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BEYAN

Bu tez calismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar tiim asamalarda
etik dis1 higcbir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasi sonucu elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine
bu tezin ¢aligmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin

olmadigini beyan ederim.

Pinar Sari
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1. OZET

Calismamizda, antioksidan ozellikleri  bilinen  Epigallokatesin ~ Gallat ve
Resveratrol’in sican C6 glioma hiicre soyunda ayr1 ayr1 ve birlikte kullanilarak
biyokimyasal etkileri arastirildi.

Epigallokatesin gallat 50, 100 pg, resveratrol 25, 50 pg dozlarda ve bunlarin
kombinasyonlar1 24, 48, 72 saatlik siirelerle kiiltiir ortaminda hiicrelere uygulandi. Bu
uygulamalarin sonunda total siyalik asit, lipid bagli siyalik asit, protein karbonil ve
malondialdehit diizeyleri tayin edildi ve sonuglar Mann-Whitney U testine gore
degerlendirildi.

Elde edilen degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; katesin + resveratrol
grubunun 100+50 pg’lik dozunun 72. saatteki total siyalik asit diizeyinin, kontrol
grubununa gore disiik (p<0.05) oldugu tespit edildi. Katesin 50 ug grubunun 24. saat lipid
bagl siyalik asit diizeyi, resveratrol 25 pg grubunun 24. saat, yine kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik (p<0.05) bulundular. Resveratrol grubunun 50
pg’lik dozlarmin 72. saatlik protein karbonil tayini diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik (p<0.05) oldugu saptandi. Total siyalik asit, lipit
bagli siyalik asit ve protein karbonil parametrelerinde istatiksel olarak anlamli olan doz ve
zamanlar, oksidatif strese karsi olumlu cevap alindigin1 gosterir. Lipid oksidasyonu
gostergesi  olan malondialdehit diizeyinde anlamli bir diisis bulunamadi bu da
maddelerimizin uyguladigimiz doz ve zaman dilimlerinde oksidatif strese kargt olumlu
etkisi olmadig1 seklinde yorumlandi.

Sonug olarak her biyokimyasal parametrenin en uygun doz ve zamanda C6 glioma
hiicrelerini etkiledigini ve bu konsantrasyonlarda kullanilabilirligi uygun oldugu sonucuna
varildi. Calismamiza farkli biyokimyasal parametreler ve hiicresel yontemler eklenerek

devam edilecektir.

Anahtar Kelimeler: Epigallokatesin gallat, Resveratrol, C6 glioma, Total siyalik asit,

Lipit bagli siyalik asit, Protein karbonil, Malondialdehit, Antioksidan.



2. SUMMARY

In our study, the antioxidants epigallocatechin-gallate and resveratrol were
investigated separately and together with respect to their biochemical effects on rat C6
glioma cell line.

Epigallocatechin-gallate and resveratrol were treated at cell culture in doses of 50,
100 pg and 25, 50 pg and these doses combination at 24, 48 and 72 hours. At the end of
these applications, total sialic acid, lipid bound sialic acid, protein carbonyl,
malondialdehyde levels were determined and results were evaluated according to the
Mann-Whitney U test.

The obtained values were compared statistically, 100+50 pg dose of catechin plus
resveratrol group at 72 hour, total sialic acid level was statistically significantly lower than
the control group (p<0.05). 50 pg dose of catechin group at 24 hour, lipid bound sialic acid
level and 25 ug dose of resveratrol group at 24 hour, lipid bound sialic acid level was
statistically significantly lower than the control group (p<0.05). 50 pg dose of resveratrol
group at 72 hour, protein carbonyl level was statistically significantly lower than the
control group (p<0.05). A statistically significant doses and times show that a positive
result against oxidative stress at total sialic acid, lipid bound sialic acid and protein
carbonyl. A significant decrease in the level of malondialdehyde has not found so that dose
and time periods at our materials were interpreted as the absence of a positive effect
against oxidative stress.

In conclusion, C6 glioma cells are affected by biochemical parameters with optimal
dose and time and also these concentrations are suitable for our results. The study will be
continued by adding different biochemical and cellular methods.

Key Words: Epigallocatechin-gallate, Resveratrol, C6 glioma, Total sialic acid, Lipid

bound sialic acid, Protein carbonyl, Malondialdehyde, Antioxidant.



3. GIRIS VE AMAC

Kanser, igerisinde bulundugumuz modern c¢agin en ciddi hastalifi olup, insan
Oliimlerine yol acan nedenler arasinda onemli bir yere sahiptir. Gelismis toplumlarda
kanserden kaynaklanan oliimler ilk sirada yer alirken gelismekte olan iilkelerde ise giderek
artmaktadir. Giiniimiizde kanser ile miicadelede ¢ok ciddi ¢abalar ve miktarlarda biitceler
harcanmaktadir. Buna ragmen kanser, insan sagligini tehdit eden ilk faktor olma 6zelligini
korumaktadir (1).

Biitlin kanser caligmalarinda oldugu gibi malign beyin tiimorlerinin olusumunun ve
gelismesinin  anlasilmasinda ve buna dayali tedavilerin saptanmasinda, in vivo
caligmalarda hayvan tiimorleri vazgegilmez kaynaklardir. Hayvan beyin tiimorlerinin,
insan beyin tiimor modelleri ile olan benzerlikleri, klinikte parametrelerin tanimlanmasi ve
dogru tedavinin uygulanmasi agisindan oldukga yol gostericidir. Primer beyin tiimdrlerinin
%60 kadarini gliomalar olustururlar (2).

Glioblastoma multiforme (GBM) neoplastik hiicrelerin merkezi sinir sistemine
infiltrasyonu sonucu ndrolojik fonksiyon kaybina ve sonunda da 6liime yol acan bir
kanserdir. Glioma hiicresi olan, C6 glioma hiicreleri yiiksek mitotik aktivite, niikleer
pleomorfizm, tiimor nekroz odaklari, timor i¢i kanama gibi ¢esitli malign glioblastoma
karakteristik 0zelliklerine sahip hiicreler olarak GBM’nin in vivo 0zelliklerinin
arastirilmasinda gilinlimiize kadar basari ile kullanilmistir. Wistar Furth soyu si¢anlarin N-
N’nitrozometiliire uygulanmasiyla olusturulan C6 glioma tiimor hatti ilag etkilesimi
caligmalar1 i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (3).

Viicudumuz, kanser ve kalp hastaliklar1 igin savas verir; kontrol edilmesi gereken
onemli diismanlardan biri de serbest radikallerdir. Serbest radikaller dis orbitallerde bir
veya daha fazla eslesmemis elektron igeren, kisa Omiirlii reaktif atom veya molekiillerdir.
Somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran serbest radikallerin zararli etkileri
antioksidanlar tarafindan azaltilir veya tamamen ortadan kaldirilir. Antioksidanlar kanser,
kalp hastaliklar1 ve erken yaslanmaya neden olacabilecek zincir reaksiyonlarini engelleyen
molekiillerdir. Bu etkiye sahip molekiillerin bazilar1 bitki kaynakli dogal iirtinlerdir ve
bunlar, antitimor ve antioksidan aktiviteleri i¢eren ¢esitli farmakolojik 6zelliklerinden
dolay1 yillardir ilgiyi iizerinde toplamaktadir (4, 5). Bitki kaynaklarindan antikanser ajan

aramada en 1yi yaklagimlardan biri; modern bilimin 15181nda, etkinligi ve giivenilirligi test



edilmis bitkilerin se¢imidir (3).

Aromatik bitkilerin antioksidan aktivitesi yapilarindaki fenolik bilesiklerle iligkilidir.
Cay ve kirmizi sarap fenolik maddelerce zengin igeceklerdendir. Cay ve kirmizi sarapda
bulunan katesin ve resveratrol antioksidan 6zellik gosteren flavonid maddelerdir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri temizleme, metal iyonlarla bilesik
olusturma (metal selatlama) ve tekli oksijen olusumunu engelleme veya azaltma gibi
Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (6). Bu bilesikler, lipitlerin ve diger biyomolekiillerin
(protein, karbonhidrat, niikleik asitler) serbest radikallerce okside olmalarini engellemek
icin aromatik halkalarindaki hidroksil gruplarinda yer alan hidrojeni verebilmektedir.
Katesin ve resveratrol’lin diisiik dansiteli lipoproteinleri oksidasyondan korumada vitamin
E’ye oranla ¢ok daha iyi bir antioksidan olduklar1 ve lipit peroksidayon olusumuna bagl
olarak artan malondialdehit diizeylerini 6nemli 6l¢iide engellediklerini gosteren calismalar
vardir (7).

Aromatik bitkilerin kimyasal bilesimi birgcok etmene bagli olarak farklilik
gosterdiginden, antioksidan etkileri de degisebilmektedir (8). Tim flavonoidlerin
antioksidan etkileri, kimyasal yapilarinda bulunan fenolik hidrojenleri ile ilgilidir. Fenolik
hidrojenlerin kayb1 bunlarin antioksidan etkilerini azaltir.

Calismamizda C6 glioma hiicrelerinde birer bitkisel molekiil olan resveratrol ve
epigallokatesin gallat’in ve farkli doz kombinasyonlarinin, ti¢ farkli zaman diliminde
uygulanmasinin ne kadar koruyucu etkisi oldugunu aragtirmay1 amagladik. Bunu da hiicre
membranin 6nemli bileseni olan siyalik asit, oksidatif stresin protein ve lipid molekiilleri
tizerindeki etkisini gosteren belirteglerden protein  karbonil ve malondialdehit

diizeylerinden elde edilen sonuglarla gerceklestirmeyi hedefledik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. BEYIN TUMORLERI

Beyin i¢inde biiyliyen tiimorler tiim hastaliklar iginde en dramatik prognozu
olanlardandir. Beyin timdrleri, nobet ve bas agrisi diginda belirgin olmayan kognitif ve
kisilik degisikliklerine yol agabilirler (9). Amerika’da her yil yaklasik 17.000 beyin timori
ve sinir sistemi kanseri goézlenmektedir, ayrica tiim kanserlere bagl 6liimlerin ise %2’si
primer beyin timdrlerinden kaynaklanmaktadir (10). Beyin timdrlerinin bugiinkii
simiflamasinin temelini Wirchow atmistir. Wirchow 1860°da beynin hiicrelerarasi matriksi
olarak noérogliay1 tarif etmis, yine tiimorlerin makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri
arasinda baglanti kurulmasini saglamis ve “glioma” tarifini de ilk kez yapmistir. Bailey ve
Cushing 1926 yilinda gliomalarin bir siniflamasin1 yaptilar, ancak bu siniflama
karmasiklig1 dolayist ile genis bir kabul gérmedi. 1993°de WHO (Diinya Saglik Orgiitii)
tiimdrlerin siiflandirmasini yayimladi (11). Bugiin i¢in en sik kullanilan sistem ise 2000
yilinda yeniden gbézden gegirilerek diizenlemeler yapilan 1993’deki WHO
smiflandirmasidir (11). En temel intra-axial beyin tiimérleri olan gliomalar astrositleri,
oligodendrgliomalar1 ve ependimal tiimoérleri igerir. Medulloblastomalar, diger seyrek
noroektodermal tiimorler ve lemfomalar daha az yaygin olanlardir (10). Tiim bu tlimorler
beyin dokusunu istila etmeye egilimlidirler ve hig biri cerrahi yolla tam olarak ¢ikarilmaz.
Gliomalarin en yaygini olan Astrositik tiimorler benign’den malign’e dogru IV evrede

siiflandirilmaktadir (11).

4.1.1. Pilositik Astrositoma (Evre I)

Genellikle ¢ocuk ve geng yastaki eriskinlerde goriilen diistik evre glial tiimorlerin bir
varyantidir. Cocuklarda ¢ok yaygin olan, son derece diisiik dereceli fokal tiimoérlerdir ve
bunlar cerrahi yontemle tedavi edilebilir. Cocukluk ¢agi beyin tiimérlerinin ise %15’ini
teskil eder. Pilositik astrositomalarda malign dejenerasyon beklenmez ve rekiirrens

oldugunda histolojik tip her zaman aynidr.



4.1.2. Fibriller Astrositoma (Evre I1)

Evre Il timorler astrositomalarin %10-15%ini olustururlar. Genellikle, ortalama
etkilenen hastalarin yaslar1 35 dolayindadir. Evre II tiimérlerin gelismesinde fazla zamana
ihtiya¢ duyulur, yillar ile oOlgiilebilen bir periyot ig¢inde gelisir ve ¢ogunlukla histolojik

¢ehre olustururlar.

4.1.3. Glioblastoma Multiforme ve Anaplastik Astrositoma (AA) (Evre 111 ve 1V)

Glioblastoma Multiforme eriskin yas grubundaki en c¢ok goriilen primer beyin
timoridiir. Primer beyin tiimorlerinin dagilimi yasla ilintilidir. Glioblastoma ve anaplastik
astrositoma ¢ok genis bir sekilde beyin i¢ine sokulmaya egilimli, hizla yayilan ve beyni
yikima ugratan daginik tiimoérlerdir ve insidanslari 14 yas altinda 100.000°de 0.2-0.5 iken,
45 yas iizerinde ise 100.000°de 4—-5’e ¢ikmaktadir. Ayni sekilde anaplastik astrositomalarin
yas ile yerlesim alanlar1 da degiskenlik gostermektedir. Glioblastoma igin ortalama yas 60
dolayinda iken, anaplastik astrositomada ortalama yas 50 dolayindadir. GBM ve AA
erkeklerde kadinlara gore, beyaz irkta da siyah irka gore bir miktar daha sik goriiliir.
Yapilan ¢alismalarda ortaya atilan hipotezlere gore diisiik grade astrositomalardan
basamak basamak GBM’e ilerleyis kromozom 10 ve 17’de yerlesim gdsteren supresor
genlerin kademeli kayiplarindan ileri gelmektedir. Bu kayiplar tiimor biliylimesini ve
heterojenitesini artiran dominant onkojenlerin aktivasyonuna yol agmaktadir. GBM ve AA
glial hiicrelerden kaynaklanan malign astrositik tiimorlerdir ve genellikle serebral
hemisferlerin derin beyaz maddesinde yerlesirler. Tiim gliomalarin tedavisi sik sik cerrahi
islem, radyoterapi (RT) ve kemoterapi gerektirir. GBM ve AA tedavisinde tek basina
cerrahi ile semptom kontrolii ve sagkalim miimkiin olmamaktadir. Prospektif ¢alismalar
gostermistir Ki radyoterapi sagkalim tizerine Onemli derecede katki saglar. Adjuvan
kemoterapinin RT ile uygulandiginda, yasam siiresi lizerine katkilarini gosteren ¢aligmalar
vardir (12).

C6 glioma hiicreleriyle olusturulan tiimorler insan malign gliomalar1 ile ayni
heterojeniteyi ve immiinohistokimyasal 6zellikleri tasimamaktadir. Bu sinirlamalara
ragmen C6 glioma beyin timdr modeli GBM’nin biiylime, yayilim, yiiksek mitotik

aktivite, timor nekroz odaklari, timdr i¢i kanama ve damarlanmasi tizerinde yapilan GBM



aragtirmalarinda yardime1 bir model olarak kullanilmaktadir. C6 glioma timor hatt1 metil
nitroziireye ardisik sekilde maruz kalmis Wistar-Furth siganlarinda olusan beyin tiimdrleri

kiiltiirlerinden elde edilmektedir (13).

4.2. ANTIOKSIDANLAR

Aerobik canlilarda serbest oksijen radikalleri (SOR), normal metabolik olaylar
esnasinda olusmaktadir. Serbest radikaller, asir1 miktarlarda Tretildikleri zaman bu
molekiillere bagl olarak hasarlar ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikallerin zararli etkilerini
engellemek tizere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar
olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelismistir.

Antioksidanlar ¢esitli kriterlere gore simflandirilabilirler
1. Yapilarina gore

A) Enzimler

» Primer:

e Siiperoksit Dismutaz (SOD)

o Katalaz

e Selenyum bagimli Glutatyon Peroksidaz (GPx)

e Glutatyon-S-Transferaz (GST)

e Glutatyon Rediiktaz (GR)

> lliskili olanlar:

e NADPH-Kinon Oksidorediiktaz

e Epoksit Hidrolaz

e UDP-Glukronil Transferaz

e Sulfonil Transferaz

e Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G-6-PD)

e Fosfoglukonat Dehidrojenaz

B) Enzim olmayan proteinler, kiigiik molekiiller

e Vitamin C
e Vitamin E
e Vitamin A

e Flavinoidler



e Melatonin

e Urik Asit

e Alblimin

e Haptoglobulin

e Sistein

e Seruloplazmin

e Transferrin ve Laktoferrin
e Ferritin

e  Oksipurinol

e Ubikinon
e Bilirubin
e Mannitol
e Lipoik asit

e Hemopeksin
Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre iginde, enzimatik

antioksidanlar ise hiicre disinda daha fazla etkilidir.
2. Kaynaklarina gore

A) Organizmaya ait olanlar (Endojen)

B) Disaridan alinanlar (Eksojen)
3. Coziiniirliiklerine gore

A) Suda ¢6ziinenler

B) Yagda c¢oziinenler
4. Bulunduklari yere gore

A) Hiicre i¢inde bulunanlar

B) Plazma ve viicut sivilarinda bulunanlar
Antioksidanlar, iki farkh yontem ile serbest radikal hasarim engellerler
1) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi

-Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirici etki,

-Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki,

-Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.

olmayan



2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

-Toplayici (scavenging) etki: SOR’lerini etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha az
reaktif baska bir molekiile ¢evirme (Or: Enzimler).

-Bastiric1  (quencher) etki: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme
seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

-Onarici (repair) etki: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

-Zincir kiric1 (chain breaking) etki: Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal

olusum reaksiyonlarmin engellenmesi. (Or: Hemoglobin, seruloplazmin, mineraller) (14).

4.2.1. Antioksidanlar ve Serbest Radikaller

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara trlinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olustugunu biliyoruz. Bazen
bu serbest radikal ara iriinler enzimlerin aktif yerinden sizmakta, molekiiler oksijenle
kazara etkileserek serbest oksijen radikalleri olusturmaktadirlar. Olusan aktif oksijen
formlar1 engellenmediginde DNA, protein, karbonhidrat ve lipitlerde yapisal bozulmalara
yol agmaktadir. Dolayisiyla, aktif oksijen formlar1 hiicre membraninin hem yapisini hem
de fonksiyonunu bozarak bir¢ok dejeneratif hastaliklara neden olmaktadir. Ancak bazen
hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusabilir. Organizmada hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan
kaldirilandan daha fazla ROS meydana gelmesi oksidatif stres olarak tanimlanir (15).

Hiicrede olusan ROS, "antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar"
olarak bilinen mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar. Antioksidan 6zelligi kesfedilen birgok
farkli madde vardir. Bu maddelerin bir kismini diyetle alirken bir kismini viicut kendisi,
serbest radikallere karsi bir savunma sistemi olarak tiretir. Viicudun serbest radikallere
kars1 savunma olarak iirettigi bazi 6nemli antioksidanlar, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz gibi enzimlerdir.

Insan saglign bakimindan antioksidan fonksiyonlar1 ile on plana ¢ikan maddeler
vitamin E ve C, karotenoidler ve fenolik maddelerdir. Fenolik maddeler sebze, meyve,
tahil ve baharat gibi bitkisel gidalarda ve iceceklerde yaygin olarak bulunmaktadir. Cay ve
kirmizi1 sarap bu fenolik maddelerce zengin igeceklerdendir. Flavanoidleri de igeren bu

fenolik maddelerin giiglii antioksidan Ozellige sahip olmalarinin yaninda, serbest



radikalleri temizleme, hidrolitik ve oksidatif enzimleri (sitokrom oksijenaz, fosfolipaz A2,
lipoksijenaz) inhibe etme ve iltihap 6nleyici aktiviteleri de bilinmektedir (15).

Serbest radikaller paylasilmamis elektron iceren reaktif ve kisa Omiirlii
molekiillerdir. Bu molekiiller hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak hem de
ilaglarin ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisi ile olusabilmektedir. Serbest
radikallerin olusum hizi, bunlan etkisiz hale getiren veya etkilerini azaltan bazi endojen
antioksidan enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hizi ile dengede oldugu siirece
organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa serbest radikaller zararli olmaya baslar

ve oksidatif stres olarak etkilerini gosterirler.

O ksidatif Stres

Sekil 1: Oksidatif Stres Dengesi (15)

Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasariyla bir¢ok
kronik hastaligin komplikasyonlarina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Aterogenez,
amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi, Duchenne tipi muskiiler distrofi, gebelik
preeklampsi, serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diabetes
mellitus, akut renal yetmezlik, yaslanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler
bozukluklar, iskemi/reperflizyon injiirisi gibi durumlarin patogenezinde oksidatif stresin
roliinden s6z edilmektedir.

Serbest radikallerin zararh etkileri baz1 maddeler tarafindan azaltilir veya tamamen
ortadan kaldirilabilir. Bu maddelerden biri de katesinlerdir. Bitkilerde yaygin olarak
bulunan katesinler, antioksidan 6zellikleri olan flavanoid ailesinin alt sinifindan, flavan
grubuna dahil polifenolik bilesiklerdir.Yapilan bazi c¢alismalarda katesinin lipit
peroksidasyon olusumuna bagli olarak artan malondialdehit diizeyini 6nemli Olgiide
engelledigi gosterilmistir (8). Antioksidan molekiillerden resveratrol, katesin ve epikatesin

ozellikle yesil ¢ay, liziim ¢ekirdegi ve kakaoda bulunur.
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4.2.1.1. Serbest Radikallerin Hiicresel Hasar1

A. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen radikallerinin asir1  tretimi  deoksiriboniikleikasit (DNA)
molekiiliiniin tiim bilesenleri ilizerinde modifikasyonlara neden olur. Hidroksil radikal
('OH), (Sekil 2) hem purin hem de pirimidin bazlarinda hasar olusturur ve deoksiriboz
halkasinda yarilma ve zincir kirilmalar1 meydana gelir. Genetik materyallerin stirekli

modifiye edilmesi karsinojenezis, yaslanma ve mutajenezisin ilk adimi olusur (16, 17).
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Sekil 2: DNA ‘da meydana gelen oksidatif hasarlar (16)

B. Proteinler Uzerine Etkileri

Protein oksidasyonu, proteinlerin hidroksil ve diger radikallerle kovalent
degisikliklere ugramasi sonucunda meydana gelir. Pek ¢ok sayida mekanizmanin protein
oksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Reaktif oksijen radikalleri protein i¢i ve
proteinler arasi capraz baglar olusturarak oksidasyona neden olurlar. Bunlar kisaca;

ditirozin olusumu, siilfidril gruplariin oksidasyonuyla disistein ¢apraz baginin olusumu,
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radikal araciligiyla proteinden hidrojenin ¢ikarilmasi sonucu olusan karbon merkezli
protein radikallerinin etkilesimi ve okside proteinin karbonil grubuna lizinin amino
grubunun eklenmesi seklinde diistiniilmektedir. Gegis metalleri, hem serbest aminoasitlerin
hem de proteindeki aminoasit dizilerinin oksidatif modifikasyonlarini artirarak protein
oksidasyonuna neden olur. Peroksinitrit radikali de proteinlerin oksidasyonuna neden olur.
Proteinlerin ve enzimlerin oksidasyonunun, yaslanma, iskemi-reperfiizyon hasari,
Alzheimer hastaligi, Parkinson, ateroskleroz, karaciger sirozu, kanser ve diger patolojik
durumlarla yakindan iligkili oldugu diistintilmektedir (17, 18).
C. Lipitler Uzerine EtkKileri
Doymamis ¢oklu yag asitlerinin yan zinciri ya da metilen karbonu iizerinden radikal
araciligtyla bir hidrojen atomunun c¢ikarilmasi lipit peroksidasyonu, olarak
tanimlanmaktadir. Lipit peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonu ii¢ asamada gerceklesir
(18).
1. Baslangi¢ asamasinda, hidroksil radikali, doymamis yag asidinden bir hidrojen
cikararak lipit peroksidasyonu baslatir.
*OH + LH (lipit)» H20 + <L (lipit radikali)
2. llerleme asamasinda, lipit radikali oksijen molekiiliiyle hizlica reaksiyona girerek
lipit peroksil radikalini olusturur.
oL + 02 —»LO2
Olusan peroksil radikali diger lipit molekiillerine saldirir ve onlarin hidrojen
atomunu  ¢ikartarak, lipit hidroperoksitleri olustururken ayni zamanda birbiri
ardina ikincil oksidasyonlar1 oksijenle birleserek reaksiyonu devam ettirecek lipit
radikali de olusur.
L O2+LH — LOOH + oL
3. Reaksiyon, lipit peroksil radikalinin antioksidanlar tarafindan temizlenmesiyle ya
da iki lipit peroksil radikalinin kombinasyonuyla keton ve alkol gibi radikal
olmayan iiriinlere doniismesiyle sonlanir.
2 LO2 —keton + alkol + Oz veya;
L +Vit —LH+ ViteE
ViteE + eL — LH + VitEoX
Lipitler siklooksijenazlar ve lipoksijenazlar tarafindan da okside edilir. Son

zamanlardaki caligmalar, lipoksijenazin lipoproteinleri, biyomembranlardaki fosfolipit ve
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kolesterol esterlerini spesifik olarak okside edebildigini gostermistir. 15-lipoksijenazlarin,
aterojenezin ilk sathasindaki lipit peroksidasyona katkida bulundugu da diigiiniilmektedir.
Lipit peroksidasyonu, membran yapisinin bozulmasi ve iyon gegirgenliginin artmasiyla
birlikte membran akiskanliginin kaybinda artisa neden olur.Bu olaylar hiicrenin 6liimiiyle
sonuglanir.Hiicrede olusan oksidatif ve nitrozatif hasar, daha sonra doku ve organ
sistemlerinde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olarak ¢esitli patolojik durumlara
yol agar. Bunlar; kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, nérolojik hastaliklar,diyabet, iskemi-
reperfiizyon, yaslanma, otoimmiin hastaliklar, enfeksiyonlar, allerji,oftalmik patolojiler ve

solunum yolu hastaliklaridir (16).

DNA hasan
Protein oksidasyonu
Lipid peroksidasyon

y N(V)-\ | /ONOOH - |

ARG ONOO-
Ka -
I == H,O + O,
o, O SOD H,O, — GPx H,0
e 2(;(] \?3:.\‘5(;
Fe+2 \\_\_v GRd __~
FC*B /
OH-

DNA hasan / 1 \ Lipid peroksidasyon

Protein oksidasyonu

Sekil 3: Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari ve sematik olarak hasari (18).

4.2.2. Resveratrol

Kapal1 formiilii C14H1203’tiir olan resveratroliin molekiil agirlig1 228,25 Daltondur.
Ozellikle siyah {iziimiin kabugunda yiiksek miktarda bulunan resveratrol. Cayda, kirmizi
sarapta, lizimde, “Polygonum cuspidatum” bitkisinin kok ve govdesinde, yer fistiginda,
yaban mersininde ve diger baz1 meyvelerde de bulunur. Biyolojik olarak aktivite gosteren
formu trans resveratroldiir. Trans resveratroliin antiaterosklerotik, antiinflamatuar etkiler

yaninda kansere karsi koruyucu oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
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Resveratroliin trans izomerlerinin yani sira cis ve glikozit formu (sekil 4) olan piceid formu
da vardir (19, 20, 21, 22).

ROy
D —on
Oy
K = H, trans-Resveratrol
R = (slc, rrans-Piceid
H

. cis-Resveratrol
cis-Piceid

R =
R =

ot
f &

Sekil 4: Trans, cis-Resveratrol ve piceid Resveratrol (22)

Piceid ve resveratrol birgok bitkide organizmanin strese yanitinin bir pargasi olarak
bulunur. Resveratrol bitkilerde antifungal aktivitenin diizenlenmesine katkida bulunur.
Uziim iiriinlerinde, piceid ve resveratrol birlikte bulunur fakat glikozillenmis form olan
piceid derisimi daha fazladir. Saraptaki glikozillenmis ve aglikan formlarmn dagilimi da,
fermentasyon ve kullanilan ekolojik teknige gore degismektedir. Resveratroliin tim
formlar1 kirmizi iiziimde, yesil liziime oranla daha fazla miktarda bulunmaktadir (21).

Biyolojik olarak pozitif etkileriyle taninan resveratroliin (3,4,5- trihidroksistilben)
viicuttaki taginma ve dagilim mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Molekiiliin
antikarsinojenik, antiaterosklerotik, antiinflamatuar ve néroprotektif etkilerinin molekiiler
diizeydeki etki mekanizmalarini gdsteren az sayida calisma bulunmaktadir. Resveratroliin
siganlarin karacigerindeki lipit sentezini azalttigi, 16kositlerdeki eikozanoid sentezini
inhibe ettigi, arasidonat metabolizmasini engelledigi, trombosit agregasyonunu ve bazi
protein kinazlarin aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica disiik dansiteli
lipoproteinler (LDL)’i oksidasyondan korumada vitamin E’ye oranla ¢ok daha iyi bir

antioksidan oldugunu gésteren ¢alismalar vardir (23, 24, 25).
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Son yillarda diyetin igerdigi antioksidan miktarindaki artisin koroner kalp hastaligi
(KKH) riskini azalttigin1 gosteren epidemiolojik, klinik ve in vitro ¢alismalar yapilmistir.
Resveratrol, yiiksek oranda doymus yag alimiyla ilgili olan KKH azaltan bir maddedir.
Resveratroliin, KKH’deki pozitif etkisini trombosit agregasyonunu inhibe ederek ve
LDL’yi oksidasyondan koruyarak gergeklestirdigi gosterilmistir (21).

Diizenli ve olgiilii bir sekilde 6zellikle kirmizi sarap igilmesinin, trans-resveratrol
iceriginden dolay1, bu hastaliga yakalanma riskini azalttig1 gosterilmistir (24). Uziim
¢ekirdegi ve kabugu, kirmizi sarap yapimui sirasinda iiziim suyu iginde mayalandigindan
irtin sarap haline geldiginde resveratrol seviyesi ciddi bi¢imde artmis olur. Resveratrol
beyaz sarapta da bulunmasina ragmen, beyaz sarap yapiminda g¢ekirdek ve kabuklar ¢ok
daha once ayiklandigindan, resveratrol seviyesi ¢cok daha diisiik seviyededir. Fransa’nin
giineyinde diyetle yiiksek oranda doymus yag alimi ve sigara aliskanligi olmasina ragmen
KKH’den oliimlerin orani diisiik bulunmaktadir. Fransiz Paradoksu ad1 verilen bu durum
ilk tanimlandiginda Fransizlarda goriilen saglikli kalp halinin bol miktarda tiiketilen
kirmizi saraba bagli oldugu diistiniilmiistiir. Her ne kadar tek nedenin sarap olmadigi
anlasildiysa da bunun 6nemli bir faktor oldugu ileri siiriilmiistiir. Yemeklerde icilen az
miktarda (gliinde 1-2 kadeh) kirmizi sarabin yemeklerle alinan yaglarin emilimini ve
oksidasyonunu azalttig1, kan sulandirict ve damar genisletici etki yaptigi gosterilmistir (21,
24).

In-vivo ve in-vitro deneylerde, resveratrol izomerlerinin, baz1 antidepresan ilaglar
gibi trombositlerde 5-hidroksitriptofan (5-HT) geri alinimini inhibe ettigi gosterilmistir.
Resveratrol izomerlerinin 5-HT geri alinimi {izerine olan etkilerinin incelendigi bir
calismada, cis resveratroliin 5-HT geri alimini inhibe etmede trans izomerine gore daha az
etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica major depresyon tedavisinde kullanilan
monoaminoksidaz-A (MAO-A) inhibitorleri gibi trans resveratroliin de monoaminoksidaza
segici bir inhibisyon etkisi oldugu gosterilmistir. Resveratrol bu biyokimyasal etkisini in
vivoda da gosterirse, dogal bilesenlerin depresyonun tedavisinde kullanilabilecegi ileri
stiriilmektedir (20). Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda resveratroliin bir¢ok tiimor hiicre serisinde
apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Ayrica diisiik derisimlerde resveratrol,
antiapoptozisi ve proliferasyonu uyarici etkiye sahip oldugu savunulmustur (26). Serbest

radikaller yiliksek derisimde bulunduklarinda yok edici bir etkiye sahipken, diisiik
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derisimlerdeki radikaller sitokinlerin sinyal mekanizmasini aktive ederek proliferatif yanit
olustururlar.

Resveratroliin kanseri onleyici 6zellikleri iizerinde yeterince arastirma yapilmamis
olmasina ragmen, ilk arastirmalarin sonuglari umut vericidir. Deneysel ¢alismalarda kanser
olusumunu engelledigi, olusmus kanserleri duraklattigi ve tiimoriin viicudun diger
taraflarina yayilmasini Onledigi gosterilmistir. Antikarsinojen etkisini, bazi enzim
sistemlerini ve bagisiklik sistemini uyararak olusturdugu anlasilmaktadir (27). Yapilan bir
arastirmada, resveratroliin kanserli hiicrelerin kendi kendilerini imha etmelerini sagladigi
gozlemlenmistir. Kanserli hiicreler parcalara ayrildiktan sonra, diger hiicreler tarafindan
temizlenmistir. Bu etki, meme, deri ve kan kanserleri iizerinde yapilan deneylerde tespit
edilmigtir. Diger bazi arastirmalarda da prostat kanseri hiicrelerinin g¢ogalmasinin
durduruldugu gozlemlenmistir. Ayrica resveratroliin antikarsinojenik etkisini tirozin kinaz
aktivitesini inhibe ederek gosterdigi diistiniilmektedir (21). Resveratrol trombosit
agregasyonunun; agregasyon, kollajene baglanma, sekresyon ve eikozanoid sentezi gibi
farkli agsamalarinda etki gostermektedir (25).

Resveratroliin sudaki diisiik ¢Oziliniirliigii géz Oniline alindiginda proteine bagl
tasindig1 disiiniilebilir. Hepatoblastoma hiicrelerinde resveratroliin taginma kinetigi
incelenmistir. Buna gore basit difiizyon ve tastyict aracili taginmalar belirlenmistir. Serum
igeren hiicre kiiltiiriinde resveratroliin pasif tasinmasinin, serumsuz kiiltiire gore iki kat
daha yavas oldugu gosterilmistir (23).

Sonucda resveratroliin temel biyolojik aktiviteleri agagidakiler gibi siralanabilir ;
. Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu (LDL, membranlar)

. Bakir selasyonu

. Serbest radikal siiptirticii etki

. Trombosit agregasyonunun inhibisyonu

. Anti-inflamatuar aktivite

. Vazorelaksan aktivite

. Lipid metabolizmasinin diizenlenmesi

. Anti-kanser aktivite

O 00 3 O O B~ W N

. Ostrojenik aktivite
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4.2.3. Katesinler

Katesinler polifenoller grubundan, sarap, cay, meyve ve c¢ikolatada bulunan
flavanollerdir. Polifenolik katesinler ayrica meyvelerde ve meyve suyun da bulunmaktadir.
Bu grup flavanoller major olarak katesin, epikatesin, epigallokatesin alt gruplarini
icermektedir. Epigallokatesinin kimyasal yapisi C22H18011 olup molekiiler agirligi 458,4
Dalton’dur. Katesinler, dogal antioksidan aktiviteleriyle bilinirler ve bitkilerdeki bu
polifenoller vaskiiler, viral, gastrointestinal ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde
kullanilirlar (28, 29).

Katesinler yesil cay yapraklarindaki ana biyoaktif bilesenleri olusturur (kuru
agirligin % 25-351ik kismzi). Bir bardak yesil ¢ay 100-200 mg katesin igerir (30, 31). Siyah
cay daha az katesin igerir, ancak fermentasyon islemleri sirasinda siyah ¢ayin birincil
antioksidani theaflavinler haline gelir. Katesinlerin sagliga yararli bir¢ok etkisi in vitro, in
vivo ve klinik calismalarda gosterilmistir (32). Kirmiz1 sarap, siyah ve yesil cay, elma,
seftali, ¢ilek, kiraz, fasulye, mercimek ve kakao bilinen katesinden zengin besinlerdir.
Caydaki katesin oranlari siyah ¢ayda 250 mg/L, yesil ¢ayda 420 mg/L dir (33).
Flavanoidlerin igerdikleri 2,3 ¢ift bag nedeniyle 8 stereoizomeri bulunmaktadir (32, 34, 35,
36, 37):

1. (+) katesin (K),

(-) epikatesin (EK),

(+) gallokatesin (GK),

(-) epigallokatesin (EGK),

(+) katesingallat (KG),

(-) epikatesingallat (EKG),

(+) gallokatesingalat (GKG),

(-) epigallokatesingallat (EGKG).

© N o g s~ »D
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Bunlarin en onemlileri katesin ve epikatesindir. EGKG, c¢ayda en ¢ok bulununan

flavanoiddir ve yesil ¢ay aktivitesinden asil sorumlu olan bilesendir (33, 34, 38, 39, 40).

Canli sistemlerde yiiksek antioksidan aktivite gosteren (+) katesin ve (-) epikatesin,

sebzelerde bol miktarda bulunan iki flavanoid stereoizomerdir.

Flavanoidlerin antioksidan aktivitelerini fenolik hidrojen atomlarini vermek suretiyle

serbest radikalleri yakalayarak yaptiklari bilinmektedir. Ancak antioksidan aktivitenin

molekiiler etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamustir (36).

Oksidasyon reaksiyonlari, yiyeceklerde oldugu gibi canli organizmalarda da

olusmaktadir. Insan icin oksidasyon, hiicrelere enerji saglayan bir siiregtir. Ancak

oksidasyon esnasinda farkli hastaliklara neden olan serbest radikaller de olusmaktadir.
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Lipitlerin oksidasyonu bir serbest radikal zincir reaksiyonudur ve reaktif radikal ile
hidroksitlerin artisina neden olur. Bu radikaller membran fonksiyonunu, LDL’nin
oksidasyonunu, trombosit fonksiyonunu etkiler ve DNA’da mutasyonlara da neden
olabilirler. Cay katesinleri antioksidan etkilerini, hidrojen atomundan serbest radikal alicisi
gibi davranarak zincir oksidasyon reaksiyonu keserek gosterirler (34).

Ozellikle cayda bulunan katesinler kimyasal olarak suda ¢oziinebilen, renksiz
molekiillerdir (34, 35). Molekiillerin kimyasal farkliliklar1 heterosiklik oksijen halkasinin
molekiildeki konformasyonuna dayanmaktadir (Sekil 5). Katesinler fermentasyon sirasinda
siyah ¢ayin Ozel renk, aroma ve tadini veren formuna okside olurlar. Katesinlerin
antioksidan potansiyelleri EGKG>EKG>EGK>EK olarak siralanmaktadir. Bilgilerin
analizi sonrasinda ortho konfigurasyona sahip olmanin ve igerdikleri hidroksil grubunun
sayisinin antioksidanlarin aktivitesini 6nemli 6lglide etkiledigi hipotezi siiriilmiistiir (34).

Katesin, epikatesin ve epikatesin gallat insan sagligt acisindan Onemlidir.
Flavanoidler kimyasal yapilart nedeniyle fenolikler veya polifenoller olarak kategorize
edilirler. Dort binden fazla flavanoid tanimlanmistir (41), ancak gidasal olanlar 6 grupta
toplanir. Katesinler de flavanoidlerin flavan-3-ols grubunda bulunmaktadir. Baz1 fenolikler
antioksidan etkiye sahiptir ve bu etkileri nedeniyle bircok bitkisel ilag; vaskiiler,
gastrointestinal ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (33, 42).
Katesinler, serbest oksijen tiirlerinin neden oldugu kardiyovaskiiler, nérodejeneratif ve
kanser gibi hastaliklara antioksidan aktiviteleri lizerinden etki eden molekiiller olarak
gosterilmektedir (31).

Ingiltere’deki giinliik flavonoid alinimi1 100 mg civarindayken, bu oran Hollanda’da
cayla alinan miktarin yarist kadardir. Alman populasyonu ise katesin aliminin % 20’sini
cikolatadan, % 55’ini ise ¢aydan saglamaktadir (33).

Bugiine kadar klinik ve epidemiyolojik calismalarda katesinlerin yiyeceklerdeki
oranlari, kanser ve vaskiiler hastaliklardaki koruyucu etkileri ile ilgili birgok c¢alisma
yapilmistir. Arts ve ark. 34.492 kisiyle yaptigi, 12 yil siiren, KKH sikligin1 inceledikleri
calismasinda, katesin ve epikatesin almmminin KKH ile ters iligkili oldugunu
gostermislerdir. Elma ve sarabin ise KKH sikligmmi diisiirdigii bulunmus ancak cay
katesinleri ile KKH arasinda iligski olmadigi bildirilmistir (43).

Deneysel arastirmalarda giinde 50 mg/kg i.p. olarak katesin uygulanan farelerde

hepatik nekroza ve % 67 oraninda mortaliteye rastlanmistir. Aslinda ¢ay ekstrelerinin
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klinikte kullaniminda da bir ¢ok hepatik ataga rastlanmistir. Ancak, bunlarin tersine saf
yesil ¢ay ekstresinin in vivo ¢alismada hepatoprotektif etkisi gosterilmistir. Bu sonuglar da
uygulama yolu ve uygulanan metodunun, katesinlerin etkisinin hepatotoksik veya
hepatoprotektif olarak degistirdigini gostermektedir (33).

Katesinlerin yiyeceklerde ¢cokga bulunmasi (Tablo 1), genis terapotik potansiyelleri
ve ucuz maliyeti birlikte diisiiniiliince, bu grup polifenoller kanser, vaskiiler hastaliklar ve
obezite gibi birgok hastaligin tedavisi sirasinda kullanilmalar1 cazip hale gelmektedir.

Her bir katesinin deneysel bulgular1 klinikte de uygulanmistir ve etkin dozlarda

kullaniminin toksik bir etkisi olmadigi gosterilmistir (33).

Tablo 1: Yiyeceklerin igerdigi katesin miktarlari (33).

Yivecek Katesin Icerigi

Elma 17 mg/kg K+ 129 mg/kg EK

Cikolata (siyah) 610 mg/kg K+ EK

Cikolata (suitli) 159 mg/kg K+ EK

Kakao 78 mg/L K+ 132 mg/L EK

Uziim 1892 mg/kg K+ 988 mg/kg EK+353 mg/kg EKG
Kivi 4.5 mg/kg K+ EK

Cilek 10-70 mg/kg K+ 1 mg/kg EK

Cay (siyah) 20 mg/L K+ 37 mg/L EK+ 73 mg/LL EKG+

42 mg/LL EGK+ 128 mg/LL EGKG

Cay (yesil) 21 mg/L K+ 98 mg/LL EK+ 90 mg/LL EKG+
411 mg/LL EGK+ 444 mg/L. EGKG

4.3. SIYALIK ASIT

Dokuz karbonlu bir seker olan néraminik asitten (N-acetylneuraminic acid) tiireyen
siyalik asit (SA) glikoproteinlerin ve glikolipidlerin oligasakkarit zincirlerinin terminal
seker komponentini olusturur, dogada yaygin olarak memelilerde bulunmakla birlikte,
Escherichia coli, Neisseria meningitidis gibi patojen bakterilerde ve virtislerde de bulunur.
Molekiiliin fizyolojik pH’da negatif yiik tasimasi, hiicrenin patojenler tarafindan

taninmasinda, hiicreler arasi etkilesimlerde, hormon reseptor iligkilerinde ve membranin
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proteolizden korunmasinda 6nemli rol oynamasini saglar. SA bu nedenle hiicre biitiinligii,
hayatiyeti ve fonksiyonlari ile iligkili bir membran komponentidir (40, 43).

Organizmada beyin ¢ogu gangliozitlerde olmak iizere en biiylik oranda SA igeren
organdir. Polisiyalik asid néronal tomurcuklanma ve plastisiteyi saglar. Hasardan sonra
noral sproutingin inhibisyonunda ve miyelin stabilitesin de Kritik rol oynar (44). Siyalidaz
verilmesi Siglec-4 gangliozid ligant’1 yikarak spinal akson biiyiimesini artirir.

SA’ lerin farmakolojik olarak bazi Ozellikleri vardir. SA’ler glikoproteinlerin yari
Omiirleri ic¢in kritik faktordiir, SA kaybedildiginde altindaki galaktoz karaciger ve diger
organlarda reseptorler tarafindan taninir ve hizla temizlenir (45). Bu mekanizmanin
glikoproteinlerin intrinsik yar1 Omiirlerini diizenleyip diizenlemedikleri heniiz tam agik
degildir, birgok biyoterapétik triin (antikorlar, sitokinler, hormonlar) de glikoprotein
oldugundan konu pratikte 6nemlidir (46). Terapotik glikoproteinler lizerindeki SA diizeyi
kiiltiire ve tiretime baghdir, az ise (uncapping) kolaylikla temizlenir. Farmakoloji agisindan
SA’ler ile ilgili diger bir Onemli nokta insanlarda bulunmayan Neu5Gc ile
kontaminasyondur (47, 48). Saglikli insanlarda Neu5Gc’e karsi az miktarda antikor vardir.
Kontamine olmus kisiler, anti-Neu5Gc antikorlar1 olusturacaklardir, patolojik durumda da
ayirt edilemeyecektir. Bu durumda insanlarda bulunmayan potansiyel immunojenik
maddelerin injeksiyonundan kaginilmasi gerekliligi ortaya ¢ikar.

Bazi neoplastik degisikliklerde total ve lipide bagli SA seviyelerinin doku ve serum
seviyelerinde farkliliklar oldugu degisiklik klinik ve laboratuar ¢alismalarinda gézlenmistir
(49). Katopodis ve Stock’un tamimladigi metoda goére yapilan galigmalarda meme
kanserlerinde % 50-100, akciger kanserlerinde % 70-92 ve kolorektal kanserlerde % 44-93
sensitivite belirtilmistir (50, 51, 52). Melanoma, sarkoma ve Hodgkin hastaligi i¢in de %
90-97 gibi yiiksek sensivite diizeyleri saptanmistir (49, 50, 51). Kanser hastaligin evresi ve
ozellikle metastatik kanser hastaligi ile serum SA seviyeleri ileri derecede korelasyon
gostermektedir (53). Insan tiroit kanseri ve kolorektal kanserinde yiikselen SA seviyeleri
tedaviden sonra normal seviyelerine inmektedir. Bu nedenle SA seviyesinin tedaviye
cevabin izlenmesinde iyi bir parametre oldugu &ne siiriilmektedir (54, 55). Ileri evrelerde
bas-boyun kanserli hastalarda hastaliginn ilerlemesi ya da tedaviye yaniti ile serum

proteine bagli SA degisiklikleri arasindanda belirgin bir korelasyon vardir (56).
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4.4, PROTEIN KARBONILLERI

Oksidatif stresin proteinlerde neden oldugu oksidasyon sonrasi peroksit ve protein
karbonilleri meydana gelir. Proteinlerde serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri
amino asit igerikleri ile iligkilidir. Doymamis baglar ve —SH i¢eren molekiiller ile triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitleri ihtiva eden proteinler
serbest radikallerden daha kolay etkilenirler. immiinoglobulinler gibi fazla sayida disiilfit
bag1 bulunduran proteinlerde oksidasyon sonugu kiikiirt merkezli radikaller meydana gelir
ve proteinin {i¢ boyutlu yapisi bozularak normal foksiyonunu yerine getiremez. Polipeptit
yapisinda yer alan bazi amino asitlerin a-karbon atomlarindan, reaktif oksijen molekiilleri,
ozellikle de hidroksil radikali etkisiyle hidrojen atomunun koparilmasi sonugu karbon
merkezli radikaller olusur.

Ilerleyen reaksiyonlarda su yapisal degisikler meydana gelir :
» Aromatik amino asitlerin nitratlagmasi
» Tiyol grubunun oksidasyonu
» Karbonil tiirevlerine donilisiim
» Proteinlerde ikincil ve tiglinciil yapinin bozulmasi, proteolize yatkinlik, agregasyon
ve fonksiyonlarda azalma

Protein oksidasyonu, proteinlerin, reaktif oksijen radikalleri, reaktif oksijen tiirleri,
azot tiirevleri veya oksidatif stres tiriinleriyle indiiklenmesiyle meydana gelen kovalent bir
modifikasyondur (57). ROS’un ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’nin, yaslanma, oksidatif
stres ve bazi patolojik kosullar altinda fizyolojik ve non-fizyolojik etkilerle meydana
geldigi ve biyolojik molekiillerin modifikasyonuna yol agtigi gosterilmistir (58). Akut
hiicre stresine bagli olusan ROS iiretimi apoptoz veya nekroz yoluyla hiicre 6lumi ile

sonuglanabilir (59).
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Sekil 6: Hiicrede ROS Kaynaklari

Hiicre hasar1 ROS olusturan ve yakalayan sistem arasindaki dengeye baglhdir.
Oksidatif stresin primer hedefi hiicre tipine, oksidasyon iriinlerinin mutlak diizeyine ve
sliresine, tretilen ROS tiiriine, tretildigi bolgeye (hiicre i¢i veya dis1), oksidanin spesifik
hiicresel substrata yakinligina baglidir. Belirli bir hedefe olan zararin boyutu da bir¢ok
faktore baghidir. Proteinler ROS i¢in major, ROS yan {riinleri i¢in ise ikincil hiicre
hedeftir. ROS’in indiikledigi protein modifikasyonlar1 protein yapisindaki degisiklikleri
gdsterir, bazilar da zararsizdir. Ornegin S-glutatyonilasyon, S-nitrozilasyon ve metiyonin
sulfoksidasyon degisimleri geri doniislidiir ve geri doniisiimsiiz olan oksidasyonlardan
korunmada ve redoks regiilasyonda ¢ift role sahiptir (60, 61). Oksidatif protein
degisiklikleri biyolojisi karmagsiktir ve 1iyi anlasilamamis olmasina ragmen protein
karbonilasyonu oldukga iyi bilinmektedir.

Protein karbonilasyonu irreversibl ve non-enzimatik bir islemdir, sonugta karbonil

gruplari olusur (62, 63).
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Poliansature yag asitleri cksidatif yikimu

FUFA'=s
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Ketoaldehitler : OMNE, Levuglandin E2, ::} ﬂ >‘— proteoczom inaktdvasyonu
Levuglandin O2 - okside protein birikimi
Protein oksidatf yvikim - apotozis ve nekroz

induksiyonu
. Iy

Sekil 7: Karbonil Gruplarinin Proteinlere Giris Yollar1 (64).

Karbonil gruplar1 proteinlere ¢esitli oksidatif yollardan girer (Sekil 7). ROS ya
dogrudan protein ile reaksiyon verir veya seker ve lipitler gibi molekiillerle reaksiyona
girerek daha sonra proteinlerle reaksiyon veren reaktif karbonil tiirleri (RCS) olusturur.
ROS ile direkt reaksiyonda ya metal katalizli oksidasyonla yan dallarda yer alan lizin,
arjinin, prolin ve treoninin oksidasyonu ile ya da a-amidasyon veya glutamil kalintilarinin
oksidasyonu ile peptid baglarinin kirilmasi sonugunda reaktif karbonil iriinleri olusur.
Arjinin ve prolinin oksidasyon {iriinii glutamik semialdehid ve lizininoksidasyon {irlinii
aminoadipik semialdehid, Thr’den 2-amino-3-ketobiitirik asid metal katalizli protein
oksidasyonun baslica karbonil iirlinleridir. Bu reaksiyon biyolojik 6rneklerde protein
karbonilasyonuna goétiiren major yoldur (59, 64). Sekonder yolda reaktif karbonil gruplari,
reaktif karbonil tiirleri (ketoaminler, ketoaldehitler, deoksosonlar) ile lizinin primer amino
grubu arasindaki reaksiyonla olusur (64, 65).

Lipid ve karbohidratlardan gelen RCS ile protein karbonilasyonu ilk kez Miyata
tarafindan “karbonil stres” olarak adlandirilmistir (66). Reaktif karbonil tiirleri indirgen
sekerlerin veya onlarin oksidasyon firiinlerinin proteinlerin lizin kalitlar1 ile reaksiyonunda
(glikasyon/glikoksidasyon reaksiyonlar1) olusur. ileri glikasyon iiriinleri ortaya c¢ikar
(AGEs). Diger protein karbonilasyonu yolu poliansature yag asitlerinin metal katalizli
oksidasyon iriinii olan karbonil iceren okside lipitlerin proteinler i¢ine girmesidir.
Malondialdehid lizin kalintis1 ile reaksiyona girer, o,f-ansature aldehidler (4-hidroksi-2-
nonenal, HNE, akrolein) olusur. Reaksiyon C=C c¢ift bagi ile sisteinin SH grubu, lizinin -

amino grubu veya histidinin imidazol grubu arasinda olusur, sonugta ileri lipoksidasyon
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tirtinleri (ALEs) meydana gelir. Protein Kkarbonilasyonu ROS tarafindan olusturulan

hiicresel hasar1 gosteren belirtegtir (64, 65, 67).

4.5. LIPID PEROKSIDASYON VE MALONDIALDEHIT

Oksidatif stres ve serbest radikaller ozellikle lipitlerde hasara neden olur. Yag
asitlerinin oksidasyonu radikal tarafindan yag asitlerinin metilen gruplarindan bir hidrojen
atomunun koparilmasi ile baglar. Karbon merkezli radikal olusmasi ve daha sonra
molekiiler oksijenin baglanmasi ile lipid hidroperoksitleri meydana gelir. Lipid
hidroperoksitleri, lipid peroksidasyonunun (LPO) erken asamasini olusturur. Lipid
hidroperoksitlerinin yikimi1 ile  biyoaktif aldehitler olusur. Bunlardan baslicalari
malondialdehit (MDA) ve hidroksialkenaller (6rn. 4-OH-nonenal)’dir.

Lipid peroksidasyon serbest radikaller tarafindan indiiklenen en 6nemli oksidasyon
reaksiyonudur. LPO, membran lipidlerinin oksidatif hasarla bozulmasi olayidir. LPO,
serbest radikaller tarafindan baslatilir ve membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonuna neden olur (68).

Malondialdehit 6l¢timii lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi i¢in en sik
basvurulan testtir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda
MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi sebebiyle,
DNA’ nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre
kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (69).

MDA 6l¢liimii en yaygin olarak tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemiyle yapilir. Bazi
deneysel sistemlerde TBA yonteminin esas olarak MDA'min kendisini Olctiigl
gosterilmistir. Ancak ¢cogu sistemde bu test MDA i¢in spesifik olmadigindan tiyobarbitiirik
asit ile reaksiyon veren maddelerin (TBARS) 6l¢limii seklinde ifade edilir. Saf lipidlerle
yapilan caligmalar ve hayvanlar {izerinde yapilan denemeler, TBARS ol¢iimii ile lipid
peroksidasyonunu 6lgen diger metotlar arasinda iyi bir korelasyon oldugunu gostermistir.

TBARS olgiimii ¢ok basit ve hizli olmakla birlikte biyolojik materyallere
uygulanmasinda cesitli problemler vardir. Numunede mevcut ya da reaksiyon sirasinda

aciga c¢ikan pigmentler kolorimetrik 6l¢imii interfere edebilirler. Ayrica MDA disindaki
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aldehitler de tiyobarbitiirik asitle renkli kompleks olusturmak {izere reaksiyona girebilirler.
MDA iki molekiil TBA ile reaksiyona girerek UV spektrofotometrede 535 nm’de pembe
renkli bir kompleks olusturur (sekil 8).

OH FHO
I“ C C—C
CHO

Sekil 8: MDA ile Tiyobarbitiirik Asitin Reaksiyonu (69).

Serbest MDA'min direkt tayini en giivenilir sekilde yiliksek performans likit
kromatografisi (HPLC) yontemiyle yapilir. HPLC ¢ok hassas ve hizli bir metottur ve az

numune gerektirir. Fakat teknik ¢ok dikkatli numune hazirlig: gerektirir.
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN GERECLER

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Derin Dondurucu (-30°C) Sanyo

Derin Dondurucu (-80°C) Rua Instruments
Sogutmali Santrifiij Hettich UNV 320 R
Sogutmali Santrifiij Hettich MICRO 200 R
Calkalamali Su Banyosu Memmert WNB 14 L 4
Spektrofotometre Hitachi U- 1900

Distile su cihaz1 Kottermann

Etiv Heraeus

Hassas terazi Shimadzu

10) Otomatik pipetler Gilson , Socorex

11) El tipi Seri Pipetdr Ependorf Multipette Plus
12) PH metre CG840 Schott

13) Vortex Elektro-mag

14) Sonikasyon EVA

5.2. KULLANILAN KIMYASALLAR VE COZELTILER

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

NaCl, Atabay AT091-950

NazHPOs, Riedel-de Hien 81890

Dulbeccos modified eagle medium (DMEM), Sigma D5546
Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

L-Glutamin, Biological Industries 03-020-1C
Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C
Fetal Sigir Serumu, Seromed S0115

Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

Tripsin EDTA, Biological Industries 243338
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10) Dimetil sulfoksid (DMSO), Sigma D 2650

11) Epigallocatechin gallate, %95, 50 mg, Sigma aldrich E4143
12) Resveratrol Sigma Rv 5010-100 mg

13) Periyodik asid Sigma 375810

14) Sulfat asidi (H2SO4) Aziir Kimya

15) Sodyum arsenit Sigma S 7400

16) Hidroklorik asid (HCI) Carlo Erba Reagenti 302626
17) Tiyobarbitiirik asid (TBA) Sigma T 5500

18) Sodyum hidroksid (NaOH) Merck 323 C 401782
19) 2.4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) Merck 37551

20) Triklor asetik asid (TCA) Merck 927 K 11542010
21) Etanol Sasma B.V.

22) Etilasetat Proses

23) Guanidin hidrokloriir Sigma G4505

24) Bakar II sulfat (CuSO4. 5H20) Merck 844 A339787
25) Potasyum sodium tartrat Merck 9628817

26) Asetik asid Merck 5237402

27) N-asetil ndraminik asit Sigma A0812

28) Albumin Bovin (Standart) Sigma A-7638

5.2.1. EGCG I¢in Kimyasal Data

Sinonim: (2R, 3R)-2-(3,4,5-Trihydroxy-phenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol
3-(3,4,5-trihydroxybenzoate),(-)-Epigallocatechin gallate,

(-)-Epigallocatechin gallate 3-O-gallate

Molekiiler Formiil: C22H18011

Molekiiler Agirhk: 458,4 g/mol

Katalog No (CAS Registry Number): 989-51-5 (64).Sigma
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5.2.2. Resveratrol i¢in Kimyasal Data

Molekiiler Formiil: C14H1203
Molekiiler Agirlik: 228,24 g/mol
Katalog No (CAS Registry Number): 03845202 Sigma

5.3. KULLANILAN YONTEMLER

5.3.1. Glioblastoma Multiforme Hiicre Hatt1 (C6)

Istanbul Bilim Universitesi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda ve istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda deneylerimizde,
Resveratrol ve EGCG nin zamana ve doza bagl etkisini 6lgmek igin kullandigimiz CCL-
107 kodlu C6 hiicre soyunu, Amerikan Hayvan Hiicre Kiiltiir Kolleksiyonu (American
Type Culture Collection, ATCC, Rockville, Marryland, USA) hiicre bankasindan temin
ettik. Sigan kokenli olan C6 glioma hiicreleri radyo dalgalarina duyarli olup, 200 cGY
radyasyon dozunda ve 24 saatte etkilenirler (13).

5.3.2. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiir deneyleri Istanbul Bilim Universitesi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda
gergeklestirildi. C6 gliobastoma multiforme hiicreleri flask iginde, 151 ile inaktive edilmis
%10 fetal sigir serumu (FBS) ve antibiyotikler (100 unite/ml penisilin G, 100 pg/ml
streptomisin) igeren Dulbecco’s modified Eagle’s medium (F12 medium) iginde 37 °C'de
%5 CO2 ve %95 hava igeren nemli inkiibatorde biiyitiildii. Hiicreler dishlere ekildikten
sonra gece boyunca 37°C'lik %5 CO2'li inkiibatorde bekletildi. Resveratrol 1:1 oraninda
DMSO ve distile su i¢inde hazirlandi. EGCG distile su igerisinde hazirlandi. Resveratrol
ve EGCG nin etkilerini belirlemek i¢in olusturulan deney gruplari su sekildedir ;

1) EGCG nin etkilerini belirlemek i¢in olusturulan deney grubuna medyum igerisine
50 pg /ml ve 100 pg /ml konsantrasyonlarinda EGCG eklendi.
2) Resveratrol un etkilerini belirlemek i¢in olusturulan deney grubuna 25 pg/ml ve 50

pg/ml konsantrasyonlarinda resveratrol eklendi.
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3) Resveratrol ve EGCG nin etkilerinin birlikte incelenecegi alt deney grublar ise;
a) 50 pg/ml EGCG ve 25 pg/ml resveratrol,
b) 50 pug/ml EGCG ve 50 pg/ml resveratrol,
¢) 100 pg/ml EGCG ve 25 pg/ml resveratrol,
d) 100 pg/ml EGCG ve 50 pg/ml resveratrol birlikte uygulandi.
Tiim ¢alisma gruplarinda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicreler
tripsinle kaldirildi ve siispansiyon etkisi olan DMEM koyularak santrifiij sonucu deney

sonlandirildi.

5.3.3. Siyalik Asit Tayini

Biyokimyasal tayinler, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvarinda ger¢eklesmistir. Hiicreler sonikasyon yontemiyle fiziksel
olarak pargalandi. Siyalik asit tayini icin Aminoff’un tiyobarbitiirik asid metodu ile Skoza
ve Mohos’un dimetil sulfoksid metodunun birlikte modifiye edildigi Tram metodu
kullanildi (70, 71, 72), siyalik asit i¢in (LSA) Katapodis metodu kullanildi (73).

Hiicreler once 0.1 N H2SOs’de 80°C’de 1 saat hidroliz edilerek baghi SA
serbestlestirildi. Dokuz karbonlu serbest siyalik asit kuvvetli asidik ortamda Na-periyodat
ile 6 karbonlu aldehid, daha sonra aldol Cs-Cs bagi kirilmasiyla kromojen B-formil pirtivik
asid olusturur. Bu madde tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli bilesik verir. Renkli bilesigin
absorbansi 549 nm’de 6lciiliir.

Cozeltiler:

Periyodat ¢ozeltisi: 25 mM, 0.125 N sulfat asidi i¢erisinde
Sodyum arsenit ¢ozeltisi : %2, 0.22 M HCl igerisinde
Tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi : 0.1 M, pH=9.0

DMSO

SA standarti: 1 mg/dL
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5.3.3.1. Total SA Tayini:

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Hiicre kiiltiirinden 16 pL hiicre ve 128 puL 0.1 N H2SOas ile birlikte 80°C su
banyosunda 1 saat hidroliz edildi.

Test ve standart tiiplerine siras1 ile 140 pL hidrolizat ve SA standardi koyuldu.

Tiim 6rneklere 70 pL periyodat ¢ozeltisi koyuldu.

37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Reaksiyon 70 uL sodyum arsenit ¢ozeltisi ilavesi ile durduruldu.

Tiiplere 140 pL tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi eklendi.

7.5 dakika kaynayan su banyosunda tutuldu.

Tiipler sogutulduktan sonra 560 pL dimetilsulfoksid eklendi.

Renkli ¢6zeltinin absorbansi 549 nm dalga boyunda spektrofotometrede dl¢iildii.

5.3.3.2. Lipit Bagh SA Tayini :

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

Hiicre kiiltiirinden 20 pL hiicre ve 3 ml kloroform / methanol (2/1) ile birlikte 4 °C
de ekstrakte edildi ve karisima 30 saniye vortex uygulandi.

0,5 ml soguk su katild1 ve 30 saniye karistirildiktan sonra 2500 rpm” de 5 dakika
santrifiij edildi.

Ust fazdan 1 ml alindi ve 50 uL fosfotungstik asit (1g/ml) ile ¢oktiiriildii.

Oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi.

Cokelti 0.1 N H2SO0s4 ile birlikte 80 °C su banyosunda 1 saat hidroliz edildi.
Hidrolizattan 140 pL alinarak siyalik asit tayini yapimina baglandi.

Orneklere 70 pL periyodat ¢ozeltisi koyuldu, 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi.

Reaksiyon 70 uL sodyum arsenit ¢6zeltisi ilavesi ile durduruldu.

Tiiplere 140 pL tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi eklendi, 7.5 dakika kaynayan su

banyosunda tutuldu.

10) Tipler sogutulduktan sonra 560 puL dimetilsulfoksid eklendi.

11) Renkli ¢6zeltinin absorbansi 549 nm dalga boyunda spektrofotometrede dlgtildii.
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5.3.4. Protein Karbonil Tayini

Protein karbonilasyonu Levin’in 2,4-dinitrofenil hidrazin (DNPH) metodu ile tayin

edildi (74). Keto veya aldehid gruplar1 1 molekiil fenil hidrazin ile reaksiyon verir.

Molekiil yeniden diizenlenerek keto grubu olusur ve ikinci fenilhidrazin molekiile girer.

Sari-portakal renkli yeni {iriin spektrofotometrik olarak tayin edilir.

(l:Ho HCl;:NNHCGHs H(lllNHNCEHs
— CgHsNH
HC=NH HC=NNHCgH
i 2eq. CgHsNHNH, 1 g2

?o ?= NN HCGHS

Sekil 9: Fenilhidrazin reaksiyonu

Cozeltiler:

DNPH c¢ozeltisi: 10 mM, 2M HCl igerisinde
Triklor asetik asid (TCA): %20
Etanol/etilasetat: 1/1, v/v

Guanidin-HCI: 6 M

1) 0.1 mL hiicre, 0.5 mL DNPH ¢ozeltisi ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi ve

bu siire igerisinde 15 dakika araliklarla vortex yapildi.
2) Inkiibasyon sonrasi proteinler 0,5 ml TCA ile ¢oktiiriildii
3) 15 dakika sogukta bekletildi.
4) 11.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
5) Cokelti 3 kez 1 mL etanol/etilasetat ile yikandi.

6) 1 mL 6 M guanidin hidrokloriirde ¢oziildii ve 37 °C de 10 dakika bekletildi .
7) 2 M HCI blank olarak kullanildi ve 360 nm’de absorbans okundu.
8) Ekstinksiyon katsayisi (¢=22,000 M-1 cm-1) kullanilarak hesaplar yapildu.
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5.3.5. Protein Tayini

Total protein tayini Lowry metodu ile gergeklestirildi (75). Proteinlerin yapisindaki
aromatik halka ihtiva eden amino asidler Folin reaktifi (fosfomolibdo tungustik asid) ile
mavi renk verirler. Bu reaksiyon aminoasidlerin fosfomolibdo tungustik asidi
indirgemeleri esasina dayanir.

Cozeltiler:
Alkali tartarat ¢ozeltisi: 5 g sodyum potasyum tartarat, 0.1 N NaOH igerisinde.
Bakir stok: %0.1°lik CuSO4. 5H20 ¢ozeltisi suda hazirlanir.
Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi: 1500 ml’lik Florence balonuna 100 g Na-tungstat, 25 g Na-
molibdat, 700 ml bidestile su, 50 ml %85°lik fosfat aside ve 100 ml derisik HCI konuldu.
Geri sogutucu altinda 10 saat kaynatildi. 150 g LiSO4, 50 ml bidestile su ve birka¢ damla
brom ilave edildi. Bromun fazlasini uzaklastirmak i¢in 15 dakika kaynatildi, sogutuldu ve
bidestile su ile son hacim 1 litreye tamamlandi. Deneylerde 1:2 oraninda bidestile ile
seyreltilerek kullanildi.
Protein standardi: %100 mg’lik BSA standart ¢ozelti.

1) Ornek, standart ve blank tiiplerine sirasi ile 5 pL hiicre + 45 uL dH20, 50 pL

protein standart1, 50 uLL. dH20 konuldu.

2) 2.5 mL alkali tartarat ¢ozeltisi eklendi.

3) 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.

4) Y dilue 250 uL folin konup hizlica karistirild.

5) 30 dakika inkiibasyon dan sonra absorbanslar 750 nm’de okundu.

6) Sonuglar; mg protein = (6rnek O.D/ standart O.D ) X 0.1 formiiliinden hesaplandi.

5.3.6. Malondialdehit Tayini

1) Hiicre kiiltiirtiinden 100 pL hiicre, 750 pL %0.75 TBA, 500 pL %30 TCA ve 50 pL
5M HCI karigtirilarak kaynayan su banyosunda 15 dakika bekletildi ve renk
degisimi gozlendi.

2) 11.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

3) Cozeltinin absorbansi 535 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgtildii.

4) Ekstinksiyon katsayist (¢=156.000 M-1 cm-1) kullanilarak hesaplar yapildi.
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5.3.7. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin NCSS
2007&PASS 2008 Statistical Software (Utah, USA) programi kullanildi. Normal dagilim
gostermeyen parametrelerin iki grup arasi karsilagtirmalarinda Mann Whitney U test

kullanildi, p<0.05 istatistik olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda, C6 glioma hiicre Kkiiltiirlinden olusturulan gruplarda (n=3),
Resveratrol (R) ve EGCG (E) ‘nin farkli dozlarimnin, ii¢ farkli zaman diliminde, total SA,
lipid bagli SA, protein karbonil ve MDA diizeyleri arastirilarak ¢aligma sonucunda elde
edilen bulgular asagida sirayla belirtildi.

C6 glioma hiicrelerine ait total siyalik asid diizeyleri (mg SA/g protein) ile ilgili
sonugclar ve istatistiksel veriler Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2: Total Siyalik Asit (mg SA/g protein) Degerlendirilmesi

Total Siyalik Asit (mg SA/g protein)

Gruplar Doz (ng) 24, saat 48. saat 72. saat
Ort+SS (Medyan) Ort£SS (Medyan) Ort£SS (Medyan)

Kontrol 0 13,00+5,38 9,53+1,09 17,50+9,18
50 13,87+4,70 10,97+1,10 10,13+2.48
. 100 22,03+7,39 14,23+7,14 13,734+3,98
25 14,17+6,86 12,904+6,95 16,87+6,12
R 50 15,83+£7,19 18,53+8,76 11,90+1,56
50+25 12,734£5,50 19,56+6,46 14,76+2,54
50+50 15,03+6,19 10,17+3,56 13,00+6,65
=R 100+25 12,83+3,96 9,83+1,76 18,53+7,74
100+50 13,63+4,04 9,77+4,60 7,53+1,38
K-E (100) p 0,127 0,275 0,827
K-R (25) p 0,827 0,827 0,827
K-R (50) p 0,513 0,127 0,513
K-E+R (50+25) p 0,827 0,050* 0,827
K-E+R (50+50) p 0,827 0,827 0,513
K-E+R (100+25) p 0,827 0,827 0,827
K-E+R (100+50) p 0,825 0,513 0,050*
Mann Whitney U test * p<0.05

Kontrol grubunun 24. saat total siyalik asit diizeyine gore, Epigallo-Catechin
Gallate (E) grubunun 50 pg ve 100 pg’lik dozlarinin 24. saat total siyalik asit diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.827).
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Kontrol grubunun 24. saat total siyalik asit diizeyine gore, Resveratrol (R)
grubunun 25 pg ve 50 ug’lik dozlarinin 24. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Kontrol grubunun 24. saat total siyalik asit diizeyine gére, E+R grubunun 50+25
pg’lik dozlarinin 24. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.827).

Kontrol grubunun 24. saat total siyalik asit diizeyine gére, E+R grubunun 50+50
pg’lik dozlarinin 24. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p=0.827).

Kontrol grubunun 24. saat total siyalik asit diizeyine gore, E+R grubunun 100+25
pg’lik dozlarinin 24. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p=0.827).

Kontrol grubunun 24. saat total siyalik asit diizeyine gore, E+R grubunun 100+50
ug’lik dozlarinin 24. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.825).

24. saat

0 50 100 25 50 |50+25 50+50 100+25 100+50
Kontrol E R E+R

B Total Siyalik Asid (mg SA/g protein)

Grafik 1: 24.saatte ki TSA degerleri
Kontrol grubunun 48. saat total siyalik asit diizeyine gore, Epigallo-Catechin

Gallate (E) grubunun 50 pg ve 100 ug’lik dozlarinin 48. saat total siyalik asit diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
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Kontrol grubunun 48. saat total siyalik asit diizeyine gore, Resveratrol (R)
grubunun 25 pg ve 50 ug’lik dozlarinin 48. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

E+R grubunun 50+25 pg’lik dozunun 48. saatteki total siyalik asit diizeyi, kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksekti (p=0.05).

Kontrol grubunun 48. saat total siyalik asit diizeyine gore, E+R grubunun 50+50
pg’lik dozlarinin 48. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.827).

Kontrol grubunun 48. saat total siyalik asit diizeyine gore, E+R grubunun 100+25
ug’lik dozlarinin 48. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (p=0.827).

Kontrol grubunun 48. Saat total siyalik asit diizeyine gére, E+R grubunun 100+50
ug’lik dozlarinin 48. Saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.513).

48. saat

25

20

15

50+25 50+50 100+25 100+50

E+R

B Total Siyalik Asid (mg SA/g protein)

Grafik 2: 48.saatte ki TSA degerleri
Kontrol grubunun 72. saat total siyalik asit diizeyine gore, Epigallo-Catechin

Gallate (E) grubunun 50 pg ve 100 ug’lik dozlarinin 72. saat total siyalik asit diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
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Kontrol grubunun 72. saat total siyalik asit diizeyine gore, Resveratrol (R)
grubunun 25 pg ve 50 ug’lik dozlarinmin 72. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Kontrol grubunun 72. saat total siyalik asit diizeyine gére, E+R grubunun 50+25
pg’lik dozlarinin 72. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.827).

Kontrol grubunun 72. saat total siyalik asit diizeyine gére, E+R grubunun 50+50
pg’lik dozlarinin 72. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 72. saat total siyalik asit diizeyine gore, E+R grubunun 100+25
pg’lik dozlarinin 72. saat total siyalik asit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.827).

E+R grubunun 100+50 pg’lik dozunun 72. Saatteki total siyalik asit diizeyi,
Kontrol grubunun 72. saatteki total siyalik asit diizeyinden istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diistiktiir (p=0.05).

72. saat

20

15

10

50+25 50+50 100+25 100+50

E+R

B Total Siyalik Asid (mg SA/g protein)

Grafik 3: 72.saatte ki TSA degerleri
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C6 glioma hiicrelerine ait lipit bagh siyalik asit (LSA)diizeyleri (mg LSA/g protein)
ile ilgili sonuclar ve istatistiksel veriler Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3: Lipid Bagh Siyalik Asit (mg LSA/g protein) Degerlendirilmesi
Lipid Siyalik Asit (mg LSA/g protein)

Gruplar Doz (ng) 24. saat 48. saat 72. saat
Ort£SS Ort+£SS Ort£SS
Kontrol 0 5,43+0,55 3,29+0,35 4,13+0,91
E 50 3,23+0,86 4,40+0,36 3,36+1,05
100 4,33+£3,32 4,13+1,24 3,67+1,42
R 25 3,43+0,97 5,83+3,92 5,23+0,4
50 3,87+£2,09 5,23+2,64 4,33+3,61
50+25 4,76+2,34 5,90+4,85 5,56+3,45
E+R 50+50 5,67+3,46 3,90+2,59 3,63+1,42
+
100+25 3,87+£2,49 3,93+3,49 5,40+1,21
100+50 5,00+2,64 3,01£1,91 3,77+£2,15
K-E (50) p 0,050% 0,050% 0,275
K-E (100) p 0,513 0,513 0,513
K-R (25) p 0,050* 0,507 0,077
K-R (50) p 0,275 0,513 0,513
K-E+R (50+25) p 0,513 0,487 0,513
K-E+R (50+50) p 0,513 0,507 0,513
K-E+R (100+25) p 0,513 0,513 0,275
K-E+R (100+50) p 0,658 0,513 0,827
Mann Whitney U test * p<0.05

Epigallo-Catechin Gallate (E) 50 pg grubunun 24. saat LSA diizeyi, Kontrol
grubunun 24. saat LSA diizeyinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiiktiir (p<0.05).
Epigallo-Catechin Gallate (E) 100 pg grubunun 24. saat LSA diizeyi ile Kontrol grubunun
24. saat lipid siyalik diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi
(p>0.05).

Resveratrol (R) 25 pg grubunun 24. saat LSA diizeyi, Kontrol grubunun 24. saat
LSA diizeyinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiiktiir (p=0.05). Resveratrol (R) 50
ug grubunun 24. saat LSA diizeyi ile kontrol grubunun 24. saat LSA diizeyi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.275).
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Kontrol grubunun 24. saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 50+25 pg’lik
dozlarinin 24. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 24. saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 50+50 pg’lik
dozlarinin 24. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 24. saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 100+25 pg’lik
dozlarinin 24. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 24. Saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 100+50 pg’lik
dozlarmin 24. Saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmadi (p=0.658).

24. saat

=T S 4 L1 =)

50+25 50+50 100+25 100+50

E+R

B Lipid Siyalik Asid (mg LSA/g protein)

Grafik 4: 24.saatte ki LSA degerleri

Epigallo-Catechin Gallate (E) 50 pg grubunun 48. saat LSA diizeyi, kontrol
grubunun 48. saat LSA diizeyinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p=0.05).
Epigallo-Catechin Gallate (E) 100 pg grubunun 48. saat LSA diizeyi ile Kontrol grubunun
48. saat LSA diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Resveratrol (R) 25 ng ve 50 pg grubunun 48. saat LSA diizeyi ile Kontrol grubunun
48. saat LSA diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).
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Kontrol grubunun 48. saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 50+25 pg’lik
dozlarinin 48. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (p=0.487).

Kontrol grubunun 48. saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 50+50 pg’lik
dozlarinin 48. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0.507).

Kontrol grubunun 48. Saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 100+25 pg’lik
dozlarinin 48. Saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 48. Saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 100+50 pg’lik
dozlarinin 48. Saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0.513).

48. saat

O o= RO B Oy ]
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Grafik 5: 48.saatte ki LSA degerleri

Epigallo-Catechin Gallate (E) 50 pg ve 100 pg grubunun 72. saat LSA diizeyi ile
Kontrol grubunun 72. saat LSA diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (p>0.05).

Resveratrol (R) 25 pg ve 50 pg grubunun 72. saat LSA diizeyi ile Kontrol grubunun
72. saat LSA diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05).
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Kontrol grubunun 72. saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 50+25 pg’lik
dozlarinin 72. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 72. saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 50+50 pg’lik
dozlarinin 72. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 72. saat LSA diizeyine gore, E+R grubunun 100+25 pg’lik
dozlarimin 72. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamugstir (p>0.05). Kontrol grubunun 72. saat LSA diizeyine gére, E+R grubunun
100+50 pg’lik dozlarimin 72. saat LSA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.827).

72. saat

o = N W e

50+25 50+50 100+25 100+50

E+R

B [ipid Siyalik Asid (mg LSA/g protein)

Grafik 6: 72.saatte ki LSA degerleri
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C6 glioma hiicrelerine ait protein karbonil diizeyleri (umol/g protein) ile ilgili
sonugclar ve istatistiksel veriler Tablo 4’de 6zetlenmistir.

Tablo 4: Protein Karbonil Tayini (umol/g protein) Degerlendirilmesi

Protein Karbonil Tayini (umol/g protein)

Gruplar Doz (ng) 24. saat 48. saat 72. saat
Ort+SS Ort£SS Ort£SS
Kontrol 0 4,73£3,26 3,57+0,61 6,77£3.,45
E 50 4,60+0,95 7,27£2,51 6,47+3,32
100 6,80+1,67 8,60+4,25 7,23+3,18
R 25 2,67+0,66 2,83+0,77 5,67+£5,05
50 3,20+1,21 7,10£6,59 3,10+0,55
50+25 2,90+1,25 8,43+2,57 5,13+£2,05
E+R 50+50 3,83+2,60 3,50+2,19 6,50+5,04
+
100+25 4,20£2,61 6,00+3,81 11,734£7,94
100+50 8,20+7,01 5,20+£3,65 8,73+9,00
K-E (50) p 0,658 0,050% 0,827
K-E (100) p 0,376 0,127 0,827
K-R (25) p 0,376 0,184 0,827
K-R (50) p 0,827 0,822 0,050*
K-E+R (50+25) p 0,275 0,050* 0,513
K-E+R (50+50) p 0,513 0,513 0,827
K-E+R (100+25) p 0,827 0,275 0,513
K-E+R (100+50) p 0,513 0,513 0,827
Mann Whitney U test * p<0.05

Kontrol grubunun 24. saat protein karbonil tayini diizeyi ile Epigallo-Catechin
Gallate (E) grubunun 50 pg ve 100 pg’lik dozlarinin 24. saat protein karbonil tayini
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunun 24. saat protein karbonil tayini diizeyi ile Resveratrol (R)
grubunun 25 pg ve 50 ug’lik dozlariin 24. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunun 24. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+25
ug’lik dozlarmin 24. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.513).



Kontrol grubunun 24. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+50
pug’lik dozlarinin 24. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 24. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+25
pug’lik dozlarinin 24. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.827).

Kontrol grubunun 24. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+50
pg’lik dozlarinin 24. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

24. saat

10

50+25 50+50 100+25 100+50

E+R

¥ Protein Karbonil Tayini (umol/gr protein)

Grafik 7: 24.saatte ki protein karbonil degerleri

Epigallo-Catechin Gallate (E) grubunun 50 pg’lik dozlarmin 48. saat protein
karbonil tayini diizeyleri, Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksekken (p<0.05); Kontrol grubunun 48. saat protein karbonil tayini diizeyi ile Epigallo-
Catechin Gallate (E) grubunun 100 pg’lik dozlarmin 48. saat protein karbonil tayini
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunun 48. saat protein karbonil tayini diizeyi ile Resveratrol (R)
grubunun 25 pg ve 50 ug’lik dozlarmin 48. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

44



E+R grubunun 50+25 pg’lik dozlarmin 48. saat protein karbonil tayini diizeyleri,
Kontrol grubunun 48. saat protein karbonil tayini diizeyinden istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksektir (p=0.05).

Kontrol grubunun 48. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+50
pug’lik dozlarinin 48. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 48. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+25
pg’lik dozlarinin 48. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 48. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+50
pg’lik dozlarinin 48. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik saptanmadi (p=0.827).

48. saat
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Grafik 8: 48.saatte ki protein karbonil degerleri

Kontrol grubunun 72. saat protein karbonil tayini diizeyi ile Epigallo-Catechin
Gallate (E) grubunun 50 pg ve 100 pg’lik dozlarinin 72. saat protein karbonil tayini
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunun 72. saat protein karbonil tayini diizeyi ile Resveratrol (R)
grubunun 25 pg’lik dozlarmin 72. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken (p=0.827); Resveratrol (R) grubunun
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50 pg’lik dozlarmin 72. saat protein karbonil tayini diizeyleri Kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiiktiir (p=0.05).

Kontrol grubunun 72. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+25
pg’lik dozlarmmin 72. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Kontrol grubunun 72. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+50
pg’lik dozlarmin 72. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.827).

Kontrol grubunun 72. saat protein karbonil tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+25
pug’lik dozlarimin 72. saat protein karbonil tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

E+R grubunun 100+50 pg’lik dozlarinin 72. saat protein karbonil tayini diizeyleri,
Kontrol grubunun 72. saat protein karbonil tayini diizeyinden istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik saptanmadi (p=0.827).
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Grafik 9: 72.saatte ki protein karbonil degerleri

46



C6 glioma hiicrelerine ait MDA diizeyleri (umol/g protein) ile ilgili sonuglar ve
istatistiksel veriler Tablo 5’de 0zetlenmistir.

Tablo 5: Malondialdehit Tayini (umol/g protein) Degerlendirilmesi

Malondialdehit Tayini (umol/g protein)

Gruplar Doz (ng) 24. saat 48. saat 72. saat
Ort£SS Ort+£SS Ort£SS
Kontrol 0 0,48+0,12 0,56+0,09 0,69+0,29
E 50 0,52+0,10 0,77+0,49 0,49+0,11
100 0,78+0,03 0,64+0,22 0,43+0,03
R 25 0,45+0,08 0,60+0,32 0,83+0,39
50 0,75+0,45 0,72+0,32 0,45+0,12
50+25 0,49+0,12 1,07+0,65 0,52+0,06
E+R 50+50 0,79+0,35 0,48+0,26 0,54+0,15
+
100+25 0,43+0,08 0,59+0,37 0,89+0,38
100+50 0,71+0,12 0,44+0,19 0,48+0,25
K-E (50) p 0,513 0,827 0,376
K-E (100) p 0,050* 0,827 0,127
K-R (25) p 0,827 0,827 0,513
K-R (50) p 0,513 0,513 0,127
K-E+R (50+25) p 0,827 0,046* 0,513
K-E+R (50+50) p 0,275 0,513 0,513
K-E+R (100+25) p 0,827 0,513 0,513
K-E+R (100+50) p 0,127 0,827 0,275
Mann Whitney U test * p<0.05

Kontrol grubunun 24. saat malondialdehit tayini diizeyi ile Epigallo-Catechin
Gallate (E) grubunun 50 pg 24. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmazken (p>0.05); Epigallo-Catechin Gallate (E)
grubunun 100 pg’lik dozunun 24. saat malondialdehit tayini diizeyi Kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

Kontrol grubunun 24. saat malondialdehit tayini diizeyi ile Resveratrol (R)
grubunun 25 pg ve 50 pg’lik dozlarinin 24. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).



Kontrol grubunun 24. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+25
pg’lik dozlarinin 24. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.827).

Kontrol grubunun 24. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+50
pg’lik dozlarinin 24. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.275).

Kontrol grubunun 24. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+25
pg’lik dozlarinin 24. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik saptanmadi (p=0.827).

Kontrol grubunun 24. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+50
pg’lik dozlarinin 24. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.127).
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Grafik 10: 24.saatte ki MDA degerleri

Kontrol grubunun 48. saat malondialdehit tayini diizeyi ile Epigallo-Catechin
Gallate (E) grubunun 50 ug ve 100 100 pg’lik dozlarinin 48. saat malondialdehit tayini
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunun 48. saat malondialdehit tayini diizeyi ile Resveratrol (R)
grubunun 25 pg ve 50 pg’lik dozlarinin 48. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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E+R grubunun 50+25 pg’lik dozlarmin 48. saat malondialdehit tayini diizeyleri
Kontrol grubunun 48. saat malondialdehit tayini diizeyinden istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksektir (p=0.05).

Kontrol grubunun 48. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+50
pug’lik dozlarinin 48. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 48. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+25
pg’lik dozlarinin 48. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p=0.513).

Kontrol grubunun 48. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+50
pg’lik dozlarinin 48. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik saptanmadi (p=0.827).
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Grafik 11: 48.saatte ki MDA degerleri

Kontrol grubunun 72. saat malondialdehit tayini diizeyi ile Epigallo-Catechin
Gallate (E) grubunun 50 ug ve 100 100 pg’lik dozlarinin 72. saat malondialdehit tayini
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunun 72. saat malondialdehit tayini diizeyi ile Resveratrol (R)
grubunun 25 pg ve 50 pg’lik dozlarinin 72. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Kontrol grubunun 72. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+25
pug’lik dozlarinin 72. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 72. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 50+50
pug’lik dozlarinin 72. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 72. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+25
pg’lik dozlarinin 72. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik saptanmadi (p=0.513).

Kontrol grubunun 72. saat malondialdehit tayini diizeyi ile E+R grubunun 100+50
pg’lik dozlarinin 72. saat malondialdehit tayini diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.275).
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Grafik 12: 72.saatte ki MDA degerleri
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7. TARTISMA

Kanser sikligiin giderek artmasi ve tedavide kullanilan ilaglarin biiyiik bir kismimin
malign hiicreler iizerinde sitotoksik etkilerini ger¢eklestirirken normal hiicrelerde de toksik
etkiler gosterebilmesi bilim adamlarini farkli arayiglara yoneltmistir. Klinikte kullanilan
geleneksel kemoterapotik ajanlar secici Ozellikte olmadiklart igin tiimor dokusunda
gerilemeye yol acarken, hastalarda miyelosupresyon ve trombositopeni gibi istenmeyen
etkiler gelisebilmektedir. Son yillarda anti-kanser ilaglar iizerine yapilan calismalar
geleneksel tedavi yaklasimlarinin  disina ¢ikarak “hedefleme” tedavisi {iizerinde
yogunlagsmaya baslamistir. Bu sekilde secili hedefleri bulunan yeni tedavi yaklasimlarinda
tiimdr hiicreleri oliirken normal hiicreler saglikli bir sekilde yasamaya devam etmektedir.

Bu temelde yapilan ¢alismalarda dogal bitkiler ve bitkisel kaynakli kimyasallar ilgi
odagi haline gelmistir (76, 77, 78). Yeni tedavi protokollerine olan ihtiyacin artmasinin
yan1 sira tedavi maliyeti ve ila¢ yan etkilerinin diisiik olmas1 dogal etkili ilaclara yonelik
arastirmalara hiz verilmesine neden olmustur (79, 80). Bitkisel kaynakli bu tedavi
yontemlerinde bitki 6zleri, ¢ekirdek veya taneleri ve konjuge edilmis kimyasal igerikleri
kullanilmaktadir (81). Son dénemde yapilan ¢alismalarda flavonoid ve polifenol yapisinda
biyoaktif bilesiklerin kanseri tedavi ettigine dair raporlar bildirilmistir (82). Bu dogrultuda
yesil cay, ilizlimsii meyvelerin suyunda ve ekstresinde bulunan resveratrol ve katesinin
antioksidan, antiproliferatif ve sitotoksik etkileri ve klinik kullanimindaki yeri
arastirtlmalarda odak konusu olmustur (83).

Oksidatif stres, viicuttaki antioksidan savunmanin reaktif oksijen tiirlerine karsi
yetersiz kalmasi sonucu olusan bir siirectir. Antioksidan molekiiller, bu oksidatif strese
neden olan serbest radikalleri etkisiz hale doniistiirmelerinden dolayr 6nemli antioksidan
molekiillerdir (84).

Oksidatif stresin hastaliklarin patogenezinde rolii anlasildik¢a bu alandaki ¢alismalar
da yogunlasmistir. Oksidatif stres c¢alismalarinda serbest radikallerin artis1 veya
antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi arastirilmaktadir. Bunun i¢in plazma,
serum, eritrosit, hiicre, doku ornekleri gibi cesitli materyallerde analiz yapmaya uygun

yontemler gelistirilmistir.
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Serbest radikal iiretimi artisinin belirlenmesi i¢in bunlarin lipidlerle, proteinlerle ve
DNA ile reaksiyonlari sonucu olusan cesitli iirlinlerin Olglimii i¢in bazi yoOntemler
kullanilmaktadir.

Aragtirmamizda, C6 glioma hiicrelerinde resveratrol ve katesin uygulanmasinin
oksidatif stres parametreleri lizerine etkisini aragtirmayi amacladik.

Resveratrol ve katesinin baska hiicre kiltiirlerinde de antioksidan etkileri
arastirilmistir. Schlacterman A. ve arkadaslar1 resveratrol ve katesinin metestaz 6zelligi
olan meme kanserinde antikanser ve antioksidan ozelliklerini incelemislerdir. In vivo
incelemeleri sonucu veri elde edememislerdir. Resveratrol ve katesinin 0.5 uM ve {istii
kombinasyonlarinda ~MDA-MB-231 insan meme kanser hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu engelledigi ve memeli tiimor biylimesini in vivo da durdurdugu
gozlemlemislerdir. Bu arastirma grubu deneylerinde 0.5, 5, 20 upuM’larlik dozlar
kullanmiglar ve tek tek yerine kombinasyonlarin daha etkili oldugunu saptamiglardir.
Ayrica resveratroliin katesinden daha etkili oldugunu gostermislerdir (85). Hsieh ve
arkadaglar1 MCF-7 meme kanser hiicrelerinde resveratrol, katesin ve y-tocotrienoliin gen
ekspresyonunu ve antioksidan aktivitelerini incelemislerdir, >50 uM katesin, >25 uM
resveratrol ve >10 uM y-tocotrienoliin antioksidan aktivitelerinin arttigin1 gézlemlemisler,
ayrica kombinasyonlarindan daha iyi sonug alacaklar1 yoniinde yorum yapmuslardir (86).
Calismamizda da katesin ve resveratrol kullanildi1 doz olarak da resveratrol 25 ve 50 png,
katesin 50 ve 100 pg ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmistir. Genel olarak bakildiginda
>50 pg katesin ve >25 pg resveratroliin C6 glioma hiicrelerinde antioksidan etkilerini
oldugunu gozlemlendi, ama katesin 100 pg ve resveratrol 50 pg birlikte kullanildiginda
antioksidan aktivitenin en ¢ok bu dozlarda arttigin1 saptandi. Nakagava ve ark.’lari
yaptiklar bir caligmada, resveratroliin diisiik dozlarinin (KPL-1, <22 uM; MCF-7, <4 uM)
ER-pozitif insan meme kanser hiicre dizilerinde hiicre proliferasyonuna sebep oldugunu,
yiiksek dozlarmin ise (>44uM) hiicre biliylimesini baskiladigini bildirdiler. Biiyiimenin
baskilanmasinin, sub G1 faz fraksiyonu, Bak ve Bax proteinlerinin up-regiilasyonu, Bcl-
XL protein down regiilasyonu ve kaspaz 3’iin aktivasyonunun goriilmesi ile indiiklenen
apoptoz nedeniyle oldugunu gosterdiler (87). Ahmad ve arkadaglart EGCG’nin antioksidan
etkisi ve apoptoza gotiirmesi sadece malignant tiimor hiicrelerinde bir etkisi olmadigini
gozlemlediler. EGCG’nin beyin tiimor hiicreleri ve diger kanser hiicrelerinde antioksidan

etkisinin yiiksek oldugunu ve apoptoza gotirdiigii gozlemlediler (88). Yokoma ve
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arkadaslar1 EGCG’nin 50 pg/ml ve daha yiiksek dozlari C6 glioma hiicrelerinde canliligin
azaldigin1  bildirmiglerdir (89). Bu arastirmalar bizim bulgularimizla paralellik
gostermektedir.

Literatiir taramalar1 sonucunda, katesin ve resveratrolin C6 glioma hiicre
kiiltiirtinde biyokimyasal etkisini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Buna benzer
caligmalar genellikle doku ve serum kullanilarak yapilmistir. Yiicey ve arkadaslari beyin
tiimorli olgularda tiimor belirleyici (marker) olarak beyin omurilik sivis1 (BOS) siyalik
asit/total protein oranlarmni incelediler. Beyin tiimorlerinde, serumda ve BOS’da SA
diizeylerinin artabilecegi, ancak bu artiglarin beyin tiimorlerinin gradelendirilmesinde her
zaman yararli olmayabilecegi, buna karsilik BOS siyalik asit / total protein oranin
kullanilmasiin beyin tiimorlerinin gradelerinin saptanmasinda daha gilivenilir bir marker
olabilecegini bulmuslardir. Total protein oranlayarak hesaplamalarinin nedeni proteinlerde
ki artislar nedeniyle elde edilecek SA konsantrasyonundaki relatif artislarin ortaya
cikmasini Onleyerek, beyin tiimdrlerinin tanisinda ve gradelendirilmesinde daha yararl
olabilecektir (90). Kakari ve arkadaslari, Oktar ve arkadaglar1 da beyin tiimorlii olgularda
siyalik asit konsantrasyonunda artis oldugunu bildirmislerdir (91, 92).

Shamberger RJ. yaptig1 calismada kanser hastalarinda serum SA seviyelerinin
normale gore yiiksek oldugunu bulmustur. Bu molekiilun metastazli hastalarda , metastazi
olmayan kanserli hastalardan yine daha yiiksek diizeylere ulastigi saptanmistir. Bu
bulgularina dayanarak siyalik asidin nonspesifik marker olarak kanser taramalarinda
kullanilabilecegini o6ne siirmiistiir (49). Uslu ve arkadaslarmin yaptigt baska bir
arastirmada ise, serum siyalik asit diizeyleri larenks kanserli hastalarda yiikselmekle
birlikte hastaligin evresi ile korelasyon gostermemekteydi, bu nedenle larenks kanserinde
prognozu belirtebilecek Ozellige sahip olmadigini bildirmistir. Serum SA diizeyi timor
yerlesim yeri, timor evresi ve hasta yasi ile korelasyon gostermemektedir (93). Serum SA
miktari, oksidatif stres artifi zaman ona paralel olarak artiyor, burdan SA miktarinin
artmasini oksidatif strese karst bir korunma molekiilii olarak algilayabiliriz. Literatiir
taramalarinda hiicre kiltlirin de siyalik asit c¢aligmalarina raslanmamistir, bizim
calismamizin hiicre kiiltiiriinde yapilmis olmasi orjinaldir. Calismamizda {i¢ farkli zaman
diliminde, farkli dozlarlarin etkisi arastirilmistir sonu¢ olarak katesin + resveratrol
grubunun 100+50 pg’lik dozunun 72. saatteki total siyalik asit diizeyinin, kontrol grubunun

72. saatteki total siyalik asit diizeyinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
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(p<0.05) oldugunu saptadik bu da zaman etkisi ve doz miktar1 artigina bagli olarak
hiicrelerde antioksidanlarin etkili oldugunu gostermistir. Diger gruplarda istatiksel olarak
anlamli sonug¢ saptanmadi. Fakat daha fazla sayida hiicre hatt1 ile deneyler tekrarlanir ise
daha saglikli analiz yapilabilecegini 6ngérmekteyiz.

Organizmada beyin dokusu ¢ogu gangliozitlerde olmak iizere en biiyiik oranda SA
iceren organdir. Beyin hiicrelerinde lipid molekiilleri yogunluktadir. Calismamizda LSA
degerleri incelemesi sonugunda; katesin 50 pg grubunun 24. saat LSA diizeyinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik (p=0.05) oldugunu saptadik. Yine
24. saatte resveratrol 25 pg grubu, kontrol grubunun LSA diizeyinden istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik (p=0.05) oldugunu saptadik. Bu sonuglar diger SA c¢alismalarla
parallel oldugunu gostermekte fakat litaretiir taramasi sonucu baska LSA ¢alismasi
bulunamadig1 i¢in bununla ilgili olarak karsilagtirma yapilamiyor.

Antioksidan maddeler olarak polifenoller (katesin ve resveratrol) hiicre bilesenlerini
oksidatif hasara karsi korurlar. Bu yiizden kanser ve Tip II diabet gibi ¢esitli dejeneratif
hastaliklar ile baglantili oksidatif stres riskini sinirlayabilirler. Diisiik toksite ve ¢ok az yan
etki ile tedavi edici bir kimyasal ajan potansiyelindedir. EGCG nin anti-oksidan etkisi,
hiicreleri lipid peroksidasyonundan ve DNA'nin reaktif olan serbest radikallerce hasara
ugramasindan korumas: seklindedir (94). Santoz A ve ark. lar1 C6 glioma hiicrelerinde
oksidatif stres etkeni olan hidrojen perokside bagli olarak olusan DNA hasariin
giderilmesinde ve tedavisinde resveratrolin 6nemli rol oynadigimi jel elektroforez
yontemiyle tespit etmislerdir (95).

Protein oksidasyonu, proteinlerin, reaktif oksijen radikalleri, reaktif oksijen tiirleri,
azot tlirevleri veya oksidatif stres iirlinleriyle indiiklenmesiyle meydana gelen kovalent bir
modifikasyondur (57). Akut hiicre stresine bagli olusan ROS artis1 apoptoz veya nekroz
yoluyla hiicre 6liimii ile sonuglanabilir (59). Ayrica oksidatif protein hasar1 sonucunda,
agregasyon ile fragmantasyonda artis ve proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarmin
degisiklikleri siralanabilir. Bu degisiklikler ile proteolize yatkinlik ve protein
fonksiyonlarmin kaybi séz konusu olabilmektedir (96, 97). Protein karbonilasyonu
irreversibl ve non-enzimatik bir islemdir, sonugta karbonil gruplart olusur (62, 63). Protein
karbanilasyonu ROS tarafindan olusturulan hiicresel hasar1 gosteren belirtectir (59). Bizim
caligmamizda 48.saat diliminde kontrol grubunun, katesin 50 pg ve katesin 50 pg +

resveratrol 25 g dozlarinin protein karbonil seviyeleri istatiksel olarak anlaml diizeyde

54



yiiksek bulundu, bunun da antioksidanlarin soziinii ettigimiz siire ile uygulanmalar1 ve
dozlarinin etkili olmadigini gostermektedir. Fakat resveratrol grubunun 50 pg’lik
dozlarinin 72. saatlik uygulamalar1 protein karbonil tayini diizeyleri kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli olarak diistiktiir (p<0.05) ve elde ettigimiz sonug bu dozun etkili
oldugunu gostermektedir. Protein karbonil parametrelerine bakarak resveratroliin,
katesinden daha etkili oldugunu soyleyebiliriz.

Lipid peroksidasyonu zarin ve hiicrenin islevini bozar. Beyin antioksidan enzim
aktivitesinin diisiik olmasi1 ve kolaylikla perokside olabilen poliansatiire yag asitlerinin
fazla olmasi nedeniyle diger dokulara gore oksidatif strese daha duyarlidir (98, 99, 100).

Lipid peroksidasyonun en 6énemli iiriinii MDA’dir. MDA, hiicre membranlarinda iyon
aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesi degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur (69, 101).
Boylece hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikir ve hiicre 6liim mekanizmasi baslar. Dorual ve
arkadaslari, lipid peroksidasyonun hiicrelerde oksidatif stresinde belirlenmesinde bir
indikator olup olmadigini arastirmislardir (102). Degisik oksidatif stres olusturucu ajanlara
karsi, cay katesinlerinin etkisi konulu ¢alismalardan elde edilen sonuclar katesinlerin
homejenat MDA diizeyini diistirdiigii ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir (103, 104).
Yapilan baz1 ¢aligmalarda da katesin ve resveratroliin SOD aktivitesini arttirdigi ve lipid
peroksidasyona bagli olarak artan MDA diizeyini 6nemli 6l¢iide engelledigi gosterilmistir
(105, 106, 107). Uchiyama ve arkadaslar1 bir baska flavonoid antioksidan olan likopenle
caligmalar1 sonucu, siganlarda MNNG (N-metil-N-nitro-nitrosoquanidin)’nin neden oldugu
gastrik karsinogenezinde oksidan-antioksidan denge iizerine likopenin etkisinin bakildigi
bir ¢aligmada kanda artan lipid peroksidasyonun likopen verilmesinden sonra Onemli
seviyede azalmadigi gozlemlemislerdir (108).

Nanjo ve ark., ratlara %1 oranin da katesin vererek yaptiklari ¢aligmada lipid
peroksidasyon seviyelerini dnemli derecede diisiik bulmuslardir (109). Katesin maddesinin
lipid peroksidasyon seviyelerini nasil diislirdiigine dair net bir agiklama olmamakla
birlikte, simdiye kadar bircok goriis ortaya konmustur. Katesinin lipid peroksidasyon
seviyesini diisliriicii etkisi, genelde katesin maddesinin icerdigi hidroksil gruplarinin
fazlalig1 nedeni ile dogrudan serbest radikal temizleyici aktivite gostermesine (110, 111),
alfa-tokoferol ile sinerjistik calisarak alfa-tokoferolin rejenere olabilmesi i¢in hidrojen

aktararak serbest radikal zincir reaksiyonunu kirma fonksiyonuna, diisiik dansiteli
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lipoproteinlerin oksidasyonunu onlemesine (112) ve demir ve bakir1 baglayarak serbest
radikal olusumunu 6nlemesine baglanmaktadir (113).

Calismamizda, katesintresveratrol grubunun 50+25 pg’lik dozlarmin 48. saat deki
malondialdehit diizeyleri kontrol grubunun ayni zaman diliminde malondialdehit
diizeyinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p=0.05), diger arastirmalarla
paralellik gdstermemektedir, bekledigimiz MDA degerlerinin 6nemli seviyede azalmasidir,
ayrica grup sayist (n) degerleri yeterli degildir, hiicre Kkiiltiiriiyle yapilan bir ¢alisma
bulunamadigr i¢in karsilastirma yapilamiyor. Ama flavonoidlerin kardiovaskiiler
hastaliklar, kronik inflamatuar hastaliklar1 ve kanserdeki oksidatif stresi ve inflamasyonu
azaltan yararl etkileri rapor edilmistir (114).

Katesin ve resveratroliin, C6 glioma hiicre hatti tizerinde antioksidan etkileri ile ilgili
olarak hiicre kiiltiirii ¢aligmasina rastlanmadi. Sonuglarimizi doz artis1 agisindan ve siireye
bagimli olarak irdeledigimizde dogru orantili sonuglar elde edilemedi, her biyokimyasal
parametrenin en uygun doz ve zamanda C6 glioma hiicrelerini etkiledigini ve bu
konsantrasyonlarda kullanilabilirliklerinin uygun oldugu sonucuna varildi. Bu sonuglardan,
calismamizi genisletmek amagli benzeri biyokimyasal etkileri oldugu diisiiniilen diger
antioksidanlarla da kombine edilerek ayrica tiimorogenezis acisindan Onemli olacagi
diisiiniilen daha baska parametreler eklenerek ve grup sayisini arttirarak calismaya devam

edilecektir.
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8. SONUC

Deneylerimizde C6 glioma hiicrelerinde resveratrol ve epigallokatesin gallat’in farkli
doz kombinasyonlarinin, ii¢ farkli zaman diliminde uygulanmasinin biyokimyasal ve ne
kadar koruyucu etkisi oldugunu inceledik. C6 glioma hiicrelerinde total siyalik asit, lipid
siyalik asit, protein karbonil ve malondialdehit diizeylerinden elde edilen bulgularla su
¢ikarimlarda bulunduk:

» >50 pg katesin ve >25 pg resveratrol uygulamalarmin C6 glioma hiicrelerinde
antioksidan etkileri oldugunu gézlemledik ama katesin 100 pg ve resveratrol 50 ug
birlikte kullanildiginda antioksidan aktivitesinin en ¢ok bu dozlarda arttigini ve
hiicre 6liimlerinin meydana geldigini gdzlemledik.

» Katesin + resveratrol grubunun 100+50 pg’lik dozunun 72. saatteki total siyalik asit
diizeyi, kontrol grubunun 72. saatteki total siyalik asit diizeyinden istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik (p=0.05) oldugunu saptadik bu da zaman etkisi ve
doz miktarinin artirllmasinin hiicrelerde maddelerimizin antioksidan etkilerinin
artirdigini gostermistir.

» Katesin 50 ug grubunun 24. saat LSA diizeyi, kontrol grubunun 24. saat grubunun
LSA diizeyinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiiktiir (p=0.05). Katesin 50
pg grubunun 48. saat LSA diizeyi ise, kontrol grubunun 48. saat LSA diizeyinden
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p=0.05). Bu iki degere bakarak
zamanin ayni dozda farkli etki ettigini, bu etkinin 24. saatte daha fazla oldugunu
sOylenebilir, 72. saatlik zaman diliminde anlamli bir sonug¢ elde edilemedi.
Resveratrol 25 pg grubunun 24. saat LSA diizeyi, kontrol grubunun 24. saat LSA
diizeyinden istatistiksel olarak anlaml diizeyde diistiktiir (p=0.05). LSA degerlerine
bakarak 24 saatlik zamanin ve en az dozun daha etkili oldugunu, belli bir siireden
sonra etkilemedigini ortaya koyduk.

» Katesin grubunun 50 pg’lik dozlarinin 48. saatlik protein karbonil diizeyleri,
kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p=0.05).
Katesin+tresveratrol grubunun 50+25 pg’lik dozlarinin 48. saatlik protein karbonil
diizeyleri, kontrol grubunun 48. saatlik protein karbonil diizeyinden istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p=0.05), bununla kullandigimiz antioksidanlarin

bu saat dilimi ve dozlarin da etkili olmadigin1 saptadik. Resveratrol grubunun 50
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pg’lik dozlariin 72. saat protein karbonil diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde disiiktir (p=0.05) ve bu dozun etkili oldugunu
gostermektedir.  Yaptigimiz ~ Olgtimler, protein  karbonil parametrelerinde
resveratroliin, katesinden daha etkili oldugunu gostermistir.

» Katesintresveratrol grubunun 50+25 pg’lik dozlarinin 48. saatlik malondialdehit
diizeyleri kontrol grubunun 48. saatlik malondialdehit diizeyinden istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p=0.046), diger uygulamalarimizin MDA
degerlerinde anlamli bir farklilik yoktur.

Bu ¢alismamizda SA, LSA, protein karbonil, MDA parametrelerinin sigan C6 glioma
hiicre kiiltiirinde incelenmesi sonucunda etkin olan en uygun doz ve zaman araliini

saptamis olduk.
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9. TESEKKUR

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalin'da gerceklestirdigim Yiiksek Lisans
egitimim siiresince bana emek veren, yonlendiren, giivenen ve destegini hi¢ esirgemeyen
cok degerli danisman hocam, sayin Prof. Dr. Tuncay ALTUG a ve tez ¢alismam ve diger
caligmalarim siiresince bana her tiirlii imkan1 saglayan, bilgilendiren, destegini ve sevgisini
esirgemeyen ¢ok degerli hocam, sayin Prof. Dr. Ezel USLU "a ¢ok tesekkiir ederim.

Deneylerim sirasinda laboratuvar da sonsuz yardimlarmi esirgemeyen Ogretim
Gorevlisi Melike ERSOZ’e en igten tesekkiirlerimi sunarim. Ogretim Gorevlisi Zeynep
Mine COSKUN'a zamam ve destegi icin ve Enstitii Sekreterimiz ilknur
KARAOSMANOGLU na destekleri icin tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Dostluklar1 ve
yardimlar1 i¢in dostlarima ve egitimim boyunca her an yanimda olan, maddi-manevi

destegini hi¢ eksik etmeyen aileme ¢ok tesekkiir ederim.
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