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OZET

HELA HUCRE DiZiSINDE VINIFERIN MADDDESININ OKSIDATIF STRES
UZERINE OLAN ETKIiSIiNIN INCELENMESI
Tayyar Gorkem SAYER

Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s 2022
Danisman: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Bilinen tarih boyunca canli yasamin1 tehdit eden ve ortak olarak en sik goriilen problem
kanser olmugtur. Rahim agzi kanseri, diinya ¢capinda meme kanseri (2,1 milyon vaka),
kolorektal kanser (0,8 milyon) ve akciger kanserinden (0,7 milyon) sonra kadinlarda en
stk goriilen dordiincii kanserdir. e-Viniferin’in antioksidan aktivitesi, kanserin
baslamasini ve ilerlemesini engelleyerek hem kimyasal kaynakli olusabilecek kanserin
hem de oksidatif hasarin 6niine gegmeyi amacglamaktadir. Bu tez ¢alismasinda HeLa hiicre
dizisinde e-Viniferin maddesinin oksidatif stres tizerine etkilerinin arastiriimasi
amaglanmistir. Cisplatin (CDDP) ve e-Viniferin’in HeLa hiicre hattindaki sitotoksik
etkilerinin tespit edilmesi amactyla MTT yontemi kullanilmis, bunun sonucunda CDDP
igin ICso degeri 28 uM, e-Viniferin igin ICsg degeri 21 uM olarak hesaplanmistir. 1Cso
degerleri ile hesaplanan kombine gruplarda Total Antioksidan Seviyeleri (TAS) ve Total
Oksidan Seviyeleri (TOS) igerisinde, kombinasyon indeksine goére seg¢ilmis sinerjik
gruplar icerisinde anlamli fark TAS igin %20 (5.6 uM CDDP + 4.2 uM VIN), TOS igin
%210 (2.8 uM CDDP + 2.1 uM VIN) gruplarinda goriilmiis, buna karsilik Oksidatif Stres
Indeksleri (OSI), uygulan biitiin dozlarda 1’den biiyiik hesaplanmistir. Sinerjik etkiye
sahip oldugunu disiindiigiimiiz %20 ve %10’luk kombine gruplarinin Siiperoksit
Dismutaz (SOD) degerleri kontrole gore (1,550 + 0,10 U/mL) diisiik, Rediikte Glutatyon
(GSH) degerleri kontrole gore (1,378 + 0,09 uM) diisik ve Malondialdehit (MDA)
degerleri kontrole gore (0,461 + 0,000 uM) yiiksek ¢ikmistir. Sonug olarak, kombinasyon
indeksine gore sinerjik kombine gruplarinin, tek basina verilen CDDP’ye gore
kiyaslamasi yapildiginda mindr seviyede oksidatif stres engelleyici 6zellik goriilebildigi
ancak kontrole gore yapilan istatistiklere gore e-Viniferin’in CDDP’nin neden oldugu
oksidatif stresi kismen de olsa azaltmasina ragmen bekledigimiz seviyede hiicre

canliligimi azaltici etkiye sahip olmadig1 gézlemlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, Cisplatin, e-Viniferin, HeLa, Oksidatif stres



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECT OF VINIFERIN ON OXIDATIVE STRESS IN
HELA CELL LINE
Tayyar Gérkem SAYER

Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2022
Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Throughout the known history, the most common problem that threatens the life of a
living person and is common has been cancer. Cervical cancer is the fourth most common
cancer in women worldwide after breast cancer (2.1 million cases), colorectal cancer (0.8
million) and lung cancer (0.7 million). The antioxidant activity of -Viniferin aims to
prevent both chemical-induced cancer and oxidative damage by preventing the onset and
progression of cancer. In this thesis, it is aimed to investigate the effects of e-Viniferin on
oxidative stress in HeLa cell series. In order to determine the cytotoxic effects of cisplatin
(CDDP) and &-Viniferin on the HeLa cell line, the MTT method was used, as a result of
which the IC50 value for CDDP was calculated as 28 uM, and the IC50 value for -
Viniferin was calculated as 21 uM. Significant difference in Total Antioxidant Levels
(TAS) and Total Oxidant Levels (TOS) in the combined groups calculated with IC50
values, among the synergistic groups selected according to the combination index 20%
for TAS (5.6 uM CDDP + 4.2 uM VIN), 10% for TOS (2.8). uM CDDP + 2.1 uM VIN)
groups, whereas Oxidative Stress Indexes (OSI) were calculated greater than 1 at all doses
applied. Superoxide Dismutase (SOD) values of the 20% and 10% combined groups,
which we think have a synergistic effect, are lower than the control (1,550 + 0.10 U/mL),
and Reduced Glutathione (GSH) values compared to the control (1.378 + 0.09 uM) lower
than the control and Malondialdehyde (MDA) values were higher than the control (0.461
+ 0.000 uM). As a result, according to the combination index, when the synergistic
combination groups are compared with CDDP given alone, a minor level of oxidative
stress inhibitory property can be observed, but according to the statistics made compared
to the control, although e-Viniferin partially reduces the oxidative stress caused by
CDDP, we expect it. It has been observed that it has no effect on reducing cell viability at

the level of as expected.

Keywords: Antioxidant, Cisplatin, e-Viniferin, HeLa, Oxidative Stress
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Bilinen tarih boyunca canli yasamini tehdit eden ve ortak olarak en sik goriilen
problem kanser olmustur. Kelime olarak ilk defa, Hipokrat tarafindan Latince yengec
anlamina gelen “cancer’’ kelimesinden tiiretilmistir, ¢linkii bir timoriin etrafindaki sismis
damarlar, yengecin bacaklarina benzetilmistir (Sekil 1.1). En kisa anlatimiyla kanser, tek
bir organi etkileyebildigi gibi uzaktaki organlara da yayilarak etkisini gosterebilen
hiicrelerin kontrol dis1 bir sekilde boéliinerek c¢ogalmasi ve istemsiz bir sekilde
birikmesidir. Bugiine kadar denenmis ve hala devam eden kanser tedavi ve yontemlerinin
ortak bir paydaya indirgenememesinin sebebi, her insanin farkli bir DNA’ya sahip
olmasidir (Baykara, 2016).

Kanser gelismesinde rol oynayan birden fazla faktoriin oldugu bilinmektedir. Bu
etkenlere O6rnek verecek olursak, bakteri, virlis, maruz kalinan ¢esitli kimyasallar,
radyasyon ve kalitimsal sebepleri siralayabiliriz. Kansere neden olan bakteri ve viriisler
arasinda genellikle midede bulunan bir bakteri tiiri olan Helicobacter pylori, T hiicreli
16semi virtisii ve servikal kanserinde ana faktor olan Human Papilloma Viriisii (HPV)
bulunur (Okgesiz, 2018).

Kanser, glinlimiizde insanlarin yagam kosullarin1 olaganiistii derecede etkileyen ve
siire¢ sonunda kisinin Oliimiine yol acabilen, ciddi rahatsizliklardan biri olarak
giiniimiizde de Onemini korumaktadir. Kanser tedavisinde birden fazla yoOntem

kullanilmakla birlikte kesin bir sonug elde edilememistir (Tandogan, 2018).

Sekil 1.1. Kanser Hiicresi (http-1)



1.1.1. Serviks kanseri
1.1.1.1. Serviks kanseri epidemiyolojisi

Rahim kanserlerinin biiyiik cogunlugu, HPV enfeksiyonu ile gelismektedir (Sekil
1.2) ve diinya ¢capinda meme kanseri (2,1 milyon vaka), kolorektal kanser (0,8 milyon)
ve akciger kanserinden (0,7 milyon) sonra kadinlarda en sik goriilen dordiincii kanserdir.
2018 yilinda yaklasik 570.000 rahim agzi kanseri vakasi ve 311.000 6liim meydana
gelmistir. Serviks kanseri tanisinda ortalama yas 53, 6liim yas1 ise 59 olarak belirtilmistir.
Diinya ¢apinda tahmini yasa endeksli serviks kanseri insidansinda tilkeler arasinda biiyiik
farkliliklar gozlenmekle birlikte, 100.000 kadinda 13,1 olarak kaydedilmistir. Gelismis
iilkelerde kanser insidansi, Oncelikli olarak sigarayir birakma (veya hi¢ kullanmama),
teshis ve tedavi modellerindeki iyilestirmeler ve yasam tarzi degisikliklerinin sonucunda
azalirken, gelismekte olan diisiik gelirli iilkelerde mortalite ve genel kanser insidansi
artmistir (Buskwofie vd., 2020). Rahim agzi1 kanserinin 20-39 yas arasi kadinlar arasinda
kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedeni oldugu ve bu yas grubundaki her 10

kadinin, erken dogum sonucu 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (zur Hausen, 2002).

Enfeksiyon ilerleme
B Enfeksiyon - .
Invaziv Kanser
ITemizIenme Gerileme

Lokal Kanser

Bolgesel Kanser

Yayilmig Kanser

Sekil 1.2. Servikal kanserin yol haritasi (Ebadi, 2022)



1.1.1.2. Serviks kanseri énleyici alternatif yontem ve tedaviler

HPV’nin, rahim kanserinin yani sira oral, anal ve vajinal bdlgede de cesitli
kanserlere yol acabildigi bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) yakin zamanda
yayiladig verilere gore, 2020 yilinda asilanmasi gereken yas grubunun sadece %13’
iki doz HPV asisin1 yaptirmustir (http-2). Kanser asilart bagisiklik sistemini zayiflatilmis
molekiilleri kullanarak uyaran ve hastaliklar1 engellemeyi amaclayan geleneksel asilar ile
benzerlik gosterir. Bu iki as1 tirli arasindaki temel fark, kanser hiicrelerinin
hedeflenmesidir ki bu hedeflemeyi B veya T hiicrelerini uyararak yapar. Diinya Saglik
Orgiitii'ne (DSO-WHO) gére Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA), rahim kanserine
neden olan HPV’ye kars1 gelistirilmis sadece 3 asiya (Gardasil, Gardasil 9 ve Cervarix)
onay vermistir. Ancak bu asilarin faydasi ve verimliligi hakkinda olumlu bir¢ok goriis
oldugu kadar karsit goriis de bulunmakta ve pazarlama sonucu asilarin etkisinin
abartildigi savunulmaktadir (Baykara, 2016; Tsikouras vd., 2016). Viriis benzeri
partikiillerin (VLP) iiretilmesinde kullanilan HPV antijenlerinin zayiflatilmasi ile asilar
tiretilmektedir. Hatirlanmasi gereken en 6nemli veri, bu agilarin kanseri tedavi etmedigi,

HPV’ye maruz kalmadan 6nce koruma amacli olarak yapilmasi gerekliligi belirtilmistir.

(Baykara, 2016).
SERVIKAL
KANAL
SERVIKS
VAJINA

KANSER
DOKUSU

NORMAL SERVIKS

ERKEN EVRE 1B

GEC EVRE 1B

KANAMA
EVRE 2B

Sekil 1.3 Servikal kanser evreleri (http-3)



1.1.1.3. Serviks kanseri icin teshis yontemleri

Gliniimiizde rahim agz1 kanseri taramasi i¢in iki farkl: tani testi kullanilmaktadir:
Papanikolaou testi ve HPV testi. Birinci test etkili bir sekilde tedavi edilebilmesi igin
kanser 6ncesi ve kanserli hiicre lezyonlarini erken teshise dayalidir. Ikinci test ise, kansere
yol agabilecek HPV tiplerinin neden oldugu enfeksiyonlari teshis etmeye ¢alismaktadir
(Tsikouras vd., 2016). Her ne kadar tedaviler giiniimiizde gelistirilmeye ve iyilestirilmeye
devam etse de, cogu kanser hastasinin yasam kalitesi, geleneksel agresif tedavilerle
iliskili sayisiz yan etki (hematolojik, gastrointestinal, hepatik ve/veya renal) nedeniyle
kemoterapi ve/veya radyasyon tedavisinden sonra ciddi sekilde tehlike olusturmaktadir.
Yasam kalitesini sinirlayan bu yan etkileri en aza indirmek i¢in, tek basina kullanilan her
ilacin toksik yan etkilerini azaltirken, etkinliklerini arttirmak amaciyla iki veya daha fazla
ilacin birlestirilmesini igeren onaylanmis klinik protokol gelistirilmektedir (Robledo-

Cadena vd., 2020).

Aktif olarak c¢ogalan hiicreleri hedefleyen ve segici olmayan geleneksel
konvansiyonel monoterapdtik tekniklerin hem saglikli hem de kanserli hiicrelerin yok
edilmesiyle sonuglandigi iyi bilinmektedir. Kemoterapi, bir¢ok yan etki ve risk ile hasta
icin olumsuz yasam kosullart olusturabilir ve daha da 6nemlisi, kemik iligi hiicrelerine
saldirarak konakg¢1 hastalik/hastaliklara kars: yatkinligr artirarak bagisiklik sistemini ciddi
sekilde tehlikeye atabilir (Lebaron, 1988; Partridge vd., Burstein, Winer, 2001).
Kombinasyon tedavisinde kullanilan ajanlardan biri kemoterapotik ve dolayisiyla toksik
olsa da farkli yollar ve kombinasyonlar denenerek, toksisite azaltilmaya ¢aligilmaktadir.
Ayrica kombinasyon tedavisi normal hiicreler lizerindeki toksik etkileri onleyebilecegi
gibi kanser hiicreleri iizerinde de ayni anda sitotoksik etkiler tiretebilir (Blagosklonny,

2005).

1.1.2. Kombinasyon tedavisi

Kanser hastalarinda kombinasyon ilag tedavisi ilk olarak 1965 yilinda, Frei ve
digerleri tarafindan akut l6semi icin ilk kombinasyon kemoterapisi ile denenmistir.
Kanser hiicrelerinin heterojenligi nedeniyle bu tedavi yontemi tiim kanser hiicrelerini
ortadan kaldirmak i¢in standart tedavi ile doniisiimlii olarak uygulanmaktadir. Sonug
olarak, kisitlayic1 kombinasyonlar, etkinligi arttirabilmek adina tedavi direncini

siirlandirirken toksisiteyi azaltmaktadir (Mokhtari vd., 2017).



1.2. HeLa Hiicresi

Bu tez kapsaminda, diger kanser hiicrelerine gore ¢esitli avantajlar1 oldugu igin
model olarak HelLa hiicre dizisi secilmistir HeLa hiicreleri, iireme ¢agindaki kadinlarda
goriilme siklig1 daha yliksek olan kanser tiirlerinden birini temsil etmekte ve diger kanser
hiicre hatlarina kiyasla yliksek bir metastatik derece gostermektedir. HeLa hiicreleri, diger
yiiksek derecede metastatik (meme MDA-MB-231, meme MDA-MB-468) karsinomlara
kiyasla klinik kemoterapide kullanilan farkli ilaglara kars1 direng gosterdigi
bilinmektedir. Ayrica antikanser ilaglari ve bunlarin kombinasyonlarini test etmek igin
gecerli, giivenilir ve tekrarlanabilir veriler elde etmek i¢in cok dnemli olan, tek tip, yiliksek
boyutlu ¢ok hiicreli timor sferoidleri (MCTS'ler) iliretme 6zelligini de gosterirler. Bu
ozellikler, HeLa hiicrelerini ¢oklu ilag direnci ve ilag sinerjisi mekanizmalarini incelemek

i¢in uygun bir model haline getirir (Robledo-Cadena vd., 2020).

1.3. Serbest Radikaller

Oksijen molekiiliiniin neden toksik oldugu ile ilgili sorularin cevaplari, 1954'te
Gershman'in yayimladig1 serbest radikal oksijen toksisitesi teorisine kadar (oksijen
toksisitesinin oksijenin kismen indirgenmis formlarindan kaynaklandigi) belirsizdi
(Valko vd., 2006). Yine 1954 yilinda, Townsend, Commoner ve Pake, serbest radikallerin
varhigimin habercisi oldugu bilinen zayif bir Elektron Paramanyetik Rezonans (EPR)
sinyalinin, birgok liyofilize biyolojik materyallerde gdzlemlendigi rapor kaydedilmistir

(Commoner vd., Townsend, Pake, 1954).

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikal arastirmalarinin ikinci dénemi, 1969'da
McCord ve Fridovich’in Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzimini kesfetmeleri ile
baglamistir (McCord ve Fridovich, 1969). Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin
tiglincii donemi ise, 1977 yilinda Mittal ve Murad’in hidroksil radikalinin (*OH) guanilat
siklaz aktivasyonunu ve “ikinci haberci” siklik guanozin monofosfatin (cGMP)

olusumunu uyardigina dair kanit bulmasi ile baglamistir. (Mittal ve Murad, 1977)

Serbest oksijen radikalleri veya bilinen genel ismiyle reaktif oksijen tiirleri (ROT)
ve buna ek olarak reaktif nitrojen tiirleri (RNS), normal hiicresel metabolizmanin iiriinleri

olarak kabul gormektedir. ROT ve RNS, canli sistemler i¢in hem zararli hem de faydali

tiirler olarak ikili bir rol oynadiklari bilinmektedir (Valko vd., 2004).



1.4. Oksidatif Stres

Kanser hiicreleri, kismen onkojenik stimiilasyon, artan metabolik aktivite ve
mitokondriyal ariza nedeniyle normal hiicrelerden daha fazla ROT sergilerler. Oksidatif
stres ise Cisplatin (CDDP) toksisitesinde rol oynayan en 6nemli mekanizmalardan biridir.
Oksidatif stres terimi, reaktif tiirlerin tiretimi ile antioksidan savunma arasinda meydana
gelen ciddi dengesizlik durumunu ifade eder. Sies bunu, 'pro-oksidan-antioksidan
dengesinde birincinin lehine olan, potansiyel hasara yol agan bir bozulma' olarak
tamimlamustir  (Sies, 1997). CDDP kaynakli oksidatif stres igin birincil hedef
mitokondridir ve mitokondriyal protein siilfidril grubunun kaybi, kalsiyum aliminin
inhibisyonu ve mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasi ile sonuglanir (Dasari ve

Bernard, 2014).

Potansiyel biyolojik hasara neden olan serbest radikallerin zararli etkisi nitrozatif
stres veya oksidatif stres olarak da adlandirilir (Kovacic ve Jacintho, 2001; Valko vd.,
2001). Oksidatif stres genel olarak oksijen kullanan metabolik reaksiyonlardan
kaynaklanir. Asir1 ROT; proteinlerin, hiicresel lipidlerin veya DNA'nin normal islevlerini
inhibe ederek zarar verebilir. Bu nedenle oksidatif stres, yaglanma siirecinin yani sira bir
dizi insan hastaliginda da rol oynamaktadir. Serbest radikallerin zararl ve faydal etkileri
arasindaki denge, canli organizmalar i¢in son derece Oonem arz eder ve ‘“redoks
diizenlemesi” adi verilen mekanizmalarla saglanir. “Redoks diizenleme” siireci, canlt
organizmalar1 gesitli oksidatif streslerden korur ve redoks durumunu in vivo kontrol

ederek “redoks homeostazini” stirdiiriir (Droge, 2002).
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Sekil 1.4. Oksidatif stresin hastaliktaki 6nemi? (Halliwell ve John, 2015)

Oksidatif stres, normal hiicrelere kiyasla ¢esitli kanser hiicrelerinde hiicresel redoks
dengesizligini indiikler. Bu indiiklenme, oksidatif hasar olaylarindan kaynaklanan
genetik materyalin kalict modifikasyonu, mutajenez, kanserojenez ve yaslanma gibi
sonuglarin ilk adimi temsil eder. DNA mutasyonu karsinogenezde kritik bir adimdir ve
cesitli timorlerde yiiksek seviyelerde oksidatif DNA lezyonlari kaydedilmistir ki; bu da
kanserin etiyolojisinde bu tiir bir hasar1 vurgular. Bugiine kadar tanimlanan 100'den fazla
oksitlenmis DNA {iriinii bulunmaktadir. ROT kaynakli DNA hasari, tek veya ¢ift sarmalli
DNA kirilmalarini, DNA ¢apraz baglarmi, pirin, pirimidin veya deoksiriboz
modifikasyonlarin1 igerir. DNA hasari, tiimii karsinogenez ile iligkili olan
transkripsiyonun durdurulmasi veya uyarilmasi, replikasyon hatalari, sinyal iletim
yollarinin uyarilmasi ve genomik kararsizlik ile sonuglanabilir. Oksijen radikalini
yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarimi kiran C vitamini, E vitamini, iirik asit,
bilirubin ve polifenoller gibi bilesikler, ikincil antioksidanlar olarak nitelendirilir (Ou vd.,
2002).



1.5. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Atomik veya molekiiler orbitallerde bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren
molekiillere serbest radikaller denir (Halliwell ve John, 2005). Eslesmemis elektron veya
elektronlar genellikle serbest radikale 6nemli derecede reaktivite saglar. Canli sistemlerde
tiretilen radikal tiirlerin en 6nemli sinifin1 oksijenden tiiretilmis olan radikaller temsil eder
(Miller vd., 1990). Molekiiler oksijenin kendisi bir radikaldir (dioksijen) ve benzersiz bir
elektronik konfigiirasyona sahiptir. Molekiiler oksijenin tek elektronla indirgenmesi
stiperoksit radikalini olusturur (O2¢). Metabolik siiregler veya fiziksel 1sinlama ile
oksijenin aktivasyonunu takiben ortaya c¢ikan siiperoksit anyonu, birincil ROT olarak
kabul edilir ve metal katalizli islemler ya da enzim yoluyla, dogrudan veya yaygin olarak
ikincil ROT iiretmek icin diger molekiillerle de etkilesime girebildigi bilinmektedir
(Valko vd., 2006). Siiperoksit tiretimi ¢ogunlukla bir hiicrenin mitokondrisinde meydana
gelmektedir (Cadenas ve Sies, 1998). Mitokondriyal elektron tasima zinciri (ETZ),
memeli hiicrelerindeki ATP'nin ana kaynagidir ve bu nedenle yasam i¢in gereklidir.
Mitokondriyal ETZ baz1 hastalik ve kalitimsal bozukluklarda rol oynayan baslica ROT
kaynag1 olarak da kabul edilmektedir. Bu hastaliklar arasinda obezite, diyabet egilimi,

yiiksek tansiyon, kalp krizi ve felg bulunur (Kovacic vd., 2005).

ROT firetimi hem fizyolojik uyaranlara hem de hiicre isleyisinin bozulmasina ve
6liime yol agan ajanlara kars1 hiicre reaksiyonlarinda rol oynar. Doksorubisin, paklitaksel,
kamptotesin, vinblastin, inostamisin, tamoksifen gibi bir¢ok sitotoksik anti-kanser
ilaglarinin etkilerini ROT iiretimi yoluyla gosterdigi diisiiniilmektedir (Lee vd., 2000;
Mokhtari vd., 2017).

ROT'un kemoterapoétik ajanlarin sitotoksik etkilerine katilimi hakkinda ¢ok sayida
rapor yaymlanmis olmasma ragmen (Marullo vd., 2013; Renschler, 2004), hiicresel
yanitlarinin molekiiler mekanizmalari hala tam olarak anlagilmamistir. Ayrica, ROT'un
hiicre oliimii indiikleyicileri olarak hareket edebilecegi (Trachootham vd. 2009) veya
apoptozu Onleyebilecegi (Del Bello vd., 1999) ve kemoterapotik direng iirettigi (Kuo,

2009) konusunda tartigmal1 veriler vardir.



1.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicuttaki ROT olusumunu engellemek ve meydana getirdigi hasarlar
onlemek/detoksifikasyonu saglamak iizere gorev yapan savunma sistemlerine genel
olarak antioksidan savunma sistemleri adi verilir (Karabulut ve Giilay, 2016).
Antioksidanlar, memeli sisteminde oto-oksidasyon siirecleri veya enzimatik reaksiyonlar
tarafindan tiretilen serbest radikallere veya reaktif oksijen/azot tiirlerine (ROT/RNS) kars1
ilk savunma hattidir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Valko vd., 2006). Serbest radikal

kaynakli oksidatif strese karsi savunma mekanizmalar1 su sekilde listelenebilir:

a. Onleyici mekanizmalar
b. Onarim mekanizmalari
C. Fiziksel savunmalar

d. Antioksidan savunmalar

Antioksidan savunma sistemlerinin genel amacit ROT'u ortadan kaldirmak ve ROT
olusumunu en aza indirmektedir, ancak %100 etkili degildir. Bu nedenle, oksidatif olarak
hasar goérmiis molekiiller i¢in ¢esitli onarim sistemleri mevcuttur ki; bunlarin i¢inde
DNA’da meydana gelebilecek mutasyonlar1 onleyebilenin son derece énemli oldugu
diisliniilen birgok onarim sistemi vardir (Curtin, 2012). Enzimatik antioksidan savunma
mekanizmalari arasinda katalaz (CAT), SOD ve glutatyon peroksidaz (GSHPx) bulunur.
Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), askorbik asit (C Vitamini),
E vitamini, flavonoidler, karotenoidler ve diger antioksidanlar bulunur. ROT ig¢in bilinen
en genel kanserojen kaynagi olan tiitiin dumani, oksidatif DNA hasar oranini, %20-50

oraninda artirmaktadir (Loft ve Poulsen, 1996).

Tablo 1.1. Oksidan maddelere kars: antioksidan savunma sistemleri (Karabulut ve Giilay, 2016)

Oksidan Antioksidan savunma

Sigara dumani Siiperoksit dismutaz

Egzersiz Katalaz

Cevre kirleticiler Glutatyon peroksidaz

Atesli hastaliklar Glutatyon

Radyasyon Ubikinon

Iskemi Urik asit

Karsinojenler E vitamini, C vitamini ve B- karoten




Tablo 1.2. Endojen Antioksidanlar (Karabulut ve Giilay, 2016)

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK ANTiIOKSIDANLAR NONENZIMATIK ANTiOKSIiDANLAR

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Glutatyon | Koenzim Q 10

Katalaz (CAT)

Melatonin | Selenyum

Glutatyon peroksidaz (GPx)

Urik asit | a-Lipoik asit

Glutatyon rediiktaz (GR)

Bilirubin | Transferrin

Albiimin | Seruloplazmin

Tablo 1.3. Endojen Antioksidanlar (Karabulut ve Giilay, 2016)

VITAMIN EKSOJEN
ANTIOKSIDANLAR

EKSOJEN ANTIiOKSIDANLAR

ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN
ANTIOKSIiDANLAR

a-Tokoferol (Vitamin E)

Ksantin oksidaz inhibitorleri

(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

B-karoten (Vitamin A)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum

kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C)

Rekombinant SOD

Folik asit (Vitamin B9)

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitdrleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

1.6.1. Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD)

ROT a kars1 ilk savunma hattin1 olusturan bu enzim, stiperoksit anyonunun (-O2),

hidrojen perokside (H202) ve oksijene doniisiimiinii katalize ederek bu radikallerin

etkisini azaltmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2005). H.O daha sonra, CAT ya da GPx ile

ortamdan uzaklagtirilir.

SoD
20,-+ 2H* ——— H,0, + 0, (1.1)
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Insanlarda SOD’un ii¢ formu bulunur. Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren
SOD (Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn) igeren SOD (Mn SOD) mitokondride ve
ekstraselliiler SOD (EC SOD) hiicre dis1 sivilarda bulunur (Karabulut ve Giilay, 2016).
Cu (I), SOD'nin katalitik aktivitesinden sorumludur ve katalitik dongii sirasinda bakir
(IT)oksit ve bakir (I) oksit arasinda gidip gelirken, Zn (II) enzim konformasyonunu

stabilize eder (Djordjevic, 2004).

1.6.2. Katalaz

Bir metalloenzim olarak bilinen katalaz enzimi redoks reaksiyonunu destekleyen
en etkili protein katalizorlerinden birisidir. SOD enziminin aktivitesi ile meydana gelen
toksik H20., katalaz enziminin etkisiyle su ve oksijene doniistiiriiliir (Koca ve Karadeniz,
2005). Katalazlar, eritrositlerde ve katalazlarin en yiiksek enzim aktivitesini gosterdigi
hemen hemen tiim memeli dokular1 dahil olmak iizere aerobik solunum yapan tiim
organizmalarda bulunurlar (Djordjevi¢ 2004; Koca ve Karadeniz, 2005). H2O> bir radikal
olmamasina ve biyolojik 6neme sahip birgok molekiille reaksiyona girmemesine ragmen,
Cu ve Fe iyonlar tarafindan katalize edilen Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirii
olan « OH olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).

CAT
2H,0, —— H,0 + 0, (1.2)

cut/Fe*?

H,0, ——— - 0H + 0 Cu*?/Fe™3

1.6.3. Glutatyon peroksidaz (GSHPXx)

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlarla etki gosteren ve serbest radikalleri
temizleyen hiicresel antioksidanlardir. Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve birgok hiicrede
cok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan tiyol grubu tasiyan bir tripeptid olan glutatyon,
serbest radikallerin yikici etkilerini 6nleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi
bircok enzimin substrati olarak gorev yapmakta, biyolojik membranlart lipid
peroksidasyonuna karsi korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak gerceklesmektedir
(Larson, 1988; Di Mascio vd., 1991). Aktiviteleri i¢in Selenyum gerektirdigi bilinen tek

insan enzimi peroksidazlardir (Djordjevi¢, 2004).

GP
H,0, + 2GSH ——— GSSG + 2H,0 (1.3)

11



1.6.4. Glutatyon rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR), NADPH nin bir elektronunu okside glutatyonun (GSSG)
disiilfid baglarina aktararak rediikte glutatyona (GSH) doniistiiriir. Bu nedenle GR’nin
yaninda NADPH, serbest radikal hasarmi engellemek igin gereklidir ve en Onemli

kaynag1 heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yoludur (Karabulut ve Giilay, 2016).

GR
2GSSG + NADPH + H* ——— 2GSH + NADP* (1.4)

1.6.5. Resveratrol

Resveratrol’lin ilk kez elde edilisi, O. Lose tarafindan beyaz karaca otunun
(Veratrum grandiflorum) koklerinin izole edilmesine dayanmaktadir. Kimyasal yapisinin
analizi sonucunda, Resveratrol’iin bir polifenol bifenil bilesigi oldugu yaygin olarak
kabul goriilmektedir. (Takaoka, 1940).

1.6.5.1. £ -Viniferin

e-Viniferin maddesi, Vitis vinifera'dan (Vitaceae) izole edilmistir (Sotheeswaran ve
Pasupathy, 1993). e-Viniferin iizerine bugiline kadar yapilmis bircok ¢alisma, e-
Viniferin’in antikanser ve antioksidan aktivitelerine odaklanmistir. &-Viniferin’in
antioksidan aktivitesi, kanserin baglamasini ve gelismesini engelleyerek hem kimyasal
etkenler nedeniyle olusabilecek kanserin hem de oksidatif hasarin Oniine gegmeyi
amaglamaktadir. e-Viniferin’in, <Oz  radikallerine karsi Resveratrolden daha iyi
antioksidan 6zellikler gosterdigi ve ROT iiretimini engelleyebildigi bildirilmistir (Kim
vd., 2002); Privat vd., 2002). Sitokrom P450 (CYP), kimyasal kanserojenler de dahil
olmak tizere ksenobiyotikleri metabolize eden 6nemli bir oksidatif enzimdir. Kanseri
Onlemenin bir bagka yolu, bu faz I enzimlerinin inhibitorleri ile karsinojenlerin
aktivasyonunu engellemektir. Bu enzimlerin modiilasyonunun karsinogenez ve toksisite
tizerinde biiylik etkisi vardir. e-Viniferin, faz Il enzimlerini de diizenleyerek, kanserojen

detoksifikasyonunu indiikleyebilir (Piver vd., 2003).

12



OH

®

x>

HO OH

resveratrol (1) g-viniferin (7)

[Q]

Sekil 1.5. Resveratrol- &Viniferin doniisiimii (Keylor vd., Matsuura, Stephenson, 2015)

Xue ve digerleri tarafindan yapilan bir baska calismada, e-Viniferin’in cesitli
kanser hiicrelerine dogrudan sitotoksisite gosterdigi de bildirilmistir. e-Viniferinin
strastyla 20.4 ve 44.8 pg/mL ICso degerleri ile doza bagh bir sekilde HeLa ve MCF-7
kanser hiicre dizilerini 6ldiirebildigi bildirilmistir (Xue vd., 2014). Son olarak, e-Viniferin
ve resveratrol’lin asetillenmis formlarinin, normal formlarindan (asetillenmemis) daha
giiclii antikanser etkilere sahip oldugu ve bu bilgiler 1s181inda, resveratrol tiirevi veya
resveratrol oligomer analoglarindan yeni kanser Onleyici ajanlar elde edilebilecegi
kaydedilmistir (Sekil 1.5). Bir bagka ¢alismada, daha dnce e-Viniferin gibi resveratrol
oligomerlerinin tiimor hiicre hattinin ¢ogalmasini bloke ettigi ve hem trans-resveratrol
hem de e-viniferin igeren bir vineatrol preparatinin, malign hiicre hatlar1 iizerinde ayr
ayri test edilen her bir bilesikten daha biiyiik bir anti-proliferatif etki gosterdigi tespit
edilmistir. e-Viniferin’in 16semi B-hiicrelerinde apoptozu indiikledigi sigan hepatositleri
tizerinde karacigeri koruyucu etkisinin oldugu, insan CYP enzimlerini inhibe ettigi ve

antioksidan kapasiteye sahip oldugu gosterilmistir (Ogiing, 2018).

1.6.6. Cisplatin (CDDP)

CDDP ilk olarak 1844 yilinda M. Peyrone tarafindan sentezlenmis ve kimyasal
yapist ilk olarak 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan aydinlatilmistir, ancak bilesik
Rosenberg ve digerleri tarafindan platin ag elektrotlarinin belirli elektroliz tirtinlerinin
E.coli'de hiicre boliinmesini engelleyebildigine dikkat ¢ekmis ve bu iiriinlerin kanser

kemoterapisinde olas1 kullanimina biiytik ilgi yaratmistir. Bu aktiviteden sorumlu ajan
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olarak cis-diklorodiaminplatin (II) tanimlanmasindan bu yana, kanser tedavisinde platin,
paladyum ve diger asil metallerin koordinasyon komplekslerinin kullaniminin
yayginlastigi bilinmektedir (Baykara, 2016). Cesitli kaynaklara gére CDDP, 1978'de
kanser tedavisi i¢in FDA onayl ilk platin bilesigidir. Bu, potansiyel antikanser ilaglari
olarak platin (IT) ve diger metal iceren bilesiklere ilginin artmasina, bunun etkisiyle de
ilag direnci ve 6nemli yan etkileri nedeniyle CDDP diger kanser ilaglari ile kombinasyon
tedavisi gibi bir¢ok kanser tiliriine yonelik yenilik¢i terapotik stratejiler gelistirilmesine
olanak saglamistir. Kombinasyon igin segilen analoglarin bazilar1 klinik deneylerde
degerlendirilmis ancak yalnizca bir tanesi (karboplatin) Cisplatin’e goére kesin avantaj
saglamis ve diinya capinda onay almistir (Dasari ve Bernard, 2014). Molekiiler agidan
CDDP, kimyasal yapidaki kiiclik bir degisikligin hedef hiicredeki biyolojik aktiviteyi
nasil onemli Olglide etkileyebileceginin miikemmel bir 6rnegini temsil etmektedir

(Goodsell, 2006).

1.7. Kanser Tedavisinde CDDP Calisma Mekanizmasi
CDDP, piirin kalintilarindaki N7 reaktif merkezine baglanir ve bu nedenle
onkojenik hiicrelerde deoksiriboniikleik asit hasarina neden olarak hiicre boliinmesini

bloke eder ve sonug olarak apoptotik hiicre 6liimiiyle tamamlanir.

CDDP direncinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar son derece karmasiktir ve

genellikle asagidaki 6zelliklerle iligkilidir:

1) Platin bilesiklerinin hiicre i¢i birikiminde azalma;

2) DNA hasar onariminda arts;

3) Apoptozun inaktivasyonu;

4) Epitelyal-mezenkimal gecisin (EMT) aktivasyonu;

5) DNA metilasyonunda, mikroRNA profilinde, kanser kok hiicre 6zelliklerinde ve strese

tepki saperonlariin ifadesinde degisiklik (Zhu vd., 2016).
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Sekil 1.6. CDDP ¢alisma mekanizmas: (Kartalou ve Essigmann, 2001)

CDDRP intravendz olarak uygulanir ve kloriir konsantrasyonunun ytiksek oldugu
(~100 mM) kanda dolasirken, Pt (II) kloriir ligandlariyla koordineli kalir. Bununla
birlikte, kloriir konsantrasyonunun diisiik oldugu (~4 mM) hiicreye girdikten sonra,
Cisplatin’in kloriir ligandlari muhtemelen su molekiilleri ile degistirilir ve protein, RNA
olusturmak i¢in hiicre i¢i makromolekiiller iizerindeki niikleofilik bolgelerle reaksiyona
girebilen pozitif yiikli bir tiir olusturur (Sekil 1.6). DNA ile reaksiyon, guanin veya
adenin N7 pozisyonuna koordineli platin atomu ile monofonksiyonel eklentiler, zincir igi
capraz baglar ve zincirler arasi capraz baglar verir. Eklenti olusumu, DNA
replikasyonunun inhibisyonu, RNA transkripsiyonu, hiicre dongiisiiniin G2 fazinda
durma ve/veya programlanmis hiicre 6liimi ile sonuglanir (Kartalou ve Essigmann,
2001). Sitotoksik bir ajan olarak Cisplatin’in DNA sentezine miidahale ettigi ve hiicre
dongiisii ilerlemesini modiile eden DNA ¢apraz baglanmasina neden oldugu, bunun
sonucunda da timdr hiicresi apoptozunu indiikledigi bilinmektedir (Geyikoglu vd.,
2017). CDDP bazli kombinasyon kemoterapisi testis, yumurtalik, bas, boyun ve akciger

kanserlerine kars1 6nemli antitiimor aktivite gosterir (Kartalou ve Essigmann, 2001).
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2. MATERYALLER VE YONTEMLER
2.1. Kullanilan Hiicre Hatlar

HeLa serviks kanser hiicre hatti Anadolu Universitesi Bitki, Ilag ve Bilimsel
Arastirmalar Merkezi’'nden (AUBIBAM) temin edilmistir. Tezin deneysel asamasi
Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda

yapilmistir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

S1v1 azot tanki (Taylor Wharton - Almanya); buzdolab1 (Argelik - Tiirkiye); derin
dondurucu (-20°C) (Argelik No Frost-Tirkiye); ultra disiik sicaklikli dondurucu
(Eppendorf U410 —Almanya); karbondioksitli (CO2’1i) etiiv (Thermo Fisher Scientific
Hera Cell 240 — ABD); distile su cihazi (Niive NDI12 - Tirkiye); Enzim Bagh
Immunosorbent Yontem (ELISA) okuyucu (BioTek ELx800 - US); UV-Vis spektrometre
(Shimadzu UV-160A - 25 Japonya); etiiv (Niive FN500 - Tiirkiye); floresan mikroskop
(Leica DMI 4000B -Almanya); hassas terazi (Ohaus AV264C - Isvigre); inverted
mikroskop (Leica DM ILLED - Almanya); laminar kabin (Steril Kabin) (Thermo Fisher
Scientific Heracell 150i - ABD); otoklav (ALP CL32L - Japonya); santrifiij (Thermo
Fisher Scientific Heraus Megafuge 1.0R — ABD); sterilizator (Niive FN 500-Tiirkiye); su
banyosu (Niive BM 302 - Tiirkiye); vorteks (IKA Yellowline TTS2 - Cin); manyetik
karistirict (Sigma Aldrich Heidolph 3001 — ABD); calkalayict (Biometra WT 17 —
Almanya).

2.3. Kullanilan Kimyasalar

Total Antioksidan Durum (TAS) kiti (MEGA TIP, Tiirkiye); Glutathione Assay
(GSH) Kit (Cayman, ABD); Superoxide Dismutase Assay (SOD) Kit (Cayman, ABD);
Malondialdehit Assay (MDA) Kit (Cayman, ABD); Total Oksidan Durum (TOS) Kkiti
(MEGA TIP, Tiirkiye); dimetilsiilfoksit (DMSO) (Applichem, Almanya); disodyum
fosfat (Na2HPO4) (Merck, Almanya); etil alkol (Necm Kimya, Tirkiye), fotal sigir
serumu (FBS) (Sigma-Aldrich, ABD); RoswellPark Memorial Institute (RPMI) 1640
besiyeri (Sigma-Aldrich, ABD); Minimum Essential Medium (MEM) besiyeri (ATCC,
ABD); MTT [(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)] (Applichem,
Almanya); penisilin — streptomisin soliisyonu (Thermo Fisher Scientific, ABD);

potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs4) 19 (Merck, Almanya); sodyum bikarbonat
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(NaHCOs3) (Merck, Almanya); sodyum hidroksit (NaOH) (Merck, Almanya); sodyum
kloriir (NaCl) (Detsan, Tiirkiye); HEPES (SigmaAldrich, ABD); tripsin-EDTA (Sigma-
Aldrich, ABD); &-VIN (Sigma-Aldrich — ABD); cis-diaminplatinyum (I1) diklorid
(CDDP) (Sigma-Aldrich — ABD (Applichem - Almanya); disodyum fosfat (Na2HPOa)
(Merck- Almanya)

3. YONTEMLER
3.1. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalan
3.1.1. Hela hiicre hattinda hiicrelerinin cogaltilmasi

Hela hiicre hatt1, %10’luk FBS, %1 penisilin/streptomisinden olusan MEM besiyeri
ortaminda, 37°C’de %5 CO2’de inkiibe edilmis ve ¢ogaltilmistir.
3.1.2. Hela hiicrelerinin pasajlanmasi

Hela hiicre hatti kiiltiir ortaminda 8x10° hiicre ¢ogaltildiktan sonra, flask’daki
besiyeri steril pipetler yardimi ile ¢ekilmis ve hiicreler 1x Phosphate Buffered Saline
(PBS) ile yikanmistir. Daha sonra kiiltiir kabina 1x Tripsin-EDTA ilave edilerek hiicreler
2-4 dakika 37°C’de %5 COz inkiibatorde inkiibe edilmis ve taban kismina tutunmus olan
hiicrelerin birbirinden ayrilip ayrilmadigi inverted mikroskop ile kontrol edilmistir.
Tripsin etkisini notralize etmek i¢in, slispanse hiicreler 6nceden hazirlanmis ve i¢inde 5
ml besiyeri bulunan steril santrifiij tiiplerine steril pipet yardim ile aktarilmistir. 1200
rpm’de oda 1s1sinda 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant atilmistir ve
dipte kalan hiicrelere yeni besiyerleri ilave edilerek pipetlenmis ve kiiltiir plakalarina
hiicrelerin yogunluk durumuna gore besiyeri eklenmistir. Cogaltilmis olan hiicrelerin bir

kism1 daha sonra kullanilmak tizere sivi azot tankinda (-196°C) saklanmustir.

3.2. Etken Madde Dozlarimin Hazirlanmasi
3.2.1. CDDP

0,02 M ana stok hazirlamak igin, toz halde bulunan Cisplatinden 6 mg
tartilip 100 uL. DMSO’da c¢oziilerek olusturulmustur. Ana stok -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Deneylerde kullanilan CDDP dozlari, toplam kullanilacak kuyucuk sayis1 ve
hacmi dikkate alinarak, mevcut ana stoktan DMSO’nun %0, 1’lik toksik dozu g6z 6niinde

bulundurularak, her tekrar i¢in taze bir sekilde hazirlanmistir.

Kullanilan doz araliklari: 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 85 uM, 100 uM.
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3.2.2. e-Viniferin

0,02 M ana stok hazirlamak i¢in toz halde bulunan e-Viniferin’den 9,08 mg tartilip
100 uL DMSO’da ¢ozilerek olusturulmustur. Ana stok -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Deneylerde kullanilan e-Viniferin dozlari, toplam kullanilacak kuyucuk sayisi
ve hacmi dikkate alinarak, mevcut ana stoktan DMSO’nun %0,1°lik toksik dozu goz

Oniinde bulundurularak, her tekrar icin taze bir sekilde hazirlanmstir.

Kullanilan doz araliklari: 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 85 uM, 100 uM, 150 uM,
200 uM.

4. SITOTOKSISITE TESTLERI:
4.1. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi:

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) bir tetrazolyum
tuzu olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik
olarak baglanarak suda ¢oOziinmeyen formazan tuzlari olusturur. MTT yonteminde
spektrofotometrik olarak olgiilen deger, kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini
verir ve bu degerde yasayan hiicre sayisi ile iliskilidir (proliferasyon arttik¢a formazon
tuzu olusumuna bagl olarak absorbans degeri artis gosterir) (Carmichael vd., 1987).
HeLa hiicreleri, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin igeren MEM besiyeri ortaminda,
37°C’de %5 CO2 ortamli inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Daha sonra hiicreler tripan
mavisi ile boyanarak sayim yapilmistir. Sayim sonucunda yeterli sayiya ulagan hiicreler
96’11k plakalara her bir kuyucukta 8x102 hiicre olacak sekilde besiyeri ortamina ekilmis
ve 24 saat inkiibe edilmistir. CDDP ve g-Viniferin’in hazirlanan ara stok soliisyonlart i¢in,
belirlenen konsantrasyonlarda besiyeri i¢inde seyreltmeler yapilmig ve bunun sonrasinda
CDDP i¢in (10, 20, 40, 60 ,85, 100 uM), e-Viniferin i¢in ((10, 20, 40, 60 ,85, 100, 150,
200 uM) kuyucuklara eklenerek hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Analiz
stiresinin sonunda plakadaki her kuyucuga 20 ul MTT boyas: ilave edilmis ve plaka 2
saat daha inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda, plakadaki her bir
kuyucuga, 200 ul DMSO ilave edilmis ve 10 dakika boyunca calkalayicida bekletilmistir.
Plakalardaki hiicre siispansiyonunun absorbans degerleri ELx800 Bio-Tek cihazinda 540
nm dalga boyunda okutulmustur. Deneyin son asamasi karanlik ortamda
gergeklestirilmistir. Deney birbirinden bagimsiz {i¢ tekrar olarak c¢alisilmistir. CDDP ve

e-Viniferin ICso dozlar1 Graphpad Prism 8.0.1 programi ile hesaplanarak belirlenmistir.
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4.1.1. Kombinasyon dozlarimn ve belirlenmesi

CDDP ve e-Viniferin belirlenen I1Cso dozlarinin ayni yiizdeleri (%100, 75, 50, 40,
30, 20, 10) kullanilarak kombinasyonlar olusturulmustur. Olusturulan bu
kombinasyonlarin hiicreler {izerindeki inhibe edici etkileri MTT yontemi ile

belirlenmistir.

(4.2)
CDDP (veya € — Viniferin) IC50 orant

100

X Kombinasyon Orant = % Kombinasyon

CDDP IC50 %20 + ¢-Viniferin 1Cso0 %20 = %20 Kombine

4.1.2. Kombinasyon indeksinin belirlenmesi

MTT yontemi ile elde edilen farkli kombinasyonlarin zamana bagli hiicre indeksi
degerleri kullanilarak % inhibisyon orani hesaplanmistir. CompuSyn programi ile
kombinasyon indeksi (CI) hesaplanmistir. Bu hesaplamayla ilaglarin sinerjik ve

antagonist etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir.

4.2. TAS-TOS, SOD, GSH, MDA Analizleri i¢cin Hiicrelerden Lizat Eldesi

1. Hela hiicreleri 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmis ve
plakalar 24 saat inkiibasyona birakilmstir.

2. 24 saat sonunda kuyucuklardaki besiyeri tamamen c¢ekilerek, Oncesinde
belirlenmis konsantrasyonlarda (%10, %20, %40, %50, %75, %100) CDDP ve ¢-
Viniferin kombinasyonlart kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmustir.

3. 24 saatin sonunda hiicreler soguk PBS ile yikanip kaziyici ile falkon tiiplere
alimmistir. +4 C° 1600 rpm 6 dk santrifiij islemi gerceklestirilmistir.

4. Siipernatant atilmis, olusan pellet tampon ¢ozelti ile ependorflara alinmaistir.

5. Pellet sonikator yardimi ile pargalanmistir. Par¢alama isleminden sonra +4 C°de
20 dk 13000 rpm de santrifiijlenmistir.

6. Siipernatant calismalarda kullanilmak iizere baska bir epondorfa alind1 ve lizatlar

deneysel analizler i¢in galisilincaya kadar -20 C°de saklanmustir.
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4.3. Hiicrelerdeki Oksidatif Dengenin Belirlenmesi
4.3.1. Total Oksidan Durum (TOS) Yontemi

TOS yoOnteminin temel prensibi, Orneklerdeki serbest radikallerin yontemde
kullanilan selator kompleksi yapisinda yer alan Fe?* iyonunu Fe3* iyonuna yiikseltgemesi
esasimna dayanmaktadir. Olusan bu reaksiyon sonucunda renk degisimi meydana
gelmektedir. Renk degisimi spektrofotometre ile 530 nm dalga boyunda oSlgiiliir. TOS
yontemi REL ASSAY DIAGNOSTIK (Gaziantep, Tiirkiye) ticari kitinin kullanim
talimatina gore uygulanmistir. Kit kullanim talimatlarina gore ilk olarak standart 6l¢iimii
gerceklestirilmistir. Devam eden asamada, On islem uygulanarak lizis edilmis
orneklerden 45 pL almarak 300 pL reaktif I ile karistirilarak spektrofotometre kiivetine
aktarilmistir. Kiivetler, reaktif I eklendikten 30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda
530 nm’de okutulmus ve absorbans degeri (Al) elde edilmistir. Al verileri alindiktan
sonra her bir kiivete reaktif II’den 15 pL eklenmistir. Kiivetler 5 dakika 37 °C’de
bekletilip, spektrofotometre cihazinda 530 nm’de okutulmus ve absorbans verileri (A2)

kaydedilmistir. Ol¢iim sonuglar1 pmol H,02 Equiv/L cinsinden hesaplanmustir.

(4.2)
A2 — A1 = AAbsorbans

x 10

umol) A Ornek Absorbans

TOS ( =
L A Standart Absorbans

4.3.2. Total Antioksidan Durum (TAS) yontemi

Hiicrelerde bulunan antioksidan miktarini belirlemede siklikla 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonat)  (ABTS+)  temelli  yontemler  kullanilmaktadir.
Numunelerdeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz
indirgenmis ABTS formuna indirger. Reaksiyona eklenen antioksidan maddeler, madde
yogunlugu ile ters orantili bir sekilde renk degisikligine ugramaktadir. Total antioksidan
madde yogunlugu renk degisimine gore spektrofotometre cihaziyla belirlenebilmektedir.
TAS yontemi REL ASSAY DIAGNOSTIK (Gaziantep, Tiirkiye) ticari kitinin kullanim
talimatina gore uygulanmistir. Kit kullanim talimatlarina gore ilk olarak standart 6l¢timii
gerceklestirilmistir. Devam eden asamada, on islem uygulanarak lizis edilmis

orneklerden 18 pL alinarak 300 pL reaktif I ile karistirilarak spektrofotometre kiivetine
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aktarilmistir. Kiivetler, reaktif I eklendikten 30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda
660 nm’de okutulmus ve absorbans degeri (Al) elde edilmistir. A1 verileri alindiktan
sonra her bir kiivete reaktif II’den 45 pL eklenmistir. Kiivetler 5 dakika 37 °C’de
bekletilip, spektrofotometre cihazinda 660 nm’de okutulmus ve absorbans verileri (A2)

kaydedilmistir. Ol¢iim sonuglar1 pmol Trolox Equiv/L cinsinden hesaplanmustir.

(4.3)
A2 — A1 = AAbsorbans

45 (mmol) _ (AKor Absorbans) — A( Ornek Absorbans)
L / (A Kor Absorbans) — (A Standart Absorbans)

4.3.2.1. Oksidatif stres indeksinin (OSI) belirlenmesi

Hiicrelerin oksidatif denge durumlarinin tespiti igin oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplanmaistir. OSI, TOS ve TAS sonuglar1 belirlendikten sonra asagidaki formiille
hesaplanmustir.

TOS
0SI =125 x 100 (4.4)

4.3.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) ol¢iimii

SOD olglimii, hiicredeki total siliperoksit dismutaz enzimi hakkinda bilgi
vermektedir. SOD olg¢limleri ‘Cayman’ Siiperoksit Dismutaz Kit’i kullanilarak 6l¢iilmiis
olup bu kitin temel prensibi; ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan iiretilen siiperoksit
radikallerinin tespiti i¢in bir tetrazolyum tuzu kullanilarak Slciilmesi esasina dayanir.
SOD analizi i¢in 96 kuyucuklu plakaya standart ve numune kuyucuklarinin her birine
radikal detektor soliisyonundan 200 pL eklenmistir. Standart kuyucugunun her birine
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standartlardan, numune kuyucuklarna da lizis
edilmis orneklerden 10 pL. numune eklenmistir. Kullanilan biitiin kuyucuklara en son
olarak 20 pL ksantin oksidaz eklenmistir ve daha sonra 30 dakika boyunca oda
sicakliginda galkalayicida inkiibe edilmistir. ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 440-
460 nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢timleri gergeklestirilmistir. SOD standart

grafigi ¢izilerek numunelerdeki SOD miktar1 hesaplanmustir.
4.3.4. Rediikte glutatyon (GSH) dl¢iimii

GSH 6l¢timleri ‘Cayman’ Glutatyon Kit’i kullanilarak 6l¢tilmiis olup bu kitin temel

prensibi; glutatyon miktarimi 6lgmek i¢in geri doniisiimlii enzimatik glutatyon rediiktaz
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yontemini kullanir. GSH, DTNB (5,5’-ditiyo-bis-2-(nitrobenzoik asit)) ile reaksiyona
girer ve sar1 renkli TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit) tiretir. GSTNB (GSH + TNB) daha
fazla GSH ve TNB iretmek i¢in geri doniistimlii glutatyon rediiktaz enzimi ile
azalmaktadir. TNB iiretim hizi, numunedeki GSH konsantrasyonuyla dogrudan
orantilidir. TNB absorbansiin 405-414 nm de 6lgiilmesi GSH seviyesini vermektedir.
GSH analizi i¢in kuyucuklarina standart ve 6rneklerden 50 pL eklenmistir. Kullanilan
tiim kuyucuklara 150 pL hazirlanan Assay Coctail’den eklenerek karanlik ortamda 25 dk
calkalayicida inkiibe edilmistir. ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 405-414 nm dalga
boyunda spektrofotometrik 6l¢timleri gerceklestirilmistir. GSH standart grafigi ¢izilerek

numunelerdeki GSH miktar1 hesaplanmaistir.

4.3.5. Malondialdehit (MDA) él¢ciimii

MDA o6l¢iimleri ‘Cayman’ TBARS Kit’ i kullanilarak 6l¢tilmiis olup bu kitin temel
prensibi;  tiyobarbitlirik  asit reaktif maddelerin Olctimii  (TBARS), lipit
peroksidasyonunun taranmasi ve izlenmesi i¢in en iyi bilinen yontemdir. MDA analizi
igin falkon tiiplere lizis edilmis 6rneklerden 100 pl ve standart eklenmistir. Numune ve
standart falkonlarinin her birine 100 ul SDS ¢ozeltisi eklenerek karistirilmistir. Her
falkona 4 ml renk reaktifi eklenmistir. Falkon tiipler 1 saat boyunca kaynatilmistir.
Kaynama igleminden hemen sonra falkonlar, tiiplerdeki reaksiyonu durdurmak i¢in10 dk
boyunca buz iizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra tiipler, 1600 rpm de 10 dk santrifiij
edilmistir. Numune ve standartlar 6l¢tim i¢in 96 kuyucuklu plakalara 150 pl eklenmistir.
ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik
Olctimleri gerceklestirilmistir. MDA standart grafigi cizilerek numunelerdeki MDA

konsantrasyonu hesaplanmustir.

4.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri ortalama + standart sapma kullanilarak,
Graphpad Prism 8.0.1 programi kullanilarak yapilmistir. Grup farkliliklarn tek yonli
ANOVA ve post-hoc olarak Tukey testi kullanilarak verilerin istatistiksel analizi
yapilmistir. Tiim ¢aligmalar %95 giiven aralig1 baz alinarak gerceklestirilmistir. *p<0,05,

**p<0,01 ve ***p<0,001 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR
5.1. MTT Analizi Bulgular

CDDP ve e-Viniferin ICso degerleri 24 saatlik muamele sonucu Hela hiicre hatti igin
sirasiyla 28 uM ve 21 uM olarak tespit edilmistir (Sekil 5.1 ve Sekil 5.2).

Tablo 5.1. Hela hiicre hattinin 10-100 uM konsantrasyon araliginda CDDP ile 24 saat muamelesi
sonucunda hiicre canliligina etkisi (Kontrole gére *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Dozlar 1Cs0 (%0)
Kontrol 100

10 uM 80,65*
20 uM 52,33***
40 uM 44,35%**
60 uM 39,18***
85 uM 37,02%**
100 pM 40,35***

CiSPLATIN 24 saat

Konsantrasyon (uM)

100

% Canhihik
(6]
o o
“

*okk i‘
$ $

Q “ O
S $ N

Sekil 5.1. Hela hiicre hattimin 10-100 uM konsantrasyon araliginda CDDP ile 24 saat muamelesi sonucu
olusan canlilik grafigi (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)
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Tablo 5.2. Hela hiicre hattinin 10-200 uM konsantrasyon araliginda e-Viniferin ile 24 saat muamelesi
sonucu hiicre canliligina etkisi (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Dozlar ICso (%0)
Kontrol 100

10 uM 98,37

20 uM 48,78**
40 uM 57,01*

60 uM 45,37**
85 uM 42,14%*
100 uM 47 48**
150 uM 45,59**
200 uM 52,11%*

¢- Viniferin 24 saat

100
“ Hea
50 i I 1 ] i I I

Konsantrasyon (uM)

% Canhhk

Sekil 5.2. Hela hiicre hattimin 10-200 uM konsantrasyon araliginda e-Viniferin ile 24 saat muamelesi
sonucu olusan canlilik grafigi (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Tablo 5.3. CDDP ve ¢-Viniferin ICso dozlarimin yiizdeleri tizerinden hesaplanan kombinasyonlarin 24
sonunda Hela hiicrelerindeki inhibisyonu (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

ICs0 Yiizdesi Dozlar (¢-Vin + CDDP) % inhibisyon
%100 21 M £ 28 uM 9629, 255+
%75 15,75 uM £ 21 uM 9629,30%**
%50 10,5 M + 14 uM 9625, 78%**
%40 8.4 uM £ 11,2 uM 0633,29%+*
%30 6,3 UM = 8,4 M 0635,03%+*
%20 42 UM £ 5,6 UM 0438, 15%+*
%10 2,1 uM = 2,8 uM 0549 07+
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Sekil 5.3. CDDP ve e-Viniferin 1Cso dozlarinin yiizdeleri iizerinden hesaplanan kombinasyonlarin 24 saat
sonunda Hela hiicrelerindeki canlilik grafigi (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

5.1.1. Kombinasyon indeksi bulgulari

CDDP, ¢-Viniferin ve bu iki maddenin Hela hiicre hattindaki sitotoksisite verilerine
dayanarak kombinasyon indeksi hesaplanmistir. Hela hiicre hattindaki kombinasyonlarin
sinerjik ya da antogonist etkilerini belirlemek icin CompuSyn programi ile kombinasyon
oranlar1 belirlenmistir. Program verilerine goére %10, %20 kombinasyon oranlarinin
sinerjik etkili oldugu bulunmustur, yapilacak olan diger deneysel siirecler i¢in sinerjik

etki gosteren kombinasyon oranlar olarak segilmistir (Tablo 5.4).

Tablo 5.4. CDDP ve ¢-Viniferin kombinasyonlarimin Hela hiicre hatlarindaki sitotoksisite verileri

kullanilarak hesaplanan kombinasyon indeksleri (CI)

1Cso Yiizdesi Dozlar (Vin + CDDP) Cl

100% 21 uM +28 uM 2,02
75% 15.75 uM £ 21 uM 1,56
50% 10.5 uM £ 14 uM 1,01
40% 84 uM =112 uM 1,19
30% 6.3 uM + 8.4 uM 1,12
20% 42 uM + 5.6 uM 0,82
10% 2.1 uM +£2.8 uM 0,61
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Sekil 5.4. CDDP ve ¢-Viniferin ve kombinasyonlarin sitotoksisite verileri kullanmilarak hesaplanan

kombinasyon indeksleri CI <1 (Sinerjist), Cl = 1 (Aditif), Cl >1 (Antagonist)

5.2. TAS ve TOS Sonuglari

HeLa hiicre hattina uyguladigimiz CDDP ve e-Viniferin’in hem sinerjik hem de

antogonist kombinasyonlarinin, oksidatif strese olan etkileri igin TAS ve TOS verileri

olgiilerek OSI (Oksidatif Stres Indeksi) degerleri belirlenmistir. %20 kombine
uygulamasinin (5,6 uM CDDP + 4,2 uM e-Viniferin) TAS degeri haricinde TAS ve TOS

degerlerinde herhangi bir anlamli farklilik gériillmemistir ve %20 kombine (5,6 uM CDDP

+ 4,2 uM e-Viniferin) igin istatistiksel olarak anlaml fark goriilmiistiir (Tablo 5.5).

Tablo 5.5. CDDP ve ¢-Viniferin kombinasyonlarmin Hela hiicre hattindaki total oksidan ve antioksidan
duruma etkileri (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Gruplar TOS (umol/L) TAS (umol/L)
Kontrol 61,67 +£9,28 266,67 £ 0,06
CDDP (28 uM) 31,67 £ 4,41%** 666,67 £0,13
e-Viniferin (21 uM) 20,00 £ 5,00* 1133+ 0,06
%40 kombine [11.2 pM CDDP + 8.4 uM VIN] 35,00 + 1,66* 1266,67 0,13
%20 kombine [5.6 uM CDDP + 4.2 uM VIN] 43,33 +£6,01 2466,67 + 0,98*

%10 kombine [2.8 uM CDDP + 2.1 uM VIiN]

21,67 £ 4,41**

1333,33 £ 0,06




Sinerjik olarak etkili olan gruptaki %10 kombine (2,8 uM CDDP + 2,1 uM e-
Viniferin) i¢in OSI degeri 1,63 hesaplanirken, %20 kombinede (5,6 uM CDDP + 4,2 uM
e-Viniferin) bu deger 1,75’e ¢itkmistir. Artan kombinasyon yiizdesi ile birlikte OSI
degerinin diismesi, dolayist ile oksidatif stres yiikiiniin azalmasi beklenmis ancak
beklenen deger araliginin altinda veriler elde edilmistir. Tek basina verilen g-Viniferin ve
CDDP + g-Viniferin kombinasyonlarinin OSI degerleri, tek basina verilen CDDP’nin OSI
degerinden diisiik ¢cikmis olsa da tiim sonuglarin OSI degerlerinin 1’in lizerinde tespit

edilmesi, ortamda bir oksidatif stres yiikii varliginin gostergesidir (Tablo 5.6).

Tablo 5.6. Hela hiicre hattindaki TOS ve TAS deney sonug¢lart tizerinden hesaplanan oksitatif stres

indeksi
Gruplar OSI (JTOS/TAS|x100)
Kontrol 22,50
CDDP (28 uM) 5,00
e-Viniferin (21 uM) 1,72
%40 kombine [11.2 uM CDDP+ 8.4 uM ViN] 3,02
%20 kombine [5.6 uM CDDP + 4.2 pM VIN] 1,75
%10 kombine [2.8 uM CDDP + 2.1 uM VIN] 1,63

5.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Sonuglari

CDDP, ¢-Viniferin ve kombinasyonlarinin, 24 saat sonucunda HeLa hiicrelerindeki
SOD aktivasyon bulgulari, spektrofotometre verileri iizerinden, GraphPad Prism 8
programui ile hesaplanmistir. Yapmis oldugumuz ¢aligmada SOD degerlerinde tek basina
verilmig CDDP ve %10 CDDP + g-Viniferin kombinasyonu i¢in kontrol grubuna gore
anlaml fark bulunmaktadir. CDDP + e-Viniferin kombinasyonlarindaki hem antikanser
hem de antioksidan madde miktar1 arttikca, SOD degerleri de dogru orantili sekilde artig

gostermis, kontrol grubunun SOD degerinin ise altinda sonug vermislerdir (Tablo 5.7).
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Sekil 5.5. SOD Standart Grafigi

Tablo 5.7. Hela hiicre hattindaki CDDP ve g-Viniferin kombinasyonlarinin 24 saatlik doza bagimh
numunelerinin SOD aktivasyon sonuglar: (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Gruplar SOD (U/mL)
Kontrol 1,550+ 0,10
CDDP (28 uM) 0,502 + 0,12*
e-Viniferin (21 uM) 0,384 £ 0,07*
%40 kombine [11.2 uM CDDP + 8.4 uM ViN] 1,783 + 0,44
%20 kombine [5.6 uM CDDP + 4.2 uM VIN] 1,12+0,24
%10 kombine [2.8 uM CDDP + 2.1 pM VIN] 0,805 + 0,02*

5.4. Rediikte Glutatyon (GSH) Sonuglari
GSH standard: i¢in, stok c¢ozeltiden, belirtilen diliisyonlarin 6l¢iimii yapilarak

standart egri grafigi elde edilmistir. Yaptigimiz ¢alismalarda %10 (2,1 uM e-Viniferin +
2,8 uM CDDP) ve %20 (5,6 uM CDDP + 4,2 uM e¢-Viniferin) kombinelerinin GSH
degerleri, tek basina verilen Cisplatin’in GSH seviyelerinden daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Tek bagina verilen CDDP ve %10 CDDP + e-Viniferin kombinasyonu igin
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir. Istatistiksel yaklasim agisindan SOD ve

GSH gruplarindaki anlamli farkliliklar benzerlik gostermektedir (Tablo 5.8).
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GSH Standart Grafigi
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Sekil 5.6. GSH standart grafigi

CDDP, e-Viniferin ve kombinasyonlarinin, 24 saat sonucunda HeLa hiicrelerindeki
GSH bulgulari, spektrofotometre verileri iizerinden, GraphPad Prism 8 programu ile

hesaplanmuistir.

Tablo 5.8. Hela hiicre hattindaki CDDP ve ¢-Viniferin kombinasyonlarmin 24 saatlik doza bagimh
numunelerinin GSH ativasyon sonuglar: (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

18

Gruplar GSH (uM)
Kontrol 1,378 £ 0,09
CDDP (28 uM) 0,418 £0,16**
e-Viniferin (21 uM) 0,636 + 0,16*
%40 kombine [11.2 pM CDDP + 8.4 uM ViN] 1,353 + 0,30
%20 kombine [5.6 uM CDDP + 4.2 uM VIiN] 0,836 + 0,19
%10 kombine [2.8 uM CDDP + 2.1 uM VIN] 0,847 + 0,03**
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5.5. Malondialdehit (MDA) Sonuclari

MDA standardi igin, stok ¢ozeltiden, belirtilen diliisyonlarin dlgiimii yapilarak
standart egri grafigi elde edilmistir. Calismamizda en disik MDA degeri kontrol
grubunda elde edilmistir ancak en yiiksek MDA degeri ise deneme amagli yaptigimiz ve
antagonist olarak belirledigimiz %40 (8,4 uM e-Viniferin + 11,2 yM CDDP)
kombinasyon grubuna aittir. e-Viniferin’in MDA degeri tek basina verilen Cisplatin’in
MDA degerinden diisiik olmasina ragmen, kombinasyonlarda kullanilan madde miktari
arttikga, dogru orantili sekilde MDA degerleri de artis gostermektedir. CDDP + e-
Viniferin %20 ve %40 kombinasyonlari haricinde kalan kombine gruplarinda ya da tek
basina verilen CDDP veya e-Viniferin i¢in herhangi bir istatistiksel anlamli fark

goriilmemistir (Tablo 5.9).

MDA Standart Grafigi
0,07
0,06
0,05 y =0,0013x + 0,0004

R?>=0,9987

Absorbans (540nm)

0 10 20 30 40 50 60
Malondialdehit (uM)

Sekil 5.7. MDA standart grafigi

CDDP, e-Viniferin ve kombinasyonlarinin, 24 saat sonucunda HeLa hiicrelerindeki
MDA bulgulari, spektrofotometre verileri lizerinden, GraphPad Prism 8 programi ile

hesaplanmastir.
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Tablo 5.9. Hela hiicre hattindaki CDDP ve ¢-Viniferin kombinasyonlarmn 24 saatlik doza bagimh
numunelerinin MDA aktivasyon sonuglart (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Gruplar MDA (uM)
Kontrol 0,461 £+ 0,000
CDDP (28 uM) 1,564 + 0,05
e-Viniferin (21 pM) 0,923 + 0,16
%40 kombine [11.2 uM CDDP + 8.4 uM VIN] 4,307 £ 0,59***
%20 kombine [5.6 uM CDDP + 4.2 uM VIN] 3,794 + 0,46**
%10 kombine [2.8 uM CDDP + 2.1 uM VIiN] 3,358 + 0,35

31



6. TARTISMA

Kanser, diinya ¢apinda 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir ve kontrolsiiz hiicre
bliyiimesi nedeniyle kiiresel olarak ana saglik sorunudur. Kiiresel olarak, meme ve kolon
kanserinden sonra serviks kanseri, kadinlar arasinda iiciincii 6nde gelen malignitedir.
Rahim agz1 kanseri orta ve diisiik gelirli iilkelerde yasayan kadinlarda en sik goriilen
kanserlerden biridir (Al-Oqail vd. 2021). Kanserden korunma programlar1 {i¢ grupta
incelenir. Bu koruma programlarindan en énemlisi olan birincil korunma, kansere neden
olan maddelerden kaginilmasi, asilama ve saglik egitimi yoluyla gergeklestirilir. ikincil
korunma, kanser oncesi lezyonlarin invaziv olmadan erken tam1 ve tedavisi olarak
tanimlanabilir. Ugiinciil korunma, klinik agsamalar1 sonras1 donemde gerceklestirilen bir
koruma seklidir, olusabilecek sakatliklar1 azaltmak ve hastalar1 rehabilite etmek icin
uygun yontemlerin kullanilmasini da igerir (Acar, 2014).

Gardasil ve Cervarix, FDA onayl koruyucu asilardir. Gardasil veya Cervarix’in
serviks kanserine karsi koruma siiresinin su anda en az bes yil oldugu bildirilmektedir.
Gardasil, risk altindaki kadinlarda goriilen bazi HPV tipleri ile iligkili olan CIN II/III
lezyonlarina karst %100 koruma saglar. Ayrica asinin, sigiller dahil vulvar lezyonlara
kars1 korumadaki etkinligi de %100'e yakindir. HPV asis1 heniiz Tirkiye'nin ulusal as1
takvimine dahil edilmemistir. Kullanim1 kisinin kendi veya resit degilse ailesinin istegine
bagldir ve iicretlidir (Aydogdu ve Ozsoy, 2018).

Yaptigimiz ¢alismada amacimiz, CDDP ve e-Viniferin’in ayri ayri ve kombine
sekilde HeLa hiicre hatt1 iizerindeki oksidatif stres etkilerinin gézlemlenmesidir. CDDP
ile yaptigimiz 24 saatlik MTT sonucu ICso degeri 28 uM tespit edilmistir. Koyuncu ve
digerleri tarafindan HeLa hiicre hattinda gergeklestirilen calismalarda, Cisplatin’in 24
saatlik MTT sonucunda 28,9 uM ICsp degeri tespit edilmis, yapmis oldugumuz
sitotoksisite caligmalar1 literatiir ile uyumlu bulunmustur. Calismamizin devam eden
kisminda e-Viniferin ile yaptigimiz 24 saatlik MTT sonucu ICsp degeri 21 pM tespit
edilmistir. Koyuncu ve digerleri tarafindan devam ettirilen yine ayn1 ¢alismanin 48 saatlik
stirecinde bu ICso degeri, 7,6 pM’a kadar diistiigii goriilmistiir (Koyuncu vd., 2019). -
Viniferin hakkinda HeLa hiicre hattinda ¢ok fazla galisma bulunmasa da, Kim ve digerleri
tarafindan yapilan sitotoksik aktivite ¢alismalar esnasinda e-Viniferin igin HelLa insan
kanser hiicre hattinda ICsg degeri 20.4 uM tespit edilmis, bu sonuglar referans alinarak,
yapmis oldugumuz sitotoksisite ¢caligmalart literatiir ile uyumlu bulunmustur diyebiliriz.

(Kim vd., 2002b). Xue ve digerleri tarafindan yapilan bir baska e-Viniferin kaynakli
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calismada ise HeLa hiicresi igin e-Viniferin 1Cso degeri 20.4 uM bulunmustur (Xue vd.,
2014). Calismamizda HeLa hiicre dizisi lizerine tek basina verilmis olan CDDP ve e-
Viniferin’in maddelerinin ICso degerleri tizerinden %10, %20, %30, %40, %50, %75, ve
%100 olacak sekilde kombine konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve 24 saatlik siirece tabi
tutulmustur. Kullanilan kombine dozlarin yiizde orant minimum seviyedeyken, hiicre
inhibisyonunun maksimum oldugu goriilmiistiir (Tablo 5.3). En diisiik canlilik %10 (2,8
uM CDDP + 2,1 uM eg-Viniferin) kombinesinde goériilmiistiir. Yiiksek canlilik veya daha
diisiik toksisite yiizdesi bakimindan %75 (21 uM CDDP + 15,75 uM e-Viniferin) ve %100
(28 uM CDDP + 21 uM e-Viniferin) kombineleri arasinda minimal bir fark goriilmiistiir.
Kontrole gore yapilan istatistiki analizler sonucunda, inhibisyona karsilik biitiin
kombinasyon ylizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir. CDDP, e-
Viniferin ve bu iki maddenin kombinasyonlarinin Hela hiicre hattindaki sitotoksisite
verilerine dayanarak hesaplanan kombinasyon indeksleri tablosuna gore (Tablo 5.4),
sinerjik etki gosteren (CI <1) %10 (2,8 uM CDDP + 2,1 uM e-Viniferin) ve %20 (5,6 uM
CDDP + 4,2 uM e-Viniferin) kombinasyonlar ile antogonist etkiye (Cl >1) sahip %40
(11,2 uM CDDP + 8,4 uM g-) kombinasyonu, ¢alismanin bundan sonraki asamalar1 i¢in
secilmistir.

Viicut sivilarinin TAS ve TOS'u, bilinen ve bilinmeyen antioksidanlarin kapasitesi
ile bunlarin etkilesimlerini belirler ve degerlendirilmesi sonucunda viicutta antioksidanlar
ve oksidanlar arasindaki hassas denge hakkinda bir fikir vermektedir (Ghiselli vd., 2000;
Rabus vd., 2008). Cesitli ¢calismalar, insanlarda ve hayvanlarda strese bagli bozukluklara
yol agan fizyolojik ve biyokimyasal siireclerdeki TAS ve TOS seviyeleri arasinda bir
dengesizlik oldugunu gostermektedir (Buettner, 1993; Halliwell ve Gutteridge, 1990;
Valko vd., 2006]. Agcayazi ve digerleri tarafindan fareler iizerinde yapilan, CDDP ile
kombine verilmis olan Resveratrol ile ilgili bir ¢alismada, bizim yapmis oldugumuz
caligmamizdaki TAS sonuglarinin kiyaslamasina benzer bir sekilde kombinasyon TAS
degerlerinin, tek basina verilen Cisplatin’in TAS degerine gore artis gosterdigi
kaydedilmistir (Agcayazi vd., 2021). Fare midesi ve akcigeri i¢in Fatime ve digerleri
tarafindan CDDP ile kombine verilmis Oleuropein ¢aligmasinda, kombine uygulamalarin
TAS degerlerinin, tek basina verilen CDDP’in TAS degerine kiyasla artmis bulundugu,
CDDP ve Oleuropein kombinasyonlarinin TOS degerlerinin ise Cisplatin’in TOS
degerine kiyasla azaldig1 veya bu degerin yakininda kaldig1 kaydedilmistir (Geyikoglu,
2017).
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ROT’a kars1 ilk savunma hattin1 olusturan SOD enzimi, siiperoksit anyonunun
(-O2-), hidrojen perokside (H202) ve oksijene doniisiimiinii katalize ederek bu radikallerin
etkisini azaltmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2005). Toplu ve digerleri tarafindan yapilan
in vivo ¢alismada CDDP ve antioksidan bir madde olan Molsidomine ile kombinasyon
grubu denenmis ve bu kombinelerin SOD degerlerinin, tek basina verilen Cisplatin’in
SOD degerinin iizerinde ¢iktigi kaydedilmistir (Toplu vd., 2014). Toplu ve digerleri
tarafindan yapilan ¢alismanin SOD sonuglarina benzer bir tablo, bizim ¢alismamizdaki
SOD degerlerinde de gézlemlenmistir.

ROT'un neden oldugu oksidatif stres, endojen bir antioksidan olan glutatyonda
(GSH) azalmaya neden olur. Glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini 6nleyen veya
azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin substrati olarak gorev yapmakta,
biyolojik membranlar lipid peroksidasyonuna kars1 korumaktadir. Koyuncu ve digerleri
tarafindan tek basina CDDP uygulamasi yapilan ratlarin doku ve serumlarinda
gerceklestirilen bir ¢alismada, GSH degerlerinin en yliksek, karaciger dokusunda oldugu
tespit edilmistir (Koyuncu vd., 2017). Bir baska ¢alismada, CDDP ve bir enzim olan NOX
ile yapilmis kombinasyonlarinin konsantrasyon yiizdeleri arttikga GSH degerleri li¢ deney
ortami i¢in de (karaciger, bobrek, serum) tek basina verilen Cisplatin’in GSH
diizeylerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Lee vd., 2000). Koyuncu ve digerleri
tarafindan yapilmis olan kombine calismalarin GSH sonuglarinin, tek basina verilen
CDDP’nin GSH sonuglarina olan oranindaki benzerlik bizim ¢alismamizda da goriilmiis,
CDDP ve e-Viniferin’in GSH degerleri, kombine gruplarin yiizde degerleri ve madde
miktarlart arttik¢a (%10, %20 vb.), tek basina verilen Cisplatin’in GSH seviyelerinden
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Toplu ve digerleri tarafindan albino fareler iizerinde
yapilan bir bagka caligmada, CDDP + Molsidomine kombinasyonunun GSH degerinin,
tek bagina verilen CDDP’ye oranla GSH degerini arttirdigi bildirilmistir. Molsidomin’in
GSH degerini, kontrol grubunun GSH degeri ile kiyasladigimizda ise en yiiksek GSH
degeri kontrol grubuna aittir (Toplu vd., 2014).

MDA seviyesi lipid peroksidasyonunun ve dolayisiyla oksidatif stresin
gostergelerinden biridir (Chen vd., 2001; Yang vd., 2011). Lipid peroksidasyonu,
membrandaki doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri gibi ¢esitli iirlinlere yikilmasi reaksiyonudur. Ayrica ROT,
hiicre zar1 lipid peroksidasyonunu etkiler ve malondialdehit (MDA) gibi daha toksik

tirtinlerin ortaya ¢ikmasina neden olur (Sun vd., 2014). Koc ve digerleri tarafindan in vivo
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ortamda yapilan ¢alismalarda, bizim ¢alismamizin MDA sonuglarina benzer sekilde, en
diisik MDA degeri kontrol grubunda goriilmiis, tek basina verilen Cisplatin’in MDA
diizeyi ise farkli dozlarda verilen ve antioksidan olarak kabul edilen Oleuropein
maddesinin MDA degerlerine goére daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. CDDP +
Oleuropein kombinasyonlarinin MDA seviyeleri, konsantrasyon ylizdesi azaldikca artmis
ancak tek basma uygulanan Cisplatin’in MDA degerinin altinda kalmistir. Dikkat
edilmesi gereken nokta, in vivo ortamda yapilmis bu galismada, tek basma verilen
Oleuropein ve CDDP maddelerinin konsantrasyon degerleri artttkca MDA degerleri
artmig, madde miktar1 azaldikga MDA degeri azalmistir (Koc vd., 2018). Koyuncu ve
digerleri tarafindan yapilan calismada rat karacigeri ve bobregi i¢in CDDP + NOX
kombinasyonlarinin MDA degerleri, konsantrasyon miktar1 arttikca azalmaya devam
etmis ve tek basma verilen Cisplatin’in MDA degerinin altinda kalmislardir. Serumda
yapilan ¢alismada ise bu durumunun tam tersi yasanmig ve CDDP + NOX
kombinasyonlarinin MDA degerleri konsantrasyon miktari arttik¢a Cisplatin’in MDA
degerinin tlizerinde ¢ikmistir (Koyuncu vd., 2017).

Sonug olarak, elde edilen veriler 15181nda, diisiik dozda uygulamasi yapilan (%10 ve
%20) CDDP ve e-Viniferin kombinasyonlarinin HelLa hiicre dizisinde sinerjik etkili
oldugu bununla birlikte konsantrasyon oranlari arttik¢a antagonizme dogru kayma oldugu
bulunmustur. Bu ¢alisma tek basina kullanilan Cisplatin’in yiiksek doz uygulamasinin &-
Viniferin ile birlikte kombine olarak verilmesiyle daha da diisiiriilmiis ve Cisplatin’in
olast toksik dozunu azalttigi tespit edilmisti. CDDP ve e-Viniferin kombine
uygulamasinin oksidatif stres iizerindeki etkilerini inceledigimizde tek basina verilen
CDDP’nin TOS degeri, %10’luk kombine sekilde verilen CDDP + g-Viniferin grubunun
altinda degerde, bu grubun haricinde kalan biitiin gruplarin ise iizerinde deger ¢ikmustir.
Tek basina verilen CDDP’nin OSI degeri, kombine sekilde verilen CDDP + g-Viniferin
gruplarinin OSI degerinden diisiik ¢ikmistir. Buna karsilik, tek basina verilen CDDP’nin
TAS degerinin, kontrol grubunun TAS degerinden yiiksek oldugu, tek basina verilen &-
Viniferin’in ve kombine gruplarinin TAS degerinden diisiik bulunmustur. Bu bulgular,
oksidatif stresin yilikselmesinin e-Viniferin kombinesi ile azaltilabileceginin gostergesi
olabilir. SOD inhibisyonu hiicresel siiperoksit radikallerinin birikmesine neden olur ki bu
da serbest radikal hasar1 ile kanser hiicrelerinin apoptoza gitmesine yol agar ancak

yaptigimiz ¢alismada, e-Viniferin ve CDDP kombine gruplarinin SOD degerlerinin, tek
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basina verilen Cisplatin’in SOD degerine gore daha yiiksek ¢ikmasi, toksik etkilerin
azaltildigin1 gostermektedir ancak yine de kontrol grubunun SOD degeri, tek basina
verilen CDDP ve e-Viniferin ile kombine gruplarinin SOD degerlerinin altinda kalmustir.
e-Viniferin’in hiicresel antioksidan savunma sistemindeki dengeyi arttirarak reaktif
oksijen tiirlerine kars1 hiicreyi daha iyi savunabilecegini diisiinmekteyiz. GSH’1n hiicrede
azalimi intraseliiler oksidasyonu yansitir. Bu bilgiyi referans alarak, ¢calismalarimizdaki
CDDP + g-Viniferin kombinasyonlarinin GSH degerlerinin, Cisplatin’in GSH degerine
gore olan artis1, hiicrenin olasi bir oksidatif hasara karsi hazirlaniyor olabileceginin
gostergesi olabilir. Calismamizda, GSH diizeylerine dogrudan ve kombine gruplarin
etkilerini inceledigimiz maddelerden e-Viniferin’in doza bagli olarak hiicresel GSH
diizeyini arttirmis olmasi ile HeLa hiicrelerini korudugu diistiniilmektedir. Ayni1 zamanda
GSH diizeyindeki artisin ise e-Viniferin’in HeLa hiicrelerinde glutatyon sentezi ile ilgili
enzimleri etkilemis olabilecegini diisiiniiyoruz. Dikkat edilmesi gereken nokta, diisiik
dozdaki e-Viniferin + CDDP kombinasyonlarinin, SOD aktivasyonunu ve GSH diizeyini
arttirarak koruyucu etki gostermis oldugudur. MDA degerlerini inceledigimizde, tek
basina verilen Cisplatin’in MDA degerine goére artmis olan kombinasyon
konsantrasyonlarindaki MDA degerlerinin, ROT’in intraseliiler olarak daha fazla
birikmesinin isaret¢isi oldugunu ve hiicresel lipid peroksit diizeylerinin daha da arttirarak
e-Viniferin’in kemoterapdtik ajanin etkilerini daha da giiclendirdigini, bu nedenle de LPO
seviyesini arttirarak prooksidan etki gosterdigini diistiniilmektedir. e-Viniferin ve CDDP
maddelerinin HeLa hiicre hatt1 tizerinde kombine olarak literatiirlerde daha 6nce yapilmis
bir ¢alismas1 olmadigindan, antioksidan enzim diizeylerinde ve aktivasyonlarinda
degisiklige neden olabilecek biyokimyasal mekanizmalarin ve bu enzimatik degerlerin
6liimciil bir hasar yaratip yaratmayacaginin anlagilmasi, hiicrenin apoptoza yonlendirilip
yonlendirilemeyecegi ve zamana bagli degisimlerin gézlemlenebilmesi i¢in daha fazla in

vitro ve in vivo arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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