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Bitkilerden elde edilen, ozellikle fenolik yapidaki kimyasal maddeler, antioksidan
ozellikleri sayesinde reaktif oksijen tiirlerini inaktive ederek oksidatif hasarin
onlenmesinde ve giderilmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Buna karsin giiniimiizde,
bitkisel iiriinlerin cogunun yapilari ve biyolojik etkinlikleri yeterince aydinlatilamamis
olup, bircok bitkisel antioksidan maddenin toksisitesi ve insan sagligina olan zararlarina
dair ¢alismalar da mevcuttur. Mevcut bu tez ¢alismasinda, diyetimizdeki bir¢ok gidada
bulunan fenolik bilesiklerden; Apigenin, Baicalin, Ellajik Asit, Luteolin, Naringenin ve
Tannik Asit’in, in vitro sitotoksik, genotoksik ve oksidatif etkilerinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Fenolik bilesiklerimizin, insan gobek kordonu damar endotel hiicreleri
(HUVEC) tizerine sitotoksik etkileri, laktat dehidrogenaz (LDH) salinimi ve hiicre
proliferasyon (WST-1) yontemleriyle; insan lenfosit hiicrelerinde karbon tetrakloriire
(CCL4) kars1 oksidatif oOzellikleri katalaz, siliperoksit dismutaz ve malondialdehit
Olciimleriyle, genotoksik etkileri ise tek hiicre jel -elektroforez (Komet) ve
mikrogekirdek (MC) yontemleriyle arastirildi. Caligsmalarimiz sonucunda Apigenin,
Baicalin ve Luteolin’in antigenotoksik ve antioksidan 6zellikte olduklari, sitotoksik etki
sergilemedikleri gozlenmis, en etkili konsantrasyonlar ise; Apigenin ve Baicalin i¢in
100 uM, Luteolin i¢in 200 pM olarak belirlenmistir. Ellajik asit, Naringenin ve Tannik
Asit ise, Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda (100 ve 200 uM), sitotoksik ve genotoksik
ozellik gostermislerdir. Antigenotoksik ve antioksidan etkileri agisindan en etkili
sonuglar ise; Ellajik Asit, Naringenin ve Tannik Asit i¢in sirasiyla 12.5 uM, 8 uM ve 4
uM’lik konsantrasyonlarda gdzlenmistir. Sonug olarak, belirli konsantrasyonlarda,
antioksidan ve antigenotoksik 6zellik sergileyen fenolik bilesiklerimizin optimum doz
ve siirede kullanilmalariyla birgok hastalifin tedavisinde klinik ag¢idan yararh
olabilecekleri diisiiniilmektedir.

2016, 119 sayfa

Anahtar Kelimeler: Apigenin, Baicalin, Ellajik Asit, Naringenin, Tannik Asit,
Sitotoksisite, Genotoksisite, Oksidatif Stres
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Particularly the chemicals in phenolic structure obtained from plants play an important
role in preventing and eliminating the oxidative damage by inactivating the reactive
oxygen species due to their antioxidant properties. However, today the structures of
most herbal products and their biological activities have not been illuminated
adequately; studies on the toxicity of the many herbal antioxidants and damage to
human health are also available. In this thesis, it is aimed at the investigation of in vitro
cytotoxic, genotoxic and oxidative effects of some phenolic compounds such as
Apigenin, Baicalin, Ellagic acid, Luteolin, Naringenin and Tannic Acid, which are
found in many foods in our diet. The cytotoxic effects of phenolic compounds on
human umbilical cord vein endothelial cells (HUVEC) were analysed with the lactate
dehydrogenase (LDH) release and cell proliferation (WST-1) methods; in human
lymphocytes the oxidative properties against carbon tetrachloride (CCL,;) were
examined with the measurement of catalase, superoxide dismutase and
malondialdehyde; genotoxic effects were investigated with single cell gel
electrophoresis (Comet) and micronuclei (MN) methods. As a result of the study,
Apigenin, Baicalin and Luteolin were observed to have antigenotoxic and antioxidant
properties but not to have cytotoxic effects; the most effective concentrations were
determined as 100 puM for Apigenin and Baicalin, 200 uM for Luteolin. Ellagic Acid,
Naringenin and Tannic Acid revealed cytotoxic and genotoxic properties especially at
high concentrations (100 and 200 uM). The most effective results in terms of
antigenotoxic and antioxidant effects for Ellagic acid, Naringenin and Tannic acid were
observed respectively in 12.5, 8 and 4 uM concentrations. As a result, at certain
concentrations, the use of phenolic compounds showing antioxidant and antigenotoxic
properties at optimal dose and duration, they are thought to be clinically useful in the
treatment of many diseases.

2016, 119 pages

Keywords: Apigenin, Baicalin, Ellagic Acid, Luteolin, Naringenin, Tannic Acid,
Cytotoxicity, Genotoxicity, Oxidative Stress
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1. GIRIS

Gliniimiizde farkli hastaliklarin tedavisinde bitkisel iiriin ve bitkisel kaynakli etken
maddelerin “Dogadan gelenin zararli olmadig1” diisiincesi ile bilingsiz kullanimi
artmaktadir. Ozellikle kronik hastalig1 olan insanlar modern tibbin disinda farkl tedavi
yollar1 aramaya baslamustir. Insanlar modern tipta bulamadig: sifayr alternatif tipta
aramaktadir. Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO) insanlarin %80'inin dogal tedaviye
inandigini agiklamasi bu durumun iyi bir géstergesidir (Sasidharan et al. 2010). Ancak
burada temel sorun milyonlarca insanin bitkilere bu kadar rahat¢a giivenmesidir. Bu
giiven sonucu bitkilerin bilingsiz ve yaygin kullanim1 toplum sagligini tehlikeye atacak
pek ¢ok soruna yol agabilir. Bitkisel tirtinler dogal olduklari i¢in siklikla giivenli olarak
algilanir. Oysa dogal olan her zaman giivenli olan demek degildir. Ornegin, akrep zehiri
de dogaldir, ama zehirlidir. Bu nedenle modern tipgilar, alternatif tip tedavisinde
kullanilan bitkilerin yan etkilerinin tam olarak arastirlmamis olmasindan dolayi

alternatif tip1 kabul etmemektedir (Maroyi 2011).

Aslinda modern tibbin bugiinkii seviyeye ulagsmasinda, eski ¢aglardan beri kullanilan
alternatif tibbin katkis1 fazladir. Alternatif tipta hekimler, hastalarina muayeneden sonra
tedavi amagl olarak faydasinin olacagini diisiindiikleri bitkileri ve sular1 6neriyorlardi.
Insanoglunun bilgi ve deneyimi arttik¢a, yeni teshis araclarinin da (mikroskop,
radyografi, manyetik rezonans, tomografi, elektron mikroskopisi, biopsi, kan, diski ve
idrar tahlilleri vb.) yardimiyla hastaliklarin tedavisinde kullanilan yontemler daha
kapsamli olacak sekilde gelistirildi (Sarisen ve Caliskan 2005). Hastaya herhangi bir
bitki yapragi vermek yerine, yaprak icerisinde hastaliga iyi geldigi diisiiniilen etken
madde damitilip ilag haline getirildi. Etken maddelerin insan dokularinda iyilesmeyi
nasil sagladigi arastirilip, etken maddeden farkli, daha az yan etkisi olan ilaglar
sentezlendi (Sarisen ve Caligkan 2005). Kimya ve biyokimya bilimlerindeki ¢aligmalar
ilag iiretimine biiylik bir ivme kazandirmis, bu sayede etkinlik, zararsizlik ve kalite
prensipleri benimsenerek analitik, toksikolojik, farmakolojik ve klinik c¢aligmalar
sonucu, laboratuvarlarda tibbin ihtiyaglarina karsilik veren pek cok ilag iiretilmistir.

Elde edilen ilaglar genellikle bitki metabolitlerinden tiirevlenmistir (Cemeroglu 2004).



Biitiin bitkiler metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak, bitkileri baz1 zararlilara
karst korumada gorevleri oldugu disiiniilen, ¢ok sayida fenolik madde
olusturmaktadirlar. Bu nedenle, bitkisel kokenli biitiin gidalarda daima farkli nitelikte ve
miktarda ¢esitli fenolik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli 2007). Fenolik bilesikler
bitkilerde yaygin bulunan maddeler olup, giiniimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi
tanimlanmistir. Bunlara siirekli yeni tanimlanan fenolikler eklenmektedir (Cemeroglu

2004).

Tiim fenolik bilesikler, yapisal olarak bir aromatik halka, bir veya daha fazla hidroksil
(OH) grubu igerebilirler ve basit bir fenolik yapidan, yliksek oranda polimerize olan
bilesiklere kadar ¢ok sayida yap1 c¢esitliligine sahiptirler. Yapilarindan dolayi
polifenoller olarak da adlandirilabilirler (Balasundram et al. 2006).

Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, gicek, yaprak, dal ve govdelerinde
bulunabilirler (Coskun 2006). Fenolik bilesikler, fenol halkalarinin sayisina ve bu
halkalar1 birbirine baglayan yapisal elemanlarina gore gesitli alt gruplara ayrilmaktadir.
Fenolik bilesikler, bitkisel kaynakli maddelerin en ¢ok ¢alisilan grubunu
olusturmaktadir (Aydin ve Ustiin 2007). Bitkilerdeki fenolik bilesikler; fenolik
(fenolkarbonik) asitler, flavonoidler ve fenolik polimerler (tanenler) olmak iizere {i¢
gruba ayrilirlar. Bunlardan, gidalarin yapilarinda yer alan fenolik asitler ve flavonoidler
onem tasimaktadir (Aydin ve Ustiin 2007). Diger taraftan fenolik bilesiklerle ilgili farkli
kaynaklarda ¢ok cesitli siiflandirmalar yapilmis olmasina ragmen fenolik asitler ve

flavonoidler en fazla incelenen genel iki gruptur (Nizamlioglu ve Nas 2010).

Fenolik bilesiklerin bircogunun en 6nemli o6zelliklerinin antioksidan etkileri oldugu
bildirilmistir. Bu antioksidan aktivite esas olarak metal selatlama, tekli oksijen giderme,
hidrojen verici ve indirgeyici ajan olarak davranmalarint saglayan redoks
ozelliklerinden kaynaklanir. Ayrica fenollerin ROS (radikal oksijen siipiiriicii) 6zelligi,
fenolik molekiiliin aromatik halkasi lizerindeki hidrojen verici hidroksil gruplarin
pozisyonuna ve sayisina, fenolik hidrojenlerin mevcudiyetine ve hidrojen vererek

olusan fenoksi radikallerinin kararli hale gecebilmesine baglidir. Fenolik bilesiklerin



yapilarinda bulunan —-OH sayist arttikca antioksidan etkileri de artmaktadir
(Nizamlioglu ve Nas 2010).

Insanlarda diyetin &nemli bir bileseni olan fenolik bilesikler dogal kaynakli
antioksidanlar olarak tanimlanmalarinin yam1 sira yapilan bircok arastirmada,
antienflamatuar, antiviral ve antitimor gibi pek ¢ok etki gosterdikleri ve bu sayede g¢ok
cesitli dejeneratif hastaliklara kars1 terapdtik ve koruyucu etkilere sahip olduklart rapor

edilmistir (Manach et al. 2005; Russo 2007).

Fenolik bilesiklerin 6zellikle antikarsinojen aktiviteleri dikkat c¢ekicidir. Fenolik
bilesikler karsinogenik kimyasal maddelerin yan etkilerini; karsinojenleri detoksifiye
ederek, karsinojenlerin alinimini inhibe ederek, aktivasyonlarini ve yapilarini bozarak,
DNA’ya baglanmasini 6nleyerek ve DNA tamir mekanizmasinin dogrulugunu artirarak

onlemektedirler (Ramos et al. 2011).

Fenil alaninden tiirevlenen fenolik bilesikler grubu igerisinde yer alan ve genel yapi
itibari ile C6-C3-C6 yap1 biciminde gosterilmekte olan flavonoidler, C15 karbon
yapisinda diisiik molekiil agirlikli polifenolik maddelerdir. Flavonoidler sar1 renkli
olmalar1 nedeniyle latince 'sar’' anlamina gelen 'flavus' sozciiglinden tiiretilerek
'flavonoid' admi almiglardir (Saldamli 2007). Flavonoidler, bitkilerde 6zellikle
ciceklerdeki renklenmeyi saglayan sekonder bilesiklerdir. Flavonoidler insan diyetinin
onemli bir kismin1 olusturan meyvelerde, sebzelerde, kabuklu yiyeceklerde, tohumlarda

ve ¢ayda yiiksek miktarlarda bulunmaktadir (Saldamli 2007).

Insan hiicre kiiltiirlerinde ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda flavonoidlerin
antikanser Ozellikleri, DNA hasarmi azaltict etkileri, serbest radikalleri temizleyici
ozellikleri ile apoptoz ve hiicre dongilisii kontroliinde yer alan hiicre sinyal yollarini
degistirebilme gibi biyolojik etkileri gosterilmistir (Watson and Preedy 2010). Bazi
arastirmacilar, siklikla tiikettigimiz meyve ve sebzelerin kansere karsi koruyucu
etkilerinin flavonoid igeriklerinden kaynaklandigini rapor etmislerdir (Aherne and

O’Brien 2000).



Baska bir calismada, 8 hafta boyunca her giin mor {iziim suyu igen Kkisilerin
lenfositlerinde endojen kaynakli DNA hasarinin azaldigini ve DNA hasar seviyesinin
diismesiyle serbest oksijen radikallerinin salimiminin da azaldigi gozlenmistir (Park et
al. 2003). Zengin flavonoid igerikli besinlerle yapilan in vitro ¢alismalarda bu gidalarin
DNA hasar diizeylerini azalttig1 ve oksitatif stresi diigtirdiigli gosterilmistir (Yeh et al.
2005). Ayrica, Wiesel et al. (2006), flavonoid bakimindan igerigi yiikksek olan karigik

meyve sularinin i¢ilmesinin oksidatif DNA hasarini azalttigini tespit etmislerdir.

Bazi flavonoidlerin, bagisiklik sistemini ve antiinflamasyon hiicrelerini biiyiik oranlarda
etkiledigi, immiin cevapta inflamasyon ilerlemesini ve enzim sistemini dogrudan
etkiledigi bilinmektedir. Flavonoidlerin c¢arpint1 iizerinde Onleyici etkisi yapilan

arastirmalarla belirlenmistir (Michelle et al. 2007).

Flavonoidler yillar 6nce arastirilmaya baglanmasina ragmen son yillarda 6nem kazanan
caligmalar ile antioksidan 6zelliklerinin yaninda antienflamatuar, antitiimor, antifunfal,
antimikrobiyal, antiviral, antiallerjik, antitrombotik o6zelliklerinin de oldugu

gosterilmistir (Stavric 1994; Mazid et al. 2011; Prabakaran et al. 2011).

Farkli ¢aligmalarla yine flavonoidlerin ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit (O-), lipid
alkoksil (RO-) ve peroksil (ROO-), nitrik oksit (NO) radikal temizleme, demir ve bakir
selasyonu, alfa-tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlarma ek olarak; vazodilatator,
immiinstimiilan, antiallerjik, Ostrojenik, antiviral (HSV, HIV, influenza ve
rhinoviriislere karsi) etkilerinin oldugu (Chen et al. 1990; Rice-Evans et al. 1996),
antienflamatuar o6zellige (fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin

inhibisyonu ile) sahip olduklar gosterilmistir (Yen et al. 1997; Prabakaran et al. 2011).

Flavonoid igerikleri bakimindan zengin farkli bitki ailelerinin gii¢lii hipoglisemik
etkilere sahip oldugu belirtilmistir (Patel et al. 2012). Bu sebeple bir¢ok bitki, diyabetli
hastalarda alternatif tedavi olarak kullanilmaktadir. Sicanlar {izerinde yapilan bir

arastirmada alloksan ile tesvik edilen diyabetin siganlara zengin flavonoid igerikli



Derris reticulata koklerinin sulu ekstraktlarinin verilmesiyle iyilestigi gosterilmistir
(Kumkrai et al. 2014).

Bununla birlikte faydali etkilerine zit olarak flavonoidlerin mutajenik olduklar1
hakkinda da in vitro veriler bulunmaktadir. Flavonoidlerin yiiksek konsantrasyonlarda
DNA delesyonlarint tesvik ettikleri, reaktif metabolitleri iiretmesi igin DNA
topoizomeraz II’ye zarar verdikleri ve enzim aktivitilerini inhibe ettikleri bildirilmistir
(Czeczot and Bilbin 1991). Flavonoidlerin biyolojik ve farmakolojik etkileri antioksidan
ve prooksidan davranislarina baghdir (Cao et al. 1997; Moran et al. 1997). Oksijen
Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) testi kullanilarak bazi flavonoidlerin
konsantrasyon ve serbest radikal kaynagina bagli olarak hem antioksidan hem de
prooksidan gibi davranabilecegi ifade edilmektedir. Flavonoidler serbest radikallere
kars1 antioksidan olarak davranirlar ama bir gecis metali varliginda prooksidan aktivite
gosterirler. Bu flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri ve bakirin indiikledigi prooksidan

aktiviteleri kendi yapilarina baghdir (Cao et al. 1997; Moran et al. 1997).

Flavonoidlerin, bakteri ve memeli sistemlerinde mutajen ve genotoksik ozellik
gosterdigi belirlenmistir (Moskaug et al. 2004). Bir flavonoid olan Kuersetin’in
prooksidan etki gostererek DNA'ya zarar veren serbest radikal olusumunu tesvik ettigi
gozlenmistir (Moskaug et al. 2004). Ayrica, replikasyon siirecinde DNA'nin birbiri
iistiine donerek gerginliginin artmasini Onleyen topoizomeraz enzimlerini de inhibe
ettigi ifade edilmistir (Moskaug et al. 2004). Benzer bir ¢alismada, CuCly; ile indiiklenen
diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu C vitamini ile flavonoidlerin
arttirabildigi gozlenmistir (Bonet et al. 1996). Bundan dolayi, bazi arastirmacilar
biyolojik molekiillerde fenolik antioksidanlarin, prooksidan etkilerinin mutlaka goz

oniine alinmasi gerektigini bildirmektedirler (Cao et al. 1997; Yen et al. 1997).

Fenolik bilesiklerin diger bir grubu olan fenolik asitler genellikle bitkilerin meyve,
yaprak, kok, govde ve tohumlarinda bulunmaktadirlar. Fakat 6zellikle bitkilerin doku ve

organlarinda bol miktarda birikirler. Fenolik asitler grubunda yer alan, tanenler suda



¢oziinebilen polifenollerdir. Tanenler gida maddelerinde de 6rnegin ¢ilek, findik, ceviz,

cay, ahududu, mango ve liziimde bulunurlar (Mingshu et al. 2006).

Tanenler temel olarak yapi ve 6zelliklerine gore, hidrolizlenebilir tanenler, kondanse
tanenler ve kompleks tanenler olmak {izere 3 temel gruba ayrilmaktadir.
Hidrolizlenebilir tanenler ¢ekirdek merkezi olarak poliol (genellikle D-glukoz) igeren
molekiillerdir. Bu poliollerin hidroksi gruplari kismen veya tiimiiyle gallik asit veya
elajik asit gibi fenolik gruplarla esterlesmistir. Hidrolizlenebilir tanenler oldukca
toksiktir. Eger yiiksek miktarda tanen iceren bitki tiiketilirse zehirlenmelere neden
olacag diistiniilmektedir (Bhat et al. 1998). Hidrolizlenebilir tanenler, gallotanenler ve
ellajitanenler olmak iizere iki alt sinifa ayrilmaktadir. Gallotanenlerin en bilineni tannik
asit (Mingshu et al. 2006), ellajitanenlerin en iyi bilineni ise ellajik asittir (Khadem and
Marles 2010).

Tanenlerin de flavonoidler gibi oksidatif hasar1 Onleyebildigi, serbest radikalleri
temizleyerek antioksidan Ozellik gosterebildigi bilinmektedir. Bazi tanenlerin stres
uygulanmis baliklarin eritrositlerindeki oksidatif stresi azaltmada pozitif rol oynadig

bildirilmistir (Fedeli et al. 2004).

Tanenlerin mikroorganizma, hayvanlar ve cevre ilizerindeki etkileri oldukca fazladir.
Ornegin, bircok  mikroorganizmanin  enzim  aktivitesini  inhibe  ederek

mikroorganizmalarin gelismesini 6nlemektedirler (Goel et al. 2005).

Fenolik bilesiklere olan ilgi devam etmekte olup 6zellikle literatiirde farkli farmakolojik
etkileri oldugu belirtilen Apigenin, Baicalin, Ellajik Asit, Luteolin, Naringenin ve

Tannik Asit lizerine yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar giderek artmaktadir.

Apigenin’in (AP) antioksidan, antimutajenik, antikarsinojenik, antienflamatuar ve

antiproliferatif 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Birt et al. 1986).



AP anti timor ozellikleriyle kanser arastirma topluluklari i¢in cazip bir bilesik haline
gelmis olup (Fotsis et al. 1997), arastirmacilar AP’in meme kanseri (Yin et al. 2001),
kolon kanseri (Wang et al. 2004) ve prostat kanseri (Shukla and Gupta 2004) gibi
bircok insan kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigini rapor etmislerdir. Bunun
yani sira AP’in, secici Ozellik gostererek saglikli hiicreleri etkilemeden kanser
hiicrelerinde apoptozisi tesvik ettigi ve hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi bildirilmistir

(Gupta et al. 2001).

Farkli ¢alismalarda AP’1n, in vitro ve in vivo sartlarda metal selasyonunu tesvik ettigi,
serbest radikalleri temizledigi ve Faz II detoksifikasyon enzimlerini uyardigi
gosterilmistir (Middleton et al. 2000). Bununla birlikte AP’in, yiiksek antioksidan
aktivitelerine dair pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Singh et al. 2004). Ayrica, Begum et
al. (2012) AP’in radyasyona bagli sitogenetik degisikliklerden insan lenfosit hiicrelerini

korudugunu rapor etmislerdir.

AP’1in, Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde nitropiren tarafindan tesvik edilen
genotoksisiteye karsi antimutajenik 6zellik gosterdigi (Kuo et al. 1992) ve benzo [a]
piren ve 2-aminoanthracene kaynakli bakteriyel mutajeniteyi inhibe ettigi bildirilmistir
(Middleton et al. 2000). Buna karsin Snyder and Gillies (2002) arastirmalart neticesinde
AP’m, Cin hamsteri V79 hiicrelerinde 100 uM’lik konsantrasyonunun klastojenik etki
gosterdigini ve AP’in, bu etkisinin DNA’ya interkalasyon yapabilme 06zelliginden

kaynaklandigin belirtmislerdir.

Baicalin’in (BA); antioksidan, antitoksin ve ates diisiiriicii 6zelliklere sahip oldugu (Shi
et al. 1995), antitimor (Fukutake et al. 1998), antiviral (Kitamura et al. 1998),
hepatoprotektif, antibakteriyal, antienflamatuar ve antidiyareik (Lu et al. 2007; Guo et
al. 2013) etkiler sergileyebilecegi rapor edilmistir. Benzer bir caligmada, BA’nin
antienflamatuar, antioksidan ve antikanser gibi biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere

sahip oldugu gosterilmistir (Ahmed et al. 2000).



Hwang et al. (2005) yaptiklar1 ¢alismada, BA’nin fare karaciger sisteminde, tert butil
hidroperoksit (t-BHP) kaynakli sitotoksisiteyi ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini
gostermislerdir. Ayni ¢alismada, BA’ nin t-BHP tarafindan olusturulan glutatyon (GSH)
eksikligini giderdigi ve DNA sentezini onardigi bildirilmistir (Hwang et al. 2005).
Ayrica fareler iizerine yapilan bir ¢alismada, BA’nin hepatositleri CCL4’lin neden

oldugu oksidatif hasardan korudugu gosterilmistir (Park et al. 2008a).

Ellajik asit’in (EA) diger fenolik bilesikler gibi antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
belirtilmistir (Abdallah et al. 2011). Salmonella mutajenite testiyle yapilan ¢alismalarda
EA’nin antimutajenik etkisi gosterilmistir (Smerak et al. 2002). Ayrica EA’nin DNA’y1
modifiye eden birkag¢ enzimi (topoizomeraz I-Il, giraz ve polimeraz) inhibe ettigi ve bu
sekilde kanser hiicrelerinin biiylimesini 6nledigi rapor edilmistir (ThulStrup et al. 1999).
EA’nin, prostat, boyun, kolon ve agiz kanseri hiicreleri iizerine antitiimér etkiye sahip

oldugu rapor edilmistir (Papoutsi et al. 2005; Seeram et al. 2005).

EA’nin, in vitro da hidroksi anyonu ve siiperoksit anyonuna karsi koruyucu potansiyeli
oldugu, mide i¢inde de EA’nin etanola karst mukosal korunumunu sagladigi tespit
edilmistir (Vasconcellos 2000). EA’nin antioksidan 6zelligine ilaveten antikarsinogenik,
antiostrojenik ve antimutajenik etkilerinin oldugu gozlenmistir (Aviram et al. 2000; Gil
et al. 2000; Papoutsi et al. 2005). EA’nin, antioksidan ve serbest radikal temizleyici
ozelliginden dolayi, sigara dumaninin neden oldugu DNA kirilmalarini engelledigi

bildirilmistir (Moktar et al. 2009).

EA’nin belirtilen olumlu etkilerinin yaninda, Labieniec et al. (2007) ¢alismalarinda EA,
TA ve gallik asitin, 60 uM iizerindeki konsantrasyonlarinin DNA hasar1 olusturdugunu

gostermislerdir.

Diger bir fenolik bilesigimiz olan luteolin (LU) ilgili yapilan bir ¢alismada insan
miyelojen l6semi hiicrelerinde (K562) H,O; tarafindan uyarilan DNA hasarina kars;
quercetin, rutin, LU ve AP’in koruyucu etkileri Komet testi ile gosterilmistir. Bu

arastirma sonucunda H;05’in tesvik ettigi DNA hasarina karsi, en gii¢lii inhibisyonun



LU (%44) tarafindan yapildig1 belirlenmistir (Horvathova et al. 2003). LU nun Caco-2
hiicrelerinde hem DNA’y1 oksidatif hasardan korudugu hem de tamir aktivitesini
artirdigr  bildirilmistir (Ramos et al. 2010). Benzer bir ¢alismada LU’nun, H,O;
tarafindan tesvik edilen oksidatif DNA hasarina karsi giliclii bir koruyucu ozellik
gosterdigi belirlenmis ve LU’ nun bu etkisi, antioksidan kapasitesi ile radikal siipiiriicii
aktivitesine baglanmistir (Rusak et al. 2010). Bununla birlikte, Rusak et al. (2010) bu
arastirmasinda AP, LU ve kaempferoliin konsantrasyon ve silireye bagl olarak DNA

hasari1 olusturduklarini da bildirmistir.

LU’nun, siiperoksit radikalleri i¢in siipiiriicii 6zellikler gosterdigi ve giiglii bir tekli
oksijen giderici olarak hareket ettigi gosterilmistir (Wolfle et al. 2011; Tsai et al. 2013).
Ayrica, RAW264.7 makrofaj hiicreleri iizerine bisfenol-A-glycidyldimethacrylate
(BisGMA)’nin neden oldugu DNA hasar1 ve genotoksisiteye karst LU’ nun etkisinin
arastirlldigt  calismada LU’nun, BisGMA’nin sebep oldugu genotoksisite ve
sitotoksisiteye karst makrofajlart korudugu gozlenmistir (Shen et al. 2013).

Naringeninin (NA), antioksidan, antikanserojen, antiiilser, antiproliferatif, nefroprotektif
ve antimutajenik aktivitelerinin bulundugu bildirilmistir (Ekambaram 2008; Renugadevi
2009). Bunun yani sira, NA’nin hepatoprotektif, antienflamatuar, antitiimor gibi birgcok
farmakolojik 6zelliklere de sahip oldugu farkli ¢aligmalarda gosterilmistir (Kannappan

2010; Jain 2011).

Ekambaram (2008) NA’nin fenton reaksiyonunu engelleyerek hidroksil radikali
olusumunu azalttig1 ve bu sayede hiicre zarin1 korudugunu rapor etmistir. Diger bir
calismada, NA’nin kadmiyuma maruz birakilmis farelerde enzim aktivitelerini
yiikselttigi ve antioksidan ozellikleri sayesinde hiicre 6liimiinii dnledigi gozlenmistir
(Renugadevi 2009). Ayrica, NA’'nin, ksenobiyotiklerin neden oldugu bobrek hasari
modelinde ortamdaki oksidanlar1 azaltma yolu ile dokuyu korudugu belirtilmistir
(Renugadevi 2009). NA’nin arsenikle muamele edilen karaciger hiicrelerinde yiikselen
MDA ve ROT seviyelerini (Jain 2011), kadmiyum ile oksidatif stres olusturulan
farelerde ise lipid peroksidasyonunu (Renugadevi 2009) azalttig1 bildirilmistir.
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Buna karsin NA’nin, DNA’yla interkalasyon yaparak baglanabildikleri ve sitotoksik
ozellik gosterebildikleri de bilinmektedir (Wang et al. 2006; Li et al. 2007).

Tannik asit’in (TA), Cin hamsteri yumurtalik (CHO) hiicrelerinde, 1-nitropyren- (1-NP)
tarafindan indiiklenen kardes kromatid degisikleri sikliginda azalmaya neden oldugu
(Kuo et al. 1992) ve Salmonella suslarinda 4-aminobifenil, 3,30-4,40-tetra aminobifenil
ile N, N-NO, NO-tetrametilbenzidine karsi antimutajenik etki gosterdigi (Chen and
Chung 2000) bildirilmistir.

Zhao et al. (2005) TA’nin, antioksidan, antikanser ve antimutajenik Ozellikler
sergiledigini bildirmistir. Yapilan farkli ¢alismalarda TA’nin, ilag toksisitelerinden
kaynaklanan reaktif oksijen tiirlerini onledigi rapor edilmistir (Tikoo et al. 2008).
Bunun yani sira TA’nin, lipid peroksidasyonu, ksantin oksidaz, hidrojen peroksit
tiretimini ve karaciger hasarini azalttigina dair bulgular da mevcuttur (Sehrawat et al.
2006). Fakat TA’nin bu olumlu etkilerinin yaninda, mutajenik ve genotoksik ozellikte
oldugunu (Kevekordes et al. 2000; De Carvalho et al. 2003), mutajen madde ile
sinerjistik etki yaparak mutajeniteyi artirdigina (Knasmuller et al. 1992) dair bulgular da

bulunmaktadir.

Bitkilerdeki antioksidan 6zellikteki bilesiklerin ¢ogunun yap1 ve etkinlikleri tam olarak
aydinlatilmamis olup, fenolik fitokimyasallar basta olmak iizere pek ¢ok etken
maddenin hem prooksidan hem de antioksidan Ozellikleri olabilmektedir. Bitkisel
riinlerin toksisiteleri ve insan sagligina olas1 riskleri hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, bazi bitkisel urtinlerin in vitro bakteri sistemlerinde
ve hiicre Kkiiltiirlerinde mutajenik olabildikleri, DNA hasarim1 indiikleyebildikleri

bildirilirmisse de tersini belirten bulgular da bulunmaktadir.

Bu bilgilerin 1s18inda, fenolik bilesikler igin her ne kadar prooksidan aktivitelerinden
s0z edilse de antioksidan 6zelliklerinin daha agirliklt olarak rol oynadigr goriilmektedir.
Dolayisiyla radikal aracili hasar sonucu olusmast muhtemel pek ¢ok hastaliktan

korunmada etkin rol oynayabilecekleri diistiniilmektedir.
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Fenolik bilesiklerin belirtilen pek ¢ok olumlu 6zelliklerine ragmen, bilingsizce ve asiri
tiketilmesi insan sagligr icin tehlike olusturabilmektedir. Buradan hareketle
calismamizda; hem prooksidan hem de antioksidan 6zellik sergileyebilmeleri, apoptotik
ve antiapoptik aktiviteye sahip olabilmeleri, antimutajen 6zelliklerinin yani sira mutajen
madde varlifinda mutajen madde ile sinerjistik etki gostererek mutajeniteyi
artirabilmelerinden dolayi tartisma konusu olan fenolik bilesiklerin, insan sagligina olasi
yan etkilerinin aydinlatilmasi amaglanmistir. Bu baglamda, alternatif tibba da katki
saglamak niyetiyle en az toksisite ile daha etkin bir tedavi yontemi gelistirmek niyetiyle
dogal {irtinlerde bulunan ve son yillarda 6nemi artan fenolik bilesiklerden AP, BA, EA,
LU, NA ve TA’nin sitotoksik, genotoksik ve oksidatif etkilerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu amagla; iki asamada yiiriitiilen ¢calismamizin 1. asamasinda, RTCA
(Real-Time Cell Analyzer) — SP (Single Plate) (Tekli Plaka Gergek Zamanli Hiicre
Analizi) sistemi ile insan saglikli endotel hiicrelerinde fenolik bilesiklerin optimum
konsantrasyonlart ve uygulama siireleri ayarlanarak, WST-1 ve LDH testleriyle
sitotoksik Ozelliklerinin belirlenmesi; 2. asamasinda ise insan lenfosit hiicrelerinde
Komet ve mikrogekirdek yontemleri ile genotoksik ozelliklerinin; katalaz, superoksit
dismutaz ve malondialdehit Olgtimleri ile de oksidatif etkilerinin belirlenmesi

planlanmistir.
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2. KURAMSAL TEMELER

2.1. Test Edilen Fenolik Bilesikler

2.1.1. Apigenin (AP)

Flavanoidlerin flavon alt grubunda yer alan AP; maydanoz, papatya, kereviz portakal,
cay gibi gilindelik olarak tiikettigimiz fazla sayida meyve ve sebzede bulunur (Sak
2014). AP’1 igeren besinlerin alinmasindan sonra AP’in farkli dokulara dagildigi ve
yararl etkilerinin oldugu bilinmektedir (Gradolatto et al. 2005). Ornegin, AP’in hem
insan prostat hem de meme kanser hiicrelerinde kazein kinaz-2’nin ekspresyonunu
inhibe ettigi (Hessenauer et al. 2003), akciger kanserinde anjiyogenezi engelledigi (Liu
et al. 2005), bir karsinojen madde olan pirenle mutasyona ugratilmis Cin hamster
ovaryum hiicreleri iizerinde antimutajenik 6zellik gosterdigi, detoksifikasyon faz II
enzimilerini uyardigi, UV sonucu olusmus kanser yatkinligini1 azalttigi, hiicre sinyal
yollarm degistirerek antikanser etki gosterdigi, Na/Ca pompasini diizenledigi

bildirilmistir (Patel et al. 2007).

Fare derisinde ultraviyole 1sinlartyla uyarilan tiimorlerin AP’la bastirildigr belirtilmistir
(Nijveldt 2001). Arastirmacilar tarafindan AP’in, stres sartlar1 altindaki farelerde
meydana gelen serotonin degisikliklerini inhibe ederek antidepresan etki gosterdigi
aciklanmistir (Yi et al. 2008). Ayrica fareler iizerinde yapilan baska bir deneyde ise
oksidatif stres sonucunda aort endotelinde meydana gelen gevsemeye karst AP’in

koruyucu etki gosterdigi (Jin et al. 2009) belirlenmistir.

Farkli aragtirmalarda AP’1n, prostat, gogiis, 16semi ve kolon kanseri hiicreleri iizerine
antiproliferatif etkilerinin oldugu gosterilmistir (Gupta et al. 2001; Yin et al. 2001).
AP’1n, sahip oldugu antienflamatuar, antioksidan ve antikanserojen 6zelliklerin yaninda

yiiksek dozlarda bocek ve yumusakga oldiiriicli olarak ta kullanildiklart belirtilmistir
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(Shahi and Singh 2010). Ancak diger flavanoidlerle karsilagtirildiginda AP’1n toksisitesi
cok diisiik olarak ifade edilmektedir (Nijveldt 2001).

Insan lenfosit hiicreleri (Siddique et al. 2008) ve fare kemik iligi hiicreleriyle yapilan
caligmalarda AP, antikanser ilaglara karsi antigenotoksik etki gostermistir (Siddique et

al. 2008; Siddique and Afzal 2009).

Yapilan birgok ¢aligmada AP’in antioksidan, antimutajenik, antikarsinojenik, antiviral,
antienflamatuar, antiproliferatif ve antiprogresyon 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir
(Shukla and Gupta 2006; Li et al. 2010; Estruch et al. 2013; Choi et al. 2014a). Farkli
bir calismada AP’1in miyokardiyal iskemi / reperfiizyon hasarina kars1 kardiyoprotektif

Ozelliginin oldugu belirlenmistir (Testai et al. 2013).

Arastirmacilar, farkli biyolojik sistemlerde AP’1n antiproliferatif 6zelliginin oldugunu;
insan ya da hayvan kaynakli farkli kanser hiicre hatlarinda AP’in hiicre dongiisiinii
durdurdugu ve apoptozisi tesvik ettigini rapor etmislerdir (Chung et al. 2007;
Jayasooriya et al. 2012). Yapilan farkli ¢alismalarda AP’in amiloid-beta proteininin
tesvik ettigi norotoksisiteyi azaltmak icin redoks dengesizligini diizenleyerek bariyer
biitiinliiglinii giiclendirdigi ve mitokondriyal fonksiyonu korudugu gozlenmistir (Liu et
al. 2011; Zhao et al. 2013). In vivo Ve in vitro olarak yapilan farkli arastirmalarda
AP’n, parkinson (Patil et al. 2014), alzheimer (Zhao et al. 2013) ve iskemik felg
(Yamagata et al. 2009) hastaliklarina karst noroprotektif etkiyi 6nemli derecede
uyardig: tespit edilmistir. Ayrica AP’1n, oksidatif stresten kaynaklanan kardiyovaskiiler
ve norolojik bozukluklar gibi hastalilarda da koruyucu etki gosterebilecegi bildirilmistir
(Shukla and Gupta 2010). AP’1n, kimyasal yapist ve 3 boyutlu konfigiirasyonu Sekil

2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. AP’1n kimyasal yapisi ve 3 boyutlu konfigiirasyonu (Anonymous 2015a)

2.1.2. Baicalin (BA)

Genellikle Cin’de yetisen bir bitki olan Scutellaria baicalensis, kardiyovaskiiler,
enflamatuar hastaliklar, bakteriyel kaynakli hastaliklar ve kanserin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Lin et al. 2011; Khanal et al. 2012; Pan et al. 2012; Shiau et al.
2014). Bu bitkinin kokii flavonoid bakimindan ¢ok zengin olup 50’nin {izerinde farkl
bilesik belirlenmistir (Takahashi 2011). Bu flavonoidlerden biri olan ve kurutulmus
bitki kokiinden izole edilen BA, yiizyillardir geleneksel Cin bitki ilact olarak alerjik ve

iltihapsal rahatsizliklarinin tedavi edilmesinde kullanilmaktadir (Tarrago et al. 2008).

BA’nin beyin 6demi ve beyinsel iskemi hasarlarmma karst koruyucu etkisiyle ilgili
aragtirmalar yapilmistir. Li et al. (2003) BA’nin, aminoasit norotransmitterlerin belirli
seviyelerine beyinsel iskemi sirasinda farmakolojik etkisinin olup olmamasi iizerine
yaptiklar1 ¢alismada beyin korteksindeki glutamat (Glu), aspartat (Asp), gama
aminobiitirik asit (GABA) ve glisinin (Gly) onemli oranda arttigint ve BA’nin
muamelesiyle Glu ve Asp’li  beyinsel iskeminin yiikselmesinin azaldigimi
belirlemiglerdir. Tarrogo et al. (2008) merkezi sinir sistemi hastaliklarinda BA’nin,
terapotik madde olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bununla ilgili yapilan farkli

calismalarda, beyin iskemisi (Cheng et al. 2013; Zhou et al. 2014), omurilik
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yaralanmas1 (Cao et al. 2010), epilepsi (Liu et al. 2012), 6grenme ve hafiza

noksanliklart (Lee et al. 2014) tizerine BA’nin noroprotektif etkileri gosterilmistir.

Son yillarda, yapilan bir¢ok c¢alismada BA’nin, insan kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu, anjiyogenezi, akciger kas hiicresi ¢cogalmasi ve farklilasmasini inhibe
ettigi, apoptoza karsi duyarliligr artirdigi rapor edilmistir (Dong et al. 2010; Chen et al.
2013; Zhang et al. 2014).

BA giiclii antioksidan, antienflamatuar ve antikanser 6zellikleri gosterir (Srinivas 2010).
Ayrica BA’nin, insan mukozal doku (Zhang et al. 2012), yash fare bobrekleri (Lim et
al. 2012), sigara dumani kaynakli iltihapli modeller (Li et al. 2012) gibi farkli in vivo ve
in vitro kiiltir ortamlarinda antienflamatuar aktiviteyi artirdigi belirlenmistir.
Arastirmacilar BA’nin, farelerde yiiksek atesi diisiirdiiglinii ve antioksidan 6zellikleriyle

serbest oksijen radikallerini giderebildigini rapor etmislerdir (Guo et al. 2015).

BA’nin antiinflamasyon, antioksidasyon ve antiapoptotik gibi bir¢cok farmakolojik
etkileri oldugu gosterilmistir (Hou et al. 2012; Yang et al. 2012; Wen et al. 2013; Guo
et al. 2014a).

BA’ni farkli hastalik gruplar iizerinde yararl etkilerinin oldugu bilimektedir. Ornegin;
hipoksi ya da reoksijenasyonun neden oldugu kardiyomiyositler yaralanmalarda (Liou
et al. 2012), hepatik sitotoksisite durumlarinda (Wen et al. 2013), eklem iltihaplarinda
(Lee et al. 2010) ve buna benzer hastaliklar {izerinde BA’nin faydalar1 gézlenmistir.

BA’nin kimyasal yapisi ve 3 boyutlu konfigilirasyonu Sekil 2.2°de sunulmustur.
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Sekil 2.2. BA’nin kimyasal yapis1 ve 3 boyutlu konfiglirasyonu (Anonymous 2015b)

2.1.3. Ellajik Asit (EA)

Polifenol bir bilesik olan EA, antioksidanlar bakimindan zengin bir kaynak olup
bogiirtlen, ahududu, ¢ilek, kizilcik, ceviz, nar basta olmak iizere ¢ok sayida meyve ve
sebzede bulunmaktadir (Mutanen et al. 2008). EA’nin bir hiicre tarafindan algilanmasi
ve kullanilabilmesi i¢in uygun bir yapida bulunmasi gerekir. Bu form, seker

molekiilleriyle birlesmesi sonucunda olusmaktadir (Vasconcellos 2000).

Arastirmacilar, EA’nin E vitaminiyle kiyaslandiginda lipid peroksidasyonu olayinda
daha fazla antioksidan etki gosterdigini, suda ¢Oziiniirliigliniin diisiik olmasi, organik
coziiciilerde (metanol, dimetil siilfoksit vb.) daha iyi ¢Ozlinmesinden dolayr EA’nin
lipofilik antioksidan olarak davranabilecegini rapor etmislerdir (Gil et al. 2000). Diger
bir calismada serbest oksijen radikallerinin DNA zincirinin ayrilmasina sebep olarak
mutasyonlar olusturdugu; EA’nin bu siireci 6nleyebilen giiglii bir antioksidan oldugu

bildirilmistir (Hannum 2004).
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Labieniec (2003), EA iizerine Cin hamster hiicreleriyle yaptigi in vitro deneyde MTT ve
Komet testlerini kullanarak EA’nin sitotoksik ve genotoksik etkilerini gostermistir
(Labieniec and Gabryelak 2003).

In vivo ve in vitro yapilan birgok deneyde EA, diger fenolik bilesikler gibi giiclii
kemoprotektif etki sergilemistir (Vattem and Shetty 2005). Ayrica EA’nin antimutajenik
etkisi S. Typhimuriumun TA98 ve TA100 suslari iizerine (Smerak et al. 2002), koruyucu
etkisi ise mikrogekirdek testi kullanilarak fare kemik iligi lizerine yapilan bir ¢alismada
gosterilmistir (Berni et al. 2012). Yapilan farkli bir c¢alismada, EA’nin bakteri
membraninin 6nemli fonksiyonlarini engelleyerek mikroorganizmalarin geligsmesini

onledigi ifade edilmistir (Vattem et al. 2006).

EA’ni, DNA replikasyonu ve rekombinasyonunda aktif rol alan topoizomeraz I ve II
enzimlerinin ¢alismasini engelleyerek tiimor hiicrelerinin gelisimlerini engelledikleri
rapor edilmistir (Hurley 1998). Bu baglamda, EA’nin antikanserojen etkisiyle ilgili
yapilan bir arastirmada EA ile DNA arasinda kovalent baglarinin oldugu goriilmiis ve
bu sayede DNA’nin, kanserojen madde ile baglanmasimin engellendigi bildirilmistir

(Huetz et al. 2005).

Ferulik asit, kafeik asit, klorojenik asit ve EA’nin polisiklik aromatik hidrokarbonlarinin
(PAH) kanserojen etkilerini inhibe etme agisindan kiyaslandigi bir ¢alismada en yiiksek
antikanser Ozelligin yaklasik 80 ila 300 kat daha fazla bir sekilde EA tarafindan
sergilendigi gosterilmistir (Watzl and Leitzmann 2005).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda EA’nin, insan deri hiicreleri ve tiiysiiz farelerde
UVB 1smlamasinin neden oldugu kolajen yikimi ve enflamatuar tepkileri onledigi
gosterilmistir (Bae et al. 2010). Abdallah et al. (2011), Pekan kabuklarindan izole ettigi
EA ve gallik asitin farelerde streptozotosinle tesvik edilen diyabete karsi hipoglisemik
ve antioksidan aktivite gosterdigini bildirmistir. Bazi arastirmacilar, EA’nin serbest

radikalleri giderebildigini ve bu sayede hiicreyi lipid peroksidasyonu ve oksidatif
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hasardan koruyabildigini ifade etmislerdir (Kannan and Quine 2012). EA’nin kimyasal
yapisi ve 3 boyutlu konfigiirasyonu Sekil 2.3°te verilmistir.

Sekil 2.3. EA’nin kimyasal yapis1 ve 3 boyutlu konfiglirasyonu (Anonymous 2015c)
2.1.4. Luteolin (LU)

Flavonoidlerin 6nemli iiyelerinden biri olan LU ve glikozid formlar1 bir¢ok bitki
ailesinde dogal olarak mevcut olup 6zellikle havug, karabiber, nane, kekik, zeytinyag,
adacayi, biberiye, kereviz gibi bir¢ok bitkide bol miktarlarda bulunmaktadir (Miguel
2009). LU’ nun kimyasal yapis1 ve ii¢ boyutlu konfigiirasyonu Sekil 2.4°te gdsterilmistir.

Arastirmacilar, LU’ nun enginar yapragi ekstraktinin antioksidan aktivitesine katkida
bulunarak, Cu*? iyonlar1 tarafindan uyarilan LDL oksidasyonunu onledigini rapor
etmislerdir (Brown and Rice-Evans 1998). Farkli bir ¢alismada ise, LU’nun DNA
topoizomeraz I ve II’yi, triozin kinazi inhibe etmesi ve apoptozisi tesvik etmesi nedeni
ile kanser tedavisinde kullanilabilecegi ifade edilmistir (Chowdhury et al. 2002). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda LU’nun antikanser etkisi de gosterilmistir (Johnson and
De Mejia 2013).
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LU’nun kuvvetli bir serbest radikal siipiiriicii oldugu ve antienflamatuar ve antialerjik
etkileri de igeren genis farmakolojik Ozellikler gosterdigi rapor edilmis olup, buradan
hareketle LU ile ilgili yapilan c¢alismalar antioksidan Ozellikleri ve antiproliferatif
etkileri iizerine yogunlasmistir (Michelsa et al. 2005). Omegin LU, inflamasyon
yanitinin baglatilmasi ve siirdiiriilmesinde rol oynayan birtakim sitokinlerin (TNF, IL-1,
IL-6, IL-8) salinmasini saglayan niikleer faktor kappa beta transkripsiyonel sisteminin
ekspresyonunu azaltmis ve bu yolla hiicre kiiltiirlerinde antienflamatuar aktivite

gostermistir (Kim and Jobin 2005).

Fareler tlizerinde yapilan bir ¢alismada LU’nun selektif olarak indiiklenebilir COX- 2
inhibisyonu yaptig1 gozlenmistir (Ziyan et al. 2007). Bazi1 arastirmacilar tarafindan
LU’nun, anksiyolitik etkisinin (Coleta et al. 2007) ve hafizay1 kuvvetlendirici
ozelliginin oldugu (Xu et al. 2010) iddia edilmistir. Yine farkli ¢aligmalarda LU’ nun
antimutajenik, timor olusumunu engelleyici, pihtilasmayr Onleyici, antioksidan ve
antienflamatuar O6zelliklerinin yaninda antibakteriyel etkilere de sahip oldugu rapor

edilmistir (Lv et al. 2009).

Arastirmacilar ratlarda koroner arter okliizyonu dncesi uygulanan LU nun miyokardiyal
enfarkt alanini kiigiilttiigli, doku laktat dehidrogenaz ile NO seviyelerini azalttifi ve
antiaritmik etkisi sayesinde mortaliteyi biiylik dl¢iide azalttigini bildirmislerdir (Liao et
al. 2011). Benzer bir ¢alisgmada LU’nun miyokardiyal enfarkt alanmi kiigiilttiigii ve
ayrica iskemi-reperfiizyon hasarinda hiicre 6liimiiniin 6nemli sebeplerinden biri olan
apoptozisi engelledigi rapor edilmistir (Fang et al. 2011). Diger bir 6nemli ¢alismada ise
LU’nun ratlarda MDA miktarin1 azaltmasi, SOD aktivitesini arttirmasi sayesinde

karaciger dokusunda iskemi-reperfliizyon hasarini onledigi belirtilmistir (Wang et al.
2011).

Farki bir ¢aligmada ise, hiicre kiiltiirlerinde LU’ nun mikroglial inflamasyonu engelledigi
ve noroprotektif etkiye sahip oldugu goézlenmistir (Zhu et al. 2011). LU’nun bu
etkilerini INOS, COX-2, TNF-o, interlokin -1B inhibisyonu aracilifiyla yaptig

bildirilmistir (Zhu et al. 2011). LU’nun noérodejeneratif hastaliklarin modelleri ve
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ROT’a maruz kalmis noronlarda koruyucu ve antioksidan etkileri gozlenmistir
(Blaylock and Maroon 2012; Yan et al. 2014). Benzer bir ¢alismada LU’nun, amiloid
beta proteininin neden oldugu néron 6liimlerini diisiirdiigii rapor edilmistir (Choi et al.
2014Db).

Sekil 2.4. LU’nun kimyasal yapis1 ve 3 boyutlu konfigiirasyonu (Anonymous 2015d)

2.1.5. Naringenin (NA)

Naringinin bir aglikonu ve dogal bir flavonoid olan NA; turunggiller, domates, ¢ilek,
greyfurt ve kakaoda bol miktarlarda bulunur (Prasetyo et al. 2011). Zayif bir
antioksidan olarak bilinen NA’nin, fenil halkasinda C3 pozisyonunda hidroksil grubu
yoktur. Bu konumdaki hidroksil grubu flavonol oksidasyonunun baslama safhalari igin
onemlidir. Yapi-fonksiyon iliskisi degerlendirildiginde bu durumun NA’nin,
antioksidan aktivitesinin diisiik olmasina sebep oldugu ifade edilmistir (Prasetyo et al.

2011). NA’nin kimyasal yapis1 ve 3 boyutlu konfiglirasyonu Sekil 2.5’te gosterilmistir.

Aragtirmacilar NA nin antioksidan, antiiilser, antiproliferatif 6zelliklere sahip oldugunu

bildirmislerdir (Ekambaram 2008). NA’nin farklt ksenobiyotiklerin neden oldugu
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bobrek hasart vakasinda ortamdaki oksidanlari azalttigi gozlenmistir (Renugadevi
2009). Ayrica, ratlarin kadmiyuma maruz birakilmasiyla gergeklestirilen in vivo bir
calismada NA’nin ratlarda SOD, KAT, GPx ve GST enzimlerinin aktivitelerini arttirdigi
gosterilmistir (Renugadevi 2009).

Arastirmacilar tarafindan NA’nin, HaCaT insan keratinositlerini UVB ile indiiklenmis
yaglanma ve kanser olusumuna kars1 korudugu rapor edilmistir (E1-Mahdy et al. 2008).
Yapilan bir calismada NA’nin kalp damar sistemi iizerindeki olumlu etkileri

gozlenmistir (Lee et. al 2009).

Halkasindaki 4’-OH grubunun elektron verici ve radikal baglayici 6zelliginden dolayi
NA’nin, hidroksil radikali olusumunu azaltabildigi ve etkili bir sekilde serbest
radikalleri giderebildigi gosterilmistir (Kannappan 2010). Ayrica NA’nin lipofilik
dogas1 sayesinde lipid bilayere (ikili lipit tabakasi) baglanmasini kolaylastirdigi ve
serbest radikal olusumunu azalttigi, bu etkisiyle lipid peroksidasyonunu engelledigi

belirtilmistir (Kannappan 2010).

Yapilan bir caligmada NA’nn, ratlarda kan-beyin bariyerini gecebildigi ve bu sayede
merkezi sinir sistemine etki edebilmek icin kullanilabilecegi bildirilmistir (Yi 2010).
Diger bir ¢alismada ise NA’nin karaciger hiicre sizmasini, lipid peroksidasyonunu ve
protein oksidasyonunu engelledigi, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin

diizeylerini arttirdigi, DNA hasarini 6nledigi belirtilmistir (Kannappan 2010).

Arastirmacilar tarafindan NA’nin; antitiimdr, antienflamatuar ve hepatoprotektif gibi
farmakolojik 6zellikleri farkli calismalarla gosterilmistir (Kannappan 2010; Jain 2011).
Ayrica NA’nin yliksek yag diyetiyle beslenmis hayvanlarda hepatik steatozisi onledigi
ve insiilin hassasiyetini arttirdigi da ifade edilmistir (Kannappan 2010). Bunlarin
yaninda, fareler {izerinde yapilan bir ¢aligmada, NA’nin barsaklardaki karbonhidrat
emilimine etki ederek antidiyabetik etki meydana getirdigi, beslenme sonrasi kan

glukoz diizeyi artisini da azalttigi belirlenmistir (Fallahi et al. 2012).
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Silymarin ve Kuersetin’e olan yapisal benzerligi nedeniyle NA, arsenik toksisitesine
kars1 antioksidan ve selat ajani olarak kullanilmaktadir (Jain 2011). Nitekim kursun ve
arsenik kaynakli oksidatif hasara karst NA’nin koruyucu etkisi rapor edilmistir (Wang
et al. 2012; Mershiba et al. 2013).

NA’nin saglik agisindan birgok faydasinin oldugu 6zellikle karsinogenezi baskilama ve
hiicre apoptozisini uyarma o6zelliklerinden dolay1 kanseri 6nleyebilecekleri bildirilmistir
(Meiyanto et al. 2012). Benzer ¢alismalarda; NA’nin antienflamatuar, antioksidan, anti-
kanser, DNA koruyucu ve antiaterojenik gibi bir¢ok farmakolojik aktivitelere sahip
oldugu gosterilmistir (Lee et al. 2001; Yilma et al. 2013). Bununla birlikte NA’nin,
antioksidatif ve antienflamatuar ozellikleri sayesinde solunum yolu inflamasyonu ve
norooksidatif stres kaynakli hastaliklarda faydali etkiler sergileyecegi bildirilmistir
(Yang et al. 2011a; Assini et al. 2013).

Sekil 2.5. NA’nin kimyasal yapist ve 3 boyutlu konfiglirasyonu (Anonymous 2015¢)
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2.1.6. Tannik Asit (TA)

TA’nimn elde edildigi en 6nemli kaynak c¢aydir. Mese palamudunda da bol miktarda
bulunan tanenler aymi zamanda antiseptik bilesiklerdir. TA, bitkinin sicak suyla
ekstrakte edilmesiyle (¢aymm demlenmesi gibi) suya cekilir. Bundan sonra c¢ozelti

buharlastirmaya tabi tutulur ve TA elde edilir (Okuda and Yoshida 1993).

Bitkilerin sekonder metabolitleri olan TA, gallotanenlerin ticari formu olup, ger¢ek bir
asit degildir (Andrade 2005). TA bazi durumlarda organizma icin toksik Ozellik
gosterebilir. TA, tripsin ve a-amilazlarin sindirimdeki aktivitelerini; substratlariyla
kompleks  olusturmak veya enzimlerin  kendilerine  baglanmak  suretiyle
inhibe edip bdylece protein ve nisasta sindirimini 6nler (Khan et al. 2000). TA’nin diger
olumsuz etkilerinden biri ise TA’nin, B vitaminiyle kompleks olusturarak emilimini
onlemesidir (Makkar et al. 1988).

Diger taraftan TA’nin, faydalarina dair bir¢ok calismada bulunmaktadir. TA’nin
antimutajenik, antikanser ve antioksidan Ozelliklere sahip oldugu rapor edilmistir
(Srivastava 2000; Nakamura et al. 2003). Ayrica, TA’nin, singlet oksijen ve hidroksil
radikallerince olusturulan plasmid DNA kiriklarini 6nledigi (Khan et al. 2000), in vitro
insan lenfositlerinde H,O, tarafindan uyarilan DNA zincir kiriklarin1 Fe, Cu gibi

iyonlar1 ve serbest radikalleri siipiirerek onardigi da ifade edilmistir (Wu et al. 2004).

TA’nin, ilag geri alim yolaklarin1 degistiren bir mekanizmayla segilen kemoterapotik
ilaclarla sinerjistik etkilesiminin oldugu ve bu sayede TA’nin, kolon karsinomlarin
tedavisindeki kemoterapotik ajanlarin etkinligini artirmada etkin bir rol oynayacagi

bildirilmistir (Peter et al. 2007).

TA’nin; antimutajenik, antimikrobiyal (Kim et al. 2010a; Bozi¢ et al. 2012), antiviral,
antikarsinojenik, antienflamatuar (Zhang et al. 2013), homeostatik (Gomez et al. 2002)
ve antioksidan (Bouki et al. 2013) 6zellikler gibi bir¢ok ¢ekici biyolojik fonksiyonlari

vardir.
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TA, oral yoldan Cd ve Pb’e maruz birakilmis olan ratlarin dokularini (beyin, kalp) bu
metallerin kotl etkilerine karst korumustur. Bu koruyucu etkisiyle oncelikle SOD ve
KAT aktivitelerini artirmig sonrasinda ise dokulardaki Cd ve Pb diizeylerini

diistirmistiir (Winiarska et al. 2013; Winiarska 2013).

Son zamanlarda yapilan in vitro ve in vivo galismalarda TA’nin, farkli timor tiplerinde
antikanser fonksiyonlar1 gdzlenmistir (Ngobili et al. 2015). Onceki calismalarda TA ve
benzer yesil cay fenolik bilesiklerinin, fare meme tiimorii viriisii promotoriinii inhibe
ettigi bildirilmistir (Sun et al. 2012). Benzer ¢alismalarda TA’nin, kanser ve diyabet
tizerine yararh biyolojik aktiviteleri oldugu rapor edilmistir (Chen et al. 2003; Chang et
al. 2013). Ayrica in vitro yapilan farkli ¢alismalarda TA’nin, farkli kanser hiicre
hatlarinin proliferasyonunu engelledigi ve kanser hiicrelerinde apoptozisi uyardigi
gosterilmistir (Wang et al. 2000a; Yang et al. 2000). TA’nin kimyasal yapist ve 3
boyutlu konfiglirasyonu Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Sekil 2.6. TA’nin kimyasal yapisi ve 3 boyutlu konfigiirasyonu (Anonymous 2015f)

2.2. Karbon Tetrakloriir (CCl,)

Molekiiler formiilii CCly olan karbon tetrakloriiriin, karakteristik bir kesif kokusu vardir.

Ksenobiyotik olan karbon tetrakloriir (CCl4) renksiz, berrak, akici, yogun, yanici
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olmayan, iletken olmayan ugucu bir sividir. CCly -23°C‘de katilasir ve kaynama
sicakligr 77°C’dir (Micromedex 2010). CCly demir varliginda karbondisiilfitin klorin ile
karsilikli etkilesimi ile yani hidrokarbonlarin klorlanmasi ile elde edilir. CCly’iin
stabilitesi oldukga giiclii olan bir madde olup, 50 y1l yarilanma omriine sahiptir (Goksu

2012). CCL4’tin kimyasal yapis1 ve ti¢ boyutlu konfigiirasyonu Sekil 2.7’de verilmistir.

CCLy iyi bir yag temizleyici oldugu icin kuru temizlemede kullanilmaktadir. Onceleri
yangin sondiirme, tahil dezenfeksiyonu ve bdceklerle miicadelede yararlanilan bu
kimyasal bilesik; giiniimiizde petrol iirlinleri, ¢esitli yaglar, vernik, cila, recine ¢oziiciisii

ve organik bilesiklerin imalatinda kullanilmaktadir (Kitiz 2011).

Birlesik Devletler Cevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde edilen
sonuclara dayanarak CCl,’li insan i¢in olasi kanserojen sinifina (Grup B2) dahil etmistir
(Thrall et al. 2000). Solunan hava, su, gida alimi ve deriden temas yoluyla viicuda
girebilen CCl, tipik bir toksik ajandir ve toksik etkisi serbest radikal tiretimi ile
olmaktadir. CCls Yyagda c¢oziinebildigi i¢in hiicre membranindan gecebilir. CCly
verildiginde karaciger, bobrek, kalp dokusu gibi organlara dagilir ve depo edilir (Weber
et al. 2003). CCl,’tin alim ve eliminasyon siiresi dokudaki yag oranina ve dokudaki kan

perflizyonuna baghdir. Beyin ve karaciger tarafindan hizla alinir (Kanter et al. 2003).

CCl, karacigerde sitokrom P450 tarafindan triklorometil (CCl3") serbest radikaline
doniistiiriiliir. Triklorometil radikali ¢ok aktif olup, CCls’lin karacierde ozellikle
sentrolobiiler bdlgede neden oldugu nekrozdan sorumludur. Triklorometil radikali,
makro molekiillerle dayanikli bilesikler olusturdugu gibi, oksijenle de birlesmesi
sonucunda triklorometilperoksi (CCl30,-) radikali meydana gelir. Bu radikal kuvvetli

bir lipit peroksidasyonu baslaticisidir (Erdogan vd 2004; Simeonova et al. 2015).
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Sekil 2.7. CCl,’lin kimyasal yapist ve 3 boyutlu konfigiirasyonu (Anonymous 2015g)

CCl, radikalleri, hiicresel lipidler ve proteinlerin ikisine de baglanabilir. Bu, lipoprotein
sekresyonunun durdurulmasindaki ilk adim gibi goérinmektedir. CCly ile olusan
karaciger hasarmin gelisim basamaklar1 soyledir: Rediiktif dehalojenasyon, radikallerin
kovalent baglanmasi, protein sentezinin (6zellikle de apolipoproteinlerin) inhibisyonu,
yag birikimi, kalsiyum sekestrasyonunda kayip, apoptozis ve fibrozis (Gasso et al.

1996).

In vivo ve in vitro yapilan calismalarda, CCl; deneysel olarak karaciger hasari
olusturulmasinda en ¢ok kullanilan bir ksenobiyotiktir (Kitiz 2011). Daha 6nce yapilan
istatistiki bir ¢alismada akut CCly zehirlenmesi durumlarinda gergeklesen 6liimlerin en

stk nedeninin akut karaciger yetmezligi oldugu belirlenmistir (Gasso et al. 1996).

CCly ile olusan hepatotoksisitenin seyri bir dereceye kadar dokulardaki parsiyel oksijen
basinciyla iliskilidir. Diisiik basingta kovalent metabolit baglanmas1 ve CCls ile CHCI,
radikalleri meydana gelmektedir. Bunun sonucunda siklikla lipid metabolizmasi
etkilenmektedir. Bu etkilenme sonucunda lipid sentezinde artig, hepatosit disina

transportta azalma ve steatozis (yagh karaciger) durumlari gézlenmektedir (Giizel
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2009). Yiiksek oksijen basincinda ise CCl3-OO radikali olusur, bu da hiicrede
steatozisten apoptozise kadar giden degisikliklere neden olmaktadir (Gtizel 2009).

2.3. Antioksidanlar

Canli organizmalar, serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek i¢in hem hiicre
icerisinde hem de hiicre membraninda etkili olan ¢ok sayida korunma mekanizmasi
gelistirmektedirler. Bu mekanizmalar gerek radikal iiretimini engelleyerek, gerekse
olusan radikallerin zararl etkilerini ortadan kaldirarak etki gosterirler. Canlilarin kendi
viicut biitlinliiklerini, serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyabilmek igin

olusturdugu bu koruma sistemine antioksidan savunma sistemi denir (Saglam 2013).

Organizmanin oksidan /antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmesi agisindan
cok Onemlidir. Fakat bazen oksidanlar belirli bir diizeyin {iizerine c¢ikar veya
antioksidanlar yetersiz olup, denge bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller
organizmanin yap1 elemanlar olan protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asitler ve yararh
enzimleri bozarak zararl etkilere yol agarlar. Bu zararl etkilerin biitiinii, oksidatif stres
olarak adlandirilir. Bu nedenle viicuda disardan koruyucu, engelleyici, iyilestirici

ozelliklere sahip antioksidanlarin alinmasi gerekir (Valko et al. 2007).

ROT’larin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 dnlemek ve detoksifikasyonu
saglamak tlizere organizmayr koruyan antioksidan savunma mekanizmasi; temizleme
(scavenging) etkisi, baskilama (quencher) etkisi, onarma etkisi ve zincir koparma etkisi

olmak iizere dort farkli sekilde etki gosterir (Sener ve Yegen 2009).

Canlilarin kendilerini koruyacak antioksidan savunma mekanizmalar1 baz1 durumlarda
yeterli gelmez ve eksojen antioksidanlara ihtiya¢ duyulur. Antioksidan savunma KAT,
SOD vb. enzimler aracilifiyla olursa enzimatik antioksidan savunma; tokoferol,
askorbik asit vb. maddelerle olursa enzimatik olmayan antioksidan savunma olarak

tanmimlanir (Valko et al. 2007). Bu baglamda; antioksidanlar Sekil 2.8’de de goriildiigii
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gibi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki biiyilk grupta

siiflandirilabilir (Sekil 2.8).

Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
Primer enzimler «—| Mineraller +——— Vitaminler
SOD Zn, selenyum AE,.CveK
CAT
GPx Organosiilfiir bilesikleri «—+—» Karotenoidler

Allil sulfiti indoller p-karoten, likopen
Sekonder enzimler+

GR
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

Diisiik molekiiler <+——* Kofaktirler
agirhkh antioksidanlar Koenzim Q¢
GSH, urik asit

v

Polifenoller
v ¥
Flavonoidler Fenolik asitler

Sekil 2.8. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (Ratnam et al. 2006)

2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

ROT’u reaktif olmayan oksijen molekiillerine doniistiiren antioksidan enzimlerin en
onemli iiyeleri SOD, KAT ve GPx’tir (De Zwart et al. 1999).

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizler. Insanda SOD’un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar
sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn igeren izomer (Cu-ZnSOD) ile mitokondride

bulunan tetramerik Mn iceren izomerlerdir (MnSOD). Enzimin fizyolojik fonksiyonu;
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oksijeni metabolize eden hiicrelerde siliperoksit diizeyini diisiik tutmak ve lipid
peroksidasyonunu inhibe etmektir. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan
dokularda fazladir (Valko et al. 2007).

Katalaz ise peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda
bulunur. Hidroksil radikali olusumunu hidrojen peroksiti, su ve oksijene parcalayarak

engellemektedir (Valko et al. 2007).

SOD ve KAT, dismutazdir ve kofaktdre gereksinim duymazlar. Ayica reaksiyon
sirasinda herhangi bir enerji kaybi s6z konusu degildir (Chaudiére and Ferrari-lliou
1999). Membranda yer alan en 6nemli hidrojen peroksit uzaklagtiran enzim GPx’tir
(Lee et al. 2004). GPx, bir rediiktazdir ve kofaktore gereksinim duymaktadir (Chaudiére
and Ferrari-Iliou 1999).

Lipid peroksidasyonu (LPO) doymamis yag asitlerinin oksidadif yikimidir.
Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyon vererek peroksidasyon tiriinlerini olustururlar. Biyolojik sistemlerde
LPO baglatan serbest radikallerin, siliperoksit anyonu ile o6zellikle hidroksil radikal
oldugu kabul edilmektedir. Serbest radikal etkisi ile yag asiti zincirinden hidrojen
atomunun uzaklasmasi, bu yag asidinin radikal 6zelligi kazanmasina neden olmaktadir
(Kotan 2010). Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda,
malondialdehit (MDA) meydana gelmektedir (Yilmaz ve Ozan 2003). MDA yag asidi
oksidasyonun spesifik ya da kantitatif bir indikatori degildir. Fakat lipit
peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gostermektedir. Bu sebeple
organizmada olusan LPO diizeyini 6lgmek icin MDA seviyelerinin Olgiimii siklikla

kullanilan bir yontemdir (Kotan 2010).

2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

ROT’a kars1 antioksidan enzimlerle yapilan primer savunma yaninda sekonder

savunma, radikallerle reaksiyona girerek siipiiriicliler olusturan kiiciik molekiillerle
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saglanmaktadir. Bu siipiiriicliler, daha az zararsiz radikal tiirler iiretirler ve antioksidan
olarak davranmaktadirlar. Ornegin tokoferol, askorbat ve GSH hiicresel antioksidan

olarak birlikte hareket etmektedirler (Atagiin 2011).

GSH o06nemli bir intraseliiler antioksidandir. Okside edilmis sekli, serbest radikallerinin
inhibisyonunda, indirgenmis siilfidril gruplarinin stabilizasyonunda ve tokoferol ile
askorbatin rejenerasyonunda gorevlidir. Ayrica GPx’in kofaktorii olarak da gorev

yapmaktadir (Kotan 2010).

2.4. Kullanilan Yontemler

2.4.1. RTCA- SP (Tekli Plaka Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi) Sistemi

ROCHE ve ACEA biyosistem ortakligiyla iretilmis olan RTCA SP® sistemi,
XCELLigence™ adiyla ve bir 6nceki modeli olan Real-Time Cell Electronic Sensing

(RT-CES®) sistemi yerine tretilmis sistemdir (Sekil 2.9).

Sekil 2.9. RTCA SP” sistemi (Anonymous 2015h)

xCELLigence sistemi; RTCA analiz cihazi, RTCA-SP aygiti, lisansh yazilima sahip

bilgisayar tinitesi ve 96’11k e-pleyt olmak {izere 4 ana bilesenden meydana gelmektedir.
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RTCA-SP aygiti, standart doku kiiltiirii inkiibatorii igerisinde yer alirken, diger
bilesenler ise disardadir. xCELLigence sisteminin 6zii 96’lik e-pleyt parcasinda
bulunmaktadir. 96’lik e-pleyt, yaygin olarak kullanilan standart pleyt yapisindan
tabaninda bulunan altin kaplama ile farklilik gostermektedir. Ayrica 96’lik e-pleyt
kuyucuklari, 5,0 mm=0,05 mm ¢apinda, 24345 pl toplam hacme sahip olup, icerisinde
yer alan reaktif veya s1vi maddeleri diisiik buharlagtirma orani ile bilinmektedir (Urcan

et al. 2010).

Sekil 2.10°da gortldigi gibi sistemde hiicre sayis1 ve canliligini, e-pleytlerin zeminine
yerlestirilmis mikro elektrotlar sayesinde elektriksel empedans 6l¢mektedir. Empedans
Olclimii, zemini altin nanopartikiillerle dosenmis plaklarin, canli hiicrelere elektrik
iletimi yardimi ile hiicre sayisi, hiicre canliligi, morfolojisi ve hareketi dahil hiicrelerin
biyolojik durumu hakkinda kantitatif bilgi vermektedir. XCELLigence sisteminin temeli
mikro elektrotlar ile hiicresel akim direncinin dl¢iilmesine dayanir. Bu cihazla, hiicreler
tizerine uygulanan toksik bir maddenin; sitotoksik ve genotoksik etkisinin
belirlenmesinin yani sira hiicrelerin sayisi, hiicrelerin fiziksel 6zellikleri ve biiylimenin

hangi fazinda olduklariyla ilgili bilgiler elde edilmektedir (Capik 2014).

Hiicre %
Hiicresel

Sayisinda > @ Yayilimda

Artis ¢ Arty

Cell index

Sekil 2.10. Empedansa dayali hiicre canliligi ve hareketliligi 6lgiimii (Limame et al.
2012)
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2.4.2. LDH (Laktat Dehidrogenaz) Salinim Y éntemi

Hiicre Oliimiinii tanimlayan en Onemli yoOntemler arasinda, membran biitliinliigi
bozulmus hiicrelerden hiicresel igeriklerin kiiltiir ortamina gectigi enzimatik yontemler
bulunmaktadir. Bu testlerin hassasiyeti uygulanabilirligi gilivenilirligi birbirinden
farklidir. [n vitro modellerde kullanilan enzim salimasina dayanan sitotoksisite testleri
arasinda LDH testi tercih edilmektedir. LDH testi kolay uygulanabilen ve giivenilirligi
olan bir testtir. LDH testinin temel ilkesi 6lii hiicrelerden agiga ¢ikan LDH miktarinin

kolorimetrik saptanmasidir (Karadeniz 2011).

Laktat dehidrogenaz enzimi biitiin hiicrelerde sitoplazmalarda bulunan bir enzimdir.
Pirtivat1 laktik asite, laktik asiti piriivata katalizleyen enzimdir. Normal sartlarda bu
enzim hiicre disina ¢ikamaz. Hiicre zarinda bir hasar oldugu zaman enzim hizlica hiicre
disina sizar. Hiicre kiiltiirii siipernatantlarinda LDH miktar1 olgiimiine bagli olarak

hiicrenin ne kadar hasar gordiigii belirlenebilmektedir (Fotakis and Timbrell 2006).

LDH yo6nteminin prensibiyle ilgili olarak sunulan Sekil 2.11°de goriilecegi gibi birinci
basamakta NAD+, LDH enzimi yardimiyla indirgenir, agiga ¢ikan NADH ikinci
basamakta tetrazolyum tuzunun indirgenmesini saglayarak kirmizi renkli formazan
tuzunun olusumunu saglamaktadir. Olusan bu renk 490 Nm’de absorbans vermektedir.
Bu absorbansin Eliza Okuyucuda okunmasiyla kiiltiir ortamindaki LDH miktari
kantitatif olarak belirlenmis olmaktadir (Sekil 2.11)(Karadeniz 2011).
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Sekil 2.11. LDH salinimi1 yontemi prensibi

2.4.3. WST-1 Yontemi

MTT testi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir] indirekt olarak
hiicre biiylimesi ve/veya hiicre oliimiinii degerlendirmeyi amaglayan, hiicre kiiltiirii
esasina dayanan bir ilag duyarliligr testidir (Mossmann 1983). MTT testinin analogu
olan  WST-1  [(4-[3-4-iodophenyl]-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,3,-benzene
disulfonate] testi son donemlerde sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak

kullanilan enzimatik test yontemlerinden biridir (Butler 2004).

Bu yontem, hizli, kolay ve yliksek oranda dogruluga sahiptir. Caligmada hedef krebs
dongilisii enzimlerinden biri olan ve mitokondrilerin matriksinde (mitokondriyal i¢
membranin i¢e bakan yiizeyinde) bulunan siiksinat dehidrogenazdir. Bir tetrazolyum
tuzu olan agik kirmizi renkli WST -1 boyas: siiksinat dehidrogenaz enzimine spesifik
olarak baglanir. Sekil 2.12°de gorildiigli gibi bu baglanmanin sonunda suda
¢oziinmeyen koyu kirmizi renkte kristaller olusur (Sekil 2.12). Canli ve mitokondri
fonksiyonu bozulmamuis hiicreler koyu kirmizi renkte boyanirken 6lii ya da mitokondri
fonksiyonu bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir (Ulker 2011). DMSO ve

izopropanol gibi organik c¢oziiciilerde kolayca c¢oziinen formazan kristalleri,
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konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda
Olgiilebilen bir absorbans vermektedir. Absorbans degerlendirilerek, dolayli yoldan
hiicrelerin metabolik aktiviteleri Ol¢iilmekte, alinan deger yasayan hiicre sayisi ile

iliskilendirilmektedir (Butler 2004).
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Sekil 2.12. WST-1 tuzunun formazana doniistiiriilmesi

2.4.4. Komet Yontemi

Son yillarda 6karyotik hiicrelerde farkl fiziksel ve kimyasal bilesiklerin neden oldugu
DNA hasarmin belirlenmesinde kullanilan hizli, basit, ucuz, giivenilir ve hassas bir
teknik olan tek hiicre alkali jel elektroforez (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE)
yontemi genotoksisite calismalarinda yaygin olarak kullanilan bir test sistemidir. Insan
periferal lenfositlerinde meydana gelen DNA hasar1 kuyruklu yildiz goriiniimiinde
oldugu i¢in yontem “Komet” ismiyle de anilmaktadir. Komet ydnteminin amact;
kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canl hiicreleri
tizerindeki etkilerini, hiicrelerin DNA’larin1 tek tek inceleyerek tespit etmektir. Komet
yontemi hasar goérmiis DNA’nin elektroforez ile g¢ekirdekten salinmasi prensibine
dayanmaktadir (Kurtulmus ve Aydin 2007). Komet yonteminin uygulama basamaklari

Sekil 2.13’te gosterilmistir.
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Komet testinin tarihgesi incelendiginde, ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson (1984)
tarafindan tek hiicre diizeyinde DNA hasarint tespit etmek iizere tek hiicre jel
elektroforezi olarak gelistirildigi goriilmektedir. Sonraki yillarda, Singh et al. (1988),
DNA cift iplik kirilmalariin tespitini saglayan notral sartlarin tek sarmal kirilmalarinin
belirlenmesine izin vermedigini gézlemlediler. Aslinda, DNA'da hasar olusturan ¢ogu
ajan, DNA ¢ift sarmalindan ¢ok, DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmekteydi.
Ancak notral sartlarda proteinler DNA sarmalindan tam olarak uzaklasmadigindan tek
sarmal kirilmalar1 belirlenemiyordu. Bu gozlemlerinden sonra Singh ve arkadaslari,
alkali sartlar altinda (pH>13) DNA tek sarmal kirilmalarmin tespitine imkan veren

yontemle Komet testini daha da gelistirdiler (Singh et al. 1988).
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Sekil 2.13. Komet yonteminin basamaklari
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Komet testi okaryotik hiicrelerde DNA hasarinin analizi i¢in gili¢lii bir genetik test
olarak kullanilmaktadir (Tice et al. 2000). Komet testi; DNA tek ve ¢ift sarmal kiriklari,
abazik bolgeler, tamamlanmamis DNA tamir bolgeleri ve genomik DNA’daki yapisal
degisiklikler gibi birgok DNA hasarinin saptanmasinda kullanilan hassas bir
genotoksisite testidir (Tice et al. 2000).

Son yillarda Komet testi insan gozlem ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Komet, insanlarda hiicre seviyesinde DNA’da farkli bilesiklerin hasar etkilerinin
bulunmasinda kullanilan hizli ve olduk¢a duyarli bir testtir. Insan popiilasyonlarindan
hazirlanan lenfositlerde gida katki maddelerinde lezzet verici olarak kullanilan bazi
benzil tiirevleri (Demir vd 2010), insektisitlere maruz kalmis bitki yapraklarindan izole
edilen hiicrelerde (Demir vd 2011), arsenik bilesikleri (Guillamet et al. 2004), pestisitler
(Bhalli et al. 2009) ve agir metaller (Hartmann and Speit 1994) tarafindan indiiklenen

genetik hasarin taranmasinda Komet testi basari ile uygulanmustir.

Kisaca bu yontem, bakteriler, funguslar, algler, teorik olarak tiim ytiksek bitkiler, deniz
canlilari, insanlar, bocekler, omurgalilar ve hayvanlar lizerinde ¢ok rahat uygulanabilen
onlar1 hem ¢evre saglig1 agisindan izleyebilme hem de hedef organizmalarin savunma
potansiyelleri ve gelecekteki saglik durumlar1 hakkinda bilgi vermede kullanilan 6nemli

bir yontemdir (Dhawan et al. 2009).

2.4.5. Mikrogcekirdek Y ontemi

Mikrogekirdek (MC)’ler hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan kdken
alan olusumlardir. Bu olusumlar genellikle hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki
eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin diger
parcalarindan ve kromozomal hasarlardan kaynaklanmaktadir (Demirel ve Zamani
2002). MC sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarina ve ig iplikciklerinde
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fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak
MC olusumuna neden olmaktadir. Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan
hiicrelerdeki MC’ler Sekil 2.14’te gosterilmistir (Sekil 2.14). MC’ler; hiicre dongiisii
boyunca meydana gelen hasar nerede olursa olsun, hiicre bdliinmesi esnasinda

olusmaktadir (Demirel ve Zamani 2002).

Klastojenler

/

Asentiik kromozom fragmenti
sonucu olusan kiigiik

I;"' mikroniikleus
( 5
|‘ km@ o
\ - ~
\\\\ ,."f ‘\I
\ 1
@
\\. yi
Intel'ﬁz S
Amnojenler 1 J_// . \'\
f
Ay 1
\\ l-\ ® } Tam bir kromozom kayb:
5 A \\_5____.7, sonucu olusan bityitk
e Mitotik ipliklerdeki mikroniikleus
A;1111‘11

hata

Sekil 2.14. Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MC’ler

MC testi, klastojenik etkili bilesikler tarafindan olusturulan kromozomal hasarlarin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan standart genotoksisite test sistemi
icerisinde yer alir ve in vivo ile in vitro olarak uygulanabilir. Ayrica, sitogenetik
harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gére kolay uygulanabilmesi, daha fazla
sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi
avantajlar1 sayesinde yaygin kullanim alani bulan bir tekniktir (Fenech 2000; Widel et
al. 2001).

MC test sisteminde Ozetle; lenfosit kiiltlirlerine uygun konsantrasyonda sitokalazin B
eklenmesiyle, c¢ekirdek boliinmesini tamamlamig ancak sitoplazmik bdliinmesini

gerceklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerde, MC bulunduran hiicrelerin orani tespit
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edilmektedir (Demirel ve Zamani 2002). Sitokinezin bloklanmas1 yontemiyle MC igeren

biniikleat hiicrenin olusumu Sekil 2.15°te gosterilmistir (Sekil 2.15).

Sitokalasm B 1le

Kimyasal veya fiziksel sitokinezin bloklanmasi

mutagen

Interfaz Anafaz Telofaz I\-Illlq‘?ni'lklellf tagtyan
biniikleat hiicre

Sekil 2.15. Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle MC igeren biniikleat hiicrenin olusumu

Sitokinezi bloklanmis hiicrelerde biniikleat hiicreler ve MC sayiminda su kriterlere

dikkat edilmesi gerekmektedir (Heddle and Countryman 1976).

» Hiicreler ¢ift ¢ekirdege sahip olmali ve belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak veya oval
gOriiniimlii olmalidir.

MC cap1 ana ¢ekirdegin 1/3’{ kadar veya daha kiigiik olmalidir.

MC’ler yuvarlak ve oval sekillerde olmalidir.

MC’ler ana cekirdekten agik bir sekilde ayrilmis olmalidir.

Boya alma yogunlugu ana ¢ekirdek ile ayni olmalidir.

vV V V V V

Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢cekirdekli hiicrelerdeki MC’ler sayilmalidir.

MC testi genotoksik, sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin; hiicre genomu ve canliligi
izerine etkilerinin analizinde basariyla kullanilmaktadir (Demirel ve Zamani 2002). MC
testi baslica; kromozomlar1 etkileyebilecek fiziksel etkenlerin ve her tiirli kimyasal
maddenin genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin tespitinde, ilaglarin piyasaya

stirlilmeden once toksik etkilerini ve giivenilirligini arastirmada, kanserden korunmada
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ve kanserin izlenmesinde bir biyoizlem testi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Choy 2001; Demirel ve Zamani 2002). MC testi sigara, pestisitler, nanomateryaller,
gida katki maddeleri ve diger bircok kimyasal madde, parazitik enfeksiyonlar gibi
cevresel ve mesleki etkileri degerlendirebilmek i¢in de kolaylikla kullanilan

tekniklerden birisidir (Seligmann et al. 2003; Huang et al. 2010).



40

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Calismamizda genel olarak kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar

Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasal materyaller Markalar:

Apigenin SIAL, A3145

Asetik Asit Merck, 100063.2511
Baicalin SIAL, 94121

Sigir Serum Albumini Merck, 810037
Dimetilsulfoksit Merck, K25358243
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Gibco®

Diisiik Kaynama Dereceli Agar Sigma, A4018
Etilendiamin tetraasetik asit Sigma, ED2SS

Ellajik Asit SIAL, 14668

Etidyum Bromiir Sigma, 1239458

Fetal Sigir Serumu Biochrom, S0113
Fitohemoglutamin Bio. Industries, 12-006-1H
Fosfat Tampon Tabletleri Sigma, D5652

Giemsa Boyast Merck, 109204
Hidroklorik Asit Merck, 139-43-7

Hidrojen Peroksit Merck, 138-43-6
Histopaque Sigma 1077-1

Insan Gébek Kordonu Damar Endotel Hiicreleri *ATCC (PCS 100010™)
L-Glutamin Bio. Industries, 03-020-1B

Luteolin SIAL, 72511




Cizelge 3.1. (devam)
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Kimyasal materyaller Markalar:

Karbon Tetraklortir
Ksantin

Ksantin Oksidaz
Kromozom Medyum B
Metanol

Naringenin
Nitrotetrazolium Blue kloriir
Normal Kaynama Dereceli Agar
Penisilin+Streptomisin
Potasyumkloriir
Potasyumdihidrojenfosfat
RPMI-1640

Sitokalazin B
Sodyumfosfatdibasik
Sodyumkarbonat
Sodyumkloriir
Sodyumhidroksit
Sodyum Lauril Sarcosinat
Tannik Asit
Tiyobarbitiirik Asit
Tripan Mavisi

Trisma Base

Triton X-100

WST-1 Kit

SIAL, 289116
Sigma, X0626
Sigma, X1875
Biol. Industries, 01-198-1B
SIAL, 322415
Aldrich, W530098
SIAL, N6876
Sigma, A7174
Gibco, 15140
SIAL, 746436
SIAL, P5655

Bio. Industries,01-106-1B
Sigma, C6762
SIAL, S7907
SIAL, 791768
Merck, 101540
Sigma, ED2SS
Sigma, L5125
SIAL, 403040
SIAL, T5500
Sigma, T6146
Sigma, T1503
Sigma, 9002931
Roche (Germany)

* Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calismamizda kullanilan cihazlar ve model bilgileri Cizelge 3.2’de belirtilmistir.



Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlarin listesi
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Cihazlar Modelleri

Azot Tanki
Buzdolab1

Cam Meziir

Cam Sale

CO; Inkiibatorii
ELISA Mikroplaka
Elektroforez Sistemi
Etiiv

Flask

Faz Kontras invert Mikroskop
Goriintiileme Sistemi
Isitmali Manyetik Karistiric
Hassas Terazi
Hemositometre
Kuyucuklu Lam
Kiiltiir Tiipleri
Mikrodalga Firin
Mikrosantrifiij Tiipii
Mikroskop

pH Metre

Saf Su Cihazi
Santrifiij Cihazi

Su Banyosu

Steril Kabin

Vortex
XCELLingence

96 Kuyucuklu Levha

Termo, Electron Corporation
Argelik, 5223 NHEY A

Isolab, 015.01.100

Isolab, 073.01.001

CO? Incubator Thermo

Reader BioTek-Power Wave, Winooski,
Thermo Scientific, Owl EasyCast B1A
Memmert, UNS5

Sigma, C7231

Nikon, Eclipse TS100

Vilber Lourmat, INFINITY-1000
Velp Scientifica/ AREC

AND GR-200

Marienfeld, C350000

Cell Biolab,STA-353

Cellstar, 164160

Altus, MD 564

Eppendorf, 078.03.003

Leica, DM 5500 B

Crison, MM 41

mpMINIpure DEST up

Thermo Scientific, SL 16R
Jenotech, BS - 11

Esco, Sentinel-Gold

Velp Scientifica, F202A0173
Roche ve ACEA Biosciences
Sigma, C3606
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3.2. Yontem

3.2.1. Sitotoksisite Testleri

3.2.1.a. Hiicre Kiiltiirleri

Fenolik bilesiklerin (Apigenin, Baicalin, Ellajik Asit, Luteolin, Naringenin ve Tannik
Asit) saglikli hiicre hatt1 tizerindeki etkilerini kontrol etmek i¢in insan gébek kordonu
damar endotel hiicreleri (HUVEC) secildi. Azot tankinda -196°C’de saklanan stok
hiicreler ¢ikarildi ve ¢oziilmeleri saglandi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siiziintii
kismi atilan huicreler 25 ml’lik flasklara %10 luk FBS ile birlikte aktarildi. %5°lik CO,
bulunan 1s1ksiz ortamda 24-48 saat pasajlama yapildi. Daha biiyiik flasklara aktarim
yapildiktan sonra 8 ml PBS ile yikama yapilmak suretiyle 6li ve atik hiicreler
uzaklastirildi. Polilizin tabakasina sahip flasklarin hiicreleri birakmasi i¢in 2-3 ml
tripsin eklendi ve 2-3 dk bekletildi. Flaskta yer alan hiicreler ters mikroskopta
incelendikten sonra tripsinin toksik etkisini ortadan kaldirmak i¢in 3 ml FBS eklendi ve
hiicreler falkon tiipline alindi. 5 dk 2000°’rpm de santrifiijden sonra siizlintii atild1 ve
tipe 1 ml’ye kadar DMEM eklendi. 20 pl hiicre ile 20 pl tripan mavisi karigimi
hemositometreye yiiklenip hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayimi sonrast 96 kuyucuklu
pleytlerin her kuyucuguna 1x10° hiicre/ml hiicre aktarildi. Bu saymnin 2 katina ulagmasi

i¢in 24 saat inkiibasyon yapildi ve mikroskopta gelisim gézlendi.

3.2.1.b. Fenolik Bilesiklerin Eklenmesi

Her bir kuyucuga kuyucuktaki son derisimi 25, 50, 100 ve 200 uM olacak sekilde
fenolik bilesiklerden (AP, BA, EA, LU, NA, TA) ilave edilerek 37°C’de %5’lik CO’li
ortamda 3 giin inkiibe edildi. Kiltir ortamlarina eklenen fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlar1 daha Once yapilan arastirmalarda calisilan konsantrasyonlar esas
alinarak hesaplandi1 (Leung et al. 2005; Hwang et al. 2005; Lee et al. 2005; Noel et al.
2006; Kim et al. 2009; Soyocak vd 2011).
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3.2.1.c. RTCA - SP (Tekli Plaka Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizi)

Hemositometre yardimiyla hesaplanan hiicre sayisy/ml bilgileri esas alinarak hiicreler 3
tekrarli olarak seyreltilmis sayilarda e-plakanin her bir kuyucuguna 100 pL hacminde
ekildi. Ekim islemi esnasinda plakanin solundan sagina dogru 200 pL hacmindeki
hiicrelere seri seyreltme uygulandi. Besiyerinden kaynaklanan hiicre endeksi
degisiminin kontrolii i¢in hiicre icermeyen besiyeri kuyusu kontrol olarak kullanildi.
RTCA-SP cihazi, yazilimi aracilifiyla 72 saat boyunca her 15 dakikada bir hiicre

endeksini Olgecek sekilde ayarlandi. 72 saat sonunda hiicre biiylime profili elde edildi.

3.2.1.d. WST-1 Analizi

Fenolik bilesiklerin (AP, BA, EA, LU, NA, TA) HUVEC iizerinde hiicre
proliferasyonunun artis veya azalisini belirlemek icin ticari WST-1 kiti kullanildi (Sulic

et al. 2005).

Kit igerigi;

- WST-1 ve elektron baglama soliisyonlar1

- Diliie edilmis PBS soliisyonu

Uygulama

1) 37°C sicaklik ve %5 CO; oranina sahip inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmis ve
icerisinde 2x10° hiicre/ml seklinde hiicre yogunluguna sahip 96 kuyucuklu mikropleyt
inkiibatorden alinarak kuyucuklardaki stipernatantlar uzaklastirildi.

2) Kuyucuklara negatif kontrol grubu hari¢ belirlenen konsantrasyonlarda (25, 50, 100
ve 200 uM) fenolik bilesikler eklendi.

3) Negatif kontrol kuyucuklarina ise 100ul %10’luk FBS (9ml DMEM Iml FBS)

eklendikten sonra maddelerin hiicreler iizerindeki etkisini gérmek i¢in 24 ve 48 saat
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inkiibasyonda bekletildi. 24 saat ve 48 saat sonra inkiibasyondan alinan hiicreler ters
mikroskopta morfolojik olarak incelenerek uygulama yapilacak optimum zaman dilimi
belirlendi.

4) Bu asamada sar1 renkli WST-1 boyasi, tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonucu
mavi mor formazona doniistii. inkiibasyondan ¢ikarildiktan sonra ELISA’da 450 nm
dalga boyunda absorbans degerleri hesaplandi.

5) Hiicre canliligi asagidaki formiil kullanilarak hesapland1 (Kapuci vd 2014).

Omeklere ait absorbans degeri
Hiicre Canhhigi (%0) = X 100
Kontrole ait absorbans degeri

3.2.1.e. LDH Analizi

Fenolik bilesiklerin (AP, BA, EA, LU, NA, TA) HUVEC iizerindeki sitotoksik
etkilerini belirlemek i¢in “Sitotoksisite Belirleme Kiti (LDH; Roche)” kullanildi. Bu
yontemde Olii hiicrelerden ac¢iga ¢ikan LDH miktar1 kolorimetrik olarak olgiildii.
Inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiir kaplarindan siipernatantlar toplanarak ELISA
plagina aktarildi. Her bir siipernatant 6rneginden 100'er ml hacimde 6rnek 96 kuyucuklu
ELISA plagina aktarildi. Her bir kuyucugal00 ml LDH reaksiyon karigimi eklendi.
Pozitif kontrol olarak %2’lik Triton X-100 ¢ozeltisi kullanildi. ELISA okuyucusuna
yerlestirilen plaktan 490 nm dalga boyunda okutma yapildi. Referans dalga boyu olarak
620 nm secildi. Her bir kuyucuga ait absorbans degerleri yazdirildi. Bulunan
degerlerden background absorbans degeri cikarilarak her kiiltiir kosuluna ait LDH
salmimini gosteren absorbans degerleri elde edildi. Ornekler alindiktan sonra kiiltiir
plagi santrifiij edildi. Siipernatant alinarak her kuyucuga 100 ml %l'lik Triton-X100
soliisyonu eklendi. Bir saat siireyle oda sicakliginda inkiibasyon sonunda her bir
kuyucuktan alinan 100'er ml 6rnek ile LDH testi tekrarland1 ve her kiiltiir kosuluna ait
hiicre i¢i LDH miktarii gdsteren absorbans degerleri elde edildi. Her bir kiiltiir kosulu

i¢in hiicre 6liimii yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Kapuci vd 2014).
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Omeklere ait absorbans degen — Negatif kontrole ait absorbans degen
Sitotoksisite (%) = X 100
Pozitif kontrole ait absorbans degenn — Negatif kontrole ait absorbans degeni

3.2.2. Genotoksisite Testleri

3.2.2.a. Komet Y ontemi

Komet test sistemi i¢in Singh ve arkadaslarmin (Singh et al. 1988) protokolii alinip
modifiye edilerek kullanildi.

a. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Boyama c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Once stok etidyum bromiir ¢dzeltisi hazirlandi. Bunun igin, 10 mg etidyum bromiir 50
mL distile suda ¢oziindiiriiliip, ¢ozelti sisesi aliiminyum folyoya sarilarak karanlikta
sakland1. Stok boyama c¢ozeltisi kullanilacagi zaman 1/9 oraninda distile su ile
seyreltildi. Hazirlanan seyreltik boyama c¢ozeltisi de folyoya sarillarak karanlikta

saklandi.

Elektroforez tamponunun hazirlanmasi

200 g NaOH’u 500 mL distile suda ¢ozerek stok NaOH ¢dzeltisi hazirlandi. Buna ilave
olarak, 14.89 g EDTA 200 mL distile suda ¢oziilerek stok EDTA ¢6zeltisi hazirlandi.
Bu iki stok ¢ozelti oda sicakliginda saklandi. Bir 6l¢ek elektroforez tamponu i¢in 30 mL
NAOH c¢ozeltisi, 5 mL EDTA ¢ozeltisi karistirilarak son hacim 1000 mL’ye

tamamlandi. Tampon pH’1nin 13’ten fazla olmasi saglandi.
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Fosfat hamponunun hazirlanmasi

PBS tableti 990 mL distile suda ¢oziindiiriiliip, pH 7,4’e¢ ayarlandi. Son hacim 1000

mL’ye tamamlanarak oda sicakliginda bekletildi.

Notralizasyon tamponunun hazirlanmasi

48.5 g Tris (0.4 M) tartilip 800 mL distile su igerisinde ¢oziindiiriildii. Cozeltinin pH’1
HCL ile 7,5’a ayarlandi ve son hacim 1000 mL’ye tamamlanarak oda sicakliginda

muhafaza edildi.

Stok lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi

146.1 g NaCl (2.5 M), EDTA 37.2 g (100 mM) ve Tris 1.2 g (10 mM) 900 mL distile
suya konuldu ve ¢oziinmesi i¢in karistirilirdi. Cozeltinin pH’1 10 M NaOH ile pH= 10’a
ayarlanarak oda sicaklifinda saklandi. Stok lizis ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce her 100

mL hacim i¢in 1 mL Triton X ve 10 mL DMSQO ilave edildi.

b. Donor Se¢imi

Saglikli 25 ile 30 yas arasinda 2 erkek ve 2 kadindan olusan goniillii olarak deneye
katilmak isteyen toplam 4 dondr segildi. Dondrler sigara kullanmayanlar arasindan
secildi. Son 6 ay igerisinde her hangi bir nedenle antibiyotik, X-Ray almadiklari, bilinen
veya tanimlanan akut veya kronik bir rahatsizliklarinin olmadig1 s6zlii beyanlari ile
kabul edildi. Donérlerden deneye baslanacagi saatte kan alindi. Komet ve MC test

sistemlerinde ayni1 donorlerden alinan kan 6rnekleri ¢alisildi.
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c. Lenfosit izolasyonu

Lenfositler fikol fansite fantrifiijleme yontemiyle heparize kandan izole edildi. Ilk
olarak 1 ml periferal kan heparinize tiip i¢ine alindi. Bir santrifiij tiipii kullanilarak PBS
ile esit miktarda kan seyreltildi. Uzerine 600 pL histopaque eklendi. Tiip 800 g’de 20
dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. En istteki serum tabakasi uzaklastirildi. Daha
sonra bir alttaki bulutumsu goriinlimde olan tabaka dikkatli sekilde bos falkon tiipiine
alind1 ve 5 mL PBS ile karisirildi. Tiip 2500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi. Tiipiin altinda kalan hiicre pelleti tiipiin alt kismina sertge vurularak tekrar
¢oOziildii. Daha sonra tip 1 ml RPMI-1640 medium ile dolduruldu. Tip yavasca
karistirtldi. Steril pipet kullanilarak 10 pL (yaklasik 10.000 lenfosit) drnek bir tiipe
alindi. Bu tiipe 20 pL tripan mavisi soliisyonu eklendi ve hemositometreye yiiklenerek

hiicre sayis1 hesaplandi.

d. Slaytlarin Hazirlanmasi

Slaytlar calismadan 1 giin 6nce hazirlandi. Lamlar sabunlu suyla iyice steril edildi.
Lamlar durulandiktan sonra metanolden gecirildi. 50 ml PBS ¢ozeltisinde %21,0'lik
normal kaynama dereceli agaroz (NMA) hazirlandi. NMA tam ¢oziinmesi amaciyla
mikrodalga firinda kisa bir siire bekletildi. Mikrodalga firindan ¢ikartilan NMA’dan lam
tizerindeki her bir kuyucuga 80 ul damlatildi. Bu haliyle ¢calismada kullanilmak iizere
oda sicakliginda neme maruz kalmayacak sekilde kapali ortamda bekletildi. 50 ml PBS
cozeltisinde %1,0'lik diisiik erime dereceli agaroz (LMA) hazirlandi. Hazirlanan LMA

cozeltisi 5 ml’lik hacimlerle falkon tiiplerine konuldu ve +4°C’de sakland.

e. Deney Diizeneginin Olusturulmasi ve Lenfosit Kiiltiirii

Her bir konsantrasyon i¢in 1 mL fetal sigir serumu (FBS) igermeyen besiyeri hazirlandi
ve ependorflara konuldu. Daha sonra besiyeri igerisine asagida belirtilen maddeler

eklendi. Bu deney diizenegi 4 dondr i¢in tekrarlandi. Fenolik bilesiklerden EA, NA ve
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TA’nin sitotoksik etkilerinden dolayr belirtilen konsantrasyonlara ilave olarak 4, 8 ve

12.5 pM’lik konsantrasyonlar da caligildi.

Kiiltiir 1: Besiyeri + Lenfosit

Kiiltiir 2: Besiyeri + Lenfosit + 5 uM CCL4

Kiiltiir 3: Besiyeri + Lenfosit + 50 uM FB

Kiiltiir 4: Besiyeri + Lenfosit + 5 uM CCL4 + 25 uM FB
Kiiltiir 5: Besiyeri + Lenfosit + 5 uM CCL4 + 50 uM FB
Kiiltiir 6: Besiyeri + Lenfosit + 5 uM CCL4 + 100 uM FB
Kiiltiir 7: Besiyeri + Lenfosit + 5 uM CCL4 + 200 uM FB

Ependorflar 37°C’de 3 saat kapali hiicre kiiltiiriine alindi. Lenfositler inkiibasyondan
cikarildiktan sonra 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatantlari atildi. Pellet
100 pL PBS igerisinde siispanse edildi.

5 mI’lik hacimlerle falkon tiiplerine konmus olan %1,0'lik LMA ¢6zeltisi buzdolabindan
cikartilip mikrodalga firinda ¢oziinmesi saglandi. Coziinen LMA 37°C’lik etiivde
bekletildi. Daha sonra LMA ¢ozeltisinden 100 pL almarak 100 pL PBS igerisinde
stispanse edilen pellete eklendi. Agar katilasmadan hemen pipetaj yapilarak lenfositlerle
karigtirildi. Bu son karisimdan 80 pL alinarak O6nceden hazirlanmis olan slaytlara
yayildi. Uzeri lamelle kapatilip 10 dakika buzdolabinda bekletildi. Buzdolabindan
cikartilan slaytlarin lizerinden lamel yavasca kaldirildi ve 90 pL LMA eklendi. Tekrar
lamelle kapatilan slaytlar 25 dakika kurumaya birakildi. Tiim bu islemlerin sar1 1s1kta

yapilmasina 6zen gosterildi.

Slaytlar kuruduktan sonra lameller dikkatlice kaldirilip dikey cam saleye yerlestirildi.
Tiim slaytlar1 kaplayacak sekilde lizis (¢Oziindiirme) ¢dzeltisi eklenerek salenin agzi
parafilmle kapatildi. Bu sekliyle buzdolabinda 3 saat bekletildi. Bu iglemle, hiicre ve

cekirdek zari lizise ugratildi.
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Lizis asamasindan sonra buzdolabindan c¢ikartilan slaytlar elektroforez tankinda yan
yana yerlestirildi. Tank daha 6nceden hazirlanmis ve pH’1 13’ten fazla olan elektroforez
cOzeltisiyle dolduruldu. Tiim slaytlarin ¢ozeltiyle kaplanmis olmasi ve hava
kabarcigimin olusmamis olmasma dikkat edildi. Elektroforezde yiiriitiilmeden Once
DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in slaytlar alkali elektroforez tamponunda 30 dakika
bekletildi. Sonrasinda DNA’lar bu tampon ¢ozeltisi igerisinde 300 mA, 24 voltluk
elektriksel alanda 30 dakika boyunca yiiriitildii. Bu islemlerin tamami sar1 1sikta
yapildi.

Elektoroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra olusan kimyasal reaksiyonu
stabilize etmek ve alkali tampon ¢dzeltisini ortamdan uzaklagtirmak i¢in slaytlar 5

dakika siire ile 3 kez nétralizasyon tamponu ile (0.4 M Tris-HCL, pH 7.5) yikandi.

f. Boyama

Notralizasyon islemi tamamlandiktan sonra boyama yapilarak Kometler sayildi. Sayimi
o anda yapilamayan slaytlar oda sicakliginda kurutularak nemli ortamda en fazla bir
hafta bekletilebildi. Boyama islemi i¢in floresan boya olan etidyum bromiir boyas (5
pg/ml) kullanildi. Her bir slayt i¢in 80 pL boya slayt lizerine damlatildiktan sonra lamel
ile tizeri kapatilarak 40 biiyiitmeli floresan mikroskop ile 100 adet DNA g0riintiisii
degerlendirildi.
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g. Komet Analizi ve DNA Hasarimin Belirlenmesi

Sekil 3.1. Gorsel skorlama teknigi ile hiicrelerin siniflandiriimasi

Bu yontemde DNA hasar1 floresan mikroskopla degerlendirildi. DNA’da olusan hasarin
derecesi kuyruk olusumuna gore her bir okumada 100 hiicre DNA’s1 incelenerek bes
kategoride smiflandirildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar 0 maksimum hasar olan
DNA'’lar 4 olarak degerlendirildi. Migrasyonun uzunlugu fragmentlerin miktarina, DNA
zincir kirilmalarma ve alkali-labil bolgelerin seviyelerine bagli olarak degisiklik

gostermekte idi (Sekil 3.1)(Collins et al. 2004).

3.2.2.b. Mikrogekirdek Y ontemi

MC yontemi igin Stich ve arkadaslarimin (Stich et al. 1982) kullandiklar1 protokol alinip
modifiye edilerek kullanildi.
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a. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tespit soliisyonunun hazirlanmasi

1/3 oraninda asetik asit ile metanolun karistirilmasiyla hazirlandi.

Hipotonik soliisyonun hazirlanmasi

0,560 gr KCI 100 mL distile suda ¢oziilerek 0,0075M KCI ¢ozeltisi hazirlandi.

Boya soliisyonunun hazirlanmasi

9,08 gr/L KH,PO,, 14,8 gr/L Na;HPO, (2H,0) hazirlandi. 30 mL Na,HPO, (2H,0)
alinip tlizerine 40 mL KH>PO, soliisyonu eklenerek pH 6,8’e ayarlandi.

Lenfosit besi yerlerinin hazirlanmasi ve saklanmasi

100 mL Kromozom Medyum B
20 mL FBS

5mL PHA

2 mL L-Glutamin

1 mLPS

Steril hiicre kiiltiir tiiplerine (cellstar) 6nceden hazirlanmis besiyerinden 6 mL konuldu.

Kullanim zamanina kadar -20°C’de saklanda.

b. Deney Diizeneginin Olusturulmasi

Daha once hazirlanan besi yerleri -20°C’den ¢ikarilarak oda isisina gelmeleri saglandi.

Oda 1s1sina gelen besi yerlerine asagida verilen kimyasallar, belirlenen oranlarda steril
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(filtre) edilerek eklendi. Bu islemler sonrasinda belirlenen donérden alinan kan
orneklerinden (her bir tiip i¢in) 0,5 mL eklendi. Bu deney diizenegi toplam 4 dondr i¢in
tekrarlandi. Fenolik bilesiklerden EA, NA ve TA’nin sitotoksik etkilerinden dolay1
belirtilen konsantrasyonlara ilave olarak 4, 8 ve 12.5 uM’lik konsantrasyonlar da

calisild1.

Kiiltir 1: Besi yeri + Kan + Sitokalazin B

Kiiltiir 2: Besi yeri + 5 uM CCL4 + Kan + Sitokalazin B

Kiiltiir 3: Besi yeri + 50 uM FB + Kan + Sitokalazin B

Kiiltiir 4: Besi yeri + 5 uM CCL4 + 25 uM FB + Kan + Sitokalazin B
Kiiltiir 5: Besi yeri + 5 uM CCL4+ 50 uM FB + Kan + Sitokalazin B
Kiiltiir 6: Besi yeri + 5 uM CCL4+ 100 uM FB + Kan + Sitokalazin B
Kiiltiir 7: Besi yeri + 5 uM CCL4+ 200 uM FB + Kan + Sitokalazin B

¢. Lenfosit Kiiltiirii

Donorlerden alinan periferik kan ornegi ve ilgili kimyasallar ile hazirlanan 7 mL’lik
hiicre kiiltiir tlipinii 72 saat 37°C’de kapali hiicre kiiltiiriine alindi. Kiiltliriin 44.

saatinde her bir tiipe 6pg/ml Sitokalazin B ilave edildi.

73. saatte kiiltiire edilen tiipler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
kismi biyokimyasal analizler i¢in ayrildi. Pellet {izerine hipotonik soliisyonu (0,075 M
KCl) eklendi ve tiipler 25 dakika 37°C’lik etiivde bekletildi. 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiije edilerek siipernatant kismi atild1 ve pellet lizerine 1/3 oraninda soguk asetik

asit metanol karigimi eklenerek tespit islemi gerceklestirildi.

Tespit islemi toplam iic kez tekrarlandi. Tespit islemi sonunda siipernatantin 1-1,5
mL’lik alt kismi hari¢ diger boliimii atildi. Dipte kalan pellet ¢alkalanarak resilispanse
edildikten sonra soguk tespit iginde bekleyen lamlarin her birine 5-6 damla bu
siispansiyondan damlatilarak 5 lam hazirlandi. Hazirlanan preparatlar kurumalari igin,

li¢ giin oda sicakliginda bekletildi.
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d. Boyama

Ucg giin oda 1s1sinda kurutulan preparatlar giemsa boyasi ile 10 dakika boyandi. Boyama
isleminden sonra preparatlar distile sudan gecirilerek fazla boyanin uzaklastirilmasi

saglandi.

e. MC Sayim ve Degerlendirilmesi

Mikrogekirdek frekansinin belirlenmesinde ¢ekirdek bdliinmesini tamamlamis, fakat
sitoplazma boliinmesini gergeklestirememis ‘biniikleer’ denilen ¢ift ¢ekirdekli hiicreler
degerlendirilmeye alindi. MC sayisin1 belirlemek amaciyla her bir dondre ait
preparatlarda tiim uygulama gruplar1 ve kontrollerinde sitoplazmasi dagilmayip sinirlari
belli olan bintikleer toplam 1000 hiicre incelenerek mikrogekirdekli olanlar saptandi.
Preparatlar 151k mikroskobunda incelenirken 6nce 10’luk objektifte sayim yapilacak
alan belirlendi sonra 40’lik objektif ile hiicreler tek tek sayildi. Biniikleer hiicre ile
mikrocekirdek ayirimi Fenech (2000)’e gore yapilarak bir ¢ekirdekli, ti¢ ¢ekirdekli veya
daha fazla ¢ekirdekli hiicreler degerlendirme dis1 birakildi. MC frekans1 (MC/1000

hiicre) hesaplandi.

3.2.3. Biyokimyasal analizler

KAT, SOD ve MDA 6l¢limii i¢in 72 saat kiiltiire edilen tiipler 1200 rpm’de 10 dakika

santrifiij edildikten sonra, siipernatant kismi analiz i¢in kullanildi.

3.2.3.a. Katalaz (KAT) aktivitesi dl¢iimii

Katalaz (KAT) enzim aktivitesinin Ol¢limii Aebi’nin yontemine gore calisildi (Aebi
1984). Hidrojen peroksit (H,02) maksimum absorbansi 240 nm’de vermektedir. KAT
Ol¢timii; H,O7’in katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmasi esasina dayanir ve bu

da kendini UV spektrofotometrede absorbans azalmasi seklinde gosterir. Absorbanstaki
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bu azalma katalaz enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Numune ilavesi ile
absorbans azalmasi her 15 sn’de bir defa olmak tizere 5 dakika siire ile okundu.

Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin degerleri esas alindi.

3.2.3.b. Superoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi ol¢iimii

Cu, Zn-SOD aktivitesi hiicre kiiltiirii siipernatantinda Sun ve arkadaslarinin tarif ettigi
metod kullanilarak 6lgiildii (Sun et al. 1988). 100 ml numune iizerine 2.45 mL assay
reaktifi (0.3 mM xanthine, 0.6 mM Na,EDTA, 0.15 mM NBT, 0.4 M Na,CO3 (sodyum
karbonat), 1 g/L sigir serum albumin (BSA) katildi. Ksantin oksidaz (50 ml, 167 U/L)
ilavesi ile reaksiyon baglatildi. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan iiretilen
stiperoksit anyon radikalleri tarafindan NBT’nin indirgenmesi ile olusan absorbans
degisimi 560 nm de 6l¢iildii. NBT nin indirgenmesini %50 inhibe eden enzim aktivitesi
1 enzim {initesi olarak tanimlandi. Cu, Zn-SOD aktivitesi mg proteinde SOD {initesi

olarak ifade edildi.

3.2.3.c. Malondialdehit (MDA) seviyesinin ol¢iimii

MDA seviyesi hiicre kiiltiirli siipernatantinda Ohkawa tarafindan tanimlanan metoda
gore spektrofotometrik olarak belirlendi (Ohkawa 1979). Toplam hacim 4 mL olacak
sekilde %8.1 sodyum dodesil siilfat (SDS), %20 asetik asit, %0.9 tiyobarbitiirik asit
karistmma 0.2 mL numune eklenerek 1 saat 95°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra tiipler oda sicakligina kadar sogutuldu ve {izerine 1 mL distile su ile 5 mL n-
butanol/piridin (15:1, v/v) eklendi. Numuneler 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatantin 532 nm’de absorbansi olgiildii ve standart grafik yardimi ile MDA
konsantrasyonu hesaplandi. 1.1.3.3-tetractoksipropan standart olarak kullanildi. MDA

konsantrasyonu pmol/L olarak ifade edildi.
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3.2.4. Istatistiksel degerlendirme

RTCA-SP’nin istatistiksel degerlendirilmesi, xCELLigence cihazindaki grafiklerin

kullanilmas1 suretiyle belirlendi. Zaman, konsantrasyon ve madde arasindaki

istatistiksel farkliliklar (Eﬂ:SE) analiz edildi.

MC, Komet, LDH, WST-1 ve Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel
degerlendirilmesi Duncan testi kullanilarak hesaplandi. Fenolik bilesiklerin ve CCL,’lin
dort farkli test sisteminde (MC, Komet, LDH ve WST-1"in) etkilerini belirlemek igin
SPSS 18,0 analiz programinda varyans analizi (ANOVA) uygulandi. Fenolik
bilesiklerin konsantrasyonlart arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile

%5 6nem seviyesinde belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. LHD ve WST -1 Bulgular

LHD ve WST -1 testlerini uygulamadan énce RTCA — SP (Tekli Plaka Ger¢ek Zamanl
Hiicre Analizi) sistemi ile insan saglikli endotel hiicreleri tizerinde (HUVEC) fenolik
bilesiklerin (Apigenin, Baicalin, Ellajik Asit, Luteolin, Naringenin, Tannik Asit)
optimum konsantrasyonlari ve uygulama siireleri belirlenmeye ¢alisildi. RTCA-SP testi
sonucunda HUVEC hiicrelerinin optimum uygulama siiresi 48. saat ve hiicre sayisi
2x10° hiicre/ml olarak belirlendi. Bu calismadan sonra LHD, WST -1 ve RTCA test
sistemleri  kullanilarak  fenolik bilesiklerin 25, 50, 100 ve 200 uM’lik
konsantrasyonlarinin sitotoksisite, hiicre canliligt ve hiicre sayis1 iizerine etkileri
belirlendi. Fenolik bilesiklerin sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve hiicre sayisi {izerine olan

etkileri asagadaki grafik ve sekillerde gosterilmistir.

HUVEC hiicrelerinde RTCA— SP sistemi kullanilarak AP’1n farkli konsantrasyonlarinin
hiicre canliligina etkisi gozlenmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra HUVEC
hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda ve 3’er tekrar seklinde AP eklenmistir. Sekil
4.1’de  goriilldigii gibi AP proliferatif etki sergileyerek kullanilan  tiim

konsantrasyonlarinda hiicre canliligini artirmastir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. AP’n sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve hiicre say1si iizerine etkileri

HUVEC fiizerine BA ile yaptigimiz uygulamalarimizda, RTCA sonuglarina gore
kontrole kiyasla BA’nin 25, 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlariin proliferatif etki
gostererek hiicre indeksi ve canliliginda artisa neden oldugu, 200 uM’lik uygulamanin
ise konsantrasyon artisina bagli olarak LDH salinimint artirdigi ve hiicre canliligini
azalttig1 belirlenmistir (Sekil 4.2).



59

1o : p

@ oo
(@ PN
@
@ 10
@ 1

a0

T

Hiicre Indeksi
o
(=3

Siire (Saat)

180

160
140

\*
120

=

s

&

=

=1

&) /

@ 100

= g0

) ——WST-1
-z 60 —m— | DH
=

= 40

=

; 20

% 0 - — n— —H—

= NK 25 50 100 200

Konsantrasyon (uM)
Baicalin

Sekil 4.2. BA’nin sitotoksisite, hiicre canliligi ve hiicre sayisi lizerine etkileri

EA’nin farkli konsantrasyonlarinin HUVEC {izerine proliferatif ve sitotoksik etkileri
incelendiginde; 25, 50, 100 ve 200 uM’lik uygulamalarinda mitokondriyal aktivite de
zamana ve konsantrasyona bagli olarak hiicrelerin canlilik yiizdesinde bir azalma
belirlenmistir. EA’nin 25 pM’lik konsantrasyonu disinda diger uygulamalarinda (50,
100 ve 200 puM) hiicre sayist ve canliliginda diisiis meydana getirdigi gézlenmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. EA’nin sitotoksisite, hiicre canliligi ve hiicre sayisi iizerine etkileri

LU’nun hiicre canliligina olan etkisinin degerlendirildigi ¢alismamiz da, LU’nun
proliferatif etki gostererek kullanilan tiim konsantrasyonlarinda hiicre sayis1 ve

canliliginda artis sagladigi belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. LU’nun sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve hiicre sayisi lizerine etkileri

NA ile yaptigimiz uygulamalarimizda, RTCA verilerine gore kontrolle
karsilagtirildiginda, NA’nin HUVEC liizerine artan konsantrasyonlarina bagli olarak
sitotoksik etki sergiledigi, LDH salinimini artirdigi, hiicre sayisi ve canliliginda ise

diisiis meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. NA’ nin sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve hiicre say1si lizerine etkileri

Inkiibasyon ortamima TA nin ilave edilmesiyle, NA’da oldugu gibi artan konsantrasyon
uygulamalarina paralel bir sekilde biitiin konsantrasyonlar hiicre indeksinde ve hiicre

canliliginda azalmaya sitotoksisitede ise artmaya neden olmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. TA’ nin sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve hiicre sayisi lizerine etkileri

4.2. Mikrocekirdek (MC) Bulgular:

Bu test sisteminde, fenolik bilesiklerden AP, BA ve LU’ nun 25, 50, 100 ve 200 uM’lik
konsantrasyonlarinin; EA, NA ve TA’nm ise 4, 8, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 puM’lik
konsantrasyonlarinin antigenotoksik ve antimutajenik etkileri belirlenmeye ¢alisildi.
Fenolik bilesiklerin antigenotoksik ve antimutajenik etkileri asagidaki cizelgelerde
gosterilmistir. Kiiltiir ortamlarina CCL,4 eklendiginde MC frekansi 4.53+0.19 bulunmus
olup bu deger kontrol (2.34+0.03) ile kiyaslandiginda CCL,’iin MC’yi indiikledigi
goriilmiistiir. MC frekanslart CCLs’e bagli olarak artmis ve bu deger (4.53+0.19)
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istatistiksel agidan anlamli goriilmiistiir (p<0.05). Sekil 4.7°de mikrogekirdek igeren

biniikleer hiicrelerin mikroskop goriintiileri gosterilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Mikrogekirdek igeren hiicreler

Sadece CCL,4 eklenen kiiltiirlerin, AP’in 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarindaki
MC frekanslar1 karsilastirildiginda siras1 ile 4.10+£0.47; 3.64+0.43; 2.71+0.62 ve
2.90+0.41 olarak bulunmustur. CCLs’lin MC frekansini arttiric1 etkisini engellemesi
acisindan degerlendirildiginde, AP’1n 100 uM’lik konsantrasyonundaki uygulamalarinin

istatistiksel olarak onemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. AP uygulandiginda belirlenen MC frekanslari

Uygulama Gruplari MC /1000 Hiicre
Kontrol 2.34+0.03?
CCL4 (5 pM) 453 +0.19°
AP (50 uM) 2.36+0.38°
AP (25 uM) + CCL4 (5 uM) 4.10+0.47°
AP (50 uM) + CCL4 (5 uM) 3.64 +0.43°
AP (100 pM) + CCL4 (5 pM) 2.71+0.62%®
AP (200 uM) + CCL4 (5 M) 2.90+0.41°

“ Aymi siitunda farkls @istel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Fenolik bilesiklerden BA ile yapilan ¢alisma sonuclarini degerlendirdigimizde BA’ nin,
CCLstin MC’yi arttiric1 etkisini engelledigini gorebiliriz. CCLs’tin MC’yi arttirict
etkisini engellemesi agisindan konsantrasyonlar arasinda kiyaslama yapildiginda,
BA’nin 100 uM konsantrasyonundaki uygulamalarinda en iyi sonug¢ verdigi tespit

edilmistir (p<0.05)(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. BA uygulandiginda belirlenen MC frekanslar1

Uygulama Gruplari MC /1000 Hiicre
Kontrol 2.34 +0.03°
CCL4 (5 pM) 4.53+0.19°
BA (50 uM) 2.50 +0.14°
BA (25 uM) + CCL4 (5 pM) 410 +0.13°
BA (50 uM) + CCL4 (5 uM) 3.56 +0.23°
BA (100 pM) + CCL4 (5 pM) 2.63+0.21%
BA (200 pM) + CCL4 (5 pM) 2.82+0.33°

" Aymi siitunda farkli Gistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.3’te goriildiigli gibi, CCL4 beraber ile EA’nin 4, 8, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM’lik konsantrasyonlarindaki uygulamalarinda, 200 pM’lik uygulama sitotoksik etki
gostermistir. Diger konsantrasyon uygulamalarinda ise sadece CCL4 ile muamele edilen
kiiltlir ortamina nazaran MC oraminin azaldigir gozlenmistir. EA’nin 12.5 uM’hik

konsantrasyonundaki MC orani diisiisti anlamli bulunmustur (p<0.05)(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. EA uygulandiginda belirlenen MC frekanslar

Uygulama Gruplan MC /1000 Hiicre
Kontrol 2.34 +0.03°
CCL4 (5 uM) 453 +0.19°
EA (50 uM) 3.20 +0.24
EA (4 uM) + CCL4 (5 pM) 3.41+0.11°
EA (8 uM) + CCL4 (5 pM) 3.37+0.17%
EA (12.5 uM) + CCL4 (5 pM) 3.14+0.15
EA (25 uM) + CCL4 (5 uM) 3.91 £0.36%
EA (50 uM) + CCL4 (5 M) 4.11+0.28°
EA (100 uM) + CCL4 (5 pM) 423 +0.26°
EA 200 uM) + CCLs(5 pM) | e

“Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

LU ile yaptigimiz ¢alismalarimizda, MC frekansi CCL,4’e bagli olarak artmistir. LU nun
tim uygulamalarinda, CCLs’tin MC frekansin1 arttirict  etkisinin = engellendigi
goriilmektedir (Cizelge 4.4). Elde edilen sonuglar arasinda MC frekanslar1 birbiriyle
oranlandiginda LU’ nun CCLy’iin MC’yi1 arttirict etkisini azaltmasi acisindan en etkili
sonucun 200 uM’lik uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir. LU’nun 100 uM’lik
konsantrasyonu ile kontrol grubu arasinda MC degeri ortalamalar1 birbirine yakin ve

farkin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu gézlenmistir (p<0.05)(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. LU uygulandiginda belirlenen MC frekanslar

Uygulama Gruplan MC /1000 Hiicre
Kontrol 2.34 +0.03°
CCL4 (5 uM) 453 +0.19°
LU (50 uM) 2.35+0.36°
LU (25 uM) + CCL4 (5 uM) 3.11 £0.22¢
LU (50 uM) + CCL4 (5 uM) 2.70+ 0.52
LU (100 pM) + CCL4 (5 uM) 2.32+0.17°
LU (200 pM) + CCL4 (5 uM) 221+ 0.49°

“ Ayni siitunda farkl iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Fenolik bilesiklerden NA’nin ¢alisilmasiyla ilgili Cizelge 4.5’te ¢ikan sonuglar dikkate
almarak, CCLylin MC’yi arttirict etkisini engellemesi ag¢isindan karsilastirma
yapildiginda, NA’nin 100 ve 200 uM’lik konsantrasyonlarinin sitotoksik etki gosterdigi,
diger uygulamalarinin ise CCL4lin MC’yi arttiric1 etkisini azalttigi tespit edilmistir.
Ozellikle 8 uM’lik konsantrasyonunun MC sayisindaki azaltici etkisi anlamli

bulunmustur (p<0.05)(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. NA uygulandiginda belirlenen MC frekanslari

Uygulama Gruplari MC /1000 Hiicre
Kontrol 2.34 +0.03?
CCL4 (5 uM) 4.53 £0.19°
NA (50 uM) 2.85 +0.09
NA (4 pM) + CCL4 (5 pM) 2.72+0.14°
NA (8 uM) + CCL4 (5 uM) 2.51+0.16%
NA (12.5 uM) + CCL4 (5 pM) 3.23+0.23°
NA (25 uM) + CCL4 (5 uM) 3.84 + 0.06™
NA (50 uM) + CCL4 (5 uM) 3.93 £ 0.04°
NA (100 pM) + CCLs (5 pM) | ceeee
NA (200 pM) + CCLs (5 pM) | coeee

“Ayn siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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TA’nin 200 uM’lik konsantrasyon uygulanmasinda sitotoksik etki goriilmiistiir. 4, 8,
12,5, 25, 50 100 uM’lik uygulamalarindaki MC frekanslar1 karsilagtirildiginda ise sirasi
ile 2.71£0.09, 2.81+0.13, 2.92+0.08, 3.26+0.05, 3.52+0.14 ve 4.32+0.35 olarak
bulunmustur. Bu sonuglari1 degerlendirdigimizde TA’nin, CCLs’tin - MC’yi  arttirict
etkisini engelledigini belirtebiliriz. CCLsln MC’yi arttirict etkisini engellemesi
acisindan konsantrasyonlar arasinda karsilagtirma yapildiginda, TA’nin 4 pM’lik
konsantrasyonlarindaki uygulamalarinda diger konsantrasyonlardan daha etkili oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. TA uygulandiginda belirlenen MC frekanslari

Uygulama Gruplar MC /1000 Hiicre
Kontrol 2.34 +0.03°
CCL4 (5 uM) 4.53 £0.19°
TA (50 uM) 2.97 +0.06™
TA (4 uM) + CCL4 (5 uM) 2.71 +0.09%
TA (8 pM) + CCL4 (5 pM) 2.81+0.13°
TA (12.5 uM) + CCL4 (5 pM) 2.92+£0.08°
TA (25 uM) + CCL4 (5 uM) 3.26 + 0.05°
TA (50 uM) + CCL4 (5 pM) 3.52 +0.14%
TA (100 uM) + CCL4 (5 pM) 432 +0.35°
TA (200 uM) + CCLs(5 pM) | coeeee

“Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

4.3. Komet Bulgulan

Bu test sisteminde, fenolik bilesiklerden AP, BA ve LU ’nun 25, 50, 100 ve 200 uM’lik
konsantrasyonlarinin; EA, NA ve TA’nin ise 4, 8, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 uM’lik
konsantrasyonlarinin DNA hasar1 iizerine olan etkileri belirlenmeye calisildi. Fenolik
bilesiklerin DNA hasar1 {izerine olan etkilerinin istatiksel analizi asagidaki ¢izelgelerde

gosterilmistir.
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AP ile yaptigimiz Komet testinde insan periferal kan lenfositlerine AP’1n 25, 50, 100 ve
200 uM’lik konsantrasyonlarini, negatif kontrol olarak saf su ile pozitif kontrol olarak
CCLy’lin uygulanmasindan sonra insan periferal kan lenfositlerinde meydana gelen
DNA hasar1 Cizelge 4.7°de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore, pozitif kontrol
olarak kullanilan CCL,4 i¢in, insan periferal kan lenfositlerinde kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti parametreleri acisindan kontrol grubu saf suya oranla istatistiksel
olarak anlamli DNA hasar1 gozlenmistir. CCLs’tin DNA hasarina sebebiyet veren
etkisini engellemesi agisindan degerlendirildiginde, AP’m 100 ve 200 upuM
konsantrasyonlarindaki uygulamalarinda olumlu sonuglarin  alindigi ve bunun

istatistiksel olarak dnemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05)(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. AP uygulandiginda gozlemlenen DNA hasar diizeyleri

Uygulama Gruplar DNA Hasar Diizeyleri
Kontrol 6.80 +0.28%
CCL4 (5 pM) 11521 + 3.02°
AP (50 pM) 6.90 + 0.03°
AP (25 pM) + CCL4 (5 pM) 90.32 + 4.631
AP (50 uM) + CCL4 (5 pM) 7117 £2.14°
AP (100 uM) + CCL4 (5 uM) 4228 +1.75°
AP (200 pM) + CCL4 (5 pM) 43.19+2.23"

“Ayni siitunda farkl iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde nemlidir.

Insan periferal kan lenfositlerine CCLy ile birlikte BA’nin; 25, 50, 100 ve 200 uM’lik
konsantrasyonlarinin uygulanmasiyla elde edilen sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir. Bu
sonuglara gore lenfosit DNA hasar parametreleri, sadece CCL4’e maruz kalan grupta
kontrol grubuna gore yiiksek olup, BA’nin eklenmesiyle DNA hasar1 diizeyleri
azalmistir.  Ancak 200°’uM’lik  konsantrasyon uygulamasinda 100 uM’lik
konsantrasyona goére DNA hasar diizeyinde tekrar artis olmustur. Sonug olarak;
CCLy’lin sebep oldugu DNA hasar diizeyini diisiirmesi agisindan konsantrasyonlar
arasinda degerlendirme yapildiginda, BA’nin 100 pM konsantrasyonundaki

uygulamalarinda en iyi sonug verdigi gozlenmistir (p<0.05)(Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. BA uygulandiginda gbzlemlenen DNA hasar diizeyleri

Uygulama Gruplar DNA Hasar Diizeyleri
Kontrol 7.45 +(.38°
CCL4 (5 uM) 122.10 £ 4.52°
BA (50 pM) 9.21 +0.72°
BA (25 pM) + CCL4 (5 pM) 86.17 +3.92¢
BA (50 uM) + CCL4 (5 pM) 74.43 + 1,98
BA (100 uM) + CCL4 (5 uM) 38.62 £2.10%
BA (200 pM) + CCL4 (5 pM) 43.19 + 1.45

“Aymi siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.8. BA uygulandiginda gozlemlenen Kometler

EA ile yapilan deneylerimizde Cizelge 4.9°da belirtilen sonuglar elde edilmistir. EA’nin
50, 100 ve 200 pM’lik konsantrasyonlarinda pozitif kontrole kiyasla DNA hasar
seviyelerinde artis olmustur. Bu artis EA’nin sitotoksik etkisinden kaynaklanmig
olabilir. Diger konsantrasyonlar ise (4, 8, 12.5 ve 25 uM) CCL,’lin neden oldugu DNA
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hasar diizeylerini pozitif kontrole oranla diisiirmiistiir. DNA hasar diizeylerini azaltmasi
acisindan konsantrasyonlar arasinda degerlendirme yapildiginda, EA’nin 12.5 uM
konsantrasyonunun sonuglari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05)(Cizelge

4.9).

Cizelge 4.9. EA uygulandiginda gézlemlenen DNA hasar diizeyleri

Uygulama Gruplar DNA Hasar Diizeyleri
Kontrol 7.65 + 1.14°
CCL4 (5 uM) 109.25 + 3.80%
EA (50 pM) 28.13+£2.17°
EA (4 uM) + CCL4 (5 pM) 63.50 + 0.70™
EA (8 uM) + CCL4 (5 pM) 62.18 + 0.82™
EA (12.5 uM) + CCL4 (5 pM) 60.44 + 1.14™
EA (25 uM) + CCL4 (5 uM) 76.05 + 2.19°
EA (50 uM) + CCL4 (5 M) 113.40 + 3.70%
EA (100 uM) + CCL4 (5 pM) 116.25 + 4.35°
EA (200 uM) + CCL4 (5 uM) 120.32 + 2.14°

“Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

CCL, ile tesvik edilerek DNA hasarimin olusturuldugu kiiltiir ortamlarina LU nun farkl
konsantrasyonlarinin 25, 50, 100 ve 200 uM muamelesiyle elde edilen bulgular Cizelge
4.10°da  gosterilmistir. LU’nun artan Kkonsantrasyonlarina maruziyetle Komet
parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur (p<0.05).
CCLy’lin neden oldugu DNA hasar diizeyini azaltmasi agisindan konsantrasyonlar
arasinda  karsilastirma  yapildiginda, LU’nun en gilizel sonucu 200 uM

konsantrasyonundaki uygulamalarinda verdigi tespit edilmistir (p<0.05)(Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. LU uygulandiginda gozlemlenen DNA hasar diizeyleri

Uygulama Gruplar DNA Hasar Diizeyleri
Kontrol 6.90 + 2.722
CCL4 (5 uM) 118.40 +2.12°
LU (50 uM) 6.92 + 1.54°
LU (25 uM) + CCL4 (5 uM) 76.38 +3.27°
LU (50 uM) + CCL4(5 uM) 59.18 + 1.36°
LU (100 uM) + CCL4 (5 uM) 35.40 +2.58"

LU (200 pM) + CCL4 (5 pM) 32.80 £2.15°

“Aymi siitunda farkln iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Fenolik bilesiklerden NA’nin Komet test sisteminde denenmesi sonucu ortaya c¢ikan
sonuglar Cizelge 4.11°de verilmistir. Bu veriler degerlendirildiginde; CCL4’lin insan
periferal kan lenfositlerinde meydana getirdigi DNA hasarlarinin NA’nin 4, 8, 12.5, 25
ve 50 puM’lik konsantrasyonlarmin muamelesiyle azaldigi; 100 ve 200 uM’lik
konsantrasyonlarinda ise DNA hasar seviyelerinde artis oldugu belirlenmistir. DNA
hasar diizeylerini diisiirmesi bakimindan 8 uM’lik konsanrasyonda alinan sonuglar

onemli bulunmustur (p<0.05)(Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. NA uygulandiginda gézlemlenen DNA hasar diizeyleri

Uygulama Gruplan DNA Hasar Diizeyleri
Kontrol 7.40 +2.62°
CCL4 (5 uM) 116.32 +2.13°
NA (50 uM) 4220 + 4.16°
NA (4 pM) + CCL4 (5 pM) 86.13 = 4.16"
NA (8 uM) + CCL4 (5 uM) 81.18 £4.16°
NA (12.5 pM) + CCL4 (5 pM) 98.12 + 4.16°
NA (25 uM) + CCL4 (5 uM) 105.24 + 1.82°
NA (50 uM) + CCL4 (5 pM) 108.73 + 0.40°
NA (100 pM) + CCL4 (5 pM) 118.10 + 0.03°
NA (200 pM) + CCL4 (5 pM) 120.50 + 1.20°

“Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

TA’nin uygulanmastyla gézlemlenen DNA hasar diizeyleri incelendiginde, TA’nin 200
uM’lik konsantrasyonunun DNA hasarini artirdigi, diger konsantrasyonlarmin ise
pozitif kontrole oranla DNA hasarm diisiirdiigii belirlenmistir. Ozellikle TA’nin 4
uM’lik konsantrasyonundan alinan sonuglar DNA hasar seviyesini diislirmesi agisindan

onemli bulunmustur (p<0.05)(Cizelge 4.12).



75

Cizelge 4.12. TA uygulandiginda gozlemlenen DNA hasar diizeyleri

Uygulama Gruplan DNA Hasar Diizeyleri
Kontrol 8.10 + 1.70°
CCL4 (5 uM) 124.30 + 2.45°
TA (50 uM) 39.92 +3.26°
TA (4 pM) + CCL4 (5 pM) 78.30 +1.42™
TA (8 pM) + CCL4 (5 pM) 82.23 +2.13°
TA (12.5 uM) + CCL4 (5 uM) 86.16 + 1.19°
TA (25 uM) + CCL4 (5 uM) 96.63 + 1.82°
TA (50 uM) + CCL4 (5 uM) 115.35 + 3.80°
TA (100 pM) + CCL4 (5 pM) 118.45+ 2.35°
TA (200 uM) + CCL4 (5 pM) 130.50 + 3.51°

“Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

4.4. Biyokimyasal Analizler

4.4.1. KAT, SOD ve MDA bulgulan

Yapilan caligmalarda sadece CCly verilen grup kontrol grubuyla, CCly ile birlikte
fenolik bilesik verilen gruplar ise sadece CCly verilen grupla karsilastirilarak sonuglar
buna goére degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelerde sadece CCly verilen grup, kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda istatistiki agidan kontrole gore onemli Glgiide (p<0.05)
KAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerinin azaldigi, ancak MDA seviyesinin ise artis
gosterdigi gozlenmistir. Kiiltiir ortamlarina fenolik bilesiklerin eklenmesinden sonra ise
KAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerinin artmasina karsin MDA seviyesinin diistigi

belirlenmistir (Cizelge 4.13 — 4.18).

Kiltir ortamma CCLsin mutajen madde olarak eklenmesiyle KAT ve SOD
aktivitelerinin azaldigt MDA seviyesinin de arttig1 gézlemlenmistir. CCL4 ile birlikte
AP’1n 4 farkli konsantrasyonunun (25, 50, 100 ve 200 uM) muamele edilmesiyle KAT

ve SOD enzimlerinin aktivitelerini énemli derecede artirdiklart MDA seviyesinin ise



76

diistiigli tespit edilmistir. AP’1n, uygulanan konsantrasyonlariin artmasina bagl olarak
KAT ve SOD enzimleri de aktivitelerini artirmistir. AP’1in, CCL, ile birlikte kullanilan 4
farkli konsantrasyonunun KAT ve SOD aktivitesi ile MDA seviyesi {lizerine olan etkisi

p<0.05 seviyesinde onemli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. AP’1n KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA seviyesi tizerine etkileri

Uygulama Gruplari KAT SOD MDA
(k/g protein) (U/mL) (umol / mL)
Kontrol 2385.0+65.8% | 523+3,34% | 1,73+0,18°
CCL4 (5 pM) 20042 +16.2° | 4,07+1,27° | 3,14+3,12°
AP (50 uM) 2382.0+13.4% | 530+0,12* | 1,70+0,21°

AP (25 uM) + CCL4 (5 uM) | 2128.1+17.5° | 4,40 +2.36° | 2,76 + 1,26™
AP (50 uM) + CCL4 (5 pM) | 21643 +14.7° | 4,59+ 1,29° | 2,49 +1,37°
AP(100 pM) + CCL4 (5 uM) | 2182.5+2.4" | 4844223 | 2,18+ 1,42°
AP(200 pM) + CCL4 (5 pM) | 2187.4+12° | 4.80+1,08° | 2,24+0,16

“Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.14°te BA’nin KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA seviyesi iizerine olan etkisi
ifade edilmistir. Verilerden anlasilacagi tiizere BA’nin artan konsantrasyon
uygulamalarinda; CCL,’lin neden oldugu KAT ve SOD aktivitelerindeki azalma ile
MDA seviyesindeki artis1 engelleyerek KAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerini artirmis
MDA seviyesini ise dislirmiistir. BA’nin enzimler iizerindeki bu etkisinin p<0.05

seviyesinde onemli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.14).



77

Cizelge 4.14. BA’nin KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA seviyesi iizerine etkileri

Uygulama Gruplar KAT . SOD MDA

(k/g protein) (U/mL) (umol / mL)
Kontrol 1207.1+£27.28 | 1,34+0,07° | 0,84 +0,21°
CCL4 (5 pM) 986.3 +£34.7% | 0,72+0,02° | 1,20 +0,08°
BA (50 pM) 1240.8 £26.9° | 1,38+0,03% | 0,80+ 0,07
BA (25 uM) + CCL4 (5 uM) 11783 +223% | 1,22+0,04° | 1,10+ 0,12
BA (50 pM) + CCL4 (5 pM) | 1184.6 +32.7® | 1,25+0,02° | 0,92+0,21°
BA (100 pM) + CCL4 (5 pM) | 11892+ 1.3® | 1,29 +0,03® | 0,86 + 0,027
BA (200 pM) + CCL4 (5 pM) | 11752+ 1.6° | 1,36+0,01* | 0,89 + 0,08

“Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

EA’nin kullanilan tim konsantrasyonlarinda pozitif kontrole kiyasla KAT ve SOD
aktivitelerini artirdigt MDA seviyesini ise diislirdiigi ve bununda istatistiksel olarak
(p<0.05) 6nemli oldugu bulunmustur. Cizelge 4.15’te goriildiigi gibi EA’nin en etkili
konsantrasyonunun ise; 12.5 pM oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. EA’nin KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA seviyesi lizerine etkileri

Uygulama Gruplari KAT SOD MDA
(k/g protein) (U/mL) | (umol/ mL)
Kontrol 1180.2 +13.6° | 1,28 +0,12% | 0,89 +0,16°
CCL4 (5 pM) 972.4+12.3% | 0,68+0,14° | 1,28 +0,02°
EA (50 uM) 10702+ 11.8° | 1,08 +0,22° 0,97 +0,16
EA (4 uM) + CCL4 (5 pM) 1160.8 + 14.1™ | 1,19+ 0,22% [ 0,92 +0,13°
EA (8 uM) + CCL4 (5 pM) 11748 +10.2% | 1,22+0,22* | 0,92+0,21°
EA (12.5 uM) + CCL4 (5 pM) | 1205.8+13.7° | 1,24+0,22* | 0,90 + 0,12
EA (25 uM) + CCL4 (5 uM) 1140.8 + 10.8"° | 1,14 +0,03° | 0,95+ 0,24°
EA (50 uM) + CCL4 (5 pM) | 1032.3+21.4% | 1,05+ 0,05 | 1,04 + 0,14°
EA (100 pM) + CCL4 (5 pM) | 980.5+10.5° | 0,93 +0,07° | 1,16 £0,17°

“ Ayni siitunda farkl iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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CCLytin KAT ve SOD aktivitelerini azaltmasi MDA seviyesini artirmasina karsin,
CCL, ile birlikte LU’nun 4 farkli konsantrasyonunun ilavesiyle KAT ve SOD
enzimlerinin aktivitelerinin artirildigt MDA seviyesinin ise diistiriildiigli belirlenmistir.
LU’nun artan konsantrasyonlarda uygulanmasiyla elde edilen sonuglar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur (p<0.05)(Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. LU nun KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA seviyesi tizerine etkileri

Uygulama Gruplar: KAT SOD MDA

(k/g protein) (U/mL) (umol / mL)
Kontrol 2360.2 + 56.4° | 4,15+ 125 | 1,90 +1,05°
CCL4 (5 uM) 1982.8 + 19.8° 3,40 +0,13¢ 2,92 +1,28¢
LU (50 uM) 2425.0 = 18.6° 423 +0,36° 1,92 + 0,06
LU (25 uM) + CCL4 (5 M) 2101.4 +32.3° 3,52 & 0,44d 2,57 +1,08°
LU (50 uM) + CCL4 (5 uM) 21329 £25.5° 3,65+ 0,74° | 2,68 +0,15%
LU (100 uM) + CCL4 (5 pM) | 21482 +12.6° | 3,86+ 1,16° | 2,76 +1,21°
LU (200 pM) + CCL4 (5 pM) | 2153.2+2.3% | 390+1,23° | 2,74 +1,07°

" Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gdsterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

NA’nin c¢alisildigr kiiltiir ortamlarinda ise benzer sekilde CCLs’iin KAT ve SOD
aktivitelerini azalttigt MDA seviyesini ise arttirdigr gozlenmistir. NA nin muamele
edilmesiyle KAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerini artirdiklart MDA seviyesinin ise
diistiigii belirlenmistir. Ozellikle 8 uM’lik uygulamadan en etkili sonuglar alinmis olup,
bu durum kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.05)(Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. NA’nin KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA seviyesi iizerine etkileri

Uygulama Gruplar KAT . SOD MDA

(k/g protein) (U/mL) (umol / mL)

Kontrol 19745+ 402° | 5,12+ 1,16° | 2,32 +0,54°

CCL4 (5 uM) 16573 £ 14.2° | 328 +1,46° | 534+1,72°

NA (50 uM) 1890.4£22.7° | 481+0,17° | 2,70 + 1,24®

NA (4 pM) + CCLs (5 pM) | 1873.4+17.7° | 4,96+ 0,17 | 2,92+ 1,17°
NA (8 uM) + CCL4 (5 pM) | 1904.4 +28.7®° | 5,01+0,17* | 2,61 + 1,19
NA (12.5 uM) + CCL4 (5 uM) | 1821.4+23.7° | 4,95+0,17% | 2,83 +1,32°
NA (25 uM) + CCL4 (5 pM) | 1756.2+36.8° | 4,38 +0,10° | 3,60 + 1,14°
NA (50 pM) + CCL4 (5 pM) | 17104 +2.3% | 4,10+0,13 | 3,80 + 2,32

“ Aymi siitunda farkli distel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

CCL, ile birlikte kiiltiir ortamlarina TA’nin farkli konsantrasyonlar1 verildiginde ise
TA’nin, KAT ve SOD aktivitelerini artirdigit MDA seviyesini ise disiirdiigli tespit
edilmistir. Meydana gelen degisiklikler p<0.05 seviyesinde onemli goriilmiis olup en

etkili konsantrasyon 4 uM olarak belirlenmistir (p<0.05)(Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. TA’nin KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA seviyesi lizerine etkileri

Uygulama Gruplan KAT SOD MDA

ye P (klgprotein) |  (U/mL) | (umol/mL)
Kontrol 2864.2+£235% | 1,18+0,16% | 2,03+ 1,122

CCL4 (5 pM) 2425.6+23.8° | 0,56+0,32° | 2,78 £1,15°

TA (50 pM) 28762 +731% | 1,25+0,23% | 2,03+1,35°

TA (4 pM) + CCL4 (5 pM) | 27452+£26.9° | 1,10+0,15" | 2,20+ 1,32
TA (8 uM) + CCL4 (5 pM) | 271224353 | 1,02+0,19° | 224+1,17°
TA (12.5 pM) + CCL4 (5 uM) | 2696.2 + 18.7°° | 0,99 + 0,27 | 2,35+ 1,21°
TA (25 uM) + CCL4 (5 pM) | 2680.7 +12.1° | 0,97 +0,28° | 2,40 +0,97°
TA (50 uM) + CCL4 (5 uM) | 2623.8+7.5% | 0,86+ 0,18 | 2,45+ 1,05™
TA (100 pM) + CCL4 (5 pM) | 2590.6 £12.3% | 0,74+ 0,147 | 2,60+ 0,85°

“Ayn siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Hastaliklarin tedavisinde ilag olarak bitkilerin kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir
(Ramawat 2009). Bitkilerin tedavi amacglh kullanimi sentetik ilaglarin hizli gelisimine
ragmen Onemini hala korumaktadir. Dogal kaynakli ilaglarin kullanim orani gelismis
iilkelerde %60, gelismekte olan iilkelerde ise %4 civarindadir (TKB 2008). Halk
arasinda bu kadar fazla kullanilmalariyla bilim diinyasinin da dikkatini ¢eken bitkisel
ilaglarin; kanser dahil c¢ok sayida hastaligin tedavisinde kullanilabilecegi bir¢ok
calismada gosterilmistir. Buna bagli olarak giinlimiiz antikanser ilaglarinin %60’ 1ndan
fazlas1 ve bulasic1 hastaliklarda kullanilan ilaglarin %75°1i direk veya dolayli olarak
dogal kaynaklardan iiretilmektedir (Georgiev et al. 2009). Diger taraftan Ulkemizin
florasinda 9000’in iizerinde bitki tiirii oldugu ve bu bitkilerin yaklasik 1000 tanesinin
ilag ve baharat bitkileri oldugu belirtilmistir (TKB 2008). Bu bitkilerin etkinliklerinin
arastirtlmasi; hem {ilkemiz ekonomisi hem de halk arasindaki kullanimlarinin

giivenilirliginin degerlendirilmesi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Bitkilerden elde edilen, in vitro ve in vivo aktiviteleri belirlenmis farkli molekiil gruplart
(polisakkaritler, fenolik bilesikler, terpenler, alkaloidler ve amino asitler) bulunmaktadir
(Akinpelu et al. 2008). Diyetle alinan fenolik bilesiklerin potansiyel serbest radikal
siiptiriicii etkili antioksidan ve antiproliferatif o6zellikleriyle saglik iizerine 6nemli

etkilerinin oldugu diistiniilmektedir (Yafiez et al. 2004; Lacikova et al. 2009).

Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri yapilarindaki; B — halkali katekol grubu ile
C4’lin okso grubuyla etkilesen C2 ve C3 ¢ift bagindan kaynaklanmaktadir (Miguel
2009). B — halkali katekol grubu serbest radikallere hidrojen/elektron donérii olarak, C2
ve C3 c¢ift bag1 ise metal iyonlara yani gecis metallerine bir baglanma noktasi olarak
islev gormektedir (Rice-Evans et al. 1996; Mira et al. 2002). Bu antioksidan
ozelliklerine bagli olarak hiicresel bilesenleri oksidatif hasara kars1 koruyabilmekte ve
bu sayede oksidatif stresle iliskili bircok dejeneratif hastaligin  riskini
azaltabilmektedirler (D’ Archivio et al. 2007). Farkli ¢alismalardan elde edilen sonuglar;

fenolik bilesiklerin kalp damar hastaliklari, kanser ile osteoporozun engellenmesindeki
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rollerini ve diyabet ile ndrodejeneratif hastaliklar gibi pek ¢ok hastaliktaki koruyucu
etkilerini gostermektedir (Scalbert et al. 2005).

Giliniimiizde bitkisel iirlinlerin birgogunun yapi1 ve etkinlikleri halen tam olarak
aydinlatilmamustir. Dahasi, pek cok bitkisel antioksidan maddenin toksik 6zellikleri ve
insan sagligina muhtemel zararlariyla ilgili literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Her ne kadar bazi bitkisel tirlinlerin in vitro bakteri sistemlerinde ve hiicre kiiltiirlerinde
mutajenik olabildikleri, DNA hasarimi tesvik ettikleri bildirilmisse de tersini belirten

sonuclar da bulunmaktadir.

Bitkilerden elde edilen fenolik bilesikler antioksidan aktiviteleri sayesinde reaktif
oksijen bilesiklerinin zararli etkilerine karsi organizmanin korunmasinda ve radikal
hasarina bagli bozukluklarin tedavisinde gorev almaktadirlar. Bununla birlikte bitkilerde
stk bulunan fenolik bilesiklerin hem antioksidan hem de prooksidan etkileri
olabileceginden dolay1 bu bilesiklerin kimyasal 6zelliklerinin ve aktivitelerinin ¢ok iyi

bilinmesi gerektigi bildirilmistir (Hadi vd 2007).

Yukarida belirtilenlerden hareketle bu tez ¢alismasinda Komet, mikrogekirdek, LDH ve
WST -lyontemleri kullanilarak, dogal iiriinlerde bulunan ve son yillarda 6nemi ile
kullanimlar1 artan fenolik bilesiklerden AP, BA, EA, LU, NA ve TA’nin antigenotoksik,

antioksidan ve sitotoksik 6zellikleri belirlenmistir.

Arastirmalarimizda kiiltiir ortamlarma pozitif kontrol olarak CCL4’lin uygulanmasindan
sonra insan periferal kan lenfositlerinde MC yonteminde kontrol gruplarma kiyasla
CCLy’tin MC sayisini artirdigr belirlenirken, Komet yonteminde kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti parametreleri agisindan CCL4’lin kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli DNA hasar1 gozlenmistir (Cizelge 4.1 - 4.12). Ayrica kiiltiir ortamina
CCLs’lin eklenmesiyle KAT ve SOD aktivitelerinin azaldigit MDA seviyesinin de arttig1
tespit edilmistir (Cizelge 4.13-4.18).
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CCL, ile birlikte AP’in farkli konsantrasyonlarinin uygulanmasiyla CCL4’lin olumsuz
etkileri giderilmistir. AP’in Komet, MC ve biyokimyasal analizlerinde CCL,’lin
olumsuz etkilerini giderme acisindan en etkili konsantrasyonunun 100 uM’hik
uygulamast oldugu belirlenmistir. AP’in  sitotoksik etkileri saghikli HUVEC
hiicrelerinde  RTCA— SP sistemi kullanilarak LDH ve WST -1 ydntemleriyle
belirlenmistir. Arastirmamizda AP’1n artan konsantrasyon uygulamalariyla alinan yiizde
sitotoksisite cevaplar1 arasinda pozitif bir iliski gozlenmistir. Genel anlamda
konsantrasyonlara alinan cevaplar bakimindan Komet ve MC yontemlerinde paralellik
ve LDH ile WST -1 yontemleri arasinda korelasyon bulunmustur. AP’1n 25, 50, 100 ve
200 pM’lik uygulamalarinda; 200 puM’lik uygulama hiicre canliligmni diger
konsantrasyonlara oranla diistiriirken 25, 50 ve 100 uM’lik uygulamalar proliferatif
ozellik gostermistir (Sekil 4.1). Calismamizda, proliferatif 6zellik agisindan en etkili AP
uygulamasinin 48. saatte 100 uM konsantrasyonda oldugu bulunmustur (p<0.05).

AP’1n etinil estradioliin indiikledigi KA ve KKD oranlarin1 6nemli bir sekilde azalttig
gosterilmistir (Siddique et al. 2010). Sharma (2013) insan lenfosit hiicrelerinde
mitomisin C tarafindan artirilan KKD ve MC sayilarint AP’1n diisiirdiigiinii ve AP’1n,
hiicreleri mitomisin C’nin genotoksik etkilerine karsi korudugunu bildirmistir. Ali et al.
(2014) calismalarinda AP’in karacigerde ROS’lar1 temizleme 6zelligi ile lipid
peroksidasyonunu azalttigini belirterek AP 1n antigenotoksik ve hepatoprotektif madde
oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, AP’in antioksidan, antimutajenik, antikarsinojenik,
antiviral, antienflamatuar, antiproliferatif ve antiprogresyon ozelliklere sahip oldugu
gosterilmistir (Shukla and Gupta 2006; Li et al. 2010; Estruch et al. 2013; Choi et al.
2014a).

Bununla birlikte; Rithidech et al. (2005) AP’in, insan lenfosit hiicrelerinde yiiksek
konsantrasyonlarinin genotoksik olmadigim1 ancak kontrol grubuna oranla MC
frekanslarinda artisa neden oldugunu bildirmistir. Diger bir calismada AP’in Cin
hamsteri V79 hiicrelerinde 100 uM’lik uygulamalarinin klastojenik etki sergiledigi ve
AP’1mn, klastojenik etkisinin DNA’ya interkalasyon yapabilme &zelliginden
kaynaklandig1 rapor edilmistir (Snyder and Gillies 2002). Literatiirde cogu 6karyotik ve
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prokaryotik sistemde birgok flavonoidin genetik hasar indiikledigi (Stopper et al. 2005)
ve flavonoidlerin tiiketim seviyelerine bagli olarak pro-apoptotik aktivite
sergileyebilecekleri bildirilmistir (Noel et al. 2006). Bizim deneylerimizde ise; AP’in
200 pM’luk uygulamasi 100 pM’hik konsantrasyona kiyasla MC sayisinda artis
saglamig, LDH testinde diisiik miktarlarda sitotoksik 6zellik gostermistir (Cizelge 4.1 ve
Sekil 4.1).

Farkli ¢aligmalarda AP’1n, hiicre canliligina olan etkisi degerlendirilmis olup, Farah et
al. (2003) 24. saatte 40 uM, Wang et al. (2000b) 48. saatte 40 uM, 60 uM ve 80 uM,
Kuntz et al. (1999) 72. saatte 130.6 uM, Chung et al. (2007) ise 48. saatte 60 uM ve 80
uM AP konsantrasyonlarinda, hiicre canliligindaki azalmayr anlamli bulmuslardir.
Bulgularimizi destekler nitelikte AP’1n diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugunu bildiren
calismalar da mevcuttur (Tsuji and Walle 2008; Zhang et al. 2009).

Sharma (2013), AP’in mutajenik aktivitesinin olmadigini, segici Ozellige sahip
oldugunu, normal hiicreleri etkilemeden kanser hiicrelerinde biiyltimeyi inhibe ettigini ve

apoptozisi baslattigini bildirmistir.

Arastirmacilar, insan endotel hiicrelerinde yapilan bir deney sonucunda AP 1, TNF yi
onledigini (Panes et al. 1996), tiimér hiicresi ¢ogalmasini ve metastazini inhibe ettigini
(Lindenmeyer et al. 2001) bildirmislerdir. Benzer bir ¢alismada, AP’ muamele
edilmesiyle, tiimoér nekroz faktorii (TNF) ile Nikleer Faktor kappa B (NF)-kB’nin
baskilandigi rapor edilmistir (Choi et al. 2004).

AP insan mide kanser hiicre hatlarinda (SGC -7901) apoptozisi tesvik ederek hiicrelerin
biiylimesini ve kolon olusumunu engellemistir (Wu et al. 2005). Bunun yani sira,
noroblastoma (SH-SY5Y) (Das et al. 2006), 16semi (THP-1, U937, HL60, Jurkat, K562,
NIH3T3) (Vargo et al. 2006) ve insan meme kanseri (MDA-MB-453) (Choi and Kim
2009) gibi farkli hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda, AP’in muamele edilmesiyle
kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivitelerinde artis belirlenmistir. Yine son

calismalarda, AP’in farkli hiicre tiplerinde sitokin iiretimini inhibe ettigi ve apoptozisi
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uyardigi gosterilmistir (Guo et al. 2014b). Liu et al. (2005) AP’mn, normal hiicre
kiiltiirlerinde apoptozisi uyarmayip tiimor dokularinda apoptozisi tesvik ettigini
gozlemlemisler ve bunu AP’m, tiimor hiicrelerinde anjiyogenezi inhibe etmesiyle

acgiklamislardir.

Insan periferal kan lenfositlerine CCL, ile birlikte fenolik bilesiklerden BA’nin
muamelesinin, CCL,’in MC’yi arttirict etkisini engelledigi, DNA hasar diizeylerini
disiirdiigii gozlenmistir (Cizelge 4.2 ve 4.8). Biyokimyasal analizlerde de BA,
antioksidatif 6zelligi sayesinde CCL,’lin indiikledigi oksidatif stresi gidererek KAT ve
SOD aktivitelerini artirmig, MDA seviyesini diistirmiistiir (Cizelge 4.14). Uygulanan
konsantrasyonlar arasinda kiyaslama yapildiginda en etkili sonucun 100°uM’lik
uygulamadan alindigi tespit edilmistir (p<0.05). BA’nin, sitotoksik etkileri HUVEC
hiicreleri tizerine RTCA— SP sistemi kullanilarak LDH ve WST -1 yontemleriyle
belirlenmis, BA’nin da AP’ta oldugu gibi HUVEC iizerinde 200 uM’lik uygulamasinin
hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu goriilmiis olup diger konsantrasyonlarin

saglikl hiicreler lizerinde proliferatif bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Liu et al. (2007) BA’nin, serbest radikalleri temizledigini, reaktif oksijen tiirlerinin
olusmalarin1 engelledigini ve enflamatuar karaciger rahatsizliklarinda sitotoksik 6zellik
sergiledigini rapor etmislerdir. BA’nin trombosit yigilmalarini engelleyerek serbest
oksijen tiirlerini temizleyebilecegi, dahasi in vivo yapilan g¢aligmalarda endotoksin
tiretimini azaltabilecegi bildirilmistir (Zhang et al. 2007). CCL4 verilerek olusturulmus
karaciger toksisitesine kars1 CCL4’lin uygulanmasindan 30 dakika 6nce ve 120 dakika
sonra 25, 50, 100 ve 200 mg/kg konsantrasyonlarinda BA verilen gruplarda serum
alanin aminotrasferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) aktivite diizeyleri
tizerinde 100 mg/kg konsantrasyonunun en etkili azalmay1 sagladigi, yiikselmis MDA
diizeyini azalttigi, GSH diizeyini ise arttirdigi gozlenmistir (Park et al. 2008a).
Arastirmacilar, BA’nin hepatositleri CCLs’lin sebep oldugu oksidatif hasara karsi
korudugunu ve BA’nin oksidanlar1 temizleyici etkisiyle beyin ve kardiyomistleri iskemi

/ reperflizyon hasarindan korudugunu bildirmislerdir (Kim et al. 2010b). Kim et al.
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(2010a) ise BA’nin GSH seviyesinde artmaya, MDA seviyesinde azalmaya neden

oldugunu rapor etmislerdir.

Farelere yiiksek oranlarda demir verilmesiyle yapilan bir ¢alisma modelinde BA’nin,
KAT aktivitesini artirdigi, lipid peroksidasyon seviyeleri ile protein oksidasyonunu
diistirdiigii belirlenmistir (Zhang et al. 2011). Belirtilen bu veriler bizim biyokimyasal

analizlerden elde ettigimiz sonuglarla paralellik gostermektedir (Cizelge 4.14).

Bol miktarda BA igeren Scutellaria lindbergii Rech. f. (Lamiaceae) oziitiiniin
antigenotoksik etkisinin arastirildigi bir calismada, bitki O6ziitiiniin H,O, tarafindan
indiiklenen DNA zararin1 engelledigi belirlenmis ve bu durum bitki 6ziitiiniin icerdigi
antioksidan 6zelliklere sahip fenolik bilesiklerle agiklanmistir (Ehtesham-Gharaee et al.
2015). Ding et al. (2015) BA’nin antioksidan etkisini, gen indiikksiyonunu diizenleyen
ve Onemli bir transkripsiyon faktorii oldugu bilinen Nrf2’nin aktivasyonunu

yapabilmesine baglamaistir.

BA’nin antigenotoksik 0Ozelligiyle yapilan sinirli  sayidaki  caligmalar  bizim
sonuglarimizi desteklemektedir. Hwang et al. (2005) BA’nin 2, 22 ve 220 M’lik
konsantrasyonlarinin fare hepatositleri iizerinde sitotoksik etki gostermedigini, LDH
seviyesini ise diigirdiigiinii belirlemistir. Zhang et al. (2007) ise fare bobreklerinde
yaptig1 calisma sonucunda; BA’nin yarilanma omriiniin kisa olmasindan dolay1 BA’nin
yiiksek konsantrasyonlarda ve tekrarli uygulamalariyla tedavide daha basarili sonuglar
aliabilecegini rapor etmistir. Diger bir c¢alismada, toksik ve karsinojen 6zellik
gostermeyen BA’nin klinik uygulamalarinda 6nemli bir bilesik oldugu bildirilmistir
(Wang et al. 2015).

BA’nin antikanser 6zellikleriyle ilgili yapilan ¢aligmalarda, prostat kanser hiicrelerinde
BA’nin proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptozisi tesvik ettigi belirtilmistir (Chan et al.
2000). Diger bir ¢alismada BA’nin, sitokin tiretimiyle [interlokin(IL)-1b, IL-6, TNF-a,
IFN-g, makrofaj enflamatuar protein (MIP)-1a ve MIP-1b] tesvik edilen ekzotoksinleri

ve T-hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Liu et al. 2007).
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Min et al. (2008) BA’'nin, UVB ile indiiklenen sitotoksisiteyi ve apoptozisi inhibe
ettigini ifade etmiglerdir. Ayrica, BA’nin insan keratinositlerinde UVB 1sinlama ile
uyarilan apoptozis oran1 ve IL-6 salgilanmasi diizeyini diislirdiigii belirlenmistir (Zhou
et al. 2008). Benzer bir ¢alismada BA’nin, UVB 1sinlarinin sebep oldugu hasarlara karsi
koruyucu etkiler sergiledigi ve koruyucu etkilerinin antioksidan ve DNA tamir

mekanizmasi iizerine olan 6zelliginden kaynaklandigi bildirilmistir (Zhou et al. 2011).

BA’nin, antioksidan, antialerjik, antitiimor, antiproliferatif ve antienflamatuar gibi
birden ¢ok farmakolojik 6zellige sahip oldugu ve hepatit ile alerjik gibi hastaliklarin
tedavilerinde kullanilabilecekleri belirtilmistir (Baumann et al. 2008; Yang et al.
2011Db). Arastirmacilar BA’nin, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz 1/2 (ERK1 / 2)
sinyal yolunu diizenleyerek vaskiiler yumusak kas hiicresi ¢ogalmasini inhibe ettigini
(Dong et al. 2010) ve bunu apoptozisi indiikleme 6zelligi sayesinde yaptigini (Chao et
al. 2007) ifade etmislerdir. Ayrica BA’nin, farkli sinyalizasyon yollarina etki ederek
akcigerlerde patolojik hasar1 ve inflamasyonu azalttig1 rapor edilmistir (Hao et al. 2012;

Wan et al. 2014).

BA’nin, alzheimer hastaligi modelinde amiloid beta (AB) proteininin tesvik ettigi
mitokondriyal apoptotik yolu inhibe ederek antiapoptotik 6zellik gosterebilecegi ifade
edilmistir (Ding et al. 2015). Diger taraftan BA’nin, insan kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu, anjiyogenezi, akciger kas hiicresi cogalmasi ve farklilagmasini inhibe
ettigi, apoptozise karsi duyarliligi artirdigi da rapor edilmistir (Dong et al. 2010; Chen
et al. 2013; Zhang et al. 2014).

EA’nin, HUVEC hiicreleriyle yapilan ¢aligmalarinda ilk konsantrasyonlarindan (25 pM)
itibaren hiicre canlilig1 iizerinde azalma ve konsantrasyona bagimli sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.3). EA’nin yiiksek konsantrasyonlardaki sitotoksik
etkisinin gozlemlenmesinden dolayi MC ve Komet test sistemlerinde ilave
konsantrasyonlar (4, 8 ve 12.5 uM) calisilmistir. EA’nin diisiik konsantrasyonlari
antimutajenik ve antioksidan 6zellik sergilerken yliksek konsantrasyonlar: ise LDH ve

WST-1 test sistemleriyle paralellik gostermistir (Cizelge 4.3 ve 4.9)(p<0.05).
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Khanduja et al. (1999) EA’nin antioksidan 6zelliginin, GSH seviyesini arttirmasindan
kaynaklandigini ifade etmistir. Priyadarsini et al. (2002) ise EA’nin, serbest radikalleri
temizleyerek kanser gibi hastaliklara karsi canliyr korudugunu bildirmistir. EA’nin,
DNA zincirinin ayrilmast ve mutasyonlara sebep olan serbest oksijen radikallerini
Onleyen giiclii bir antioksidan oldugu belirtilmistir (Hannum 2004). Yine farkh
aragtirmacilar EA’nin, antioksidan, antikanserojen, antidstrojen ve antimutajenik

Ozelliklere sahip oldugunu ifade etmislerdir (Papoutsi et al. 2005; Larrosa et al. 2006).

Salmonella test sisteminde EA’nin aflatoksin Bj’e karsi antimutajenik etkisi
belirlenmistir (Loarca-Pifia et al. 1998). Farkli deneysel modellerde, EA’nin serbest
radikalleri temizleme ozelligiyle ¢esitli genotoksinlerin etkilerini azalttigi ifade
edilmigtir (Hwang et al. 2010; Landete 2011). Fakat farkli arastirmacilar bu
antigenotoksik 6zelliginin EA’nin mutajen maddeye direkt ve indirekt etki etmesiyle ya
da ¢ok farkli ve kompleks mekanizmalarla gerceklestigini belirtmislerdir (Zahin et al.
2010). Varshney et al. (2015) c¢alismalarinda EA’nin, benzo(a)pirene Kkarsi
antigenotoksik 6zellik sergiledigini belirlemis ve EA’nin bunu; B(a)P aktivasyonundan
sorumlu olan enzimleri inhibe etmesi, farkli fonksiyonlar1 olan sitokrom P4501A1’in
oksidasyonu ve DNA ile etkilesim yaparak B(a)P’in DNA’ya baglanabilecegi yerlerin

sayisini azaltma gibi mekanizmalarla ger¢eklestirdigini ifade etmislerdir.

Diger taraftan Gupta et al. (2002) fenolik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarda
toksisiteye neden olacaklarimi bildirmistir. Ayrica EA, TA ve gallik asit ile yapilan bir
calismada bu fenolik bilesiklerin 60 uM {izerindeki konsantrasyonlarinda genotoksik
ozellik gostererek DNA hasari olusturduklari rapor edilmistir (Labieniec et al. 2007).
Sharma et al. (2001) ve Varshney et al. (2015) ise EA’nin diisiik konsantrasyonlarinda
MC sayilarin1 disiirerek antigenotoksik 6zellikte oldugunu belirtmislerdir. Elde

ettigimiz sonuglarimiz bu ¢aligmalarla paralellik gostermektedir (Cizelge 4.3).

EA antioksidan aktivitesinin yaninda prokanserojenlerin aktivasyonunu onleyerek
antikanser Ozellikte sergileyebilmektedir (Watzl and Leitzmann 2005). Watzl and

Leitzmann (2005) EA’nin, Faz II enzimlerini uyararak kanserojen maddelerin emilimini
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engelledigini bildirmiglerdir. EA’nin 10-100 pmol/L’lik konsantrasyonlariyla fibroblast
hiicre canlilig1 tizerinde herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi, kolon, meme ve
prostat kanserli hiicre hatlar1 {lizerinde de giiglii antiproliferatif etki gosterdigi
belirlenmistir (Losso et al. 2004).

Kim et al. (2009) insan meme kanseri hiicre hatlart (MDA-MB-231, MCF-7) {izerine
EA’nin farkli konsantrasyonlarmi (10, 25, 50, 100 ve 250 pM) uyguladiklari
calismalarinda, MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde EA’nin antiproliferatif etkiye sahip
oldugunu ve sitotoksik etki gosterdigini tespit etmislerdir. Bir¢cok arastirmaci tarafindan
EA’nin, hiicre dongiisiinii durdurdugu, apoptotik ve antioksidan etkileriyle
antiproliferatif 6zellik sergiledigi rapor edilmistir (Papoutsi et al. 2005; Li et al. 2005;
Larrosa et al. 2006). Ho et al. (2014) EA’nin, mitokondriyal islev bozuklugu olan
TSGHS8301 hiicrelerinin GO / G1 sathasinda durmasini indiikledigini belirlemis ve bunu

EA’nin apoptotik ve sitotoksik 6zelligine baglamistir.

LU ile yaptigimiz ¢alismalarimizda, CCL,’e bagh olarak artan MC frekanst ve DNA
hasar diizeylerini LU’ nun artan konsantrasyon uygulamalariyla 6nledigi ve olumlu
yonde etkidigi belirlenmistir (Cizelge 4.4 ve 4.10)(p<0.05). Ayrica biyokimyasal
analizlerde de LU’ nun farkli konsantrasyonlarinin ilavesiyle KAT ve SOD enzimlerinin
aktivitelerinin artirtldigit MDA seviyesinin ise diistirildiigii gézlenmistir (Cizelge 4.
16)(p<0.05).

Qiao et al. (2012) ratlarda deneysel iskemik serebrovaskiiler olay modelinde orta
serebral arter okliizyonunun hemen sonrasi intraperitoneal 10 ve 25 mg /kg dozlarda
uygulanan LU’nun, néroprotektif ve antioksidan etkilerini incelemisler, LU’nun SOD-1,
KAT, bcl-2 ve claudin-5 aktivitelerini arttirdigini, MDA ve Bax diizeylerini ise
azalttigim1 rapor etmislerdir. Yine farelerde karbon tetrakloriirle olusturulan karaciger
fibrozisi modelinde LU’ nun matriks metalloproteinaz ve metallothionein Seviyelerini
arttirarak ekstraselliiler fibrindz depozitleri azalttig1, karaciger yapisini histolojik olarak

diizelttigi ifade edilmistir (Domitrovic et al. 2009). Calismamiz, LU’nun kronik
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hastaliklara karsi savunulan koruyucu etkileriyle uyum gostermis ve bu savlari

desteklemektedir.

Fang et al. (2010) primer kiiltiire edilmis hipokampal néronlarda LU’nun; néronal sag
kalimini arttirdigini, apoptozisi ise azalttigin1 ve bu etkilerinin doz bagimli oldugunu
rapor etmislerdir. insan melanom HMB-2 hiicrelerinde H,0,’ye kars1 LU nun koruyucu
etkisi en diisiik konsantrasyon (20 umol/L) i¢in %59; en yiiksek konsantrasyon (100
umol/L) i¢in %75 olarak belirlenmistir (Horvathova et al. 2005).

Rusak et al. (2010) insan lenfosit hiicrelerinde AP, LU ve kaempferoliin H,O,’ye kars1
antigenotoksik etkilerini belirlemis ve bu flavonoidler arasinda en iyi koruyucu etkiyi
LU’nun, gosterdigini ifade ederek bunu LU’nun DNA tamir mekanizmalarini
indiiklemesiyle ac¢iklamistir. Benzer bir calismada LU ve ursolik asitin, fotosensitizor
Ro 19-8022 ve goriiniir 15181 indiikledigi 8-OxoGuanine karsi koruyucu etkilerinin
oldugu, koruyucu etkilerinin DNA’y1 oksidatif strese karsi korumalarindan ve tamir
mekanizmasinin tesvik edilmesinden kaynaklandigi bildirilmistir (Ramos et al. 2010).
Son ¢alismalarda da LU’nun Bisfenol-A-glycidyldimethacrylate (BisGMA) nin sebep
oldugu genotoksik etkilere karsi koruyucu 6zelliginin oldugu gosterilmistir (Shen et al.
2013).

LU’nun antigenotoksik 6zelliklerinin yan1 sira kolon, prostat, akciger, karaciger, gogis
ve cilt kanseri modellerinde antikanser oOzelliklerinin oldugu rapor edilmis ve bu
ozellikleri; kanser hiicrelerinin proliferasyonunu onleyen ve metastaz ile anjiyogenezi
baskilayan redoks regiilasyonu, DNA hasar1 ve protein kinazlar1 igine alan apoptozis
tesviki ile agiklanmistir (Hwang et al. 2011; Pandurangan and Ganapasam 2013;
Pandurangan and Esa 2014).

Ayrica LU, sitotoksisitenin uyarilmasi amaciyla hiicrenin hayatta kaldigi yolaklari
baskilama ve apoptozis yolaklarin1 uyarma yoluyla da kanser hiicrelerini duyarli hale
getirmektedir (Lin et al. 2008). Farkli ¢alismalarda, LU’nun topoizomeraz 1 ve
topoizomeraz II’yi inhibe ettigi bildirilmistir (Chowdhury et al. 2002; Bandele and
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Osheroff 2007). LU’nun, topoizomeraz II araciligi ile DNA hasarini tesvik etmesi ve
hiicre 6limiine yol agmasi, LU’nun antikanser ¢alismalart i¢in yarayish oldugunu
diisiindiirse de LU nun segici 6zellik gosterdigine dair net bir bilgi bulunmadigi ifade

edilmistir (Orhan vd 2013).

HUVEC {iizerinde NA’nin, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinin sitotoksik etkisinin
goriilmesi iizerine lenfosit hiicrelerine NA’nin ilave konsantrasyonlar1 (4, 8 ve 12.5 pM)
uygulanmistir. Calisilan diisiik konsantrasyonlarda NA’nin antimutajenik ve antioksidan
ozellikleri belirlenmistir (Cizelge 4.5 ve 4.11). NA’y1 de i¢ine alan flavonoidlerin
mutajenik aktivitelerinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, flavonoidlerin
calismada kullanilan mutajen maddelerinin aktivasyonundan sorumlu enzimleri
uyarmasi, DNA’yla interkalasyon yapmalari ve P450 sitokrom enzimiyle etkilesimi
sonucunda olusan bir ara iirlinle mutajenik etki sergilemis olabilecekleri iddia edilmistir

(Snijman et al. 2007).

Diger taraftan biyokimyasal analizlerimizde ise NA, pozitif kontrole gore antioksidan
aktivite sergileyerek KAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerini artirmig, MDA seviyesini
ise diistirmiistiir (Cizelge 4.17) (p<0.05). Arastirmacilar tarafindan, antioksidan aktivite
acisindan  Oonemli  olan  hidroksil  grubunu, NA’nin C3  pozisyonunda
bulundurmadigindan antioksidan aktivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir (Prasetyo et
al. 2011). Ancak, NA’nin antioksidan Ozelliklerine dair ¢alismalar da bulunmaktadir.
Cd ile oksidatif stres olusturulmus rat karacigeri ve serumunda NA’nin antioksidatif
etkisinin arastirildigi bir ¢calismada; Cd maruziyetiyle MDA seviyesinin arttigi, SOD ve
KAT aktiviteleri ile GSH seviyesinin ise diistiigii belirlenmistir. Ayni ¢alismada NA’nin
ilavesiyle MDA seviyesinin diismeye basladigi, SOD ve KAT aktiviteleri ile GSH
seviyesinin ise arttigi ve bu parametlerin kontrol grubu seviyesine geldigi rapor
edilmistir (Renugadevi 2009). Benzer bir ¢calismada NA’ nin karaciger hiicre sizmasini,
lipid peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu engelledigi, enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlarin aktivitelerini yiikselttigi, DNA hasarin1 6nledigi bildirilmistir

(Kannappan 2010).
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Genel olarak birgok bitkisel iirlinlin antioksidan aktivitesi ile antigenotoksik 6zellikleri
arasinda yakin bir iligski oldugu rapor edilmistir (Zegura et al. 2011). Kemoterapi ilaci
olan idarubicinin sebep oldugu DNA hasarima karsi NA’nin antigenotoksik etkisi
bildirilmistir (Celik ve Kosar 2012). Benzer bir ¢alismada, H,O; tarafindan indiiklenen
DNA hasarini azalttig1 belirlenmistir (Kocyigit vd 2015). Ayrica NA’nin diisiik insiilin
dozlar1 uygulamalarinda hiicre i¢i sinyal yanitlarini giiclendirerek hepatositlerin insiiline

kars1 duyarlilastirildigi bildirilmistir (Mulvihill et al. 2009).

Diger taraftan Wang et al. (2006) ve Li et al. (2007) ¢aligmalarinda NA’nin, DNA’yla
interkalasyon yaparak baglandigini ve sitotoksik 6zellik sergilediklerini belirlemislerdir.
Ayrica NA’nin yer aldigi flavonoidlerin, konsantrasyon ve siireye bagli olarak DNA
hasarin1 tegvik edebilecekleri ve genotoksik etkilerinin prooksidan aktivitelerinden
kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (Rusak et al. 2010). Sharma (2013) ise
flanavoidlerin yliksek konsantrasyonlarda genotoksik zararlarinin olmasini; DNA’ya
interkalasyon yapabilme, DNA topoizomeraz |1 ile anahtar enzimleri inhibe edebilme ve
reaktif metabolitleri iiretebilme Ozellikleriyle aciklamistir. Calismalarimizda NA’nin,
ozellikle 100 ve 200 uM’lik konsantrasyonlarinda sitotoksisitenin goriilmiis olmasi,
NA’nin yiiksek konsantrasyonlarinda yukarida belirtilen mekanizmalart kullanarak

genotoksik 6zellik sergilemesinden kaynaklanmis olabilecegini diistindiirmektedir.

Bu etkilerinin yani sira NA’nin, HMEC ve MCF-7 kanser hiicrelerinde proliferasyonu
inhibe ettigi rapor edilmistir (Hakimuddin et al. 2004). Arastirmacilar NA’nin;
antiaterojenik, apoptotik ve noroprotektif etkilerinin de oldugunu ifade etmislerdir (Park
et al. 2008b; Chanet et al. 2012; Arul and Subramanian 2013; Raza et al. 2013).
Bununla birlikte farkli ¢alismalarda, insan kanser hiicre hatlar1 tizerinde NA nin, AP ve
rhamnetin gibi flavonoidlerden daha az antiproliferatif etki gosterdigi gozlenmistir

(Manthey and Guthrie 2002; Frydoonfar et al. 2003; Yoshimizu et al. 2004).

Antikanser c¢alismalarinda kullanilan ilaglarda, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve
apoptotik etki arzu edilen iki Onemli Ozelliktir (Schwartz and Dickson 2009).
El-Mahdy et al. (2008) yaptig1 calisma sonucunda; UVB 1sinlamasiyla uyarilan kaspaz
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aktivitesinin NA’nin uygulanmasiyla inhibe edildigini, bununda NA’nin antiapoptotik
ozelligi ile p53°e etki etmesiyle gerceklesmis olabilecegini bildirmistir. Diger dnemli bir
calismada ise NA’nin, insan gégiis ve barsak kanseri hiicrelerinde doz ve zamana bagl
olarak hiicreleri, hiicre dongiisiiniin S ve G2/M safhalarinda durdurarak kanserli
hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe ettigi ve apoptotik hiicre Sliimlerini de artirdig1 rapor

edilmistir (Abaza et al. 2015).

TA’nin HUVEC hiicreleriyle yapilan caligmalarinda 200 pM’lik konsantrasyonunun
hiicre canlilig1 ve hiicre indeksini azalttigi, LDH salinimini artirdigr gézlenmistir (Sekil
4.6). TA'nin yiiksek konsantrasyonlarndaki sitotoksik etkisinden dolayr lenfosit
hiicrelerinde TA’nin ilave konsantrasyonlart (4, 8 ve 12.5 puM) calisilmistir. TA’nin
diisiik konsantrasyonlarinda antigenotoksik ve antioksidan Ozelliklerinin oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.6 ve 4.18) (p<0.05).

Sonuglarimiz bu konuda yapilmis az sayida ¢alisma ile kismen uyumluluk
gostermektedir. Arastirmacilar alabalik eritrositlerinde Komet yontemi ile TA’nin, DNA
hasaria olan etkilerini arastirmiglar ve 100 uM konsantrasyon altinda TA’nin DNA’da
hasar olusturmadigi ancak 100 puM konsantrasyon ve lizerinde H,O, kadar hasar
meydana getirebilecegini bildirmislerdir (Fedeli et al. 2004). Benzer bir ¢alismada in
vitro lenfositlerde 0.1-10 pg/ml konsantrasyonlarda TA’nin DNA kiriklarina neden
olmadig1 ancak 100 pg/ml konsantrasyonda zayif DNA hasar1 (p<0.05) olusturdugu ve
yiiksek konsantrasyonlarda TA’nin prooksidan 6zellik gosterebilecegi rapor edilmistir
(Wua et al. 2004). TA bizim g¢alismalarimizda yiiksek konsantrasyonlarinda 6zellikle

200 uM’lik uygulamasinda prooksidan aktivite gostererek sitotoksisiteyi artirmistir.

Cd ve Pb’nin genotoksik etkilerine karsi yesil caymn antagonistik etkisinin oldugu
belirlenmis ve bu etkinin yesil caymn icerigindeki TA’dan kaynaklanabilecegi ifade
edilmistir (Winiarska 2015). Fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda TA’nin, Cd ve Pb
metallerini baglayarak birikmelerini 6nledigi ve bu toksik metallerin dokular tarafindan
emilimini inhibe ettigi rapor edilmistir (Winiarska et al. 2013;Winiarska 2013).

Yine fareler lizerinde yapilan diger bir ¢alismada da TA’nin, azidotimidinin indiikledigi
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hepatotoksisiteyi ve lipid peroksidasyonunu diistirdiigii, glutatyonu ise artirdigi
gozlemlenmis olup; TA’nin bu antioksidan aktivitesi demir iyonlariyla kompleks
yapmasi ve fenton reaksiyonlarina etki etmesiyle agiklanmistir (Tikoo et al. 2008).
Andrade et al. (2005) ise TA’nin, disiik konsantrasyonlarda hepatotoksisiteye karsi
etkili olmasini serbest hidroksil iyonlarin1 (*OH) yakalayabilme ozelligiyle
aciklamiglardir. TA Dbizim ¢alismalarimizda da en etkili sonucu, en diisiik

konsantrasyonumuz olan 4 uM’lik uygulamasinda vermistir.

TA’nin, antimutajenik 6zelliklerinin yaninda antimikrobiyal (Kim et al. 2010a; Bozi¢ et
al. 2012), antiviral, antienflamatuar, antikanserojen (Zhang et al. 2013), homeostatik
(Corominas et al. 2005) ve antioksidan (Giilgin vd 2010; Bouki et al. 2013) gibi birgok
biyolojik Ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Ancak, TA’nin belirtilen bu olumlu
ozelliklerinin disinda mutajenik ve genotoksik etkileri de rapor edilmistir (Kevekordes
et al. 2000; De Carvalho et al. 2003). Paralel bir ¢alismada, Knasmuller et al. (1992)
TA’nin, sinerjistik etki yapmasiyla X — Ray ismlarimin mutajenik ve genotoksik
etkilerini artirdi@in1  belirtmistir. Dahasi, Biiyiikleyla vd (2012) TA’nin, etil
metansiilfonat (EMS) ile sinerjistik etki yaparak EMS’nin genotoksik etkisini artirdigin
gostermis ve TA’nin mutajenik etkisini, TA’nin mutajen maddelerin metabolik
detoksifikasyon kataliz enzim sistemi ile etkilesim icerisinde olmasi ve reaksiyona

girmesiyle agiklamistir.

Ayrica tanenlerin topoizomeraz enzimlerini inhibe ettigine dair in vitro ¢alismalar da
bulunmaktadir (Cassidy and Setzer 2010; Zheng et al. 2010). Jain and Andsorbhoy
(1988) TA’nin sitotoksik etkisinin, adenozin trifosfat (ATP) seviyesinin diismesi ve bu
diisiisiin mitotik indeksi baskilamasi1 ya da enerji azligindan dolay1 DNA sentezinin

inhibe edilmesinden kaynaklanabilecegini ifade etmiglerdir.

Yapilan in vitro bir ¢alismada TA’nin, farkli kanser hatlarinda proliferasyonu inhibe
ettigi ve kanserli hiicrelerde apoptozisi uyardigi goézlenmistir (Ahmad and Sultana
2012). Ayrica igme sularina TA, karistirildiginda singeneik tiimorleri tagiyan farelerin

hayatta kalma oraninin arttig1 belirlenmistir (Chen et al. 2003). Ahmad and Sultana
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(2012) TA’nin, hem hiicresel hasar1 azalttigin1t hem de DNA pargalanmasi nedeniyle
olusan nekrozu baskiladigini rapor etmistir. Son zamanlarda TA, hem in vitro hem de in
Vivo olarak farkli tiimér tiplerinde antikanser fonksiyonlariyla 6n plana ¢ikmistir (Chu et
al. 2015; Ngobili et al. 2015). TA ve diger yesil ¢ay fenolik bilesiklerinin fare meme

timori viriisii promotoriinii inhibe ettikleri gosterilmistir (Sun et al. 2012).

Arastirmacilar, TA ve diger fenolik bilesikler bakimindan zengin meyve ve sebzelerin
tilkketilmelerinin, farkli kanser ve kalp damar rahatsizliklarin1 engelleyebilecegini rapor
etmislerdir (Andrade et al. 2005). TA’nin farkli kimyasal ajanlarin toksik ve
karsinojenik etkilerini azaltmada etkili oldugu bildirilmistir (Ahmad et al. 2011; Ahmad
and Sultana 2012). Majed et al. (2015) arastirmasinda, TA’nin oksidatif stres ve
enflamatuar hasar1 azaltarak, 7,12-dimetilbenz [a] antrasenin uyardigi cilt kanserine

kars1 koruma saglayabilecegini belirtmistir.

Soyocak vd (2011) meme kanseri hiicrelerine (MCF-7) farkli konsantrasyon (0, 25, 50
and 100 uM) ve saatlerde (24, 48, 72) TA muamelesinde TA’nin pro-apoptotik aktivite
sergileyerek, Bax proteini yiizdesini zamana bagimli olarak artirdigini ifade etmiglerdir.
Ayrica TA’nin, 50 ve 100 ug/ml uygulamalarinda konsantrasyon bagimli olarak

apoptotik hiicre 6liimiinii artirdig1 rapor edilmistir (Nam et al. 2001).

Calismalarimiz sonucunda, test edilen fenolik bilesiklerin belirli konsantrasyonlarda
yararli sonuglar verdigi ancak oOzellikle giindelik diyetimizde yer alan ceviz, nar,
domates, turunggiller ve yesil cay gibi gida maddelerinde bol miktarlarda bulunan EA,
NA ve TA’nin yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan, genotoksik ve sitotoksik etki
sergiledikleri goriilmiistiir. Bu baglamda; fenolik bilesikleri yiiksek diizeylerde iceren
gidalarin bilingsizce tiiketilmemesine dikkat edilmeli, uygulanan tedavilerde bireysel
konsantrasyon ayarlamasi yapilmalidir. Bu sayede fenolik bilesiklerin prooksidan ve

genotoksik 6zellikleriyle insanlarda sebep olabilecegi organ toksisitesi engellenebilir.

Bununla birlikte, elde ettigimiz sonuglar ve literatiirde yapilan farkli caligmalar dikkate

alindiginda fenolik bilesiklerin birgok hastalik i¢in alternatif tedavi etmeni veya
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koruyucu ya da destek etmeni olarak kullanilabilecegi; fenolik bilesiklerin optimum
konsantrasyon ve siirelerde kullanilmasiyla, kanser basta olmak iizere cesitli bir¢ok

hastaligin tedavisinde basarili sonuglar alinabilecegi 6n goriilmektedir.

Ayrica bu fenolik bilesiklerin hastalik durumlarinda kullanilan diger ilaglarla olan
etkilesimlerinin arastirilmasi amaciyla in vivo ve in vitro calismalarinin yapilmasiyla,
insan sagligina olast etkilerinin belirlenmesine odaklanilmasinin faydali olacagi

diistiniilmektedir.
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