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1. OZET

Silymarin bir g¢esit flavonoiddir ve % 70-80 flavonolignanlar ile % 20-30 oraninda
tanimlanmamis bilesenlerden olusur. Eczanelerde satilan bu madde karacigerde coklu
koruyucu etkileri nedeniyle hastalar tarafindan kullanilmaktadir. Hiicre koruyucu 6zelliginden
dolay1 ultraviole ve kimyasallarla olusturulmus prostat, akciger, bobrek, pankreas, meme ve
deri kanserlerine karsi anti-mitotik etkisi kanitlanmistir. In vitro ve in vivo arastirmalarda
karacigerin hasarli bdlgelerinde hiicrelerin DNA sentezini, ribozom olusumunu ve protein
yapimint 6nemli Olciide yiikselterek iyilesme sagladigi goriilmiistiir. Silymarinin ve
polifenolik  bilesenlerinin  gliglii  antioksidan  6zelligi, yaslanmayla iligkili beyin
fonksiyonlarmin bozulmasini ve ¢esitli hastaliklarin olusumuna neden oldugu bilinen serbest

oksijen tiirevlerini ortadan kaldirmaktadir.

Calismamizda, sican glioma (C6) hiicreleri ve 1-3 giinliik sican yavrularinin
beyinlerinden elde edilen glia hiicrelerine silymarinin 1, 10, 50, 75 ve 100 ng/ml dozlarini 24
veya 48 saat uygulayarak silymarinin hiicre ¢ogalmasi {lizerine etkisini arastirdik. Bu etkiyi
gbzlemleyebilmek i¢in canli hiicre yogunlugunu saptayan 3-(4,5- D-methylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, thyazolyl blue (MTT) yontemi kullanildi. Glia ve C6
hiicrelerine 24 veya 48 saat siireyle uygulanan bu farkli silymarin dozlar1 hiicre sayism1 %

73’e kadar azaltmustur.

Hidrojen peroksit (H,O,) primer glia ve C6 hiicrelerinde doza bagl olarak toksik bir etki
yapmaktadir. Silymarinin H,O, toksisitesi lizerinde koruyucu bir etkisinin olup olmadigini
belirlemek i¢in hiicrelerin yaklasik % 75’ini 6ldiiren doz olan 100 uM H,0, uygulandi. Bu
dozdaki H,O; ile birlikte silymarin 1 ile 100 uM aras1 dozlarda 3 saat uygulandi. 24 saat sonra
MTT yontemini kullanilarak hiicre canliligi arastirildi.  Silymarin 100 pM  H,0O,
olusturdugumuz oksidatif strese karst glia ve C6 hiicrelerinde herhangi bir koruyuculuk

gdstermemistir.



Anahtar kelimeler: Silymarin, Glia, Cogalma, Hidrojen peroksit, Oksidatif Stres.



2. SUMMARY

Silymarin is a kind of flavonoid that contains approximately 70-80 % flavonolignans
and 20-30 % non-identified polyphenolic compounds. Sold in drugstores this substance has
been used by patients, because it has multiple protective effects in liver. Since it has cell
protective activity, it has anti-mitotic effects against lung, breast, kidney, skin, pancrease,
prostate cancer models that caused by ultraviolate and chemicals. In vitro and in vivo studies
have shown that silymarin provides significant level of recovery by elevating DNA synthesis,
ribosome formation and protein synthesis in defected areas of liver. The strong antioxidant
activity of silymarin and polyphenolitic compounds eliminates reactive oxygen radicals in age

and reactive oxygen species related brain damages.

We have investigated the effects of 1, 10, 50, 75 and 100 ng/ml silymarin doses on
proliferation of glial cells that were obtained from 1-3 day old rat whole brain and C6 cells for
24 or 48 hours. 3-(4,5- D- methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, thyazolyl
blue (MTT) method was used for determination of percentage of the cell survival. The
treatment of glial and C6 cells with different silymarin doses for 24 or 48 hours reduced the

cell number down to 73 %.

Hydrogen peroxide (H,0O,) exerts a dose dependent toxic effect on cultured glia and C6
cells. For determining whether silymarin is a protective or anti-protective substance, the cells
were treated with 100 pM H,O, that kills 75 % of the cells. Combined with 100 uM H,0,,
silymarin at 1-100 uM were applied to the cells for three hours. After 24 hours, we
determined the number of surviving cells by using MTT method. Silymarin did not show any

protective effect against toxicity of HO, on glia and C6 cells.



Key Words: Silymarin, Glia, Proliferation, Hydrogen peroxide, Oxidative stress.



ICINDEKILER

L OZET ottt 2
2. SUMMARY ottt et ettt ettt ettt ettt et et ettt e et enat e et e enbeesnbeens 4
3. SEKILLER DIZINT ... 7
4. SIMGE VE KISALTMALAR ......coviiiiiiieieitintieteiseie ettt seenae 8
5. GIRIS VE AMAC ..ottt 10
6. GENEL BILGILER ......c.coiiiiiiiniieiiiieieieintie ettt 12
6.1. Hidrojen Peroksit Ve Oksidatif STres.........coooviiieiiiiiiiiiiiiiie e 12
0.2, STLYIMATIIN ...eeiieeiiiiiee ettt e e ettt e e et e e e eeebaeeeesasbaeeeesnssaeaeesnsbaeeennssaeeeennnsees 18
6.3. Glid V& CO HUCTEIETT ...eevuiieiiiiiiiiiieeiiie ettt e e 21

7. GEREC VE YONTEM ..ottt et ettt 24
7.1. Glia Hiicre KUltirinlin Yapilmast.........ccveeeeriiiiieeiiiiieeeciiie et 24
7.1.2. Karigik glia hiicrelerinin elde edilmesi..........coccvveeeiniiiiiieniiiieeiiieeeeieee e 24
7.1.3. C6 hiicrelerinin Gretilmesi ... ....eeeeiviieieiiiee et e e 26
7.1.4. Hiicrelerin say1lmasi ve eKilmesi.........cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiee e 26

7.2. DENEY GIUPIATT ...vviieeiiiiiee ettt e ettt e e e et e e e sibaeeeeeebbeeeeenssaeeeeenenees 27
7.3 MTT YONEEIMI . c.uteeiiiieiiiee ettt et et ettt e et e et e et e e s e e naaee s 27

8. BULGULAR ...ttt ettt ettt e et e st e et eenbeenaneens 29
9. TARTISMA ..ottt ettt ettt et e sttt e et e s et e et e et esabeeseeenbeennneens 35
LO. SONUC ..ttt ettt ettt e st e e et e e e et e e ateenbeeenbeensteenbeesnbeennneenneas 38
11. KAYNAKLAR DIZIN...coooiiiiiiiiiiieceee e 39



3. SEKILLER DiZiNi

Sekil 1: H,O;’nin karistigi ¢esitli fizyolojik ve patolojik olaylar 15
Sekil 2:  Glia hiicrelerinin genel goriintiisii 29
Sekil 3: C6 hiicrelerinin genel goriintiisii 29
Sekil 4: GFAP (+) sigan glia hiicreleri 30
Sekil 5:  GFAP (+) sigan glia hiicreleri 30
Sekil 6: Silymarinin 24 saatte glia hiicreleri iizerine etkisi 31
Sekil 7: Glia hiicrelerine uygulanan silymarinin 48 saatte etkisi 31
Sekil 8: Silymarinin 24 saatte C6 hiicre ¢ogalmasina etkisi 32
Sekil 9: Silymarinin 48 saatte C6 hiicre ¢ogalmasina etkisi 32
Sekil 10: 3,5 saat uygulanan silymarinin glia yagam oranina etkisi 33
Sekil 11: H,O, + Silymarinin glia hiicreleri tizerine etkisi 33
Sekil 12: 3,5 saat uygulanan silymarinin C6 hiicre ¢ogalmasina etkisi 34
Sekil 13: H,0O, + Silymarinin C6 hiicreleri yasam oranina etkisi 34



4. SIMGE VE KISALTMALAR

e C6 Sican glioma hiicreleri.

e H,0O; Hidrojen peroksit.

¢ TNF-a Tiimor nekroz faktor alfa.

«OH Hidroksil.

«0, Stiperoksit anyonu.

¢ROO Peroksil radikalleri.

'O, Singlet oksijen.

e SOD Stiperoksit dismutaz.

e cCAMP Dongiisel adenozin monofosfat.

e DNA Deoksiriboniikleik asit

e HOCI Hipoklorik asit.

eNO Nitrik oksit.

e VEGF Damar endotel biiyiime faktorii.

e EGFR Epitel bliylime faktorii reseptorii.

o GPx Glutatyon peroksidaz.

e GSH Glutatyon.

e P3SMAPK P38 Mitojen aktive edici protein kinaz.

¢ JNK Janus kinaz.

oIL-6 Interldkin 6.

e PDGF-BB Platelet kdkenli bliylime faktorti.

e SKH-1 Tiiysiiz fare deri hiicreleri.

e LDs Hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren doz.

e LNCaP Kanserli prostat hiicre serisi.

* A375-S2 Insan melanoma hiicreleri.

e HUVEC Insan gébek kordonu toplar damar endotel
hiicreleri.

e NGF Sinir bliytime faktorii.

e BDNF Beyin kokenli norotrofik faktor.

e GDNF Glia kokenli norotrofik faktor.

e CNTF Siliar norotrofik faktor.



e EGF

e HGF

e NADPH
e TNF-a

¢ iNOS

e MS

e EDTA

e AEC

e NF-KB

e GFAP
eBV-2

e GBM

e DMEM
e FCS

e DMSO

e HBSS

e PBS

e LLC-PK1
e VCAM-1
e ICAM-1
eLoVo

e THP-1

e CHO-K1
e MTT

e MCF-7, MDA-MB468
e PC-12
e HepG-2

Epidermal biiyiime faktorii.

Hepatosit biiylime faktorti.
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat.
Timdr nekroz faktor alfa.

inducible (uyarilabilir) nitrik oksit sentaz.
Multiple skleroz.

Etilendiamin tetraasetik asit.

Amino etilkarbozol.

Niikleer faktor kappa B.

Glial fibril asidik protein.

Mikroglia aktivasyon modeli.
Glioblastoma multiforme.

Dulbecco’s modified Eagle’s medium.
Fetal calf (=dana) serum.

Dimetil siilfoksit.

Hank’s Balanced Salt Solution.

Fosfat tampon ¢ozeltisi.

Renal tiibiiler epitel hiicreleri

Damar hiicre adezyon molekiilii 1.
Intraselliiler adezyon molekiilii 1.
Kanserli kolon hiicre serisi.

Insan monosit hiicre serisi.

Cin hamster yumurtalik hiicreleri.
3-(4,5- D-methylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, thyazolyl
blue.

Insan kanserli meme hiicre serisi.

Sican ndron hiicre serisi.

Insan hepatoblastoma hiicreleri.



5. GIRIS VE AMAC

Kanser sik goriilmesi ve dldiiriiciiliigiiniin yiikksek olmasi1 nedeniyle diinyanin en 6nemli
halk saglig1 sorunlarinin baginda gelmektedir. Kanserin goriilme sikli§1 insandan insana,
toplumdan topluma ve zaman icinde degismektedir. Son zamanlarda gelismekte olan
iilkelerde de yaygin bir tehdit olusturmaktadir. 2000 y1l1 i¢in diinyada 22 milyon kanser olay1
ve 6 milyon kanserden 6liim kayitlara ge¢mistir (37). Gliniimiizde kanserin tedavisinden daha
cok kanser gelisiminin Onlenmesi ve erken tani konmasmnin daha yararli oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle kanser gelisiminde veya onlenmesinde gorev alan etkenlere
yonelik ¢ok sayida ¢aligma yapilmaktadir (42). Son on yildir ¢esitli bitkisel fenollerin ve
flavanoidlerin koruyucu etkisi dikkatle incelenmektedir (25). Silymarinin de iiyesi oldugu
flavanoidler, damarli bitkilerde bulunan ve diisiik molekiiler agirlikli polifenolik bilesenler
iceren genis bir gruptur (35). Silymarin, Silybum marianum L. Gaertn (deve dikeni) ya da
Carduus marianus L. (meryem ana dikeni) bitkisinin tohum ve yapraklarindan elde edilen bir
cesit flavonoiddir. Silymarini, % 70-80 flavonolignanlar ve % 20-30 oraninda tanimlanmamis
polifenolik bilesenler olusturur. Dogal bilesenlerinden olan silybin en etkili olandir ve
silymarinin % 80’ini olusturur (25,49). Bunun disinda isosilybin, silychristin ve silydianin
diger bilesenlerdir (21,25,26). Silymarinin ve icerdigi flavolignanlarinin temel etkisi giiclii
antioksidan O6zelligidir. Anti-inflamatuar ve anti-kanser gibi ¢oklu biyolojik etkilere de

sahiptirler (7,35,42).

Silymarinin kanserli kolon ve endotel hiicre serilerinin birlikte yapilan kiiltiirlerinde
hiicre ¢ogalmasini durdurdugu bulunmustur (53). Kimyasal ve ultraviole (UV) nedenli fare
deri ve insan keratinositlerindeki hasar1 engelleyerek anti-kanser etki gostermistir (49).
Eritrosit zarlarini lipid peroksidasyonuna ve hemolize karsi1 korur (15,26,29). Hiicre koruyucu
etkisinden dolay1 akciger, bobrek, meme, deri, idrar kesesi, kolon, ovaryum ve prostat kanser
arastirmalarinda olumlu sonuclar vermektedir. In vitro ve in vivo ¢aligmalarda karacigerde
ribozom olusumunu ve DNA sentezini Onemli Olglide yiikselterek protein sentezini
arttirmugtir. Ilging olan bu artign yalnizca hasarli karaciger hiicrelerinde gozlenmesidir
(35,48). Calismamizin amaglarindan birisi, silymarinin yavru siganlardan elde edilen karigik
glia ve sican glioma (C6) hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine bir etkisinin olup olmadigmi ortaya

koymaktir.

10



Serbest oksijen radikal diizeyinin artmasi yasam riski olustururken, antioksidanlar
yasam kaynag1 olarak goérev yaparlar (16). Fenoller gibi antioksidanlar kullanilarak serbest
oksijen tilirevlerinin neden oldugu doku hasarlarmin engellenebilecegine inanilmaktadir (35).
Antioksidanlar kimyasal yapilar1 sayesinde, zincir yapiy1 bozan giiglii antioksidanlar olarak
serbest radikal temizleyici ve metal baglayicidirlar (3,15,38). Silymarinin viral hepatit, toksik
hepatit, karaciger yaglanmasi, siroz, iskemik hasar ve radyasyon toksisitesinde giiclii
antioksidan 6zelligi kanitlanmistir (15,26,39). Hiperglisemik sicanlarda silymarin hem plazma
glukoz diizeyini hem de pankreatik lipid peroksidasyonundaki artis1 engelleyebilmistir (25).
Silymarinin glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin
yapimmint uyardigi bilinmektedir (12). Silymarin, sican pankreatik B hiicrelerinde insiilin
eksikligi sonucu ciddi nekrosa neden olan alloksan uygulamasi sonrasinda olusan diyabetes
mellitusta, antioksidan enzimlerin pankreatik aktivitesini uyardig1 ve pankreas fonksiyonlarini
diizenledigi goriilmiistiir (25,47). Yapilan bir ¢calismada silymarin tiimor nekroz faktor alfanin
(TNF-0) neden oldugu apoptotik hiicre Oliimiine karsi koruyucu etki gostermektedir.
Silymarin insan deri hiicrelerinde (HuCaT keratinositler) ve fare fibroblastlarinda H,O, ve
UVA uygulamast sonucu olusan oksidatif stresi de engellemistir (49). Silymarinin beyin
tizerindeki antioksidan etkisiyle ilgili veriler az sayidadir (35). Etanole baglh hasara karsi
dopaminerjik ndronlar1 ve fetal sican beynini korudugu goézlenmistir (25). Gliglii antioksidan
ozelligi nedeniyle ndron hasarmi ve norotoksik siireclerin engellenebilmesi agisindan yararl

olabilecegi diistintilmektedir (35).

Oksidatif stresle ilgili klinikte genis arastirmalar yapilmaktadir. Merkezi sinir
sisteminde oksidatif strese bagli olarak olustugu diisiiniilen multiple skleroz, Parkinson,
Alzheimer gibi hastaliklar dikkatleri ndron ve glia hiicreleri iizerinde yapilan caligmalara
cekmistir (25,30,31). Yas ile iliskili beyin fonksiyonlarmin bozulmasinin ve ¢esitli 6nemli
hastaliklarin olusum nedeninin oksidatif stresle ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (35).
Serbest oksijen tiirevlerinin antioksidan savunma sistemini yetersiz birakmasiyla ya da
ortadan kaldirmasiyla bu durum gerceklesmektedir (16). Beyin dokusu oksidatif strese
olduk¢a duyarhdir. Artmis peroksidazlasabilen doymamis yag asitleri, yiiksek oksijen
tiketimi ve beynin zayif gelisen antioksidan savunma mekanizmasi beyin i¢in risk
olusturmaktadir (35). Bu ¢alismadaki diger amacimiz ise, sigan glioma (C6) ve yeni dogan
sicanlardan elde edilen karisik glia hiicrelerinde H,O, ile olusturacagimiz strese karsi

silymarinin antioksidan etkisinin olup olmadigini aragtirmaktir.
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6. GENEL BILGILER

6.1. Hidrojen Peroksit Ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres serbest oksijen tiirevlerinin olusumuyla ilgili olup inflamasyon,
immunosupresyon, kanser gibi ¢esitli patolojik durumlarda ve yaslanmada Onemli rol
oynamaktadir. Serbest oksijen tiirevleri, hidroksil radikalleri (OH_), stiperoksit anyonlar1
(027) ve peroksil radikalleri (ROOf) ile onlarm singlet oksijen (1072), hidrojen peroksit ve
ozon gibi aktif habercilerini de kapsamaktadir (16,49). Serbest oksijen tiirevleri, enerjilerini
oksijenli solunum ile elde eden canlilar tarafindan hem fizyolojik hem de patolojik kosullarda
uretilmektedir. Bu radikaller mitokondride elektron tasima zinciri ile oksijenin indirgenmesi
sirasinda olusur (16). Bunlar yiliksek derecede reaktif, hiicre zar1 lipid peroksidasyonuna ve
hiicre 0liimiine neden olan kararli olmayan kimyasallardir (39). Serbest oksijen tiirevleri
DNA, karbohidrat ya da proteinler gibi makromolekiillere hasar verme 6zelligine sahiptirler

(17).

Aerobik organizmalarda tiiketilen O, nedeniyle olusan serbest oksijen tiirevlerinin
miktar1 ihmal edilemez. Mitokondride yaklagik olarak % 2-4 oraninda tiiketilmis oksijen

iyonu bulunur. Solunum sonucu oksijenin indirgenmesiyle siiperoksit iyonlar1 olusur (39).

O, +e » Oy

Stiperoksit radikalinin olusumu diger radikallerin olusumuna Onciilik etmektedir.
Stiperoksit radikalinin yarilanma 6mrii ¢esitli hiicresel alanlardaki siiperoksit dismutaz (SOD)

enzimine baglidir. Bu enzim ile siiperoksit radikali H>O,’ye doniistir (17).

0, +0, +2H" SOD H,0,+ O,

v

Stiperoksit radikali H,O,’den daha toksiktir ve hizla yikilmasi hiicre i¢in ¢ok dnemlidir.
H,0, daha kararli ve daha zayif reaktiftir (17).

H,0, soluk mavi renkli, kovalent baglardan olusan, suda ¢oziinen ve hiicre zarlarindan

kolaylikla gegebilen bir molekiildiir (17). ikinci haberciler olarak bilinen Ca*", diagilgliserol
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ve cAMP’ye gore daha kararli bir yapisit vardir (39). H,O, sitotoksik bir maddedir.
Antioksidan savunma enzimleri olan katalaz, glutatyon peroksidaz ve tioredoksine bagli
sistemler aracilifiyla in vivo ortamdan yok edilir. Lipidler, proteinler ve DNA gibi ¢ogu
biyolojik molekiillerle kolaylikla tepkimeye girmez. H,O:’nin tehlikesi, hem ultravioleye
maruz kalarak hem de in vivo ortamda demir iyonlarin1 degisiklige ugratarak etkilesime
girmesi ve reaktif hidroksil radikaline doniismesidir (16,17,49).

uv _
HO; »20OH

H,0,’nin yiiksek yogunluklart (¢ogunlukla > 50 uM) bakteri, hayvan ve bitki
hiicrelerinde biiylik oranda sitotoksiktir. LDsy degerleri ve hiicrenin dliimiine neden olan
miktar1 kullanilan hiicre tipine, demir igerigine, H>O,’ye maruz kalma siiresine, kullanilan
H,0; yogunluguna ve kiiltiir ortamina bagli olarak degisir. Yirmi uM ve altindaki diizeylerde
cogu hiicre lizerinde sinirl derecede hasar vermektedir. Bu molekiiliin hiicreler arasi ve hiicre

i¢i sinyal molekiilii olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (17).

H,0, medikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan, inflamasyon sirasinda gorev alan
hiicrelerin savunma mekanizmasinda kilit rol oynayan bakteriyostatik bir maddedir. Idrarda,
kanda ve atilan solukta varligi kanitlanmistir. Dolayisiyla beden sivilarinda ve atilan solukta
H,0, odlglimleri fizyolojik ve patolojik durumlarda oksidatif stresin diizeyiyle ilgili bilgi
verebilir (39).

H,0, genel olarak ii¢ mekanizmayla indirgenmektedir (9,16,17,37,39):

1. Katalaz ve glutatyon peroksidaz ile H,O ve O,’ye indirgenir.

2. H0, demir (Fe™) ya da bakirm (Cu") katalizledigi Fenton tepkimesi ile
giiclii bir radikal olan hidroksil (OH ) radikaline doniisiir.

H,0, + Fe'? > Fe’ + OH'+ OH (Fenton Tepkimesi)

13



3. HyO; nétrofillerde myeloperoksidaz enzimi ile hipoklorik asite (HOCI)

donistiirtiliir. HO, ve HOCI tepkimeye girerek singlet oksijeni ve suyu olusturur.

Proteinlerin yapisindaki reaktif SH grubu H,O, ve serbest oksijen tiirevleri ile
olusturulan kimyasal degisikliklere karsi duyarhdirlar. Boylelikle H,O, sinyal iletim
yolaklarina karigarak protein kinaz ve fosfatazlarin etkilerini degistirir. Bunu sistein
kalintilarindaki serbest SH gruplarini oksitleyerek, disiilfit kopriilerini olustururarak ya da
metionin kalintilarini siilfoksitler ile siilfonlara oksitleyerek yapar. Serbest oksijen tiirevleri,
spesifik tirozin ve sistein gibi hassas amino asitlerin kalintilarin1 azotlamasiyla protein gen

yapimini ve proteinin yar1 dmriini degistirir (16,39).

H,0,, nitrik oksit (NO) olusumunu uyarir. NO mitokondrideki oksijen tiiketimini arttirir
ve H,O, liretimiyle paralel olarak artig gosterir. NO serbest oksijen tiirevlerinin olusumunu
daha da arttirr. NO, Oy ile peroksinitrit olusturmak {izere tepkimeye girer. Peroksinitrit

yiiksek derecede reaktiftir (39).

H,0, ikinci haberci olarak hareket edebilen ve gen ekspresyonunu diizenleyen bir
ozellige de sahiptir. DNA hasarma neden olur ve gen ekspresyonunu saglayan faktorlerin
yapilarmi degistirerek bir dizi molekiiler kompleks araciligiyla H,O,, gen ekspresyonunu

uyarir veya baskilar (37).

Ozon tabakasmin delinmesiyle olusan ultraviyole 1smn artisi, hava kirliligi, sis,
radyasyon, sigara dumani, gida maddelerinin hazirlanmasinda dogal E vitamini kayb1 ve
endiistri atiklar1 gibi dis faktorler oksidatif stresi arttirir ve fizyolojik antioksidan sistemi bu
durumda yetersiz kalabilir (1,16). Serbest oksijen tilirevlerinin yanmalarda ve giines
yaniklarinda doku hasarma katkida bulundugu ve iyilesme siirecini bozdugu kabul
edilmektedir. Fenoller gibi antioksidanlar kullanilarak serbest oksijen tiirevlerinin neden
oldugu hasarlarin engellenebilecegine inanilmaktadir. Son on yildir ¢esitli bitkisel fenollerin

ve flavanoidlerin koruyucu etkisi dikkatle incelenmektedir (49).

Oksidatif stresi kapsayan yaygin lezyonlardan biri de glinese asir1 maruz kalma
sonucunda deride UVB hasar1 ve kanser lezyonlarmin artmasidir. Serbest oksijen tiirevleri
keratinositlerde damar endotel biiyiime faktoriiniin (VEGF) yapimini uyarir ve epitel biiyiime

faktori reseptoriiniin (EGFR) fosforilasyonunda énemli rol oynamaktadir (2). Bundan dolay1

14



serbest oksijen tiirevlerinin birikimi ve bunun hastaliklardaki rolii ile oksidatif strese kars1
korumada antioksidanlarin etkisi hakkinda yapilan yaygin arastwrmalar, UVB’nin DNA’da
yaptig1 hasar1 degistirebilecegi yoniindedir (16,39,50). Sekil 1’de H,O,’nin neden oldugu

olaylar 6zetlenmektedir.

H,0O,

l

( PROTENV KINAZLARIN AKTIVITES] |

}

[ UYARTAKTARIM YOLARLARI |

HUCRE YAPISMASI
YASLANMA

GEN T APTI
HUCEE COGALMAST
APCPTOZ

INFLAMASYON
BAGISIE YANITLAR
STEES YAMNITLARI

M'UTAS TON
‘JE EANSEE

HPERTANSIYON

ATEROSELEROZ TARA IYILESMES]

TARA EASTLMASI

Sekil 1: H,O, nin karistig1 ¢esitli fizyolojik ve patolojik olaylar (39)

Homeostasisin siirdiiriilebilmesi i¢in serbest oksijen tiirevlerinin asir1 birikimi yerel
antioksidan savunma sistemi olarak da adlandirilan enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar tarafindan hizla uzaklastirilir. Bu sistem sayesinde zararli etkiler engellenir ve
prooksidan/antioksidan dengesi siirdiiriilmiis olur (16,49). Bu sistemler enzimatik olup
olmadiklarma gore smiflandirilmaktadir. Katalaz, SOD, glutatyon peroksidaz (GPx)

enzimatik antioksidan savunma sistemini olusturur. Askorbat, tokoferol, glutatyon (GSH)
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gibi zincir yapiyr bozan antioksidanlar enzimsel olmayan antioksidanlar sinifina girer.
Enzimatik olmayan antioksidan elemanlarindan olan feritin, transferin, laktoferin gibi depo
ve tastyic proteinler ile demir iyonlarinin baglanmasi sonucunda demir diizeyinin diismesi ile
siiperoksit radikalinin olusumu azaltilabilir. Antioksidan enzimler hiicre icindeki serbest
oksijen tiirevlerinin yikimini katalizler (16,39). Diger bir deyisle zincir yapiyr bozan
antioksidanlar gii¢lii elektron vericidirler ve onemli molekiiller hasara ugramadan Once
serbest radikallerle etkilesime girerler (46). Metale bagl proteinlerin gegisi, gec¢is proteinleri
arasindaki etkilesimi demir ve bakirda oldugu gibi engeller. Boylece yiiksek reaktif 6zellik
gosteren hidroksil radikallerinin olusumu engellenmis olur. Asir1 serbest oksijen tiirevlerinin
iretimi veya bunlar1 elimine eden hiicrelerin kapasitesindeki azalma homeostasiste

degisiklige ve oksidatif strese yol acar (16,39).

Inflamasyon sirasinda gérev alan hiicreler, plazma zarindaki NADPH oksidaz yoluyla
H,O, iiretirler. Bu yiizden inflamasyon boyunca ve asir1 kolajen depolanmasinda serbest

oksijen tiirevleri bircok olayin gergeklesmesinden sorumludurlar (9,39). Ornegin:

1. Makrofajlar1 ve damar diiz kas hiicrelerini de iceren c¢esitli hiicre tiplerinde
kemotaktik gd¢e neden olurlar.

2. Miyofibroblastlar tarafindan kolajenin asir1 depolanmasini saglarlar.

3. Mutasyonu uyarirlar.

4. Hiicre yapismasini kolaylastirirlar. Son ¢aligmalar H>O, nin, insan eozinofil
hiicrelerinin gobek kordonu ven endotel hiicrelerine yapismasini arttirdigini géstermistir.

5. Immun yanitlarda degisiklige neden olurlar. Fare dalak lenfositlerinde
lipopolisakkarit tarafindan uyarilan P38MAPK ve Janus kinaz’in (JNK) fosforilasyonunu
durduran immun sistem baskilayicisidirlar.

6. Biliylime faktorlerini ve sitokinleri uyarirlar. H,O,, akut faz sitokin
interlokinleri IL-6, TGF-B’yi igeren sitokinlerin ve baglayici doku biiyiime faktér yapimmina
neden olur. Cesitli sitokinler ve biiyiime faktorleri H,O, nin neden oldugu mekanizmalarla
kendi biyolojik aktivitelerini gosterirler. Hiicre tipine baglh olarak ayni radikal farkl etkiler
dogurabilir. TGF-B1 tarafindan uyarilan H,O, epitel hiicrelerin ¢ogalmasmi engellerken;
hiicre ¢ogalmasinda rol oynayan platalet kokenli biiylime faktérii (PDGF)-BB tarafindan
uyarilan H,0,, ikinci haberci olarak davranabilmektedir. Diger yandan, TNF-a uyarimli

apoptosis siirecinde H,O, 6nemli bir aracidir (7,27,39).
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Genel olarak oksidatif stresin ve H>O,’nin yaslanmada gorev aldiklar1 bilinmektedir.
Ciltteki kromoforlar tarafindan emilen UVA, UVB ve UVC sinlarinin fibroblastlarda kolajen
tireten hiicreleri etkiledigi, hiicredeki katalaz icerigini % 85’e kadar ve glutatyon igerigini de
% 15’e kadar azalttig1 belirlenmistir (16,50). Coklu degisikliklerin meydana geldigi farkli
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda serbest oksijen tiirevleri ile kiiltlirdeki hiicrelerin yaslanmasi
hizlandirilabilmektedir. Insan fibroblastlarinda yapilan bir ¢aligmada H,O,’nin subtoksik

dozlarinda 3 giin uygulanmas1 sonucunda hiicreler yaslanma siirecine girmislerdir (39).

Antioksidan savunma sistemi sayesinde radikal metabolit iiretimi engellenir ve tiretilmis
radikaller temizlenir. Antioksidan enzimlerden olan katalaz H,O, ile etkin bir sekilde
tepkimeye girerek peroksidaz aktivitesi ve H™ vericileri ile H,O ve molekiiler oksijen
olusturur (16). Genel olarak peroksizomlarda bulunmakla birlikte hiicrenin diger bolgelerdeki
miktar1 netlik kazanmamistir (43). Clinkii peroksizomlar hiicre manipulasyon islemleri
sirasinda kolayca bozulabilen yapidadirlar. Katalazin, oksidatif strese tolerans kazanmada
onemli bir rolii vardir. Glutatyon peroksidaz (GPx), H,O, ve diger hidroksi peroksidazlari
kullanarak glutatyonun oksidasyonunu katalizler. GPx, H»O, subsratin1 katalazla paylasir
(39,47). Ayrica lipit ve diger organik hidroksiperoksidazlarla etkin bir bicimde tepkimeye
girer. Bu enzimler hiicreleri lipid peroksidasyonuna karsi korumada onemlidir. GPx’lerin
biiyiik cogunlugu memelilerde temel antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir. Biiytik
bir kismi sitozol ve mitokondride yerlesmislerdir ve bunlar hiicre iginde H,O,’nin temel
stiptirticiisli olarak varsayilmaktadir.

E vitamini farkli antioksidan 6zellik gosteren, radikalleri yakalama yetenegine sahiptir.
Fizyolojik olarak zara bagl zincir yapiy1 bozan antioksidan olarak serbest radikallerin neden
oldugu oksidatif hasara karsi hiicre zar lipitlerini korur. Karotenoidler, yapisal olarak A
vitaminiyle iliskili yagda eriyen yaklasik 600 antioksidan grubunu igermektedir. Insan
plazma ve dokularnda yiiksek oranda dongiisel (B-karoten,a-karoten) ve dongiisel olmayan
karotenoidler (likopen, fitoen) ile birtakim ksantofiller (zeaksantin, lutein ve B-kriptoksantin)
tanimlanmistir. Bu bilesiklerin ¢oklu antioksidan etkileri bulunmaktadir. Bunlardan birisi
singlet oksijeni temizleme yetenegidir. Karotenoidler lipid peroksidasyonunu engellemede

onemlidirler (39).

GSH hiicredeki redoks durumunu siirdiirmede ve hiicreleri oksidatif strese karsi
korumada gorevlidir. Hemen hemen biitiin memeli hiicrelerinde yiiksek diizeyde ve genellikle

sitoplazmada bulunur (3,16). Hiicreleri serbest oksijen tiirleri ve 6zellikle H>O; toksisitesine
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kars1 korumada rol oynamaktadir. Glutatyon peroksidazin aktivitesi i¢in temel faktordiir.
GSH, glutatyon peroksidaz ile enzimatik olarak; H,O, ile enzimatik olmayan yoldan

oksitlenir (35,36,47).

Silymarinin de {iyesi oldugu flavonoidler, damarli bitkilerde bulunan ve diisiik
molekiiler agirlikli polifenolik bilesenler iceren genis bir gruptur. Antioksidan, anti-
inflamatuar ve anti-kanser gibi ¢oklu biyolojik etkileri vardir. Kimyasal yapilar1 sayesinde,
zincir yapiyl bozan giicli antioksidanlar olarak serbest radikal temizleyici ve metal
baglayicidirlar (15). Siiperoksit anyonu, H,O,, singlet oksijen ve perhidroksi, hidroksil,
alkoksil ve peroksil radikalleri gibi serbest oksijen tiirevlerinin olusumunu engelleyebilir
(17,39).

6.2. Silymarin

Yiizyillardir karaciger hastaliklarinin tedavisinde ve kanser arastirmalarinda bitki
kaynakli ¢esitli koruyucular kullanilmaktadir. Bunlardan birisi de Milk Thistle olarak da
bilinen ve Silybum marianum’un L. Gaertn (deve dikeni) ya da Carduus marianus’un L.
(meryem ana dikeni) yaprak ve tohumlarmdan elde edilen silymarindir (12). Silymarin
Asteraceae (Compositae) familyasindan polifenolik bir flavanoiddir (15,25,29). Molekiil
agirhgl 482,44 g olan silymarin, 7-kromanol-3-methyl-taxifolin yapisiyla ana bilesen olarak
kabul edilir (26).

Flavonoidler benzo gamma- pyrone familyasina aittirler. Su ana kadar bilinen 4000’den
fazla farkl flavonoid vardir. Silymarinin bilesenlerinin yapis1 1960’1 yillarda tanimlanmistir
(15). Silymarini % 70-80 flavonolignanlar ve % 20-30 oraninda tanimlanmamis polifenolik
bilesenler olusturur. Silymarinin dogal bilesenlerinden olan silybin en etkili olandir ve
silymarinin % 80’ini olusturur (25,41,49). Bunun disinda isosilybin, silychristin ve silydianin
diger bilesenlerdir (36,44,49). Silypbum marianum’un tohumlarinda bulunan diger
flavonolignanlar ise dehydrosilybin, desoxysilychristin, desoxysilydianin, silandrin,

silybinome, silyhermin ve neosilyhermindir (19,26,35).

18



Silymarin suda ¢ok az ¢oziinlir. Agiz yoluyla kapsiil halinde alindiginda sindirim
kanalindan yayilma gosterir (karaciger, mide, bagirsak, pankreas). Plazmadaki en yliksek
degeri hem insan hem hayvan safra tuzlarinda 4 ile 6 saat arasinda bulunmustur. Silybin ve
silymarinli diger bilesenler karacigerde siilfat ve glukronik asitle hizla konjuge olurlar.
Konjugatlar plazmaya ve safraya geger. Bulgulara gore silymarin enterohepatik bir dolagim
gostermektedir; bagirsakta emilim, karacigerde konjugasyon, safradan salinim, bagirsak
florasi tarafindan hidroliz, bagirsaktan tekrar emilim. Silymarin temel olarak safrayla, daha az
bir kismi ise idrarla atilir. Yar1 dmrii 6-8 saattir. Toksisitesi oldukga diisiiktiir. Embriyotoksik
bir 6zelligi bulunmamaktadir. Silymarinin akut toksisitesine ait caligmalar fare, sican, tavsan
ve kopekte damar igine verildikten sonra calisilmistir. LD50 degerleri farede 400 mg/kg,
sicanda 385 mg/kg, tavsan ve kopekte 140 mg/kg dir. Bu degerlerinin birbirine yakinligi
inflizyon hiziyla orantilidir (15).

Silymarinin temel aktivitesi polifenolik icerenlerinin antioksidan etkisidir. Bu yilizden
bu konudaki ¢ogu ¢alisma silymarin ve silybin iizerine odaklanmistir (14). In vivo ve in vitro
calismalarda cesitli toksinlere karsi koruyucu etkisi c¢esitli organ ve hiicre tipleri iizerinde
farkli mekanizmalarla kanitlanmistir. Ozellikle oksidatif stresle miicadelede serbest oksijen

tiirevlerini ortadan kaldirmasiyla dikkat ¢cekmektedir (25).

Eczanelerde kapsiil halinde satilan bu madde 6zellikle karacigerde coklu etkileri
sebebiyle bircok karaciger hastast tarafindan kullanilmaktadir. Silymarinin medikal
uygulamalarinda en ¢ok siroz, hepatit gibi karaciger hastaliklarmda koruyucu o&zelligi
tizerinde durulmaktadir (15,18,40). Bu gibi hastaliklarda silymarine destekleyici tedavi olarak
basvurulmaktadir (7,26). Bir¢ok karaciger toksini serbest radikal mekanizmalarla hasar verici
etkiler olusturur. Silymarinin karaciger yenilenmesindeki sasirtici etkisi; protein sentezini
uyarmasi, hiicresel glutatyon seviyesini arttirmast ve lipid peroksidasyonunu baskilamasiyla
aciklanabilir. Glutatyon peroksidaz, siliperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan

enzimlerin pankreatik aktivitesini uyarir (25,35).

Silymarin dnceleri yalnizca karacigerde koruyucu ve yenileyici olarak bilinmekteydi.
Hayvan modellerinde ve insan hepatositlerinin primer kiiltiirtinde karbon tetraklorid, D-
galaktozamin, tioasetamid, etanol, parasetamol, benzopiren, thallium, bakteriyel

endotoksinleri, viral hepatit, toksik hepatit, alkol nedenli karaciger hastaliklarina bagli

19



karaciger hasarma karsi korumaktadwr (5,8,10,11,14). Ayrica Amanita mantari

zehirlenmelerinde de koruyucu etkileri bulunmaktadir (12,21,29,33).

Silymarinin antioksidan etkisi, protein sentezini uyarmasi ve hiicre yenilenme etkisiyle
birgcok kanser tipinin yayilmasmi azaltabilecegi diisliniilmektedir (13,32,51). Silymarin
hayvan modellerinde fotokarsinogenesise karsi koruyucu etki gostermektedir. Tiiysiiz fare
modelinde (SKH-1) deride lokal silymarin uygulamasi UVB nedenli tiimdrii, silymarin
uygulanmamis hayvanlardaki tiimor biiylikligiyle karsilastirildiginda azaltici etkisi
goriilmistiir. Steroid hormon reseptoriine bagli kanserli prostat hiicre serisinde (LNCaP)
hiicre gogalmasini engelleyerek anti-androjenik etkisi kanitlanmustir. insan deri hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada silymarinin UVA nedenli oksidatif stresi engelledigi goriilmiistiir
(2,44,49). Ayrica insan melanoma hiicrelerinde de (A375-S2) UV uygulamasina karsi
koruyuculuk gostermistir (20,25).

Hepatik stellat hiicreleri karaciger fibrogenesisinde dnemli patolojik goreve sahiptirler.
Bazi fibrotik etkilere yanit olarak ¢ogalirlar ve karacigerdeki kolajen fiberlerinin
depolanmasina yanit olarak myofibroblastlara doniisiirler. Silymarin sigan hepatik stellat
hiicrelerinin myofibroblastlara doniisiimiinii ve fibrosis i¢in gerekli hiicre disi matriks
iceriginin gen ekspresyonunu da azaltmistir. Bu ¢aliyma silymarinin anti-fibrotik etkisini
kanitlamaktadir (25,29). Silymarinin anti-anjiojenik etkisi insan gobek kordonu toplar damar
endotel hiicreleri (HUVEC) iizerinde calisilmistir. Bu etkisinin doza bagl olarak ve vaskiiler
endotel bliylime faktoriinii (VEGF) azaltmasiyla iligkili oldugu bilinmektedir. Bu etki insan

ovaryum kanserinde de kanitlanmistir (25,53).

Silymarinin koruyucu etkisi sicanlarda cisplatin uyarimli nefrotoksisitede de
kanitlanmistir.  Cisplatinden once silymarin uygulamasiyla glomerular ve bdbrek

toksisitesinde dnemli diisiisler gézlenmistir (25,51).

Antioksidan 0Ozelligine bagh olarak silymarinin bazi ndrodejeneratif ve ndrotoksik
siireglerin engellenmesinde ve tedavisinde yararli olabilecegi diisliniilmektedir (35,45).
Lipopolisakkarit uyarimli BV-2 (mikroglia aktivasyon modelinde) hiicrelerinde silymarin

doza bagli olarak iNOS iiretimini baskilamaktadir (35,45).
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6.3. Glia ve C6 Hiicreleri

Sinir sisteminde iki temel hiicre tipi bulunmaktadir: sinir hiicreleri (néronlar) ve glia
hiicreleri. Glia hiicreleri destekleyici hiicrelerdir ve isim olarak kokeni Grekce ‘glue’
sozciigiinden gelmektedir. Sayica ndronlardan daha fazladirlar. insan beynindeki hiicrelerin
% 90'm1 glia hiicreleri olusturmaktadir (19,22). Glialar, néronlarin hiicre goévdelerinin,
aksonlarinin ve dendritlerinin etrafini sararlar ve onlar1 desteklerler. Glialarin elektriksel
sinyallere dogrudan karistigina dair bir kanit yoktur. Sinyalleme néron hiicrelerinin islevidir.
Yapilan son caligmalar glia hiicrelerinin beyin gelisimi ve fonksiyonunda daha etkili ve
gerekli gorevlerinin oldugunu gostermektedir. Glialarin, en az 8 farkli yasamsal gorevlerinin

oldugu diisiintilmektedir ve asagida 6zetlenmistir (19,22,31).

1. Noronlar1 destekleyerek beyin dokusunu olustururlar. Ayrica noron
gruplarini ve sinaptik baglantilar1 birbirinden ayirirlar.

2. Oligodendrositler ve Schwann hiicreleri sinir hiicre aksonlarmi izole eden
myelin tabakay1 olusturarak elektriksel iletinin daha hizli olmasni saglarlar.

3. Bazi glia hiicreleri siipiiriiciidiir. Hasar ya da ndronal 6liimlerden sonra kalan
artiklar1 uzaklastirirlar.

4. Glia hiicreleri néronlar arasindaki uyarilar1 kolaylastirirlar. Ornegin, bazi
glialar sinaptik ileti sirasinda ndronlardan salinan kimyasal transmiterleri alarak ortamdan
uzaklastirirlar.

5. Beyin gelisimi swrasinda radial glia gibi belirli glia hiicre ¢esitleri néron
gdcline rehberlik ederler ve akson biiylimesine yol gosterirler.

6. Bazi durumlarda, omurgalilarin sinir kas kavsagimda oldugu gibi, glia
hiicreleri presinaptik uctaki 6zellikleri aktif olarak diizenler.

7. Bazi glia hiicreleri 6rnegin astrositler, kan beyin engelinin olusumuna
katkida bulunarak kandan beyine toksik maddelerin girigini engellemis olurlar.

8. Sinaps olusumunu ve sinaptik plastisiteyi diizenleyen biiyiime faktorleri ile
ndromodulatorleri salarak glia hiicrelerinin sinapslarla iliskisini siirdiirmesini saglarlar ve
sinir hiicrelerinin beslenmesine yardim ederler. Bu norotrofik faktorlerden bazilari sunlardir;
sinir bliylime faktorii (NGF), beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF), glia kdkenli nérotrofik
faktor (GDNF), siliar norotrofik faktor (CNTF), glia kdkenli neksin, epidermal biiyiime
faktor (EGF) ve hepatosit biiylime faktor (HGF).
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Merkezi sinir sisteminde 3 genel tip glia hiicresi bulunmaktadir: Bunlar mikroglia,

oligodendrosit ve astrositlerdir. Glia ¢esitlerinin baz1 6zellikleri asagidadir (19,22,31).

Mikroglialar fagositik hiicrelerdir ve makrofajlardan kdken alirlar. Embriyolojik ya da
fizyolojik olarak sinir sistemindeki diger hiicre tipleriyle iliskili degildirler. Dinlenim
durumunda mikroglialarin nasil davrandiklar1 ¢ok fazla bilinmemekle birlikte infeksiyon,
hasar ve travma swrasinda aktive olduklart ve durumu iyilestirme yoOniinde calistiklar:
bilinmektedir. Mikroglialarin multiple skleroz (MS), kazanilmig immun eksiklik hastalig1
(Acquired Immuno Deficiency Syndrome, AIDS) iligkili demans, c¢esitli kronik
norodejeneratif hastaliklar, Parkinson ve Alzheimer gibi ¢ok sayida hastalikta aktive oldugu

diistiniilmektedir (22,52).

Oligodendrositler ve Schwann hiicreleri daha kiiciik hiicre tipleridir. Her iki tip hiicre de
elektriksel uyaranlarm iletimini arttiran myelin kilifi olusturarak aksonu ¢evresinden izole
ederler. Bir oligodendrosit merkezi sinir sisteminde ortalama 15 aksonal internodu sararken
Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminde yalnizca bir aksonun bir internodunu

sarabilmektedir (22,31).

Astrositler glial hiicrelerinin sayica en fazla olanidir. Hiicre govdeleri diizensiz yildiz
bicimine benzedigi i¢in bu adi almiglardir (22,52). Glial fibril asidik protein (GFAP)
astrositler ve diger glia hiicrelerinde bulundugu bilinen araci bir filamenttir (30). Bazi
astrositler omurilik ve beyinde sinir hiicrelerinin ylizeylerinde u¢ ayak olusturarak bu
hiicrelere besin getirmede rol oynayabilirler. Diger bazi1 astrositler beyin kan damarlarindaki
uc-ayakta yerlesmislerdir ve damar endotel hiicrelerinin siki baglantilar kurmasini saglayarak
koruyucu kan beyin engelini olusturmuslardir (22). Astrositler ayrica ndronlar arasi
ekstraselliiler alandaki K' iyon diizeyinin korunmasmna yardim ederler. Bu hiicreler
potasyuma yiiksek derecede gegirgendir ve artmis potasyum miktarini i¢lerine alarak komsu
ndronlar1 fazla potasyumdan korurlar (30). Ayrica sinaptik bolgelerden salmimdan sonra
norotransmiterleri tutabilirler ve bu c¢evredeki transmiterleri uzaklastirarak sinaptik
aktiviteleri dlizenlemeye yardimci olurlar (22,52). Glutamat ve dopamin gibi nérotransmiter
diizeylerini diizenledikleri bilinmektedir (28). Astrositler néronal metabolizma i¢in merkez
teskil ederler. Astrositler baz1 aminoasitlerin beyinde sentezi i¢in 6nemli bir merkez goérevi
goriir (19,30). Astrositler enerji metabolizmasi i¢in gerekli glukozu laktik asite doniistiirerek

ndronlara verirler. Noronlar da enerji metabolizmas1 i¢in piriivata gevirirler. CO, pirlivatin

22



oksidatif metabolizmasmin  sonrasinda noronlar tarafindan  Uretilir.  Astrositler
bulundurduklar1 karbonik anhidraz enzimiyle asit-baz dengesini diizenler (30). Fakat

astrositlerin en yaygm olarak bilinen gorevi destekleyici eleman olmalaridir (22).

Glial tiimorler santral sinir sistemi tiimdrlerinin en genis grubudur. Glial tiimorlerin
icerisinde en sik goriileni glioblastoma multiformedir (GBM). Glioblastomalar gliomalarin en
malign seklidir. Glioblastoma multiforme hiicrelerin merkezi sinir sistemine yayilmasi
sonucu ndrolojik fonksiyon kaybma ve sonunda da 6liime yol agan bir kanserdir. Malign
astrositoma olarak da bilinmektedir. Hiicreleri malign olup fusiform, yuvarlak ve kromatince

zengin olurlar.

Malign astrositomalar anjiogenesisi 6nemli derecede uyarirlar. Bu degisikligin hiicre
genetigiyle ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Baz1 kimyasallar ve bedenin bas kisminin réntgen
isinlarma maruz kalmasinm hiicre genetigini bozdugu ve astrositoma olusumuna neden
oldugu disliniilmektedir. Organizmanin zayif immun yanit1 da timdr olusumunu

kolaylagtirmaktadir.

Glioma (C6) olusumunda genetik faktorlerin 6nemli bir yer tuttugu artik bilinmektedir.
Genetik yapiya ait degisikliklerin iki tanesi 6n plandadir: Hiicre boliinmesini ortaya ¢ikaran
onkojenlerin varlig1 ve tiimor baskilayict genlerini kaybetmis hiicrelerin ortaya g¢ikmasi.

Tiimor baskilayici genler astrositomalar 10 ve 17. kromozomlarinda yerlesmislerdir.

C6 hiicreleri yiiksek mitotik aktivite, endotel c¢ogalmasi, hiicre go¢ili, hiicre
cekirdeklerindeki farklilik, tiimor nekroz odaklari, tiimor ici kanama gibi g¢esitli malign
glioblastoma karakteristiklerine sahiptirler. Hayvan beyin tlimorlerinin insan beyin tiimoriiyle
olan benzerlikleri, klinikte parametrelerin tanimlanmasi ve dogru tedavinin uygulanmasi
acisindan oldukca yol gostericidir. C6 sigan glia tiimér modeli insan glioblastomasina

benzerliginden dolay1 bu arastirmalardan kullanilmaktadir (24).
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7. GEREC VE YONTEM

7.1. Glia Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Hiicre kiiltiirii fizyolojik ve patolojik olaylarin arastirilmasi, sinyal mekanizmalarmin
aciklanmasi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liim olaylarinin
aydinlatilabilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Cogu hiicre kiiltiirleri % 95 O,
ve % 5 CO; ile temel olarak hiperoksik bir ortamdir ve in vivo ortama benzetilmeye ¢aligilir.
Kiiltiirdeki hiicreler in vivo’dan farkli olan bu ortama uyum saglayarak sartlar izin verdigi

stirece gelisip ¢ogalirlar (17).

7.1.2. Karisik glia hiicrelerinin elde edilmesi

Calismada yeni dogan Sprague-Dawley sicanlar kullanildi. Sicanlar Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Hayvan Uretim ve Bakim
Biriminden temin edildi. 1-3 giinliik sicanlarin bas kisimlar1 % 80’lik alkolle temizlendi ve
makas yardimiyla kesildi. Baslar, buz iizerinde duran ve i¢inde besiyeri bulunmayan petri
icine aktarildi. iki adet ince uglu penset yardimiyla bas derisi ¢ikarildiktan sonra kafatasi
penset yardimiyla ayrildi. Beyin biitiin olarak yine buz {izerindeki soguk Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, Sigma) + penisilin-streptomisinli besiyeri bulunduran baska bir
petri kabina aktarildi. Beyin iizerindeki zarlar besiyeri i¢inde ayrilip, beyin baska bir petriye
aktarildiktan sonra iizerine steril DMEM eklendi. Steril DMEM i¢indeyken kan damarlar1 ve
zarlar temizlendikten sonra, dokular bir makas ya da iki ince uglu penset yardimiyla miimkiin
oldugunca ufak parcalara ayrildi. Ayrilan pargalar pastor pipetiyle 15 mililitrelik santrifiij
tipli igerisine kondu. Santrifiij tiipli i¢inde yaklasik olarak 2.5 mililitrelik besiyeri
bulunmalidir. Pastér pipeti ile dokular iki ii¢c kez ¢ekilip birakildi. Uzerine yaklasik 5.5 ml
oluncaya kadar DMEM eklendikten sonra 25-30 kez tekrar pastor pipetiyle homojenizasyona
devam edildi. Tiipiin i¢ine 1/10 oraninda % 0.25 tripsin- Etilen diamin tetraasetikasit (EDTA)
eklendi. Santrifiij tiipii tripsinin etkisini gosterebilmesi i¢in 37°C’de 10-15 dakika su
banyosunda bekletildi. Bu siireden sonra tripsinin etkisini yok etmek i¢in daha onceden su
banyosunda bekleyen besiyerinden 3-4 damla kondu. Tiipler 1200 devir/dk, 4°C de 5 dakika
dondiirtildii. Santrifiijden sonra yeni bir pastor pipetiyle iist kistmda kalan sivi uzaklagtirildi.

Uzerine 37°C’ye getirilmis besiyerinden 3 ml konduktan sonra pastdr pipetiyle birbirine
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yapisan hiicrelerin ayrigmasi i¢in 25-30 kere homojenize edildi. Hiicreler petri igerisinde
DMEM + %1 penisilin + streptomisin ve % 10 fetal dana serumu (fetal calf serum=FCS)
iceren besiyeri igerisinde % 5 CO,, 37°C ve % 100 nem iceren inkiibatorde c¢ogaltild.
Hiicreler petri kabint % 85-90 oraninda kaplaymca tripsin uygulanarak biiyiik flasklara
aktarildi. Bir grup flask, iirettigimiz primer hiicrelerin glia kokenli olup olmadigni belirleyen
tavsan anti-glial asidik proteini (GFAP) antikoru kullanilarak yapilan immunohistokimyasal
boyama i¢in ayrildi. Kalan flasklarin besiyerleri 3 giinde bir degistirilerek, flasklardaki
hiicreler % 85-90 oraninda flask tabanini kaplayacak sekilde ¢ogaltild1 ve sonraki asamalara

hazir duruma getirildi.

Boyama icin gerekli malzemeler

Primer antikor : GFAP antikoru.

Sekonder antikor : Keg¢i anti- tavsan IgG (Sigma).

Peroksidaz soliisyonu.

Asetat tamponu (2,5 mol/L, pH= 5.0).

AEC Kromojen: N-dimetilformamid i¢inde 3 —amino-9 ethylcarbozole (AEC).
H,0; (%3).

Bloklayict serum : Normal ke¢i serumu (Sigma).

Saf soguk etanol, tris soliisyonu, deiyonize su ve hematoksilen.

Ekilen hiicrelerin glia oldugunu belirlemek amaciyla iizerinde hiicrelerin biiyliyecegi
lameller ve besiyeri bulunduran iki petri ayrildi. Ayrilan bu petrilerdeki hiicreler saf soguk
etanol ile yikanarak sabitlendi. Sabitlenen hiicreler daha sonra 2 damla % 3’liikk H,O; ile 10
dakika muamele edildi. Tris soliisyonu ile yikanarak bloklayic1 serumla 10 dakika inkiibe
edildikten sonra lamel yiizeyini kaplayacak sekilde GFAP antikoru eklendi. Oda sicakliginda
1 saat bekletildikten sonra hiicreler tekrar Tris ile yikanarak lizerine 2 damla sekonder antikor
eklendi ve 20 dakika inkiibasyonda kaldi. Sonra tekrar Tris soliisyonuyla yikanarak 2 damla
peroksidaz ile 20 dakika inkiibe edildi. Tris ile yikanan lamel i¢in su karisim hazirlandi: 4 ml

deiyonize su, 2 damla asetat tamponu, 1 damla %3 liikk H,O, 1 damla AEC kromojeni.

Bu karisim hiicreler iizerine dokiildiikten sonra 10 dakika inkiibe edildi ve 5 dakika

deiyonize su ile yikandi Yikamadan sonra hiicreler hematoksilenle 10 saniye boyandi.
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Cesme suyu ile yikandiktan sonra inverted mikroskopta inceleme yapildi. inceleme sonucu

kirmizi-kahverengi renkte goriilen hiicreler glia olarak degerlendirildi.

7.1.3. C6 hiicrelerinin iiretilmesi

Stvi nitrojen i¢cinde dondurulmus olarak saklanan C6 hiicreleri, oda sicakliginda
coziindiikten sonra 1:1 oraninda DMEM, % 10 FCS ve % 1 penisilintstreptomisin karigimini
iceren santrifiij tiipii icinde 1000 devir/dk, 4°C’de 5 dakika dondiiriildii. Ustteki siipernatant
atilarak dondurma isleminde kullanilan dimetil siilfoksit (DMSO) uzaklastirildi. Dipteki
hiicreler, besiyeri bulunan flasklar icerisinde % 5 CO,, 37°C ve % 100 nem igeren
inkiibatorde ¢ogaltild1 ve hiicreler flask tabanini % 85-90 oraninda kapladiktan (ortalama 3

giin) sonra deneye alindi.

7.1.4. Hiicrelerin sayilmasi ve ekilmesi

Flasklarm (75 c¢m?) tabanin1 kaplayan besiyeri pipet yardimiyla cekildi ve atildi. Daha
sonra flasklar Ca™ ve Mg igermeyen Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma) ile
yikanarak flaskta kalan proteinler uzaklastirildi. Flasklardaki hiicreler 15 dakika % 25 tripsin-
EDTA ile yikanarak tabandan uzaklastirildi ve bir santrifiij tiipiine alinarak 4 °C’de 1200
devir/dk’da 5 dakika déndiiriildii. Islem sonrasinda iistte kalan sivi kisim atildi ve altta kalan
hiicre ¢ozeltisinden bir damla pipet yardimiyla alinip mikroskopta sayilarak 1 mililitrede
bulunan hiicre saysi belirlendi. Her bir kuyucuga 2x10* hiicre gelecek sekilde 96 kuyucuklu
steril kaplara ekildi. 24 saat kulucka stiresine birakild.

Silymarin ve H,O; dozlarinin hazirlanmasi
Kullandigimiz biitiin ¢dzeltiler her deneyden dnce taze olarak hazirlandi. Toz halinde
bulunan silymarin, DMSO i¢inde ¢0zildii. Hazwrlanan depo c¢ozeltiler seyreltilerek

silymarinin 1, 10, 50, 75, 100 ng/ml dozlar1 elde edildi. DMEM kullanilarak % 30’luk H,O,

cozeltisinden 1 ile 100 uM aras1 dozlar hazirlandi.
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7.2. Deney Gruplan

1. Kontrol gruplar: Glia ve C6 hiicrelerine, sadece besiyeri uygulandi (n=18).

2. Silymarin grubu: Glia ve C6 hiicrelerine 1, 10, 50, 75, 100 ng/ml silymarin
dozlar1, % 5 FCS ve % 1 penisilint+streptomisin iceren DMEM i¢inde her grup icin 24 veya
48 saat uygulandi (n=18).

3. Silymarin + H,O, grubu: Glia ve C6 hiicrelerine 6nce 30 dakika tek basina
silymarin 6n inkiibasyonunun ardindan serumsuz ortamda 100 uM H,0, ile birlikte 1, 10, 50,
75 ve 100 ng/ml silymarin es zamanlh olarak 3 saat uygulandi (n=18). Bu siirenin sonunda
ila¢ ortamdan uzaklastirilarak yerine besiyeri eklendi.

4. Silymarin kontrol grubu: Glia ve C6 hiicrelerine serumsuz ortamda 3,5
saat siireyle 1, 10, 50, 75, 100 ng/ml silymarin dozlar1 uygulandi. Sonrasinda 24 saatlik

iyilesme siirecine birakildi (n=18).

7.3. MTT Yontemi

Ilaglarm hiicreler iizerindeki sitotoksisitesi Mossmann tarafindan tanimlanan ve Alley
tarafindan gelistirilen MTT spektrofotometrik yontemi ile belirlendi (4,34). MTT (Sigma),
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi ve filtre edildi. Her 250 pl besiyeri
icin 25 pl MTT c¢ozeltisi eklenerek 37 °C de 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin
ardindan her bir kuyucuktaki besiyeri ¢ekilerek 100 ul DMSO eklendi. Kaplar 5-8 dakika
calkalanarak beklendi. 550 nm’de olusan formazan boya absorbansi spektrofotometrede (Bio
Tek) okundu. Canli hiicrelerin mitokondrisinde olugan ve MTT {iriinii olan formazan,
yasayan hiicre sayisi ile korelasyon gosterdiginden, ilag¢ verilen kuyucuklarda okunan optik
yogunluk kontrole gdre yasayan hiicrelerin yiizdesine gevrildi. Bu islem i¢in asagidaki formiil

kullanild::

Her bir kuyucuktaki ilac¢ verilen hiicre absorbansix 100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi
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Elde edilen veriler kontroliin ortalama % fraksiyonu + standart hata seklinde ifade
edildi. Istatistiksel degerlendirme tek yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii

karsilagtirma testi ile gerceklestirildi.
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8. BULGULAR

Sekil 2 kiiltiirdeki primer karigik glia hiicrelerinin genel goriintiisiidiir. C6 hiicrelerinin
genel goriintiisii Sekil 3’te goriildigi gibiydi. Sekil 4 ve 5 kiiltiirdeki glia hiicrelerinin GFAP

pozitif goriintiilerini icermektedir.

Sekil 2: Glia hiicrelerinin genel goriintiisii (200X).

Sekil 3: C6 hiicrelerinin genel goriintiisii (200X).
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Sekil 4: GFAP (+) sigan glia hiicreleri (200X).

Sekil 5: GFAP (+) sigan glia hiicreleri (400X).
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Silymarin tek bagma 1, 10, 50, 75 veya 100 pM dozlarinda primer karigik glia
hiicrelerine 24 saat siireyle uygulandi. Kontrolle kiyaslandiginda 1 ve 10 uM dozlar1 anlaml
bir fark ortaya koyamadi (p>0,05). Kontrol grubunu % 100 olarak kabul ettigimizde, glia
hiicre yagam oran1 50 uM’da % 53, 75 uM’da % 52, 100 uM’da ise % 37 olarak bulundu. 50
uM’dan itibaren silymarin tiim gruplarda glia yasam oranmi azaltt: (p<0,001, Sekil 6).
Karigik glia hiicrelerine 24 saat silymarin verildiginde 1Cso degeri 79 uM olarak hesaplanda.
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Sekil 6: Silymarinin 24 saatte glia hiicreleri tizerine etkisi (***: p<0,001)

Silymarin karisik primer glia hiicrelerine 48 saat siireyle 1, 10, 50, 75 veya 100 pM
dozlarinda uygulandi. Kontrol grubunu % 100 olarak kabul ettigimizde hiicre canliliklar1
1uM’da % 78, 10 uM’da % 67, 50 uM’da % 60, 75 uM’da % 46, 100 uM’da % 43 olarak
bulundu. 1 uM’dan baglayarak silymarin tiim gruplarda canli hiicre sayismi azaltt1 (p<0,001,
Sekil 7). Karisik glia hiicrelerine 48 saat silymarin verildiginde ICsy degeri 67,5 uM olarak
belirlendi.
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Sekil 7: Glia hiicrelerine uygulanan silymarinin 48 saatte etkisi (** : p<0,01)
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Tek bagina silymarin C6 hiicrelerine 1, 10, 50, 75 veya 100 uM dozlarinda 24 saat
siireyle uygulandi. Kontrol grubunu %100 olarak kabul ettigimizde C6 hiicre yasam orani 50
uM’da % 50, 75 uM’da % 43, 100 uM’da % 37 olarak hesaplandi. Tek basina silymarin
uygulamasi 50 pM’den baslayarak canli hiicre oranini azaltti. 50 pM’dan itibaren tiim
gruplarda istatistiksel olarak kontrol grubundan anlamli bir fark bulundu (p<0,001, Sekil 8).
C6 hiicrelerine 24 saat silymarin verildiginde ICso degeri 50 pM olarak hesaplandi.
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Sekil 8: Silymarinin 24 saatte C6 hiicre gogalmasina etkisi

Silymarin tek basma 1, 10, 50, 75 veya 100 uM dozlarinda C6 hiicrelerine 48 saat
stireyle uygulandi. Kontrolle kiyaslandiginda 1 uM ve 10 pM dozlarinda anlamli degildi,
fakat yasayan hiicre oran1 50 pM’da % 44, 75 uM’da % 35, 100 uM’da % 27 olarak bulundu.
50 pM’dan baglayarak silymarin tiim gruplarda C6 yasam oranini azaltt1 (p<0,001, Sekil 9).
ICsp degeri 43 uM olarak bulundu.
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Sekil 9: Silymarinin 48 saatte C6 hiicre gogalmasina etkisi
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Karisik primer glia hiicrelerine 1, 10, 50, 75 veya 100 uM dozlarinda 3,5 saat siireyle
tek basmna uyguladigimiz silymarin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

olusturmadi (Sekil 10).
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Sekil 10: 3,5 saat uygulanan silymarinin glia yasam oranina etkisi

Hiicrelerin % 75’inin 6liimiine neden olan 100 uM H,0, dozu kullanildi. Primer karigik
glia hiicrelerine 6nce 30 dk tek basina silymarin 6n inkiibasyonunun ardindan 3 saat boyunca
100 uM H;0; ile es zamanh olarak farkli silymarin dozlar1 uygulandi. Silymarin gruplarinin
tiimi H,O, grubundan anlamli bir fark olusturmadi ve glia yasam oranini1 % 21’e diisiirdii. Bu

gruplarda silymarinin herhangi bir koruyucu etkisi gdzlenmedi (Sekil 11).
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Sekil 11: H,O, + silymarinin glia hiicreleri iizerine etkisi
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C6 hiicrelerine 3,5 saat siireyle 1, 10, 50, 75 veya 100 pM dozlarinda silymarin
uygulanmistir. Kontrol grubunu % 100 olarak kabul ettigimizde C6 hiicre yasam orani1 50
uM’da % 87, 75 uM’da % 82 ve 100 uM’da % 77 olarak bulundu. 50 pM‘dan itibaren

silymarin tiim gruplarda C6 yasam oranini azaltt1 (Sekil 12).
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Sekil 12: 3,5 saat uygulanan silymarinin C6 hiicre ¢ogalmasma etkisi (* : p< 0,05)
Hiicrelerin % 75’inin §liimiine neden olan 100 uM H,0, dozu kullanildi. Once 30 dk

sadece silymarin verildi. Ardindan 3 saat uyguladigimiz H,O; ile birlikte uyguladigimiz
silymarin, C6 hiicre yasam oranin1 % 13’e diisiirdii ve istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,001). H,0O; ile birlikte uygulanan farkli silymarin gruplarmin hepsi, sadece H,O, alan
grupla kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmadi. Bu gruplarda H,O; toksisitesine karst

herhangi bir koruma gozlenmedi (Sekil 13).
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Sekil 13: H,O, + silymarinin C6 hiicreleri yasam oranina etkisi
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9. TARTISMA

Calismamizda 50, 75 ve 100 pM dozlarinda tek basina uyguladigimiz silymarin,
kontrole gore glia ve C6 hiicre yasam oraninda istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya
koymustur. Silymarin glia hiicrelerinde 24 ve 48 saat i¢cinde yasayan hiicre sayisini en fazla
% 63’e kadar azaltmistir. C6 hiicrelerinde ise bu oran % 73’e diismiistiir. Glia hiicrelerine 3,5
saat siireyle uygulanan silymarin hiicre yasam oranini etkilemezken C6 hiicrelerinde % 23’e
kadar azaltmustir. Sonuglarimizi destekler bicimde yapilan bir ¢alismada silymarinin 107
mol/l dozunda sigan hepatik stellat hiicrelerinin ¢ogalmasini ve myofibroblastlara
doniisiimiinii % 75 oraninda azalttigi goriilmiistiir (29). Yapilan bir ¢alismada silymarin
kanserli prostat ve meme hiicre serisinde VEGF’nin salinmasini azaltip damar olusumunu
engelleyerek anti-mitotik etki gdstermistir (44). Kanserli prostat hiicre serisinde silymarin,
steroid hormon reseptdriine bagh kanserli hiicre ¢ogalmasini engellemistir (25). Yapilan
benzer iki ayri ¢aligmada, ayn1 anda kiiltiire alinan kanserli kolon (LoVo) ve endotel hiicre
serilerinde silymarin endotel hiicre gdocilinli, kemotaksisi ve hiicre farklilasmasmi
baskilamistir (53). Insan gébek kordonu toplar damar endotel hiicreleri ile insan monosit
hiicre serisi (THP-1) birlikte ekildiginde, silymarin arter duvarlarma monosit gogiine aracilik
eden TNF-a uyarimli VCAM-1, ICAM -1 ve E-selektin gibi adezyon molekiillerinin gen
ekspresyonunu engellemistir (23). Silymarin UV nedenli insan kanserli rahim agzi
hiicrelerinde serumsuz besiyerinde, 80 uM’1n altindaki dozlarda hiicre apoptozisini uyarirken,
160 uM dozunda nekroza gotlirmiistiir (20). SKH-1 tiiysiiz fare modelinde bolgesel silymarin
uygulamasi UVB nedenli tiimorii, 6demi baskilayarak apoptotik hiicre 6liimiinii saglamigtir

(25).

Yaptigimiz ¢aligmada sican glia ve C6 glioma hiicrelerine silymarinin yarim saat 6n
uygulamasinin ardindan hiicrelerin yaklasik % 75’inin 6liimiine neden olan 100 uM H,O,
dozu ile silymarin birlikte 3 saat siireyle uygulandi. H,O, toksisitesine kars1 1, 10, 50, 75 ve
100 ng/ml dozlarinda uygulanan silymarin hiicre canliligini {izerinde koruyucu bir etki
gosterememistir. Sonuglarimizi destekler sekilde sican noron hiicre kokenli PC-12
feokromotoma hiicre serisinde yapilan bir ¢aligmada da silymarin N-metil-4-fenilpiridinium
iyonunun neden oldugu norotoksisitede ve L-glutamata baglh hiicre 6liimiinde koruyuculuk

gostermedigi bulunmustur (35).
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Silymarinin insan keratinositlerinde UVA uygulamasi sonucu olusan oksidatif stresi
engelledigi goriilmiistiir. Bu c¢alisma, ayrica UV 1s18ina maruz birakilan insan
keratinositlerinde ve okadaik asit ile lipopolisakkarit uygulanmis insan hepatoblastomada
(HepG-2) yapilmis ve silymarinin transkripsiyon faktorii NF-KB’yi ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda (12 mg/ml) baskiladig1 goriilmiistiir. Fakat silymarin forbol ester,
lipopolisakkarit, okadaik asit ve seramide baglt NF-KB aktivasyonunu engellerken, H,O,
nedenli NF-KB aktivasyonunu énemli 6l¢iide etkilememektedir (50). Cin hamster yumurtalik
hiicrelerinde (CHO-K1) yapilan bir ¢aligmada silymarin lipit peroksidasyonuna kars1 hiicre
dayanikliligin1 arttirnustir (6). Ostrojen bagimli ve dstrojenden bagimsiz insan kanserli meme
hiicre serilerinde (MCF-7 ve MDA-MB468) 25 nM Doxorubicin’e karst silymarin 100 pM
dozunda baskilayict etki gostermistir (25). Silymarin, sican pankreatik f hiicrelerinde insiilin
eksikligi sonucu ciddi nekrosa neden olan alloksan uygulamasi sonrasinda diyabetes
mellitusta antioksidan enzimlerin pankreatik aktivitesini uyardig1 ve pankreas fonksiyonlarini
diizenledigi goriilmiistiir (47). Ayrica silymarin radikal temizleyici ve hiicre zar1 stabilizasyon
ozelligiyle kardiyomyositleri, kardiyotoksik bir ila¢ olan Doxorubicin’nin neden oldugu
oksidatif strese kars1 koruyarak sigan kalp mikrozomlarinda ve mitokondrideki Doxorubicin-
Fe™ komplekse bagli olarak hasari azaltmaktadir (25). Bir ¢alismada silymarinin kiiltiire
alinmis renal tiibiiler epitel hiicrelerinde (LLC-PK1) cisplatin toksisitesi iizerinde koruyucu
etkisi gdzlenmistir. Insan keratinositleri ve fare fibroblastlarinda yapilan bir diger calismada
H,0, toksisitesine karsi silymarinin her iki hiicre serisini de doza bagli olarak korudugu
bulunmustur (49). Ayrica silymarin insan hepatositlerinin primer kiiltiirinde karbon
tetraklorit, galaktozamin, thioasetamid, etanol, parasetamol, benzopyren, thallium ve
bakteriyel endotoksinler gibi toksinlerin neden oldugu karaciger hasarma karsi koruyuculuk

gostermistir (8,12,13,21).

Silymarinin beyin iizerinde antioksidan etkisiyle ilgili veriler az sayidadir. Fakat
antioksidan 0Ozelligine bagli olarak bazi ndrodejeneratif ve norotoksik siireclerin
engellenmesinde ve tedavisinde yararli olabilecegi diisiiniilmektedir (35). Noronal hiicre
kiiltiiriinde yapilan bir ¢aligmada silymarinin lipopolisakkarite bagli ndrotoksisiteye karsi
dopaminerjik noéronlar1 etkili bir bicimde korudugu gosterilmistir (35). Yine sican ndron
hiicre kokenli PC-12 feokromotoma hiicre serisinde silymarinin hiicre farklilasmasina ve
hiicrelerin canliligint siirdiirmesi iizerine etkisi arastirilmistir. Silymarin sigan PC-12
hiicrelerinin farklilagmasmi arttirmis ve oksidatif stresin uyardigi apoptosise karsi primer

hippokampal ndronlar1 korumustur (25).
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Caligmalarimiz  sonucunda, antioksidan olarak bilinen silymarin H,O, ile
olusturdugumuz oksidatif strese karsi glia ve C6 hiicrelerini korumamistir. Calismamizda
silymarin glioma hiicrelerinin ¢ogalmasint baskilayarak anti-kanser etki gostermektedir.
Yalniz kullandigimiz dozlarda silymarinin, normal glia hiicre ¢ogalmasini da baskiladigi i¢in
bir anti-kanser ila¢ olarak kullanilmasi sakincali olabilir. Silymarinin bu hiicre tipleri {izerine

olan etkisinin daha detayli aragtirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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10. SONUC

Serbest oksijen tiirevlerinin cinsine gdore degisik hasar tiplerinin olusabilecegi ve pek
cok radikalin ayni anda olusmas1 halinde ortaya ¢ikan hasarm derecesinin hem ortamdaki
serbest tiirevlerin ¢esidine ve seviyesine, hem de savunma sistemlerinin etkinli§ine bagli
olarak degisebilecegi diisiiniilmektedir.  Gegen birka¢ yi1l boyunca oksidatif stresin
hastaliklardaki rolii, mekanizmasi ve serbest oksijen tiirevleri nedeniyle olusan hiicre
hasarin daha iyi anlasilmasi, antioksidan terapilerdeki gelismeyi de beraberinde getirmistir.
Birlesik terapi ya da biyolojik aktivitesi arttirilmis ve/veya daha giiglii yeni bilesenlerin
gelistirilip uygulanmasi basariy1 arttiracaktur.

Caliymamizda kullandigimiz farkli silymarin dozlari, sigan glia ve C6 glioma
hiicrelerinin ¢ogalmasimi 6nemli 6l¢iide baskilamistir. Glia ve C6 hiicrelerinde 100 uM H,0,

ile olusturdugumuz toksisiteye karsi silymarin koruyucu bir etki de gosterememistir.
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