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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

HepG2 HUCRELERINDE ROSMARINIK ASIDIN
CISPLATIN TOKSIKASYONUNA ETKILERI

Gizem SACLI
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

Tibbi bitkiler yalnizca terapdtik ajan olarak degil, farmakolojik arastirmalar ve ilag
gelistirme i¢in 6nemlidir. Giiniimiizde fitoterapiye (phytos: bitki, therapy: tedavi) ilgi
artmigtir.  Ozellikle dermatolojik hastaliklar, enfeksiyonlar ve cesitli kanser

hastaliklarinin tedavisinde fitoterapi kullanilmaktadir.

Biberiye, kekik gibi bitkilerde bulunan, dogal antioksidan olan rosmarinik asit (RA),
antimikrobiyal etkiye de sahiptir. Kemoterapik ajan olan sisplatin (CisP), kanser
hiicrelerinde gelisimi ilerlemeyi durdurucu etki gosterirken bununla birlikte saglikli
hiicreleri de yok etmektedir. Kemoterapik ilaglarla birlikte fitoterapik bilesikler
kullanilarak antikanser etkinin arttirilmasi ve yan etkilerin ise azaltilmasi amaclh
calismalar yapilmaktadir. Sunulan ¢alismada karaciger karsinom hiicrelerini (HepG2)
kullanarak, rosmarinik asitin sisplatin toksikasyonuna etkilerini; MTT yontemi (3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid), mikroniikleus testi ve komet yontemi
kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla RA ve CisP’nin HepG2 hiicrelerinde MTT
yontemi ile sitotoksisitesi belirlendi ve farkli konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 etkisine
bakildi. Sonrasinda RA’in CisP ile kombinasyonunda mikroniikleus testi ve komet
yontemi ile DNA hasar tespiti ile antikanser etkilerine ac¢iklik getirilmesi incelenmistir.

RA’in HepG2 hiicrelerinde sitotoksisitesi belirlenirken kontrol grubu, 0,125 mM, 0,25
mM, 0,5 mM, 1,25 mM, 2,5 mM, 6,25 mM, 12,5 mM, 25 mM, 50 mM dozlar



kullanildi. RA’in LDsp degeri 13,8 mM ve LDy degeri ise 0,01 mM bulundu.
Sitotoksisite analizi sonuglarina gére RA konsantrasyonu arttikca hiicre canlilig
azalmistir. CisP dozlar1 ise 10 ug/mL, 20 ug/mL, 50 ug/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL,
400 pg/mL, 600 pg/mL, 800 ug/mL, 1000 pg/mL kullanildi. Sisplatinin HepG2
hiicrelerinde LDsp degeri 11,06 pug/ml olarak bulundu. RA ve CisP’e ait LDsp dozlari
belirlendikten sonra, HepG2 hiicreleri yeterince c¢ogaltilarak hiicrelerden 4 grup

olusturuldu. Her grupta n sayisi en az 3 olacak sekilde calisildi.

Gruplar; kontrol grubu, RA grubu, CisP grubu ve RA+CisP grubu seklinde planlandi.
RA’in CisP toksikasyonuna etkisi belirlenirken LDy dozu kullanildi. CisP ‘in ise LDsg
dozu kulanildi. Deney gruplarina uygulamalar yapildiktan 24 saat sonra elde edilen

hiicreler komet ve mikroniikleus testlerinde kullanildi.

Elde edilen sonuglar CisP’nin HepG2 hiicrelerinde genotoksisiteyi artirdigini, LDy
dozunda RA’in ise CisP toksikasyonu sonucu olusan genotoksisiteyi azaltabilecegini
akla getirmektedir. Fakat bunun daha net ortaya konabilmesi i¢in, bu tez ¢aligmasinda
yapilan uygulamalarin, saglikl hiicrelerle es zamanli bir sekilde tekrarlanmasinin yararl

olabilecegi diisiiniilmektedir.

2019, xii + 62 sayfa

Anahtar Kelimeler: Komet yontemi; sisplatin; rosmarinik asit; mikroniikleus test;
HepG2 hiicreleri, MTT test.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF ROSMARINIC ACID
ON CISPLATIN TOXICITY IN HepG2 CELLS

Gizem SACLI
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Ibrahim Hakki1 CIGERCI

Medicinal plants are important not only as therapeutic agents, but also for
pharmacological investigations and drug development. Today phytotherapy (phytos:
plant, therapy: treatment) has increased interest. Phytotherapy is used for the treatment

of dermatological diseases, infections and various cancer diseases.

Rosmarinic acid (RA), a natural antioxidant, found in many plants such as rosemary,
oregano, has antimicrobial effect. The chemotherapeutic agent, cisplatin (CisP), has a
progressive effect on the development of cancer cells, but it also destroys healthy cells.
Chemotherapeutic drugs are used together with phytotherapeutic compounds to increase
the anticancer effect and reduce cytotoxicity. In our study, the effects of rosmarinic acid
on cisplatin toxicity were examined by MTT method (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid), micronucleus test and comet method on liver carcinoma
cells (HepG2). The cytotoxicity of RA and CisP in HepG2 cells was determined by
MTT by using different concentrations. Then, RA with CisP were used in combination
to evaluate the DNA damage by micronucleus test and comet method.

Different doses of RA were used, 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1,25 mM, 2,5 mM,
6,25 mM, 12,5 mM, 25 mM, 50 mM on HepG2 cells along with control group for 24-
hour. The LDs, value was 13,8 mM and the LD, value was 0,01 mM. According to the

MTT method results, cell viability decreased as RA concentration increased. CisP doses



were 10 pg/mL, 20 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL, 600 pg/mL,
800 pg/mL, 1000 pg/mL used. The LDsy value was found to be 11,06 pug/mL. After
LDs, doses of RA and CisP were determined, HepG2 cells were sufficiently amplified
to form 4 groups of cells. In each group, the number of n was studied at least 3. Groups;
control group, RA group, CisP group and RA + CisP group. LDy dose was used to
determine the effect of RA on CisP toxicity. LDsy dose of CisP was used. 24 hours after
the application to the experimental groups, the obtained cells were used in comet and

micronucleus tests.

The results suggest that CisP increases genotoxicity in HepG2 cells and that LD, dose
of RA may reduce genotoxicity caused by CisP toxicity. However, in order to make this
clearer, it is thought that it may be useful to repeat the applications performed in this
thesis study simultaneously with healthy cells.

2019, xii + 62 pages

Keywords: Comet assay; cisplatin; rosmarinic acid; micronucleus test; HepG2 cells,
MTT assay
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerde DNA'nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde bliylimesi ve ¢ogalmasiyla olusup, diinyada ve iilkemizde 6liim nedeni olarak
kardiyovaskiiler sistem hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Klasik tedavi
yontemleri; cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyoterapidir. Bu tedavi yontemlerine ek
olarak alternatif tedaviler, lazer tedavisi, gen tedavisi, immiinoterapi, anjiogenez
inhibitorleri, kemik iligi transplantasyonu, kok hiicre nakli gibi tedavi yontemleri de
bulunmaktadir (Ogiit Diizen et al. 2015).

Kemoterapi, kanser tedavisinde neoplastik hastaligin siirecini yavaglatmak, geriletmek
ya da durdurmak amaciyla konakg¢iya zarar vermeden hastalik etkenine gore;
antibakteriyel ilaglar, antifungal ilaglar, antitiiberkiilloz ilaglar, antiviral ilaglar,
antihelmentik ilaglar ve antineoplastik ilaglarla uygulanan tedavi yontemidir.
Kemoterdpik ajanlar; sitotoksik ilaglar, homonlar ve hormon antagonistleri, alkilleyici
ajanlar, biskloretilaminler, nitroziireler, triazenler ve hidrozin tiirevleri, antimetabolitler,
purin antimetabolitleri, primidin antimetabolitleri, bitkisel kaynakli antineoplastik

ilaglar, sitotoksik antibiyotikler, sisplatin ve tiirevleridir (Eren et al. 2012).

Kanser tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapotik ajan cisplatin (CisP), birgok
tiimdriin tedavisinde kullanilan giliclii bir antineoplastik ilactir. Gilincel c¢aligmalara
bakildiginda kemoterapdtik ilacin yaninda gesitli bircok bitkisel kaynakli bilesikler
kullanilmaktadir. Ozellikle fenolik bilesikler kullanilarak antikanser etkinin arttirilmast,
sitotoksisitenin  azaltilmasi amaglanmakta ve arastirilmaktadir. CisP’in  kanser
kemoterapisinde etkinligini artirmak, direng gelisimini azaltmak ve toksisitesini
azaltmak icin diger antikemoterapdtikler ve antioksidan maddeler ile kombine
kullaniminin  pozitif sonuglar dogurdugu bircok arastirmaci tarafindan ortaya
konmustur. Fakat CisP’in antikanser tedavisini iyilestirmek ve neden oldugu toksik
etkilerin azaltilmasi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyac duyulmaktadir. Fenolik
maddelerin kanser iizerine etkilerinin aydinlatilmasi ve daha ileri diizey arastirmalarin

yapilmasi gerekmektedir (Becit 2017).



Bu tez galismasinda karaciger karsinomu (HepG2) hiicre hatti iizerinde rosmarinik
asitin (RA) kemoterapik tedavide kullanilan CisP ile toksikasyonu sonucu olusan
hasara, bu maddelerin dozlar1 belirlenerek uygulanmasi ile kanserli hiicre ve dokularin
disinda kalan kisimlarda olusan yan etkilerin azaltilmas1 amaglanmistir. Ayrica sunulan
calisma ile HEPG2 hiicre hattinda RA’in antikanserojenik etkilerinin olup olmadigi da

arastirilacaktir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Kanser

Kanser, hiicrelerde DNA hasar1 birikmesi sonucu ve hiicrelerin diizensiz olarak
cogalmasiyla olusan hastaliktir. Diinyada en 6nemli saglik problemlerinden biri haline
gelmesiyle birlikte hastalik kaynakli yasam kayiplarinin 6nde gelen sebeplerinden biri

olmustur.
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Sekil 2.1 Hiicre boliinmeleri (int. Kyn. 1)

Son yillarda, kanser gelisiminde rol alan yolaklarin kesfedilmesi ve mekanizmalarinin
anlasilmas1 onkolojide 151k kaynagi olmaktadir. Kansere neden olan ¢ok sayida gen
tanimlanmistir.  Onkogenlerin  biiylik ¢ogunlugunun yolaklar iizerinde kanseri
indiikleyici etkisi oldugu kanitlanmistir ve bu yolaklar ayn1 zamanda normal
hiicrelerinde ¢ogalmasini, farklilagmasini, yasamini ve fonksiyonunu diizenleyen
sistemlerdir. Kanser hiicreleri kontrolsiiz c¢ogalma, farklilasmanin bloke edilmesi,
azalmis apoptoz, degismis doku yapist gibi karakteristik ozelliklere sahiptir. Kanser
hiicrelerinde bu yolaklarin aktivitesi karakteristik Ozellikleri sayesinde artmis veya
azalmistir. Kanser iligkili bir yolak, kanserin gelisimi i¢in genetik veya epigenetik
mutasyonla aktivasyonu veya inaktivasyonu gerekli olan hiicresel diizenleme sistemidir.
Tipik olarak kanser yolaklar1 bir ya da farkli kanser tiplerine sahip bireylerde ayni

reglilator sistemlerin farkliliklariyla ortaya ¢ikabilir. Cesitli diizenleyici sistemler,



prototipik kanser yolaklar1 olarak degerlendirilebilir. Bunlar MAPK yolagi, TP53
diizenleyici sistemi ve RBI1 yolagi etrafinda yogunlasmis olan hiicre dongiisii
diizenleme agindan olusmaktadir. Bu yolaklarin hepsi birbiri ile etkilesim halindedir ve
PI3K yolagi, PKC kinazlar, STAT yolagi, NFKB yolagi ve TGFB yanit yolag1 gibi diger
yolaklar ve proteinlerle de baglantilidir. Ugiincii bir kanser yolagi grubu da WNT ve
Hedhehog yanit yolagi ve Notch regiilator sisteminden olugsmaktadir. Notch yolagina ilk
olarak Drosophila melanogaster'de rastlanmis ve insana kiyasla model organizmalarda
gelisimdeki fonksiyonu yogun olarak g¢alisilmistir. Giiniimiizde insan kanseri yolagi
oldugu kesin olarak ispatlanmis olup ayni zamanda alzheimer hastalig: ile iliskili bir
faktor olarak belirtilmektedir. Kanserde etkisi bilinen TGF ve STAT yolaklart gibi
Notch yolagi da farkli hiicre tiplerinde fonksiyon kaybi ya da asir1 aktivite gibi farkl

ozellikler gostererek kanserin ilerleme sebebi olabilir (Yagce1 ve Giines 2017).

Tr Hiicre Birytumesi Hacre

Proliferasyonu

Sekil 2.2 insan kanserlerinde MAPK ve PI3K yolaklarindaki degisimlerden bir &riiniim(Altinok
ve Sungurlu 2016)

Mutasyona ugramis kansere neden olan onkojenler ve genler, aslinda saglikli

hiicrelerdeki ¢esitli bakim ve onarim islerinden sorumludur. Genler iizerindeki



farkliliklar yeteneklerini giiclendirebilirse viicut tarafindan hiicrenin {iremesinin kontrol
altina alinmasi zorlagir. Bu genler de mutasyona ugrayarak aksakliga ugrayarak kanserli
hiicrelerin iiremesinin kontrolsiiz kalmasina sebep olabilir. Her ne kadar bilim insanlari,
kanserlerin nasil evrimlestigi ve bir¢ok spesifik genin oynadigi roller konusunda genis
bir bilgiye sahip olsa da, onkogenlerin ve tiimor baskilayan genlerin kombinasyonlartyla
ilgili yeterli bilgiye ulasamamustir. Bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi i¢in kag
mutasyona ihtiyac¢ vardir sorusuna yanit olarak, karaciger kanserlerinde ortalama hasta
basina yaklasik dort mutasyon goriiliirken, kalin bagirsak kanserleri tipik olarak 10 veya
daha fazla mutasyona ihtiyag duyar. Evre 1 tiroit kanserinde ise, siireci siirdiirebilmek

i¢in tek bir mutasyon yeterli olmakadir (Int. Kyn. 1).

Whnt sinyal yolaginin kesfinden sonra Amerikan gida ve ilag dairesi (FDA= US Food
and Drug Administration) tarafindan onaylanmis Wnt sinyal yolagimi hedef alan
molekiiller tanimlanmustir. Ornegin, non-steroid, anti-inflamatuar ilaglar ya da vitamin
tiirevi trlinlerin antikanser etkileri gézlemlenmistir. Vitamin A metabolizmasi sonucu
tiretilen Retinoidler’de kismen Wnt sinyal yolagi inhibisyonunu saglayarak antikanser
etkiler gosterir. Vitamin D’nin aktif formu 10,25- dihidroksi-vitamin D3, timor
supresor bir etki gostererek, $-katenin ile transkripsiyonel bir kompleks olusturarak E-
kaderini artirir. Boylelikle meme ve kolon kanserlerinde [-kateninin sitoplazmada
kalmasimi saglayarak, ¢ekirdege girisini engelleyerek Wnt yolaginin inhibisyonuyla
sonuglanir. Wnt/B-katenin sinyal yolaginin anahtar rolii kok hiicrelerin ve kanser kok
hiicrelerin “self renewal” ve farklilasma ozelliklerinin diizenlenmesidir. Bu yolagin
anormal aktivasyonu ¢esitli timdr tipleri ile iliskilendirilmis ve yolagin elemanlar anti-
kanser terapotikler icin iyi birer hedef olarak kullanilmaya baslanmistir. Wnt sinyal
yolaginin degisik basamaklarini hedef alan ajanlar gelistirilmis ve bu ajanlar ile klinik
caligmalara baslamistir. Wnt/B-katenin yolag: ile iligkili hastaliklar icin etkili tedavi
yollar1 bulabilmek amaciyla bu yolagin kendisi ve diger yolaklarla iliski halinde
bulunan mikrogevreyi kapsayan ag iizerinde ¢aligmalar devam etmektedir (Altinok ve

Sunguroglu 2016).



Sekil 2.3 Klinik ¢aligmlarda kullanilan Wnt inhibitérleri (Duchartre et al. 2016)

Kromozom veya genlerde meydana gelen kalic1 degisikliklere (mutasyon) ¢oziim igin
bircok arastirma yapilmistir. 2015 yilinda hiicrelerin hasar géren DNA’lar1 nasil
onardigin1 ve genetik bilgisini korudugunu haritalandiran arastirmalariyla Prof. Dr. Aziz
Sancar Nobel Kimya o6diiliinii kazanmigtir. Sancar, niikleotid kesim onarimi alaninda
buluslar yapmistir. Calisma arkadaslar1 Thomas Lindahl ve Paul Modrich ise DNA’daki
baz kesim onarimini ve yanlis eslesme onarimini kesfetmislerdir. Aydinlattiklar: temel
mekanizmalar daha sonra insan dahil kompleks organizmalarda kanitlanmistir. Ayrica
niikleotid kesim onarimi bozukluklar1 ile deri kanserleri ile dogrudan iliskili oldugu

bulunmustur (Int. Kyn. 2).

Serbest radikaller; DNA, protein, hiicre fosfolipitlerinin doymamis yag asitleri basta
olmak iizere bircok organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyona girerler. Ozellikle
DNA'y1 etkileyen serbest radikaller ciddi hasarlara neden olurlar. Bu hasarlar da
karsinojenik mutasyonlara neden olabilmektedir. Karsinojenik ksentobiyotikler, hiicre
igindeki peroksizomlar ve mitokondriyumdaki enzimatik sistemleri indiikleyerek serbest
radikallerin olusumuna neden olurlar. Bu serbest radikaller hiicreyi koruyan enzimatik
ya da enzimatik olmayan sistemlerin inhibisyonuna neden olur. Tiim bu etkilerin
sonucunda olusan oksidatif hasar, hiicrede lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 veya
protein degisikliklerine yol agmaktadir. Bunlar da azalmis gap junction ile haberlesme,

transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, intraseliiler kalsiyum ve pH degisiklikleri veya



hiicre 6liimii gibi hiicresel fonksiyon bozukluklarina yol agabilmektedir. Viicutta reaktif
oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutarak olusturabilecekleri hasarlar
engellemek i¢in birgok savunma mekanizmasi bulun- maktadir. Bunlar "antioksidanlar"”
olarak adlandirilir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonu engelleyerek veya
reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler (Patat et al.
2003).

Kanser tedavisi i¢in fitoterapi, radyoterapi, hormon tedavileri, kok hiicre nakli ve
kemoterapi uygulanmaktadir. Kemoterapi de karsinomlu hiicrenin tiiriine gore ve
hastalik derecesine gore farkli uygulanmaktadir. Karaciger metastazi olan kolorektal
kanserlerinde tedavi secenekleri; sistemik kemoterapi, ablasyon tedavisi, rejyonal

kemoterapi, cerrahi tedavidir (Sen ve Turan 2009).

Kanserin koken aldigi doku ve hiicrenin embriyonik orijinine gore kanserler
simiflandirilirlar.  Bronslar, meme duktuslari ve barsak mukozast gibi epitel
hiicrelerinden koken alan kanserler karsinom, bag dokusu, kemik veya Kkas
hiicrelerinden koken alanlar sarkom, bunlarin yani sira diger grup ise kemik iligi,
lenfatik sistem ve periferik kan hiicrelerinden kdken alanlar ise 16semi ve lenfomalardir.
Insan kanserlerinin yaklasik %9011 karsinomlar olusturmaktadir. Sarkomlar da solid

tiimdrlerin gelismesine neden olmaktadir (Tas 2010).

Apoptozis, rejenerasyon ve tamir olaylarinda, hiicresel homeostazin saglanmasinda ve
organ biiyiikliiklerinin korunmasinda 6nemlidir. Yapilan ¢aligmalar apoptozisin kanser
gelisiminde ve tedaviye cevapta Onemli rol oynadigini ortaya koymaktadir. Bir
calismada giiclii bir antioksidan olan Vitamin C’nin farkli dozlarinin hepatoseliiler
karsinom hiicrelerindeki hiicre canlilifina ve apoptotik hiicre o6liimiine etkileri
incelenmistir. Farkli dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrelerinde kaspaz 1, 3 ve
9 enzim aktivitelerinde istatistik olarak Onemli bir artis oldugu goézlemlenmistir.
Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrelerinde goriilen hiicre 6limii kaspaz bagimsiz olarak
sekillenmektedir. Meydana gelen hiicre Olimii mitokondriden bazi apoptotik
proteinlerin sitoplazmaya salimimi ile sekillenen diger hiicre O©liim yollar1 ile

iliskilendirilmistir (Balkan ve Sert 2014).



Kiling (2013) “HepG2 VE MCF-7 Hiicre Modellerinde Desferoksamin ve
Fenantrolin’in  Antikanser Etkilerinin Molekiiler Diizeyde Arastirilmast’’ adh
calismasinda, HDAC inhibitorii olan TSA ile birlikte Grp78 ekspresyonunu diisiiriicii
ajan olarak desferoksamin ve fenantrolin kullanarak TSA’nin etkinligindeki artisi
gormek i¢in hiicre canlilik testi uygulamigtir. UPR etkilerini incelemek igin ise gen
ekspresyon analizi, desferoksamin (DFO) ve fenantrolinin (PHEN) Grp78
ekspresyonunu azaltma mekanizmasini agiklamak i¢cin ChIP deneyi yapmistir. MCF-7
ve HepG2 hiicreleri 96 kuyucuklu plakta bir gece kiiltiire edilerek, ardindan 24 saat
boyunca TSA, DFO, PHEN ve TSA ile muamele edilmistir. Calismada DFO ve
PHEN’in Grp78, Grp94 ve p53 ekspresyonunu her iki hiicrede de azalttigin1 ve HK-2
ekspresyonunu artirdigi goriilmiigtiir. MCF-7 hiicrelerinde TSA’nin artirdigr Grp78,
Grp94, HO-1 ve MRP1 ekspresyonunu, HepG2 hiicrelerinde ise HO-1, MDR1 ve
MRP1 ekspresyonunu DFO ve PHEN’in azalttigini bulmustur. Bu ve buna benzer
caligmalar ile iilkemizde ve diger iilkerde gelisen teknolojiyle arastirmalar yenisi

eklenerek kanser ve tedavisi ile ilgili yeni bulgular elde edilmektedir.

2.1.1 Karaciger Karsinom Hiicresi (HepG2)

Karacigerin malign tiimorleri hepatoselliiller karsinom, intrahepatik kolanjioselliiler
karsinom,  hepatokolanjiokarsinom,  hepatoblastom,  anjiosarkom,  epiteloid
hemanjioepitelioma ve diger (leimyosarkom, rabdomyosarkom, indiferansiye
embriyonel sarkom) sarkomlardir. Hepatoselliiler karsinom (HSK) ve intrahepatik
kolanjioselliiler karsinom (CCC) karaciger kanserinin ¢ogu kismini olusturur. Karaciger
hiicrelerinden gelisen HSK primer karaciger kanserlerinin % 85-90° m1 olusturur ve
diinyadaki en yaygin 5. kanser olup yilda yaklasik yarim milyon insanin dlimiinden
sorumludur. HSK’ nin Asya ve Afrika’da Oliimlerin major sebebi olmakla beraber
batida rastlanma oran1 gittikce artmasindan dolayr molekiiler patogenezi,
epidemiyolojisi ve tedavisi onem arzetmektedir. Tirkiye’deki sayisal veri net
olmamakla birlikte kronik hepatit hastaliklar1 sikligi ile HSK insidansinin ve

prevalansinin hizla arttig1 goriilmektedir (Tarhan 2013).



HepG2, plazma proteinlerinin biiyik bir kismini iretebilmesi, biyosentetik
Ozelliklerinin normal hepatositlere benzerligi, hiicre ylizey reseptorlerini koruyabilmesi,
kullanilan proteinleri isleyebilmesi nedeniyle in vitro modellemelerde yaygin sekilde
kullanilan bir hiicre hatt1 olmustur. HepG2 hiicreleri kiiltiir ylizeyine yapisarak iiremeyi
seven bir hiicre tipidir ve kiiltiir igerisinde topluluk olustururlar. Hiicreler tiim kiiltiir
yiizeyini kapladiktan sonra farklilagmaya baglamakta; bazi hiicreler kiiresel yapilar

olusturmakta, ancak bazi1 hiicreler bu kiiresel yapilar disinda ¢ogalmay: tercih
etmektedir (Tatar vd. 2016).
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Resim 2.1 Karaciger Karsinom Hiicrelerinin (HepG2) mikroskop goriintiisii

HepG2 calismalarda tek ya da kiyaslamali olarak kullanilan bir hiicre hattidir. Ornegin
yapilan bir ¢alismada, MCF-7, HepG2 hiicre hatlari ve embriyonik bobrek hiicresi hatti
(HEK?293), apoptozun isleyisinde belirli genlerin rolii ve apoptoz durumunda genlerin
ekspresyon diizeylerinin incelenmesi amaciyla bir anti-kanser ilaci olan doksorubisinin
artan dozlar1 kullanilmigtir. MCF-7 ve HepG2 hiicrelerinde TP53’{in ekspresyon diizeyi
diisiik dozlarda artarken; yliksek dozlarda azalma gostermistir. HEK293 hiicrelerinde

ise dozdan bagimsiz bir azalma gériilmiistiir (Onciil 2013).

laglar ile indiiklenen hepatotoksisite hem yeni ilag aday molekiillerinin, hem de
piyasadaki ilaglarin geri ¢ekilmesine neden olabilecek temel sorunlardan biri olmakla
birlikte akut karaciger hasar1 ve hatta karaciger nakli gibi ciddi sorunlara neden olabilir.
Giliniimiizde beklobrat, ketokonazol, nevirapin, nefazodon, sitaksentan sodyum gibi
etken maddeleri igeren ilaglar diinyanin farkli bolgelerinde karacigere bagl yan etkiler

nedeniyle piyasadan ¢ekilmistir. Immiin reaksiyonlar ve reaktif metabolitlerin yol actig



hiicre stresi karaciger hasarlanmasina neden olabilmektedir. Reaktif bilesikler etkilerini
glutatyonu azaltarak, DNA, RNA, protein, lipid ve enzimlerle etkileserek genellikle
apoptotik veya nekrotik hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir (Yalgin vd. 2018).

HepG2 hiicre hatlarinda T. turcica’ nin farkli ekstrelerinin gen ekspresyon analizi
yoluyla sitotoksik etkisi ile genototoksik etksisi ve apoptotik mekanizmalari
arastirtlmistir. MTT sitotoksisite yontemi kullanilan ¢alismada, etil asetat ekstreleri en
yiiksek sitotoksik etkiyi gOstermistir. Metanol ekstresi, etanol ekstresi ile
karsilastirildiginda yiiksek konsantrasyonlarda daha fazla etkiye sahiptir. Su ekstresi ve
hekzan ekstresi en az sitotoksik etki gostermistir. Etil asetat ekstresi, sitotoksik
konsantrasyonda en yiiksek DNA hasarim1 gosterirken en az hasar su ekstresinde
gozlenmistir (Ali 2017).

Klorprifos-etil (KE), yaygin olarak kullanilan organofosfat insektisitlerden biridir.
Yapilan bir ¢alismada ise KE'in insan karaciger hiicre dizisi HepG2 {izerine sitotoksik
etkisini ve melatoninin koruyucu etkisini arastirilmistir. Melatoninle bir saat inkiibe
edilen HepG2 hiicrelerine KE uygulamasi melatonin uygulanmayan gruba oranla hiicre

canliligin1 artirmigtir (Patat et al. 2003).

Kadmiyum (KD) endiistriyel amacl kullanilan toksik bir ajan olmakla birlikte
karacigerde birikir ve toksik dozlari karaciger hasarina yol agar. Kadmiyumun fareler
tizerinde yapilan bir arastirmada hepatositlerde apopitozu indiikledigini gdstermistir.
Kurkumin, Curcuma longa bitkisinden elde edilen dogal bir bilesik olup giiglii anti-
inflamatuar ve reaktif oksijen siipiiriicii 6zelliklere sahiptir. Ayrica doz bagimli anti-
apopitotik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Kronik kadmiyum uygulamasinin
karacigerde apoptozu indiikledigi gbzlemlenmistir. Apopitotik hiicre sayisinin KD gru-
bunda kontrol grubuna oranla iki kat arttigi, tedavi grubunda ise KD grubuna oranla

yaklagik iki kat azaldig1 goriilmistiir (Bayindir et al. 2016).
Kismali (2009) “’Paraquat ile Olusturulmus Oksidatif Stresin HepG2 Hiicrelerinde

Apoptozis Uzerine Etkisinin Arastirilmast’” adli ¢alismasinda, paraquat ile olusturulmus

oksidatif stresin HepG2 hiicre hattinda kaspaz bagimli apoptozis lizerine etkilerini

10



inceleyerek sitokrom c diizeylerindeki degisimi ve DNA kiriklarin olusumunu ortaya
koymustur. Calismada, MTT hiicre canlilik testi, farkli PQ yogunluklarinda ve zaman
periyotlarinda uygulanmis olup, Lipid peroksidasyonunun belirteci olarak
malondialdehit diizeyleri TBA testi ile analiz edilmistir. Sitokrom c diizeyleri ELISA ile
belirlenmistir. Ayrica, DNA fragmentasyonunu gosterebilmek amaciyla DNA laddering
testi uygulanmistir. Yapilan testler sonucu, inkiibasyonun 24. saatinde Onemli
farkliliklarin ~ ortaya ¢iktigi gézlemlenmistir. Ayrica, kaspaz 9 diizeylerinde
inkiibasyonun 12. ve 24. saatlerinde kontrol ve deneme gruplar1 arasinda istatistik

olarak 6nemli farklar bulunmustur.

2.2 Rosmarinik Asit

RA; biberiye, adagay gibi tibbi bitkilerde yaygin olarak bulunan, fenolik asit yapisinda
ikincil bir metabolittir. Her ikisi de iki OH grubu tasiyan iki fenolik halka i¢eren ve
dogal olarak olusan hidroksillenmis bir bilesiktir. iki fenolik halka arasinda karbonil
grup, doymamus bir ¢ifte bag ve karboksilik asit grubu yer almaktadir. RA kimyasal
formiilii: C1g Hi Og, molekiil agirlig1 360,31 gramdir (Basmacioglu Malayoglu 2010).

HOOW o
[
-~

) OH

U

HOy
O

Sekil 2.4 Rosmarinik Asit yapisal formiilii ( Basmacioglu Malayoglu 2010).

RA, kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenilaktik asitten olusan bir esterdir. Boraginaceae
tirlerinde ve Lamiaceae alt familyas1 Nepetoideae'de yaygin olarak bulunur. Bununla
birlikte, diger yiiksek bitki familyalarinin tiirlerinde ve bazi egreltiotlarinda ve diken alt1

cinslerinde bulunur. RA, antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuvar ve antioksidan gibi
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bir takim biyolojik aktivitelere sahiptir. Sifali bitkiler, otlar ve baharatlarda RA’in
varhigr yararli ve saglik tesvik edici etkilere sahiptir. Bitkilerde, RA’in 6nceden
olusturulmus, kurucu olarak biriken savunma bileseni olarak islev gorecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin Coleus blumei ve Salvia officinalis bitkileri kendisinden daha
yiiksek miktarlarda RA toplar. Bu yiizden bitki hiicre kiiltiirleri ile birlikte RA {iretimi
biyoteknolojik olarak onerilmistir. Bilinen en iyi RA tiirevleri; litospermik asit, RA ve
kafeik asidin bir konjugat1 ve RA’in dimeri olan litospermik asit B'dir (Petersen and
Simmonds 2003).

Yapilan bir ¢alismada allium testinde, A. cepa'nin kok meristem hiicreleri, farkl
laboratuarlarda DNA hasarimi tespit etmek i¢cin, RA'nin sitotoksik ve genetik toksik
potansiyelini A. cepa kok uclarinin mitotik hiicrelerinde Allium ve komet yontemi ile
degerlendirilerek RA’in sitotoksisiteyi azalttigi, RA yiiksek dozlarda genotoksik etkileri
gozlemlenmistir (Liman et al. 2018).

RA’in kalp kasi hiicrelerinde apoptozu 6nledigi ve norodejeneratif hastaliklara karsi
koruyucu faktoér olarak rol aldigi gézlemlenmistir. RA’in, CCl, ile tedavi edilmis
farelerde akut karaciger hasarini iyilestirdigi goriilmiistiir. Insan karaciger hiicre dizisi
olan HepG2 hiicrelerinde RA tedavisi ile SIN-1 tarafindan iretilen oksidatif stresi

azaltilabilecegi gosterilmistir (Hyun Jin et al. 2013).

2.2.1 Rosmarinik Asitin Antioksidan Etkisi

RA birgok bitkide bulunan bir polifenoldiir. Ozellikle kekikotu, biberiye, ogulotu,
adagayr ve merzengiis bitkilerinde yiiksek konsantrasyonda bulunur. Bu bitkilerdeki

aroma veren bilesenlerinden bir tanesidir (Bulduk ve Gokce 2017).

RA ¢ok giicli antioksidan aktiviteye sahiptir. RA'in antioksidan aktivitesi
E vitamininkinden daha giicliidiir. RA kanser ve damar tikaniklig1 riskini azaltirken
serbest radikallerden kaynaklanan hiicre hasarlarin1 engeller. Ayrica gida korunmasinda
da kullanilir. Japonya'da RA zengin olan perilla ekstrakti taze deniz {iirtinlerinin raf

Omiirlerini uzatmak i¢in kullanilir. RA hem antioksidan hem de prooksidan 6zellik

12



gosterebilen etken bir maddedir. RA, A ve B olarak gosterilen iki difenolik halkaya
sahiptir ve serbest radikal olusturabilirler. Otokatalitik mekanizma ile siiperoksit ve
H,0, olusturlar. Ayrica RA’in protein kinaz A sinyalizasyon yolagi araciligiyla melanin
biyosentezinde yer alabilecegi agiklanmistir. Diger bir calismada melanoma
hiicrelerinde polifenol oksidazin ve devaminda melanin biyosentezinin RA varliginda

aktive edildigi agiklanmaktadir (Taner 2015).

Erkan ve Ayranci (2008), biberiye ckstresi, ¢orek otu (Nigella sativa) ugucu yagi,
karnosik asit, RA ve sesamoliin antioksidan aktivitelerini arastirmislardir. Bu ¢alismada
ti¢ saf bilesigin ve iki bitki ekstresinin etkileri; aktivite tayini ve ferrik tiyosiyanat (FTC)
yontemi ile belirlenmistir. Her li¢ yontemde de biberiye ekstresi ¢orek otundan elde
edilen ugucu yaglardan daha yiiksek bir antioksidan aktivite gostermistir. Saf
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri siralamalarinin ise farkli yontemlerde farkliliklar
gosterdigi bildirilmistir. Bu siralama DPPH yonteminde RA < sesamol < karnosik asit;
ABTS testinde sesamol < RA < karnosik asit ve FTC testinde RA < karnosik asit <
sesamol seklinde oldugu bildirilmistir. Bu farklilik her bir bilesigin yapisal
Ozelliklerinden ve farkli radikal tutucu Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu
calismada ayrica biberiye ekstresinin ve ¢orekotu yaginin fenolik igerikleri belirlenmis,
biberiye ekstresinin ¢orekotu yagina gore ¢ok daha yiiksek fenolik icerige sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu durum aynmi zamanda biberiye ekstresinin neden daha yiiksek bir

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Basmacioglu Malayaoglu (2010) biberiyenin antioksidan etkisi iizerine yaptigi
derlemede, antioksidan aktivite {izerine yapilan in vitro ve in vivo ¢alisma sonuglarinin,
bitkinin yetistigi bolgeye, hasat zamanina, kullanilan bitki kismina, fenolik yapiya ve
konsantrasyona, ekstraksiyon yoOntemine, iriin ve oksidasyon kosullarina, analitik
yonteme ve hayvan tiirline gore farklilik goésterdigini bildirmistir. RA’in antioksidan
aktivitesinin membran stabilizasyonunu ve radikal ilerlemesini engelleyerek membranin
oksidatif hasara kars1 korunmasi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Bu ¢alisma RA’in
lipozomlarin fiziksel ve oksidatif stabilizasyonunu artirici etkisi ile uyumludur. RA ayni
zamanda reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini ve IL-6 salinimini azaltmakla birlikte insan

keratinositlerinde UVB’nin neden oldugu hasar1 engellemektedir.
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Paluszczak vd. (2010) hayvanlara diyetleri ile birlikte uzun siireli olarak RA
verildiginde kanser hastaliginda kimyasallara karsi dnemli derecede koruma sagladigini

kanitlamistir.

2.2.2 Genotoksik ve Antigenotoksik Etkileri

RA’in genotoksik ve antigenotoksik etkileriyle ilgili bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alismalar
mevcuttur. Kimyasal olarak indiiklenmis kromozom hasar1 ve kaybina, ayrica primer
DNA hasarma karst koruyucu etkileri arastirilmistir. RA’in  gesitli dozlarinin
antitiimoral ajan doksorubisine (DXR) kars1 mutajenik veya antimutajenik etkilerini in
vivo olarak Swiss farelerin periferal kan hiicrelerinde MC (mikrogekirdek) yontemi ile
arastirmiglardir. RA’in ti¢ farkli dozu ile muamele edilen farelerde, kontrol grubuna
kiyasla MC frekansinda herhangi bir artis gézlenmemistir. RA ile kombine olarak DXR
verilen hayvanlara kiyasla MC frekansinda onemli bir azalma gozlenmistir. Her ne
kadar bu koruyucu etkiye neden olan mekanizmalar tam olarak bilinmese de, DXR
toksisitesine karst RA’in giiglii antioksidan aktivite gosterdigi gézlemlenmistir (Furtado
et al. 2008).

Ayrica Furtado vd. (2010), V79 hiicrelerinde MC ve comet yontemlerini kullandiklar in
vitro ¢alismalarda da DXR’in olusturdugu DNA hasarina karst RA’in farkh
konsantrasyonlarinda koruyucu etkisini incelemistir. RA’in farkli konsantrasyonlarinda
tek basina genotoksik etkisinin olmadigi, DXR tarafindan indiiklenen MC frekansini ve
DNA hasarini istatistiksel olarak 6nemli derecede azalttigini ve antigenotoksik etkili
oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada DXR tarafindan olusturulan DNA hasarindaki

azalmanin, RA’in antioksidan aktivitesinden kaynaklandigi agiklanmustir.

Ghaffari vd. (2014), NA noéronal hiicrelerinde H,O, tarafindan indiiklenen
genotoksisiteye karst RA’in koruyucu etkisini incelemisler ve hiicreleri 12 saat siireyle
RA ile 24 saat H,O; ile muamele etmislerdir. Calisma comet yontemiyle degerlendirilip,
kuyruk uzunlugu degerlerinin RA uygulanan hiicrelerle kontrol grubu hiicrelerinde ayni
diizeyde oldugu bildirilmistir. Diisiik konsantrasyon araliginda RA uygulanmasi ile

H20, ile muamele edilen hiicrelerde DNA hasar1 azaldigi goriilmiistiir. RA uygulanan
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hiicrelerde bu azalma her ne kadar kontrol diizeyinde olmasa da H,O, uygulanan grupla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak daha az orandadir. Ayrica apoptotik hiicre 6liimii,
hiicrelerdeki biiziilme, kromozomal DNA’nin bozulmasi ve hiicre 6liimu ile sonlanan
stirectir. Komet yontemi ile DNA’daki hasar ve RA’in bu hasara kars1 koruyucu etkisini

gosterilmistir (Taner 2015).

2.3 Cisplatin

2.3.1. Cisplatinin Genel Ozellikleri ve Molekiiler Yapisi

CisP, agir bir metal olan platin (Pt) igeren genis spektrumlu gii¢lii kemoterap6tik bir
ilagtir. 1965°de biyofizik uzmani Barnett Rosenberg CisP’in biyolojik ozelliklerini
kesfetmistir. Sivi ortamda platin elektrotlar ile olusturulan elektriksel alanin E.coli’nin
cogalmasi iizerindeki etkisini incelemek {izere yapilan deneyler sirasinda, platin
elektrotlarindan ortaya ¢ikan elektroliz {irlinlerinin antibakteriyel ve antineoplastik etki
yaptig1 fark edilmistir. CisP’e ait bu bulgular yayinlandiktan sonra, yapilan ileri
arastirmalar ile ilk kesfedilen platin tiirevi olan CisP’in ve platin komplekslerinin

antitimor ve karsinojenik etki giicii kanitlanmistir.

CisP ile tedavi 1971 yilinda baglamis, 1978 yilinda FDA tarafindan platin grubu tagiyan
kemoterapoétiklerin kanser tedavisinde kullanimi onaylanmistir. Genis spektrumlu bir
antineoplastik ila¢g olan CisP, tek basmna veya diger antineoplastik ajanlarla veya
radyoterapi ile birlikte testis, over, mesane, prostat, serviks, 6zefagus, akciger kanseri,
agiz, bas-boyun kanserleri gibi solid tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir. CisP
yatay diizlemde cis pozisyonunda platin atomuna bagli klor ve amonyum igeren
inorganik, suda ¢oziiniir bir molekiildiir ve sadece cis izomeri sitotoksik 6zelligi vardir

(Becit 2017).

Kimyvasal isimm: cis-diaminodiikloroplatimom
CI i -NHJ Mlolekiiler Fforomial: O B B P
Pt Mlolekiiler aurink: 300001 gl
C:If ‘HNH_; Renk: lh_..:..u sary kristal sz beerrak odzeltn
Suwda gieiimidrlialk: 2. 53 @0 (2570 ")
Sisplatin Erime mokimsy: 27070

Sekil 2.5 Cisplatinin molekiiler yapisi ve 6zellikleri (Becit 2017).
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2.3.2 Cisplatinin Toksik Etki Mekanizmalari

Basta nefrotoksisite olmak tizere sisplatinin; hepatotoksisite, ndrotoksisite, ototoksisite,
miyelosupresif etki, gecici lokopeni, trombositopeni ve anemi gibi doza bagimli olarak

yan etkileri vardir (Boulikas and VVougrouka 2003).

CisP, kolaylastirillmis difiizyon ile tasinip, hedef organlarda birikerek nefrotoksisiteye
yol acabilecegi diisiiniilmektedir. Bazi ¢alismalarda CisP’in renal tiibiiler epitel
hiicrelerinde daha gii¢lii nefrotoksik etkili bir metabolitine doniistigii goriilmiistiir.
Ayrica CisP’in rediikte glutatyon ile konjugasyonu sonucunda olusan reaktif tiyoller
toksisiteye yol agabilir (Dugbortoy et al. 2016).

CisP renal tiibiiler hiicrelerde glutatyon-S- transferaz Pi (GSTP) enziminin
katalizlemesiyle glutatyon konjugatlarina (Pt-GSH) doniisiir. Konjugat oldukga kararsiz
bir yapidadir ve glutatyon konjugatlari tiibiiler hiicrelerden geger ve gama-glutamil
transpeptidaz (GGT) ve aminotransferaz N (APN) enzimleri tarafindan sisteinil-glisin
konjugatlar1 ve sistein konjugatlarina ayrilir. Sistein konjugatlar1 proksimal tiibiiler
hiicre i¢ine geger ve orada sistein-S- konjugat beta liyaz (CCBL) araciligr ile yiiksek
reaktif sistein tiyollerine doniistiiriiliir. Reaktif sistein tiyollerinin proksimal tiibiiler
hiicrelerdeki esansiyel proteinlere baglanmasi toksisiteye neden olur (Townsend et al.
2009).

Yapilan bir in vitro ¢alismada hiicre dis1 glutatyon katabolizmasinda ve tiyollerin
hiicresel tasinmasinda onemli rol oynayan plazma membran enzim olan GGT
aktivitesinin yiiksek oldugu hiicrelerin platin bilesiklerine kars1 daha duyarli oldugu

belirtilmistir (Paolicchi et al. 2002).

CisP’in antikanser etkisi hiicre ¢ekirdeginde DNA ¢ift zincirine ¢apraz baglanmasi ve
transkripsiyon ve DNA replikasyon mekanizmasini baskilamasi ile agiklanmaktadir.
Hiicre i¢ine giren sisplatin, su ile reaksiyon sonucunda klor iyonlarini kaybederek hiicre
icindeki DNA, RNA ve protein gibi niikleofil molekiilleri hedef alir. CisP, DNA’daki

guanin bazmin oldukg¢a reaktif olan N7 pozisyonundaki piirin bazlariyla reaksiyona

16



girerek interstrand ve en sik olarak da intrastrand c¢apraz baglar olusturarak DNA’nin
yapisini bozar; replikasyon ve transkripsiyon inhibisyonu araciligiyla kanser hiicresinin

¢ogalmasi ve tiimor biiylimesi engellenmis olur (Becit 2017).

Siganlarda CisP ile indiiklenen kardiyak toksisite modelinde hem niikleer hem
mitokondriyal DNA’nin hasara ugradigi gosterilmistir (EI-Awady et al 2009). Ayrica
CisP kaynakli genotoksik stresin apoptotik bir¢ok sinyal iletim yolagini aktive ederek

hiicreyi apoptoza gétiirdiigli ifade edilmektedir (Dasari and Tchounwou 2014).

CisP ile indiiklenen tiimor hasarinin baslica mekanizmasi apoptozun indiiklenmesiyle
olmaktadir. Sitotoksik etkili CisP’in diisiik dozlarda kaspaz bagimli yolak ile apoptozu
indiikleyebildigi, daha yiiksek dozlarda nekrotik hiicre dliimiine neden oldugu yapilan
caligmalarla bulunmustur (Dasari and Tchounwou 2014).

Yapilan bir in vivo ¢alismada CisP ile tedavi edilen hayvanlarda goriilen antioksidan
enzim diizeyi gibi biyokimyasal degisimlerin {iziim cekirdegi ekstresi ile antagonize
edilerek koruyucu bir etki yaptigi gozlemlenmistir. Diger bir ¢alismada ise iiziim
cekirdegi ekstresinin yanlizca CisP toksisitesini azaltmakla kalmayip antikanser etkisini

de artirdig1 goriilmiistiir (Yousef et al. 2009).

Mitojen aktive protein kinazlar (MAPK), hiicresel sinyallerini diizenleyerek hiicre
biiyiimesi ve canliliginda rol oynayan diizenleyen enzimlerdir. CisP 6zellikle kiigiik
hiicreli akciger kanser hiicreleri olmak tizere ¢esitli hiicrelerde, MAPK ailesinden c-Jun
N-terminal kinaz stres sinyal iletim yolaklarinin aktivatorii oldugu bilinmektedir. Ayrica
MAPK enzim ailesinden hiicreler arasi sinyal diizenleyici kinaz (ERK) aktivasyonunun
ise p53 araciligr ile CisP tarafindan indiiklenen DNA hasariin onarilmasi i¢in hiicre

siklusunu duraklattigi belirtilmistir (Dadhaniya 2011).

2.3.3 Cisplatin Toksisitesi

CisP ana eliminasyon organi olan bobreklerden glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler

sekresyona ugrayarak atilmaktadir. CisP’in doz kisitlayict 6nemli yan tesiri de bobrekler
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tizerinedir, belirgin nefrotoksik etkiye sahiptir. CisP, yiiksek dozda maruz kalan bir
insanin  bobrek fonksiyonlarmi tamamen bozabilecek bir nefrotoksin olarak
degerlendirilmektedir. Ozellikle proksimal tiibiil hiicrelerinde, diger organlara gore daha
fazla tutularak ciddi bobrek hasarma yol agar. Hem hayvan hem insan g¢alismalari
CisP’in kan iire azotu diizeyinde artisa, elektrolit kaybini arttirdigi, renal kan akiminda,
glomeriiler filtrasyon hizinda ve renal klerenste doz ve zamana baglh olarak azalma
goriilmiistiir. Tekrarlanan CisP dozlarinda, nefrotoksisiteye bagli hipomagnezemi,
hipokalsemi, hiponatremi hipokalemi gibi elektrolit bozukluklar1 goriilmekte, kemik

metabolizmasi ve biitiinliigiini etkilemekte ve tetani goriillmektedir (Becit 2017).

Kardiyotoksisitesi kemoterapi uygulamalarina bagl kardiyovaskiiler komplikasyonlar
stk goriilmektedir. CisP tedavisi goren hastalarda yaklagik yirmi yil sonra
kardiyotoksisite tanimlanmistir. Bunun yani sira vaskiiler endotelyal hasar, akut
miyokard infarktiisii, otonomik kardiyovaskiiler disfonksiyon, hipertansiyon ve

hipotansiyonun da goriildiigii bildirilmistir (Dugbortoy et al. 2016).

Dermatolojik sistem {izerindeki toksik etkisi cisplatin uygulamasi sirasinda kazara
ekstravazasyon (damar disina sizmasi) durumunda deri {ilserasyonunun olustugu
bildirilmistir. Ayrica bir¢cok antikanser ilacin sperm kromozomlarinda anormalliklere
yol actig1 arastirmalarda gozlemlenmistir. Diisik doz CisP’in Leyding hiicre
islevlerinde herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadigi, ancak kiimiilatif yiiksek doz

kemoterapinin kalic1 hasara yol agtig1 goriilmistiir (Hartmann and Lipp 2003).

2.4 DNA Hasan

Depolanmis bilginin kalitsal olarak gelecek nesillere aktariminda son derece onemli
olan unsur DNA yapisinin korunmasidir. I¢ veya dis faktorlerin etkisiyle olusabilecek

DNA yapisindaki tiim degisimler ‘DNA hasar1’ olarak adlandirilir.

18



Asrtan DNA hasan

Sekil 2.6 Olusan DNA hasarmin bolgeleri (Yilmaz 2014).

Hasar1 Onleyebilecekse hiicre, buna karst mekanizmalarin1i devralir veya hasari
diizeltemeyecek durumda ise programli hiicre Sliimiinii gergeklestirir. Yani apoptoz
yolu indiiklenerek hiicre dliime gotiiriiliir. Hiicre, farkli metabolik yollar1 kullanarak
DNA hasarlarina yanit verir. DNA molekiilii onarilabilen dinamik yapiya sahip tek
molekiil olmast bakimindan 6nemlidir. Kimyasal bilesikler, X-1sinlar1 ve ultraviyole
gibi cevresel faktorler farkli DNA hasarlarina neden olmaktadirlar. DNA hasarinda
bazik alanlar, ¢ift ve tek zincir kiriklari, delesyonlar, insersiyonlar ve DNA-protein
capraz bag olusumlar1 6rnek verilebilir. Ayrica DNA’da dis faktorlerin yaninda i¢
faktorlerden de kaynaklanan hasar olusabilir. Hasara neden olan endojen etmene DNA
rekombinasyonu ve replikasyonunun gerceklestigi islemler sirasinda olusan serbest
radikaller de 6rnek olarak gdsterilebilir. Replikasyon hatalari, mutasyon, hiicre 6liimii,
genomik kararsizlik ve DNA hasarinin devamliliginda ise DNA onarimi devreye
girmektedir. Polimerazlar, rekombinazlar, helikazlar, niikleazlar, demetilazlar kinazlar,
fosfatazlar, topoizomerazlar, glikozilazlar ve ligazlarin enzimatik aktivitelerinde

kimyasal degisimlerle DNA onarimi gerceklestirilir (Turhan 2017).
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Sekil 2.7 DNA Hasar Cesitleri (Yilmaz 2014).

DNA’daki hasar diizeyinin 6l¢iilmesinde ilk olarak kullanilan standart testler sirasiyla;
Ames Testi, Timidin Kinaz, MN, SCE testleridir. Daha sonra kullanilmaya baslanilan
ve 6nemi giderek artan FADU (fluorescence analysis of DNA unwinding), kromozomal
translokasyonlarin gosterilmesinde FISH (fluorescent in situ hybridization), p53
mutasyon tayini, apoptozisin saptanmasi, anti-sentromer antikorlar ile anoploidi tayini

ve komet testi yontemleridir (Y1lmaz 2014).

2.4.1 Komet Testi

UV, radyasyon, reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) gibi birgok ¢evresel
etmenin olusturdugu kotli etmenler hiicrelerde bulunan DNA’nin da oldukga zarar
gormesine neden olur. Hastaliklarin etiyolojisiyle DNA hasar1 ile iliskili oldugu
kanitlanmistir.  Ozellikle yaslanma, ndrodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla oksidatif DNA hasari iliskilendirilmistir. Oksidatif DNA hasari, sigaranin,

kanserojenlerin, besinlerle alinan antioksidanlarin veya UV isinlarinin insan sagligia
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etkisinin izlenmesinde 6nemli bir kriter olarak gosterilir. Oksidatif DNA hasarinin
oOl¢iilmesi i¢in gesitli yontemler 6nerilmis olsada komet testi spesifik olarak biitiin DNA
hasarlarin1 6l¢mek igin kullanilir (Gyori et al. 2014).

Komet testi in vitro ve in vivo olarak DNA hasarinin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Hizli, giivenilir ve basit bir biyokimyasal teknik olmasi
son yillarda gelistirilmesini saglamistir. Tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da
bilinmektedir. Agaroz jel igine gomiilmiis hiicrelerin pargalanmasindan sonra
elektroforez islemi ile ylriitilmesine dayanir. Elektroforez islemi aninda hasar
gormemis DNA’lar olduklart yerde kalirken, kirilmis DNA parcalar1 kuyruklu yildiz
seklinde bir yap1 olusturarak anoda dogru uzanir. Daha sonra bu kuyruklu yildiz
seklindeki DNA, DNA baglayici bir boya (6rnegin etidyum bromiir) kullanilarak
gorlinlir hale gelitirilir. DNA’da olusmus hasarin derecelerini degerlendirmek igin
kuyruklu yildizin sekli, boyutu ve igindeki DNA miktar1 6lgiiliir. Komet testi analiz
protokolii cesitleri DNA capraz baglari, tek iplik kiriklar1 ve cift iplik kiriklarinin

Olgiilmesidir.

Komet testi biyolojik gbzlem, radyasyon biyolojisi, ¢evresel toksikoloji, beslenme
calismalar1 ve kanser ¢alismalar1 dahil olmak iizere DNA hasarmin incelenmesinde
kullanilir. Kuyruklu yildizlarin skorlanmas1 gorsel olarak veya goriintii analiz

yazilimlari ile degerlendirilebilir (Gyori et al. 2014).

Komet testi, tek bir hiicrede DNA hasarimi degerlendirmek i¢in iyi kurulmus basit,
hassas ve ucuz bir yontemdir. Koruma ve duyarlilikla saglam sonuglar elde etmek igin

gerekli olan az sayidaki hiicre nedeniyle tercih edilmektedir (Liman et al. 2018).

Bu ozelliklerinin yaninda 6nemli olarak tek bir dezavantaji bulunur ki komet testi

sadece DNA onarim hizim lger, DNA onarim dogrulugunu 6lgmez (Ustiindag et al.
2014).

Melissa officinalis yaprak ekstraktlarinin antimikrobiyal, antioksidan kapasiteleri ve

H,0,- indiiklenmis oksidatif hasara karst DNA koruyucu etkisi komet testi ile
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incelenmistir. Oksidatif strese karsit DNA hasarinda azalma gozlendi. Melissa officinalis
methanolik yaprak ekstraktlarinin hidrojen peroksitin zararli etkisine karsi DNA'y1
korudugunu ve farklt mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal etkisi gozlenmistir

(Korcan et al. 2018).

2.4.2 Mikronukleus Testi

MN’lar hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya c¢ikarlar ve ana ¢ekirdege

katilmazlar.
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Sekil 2.8 Klastojenler ve Anojenler tarafindan uyarilarak olusan MN’lar (Sekeroglu ve Atli
Sekeroglu 2011).

Tam kromozom veya asentrik kromozom pargalarindan koken alirlar. Somatik
hiicrelerdeki MN artig1 genomik kararsizligin gostergesidir. Fiziksel ve kimyasal
ajanlarin hiicrelerde olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde MN testi kulanilir.
MN testi, mitoz boliinme ile olusan hiicre tipleri tizerinde in vitro ve in vivo olarak
uygulanabilmekte ve kromozom anormallikleri testine gore daha kolay ve hizli sonug
vermektedir. Kiiltiirde bir kez bdliinmesini tamamlamis biniikleat hiicrelerde MN
frekansini saptayan ve sitokalasin-B ile sitokinezin bloklanmasina dayanan metodun
gelismesi ile MN testinin giivenilirligi ve gecerliligi artmistir. Ayrica in Vvitro
calismalarda niikleer boliinme indeksi, in vivo ¢alismalarda ise polikromatik eritrositler
ile normokromatik eritrositler arasindaki oran kullanilarak sitotoksisitenin tahmini de

MN testi ile saglanmaktadir. Kimyasal ve fiziksel faktorlerin potansiyel riskleri ve

22



olumsuz etkilerini degerlendiren genotoksisite ¢aligmalart giinden giine daha ¢ok 6nem

kazanmaktadir.

MN testi; fiziksel etkenlerin, ilaglarin, ¢evresel kirleticiler ve gida katki maddeleri gibi
giinliik yasamda maruz kaldigimiz her tiirli kimyasal maddenin genotoksik ve
karsinojenik potansiyellerinin ve giivenilirliklerinin arastirilmasi, kanser riskinin tahmin
edilmesi, kanser genetiginde hastaligin tanisinin konulmasi ve takibinin yapilmasinda
tercih edilen giivenilir testlerdendir. Bu teknik hiicrelerin morfolojik bozuklugunu,
kromozom kiriklarini, premalign degisiklikleri ve kanseri gosterebildiginden bir
biyomarker olarak degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalmis bireylerde
kanser risk derecesini gostermek amaciyla kullanilabilmektedir. Sigara, pestisitler,
nanomateryaller, gida katki maddeleri ve diger bir¢ok kimyasal maddeler, parazitik
enfeksiyonlar gibi cevresel ve mesleki etkileri degerlendirebilmek i¢in de MN testi

kolaylikla kullanilmaktadir.

Test maddesi
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Sekil 2.9 /n vivo MN yontemi (Ath Sekeroglu 2011)
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Sekil 2.10 in vitro MN yontemi (Ath Sekeroglu 2011)

llaglarin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde siklikla kullanilan bu test, hem yeni
iretilen ilaglarin mutajenik etkilerinin dnceden gozlenebilmesini hem de ilag¢ kullanan
kisilerdeki genotoksik etkilerin belirlenmesini saglamasindan dolay1 ilag¢ sirketleri ve
farmakolojik caligsmalar i¢in giderek degeri artan bir test haline gelmistir. MN sayisini
belirlemek amaciyla her bir preparatta genel olarak 2000 biniikleat hiicre incelenir. Bu
hiicreler igerisinden MN tasiyanlar belirlenir. Incelenen biniikleat hiicrelerde toplam
MN sayist saptanarak, MN tasiyan biniikleat hiicrelerin orani ve toplam MN sayisinin
incelenen biniikleat hiicre sayisina boliinmesiyle hiicre basina diisen MN ortalamasi ve

% MN hesaplanir (Atlt Sekeroglu 2011).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Cahismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1 Cihazlar

- Hassas Terazi (Sartorius, Germany)

- Vortex (IKA, USA)

- Vakum Pompasi (KNF Neuberger, Germany)

- Pikofiij (Roth, Taiwan)

- Floresan Mikroskop (Olympus, Japan)

- Mikroskop (Olympus, Japan)

- Santrifiij (Hettich, Germany)

- Saf Su Cihaz1 (GFL 2102, Germany)

- Laminer Kabin (JSR, Korea)

- Benmari ( GFL, Germany)

- CO; Inkiibatdrii (Panasonic, Japan)

- Canli Hiicre Goriintiileme Mikroskobu (JULI Br, Korea)
- Elektoforez (Thermo Scientific EC 1000-90, USA)
- Otoklav (Jeio tech, Korea)

- pH metre (Hanna instruments, Romania)

- Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

- Soxhlet (FALC Insruments, Italy)

3.1.2 Kimyasallar

- RPMI (Sigma, USA)

- FBS (Sigma, USA)

- Penisilin-streptomisin (Sigma, Israel)

- NEFA (Sigma, USA)

- Tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma, USA)
- Tripan BLUE soliisyonu (Sigma, USA)
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- DMSO (Sigma, China)

- PBS (Sigma, Germany)

- Etil alkol (Sigma-Aldrich, Germany)
- MTT (Sigma, USA)

- Beta Mercaptoetanol (Sigma, Germany)
- LMA (Sigma, USA)

- NMA (Sigma, USA)

- NaCl (Sigma-Aldrich, Germany)

- Etidyum bromiir (Vivantis, USA)

- Aseton (Carlo Erba Reagenti, Italy)
- NaOH (AppliChem, Germany)

- EDTA (Sigma, USA)

- Trisma Base (Sigma, USA)

- Triton X-100 (Sigma, USA)

- Rosmarinik asit (Sigma USA)

3.2 Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin canli viicudunun disinda incelenebilmesi ve ¢alismalar yapilmasi amaciyla
Harisson tarafindan 1907 yilinda hiicre kiiltirii kesfedilmistir. Harrison hayvan modeli
olarak, oOncelikle kurbagay1 se¢cmis ve doku parcalarinin viicut disinda canlilifini
koruyabilmesini amaglayarak hiicreleri kiiltiire etmistir. Yeni ilag molekiillerinin ve
kimyasallarin insanlar {izerinde ortaya c¢ikartabilecegi potansiyel toksik etkilerin
belirlenebilmesi amaciyla c¢esitli caligmalar yapilmaktadir. Kimyasallar genellikle
hayvanlara veya in vitro hiicre kiiltiirlerine uygulanmaktadir. /n vitro hiicre kiiltiiriiniin
en Onemli avantaji sicaklik, osmotik basing, pH, O, ve CO,; yogunlugu gibi
fizikokimyasal kosullarin kiiltiir ortaminda kontroliiniin saglayarak fizyolojik kosullarin
sabit tutulabilmektedir. Hiicre kiiltiiriiniin avantaji, aragtirmacinin 6zel bir hiicre tipi

tizerinde ¢alismasina olanak tanimasidir.

Birgok doku gesitli hiicre tiplerini igerebilir. Dokudan elde edilen hiicrelerden,

tekrarlanan pasajlama islemleri ile hedeflenen miktarda hiicre elde edilebilir.
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Hedeflenen hiicreye ulasildiktan sonra, farkli aragtirmalar i¢in uygun sartlar altinda

uzun yillar saklanabilir.

Hiicrelerin kiiltiire edilirken avantajlar1 ile karsilasildigi gibi dezavantajlariyla da
karsilasmak miimkiindiir. Ortamdaki kontaminasyon, kiiltlir ortaminda bakteri ve
mantar bulunmasi, hiicrelerin gelismesini ve g¢ogalmasini yavaglatir. Steril kosullar
altinda gergeklestirilen c¢alisma, bu problemi en aza indirgeyecektir. Diger 6nemli
problem ise, hiicrelerin uzun siire pasajlanmasi  durumunda, hiicrelerin

farklilagmalaridir.

Ideal Kkiiltiir ortammnin saglanmasinda besiyerleri, hiicrelerin normal metabolik
aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in gerekli olan ortam kosullarin1 saglamak {izere
hazirlanmisg besleyici soliisyonlardir. Besiyeri igerisindeki aminoasit, karbonhidrat,
vitamin ve iyonlar hiicrenin gelisimini desteklerken, bazi iyonlar da hiicrelerin
cogalabilmesi i¢in uygun osmolarite ve pH’1in saglanmasinda rol alir. Hiicre serisinin
gelistirilmesine yonelik giiniimiizde en ¢ok kullanilan Eagle’in Temel Besiyeri (1959)
ve Dulbecco tarafindan modifiye edilen Eagle Besiyeri’dir (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, DMEM). Demir ve fenol kirmizisi igerisinde mevcuttur. Cogu hiicre
hatt1 icin tercih edilmektedir. Besiyerine eklenen serum, hiicre cogalmasini ve
tutunmasini saglayan bilyiime faktorii, mineral, lipit ve hormonlart igerir. Yetiskin sigir
serumu, fetal sigir serumu, dana, at ve insan serumlart doku kiiltlirlerinde kullanilan
serumlardir. Genellikle c¢alismalarda fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)
tercih edilmektedir. Diger serum tipleri daha ¢ok, 6zel kosul saglanmasi gereken hiicre
kiiltiirlerinde  kullanilmaktadir. FBS, bir sigir fetiisinden alinan kanin dogal
pihtilagmasindan artan kisimdan hazilanir. [n vitro hiicre kiiltiiriinde serum kullanilan
calismalarda yaygin Kullanilmaktadir. Tabiki hiicre ¢esidine ve uygulama alanlarina
gore kullanimi degisebilir. Hiicre kiiltiiriinde standart serum oram %10’dur. igerdigi
biiyiime faktorleri ile hiicrelerin ¢gogalmasini arttirir ayn1 zamanda ¢esitli proteinler ile
hiicrelerin kiiltiir ortaminda daha kolay tutunmasi i¢in olanak saglar. Protein ve niikleik
asit sentezinin gergeklestigi ve enerji ihtiyacinin en fazla oldugu donemde, hiicrelerin
gelisimine destek amaciyla glukoz yaninda glutamin de gerekir. Hiicreler niikleotid,

aminoasit, vitamin gibi baz1 molekiillerin sentezi i¢in azota ihtiya¢ duyar. Glutamin ise
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bu molekiillerin ve diger azot igeren bilesiklerin sentezinde azot kaynagi olarak rol
almaktir. Hizli ¢gogalan hiicrelerde, kiiltiir ortaminda glukoz miktar1 azalmakta ve enerji
ihtiyaci artmaktadir. Bu durumda daha fazla enerji elde etmek icin aminoasitler
metabolize olur. Kiiltiir ortaminda meydana gelebilecek kontaminasyonlar1 engellemek

i¢in ise antibiyotikler kullanilmaktadir (Kogakli vd. 2015).

Yilmaz (2014) “’Borik Asitin  Antioksidan Aktivitesinin Hiicre Kiiltliriinde
Arastirilmas1’” adli calismasinda, V79 hiicrelerinde oksidatif DNA hasarina karsi borik
asitin koruyucu etkisini arastirmistir. Calismada test edilen borik asit konsantrasyonlari
insanlarin giinliik yasamda maruz kalabilecekleri seviyeleri yansitmaktadir. Borik asitle
on-maruziyet uygulanmis V79 hiicrelerinde H,0, nin olusturdugu oksidatif DNA hasari

anlamli bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir.

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii Mediyumun Hazirlanmasi

0,20 um gapinda PES membran filtreden tiim kimyasallar vakum yardimiyla gecirilerek
(Resim 3.1) calismada kullanilan mediyumlar hazirlanmistir. Hazirlanan mediyum +4

°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1 Mediyumun Hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
FBS % 10
Penisilin-streptomisin %1
NEFA %1
RPMI % 88
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Resim 3.1 Mediyumun hazirlanmasi

3.2.2 HepG2 Hiicre Hattinin Kiiltiire Aktarilmasi

- Kryo tiip igerisinde donmus halde bulunan hiicreler 37° C’deki sicak su
banyosunda 1-2 dk siire bekletilerek tam ¢éziinmeden su banyosundan ¢ikarildi
ve %70’lik alkolden gegcirilerek kabine alind.

- Kabin i¢i sterilizasyonu i¢in 40dk once UV 15181 acildi ve kullanilacak
malzemeler kabin i¢inde steril edildi.

- Hicreler, igerisinde 3 ml mediyum bulunan 15 ml’lik falkona alindi. Ardindan
800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

- Flasklar diizenlendi, kullanilan hiicre ismi ve giiniin tarihleri yazildi. (Resim3.2

ve Resim 3.3)
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Resim 3.2 Flask kodlamasi

Resim 3.3 Santrifiij sonrasi falkonda biriken hiicre pelleti

- Santrifiij isleminden sonra siipernatant atilip, hiicrelerin {izerine 1 ml mediyum
eklenerek hafifce pipetaj yapildi. % 20 FBS iceren 75 cm?’lik flaska aktarildi
(Resim 3.4).
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Resim 3.4 Hiicre homojenizasyonu

- Hiicre homojenizasyonu, hiicre yikama islemlerinde ve hiicre ekim isleminde
onemlidir. Yikama isleminde detripsinijasyon etkiliyken, ekim islemindeyse

hiicrelerin flask yiizegine esit dagilimi i¢in etkilidir (Resim 3.5).
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Resim 3.6 Hiicre 2. yikama iglemi

- Hiicreler icin tek yikama yeterli degildir. Buyiizden iki kez yikama islemi
yapildi (Resim 3.6).

- Saglikli hiicre konfluenti i¢in flasklar 37° C ve % 5 CO; igeren inkiibatore
kaldirildu.

- Strelizasyon calisma Oncesinde onem arzettigi gibi ¢aligma esnasinda da dnem
arzeder. Kullanilan pipet uglart herhangi bir yere degdirilmeden islem

gerceklestirilir (Resim 3.7, Resim 3.8 ve Resim 3.9).

Resim 3.7 Kullanilan pipet uglarinin sterilizasyonu
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Resim 3.9 Flask yiizeyine hiicrelerin esit dagilimi
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3.2.3 HepG2 Hiicre Hattimin Pasajlanmasi

- Flask iginde hiicrelerin konfluent oran1 % 80 oldugunda pasajlama islemine

gecildi (Resim 3.10).

Resim 3.10 Hiicre konfluent orani gézlemlenmesi

- Hiicrelerin iizerindeki mediyum steril pipet yardimiyla alinip atildi (Resim 3.11).

Sekil 3.11 Flasktan mediyumun disa aktarimi
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- Hiicrelerin iizerine 37° C olan 3 ml tripsin-EDTA eklenmis ve flask yiizeyinin

her tarafina yayilmasi saglandi (Resim 3.12, Resim 3.13).

s

&N

Resim 3.12 Tripsinijasyon

Resim 3.13 Flask yiizegine tripsin yaydirilmasi

- Ardindan flask 37° C ve % 5 CO; igeren inkiibatore kaldirilip 5 dk inkiibe edildi
(Resim 3.14).

35



Resim 3.14 Inkiibatér igerisine flask dizilimi

- Hicrelerin flask ylizeyinden ayrildiklar1 goézlendiginde flasktan alinarak

igerisinde 3 ml mediyum olan falkona aktarildi (Resim 3.15).

Resim 3.15 Hiicrelerin flask yiizeginden ayrilma kontrolii
- Falkona ayn1 miktarda denge hazirlanarak 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

- Siipernatant atilip pellet lizerine 2 ml mediyum eklenip, hafifce pipetaj yapildi
(Resim 3.16).
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Resim 3.16 Hiicre pellet ve slipernatant kismi

- Ardimndan igerisinde 12 ml mediyum bulunan 75 cm®lik flasklara 0,5 ml olacak

sekilde paylastirildi (Resim 3.17).

Resim 3.17 Hiicre ekimi

- Flasklar 37° C ve % 5 CO; igeren inkiibatore kaldirildi (Resim 3.18).
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Resim 3.18 Inkiibator diizeni

- Zaman kayb1 ve karisiklik olmamasi i¢in inkiibator diizenine dikkat edildi.

3.2.4 HepG2 Hiicre Hattinin Sivi Azotta Saklanmasi

- Flask yiizeyinde hiicre yogunlugu % 80 oldugunda mediyum atild1 (Resim 3.19).

f;c‘*’if.'? i‘e‘A\ ™ -

Resim 3.19 HepG2 hiicre konfluenti

- Hiicrelerin tlizerine 4 ml tripsin-EDTA eklenerek flask ylizeyinin her tarafina

yayilmasi saglandi (Resim 3.20).



Resim 3.20 Tripsin yayilimi

- Flasklar 37° C ve % 5 CO; igeren inkiibatorde 5 dk inkiibasyona birakildi
(Resim 3.21).

Resim 3.21 Flask sterilizasyonu

- Hicreler flask yilizeyinden kalkinca igerisinde 4 ml mediyum bulunan falkonlara
alind1 (Resim 3.22).
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Resim 3.22 Hiicrelerin falkonda toplanmast

- Falkonlar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
- Siipernatant atilarak pellet {izerine 4 ml mediyum eklendi ve pellet mediyum ile

homojenize edildi (Resim 3.23).

Resim 3.23 Mikropipet ile hiicre homojenizasyonu

- 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
- Siipernatant atilarak pellet tizerine soguk % 5 DMSO iceren FBS eklendi.
- Hiicreler buz igerisinde bulunan kryo tiipe alindi.

- Swvi azotta dondurularak ilerleyen zamandaki ¢aligmalar i¢in saklandi.
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3.2.5 Hiicre Saymm ve Hiicre Canlihgimin Belirlenmesi

- Flask yiizeyinde hiicre yogunlugu % 80 oldugunda mediyum atildu.

- Hiicrelerin iizerine 4 ml tripsin-EDTA eklenerek flask yilizeyinin her tarafina

yayilmasi saglandi (Resim 3.24).

Resim 3.24 Flasktaki hiicrelere tripsin eklenmesi

- Flasklar 37° C ve % 5 CO; igeren inkiibatorde 5 dk inkiibasyona birakildi.

- Hiicreler flask yiizeyinden kalkinca igerisinde 4 ml mediyum bulunan falkonlara
alind1.

- Faklon 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

- Siipernatant atilip (Resim 3.25) hiicrelerin iizerine 2 ml mediyum eklendi ve

hafifce pipetaj yapildi.
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Resim 3.25 Siipernatant uzaklastirilmasi

- Hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak, 50 pl tripan blue ile karigtirildi.

- Karisimdan thoma lamna 10 pl aktarilarak sayim yapildi (Resim 3.26).
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Resim 3.26 Hiicre sayim lam goriintiisii

- Canl1 hiicreler parlak goriiniirken 6lii hiicreler maviye boyandi.

- Siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisin1 hesaplamak i¢in asagidaki formiil
kullanildi:

“ Toplam canl1 hiicre sayisy/ml = Sayim sonucu x 10*x 2’

Biitiin islemler bittikten sonra gerekli malzemeler yerlerine alinir ve kabin

temizlendi (Resim 3.27 ve Resim 3.28).
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Resim 3.28 %70lik etil alkol ile ikinci asama kabin temizligi

3.3 MTT Yontemi

Hiicre proliferasyon testlerinde metabolik aktivitenin Ol¢limii ve sitotoksisitenin
degerlendirilmesi igin metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) oncelikli tercih edilen

tuzdur. Bu yontemin amact MTT boyasinin tetrazolium halkasinin pargalanmasini

saglamaktir. MTT absorbe oldugu canli hiicrelerde mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz
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enziminin katalizledigi reaksiyonla mor-mavi renkli ve suda ¢dziinmeyen formazana
indirgenerek sadece mitokondrinin aktif oldugu hiicrelerde formazan kristalleri
goriilmesini saglar. Formazan kristallerinin varligi canliligin oldugunu gosterir ve canli

hiicreler ile spektrofotometrik olarak iliskisi yorumlanir (Turhan 2017).

3.3.1 MTT’nin Hazirlanmasi

- 10 mg MTT 10 mL PBS ile ¢ozdiiriildii.
- 0.22 um ¢apindaki enjektor filtresinden gegirilerek steril edildi.

3.3.2 MTT Yontemi ile HepG2 hiicreleri iizerinde RA’in LD, Belirlenmesi

- Hiicre sayisi hesaplanmis silispansiyondan 96’lik plagin her bir kuyucuguna
5x102 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

- Plak 37° C ve % 5 CO;iceren inkiibatorde inkiibe edildi.

- RA mediyumda ¢ozdiiriildii.

- Hiicrelerin plak yiizeyinde konfluent oran1 % 40-50 oldugunda Rosmarinik asit
ekstresi; 50 mM, 25 mM, 12,5 mM, 6,25 mM, 2,5 mM, 1,25 mM, 0,5 mM, 0,25
mM, 0,125 mM dozlarinda uygulandi.

- Kontrol grubuna ayn1 hacimde mediyum eklendi.

- Plak inkiibatore kaldirilip 37° C ve % 5 CO, ortaminda 24 saat inkiibasyona
birakildi.

- Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 30ul MTT soliisyunu eklendi ve 3 saat
tekrar inkiibe edildi.

- Plak kuyucuklarindaki mediyum pipet yardimiyla ¢ekilip uzaklastirildi.

- Plaktaki kuyucuklara formazan kristallerini ¢ozen DMSO 200 ul olacak sekilde
eklendi.

- Plak 15 dk inkiibasyona tabi tutuldu.

- Coziinen formazanlar mikroplak okuyucu spektrofotometre (BioTekELx800,

BioTek Instruments, USA) ile 540 nm absorbansta dl¢iimleri yapildi.
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Resim 3.29 HepG2 Hiicrelerine Doz Uygulamasi

3.4 Komet Testi

Hazirlanan kimyasallar dH,O ile 200 ml’ye tamamlanarak pH 10 olacak sekilde
ayarlandi1 (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
NaCl 29,49
EDTA 7,44 9
Trisma baz 0,24 g
Triton X-100 2ml
DMSO 20 ml

Hazirlanan kimyasallar dH,O ile 500 ml’ye tamamlanarak pH>13 olacak sekilde
ayarlandi1 (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Elektroforej ¢6zeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
NaOH 60
EDTA 0,18 ¢g
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Hazirlanan kimyasal dH,O ile 300 ml’ye tamamlanarak pH 7,5 olacak sekilde ayarlandi
(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Nétralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktari

Trisma baz 14,55 g

% 1 NMA hazirlanmasi i¢in 0,03 g NMA 3 ml PBS ile bek alevinde prepara edilerek

hazirlandi.

% 0,8 LMA hazirlanmasi i¢in 0,016 g LMA 2 ml PBS ile bek alevinde prepara edilerek

hazirlandi.

Stok etidyum bromiir hazirlanmas: i¢in 5 mg etidyum bromiir 25 ml dH,O’da
¢Ozdiriildii. Calismada 10 kat diliie edilerek kullanildi.

- Uygulanan konsantrasyonlardaki hiicreler flask yiizeyinden alinarak 800 rpm’de
5 dk santrifiij edildi.

- Siipernatant uzaklagtirilarak hiicreler siispanse edildi.

- Hiicre siispansiyonundan 40 pl alinarak ependorf icerisinde 100 pl LMA ile
karistirildi.

- Ependorf icindeki hiicre-LMA karistminin hepsi alinarak bir giin 6nceden
hazirlanmis NMA’l1 lamlara prepara edildi.

- Preparatlar donmalari i¢in buz kasetlerinin {izerine yerlestirildi.

- Donan preparatlar tizerindeki lameller yavasca alinarak 60 dk lizis islemine tabi
tutuldu.

- Lizis isleminden sonra 20 dk alisma 20 dk yiiriitme olmak iizere 25 V 300
mA’de elektroforez islemine tabi tutuldu.

- Elektoroforezden alinan preparatlar nétralizasyon tamponuyla yikandi.

- Yikama isleminin ardindan her bir preparat 70 ul etidyum bromiir ile boyanarak
lamelle kapatildi.

- Elde edilen preparatlardan her bir preparat igin floresans mikroskopta 100 hiicre

olacak sekilde sayimlar yapildi.
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3.5 Mikroniikleus Testi

Cizelge 3.5 KCL ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
KCI 0,49
Distile su 100ml

KCI ile dH,0 vortekslenerek homojenize edilir.

Fiksatiflerin Hazirlanmisi:
Fix2 i¢in; 40ml Glasiyal Asetik Asit + 200ml metanol (Son hacim: 240ml)
Fix1 i¢in; 50ml Fix2 + 50ml 9%0.9 NaCl (Son hacim: 100ml)

Once fix2 daha sonra fix1 hazirlanir.Calismaya baslamadan 2saat once fiksatifler

hazirlanmalidir.

%35’lik Giemsa boyasi icin;
S5ml TamponA +5ml TamponB + 5ml Giemsa karistirilir. Son hacim dH0 ile 100ml’ye
tamamlandi. (ph:6,8) Hazirlanan karisim filtre kagidindan gecirildi.

- Sale igerisine nitrozasit veya distile su eklendi.

- Ormek sayis1 kadar lam numaralandirilarak sale igerisine dizildi. Calisma
baslamadan 30 dk 6nce (+4 °C) buzdolabinda bekletildi.

- Ependorf igerisindeki RA, CisP, RA+CisP ve kontrol grubu ornekleri {izerine
Iml KCL eklendi, homojenize edildi ve 5dk beklendi.

- KCL eklenen ornekler santrifiije 5dk tabi tutuldu(1500rpm)

- Siipernatant atildi, pellet Ttzerine fix] eklendi ve 5dk yine santrifiij
edildi(1500rpm).

- Siipernatant atildi, pellet tizerine fix2 eklendi ve tekrar 5dk santrifiij
edildi(1500rpm)

- Son santrifiij sonras1 siipernatant yine atildi, pellet kismi salelerdeki lamlara
yayildu.

- Birgiin sonra lamdaki kuruyan ornekler sale icerisinde giemsa boyasina 15dk

maruz birakilarak boyanmasi saglandi.
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3.6 Istatistiksel Analiz

MTT c¢alismasi ile elde edilen spektrofotomekrik dl¢timler % olarak ifade edilmistir.
Verilere (normal dagilim gostermedigi i¢in) non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis
ve Man Whitney testleri uygulanmistir. Sonuglar ortalamasi£SS (standart sapma) olarak
verilmistir. Kontrol ile uygulama gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar SPSS ile
degerlendirildi. Komet analizinden elde edilen veriler varyans alanizi (ANOVA), LSD
test ile belirlendi (p <0.05). Yapilan degerlendirme Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 RA' in Uyguluma grubu HepG2 hiicrelerinde DNA hasar diizeyleri ve MN

Frekanslarinin Degerlendirilmesi

HepG2 hiicre hatt1 iizerinde rosmarinik asitin etkileri belirlenmesi i¢in farkli dozlar

kullanilarak, tripan blue yontemi ile hiicre yogunlugu belirlendi.

Resim 4.1 HepG2 Hiicrelerine MTT Uygulamast

HepG2 hiicre hatti iizerine RA' in LDg’nun belirlenmesi amaciyla MTT yontemi
kullanilarak hiicre canliligi belirlendi. HepG2 hiicre hatt1 96°lik plak igerisine 5 x 10°
hiicre ekilerek hiicrelerin metabolik fonksiyonlarini diizenlemeleri igin 24 saat beklendi.
Konfluent oram1 % 40-50 oldugunda kiiltiir ortamindaki mediyum almip kiiltiir
mediyumu ile diliie edilmis RA' in 50, 25, 6,25, 1,25, 0,5, 0,25 ve 0,125 mM dozlar
ilave edildi. Plak 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatin sonunda, MTT yontemi ile
RA' in HepG2 hiicreleri iizerindeki olas1 sitotoksik etkisi mikroplak okuyucu ile 540
nm’de okutularak sonuglar yiizde olarak ifade edildi. Kontrol yiizde yliz canli olarak
kabul edilerek RA" in LDg dozu 0,01 mM olarak belirlendi. CisP'in LDsy dozu olarak
11,06 pg/ml kullanilmistir (Cizelge 4.1).

CisP dozlar ise 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml, 100 ug/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, 600
ug/ml, 800 pg/ml, 1000 ug/ml kullanildi. Sitotoksik dozu (LDsp) 11,06 pg/ml olarak
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bulundu. RA’in LDy dozu, CisP’in LDsy dozu ¢aligmamizda genotoksisiteye etkisini
gozlemlemek i¢in kombine edildi. Komet yontemi ve MN testi igin sirastyla kontrol
grubu, RA, CisP, RA + CisP gruplar1 3’er tekrarla floresan mikroskopta sayilarak
incelendi. Toplam 100 hiicre sayilip komet ve MN testi analizinden elde edilen veriler
varyans analizine tabi tutuldu. (RA+CisP: RA’in LD, dozu, CisP’in LDs, dozu
kullanildi) RA + CisP kombinasyonunda DNA hasar skorunun diisiik oldugu goriildii
(p<0,05).

CisP karaciger karsinom hiicrelerinin gelisimini ve ilerlemesini durdurucu olarak etki
ederken, RA ile kombinasyonunda bu etkinin fazla oldugu goriilmiistiir. Ancak CisP
antikanser tedavisini iyilestirmek ve neden oldugu toksik etkilerin azaltilmasi i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Resim 4.2 Farkli doz uygulamalart sonucu HepG2 canli hiicre gorseli
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Sekil 4.1 HepG2 Hiicrelerinde Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Cizelge 4.1 RA' in Uyguluma grubu HepG2 hiicrelerinde DNA hasar diizeyleri ve MN
Frekanslar

Uygulama Gruplari DNA Hasar Diizeyleri MN Testi Frekanslar: (%)

Komet Skorlari
(Arbitrary Unit)

Kontrol Grubu 4,83+1,94 0,0067+0,0052

RA Grubu (0,01 mM) 4,33+0,82 0,0033+0,0052

CisP Grubu (11,06 pg/ml) 13,67£1,97% 0,0533+0,0175%

RA+CisP Grubu 7,3340,52° 0,0333+0,033"

P 0,000 0,000

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n=6). Deney gruplar arasindaki istatistiki farklar, harflerle iist simge
(a, b) halinde ifade edilmistir. Verilere (normal dagilim gostermedigi icin) non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis ve
Man Whitney testleri uygulanmstir.

a p<0.05; istatistiki olarak kontrol grubundan farkh olan gruplari ifade etmektedir.

b p<0.05; istatistiki olarak cisplatin grubundan farkl olan gruplar ifade etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de ciddi saglik sorunlarindan biri olan kanser
2030 yilma kadar 6liim nedeni olarak ilk siray1 alacagi diisiiniilmektedir. Kanseri
olusturan faktorler hem c¢evresel hem de genetik olabilir. Cevresel nedenlere basta
sigara olmak ftizere, fiziksel ve kimyasal ajanlar, viriisler gibi bircok ornek verilebilir.
Baz1 kaynaklara gore kanserin beslenme ile iliskisi %35 olarak gosterilmistir. Bunun
yani sira yeterince fiziksel aktivite yapmayan ve dengesiz beslenen bireylerde de kanser
riski artmaktadir. Ayrica kahve tliketimi de bazi kanser tiirlerine karsi paralel arttig
gozlemlenirken, bazi tiirlere goreyse koruyu etkisinin oldugu gosterilmistir (Aygiin
Cevik ve Piringci 2017).

Potansiyel olarak klastojenik bilesiklerin tanimlanmasina iligkin in vitro MN testi,
kromozom sapmalar1 deneyleri ve komet testleri arasindaki yiiksek uyum, gerek MN

gerekse komet testlerinin gegerliligi ve uygunlugu igin ek kanitlar saglar (Hude et al.

2000).

Komet testi, DNA hasarmin 6lglimii igin hizli, gorsel ve kantitatif bir tekniktir. Alkali
kosullar altinda, test, tek ve ¢ift sarmal kirilmalarini, eksik onarim yerlerini ve alkali
kararsiz bolgeleri, ayrica DNA-protein ve DNA-DNA c¢apraz baglarini tespit edebilir
(Burlinson et al. 2007). Calismamizda RA, MN ve DNA' da hasar olusumuna sebep

olmadigindan genotoksik bulunmamistir.

Pereira vd. (2005) komet yontemi kullanarak Wistar sican beyin dokusunda veya
periferik kanda RA tarafindan indiikklenen DNA hasarma rastlamamigtir. RA ayrica
mikroniikleus testi ile fare periferik kaninda mutajenik etki gostermedigi belirtilmistir

(Furtado et al. 2008).

Bulgularimiz, RA'in kemoterap6tik ajan CisP'e karst net bir kemopreventif aktivite
gosterdigini ortaya koymustur. Bu etki, hem MN testinde hem de komet testinde test
edilen konsantrasyonda tespit edilmistir. CisP'in kimyasal yapisinin serbest radikal

olusumunu destekleyebilecegi diisliniilmekte ve bilesik, DNA ile kompleksler

52



olusturabilmektedir. Bu durum DNA'da zincir kiriklarina neden olabilir. Her ne kadar
RA'in antijenotoksik etkisinin altinda yatan mekanizmalar hala tam olarak
anlasilmamasina ragmen, RA'in antioksidan aktivitesinin, bu c¢alismada gozlemlenen

CisP kaynaklit DNA hasarinin azaltilmasina katkida bulunmasi miimkiindiir.

Vattem vd. (2006), Ames testi ile RA'Iin, sodyum azid ve N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidinin mutajenik aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir. RA'nin
antimutagenik aktivitesinin, bakteri redoks ortaminin modiilasyonuna bagli olabilecegi
sonucuna varmiglardir. Del Bafio vd. (2006) ve Sanchez-Campillo vd. (2009), RA'in
insan lenfositlerinde gama radyasyonuyla indiiklenen MN sikligin1 azalttigini
gdstermiglerdir. Iyonlastirici radyasyonun reaktif oksijen tiirleri (ROS) iirettigi ve
mutasyonlara ve kromozom sapmalarina yol acan hiicresel DNA hasarini indiikledigi
(Riley 1994) bilindiginden, RA'in radyoprotektif etkisi, serbest radikalleri temizleme
kabiliyeti ile iliskilendirilmigtir. RA'in antimutajenik kapasitesi, fare periferik kan MN
testi ile degerlendirilmis ve RA'in koruyucu etkisinin, antioksidan aktivitesinden

kaynaklaniyor olabilecegi ifade edilmistir (Furtado et al. 2008).

RA'In astrositler ve makrofajlardaki ROS aracili hasari etkili bir sekilde inhibe ettigini
gosteren caligmalar da mevcuttur (Gao et al. 2005, Qiao et al. 2005). Ayrica, diger
caligmalar RA'in kalp kas1 hiicrelerinde (Kim et al. 2005), PC12 hiicrelerinde (luvone et
al. 2006) ve insan dopaminerjik noronal hiicrelerinde (Lee et al. 2008) apoptozu
Onleyebilecegini gostermistir. RA'in inhibe edici etkisi, serbest radikal temizleyici
aktivitesi ile iligkilendirildi. DXR ile indiiklenmis genotoksisitede RA'in nemli bir
doza bagimli koruyucu etkisinin olmamasi, efor i¢in optimum bir dozun varligini
gostermektedir. RA maksimum etkisi, RA konsantrasyonunun optimal dozun iistiinde
arttirilmasi, MN ve komet testinde istenen herhangi bir etki vermedigi de gosterilmistir
(Furtado et al. 2008).

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda, HepG2 hiicrelerinde, RA'in genotoksik etkiye sahip

olmadigi, ayn1 zamanda CisP'in neden oldugu genotoksisiteyi azaltmada ise tedavi edici

dozunun genotoksisiteyi azaltmada etkili olabilecegi ortaya konmustur.
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RA'In kimyasal mutagenezi uygun sekilde modiile ettigi mekanizmalar1 ve kosullar
belirlemek icin ileri caligmalar gereklidir. Boylece bu bilesik ileride kemoterapi
sirasinda veya oksidatif stres ile ilgili hastaliklarin tedavisi i¢in bir adjuvan olarak

uygulanabilir.
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