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OZET

e-Viniferinin Tek Basina ve Kemoterapétik Bir Ajan ile Birlikte HEPG2

Hiicreleri Uzerine Antioksidan Etkisinin incelenmesi

Bu ¢alismada e-viniferinin tek basina ve vinkristin siilfat kombine uygulamasmimn
HepG2 hiicrelerinde lipid peroksidasyonu (LPO), siiperoksit dismutaz (SOD) ve rediikte
glutatyon (GSH) diizeylerine dogrudan ve H,0; ile digsal kaynakli olusturulmus

oksidatif stres lizerine koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamiz birinci  asamada, maddelerin diisiik ve yiiksek dozlarindan
olusturulmus dVNF, yVNF, dVCR, yVCR, dETO, yETO, d(VCR+VNF),
y(VCR+VNF) gruplari ile Kontrol grubundan ve ikinci asamada bu gruplara ek olarak
dissal kaynakli oksidatif strese kars1t maddelerin koruyucu etkilerini gozlemleyebilmek

icin kullanilan H,O,-Kontrol grubundan olusturulmustur.

Calismamizda sivi azot tankindan ¢ikarilan hiicreler besiyerinde ¢ogaltilmistir.
Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra maddelerin diisiik ve yiiksek dozlari ile 3, 6 ve
24 saat inkiibe edilmiglerdir. Antioksidan 6zelliklerini inceledigimiz maddelerin LPO ve
SOD ol¢timleri deney kitleri ile kolorometrik olarak 6l¢iilmiis sonuglar absorbansa karsi
degerlendirilmistir. GSH o6lgtimleri ise flourometrik deney kiti ile dlgiilerek sonuglar

floresans 1s1masina kars1 degerlendirilmistir.

Sonug olarak, birinci asamada vinkristin siilfat zamana ve doza bagimli olarak
LPO SOD ve GSH degerleri iizerinde kontrole gore anlamli bir etki gdstermemistir. &-
viniferin ile kombine uyguladigimiz ise LPO ve GSH diizeylerinde kontrole goére
anlamli bir etki gdstermemis ancak SOD aktivasyonunu kontrole gore anlamli olarak
azaltmistir (p<0,05). Elde ettigimiz verilere gbre, zamana bagimli olarak kombine
uygulamanin HepG2 hiicrelerinde SOD aktivasyonunu azaltarak hiicresel oksidatif

stresi arttirabilecegini ve hepatoma hiicrelerinde hasar yaratacagini diisiiniiyoruz.



Ikinci asamada ise diisiik doz kombine uygulamanin tiim parametrelerde artisa yol
acarken, yliksek doz kombine uygulamanin H,O; ile uyarilmis LPO diizeylerini
etkilemeden SOD aktivasyonunu ve GSH diizeylerini arttirmasi kombine uygulamanin
HepG2 hiicreleri tlizerinde digsal oksidatif strese karst koruyucu etkisi oldugunu

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: g-viniferin, HepG2, LPO, SOD, GSH.
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SUMMARY

The investigation of antioxidant effect of e-viniferin, alone and with
chemotherapeutic agent on HEPG2 cells

The aim of this study is to investigate protective effects of e-viniferin and
vincristine as alone and combinated administration on lipid peroxidation (LPO),
superoxide dismutase (SOD) activation and reduced gluthatione (GSH) levels in HepG2

cells.

In the first stage of study, the groups dVNF, yVNF, dVCR, yVCR, dETO,
yETO, d(VCR+VNF), y(VCR+VNF) and Control group were formed with low and
high doses of substances. Second range of study, in addition to these groups, H,O,-
Control group was formed to observe the protective effects of substances against

oxidative stress induced exogenous agents.

In our study, cells were extracted from liquid nitrogen tank duplicated in medium.
After reaching the appropriate number, the cells were incubated with low and high
doses of substances for 3, 6 and 24 hours. The substances we have investigated
antioxidant properties of LPO and SOD levels were measured as colorimetric with
experimental Kits and the results were evaluated versus absorbence. GSH levels were
measured by fuorometric experimental kit and its results evaluated versus fluorescence

sparkle.

As a result, in the first stage, vincristine sulfate as a time and dose-dependent did
not show a significant effect on the LPO, SOD and GSH value compared to the control.
When it was applied in combination with e-viniferin, LPO and GSH levels did not show
a significant effect compared to the control, but the activation of SOD significantly

reduced compared to the control. According to the our data, we have obtained as a time-
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dependent the combined therapy in HepG2 cells by reducing activation of SOD could

increase cellular oxidative stress and will create damage to the hepatoma cells.

In the second stage, low dose combination group causes an increase in all
parametres while, combination group administrated high dose increases SOD activation
and GSH levels without the fact that it does not affect H,O,- induced LPO levels show
that combinated administration has a protective effect on HepG2 cells against the

exogenous oxidative stress condition.

Key Words: e-viniferin, HepG2, LPO, SOD, GSH.
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger kanseri tiim diinyada mortalite ve morbiditeye sebep olan Onemli
hastaliklardan biridir. Insanlarm yasam kalitesini etkileyerek toplumun maddi ve
manevi zarara ugramasma neden olmaktadir (46). Karaciger hiicrelerinden gelisen
hepatoseliiler karsinom (HSK) primer karaciger kanserlerinin %85-90" 1n1
olugturmaktadir. HSK’ nin tedavisinde cerrahi tedavi, bdlgesel kanser tedavi,
radioterapi ve kemoterapi kullanilmakla birlikte kesin bir tedavisi hala mevcut degildir
(63, 140). Kemoterapinin kanser hastalar1 iizerinde kanserli hiicreleri dldiirmek gibi
istenen etkilerinin yaninda kemik 1iligi baskilanmasi, eklem ve kaslarda agri,
norotoksisite, kardiyotoksisite, stomatit gibi istenmeyen etkileri de bulunmaktadir (52,
54). Kemoterapide ki primer amag, kanserli hiicreleri oldiiriirken yan etkilerinin
minimum diizeyde olmasmi saglamaktir (19, 127). Giinlimiizde antioksidanlarin da
kanser tedavisinde kullanilabilecegine dair pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu antioksidan
maddelerin in vitro ortamda kanserli hiicrelerin proliferasyonunu azalttigi ve apoptoza
gotlirdiigi, in vivo ortamda ise kemoterapinin yan etkilerini en alt diizeye indirdigine

dair ¢alismalar yer almaktadir (11, 30, 39, 93).

Akut lenfoblastik 16semi, over ve kolon kanseri tedavisinde kullanildig:
bilinmekte olan vinkristin siilfat mitotik igciklerin olusumunu engelleyerek hiicre
dongiistinii G2/M fazinda durdurmakta ve apoptozu uyarmaktadir (27, 41). Ayrica &-
viniferin’ in de bir antioksidan olarak lenfosit, miyeloit hiicreler, HL-60, HepG2 ve
insan meme kanser hiicreleri lizerinde antitiimoral etkiler gosterirken, normal rat
fibroblast hiicrelerinde ROT’ larin neden oldugu nekrozu engelledikleri belirlenmistir
(88, 98, 101, 134) ve hiicre dongiisiinii vinkristin siilfat gibi G2/M fazinda durdurdugu
bildirilmistir (66, 12).

Yaptigimiz literatlir arastirmalarinda e-viniferin ve vinkristin siilfatin kombine
uygulamasinin HepG2 hepatoma hiicrelerinde oksidatif stres {izerine etkilerinin
incelendigi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu baglamda calismamizda, maddelerin

hepatoma hiicrelerinde ki oksidatif stres {izerine etkilerinin incelenmesi i¢in iki agama

1



planlanmistir. Birinci asamada, HepG2 hiicrelerinde e-viniferinin tek basma ve
vinkristin siilfat ile kombine uygulanayarak hiicresel lipid peroksidasyonu, SOD enzim
aktivasyonu ve rediikte glutatyon diizeylerine kars1 etkilerinin incelenmesi
amaglanmustir. ikinci asamada ise HepG2 hiicrelerinde H,O, ile dissal kaynakli
oksidatif stres olusturularak maddelerin tek baslarina ve kombine uygulanarak lipid
peroksidasyonu, SOD enzim aktivasyonu ve rediikte glutatyon diizeyleri iizerinde ki

koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin farklilasarak kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile karakterize
edilen, insanlar1 maddi ve manevi olarak etkileyen gelisimi karmasik ve ¢oklu adimlar
iceren Olimciil hastaliklardan biridir (46). Ulusal Kanser Enstitiisii (NIH) tarafindan
kanser; bir hiicre grubunun kontrolsiiz bir sekilde biiyliylip anormal bir yapiya sahip
olan, kan dolasimi ve lenf sistemine katilip diger organlara yayilabilme 06zelligi

gosterebilen doku kitlesi olarak tanimlanmistir (137).

Normal siiregte (organizmada) hiicreler kontrol altinda, ihtiyaca gore bdliinerek
cogalirlar. Hiicreler bir taraftan programli 6liim ya da "apoptoz™ denilen olay ile yok
olurken diger taraftan biiylime faktorlerinin etkisiyle c¢ogalir. Biiyiime faktorleri
normalde deoksiriiboniikleik asit (DNA)' da ki ¢esitli genlerin etkisiyle olusan
proteinlerdir. Bu genlerin ekspresyonunda meydana gelen mutasyonlar hiicrelere
fenotipik Ozellikler kazandirir. Bu degisimler hiicrelerin anormal sekil ve hizda
biiyiimesine sebep olarak ‘tiimor’ adi verilen kitlenin olusumuna yol agarlar. Timorler
normal dokular1 sikistirabilirler, igine sizabilir ve tahrip edebilirler (108, 85). Tiimorler
benign (iyi huylu) ya da malign (kotii huylu) olusumlardir. Malign tiimorlerin tiimi
‘kanser’ olarak adlandirilir. Malign tiimorler benign tiimorlerin aksine 6zgiin dokudan
uzak bdlgelere metastaz (yayilma) egilimi gosterirler. Benign tlimorler smirl bir

biiyiime yapisinda olup, bulunduklar1 bolgede genisler ve en Onemlisi metastaz

yapmazlar (96, 138, 97, 49, 139).

Insan kanserlerinde karsinogenez (kanser gelisimi) mekanizmasi oldukca
karmasik ve ¢ok faktorlidiir. Karsinogenezde ii¢ evre bulunmaktadir; birincisi normal

hiicrenin neoplastik hiicreye doniistiigli inisiyasyon (baslangic) evresi, iKincisi



neoplastik hiicrenin ¢ogaldigi promosyon (gelisim) evresi, liglinclisii malign 6zelligin

kazanildig1 progresyon (ilerleme) evresidir (Sekil 1).
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Sekil 1. Karsinogenezin evreleri (151).

Kanserin bir¢ok ¢esidi olup, koken aldiklar1 dokuya gore siniflandirma yapilirlar.
Kanserin yaklasik %85’ i epitelyal hiicrelerde baslar ve karsinom olarak adlandirilirlar.
Kemik, kas ya da konnektif doku gibi mezensimal dokulardan kaynaklanan sarkomalar;
kemik iligi, lenfatik sistem ve periferal kan boyunca yayilanlar 16semi ve lenfoma gibi

hematopoetik ve lenfoid malignensilerdir (113).

2.2. Hepatoseliiler Karsinoma

Karacigerin malign tiimorleri, primer tiimorleri ve metastatik (sekonder)

timorlerdir. Karacigerin malign tlimorleri hepatoselliiler karsinom, intrahepatik

kolanjioselliiler karsinom, hepatokolanjiokarsinom, hepatoblastom, anjiosarkom,

epiteloid hemanjioepitelioma ve diger (leimyosarkom, rabdomyosarkom, indiferansiye

embriyonel sarkom) sarkomlardir. Karaciger kanserlerinin tiimiine yakinin

hepatoselliller karsinom (HSK) ve intrahepatik kolanjioselliiler karsinom (CCC)
olusturur (44).



Karaciger hiicrelerinden gelisen HSK primer karaciger kanserlerinin % 85-90" m
olusturur (140). Primer karaciger kanseri diinyadaki en yaygin 5. kanser olup yilda
yaklagik yarim milyon insanin ¢liimiinden sorumludur. Bes yillik hayatta kalma orani
%S5’ in altindadir (32). HSK’ nin Asya ve Afrika’da 6liimlerin major sebebi olmakla
beraber batida rastlanma orani gittikge artmakta oldugundan, molekiiler patogenezi,
epidemiyolojisi ve tedavisi dikkat ¢ekmeye baslamistir (17). Tirkiye’ deki durum ile
ilgili tam sayisal veri olmamakla beraber artan kronik hepatit hastaliklar1 siklig1 ile

birlikte HSK insidansinin ve prevalansinin hizla arttigi goriilmektedir (126).

HSK’ nmn major risk faktorleri siroz ve hepatit B (HBV), hepatit C (HCV),
mikotoksin, aflatoksin, vinil kloriir, alkol, reaktif oksijen tiirleri (ROT) iken minor risk

faktorleri sigara kullanimi, agirt demir alimi, hemokromatozisdir (Sekil 2) (121, 18, 19).
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Sekil 2. Hepatokarsinogenez siirecinde HBV, HCV, aflatoksin ve alkoliin rolii (33).

Hepatokarsinogenez siirecinde gerceklesen degisimler bircok ©nemli sinyal
yolaklarmn, baglantili genlerin degismesine sebep olur. Yapilan ¢aligmalarda biiyiime,
hiicre dongiisii, apoptoz, metastaz, sinyal iletimi, metabolizma gibi ¢esitli siirecte yer
alan genlerin ekspresyon artiglar1 ve azaliglar1 bulunmustur. HSK’ nin molekiiler
analizleri, hepatokarsinogenez siirecinin son derece kompleks ve heterojen oldugunu
gostermektedir (18, 28, 33).



2.3. Hepatoseliiler Karsinoma ve Kemoterapi

HSK hizli gelisen ve olimciil bir hastaliktir. Erken tani ile bolgesel kanser
tedavisi, kemoterapi, radioterapi ve cerrahi tedavi yiiksek oranda basarili oldugu halde,
zamaninda teshis yapilamadigimdan karaciger yetmezliginden 6liim gerceklesmektedir
(121, 63). HSK’ nin tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapi, kanser hiicresinin
cogalmasimi onler ve sitotoksik etkiyle bu hiicreleri 61diiriir. Bu nedenle sitotoksik veya
antineoplastik olarak da adlandirilirlar. Dogal veya sentetik kimyasal maddeler,
biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavilerin tiimii kemoterapinin kapsami
icindedir. Cogu kemoterapotik ajan neoplastik hiicrelerde oldugu gibi normal

(transforme olmamuis) hiicrelerde de apoptozu uyarir (127, 78).

Antikanser ilaglar, hiicre siklusunda etki ettikleri fazlara gore (hiicre siklusuna
spesifik olanlar ve olmayanlar) smiflandirilabilecegi gibi kimyasal yapilarina ve genel
etki mekanizmalarina gore de 6 grupta smiflandirilabilir; alkilleyici bilesikler,
antimetabolitler, antibiyotikler, steroid hormonlar, vinka alkaloidleri ve diger
bilesiklerdir (144).

2.4. Vinka Alkaloidleri

Bu grup ilaglar Vinca Rosea, Podophyllum ve Taksus tiirii bitkilerin dimerik
alkaloidleri ve yar1 sentetik tiirevlerini igerir. Mikrotiibiillerin yapitasi olan tiibiilin
molekiillerine baglanarak onlar1 ¢oktiiriirler ve mitoz igcikleri olusumunu engellerler.
Sonugta hiicre boliinmesi metafazda durur ve hiicre 6liir. Noron mikrotiibiillerinin
olusmasini engelledikleri i¢in norotoksik etkileri vardir. Vinka alkoloidleri vinblastin,

vinkristin, vindesin, vinorelbin’ i igerir (61).



2.4.1. Vinkristin

Vinkristin, biyolojik agidan aktif yetmis cesit alkoloid igeren Madagaskar orijinli
Cezayir Meneksesi olarak da bilinen Catharanthus roseus sinonim ismi ile Vinca rosea
adli bitkiden izole edilen bir antineoplastik alkaloiddir (141).

Sekil 3. Vincarosea (141).

C. Roseus ile yapilan bir calismada beyaz, kirmizi ve mor olmak tizere ti¢ farkli
renginden alman alkoloid ekstraklar1 igerisinden en toksik olanmn ‘vinkristin® ve

‘vinblastin’ igeren mor renkteki bitki oldugu saptanmustir (142).

Sekil 4. C. Roseus’ un 3 gesiti ‘beyaz’, ‘kirmizt’ ve ‘mor’ (142).



2.4.2. Vinkristinin kimyasal yapisi

Vinkristin renksiz goriiniimde olup kimyasal formiilii CssHssN4O1o’ dur.
Molekiiler agirhigt 824,96 g/mol’ diir. Molekiiler yap1 olarak dihidroindol yapisi iceren
vindolin ile indol yapisi igeren katarantinin karbon-karbon bagi ile baglanmasiyla
meydana gelir. Vinkristin methanolde, suda ve az miktarda %95’ lik ethanolde ¢oziiniir
(41).

=)

v

Vincristine CHO

R COOCH;

Sekil 5. Vinkristinin kimyasal yapist (41).

Vinkristin siilfat C. Roseus’ dan ekstrakte edilen alkoloidin bir silfat tuzudur,

beyaz pudra gériiniimlii olup kimyasal formiilii C4gHs6N4O10 X H2SO,” tiir. Molekiiler

agirlig1 923,06 g/mol’ diir (28).
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Sekil 6. Vinkristin siilfatin kimyasal yapisi (28).

Vinkristinin yapisinda kolayca protonlanan iki nitrojen bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi alilik nitrojen vindolin tarafinda, ikincisi tertiary nitrojen katarantin tarafinda
konumlanmustir. Vinkristin bitkide bulundugu vokuollere gore serbest baz, N- oksit ya
da tuz formunda bulunabilir. Vinkristinin diger vinka alkoloidleri ile benzer kimyasal
yaptya sahip olmasmma ragmen N metil gurubuna bagl aldehitin varhigi tiim
fizikokimyasal 6zelliklerinin degismesini saglar. Bu grubun varlimin iyonizasyon
dengesi ve hidrojen bagi olusturma yetenegini etkilemesi sebebiyle kas tipi nikotinik
asetilkolin reseptorleri ile nonkompetatif antogonist etki gosterdigi saptanmis, kanser

tedavisi disinda madde bagimliligi tedavisinde de kullanilabilinecegi bildirilmistir (6).

Vinkristin, akut losemilerin tedavisinde endikedir. Diger onkolitik ajanlarla
kombine olarak Hodgkin hastaligi, non-Hodgkin habis lenfomalar (lenfositik, mikst-
hiicreli, histiyositik, indifferansiyel, nodiiler ve diffiiz tip) rabdomiyosarkoma,
ndroblastoma, Wilm tiimdrii, osteojenik sarkoma, mikozis fungoires, Ewing sarkomast,
meme kanseri, habis melanoma, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve c¢ocukluk cagi

jinekolojik tiimorlerde ve hepatoseliiler karsinomada kullanilir (42, 122).



2.4.3. Vinkristinin etki mekanizmasi

Vinka alkaloidleri intraselliiler bir protein olan tiibiiline baglanarak onun
¢okmesine ve hiicresel mikrotiibiillerin bozulmasma neden olurlar (142). Bir vinka
alkaloidi olan vinkristin mikrotiibiillerin B-tiibiil linitesinin pozitif ucuna baglanir ve
buras1 vinka-baglanma noktasi olarak adlandirilir. Vinkristinin sadece bir ya da iki
molekiil baglanmasi bile mikrotiibiil dinamigini (uzamasi ve kisalmasi) degistirir. Bu
olay mitotik igciklerin olusumunu Onler ve kromozomlarin kinetokorlarda Ki
gerginligini azaltir. Boylelikle kutuplarda ki kromozomlar ekvatora dogru
ilerleyemezler. Metafazdan anafaza ilerleyis engellenir ve hiicreler mitotik tutulma
durumuna girer. Bu durumda hiicreler bir takim degisiklikler gecirebilir 6rnegin
tetraploid hiicreler esit olmayan hiicre bdliinmesi gecirerek anoploid yavru hiicreler
meydana getirebilir ya da tetraploid hiicre bolinmeden hiicre dongiisiinden ¢ikabilir,
buna mitotik kayma denir. Bu hiicreler adaptasyona ugradigi zaman hiicre dongiisiinde
ilerleyebilirler G1 fazinda apoptoza ya da senesense ugrayabilirler. Diger bir olasilikta

mitotik tutulma mitotik katastrofi olusabilir ve hiicre 6lebilir (145, 41).
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Sekil 7. Hiicre siklusunun sematik gosterimi ve hiicre siklusu ile iligkili ilaglarin etkileri (146).
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Sekil 8. Vinka alkoloidlerinin etki mekanizmasi (146).

Cesitli kemoterapi protokollerinde yer alan vinkristinin mitozda mikrotiibiil
olusumunu engelleyerek hiicre dongiistinii G2/M geg¢isinde durdurdugu ve apoptoza yol

actiklar1 gosterilmistir (47, 73, 103).

2.5. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller en dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran atom
ya da molekiillerdir. Serbest radikaller yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, hiicresel
kaynaklari, rol oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri ile c¢esitli klinik durumlarin

patogenezinde rol oynarlar (62, 71).

Serbest radikaller 3 yolla ortaya ¢ikabilir (53);

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi1 sonucu olusurlar

(boliinme sonrast her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir).
X:¥Y —» X + Y°

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki

elektron, atomlardan birisinde kalir.
X:Y —s X + Y7

11



3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
A+e — A

Serbest radikaller reaktif yapilarindan dolay1r diger molekiillerin yapilarini
degisiklige ugratarak yeni serbest radikaller olustururlar. Boylelikle zincir reaksiyonlari

baglamis olur (51, 52, 16).

Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir (6rn: bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi). Elektron transferi enerji
iiretimi ve pek cok diger metabolik iglevde temel olusturur. Ama eger zincir reaksiyonu
kontrolsiiz bir davranig gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Biyolojik sistemlerde en
onemli serbest radikaller, oksijenden olusanlardir. Oksijen i¢eren herhangi bir serbest
radikal, reaktif oksijen iriinii olarak isimlendirilebilir Oksijen merkezli serbest

radikaller dis tabakada iki eslesmemis elektron tasirlar (2).

Arasidonik asit metabolizmas: sirasinda, mikrozomal ve mitokondrial elektron
transport zincirinden elektronlarin diffiize olmasi sirasinda, niikleotid metabolizmasinda
ve ksantin oksidaz basamaklarinda, fagositik hiicrelerde solunum patlamasi sirasinda ve
argininden nitrik oksitin (NO) sentezi swrasinda ROT {iretilmektedir (2). Aerobik
organizmalarda yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in oksijene mutlak gereksinimi vardir.
Solunan oksijenin % 95’ inden fazlas1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda
kullanilirken, yaklasik % 5° i toksik serbest radikallere doniismektedir. Oksijenin tam
olarak suya indirgenememesi organizmay1 toksik oksijen tirlinlerinin zararh etKkileri ile

kars1 karsiya birakir (50).
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Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksit anyon radikali (O,*") Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroksil (HO®) Singlet oksijen (*O,)

Peroksil (ROO®) Ozon (O3)

Alkoksil (RO*®) Hipokloroz asit (HOCI)

Nitrik oksit (NO®) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Semikinon radikali (HQ®) Peroksinitrit (ONOO)
Hemoproteine bagli serbest radikaller | Azot dioksit (NO2)

Organik radikaller (R*) N-halojenli aminler (R-NH-X)
Organik peroksid radikali (RCOO°®) Hipohal6z asit (HOX)

Sekil 9. Reaktif oksijen tiirleri (118).

Oksijenin bir elektron ile indirgenmesiyle siiperoksit radikali (O2 *), iki elektron
alarak indirgenmesi ile hidrojen peroksit (H,O;) olusur. Dordiincii elektron ilavesi ile de
su olugmaktadir. Yani oksijen hiicrede mitokondri fraksiyonunda doért elektron alarak

suya indirgenir (89).

singlet Oksijen

§0:0-4 O:0:44
'3%90: 'AgO2
\ /G' _ - 8 o
Oz = (27 = H:0z —= OH+——=H2:0
*DQ} f(}D_ H:Q:@:H -@:H H:l’;]:EH
Oksijen Sipercksit Hidrojen Hidroksil Sy
anyonu peroksit radikali

Sekil 10. Molekiiler oksijenin uyarilmasi ve indirgenmesi (89).

2.5.1. Siiperoksit anyon radikali (0,°")

Stiperoksit anyonu hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin
(O2) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Oksijenin suya indirgenmesi

sirasinda olusan ilk radikaldir (26).

13



Stiperoksit anyonu en ¢ok hiicresel organellerde elektron transport zincirinde bazi
kompanentlerden O;’ e elektron sizmasi ile meydana gelir. Mitokondriyal e transport
zincirinde e iki yerden sizar. Birincisi, NADH-dehidrojenaz basamagi, ikincisi ise
koenzim Q ya da ubikinon basamagidir. e ’ larmn O;’ e taginmasindan sorumlu olan
sitokrom oksidaz enzimi O,” nin % 98’ ini harcayarak suya indirger. O2” nin % 2’ si ise
transport zincirinden sizan ¢~ larla O,°~ olusturur. O, ile perhidroksil radikali (HO")
reaksiyona girince, biri okside olurken digeri indirgenir. Bu reaksiyonda O, ve H,0,
meydana gelir (126, 84).

HO,* + 0, + H' —— H,0, + O

Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis
niikleotidler gibi biyolojik molekiiller aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit
yapimina neden olur. Cesitli dehidrogenazlarin ve oksidazlarin katalitik etkisi sirasinda
stiperoksit radikali bir {irin olarak olusabilir. Fagositik hiicrelerin NADPH bagiml
oksidaz enzim kompleksi de NADPH’ den iki elektron iki molekiil oksijene aktarir ve

bdylece iki molekiil O,*" meydana gelir (143).

NADPH oksidaz
202 + NADPH » 20, + NADP* + H'

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu sonucu O,°" meydana gelebilir.

Fe?* + 0O — FeS* + 0,

cu* + 0O — Cu®* + 0,

Stiperoksit radikali negatif yiliklii olmasindan dolay1 anyon kanallarmi kullanarak
ya da lipid tabakalardan difiizyon yolu ile plazma membranlarin1 gegebilir. Boylece
uzak mesafelere difiize edilebilir (84).
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Ortamda biriken O,°" nin girebilecegi baslica tepkimeler asagidaki gibi 6zetlenebilir
(2, 84).

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksil radikali olusturabilir.

0, + H  — HO

2. H,0, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH®) ve singlet oksijen (*0O,)

olusturabilir.

02.7 + H,O0, —» .Oz + OH®* + OH°

3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olabilir.

0, + OH* —» ‘0, + OH

2.5.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi sonucu
ya da siiperoksitin dismutasyonu ile meydana gelir. Iki siiperoksit molekiilii iki proton

alarak hidrojen peroksiti ve molekiiler oksijeni meydana getirir.

0O, + 2 + 2H" —_—> H,0,

SOD
0, + 0 + 2H' — H.O, + O

Hidrojen peroksit radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Demir (Fe**) ve
bakir (Cu*") gibi gecis metal iyonlar1 ile Fenton reaksiyonunu, siiperoksit radikalinin
varhiginda Haber-Weiss reaksiyonunu vererek en reaktif ve zarar verici serbest oksijen
radikali olan hidroksil radikalini olusturur. Ayrica hidrojen peroksit 06zellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon

diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici
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Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri

baglatabilir (143, 67).

2.5.3. Hidroksil radikali (OH *)

Hidroksil radikali oksijene fligiincii elektron eklenmesiyle olusur ve oksijen
radikalleri icinde en yliksek reaktiviteye sahip tiirdiir. Canli hiicrelerde bulunan biitiin
molekiillerle etkilesime girerek hasara ugratabilir. Hidrojen radikalinin olusumu gecis

iyonlari tarafindan (6zellikle demir) hizlandirilir 3 yolla olusabilir (21);

1. Radyasyon-Su: Iyonlastirici radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su

molekiillerinin iyonlasmasi gerceklesir.

radyasyon

2H, 0O ————> H,0' + e + H,0

Uyarilmis su molekiilii (H0*) homolitik yikim ile H,O" ise bir su molekiilii ile
tepkimeye girerek hidroksil radikali olustururlar. Bu tepkimeler c¢ok kisa siirede
gerceklesir ve tiretilen *OH radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu bashca

kimyasal tiirdiir.

H,0* + HO — OH* + H;30"

2. Haber-Weiss reaksiyonu;

02.7 + H,O0, ——m OH® + OH + 0O,

Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise, siiperoksidin direk olarak
hidrojen peroksitle reaksiyona girmesidir. Haber Weiss reaksiyonunda demir ve bakir

gibi bazi1 metal iyonlarida rol oynayabilir.
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Fe-katalizli Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu):
Fe® + 0, __, 0, + Fe*
Fe”? + H,0, — Fe™ + OH® + OH
3. Hidrojen peroksidin UV 1g1gina maruziyeti ile;

uv

H202 —_—> 2 OH.

Biyolojik sistemlerin en reaktif tiirii olan OH® radikali su dahil ortamda rastladig:
her biyomolekiil ile tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri baslica; elektron
transfer tepkimeleri, hidrojen ¢ikarma tepkimeleri, katilma tepkimeleridir. Biitiin bu
tepkimeler OH® radikalinin paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron alma
ilgisinden kaynaklanir. Katilma tepkimeleri, 6zellikle elektronca zengin molekiillerle
(purin ve primidin bazlari, aromatik amino asitler gibi) gergeklesir. Hidroksil
radikalinin organik molekiillerden hidrojen atomu alarak suya indirgendigi tepkime,
hidrojen c¢ikarma tepkimesi olarak bilinir. Hidroksil radikali ile olusan en iyi
tamimlanmis biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir
reaksiyonudur (50, 26, 143).

2.5.4. Singlet oksijen

O’ in eslenmemis elektronlarindan birinin verilen enerji sonucu bulundugu
orbitalden bagka bir orbitale kendi spininin ters yoniinde yer degistirmesiyle olusur.
Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu olustugu gibi, serbest radikal
reaksiyonlarinin baslamasma da neden olur. Singlet oksijen hiicre membranindaki
poliansatiire yag asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna

yol agar (2).
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2.5.5. Nitrik oksit (NO*®)

NO® yar1 omrii kisa olan fakat ¢ok fazla biyolojik fonksiyonlar1 bulunan bir
molekiildiir. Hiicre membranlarindan kolayca diffiize olabilen ve hedef hiicreleri aktive
edebilen yeni bir sinyal ileti molekiilii olarak kabul edilmektedir. Bu lipofilik serbest
radikal, damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz enzimi araciligiyla L-arjininden
sentezlenir. Kolayca diiz kasa gecerek guanilat siklaz enziminin ‘Hem’ demirine
baglanir ve ¢cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir. NO, ayn1 zamanda tiyol
gruplarin1 S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor fonksiyonlarmi da degistirir.
NO°®, olusmus olan ROT’ lar ile reaksiyon vererek giiglii bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOOH) olusturmakta ve bunun da ileri dekompozisyonu ile HO® radikali olusumuna
yol agmaktadir. NO® nétrofiller, makrofajlar, endotel hiicreleri, plateletler ve ndronlar

tarafindan tretilmektedir (26, 147).

2.6. Lipid Peroksidasyonu

Lipidler, serbest radikallerin oksidatif ataklarma duyarli en hassas
biyomolekiillerdir. Coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) oksidatif yikimi lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve organizma igin oldukc¢a zararhidir. PUFA, hiicre
membran1 ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)’ lerin yapisinda bulunarak hiicre

membraninin akigkanligini saglamaktadir (29).

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan serbest radikallerin PUFA
molekiillerinin a-metilen gruplarmmdan bir hidrojen atomunu uzaklastirmasiyla baglar.
Hidrojen atomunun uzaklagmasi yag asiti zincirini radikal haline doniistiiriir. Olusan
lipid radikali (L*) diizensiz bir bilesiktir ve molekiiler diizenleme ile molekiil i¢i ¢ift bag
aktarilmasi sonucu hizla stabilize edilir (dien konjugasyonu olusur). Lipid radikalinin
daha sonra molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksit radikali
(LOO®) meydana gelir. Giiglii bir radikal olan lipid peroksitlerde reaktif oksijen tiirleri
gibi hiicresel komponentler tizerine toksik etkiler gosterirler (2, 60, 64). Lipid peroksit
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radikali bagka bir PUFA’ y1 etkileyerek agiga ¢ikan H atomunu kapar boylece lipid
hidroperokside (LOOH) doniismiis ve yeni bir lipit radikali meydana gelmis olur.
Olusan yeni lipid radikalleri ile bu olay kendi kendini katalizleyerek zincir reaksiyonu
olarak devam eder (64, 12).

baglatma
“goﬁalma
OH -

Et?_{!‘»?é]DH 0z Oz Oz
(M-0) /_/’%-—\\
LH—pll Le, Le% Lav, s LOO+, LOO+", LOO+'", oo
lipidler lipid radikalleri % lipid peroksil radikalleri
LOOH, LOOH:, - LH. LH'" e
lipid peroksitler lipidler

Sekil 11. Lipid peroksidasyonu reaksiyonlar1 (89).

Lipid peroksidasyonunun son iiriin olarak aldehitler (malondialdehit ‘MDA’, 4
hidroksinonenal), hidrokarbon gazlar (etan, pentan) (45, 31) ve karbonil bilesikleri
olusur (75, 64, 58). Plazma MDA derisimi, enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksit
ayrisiminin bir sonucu ve gostergesidir. ikiden fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
otooksidasyonunda veya ecikozanoid sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler

MDA’ nin asil kaynagini olustururlar (2).

Olusan bazi aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gosterirler. MDA gibi
aldehitler, diisiik dansiteli proteinleri modifiye ederek metabolik yolu degistirerek hasar
meydana getirebilir. Lipid peroksidasyonu ile membran akiskanligi azalir, hiicre igi ve
dis1 iyon dengeleri bozulur. Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar
ve buna bagli olarak proteazlar aktive olur. Tiim bu olaylar hiicre hasarinda etkin bir rol
oynar (124, 52, 13). Ayrica MDA, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir,
amino gruplar1 arasinda g¢apraz baglanmalara yol acgabilir. Bu ozellikleri ile MDA

mutojenik, kiiltiir hiicreleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (87).
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Oksidatif reaksiyonlar, protein molekiilleri ile de ©nemli modifikasyonlar
gosterirler. Peptit ve proteinlerin yapitasi olan amino asitler serbest radikallerin
hedefleridir. —-SH grubu ve doymamis baglar igeren sistin, sistein, histidin, methiyonin,
triptofan, tirozin, fenilalanin gibi amino asitler oksidasyona en duyarli olanlardir.
Amino asitlerin radikallerle oksidasyonu sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer
yapilarinda kalict degisiklikler meydana gelir (2). Basta hidroksil radikali olmak iizere
Serbest radikaller DNA {iizerinde de 6nemli hasara neden olurlar. DNA {izerinde ki bu

hasarlar karsinojenik mutasyonlara neden olabilmektedir (70).

2.7. Antioksidan Sistemler

Organizmada ROT’ un diizeylerini kontrol altinda tutmak ve olusturabilecekleri
hasarlar1 engellemek igin bir¢ok savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlar
‘antioksidan savunma sistemleri’ veya kisaca ‘antioksidanlar’ olarak adlandirilirlar (2).
Antioksidanlar oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre
dis1 savunma sistemleri ile etkisiz hale getirirler yani antioksidan maddelerin bir kismi

diyetle (6zellikle bitkilerden) alinirken, bir kismini da viicut kendisi tiretir.

Hiicre i¢i antioksidanlar siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon-s-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR)’ dir. Bu
antioksidan enzimler mevcut radikalle reaksiyona girerek onlari daha zayif yeni
molekiillere ¢evirirler. Hiicre dis1 antioksidanlar ise oksijen yakalayan ve radikal zincir
reaksiyonlarini kiran vitamin E, vitamin C, hemoglobin, seruloplazmin, albumin,
billurubin gibi molekiillerdir. Ayrica lipazlar, proteazlar, DNA onarict enzimler serbest
radikallerin olusturduklar1 hasar1 onarma ve eski haline getirmeye c¢alismada onaric1 ve

yeniden yapilandirici enzimler olarak antioksidan savunma sisteminde yer alirlar (Sekil

12) (5, 25, 130).
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Sekil 12. Antioksidan gruplar ve gorevleri (130).

2.7.1. Hiicre ici antioksidanlar

2.7.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Aecrobik biitiin hiicrelerde bulunan bu enzim siiperoksit anyonlarini1 (O ) hidrojen
perokside (H,O;) ve oksijene doniisiimiinii katalize ederek bu radikallerin radikallerin

hiicrelerde ki toksik etkilerini azaltir.

SOD enzimi hem sitozol de hem de mitokondride bulunur. Enzim fagosite edilmis
bakterileri intraseliiler olarak &ldiiriilmesinde rol oynar. Igerigindeki metal iyonlarina
gore sitozolik dimerik bakir/¢inko siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) ve mitokondriyal
tetramerik (mangan siiperoksit dismutaz) Mn-SOD olarak adlandirilir. Ayrica intertisyal
alanda ve plazma, lenf, sinovial sivilarda bulunan tetromerik yapida bakir ve ¢inko
iceren enzim extraseliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD) olarak adlandirilir. Cu/Zn-

SOD enziminin aktivitesi Cu’ ya, konformasyonu Zn’ ye baghdir (89, 25, 69).
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Bakir ve ¢inko igeren dismutazlar (Cu, Zn SOD) genel olarak dkaryotik hiicrelerin
sitozoliinde ve kloroplastlarda bulunur. Tek disiilfit bagi ile birbirine bagl iki ayni alt
birimden olusur ve alt birim basina birer ¢inko ile bakir i¢erirler. Enzimin etkinligi i¢in
bakir mutlaka gerekli iken ¢inko; Co®*, Hg?*, Ca?* ile yer degistirebilir. Dismutasyon
bakir ile siiperoksit radikali arasindaki etkilesimle basarilir. Mangan igeren dismutazlar
(MnSOD) birbirinin ayn1 iki alt biriminden olusan ve her alt birimde bir atom Mn igeren
dismutazlardir. Bunlardan ayr1 demir igeren dismutazlar (FeSOD) prokaryotlarda ve

bazi bitkilerde bulunur. Mn siiperoksit dismutaza benzer yapidadir (115).

2.7.1.2. Katalaz (CAT)

SOD enziminin aktivitesi sonucu olusan toksik H,O,, katalaz enzimi ile su (H,0)

ve oksijene (O) dontistiirilmektedir .

CAT
H,O, + HO, —>» 2H,0 + O,

CAT enzimi 4 tane hemoglobin grubu igeren bir hemoproteindir. Her alt birim
ayrica bir molekiil NADPH igerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda rol oynamaktadir.
CAT enzimi H,0,’ yi O;’ ye yiikseltgerken baska bir H,O,” yi H,O’ ya indirgeyen bir

peroksidaz olarakta tanimlanmistir (2).

2.7.1.3. Rediikte glutatyon (GSH)

Glutatyon sistein, glutamik asit ve glisinden sentezlenmektedir. Yapisindaki
sisteinden dolay1 tiyol grubu bulunan bir tripeptittir (58). Tiyol gruplari enzimatik
reaksiyonlar araciligi ile serbest radikalleri yakalayarak gorev yapan hiicresel
antioksidanlardir. Protein tiyol gruplarinin rediikte durumda tutulmasinda, hidrojen
peroksidin katabolizmasinda ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda, amino asit

transportunda, radyasyonun iyonize etkilerinin azaltilmasinda gorev alir (58, 85).
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Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan glutatyon hiicrenin oksidorediiksiyon
dengesini koruyarak hiicreleri endojen ve eksojen oksidanlarin zararh etkilerinden korur

(58). Karaciger basta olmak {izere organizmanin biitiin hiicrelerinde bulunur (59).

GSH, radikal kaynakli hasara karsi koyarken antioksidan enzimlere substrat
gorevi yaparak bir radikal tutucu gibi davranir. Ornegin OH® radikaline déniisen H,0O,
ve lipid peroksidasyon iiriinlerinden organik peroksitlerin tutulmasinda rol oynayan,

antioksidan enzim olan GPx’ in aktivitesi i¢in gereklidir (10).

Serbest radikal molekiillerinin karsinogenezde ki zararli etkileri ve GSH’
roliine iliskin arastirmalar son yillarda olduk¢a dikkat c¢ekmektedir. GSH
metabolizmasindaki bozuklugun kanser patogenezinden sorumlu olabilecegi ileri
stirtilmektedir (10, 36, 40, 59). GSH, antioksidan savunma sisteminde 6nemli bir yere

sahip olan GPx, GR ve GST enzimlerinin fonksiyonu i¢in gereklidir (10, 59).

2.7.1.4. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx’ de katalaz gibi H,O;’ nin suya doniistiiriilmesinden sorumlu enzimdir.

GPx
H,0, + 2GS H —» GSSG + 2H,0

GPx
LOOH + 2GSH —» GSSG + LOH + H,0

Bu enzimin selenyum (Se) bagimli ve Se-bagimsiz iki izomeri mevcuttur. Se-
bagimli formu selenosistein formunda bulunmakta olup hem H,0;’ yi hem de organik
peroksitleri (LOOH) metabolize eder. Se-bagimsiz enzim ise yalnizca organik
peroksitleri metabolize eder (10, 90). GPx, H.0;’yi suya indirgeyerek lipid
peroksidasyonunun baglamasini onler ve lipid peroksitlerinide metabolize ederek

reaksiyonun devam etmesini onler (58).
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2.7.1.5. Glutatvon rediiktaz (GR)

H,O, GPx ile suya indirgenirken ve oksidatif stres siirecinde, GSH diizeyi
azalirken okside glutatyon seviyesi (GSSG) artar. Glutatyon rediiktaz, GSSG’nin
tekrardan GSH’ a indirgenmesini katalize eder. Bu reaksiyonun gergeklesmesi igin

NADPH gereklidir (2, 123). GR sitozol ve mitokondride bulunmaktadir.

GR
GSSG + NADPH + H" — 5 2GSH + NADP*

2.7.1.6. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Glutatyon S-Transferaz insanda, birgok dokuda genis dagilima sahip ¢ok islevli ve
genis spektrumlu substrat 6zgiilliigii olan bir enzimdir. Bu 6zelligi ile GST, potansiyel
toksik kimyasallara maruz kalan canli organizmalarda savunma gorevini tstlenmistir.
GST glutatyonun tiyol (-SH) gruplar1 ile alkilasyon ajanlarinin reaksiyonunu Kkataliz
ederek onlarin elektrofilik alanlarmi yok eder. Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroksiperoksitleri olmak iizere lipid hidroksiperoksitlere karst GST, Se- bagimsiz
glutatyon aktivitesi gosterirler (126). Ayrica zehirsizlestirme reaksiyonlari organizmayi1
karsinojenik ve toksik etkilerden korumak gibi goérevleri vardwr. GST hepatik

hiicrelerde, eritrositlerde oldukc¢a fazla bulunmaktadir (10).

2.8. Resveratrol (RES)

Diyet ile alinan ya da endojen olarak sentezlenen antioksidanlar hiicrelerde olusan
hasar1 ya Onler ya da olusan hasar1 en az seviyeye indirirler. Antioksidanlarm timor
hiicrelerinin boyutlarini kiigiiltmede, normal hiicrelerin boyutlarin1 devam ettirmede
olusan hasar1 tamir etme ve serbest radikallerin etkisini ortadan kaldirdigma dair
calismalar mevcuttur (95). Uziimde bulunan bir resveratrol diyet ile alman

antioksidanlara Oornektir.

24



Resveratrol (3, 4°, 5-trihidroksi-stilben), asmanin yaprak ve tane kabugunda
yiiksek miktarda sentezlenen ve fitoaleksin 6zelligi gosteren stilben grubu bir bilesiktir.

Kapali formiilii C14H1,03  tiir ve molekiil agirhigi 228,25 g/mol’ diir (4).

Sekil 13. Resveratrol’ iin standart kosullardaki (25 °C, 100 kPa) ii¢ boyutlu gériiniimii (80).

'Fitoaleksin' Yunanca bir terim olup, ‘fiton’; bitki, ‘aleksin’; koruyucu
anlamindadir. Ik olarak 1930'lu yillarm baslarinda tibbi bir bitki olan 'Veratrum
Grandifolium Loes. fil." de tanimlanmustir. Polygonum cuspidatum bitkisinin
koklerinden de 6ziitlenen resveratrol, Japonya ve Cin’ de halk tarafindan “kojo-kon”
adiyla bilinen geleneksel bir ilag olarak hipertansiyon, damar tikanikligi, cilt iltihab1 ve

alerji gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (65).

Sekil 14. Veratrum Grandifolium Loes. fil bitkisi (135).
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RES, bitkilerde gilines 15181, 0zon, agir metal maruziyeti, iklim degisikligi gibi
farkl stres kosullarinda ve Batrytis cinerea gibi patojen mantar enfeksiyonlarina cevap
olarak yaprak dokularda sentezlenir. Bu sentezi gergeklestiren enzim stilben sentazdir.
RES’ in iki tane stereoizomeri bulunur, trans-resveratrol ve cis-resveratrol, transizomeri
daha kararli formdadir. cis-izomerine iiziim ekstraklarinda hi¢ rastlanilmamistir (8, 37).
Trans-resveratrol ilk olarak 1976' da Longcake ve Pryce tarafindan iiziim asamasinda

kesfedilmistir.

3 ‘| X
5 OH Z
OH
OH
frans-resverairol cis-resveratrol

Sekil 15. Trans- ve cis- resveratroliin kimyasal yapis1 (116).

Bitkilerde polifenoller, resveratrolde dahil olmak iizere genelde glikozit
yapisindadir. Bu nedenle RES, 3-O-B-D glikozit ‘piceid’ olarakta bilinir ve trans, Cis
izomerlerinin adlar1 sirasiyla trans-piceid ve cis-piceid’dir. Bunun yani sira dogal

analoglar1 ve konjiigatlarida vardir (92, 116).

2.8.1. Resveratroliin biyosentezi

Resveratrol, fenilalaninden baslayarak ¢ok basamakli bir reaksiyon sonucu
sentezlenmektedir. {lk basamakta fenil alanin ammonia liyaz enziminin deaminasyon
islemi ile sinnamik asite doniigiir. Sinnamik asit 4-hidroksilaz, p-hidroksilasyon
reaksiyonlar1 ile 4-Koumarik aside doniisiir ve 4-koumaratla Co-A ester yapisina
dontgiir. 4-Koumaril Co-A ve 3 malonil Co-A tetraketid yapisini olusturur (14). 4-
Koumaril Co-A ve 3 malonil Co-A biitiin bitkilerde bulunan enzimlerdir. Bu asamaya

kadar sentez basamaklar1 ayni iken bundan sonra ki basamakta olusan iiriiniin RES mi
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yoksa flavonoit mi oldugu uzun yillar sir olarak kalmis. Daha sonra ise ortamda RES
sentaz (stilben sentaz) varsa triiniin RES ve kalkon sentaz varsa iiriiniin flavonoit

oldugu anlasilmstir (117, 136).

3 Malonyl-CoA

Resveratral + 4 CoASH + 4CO,

Sekil 16. Fenilalanin’ den trans-resveratroliin biyosentezi (14).
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Sekil 17. 4-Koumaril Co-A ve 3 malonil Co-A’dan flovanoit ve resveratroliin biyosentezi (136).
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Resveratroliin degisik doz ve uygulama siireleriyle yapilan bioyararlanim
calismalarina gore; RES oral yolla alindiktan sonra hizla bagirsaklardan emilir ve bir
saat gibi kisa slirede kana geger ve karaciger, bobrek, kalp ve beyin basta olmak iizere
cesitli organlara dagilir. Oral yolla 25 mg verildiginde en az %70’ inin emildigi
bildirilmistir. Biyotransformasyonu asil olarak karaciger mikrozomlarinda ve az
miktarda da bagirsaklarda olur. RES, Faz-1 reaksiyonlari; aril hidroksilazlarla ve
sitokrom P-450 enzim sisteminide kapsayan enzimlerle oksidorediiksiyon
reaksiyonlarma ugrar. Olusan reaktif gruplar Faz-II reaksiyonlari ile glukuronit ve siilfat
konjligatlar1 seklinde idrarla atilir. Siganlara 20 mg/kg dozda RES verildikten 12-24 saat
sonra, toplanan idrar Orneginde HPLC ve LC-MS-MS analizleri ile resveratrol
metabolitlerine bakilmis ve elde edilen bulgulara goére resveratroliin ana
metabolitlerinin: RES-monoglukuronit, RES-monosiilfat, dihidro-RES ve dihidro-RES
monosiilfat oldugu tespit edilmistir (99, 128, 129),

2.8.2. Resveratroliin antioksidan aktivitesi

Resveratrol, giiclii bir antioksidandir. En ¢ok bilinen antioksidanlar olan E
vitamini ve C vitamininden daha etkilidir. RES, OH® ve O,* radikallerini siipiiriir, OH®
radikalinin neden oldugu lipit peroksidasyonu inhibe eder, OH® ile H,O,’ nin neden
oldugu DNA hasarim1 ve protein oksidasyonunu engeller. Serum antioksidan
kapasitesini artirir (77). RES, diisiik dansiteli lipoproteinlere baglanarak lipoprotein
peroksidasyonunu inhibe eder. Bu nedenle RES’ in lipofilik karakterde oldugu
diigiiniilmektedir. RES’ in serbest radikal siipiiriiciisii ve enzim diizenleyici
ozelliklerinden dolay1 oksidatif stresin neden oldugu ¢esitli bobrek hasarlarina karsi

koruyucu oldugu bildirilmistir (106).

2.8.3. Resveratroliin antikanser aktivitesi

RES’ in son zamanlarda antitimor ve olasi kanser onleyici 6zelliklerine dikkat
cekilmektedir (15, 110). RES, karsinogenezin 3 6nemli asamasinda; baslangic, gelisim

ve ilerlemesinde olas1 bir kanser Onleyici ajan 6zelligi gostermektedir (126). Kanser
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hiicrelerinin yasam siiresini ve timdr gelisimini destekleyen ¢oklu sinyal molekiillerini
hedef almasi ve diisiik toksisitesi ile ideal bir molekiil olarak goriilmektedir (110). Bu
dogal bilesigin hiicre biiylimesi, inflamasyon, apoptoz, anjiogenez, invazyon ve

metastazi gibi bircok introseliiler kanser hedeflerine etki ettigi kanitlanmistir (9).

Yapilan hayvan c¢alismalarinda resveratrol meme, deri, prostat tiimorlerini
geciktirmis ya da Onlemis, ek olarak kolonik, hepatik, pankreatik, kiigiik intestinal, ve
gastrik gibi tiimorlerin baslangicini baskilamistir. /n vitro ¢alismalarda da deri, meme,
ovaryum, serviks, prostat, mide, kolon, pankreas, karaciger ve trioid karsinoma gibi

farkli insan tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik etkiler gosterdigi goriilmistiir (15, 111).

2.8.4. Resveratroliin hepatoprotektif aktivitesi

Karaciger stellat hiicrelerinin  aktivasyonunu engelleyen bir bilesigin
fibrojeneziside engelleyebilecegi diisiincesiyle, RES’ in stellat hiicre proliferasyonu
tizerine olan etkisi arastirilmis ve sonug¢ olarak RES’ in, sinyal ileti yolagini ve hiicre
protein dongiisii ekspresyonunu inhibe ederek, stellat hiicrelerinin aktivasyonunu

engelledigi bildirilmistir (37).

2.9. e-Viniferin

Sekil 18. Resveratrol ve epsilon viniferin’in molekiiler yapisi (98).

29


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/17/Resveratrol.svg

Resveratroliin dehidromeri olan e-viniferin oksidatif prosesler ile resveratrolden
tiremistir (Sekil 18). Kapali formiilii e-viniferin CygHz0¢ dir. e-viniferin igerigi
resveratoliin iceriginden ¢ok daha gilicli olmasma ragmen henliz tam olarak
incelenmemistir. Resveratrol ve e-viniferini de i¢eren oligomerleri insan kolon kanser
hiicreleri, insan hepatoma HepG2 hiicresi ve 16semi hiicreleri gibi kanser hiicrelerinde
anti-proliferatif ve pro-apoptotik etki gosterdigi ileri siiriilmiistiir. e-viniferin’ in ayrica
in vitro olarak resveratrolden daha gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahip oldugu rapor
edilmistir (98, 134).
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Bu calisma Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali

Aragtirma Hiicre Kiiltlirii Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Hiicre hattinin temini

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1 HepG2, DSMZ (Deutsche Sammlung von.
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) hiicre kiiltiirii bankasmin ¢ogaltarak -192 °C’

de azot tankinda stokladig1 kanser hiicre hatlarindan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

DMEM : Sigma
Fetal Bovine Serum : Biochrom AG
PBS (Phosphate Buffered Saline) : Sigma
Tripsin-EDTA : Fluka
Penisilin-Streptomisin Soliisyonu : Gibco
Sodyum Bikarbonat (NaHCO53) : Sigma
Tris HCI : Sigma
H,0; : Merck
Kloroform : Merck
Metanol : Merck
Vinkristin siilfat . Sigma
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e-Viniferin : Actichem

Etoposit : Sigma

Rediikte Glutatyon Kiti : The Chemicon
Stiperoksit Dismutaz Kiti : Cell Biolabb
Lipid hidroperoksid Kiti : Cayman
Chemical Company Filtre (0.22 uM milipor) : Sartorius
Kiiltir Plakasi (96 kuyucuklu) : Greiner bio-one
Mikropipet ucu (10, 200, 1000 pl) : Gilson
Santrifiij Ttpleri (15, 50 mL) - Isolab

Hiicre Kiiltiir Flask1 (25 cm? lik) : Greiner bio-one
Hiicre Kiiltiir Flask1 (75 cm? lik) : Greiner bio-one
Otomatik Pipet6r (20, 100, 1000, 5000 ul) : Gilson

Steril otomatik mikropipet ucu (100, 200, 1000, 5000 ul)  : Gilson

Pipetman Ultra Multichannel (8X300) : Gilson
96 kuyucuklu, diiz tabanli, steril plaka : Greiner
Thoma Lam : Isolab

3.1.3. Kullanilan cihazlar

Laminar flow steril giivenlik kabini : Holten

S1vi azot tanki : Taylor-Wharton
COy’ li Inkiibator : Sanyo MCO-18AIC
Hava sterilizasyon cihaz1 : Airsopure
Sterilizator : Niive EN 500
Inverted mikroskop : Olympus
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Inverter 151k mikroskop
Santrifiij

Eppendorf santrifiij

Yiiksek hizli, sogutmali santrifiij
ELISA mikroplate okuyucu
Flourometre

Sonicator

Hassas terazi

Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C)
Etiiv

Otoklav

Saf su cihazi

Isitmal1 su banyosu
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: Heraus Megafuge
: Eppendorf

: Heraeus

: Biotek

: Leica DMI 400

: Sonics

: Ohaus

: Bosch

: Liebherr Medline
: Niive FN 500

: ALP

: Niive

: Niive 302



3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Kiiltiirit uygulamalart

e Hiicre hatlarinin stoktan ¢ikarilmast

-192 °C siv1 azot tankinda bulunan HepG?2 hiicreleri tanktan ¢ikarilir. Steril kabin
icerisinde, oda sicakliginda, igerigi tamamen eriyince %10 FBS iceren DMEM besiyeri
icine aktarilarak, 1000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda siipernatant
kismi atilir ve dipte kalan pellette ki hiicreler yeni besiyeri iginde siispanse edilerek
kiiltiir flasklarina alinip ve 37 °C’de %5 CO; igeren inkiibatorde kiiltiire edilir.

e Hiicre hatlarinin pasajlanmast

HepG2 hiicreleri flaskin yiizeyini tamamen kapladiklar1 zaman flask igindeki
besiyerleri bir pipet yardimiyla uzaklastirilir. Bu hiicre hatlarmin yiizeyleri PBS ile
yikanir ve daha sonra 1x tripsin/EDTA soliisyonu konularak yapisan hiicre hatlarinin
flasktan kalkmasi saglanir. Tripsinin hiicrelere zarar vermesini engellemek igin hiicreler
kalktiktan sonra yeni besiyeri konularak 1000 rpm’ de 5 dk santriflij edilir. Bu siire
sonunda siipernatant kisim atilir ve iireyen hiicrelerin miktarina gore hiicreler flasklara

boluniir.

e Hiicre hatlarinin stoklanmasi

Cogalan hiicreler PBS ile yikandiktan sonra 1x tripsin/EDTA soliisyonu
yardimiyla kaldirilip besiyeri eklenip, 1000 rpm’ de 5 dk santriflij edilir. Santrifiij
sonrasinda pellet {izerine her bir karyotiip i¢in 1800 pl hiicre besiyeri konulup, 30 dk
buz iizerinde bekletilir ve 30 dk sonra her bir karyotiipe 200 pl DMSO ¢ozeltisi ilave
edilip karyotiipler -20 °C’ye kaldirilir. 2 saat sonrasinda karyotiipler sivi azot tankina

yerlestirilerek stoklama islemi tamamlanir.
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3.2.2. HepG?2 hiicre sayimi

Hiicreleri deneye hazirlamak icin, yiizeyi tamamen HepG2 hiicreleri ile kaplanmig
olan flask steril kabine alinir. 1x tripsin/EDTA ile yiizeyden tamamen ayrilan hiicrelere
besiyeri eklenerek 1000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilir. Santrifiijden hemen sonra
siiparnatant atilir ve pelletin lizerine 1 ml besiyeri eklenir. Pipetleme teknigi ile
tekrardan siispanse hale gelen hiicrelerden 10 pl ¢ekilerek thoma lama yayilir. Thoma
lamida bulunan 16 biiyiik kareden birbirine uzak 3 kare segilir ve bu karelerdeki
hiicreler sayilip aritmetik ortalamasi alinir. A X SF X 10 formiilii ile 1 ml’ de ki hiicre

sayis1 belirlenir.
A: 16 biiyiik karede sayilan hiicre adeti
SF: Seyreltme Faktorii

10* 0,1 mm* deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya doniistirmek ve standart

sonug elde etmek i¢in kullanilan bir degismez.

Her bir petri kabima 1 x 10° tane hiicre ekilir ve toplam hacim 3 ml olacak sekilde

besiyeri konulur.

3.2.3. e-viniferin, vinkristin siilfat, vinkristin siilfat + e-viniferin ve etoposit

maddelerinin 1Cso ve %80 canlilik degerleri

Bu calismada, Anadolu Universitesi Eczaciik Fakiiltesi Biyokimya A.B.D
laboratuvarmda A.U.BAP/090306 nolu ‘Hepatoseliiler Karsinomada Oksidatif Stres ve
Apoptoz’ baglikli proje geregince daha dnceden MTT yontemi ile Olgiilerek tespit
edilmis olan degerler kullanilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. HepG2 hiicreleri i¢in vinkristin siilfat, e-viniferin, etoposit ve kombinenin (vinkristin siilfat + ¢-
viniferin) 24 saatlik 1Csq ve %80 hiicre canliligmdaki dozlari

Maddeler (uM) 1Csq % 80

Vinkristin stilfat 52,5 uM 6 UM

e-viniferin 98,3 uM 80 uM

Etoposit 55 uM 7 uM

Vinkristin siilfat + e-viniferin | (11,25 uM + 15,8 uM) (3,63 uM + 3,75 uM)

3.2.4. HepG2 hiicrelerinin zamana ve doza bagimli madde uygulamalart

Bu calismanin 1. asamasinda, deneye almmak {izere stoktan g¢ikarilan HepG2
hiicreleri gerekli sayiya ulastiktan sonra e-viniferin, vinkristin siilfat, vinkristin stilfat +
e-viniferin ve etoposit maddelerinin Tablo 1’ de verilmis olan ICs ( yiiksek doz) ve %80
canlilik dozlar1 (diisik doz) ile 3, 6 ve 24 saat kontrol grubuna karsi inkiibe
edilmislerdir. Etoposit, yaygin kullanilan bir kemoterapdtik ajan oldugu i¢in, biitiin

deney asamalarinda vinkristin siilfat i¢in kontrol grubu olarak kullanilmustir.

e 1. asama i¢cin maddeler ile inkiibe edilen ¢caligma gruplari;

1- Maddesiz kontrol gubu (K)

2- Diisiik doz (80 uM) e-viniferin grubu (dVNF)

3- Yiiksek doz (98,3 uM) e-viniferin grubu (yVNF)

4- Diisiik doz (6 uM) vinkristin siilfat grubu (dVCR)

5- Yiiksek doz (52,5 uM) vinkristin stilfat grubu (yVCR)

6- Diisiik doz (7 uM) etoposit grubu (dETO)

7- Yiiksek doz (55 uM) etoposit grubu (YyETO)

8- Diisiik doz (3,63 uM VCR + 3,75 uM e-vnf) kombine grubu (d(VCR+VNF))
9- Yiiksek doz (11,25 uM VCR + 15,8 uM e-vnf) kombine grubu (y(VCR+VNF))
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Calisgmanin 2. agamasinda, c¢aligmanin birinci agamasinda oldugu gibi stoktan
cikarilan HepG2 hiicreleri gerekli sayiya ulastiktan sonra e-viniferin, vinkristin siilfat,
vinkristin siilfat + e-viniferin ve etoposit maddelerinin 1Cso ve %80 canlilik dozlar1 ile 3,
6 ve 24 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon isleminden sonra hiicre gruplarina, e-
viniferinin tek basma ve vinkristin siilfat ile birlikte kombine uygulamasinin, digsal
kaynakli oksidatif stres ortamina karst HepG2 hiicre hattinda ki olas1 koruyucu etkisini
incelenmek igin besiyerine 500 pM H»0, eklenerek 37 °C, %5 CO; igeren inkiibatorde
1 saat daha inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Bu asamada 1. asamada kullanilan madde
gruplarina ek olarak, H,O,’ nin hiicresel lipid peroksidasyonu, SOD aktivasyonu ve
indirgenmis glutatyon diizeylerine olan dogrudan etkisini incelemek ve maddelerin
koruyucu 6zelliklerini gozlemlemek igin besiyerine sadece 500 uM H,O, eklenilen ve
37 °C’ de 1 saat inkiibasyona birakilan bir baska kontrol grubu daha kullanilmigtir. Bu
grup H,02-Kontrol grubu (H,02-K grubu) olarak adlandirilmistir.

3.2.5. H,0; ile indiikleme islemi

Hiicreler belirlenen zaman aralig1 ve madde miktarlariyla inkiibe edildikten sonra
hiicre besiyeri pipetorle ¢ekilip atilir, hiicreler 1x PBS ile yikanir ve yeni 3 ml’ lik
besiyeri eklenir. Daha sonra her bir pedri kabma 150 pl 500 uM H,O; eklenerek 37 °C,
%5 CO; igeren inkiibatorde tekrardan 1 saat inkiibasyona birakilir.

3.2.6. Lipid peroksidasyon (LPO) ol¢iimii

LPO o6lgiimleri ‘Cayman’s Lipid Hidroperoksit Deney Kit’i kullanilarak Bio-Tek
ELx-800 mikroplate okuyucuda 6l¢iilmiistiir.

‘Cayman’s Lipid Hidroperoksit Deney Kit’ inin prensibi; hidroperoksitlerin

ferroz-demir (Fe*) ile reaksiyona girmesiyle reaksiyon boyunca olusan ferri-demir

(Fe**) in tiyosiyanat iyonu kullanilarak (kromojen olarak) 6l¢iimiine dayanmaktadir.
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ROOH + Fe** __, RO* + Fe*
RO®* + Fe** + H" _, ROH + Fe*
Fe** + B5SCN —» Fe(SCN)s*

Amax: 492 nm  &: 16,667 Micm™®

e LPO élciim yontemi;

9 petri kabmm her birine 1x 10° tane hiicre ekilir. Zamana ve doza bagimli olarak
hiicreler maddeler ile inkiibe edilir. Kontrol grubuna herhangi bir madde uygulanmaz.
Madde inkiibasyonundan sonra petrilerdeki besiyeri ¢ekilip 2 ml soguk HPLC grade su
eklenir, hiicreler ayr1 ayr1 kauguk kaziyici ile toplanarak sonikatorde sonike edilir.
Sonike edilen hiicrelerden 500 pl cam test tiipiine aktarilir. 500 ul Extract R saturated
methanol her tiipe eklenip vortekslenir. Uzerlerine 1 ml soguk kloroform eklenip
tekrardan vortekslenir. Karisimlar 1500 g’ de 5 dk 0 °C’ de santrifiij edilir. Santrifiijden
sonra buza yerlestirilen tiiplerin dibindeki kloroform tabakasi pastor pipetle dikkatle
toplanip (yaklasik 600 ul) baska bir cam test tiipiine aktarilir tekrardan buza yerlestirilir.
Toplanan kloroformlardan 500 pl yeni bir cam tiipe alinip iizerine 450 pl kloroform-
methanol ¢6zeltisi ilave edilir. FTS Reagent 1 ve FTS Reagent 2’ den esit hacimlerde
karistirtlarak hazirlanan kromojen solusyonundan 50 pl her tipe eklenir. Oda
sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 492 nm’ de mikroplate okuyucuda 6l¢tim yapilir.
Olgiilen absorbans sonuglar1 standart grafiginde degerlendirilerek &rneklerdeki

hidroperoksit konsantrasyonlari (umol) bulunur.
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LPO Standart Grafigi
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Grafik 19: LPO standart grafigi

Ornek tiiplerindeki LPO degerleri hesaplamasi (nmol): (6rnek absorbansi — y-intercept)

egim

3.2.7. Siiperoksit dismutaz (SOD) élciimii

SOD ol¢iimleri ‘Cell Biolabb Siiperoksit Dismutaz Deney Kit’ 1 kullanilarak Bio-
Tek ELx-800 mikroplate okuyucuda 6l¢iilmiistiir.

Cell Biolabb Siiperoksit Dismutaz Deney Kit’ inin prensibi; ksantin/ksantin

oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksit anyonlarinin kromojen soliisyonu ile dlgiimiine
dayanir. Siiper oksit anyonlar1 dolayli yoldan SOD aktivasyonu olarak 6l¢iiliir. SOD
enziminin varliginda siiperoksit anyon konsantrasyonu azalir ve daha disiik

kolorimetrik sinyal ile sonuglanir (180).
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Sekil 19. SOD deney prensibi

e SOD élciim yontemis;

9 petri kabmm her birine 1x 10° tane hiicre ekilir. Zamana ve doza bagimli olarak
hiicreler maddeler ile inkiibe edilir. Kontrol grubuna herhangi bir madde uygulanmaz.
Madde inkiibasyonundan sonra her bir gruptaki hiicreler 5 ml soguk 1x PBS ile yikanir.
500 pl 1x Hiicre lizis tamponu her petri grubuna ilave edilir ve buzda 10 dk’ lik
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra hiicreler kauguk bir kaziyic1 ile ependorf
tiiplerine toplanir. Epondorflar 4 °C* de 10 dk 12000 g’ de santrifiij edilir. Toplanan
hiicre lizatlar1 yeni ependorf tiiplerine transfer edilir. 96 kuyucuklu tabakalar igerisine
50 ul SOD lizat1, 5 pl ksantin soliisyonu, 5 pl kromojen soliisyonu, 10 ul 10 x SOD
analiz tamponu ve 20 pl deiyonize su ilave edilir. Son olarak 1 x Analiz tamponuyla
ksantin oksidaz 1:10 oraninda diliie edilerek her kuyucuga 10 ul ilave edildi ve iyice
karstiriir. 37 °C* de 1-2 saat inkiibe edilir. Mikroplate okuyucuda 490 nm’ de optik

dansitesi okunarak Sl¢tim yapilir.

SOD Aktivasyonu (%): (ODys; - ODgmer) / (ODysr) X 100

3.2.8. Rediikte glutatyon (GSH) ol¢iimii

GSH olgiimleri ‘Chemicon Glutatyon (GSH) Olgiim Kit® i kullanilarak

fluorometre cihazinda ¢alisilmistir.
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Chemicon Glutatyon (GSH) Olgiim Kit’ inin prensibi; GSH i¢in yiiksek afiniteye sahip
olan monoclorobiman (MCB) hiicreler ile inkiibe edilir ve glutatyonun tiyol gruplarina

baglanarak mavi 1s1ma yapar. Fluorometre kullanilarak bu 1s1ma kolaylikla 6lgiiliir.

' L#]
Glutalhione [—SH
0] ] CH
HC 0 CHy . HaC . 5

CH,C

MCB MCEB-glulathione conjugate
{nonflucrescent) Hgnaliam = JB0V461 nm

Sekil 20. GSH deney prensibi

e GSH olciim yontemi;

9 petri kabinin her birine 1x 10° tane hiicre ekilir. Hiicreler zamana ve doza
bagimli olarak maddeler ile inkiibe edilir. Kontrol grubuna herhangi bir madde
uygulanmaz. Madde inkiibasyonundan sonra her bir gruptaki hiicreler 5 ml soguk 1 x
Yikama Soliisyonu ile yikanir. Petri kaplar1 buza yerlestirilir. Yikama soliisyonu
cekildikten sonra kaplara 1 ml soguk 1 x hiicre lizis Tamponu eklenir. 10 dk buzda
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra hiicreler kaucuk bir kaziyici ile kazmip
ependorf tiiplerine toplanir. 4 °C” de 10 dk 12000 g’ de santrifiij edilir. Toplanan hiicre
lizatlar1 yeni ependorf tiiplere transfer edilir. Her bir tiipten 90 pl hiicre lizat1 ¢gekilerek
96 kuyucuklu tabakaya eklenir. Onceden hazirlanan MCB soliisyonundan 10 pl
cekilerek kuyucuklardaki toplam hacim 100 pl olacak sekilde tizerlerine eklenir ve 96
kuyucuklu tabaka karistirilir. 1 saat oda sicakliginda 1siktan uzak olarak inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra 460 nm filtreli flourometrede okuma yapilir. Sonuglar GSH

Standartma gore degerlendirilir.
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e GSH standart hazirlama

15 mg Glutatyon pozitif kontrol tartilip 1 ml 1x PBS ile ¢ozdiriilir (50mM). Bu
stok madde standart egriyi elde etmek i¢cin hemen kullanilir. 1x PBS kullanilarak 200
uM ve 8 mM konsantrasyon araliginda GSH soliisyonununun diliisyon serileri yapilir.
Her diliisyon serisinden 10 pl 96 kuyucuklu tabakaya transfer edilir. Uzerlerine 80 pl 1x
hiicre lizis tamponu ve 10 pl hazirlanan MCB solusyonundan eklenerek kuyucuklar
karistirilir. 1 saat oda sicakliginda 1siktan korunarak inkiibe edilir. 460 nm filtreli

fluorometrede okuma yapilir.

//1 20404,3

95733,3

Grafik 20: GSH standart grafigi

3.2.9. Istatistiksel analiz

Tiim absorbans sonuglari, SPSS 20 (Statistic Program for Social and Science) yazilim
programinda ve GraphPad Prism 5 programi i¢in ortalama + S.D olarak hesaplanmuistir.
Gruplarin karsilastirilmasinda istatistiksel farkliliklar tek yonlii (ANOVA) varyans

analizi, ¢oklu karsilastrmalarda ise LSD testi kullanilmistir.  Grafiklerin
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olusturulmasinda GraphPad Prism 5 programi kullanilmigtir. Anlamlilik degerleri;

p>0.05 istatistiksel fark yok, p<0.05" istatistiksel fark var olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Lipid Peroksidasyon (LPO) Diizeyleri

4.1.1. g-viniferinin tek basina ve vinkristin siilfat ile kombine uygulamasinin HepG?2

hiicrelerinde LPO diizeylerine dogrudan etkileri ( n= 6, ortalama + SD)

Farkli konsantrasyonlarda ki g-viniferin, vinkristin siilfat ve kombine uygulama
ile 3, 6 ve 24 saat inkiibasyona tabi tutulan HepG2 hiicrelerinin lipid peroksidasyon
diizeyleri ‘Cayman’s Lipid Hidroperoksit Deney Kit’i kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

4.1.1. 1. Maddelerin LPO diizeylerine karsit 3 saatlik etkileri

3 saat
15+

LPO ( p mol)
N
o
1

[
1

N A T & R
oY OT @Y Y o ST ¥ o
N\ QO &O Q/'\ Q\ Aé{ éQ &
RS < gé » K K\
© Xq’ XQ,
N
']‘:”Q \%ny?
N
(&

Grafik 1: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 3 saatlik doza
bagimli muamelelerinin LPO degerleri (umol).
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HepG2 hiicrelerinin vinkristin siilfat, e-viniferin maddelerinin ve kombine
uygulamalarimin diisiik ve yiiksek dozlar1 ile 3 saatlik inkiibasyonu sonrasinda
hiicrelerin LPO seviyelerinde K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05) (Grafik 1). Yaygin kullanilan bir kemoterapotik madde olan
Etoposit, biitiin deney asamalarinda ayr1 bir kemoterapdtik madde olan vinkristin siilfat
i¢in kontrol grubu olarak kullanilmustir. 3 saatlik 6l¢timiin, LPO standart egrisinden elde
edilen deney sonucglar1 Grafik 1’ de, sayisal degerleri Ek-1° de Tablo 2° de

gosterilmistir.

4.1.1.2. Maddelerin LPO diizeylerine karsit 6 saatlik etkileri
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Grafik 2: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 6 saatlik doza
bagimli muamelelerinin LPO degerleri (umol).

Inkiibasyon siiresinin iki katina ¢ikarilmasi ile HepG2 hiicrelerinin LPO seviyeleri
K grubuna gore artis gostermistir. Ancak bu artis, istatistiksel olarak anlamli olmadigi

gibi doza-bagimsiz olarak gerceklesmistir (p>0.05). 6 saatlik 6l¢iimiin LPO standart
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egrisinden elde edilen deney sonuglar1 Grafik 2’ de, sayisal degerleri EK-1" de Tablo 2’

de gosterilmistir.

4.1.1.3. Maddelerin LPO diizeylerine karsi 24 saatlik etkileri
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Grafik 3: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 24 saatlik doza
bagimli muamelelerinin LPO degerleri (umol).

a, p < 0.05 kontrole gore e-VNF (80puM)

24 saatlik madde inkiibasyonlarma bakildiginda, dVNF grubunda LPO seviyesi K
grubuna goére anlamli olarak artmustir (p<0.05). 24 saatlik Glgiimiin LPO standart
egrisinden elde edilen deney sonuglar1 Grafik 3’ te, sayisal degerleri Ek-1" de Tablo 2’

de gosterilmistir.
3, 6 ve 24 saatlik inkiibasyon siirelerinde d(VCR+VNF) ve y(VCR+VNF) gruplari

dVCR ve yVCR gruplariyla hemen hemen ayni LPO degerlerini gdstermistir ancak
sonuglar istatistiksel anlamlilik tasimamaktadir (p>0.05) (Ek-1 de Tablo 2).
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4.1.2. HepG?2 hiicrelerinde, &-viniferinin tek basina ve vinkristin siilfat ile
kombine uygulamasinin H,0; ile indiiklenen LPO diizeylerine karst Koruyucu etkisi (

n= 6, ortalama = SD)

Vinkristin stlfat, e-viniferin maddelerinin ve bu iki maddenin kombine
uygulamasinin HepG2 hiicrelerinde farmakolojik olarak olusturulmus oksidatif stres
ortamindaki LPO diizeylerine olan koruyucu etkileri ‘Cayman’s Lipid Hidroperoksit

Deney Kit’1 kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

4.1.2.1. Maddelerin H,0, ile indiiklenen LPO diizeylerine karsi 3 saatlik koruyucu

etkileri

3 saat
50+

40+

30 # i

20+

LPO (n mol)

Grafik 4: HepG?2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 3 saatlik doza
bagimli 6n muamelelerinin H,O; ile indiiklenen LPO degerleri (umol).

#, p < 0.05 kontrole gore H,0,
b, p < 0,05 H,0;,’ye gore VCR(11.25 pM) + &-VNF (15.8 uM) + H,0,
i, p<0,05H,0, ye gére VCR (6 uM) + H,0,
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H20,-K grubu, K grubuna gore LPO diizeyini 4,5 kat anlamli olarak arttirmistir
(p<0,05). Yiiksek doz madde uygulanan yVCR ve yVNF gruplarinda H,O.indiikli lipid
peroksidasyonuna karst anlamli bir koruyucu etki gozlenmezken, Yy(VCR+VNF)
grubunun LPO diizeyinde anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05). Diisikk dozlarda
maddeler ile inkiibe edilen HepG2 hiicrelerinin LPO seviyeleri H,O, varliginda
incelendiginde, dVCR grubu LPO artisin1 anlamli olarak engellemistir (p<0,05). dVNF
grubu H;0,-K grubuna gore herhangi bir koruyucu etki gostermemistir (p>0.05).
d(VCR+VNF) grubu ise dVCR grubuna goére LPO’yu arttirirken (p<0,05), H,0,-K
grubuna gore anlamli bir fark yaratmamistir (p>0.05). 3 saatlik 6l¢timiin, LPO standart
egrisinden elde edilen sonuglar1 Grafik 4’ te, sayisal degerleri Ek-1 de Tablo 2’ de

gosterilmistir.

4.1.2.2. Maddelerin H,0, ile indiiklenen LPO_diizeylerine karsi 6 saatlik koruyucu

etkileri

6 saat

501

40

304

20 -

LPO (pn mol)
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Grafik 5: HepG?2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 6 saatlik doza
bagimli 6n muamelelerinin H,O; ile indiiklenen LPO degerleri (umol).

#, p < 0.05 kontrole kars1
¢, p < 0,05 H,0, ye gore e-VNF (80 uM) + H,0,
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Inkiibasyon siiresi iki katina ¢ikarildiginda; H,0»-K grubu K grubu ile
karsilastirildiginda, hiicrelerin 1 saatlik H,O; ile inkiibasyonu LPO diizeyini yaklagik
3,6 kat anlamli olarak arttirmustir (p<0,05). YVNF grubu H;O; ile indiiklenen LPO
artigina anlamli bir koruyucu etki gostermezken (p>0.05), dVNF grubu H,0, ile
indiiklenen LPO’ yu H,0,-K grubuna goére anlamli olarak engellemistir (p<0,05). yVCR
grubu ile y(VCR+VNF) grubu H,0; ile indiiklenen LPO artisin1 H,0,-K grubuna goére
engellenmistir ancak degerlerde istatistiksel anlamlilik gézlenmemistir (p>0.05).

dVCR grubu H20; ile indiiklenen H20,-K grubuna gére LPO degerinde koruyucu
bir etki gostermezken, e-viniferin ile kombine uygulandiginda (d(VCR+VNF)) dVCR
gruba gore LPO’ yu anlaml olarak engellemistir (p<0,05). 6 saatlik 6l¢iimiin, LPO
standart egrisinden elde edilen sonuglar1 Grafik 5° de, sayisal degerleri EK-1" de Tablo

2’ de gosterilmistir.

4.1.2.3. Maddelerin H,O; ile indiiklenen LPO diizeylerine karsi 24 saatlik koruyucu

etkileri

24 saat

501+

LPO (pu mol)

Grafik 6: HepG?2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 24 saatlik doza
bagimli 6n muamelelerinin H,O; ile indiiklenen LPO degerleri (umol).
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#, p < 0,05 kontrole karst H,O,
d, p < 0,05 H,0, "ye gére e-VNF (98.3 uM) +H,0,;
e, p < 0,05 H,0, ye gore VCR (3.63 uM) + e-VNF (3.75 uM) + H,0,

HepG2 hiicrelerinde disaridan olusturulmus oksidatif stres ortamma karsi
maddelerin hiicresel LPO degisikligine olan 24 saatlik koruyucu etkilerini incelemek
icin kurulan H,O,-K grubunda LPO degeri K grubuna goére 1,2 kat anlamli olarak
artmustir (p<0.05). YVNF grubu lipid peroksidasyonunu H,0,-K grubuna gore anlamli
olarak daha da indiiklenmistir (p<0.05). y(VCR+VNF) grubu H,0,-K gruba gore lipid

peroksidasyonunda herhangi bir koruyucu etki gostermemistir (p>0.05).

Diisiik doz uygulamalarda, dVCR ve dVNF gruplar1 24 saatlik inkiibasyonda
H,0,-K grubuna gore anlamli bir degisiklik géstermezken, bu iki maddenin kombinesi ile
olusturulan d(VCR+VNF) grubu H;0,-K gruba gore LPO’ yu yaklasik 0,6 kat arttirict
etki gostermistir (p<0.05). 24 saatlik 6l¢iimiin, LPO standart egrisinden elde edilen
deney sonuglar1 Grafik 6’da, sayisal degerleri de Ek-1" de Tablo 2’de gosterilmistir.

4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivasyonu

4.2.1. e-viniferinin tek basina ve vinkristin siilfat ile kombine uygulamasinin HepG?2
hiicrelerinde SOD diizeylerine dogrudan etkileri ( n= 2, ortalama = SD)

Vinkristin stilfat, e-viniferin ve bu iki maddenin kombinesinin HepG2
hiicrelerinde SOD aktivasyonuna olan dogrudan etkileri ‘Siiperoksit Dismutaz Aktivite

Deney Kit’i kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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4.2.1.1. Maddelerin SOD aktivasyonuna karsi 3 saatlik etkileri
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Grafik 7: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, -viniferin ve kombine uygulamanin 3 saatlik
doza bagimli muamelelerinin SOD Aktivasyonu sonuglart (%)

f, p < 0,05 kontrole gére VCR (52.5 pM)

3 saatlik inkiibasyonda, YVCR grubu ve YyVNF grubu hiicresel SOD
aktivasyonunu K grubuna gore azaltmustir ancak bu iki gruptan yalnizca yVCR
grubunda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik goézlemistir (p < 0.05).
y(VCR+VNF) grubunun uygulandigi hiicre hattinda SOD aktivasyonu K gruba goére
herhangi bir anlamlilik géstermemistir (p>0.05), ancak y(VCR+VNF) grubunun yiiksek
doz maddeler ile muamele edilen diger gruplara gore hiicresel SOD aktivasyonunu
arttirdigi gézlenmistir. Bu artig yalnizca yYVCR grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
anlamlilik gostermistir (p<0.05). Diisiik doz madde uygulamalarinda SOD aktivasyonu
kontrol grubu ile kiyaslandiginda herhangi bir istatistiksel anlamlilik gézlenmemistir
(p>0.05). 3 saatlik 6l¢iimiin 490 nm’ deki absorbans degerlerinin SOD aktivasyon (%)
esitligindeki sonuglar1 Grafik 7° de, sayisal verileri EK-2’ de Tablo 3’ te gosterilmistir.
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4.2.1.2. Maddelerin SOD aktivasyonuna karsi 6 saatlik etkileri
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Grafik 8: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, -viniferin ve kombine uygulamanin 6 saatlik doza
bagimli muamelelerinin SOD Aktivasyonu (%) sonuglari

g, p < 0,05 Kontrole gére VCR (11.25 uM) + &-VNF (15.8 uM)
h, p < 0,05 Kontrole gére VCR (3.63 uM) + &-VNF (3.75 uM)

Inkiibasyon siiresi iki katma ¢ikarildiginda; yYWCR ve yVNF gruplar1 3 saatlik
inkiibasyonlarina paralel etki gostererek SOD aktivasyonunu K grubuna gére azaltmustir
ancak degerlerde anlamlilik gozlenmemistir (p>0,05). y(VCR+VNF) grubu 6 saatlik
inkiibasyonda SOD aktivasyonu K grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0,05).
dVCR ve dVNF gruplar1 K grubuna gore SOD aktivasyonunda anlaml bir degisiklik
gostermezken, d(VCR+VNF) grubu SOD aktivasyonunu K grubuna gore anlamli olarak
azaltmistir (p<0.05). 6 saatlik Olglimiin 490 nm’ deki absorbans degerlerinin SOD
aktivasyon (%) esitligindeki sonuglar1 Grafik 8 de, sayisal verileri Ek-2’ de Tablo 3’ te

gosterilmigtir.
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4.2.1.3. Maddelerin SOD aktivasvonuna karsi 24 saatlik etkileri
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Grafik 9: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 24 saatlik doza
bagimli muamelelerinin SOD Aktivasyonu (%) sonuglari

g, p < 0,05 Kontrole gére VCR (11.25 uM) + e-VNF (15.8 uM)
h, p < 0,05 Kontrole gore VCR (3.63 uM) + &-VNF (3.75 uM

24 saatlik inkiibasyonda YVCR grubu K grubuna gore anlamli bir degisiklik
gostermezken, YVNF grubu K grubuna gére SOD aktivasyonunu yar1 yariya azaltarak
istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermistir (p<0.05). y(VCR+VNF) grubu yVNF
grubuna paralel bir etki gostererek SOD aktivasyonunu anlamli olarak azaltmistir
(p<0.05). Maddelerin diisik doz uygulamalarinin sonuglar1 yiiksek doz uygulama
sonuglar1 ile paralellik gostermistir. dVNF grubu ve d(VCR+VNF) grubu K grubu ile
mukayese edildiginde SOD aktivasyonu anlamli olarak azalmistir (p<<0.05). 24 saatlik
Olclimiin 490 nm’ deki absorbans degerlerinin SOD aktivasyon (%) esitligindeki
sonuglar1 Grafik 9 da, sayisal verileri de Ek-2" de Tablo 3’ te gosterilmistir.
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4.2.2. HepG2 hiicrelerinde, e-viniferinin tek basina ve vinkristin siilfat ile kombine
uygulamasinin H>O; ile indiiklenen SOD aktivasyonuna karst koruyucu etkileri ( n=
2, ortalama + SD)

H,0; ile indiiklenmis HepG2 hiicrelerinde ki SOD aktivasyonuna karsi vinkristin
stilfatin, e-viniferinin ve kombine uygulamanin koruyucu etkilerine bakmak igin

‘Stiperoksit Dismutaz Aktivite Deney Kit’ 1 kullanilmastir.

4.2.2.1. Maddelerin H,0; ile indiiklenen SOD aktivasyonuna karsi 3 saatlik koruyucu

etkileri

3 saat
150 =

100

SOD Aktivasyonu (%)
g
1

Grafik10: HepG?2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 3 saatlik doza
bagimli muamelelerinin H,0O; ile indiiklenen SOD aktivasyonuna kars1 koruyucu degerleri (%)

#, p < 0.05 kontrole kars1 H,O,
¢, p < 0,05 H,0, ye gore e-VNF (80uM) + H,0,
d, p < 0,05 H,0, ye gore e-VNF (98.3 uM) + H,0,

H.O, ile indiiklenen SOD aktivasyonunda vinkristin siilfat, e-viniferin ve
kombinenin diisiik ve yiiksek dozda ki 3 saatlik koruyucu etkilerini inceledigimizde;

H»0,-K grubunda SOD aktivasyonu K grubuna gore yaklasik 1,2 kat anlamli olarak
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artmustir (p<0,05). YWNF grubu H;0,-K grubuna gére SOD aktivasyonunu anlamli
olarak daha da arttrmustir (p<0,05). y(VCR+VNF) grubu ise H;O,-K grubuna gore
SOD aktivasyonunda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte azaltic1 bir etki

gostermistir (p>0,05).

Maddelerin ayr1 ayr1 ve kombine olarak diisik doz uygulamalarinda SOD
aktivasyonunun H,0,-K grubuna gore arttigi gézlenmistir ancak yalnizca dVNF
grubunda istatistiksel anlamlilik gézlenmistir (p <0,05) (Grafik 10). 3 saatlik 6l¢iimiin
490 nm’ deki absorbans degerlerinin SOD aktivasyon (%) esitligindeki sonug¢larinin

sayisal verileri EK-2’ de Tablo 3’ te gésterilmistir.

4.2.2.2. Maddelerin H,0; ile indiiklenen SOD aktivasyonuna karsi 6 saatlik koruyucu

etkileri

6 saat

150+

100+

SOD Aktivasyonu (%)

Grafik 11: HepG?2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 6 saatlik doza
bagimli muamelelerinin H,O; ile indiiklenen SOD aktivasyonuna kars1 koruyucu degerleri (%)

#, p < 0.05 kontrole kars1 H,O,
i, p<0,05H,0, ye gére VCR (6 uM) + H,0,
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H20,-K grubunda SOD aktivasyonunun K grubuna gore yaklasik 2,6 kat anlamli
olarak arttig1 gdzlemistir (p<0,05). Inkiibasyon siiresini iki katma g¢ikarttigimizda,
YVCR grubu SOD aktivasyonunu baskilayici etki gostermistir ancak deger istatistiksel
olarak anlamlilik tagimamaktadir (p>0,05). YVNF grubu ve d(VCR+VNF) grubu SOD

aktivasyonu i¢in herhangi bir koruyucu etki gostermemistir (p>0,05).

dVCR ve dVNF gruplarinda SOD aktivasyonunu H,0,-K grubuna gore azalmistir
ancak yalnizca dVCR grubunda istatistiksel anlamlilik gozlenmistir (p<0,05).
d(VCR+VNF) grubu H;0,-K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir etki
gostermemistir (p>0,05). 6 saatlik 6l¢iimiin 490 nm’ deki absorbans degerlerinin SOD
aktivasyon (%) esitligindeki sonuglar1 Grafik 11° de, sayisal verileri Ek-2’ de Tablo 3’

te gosterilmistir.

4.2.2.3. Maddelerin H,0; ile indiiklenen SOD aktivasyonuna karsi 24 saatlik koruyucu

etkileri
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Grafik 12: HepG?2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin 24 saatlik
doza bagimli muamelelerinin H,0O; ile indiiklenen SOD aktivasyonuna karsi koruyucu degerleri (%)
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b, p < 0,05 H,0,’ye gére VCR(11,25 uM) + &-VNF (15,8 uM) + H,0,
¢, p < 0,05 H,0, ye gore e-VNF (80uM) + H,0,

d, p < 0,05 H,0, "ye gore £-VNF (98.3 uM) + H,0,

e, p < 0,05 H,0, ye gore VCR (3,63 uM) + e-VNF (3,75 uM) + H,0,

24 saatlik uygulamalar i¢in kurulan deneyde, H,0,-K grubu olmasi planlanan
hiicre grubunun 500 uM H,O; ile 1 saat 37 °C’ de inkiibasyonu SOD aktivasyonunu K
grubuna gore arttirmistir ancak deger istatistiksel olarak anlamlilik tasimamaktadir
(p>0,05). 24 saatlik ¢aligmada, diisiik ve yiiksek dozlarda VCR ile 6n muamele H,O,-K

grubuna gére SOD aktivasyonunu anlamli olarak azaltmistir (p<0,05).

YVNF grubu yalnizca K grubuna goére SOD aktivasyonunu anlamli olarak
arttirken (p<0,05), dVNF grubu hem K grubuna goére hem de H,0,-K grubuna goére
SOD aktivasyonunu anlamli olarak arttrmistir (p<0,05). Bu iki maddenin kombine
uygulamasi ise hem yiikksek hem de diisiik dozlarda dVNF grubu ile paralellik
gostererek SOD aktivasyonunu iki kontrol grubuna gore de anlamli olarak arttirmistir
(p<0,05). 24 saatlik 6lgtimiin 490 nm’ deki absorbans degerlerinin SOD aktivasyon (%)
esitligindeki sonuglar1 Grafik 12’ de, sayisal verileri Ek-2” de Tablo 3’ te gosterilmistir.

4.3. indirgenmis Glutatyon (GSH) Diizeyleri

4.3.1. Vinkristin siilfat, e-viniferin maddelerinin ayri ayri ve kombine uygulamasinin
HepG?2 hiicrelerinde intraseliiler GSH diizeylerine dogrudan etkileri (n= 3, ortalama
+S5D)

Vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombine uygulamanin HepG2 hiicrelerindeki
intraseliiler GSH diizeylerine dogrudan etkileri ‘The Chemicon Glutatyon Olgiim Kit’i

kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

57



4.3.1.1. Maddelerin intraseliiler GSH diizevlerine karsi 3 saatlik etkileri
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Grafik 13: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombinenin 3 saatlik doza bagimli
uygulamalarinin intraseliiller GSH diizeyine kars1 dogrudan etkileri (mM).

a, p < 0.05 Kontrole gore £-VNF (80uM)
h, p < 0,05 Kontrole gére VCR (3.63 uM) + &-VNF (3.75 uM)
J, p < 0,05 Kontrole gore e-VNF (98.3 uM)

yVCR grubu 3 saatlik inkiibasyonda K gruba gore intraseliiler GSH diizeyinde
anlamli bir degisiklik gostermezken (p>0,05), yVNF grubu GSH diizeyini 1,8 kat
anlamli olarak artrmustir (p<0,05). Y(VCR+VNF) grubu ise bu iki maddenin tek
baglarma uygulandiklari yYWCR ve yVNF gruplarma gére GSH diizeyini azaltmistir
ancak bu azalis yalnizca yVNF grubuna gore anlamlilik yaratmustir (p<0,05).

dVCR grubu GSH diizeyi K grubuna gore herhangi bir degisiklik yaratmazken,
dVNF grubu GSH diizeyini K grubuna goére 1,1 kat anlamli olarak arttirmistir (p<0,05).
d(VCR+VNF) grubu GSH diizeyini K grubuna gore anlamli olarak arttrmistir (p<0,05).
3 saatlik dl¢cimiin GSH standart egrisinden elde edilen deney sonuglar1 Grafik 13° te,
sayisal degerleri EK-3’ te Tablo 4’ te gosterilmistir.
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4.3.1.2. Maddelerin intraseliiler GSH diizevlerine karsi 6 saatlik etkileri

6 saat
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Grafik 14: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombinenin 6 saatlik doza bagimli
uygulamalarinin intraseliiller GSH diizeyine kars1 dogrudan etkileri (mM).

a, p < 0.05 Kontrole gore e-VNF (80uM)
h, p < 0,05 Kontrole gére VCR (3.63 uM) + &-VNF (3.75 uM)

yVCR grubu 6 saatlik inkiibasyonda intraseliiler GSH diizeyinde anlaml1 bir etKki
gostermemistir (p>0,05). dVCR, dVNF ve yVNF gruplar1 K grubuna gore hiicresel
GSH diizeyini arttirict etki gostermistir ancak yalnizca dVNF grubunda ki artig K
grubuna gore istatistiksel anlamlilik tasimaktadir (p<0,05). y(VCR+VNF) grubu GSH
diizeyini hem yVCR hem de yVNF grubuna gore azaltmustir, bu azalis yVNF grubuna
gore anlamli olmasina ragmen (p<0,05) K grubuna ve yVCR grubuna gore anlamlilik
tagimamaktadir (p>0,05). d(VCR+VNF) grubu dVNF grubu ile paralellik gdstererek
GSH diizeyini K grubuna gére anlamli olarak arttirmustir (p<0,05). 6 saatlik 6lgimiin
GSH standart egrisinden elde edilen deney sonuglar1 Grafik 14’ te, sayisal degerleri Ek-
3’ te Tablo 4’ te gosterilmistir.
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4.3.1.3. Maddelerin intraseliiler GSH diizevlerine karsi 24 saatlik etkileri

24 saat
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Grafik 15: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombinenin 24 saatlik doza bagiml
uygulamalarinin intraseliiller GSH diizeyine kars1 dogrudan etkileri (mM).

a, p < 0.05 Kontrole gore e-VNF (80uM)
J, p < 0,05 Kontrole gore e-VNF (98.3 uM)

HepG2 hiicrelerini maddeler ile 24 saat inkiibe edildiginde K grubuna gore
kemoterapotik madde gruplarinin  GSH diizeylerinde anlamhi  bir degisiklik
gozlenmemistir (p>0,05). 24 saatlik inkiibasyonda K grubuna gére dVNF ve yVNF
gruplar1 birbiri ile ayni etkiyi gostererek GSH diizeyini anlamli olarak arttirmistir
(p<0,05).  y(VCR+VNF) grubu K grubuna gore GSH diizeyini arttrmustir ancak
istatistiksel olarak anlamlilik tagimamaktadir (p>0,05). y(VCR+VNF) grubu yVCR
grubu ile mukayese edildiginde ise GSH diizeyini anlamli olarak arttirmistir (p<0,05).

d(VCR+VNF) grubu yVCR grubu ile hemen hemen ayni etkiyi gostererek
hiicresel GSH diizeyini K grubuna gore azaltmistir ancak degerler istatistiksel olarak

anlamlilik tagimamaktadir (p>0,05). 24 saatlik Sl¢iimiin GSH standart egrisinden elde
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edilen deney sonuglari Grafik 15’ de, sayisal degerleri Ek-3° te Tablo 4’ te

gosterilmigtir.

4.3.2. HepG?2 hiicrelerinde, &-viniferinin tek basina ve vinkristin siilfat ile
kombine uygulamasinin H;0, ile indiiklenen GSH diizeylerine karst koruyucu

etkileri ( n= 3, ortalama + SD)

Farmakolojik olarak yaratilmis oksidatif strese maruz kalan HepG2 hiicrelerinde
ki GSH diizeylerine kars1 vinkristin siilfat, e-viniferin maddelerinin ve kombine
uygulamanin intraseliiler koruyucu etkileri ‘The Chemicon Glutatyon Olgiim Kit’ i

kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

4.3.2.1. Maddelerin H,0; ile indiiklenmis intraseliiler GSH diizeylerine karsi 3 saatlik

koruyucu etkileri

3 saat

(=N LA =g ]

Glutatyon (GSH) miM

Grafik 16: HepG2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, -viniferin ve kombinenin 3 saatlik doza bagimli 6n
muamelelerinin H,0; ile indiiklenmis intraseliiller GSH seviyelerine koruyucu etkileri (mM).

#, p < 0.05 kontrole kars1 H,O,
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b, p < 0,05 H,0,’ye gére VCR(11,25 uM) + &-VNF (15,8 uM) + H,0,
¢, p < 0,05 H,0, "ye gore e-VNF (80uM) + H,0,

d, p < 0,05 H,0, "ye gére e-VNF (98,3 uM) + H,0,

e, p < 0,05 H,0, ye gore VCR (3.63 uM) + &-VNF (3.75 uM) + H,0,

3 saatlik uygulamada, HepG2 hiicrelerinin 500 uM H0; ile tek basina 1 saatlik

inkiibasyonu GSH diizeyini K grubuna gére anlamli olarak arttrmustir (p<0,05). Biitiin

gruplarm yiiksek ve diisiik dozlar1 H,O; ile indiiklenmis intraseliiler GSH diizeyini hem

K grubuna gore hem de H,0,-K grubuna gore anlamli olarak azaltmistir (p<0,05). 3

saatlik olctimiin GSH standart egrisinden elde edilen koruyucu deney sonuglar1 Grafik

16’ da, sayisal degerleri Ek’ te Tablo 4’ te gosterilmistir.

4.3.2.2. Maddelerin H,0; ile indiiklenmis intraseliiler GSH diizeylerine karsi 6 saatlik

koruyucu etkileri
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Grafik 17: HepG?2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombinenin 6 saatlik doza bagimli 6n
muamelelerinin H,0; ile indiiklenmis intraseliiller GSH seviyelerine koruyucu etkileri (mM).

¢, p < 0,05 H,0, ye gdre e-VNF (80uM) + H,0,
d, p <0,05 H,0, ye gére e-VNF (98.3 uM) + H,0,
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6 saatlik madde uygulamalarmm sonuglarini incelemek igin kurulan kontrol
gruplarina baktigimizda; HO,-K grubunda GSH diizeyi K grubuna gore azalmistir
ancak istatistiksel anlamlilik gézlenmemistir (p>0,05). K grubuna gore dVCR ve yVCR
gruplart GSH diizeyinde anlamli bir fark yaratmazken, dVNF ve yVNF gruplari
intraseliiler GSH diizeyini her iki kontrol grubuna goére de anlamli olarak arttrmistir
(p<0,05). d(VCR+VNF) ve y(VCR+VNF) gruplar1 birbiri ile ayni etkiyi gostererek e-
viniferinin GSH diizeyini arttiric1 etkisini kontrol gruplarma yakin degerlerde anlamli
olarak azaltmistir (p<0,05). 6 saatlik Olctimiin GSH standart egrisinden elde edilen
deney sonuglar1 Grafik 17’ de, sayisal degerleri EK-3’ te Tablo 4’ te gosterilmistir.

4.3.2.3. Maddelerin H,0; ile indiiklenmis intraseliiler GSH diizeylerine karsi 24 saatlik

koruyucu etkileri
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Grafik 18: HepG?2 hiicre hattinda vinkristin siilfat, e-viniferin ve kombinenin 24 saatlik doza bagimli 6n
muamelelerinin H,O; ile indiiklenmis intraseliiler GSH seviyelerine koruyucu etkileri (mM).

¢, p < 0,05 H,0, ye gore e-VNF (80uM) + H,0,
e, p < 0,05 H,0, ye gore VCR (3.63 uM) + &-VNF (3.75 uM) + H,0,
i, p<0,05H,0, ye gore VCR (6 uM) + H,0,
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24 saatlik inkiibasyon i¢in kurdugumuz kontrol gruplarinda; H,0- ile indiikklenmis
kontrol grubu K grubuna gore intraseliller GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
bir fark yaratmamustir (p>0,05). yYWCR ve yVNF gruplari intraseliiler GSH diizeyine
kars1 anlamli bir etki gostermezken, Y(VCR+VNF) grubu iki kontrol grubuna goére de
GSH diizeyini anlamli olarak arttrmustir (p<0,05). dVCR grubu hem K grubuna gore
hem de H,0,-K grubuna gore GSH diizeyini anlamli olarak azaltmistir (p<0,05). dVNF
grubu iki kontrol grubuna gére de GSH diizeyini arttirmustir (p<0,05). d(VCR+VNF)
grubu antioksidan madde olan e-viniferin gruplar1 gibi intraseliiler GSH diizeyini her iki
kontrol grubuna gore de anlamli olarak arttirmistir (p<<0,05). 24 saatlik 6l¢limiin GSH
standart egrisinden elde edilen deney sonuglar1 Grafik 18’ de, sayisal degerleri EK-3’ te

ki Tablo 4’ te gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Primer karaciger kanseri diinyadaki en yaygim 5. kanser olup yilda yaklasik yarim
milyon insanin Oliimiinden sorumlu olan bir kanser tiridir (32). Karaciger
hiicrelerinden gelisen hepatoseliiler karsinom (HSK) primer karaciger kanserlerinin
%85-90’ m1 olusturmaktadir (140). HSK’ nin tedavisinde cerrahi tedavi, bolgesel kanser
tedavi, radioterapi ve kemoterapi kullanilmakla birlikte kesin bir tedavisi hala mevcut
degildir (63). Kemoterapi, kanser hiicresinin ¢ogalmasini dnleyen ve sitotoksik etkiyle
bu hiicreleri 6ldiiren kimyasal ajanlarla yapilan bir tedavi seklidir (127). Bu nedenle
sitotoksik veya antineoplastik olarak da adlandirilirlar. Cogu kemoterapotik ajan giiclii
hiicresel sitotoksisiteye ve yan etkilere sahip oldugundan neoplastik hiicrelerle birlikte
normal (transforme olmamis) hiicrelere de zarar vermektedir. Kemoterapotik ajanlar
ROT ve serbest radikal aracili hiicresel hasara neden olabilir bu da inflamatuar ve
fibrotik siireclerle sonuglanabilir (78). Bu nedenle, kemoterapdtik ajanlarm bu etkilerini
yok etmek ya da minimuma indirmek agisindan gelistirilmesi gerekmektedir (120).
Oksidatif stres aracili hiicresel hasarini 6nlemek i¢in terapotik ajanlar olarak diyetsel
antioksidanlar Onerilmektedir (119, 128). Diyet ile alinan antioksidanlarin timor
hiicrelerinin boyutunu kiigiilttiigiine, normal hiicrelerin biitlinliigiinii devam ettirdigine,
olusan hiicresel hasar1 tamir ettigine ve serbest radikallerin etkisini ortadan kaldirdigina
dair ¢alismalar mevcuttur (11, 30, 39, 93, 111). Bu ¢alismada kullanilan e-viniferin
diyet ile alinan antioksidanlara bir 6rnektir (11). Resveratrol dimeri olan e-viniferin
polifenolik yapida bir bilesendir. Polifenoller pek ¢ok mekanizma ile karsinogenezin
biitiin islevlerini etkileyebilirler. Ozellikle, oksidatif stres olusumunu engelleyebilirler
(100, 131) ve bu sekilde kanser gelisimini Onleyebilmektedirler. Polifenoller kanser
hiicrelerinde oksidatif stresi diizenleyerek sinyal aktarimini, redox hassas transkripsiyon
faktorleri, hiicre proliferasyonu ve apoptozu etkileyen genlerin ekspresyonunu
etkileyebilirler (102, 109). Ayrica ksenobiyotiklerin biopargalanmasiyla ilgili enzimleri
aktive edebilirler (148). Bu gruptan olan resveratroliin anti-inflamatuvar, antioksidan,
anti-karsinojenik 6zellikler gosterdigi bilinirken (8, 9, 37, 77, 110, 120), dimeri olan &-
viniferinin bu 6zellikleri detayli bir sekilde incelenmemistir. Yapilan bir ¢alismada e-

viniferinin 16semi B hiicrelerinde hepatoprotektif, antioksidan ve apoptozu indiikleyici
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ozellikleri gosterilirken (23), baska ¢aligmalarda insan hepatoma HepG2 (22) ve insan
kolon kanseri hiicrelerinde resveratroliin e-viniferinide igeren dimerlerinin anti-
proliferatif ve pro-apoptotik etkileri gosterilmistir (24). In vivo bir ¢alismalarda, fareler
iizerinde hepatik hasara karsi koruyucu 6zellik gosterdigi ve cisplatin ile indiiklenmis
nefrotoksisiteyi azalttig1 bildirilmistir (30). Oksidatif stres ile indiiklenmis in vitro insan
kardiyomisitlerinde ve lens epital hiicrelerinde ROT’ u azalttig1 gosterilmistir (20, 133).
Yapilan ¢alismalarda, e-viniferinin resveratrolden daha fazla antioksidan kapasitesi
(101, 74) olduguna dair ve bazi kanser hiicresi gesitlerinde resveratrolden daha fazla

antiproliferatif (111) etkiler gosterdigine dair de bulgular mevcuttur.

Calismamizda kemoterapotik ajan olarak vinkristin = siilfat  kullanilmastir.
Vinkristin siilfat mitotik igciklerin olusumunu engelleyerek hiicre dongiisiinic G2/M
fazinda durdurur ve apoptozu uyarr (56, 103), bununla birlikte antioksidan olarak
kullandigimiz e-viniferinin de hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu ve apoptoza
yol agtig1 gosterilmistir (11, 66). Bu iki madde hiicre dongiisiine aynmi fazda etki ettigi
icin kombine olarak uygulanmalari, birbirlerinin etkilerini arttirabilecegini ve boylelikle
antioksidan maddenin kemoterapotik ajanin dozunu azaltmaya yardim edebilecegini
diistindiirmiistiir. Bu baglamda ¢alismamizda, -viniferin tek basma ve vinkristin siilfat
ile kombine uygulanayarak oksidatif stres iizerinde ki etkileri incelenmistir. -
viniferinin tek basina ve vinkristin siilfat ile kombinesinin hiicresel oksidatif stres
iizerine etkisini inceleyebilmek i¢in lipid peroksidasyon diizeyleri, SOD aktivasyon
degerleri ve indirgenmis glutatyon degerlerine bakilmistir. Lipid peroksidasyonu,
membrandaki doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri gibi ¢esitli {irlinlere yikilmasi reaksiyonudur. Serbest
radikaller lipidler, proteinler ve niikleik asitler ile etkileserek hiicreye zarar verirler.
Cesitli patolojik durumlar sirasinda birgok hiicre tipinde O’ nin rediiksiyonundan
olusan tiirlerin tretimiyle oksidatif stres meydana gelir bunun sonucunda hiicre
yapisinda ki lipidler de bozulma olur (90). Aerobik hiicreler reaktif oksijen tiirlerini
kontrol altma almak i¢in kendi savunma sistemlerini gelistirmislerdir (81).
Antioksidanlar makromolekiillerde ki oksidatif hasar1 engelleyen veya geciktiren

enzimatik veya non-enzimatik bilesiklerdir. Enzimatik antioksidan bilesiklerden olan
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SOD siiperoksit anyonlarini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiini
katalize ederek bu radikallerin hiicrelerde ki toksik etkilerini azaltir (7). Hiicrede
enzimatik olmayan temel antioksidan savunmasi olan GSH ise farkli peroksitleri,
hidroperoksitleri ve radikalleri indirger. GSH’ m hiicrede azalimi intraseliiler
oksidasyonu yansitir bununla birlikte GSH konsantrasyonunda ki artis hiicrenin olas1 bir

oksidatif hasara kars1 hazirlaniyor olabileceginin gdstergesi olabilir (3, 105, 112).

Calismanm birinci asamasinda; 3 saatlik inkiibasyon siiresinde e¢-viniferinin,
vinkristin stilfatin ve kombinenin HepG2 hiicrelerinde dogrudan etkilerine bakildiginda,
diisiik ve yiiksek doz VCR, VNF, (VCR+VNF) gruplarmin hiicresel LPO diizeyleri K
grubuna gore herhangi degisiklik gdstermemistir (p>0,05), Inkiibasyon siiresini iki
katina ¢ikarildiginda, antioksidan uyguladigimiz yVNF ve dVNF gruplari LPO
miktarin1 arttirarak pro-oksidan etki gostermistir ancak degerler K grubuna gore
anlamlilik tagimamaktadir (p>0,05). YVCR, dVCR, y(VCR+VNF) ve d(VCR+VNF)
gruplar1 VNF gruplarma paralel etki gostermistir (p>0,05). Inkiibasyon siiresini
uzattigimizda (24 saat) maddeler LPO diizeylerinde pro-oksidan etkilerini
kaybetmelerine ragmen dVNF grubu bu etkisini hem K grubuna gére hem de diger tiim
gruplara gore anlamli olarak devam ettirmistir (p<0,05). Daha 06nce yapilan
calismalarda, HepG2 hiicrelerinde e-viniferinin tek basma ve vinkristin siilfat ile
kombine uygulamasmin LPO {izerine etkileri incelenmemistir. Bu bakimdan e-
viniferinin etkileri baska hiicre hatlar1 ile karsilastirilarak incelenmistir. Filomeni ve
arkadaslarinin (2007) MCF-7 insan meme kanser hiicre dizisinde calistiklar1 50 pM
resveratrol uygulamasmin gosterdigi pro-oksidan etkinin ¢alismamizda 24 saatlik
inkiibasyonda e-viniferinin gosterdigi pro-oksidan etkisine benzedigini diisiinmekteyiz
(35).

Ayrica Santandreu ve arkadaglarmin (2011) HT-29 ve SW-620 kolerektal kanser
hiicrelerinde yapmis olduklari ¢alismada, tiimor tedavisinde kullanilan 5-Florourasil (5-
FU), cDDP ve ETO maddelerini tek baslarina ve 5-FU + resveratrol, cDDP +
resveratrol, ETO + resveratrol olarak kombine verdiklerinde her iki hiicre hattinda da

kombine uygulamalarin kontrole ve maddelerin tek basmna uygulandigi gruplara gore
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hiicre canliligini anlamli olarak azalttigini gézlemislerdir. Calismada, biyolojik sistemde
lipitlerin oksidasyonu sonucunda olusan aldehitlerden biri olan MDA diizeylerine
baktiklarinda her iki kanser hiicresinde de 5-FU + resveratrol kombine uygulamasinin
tek basma 5-FU uygulanan gruba gére MDA diizeyini arttirdigint gézlemlemislerdir.
Bunu da kombine uygulama ile ROT’ un intraseliiler olarak daha fazla birikmesi ve
hiicresel lipid peroksid diizeylerinin daha da arttirarak bu kemoterapotik ajanin
etkilerini daha da gii¢lendirdigini savunarak agiklamislardir (110). Calismamizda yVCR
ve dVCR gruplarinin sirastyla y(VCR+VNF) ve d(VCR+VNF) gruplar ile doz
karsilagtirmasmi yapildiginda kombine igeriginde daha diisik dozlarda bulunan
kemoterapotik ve antioksidan maddelerin 3, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonlarda VCR
gruplar1 ile hemen hemen ayn1 LPO sonuglarmi gosterdigini gézlenmistir. Bu baglamda
vinkristin siilfat ve g-viniferin maddelerinin kombine uygulandigi zaman LPO iizerinde
daha diisiik dozlarda, yiiksek doz vinkristin siilfat ile ayni etkiyi yaratabilecegini

disiinmekteyiz.

Calismamizda gruplarin toplam SOD aktivasyonuna olan dogrudan etkilerini
inceledigimizde, 3 saatlik inkiibasyonda yalnizca yVCR grubu K grubuna gore SOD
aktivasyonunu  azaltmustir  (p<0.05). Inkiibasyon siiresini uzattigimizda ise
y(VCR+VNF) ve d(VCR+VNF) gruplar1 K grubuna gére SOD aktivasyonunu 6 saatlik
inkiibasyonda sirastyla 0,4; 0,3 kat ve 24 saatlik inkiibasyonda sirasiyla 0,6; 0,5 kat
anlamli olarak azaltmistir (p<0.05). YyVNF ve dVNF gruplari 3 ve 6 saatlik
inkiibasyonlarda hiicresel SOD aktivasyonunda K grubuna karsi anlamli bir etki
gostermezken, 24 saatlik inkiibasyonda SOD aktivasyonunu K grubuna gore azaltmistir
(p<0.05). Farines ve arkadaslar1 (2004) yapi-aktivite ¢aligmalarinda trans-resveratroliin
in vitro olarak SOD’ u inhibe ettigini ve trans-resveratroliin antikarsinojenik 6zelliginin
SOD’ a bagimli oldugunu yorumlamiglardir. SOD inhibisyonu hiicresel siiperoksit
radikallerinin birikmesine neden olur ki bu da serbest radikal hasar1 ile kanser
hiicrelerinin apoptoza gitmesine yol acar. Ayrica Farines ve arkadaglar1 stilben
tirevlerinde 4 ve/veya 4' karbon yapisinda OH gruplarmin  varligmin SOD
aktivasyonunun inhibisyonunda etkili oldugunu gostermislerdir (34). Lee ve arkadaslar

(2002) normal karaciger hiicre dizisi ‘Chang’ ile insan hepatoma hiicre dizisi ‘HepG2’
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de ki SOD ve katalaz enzimlerinin aktivasyonlarint karsilagtrmiglar ve HepG2
hiicresinde bu enzim aktivasyonlariin ‘Chang’ hiicresine gore sirasiyla 2,8 ve 4,3 kat
daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (76). Yine bir baska calismada, Hanif ve
arkadaslar1 (2005) insan hepatoma hiicre dizisi HepG2 hiicrelerinin SOD aktivasyonunu
normal insan karaciger hiicre dizisi WRL-68 ile karsilastirdiklarinda 2,0 kat daha
yiiksek oldugunu gdzlemislerdir (55). 1ki calisma da sonu¢ olarak bu yiiksek
antioksidan enzim degerlerinin metabolik yolda iiretilen ROT’ lara karsi kolaylikla
savunma yaparak HepG2 hiicrelerini daha direngli hale getirebilecegini ve bunun
HepG2 hiicre canliligma yardim edebilecegini savunmuslardir (55, 76). Bu baglamda
HepG2 hiicrelerinde yapmis oldugumuz ¢alismada e-viniferinin 24 saatlik inkiibasyon
gruplarinda SOD aktivasyonunu azaltmasini; resveratrol dimeri olarak 4'-OH yapisina
sahip olmasindan ileri geldigini ve azalan SOD aktivasyonu ile HepG2 hiicrelerinin
serbest radikal hasarma ugrayacagini diisiinmekteyiz. Ayn1 zamanda kombine grubun
zamana bagimml olarak (6 ve 24 saat) pro-oksidan etki ile SOD aktivasyonunu
azaltmasmin hiicresel antioksidan savunma sisteminde ki dengeyi bozarak reaktif
oksijen tiirlerine kars1 hiicreyi savunmasiz birakabilecegini ve e-viniferinin gostermis

oldugu etki ile benzer etki gisterebilecegini diisiinmekteyiz.

Calismanin  birinci asamanin  son kismi olarak maddelerin  hepatoma
hiicrelerindeki hiicresel GSH seviyesine olan dogrudan etkilerini incelenmistir. yVNF
ve dVNF gruplari, biitiin zaman gruplarinda hiicresel GSH diizeyini K grubuna gore
arttrmustir (p<0,05). Resveratrol ile HepG2 hiicrelerinde daha dnce yapilmis olan bir
calismada (2002) resveratrolin GSH senteziyle ilgili olan y-glutamil sistein sentaz
enziminin ekspresyonunu arttirdig1 dolayis1 ile hiicresel GSH diizeyini yiikselttigi
g6zlenmistir (114). Bu baglamda biz de artan GSH diizeyinin resveratrol dimeri olan -
viniferinin resveratrola benzer ozellik gostererek y-glutamil sistein sentaz enziminin
ekspresyonunu arttirmasi ile alakali olabilecegini diisiinmekteyiz. dVCR ve yVCR
gruplarinda ise zamana bagimli higbir grupta GSH diizeyleri K grubuna gdre anlamli bir
etki gostermemistir (p>0,05). Kombine gruplara baktigimizda; d(VCR+VNF) grubu 3
ve 6 saatlik inkiibasyonda GSH diizeyini K grubuna gore arttirmistir (p<0,05),

inkiibasyon siiresini uzattigimizda ise K grubuna goére herhangi bir etki gostermemistir
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(p>0,05). Ancak d(VCR+VNF) grubu dVCR ve dVNF gruplarma gére GSH diizeyi
azaltmustir. Istatistiksel anlamlilik yalnizca d(VCR+VNF) ile dVNF gruplar1 arasinda
gozlenmistir (p<0,05). Calismamizda y(VCR+VNF) grubu 3, 6 ve 24 saatlik
inkiibasyonlarda K grubuna gére GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir etki
gostermemistir (p>0,05). Ancak 3 ve 6 saatlik inkiibasyonlarda yVNF grubuna gore
GSH diizeyini anlamli olarak azaltarak ve yVCR grubu ile hemen hemen ayni etkiyi
gostermistir (p<0,05). Lee ve arkadaslari, HepG2 hiicrelerinde GSH diizeyinin Chang
hiicrelerine gore 1,4 kat daha yiliksek oldugunu gozlemlemislerdir ve yliksek GSH
seviyesinin HepG2 hiicre biiylimesini arttirabilecegini ve farkl kosullarda bile hiicreyi
koruyabilecegini savunmuslardir (150). Huang ve arkadaslar1 (2001), HepG2
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢aligmada artan GSH seviyesinin HepG2 hiicrelerinin
biiylimesini arttirdigini gézlemlemislerdir. HepG2 hiicrelerini GSH etil ester (GEE) ile
muamele ederek hiicresel GSH miktarini arttirmislar, bu artigla DNA sentezinin dolayisi
ile hiicre biiylimesinin arttigmi gozlemislerdir. Daha sonra hiicreleri GSH seviyesinin
diismesini saglayan biitionin siilfoksimin (BSO) ile muamele ettiklerinde DNA
sentezinin azaldigmi ve hiicre biiylimesinin azaldigini gézlemislerdir (57). Bu baglamda
calismamizda, GSH diizeylerine dogrudan etkilerini inceledigimiz maddelerden e-
viniferinin doza ve zamana bagimli olarak hiicresel GSH diizeyini arttirmis olmasi ile
HepG2 hiicrelerini korudugunu diisiinmekteyiz. Ayrica 3 ve 6 saatlik inkiibasyonda y
(VCR+VNF) grubunun yVCR grubu ile ve 24 saatlik inkiibasyonda d(VCR+VNF)
grubunun dVCR grubu ile hemen hemen aynit GSH diizeyi etkilerini gostermeleri
bundan sonra yapilacak olacak kombine c¢aligmalar i¢in yarar saglayabilecegini

diistiinmekteyiz.

Calismanin ikinci asamasinda; e-viniferinin tek basma ve VCR ile kombine
uygulamasinin, dissal yollarla olusabilecek hiicresel oksidatif stres ortamina karsi
koruyucu etkileri arastirilmistir. Zamana ve doza bagimli madde uygulamalarindan
sonra HepG2 hiicreleri, kisa donemli in vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde farmakolojik
oksidatif stresi indiiklemek i¢in yaygimn olarak kullanilan H,O, ile 37 °C” de 1 saat
inkiibe edilerek hiicresel oksidatif stres indiiklenmistir (1, 38, 69, 91). Radikal olmayan

bir reaktif oksijen tiirii olan H>O, canli hiicrelerde hiicre metabolizmasinin bir sonucu
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olarak iiretilmektedir. H,O, hiicrede DNA, lipidler ve diger makromolekiillere hasar
vererek hiicrede oksidatif hasar olusturabilir (1). Metabolize olmadig1 zamanlarda Fe**
ve Cu?* gibi gecis metal iyonlar1 ile reaksiyona girerek oldukca reaktif hidroksil
radikalini (*OH) meydana getirebilir ki bu da hiicrelerdeki oksidatif hasarin yayilmasina
yol acabilir (48, 53). Bu nedenle canli hiicrelerin yasammi devam ettirebilmesi i¢in

H20>’ nin agirismin indirgenmesi gerekmektedir (86).

Calismamizin ikinci agamasinda uyguladigimiz H,O;’ nin, HepG2 hiicrelerinde
LPO diizeyine olan etkisini goézlemlemek ve maddelerin oksidatif stres yaratilmig
ortamdaki LPO diizeylerine kars1 koruyucu etkilerini incelemek i¢in K grubuyla birlikte
H,0,-K grubu kurulmustur. Daha 6nce ki ¢alismalarda oldugu gibi (31, 68, 107)
yaptigimiz ¢aligmada 3, 6 ve 24. saatlerde kurulan H,O,-K grubunda LPO diizeyi K
gruplarma gore sirasiyla 4,5, 3,6 ve 1,2 kat anlamli olarak arttirmistir (p<0,05). H2O;
ile olusturulmus oksidatif strese karst maddelerin 3 saatlik koruyucu etkilerine
baktigimizda; yVCR ve yVNF gruplar1 H,0O; ile indiiklenmis hiicresel LPO diizeyinde
anlamli bir degisiklik gostermezken y(VCR+VNF) grubu LPO diizeyinde ki artisi
H,O,-K grubuna gore anlamli olarak engellemistir (p<0,05). Daha ©nce yapilan
calismalarda, H;O; ile indiiklenmis HepG2 hiicrelerinde e-viniferinin tek basma ve
vinkristin siilfat ile kombine uygulamasmm LPO iizerine koruyucu etkileri
incelenmemistir. Bu bakimdan e-viniferinin etkileri benzer c¢alismalar ile

karsilastirilarak incelenmistir.

Do Amaral ve arkadaslarinin (2008) yapmis oldugu ¢alismada anti-timér ilag
olarak kullanilan ¢cDDP ile ratlarda bobrek nefrotoksisitesi olusturulmus, cDDP ve
antioksidan olarak kullanilan resveratrol kombine verilmis ve ¢alisma sonunda tek
basina cDDP uygulanan grup kontrolle kiyaslandiginda MDA diizeyleri istatistiksel
olarak yiiksek bulunmustur. Kombine uygulama ise cDDP ile indiiklenen MDA artisini
tek basma cDDP uygulanan gruba gore azaltmistir (30). Buna benzer yapilan bir baska
in vivo g¢alisgmada (2002) gentamisin ile olusturulmus nefrotoksisitede resveratrol
uygulanmast MDA olusumunu anlamli olarak engellemistir (88). Calismamizda, H,0O,-

K grubuna gére yVCR ve yVNF gruplarmm 3 saatlik koruyucu etkileri 6 saatlik
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koruyucu etkileriyle benzerlik géstermis ve H,O; ile indiiklenen LPO diizeyindeki artisa
kars1 herhangi bir koruyucu etki gostermemistir. y(VCR+VNF) grubu ise H,0,-K
grubuna gore LPO diizeyindeki artis1 engellemistir ancak istatistiksel anlamlilik

gbzlenmemistir (p>0,05).

dVNF grubu 6 saatlik 6n inkiibasyonda LPO diizeyini H,O,-K grubuna gore
anlamli olarak engelleyerek koruyucu etki gostermistir (p<0,05). Fenolik bir bilesik
olan e-viniferinin bu etkisi diger fenolik bilesikler ile yapilan ¢aligmalarla uyumluluk
gostermektedir (1, 11, 78). Fenolik bilesiklerin metal iyonlari ile selat yapabilme ya da
zincir kiricit antioksidanlar gibi davranma yetenekleri vardir (104) ki bu da fenolik
bilesikler ile yapilan calismalarda lipid peroksidasyonundaki goézlenen azalmayi
aciklayabilir (78, 79, 94). Maddelerin inkiibasyon siiresi 24 saate ¢ikarildiginda, y,VNF
grubu H;0,-K grubuna gére LPO artisin1 indiiklemistir (p<0,05). dVNF grubunun, 6
saatlik 6n inkiibasyonda H;O; ile indiiklenmis LPO diizeyinde koruyucu etki gostermesi
ancak inkiibasyon siiresini uzattigimizda bu etkisini kaybetmesi ve d(VCR+VNF)
grubunun, 24 saatlik inkiibasyonda H;0,-K grubuna gore LPO artisimi indiiklemesi
(p<0.05) e-viniferinin zamana bagimli olarak hiicreler tarafindan metabolize edilmesiyle

alakali olabilir (119, 149).

Calismamizda, H,O; ile oksidatif stresin indiiklendigi ortamda maddelerin SOD
aktivasyonuna kars1 koruyucu etkileri de incelenmistir. Bu baglamda 3 ve 6 saatlik
inkiibasyon ¢aligmasimda kurulan H;0,-K gruplarinin SOD aktivasyonu K gruplarina
gore swrastyla 1,2 ve 2,6 kat istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir (p<0,05).
HepG?2 hiicrelerinin Hy03 ile indiiklenerek hiicresel SOD aktivasyonunu arttirmasi daha
once yapilan benzer ¢aligmalarla uyumluluk géstermistir (3, 11). 24 saatlik calismanin
kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark gdzlenmemistir (p>0,05). Calismamizda, 3
saatlik inkiibasyonda yVNF ve dVNF gruplar1 H;O, ile indiiklenmig SOD
aktivasyonunu H,0,-K grubuna gore anlaml olarak daha da arttirmistir (p<0,05),
Y(VCR+VNF) grubu ise SOD aktivasyonunda ki artisi engellemistir ancak deger
istatistiksel anlamlilik tagimamaktadir (p>0,05). Calismamizda, 3 saatlik inkiibasyonda
y(VCR+VNF) grubunu ile yVCR grubu SOD aktivasyonuna karsi hemen hemen ayni
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sonuglar1 gdstermistir. Inkiibasyon siiresi iki katma cikarildiginda, yalnizca dVCR
grubu SOD aktivasyonunu H,0,-K grubuna gore anlamli olarak azaltmistir (p<0.05). 24
saatlik inkiibasyonda ise, hem yVNF ve dVNF gruplari hem de y(VCR+VNF) ve
d(VCR+VNF) gruplar1 SOD aktivasyonunu H;0,-K grubuna gore anlamli olarak
arttirmustir (p<0.05). 3 ve 24 saatlik inkiibasyonlarda e-viniferin tek basina uygulandigi
gruplarda ve 24 saatlik inkiibasyonlarda vinkristin siilfat ile kombine uygulandigi
gruplarda SOD aktivasyonunu hem K grubuna gore hem de H;0,-K grubuna gore
anlamli olarak arttirdig1 i¢in bu maddelerin HepG2 hiicrelerini oksidatif stresin

hasarlarinda koruyabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizin ikinci agsamasmin son kisminda, maddelerin H,O; ile olusturulmus
oksidatif stres ortamindaki hiicresel GSH diizeylerine olan koruyucu etkilerini
inceledigimizde; maddelerin 3 saatlik koruyucu etkilerini gézlemlemek i¢in kurulan
H,0,-K grubunda GSH diizeyi K grubuna gore anlamli olarak artmistir (p<0,05).
Maddeler ile 3 saat inkiibe edilen tiim gruplarda GSH artis1 hem H,0,-K grubuna gore
hem de K grubuna gore anlamli olarak engellenmistir (p<0,05). Calismamizla uyumlu
olarak, Kim ve arkadaglarmin (2009) yapmis olduklar1 bir calismada HepG2
hiicrelerinin H,O; ile inkiibasyonu hiicresel GSH seviyesini arttirmistir. Kuarsetinin
detoksifikasyon mekanizmasini agiklamak i¢in yapilan bu ¢alisma da kuarsetin ile 6n
muamelenin H,0O, ile indiikklenen GSH artismi azalttigi gézlenmistir ve bunu da
kuarsetinin antioksidan olarak hareket etmesinden ziyade pro-oksidan olarak hareket
etmesi ile agiklamislardir (68). Bu baglamda bizde HepG2 hiicrelerine uyguladigimiz
maddelerin 3 saatlik inkiibasyonda H,O; ile indiiklenmis GSH diizeyinin artigina kars1

pro-oksidan etki gosterdigini diisiinmekteyiz.

Calismamizda, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonlarda H,0,-K grubunun GSH diizeyi K
grubuna gore azalis gOstermistir ancak degerlerde istatistiksel anlamlilik
gozlenmemistir (p>0,05). 3 saatte pro-oksidan etki gosteren kombine gruplar
inkiibasyon siiresini uzattigimizda farkli etki gostererek H,O, ile indiiklenen GSH
diizeyini hem K grubuna hem de H;0,-K grubuna goére anlamli olarak arttirmistir

(p<0,05). Calismamizla uyumlu olarak, Martin ve arkadaslar1 (2010) oksidatif stres
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olusturduklar1 HepG2 hiicrelerine karsi epikatesinin koruyucu etkilerini incelediklerinde
t-BOOH ile azalan GSH seviyesini epikatesin uygulamasmin engelledigini ve
calismamizda oldugu gibi uzun déonem yiiksek konsantrasyon oranlarinin GSH diizeyini
hem kontrol grubuna hem de t-BOOH-kontrol grubuna gore arttirdigini
gozlemlemislerdir. Epikatesin eklenmesiyle hiicrelerin GSH seviyesinin yiikselmesinin
hiicrelerin olas1 bir stres durumunda yasamini siirdiirebilmesi i¢in bir avantaj olabilecegi
ile savunmuslardir (83). Goya ve arkadaslar1 (2007) melanoidinin HepG2 hiicrelerinde
dogrudan ve koruyucu etkisini incelediklerinde toksik bir madde olan t-BOOH ile
indiiklenmis GSH seviyesinde ki azalimi engelledigini goézlemlemiglerdir ve
melanoidinin GSH konsantrasyonunda yarattig1 degisme ile HepG2 hiicrelerini oksidatif
hasara karsi koruma yeteneginin oldugunu savunmuslardir (43). Yine yapilan bir
calisgmada Alia ve arkadaslar1 (2005) t-BOOH ile indiiklenmis oksidatif stresin HepG2
hiicrelerinde GSH diizeyini kontrole gore azalttigin1 ve quercetin 6n uygulamasi ile bu
azalisin engellendigi gosterilerek quercetinin HepG2 hiicrelerini olas1 oksidatif stresten
korudugunu savunmustur (11). Do Amaral ve arkadaslarmin (2008) yaptiklar1 in vivo
calismada ¢cDDP ile olusturulmus rat bobrek nefrotoksisitesinde GSH diizeyi cDDP
uygulanmamis kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Antioksidan olan
resveratrolii cDDP ile kombine verdiklerinde ise ¢cDDP ile indiiklenmis renal GSH

azalimmin engellendigini gozlemislerdir (30).

Ayrica artan GSH diizeyi bir¢ok tiimor ilacmin sitotoksik etkileri ile etkilesime
girerek antikanser ilaglarinin sitotoksik etkilerinden hiicreyi koruyabilmektedir (72).
Kalinina ve arkadaslarinin (2001) yaptig1 bir caliymada, eritrolosemi K562 hiicrelerinde
doksorubisin direnci arttigi zaman GSH seviyesinin arttig1 gdzlenmistir (58). HepG2
hiicrelerinde yapilan bagka bir ¢calismada (2001) hiicrelere biitionin siilfoksimin (BSO)
eklenerek hiicresel GSH seviyesi azaltilmis ve bu durumda hiicrelerde cDDP’ nin
sitotoksisite etkisinin arttig1 gozlenmistir ve sonu¢ olarak HepG2 hiicrelerinin
kemoterap6tik ajan cDDP’ ya karst duyarhh hale gelmesinde GSH diizeyinin
sinirlandirict bir proses oldugu savunulmustur (132). Bu bakimdan yapmis oldugumuz
caligmada, HepG?2 hiicrelerinde H,0; ile olusturdugumuz oksidatif stres ortaminda, kisa

inkiibasyon siiresinde GSH diizeyine kars1 pro-oksidan olarak davranan e-viniferin ve
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kombine gruplarin zamana bagimli olarak bu etkisinin tersine antioksidan gibi
davranmalari, hiicrelerin zamana bagimli olarak kullandigimiz maddelere karsi direng

kazanmis olabilecegini diistindiirmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada ¢-viniferin tek basina ve vinkristin siilfat ile kombine
uygulamasinin HepG2 hiicrelerinde LPO seviyesi, SOD aktivasyonu ve GSH
diizeylerine dogrudan etkileri ve H,O; ile olusturulmus oksidatif stres ortamina karsi

koruyucu etkileri arastirilmistir.

HepG2 hiicreleri madde gruplar1 ile zamana ve doza bagimli olarak inkiibe

edilmislerdir.

1- Sonug olarak dogrudan etkilerini inceledigimiz maddelerden:

Vinkristin siilfat’in LPO, GSH diizeylerine ve SOD aktivasyonuna direkt bir etkisi
gozlenmemistir. Bir antioksidan olan e-viniferin ise yliksek dozda LPO seviyesinde
degisiklik yaratmazken diisiik dozda zamana bagimli olarak LPO seviyesini arttirmustir.
e-viniferin hem yliksek hem de diisiik dozda zamana bagimli olarak SOD aktivasyonunu
azaltirken GSH diizeyini arttrmistir. Bu bakimdan e-viniferinin HepG2 hiicrelerinde
zamana bagimmli olarak SOD aktivasyonunu azaltmasinin ona Onemli bir
antikarsinojenik 6zellik kazandirdigmi diisiiniiyoruz. GSH diizeyindeki artisin ise, -
viniferinin HepG2 hiicrelerinde glutatyon sentezi ile ilgili enzimleri etkilemis
olabilecegi ile ilgili oldugunu diisiiniiyoruz. e-viniferini vinkristin siilfat ile kombine
uyguladigimizda, hiicresel LPO ve GSH diizeylerinde anlamli bir etki gdzlenmemistir
ancak SOD aktivasyonu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir.
Sonug olarak, zamana bagimli olarak kombine uygulamanin HepG2 hiicrelerinde SOD
aktivasyonunu azaltarak hiicresel oksidatif stresi arttirabilecegini ve bdylelikle
hepatoma kanser hiicrelerinde hasar yaratabilecegini diisiiniiyoruz. Ancak e-viniferin ve
vinkristin siilfat maddelerinin kombine olarak literatiirlerde daha 6nce yapilmis bir
calismast olmadigindan antioksidan enzim diizeylerinde ve aktivasyonlarinda
degisiklige neden olan biyokimyasal mekanizmalarin anlagilmasi ve bu enzimatik
degerlerin hepatoma hiicrelerinde Olimciil bir hasar yaratip yaratmayacaginin

anlagilmasi i¢in daha fazla in vitro ve in vivo arastirmaya gerek vardir.
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2- Sonug olarak koruyucu etkilerini inceledigimiz maddelerden:

Vinkristin siilfatin, diisiik ve yiiksek dozda H,O; ile indiikklenmis SOD
aktivasyonuna, LPO ve GSH diizeylerine kars1 belirgin bir koruyucu ya da prooksidan
etkisi gozlenmemistir. Diisiik doz e-viniferin  zamana bagimli olarak SOD
aktivasyonunu ve GSH diizeyini arttirarak koruyucu etki gostermistir. Yiiksek doz e-
viniferin ise zamana bagimli olarak SOD aktivasyonunda ve GSH diizeyinde degisiklik
yaratmamistir ancak LPO seviyesini arttirarak prooksidan etki gostermistir. Uygulanan
maddelerin koruyucu etkilerine baktigimizda; diisik doz kombine uygulamanin tiim
parametrelerde artisa yol acarken, yliksek doz kombine uygulamanin LPO diizeylerini
etkilemeden SOD aktivasyonunu ve GSH diizeylerini arttirmasi1 H,O; ile uyarilarak
oksidatif stres yaratilan bir ortamda HepG2 hiicreleri tizerinde koruyucu etkisi oldugunu
gostermistir. Literatiirlerde e-viniferin tek bagina ve vinkristin siilfat ile kombine
uygulamasinin, oksidatif stres ortaminda antioksidan enzim diizeylerine olan koruyucu
etkilerini iceren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu bakimdan ¢alismamiz bu alana 1s1k
tutacaktir. Maddelerin koruyucu mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi ve enzimlerde ki
degisiklige neden olan biyokimyasal mekanizmalarmn anlagilmasi igin ise ileri

arastirmalara gerek oldugu diisiiniilmektedir.
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EK-1

IC 50 Dozu %80 Canlilik Dozu

(VCR+¢-
VCR+€-
e % VCR e-vnf o o 2; :an) VCR e-vnf ETO  vnf)
22 (52.5uM)  (98.3pM) (55 pM) ' (6 uM) (80 uM) (7 uM) (3.63 uM
+15.8 uM)
+3.75 uM)
4,566 4.594 4.492 4.919 5.000 5.454 4.749 5.258 4.567
Direk et - + + + + + + + + +
Irek etki
» 0.672 0,782 0.850 0.505 1.213 0,954 0.982 1.793 0.471
]
(7,]
i 20.908 3.774 19.153 18.842 16.802 15.285 14.070 21.077 22.236 23.543
Kortllj()_lucu + + + + + + + + + +
etki * = = = = = = = = =
1.587" 0.348 3.171 6.699 4.956 3.464° 2.823 3.057 2.609 5.789
4.485 6,843 7.371 7.365 7.764 7.276 7.615 7.310 8.252
Direk etki + + + + + + + + +
= 1.304 3,278 3.360 4.008 4.316 3.019 3.120 2.827 3.451
3
= 2237 4.851 19.194 23.720 16.281 16.924 27.033 12.771 21.843 18.205
K%rtlglicu + + + + + + + + + %
6.733" 0.771 1.534 2.648 4.161 7.706 6.752 4.275° 3.121 6.841
4.824 4,553 4.648 5.034 4.302 4.661 6.057 3.841 4.207
= Direk etki . = + + + + + * + +
8 0.479 1,284 0.400 1.286 0.708 0.787 0735 2 0,444 0.575
<
N 19.70 8.977 16.23 27.561 18.252 20.508 22.588 20.217 26.673 31.558
KZ';%'L,{CU + + + + + + + + + +
7.954" 4.869 7.875 3.057° 1.003 2.967 7.167 2.857 5.692 7.288°

* Maddelerin 3, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonlarindan sonra hiicreleri 1 saat 500 umol H,0, ile indikleme.
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EK-2 - Tablo3: SOD aktivasyon esiligindeki sonugtarmn saysal verieri (%)
0 Do %380 Canlilik Dozu

(VCR+¢-
—+g-
v % ?gcz:'i e-vnf ETO (‘('fless ‘:\;l‘f) VCR  ewnf | ETO vnf)
22 M) (98.3uM)  (S5uM) | 15' 5 ‘:w) (6 M) | (80 puM) (7 uM) (3.63 uM
H o H +3.75 uM)
Direk 28.959 18.711 23.590 25.198 29.693 21.842 26.118 26.738 23.494
i etki - t t t t t t t + +
§ 0.600 4.705' 2.832 8.264 0.233 5.974 3.949 3.072 1.292
[ap]
Koruylicu 69.96 32.333 57.617 89.146 68.014 59.873 75.029 85.904 69.596 81.378
etki + + + + + + + + + +
12.967" 8.876 4.498 7.889° 5.556 4.297 7.843 2.639° 4.821 0.222
Direk
etki _ 48.836 39.345 39.017 21.665 29.171 48.314 50.870 35.446 32.919
- + + + + + + + + +
3 1511 10.607 0.017 2.080 3.633¢ 8.738 0.555 1.249 5.364"
8 ;
O
K 76.14 21.194 64.528 71.267 22.30 78.329 49.168 66.396 69.309 70.690
by S * * + + + + + + + *
0.940" 0.697 1.179 4.854 0.441 0.217 18.641' 0.667 2.085 2.687
- Dire_k 99.022 85.227 52.121 87.357 43.792 94.328 51.649 90.073 48.570
T etki + + + + + + + + +
@ 0.477 2.905 7.079 2.064 13.431°% 1.044 17.517 3.184 15.203"
<
N K 58.721 64.077 55.610 = 73.297 73.812 87.829 78.007 | 94.657 73.015 89.733
gy S + + * * * * x x * *
0.000" 1.095 1.100 9.010° 2.905 3.565" 16.304 0.956° 0.854 4.149°

* Maddelerin 3, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonlarindan sonra hiicreleri 1 saat 500 umol H,0, ile indikleme.
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T O i s e e
IC 50 Dozu %80 Canlilik Dozu

(VCR+&-
HO K VCR g-vnf ETO “{lcl";:"’l\'/‘lf) VCR g-vnf ETO o
22 (52.5uM)  (98.3 uM) (55 uM) ol (6 uM) (80 uM) (7 uM) (3.63 uM
+15.8 uM)
+3.75 uM)
1.564 2.162 4.368 2.430 2.073 1.760 3.142 2.223 2.676
Direk etki + + + + + + + + +
IrekK etki i
. = 0.519 0.398 0.835' 0.177 0,132 0.068 0.191° 0.096 0.161"
a
i % 2.69 1.985 1.138 1.397 1.199 1.151 1.083 1.642 1.146 1.263
gl + + + + + + + + + +
0.448 0.240 0.067 0.043¢ 0.195 0.031° 0.051 0.088° 0.092 0.141°
3.083 2.852 4.016 2.223 2.395 4.234 4.521 2.459 4.495
Direk etki + + + + + + + + +
o CrExed 0.711 0.908 0.717 0.561 0.058 0.915 0.683° 0.627 0.612"
a
© " 1.491 1.726 1.499 3.050 1.824 1.764 1.700 2.417 1.496 1.760
. + + + + + + + + + +
0.241 0.382 0.039 0.188 0.174 0.042 0.325 0.183° 0.149 0.087
2.523 2.029 3.767 2317 2.935 2.313 3.759 2.376 2.093
© Direk etki + + + + + + + + +
8 relcetid 0.104 0.175 0.498' 0.104 0.459 0.764 0.717° 0.324 0.081
<
N 0.609 0.748 0.839 0.565 0.208 1.230 0.174 1.214 0.477 1.151
Aalibisy + + + + + + + + + +
etki * e e e e e £ e e e e
0.332 0.008 0.164 0.118 0.063 0.228 0.078 0.099° 0.083 0.167°

* Maddelerin 3, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonundan sonra hiicreleri 1 saat 500 umol H,0; ile indiikleme.
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