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OZET

RESVERATROLUN iINSAN AKCiGER KANSERi HUCRELERINDE (H1299)
ANTIOKSIDAN ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Oznur YURDAKUL

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Aysun OZKAN
Haziran 2017, 87 sayfa

Bu ¢alismada polifenolik bir bilesen olan resveratroliin insan akciger kanseri hiicre
dizisi (H1299) iizerine antioksidan etkisi arastirilmistir. Antioksidan etki hiicrelerin
resveratrol uygulamasi sonrasinda giiclii bir oksidan olan hidrojen perokside maruz
birakilarak MDA ve GSH diizeyleri ile Se-bagimli-GPX, Se-bagimsiz-GPx, GRXx ve
GST aktivitelerinin &lgiilmesiyle ortaya konmustur. Insan embriyonik akciger fibroblast
hiicreleri (MRC-5) pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Resveratroliin ve H207’in hiicreler iizerine sitotoksik etkisi ve resveratroliin
H.0 sitotoksisitesine kars1 koruyucu etkisi Hiicre Canlilik Testi (Cell Titer-BlueR Cell
viability assay kiti) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Resveratroliin membran {izerine etkileri,
hiicrelerde olusan MDA miktarinin  floresan spektrofotometrede Olgiilmesiyle
gozlenmistir. Kantitatif protein miktarlar1 Bradford metodu ile 6l¢iilmiistiir. Glutatyon
diizeyi ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik  Slglimlerle
gozlenmistir.

H1299 hiicrelerinin resveratrol ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakilmasi
sonucunda ICso degerleri sirastyla 200 uM, 100 uM ve 50 uM olarak hesaplanmistir.
Hiicrelerin giiclii bir oksidan olan H20- ile 72 saat inkiibasyonundan sonra ICso ve 1C7g
degerleri sirasiyla 300 uM ve 420 uM bulunmustur. Resveratroliin ICso’den daha diisiik
konsantrasyonlari hiicrelerde H>O> sitotoksisitesine karsi koruyucu (antioksidan) etki
gostermistir. En etkili koruyucu doz 1C3o olarak bulunmustur. Hiicreler ICso ve 1C7o
resveratrol konsantrasyonlari ile inkiibe edildiklerinde MDA miktari artmigtir. Bu da
resveratroliin  yiiksek konsantrasyonlarda membran hasarmma neden oldugunu
gostermistir. IC3p resveratrol ile 6n inkiibasyona maruz birakildiktan sonra H.O>’e
maruz birakilan hiicrelerde azalan MDA miktarlar1 resveratroliin H>2O2’e karsi membran
koruyucu etkisi oldugunu gostermistir.

72 saat siireyle ICso ve IC7o konsantrasyonlarinda resveratrole maruz birakilan
hiicrelerde Se-bagimli ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi, GST aktivitesi ve GRx aktivitesi
kontrol grubuna gore istatistiksel acidan Onemli derecede yiiksek bulunmustur.
Resveratrol yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi etki gostermistir. H2O»



uygulamasi 6ncesinde 1C3p resveratrol ile 6n uygulamaya maruz birakilan hiicrelerde ise
bu degerler azalmstir.

Resveratrol hiicrelerde oksidan ve antioksidan etkiye sahiptir ve bu etkileri
konsantrasyona bagli olarak gdstermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon-S-transferaz, H1299, MDA, MRC-5,
resveratrol,
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ABSTRACT

INVESTIGATON OF THE ANTIOXIDANT EFFECT OF RESVERATROL ON
HUMAN LUNG CANCER CELLS (H1299)

Oznur YURDAKUL

Master’s Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Aysun OZKAN
June 2017, 87 Pages

In this study, the antioxidant effects of resveratrol, which is a polyphenolic
content, on human lung cancer cell line (H1299) were investigated. The antioxidant
effect were displayed measurement of MDA and GSH level, and Se-GPx, non-Se-GPX,
GST and GRx activities of the cells which were exposed to H,O> which is a strong
oxidant, after preincubated with resveratrol. The human embryonic lung fibroblast cells
(MRC-5) were used as control cells.

The cytotoxic effect of resveratrol and H202 on cells and the protective effect of
resveratrol (antioxidant) against H2O cytotoxicity were measured by using the Cell
Viability Test (Cell Titer-BlueR Cell viability test Kit). The effects of resveratrol on
membrane were observed by fluorescence spectrophotometric measurement of the
amount of MDA formed in the cells. Quantitative protein quantities were measured by
the Bradford method. Glutathione level and activities of antioxidant enzymes were
observed by spectrophotometric measurements.

As a result of 24, 48 and 72 hours incubation of the cells with resveratrol, the
values of ICsp were respectively calculated as 200 uM, 100 uM and 50 uM. ICso and
IC70 values were respectively found to be 300 uM and 420 uM after 72 hours of
incubation of the cells with H20. which is a strong oxidant. Concentrations of
resveratrol which are lower than 1Cso showed protective (antioxidant) effect against
H20- cytotoxicity in cells. The most effective dose was found as I1Czo. When the cells
were incubated at ICsop and 1C7o resveratrol concentrations, the amount of MDA
increased. Consequently, this has shown that high concentrations of resveratrol cause
membrane damage. The decreasing amount of MDA in the cells, which were exposed to
H2O. after pre-incubation with 1Czo resveratrol, has shown that resveratrol has a
membrane protective (antioxidant) effect against H2O».

Se-GPx, non-Se-GPx, GST and GRXx activities of the cells exposed to resveratrol

at ICso and IC7o concentrations for 72 hours were found significantly higher than the
control cells. Resveratrol has been shown to act as prooxidant at higher concentrations.



These activities were decreased in the cells, which were exposed to H.O, after pre-
incubation with IC3o resveratrol.

Resveratrol had oxidant and antioxidant effects on the cells and it was showed
those effects were depending on concentration.

KEY WORDS: Antioxidant, glutathione, glutathione peroxidase, glutathione reductase,

glutathione-S-transferase, H1299, MRC-5, MDA
Resveratrol.
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ONSOZ

Akciger kanseri diinyada en sik goriilen kanserlerden biridir. Tiirkiye’de de
akciger kanseri en sik goriilen ve 6liim nedeni olan kanserlerin baginda gelmektedir. Bu
ylizden kanser tedavisi calismalarinda serbest radikallerin ve oksidatif stres
kaynaklarmin belirlenmesi, rol oynadiklari reaksiyonlarin ortaya konmasi ve serbest
radikallere karsi olusan savunma mekanizmalarinin aydinlatilmasi, yeni tedavilerin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Dogada dogal olarak bulunan fitokimyasallar son
yillarda bir¢ok arastirmanin odagi olmustur. Fitokimyasallar arasinda ise polifenolik
bilesikler antioksidan 6zellikleri sebebiyle tercih edilmektedir.

Resveratrol kirmizi iiziim basta olmak tizere birgok sebze ve meyvede bulunan
dogal bir polifenolik bilesiktir ve antioksidan 6zellige sahiptir. Fenolik antioksidanlarin,
antioksidan aktivitesi yiiksek konsantrasyonlarda etkinligini yitirerek pro-oksidan yapi
kazanabilmektedir. Antioksidan olarak gorev yaparken diger oksidan ajanlara karsi
hiicre zarimi koruyabilir ya da yiiksek konsantrasyonlarda uygulandiginda pro-oksidan
gibi davranarak membran oksidasyonuna neden olabilir ve hiicrelerde hasar meydana
getirebilirler. Antioksidan savunma mekanizmasinda yer alan glutatyon diizeyini ve
antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirarak ya da azaltarak da pro-oksidan ya da
antioksidan Ozellik gosterebilirler. Birgok in vitro calismada resveratroliin anti-
inflamatuar, antikanserojenik, kemoprotektif ve antioksidan gibi farkli etkileri
tanimlanmustir. Ancak resveratroliin kanser hiicrelerinde anti/pro-oksidan 6zelligine dair
yapilan ¢aligmalar az sayidadir. En yaygin kanser tiirlerinden H1299 insan akciger
kanserinde doza bagli olarak hiicre membrani lizerine etkileri, GSH miktar1 ve GST, Se-
bagimli-GPx, Se-bagimsiz-GPx ve glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri {izerine etkisi
ile ilgili literatiir bilgisine rastlanmamaktadir.

Calismamizdan elde edilen sonuglarin resveratroliin pro-oksidan/oksidan
ozelligi ile yeni antikanser ilaglarinin, antioksidan 6zelligiyle ise yeni antioksidan
ilaglarinin tiretilmesinde dogal kaynak olarak onerilmesine yardimci olmasini dilerim.

Bana bu calismada arastirma olanagi saglayan ve galigmalarim asamasinda
oOnerileri ile beni yonlendirip destek olan danisman hocam Sayin Prof. Dr. Aysun
Ozkan’a (Akdeniz Universitesi Biyoloji Boliimii) tesekkiirlerimi sunarim. Bilgilerinden
yararlandigim ve calismalarim sirasinda yardimci olan Dr. Ayse ERDOGAN’a,
caligmalarim sirasinda her zaman yanimda olan ve yardimlarini esirgemeyen yiiksek
lisans &grencisi Yesim POLAT’a (Akdeniz Universitesi Biyoloji Béliimii),
calismalarimin  son asamasinda yardimimma kosan lisans Ogrencisi Hiiseyin
GIRISKEN’e tesekkiirlerimi sunarim. Yiiksek lisans &grenimim boyunca her daim
yanimda olan boliim sekreterimiz Selda CIVRIL’e, sabirla tezimi bitirmemi bekleyen
her konuda anlayis gosteren ve destek olan tiim arkadaslarima ve bana her konuda
destek olan ve maddi manevi fedakarliklarin1 esirgemeyen aileme tesekkiirlerimi
sunarim. Bu tezi, her zaman basarilarimla gurur duyan ancak bu tezin bitmesini
gormeye omrii yetmeyen sevgili dedem Mustafa YAVUZ’a ithaf ediyorum ve bana
inandig1 i¢in kendisine sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



Projemi destekleyen (2014.02.0121.009 no’lu proje) Akdeniz Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkiirlerimi sunuyorum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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Kisaltmalar
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AST
ATP
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GIRIiS OZNUR YURDAKUL

1.GIRIS

Akciger kanseri tiim diinyada kadinlarda ve erkeklerde en sik goriilen
kanserlerin basinda gelmektedir. Tan1 ve tedavisindeki gelismelere ragmen en fazla
oliime yol agan kanserlerden biri durumundadir (Miisellim 2007). Ulkemizde tiim yas
gruplar1 dikkate alindiginda goriilen kanserler arasinda akciger kanseri erkeklerde
%21.9 ile en c¢ok goriilen kanser tiiriidiir. Kadinlarda ise akciger kanserinin goriilme
oran1 %5.3’tlir (www.kanser.gov.tr). Akciger kanserinin erken tanisi ya da ileriki
asamalarda alt tipinin belirlenmesi daha dogru bir tedavi uygulanmasini1 saglayabilirr.
Ancak, beslenmeye dikkat ederek oOzellikle antioksidan igerilikli gidalar1 bilingli
tilketerek kanser riski de azaltilabilir.

Antioksidanlar serbest radikallerle etkileserek onlart etkisiz hale getirir ve hasar
yaratmasina engel olurlar. Ayn1 zamanda serbest radikal siipiiriicii olarak bilinirler.
Serbest radikalleri etkisizlestirmek i¢in viicut bazi endojen antioksidanlar tiretir. Ancak
beslenme ile birlikte alinan ekzojen antioksidanlar da vardir. Meyveler, sebzeler ve
tahillar zengin antioksidan kaynagidir. Bazilar1 da beslenmeye tamamlayici olarak
yararlidir (Bouyaed ve Bohn 2010). Beslenme ile alinan antioksidanlar 6zellikle beta
karoten, likopen, vitamin A, vitamin C ve vitamin E igerir. Selenyum mineralinin
genellikle beslenmeyle alinan antioksidan oldugu diisiiniiliir. Ancak, antioksidan etkisi
selenyumun kendisinden degil antioksidan aktivite gdsteren proteinlerin temel bileseni
olmasindan kaynaklanir (Davis vd 2012). Bitkilerde bulunan polifenolik bilesenler
zengin antioksidan kaynagidir ve son yillarda polifenolik bilesenlerle ilgili ¢aligsmalar
artarak siirmektedir. Ancak son yillarda yapilan caligsmalarla, bitkilerden elde edilen
antioksidan maddelerin anti-/pro-oksidan ve toksik ozelliklerinin ortaya konmasi
insanlar da dahil pek ¢ok canli grubu icin giivenli olmadiklarin1 gdstermektedir.
Canlilarda bulunan antioksidan mekanizma enzimleri belirli diizeyi agsmis oksidanlara
dogrudan etki edip onlar1 inaktif hale getirebilmektedir (Loizzo vd 2009).

Resveratrol (trans-3, 5, 4’-trihydroxystilbene) siyah {iziim basta olmak iizere, yer
fistigit ve ananas gibi bitkilerde bulunan, bitkinin soguk havaya ve mantar
enfeksiyonlarina kars1 kendini korumak i¢in tirettigi dogal bir polifenolik bilesendir.

Calismamizda, polifenolik bir bilesen olan resveratroliin H1299 insan akciger
kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkisine bakilarak ICsg ve 1C7o degerleri hesaplanmastir.
Bu konsantrasyonlara maruz birakilarak, glutatyon (GSH) miktari, selenyum-bagimli
glutatyon peroksidaz (Se-GPx), selenyum-bagimsiz glutatyon peroksidaz (Se-bagimsiz-
GPx), glutatyon rediiktaz (GRx) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktivitelerine
bakilarak resveratroliin antioksidan mekanizma iizerine etkisi, membran hasar1 sonucu
olusan malondealdehit (MDA) miktar1 Olglilerek de membran {izerine prooksidan
ozelligi degerlendirilmistir. Bilesenin antioksidan 6zelligini ortaya koymak i¢in gii¢lii
bir oksidan olan hidrojen peroksit tarafindan indiiklenen oksidatif hasara karsi
resveratroliin (<ICsg) bu parametreler iizerindeki etkileri arastirilmigtir. Bu sonuclara
gore Dbilesenin prooksidan ve antioksidan konsantrasyonlari, hasar ve koruyuculuk
acisindan degerlendirilerek literatiire bilgi saglanmasi ve yeni fitoterapi c¢aligmalarina
katkida bulunulmasi amaclanmistir. Ayrica ¢alismamizda ayni parametreler MRC-5
insan akciger fibroblast hiicre dizisinde de ¢alisilarak resveratroliin saglikli hiicrelerdeki
etkisi incelenmistir.
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2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Akciger Kanseri

Her yil yaklasik 1 milyon kisi akciger kanserinden 6lmektedir. Ortalama yasam
siiresi 8 aydir ve 5 yillik sag kalim oram1 %15°tir (Misellim 2007). T.C. Saghk
Bakanligi’nin 2016 Tiirkiye Kanser Istatistikleri Raporunda yayinlanan 2013 yili
verilerine gore akciger kanserinin de i¢inde yer aldig1 ve cinsiyetlere gore en sik goriilen
10 kanserin yagsa gore standardize edilmis hizlar1 Sekil 2.1. ve Sekil 2.2.’de verilmistir
(www.kanser.gov.tr).

Trakea,Brons,Akcifer I 59,3
Prostat I 36.4
Kolorektal [ 244
Mesane [ 211
Mide | 15.9
Bobrek W 7.0 m Erkek
Larinks [N 7.0
Non-Hodgkin lenfoma __ 69
Pankreas [ 6.3
Beyin, sinir sistermni [l 6.1

T
0.0 20.0 A40.0 0.0

Sekil 2.1. Erkeklerde En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis
Hizlan (Tiirkiye birlesik veri tabani, 2013) (Diinya standart niifusu, 100.000
kiside)

Meme | 5.0
Tiroid I 21.3
Kolorektal NN 15.3
Trakea,Brong Akcifer I 100
Uterus Korpusu I 99
Mide mmm 7.1 m Kadin
Over HEE 7.0
Mon-Hodgkin lenfoma _- 5.3
Bevyin, sinir sisterni 1l 4.7
Uterus Serviksi Il 4.6

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 2.2. Kadinlarda En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis
Hizlan (Tirkiye birlesik veri tabani, 2013) (Diinya standart niifusu, 100.000
kiside)
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Ulkemizde tiim yas gruplar1 dikkate alindiginda goriilen kanserler arasinda
akciger kanserinin erkeklerde ve kadinlarda goriilme oranlar1 Sekil 2.3 ve Sekil 2.4° te
verilmistir.

Trakea,Brong,Akcifer __ 219
Prostal e 12.9
Kolorektal [ 9.1
Mesane _— 7.8
Mide [ 5.0
Non-Hodgkin lenfoma [ 2.7 u Erkek
Bbrek M 2.7
Larinks _- 26
Tiroid [ 2.4
Beyin, sinir sistemi [ 2.4

0 5 10 15 20 25

Sekil 2.3. Tiim Yas Gruplarindaki Erkeklerde En Sik Goriilen Bazi Kanserlerin Bu
Grup Igindeki Yiizde Dagilimlar (Tiirkiye birlesik veri tabani, 2013)

Meme 24.6
Tiroid

Kolorektal
Trakea,Brons,Akciger
Uterus Korpusu
Mide W Kadin
Qver

Non-Hudgkin lenfoma

Uterus Serviksi

Beyin, sinir sistemi

0.0 50 100 150 200 250 300

Sekil 2.4. Tim Yas Gruplarindaki Kadinlarda En Sik Goriilen Baz1 Kanserlerin Bu
Grup Igindeki Yiizde Dagilimlari (Tiirkiye birlesik veri tabani, 2013)



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI OZNUR YURDAKUL

Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2014 verilerine gore ise iilkemizde 6liim nedeni
olarak %40.4 ile dolasim sistemi hastaliklarindan sonra ikinci sirada %20.7 ile kanserler
yer almaktadir. Kanser dliimleri dikkate alindiginda ise akciger kanseri %31.1 ile ilk

siradadir (www.tuik.gov.tr) (Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de 6liim nedenleri dagilim1

2013 2014

Say (%) Sap (%)

Taplam 360 873 1000 375291 1000

Dalazim sistermi hastahklan 143 084 396 151 696 404

byt Firylus e kit buylu Himdeler {rralion ve benion neaplazrilar) TH 534 212 11587 nr

Solunurm sistemi hastaliklan 35 364 ad 40258 10,7

Endakrin (if salg bezi), beslenme ve metabalizmaya idgili hastaliklar 200 085 58 19 288 2,1

Digsal yaralanma nedenden ve zehirlenmeler 20408 8 16018 43

Sinir sisterni ve duyu organlan hastalklan 14708 41 16517 44
Diger (enfeksiyon ve parazit hastalidan, mental ve davranigsal

bozukuklar, kas-iskelet sisternl ve bal dokusunun hastalklan ) 50674 140 53827 144

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de kanser (tlimor) kaynakli 6liimlerin alt gruplara gore dagilimi

2013 2014

Say () Say ()

Kétil huylu timérler {malign neoplazmlar) 74 906 100,0 75883 100,0
(zirtlak ve soluk borusu f brons f akcidenn kit huydu temir 23437 a4 23B42 a
Miclenin kot by tmarn B 630 Bo 824 a0
Lenfaid ve hematopoetik kit huylu timar 6151 8.2 B 338 B4
Falonun kol huytu tamon 5148 69 5440 7.2
Parkreasin kitd huylu tmard 4340 he 4309 57
Diiger 29151 389 29370 3B E

Gelismis tilkelerde ge¢cmis yillarda kanserden oOliimlerin %34'linden akciger
kanserleri sorumlu iken, giinlimiizde %?28'inden sorumludur. Bu azalmalarin nedeni


http://www.tuik.gov.tr/
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gelismis iilkelerde sigara kullaniminda belirgin azalma ve sigara igeriginde yapilan
degisikliklere baglanmaktadir. Ancak gelismekte olan iilkelerde sigara kullaniminda
azalma olmamasi ve aksine artmasi sonucunda hem erkeklerde hem de kadinlarda tiim
kanser Oliimleri i¢cinde Onemli yerini korumakta ve belirgin artis gozlenmektedir
(Akkoglu 2006, Jemal vd 2011, WHO 2004, 2008).

Akciger kanserinin histopatolojisine bakildiginda kiigiik hiicreli akciger kanseri
(KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere iki alt tipi vardir.
Adenokarsinoma, skuamoz hiicreli karsinoma ve biiylik hiicreli karsinomlar genel
olarak kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri diye gruplandirilmaktadir (Parkin vd 2004).
Akciger kanserlerinin yaklasik %151 kiiclik hiicreli akciger kanseri, %85°1 kiigiik
hiicreli dis1 kanserlerdir (Mason ve Bousey 2000).

2.1.1 Akciger Kanserinin Etiyolojisi

Akciger kanseri, etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol oynadigr bir hastaliktir.
Sigara, hava kirliligi gibi c¢evresel faktorler, mesleki karsinojenler, diyet, viral
enfeksiyonlar, gegirilmis akciger hastaliklari, genetik ve immiinolojik faktorler baslica
etiyolojik faktorlerdir (Miisellim 2007).

Tim kanserler arasinda sigara ile iliskisi en net belirlenmis olan1 akciger
kanseridir. Sigara kullananlarda sigara igme siiresi, baslama yasi, igilen sigara tipi ve
glinliik tiiketilen sigara sayisi, brons karsinomu gelisme riskini etkilemektedir. Sigara
kullanimi arttikga goreceli risk belirgin olarak artis gostermektedir (Demir 2008). Sigara
icmeye devam edenler ile sigarayr birakmis olanlar Karsilastirildiginda birakmis
olanlarda akciger kanseri gelisme riskinin azaldigi goriilmiistiir. Caligmalara gore,
cinsiyet ve kullanilan tiitin tipinden bagimsiz olarak, sigaranin birakilmas1 akciger
kanseri gelisme riskini azaltmaktadir ve akciger kanserinin tiim histolojik tipleri i¢in
gegerlidir (Ugar 2010). Sigara ve sigara dumani 6000 kadar kimyasal maddeden
olusmaktadir ve bunlardan 55 kadarmin karsinojen oldugu bilinmektedir (Koktiirk
2003, Ucar 2007). Sigara iciciligin akciger kanserine neden olan patogenezi Sekil 2.5’de
Ozetlenmistir.

Akciger kanseri gelisiminde, genetik aktarim, sigaradan sonra en onemli risk
faktoridiir.  Sitokrom P-450, glutatyon transferaz, aril-hidrokarbon hidroksilaz
sistemlerinin hepsi sigara dumaninda bulunan karsinojen maddelerin inaktivasyonu ve
metabolik detoksifikasyonundan sorumludur. Bu enzim sistemlerinin karsinojenlere
kars1 az veya daha fazla basarili olmasinin genetik aktarim ile ilgili oldugu ileri
striilmektedir (Sellers vd 1990, Hecht 1999, Bouchardy 2001). Onkogenler, timor
supressor genler, DNA tamirinden sorumlu olan genlerde meydana gelen bazi
degisikliklerin akciger kanseri ile olan iligkisi yapilan molekiiler ¢aligmalarla ortaya
konulmustur (Economou vd 1994, Alberg vd 2005). Genetik faktorlere ek olarak
gecirilmis hastaliklar da akciger kanserine egilimi artirabilir. Kronik obstriiktif akciger
hastaligi (KOAH) basta olmak iizere fibrozisle seyreden solunum yetmezligi hastaliklari
akciger kanseri riskini artirabilir (Ugar 2010)
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Akciger kanserinin etiyolojisinde hava kirliligi ve mesleki maruziyet de 6nemli
bir yer tutar. Akciger kanserinin ¢ok sayida meslek alaninda olustugu gozlenmistir.
Ozellikle katran ve is iceren ortamlarda calisan iscilerde risk daha fazladir. Asbest,
arsenik, krom, nikel gibi ¢ok sayida metale mesleki maruziyet durumunda da yine
artmis risk mevcuttur. Cok sayida vaka kontrol ve kohort ¢calismasinda ise dizel yakit
atiklarina maruziyetle akciger kanseri arasinda zayif bir iligkisi bulundugu
gosterilmistir. Silika maruziyetinin ise tartismali olmakla beraber bir meta-analizde iki
kat risk artisina yol agtigi bildirilmistir. Sigara ig¢imi bazi mesleki akciger
karsinojenlerinin etkisini arttirmaktadir (Ucar 2010). Akciger kanseri riskini arttiran
mesleki karsinojenler Cizelge 2.3’ de gdsterilmistir.

Sigara icimi

Sure, miktar,
inhalasvon derinligi
Genatik hassasivet

il L 4
Trakecbronsiyal ve Akciger parankiminin
bronsival hava volu inflamatuvar hasari:
obstritksivonu: = Proteolitik
- Mukus enzimlerin
hiparszkresyonu salimim
- mitkusiliver klirens - Serhest oksijen
eksikligi radikallerinin Qretimi
- Partikil retansiyonu - Polipeptid by (e
= Arimis havayolu Y fakitrlerinin makrofaj
reakiivitesi -

—_— e -
Molekoler genetik bulgular: = (Genotoksik
c-myc amplifikasyonu haslaticilar

k-ras nokia mutasyonu
c-erb B2 transkripsiyonunun

(n-nmitrozaminler,
polisiklik aromatik

deziziklizi hidrokarbonlar vs)
Tumor siprestr gen kayb: - Ko-karsinojenler
(Eb. p33, 3p delasy onu) (katekoller)
- Baslaticilar
(aldehidler,
peroksidazlar) ¥

Bivokimyasal otokrin
timor biytme fakiorleri

- Insulin-like growth
factor

= MNeuroendocrin peptidler
= Transforming grow th
factor-L

Akcizer Kanseri

Sekil 2.5. Sigara i¢iciliginin akciger kanserine neden olan patogenezi (Akyiiz 2006)
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Cizelge 2.3. Akciger kanseri riskini arttiran mesleki karsinojenler (Ertiirk 2006)

Kamtlanmus Siipheli
Arsenik Alkrilonitril
Asbest Berilyum
Bisklorometil eter Vinil klorid
Krom Silika

Hardal gazi Demir cevheri
Nikel Odun tozu

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar

Iyonize radyasyon

Beslenme de kanser gelisiminde 6nemli bir faktordiir. Ancak beslenme hem
koruyucu hem de zarar verici etkilere sahip olabilir. Sebze ve meyveler ozellikle
antioksidan ve vitamin igerikleriyle koruyucu gidalardir. Bilinen en 6énemli koruyucu
beta karotendir. Elma, greyfurt, kirmiz1 sarap, domates, havug, brokoli ve cayda
bulunan flavonoidlerin akciger kanserine karsi koruyucu olabilecegi gosterilmistir.
Zeytinyagi, omega-3 ve omega-6 yag asitlerinden zengin diyetin akciger kanserini
azalttig1 tespit edilmistir. Sigara i¢iminin diyetle alinan vitaminlerin seviyesini 6zellikle
de vitamin C’nin seviyesini diisiirdiigli gosterilmistir. Sigara i¢enlerde ve igmeyenlerde,
taze sebze ve meyve tiiketiminin akciger kanseri riskini her iki cinsiyette azalttigi
gosterilmistir. Yesil caymn kanserden koruyucu 6zelligi oldugu ve metastazi onledigi,
ancak doymus yaglardan ve kolesterolden zengin diyetin akciger kanseri riskini
arttirdi@ da ileri stirtilmiistiir. (Ugar 2007).

2.1.2. Akciger Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Karsinogenezin temelini genetik hasar olusturur. Genetik hasarin asil hedefi olan
genler; biiylimeyi uyaran protoonkogenler, biiylimeyi inhibe eden kanser baskilayici
genler ve hasara ugrayan DNA’nin onarimimi diizenleyen genlerdir. Son zamanlarda
akciger kanserinin molekiiler biyolojisindeki gelismeler, 0Ozellikle belirli hasta
gruplarinda adjuvan tedavi, konvansiyonel sitotoksik kemoterapi ve 0zel ajanlarla
hedefe yonelik tedavilere yonlendirmektedir.

Akciger karsinogenezinde rol alan molekiiler mekanizmalar sdyle siralanabilir;

- Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu,
- Tiimor baskilayici genlerin aktivasyon kaybi,

- Hiicre dongiisiiniin dilizenlenmesinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan
degisiklikler,

- DNA onariminda gérev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler
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- Biiylime faktorleri ile reseptorlerine iliskin degisiklikler (Fong ve Minna 2002).

Bir proto-onkogen ailesi olan RAS (H-RAS, K-RAS, N-RAS), plazma membran
proteinlerini kodlar ve nokta mutasyonlarla GTPase aktivitesini degistirip stirekli sinyal
aktiviteleri ortaya ¢ikararak malin doniisiime sebep olurlar. Bu genler akciger kanserinin
bir kisminda aktive edilirler. RAS mutasyonlar1 siirekli hiicre boliinmesi i¢in gereken
uygunsuz, uzamis uyarilara yol acar (Jacopson 1999, Hastiirk 2000). K-RAS mutasyonu
en sik goriileni olup, % 15-50 oraninda KHDAK gelisiminde rol oynamaktadir. K-RAS
mutasyonu sag kalimda azalma, erken niiks ve kotii prognozla iliskilidir (Koktiirk 2003,
Ucar 2010). RAS sinyal sistemi sonunda myc gibi niikleer proto-onkogen {irtinlerini
aktive eder. Myc ailesi, C-myc, N-myc ve L-myc’den olusur ve hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinda etkili olup DNA sentezinin baslamasinda rol alirlar. Myc genleri,
sinyal artis1 ve transkripsiyonel bozukluklar ile onkogen haline doniismektedir.
KHAK’lerinin % 18-31°1i, KHDAK’lerinin ise %38-20’sinde myc aktivasyonu
goriilmektedir (Mabry 1998, Hussain ve Harris 2000, Koktiirk 2003, Ucar 2010). C-
myc’in, timor biiyiime hizinda artis ve sagkalimda kisalma ile iliskili oldugu One
stiriilmektedir (Mabry 1998, Hussain ve Harris 2000).

Retinoblastoma geni (Rb) ilk bulunan tiimor supresér gendir ve hiicresel
farklilasmada 6nemli bir role sahiptir (Fong vd. 1999). Rb ailesi, hiicre siklusunu Gl
fazinda durdurarak hiicre boliinmesini kontrol eder ve bu yoldaki proteinlerin fonksiyon
bozuklugu mitojenik aktivite ile sonlanir. Rb protein yoklugu KHAK’lerinin hemen
hepsinde goriiliitken, KHDAK ’lerinin sadece %10-30’unda goriilmektedir (Fong ve
Minna 2002, Ucar 2010). BCL-2 hiicrelerin apoptozisinin Onlenmesiyle kemoterapi
yanitinin belirlenmesinde rol oynar. BAX, BCL-2 ile iligkili bir protein olup timor
baskilayici etki gdstermektedir. BCL-2/BAX orani, hiicrenin apoptotik duyarliligini
belirlemektedir (Hastiirk 2000, Ugar 2010). Tiimor baskilayict bir gen olan p53’iin
mutasyonu da tiim kanserlerin %50’sinde goriiliirken, KHAK’lerinin %90’1nda, yassi
hiicreli akciger kanserlerinin %65’inde, biiyiik hiicreli kanserlerin %60’inda ve
adenokarsinomlarin  %33’tinde gosterilmistir (Hussain ve Harris 2000). p53’iin
fonksiyon bozuklugu genetik olarak hasarli hiicrenin uygunsuzca yagamasina, pek ¢ok
mutasyonun toplanmasina ve bir kanser hiicresinin gelisimine olanak saglar. Akciger
kanserlerindeki p53 mutasyonlar sigara i¢imi ile iliskilidir (Hastiirk 2000).

Okaryotik hiicre siklusu G1, S, G2 ve M fazlarindan olusur. Karsinogenez
sirasinda  G1 fazinda koordinasyon noktasindaki degisiklikler kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu ile sonuclanir. Hiicre siklus regiilasyonunda siklin bagimli protein
kinazlar (CDK), siklinler ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI) hiicre i¢i 3 6nemli
proteindir (Ozbasoglu 2013). Ayrica birgok biiyiime faktérii ve bunlara ait reseptérler
normal akciger dokusu ve kanser dokusu tarafindan tretilmektedir. Dengeli biiylime
icin karsilikli diizenleyici sistemler bir arada bulunur. Kanser hiicrelerinde bu denge
bozulmustur. Bu biiylime faktorlerine epidermal bityiime faktorii (EGF) ve transforming
growth factor-o. (TGF- o) 6rnek verilebilir (Koktiirk 2003). DNA tamiri de normal
hiicre siklusu i¢in esastir. Hatali DNA, karsinogenez gelisiminde onemli rol oynar.
DNA tamirinde gorevli genler baslica kromozom 3p iizerinde yerlesmislerdir. Bu
nedenle kromozom 3p kayiplar1 akciger kanseri gelisimini 14 kat arttirmaktadir. 3p, 5q,
13q, ve 17p konumlarinda meydana gelen kromozom hasarlari, 6zellikle kiiciik hiicreli
akciger kanseri olmak {izere akciger kanserlerinde goriiliir (Giles 1996).
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2.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Bitkiler giines enerjisini rediikte molekiillere doniistiirmektedir. Memeliler ise bu
rediikte molekiilleri bir¢ok biyokimyasal basamak sonucunda CO; ve H>O’ya
indirgeyerek enerjiyi kullanilabilir ve depo edilebilir hale getirirler. Yiksek enerjili
ATP (Adenozin trifosfat) gibi fosfat bilesiklerine doniistiiriirler. Bu reaksiyonlar, redoks
reaksiyonlar1 olup; okside edilebilir molekiillerden oksijene elektronlarin transferini
icermektedir. Bir maddede elektronlarin kaybedilmesine oksidasyon, diger bir
maddenin ise elektronlar1 almasina rediiksiyon adi verilmektedir. Redoks reaksiyonlari
sadece elektronlarin transferi ile degil ayni zamanda kovalent baglarda elektron
yoriingelerinin degismesi ile de meydana gelmektedir. Okside olmus ajanlar ise oldukca
elektrofilik olduklar i¢in, diger molekiillerden elektron alabilmekte ve bdylece serbest
radikalleri meydana getirmektedirler (Arasimowicz 2009).

Atom ve molekiillerin yapilarindaki elektronlar genelde ¢ift konumdadir. Bir
atom veya molekiil bir orbital iizerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
tastyorsa radikal olarak tanimlanir. Normalde, kimyasal olarak baglanmis iki veya daha
fazla elektron igeren molekiillerin elektron diizeni, stabilitelerini belirler. Eger
elektronun esi yoksa molekiil son derece reaktif davranir ve stabil konuma gegmek icin
bir elektronla ¢ift olusturma egilimi gosterir. Elektron ¢iftleri arasindaki baglar ters
yondedir. Bu bag koptugu zaman ya reaksiyon iki elektronun her biri bir partnere
baglanir ve iyonlar meydana gelir veya her biri eslenmemis iki elektron igeren iki
fragman meydana gelir ve bu tiirler radikal olarak adlandirilir (Belitz ve Grosch 2001).

Serbest radikaller dig yoriingesinde paylasilmamis bir elektron tagiyan kimyasal
iirtinlerdir. Radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla ya da
atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle olusurlar. Olusan radikaller ¢cok reaktif ve
stabil degillerdir. Diger molekiillere elektron verebildiklerinden ya da onlardan elektron
alabildiklerinden dolay:r viicutta indirgeyici veya ylkseltgeyici olarak davranirlar
(Halliwell ve Gutteridge 1989, Flora 2007).

Organizmada olusan serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynaklidir.
Memelilerde, mitokondriyal elektron transport zinciri (ETS), fagositik ve endotelyal
hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, redoks dongiileri, arasidonik asit metabolizmasi,
otooksidasyon reaksiyonlar1 esnasinda ksantin oksidaz ile NADPH (nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat) oksidaz gibi enzimlerinin etkisiyle meydana gelirler. Ekzojen
kaynaklar ise endiistriyel kirleticiler, ilaclar, diyet, iyonize radyasyon, ultraviyole (UV)
151k, sigara dumani ve ksenobiyotiklerdir (Halliwell ve Gutteridge 1989).

Serbest radikal kendi molekiiler ¢evresinin disina ¢ok hizli hareket edebilen
radikaldir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ise kimyasal olarak reaktif, bir veya daha fazla
oksijen atomu igeren molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri,
hidroksil radikali (OH.), peroksil radikali (ROO.) ve superoksit radikali (O2.") gibi
serbest radikalleri ve ozon (O3), singlet oksijen (O2) ve hidrojen peroksit (H202) gibi
biyolojik molekiilleri okside edebilen radikal olmayan reaktif bilesikleri kapsar. Bu
nedenle reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda oksidanlar veya prooksidanlar olarak da
ifade edilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri Cizelge 2.4’te verilmistir.
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Cizelge 2.4. Reaktif oksijen tiirleri (Ozkaya 2007)

REAKTIF OKSIJEN TURLERI

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR
Hidroksil ( HO™ ) Hidrojen peroksit ( H>O> )
Peroksil ( ROO™) Singlet Oksijen ( '02)

Alkoksil ( RO™) Ozon (0Os3)
Stperoksit ( O27) Hipoklordz Asit ( HOCI )

2.2.1. Siiperoksit Radikali (02.")

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit, baslica su
mekanizmalarla {iretilmektedir:

Indirgeyici o6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi yiizlerce biyolojik molekiil aerobik
ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar. Basta ¢esitli dehidrojenazlar
ve oksidazlar olmak iizere, ylizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali
olusabilir.

Stiperoksit radikalleri hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya
da oksidazlar gibi baz1 enzimlerin aktivitesi sonucu olusurlar. Siiperoksit radikalleri
stiperoksit dismutaz adi verilen bir enzimle inaktive edilirler. Siiperoksit radikali iki
mekanizmayla calisir. Bu fagositlerin bakterisit etkilerinin temel mekanizmasidir. Ayni
zamanda yangin reaksiyonlarinda normal dokulara bile zarar verebilecek aracilardir
(Halliwell ve Gutteridge 1999).

Stiperoksit radikali, hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin
otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir. Bu radikal anyonun asil 6nemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmas1 ve ge¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Stiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir. Bu radikal
epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak davranarak bir elektron alir ve hidrojen
perokside indirgenir (Akkus 1995).

Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar siiperoksit yapimu ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron
kagaginin olmasidir. Sitokrom oksidaz, Fe: Cu: Zn: Mg atomlarint 2:2:1:1 oraninda
iceren bir protein olup, siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz aktivitelerine
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sahiptir. Bu sayede, sitokrom oksidaz tizerinde siiperoksit veya hidrojen peroksit olussa
bile, igerdigi enzimatik aktivite sayesinde hizla ortamdan temizlenir (Steinman 1982).

Hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit, oksitleyici veya indirgeyici olarak
davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom C’ye veya bir radikale verirse
tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit bir elektron daha
alirsa peroksi anyonuna indirgenir (Steinman 1982).

2H

0, "+ ¢ —» 0,7 —» H,0, (2.1)

Aerobik canlilarda stiperoksitlerin H2O2’ye ¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok
yiiksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir.

SOD

0,70, + 2H — H,0, + 0, (2.2)

2.2.2. Hidrojen peroksit (H202)

H20., O2'nin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da O2.- enzimatik
ve enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucunda olusmaktadir (Stocker
2004). Yapisinda paylasilmamis elektron igermedigi icin radikal 6zellik tasimaz, reaktif
bir tiir degildir. H202’in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi demir, bakir gibi
metal iyonlarinin varliginda -OH’inin 6nciilii olarak davranmasidir. Oksitleyici 6zelligi
nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H2O.‘in derhal ortamdan uzaklastirilmasi
gerekir (Altintas 2006). Hidrojen peroksit ozellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile tepkimeye girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir
formlarin1 olusturmaktadir. Bu formdaki demir ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip
olup, hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilmekte ve
antioksidanlar oksitleyebilmektedir ( Uysal 1998). Diger bir 6nemli islevi de hiicre i¢i
sinyal molekiilii olarak gorev yapmasidir (Nordberg ve Arner 2004).

20, + 2H* — H.0:. + O, (2:3)

Hidrojen peroksitin redoks 6zelligi ve gecis elementleri varliginda yiiksek reaktif
serbest radikalleri olusturmasina kars1 viicut, savunma sistemi gelistirmistir. Hidrojen
peroksit katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger oksidazlar ile hiicreden uzaklastirilir
(Gutteridge 1995).

11
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2.2.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, serbest radikaller iginde en reaktif olan radikaldir. Hidrojen
peroksitin, Fe*? ile (Fenton reaksiyonu) ya da siiperoksit radikali ile (Haber-Weiss
reaksiyonu) reaksiyona girmesi sonucu hidroksil radikali ortaya ¢ikmaktadir
(Cheeseman ve Slater 1993).

H:0, + Fe? — Fe? + OH + HO' (Fenton reaksivonu) (2.4)

2 o .. , 2.5
H:0; + O« ——» 0O + OH + HO' (Haber-Weiss reaksiyonu) (25)

Hidroksil radikalinin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. DNA’da hasarlara neden
olacak kadar mutajenik, dokuda mevcut her bir molekiile zarar verebilecek kadar
sitotoksik bir radikaldir. Hidroksil radikalleri DNA {izerinde tek zincirli kirilmalar
meydana getirir ve hiicre igindeki demir, DNA hasari ve hiicre 6liimii i¢in araci
olmaktadir. Fe ya da Cu gibi metallerin varliginda hidroksil radikalleri olusumu oldukca
hizlidir ve 6zellikle niikleik asit gibi biyolojik 6nemi olan makro molekiillere de zarar
verebilirler (Giilgin vd 2005). Hidroksil radikali, hiicre zarinin lipit tabakasindaki ¢oklu
doymamis yag asitlerinden hidrojen atomlarini kopararak lipit peroksidasyonunu
baslatabilir (Sen vd 2010, Kumar 2011).

2.2.4. Peroksil Radikali

Oksijen radikal tiirevi olan peroksil radikali, yiiksek enerjili bir radikaldir
(Burcham, 1998). Peroksil radikali, hidroperoksil radikalinin konjuge asidi yani dioksil
radikali’dir. Lipit peroksidasyonunu baslatir ve proteinlerde modifikasyonlara neden
olur. Oz ile birlikte sinerjistik etki olusturarak DNA’da kirilma ve hasara neden olur
(Sorg 2004, Valko vd 2006).

RH + HO — 5, R + H (Alkil radikali) (2.6)

(2.7)
R- + 02 ROO. (Peroksil radikali)

2.3. Oksidatif Stres

Organizmadaki birtakim metabolik reaksiyonlar sonucu (endojen) veya gevresel
faktorlerden (ekzojen) kaynaklanan reaktif oksijen tiirleri olusabilmektedir. Solunum
zinciri reaksiyonlari, notrofil ve makrofaj stimiilasyonu, sitokrom P450 ve ksantin
oksidaz enzimlerinin aktiviteleri gibi mekanizmalar1 kapsayan etmenler endojen
kaynakli etmenlerdir. Ayrica demir ve diger gecis metallerinin dahil oldugu
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reaksiyonlar sonucu da serbest radikaller olusmaktadir. Endiistriyel kimyasallar, ilaglar,
radyasyon, bagimlilik yapan maddeler, stres, hava kirliligi, sigara gibi indiikleyiciler ise
ekzojen kaynakli etmenlerdir. (Cavdar vd 1997, Kumar 2011).

ROS diisiik derisimlerde hiicresel sinyal sistemlerinde fonksiyon gdsterirken,
yiiksek derisimlerde hiicrede bir¢ok hasara yol agmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin
asirt artisi, oksidan/antioksidan dengenin bozulmasina yol agmaktadir. Artan reaktif
triinler antioksidan savunma sistemleri tarafindan uzaklastirilmazsa, pro-oksidan ve
anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan sistemler lehine bozulmasi sonucu
oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidatif stres lipit peroksidasyonu basta olmak
iizere DNA, protein, lipit ve karbonhidratlar tizerinde hasarlara yol acarak organizmada
hiicresel hasara yol agan ve birgok hastaligin patogenezinde kritik 6neme sahip olan bir
olaydir. Ozellikle tiimdr olusumlarina ve kansere neden olabilmektedir (Fukagawa
1999, Lobo vd 2010). Serbest radikaller ve oksidatif stresin yol ac¢ti1 hasarlar Sekil
2.6°da gosterilmistir.

Cevresel Faktorler Serbest radikal yapim Endojen Faktorler
0, . H,0,

Gecis Metalleri

Fe™.Cu”
\J
OoH
Lipit peroksidasyonu ~ DNA Hasart Protein Hasart
Doku Hasart

Sekil 2.6. Serbest radikaller ve oksidatif stresin yol agtig1 hasarlar (Antmen 2005)
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2.4. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit

Hiicre zar1 fonksiyonlari, hiicre biiyiimesi ve sinyal yolaklarinda gorevli zar
enzimlerini ve reseptorlerini igeren bir¢ok hiicresel yapi ve hiicresel siire¢ icin hayati
onem tagimaktadir (Wiseman 1996). Lipit peroksidasyonu, zar fosfolipitlerindeki ¢coklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve bdylece zar lipit yapisini
degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir (Mateos vd 2005).

Lipit peroksidasyonu kimyasal bir siire¢ olup serbest radikallerin membrandaki
doymamis yag asitlerini etkilemesi ile baglar (Canorug vd 2001).

Hiicre i¢i aldehitler, ¢ogunlukla endojen olarak oksidatif hasar altinda
olusturulurlar (Marnett ve Plastaras 2001). Oksidatif stres, fosfolipitlerle ve yag asitleri
ile etkileserek aldehitleri de igeren birgok iiriin meydana getiren ROS’u {iretir. Bu yol
genel olarak lipit peroksidasyonu olarak bilinir (Feng vd 2006). Doymamis yag
asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipit radikali meydana gelir. Olusan lipit
radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipit peroksi radikalini olusturur. Lipit peroksi
radikali diger lipitlerle zincir reaksiyonu baslatir ve lipit hidroperoksitler olusur.
Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlari lipit peroksidasyonunu hizlandirir (Kour ve
Perkins 1991).

Lipit peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonu {i¢ asamada gerceklesir (Valko

vd 2006).

1. Baglangi¢ asamasinda, hidroksil radikali, doymamis yag asidinden bir hidrojen
cikararak lipit peroksidasyonu baslatir.

“OH + LH (lipit) — H20 + - L (lipit radikali) (2.8)

2. Tlerleme asamasinda, lipit radikali oksijen molekiiliiyle hizlica reaksiyona girerek lipit
peroksil radikalini olusturur.

‘L+02 — LO2 (2.9)
Olusan peroksil radikali diger lipit molekiillerine saldirir ve onlarin hidrojen
atomunu ¢ikartarak, lipit hidroperoksitleri olustururken ayni zamanda birbiri ardina

ikincil oksidasyonlar1 oksijenle birleserek reaksiyonu devam ettirecek lipit radikali de
Olusur.

‘LO2 + LH — LOOH + 'L (2.10)
3. Reaksiyon, lipit peroksil radikalinin antioksidanlar tarafindan temizlenmesiyle ya da

iki lipit peroksil radikalinin kombinasyonuyla keton ve alkol gibi radikal olmayan
tiriinlere doniismesiyle sonlanir.
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Lipit radikalleri yiiksek derecede sitotoksik triinlere de doniisebilir. Bunlar
arasinda en ¢ok bilinen iirlin aldehid grubundan malondialdehittir (MDA) (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. MDA’ nin kimyasal yapisi (Esterbauer vd 1991)

Lipit proksidasyonunun son bileseni olan malondialdehit (MDA) peroksidasyona
ugramis ¢oklu doymamis yag asitlerinin boliinmesiyle olusan ii¢ karbonlu bir
dialdehidtir ve oksidatif durumun gostergesi olarak yaygin kullanilir. Bu dialdehit
biyolojik ortamda makromolekiillerin NH2 ve/veya SH gruplarina bagli veya serbest
olarak bulunur. Olusan MDA deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre
yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi zar 6zelliklerinin degismesine yol agar (Cighetti
vd 2002, Kurutas Belge vd 2004).

Malondialdehit miktar1 linolenik asit, arasidonik asit ve dokosaheksaenoik asit
gibi ikiden fazla ¢ift bag tasiyan serbest yag asitlerinin peroksidasyonu sirasinda biiyiik
oOlgtide artmaktadir. MDA, pH’a bagh olarak degisik formlarda bulunabilir. Fizyolojik
pH’da MDA bircok amino grubuna karsi diisiik reaktiflige sahip olan enolat anyonu
formunda bulunur. Bununla beraber, pH azaldiginda reaktivitesi biiylik oranda artar.
Fizyolojik kosullarda proteinler serbest amino asitlerden daha sik olarak MDA
tarafindan saldiriya ugrarlar ve intra ve intermolekiiler protein ¢apraz baglanmalari
oldugu gibi 6zellikle lizin gibi bazi amino asit rezidiilerinde modifikasyonlar da
meydana gelir. MDA, DNA bazlan ile de reaksiyona girer ve mutajenik lezyonlar
meydana getirebilir (Halliwell ve Gutteridge,1999).

2.5. Antioksidanlar ve Antioksidan Savunma Sistemi

Prooksidan /antioksidan dengesinin prooksidan lehine degisimi oksidatif stres
olarak bilinmektedir. Oksidan Kkarsinojenler, ¢evrede fazla miktarda ve dokularda da
doniislim yoluyla olusmalar1 nedeniyle karsinogenezisde Onemlidirler. Oksidanlar
kanserin baslamasinda, ilerlemesinde ve gelisiminde rol oynamaktadirlar. Serbest
radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta bazi
savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma sistemleri’ olarak
bilinirler (Altan vd 2006).

Antioksidanlar, hiicre ve dokular1 serbest radikal hasarindan koruyan veya
serbest radikalleri notralize eden molekiillerdir. Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile
oksidanlar etkisizlestirirler (Memisogullar1 2005).
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1. Temizleme etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan bu etki
enzimler tarafindan yapilir.

2. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme seklinde
olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi

4 Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarmi engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan
yapilir.

Antioksidanlar, kaynaklarina gore endojen (hiicre igindekiler) ve ekzojen
(disaridan besinlerle alinanlar) seklinde gruplandirilabilir. Yapilarina gore ise enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidanlar seklinde siniflandirilirlar.

Enzimatik antioksidanlar: Serbest radikalleri, enzimatik aktiviteleri ile
detoksifiye eden antioksidanlardir. Enzimatik antioksidanlarin basinda siiperoksit
dismutaz enzimi (SOD) gelmektedir. SOD, siipiiriicii etki gostererek, siiperoksit
radikalini, H>O2’ye doniistiirmektedir. Sitoplazmada bulunan glutatyon peroksidaz
(GPx) enzimi ise elektron akseptorii olarak GSH’1 kullanmakta ve olusan hidrojen
peroksiti H2O’ya indirgemektedir. GPx’in bu katalitik reaksiyonu ile H2O2’den OH
radikal olusumu 6nlenmektedir. Okside olan glutatyonu tekrar rediikte formuna ¢eviren
enzim ise glutatyon rediiktaz (GRx)’dir ve elektron dondrii olarak NADPH molekiiliinii
kullanmaktadir. Hiicrede bulunan antioksidan enzimlerden bir digeri katalaz enzimidir.
Katalaz, H2O2’nin su ve oksijene pargalanmasini katalizlemektedir (Fang vd 2002,
Valko vd 2006).

Enzimatik olmayan antioksidanlar: Serbest radikaller, enzimatik olmayan
reaksiyonlarla da etkisiz hale getirilebilirler. Enzimatik olmayan antioksidanlar
sunlardir; glutatyon (GSH), lipoik asit, L-arjinin, irik asit, biluribin, koenzim Q10,
melatonin, metal selatlayan proteinler, vitamin E, vitamin C, karotenoidler, fenolik
bilesikler (resveratrol), selenyum, manganez ve ¢inko (Halliwell ve Gutteridge 1999).

2.5.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH) elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve ROS’un
hiicrelerden uzaklastirilmasi gibi ¢ok sayida hiicresel fonksiyona sahip protein olmayan
bir tripeptittir (Meister ve Anderson, 1983). Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda
bulunan GSH, aym1 zamanda en bol bulunan intraselliiler tiyoldiir (Kidd, 1997).
Glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisinden (Gly) meydana gelen GSH, Glu ile Cys
arasinda bir y-peptid bagi icermektedir. Bu bag GSH’1 bir¢ok peptidazin hidrolitik
etkisinden korur. GSH, Cys ve y-glutamilsistein gibi GSH onciisii bilesiklerden daha
kolay ytikseltgenir (Anderson 1998).
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GSH, hiicreleri serbest radikallerden korumada radikal siipiiriicii olarak gorev
yapan endojen bir antioksidandir. Hidroksil ve singlet oksijen radikallerini dogrudan
yakalayarak hiicreyi oksidatif strese karsi korumaktadir. GSH’1n oksidatif strese karsi
hiicreyi koruyucu o6zelliginin yaninda hiicresel redoks diizeyinin idamesinin
saglanmasinda da 6nemli rol oynamaktadir (Giles 2006). GSH 6zellikle, metabolizma,
hiicre biiyiimesi ve hiicre 6limii gibi siire¢lerde O6nemli olan proteinlerin siilfidril
gruplarinin rediikte durumda kalmasini saglayan bir molekiildiir. Bunlara ek olarak
GSH’m, hiicresel sistein depo kaynagi, Ca*? homeastasisi regiilatdrii ve immun sistemle
iliskili oldugu da rapor edilmistir (Filomeni vd 2002, Estrela vd 2006, Townsend vd
2003).

GSH hiicrelerde iki formda bulunur, bunlardan aktif formu olan indirgenmis
glutatyon hiicrelerde baskindir. Okside kosullar altinda iki molekiil GSH arasinda
distilfid bagi kurularak okside glutatyon (GSSG) olusur (Pena Llopis vd 2002). Rediikte
ve okside glutatyonun yapisi Sekil 2.8’de goriilmektedir.

¥-Glu Cys Gly
o NH o H © 0
N\ I I
¢ — € —CH—CH— ¢ —N—€ — ¢ =N —CH— ¢
r | (- |
-0 H H CH H 0

Redlikte Glutatyon (GSH) ~H

Gl - Oy - Gl
:
:
v-Glu __ C§‘zs __  Gly
Okside Glutatyon (GSSG)

Sekil 2.8. Rediikte ve okside glutatyonun yapisi (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Oksidatif stres kosullar1 altinda ROS, GSH tarafindan indirgenirken, GSH
GSSG’ye yiikseltgenmektedir. Spontane oksidasyona karsi nispeten direngli olmasina
karsin, GSH ‘OH ile ¢ok hizli ve non-enzimatik olarak reaksiyon vermektedir. Ayni
zamanda azot trioksit (N203) ve peroksinitrit (ONOO-) ile de reaksiyona girmektedir
(Griffith 1999). Bir kimyasal antioksidant olmasinin yaninda GSH, peroksitlerin GPx
araciligiyla enzimatik olarak indirgenmesini saglar ve bu reaksiyon sonunda GSSG
meydana gelir. Normal fizyolojik kosullar altinda GSSG, nikotinamid adenin
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diniikleotid fosfat (NADPH)-bagimli bir enzim olan glutatyon rediiktaz (GRx)
tarafindan GSH’a indirgenir ve bu sekilde bir redoks dongiisii meydana gelir (Sekil 2.9).
Hiicrenin indirgeme kapasitesi yetersiz kaldiginda GSH/GSSG oraninda azalmalar
meydana gelir. Intraselliler GSSG miktar1 bir oksidatif stres indikatorii olarak
degerlendirilirken, GSH/GSSG oran1 hiicresel redoks durumu hakkinda bilgi
saglamaktadir (Cnubben vd 2001).

2G5H

Clutatyon NADP
Peroksidaz
Glutatvon
Rediiktaz
G55G NADPH

Sekil 2.9. Glutatyon redoks dongiisii (Ciire 2007)

GSH, enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla bazi ksenobiyotiklere
baglanabilmektedir. Olusan GSH konjugatlarinin hiicreden uzaklastiriimasi sonucunda
hiicresel GSH konsantrasyonu diismektedir (Townsend and Tew, 2003). Hiicrelerde
tilkenen GSH’mn yerine konulmasi gerekmektedir. GSH, sitozolde, y-glutamil sistein
sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimlerinin katalizorliiglinde iki basamakta
sentezlenmektedir (Meister 1995, Estrela 2006). Uzun siireli oksidatif stres maruziyeti
neticesinde goriilen GSH disiikligi, hiicre 6liimlerine neden olabilmektedir (Filomeni
2002).

2.5.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPx) sitozolde ve memelilerin mitokondri matriksinde de
bulunan tetramerik selenoenzimdir. GPx dokuyu oksidatif hasara karsi koruyan
enzimlerden biridir. Glutatyon varliginda hem organik hem de inorganik peroksitler
rediiksiyona ugrar. Hidrojen peroksiti indirgeyen tepkimeyi, c¢ok c¢esitli organik
hidroperoksitleri su ve alkole indirgeyen tepkimeleri katalizler (Paglia ve Valentine
1967, Di llio vd 1995). Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da rol oynar (Lawrence
ve Burk 1976).
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GPx’ler Se-GPx ve Se-bagimsiz-GPx’ler olarak iki gruba ayrilabilir. Se-GPx’ler
H20. ve organik hidroperoksitleri indirgeyebilir. Se-bagimsiz-GPx’ler H2O; igin inaktif
olup sadece organik hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizlerler (Cnubben vd 2001).

GSH-Px
H,0, +2 GSH — 2 H,0 + GSSG (2.11)
GSH-Px (2.12

ROOH +2 GSH——— ROH + GSSG + H,O

2.5.3. Glutatyon S Transferaz

Glutatyon S-transferazlar (GST) glutatyon ile elektrofilik gruplar tasiyan
bilesikler arasindaki konjugasyonu katalizleyen, izoenzimlerin olusturdugu coklu bir
gen ailesinden olusur (Hamed vd 2003). GST karsinojenleri, ¢cevresel etmenleri, ilag ve
genis spektrumlu ksenobiotikleri metabolize eder. Mikrozomal GST belirlendiyse de
GST aktivitesi esasen sitozoliktir (Knapen vd 1999).

Ksenobiyotik metabolizmasinda GSH’mn rolii, faz I enzimlerince olusturulan
reaktif Uriinler glutatyon ile konjugasyona girer. Bunun sonucunda reaktif iiriinler hiicre
makromolekiillerine (DNA, RNA, protein) baglanamaz ve hiicre hasari olusamaz (Kog
2008).

GST
ROOH + 2GSH ———— > (GSSG + ROH + H,O (2.13)

2.5.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GRx) bir flavo proteindir. NADPH varliginda glutatyon
disiilfiti ya da okside glutatyonu (GSSG) rediikte glutatyona (GSH) katalizler.
Glutatyonun dengede tutulmasini saglar (Carlberg ve Mannervik 1985).

GRx her biri aktif merkezinde FAD igeren iki protein alt {initesinden
olusmaktadir. Enzimin katalizledigi reaksiyon sirasinda FAD, NADPH tarafindan
indirgenir. Bundan gelen elektronlarda enzimin aktif merkezinde GSSG’nin iki sistein
rezidiisii arasindaki distilfit bagina (-S-S) tasinir. Bu sekilde iki -SH grubu olusurken
GSSG iki GSH’a indirgenmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1999).

GPx tarafindan hidrojen peroksit ve diger lipit peroksitlerin yiikseltgenmesi
sirasinda glutatyon, okside glutatyona dontismektedir. GRx da oksidasyona ugramis bu
yapiy1 tekrar kullanmak i¢in rediikte glutatyona doniistiirtir (Collard ve Gelman 2001).
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. GR _ R
GSSG +NADPH+H" ———» 2GSH+NADP (2.14)

2.6. RESVERATROL

Resveratrol (trans-3, 5, 4’-trihydroxystilbene) siyah tiziim basta olmak tizere, bir
cok bitki tarafindan kuraklik, soguk hava, stres, yaralanma, UV 1sinlar1 ve mantar
enfeksiyonlarina kargsi iiretilen flavanoid olmayan polifenolik dogal bir fitoaleksindir
(Aggarwal vd 2004, Kocatiirk vd 2007). Fitoaleksinler cogu bitkide bulunan, diisiik
molekiiler agirlikli ve dogal bir bilesik olan stilben ailesine ait molekiillerin sinirli bir
grubunu meydana getirirler. Ayrica biyotik ve abiyotik strese karst kendilerini
savunmak i¢in bitkiler tarafindan iiretilen antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri olan
sekonder bitki metabolitleri olarak bilinirler (Martinez ve Moreno 2000, Szewczuk vd
2004).

Resveratrol (RES) stilben fitoaleksinlerin en aktif bilesigidir. Cis ve trans
izomerleri seklinde bulunur (Sekil 2.10). Diisiik pH, yiksek 1s1 ve gin 15181 cis
formundan trans formuna doniisiimii saglar. Trans-resveratrol izomeri daha stabil bir
formdur (Trela ve Waterhouse 1996). Bitkilerde daha ¢ok trans izomerinin bulunmasi
nedeniyle biitiin arasgtirmalar genel olarak trans izomeri tizerinden yapilmaktadir
(Fremont 2000).

OH HO
HO k)
OH

OH OH
trans-resveratrol cis-reveratrol

Sekil 2.10. Resveratroliin cis ve trans izomerleri (Fremont 2000).
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Resveratrol ilk olarak Veratrum grandiflorum O. Loes (¢oban degnegi/¢opleme)
bitkisinin koklerinden izole edilmistir (Takaoka 1940). Daha sonra ise 1963 yilinda Cin
ve Japon geleneksel tibbinda dermatit ve gonore gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan
Polygonum cuspidatum bitkisinin koklerinden izole edilmistir (Nonomura vd. 1963,
Clement 1998). Daha sonraki yillarda Vitis vinifera (asma), Arachis hypogeae
(yerfistigr), Vaccinium myrtillus (¢coban iiziimii), Vaccinium vitis-ideae (kekreyemis),
Vaccinium macrocarpes (turnayemisi), Humulus lupulus (serbetgiotu), Rheum
rhaponticum (kuzukulagi), Eucalyptus L. (6kaliptus) ve Yucca L. (avize agaci) gibi
70’in tizerinde bitki tliriinde resveratroliin varligr tespit edilmistir (Baur ve Sinclair
2006). Siemann ve Creasy’nin 1992°de resveratroliin kirmizi sarapta oldugunu tespit
etmesiyle kalbi koruyucu etkisinin olabilecegi diistiniilmiistiir ve Fransiz parodoksu diye
adlandirilan, kirmiz1 sarap tiiketimi ile kalp damar hastaliklar1 arasindaki ters iligki ile
ilgili epidemiyolojik bulgulardan sonra resveratrol tiim dikkatleri iistiine ¢ekmistir
(Siemann ve Creasy 1992, Renaud ve De Lorgeril 1992). Bu bulgulara destek olarak
sarap ve iizlim ekstratlarinin platelet agregasyonunu azalttigi (Demrow vd 1995),
pulmoner hipertansiyonu onledigi (Fitzpatrick vd 1993), aterosklerozu baskiladigi
(Wang vd 2005) ve insanlarda serum kolesterolii ve trigliserit konsantrasyonunu
diizenledigi (Frankel vd 1993) gosterilmistir.

Resveratrol insan sagligi iizerindeki yararli etkileri ile en yaygin calisilan
fitokimyasallardan biridir. Son yillarda klinik oncesi modellerde resveratroliin kalp
damar sagligi, diyabet, yaslanma, obezite ve kanserle iligkili farmakolojik etkileri ¢esitli
biyokimyasal mekanizmalarla gosterilmistir (Baur ve Sinclair 2006). Son yillarda
yapilan genis c¢apli arastirmalarda resveratrolin bu etkileri yaninda kanser
kemopreventif (koruyucu/onleyici) 6zellik gosterdigi de one siiriilmektedir. Bu alanda
ilk caligmalar Jang ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Resveratroliin karsinogenezin
iic ana basamagma (baslangic, cogalma ve ilerleme) karsi kemopreventif aktivite
gosterdigi kanitlanmistir (Jang vd 1997). Resveratroliin kemopreventif aktiviteleri bir
cok hiicre sinyal yoluna aracilik etmesi, hiicre dongiistinii durdurmasi, apoptozisi
baslatmasi, inflamasyonu ve anjiyogenezi azaltmasi ve adezyon, invazyon ve metastazi
inhibe etmesi ile agiklanmaktadir (Aggarwal vd 2004, Kundu ve Surh 2008).
Resveratroliin  tiimor 1ilerlemesi ve metastazi engelleme yetenegi ayni zamanda
antikanser tedavileri i¢cin umut vaat edicidir (Kraft vd 2009).

2.6.1. Resveratroliin Biyosentezi ve Metabolizmasi

Resveratrol fenil alaninden baslayarak ¢ok basamakli bir reaksiyon sonucu
sentezlenmektedir. Ik basamakta fenil alanin amonyak liyaz enziminin deaminasyon
islemi ile sinnamik asite doniisiir. Sinnamik asit 4-hidroksilaz, p-hidroksilasyon
reaksiyonlar1 ile 4- Koumarik aside doniisiir ve 4-Koumaratla Co-A ester yapisina
donustr. 4-Koumaril Ko-A, 3 malonil Ko-A tnitesi ve stilben sentaz enzimi ile
resveratrol olusur, bu enzim yoksa flavanoid olusur ( Celotti vd 1996, Fremont 2000).
Resveratroliin biyosentezi Sekil 2.11°de verilmistir.
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Sekil 2.11. Resveratroliin biyosentezi (Celotti 1996).

Resveratrol, oral yolla alindiktan 30-60 dakika sonra metabolize olmakta ve
siklikla karaciger ve onikiparmak bagirsaginda konjugasyon ile glukorunoid ve siilfat
metabolitlerine doniismektedir (Ndiaye vd 2011). Resveratroliin suda coziintrligi
diisiiktiir. Bu ylizden hidrofilik konjugatlarma dontigiir. Hidrofilik konjugatlar,
resveratroliin kana gecisini, viicutta dagilimimi ve atilimini saglar. Ayrica plazmada
yiiksek konsantrasyonda kalmasin1 saglar. Resveratrol serum proteinleri, yag asitleri ve
lipoproteinlere baglanarak dolasir (Delmas ve Lin 2011). Albumin plazmada RES’i
tagtyan molekiillerden biridir (Jannin vd 2004). Plazmada RES’in lipoproteinlerle de
etkilestigi gosterilmistir. Resveratrol en ¢ok lipoproteinlerle taginir. LDL ile birlesen
resveratrol (Resveratrol -LDL) karacigerdeki LDL reseptorleri ile hiicre igine alinir
(Urpi-Sarda vd 2005).

2.6.2. Resveratroliin Antikanser Etkileri

Resveratroliin anti-kanser aktivitesi kanser hiicrelerinin hiicre dongiisii stireci,
proliferasyonu, apoptozisi, metastazi, anjiyogenezi ve invazyonunu diizenleyen cesitli
hiicre sinyal molekiillerinin modiilasyonu araciligi ile olmaktadir. Resveratroliin
kemoterapiye diren¢ mekanizmalarinin iistesinden gelerek kemoterapdtik ajanlara karsi
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direngli hiicreleri duyarli hale getirdigi de gosterilmistir (Gupta vd 2011). Resveratroliin
antitimor etkisinin riboniikleotid rediiktaz, DNA polimeraz, protein kinaz C,
siklooksijenaz-2 aktivitelerinin baskilanmasi, karsinogenezin baskilanmasi, apoptotik
hiicre aktivasyonuna bagli olabilecegi de bildirilmistir (Yar vd 2010).

Apoptozisin hiicre ¢ogalmasi ile 6liimii arasindaki dengede kritik bir rolii vardir;
birgok sitotoksik ve sitostatik kanser ilacinin kanser hiicreleri i¢in apoptozisi etkiledigi
bilinmektedir. Resveratrol, hiicre dongiisiiniin  durdurulmasi  ve apoptozisin
indiiklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Fakat apoptozis-indiiklii etkileri farkl timor
hiicrelerinde farklilik gdstermektedir (Bai vd 2010). Insan promyleositik 18semi
hiicrelerinde resveratroliin hiicrelerin ¢ogalmasini baskiladigi, apoptozisi etkin kildigi,
antiapoptotik onkoprotein Bcl-2 artisin1 engelledigi ve DNA’da kirilmalara neden
oldugu gosterilmistir (Correia-da-Silva vd 2011). Ayrica resveratroliin prostat kanseri
ve kolon kanserinde p53-bagimli apoptozise araci oldugu bildirilmistir (Gatouillat vd
2010). K562 hiicrelerinde resveratrol ile aktive olan PKC ve ERKI1/2 p53
fosforilasyonu ve apoptozise neden oldugu rapor edilmistir (Chakraborty vd 2008, Can
vd 2012).

Resveratroliin gogiis, akciger, prostat, kolorektal kanser, mide kanseri, 6zafagus
34 timorleri, pankreas kanseri, l0semi gibi ¢esitli kanser tiirleri {izerine antiproliferatif
olarak rol oynadigi bildirilmektedir (Athar vd 2007). Resveratroliin, malignant
hiicrelerde 6zellikle DNA sentezinde rol oynayan bir enzim olan riboniikleotid rediiktazi
inhibe ederek tiimor hiicrelerinin biiylimesini engelledigi de gosterilmistir (Szekeres vd
2011). Ayrica resveratroliin, kanserli hiicrelerde, NF«xB aktivasyonunu inhibe ederek ve
TNFa iretimini azaltarak timor gelisimini onledigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur
(Martin vd 2006).

2.6.3. Resveratroliin Antioksidan Etkileri

Polifenoller, antioksidan olarak insan viicudundaki ¢esitli nedenlerle olusmus
serbest radikalleri temizleme kabiliyetine sahiptirler. Ayrica oksidatif stresi
azaltmalarindan dolay1 kanser riskini de azalttiklar1 bilinmektedir (Abdulla vd 2013).
Dogal bir polifenol olan resveratroliin de antioksidan Ozellikleri ile kanser
caligmalarinda rolii biiytiiktir.

Resveratrol antioksidan etkisini farkli mekanizmalarla ortaya koymaktadir.
Resveratrol serbest radikalleri yok ederek, metal iyonlarin1 baglayarak, ROS
olusumunda rol oynayan enzimlerin aktivitesini azaltarak ve antioksidan enzim
aktivitelerini arttirarak antioksidan bir potansiyel gostermektedir (Carrizzo vd 2013,
Gambini vd 2015) (Cizelge 2.5).

Fenolik antioksidanlar, serbest radikallerle girdikleri reaksiyonlarda hidrojen
atomu vericisi veya elektron vericisi olarak davranabilmektedirler. Resveratroliin de
cogunlukla hidrojen atomu vericisi oldugu belirtilmektedir (Tang vd 2011).
Resveratroliin yapisindaki hidroksil gruplarinin antioksidan aktivitesi ile ilgili yapilan
caligmalarda 4° OH’1n 3° ve 5 OH’dan daha aktif oldugu tespit edilmistir (Queiroz vd
2009, Mikulski vd 2010).
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Cizelge 2.5. Resveratroliin etki ettigi oksidan enzimler ve antioksidanlar

Oksidan enzimler Antioksidan savunma

NADPH oksidaz Sirtuin 1 (SIRT1)
Ksantin oksidaz (XO) AMP kinaz (AMPK)
Miyeloperoksidaz (MPO) Niikleer faktor 2 (Nrf-2)
Siklooksijenaz (COX) Tetrahidrobiopterin

Superoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (KAT)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon rediiktaz (GSH-R)
Glutatyon S-transferaz (GSH-T)

Hem oksijenaz-1

Peroxisome proliferatore activated

receptor-u. (PPAR-a)

Serbest radikallerin DNA hasar1 yaptig1 bilinmektedir (Burkitt ve Duncan 2000).
Resveratrol OH- ve Og2- radikallerini siiplirip OH' radikalinin neden oldugu lipit
peroksidasyonu inhibe etmekte ve OH- ile H2O2’in neden oldugu DNA hasarini
onlemektedir (Leonard 2003). Resveratroliin lipit peroksidasyonunu dnlemede vitamin
E ve vitamin C ile karsilastirldiginda daha etkili oldugu ve hiicre icerisindeki
molekiilleri hedef alarak hiicre canliligimi siirdiirdiigii ve oksidasyonu inhibe ettigi
bildirilmistir (Stojanovic vd. 2001). Ayrica protein oksidasyonunu engellemekte serum
antioksidan kapasitesini arttirmaktadir. Krom maruziyetiyle olusan NF-kB (Nuclear
Factor kappa B) aktivasyonunu da engelledigi goriilmistiir (Olas vd 2006).

Resveratroliin serbest radikal siipiiriiclisii ve enzim diizenleyici 6zelliklerinden
dolay1 oksidatif stresin neden oldugu ¢esitli bobrek hasarlarina karsi koruyucu oldugu
bildirilmistir (Rodrigo ve Bosco 2006). Resveratroliin iyi O6zellikle hidroksil ve
stiperoksit radikalleri basta olmak {iizere i1yi bir radikal siipiiriicii oldugu bildirilmistir
(Neves vd 2012). Ayrica etanolin beyin, karaciger, kalp ve testisler gibi cesitli
organlarda neden oldugu oksidatif hasara karsi koruyucu oldugu da tespit edilmistir
(Kasdallah-Grissa vd 2007). Hiicrenin yasam siiresi ve canliligini artiran Sirtuin 1 adli
geni aktive ettigi i¢in yasam siiresini artirdigi ve norolojik hastaliklar olan Alzheimer ve
Parkinsonda da koruyucu etki gosterdigi ortaya konmustur (Anekondan 2006).

Resveratrol, hiicresel antioksidan sistemin aktivitesi tzerinde de etkili
olmaktadir. Yapilan bir calismada, oksidatif strese indiiklenen sigan karaciger
hiicrelerinde, resveratroliin, detoksifikasyon mekanizmalarin1 diizenledigi, 6zellikle
katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz, NADPH kinon
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oksirediiktaz ve glutatyon S transferaz enzimlerinin aktivitelerini arttirdig1 ve oksidatif
hasar1 azalttigir belirtilmektedir (Rubilio vd 2008). Ayni calismanin devaminda,
resveratroliin, SOD, GRx, katalaz gibi enzimlerin expresyonlarini diizenleyen
transkripsiyon faktorii Nrf2 {izerinde de etkili oldugu gosterilmistir (Rubilio vd 2008).

Resveratrol ile beslenen ratlarda doza bagli olarak resveratroliin karaciger
hiicrelerinde ila¢ metabolizmasini diizenledigi, GST gibi faz I enzimlerini aktive ettigi
gosterilmistir (Hebbar 2005). Ayrica insan lenfosit hiicrelerinde (Yen vd 2003) ve insan
kardiyomiyositlerinde (H9C2) (Cao ve Li 2004) zamana ve doza bagl olarak GSH
miktart ile GPx ve GRx enzim aktivitelerini artirarak oksidatif DNA hasarimi
engelledigi gosterilmistir.

Resveratroliin hiicre memraninda lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisi
RAW 264.7 ve JB6 hiicrelerinde gosterilmistir (Leonard vd 2003). Ayrica giiglii bir
oksidan olan hidrojen peroksit ile muamele edilmis mide adenokarsinoma hiicrelerinde
resveratroliin bazi sinyal yollarini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engelledigi ve
hidrojen peroksit ile muamele edilen mesane kanseri hiicrelerinde resveratroliin yiiksek
dozlarda hiicre 6liimiinii tesvik ettigi, diisiik dozlarda ise koruyucu etkisinin oldugu
gosterilmistir (Aquilano vd 2009, Stocco vd 2012).

TIGAR ( TP53- Indiiklenmis Glikoliz ve Apoptozis Regiilatdrii) resveratroliin
hedeflerinden biri olarak tanimlanmistir. H1299 ve MCF-7 hiicrelerinde resveratrol
uygulamasi TIGAR proteinlerini azaltmistir ve bu da rediikte glutatyon (GSH)
diizeylerinin azalmasina neden olarak apoptosizi indiiklemistir (Kumar vd 2015).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Dondurulmasi

Calismamizda kullanilan olan parental H1299 (insan akciger kanseri hiicresi) ve
MRC-5 (insan akciger fibroblast hiicresi) hiicre dizileri American Type Culture
Collection (ATCC)’ dan satin alinarak uygun besiyeri ortaminda Akdeniz Universitesi
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1 hiicre kiiltiirti laboratuvarimizda iiretilmistir.

Hiicreler laboratuvarimiza ulastiginda kendi 6zel besi ortamlarinda kiiltiire
almmistir. H1299 hiicreleri stok i¢in, %10 fetal bovin serum ve %1 antibiyotik-
antimikotik karigimi igeren RPMI-1640 besiyerinde tretilmistir. MRC-5 hiicreleri ise ,
%10 fetal bovin serum, %1 antibiyotik-antimikotik ve %1 aminoasit iceren DMEM
besiyerinde iiretilmistir. 37°C da, %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava igeren etiivde
25 cm? ve 75 cm?lik flasklarda kiiltiire edilerek cogaltilmistir. Hiicreler hiicre
yogunluguna gore 2-3 giinde bir beslenmis ve ¢ok yogunlasan hiicrelerin tripsinizasyon
islemi, Tripsin-Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) ¢ozeltisi kullanilarak yapilmaistir.
Hiicreler yapistiklari flasktan kaldirilmistir. Elde edilen hiicre stispansiyonu steril bir
tiipe alinarak 1000 xg’de 6 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi steril bir
sekilde uzaklastirilmis ve elde edilen pelet steril besiyeri ile siispanse edilerek flasklara
bolinmiis ve g¢ogaltilmaya devam edilmistir. Hiicrelerin flasklara veya kuyucuklu
plaklara (96 well plate) aktarilmasi sirasinda hiicreleri saymak i¢in Tripan mavisi (1/1
oraninda) testi uygulanmistir. Canli hiicrelerin boyay1 almayip, 6lii hiicrelerin boyay1
almasi esasina dayanan bu yontemde canli ve 6lii hiicreler hemositometrede sayilmistir.

Cogaltilan hiicrelerin bir kismi1 daha sonra kullanilmak iizere dondurularak
stoklanmistir. Dondurulacak hiicreler 1.5 ml hiicre dondurma ¢ozeltisi (%10 gliserol,
%50 serum ve %40 serum igermeyen besiyeri) iginde cryo tiipe alinmis ve -80°C’de
saklanmustir.

3.2. Sitotoksite Testi

Flaskta iiretilmis hiicreler tripsinize edilerek yapismis olduklar1 flaskin
yiizeyinden kaldirilmistir. Hiicrelerin, kuyucuklu plaklara (96 well plate) aktariimasi
sirasinda hiicreleri saymak i¢in Tripan mavisi (1/1 oraninda) testi uygulanmistir. 96
kuyucuklu mikroplaklara (96 well plate), her kuyuya 1x10* hiicre olacak sekilde 200 pl
hiicre siispansiyonu dagitilmistir. 24 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda
kullanilan besiyerleri atilarak yenilenmistir. Dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde
hazirlanmis resveratrol (Sigma), besiyeri ile seyreltilip konsantrasyonlar1 10-800 pM
ayarlanarak igerisinde hiicre bulunan kuyucuklara eklenmistir (Cizelge 3.1). Ayni
basamaklar izlenerek hiicrelere H.O> de uygulanmistir (Cizelge 3.2). Kontrol grubu
olarak hicbir seyle muamele edilmemis hiicreler, sadece DMSO ile muamele edilmis
hiicreler ve hiicre icermeyen ancak besiyeri iceren kuyucuklar da kullanilmistir. Ayrica
resveratroliin kanserli hiicre ve saglikli hiicredeki etkilerini karsilastirabilmek amaciyla
MRC-5 insan akciger fibroblast hiicreleri de kullanilmistir. Tiim parametraler beser
tekrarli ¢alisilmistir.
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Cizelge 3.1. Resveratroliin H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde uygulanan konsantrasyonlari

0 (kontrol) 75 uM 400 uM
10 uM 100 uM 500 uM
15 uM 150 uM 600 uM
25 uM 200 uM 700 uM
50 uM 300 uM 800 uM

Cizelge 3.2. Hidrojen peroksitin H1299 hiicrelerinde uygulanan konsantrasyonlari

0 (kontrol) 150 uM 400 uM
25 uM 200 uM 450 uyM
50 uM 250 uyM 500 uM
75 uM 300 uM
100 uM 350 uM

Hiicrelerin 37°C da %5 CO2’li etiivde resveratrol igin 24, 48 ve 72 saat ve H20>
igin 72 saat inkiibasyonu sonrasinda hiicrelerin canliligi Cell Titer-Blue® cell viability
assay kiti (Promega) ile floresan spektrofotometrede (560 nm’de eksitasyon ve 590 nm’
emisyon) dl¢iilmiistiir. (Gloeckner vd 2001). Bu dl¢iimler sonucunda resveratroliin ICsg
ve IC7o degerleri hesaplanmistir.

Cell Titer-BlueR hiicre canliligi testinin esasi; canli hiicrelerin resozurini,
floresan bir iiriin olan resorufine ¢evirme yetenegine dayanir. Olii hiicreler ise metabolik
kapasitelerini ¢ok ¢abuk kaybetmelerinden dolay1 floresan sinyali olusturan iiriin
iretemezler.

Resveratroliin hiicreler {izerine koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymak
icin, hiicreler farkli konsantrasyonlarda resveratrole (ICio, 1C20, 1C30) bir saat 6n
uygulamaya maruz birakildiktan sonra gii¢lii bir oksidan olan H2O2’¢ (ICso, 1C70) 72
saat maruz birakilarak sitoprotektif (antioksidan) etki hesaplanmistir.
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3.3. Hiicre Siipernatantinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak olan siipernatantin hazirlanmasi i¢in yeterli hiicre
yogunluguna ulasildiktan sonra hiicreler tripsinize edilerek yapisarak tiredikleri flasktan
kaldirilip santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen peletten her bir flaska
150.000 hiicre olacak sekilde dagitilmistir. Hiicreler 24 saat 37°C’de, %5 CO2 ve %95
nemlendirilmis hava igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda hiicrelerin
bir kismu kontrol grubu olarak ayrilmis, bir kismi da 1Cso ve I1C7o konsantrasyonlarinda
resveratrole ve H>O2’ye karsi en etkili koruma gosteren resveratrol konsantrasyonuna
(IC30) maruz birakilarak 72 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.

Resveratrol uygulamasi yapilan ve kontrol olarak ayrilan flasklardaki hiicreler
72 saatin sonunda tripsinlenerek alinmistir. 600xg’de santrifiijlenerek elde edilen pellet
PBS (fosfat tamponlu tuz, pH 7) ¢ozeltisi ile 3 kez yikanmistir. 300 ul tampon (100 mM
K2HPO4 ve 100 mM KH2PO4 ¢ozeltileri pH 7), 1180 pl distile su ve 20 pl proteaz
inhibitor kokteyl (Sigma) karistirilarak homojenizasyon tamponu hazirlanmistir. En son
yikamadan kalan pelet, homejenizasyon tamponuyla seyreltilerek ependorf tiiplerine
aktarilmistir. Branson Sonifier marka ultrasonik parcalayicida 3x15’er saniye buz
icerisinde homojenize edildikten sonra 32000xg’de 45 dakika 4°C’ da santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatant kullanilincaya kadar -80°C’ da saklanmistir.

Elde edilen siipernatant kullanilarak 6rnegin MDA igerigi hesaplanmistir ve ayni
numunelerden Bradford metodu (1976) ile protein Olglimii yapilarak MDA seviyesi
nmol/mg protein olarak belirlenmistir. Ayn1 numuneler kullanilarak glutatyon ve enzim
Olctimleri yapilmustir.

3.4. Malondealdehit (MDA) Diizeylerinin Ol¢iilmesi

MDA diizeyleri Wasowicz, Neve ve Peretz’in yOntemine gore yapilmistir
(Wasowics vd 1993). Metodun temel prensibi, membran hasar1 sonucu olusan lipid
peroksidasyonunun bir {iriinii olan MDA’ nin tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyona
girmesi ve olusan bilesigin biitanol fazinda ekstrakte edilerek 525 nm (eksitasyon) ve
547 nm (emisyon)’de floresan spektrofotometrik (PerkinElmer LS 55) olarak okunmasi
esasina dayanir.

10 pl hiicre supernatanti, 200 pl distile su ve 200 ul TBA (29 mM; 8.75 M
Asetik asit igerisinde) iyice karistirildiktan sonra 1 saat boyunca 100°C’de
kaynatilmistir. 1 saat sonunda tiipler musluk suyu altinda sogutulduktan sonra 5 pl SM
HCI (Merck) ve 600 ul n-butanol (Sigma) eklenerek tiim tiipler 3-4 dakika boyunca
kuvvetle karistirildiktan sonra 10 dakika 3000xg’de santifiij edilerek list faz ayrilmis ve
floresan spektrofotometrede (PerkinElmer LS 55) yukarida belirtilen dalga boylarinda
okunmustur.

Numunelerin MDA igerikleri standart grafiginden [1,1,3,3-tetrametoksipropan
(Merck) standart soliisyonu, 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1, 2, 4 nmol/ml konsantrasyonlarinda]
hesaplanmistir. Ayni numunelerden Bradford metodu ile protein Ol¢iimii yapilarak
MDA seviyesi nmol/mg protein olarak verilmistir.
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3.5. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Kantitatif protein miktarlar1 Bradford metodu ile dl¢lilmiistiir (Bradford 1976). Bu
yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue (Coomassie parlak mavisi) G-
250, negatif bir ylike sahiptir ve protein ilizerindeki pozitif yiike baglanir. Coomassie
brillant blue G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerindeki
degisik siddette mavi renk ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir.

flgilenilen proteinin konsantrasyonu, konsantrasyonu bilinen standart protein ile
cizilen absorbans-konsantrasyon grafigi lizerinden hesaplanmistir. Protein standardi i¢in
0, 0.005, 0.01, 0.015, 0.02 mg/ml konsantrasyonlarda Bovine Serum Albumin (BSA)
(Sigma) ¢ozeltisi kullanilmistir.

Protein standart grafigi hazirlandiktan sonra Ornekler 1:75 oraninda diliie
edilerek, 20 pl 6rnek tizerine 200 pl renklendirme reaktifi ilave edilmistir. On dakikalik
bir inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Standart grafikten
yararlanilarak 6rneklerin protein miktarlart belirlenmistir.

3.6. Antioksidan Enzimler ve Glutatyon Diizeylerinin Ol¢iimii

Bu parametler 72 saat siiresince ICso, 1Cso ve IC7 konsantrasyonlarinda
resveratrole maruz birakilmis hiicrelerde ¢alisilmistir.

3.6.1. Selenyum-Bagimhi ve Selenyum-Bagimsiz Glutatyon Peroksidaz
Aktivitesinin Olg¢iilmesi

Selenyum-bagimli ve selenyum-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi (50
mM potasyum fosfat tamponu; pH 7.0, ImM EDTA,1.5 mM NaN3z, 1ImM GSH, 0.16
mM NADPH, 4ug glutatyon rediiktaz ve 0.25 mM H20, / kiimene H20,)
spektrofotometrik olarak olglilmistiir (Lawrence ve Burk 1976). Metodun temel
prensibi, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve 0.24 units glutatyon
rediiktaz (GR) iceren reaksiyon karigiminda NADPH miktarinin 340 nm’de Olclilmesi
esasina dayanir. . Bir unit enzim aktivitesi, dakikada bir pmol glutatyonun oksidasyonu
ile sonuglanir. Caligmalarimiz 96 kuyucuklu plaklara gére modifiye edilmistir.

96 kuyucuklu plaklara:

20 pl hiicre siipernatant:

20 ul GSH

20 ul GR

20 ul NADPH

20 pl hidrojenperoksit / kiimene hidrojenperoksit

100 pl fosfat tamponu (PB)- EDTA (0.5 ml 0.1 M EDTA + 50 ml 0.1 M PB, pH
7.0) eklenmistir.
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Kuyucuklara konan maddeler pipetleme yapilarak iyice karistirildiktan sonra
30°C’de 5 dakika bekletilerek 340 nm dalga boyunda spektrofotometrede &lgiimler
yapilmistir. Glutatyon peroksidazlarin aktivite diizeyleri units/mg protein olarak
verilmistir.

GPx Aktivitesi
Protein miktari

GPx Spesifik Aktivitesi (uWU/mg protein) = (3.1)

3.6.2. Glutatyon S-Transferaz aktivitesinin Olciilmesi

Glutatyon S-transferaz aktivitesini Olgmek i¢in 20.26 mg 1-chloro-2-4-
dinitrofenol 1 ml benzen igerisinde tamamen ¢6ziildi. 0.667 ml etanol (%100) ilave
edildikten sonra 1:10 oraninda fosfat tamponu (pH 6.5) ile karistirildi. 1 ml’lik kiivete
0.7 ml CDNB (l-chloro-2,4-dinitrobenzene) igeren fosfat tamponu, 0.1 ml GSH
(0.003gr/ml) ve 0.2 ml ve fosfat tamponu (100 mM,pH 6.5) ilave edilerek 30 °C de de
aktivite olciildii (Habig ve Jakoby 1994).

96 kuyucuklu plaklara:

20 pl hiicre siipernatanti

20 pl fosfat tamponu

140 ul PB+CDNB

20 pl 10 mM GSH eklenmisitr.

Kuyucuklara konan maddeler pipetleme yapilarak iyice karistirildiktan sonra
30°C’de 5 dakika bekletilerek 340 nm dalga boyunda spektrofotometrede &lgiimler
yapilmustir. Glutatyon S-transferaz aktivite diizeyleri units/mg protein olarak verilmistir.

GST Aktivitesi
Protein miktar:

GST Spesifik Aktivitesi (mU/mg protein) = (3.2

3.6.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Olciilmesi

Glutatyon rediiktaz aktivitesi NADPH oksidasyonuna dayanan Carlberg ve
Mannervik’in (1985) metoduna goére dl¢tilmiistiir.

96 kuyucuklu plaklara:

20 pl hiicre siipernatanti,

40 pl fosfat tamponu (0.5 M, pH 7.4),
20 Wl EDTA (10 mM),

80 ul ddH.0
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e 20 ul GSSG (20mM)
e 20 ul NADPH (2mM) eklenmistir.

Kuyucuklara konan maddeler pipetleme yapilarak iyice karistirildiktan sonra
30°C’de 5 dakika bekletilerek 340 nm dalga boyunda spektrofotometrede olgiimler
yapilmistir. Glutatyon rediiktaz aktivite diizeyleri units/mg protein olarak verilmistir.

GR Aktivitesi
Protein miktar:

GR Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = (3.3)

3.6.4. Glutatyon Miktarmnn Olciilmesi

Total GSH igerigi, GR varliginda NADPH tarafindan 5,5-dithiobis (2-
nitrobenzezoic) asitin azalmasini esas alarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir
(Beutler 1975). 40 mikrolitre PB-EDTA-10 mikrolitre GSSG veya 20 mikrolitre PB-
EDTA- 30 mikrolitre GSH gibi farkli oranlarda hazirlandiktan sonra iizerlerine 100’er
mikrolitre karisimda (1 mM DTNB, 1mM NADPH, 0.1 MNaPB, 2 unit Glutatyon
rediiktaz) konularak 405 nm’de, 30°C’de 6l¢iim yapilmistir.

3.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in Minitap Release 13.0 programi
kullanilmustir. Gruplar arasi karsilastirma igin ANOVA-GLM (General Linear Model)
yontemi ve sonuclarin degerlendirilerek farklarin 6nem seviyesini belirtmek i¢in Tukey
Coklu Kargilagtirma Testi uygulanmistir  (Www.minitab.com/products/minitab).
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4. BULGULAR

4.1 Resveratroliin ve H1299 ve MRC-5 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

Resveratroliin H1299 ve MRC-5 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi, Cell Titer-
BlueR viability assay kiti kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Cell Titer-Blue® hiicre canlilig
testinin esasi, canli hiicrelerin resozurini, florasan bir liriin olan resorufine ¢evirme
yetenegine dayamir. Oli  hiicreler ise metabolik kapasitelerini ¢ok ¢abuk
kaybetmelerinden dolay1 floresan sinyali olusturan iiriin liretemezler. Flaskta {iretilmis
hiicreler tripsinize edildikten sonra sayilarak 96-kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga
1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. DMSO icerisinde ¢oziilmiis olan resveratrol, seri
olarak besiyeri ile seyreltilerek cesitli konsantrasyonlarda hazirlanmis ve igerisinde
hiicre bulunan kuyucuklara konulmustur. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildikten
sonra hiicrelerin resozurini resofurine rediiksiyonunun floresanspektrofotometrede
(560eks/590ems) Olglilmesiyle ICso (hiicrelerin  %50’sini  Oldiiren konsatrasyon) Ve
ICs0’den kiigiik degerler (IC10,1C20,IC30) Ve 1C7o degerleri hesaplanmustir.

4.1. 1. Resveratroliin H1299 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Resveratroliin farkli konsantrasyonlarinin H1299 hiicreleri iizerine 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyonu sonunda sitotoksik etkisi arastirilmis, zamana ve konsantrasyona
bagli olarak sitotoksik etkinin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.1). H1299 hiicreleri 24, 48 ve
72 saat siireyle artan konsantrasyonlarda Resveratrole maruz birakilarak ICso ve 1C7o
degerleri hesaplanmistir. Ayrica antioksidan deneylerinde kullanilmak iizere
Resveratroliin Ayrica resveratrol ile 72 saat inkiibasyon sonucu ICio, 1Cz Ve 1C3z
degerleri de hesaplanmistir. Resveratrol konsantrasyonlari ve inkiibasyon siireleri
Cizelge 4.1°de verilmistir.

H1299 hiicrelerinin farkli resveratrol konsantrasyonlart ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonucu Resveratroliin %50 sitotoksik etki (ICso) gosteren konsantrasyonu
200 uM olarak bulunurken, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucu sirastyla 100 uM ve 50
UM olarak bulunmustur. Resveratroliin 1C7 degerleri ise 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
sonucu sirastyla 500 uM, 300 uM ve 125 uM olarak bulunmustur. Ayrica resveratrol
ile 72 saat inkiibasyon sonucu ICig degeri 13 uM, IC20 degeri 17 uM ve ICso degeri 25
uM olarak hesaplanmigtir ve bu konsantrasyonlar antioksidan etki deneylerinde
kullanilmistir. En yiiksek resveratrol konsantrasyonunu hazirlamak i¢in ¢oziicii olarak
kullandigimiz %0.5 DMSO konsantrasyonunun 24, 48 ve 72 saat uygulamalarinda
hiicre canliligini 6nemli derecede etkilemedigi bulunmustur.

Sitotoksik etki konsantrasyona ve zamana paralel olarak artmistir. 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen veriler arasindaki istatistiksel farklar (p<0.05)
Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Resveratrol konsantrasyonlarinin H1299 hiicre dizisi lizerine sitotoksik

etkisi
Resveratrol % Canl1 hiicre % Canl1 hiicre % Canl1 hiicre

konsantrasyonu 24 saatlik 48 saatlik 72 saatlik
uM inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon
X+ S.H. X+ S.H. X+ S.H.

10 99+1.7] 98+21] 94+191j

15 96+1.8] 88+23i 85+ 1.2 hi

25 93+1.51) 80+ 2.2hi 70+1.0¢9

50 85+ 2.1hi 70+1.08¢ 50+0.8¢e

75 75+2.3gh 60+1.0f 40+0.7d
100 68+22¢g 50+11e 35+£0.3cd
150 58+ 15f 41 +0.8de 27+0.1c
200 50+14e 35+09cd 23£0.8bc
300 40+1.3d 30+£0.5¢ 18+0.2b
400 35+1.2cd 25+0.4 bc 15+0.3ab
500 30+1.0c 22+1.0bc 13+£0.7ab
600 29+0.6¢C 21+0.3bc 12+0.3ab
700 27+0.8¢c 19+0.8b 11+10ab
800 25+0.2 bc 18+05b 10+0.1a
KONTROL 100+ 1.1 100+ 1.3} 100+ 1.4]
%0.5 DMSO 99+20] 99+20] 98+12]

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel 6nemde farkli bulunmustur

(p<0.05). S.H. : Standart Hata.
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Sekil 4.1. H1299 hiicrelerinde artan resveratrol konsantrasyonlarina kars1 hiicre canlilig

4.1.2. Resveratroliin MRC-5 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Resveratro’liin MRC-5 hiicreleri tizerine 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksik etkisi
arastirllmig, zamana ve Kkonsantrasyona bagli olarak sitotoksik etkinin arttig
gozlenmistir (Sekil 4.2). MRC-5 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat slireyle artan
konsantrasyonlarda Resveratrole maruz birakilarak ICso ve 1Cso degerleri bulunmustur.
Resveratrol konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon siireleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

MRC-5 hiicrelerinin farklt resveratrol konsantrasyonlar1 ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonucu Resveratroliin %50 sitotoksik etki (ICso) gosteren konsantrasyonu
250 uM olarak bulunurken, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucu sirastyla 150 uM ve 75
uM olarak bulunmustur. Resveratroliin 1C7 degerleri ise 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
sonucu sirastyla 700 uM, 400 uM ve 200 uM olarak bulunmustur. Ayrica antioksidan
deneyleri igin, ' ile 72 saat inkiibe edilen hiicrelerde IC1o degeri 8 uM, IC20 degeri 10
UM ve ICzo degeri 18 uM olarak hesaplanmistir. Farkli siirelerde inkiibasyon sonunda
elde edilen veriler arasindaki istatistiksel farklar (p<0.05) Cizelge 4.2’de verilmistir.

En yiiksek resveratrol konsantrasyonunu hazirlamak icin ¢oziicii olarak
kullandigimiz %0.5 DMSO konsantrasyonunun 24, 48 ve 72 saat uygulamalarinda
hiicre canliligin1 6nemli derecede etkilemedigi bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Resveratrol konsantrasyonlarinin MRC-5 hiicre

dizisi tizerine sitotoksik

etkisi
Resveratrol % Canl1 hiicre % Canl1 hiicre % Canl1 hiicre
konsantrasyonlari 24 saatlik 48 saatlik 72 saatlik
uM inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon
X£S.H. X+ S.H. X £ S.H.
10 98 £1.9ij 95+2.2i 80+1.9gh
15 96 £ 1.7 ij 90 £ 2.3 hi 76 £1.8gh
25 93+138i 80+1.7gh 68 £ 1.6 fg
50 83+1.8h 72+16¢9 58 £ 1.3 ef
75 76+16g 65+15f 50+ 1.4de
100 70+ 1.9 fg 61+16f 45+1.2d
150 63+1.8f 50+ 1.4de 35+11c
200 53+14e 43+1.3d 30+1.1bc
300 42+1.6d 33t14c 23+19b
400 38+1.5¢cd 30+0.9hc 18+ 1.0ab
500 35+14c 26 £ 0.4 bc 16 +0.9ab
600 33+1.3c 25+0.7Db 15+06a
700 30+£1.2bc 22+0.8Db 14+04a
800 27+0.9bc 20+ 0.5ab 12+0.3a
KONTROL 100+ 2.11j 100 £ 2.3 ij 100 £ 1.8 ij
% 0.5 DMSO 99 £+ 2.3 j 98+ 2.0 ij 98 £1.9ij

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel onemde farkl

bulunmustur (p<0.05). S.H. : Standart Hata.
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Sekil 4.2. MRC-5 hiicrelerinde artan resveratrol konsantrasyonlarina karsi1 hiicre
canliligt

Resveratroliin degisik konsantrasyonlarimin (0-800 uM) H1299 ve MRC-5
hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat uygulanmasi sonucu her iki hiicre dizisinde de
Resveratroliin zamana ve konsantrasyona bagli olarak prooksidan gibi davranarak
sitotoksitesinin arttig1r goriilmiistiir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Yapilan sitotoksite
Olclimleri sonucunda 24, 48 ve 72 saat icin ICso ve 1C7o degerleri belirlenmis ve
Cizelge 4.3°de verilmistir. Her iki hiicre dizisini karsilastirdigimizda, resveratrol
sitotoksisitesine karst H1299 hiicreleri MRC-5 hiicrelerinden daha duyarh
bulunmustur.

Cizelge 4.3. Resveratroliin H1299 ve MRC-5 hiicre dizilerinde hesaplanan ICsp ve 1C7o

degerleri
Hiicreler 24 saatlik 48 saatlik 72 saatlik
inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon
H1299 ( ICxo) 200 uM 100 uM 50 uM
H1299 ( I1Cro) 500 uM 300 uM 125 uM
MRC-5 (ICsp) 250 uM 150 uM 75 uM
MRC-5 (I1C70) 700 uM 400 uM 200 uM
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Resveratrol’le 72 saat inkiibasyonu sonucu H1299 hiicrelerinin ICsp Ve 1C7o
degerleri sirastyla 50 uM ve 125 uM olarak belirlenirken MRC-5 hiicrelerinin ICsq Ve
IC70 degerleri sirastyla 75 uM ve 200 uM olarak belirlenmistir. Resveratroliin
antioksidan (koruyucu) etkisinin belirlenmesinde, MDA ve glutatyon miktarlarinin
belirlenmesinde ve antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesinde 72 saatlik
inkiibasyon sonucu elde edilen sitotoksite verileri kullanilmistir.

Her iki hiicre dizisinde de literatiir bilgilerinde antioksidan olarak bilinen
resveratrol, c¢alismamizda artan konsantrasyonlarda sitotoksik etkisini arttirarak
prooksidan gibi etki géstermistir.

4.2. Hidrojen Peroksitin H1299 ve MRC-5 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

Hidrojen Peroksitin (H202) H1299 ve MRC-5 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi,
Cell Titer-Blue® viability assay kiti kullanilarak dl¢iilmiistiir. Flaskta {iretilmis hiicreler
tripsinize edildikten sonra sayilarak 96-kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga 1x10*
hiicre olacak sekilde ekilmistir. H20, konsantrasyonlar1 seri olarak besiyeri ile
seyreltilerek igerisinde hiicre bulunan kuyucuklara konulmustur. Hiicreler 72 saat
inkiibe  edildikten sonra hiicrelerin  resozurini  resofurine rediiksiyonunun
floresanspektrofotometrede (560eks/590ems) Olgiilmesiyle ICso (hiicrelerin  %50’sini
oldiiren konsatrasyon) ve IC7o (hiicrelerin %70’in1 6ldiiren konsatrasyon) degerleri
hesaplanmustir.

4.2.1. Hidrojen Peroksitin H1299 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

Cok giiglii bir oksidan olan H202‘in hiicre dizisi tizerindeki sitotoksik etkisi
hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda (0-500 uM) H20z‘e 72 saat maruz birakilmasiyla
bulunmustur. H202‘in  farkli konsantrasyonlarinin  H1299 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisi konsantrasyona bagli olarak degisim gostermistir (Sekil 4.3).

Artan H20: konsantrasyonuna paralel olarak sitotoksik etki de artmugtir.
Uygulanan H:0: konsantrasyonlar1 Cizelge 4.4’de verilmistir. H1299 hiicrelerinin
H20; ile 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda ICso degeri 300 uM, IC7o degeri 420 uM
bulunmustur. H20, konsantrasyonlarinin uygulamalarinda ortaya c¢ikan sitotoksik
etkilerdeki istatistiksel farkliliklar (p<0.05) Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. H20. konsantrasyonlarmin H1299 hiicre dizisine sitotoksik etkisi

% Canlt hiicre
H>0; konsantrasyonu (uM) 72 saatlik inkiibasyon
X +£S.H.

0 100 + 1.9 hi
25 90+16h
50 82+2.1¢gh
75 75+ 1.4 1g
100 71+ 1.31g
150 64 + 1.8 ef
200 59+ 1.5de
250 55+ 1.3de
300 50+1.1d
350 43+1.2cd
400 36+11lc
450 26+ 1.3 ab
500 20t1.2a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup aymt siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel
6nemde farkli bulunmustur (p<0.05) S.H.: Standart Hata

0 100 200 300 400 500 600
H,0O, Konsantrasyonu (mikromolar)

Sekil 4.3. H,O2’in H1299 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi
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4.2.2. Hidrojen Peroksitin MRC-5 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik EtKisinin
Belirlenmesi

H2O2‘in  hiicre  dizisi lizerindeki  sitotoksik etkisi hiicrelerin  farkl
konsantrasyonlarda (0-500 uM) H202‘e 72 saat maruz birakilmasiyla bulunmustur.
H202‘in farkli konsantrasyonlarinin MRC-5 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi
konsantrasyona bagli olarak degisim gostermistir (Sekil 4.4).

Uygulanan H20; konsantrasyonlari Cizelge 4.5’de verilmistir. MRC-5
hiicrelerinin H2O> ile 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda ICso degeri 200 uM, ICro
degeri 300 uM bulunmustur. H2O2 konsantrasyonlarinin uygulamalarinda ortaya ¢ikan
sitotoksik etkilerdeki istatistiksel farkliliklar (p<0.05) Cizelge 4.5’de verilmistir.

H202’nin degisik konsantrasyonlarmin H1299 ve MRC-5 hiicrelerine 72 saat
uygulanmast sonucu her iki hiicre dizisinde de H2O: konsantrasyona bagli olarak
sitotoksitesinin arttig1 goriilmiistiir. Yapilan sitotoksite Sl¢limleri sonucunda 72 saat
icin ICsp degerleri belirlenmistir. H2O2 ile 72 saat inkiibasyonu sonucu H1299
hiicrelerinin ICsp ve IC7o degerleri sirasiyla 300 uM ve 420 uM olarak belirlenirken
MRC-5 hiicrelerinin ICsp ve 1C7o degerleri sirasiyla 200 uM ve 300 pM olarak
belirlenmistir. H2O2’nin 72 saat uygulamalarindan elde edilen 1Csp ve 1C7o degerlerine
gore MRC-5 hiicrelerinin H202-e daha duyarli oldugu ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 4.4. H2O2’nin MRC-5 hiicreleriiizerine sitotoksik etkisi
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Cizelge 4.5. H202 konsantrasyonlarinin MRC-5 hiicre dizisine sitotoksik etkisi

% Canl1 hiicre
H>0; konsantrasyonu (uM) 72 saatlik inkiibasyon
X £ S.H.
50 85+t14h
100 73+£1.3¢g
150 63+1.2f
200 50+ 1.1de
250 38+0.8cd
300 30£0.9hbc
350 25+1.1b
400 22+14D
450 18+1.3ab
500 15+12a
550 13+11a
KONTROL 100+ 1.31

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel
o6nemde farkli bulunmustur (p<0.05) S.H.: Standart Hata

4.3. Resveratroliin Antioksidan (Koruyucu) Etkilerinin Belirlenmesi

Resveratroliin hiicreler iizerine koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymak
i¢in, hiicreler ICs, 1C1o, 1C20 Ve 1C30 (<ICs0) konsantrasyonlarinda ayr1 ayri resveratrol
ile bir saat 6n uygulamaya maruz birakildiktan sonra, devaminda 72 saat boyunca giiclii
bir prooksidan olan H202‘e (ICso, IC70) maruz birakilmistir. Sitotoksisite sonuglarina
bakilarak Resveratroliin H202‘e kars1 en yliksek koruyucu (antioksidan) etki gdsterdigi
kombinasyon konsantrasyonu belirlenmistir.

4.3.1. Resveratroliin H1299 Hiicreleri Uzerine Antioksidan (Koruyucu) Etkilerinin
Belirlenmesi

ICs, 1C10, 1C20 Ve 1C3o konsatrasyonlarinda resveratrol ile 6n uygulamaya maruz
birakilan H1299 hiicrelerinde Resveratroliin giiclii bir oksidan olan H»0;’e karsi
antioksidan (koruyucu) etki gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.5). Resveratrol ile 6n
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uygulamaya maruz birakildiktan sonra 72 saat H2O2‘ec maruz birakilarak elde edilen
sitotoksik etki sonuglar1 ve istatistiksel farkliliklar1 (p<0.05) cizelge 4.6’da verilmistir.
H1299 hiicrelerinde hem ICsop hem de IC70 H202 konsantrasyonlarina karsi en yiiksek
antioksidan etki IC3o resveratrol konsantrasyonu ile kombinasyonda goriilmiistiir.

Cizelge 4.6. H20O sitotoksisitesine karsi Resveratroliin (<ICso) H1299 hiicreleri tizerine
antioksidan (koruyucu) etkisi

Resveratrol konsantrasyonlari % Canl1 hiicre Artan canli hiicre
(uM)  + H202 (uM) X £ S.H. oranlari
konsantrasyonlari
ICso H+ICs R 45+1.2d 1
ICs0 H +IC10 R 39+13cd 0.65
ICso0H + IC20 R 47+ 1.2 de 0.98
ICs0 H +1C30 R 38+14cd 1.9
ICs0 H 51+16e 1.02
IC70 H+ICs R 39+13cd 1.56
IC7oH+IC1o R 42+1.4d 2.1
IC7oH+IC2 R 46+ 1.2 de 4.6
IC70 H+ICxo R 11+1.1a 11
IC7oH 31+1.3c 1.03
KONTROL 100+19f 1

X: Bes tekrarin ortalamasi olup aymi siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel
6nemde farkli bulunmustur (p<0.05) S.H.: Standart Hata
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Sekil 4.5. H20 sitotoksisitesine karsi farkli konsantrasyonlarda Resveratroliin (<ICso)
H1299 hiicreleri iizerine antioksidan (koruyucu) etkisi

4.3.2. Resveratrolin MRC-5 Hiicreleri Uzerine Antioksidan (Koruyucu)
Etkilerinin Belirlenmesi

Resveratrol ile 6n uygulamaya maruz birakilan MRC-5 hiicrelerinde ICs, 1Cio,
IC2 ve ICzo resveratrol konsatrasyonlarmin gii¢lii bir oksidan olan H202’e karsi
antioksidan (koruyucu) etki gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.6). Resveratrol ile 6n
uygulamaya maruz birakildiktan sonra 72 saat H2O>‘e maruz birakilarak bulunan
sitotoksik etki sonuclar1 ve istatistiksel farkliliklar (p<0.05) Cizelge 4.7°de verilmistir.
MRC-5 hiicrelerinde hem ICso hem de 1C70 H202 konsantrasyonlarina karsi en yiiksek
antioksidan etki 1Czo resveratrol konsantrasyonunda goriilmistiir.

Yapilan sitotoksisite Ol¢limleri sonucunda en yiiksek koruyucu etki gosteren
konsantrasyon H1299 hiicrelerinde ICso olarak belirlenirken MRC-5 hiicrelerinde 1C2o
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. H20: sitotoksisitesine karsi Resveratroliin (<ICsp) MRC-5 hiicreleri tizerine

antioksidan (koruyucu) etkisi

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel

6nemde farkli bulunmustur (p<0.05) S.H.: Standart Hata.

Resveratrol konsantrasyonlari % Canli hiicre Artan canli
(uM)  +H202 (uM) X+£S.H. hiicre
konsantrasyonlari oranlar1
ICs0H+1Cs R 40+ 0.9 de 0.8
ICsoH+IC1o0 R 45+11e 1.125
ICsoH + ICxo R 57+1.21g 1.9
ICs0 H +1C3 R 34+1.3d 1.7
ICs0 H (kontrol) 50+ 1.2 ef 1
IC70 H+ICs R 33+1.4d 1.32
IC7oH+IC10 R 35+1.3d 1.75
IC7oH+IC R 45+15e 4.5
IC70 H+IC30 R 3+10a 3
IC70 H (kontrol) 30+1.1cd
KONTROL 100+1.6h 1

100 +

90 +

80 - GE1C5 Resveratrol

70 A
= mIC10 Resveratrol
s 60
g 50 - 81C20 Resveratrol
2 40 -
= 30 - B81C30 Resveratrol
=
S 20 -

BIC50 /70 H
10
0
IC50 (H202) IC70 (H202)
Hidrojenperoksit konsantrasyonu

Sekil 4.6. H20; sitotoksisitesine karsi farkli konsantrasyonlarda Resveratroliin (<ICso)
MRC-5 hiicreleri iizerine antioksidan (koruyucu) etkisi
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4.4. Resveratroliin Hiicre Membrani1 Uzerine Etkisi

H1299 ve MRC-5 hiicreleri tek basina ICzo/IC2o, ICso ve ICqo
konsantrasyonlarindaki Resveratrole ve ICso ve 1C7o H202’e¢ 72 saat maruz
birakilmiglardir. Ayrica Resveratroliin H202’¢ karsi en yiliksek antioksidan etki
gosterdigi  1Cz0  (HI1299  hiicrelerinde) ve ICx (MRC-5 hiicrelerinde)
konsantrasyonlariyla bir saat O6n inkiibasyona birakilmis devaminda 72 saat H20»-€
(ICs0 ve IC70 ) maruz birakilarak MDA (malondealdehit) miktarlarindaki degisim
arastirllmistir,. MDA miktarlan MDA ve BSA standart grafi§inden yararlanilarak
nmol/mg protein olarak belirtilmistir.

MDA standart grafigi (y=4,921x + 8,851) sekil 4.7°de verilmistir. BSA standart
grafigi (y=2,1x + 0,249) Sekil 4.8”de verilmistir.
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Sekil 4.7. MDA standart grafigi
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Sekil 4.8. BSA standart grafigi

Tek bagina Resveratrole (ICso, I1Cso, 1C70), H202’¢ (ICso, 1C70) ve kombine
uygulamalara maruz birakilan H1299 hiicrelerinde MDA miktari, konsantrasyon
artisina bagli olarak degisiklik gostermistir (Cizelge 4.8). Konsantrasyona bagli olarak
MDA miktarindaki farkliliklar istatistiksel agidan (p<<0.05) onemlidir.

Resveratroliin  1C3 konsantrasyonuyla (H1299 hiicrelerinde en giiglii
antioksidan etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmis H1299 hiicreleri,
devaminda ICso ve 1C70 konsantrasyonlarinda H2O2’e 72 saat siire maruz birakilarak
giiclii bir oksidan olan H2O, oksidasyonuna karsi Resveratroliin hiicre membrani
koruyucu (antioksidan) etkisi ortaya konmustur (Sekil 4.9). ICso resveratrol
konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz birakilmig H1299 hiicrelerinin devaminda
ICso konsantrasyonunda H»02’¢ 72 saat maruz birakildiklarinda olusan MDA
miktarlari, tek basina ICso H2O2 konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere gore %28
azalmigtir. Ayni sekilde resveratrol ile (IC30) kombine uygulanan IC70 H202’in neden
oldugu MDA miktarindaki artis tek basina uygulamaya gore %23 azalmistir. H2O2’in
tek basina ve resveratrol ile kombine uygulamalar1 sonucundaki MDA miktarindaki
azalis Resveratroliin membran koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur ve
istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.9. Resveratrole maruz birakilan H1299 hiicrelerinde MDA miktari.

Hiicrelerin tek basina Resveratrolin farkli konsantrasyonlarma maruz
birakilmasiyla olusan MDA miktar1 konsantrasyona bagli olarak degisim gdstermistir
(Cizelge 4.8). ICso  ve  IC70  resveratrol  konsantrasyon  uygulanmalarinda
konsantrasyonun artmastyla MDA miktar1 da artmistir ve bu konsantrasyonlardaki artis
birbirlerinden ve kontrolden farkli (p<0.05) bulunmustur.
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Sekil 4.10. Resveratrole maruz birakilan MRC-5 hiicrelerinde MDA miktari.

Resveratroliin  1Cy konsantrasyonuyla (MRC-5 hiicrelerinde en giicli
antioksidan etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmis MRC-5 hiicreleri,
devaminda ICso ve 1C7o konsantrasyonlarinda H202’e 72 saat siire maruz birakilarak
giiclii bir oksidan olan H20. oksidasyonuna karsi Resveratroliin hiicre membrani
koruyucu (antioksidan) etkisi ortaya konmustur (Sekil 10).  IC2 resveratrol

46



BULGULAR OZNUR YURDAKUL

konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz birakilmis MRC-5 hiicrelerinin devaminda
ICso konsantrasyonunda H>O2’e 72 saat maruz birakildiklarinda olusan MDA
miktarlari, tek basina ICso H202 konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere gore %25
azalmistir. Ayn1 sekilde resveratrol ile (IC30) kombine uygulanan 1C7o H202’in neden
oldugu MDA miktarindaki artis tek basina uygulamaya gore %20 azalmistir. H202’in
tek basina ve resveratrol ile kombine uygulamalari sonucundaki MDA miktarindaki
azalis Resveratroliin membran koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur ve
istatistiksel a¢idan 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Ancak, resveratrol diisikk konsantrasyonlarda giiclii bir oksidanla kombine
uygulamalarda antioksidan gibi davranarak hiicre zarin1 korurken, tek basina artan (1Cso,
IC70) konsantrasyonlarda kontrole gére MDA miktarini arttirmast prooksidan gibi
davrandigin1 gostermektedir.

Her iki hiicre tipinde de kontrole gore en yiiksek MDA miktar1 1C70 H20>
uygulamasinda goriilmiistiir (Cizelge 4.8)

Cizelge 4.8. Resvertrol’iin H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde hiicre membrani {izerine

etkileri
Uygulanan H1299 hiicreleri (MRC-5 cells)
Konsantrasyonlar MDA (nmol/mg protein) | MDA (nmol/mg protein)
X+ S.H. X+ S.H.

IC30/ 1C20 Resveratrol 1.3+0.20b 0.8+0.03ab
ICso0 Resveratrol 2.3+0.32¢c 1.4+0.03b
IC70 Resveratrol 3.0+ 0.45cd 1.8 +0.04 bc
ICs0 H202 25+045¢ 2.0 + 0.06 bc
IC70 H202 4.3+034e 25+0.08¢c
Resveratrol + 1Cs0 H20> 1.8+0.25bc 1.5+0.03b
Resveratrol + 1C70 H20- 3.3+0.45d 2.0 +0.03 bc
DMSO 0.32+0.13a 0.29+0.02a
Kontrol 0.33+0.15a 0.26 + 0.01a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayr1 harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel 6nem de

farkli bulunmustur (p<0,05). S.H.; Standart Hata
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4.5. Resveratroliin Glutatyon Miktar1 Uzerine EtKkisi

H1299 ve MRC-5 hiicreleri tek basina ICzo/IC2o, ICso ve ICqo
konsantrasyonlarindaki Resveratrole ve ICso ve 1C7o H202’e¢ 72 saat maruz
birakilmiglardir. Ayrica Resveratroliin H202’¢ karsi en yiliksek antioksidan etki
gosterdigi  ICzo (HI1299  hiicrelerinde) ve ICx (MRC-5 hiicrelerinde)
konsantrasyonlariyla bir saat 6n inkiibasyona birakilmis devaminda 72 saat H20»-€
(ICso ve IC70 ) maruz birakilarak glutatyon miktarlarindaki degisim arastirilmstir.

Farkli konsantrasyonlarda tek basina Resveratrole (ICso, ICso, 1C70), H202’e
(ICs0, IC70) ve kombine uygulamalara maruz birakilan H1299 hiicrelerinde gulutatyon
miktari, konsantrasyon artisina bagli olarak degisiklik gostermistir (Cizelge 4.9).
Konsantrasyona bagli olarak glutatyon miktarindaki farkliliklar istatistiksel agidan
(p<0.05) onemlidir.

Resveratroliin  I1C30 konsantrasyonuyla (H1299 hiicrelerinde en giiclii
antioksidan etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmis H1299 hiicreleri,
devaminda ICso ve 1C7o konsantrasyonlarinda H202’e 72 saat siire maruz birakilarak
giicli bir oksidan olan H20, oksidasyonuna karsi Resveratroliin glutatyon miktarina
(antioksidan) etkisi ortaya konmustur (sekil 4.11). ICszo resveratrol konsantrasyonuyla
on uygulamaya maruz birakilmis H1299  hiicrelerinin devaminda ICso
konsantrasyonunda H.Oz’e 72 saat maruz birakildiklarinda azalan GSH miktar, tek
basina ICsp H202 konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere gore %25 daha azdir.
Ayni sekilde resveratrol ile (IC30) kombine uygulanan IC7o H202’in neden oldugu GSH

miktarindaki azalig tek basina uygulamaya gore %21 daha az bulunmustur.
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Sekil 4.11. Resveratroliin H1299 hiicrelerinde glutatyon miktarina etkisi.
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Resveratroliin - I1Cz konsantrasyonuyla (MRC-5 hiicrelerinde en  giiglii
antioksidan etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmis MRC-5 hiicreleri,
devaminda ICso ve 1C7g konsantrasyonlarinda H2O2’¢ 72 saat siire maruz birakilarak
giiclii bir oksidan olan H20, oksidasyonuna karsi Resveratroliin glutatyon miktarina
(antioksidan) etkisi ortaya konmustur (sekil 4.12). ICzo resveratrol konsantrasyonuyla
on uygulamaya maruz birakilmig MRC-5 hiicrelerinin  devaminda ICsp
konsantrasyonunda H2Oz2’e 72 saat maruz birakildiklarinda azalan GSH miktar1, tek
basina 1Cso H202 konsantrasyonuna maruz birakilana hiicrelere gore %21 daha azdir.
Ayni sekilde resveratrol ile (IC30) kombine uygulanan IC7o H202’in neden oldugu GSH
miktarindaki azalis, tek basina uygulamaya gore %27 daha az bulunmustur.
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Sekil 4.12. Resveratroliin MRC-5 hiicrelerinde glutatyon miktarina etkisi.

H202’in tek basina uygulamasinda GSH miktarindaki azalig, resveratrol ile
kombine uygulamalar1 sonucundaki GSH miktarindaki azalistan daha fazla olmasi,
Resveratroliin antioksidan etkisini ortaya koymustur (¢izelge 4.9). Elde edilen veriler
istatistiksel ag¢idan 6nemlidir (p<0.05). Ancak, resveratrol diisilk konsantrasyonlarda
giiclii bir oksidanla kombine uygulamalarda antioksidan gibi davranirken, tek basina
artan (ICso, 1C70)  konsantrasyonlarda kontrole gore GSH miktarin1 azaltarak
prooksidan gibi davranmistir. Resveratroliin  ICsp ve I1C70 konsantrasyon
uygulamalarindaki glutatyon miktar1 her iki hiicre dizisinde de azalmistir.

Her iki hiicre tipinde de kontrole gore en diisiik glutatyon miktar1 1C70 H202
uygulamasinda goriilmiistiir (Cizelge 4.9)
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Cizelge 4.9. Resveratroliin H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde glutatyon miktar1 iizerine

etkileri
Uygulanan konsantrasyonlar H1299 Hiicreleri MRC-5 Hiicreleri
(nmol/mg protein + S.H.) (nmol/mg proteint
S.H.)
IC30/1C20 Resveratrol 59+2.10d 53+2.32cd
ICs0 Resveratrol 53+2.34cd 49 +2.38 ¢
IC70 Resveratrol 49+221c 45 + 2.28 bc
ICs0 H20: 40+2.33b 37+229b
IC70 H202 33+220a 30+228a
Resveratrol + 1Csp H202 50+ 2.55cd 45 +2.35 bc
Resveratrol + IC7 H20> 40+245h 38+241b
DMSO 58 +2.63 d 51+243cd
Kontrol 57+1.58d 52+ 1.40cd

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayr1 harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel
onemde farkli bulunmustur (p<0,05). S.H.; Standart Hata

4.6. Resveratroliin Se-bagimh ve Se-bagimsiz Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Se-bagimli-GPx H>O2 ve organik hidroperoksitleri indirgeyebilir. Selenyum-
bagimsiz glutyon peroksidaz (Se-bagimsiz-GPx) H20:> i¢in inaktif olup sadece organik
hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizlerler. Hiicrelerin antioksidan enzimlerindendir.
Hiicreler, prooksidan/oksidan bir ajana maruz kaldiklarinda kendilerini oksidatif strese
kars1 korumak icin bu enzimi sentezlerler. Resveratroliin H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde
Se-bagimli-GPx ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi lizerine etkileri Sekil 4.13, 4.14, 4.15 ve
4.16’da gosterilmistir

H1299 ve MRC-5 hiicreleri tek basma IC3z0/ICxo, ICs0 ve ICyo
konsantrasyonlarindaki Resveratrole ve 1Cso ve IC;o H202’¢ 72 saat maruz
birakilmiglardir. Ayrica Resveratroliin H202’e karsi en yliksek antioksidan etki
gosterdigi  IC3o (HI1299  hiicrelerinde) ve ICxo (MRC-5 hiicrelerinde)
konsantrasyonlariyla bir saat 6n inkiibasyona birakilmis devaminda 72 saat H202-€
(ICs0 ve IC70 ) maruz birakilarak Se-bagimli-GPx ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesindeki
degisim arastirilmistir.
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Farkli konsantrasyonlarda tek basina Resveratrole (ICzo, ICso, 1C70), H202’e
(ICs0, IC70) ve kombine uygulamalara maruz birakilan H1299 hiicrelerinde Se-bagimli
ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi konsantrasyon artisina bagli olarak degisiklik
gostermistir (Sekil 4.13 ve 4.14). Uygulanan resveratrol ve H20> konsantrasyonuna
bagli olarak degisen Se-bagimli- ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesindeki farkliliklar
istatistiksel agidan (p<0.05) 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.13. Resveratroliin H1299 hiicrelerinde Se-bagimli-GPx aktivitesi iizerine etkisi.
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Sekil 4.14. Resveratroliin H1299 hiicrelerinde Se-bagimsiz-GPx aktivitesi {iizerine
etkisi.
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Resveratroliin 1C3p konsantrasyonuyla H1299 hiicrelerinde en giiglii antioksidan
etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmis H1299 hiicreleri, devaminda ICso
ve 1C7o konsantrasyonlarinda H2Oz’e 72 saat siire maruz birakilarak gii¢lii bir oksidan
olan H20: oksidasyonuna kargi Resveratrolin Se-bagimli- ve Se-bagimsiz-GPx
aktivitesine etkisi ortaya konmustur (Cizelge 4.10.). ICso resveratrol konsantrasyonuyla
on uygulamaya maruz birakilmig HI299 hiicrelerinin  devaminda ICso
konsantrasyonunda H2O2’e 72 saat maruz birakildiklarinda artan Se-bagimli- ve Se-
bagimsiz-GPx aktivitesi, tek basina ICso H202 konsantrasyonuna maruz birakilan
hiicrelere gore sirasiyla yaklasik olarak %26 ve %18 azalmistir. Ayn1 sekilde resveratrol
ile (IC30) kombine uygulanan 1C7o H2O2’in neden oldugu Se-bagimli- ve Se-bagimsiz-
GPx aktivitesindeki artis tek basina uygulamaya gore sirasiyla yaklasik olarak %23 ve
%12 daha az bulunmustur.

Farkli konsantrasyonlarda tek basina Resveratrole (IC2o, ICso, 1C70), H202’e
(ICs0, IC70) ve kombine uygulamalara maruz birakilan MRC-5 hiicrelerinde Se-bagimli-
GPx ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi konsantrasyon artisina bagli olarak degisiklik
gostermistir (Sekil 4.15 ve 4.16). Uygulanan resveratrol ve H>O» konsantrasyonuna
bagli olarak degisen Se-bagimli-GPx ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesindeki farkliliklar
istatistiksel a¢idan (p<0.05) 6nemlidir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.10. Resveratrolin H1299 hiicrelerinde Se-bagimli- ve Se-bagimsiz-GPx
aktivitesi tizerine etkileri

Uygulanan Se-bagimli GPx Se-bagimsiz GPx
konsantrasyonlar

(pU/mg + SH) (wWU/mg + SH)
IC30 Resveratrol 520 + 12 ab 679 +11b
ICs0 Resveratrol 600+11D 750+ 12¢c
IC70 Resveratrol 695+ 11c 795+ 14d
ICs0 H202 714+ 13 ¢ 800+ 14d
IC70 H202 773+12d 851+ 15e
IC30 Resveratrol + ICso 528 + 14 ab 660 + 13 a
H20:
IC30 Resveratrol + IC7o 5905+12b 750+ 14 c
H20>
DMSO 509 +12a 658 + 13 a
Kontrol 506+ 13 a 660 + 14 a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayr1 harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel
o6nemde farkli bulunmustur (p<0,05). S.H.; Standart Hata
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Sekil 4.15. Resveratroliin MRC-5 hiicrelerinde Se-bagimli-GPx aktivitesi lizerine etkisi.
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Sekil 4.16. Resveratroliin MRC-5 hiicrelerinde Se-bagimsiz-GPx aktivitesi iizerine
etkisi.

Resveratroliin  I1Cz konsantrasyonuyla (MRC-5 hiicrelerinde en giiglii
antioksidan etki konsantrasyonu) on uygulamaya maruz birakilmis MRC-5 hiicreleri,
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devaminda ICsp ve IC7o konsantrasyonlarinda H2Oz’e 72 saat slire maruz birakilarak
giiclii bir oksidan olan H20: oksidasyonuna kars1 Resveratroliin Se-bagimli-GPx ve Se-
bagimsiz-GPx aktivitesine etkisi ortaya konmustu. 1Cyo resveratrol konsantrasyonuyla
on uygulamaya maruz birakilmig MRC-5 hiicrelerinin devaminda ICso
konsantrasyonunda H202’e 72 saat maruz birakildiklarinda artan Se-bagimli-GPXx ve
Se-bagimsiz-GPx aktivitesi, tek basina ICso H202 konsantrasyonuna maruz birakilan
hiicrelere gore sirasiyla yaklasik olarak %30 ve %23 daha az bulunmustur. Aym
sekilde resveratrol ile (1C3) kombine uygulanan 1C70 H202’in neden oldugu Se-
bagimli-GPx ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesindeki artis da tek basina uygulamaya gore
strastyla yaklasik olarak %32 ve %22 daha az bulunmustur.

72 saat siireyle ICso Ve 1C7o konsantrasyonlarinda Resveratrole maruz birakilan
H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde Se-bagimli ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan Onemli derecede artmistir. (p<0.05). Burada da
resveratrol yliksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi etki gostermistir.

Her iki hiicre tipinde de en yiiksek Se-bagimli ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi
kontrole gore en yiiksek 1C70 H202 uygulamasinda goriilmiistiir (Cizelge 4.10 ve 4.11)

Cizelge 4.11. Resveratroliin MRC-5 hiicrelerinde Se-bagimli-GPx ve Se-bagimsiz-GPx
aktivitesi tizerine etkileri

Uygulanan Se-bagimli-GSH-Px Se-bagimsiz-GSH-Px
konsantrasyonlar

(pU/mg + SH) (uWU/mg + SH)
IC20 Resveratrol 311+12ab 431+10a
ICs0 Resveratrol 363+11b 481+11b
IC70 Resveratrol 484+ 11c 527+ 12D
ICs0 H202 497 +13c 548 + 14 bc
IC70 H202 553+ 12 cd 601 +13¢c
IC20 Resveratrol + ICso 350+ 14 ab 425+12a
H20>
IC20 Resveratrol + IC7o 375+ 12ab 470+ 11b
H20:
DMSO 260+ 12 a 405+ 13a
Kontrol 263+ 13 a 400 + 13 a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup aym siitunda ayri harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel 6nemde
farkli bulunmustur (p<0,05). S.H.; Standart Hata
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72 saat siireyle ICso ve 1C7o konsantrasyonlarinda Resveratrole maruz birakilan
H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde Se-bagimli ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi kontrol
grubuna gore istatistiksel acidan Onemli derecede artmistir. (p<0.05). Burada da
resveratrol yliksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi etki gostermistir.

Her iki hiicre tipinde de en yiiksek Se-bagimli ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi
kontrole gore en yiiksek 1C70 H202 uygulamasinda goriilmiistiir (Cizelge 4.10 ve 4.11)

4.7. Resveratroliin Glutatyon S-Transferaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Glutatyon transferazlar, tanimlandigindan beri kullanilan ismiyle glutatyon S-
transferazlar, endojen ve ekzojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin
glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak, genellikle daha kolay atilabilen ve daha az
toksik metabolitlere doniisiimiinii katalizleyen Faz-11 detoksifikasyon enzim ailesidir.

Glutatyon S-transferaz (GST) hiicrelerin koruyucu enzimlerindendir. Hiicreler,
prooksidan/oksidan bir ajana maruz kaldiklarinda kendilerini oksidatif strese karsi
korumak i¢in bu enzimi sentezlerler. Resveratroliin GST aktivitesi tizerine etkileri Sekil
4.17 ve 4.18°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Resveratroliin H1299 hiicrelerinde GST aktivitesi tlizerine etkisi.
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Sekil 4.18. Resveratroliin MRC-5 hiicrelerinde GST aktivitesi {lizerine etkisi.

H1299 ve MRC-5 hiicreleri tek basina IC30/IC2o, ICs0 ve 1Cqo
konsantrasyonlarindaki Resveratrole ve 1Cso ve 1C7p H202’e 72 saat maruz
birakilmislardir. Ayrica Resveratrolin H202’e karst en yiiksek antioksidan etki
gosterdigi  ICz0  (H1299  hiicrelerinde) ve ICx (MRC-5 hiicrelerinde)
konsantrasyonlariyla bir saat 6n inkiibasyona birakilmis devaminda 72 saat H202-€ (ICso
ve 1C70 ) maruz birakilarak GST aktivitesindeki degisim arastirilmistir.

Tek basina Resveratroliin (ICso, 1Cso, 1C70), H202’in (ICs0, 1C70) ve kombine
uygulamalara maruz birakilan H1299 hiicrelerinde GST aktivitesi, konsantrasyon
artisina bagl olarak degisiklik gostermistir (Cizelge 4.12). Konsantrasyona bagli olarak
GST aktivitesindeki farkliliklar istatistiksel agidan (p<0.05) 6nemlidir.

Resveratroliin 1C3o konsantrasyonuyla H1299 hiicrelerinde en giiglii antioksidan
etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmig H1299 hiicreleri, devaminda
ICs0 ve IC70 konsantrasyonlarinda H202’e 72 saat siire maruz birakilarak giiclii bir
oksidan olan H>O; oksidasyonuna karst Resveratroliin hiicre koruyucu (antioksidan)
etkisi GST aktivitesindeki degisiklikle ortaya konmustur (Cizelge 4.12). ICazo
resveratrol konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz birakilmis H1299 hiicrelerinin
devaminda ICsg konsantrasyonunda H>O2’e 72 saat maruz birakildiklarinda GST
aktivitesindeki artis, tek basima ICsg H2O2 konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere
gore %38 azalmistir. Ayni sekilde resveratrol ile (ICzo) kombine uygulanan IC7o
H2>02’in neden oldugu GST aktivitesindeki artis tek basina uygulamaya gore %37
azalmistir. H202 tek basma uygulandiginda artan GST aktivitesi, diger taraftan
resveratrol ile kombine uygulamalar1 sonucundaki azalan GST aktivitesi, Resveratroliin
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hiicre koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur ve istatistiksel acidan 6nemli
bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.12. Resveratroliin H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde glutatyon S-transferaz
enzim aktivitesi iizerine etkisi

Uygulanan konsantrasyonlar H1299 Hiicreleri MRC-5 Hiicreleri
(mU/mg + SE) (mU/mg + SE)
ICs0/ 1C20 Resveratrol 44 +4.33 ab 40+3.01b
ICs0 Resveratrol 64 +2.33 cd 53+4.33¢
IC70 Resveratrol 79+3.33 e 68 +2.22¢
ICs0 H202 88 +3.22f 72 +3.44 ef
IC70 H202 95+4.12 fg 84 +3.54 fg
Resveratrol + 1Cso H20> 55+2.46 be 48 +2.49 ¢
Resveratrol + 1C7o H20> 60 +2.66 ¢ 52 +3.36 cd
DMSO 38t1.31a 30£101a
Kontrol 39 £1.99a 29+1.99a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayr1 harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0,05). S.H.; Standart

Tek basina Resveratroliin (IC20, 1Cso, 1C70), H202’in (ICso, 1C70) ve kombine
uygulamalara maruz birakilan MRC-5 hiicrelerinde GST aktivitesi, konsantrasyon
artisina bagh olarak degisiklik gostermistir (Cizelge 4.12). Konsantrasyona bagli olarak
GST aktivitesindeki farkliliklar istatistiksel agidan (p<0.05) 6nemlidir.

Resveratroliin  IC2 konsantrasyonuyla (MRC-5 hiicrelerinde en giigli
antioksidan etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmis MRC-5 hiicreleri,
devaminda ICso ve IC7o konsantrasyonlarinda H>O2’e 72 saat siire maruz birakilarak
giiclii bir oksidan olan H20:2 oksidasyonuna karsi Resveratroliin hiicre koruyucu
(antioksidan) etkisi GST aktivitesindeki degisiklikle ortaya konmustur (Cizelge 4.12).
IC2 resveratrol konsantrasyonuyla ©on uygulamaya maruz birakilmis MRC-5
hiicrelerinin devaminda ICso konsantrasyonunda H20’e 72 saat maruz birakildiklarinda
GST aktivitesindeki artig, tek basina ICsp H2O2 konsantrasyonuna maruz birakilan
hiicrelere gore %33 azalmistir. Ayni sekilde resveratrol ile (IC20) kombine uygulanan
IC70 H202’in neden oldugu GST aktivitesindeki artis tek bagina uygulamaya gore %38
azalmistir. H2O2 tek basmma uygulandifinda artan GST aktivitesi, diger taraftan
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resveratrol ile kombine uygulamalar1 sonucundaki azalan GST aktivitesi, Resveratroliin
hiicre koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur ve GST enzim aktivitesindeki
farkliliklar istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).

72 saat siireyle ICsp ve 1C7o konsantrasyonlarinda Resveratrole maruz birakilan
H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde GST aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel agidan
onemli derecede artmistir. (p<<0.05). Burada da resveratrol yiiksek konsantrasyonlarda
prooksidan gibi etki gostermistir.

Her iki hiicre tipinde de en yliksek GST aktivitesi kontrole gore en yiiksek 1C7o
H202 uygulamasinda goriilmiistiir (Cizelge 4.12)

4.8. Resveratroliin Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Glutatyon rediiktaz (GRx) bir flavo proteindir. NADPH varliginda glutatyon
distilfiti ya da okside glutatyonu (GSSG) rediikte glutatyona (GSH) katalizler.
Glutatyonun dengede tutulmasini saglar. GPx tarafindan hidrojen peroksit ve diger lipit
peroksitlerin yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona donlismektedir.
GRx da oksidasyona ugramis bu yapiy1 tekrar kullanmak icin rediikte glutatyona
doniistiirir.

H1299 ve MRC-5 |hiicreleri tek basma ICs0/ICo, ICs0 ve ICqo
konsantrasyonlarindaki Resveratrole ve I1Cso ve 1C7o H202’e¢ 72 saat maruz
birakilmiglardir. Ayrica Resveratrolin H202’e karsi en yiiksek antioksidan etki
gosterdigi  IC3o  (H1299  hiicrelerinde) ve IC2 (MRC-5 hiicrelerinde)
konsantrasyonlariyla bir saat 6n inkiibasyona birakilmig devaminda 72 saat H>.O»-e (ICso
ve 1C7o ) maruz birakilarak GRx aktivitesindeki degisim arastirilmistir.

Tek bagina Resveratroliin (ICso, 1Cso, 1C70), H202’in (ICs0, 1C70) ve kombine
uygulamalara maruz birakilan H1299 hiicrelerinde GRx aktivitesi, konsantrasyon
artisina bagl olarak degisiklik gostermistir (Cizelge 4.13). Konsantrasyona bagh olarak
GRx aktivitesindeki farkliliklar istatistiksel agidan (p<0.05) 6nemlidir.

Resveratrolin  1C39  konsantrasyonuyla (H1299 hiicrelerinde en  gii¢li
antioksidan etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmig H1299 hiicreleri,
devaminda ICso ve 1C7o konsantrasyonlarinda H2O2’e 72 saat siire maruz birakilarak
giiclic bir oksidan olan H2O> oksidasyonuna karsi Resveratroliin hiicre koruyucu
(antioksidan) etkisi GRx aktivitesindeki degisiklikle ortaya konmustur (Sekil 4.19).
ICs0 resveratrol konsantrasyonuyla o6n uygulamaya maruz birakilmig H1299
hiicrelerinin devaminda ICso konsantrasyonunda H202’e 72 saat maruz birakildiklarinda
GRx aktivitesindeki artis, tek basina ICso H202 konsantrasyonuna maruz birakilan
hiicrelere gore %56 azalmistir. Ayni sekilde resveratrol ile (IC30) kombine uygulanan
IC70 H202’in neden oldugu GRx aktivitesindeki artis tek basina uygulamaya gore %55
azalmistir. H2O. tek basina uygulandiginda artan GRx aktivitesi, diger taraftan
resveratrol ile kombine uygulamalar1 sonucundaki azalan GRx aktivitesi, Resveratroliin
hiicre koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur ve elde edilen veriler
istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05).
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Tek basina Resveratroliin (IC20, 1Cso, 1C70), H202’in (ICso, 1C70) ve kombine
uygulamalara maruz birakilan MRC-5 hiicrelerinde GRx aktivitesi, konsantrasyon
artisina bagh olarak degisiklik gostermistir (Cizelge 4.13). Konsantrasyona bagli olarak
GSH-Rx aktivitesindeki farkliliklar istatistiksel agidan (p<0.05) 6nemli bulunmustur..
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Sekil 4.19. Resveratroliin H1299 hiicrelerinde GRx aktivitesi tizerine etkisi.
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Sekil 4.20. Resveratroliin MRC-5 hiicrelerinde GRx aktivitesi {izerine etkisi.

Resveratroliin  I1Cz konsantrasyonuyla (MRC-5 hiicrelerinde en giiglii
antioksidan etki konsantrasyonu) 6n uygulamaya maruz birakilmis MRC-5 hiicreleri,
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devaminda ICsp ve IC7o konsantrasyonlarinda H2Oz’e 72 saat slire maruz birakilarak
giiclii bir oksidan olan H2O2 oksidasyonuna karsi Resveratroliin hiicre koruyucu
(antioksidan) etkisi GRx aktivitesindeki degisiklikle ortaya konmustur (Sekil 4.20).
IC3o resveratrol konsantrasyonuyla o6n uygulamaya maruz birakilmis MRC-5
hiicrelerinin devaminda ICso konsantrasyonunda H202’e 72 saat maruz birakildiklarinda
GRx aktivitesindeki artis, tek basina ICso H202 konsantrasyonuna maruz birakilan
hiicrelere gore %55 azalmigtir. Ayni sekilde resveratrol ile (IC30) kombine uygulanan
IC70 H202’in neden oldugu GRx aktivitesindeki artis tek basina uygulamaya gore %53
azalmistir. H2O2 tek basina uygulandiginda artan GRx aktivitesi, diger taraftan
resveratrol ile kombine uygulamalar1 sonucundaki azalan GRx aktivitesi, Resveratroliin
hiicre koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur ve GRx enzim aktivitesindeki
farkliliklar istatistiksel agidan 6nemli bulunmusturr (p<0.05).

Cizelge 4.13. Resveratrolin H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde GRx aktivitesi iizerine

etkisi
Uygulanan konsantrasyonlar H1299 Hiicreleri MRC-5 Hiicreleri
GRx (Unite/mg protein) | GRx (Unite/mg protein)
X+ S.H. X+ S.H.
IC30/IC20 Resveratrol 16190 11+1.0ab
ICso Resveratrol 25+2.5bc 21+ 1.5bc
IC70 Resveratrol 35+£29cd 29+ 13c¢
ICs0 H202 44 +3.5de 31+2.6cd
IC70 H202 56+3.6f 40+3.1d
Resveratrol + ICsp H20> 20+£12b 14+ 0.8 ab
Resveratrol + 1C7g H20> 25+ 1.0bc 19+£09b
DMSO 10+£09a 6+0.7a
Kontrol 10+£0.8a 7+04a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup aym siitunda ayr1 harfleri alan degerler birbirinden
istatistiksel onemde farkli bulunmustur (p<0,05). S.H.; Standart Hata

72 saat siireyle ICso Ve 1C7o konsantrasyonlarinda Resveratrole maruz birakilan
H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde G-Rx aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel agidan
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onemli derecede artmistir. (p<<0.05). Burada da resveratrol yliksek konsantrasyonlarda
prooksidan gibi etki géstermistir.

Her iki hiicre tipinde de kontrole gore en yiiksek GRx aktivitesi IC70 H202
uyglamasinda goriilmiistiir (Cizelge 4.13).
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5. TARTISMA

Kanser insanlarin ilk ¢aglardan beri miicadele ettigi, giiniimiizde ise, hizla artis
egilimi gosteren Olimcil bir hastaliktir. Bu artista degistirilemez genetik faktorlerin
yaninda degistirilebilir ¢evresel faktorler onemli rol oynamaktadir. Cevresel faktorler
arasinda sayilan meslek, yasam bi¢imi yaninda beslenme de kuskusuz bu faktorlerin en
basinda gelmektedir.

Diinyada her y1l 14 milyon kisiye kanser tanisi konulmakta ve bu hastalardan her
y1l yaklasik 8,2 milyonu kanser nedeniyle 6lmektedir (Wild 2015).Akciger kanseri
erkeklerde ve kadinlarda 6liim oranlarina bakildiginda ilk sirada yer almaktadir (Siegel
vd 2016).

Akciger kanseri goriilme siklig1 fazla oldugu ve baslica 6liim nedenleri arasinda
oldugu icin Onlem, tan1 ve tedavisi lizerine yapilan caligmalar hizla artmaktadir.
Hastaligin goriilme sikligi arttikca deneysel modellerde yeni tedavi stratejileri
gelistirilmektedir. Bu amagcla bircok dogal ve yapay kimyasal maddeler 6nlem ve tedavi
amacli kullanilmak iizere denenmektedir. Ozellikle antioksidan ozellikteki
fitokimyasallar literatiirdeki c¢alismalarin  biiyiik ¢ogunlugunu olusturmaktadir.
Fitokimyasallar, antioksidan gibi 6nemli biyolojik aktiviteye sahip, bitkilerde bulunan
kimyasal bilesiklerdir. Fitokimyasallar, hiicre i¢i sinyal yolaklar, onkogen yolaklar,
hiicre dis1 inflamasyon, oksidasyon ve kalitsal genetik mutasyonlar gibi hiicrenin kritik
homeostatik mekanizmalarint diizenleyen siireclerde etkili olabilmektedirler. Diger
saptanan etki mekanizmalar1 ise, DNA tamir genlerinin ve hiicre siklusunu kontrol eden
genlerin modiilasyonunun, apoptozun uyarilmasinin, angiogenezin engellenmesi ve
tiimdr hiicresinin invazyonunun ve yayilmasinin diizenlenmesidir (Kelley ve Fishel
2008). Son donemlerde, antioksidan ozellige sahip dogal maddelerin ve besinlerin
serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasar iizerine olan olas1 faydalar1 bir¢ok
arastirici tarafindan ¢alisilmaktadir. Resveratrol de polifenolik bir antioksidan olup son
yillarda c¢ok calisilan fitokimyasallardan biridir. Polifenoller, ¢esitli meyve ve
sebzelerde bulunan antioksidan etkili bilesikler olup insan diyetinin Onemli bir
pargasidir. Polifenolik bilesiklerin 6zellikleri farkli mekanizmalarla agiklanabilmektedir.
Bu bilesikler serbest radikallerin olusumunu engellemekte veya dogrudan serbest
radikalleri ortamdan uzaklastirmaktadirlar (Tsao 2010).

Antioksidan aktiviteleri, serbest radikaller, esas olarak reaktif oksijen tiirleri,
(ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri, (RNS) ile yakindan ilgilidir. Viicudumuzda normal
metabolik siiregler sirasinda olusabildigi gibi, farkli dis etkenlerin etkisiyle, degisik
kimyasallara maruziyet ile ve ¢esitli patolojik durumlarda olusabilmektedirler. Serbest
radikaller, lipid, protein ve niikleik asitler gibi hiicrenin temel bilesenlerinde kimyasal
modifikasyona yol agabilmektedir. Ozellikle hiicre membraninda bulunan doymamis
yag asitleri serbest radikallerin oksidatif ataklarmma karsi ¢ok duyarlidir. Bu yiizden,
serbest radikallerin kanser, ateroskleroz, artrit, amiloidoz, psikiyatrik bozukluklar ve
hipertansiyon gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadig: diisiiniilmektedir (Bayir
2005).

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak tanimlanmaktadir
Serbest radikallerin olusum hizinda artma veya ortadan kaldirilma hizinda azalma bu
dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Oksidatif stres olarak tanimlanan bu durum
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serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizligi
gostermekte olup, sonucta doku hasari, kanser, diyabet ve ateroskleroz gibi patolojik
durumlarin gelismesinde etkin oldugu gosterilmistir (Serafini ve Del Rio 2004, Bozkurt
2012).

Polifenoller ¢ok genis bir yelpazede farmakolojik aktivitelere de sahiptirler. Bu
aktiviteler antioksidan, aneljik, anti-inflamatuar oOzelliklerinin yani sira endotel
fonksiyonlar1 artirmasi ve bakteri, fungi, protozoa ve kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik
etkilerine dayanmaktadir (Tomas-Barberan ve Andres-Lacueva 2012). Fenolik
bilesenler sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunurlar ve diizenli tiiketilmeleri
kardiyovaskiiler, metabolik ve dejeneratif hastaliklar ve kanser basta olmak {izere
oksidatif stresin neden oldugu kronik hastaliklarin riskini azaltirlar. Bu baglamda
resveratrol gibi bazi1 6nde gelen antioksidan fenolik bilesikler, tek basia veya klasik
kemoterapi ile kombinasyon halinde yardimci tedavi olarak potansiyel antikanserojen
olarak da oOnerilmektedir. Cogu durumda konsantrasyona bagli olarak polifenolik
bilesenler antioksidan ya da pro-oksidan olarak davranabilmektedir (Le6n-Gonzalez vd
2015).

Resveratroliin dogal antioksidan rolii ii¢ farkli antioksidan mekanizmayla
aciklanmaktadir. Bunlardan biri, koenzim Q ile yarigmak ve ROS olusum yerinde
oksidatif zincir kompleksini azaltmaktir. Digeri, mitokondride olusan siiperoksit
radikalini yakalamak, sonuncusu ise fenton reaksiyonu iirlinleri tarafindan indiiklenen
lipit peroksidasyonunun inhibisyonudur. Bir¢ok ¢aligmada resveratroliin hem siiperoksit
hem de hidroksil radikalini yakalama yeteneginin oldugu gosterilmistir. Resveratroliin
antioksidan aktivitesi, bir¢ok polifenolik bilesik gibi, fenolik hidroksil gruplarinin
varligi ve kimyasal yapisindaki elektron delokalizasyon potansiyeline bagli olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Henry-Vitrac 2006, Kerameti vd 2010).

Bizim calismamizda resveratroliin dncelikle H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde
zamana ve doza bagli olarak sitotoksik etkileri arastirilmistir. Resveratroliin bu
hiicrelerde glutatyon (GSH) miktari, selenyum-bagimli glutatyon peroksidaz (Se-
bagimli-GPx), selenyum-bagimsiz glutatyon peroksidaz (Se-bagimsiz-GPx), glutatyon
rediiktaz (GRx) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktivitelerine bakilarak resveratroliin
antioksidan mekanizma tizerine etkisi, membran hasar1 sonucu olusan malondialdehit
miktari Olcililerek de membran {izerine prooksidan 6zelligi degerlendirilmistir. Bilesenin
antioksidan 6zelligini ortaya koymak i¢in hiicrelerde giiclii bir oksidan olan hidrojen
peroksit tarafindan indiiklenerek olusturulmus oksidatif hasara karsi resveratroliin bu
parametreler lizerindeki etkileri arastirilmistir.

Calismamizda resveratroliin sitotoksik etkisinin zamana ve doza bagl olarak
arttigr goriilmiistir. H1299 hiicrelerinin farkli resveratrol konsantrasyonlar1 ile 24
saatlik inkiibasyonu sonucu Resveratroliin %50 sitotoksik etki (ICso) gOsteren
konsantrasyonu 200 uM olarak bulunurken, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucu sirasiyla
100 uM ve 50 uM olarak bulunmustur. Resveratroliin 1C7o degerleri ise 24, 48 ve 72
saat inkiibasyon sonucu sirastyla 500 uM, 300 uM ve 125 uM olarak bulunmustur.
MRC-5 hiicrelerinin farkli resveratrol konsantrasyonlar: ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu Resveratroliin %50 sitotoksik etki (ICsp) gosteren konsantrasyonu 250 puM
olarak bulunurken, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucu sirastyla 150 pM ve 75 uM olarak
bulunmustur. Resveratroliin IC7o degerleri ise 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucu
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sirastyla 700 uM, 400 uM ve 200 uM olarak bulunmustur. Resveratroliin giiglii bir
oksidan olan H20.’ye karsi koruyucu etkilerini ortaya koymak i¢in de ICso’den kiigiik
konsantrasyonlar ¢aligilmistir. 1Cs 1C1o, IC20 Ve 1C30 konsatrasyonlarinda resveratrol ile
On uygulamaya maruz birakilan H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde Resveratroliin gii¢lii bir
oksidan olan H202’¢ kars1 antioksidan (koruyucu) etki gosterdigi bulunmustur H1299
hiicrelerinde en etkili konsantrasyon 1Cz iken MRC-5 hiicrelerinde ICz olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar resveratroliin yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki
gosterirken diislik konsantrasyonlarda hiicreyi koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.

Calismamizda resveratroliin akciger kanseri H1299 hiicrelerinde hem de saglikl
hiicre olan MRC-5 hiicrelerinde doz arttikga sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir.
Resveratrol ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda ICso degerleri sirasiyla 200, 100 ve
50 uM bulunurken MRC-5 hiicrelerinde sirasiyla 250, 150 ve 75 uM bulunmasi saglikli
ve kanser hiicrelerinde dozun ne kadar 6nemli oldugunu gostermistir. Cok kuvvetli bir
oksidan olan H20> tek basina sitotoksik etkiye sahiptir. Her iki hiicre de diisiikk dozda
resveratrol (<ICso) ile 6n uygulamaya maruz birakildiginda resveratrol H2O2’ye karsi
hiicre canliligimmi artirarak koruyucu etki gostermistir. H1299 hiicrelerinde en etkili
degerin IC30 oldugu goriiliirken MRC-5 hiicrelerinde IC2o oldugu goriilmiistiir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda resveratroliin bir ¢ok hiicre dizisinde de
zamana ve doza bagl bagh olarak sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi goriilmiistiir ve sonuglar bizim calismamizi desteklemektedir.
Resveratroliin karaciger kanseri hiicre hattt Huh7 {izerinde yapilan sitotoksite
calismalar1 da doza ve zamana bagli olarak sitotoksitenin arttigini gostermektedir. Huh7
hiicrelerinde 100 uM resveratrol, 24 saat inkiibasyon sonucunda kontrol grubuna gore
hiicre canliliginin %35.22’ye diismesine sebep olurken ayni konsantrasyonda 48 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligi %42.2’dir. Resveratrol konsantrasyonu 200 uM’a
yiikseltildiginde hiicrelerin canlilik orani 24 saat inkiibasyon sonucu %33.66, 48 saat
inkiibasyon sonucu %23.52’dir. Hiicre proliferasyonunda %50 inhibisyona (ICso) neden
olan resveratrol konsantrasyonu 24 saat i¢in 77,2 uM, 48 saat icin 86,5 pM olarak
hesaplanmistir (Sirma, 2013). Yine ayni hiicre hattinda yapilan bir ¢calismada hiicreler
48 saat boyunca degisik konsantrasyonlarda resveratrol ile inkiibe edilmis ve bunun
sonucunda 20 pg/ml konsantrasyon i¢in hiicre Olimini %49.9 ve 40 pg/ml
konsantrasyon i¢in hiicre 6liimiinii %72.9 olarak saptanmistir (Liao vd 2010). T24 kan
kanseri hiicre hattina farkli konsantrasyonlarda resveratrol uygulamasi sonucu ICsg
degerleri 12, 24 ve 48 saat i¢in sirastyla 250, 180 ve 160 uM olarak bulunmustur (Bai
vd 2010). Resveratroliin 0Ostrojen pozitif (ER+) meme kanseri MCF-7 hiicreleri,
hepatoma (ER+) HepG2 hiicreleri ve transforme olmamis maymun fibroblast (ER-)
VERO hiicrelerinde 24 saatte diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik olmadigi ancak 100
mikromolar konsantrasyonla zaman arttikca 48 saat ve 72 saatte sitotoksik oldugu
belirtilmistir (Kocsis vd 2005). Farkli hiicrelerle yapilan caligmalar resveratroliin
antiproliferatif etkisini ortaya koymaktadir. Ayrica giicli bir oksidan olan hidrojen
peroksit ile muamele edilmis mide adenokarsinoma hiicrelerinde resveratroliin bazi
sinyal yollarini1 inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engelledigi ve hidrojen peroksit
ile muamele edilen mesane kanseri hiicrelerinde resveratroliin yiiksek dozlarda hiicre
Olimiinii tesvik ettigi, diisiik dozlarda ise koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir
(Aquilano vd 2009, Stocco vd 2012).
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Resveratroliin farkli hiicrelerde farkli mekanizmalarla doza ve zamana bagh
olarak sitotoksik etki gostererek apoptozisi indiikledigini ve hiicre proliferasyonunu
engelledigi ve antikanserojen etkisini gosteren calismalar da vardir. HT-29 ve RKO
insan kolon kanser hiicreleri lizerinde yapilan bir arastirmada, hiicre kiiltlir ortamina 10,
25 ve 60 uM dozlarinda resveratrol uygulanmistir. 37°C’ de 24 saat inkiibasyon
sonrasinda, bu iki hiicre tipinde de proliferasyonun inhibe oldugu saptanmistir. Yiiksek
doz resveratrol (60 uM) uygulamasinin periferik kan monontikleer hiicrelerinden IL-6
ve IL-10 salinimini inhibe ettigi gosterilmistir. Insan kolon kanser hiicrelerinde yapilan
caligma bulgulari, resveratroliin antikanserojen etkilerini ortaya koymaktadir (Bergman
vd 2013). MCF-7 meme kanser hiicrelerinin resveratrol ile 25 -100 uM dozda 24 ve 72
saatlik inkiibasyonu sonrasinda, apoptozis indeksinin yaklasik %50 oraninda arttigi
saptanmistir. Inkiibasyon siiresindeki artisa bagl olarak bu etkinligin kismen arttig
saptanmuistir. Resveratroliin proapopitotik proteinlerden Bax ve Fas-associated death
domaini (FADD) artirarak apoptotik indeksin artmasina neden oldugu ileri stiriilmdistiir.
Bu bulgu, resveratroliin meme kanserinde yararli olabilecegine isaret etmektedir
(Soyocak vd 2013). Meme kanser hiicrelerinden MCF-7 ve MDA-MB-231 kullanilarak
yapilan bagka bir aragtirmada ise 10, 25 ve 50 uM dozlarda resveratrol inkiibasyonunun,
tiimor siipresor etkinligi bilinen ring finger protein 20’yi (RNF20) doz bagimli olarak
artirdi@1 saptanmistir. RNF20 geninin ¢ikarilmasi ise, resveratroliin etkisinin ortadan
kalkmasmma neden olmustur. Bu mekanizma, resveratroliin en agresif kanser
hiicrelerinden MCF-7 ve MDA-MB-231 iizerinde yeni antikanserojen etki mekanizmasi
olarak tanimlanmistir (Lin vd 2013). Resveratrolin H838 ve HS520 kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicrelerinde Bcl-2 ve Bax proteini ekspresyonu, mitokondride
sitokrom c¢ salinimi ve mitokondrial membran potansiyelinin depolarizasyonu ile iligkili
olarak doza ve zamana bagli hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Ma vd
2015).

Serbest oksijen radikalleri yapisal 6zellikleri nedeni ile lipid, protein ve niikleik
asit gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine sahiptir. Ozellikle hiicre mebran
yapisinda bulunan doymamis yag asitleri oksidasyona duyarhidir ve bunlarin
oksidasyonu lipit zincir reaksiyonlarinin baglamasina neden olmaktadir. Hiicre
membrani serbest radikaller i¢in kritik bir bariyerdir ¢iinkii serbest radikaller hiicre
komponentleri ile etkilesim icin bu bariyeri ge¢mek zorundadirlar. Lipit
peroksidasyonunun en &nemli iiriinii malodialdehit (MDA) ‘tir. U¢ ya da daha fazla cift
bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu MDA meydana gelir. Olusan MDA,
hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmasina yol agar ve iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olmaktadir. Doymamis yag asitleri ile serbest radikaller arasi
reaksiyondan agiga ¢ikan ve hiicresel membranlarda lipid peroksidasyonu ana iirlinii
olan hiicresel MDA igerigi lipit peroksidasyonunun derecesinin bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir (Yu vd 2008).

Calismamizda H1299 ve MRC-5 hiicreleri tek basma IC30/ICz, 1Cso ve IC7o
konsantrasyonlarindaki resveratrole ve ICsop ve [C70 H202’e 72 saat maruz
birakilmiglardir. Ayrica resveratrolim H2O2’e karsi en yiiksek antioksidan etki
gosterdigi  ICzo  (H1299  hiicrelerinde) ve ICx (MRC-5 hiicrelerinde)
konsantrasyonlariyla bir saat 6n inkiibasyona maruz birakilmis devaminda 72 saat
H202-e (ICs0 ve 1C70) maruz birakilarak MDA miktarlarindaki degisim arastirilmistir.
Bunun sonucunda membran hasar1 sonucu olusan MDA miktar1 dlgiilerek resveratroliin
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membran tlizerine prooksidan Ozelligi degerlendirilmistir. Tek basina Resveratrole
(ICa0, ICso, IC70), H202’e (ICsp, IC70) ve kombine uygulamalara maruz birakilan H1299
ve MRC-5 hiicrelerinde MDA miktari, konsantrasyon artisina bagli olarak artis
gostermistir. Resveratrolle 6n muamele sonucu H2O2’ye karsi resveratroliin MDA
miktarin1 azalttigr goriilmistiir. MDA miktarindaki azalis resveratroliin membran
koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur. Ancak, resveratrol diisiik
konsantrasyonlarda gii¢lii bir oksidanla kombine uygulamalarda antioksidan gibi
davranarak hiicre zarmi korurken, tek basmna artan (ICso, 1C70) konsantrasyonlarda
kontrole gore MDA miktarini arttirmasi prooksidan gibi davrandigini gostermektedir.

Yapilan litaratiir taramalarinda resveratroliin MDA mikarini azaltarak koruyucu
etkisi oldugu ortaya konmaktadir. Resveratroliin hiicre memraninda lipit
peroksidasyonuna karst koruyucu etkisi RAW 264.7 ve JB6 hiicrelerinde gosterilmistir
(Leonard vd 2003). Grissa ve eckibinin resveratrolin etanole bagh lipid
peroksidasyonunu Onlemedeki etkinligine baktiklar1 ¢calismalarinda resveratroliin lipid
peroksidasyonu gostergesi olan MDA diizeylerini azaltarak oksidatif strese karsi
koruyucu oldugu saptanmistir (Grissa vd 2006). Yine yapilan bir bagka ¢aligmada insan
bronsiyal epitelyum hiicresi (HBE) ve insan fetal akciger fibroblast hiicre (MRC-5)
dizisinde resveratroliin radyasyon sonucu olusturulan oksidatif strese karsi MDA
diizeyini azaltarak koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (Fu vd 2012). Chen ve
arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, HBE hiicrelerinde arsenik trioksit ile indiiklenen
oksidatif hasara karsi resveratrolin ROS olusumunu azaltarak ve MDA artigimi
bastirarak koruyucu 6zelligi oldugu gosterilmistir (Chen vd 2015). NSC hiicrelerinde
(noral kok hiicre), resveratroliin hiicre proliferasyonunu arttirdigi, apoptozisi ve MDA
miktarini azalttig1 bildirilmistir (Shen vd 2016).

Normal sartlarda antioksidan sistemler ile serbest radikaller arasinda bir denge
s6z konusudur. Bu denge sayesinde serbest radikaller zararsiz hale getirilmektedirler.
Dengenin oksidanlar tarafina dogru kaymasi, oksidatif strese ve hasarlayici olaylarin
baslamasina neden olur (Sanchez 2002). Oksidatif stres, viicuttaki antioksidan
savunmanin reaktif oksijen tiirlerine kars1 yetersiz kalmasi sonucu olusan bir siiregtir.
Antioksidan molekiiller, bu oksidatif strese neden olan serbest radikalleri etkisiz hale
dontistiirmelerinden  dolayr  6nemli  molekiillerdir  (Vural 1996). Enzimatik
antioksidanlar iginde GPx gibi enzimler ve glutatyon (GSH) mekanizmasi, antioksidan
dengede 6nemli bir rol oynar. Dokularin oksijenasyonu ile olusan resbest radikalleri
normal sartlar altinda hiicresel enzimatik antioksidan mekanizmalar etkisiz hale getirir.
GSH viicudun en 6nemli hiicre i¢i antioksidan molekiillerinden biridir. GSH pek ¢ok
serbest oksijen radikalini detoksifiye eder. Bununla birlikte peroksinitritin de liretimini
azaltarak oksidasyon/rediiksiyon dengesinin saglanmasinda 6nemli rol listlenir. GSH
diizeyindeki goreceli diisliklik ROS’un artmasina ve bunlar araciligiyla olusan doku
hasarina neden olur (Hall vd 2005). Patolojik sartlar altinda antioksidanlar tarafindan
etkilenen okside ve redukte form diizenlenerek glutatyon seviyesi aktive edilir (Mazo ve
Ros 1998, Prabasheela be Basaran 2014). GSH, Glutatyon rediiktaz (GRx), Glutatyon
Peroksidaz (GPx) ve Glutatiyon-S- Transferaz (GST) glutatyon bagimli anti-peroksit
sistemin ana bilesenleridir. GSH insanlardaki temel antioksidan sistemin bir parcasi
olarak hidrojen peroksitin detoksifikasyonu siirecinde GPx’in ve GRx’in substratidir
(Kulinski ve Kolesnichenko 1990, Prabasheela ve Baskaran 2014). Oksidatif stres
stirecinde GSH konsantrasyonu azalirken GSSG (yiiksek oranda sitotoksit) radikallerin
stipiiriilmesi sonucu ya da peroksitlerin indirgenmesi sonucunda artar (Davies 1993,
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Halliwell ve Gutteridge 2007). Bu durumda biriken H>O, ve organik hidroperoksitler
glutatyon peroksidaz ve rediiktaz etkisiyle ortadan kaldirilirlar. Bu bilesigin aktif bir
sekilde hiicre disina ¢ikarilmasi GSH tiikenmesine yol agmaktadir. GSH, hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine doniismesini de engeller. Proteinlerdeki - SH gruplarinin
rediikte halde kalmasini saglar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur (Halliwell ve
Gutteridge 2007). GSH hiicre farklilagsmasive hiicre ¢ogalmasi gibi ¢ok sayida hiicresel
olayda onemli rol oynamaktadir. Apoptoz ve GSH homeostazindaki bozukluklar, kanser
basta olmak tizere birgok insan hastaliklarinin etiyolojisinde ve ilerlemesinde rol oynar.
GSH eksikligi veya GSH/glutatyon distilfiir (GSSG) oranindaki bir azalma, kanser
gelisiminde rol oynayan oksidatif strese karsi artmis bir duyarliliga neden olur. Artmis
GSH diizeyleri, bir¢ok kanser hiicresinde goriilen oksidatif strese karsi antioksidan
kapasiteyi ve direnci artirir (Traverso vd 2013).

Calismamizda H1299 ve MRC-5 hiicreleri tek basma IC30/ICz0, 1Cso ve IC7o
konsantrasyonlarindaki resveratrole ve [Csp ve 1C70 H202’e 72 saat maruz
birakilmiglardir. Ayrica resveratrolim H202’e karsi en yiiksek antioksidan etki
gosterdigi  ICzo  (H1299  hiicrelerinde) ve ICx (MRC-5 hiicrelerinde)
konsantrasyonlariyla bir saat 6n inkiibasyona maruz birakilmis devaminda 72 saat
H202e (ICso ve 1C7) maruz birakilarak glutatyon miktarlarindaki degisim
arastirllmistir. 1Cso resveratrol konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz birakilmis
H1299 hiicrelerinin devaminda 1Csg konsantrasyonunda H»02’e¢ 72 saat maruz
birakildiklarinda azalan GSH miktari, tek basina 1Cso H2O2 konsantrasyonuna maruz
birakilan hiicrelere gore %25 daha azdir. Aym sekilde resveratrol ile (1C30) kombine
uygulanan 1C7 H202’in neden oldugu GSH miktarindaki azalis tek basina uygulamaya
gore %21 daha az bulunmustur. [Cyo resveratrol konsantrasyonuyla 6n uygulamaya
maruz birakilmis MRC-5 hiicrelerinin devaminda ICso konsantrasyonunda H.O2’e 72
saat maruz brrakildiklarinda azalan GSH miktari, tek basina [Csp H202
konsantrasyonuna maruz birakilana hiicrelere gore %21 daha azdir. Ayni sekilde
resveratrol ile (IC30) kombine uygulanan 1C70 H202’in neden oldugu GSH miktarindaki
azalis, tek basina uygulamaya gore %27 daha az bulunmustur. H,O,’in tek bagina
uygulamasinda GSH miktarindaki azalis, resveratrol ile kombine uygulamalar
sonucundaki GSH miktarindaki azalistan daha fazla olmasi, Resveratrolin GSH
miktarini artirdigin1 ve antioksidan etkisini ortaya koymustur.

Yapilan literatiir taramalar1 resveratrolin GSH mekanizmasinda etkili oldugunu
gostermektedir. Resveratroliin kadmiyumun neden oldugu oksidatif stres iizerine
etkilerinin degerlendirildigi ¢alismada, ratlarin serum ve dokularinda incelemeler
yapilmistir. Serum alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
aktiviteleri, doku tiobarbitiirik asit reaktif madde ve GSH diizeyi, resveratrol ve kontrol
gruplarinda kadmiyum gruplarindan daha diisiik ¢ikmistir. Doku (karaciger, bobrek,
beyin, kalp) SOD aktivitesi kadmiyum verilen gruplarda diisiiktiir. Kadmiyumla birlikte
resveratrol verilmesinin, degerleri kontrol grubuna yaklastirdig: bildirilmistir (Goktas
2007). Jannin ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, insan akciger epitel hiicrelerinde
transpozisyona yol acan, sigaranin neden oldugu oksidatif stresin, resveratrol ile
engellenebilecegi bildirilmistir. Calismada sigara, GSH seviyelerinde azalmaya neden
olmustur ve resveratrol verilmesi GSH seviyelerini ylikseltmistir (Jannin vd 2004).

Hiicreler, prooksidan/oksidan bir ajana maruz kaldiklarinda kendilerini oksidatif
strese kars1t korumak i¢in glutatyon peroksidaz enzimi sentezlerler. GPx, GSH’tan
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yararlanarak hidroksi bilesiklerine karsi bir¢ok organik ve inorganik hidroperoksiti
indirgeyen bir enzim ailesinden olusur. Fagositik hiicrelerde dnemli bir fonksiyonu
vardir. Solunum patlamasi sirasinda serbest radikal hasar1 sonucu fagositik hiicrelerin
zarar gormesini engeller. GPx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit birikmesine ve
hiicre hasarma yol agar. GPx, hem lipit peroksidasyonunun baslamasini dnler, hem de
lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasin1 saglar
(Masella vd 2005). Calismamizda IC3o resveratrol konsantrasyonuyla 6n uygulamaya
maruz birakilmis H1299 hiicrelerinin devaminda ICsg konsantrasyonunda H2O2’e 72
saat maruz birakildiklarinda artan Se-bagimli-glutatyon peroksidaz (Se-bagimli-GPx) ve
Se-bagimsiz-glutatyon peroksidaz (Se-bagimsiz-GPx) aktivitesi, tek basina ICso H20>
konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere gore sirasiyla yaklasik olarak %26 ve %18
azalmistir. Ayni sekilde resveratrol ile (IC30) kombine uygulanan 1C7o H202’in neden
oldugu Se-bagimli- ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesindeki artis tek basina uygulamaya
gore sirastyla yaklasik olarak %23 ve %12 daha az bulunmustur. 1Cyo resveratrol
konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz birakilmis MRC-5 hiicrelerinin devaminda
ICs0 konsantrasyonunda H>O2’e 72 saat maruz birakildiklarinda artan Se-bagimli-GPx
ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi, tek bagina ICso H202 konsantrasyonuna maruz birakilan
hiicrelere gore sirasiyla yaklasik olarak %30 ve %23 daha az bulunmustur. Ayni sekilde
resveratrol ile (1Cz0) kombine uygulanan 1C7o H2O2’in neden oldugu Se-bagimli-GPx ve
Se-bagimsiz-GPx aktivitesindeki artis da tek basina uygulamaya gore sirasiyla yaklasik
olarak %32 ve %22 daha az bulunmustur. 72 saat siireyle ICso ve ICro
konsantrasyonlarinda Resveratrole maruz birakilan H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde Se-
bagimli ve Se-bagimsiz-GPx aktivitesi kontrol grubuna gore artmuistir. Resveratrol
yilksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi etki gostermistir. Ancak diisiik
konsantrasyonlarda GPx aktiviteleri kontrol grubuna goére daha az bulunmustur. Bu da
resveratroliin diisiik konsantrasyonlarda antioksidan gibi davrandigini géstermektedir.

Glutatyon S-transferaz (GST) hiicrelerin koruyucu enzimlerindendir. Gerek
organizmaya disariddan gelen, gerekse biyotransformasyon reaksiyonlariyla olusan
zararl bilesikler, ya etkili bir niikleofil olan glutatyon ile konjuge olur ya da GST
tarafindan katalizlenen bir dizi reaksiyonla suda ¢6ziiniir hale getirerek organizmadan
uzaklagtirilirlar. Bir multienzim ailesi olan glutatyon transferazlar detoksifikasyon
isleminden sorumludur (Fang 2002, Halliwell ve Gutteridge 2007). Hem GPx hem de
GST hiicre igi total GSH diizeyini distiriirler (Lu 2000). Hiicreler, prooksidan/oksidan
bir ajana maruz kaldiklarinda kendilerini oksidatif strese karsi korumak i¢in bu enzimi
sentezlerler. Calismamizda 1Cso resveratrol konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz
birakilmis H1299 hiicrelerinin devaminda ICso konsantrasyonunda H.Oz’e 72 saat
maruz brrakildiklarinda GST  aktivitesindeki artis, tek basma [ICso H20:
konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere gore %38 azalmistir. Ayni sekilde
resveratrol ile (IC3) kombine uygulanan I1C7zo H202’in neden oldugu GST
aktivitesindeki artis tek bagma uygulamaya gore %37 azalmistir. ICz resveratrol
konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz birakilmis MRC-5 hiicrelerinin devaminda
ICs0 konsantrasyonunda H>Oz’e 72 saat maruz birakildiklarinda GST aktivitesindeki
artis, tek basma ICso H2O2 konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere gore %33
azalmistir. Ayni sekilde resveratrol ile (IC20) kombine uygulanan 1C7o H202’in neden
oldugu GST aktivitesindeki artis tek basina uygulamaya gore %38 azalmistir. H>O> tek
basina uygulandiginda artan GST aktivitesi, diger taraftan resveratrol ile kombine
uygulamalar1 sonucundaki azalan GST aktivitesi, Resveratroliin hiicre koruyucu
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(antioksidan) etkisini ortaya koymustur. H.O. tek basmma uygulandiginda artan GST
aktivitesi, diger taraftan resveratrol ile kombine uygulamalar1 sonucundaki azalan GST
aktivitesi, resveratroliin hiicre koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur. 72 saat
stireyle ICso Ve I1C7o konsantrasyonlarinda resveratrole maruz birakilan H1299 ve MRC-
5 hiicrelerinde GST aktivitesi kontrol grubuna gére 6nemli derecede artmistir (p<0.05).
Burada da resveratrol yliksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi etki gostermistir.

GRx hiicre icinde tiyolleri azaltir ve oksidasyonu Onleyerek oksidatif hasari
onler (Bryant vd 1982, Prabasheela ve Baskaran 2014). GPx tarafindan hidrojen
peroksit ve diger lipit peroksitlerin ylikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside
glutatyona doniismektedir. Bir flavoprotein olan glutatyon rediiktaz, NADPH
yardimiyla okside glutatyonun (GSSG), glutatyona indirgenmesini katalize eder.
Glutatyonun indirgenmis halde kalmasi bir¢ok antioksidan enzim aktivitesi igin
onemlidir (Halliwell ve Gutteridge 2007). Calismamizda [C3zo resveratrol
konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz birakilmis H1299 hiicrelerinin devaminda
ICso konsantrasyonunda H>O2’e¢ 72 saat maruz birakildiklarinda GRx aktivitesindeki
artig, tek basma 1Csop H202 konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere gore %56
azalmistir. Ayni sekilde resveratrol ile (IC3p) kombine uygulanan 1C7o H2O2’in neden
oldugu Gx aktivitesindeki artis tek basina uygulamaya gore %55 azalmistir. 1Czo
resveratrol konsantrasyonuyla 6n uygulamaya maruz birakilmig MRC-5 hiicrelerinin
devaminda ICso konsantrasyonunda H202’e 72 saat maruz birakildiklarinda GRX
aktivitesindeki artig, tek basina 1Csp H2O2 Konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelere
gore %55 azalmistir. Aymi sekilde resveratrol ile (1C3o) kombine uygulanan 1Cqo
H202’in neden oldugu GRx aktivitesindeki artis tek basina uygulamaya gore %353
azalmistir. H202 tek basmma uygulandiginda artan GRx aktivitesi, diger taraftan
resveratrol ile kombine uygulamalar1 sonucundaki azalan GRx aktivitesi, resveratroliin
hiicre koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur. 72 saat siireyle 1Cso ve 1C7o
konsantrasyonlarinda Resveratrole maruz birakilan H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde GRx
aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel acidan onemli derecede artmistir (p<0.05).
Burada da resveratrol yliksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi etki gostermistir.

Ikincil bir bitki metaboliti olan resveratrol, polifenol grubunda yer alan olduk¢a
giiclii bir antioksidandir. Resveratrol hiicre i¢i antioksidan miktarini arttirabilir, GPX,
GST ve GRx gibi bir¢ok antioksidan enzimin de artisina neden olabilir (Pedras, 2005).
Das ve arkadaglar1 resveratroliin insan lenfositlerinde, GRx ve GST gibi
GSHmetabolizmas ile ilgili enzimlerin miktarint arttirdigin1 gostermislerdir (Das ve
Maulik 1994). Ungvari ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, resveratroliin
vaskiiler oksidatif stres direncini arttirdigi saptanmistir. Resveratroliin bu etkiyi serbest
radikallerden H202’i baglayarak, oksidatif stres tarafindan uyarilan epitel hiicre
apoptozunu engellenmesine bagli olarak gosterdigi kabul edilmistir. Bunun yani sira,
resveratrolin UV ile uyarilmis DNA hasarim1 GSH, GPx, katalaz ve oksijenaz-1
ekspresyonunu arttirarak olusturdugu gosterilmistir. Bu bulgular resveratroliin
kardiyovaskiiler sistem {izerindeki olumlu etkilerinin antiapoptotik ve antioksidan
aktivitesine bagli oldugunu gostermektedir (Ungvari vd 2007). Resveratrol ile beslenen
ratlarda doza bagli olarak resveratroliin karaciger hiicrelerinde ila¢ metabolizmasini
diizenledigi, GST gibi faz I enzimlerini aktive ettigi gosterilmistir (Hebbar 2005).
Sengottuvelan ve ekibinin (2009) yaptigi bir calismada resveratroliin sigcanlarda
oksidatif stresi Onleyerek kolorektal kanseri baskiladigi kanitlanmistir. Resveratrol
destekli tedavinin enzimatik antioksidanlar1 (SOD, CAT, GRx, GPx ve GST) ve
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enzimatik olmayan antioksidanlar1 (indirgenmis glutatyon, vitamin E, vitamin C ve beta
karoten) arttirdigi buna karsilik lipit peroksidasyonunu azalttigi belirtilmistir
(Sengottuvelan vd 2009).Ratlarla  yapilan baska bir ¢alismada mangenez
norotoksisitesine karsi resveratroliin koruyucu etkisisine bakilmistir. Caligmada Wistar
tipi ratlar kullanilmis ve resveratrol besin olarak verilmistir. Ratlardan beyin dokusu
cikarilip beyin homejanati hazirlanmigtir. Resveratrolle 6n uygulama yapildiginda
mangenezin indiikledigi GSSG/GSH artsina karsi korudugu goriilmiistiir (Gawlik vd
2017). Ayrica insan lenfosit hiicrelerinde (Yen vd 2003) ve insan kardiyomiyositlerinde
(H9C2) (Cao ve Li 2004) zamana ve doza bagli olarak GSH miktar1 ile GSH-GPx ve
GSH-RXx enzim aktivitelerini artirarak oksidatif DNA hasarini1 engelledigi gosterilmistir.
Yapilan bir c¢alismada, oksidatif strese indiiklenen sican karaciger hiicrelerinde,
resveratroliin, detoksifikasyon mekanizmalarini diizenledigi, 6zellikle katalaz, SOD,
GRx NADPH kinon oksirediiktaz ve GST enzimlerinin aktivitelerini arttirdigi ve
oksidatif hasar1 azalttigt belirtilmektedir (Rubilio vd 2008). Ayni ¢alismanin
devaminda, resveratroliin, SOD, GRx katalaz gibi enzimlerin expresyonlarin
diizenleyen transkripsiyon faktorii Nrf2 tizerinde de etkili oldugu gosterilmistir (Rubilio
vd 2008). Promiyolositik 16semi hiicrelerinde yapilan ¢alismada, arsenik trioksitle
indiiklenen oksidatif hasara karsi resveratroliin glutatyon diizeyini artirarak ve GGPX ve
GRx enzim aktivitelerini artirarak koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (Chen vd
2015). RAW 264.7 hiicrelerinde titanyum pargaciklariyla indiikklenen oksidatif strese
karsi, toksik olmayan dozlarda resveratrol uygulamasinin doza bagli olarak nitrik oksit
tirtinlerini ve ROS iiretimini ve lipit peroksidayonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. CAT,
SOD, GRx ve GPx igeren antioksidanenzimlerin gen ekspresyonunu ve aktivitelerini
artirmigtir (Luo vd 2017). Yapilan bir baska c¢aligmada C6 astroglial hiicreleri
kullanilmistir. Bu hiicrelere biitiyonin siilfoksimin uygulanarak sitotoksik etki
olsturulmus ve GSH miktari, GPx ve GRx antioksidan enzim aktivitelerinde diisiis
meydana gelmistir. Resveratrol uygulamasinin ardindan GSH miktarinda, GPx ve GRx
enzim aktivitelerinde artis oldugu gézlenmistir. Ayrica heme oksijenaz 1 farmakolojik
olarak inhibe edildiginde resveratroliin oksidatif hasara ve inflamatuar yaralanmaya
kars1 koruyuculugunun ortadan kalktig1 belirtilmistir. Bu da resveratroliin C6 astroglial
hiicrelerinde heme oksijenaz yolagr aracilifiyla GSH sistemini diizenledigini
gostermistir (Arus vd 2017).

Calismamizda, resveratroliin H1299 (insan akciger kanseri) ve MRC-5 (insan
embriyonik akciger fibroblast) hiicre dizileri iizerinde sitotoksik etkisi arastirilmistir.
Hiicrelerin farkli resveratrol konsantrasyonlarina maruz birakildiginda hiicre
canlilifinin azalmasi resveratroliin sitotoksik etkisini géstermistir ve kullanilan doza ve
zamana bagh olarak sitotoksik etkinin arttig1 tespit edilmistitr. Giliclii bir antioksidan
olan hidrojen peroksite (H20.) karsi resveratroliin diisiik dozlarda koruyucu oldugu
goriilmistiir ve yine diisiik konsantrasyonlarda H»O’e karsi hiicre membranini
korudugu ortaya konmustur. Resveratroliin diisiik konsantrasyonlarinin H2O2’e kars1
hiicreler tizerindeki koruyucu etkisi gosterilerek, diisiik konsantrasyonlarda antioksidan
olarak davrandigi ortaya konmustur. Bu sonuglar resveratroliin membran hasari
tizerindeki etkisine ve GSH miktar1 ve antioksidan enzim aktivitelerine bakilarak da
desteklenmistir. GSH diizeyleri ve enzim aktiviteleri dlgiilerek resveratroliin oksidatif
hasar1 azalttig1 ve antioksidan 6zellik gdsterdigi ortaya konmustur. Son yillarda yapilan
fitokimyasallarla ilgili bircok ¢aliyma mevcuttur. Ozellikle polifenolik bir antioksidan
olan resveratrolle yapilan c¢alismalarda resveratroliin antioksidan aktivitelerinin ve
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farkli kanser hiicre dizileri {izerinde sitotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Resveratroliin daha iyi anlagilmasinin kanser tedavilerine yeni stratejiler getirecegine
inaniyoruz.
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6. SONUC

Bu ¢alismada resveratroliin H1299 insan akciger kanseri hiicre dizisi tizerindeki
antioksidan etkisi aragtirilmistir. MRC-5 insan embriyonik fibroblast hiicreleri de
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Resveratroliin bu hiicreler {izerinde 24, 48 ve 72
saatlik sitotoksik etkisinin zamana ve konsantrasyona bagl olarak arttigi bulunmustur.
Resveratroliin diisiik konsantrasyonlarinin H1299 ve MRC-5 hiicrelerinde ¢ok giiclii bir
oksidan olan H20O2’e karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilerek, hiicreler iizerindeki
antioksidan aktivitesi MDA miktari, GSH miktar1 ve antioksidan enzim aktivitelerine
bakilarak ortaya konmustur. Resveratroliin farkli konsantrasyonlarma maruz
birakilmasiyla olusan MDA miktari, yiiksek resveratrol konsantrasyonlarinda artarken
diisik konsantrasyonlarda H202’in olusturdugu membran hasarinin  azaldig:
gorilmiistiir ve resveratroliin hiicreler {izerindeki membran koruyucu 6zelligi ortaya
konmustur. GSH diizeyleri ve enzim aktiviteleri dlgiilerek resveratroliin oksidatif hasari
azalttig1 ve antioksidan Ozellik gosterdigi ortaya konmustur. Resveratroliin yiiksek
konsantrasyonlarda prooksidan gibi diisiik konsantrasyonlarda ise antioksidan 6zellikte
davrandigi ortaya konmustur.

Literatiirde bir¢cok canliya ait doku, normal hiicre ve kanser hiicrelerinde 6nemli
bir fitokimyasal ve polifenolik bir antioksidan olan resveratrolle yapilmis ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Bizim ¢alismamizda en sik goriilen ve O6lime sebebiyet veren
kanserlerden olan akciger kanseri hiicreleri iizerinde resveratroliin antioksidan
mekanizmasini ortaya koymasi sebebiyle literatiire katki saglayacaktir. Resveratroliin
ozelliklerinin ve etkilerinin daha iyi anlasilmasi kanserin dnlenmesinde ve tedavisinde
yeni stratejiler getirecektir.
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