang ve ark. yaptig1 calismada H20: uyarili HepG2 hiicrelerinde hiicre i¢ci ROS
miktarina bagli olarak MDA seviyesinde 6nemli bir artis oldugunu bulmustur. Bu hiicreler
daha sonra bir antioksidan olan N-acetyl-serotonin (NAS) ile muamele ettiklerinde NAS’in
hiicre i¢i ROS miktarinda 6nemli degisikliklere sebep oldugu ve MDA miktarini azalttigini
bulmustur. H2O2'nin, endojen antioksidan savunma mekanizmalariin dengesini bozarak
HepG2 hiicrelerinde ROS birikimini uyarabilecegini ve NAS'm H20: ile indiiklenen ROS
tiretimini etkili bir sekilde azalttigin1 gosterdiler (Jiang ve ark. 2014). Vecchione ve ark.
farkli bir hiicre hattiyla yaptiklart ¢aligmada steatotik hepatic hiicrelerinin 50 pmol/L
silibinine 24 saat siireyle maruziyeti sonucU kontrol hiicrelerine goére bulgularimizla
uyumlu olarak MDA seviyesinde anlamli bir azalma bulmustur (Vecchione ve ark. 2016).

Antioksidan 0zelligi olan flavonoid igeren bitki ekstraktinin, g¢alismamizdaki hiicre
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hattindan farkli, H20: ile uyarilmig bir hiicre hattinda kontrol grubuna gére MDA
diizeylerinde artisa neden oldugu bulunmustur (Luo ve ark. 2018).
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6. SONUC

Sonu¢ olarak calismamizda; silibinin molekiiliiniin U-2 OS hiicrelerinde anti-
proliferatif etki yaptigi, doza bagiml olarak katalaz enzim aktivitesi ve MDA diizeyinde

azalmaya sebep oldugunu gosterdik.
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