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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

HEPG2 HUCRELERINDE CISPLATIN
TOKSIKASYONUNA SILYMARININ
KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Hilal CELIK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. ibrahim Hakki CIGERCI

Tibbi bitkilerin tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. Tibbi bitkiler terapotik ajan olarak
kullanilmakla birlikte, sentetik ilaglarin gelistirilmesi i¢in de ¢ok dnemlidir. Giinlimiizde

bitkisel tedaviye olan ilgi tiim diinyada artmustir.

Deve dikeninden (Silypbum marianum) elde edilen ve flavonoid yapisinda aktif bir bitki
ekstresi olan silymarin (SLM), antioksidan etkiye sahiptir. Ayn1 zamanda, silymarinin
antiproliferatif, antiinflamatuar ve antikarsinojenik etkilere sahip oldugu baska

caligmalarda da gosterilmistir.

Cisplatin (CP), ¢esitli kanserlerin tedavisinde yaygmn olarak kullanilan bir
kemoterapotik ajandir. Kanser hiicrelerinin gelisimini engellemektedir ve ancak saglikli
hiicreleri de yok ettigi bilinmektedir. Bitkisel bilesiklerin kemoterapotik ilaglarla
birlikte kullanilmasiyla antikanser etkisinin artirilmasi ve yan etkilerin azaltilmasi i¢in

birgok caligma yapilmaktadir.
Bu calismada karaciger karsinom hiicreleri (HepG2) kullanilmistir. HepG2 hiicrelerinde

SLM’nin CP toksikasyonuna etkileri MTT yontemi (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-

difeniltetrazolyum bromid), comet (tek hiicre jel elektroforezi) ve mikroniikleus testi



yontemi kullanilarak arastirilmistir. Yapilan c¢alismada, SLM ve CP’nin HepG2
hiicrelerindeki ~ sitotoksisitesi MTT yontemi ile belirlenmistir ve  farkli
konsantrasyonlarda hiicre canliligi etkisine bakilmistir. Sonrasinda SLM’nin CP ile
kombinasyonu ile comet yontemi ve mikroniikleus testi yapilarak genotoksisite

caligmalar1 yapilmistir.

SLM’nin HepG2 hiicreleri tizerindeki sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in kontrol grubu,
1000 - 500 - 250 - 150 ve 75 pg/mL dozlar1 kullanildi. Mikroplak okuyucu ile 540
nm’de okutularak bulunan degerler yiizde (%) olarak ifade edildi. SLM’nin LDy degeri
75 pug/mL bulunmustur. SLM’nin artan dozlarinda hiicre canliligi artarken doz azaldik¢a
hiicre canliligi da azalmistir. CP’nin HepG2 hiicrelerinde LDsy degeri 65,6 pg/mL

olarak bulunmustur.

Gruplar; kontrol grubu, SLM (LDg) grubu, CP grubu (LDsg) ve SLM+CP (LDsp+LDo)
grubu olacak seklinde planlandi. 24 saatlik uygulama sonrasinda genotoksisiteyi

belirlemek iizere comet ve mikroniikleus testleri ¢alisildi.

CP’nin HepG2 hiicrelerinde DNA hasari olusturarak toksisiteyi arttirdigi, SLM’nin LDy
dozu CP toksikasyonu sonucu olusan genotoksisiteyi azalttigi gozlemlenmistir. Boylece

SLM’nin DNA koruyucu 6zellikte oldugu diisliniilmektedir.

2021, xi + 75 sayfa

Anahtar Kelimeler: Silymarin, Cisplatin, Comet yontemi, HepG2 hiicreleri, MTT testi,
Mikroniikleus testi.



ABSTRACT
M.Sc.Thesis

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF
SILYMARINE ON CISPLATIN
TOXICATION iN HEPG2 CELLS

Hilal CELIK
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural andAppliedSciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Ibrahim Hakki CIGERCI

The history of medicinal plants is as old as human history. Although medicinal plants
are used as therapeutic agents, they are also essential for the development of synthetic

drugs. Today, interest in herbal therapy has increased all over the world.

Silymarin (SLM), an active plant extract obtained from milk thistle (Silypbummarianum)
and having a flavonoid structure, has an antioxidant effect. At the same time, it has been
shown in other studies that silymarin has antiproliferative, anti-inflammatory and

anticarcinogenic effects.

Cisplatin (CP) is a chemotherapeutic agent widely used in the treatment of various
cancers. It prevents the growth of cancer cells and also destroys healthy cells.Many
studies are conducted to increase the anticancer effect and reduce the side effects by

using herbal compounds together with chemotherapeutic drugs.

Liver carcinoma cells (HepG2) were used in this study. Effects of SLM on CP
intoxication in HepG2 cells were investigated using MTT method (3-4,5-dimethyl-
thiazolyl-2,5-diphenyltetrazolium bromide), comet (single cell gel electrophoresis) and
micronucleus test method. In the study, cytotoxicity of SLM and CP in HepG2 cells was
determined by MTT method and the cell viability effect was examined at different

concentrations. Subsequently, genotoxicity studies were carried out by performing the



comet method and micronucleus test with the combination of SLM with CP.

To determine the cytotoxicity of SLM on HepG2 cells, the control group, 1000 - 500 -
250 - 150 and 75 pg / mL doses were used. The values found by scanning at 540 nm
with a microplate reader were expressed as percentage (%). LD, value of SLM was
found to be 75 pg / mL. While cell viability increased with increasing doses of SLM,
cell viability decreased as the dose decreased. LDsy value of CP in HepG2 cells was
found as 65.6 pg/ mL.

Groups; The control group was planned as SLM (LDg) group, CP group (LDsp) and
SLM + CP (LDsy + LDg) group. Comet and micronucleus tests were studied to
determine genotoxicity after 24 hours of application.

It increased genotoxicity because CP increased toxicity by causing DNA damage in
HepG2 cells, LDy dose of SLM decreased genotoxicity resulting from CP toxicity.
Thus, SLM is thought to have DNA protective properties.

2021, xi + 75 pages

Keywords: Silymarin, Cisplatin, Comet assay, HepG2 cells, MTT assay, Micronucleus

test.
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1. GIRIS

Kanser, organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinlip ¢ogalmasiyla olusan

bir hastaliktir (Balkan, Kismali, Turan, Balkan, & Sel, 2017).

Kronik hastaliklardan biri olan kanser gilinlimiizde ¢ok fazla goriilmesi ve Oliimle
sonuglanabilen bir hastalik olmasi nedeniyle onemli saglik sorunlarindan biri haline
gelmistir.  Geligmis tlkelerdeki sonuglara gore kanser, oliime sebep olan kalp
hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir (Aslan, Vural, Komiircii, & Ozet,
2006).

Guniimiizde kanser tedavisinde temel olarak ii¢ teknik kullanilmaktadir: cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi. Ik yontemde amac¢ tiimorli doku veya organin
uzaklastirilmasini saglamaktir, son iki yontem ise kanser hiicrelerinin oldiiriilmesine
yoneliktir (Tozkoparan & Aytag, 2007). Biyolojik tedaviler (sitokinler, antikorlar,
asilar) olarak adlandirilan dordiincii bir tedavi yontemi ise kanser tedavisinde yeni bir

yaklagim olusturmustur (Bilge, 2010).

Dogal ilaglarla hazirlanmis bir tedavi yontemi olan fitoterapi ise genel olarak bitkilerin
tamami1 veya bazi kisimlar1 kullanilarak gergeklestirilir. Bu tedavi yontemi kullanilarak
bazi kanser tiirlerinin tedavisine yonelik basarili bilimsel ¢alismalar yapilmistir ve de
son yillarda bu c¢aligmalara yenileri eklenmeye devam etmektedir (Aydin Arslan &
Yolcu, 2019). Gelismekte olan ve gelismis tilkelerdeki geleneksel ilaglarin iiretimi ve
kullanim1 giderek yayginlagmaktadir. Buna bagli olarak bu durum artan bir ticari
potansiyel olusturmustur (Demirkaya, Gilindogdu, Dodurga, Se¢me, & Giindogdu,
2019).

Kanser tedavisinde kemoterapi kanser tedavisinde seceneklerinden  birini
olusturmaktadir. Kemoterapinin amaci; hastanin normal hiicrelerini koruyup; olusmus
timor hiicrelerinin biiyiimesini, ¢ogalmasin1 durdurmak ya da yok etmektir.
Kemoterapide kullanilan ilaglar, kanserli hiicrelerin gelismesini ve ¢ogalmasini

engellemek/6nlemek amaciyla kullanilir (Erséz & Colak, 2019).



Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar sitotoksik ilaglar olarak tanimlanmaktadir. DNA
ile etkilesime giren ajanlar, antimetabolitler, hormonlar, molekiiler hedef ajanlar ve
antibadiler gibi sitotoksite gosteren ajanlar, etki mekanizmalar1 ve kullanildiklar1 kanser

tiirlerine gore farkli siniflara ayrilmaktadirlar (Aydin Arslan & Yolcu, 2019).

Bir¢ok kanser tiirtinde platin kdkenli bir kemoterapdtik olan cisplatin yillardir bagarili
bir sekilde uygulanmaktadir (Giir, 2014). Cisplatin, antineoplastik bir ilagtir. Diger
antineoplastikler, tek bagina veya radyoterapi ile birlikte uygulandiginda bir¢ok kanser
tirtinde etkili oldugu gosterilmistir. Testis, akciger, over, prostat, agiz, bas-boyun

kanserleri gibi birgok kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Becit, 2017).

CP gibi toksisitesi daha az olan yeni ajanlara yonelik c¢alismalar yapilmaktadir.
Toksisitesi daha az olan yeni ajanlarin gelistirilmesi ile CP’nin Klinikteki kullanimini
artrmaya yonelik calismalar1 ¢ok fazla ilgi cekmektedir (Sabuncuoglu & Ozgiines,
2011).

Kansere yakalanma ve kanserden Olim oraninin artmasi sebebiyle bu hastalikla
miicadele etmek ve halki bilinglendirmek amaciyla bir¢ok sosyal sorumluluk projeleri
yapilmaktadir. Kanserden korunmak, hastaligin gelisimine yon vermek veya kanser

hasatlarinin yagam kaliteleri iizerine ¢ok fazla calisma yapilmaktadir (Giir, 2014).

Calismamizda HepG2 hiicre hatt1 iizerinde SLM’nin, bir kemoterapik olan CP ile olusan
toksisiteye karsi etkisi aragtirilmistir. Bununla birlikte CP’nin diger hiicre ve dokularda
olusturabilecegi yan etkilerinin azaltilmasinda SLM’nin rolii arastirilmistir. Yine
HepG2 hiicre hattinda SLM’nin antikanserojenik etkilere sahip olup olmadigi da

arastirilmastir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Kanser

Kanser, biliytime o0zellikleri bozulmus hiicrelerin kendi genetik yapisina benzeyen

hiicreler iiretmesi ve yayilmasidir (Yokus & Cakir, 2012)

Kanser ile ilgili olan en eski bilgiler MO 3000 yillarma dayanmaktadir. Latincede
yengec anlamina gelen “canker’’ veya ‘’carcinos’’ kelimelerinden tiiremistir. MO 3.
yiizyillda Hipokrat, timor etrafindaki sismis damarlart bir yengecin bacaklarina

benzetmistir ve timor kelimesi ilk defa kullanilmistir (Baykara, 2016).

Bazi toplumlarda yasayan insanlarda kanser olanlarin yaklasik beste biri 6lmektedir.
Kanser, DNA diziliminde meydana gelen bazi degisiklikler sonucunda olusmaktadir.
Bazi kanser tiirleri kalitimsal olup bireylerdeki genlerle aktarilir ve tiim kanserlerin
%10-15’lik kismini olusturur. Geriye kalan kisim ise  %85-90’lik olup; DNA’nin
mutajenik olan birgok maddeye maruz kalmasi sonucu olugsmaktadir. Mutajenik olan bu
ajanlarin hiicrenin DNA’sinda yaptig1 bazi degisikliklerin, replikasyon sonucu olan
hatalara sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir (Yokus & Cakir, 2012).

Kanserin tedavisinde sik bagvurulan yontemler; kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
yontemlerdir (Baykara, 2016). Bu tedavi yontemlerine ek olarak birgok tedavi
yontemleri vardir. Bunlar; alternatif tedaviler, lazer tedavisi, gen tedavisi,
immiinoterapi, anjiogenez inhibitorleri, kemik iligi transplantasyonu (KiT) ve kdk hiicre

naklidir.

Kanserin neden oldugu belirtilerin tamamen yok edilmesi, kanser tedavisindeki asil
amaglardan biridir. Kanser tedavisinde basar1 saglama; olusan belirtileri azaltma, yasam
stiresini uzatma ve bireylerin Kaliteli bir yasam slirmesini saglama gibi daha bir¢ok
amacta kullanilmaktadir (Ogiit Diizen & Korkmaz, 2015).

2.1.1 Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri



Kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkli olarak birgok 6zellige sahiptir. Kanserli
hiicrenin ylizeyinde bulunan reseptorler normal hiicrelere gore ¢ok fazla sinyal alir.
Kontrolsiiz bir sekilde proliferasyona sebep olurlar. Kanserli hiicreler yanindaki hiicreye
temas ettikleri zaman boliinmeyi durdurmazlar. Saglikli olan hiicreler her tipteki besini
kullanabilirken, kanser hiicreleri sadece glikoliz dongiisiinden gelen glukozu
kullanabilirler. Gerekli besin ve oksijeni alabilmek igin kendilerine yeni damar
sistemleri olusturabilirler. Telomeraz aktivitesini korurlar ve bu sayede sonsuz replike
olup ¢ogalabilme 6zelligine sahiptirler. Dolagim sistemi igerisinde bir yerden bir bagka
yere hareket edebilir ve bu sekilde bulunduklari noktalara yerleserek kanserlesmeyi
(metastaz) baslatabilirler. Kanser hiicreleri apoptozdan kagabilme yetenegine sahiptirler.
Genetik ve epigenetik olarak stabil degillerdir (Baykara, 2016).

2.1.2 Kansere Neden Olan Faktorler

Kansere neden olan faktorler, gevresel, beslenme, genetik ve hormonal olarak
gruplandirilabilir (Bilgen, 2008).

Kanserde ¢evresel faktorler, ailesel baglanti olmadan kansere neden olan tiim etmenler
olarak bilinir. Cevresel faktorler Kisinin kendi tercihleri olan sigara, alkol, diizensiz
beslenme ve kisinin maruz kaldigi etmenler olan kimyasallar, yiiksek maruziyette
radyasyon, su ve hava Kirlilikleri ve biyolojik faktorler olmak {izere iki grupta
toplanmaktadir (Baran & Kiraz, 2014).

Tedavi veya dogum kontrolii amagli olarak hormonlar siklikla kullanilabilir. Hormonlar

uzun siireli kullanimlarda karsinojenik dzellige sahip olabilir (Ustiindag, 2013).

Yapilan arastirmalarda kanserin beslenmeyle iliskisi %10-70 arasinda degisir. Yetersiz
ve dengesiz beslenme, kanser riskini arttirmaktadir. Bazi besinlerin kanserden koruyucu

oOzellikleri olanlart da mevcuttur (Aygiin Cevik & Piringgi, 2017).

Cevresel faktorlere bagli olarak kanserin meydana gelme olasiligi kalitima oranla daha

fazladir. Baz1 hastaliklara karst genlerin yatkinliga neden oldugu ve olmadigi konusu



hala arastirilmaktadir (Yokus & Cakir, 2012).

2.1.3 Kanserin Olusum Mekanizmasi (Karsinogenezis)

Hiicreler yasam siireci boyunca biiyiime, bolinme ve apoptozis gibi birgok
mekanizmalara sahiptir, bu mekanizmalar ile yasamin1 devam ettirir ya da sonlandirir.

Bu mekanizmalarin ¢alismamasi durumu ise karsinogenezi tetiklemektedir.

Hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi, yakinindaki dokulara invazyon saglar ya da
organlara metastaz yetenegi kazamr. Bu olaya karsinogenez denir (Inciser Pasalak &
Seven, 2017).

Proto-onkogenler / Tumor baskilayici genler
Susturulmus onkogenler (Aktif)
| gemmemmee Genetik degisiklikler  ————oeoo > |
i (mutasyon, delesyon vb.) .
I > |
’;’ 1

Epigenetik degisiklikler

Onkogenler
(Aktif)

~a Hiicre gcogalmasi
Apoptoz baskilanmasi

Adhezyon azalmasi
Anjiogenez / Invazyon

Sekil 2. 1 Karsinogenez olusumu (Pazarbas1 & Kasap, 2003).

Onkogen Aktivasyonu: Normal hiicreler olan proto-onkogenler, kontrolsiiz ¢ogalarak
mutasyon gecirir (nokta mutasyonlari, kromozom translokasyonu ve gen
amplifikasyonu) ve bunun sonucunda aktif hale gelir. Bu olaya onkogen aktivasyonu
denir. Onkogenleri aktif hale gelen hiicre yeni bir islevsel 6zellik kazanir. Hiicre
cogalmasimi saglayan proteinleri aktif hale gelir ve onkogenler bu proteinleri

sifrelemeye baglar.



Tiim6r Baskilayic1 Genler: Genetik materyal iizerinde mutasyon olusturan fiziksel ve
cevresel ajanlar, DNA onarim enzimlerinin ve apoptozisin inaktivasyonuna sebep
olurlar. Meydana gelen mutasyonlar bazi genlerdeki proteinleri sifreler. Bu sifreledigi
proteinler tarafindan belirlenerek etkisiz hale getirilir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi
sonucu olusan mutasyonlar1 ortadan kaldirmak ve genom biitlinliigiinii korumak, bu
genlerin gorevleri arasinda yer almaktadir. pS3, tiimor baskilayici genlerden en fazla

tanimlanmis olan gendir (inciser Pasalak & Seven, 2017).

Hiicrelerin asirt ¢ogalmasina neden olan fonksiyon kaybi mutasyonlart timor
stipresorler olarak adlandirilmistir.  Timor baskilayict gen olan p53 geni, 17.
kromozumun kisa kolu iizerinde bulunmaktadir. 53000 daltonluk bir proteini sifreler.
Bir transkripsiyon faktorii olmakla birlikte aynt zamanda hiicre dongiisii

diizenleyicisidir (Pazarbast & Kasap, 2003).

Normal kosullar saglandigi zaman p53 geni az eksprese olur. Az eksprese olan p53 geni
genetik materyalde hasar meydana geldiginde hiicre béliinmesini durdurur ve olusan
hasar1 degerlendirir. Meydana gelen hasar onarilabilir ise DNA oOnarim enzimleri
DNA’daki hasarli kismi ¢ikartarak yeniden sentezler. Meydana gelen hasar
onarilamayacak gibiyse, hiicre boliinmesi durdurulur ve apoptozis mekanizmasi aktif

hale gelerek hiicre apoptoza girer.

Timor hiicreleri ise apoptozis mekanizmasindan kagarlar. Kontrollii hiicre 6limiinden
kagan bu hiicreler ise DNA’larinda olusmus olan mutasyonlar ile yasarlar ve

proliferasyona devam ederler (Inciser Pasalak & Seven, 2017).

Kanserin gelisim siireci olarak bilinen karsinogenez ii¢ asamadan olusur:
1. Inisiyasyon (Baslangic)
2. Promosyon (Artma)

3. Progresyon (llerleme)

Inisiyasyon safhasinda, epigenetik diizenlemeler, kromozom ve DNA hasari ile kendini

gbstermeye baslar. Inisiyasyon safhasi uzun bir siirectir ve bu siireci takiben



enflamasyonla birlikte kararsiz olan hiicrelerin biiyiidiigii ve ¢ogaldigi gozlemlenir.
Progresyon safhasinda hiicrelerin proliferasyonu artar; hiicreler kendi genomlarina zarar

vermeye baglarlar ve sonucunda kotii huylu tiimore dontsiirler (Ciftei, 2017).

2.1.4 Kanserde Tedavi

Gliniimiizde kanser tedavisi spesifik olmayan yontemlerden spesifik yontemlere dogru
ilerlemektedir (Barbaros & Dikmen, 2015).

Kanser tedavisinde kullanilan tedavi yontemleri sunlardir: cerrahi  yontem,
immiinoterapi, kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi ve lazer tedavisi (Cevik &
Aydin, 2012).

Cerrahi Yontem

Timoriin uzaklagtirillmasini saglayan ve kanser tedavilerinde sik¢a basvurulan tedavi
sekli cerrahi yontemlerdir. Ozellikle yayillim géstermemis olan farkli kanser tiirlerinde
iyi bir tedavi yontemidir (Cevik & Aydin, 2012).

Radyasyon Tedavisi

Kanser tedavisinde kullanilan X 1ginlari, gama 1sinlart ve iyonize isinlari radyasyon
tedavisinin temelini olusturur (Cevik & Aydin, 2012).

Radyasyon tedavisi kanserli hiicreye zarar vererek etkisini gosterir. Belli bir bolgeyi ya

da viicudun tamamini hedef alabilen tedaviler de mevcuttur (Baykara, 2016).
Immiinoterapi
Biyolojik molekiiller olan interlokin ve interferonlar kullanilarak bagisiklik sisteminin

uyarilmasi islemidir (Cevik & Aydin, 2012). Biyolojik terapi ve biyoterapi olarak da
adlandirilir (Barbaros & Dikmen, 2015).



Hormon Tedavisi

Viicudun dogal olarak fiirettigi hormonun hiicreye baglanmasi ve kanser hiicrelerinin
biiylimesini engellemesidir. Bu ilaglar1 kemoterapi ilaglarindan ayiran en biiyiik farktir
(Baykara, 2016). Hormon salgilanmasina bagli olarak meme ve prostat kanserlerinde

bazi hormonlarla uygulanan tedavi yontemidir (Cevik & Aydin, 2012).

Lazer Tedavisi

Lazer tedavisi cerrahi miidahalelerde birlikte uygulaninca yararl olabilmektedir (Cevik
& Aydin, 2012).

Kemoterapi

Kanserin ¢esitli ilaglarla tedavi edilmesi olan kemoterapi, en ¢ok bilinen tedavi
yontemlerinden biridir. Kemoterapide kullanilan bazi ilaglar kanserli olan hiicrelerin
proliferasyonuna engel olur. Ayn1 zamanda normal hiicrelere de etki ederek bu hiicreleri

yok eder (Cevik & Aydin, 2012).

Timorin boyutunu kiigiiltmek igin radyoterapi gibi kemoterapide kullanilir, kanserin
tekrar riskini azaltict uygulamalar yapilmaktadir. Kemoterapi uygulamalarinda
kullanilan ilaglar alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antitimér antibiyotikler, mitotik

inhibitdrler ve topoizomeraz inhibitorlerdir (Baykara, 2016).

Giiniimiizde kanser vakalar1 artis gostermistir, bu yiizden antineoplastik ilaglar yiiksek
dozlarda kullanilmaya baglanmistir. Bu durum uygulanan ilag miktarinin artmasina

neden olmustur (Olgun & Simsek, 2010).

Kanserin kisiye 0zgii bir hastalik olmasi yapilan tedaviler arasinda farkliliklara neden

olur. Tedavide kesin ve tek bir yontemden bahsetmek zordur (Baykara, 2016).



2.2 Hepatoselliiler Karsinom (HCC)

Karaciger kanseri, kanser tiirleri arasinda olan ve oliimciil olarak bilinen kanserlerden
birisidir (Yicel, 2018). Karaciger kanserlerinin % 85-90’1n1 olusturan, hepatoselliiler
karsinomdur (Tarhan, 2013).

Giiniimiizde tip ve teknolojideki gelismeler, teshis ve tedavide artan imkanlara ragmen
6liim nedenleri arasinda kanser ilk siralarda yer alir (Demirkaya, Gilindogdu, Dodurga,
Segme, & Giindogdu, 2019). Tiirkiye’deki durumla alakali olarak net bir sayisal veri
bulunmamaktadir (Tarhan, 2013).

Hepatoselliiler karsinom (HCC) diinya ¢apinda goriilme sikligi olarak en fazla goriilen

dordiincii kanser tiiriidiir ve karaciger kanser tiirlerinin % 80’ini olusturmaktadir (Oner,

Isan, Giilhan Aktas, & Colak, 2020).

Hepatoselliller karsinomun erkeklerde goriilme olasiligi kadinlara gére 3 kat daha
fazladir. Yasa bagl olarak Olim orani da ¢ok fazla artmaktadir. Hepatoselliler
karsinomun erkeklerde cok sik goriilme sebebi sadece cinsiyet ile ilgili degil ayni
zamanda erkek bireylerin ¢ok fazla miktarda alkol ve sigara tiiketimi, yiiksek
testosteron seviyeleri olarak belirtilmektedir (Gtivenalp, 2019). Hepatoselliiler
karsinomun olusumu ve gelisiminin genetik ve epigenetik olaylar sonucunda kompleks
ve birden fazla asamali bir siirecte rol aldigi ongoriilmektedir (Demirkaya, Giindogdu,

Dodurga, Se¢me, & Gilindogdu, 2019).

Cerrahi miidahaleler, hepatoselliiler karsinoma (HCC) yakalanmis bir bireyin hayatta
kalma durumunda en etkili tedavi yontemi olmakla birlikte; parc¢a alarak yapilan bu
miidahale oldukg¢a azdir ve metastaz (yayilim) oranmin ¢ok yiiksek miktarda olmasi
klinikte daviyi dogrudan etkilemektedir (Oner, Isan, Giilhan Aktas, & Colak, 2020).

HCC’li  hastalarda antikanser ilaglarina karsi bir dayamiklilik  olustugu
gorilmektedir(Kus, 2017). Kanserin tekrardan niiks etmesi durumunda, hastalarda sag

kalma oranlarmi belirli bir sekilde azalttigi ve hastaligin tekrardan gelismesi ise



hastalarda tedavi imkanini sinirhi tuttugu unutulmamalidir. Bu nedenle hasta seg¢imi

niiksiin azaltilmasi i¢in ¢ok dnemlidir (Giinay, et al., 2013).

2.2.1 HepG2 (insan Hepatoselliiler Karsinom) Hiicre Hatt1

Hepatoma hiicre hatlari, primer insan hepatositlerine in vitro alternatif olarak ¢ok fazla
kullanilmaktadir. Bu insan hepatoma hiicre hatlari; HepG2, Hep3B, HuH7 ve HepaRG
dir. flag metabolizmas1 ve hepatotoksisite galismalarinda insan hepatom hiicre hatlar

yaygin olarak kullanilmaktadir.

HepG2 hiicre hatti, 1980 yilinda, Philadelphia Wistar Enstitiisii’ndeki arastirmacilar
tarafindan "The Human Hepatoma-Derived Cell Line" patenti alinmig ve literatiire

girmistir.

O tarihten bu zaman kadar HepG2 hiicreleri, 15 yasindaki erkek bir hastanin karaciger
dokusundan elde edilen insan hiicre hatti olarak Amerikan Tip Kiiltiir havuzunda

bulunmaktadir (Giivenalp, 2019).

Resim 2. 1 HepG2 hiicre hatt1 (Faedmaleki, Shirazi, Salarian, Ashtiani, & Rastegar, 2014).

HepG2, farmakolojik ve toksikolojik arastirma ve ¢alismalarda ¢ok sik kullanilan insan
hepatom hiicre hattidir. HepG2 hiicreleri ¢ogalma (proliferasyon) yetenekleri olan,

tiimorojenik olmayan ve epitelyal benzeri bir morfolojiye sahip olan hiicrelerdir. Bu
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hiicreler bircok farklilagmis karaciger fonksiyonlarini gergeklestirebilirler (Giivenalp,

2019).

HepG2 hiicreleri; Kiiltiir ylizeyine yapisarak kiimecikler olustururlar. Kiiltiir ortaminin
tamamin1 kaplayan bu kiimecikler farklilasirlar. Farklilasan bu hiicrelerin bir kismi
kiiresel yapilar olustururken, diger bir kismi ise farkli sekilde gogalmayi segerler (Tatar,
Sengiil, isan, & Giilhan Aktas, 2016).

HepG?2 hiicreleri, karaciger kanseri ¢alismalarinda ¢ok fazla kullanilir ve hepatoselliiler
karsinoma bulunan hastadan izole edilmis hiicre dizisidir. Bir ¢aligmada hepatoselliiler
karsinoma tanist konulmus bir hastadan HepG2 hiicreleri izole edilmis ve morfolojik
ozelliklerine bakilarak (sitoplazmik organellerden mitokondri, endoplazmik retikulum
ve golgi cisimcigi ile hiicre iskeletini olusturan filamentlerden olan aktin filamentlerinin
miktar1) kiltiir stirecindeki degisimi  karsilastirmali  olarak  degerlendirilmesi
hedeflenmistir. Sitoplazmik organel olarak bakildigindan ortamdaki hiicre yogunluguna
bagl degisirken, hiicre iskeletinde belirgin bir degisiklik olmamstir (Isan, Cilac
Tombus, Dogru, Sanli, & Giilhan Aktas, 2016).

Bagka bir ¢alismada FOXK1'in devreden ¢ikarilmasi, glikolizi inhibe ederek karaciger
kanserinin hiicre canliligini baskilanabildigi arastirilmistir. Bunun igin FOXK1'in dort
insan karaciger kanseri hiicre hattinda ekspresyonlart qRT-PCR ve western blot
kullanilarak; hiicre canliligi ise MTT kullanilarak degerlendirilmistir. FOXKZ1'in yok
edilmesi hiicre canliligin1 azaltmis ve buna bagli olarak karaciger kanseri hiicrelerindeki

glikoliz diismiistiir (Cui, Gao, Zhang, Han, & Wang, 2018).

Yapilan bir ¢alismada, hepatoseliiler karsinom hiicre hattt olanHepG2 hiicrelerinde
parietinin sitotoksik ve genotoksik etkisinin arastirilmasi amacglanmistir. HepG2
hiicreleri uygun kiiltiir kosullarinda elde edilmis ve kiiltiire edilmis hiicreler 25-1000
uM konsantrasyonunda parietin uygulanarak 24-48 saat inkiibasyona birakilmigtir. XTT
yontemi ile hiicre canlilik orani belirlenmis, comet yontemi ile de genototoksik etkisi
incelenmistir. Elde edilen veriler; parietinin HepG2 hiicrelerine IC50 degeri 25 uM

olarak belirlendigini ve comet sonuglarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir artig
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goriilmedigi gozlemlenmistir (p>0.05) (Demirkaya, Giindogdu, Dodurga, Se¢me, &
Gilindogdu, 2019).

Yapilan bir bagka ¢alismada, IL-6‘nin kaspaz-1, kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinin
HepG2 hiicreleri iizerindeki etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda, IL-6 ilave
edilmesi sonucunda kaspaz-3 aktivitesinde artisa neden olmustur. HepG2 hiicrelerinde
apoptoza giden yolakta etkili oldugu belirtilmistir (Balkan, Kismali, Turan, Balkan, &
Sel, 2017).

Bagka bir c¢alismada, Kaya kekigi (Satureja cuneifolia) bitkisinden elde edilen
ekstrelerin HepG2 insan karaciger kanser hiicrelerinde in vitro sitotoksik hiicre 6limii
lizerine etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Farkli dozlarda alinan bitki ekstreleri,
cogaltilmis olan karaciger kanser hiicrelerine verilmistir ve etki diizeyleri belirli zaman
araliklarinda incelenmistir. Kanser hiicrelerinde canlilik testleri tripan mavisi yontemi
ve MTT testi kullanmilmistir. Calisma sonucu olarak; belirli zaman ve doz araliklarina
baglt olarak Satureja cuneifolia ekstrelerinin karaciger kanser hiicrelerinin gelisimini

engelledigi ve kanser ilaclarinin tasariminda kullanilabilecegi belirlenmistir (Yiicel,
2018).

HepG2 hiicrelerinde palmitat ile olusturulan yaglanma, karacigerdeki yag birikiminin
zararl etkilerinin arastirllmasinda kullanilan in vitro non-alkolik yagli karaciger
hastaligit modelidir. Bu ¢alismada ise HepG2 hiicrelerinde palmitat ile olusturulan
yaglanmanin paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 enzimlerine etkisini arastirilmistir.
Calisgma sonucunda HepG2 hiicrelerinde palmitat ile olusturulan yaglanma;
paraoksonaz-1 mRNA diizeyini arttirmig, paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein,
paraoksonaz-3 mRNA diizeylerine ve arilesteraz aktivitesine etkisi olmadigi

gosterilmistir (Sayilan Ozgiin, Ozgiin, Tabak¢ioglu, Siier Gokmen, & Eskiocak, 2019).

Yine bir baska calismada, kanser hiicrelerinde isleyisi hasarli olan apoptotik, anti-
apoptotik ve ¢oklu ilag¢ direnci yolaklarinin incelenmesinde, karaciger kanseri hiicre
hatti (HepG2) kullanilmistir. HepG2 hiicre hattin1 en etkili antikanser ilaglardan biri

olan doksorubisin ile muamele ederek, apoptozun uyarilmasini saglamistir ve apoptozda
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onemli rol oynayan bazi genlerin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. HepG2
hiicrelerinde bazi ilag uygulamalarindan sonra kontrol gruplarina kiyasla deney
gruplarinda, bazi genlerde ekspresyon diizeylerini arttirdigi ve bir diger gen grubunda
ise gen ekspresyon diizeyinin uygulanan ila¢ dozundan bagimsiz olarak degismedigi

gozlemlenmistir (Aydin & Ercan, 2012).

2.3 Silybum marianum (Meryemana Dikeni)

Cok eski zamanlara dayanmakta olan bitkisel ila¢larin kullanimi, insan sagligi igin ¢ok
onemlidir. Birgok hastaligin onlenmesi ve tedavisinde halen kullanilmaktadir. Diinya
genelinde bu ilaglarin standartlari gelistirilmekte ve her iilkede bu durum farklilik
gostermektedir (Siizge¢-Selguk & Eyisan, 2012). Bitkisel ilaglarla tedavi ozellikle
batida yayginlasmis olup, yapilan arastirmalara gore batida yasayan {ilkelerin niifusunun

% 20- 65’1 diizenli olarak bu ilaglar1 kullanmaktadir (Altin, 2006).

Compositae/Asteracea familyasindan olan Meryemana dikeni bitkisi  (Silybum
marianum (L.) Gaertn.), tek yillik otsu bir bitkidir (Katar, Yaman, Subasi, & Arslan,
2013).

Silybum marianum bitkisinin 6zellikleri sunlardir:

e Govdesi 30-100 cm yiiksekliktedir.

e Yesil, seyrek ve yumusak tiiylere sahiptir.

e Yapraklar1 beyaz damarli, soluk yesil renklidir.

e 7 mm uzunluga sahip olan meyveleri bulunmaktadir.
e Siyah-¢izgili renkte akenleri vardir.

e Bitkinin ¢igek agma zamani Nisan ve Mayis aylaridir. Kokusu onu diger
bitkilerden ayiran bir 6zelliktir (Eren & Sar, 2020).

Bitkinin tarihine baktigimiz zaman 4.yy’da bile medikal bir bitki olarak goriildiigiine
dair kanitlar vardir. Silypum marianum bitkisi karaciger hastaliklarinin tedavisinde

kullanilan en eski bitkilerden birisidir (Saymn, 2012). Enginar gévde yapraklarindaki
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damarlarindan beyaz 6zsuyu ¢iktign icin bu bitki Ingilizce’de Milk Thistle ismiyle
bilinir (Ttirkmen, 2019).

Bu bitki Almanya’da Meryemananin dinsel bir sembolii olarak goriilmektedir ve bu
yiizden Meryemana dikeni ismi verilmistir. Bu bitkiyi Kizilderililer ise Deve Dikeni,
Kutsal Diken, Okunmus Diken gibi pek ¢ok isimde adlandirmislardir. Tiirkiye’de ise
deve dikeni olarak bilinir (Sayim, 2012).

Resim 2. 2 Silybum marianum (Deve dikeni) (Eren & Sar, 2020).

Bitkinin yayilim gosterdigi alanlar; Afrika’nin stepleri, Giiney Avrupa ve On Asyadir
(Katar, Yaman, Subasi, & Arslan, 2013). Rusya’nin giineyinde yaygin olup,
Amerika’da yetisenler Avrupa ve Asya’dakilere gore daha verimlidir (Sayin, 2012).
Tiirkiye’de Akdeniz, Karadeniz ve Ege bolgelerinde goriilmekte olan bu bitki en ¢ok
yol kenarlarinda rastlanir (Katar, Yaman, Subasi, & Arslan, 2013).

2.3.1 Silymarin

Silypum marianum tohumlar1 bir¢ok aktif madde igerir. Tohum igeriginde bulunan
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silymarin %1-5 oranindadir. Bitkinin tohumlarindan elde edilen ekstrelerde %70-80
oraninda silymarin bulunmaktadir fakat bitkinin diger kisimlarinda (¢ig¢ek, yaprak, kok
gibi) silymarin bulunmamaktadir (Celik & Kan, 2013). Silybum marianum tohumlar1 bir

hepatoprotektif madde olan betaine ve esansiyel yag asitleri de igerir (Sayin, 2012).

s T

Sekil 2. 2 Silymarinin kimyasal yapis1 (Kocaman & Dabak, 2015).

Silymarin kimyasal olarak silibin, izosilibin, silikristin ve silidianin gibi pek c¢ok

izomerlerinden olusmaktadir (Kocaman & Dabak, 2015).

Silymarinin dogal bilesenlerinden olan silybin en etkili olandir ve silymarinin % 80’ini
olusturur (Saymn, 2012). Silibin Silypbum marianum tohumlarindan elde edilen
flavonolignanlarin ana bilesenidir. Silymarin, Silypbum marianum L. hazirlanan bir
ekstredir ve hepatit C enfeksiyonu olan ya da kronik karaciger hastaligi olan kisiler i¢in
etkili oldugu bilinmektedir (Tiirkmen, 2019).

2.3.2 Silymarinin Etkileri

Silymarinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir fakat etki mekanizmasi

literatiirde birgok sekilde agiklanmustir.

e Silymarin glutatyon (GSH) un intraselliiler igerigini diizenler.
e Lipit peroksidasyonuna kars1 etki gosterir.

e Karaciger rejenerasyonunu artirmakla gorevlidir.

e RNA polimerazin aktivitesini artirici bir etki yapar.

e Siroza sebep olan kolajen fibrillerin artisini 6nler.
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e Glukuronidasyonu hizlandirir ve glutatyonun azalmasini dnler.

e Toksik etkiye maruz kalmig olan immiin sistemin diizenlenmesini saglar

(Kocaman & Dabak, 2015).

Silymarin polimerik ve okside polifenolik igeriklidir ve Silybum marianum bitkisinden

elde edilen flavonoid bir antioksidandir. Suda ¢oziinmez ve standart kapsiillenmis bitki

ekstresi olarak kullanilir (Kocaman & Dabak, 2015).

Oral uygulama sonrasi emilimi olduk¢a diisiiktiir, sigan safrasindaki orami %2-3
arasinda degisirken hem hayvanlarda hem de insanlarda maksimum plazma
konsantrasyonu 4-6 saatte ulasir (Atl, 2019). Yiiksek dozlarda kullanimimin zehirli
etkisi olmadig1 6zellikle embriyo iizerinde zararl etkisi olmadig bilinmekle birlikte,
karacigeri koruyucu ve antioksidan 6zellikleri sayisiz deneysel ve klinik ¢aligmalar ile

gosterilmistir (Tirkmen, 2019).

Etanol, parasetamol ve karbon tetraklorid kaynakli karaciger hasarma karsi
antihepatotoksik etki gosterir (Saymn, 2012). Silymarin, antienflamatuvar ve
antimetastatik 6zelliktedir ve bundan dolay1 apoptozda rol alan proteinlere etki eder.
Kemoterapi ve radyoterapinin toksisitesini onlemek ve azaltmak amaciyla kanser

hastalarina énerilmektedir (Ozgii¢, Kayalar, & Zeybek, 2018).

Ostrojenik bir etkiye sahip olan SLM’nin hem uterus kalinlig1 ve endometrial hiicrelerin
boyunun uzamasinda olumlu etki yaptig1 ve ayn1 zamanda beyinde bazi norotransmitter

maddelerin yogunlugunu artirdig bilinmektedir (Atli, 2019).

Yapilan bir c¢alisjmada SLM’nin HepG2 hiicrelerinde akrilamid kaynakli olusan
oksidatif hasar tizerindeki koruyucu etkisi incelenmistir. SLM’nin koruyucu etkisi
sitotoksisite testi olan MTT ile belirlenmistir. Daha sonra HepG2 hiicrelerinde bulunan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore, 12-96 ug /
mL'deki SLM’nin HepG2 hiicreleri tizerinde sitotoksik bir etkiye sahip olmadigi
bulunmustur. SLM hiicre canliligini artirmis ve hiicre i¢inde bulunan reaktif oksijen

tirlerinin neden oldugu oksidatif hasar1 azaltmistir. Bu nedenle SLM karaciger
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hiicrelerini akrilamidinin neden oldugu oksidatif hasardan koruyabildigi goriilmiistiir

(Liang, XiaoDuo, Wei, Hongyang, HangYu, & Meili, 2018).

Yapilan bir baska c¢alismada, SLM’nin PC12 hiicrelerinde niikleer transkripsiyon
faktori E2 ile iligkili faktor (Nrf2) yoluyla akrilamid (AA) kaynakli olusan
norotoksisiteye karst koruyuculugu aragtirnlmistir. Cesitli ilaglarla tedavi edilen
gruplarda hiicre canliligini 6lgmek i¢in MTT kullanilmistir ve SLM’nin AA ile tedavi
edilen PC12 hiicrelerinde hiicre canliligini arttirdigi gézlemlenmistir. Sonuglara gore,
SLM'nin Nrf2 sinyalini aktive edebildigi ve AA ile muamele edilmis PC12 hiicrelerinde
Nrf2 ekspresyonunu artirabildigi goriilmistiir (Sun, Li, Zhao, & Shao, 2017).

Bagka bir ¢alismada SLM’nin sicanlarda histolojik ve biyokimyasal parametrelerle
valproik asite bagli beyin hasari tizerindeki olas1 koruyucu etkilerini degerlendirilmis,
erkek sigan ile yapilan bu ¢alismada sicanlar ii¢ gruba ayrilarak farkli dozlarda valproik
asit ve SLM verilmistir. Valproik asidin neden oldugu beyin hasari, SLM’nin
antioksidatif ve anti-apoptotik etkileri nedeniyle SLM tedavisi ile azaltilmistir (Aktas &
Sevimli, 2020).

Yapilan bir ¢alismada SLM’nin mayaro virlisine (MAYV) kars1 antiviral aktivitesi ve
virlis kaynakli olusan oksidatif strese koruyucu etkisinin olup olmadigi incelenmistir.
Sitopatik etki inhibisyonu, viral replikasyon ve plak azaltma deneyleri yapilmistir.
Ardindan SLM’nin anti-MAYV aktivitesi belirlenmistir. Buna ek olarak, SLM’nin
MAYV’nin olusturdugu oksidatif hiicre hasarin1 azaltip azaltamayacagina da
bakilmistir. Elde edilen sonuglara gére SLM’nin MAY V'ye kars1 ¢ok gii¢lii antiviral
aktivite gosterdigi belirlenmistir. SLM ayn1 zamanda MAYV kaynakli olusan ROS

olusumunu da azaltmigtir (Camini, da Silva, & da Silva Caetano, 2018).
2.4 Cisplatin
Cisplatin metal bazli gii¢lii bir antineoplastik ajandir. Yapisinda VIII. grup metallerin

icinde bulunan platin metalini igerir. Cisplatinin bazi yapilari timor olusumunu

durdurucu etki gosterirken bazilari ise karsinojenik etkiye sahiptir. Amerikan Gida ve
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llag Idaresi (FDA) tarafindan platin grubu kematerapotikler, onaylanmis 6 smif

kemoterapdtikten biridir (Sabuncuoglu & Ozgiines, 2011).

1893'te Alfred Werner tarafindan kimyasal yapisi ilk kez aciklanmis ve bu bilesik
hakkinda ¢alismalar 1960’11 yillara kadar yapilmamistir. Rosenberg ve arkadaglar1,1960
yilinda yaptiklari ilk gozlemlerle Escherichia coli'deki hiicre boliinmesini
engelleyebildigini ve bazi kanser hastalarinin kemoterapisinde bu platin gruplarinin

kullanilabilecegini sdylemislerdir (Dizman, 2019).

Kimyasal yapisina bakildiginda ise merkezde iki degerlikli bir platin atomu bulunur. Bu
platin atomuna bagli iki amonyum ve iki klor bagi mevcuttur. Cis ve trans olarak iki
izomere sahiptir, CP’nin cis formu yalnizca sitotoksik etkiye neden olur (Dizman,
2019).

Sekil 2. 3 Cisplatinin kimyasal yapis1 (Dizman, 2019).

[lacin etkinligi, ortamda bulunan klor iyonu konsantrasyonuna baglidir. CP’nin daha az
etkin oldugu durumlar; klor iyonu konsantrasyonunun100 mM oldugu kan ve
ekstraselliiler sivilardir. Hiicre igi klor iyonu konsantrasyonundaki ani diisiisler, ilacin

etkinliginin artmasina neden olur (Arslanbas, 2010).

Testis, yumurtalik, akciger, mide kanseri gibi bir¢cok kanserin tedavisi i¢in CP

kullanilmaktadir (Ghosh, 2019).

2.4.1 Cisplatin Etki Mekanizmasi
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Kanser gelisimini durdurucu bir etkinligi olan CP, DNA’nin ¢ift ipliginde capraz
baglanmalar yapar. Bu sayede DNA sentezi engellenir. Timor hiicresinde DNA
biyosentezini CP bu sayede inhibe eder. CP’nin DNA’ya baglanma, transkripsiyon ya
da replikasyon gibi birgok hiicresel olay1 etkilemesi sitotoksik etkinliginden
kaynaklanir. Cesitli mekanizmalarla mitokondriyal permeabiliteyi artirir ve apoptozu

indikler.

CP, bifonksiyonel alkilleyici ilaglar gibi davranir ve bu yiizden etki mekanizmalar
birbirine ¢ok benzer. Sadece belirli bir zamanda etkili olan bir ila¢ degildir, hiicreleri

her zaman etkileyebilme 6zelligine sahiptir (Sabuncuoglu & Ozgiines, 2011).

Hiicre
Membrani
+ Protein tanima
HN_ Cl H.N OH H.N DNA Transkripsiyonunun
ngzptmm T | —— "'Pl‘dé —_— inhibisyonu
HN~ Nl H,N -~ > Onanm gahgmalan
Apoptozis
\
Y

Sekil 2. 4 Cisplatinin etki mekanizmasi (Sabuncuoglu & Ozgiines, 2011).

CP’nin kemirgen modeli, akut ve kronik bobrek hasarlarina sebep olan mekanizmalarin
ve potansiyel tedavi yontemlerinin arastirllmasinda vazgegilmezdir. Yapilan bir
aragtirmada, kemirgen modellerinde CP kaynakli olusan hasarin zorluklari hakkinda
kisa bir fikir vermeyi amaglamiglardir. Ayrica gelecekteki arastirmalar i¢in olusabilecek

zorluklardan da bahsetmislerdir (PerSe & VeleriT-Haler, 2018).

2.4.2 Cisplatin Toksisitesi

Giiniimiizde toksisitesi diigiik yeni CP ajanlarin gelistirilmesi ve CP’nin klinik

kullaniminin artirilmaya ¢aligilmasi ilgi ¢eken bir ¢aligsma alani haline gelmistir.
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Kat1 tiimorlerin tedavisinde antineoplastik ajanlar tek baslarina basarisiz olduklarindan
dolay1 CP ile kombinasyonu uygulanmakta ve terapotik etkisi, doz artisiyla belirgin

derecede artmaktadir (Sabuncuoglu & Ozgiines, 2011).

Ototoksisite, nefrotoksisite ve norotoksisite cisplatinin en 6nemli yan etkileridir.
Kimyasal bir maddenin kullanimi sonucu i¢ kulakta bulunan dokularda hasar meydana
gelmesi ve buna bagl kiside dengesel veya isitsel kayiplarin gelismesine ototoksisite
denir. Streptomisin ve gentamisin, cisplatin ve vincristin ototoksisiteye neden olan
antineoplastik ajanlardan birkagidir. Bu ajanlarin tedavi edici dozlar1 kullanilmaktadir

fakat gegici ya da kalic1 bazi hasarlara sebep olabilmektedirler (Tas & Simsek, 2017).

CP viicutta baz1 toksik etkiler yapmaktadir. Bu toksisiteyi yapan metaboliti Cis-
diamineaquachloroplatinum Il dir (Tas & Simsek, 2017).

CP’nin nefrotoksisitesini agiklayan bazi mekanizmalar bulunmaktadir. Serbest oksijen
radikallerinin  olusumu bunlardan birisidir. CP  nefrotoksisitesine kars1 ise

antioksidanlarin koruyucu 6zelligi arastirilmigtir (Sabuncuoglu & Ozgiines, 2011).

Puerarin, Cin tibbi bitkisi olan Radix puerariae’den tiiretilen bir izoflavonoiddir.
Yapilan bu c¢alismada, puerarinin  CP  nefrotoksisitesi  tizerindeki  etkisi
degerlendirilmistir. Sican nefrotoksisite modeli olusturulmus ve puerarinin belirli,
dozlar1 ayarlanip ven enjeksiyonu yoluyla sigan modellerine uygulanmistir. Yapilan
western blot sonuglarinda CP bobrek dokularinda TLR4 ve NF-kB protein
ekspresyonunu artirmistir. Calisma sonucundaki bulgular, puerarinin TLR4 / NF-xB
sinyalini inhibe ederek CP nefrotoksisitesine karsi renal koruma sergiledigini ileri
stirmiistiir (Ma, Yan, Zhu, & Shao, 2017).

2.5 Genetik Toksisite (Genotoksisite) Testleri

Fiziksel ya da kimyasal ajanlarin DNA’da hasar meydana getirmesine genetik toksisite

ya da genotoksisite denir. Genotoksik ajanlarin DNA’da hasar meydana getirmesi
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sonucunda DNA’da bazi degisikliklere ve farkliliklara neden olmasi durumuna
genotoksik etki adi verilir. Dogrudan ya da dolayli olarak DNA’y1 etkileyebilirler (Ath
Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).

Son gelismeler, molekiiler kanser genetiginde karsinojen maddelerinin ¢ogunun
onkogenler ve anti-onkogenlerdeki mutasyonlarla iligkili oldugunu gdstermektedir
(Bedir, Bilgici, Yurdakul, Giirsel, & Alvur, 2004).

GENOTOKSINLER

/ HASAR \
Mitotik 5 Il\IA Hiucre Dongusi
13 Iphklen Kontrol Noktalan

DNA Onanm Hatalan

Mutasyonlar

Apoptoz

l

Gcncuk hararsmhk

[\ aslanxna] Infemhte [Ranser | Gcnctz;c{::t Mulaz:faktoryal

Sekil 2. 5 Genotoksik maddelerin DNA {izerindeki etki mekanizmasi ve sonuglart (Ath
Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).

Genotoksisite testleri 1970’lerden beri kullanilmaktadir (Bedir, Bilgici, Yurdakul,
Giirsel, & Alvur, 2004). Bu testler, DNA’da meydana gelen hasarlar1 tespit etmek
amaciyla kullanilmaktadir ve in vitro - in vivo test sistemleri gelistirilmistir (Ath
Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).

In vivo Genotoksisite Testleri: Genotoksisitesi bilinmeyen bir kimyasal maddenin

olusturdugu etkilerinin vivo olarak incelenmesine dayanmaktadir.

In vitro Genotoksisite Testleri: Izolasyonu saglanmis hiicrelerde uygulanir. Bu testler

kisa stirelidir ve in vivo veya in vivo - in vitro olarak yapilmaktadir.
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Yaygin olarak kullanilan in vitro ve in vivo genotoksisite testleri sunlardir:

e Salmonella/ Mikrozom Mutajenite (AMES) Testi

e Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE=COMET) Testi

e Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

e Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

e Mikroniikleus (MN) Testi(Atli Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).

2.5.1 Salmonella / Mikrozom Mutajenite (AMES) Testi

Kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin arastirillmasinda kullanilan, gegerliligi
yilksek oranda kabul edilen bakteriyal test yoOntemlerinden biri olan
Salmonella/mikrozom mutajenite testi, yliksek uygulanabilirlik, hizli sonu¢ vermesi ve
diisiik maliyetli olmasi gibi ¢ok yaygin kullanim alanina sahiptir (Aydogan, Cavusoglu,
& Yalgin, 2018).

1975 yilinda Ames ve arkadaglari tarafindan yayilanan bu yontem, bakteri mutasyonu
sonucu olusan mutant kolonilerin saptanmasi teknigine dayanmaktadir (Karakaya &

Karakaya, 1983).

Ames testi, havada, akarsu ve gollerde mutajeniteyi tespit etmek amaciyla da yaygin

olarak kullanilmaktadir (Cigerci, Liman, Kutlu, Aydogan, & Konuk, 2007).
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Sekil 2. 6 Ames test (Sezginer & Dane, 2016).

Histidin ya da triptofan operonunun degisik bolgelerinde gesitli mutasyonlar igerdigi
icin Salmonellatyphimurium ya da Escherichia coli mutant suslar1 kullanilir
(Yiizbasioglu, Zengin, & Unal, 2014).

Bu testin temelinde, S. Typhimurium’nun mutasyon sonucunda histidin sentezleme
yeteneklerini kaybetmis suslart bulunmaktadir. Sitokrom P-450 enzimlerini igeren
memeli karaciger post mitokondriyal siipernatant (S9) varliginda veya yoklugunda bu
suslar uygulanacak olan kimyasalla muamelesi yapilir. Muamele sonrasinda ikinci bir
mutasyon meydana gelir. Mutasyon sonucunda artik histidin sentezleyebilen/iireyebilen
koloniler olusur. Koloniler sayilarak mutajenite belirlenir (Atli Sekeroglu & Sekeroglu,
2011).

2.5.2 Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE=COMET) Testi

Gegmisten gilinlimiize kadar DNA’da meydana gelen hasarlarin gozlemlenmesinde
farkli teknikler kullanilmistir. Bu tekniklerin pahali olmasi, uzun zaman almasi gibi
dezavantajlarinin olmasi farkli segenekte yontemlere ihtiyaci artirmistir. Singh ve
arkadaslar tarafindan 1988 yilinda gelistirilen “’Tek Hiicre Jel Elektroforezi’’metodu
ortaya ¢ikarilmistir (Giiner & Gokalp Muranli, 2013).
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DNA’da meydana gelen hasarin belirlenmesinde kullanilan Tek Hiicre Jel Elektroforezi
(SCGE); hassas, basit ve hizli bir floresan yontemidir. Genetik toksikolojiden molekiiler
epidemiyolojiye kadar bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir. Bu test “Single Cell Gel
Electrophoresis”, “Comet Analiz” ya da “Microgel Electrophoretic Tecnique” olarak da
adlandirilmaktadir (Yeni, Fidan, & Giindogan, 2010).

Kirik olan DNA elektroforez sirasinda hiicre disina ¢ikar ve DNA’da meydana gelen bu
hasar kuyruklu yildiz goriinimiini alir. Adin1 bu kuyruklu yildiz gériiniimiinden alan
SCGE, floresan mikroskobik bir yontemdir (Bedir, Bilgici, Yurdakul, Giirsel, & Alvur,
2004).

Bu metoddailk olarak hiicreler agaroz igerisine yerlestirilir. Lizis tamponunda hiicreler
bekletilir. Elektroforez tamponunda yiiriitme islemi yapilir ve floresan boya ile boyanir.
Zarar gormemis DNA’lar floresan mikroskobu altinda kuyruk goriintiisii olugturmazken,
hasar gérmiis DNA’larda kuyruklu yildiz gériintiisii olugur. Hasara ugramis olan DNA
fragmentleri farkli elektrik yiiklerine ve molekiiler agirliklarina sahip olmasi elektriksel

alan igerisinde farkli hizlarda hareket etmelerine sebep olur.

Resim 2. 3 Comet yontemine ait jel goriintiisii (Durmaz, Dikmen, & Giindiiz, 2010).

Comet testi ile DNA hasart belirlenir. Hasarin durumuna gore hiicreler skorlanir;

kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu gibi degiskenlerin
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hesaplamalar1 yapilir (Ath Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).
- -
-

Resim 2. 4 Tek hiicre jel elektroforez yontemi ile farkli skor seviyelerinde hasara ugramis olan
DNA goriintiileri

0- Hasarsiz DNA; I-Cok az hasarli DNA; II-Az hasarli DNA,; IlI-Hasarli DNA; IV- Tamamen
hasarli DNA (Dikilitag & Kogyigit, 2010).

DNA’nin ¢ift zincirinde hasar meydana getiren bir¢ok ajan bulunmaktadir, bazi
ajanlarda DNA tek zincirinde hasara neden olmaktadir. Proteinlerin tam olarak
uzaklastirilamamas1 durumundan dolayi, 1988 yilinda “Alkalin Comet Metodu”
kesfedilmistir. Bu metodda DNA’da meydana gelen tek =zincir kiriklar
gozlemlenmektedir (Yeni, Fidan, & Giindogan, 2010).

Cizelge 2.1Farkli pH'larda SCGE yontemiyle belirlenen DNA hasar tipleri (Yeni, Fidan, &
Giindogan, 2010).

pH.T-8 pH: 10-12 pH=13

Gift sammal Kinktan (ift sammal kinklan Gift samal kirklan

Capraz baglar Tek sarmal kinklan Tek sarmal kiriklan
Eksizyon tamir bolgelen Eksizyon tamir bolgeleni
Gapraz baflar Gapraz badlar

Alkali orfamda agida ¢ikan hasarlar

SCGE yontemi; disiik diizeydeki DNA hasarlarii gosterebilmesi, az sayida 6rnek
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hiicre ile metodun gerceklestirilebilmesi, fazla malzemeye ihtiya¢ duyulmamasi, kolay
uygulanabilmesi, giivenli - ekonomik olmasi ve Sonuglarin kisa siire igerisinde elde

edilmesi bakimindan bu testin avantajlar1 arasinda yer almaktadir (Fidan, 2008).

2.5.3 Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

Kromozomal anormallikler, kendiliginden veya kimyasal/radyasyon uygulamasi sonucu
olarak meydana gelen normal kromozom yapisi veya sayisindaki degisikliklerdir

(Yiizbasioglu, Zengin, & Unal, 2014).

Cesitli mutajenler tarafindan olusturulan yapisal ve sayisal kromozomal anormalliklerin

tespit edilmesi amaciyla KA testi kullanilmaktadir (Sezginer & Dane, 2016).
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Resim 2. 5 Kromozom anormallikleri igeren metafazlarin goriintiileri

a- Fragment b- Kardes kromatitlerin birlesimi ¢c- Kromatit kirig1 d- Kromozom kiriklari e -
Poliploidi f- Endoreduplikasyon (Ath Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).

Memeli hiicre kiiltiirlerinde olusan kromozom anormallikleri in vitro KA testi ile

belirlenirken, kemik iligi hiicrelerinde olusan kromozom anormallikleri ise in vivo KA
testi ile belirlenmektedir (Atl1 Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).
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2.5.4 Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi

KKD testi, genotoksik ajanlarin deoksiriboniikleikasitte (DNA) olusturdugu hasarin

kromozom diizeyinde tespit etmeyi saglar.

Kromozomun iki kromatininde bulunan homolog bolgelerdeki DNA’da kiriklarin
olusmasi ve kirtlan bu bolgelerin birbirleri ile simetrik olacak sekilde yer degistirerek
tekrardan birlesmesi bu testin temelini olusturmaktadir (Soysal, Sahin, & Menevse,
2008).

No rml N ‘rh}_ n A

H n/,x cmabt .;, ;.", ‘ ’ ?‘/.ﬂ‘:
H " Depruen i’n \ ‘.A “./

BedU x;.. en DNA piklen

Sekil 2. 7 Kardes kromatit degisimleri (Ath Sekeroglu & Sekeroglu, 2011).

a- Kardes kromatid degisiminin BrdU ile belirlenmesi b- Kardes kromatidler arasindaki

degisimleri gdsteren metafaz goriintiisii

Hiicre kiiltiirlerinde DNA’da olusan kiriklar1 gorinebilir hale getirmek igin timin
analogu gibi davranan bromodeoksiiiridin (BrdU) maddesi kullanilir. BrdU hiicre
dongiisii esnasinda kardes kromatidlerin homolog bdlgelerine girerek karsilikli olan

pargalarin farkli renklere boyanmasini saglar (Sezginer & Dane, 2016).

Kardes kromatid degisimi testi, DNA replikasyonu sonucu etkilesime giren
mutajenlerin saptanmasini saglayarak, c¢esitli ajanlarin mutajenik ve karsinojenik
etkilerinin  belirlenmesinde siklikla kullanilir. Ayrica deneysel olarak yapilan

caligmalarda indikatdr test olarak 6zellikle kromozomlarda olusan yapisal degisimleri
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aragtirma yoniinden bu test 6nemlidir (Kontas, Atli Sekeroglu, & Sekeroglu, 2011).

2.5.5 Mikroniikleus (MN) Testi

Mitoz bdolinme gegiren tiim hiicrelerde uygulanabilen bir testtir ve bu yiizden
mikroniikleus testi genetik toksikoloji arastirmalarinda olduk¢a yaygin kullanilmaktadir
(Sezginer & Dane, 2016).

Kimyasal ve fiziksel ajanlarin kromozomal diizeyde meydana getirdigi hasarlari
degerlendirmek amaciyla MN testi (Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay= CBMN
Assay) kullanilmaktadir. Fazladan bir kiltir islemi gerektirmeyen MN testi;
skorlanmasinin kolayligi ve farkl hiicrelerde kullanilabilirligi agisindan birgok avantaja
sahiptir. MN testi in vivo ve in vitro olarak yapilabilir (Sekeroglu & Atli Sekeroglu,
2011).

1950’lerde bitki hiicrelerinde olusan kromozomal hasarinin 6lglilmesinde MN testi
kullanilmistir. 1970’lerde ise bu test bazi kimyasal maddelerin kanserojenik etkiye
neden olup olmadigini aragtirmak i¢in hayvan hiicrelerinde denenmeye baslanilmistir

(Sekeroglu & Atli Sekeroglu, 2011).

Klastojenler - 'v - .
| J {1 Ll c—
g I\, ‘
Ny 4 _— Asentrik kromozom fragmenti
: 74 sonucu olusan kiiclk
\ mikronukleus
Anafaz DNA <_:1f1_z1nur
' kang
gh o
\ - — e, ey
Tnterfax { r- « e— -
Anojenler PPy ™ N
A= o Tam bir kromozom kaybi
: y ' sonucu olugan biytik
Mitotik iplikierdeki mikronikleus

Anafaz hata

Sekil 2. 8 Kimyasal ajanlar ile uyarilmis hiicrelerdeki MN’ler (Sekeroglu & Atli Sekeroglu,
2011).
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Uygun ortamlarda hiicre kiiltiirleri inkiibasyona birakilir. Birakilan hiicre kiiltiirlerine
ilk mitoz bolinme gegirmeden Once kiiltliriin 44. saatinde sitokalasin-B maddesi ilave
edilir. Sitokalasin-B sitoplazma boliinmesini durdurur ve bir hiicre dongiisiinii
tamamlamis ¢ift cekirdekli (biniikleat) hiicreler olusur. inkiibasyon siiresinin sonunda
kiiltiirlerde preparatlar hazirlanir. Mikronukleus iceren ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin sayisi

belirlenir (Sezginer & Dane, 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Cahismada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1 Cihazlar

— Vortex

— Hassas Terazi

— Floresan Mikroskop

— Mikroskop

— Vakum Pompas1

— Canli Hiicre Goriintiileme Mikroskobu
— Santrifijj

— Saf Su Cihaz1

— Elektroforez

— Laminer Kabin

— Benmari

— CO; Inkiibatorii

—  pH metre

— Buzdolab

— Otoklav

— Mikroplak Okuyucu (BioTekELx800)

3.1.2 Kimyasallar

— DMSO

- PBS

- RPMI

- FBS

— NEFA

— Tripsin-EDTA soliisyonu
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— Penisilin-streptomisin
— Tripan Blue soliisyonu
— Etil alkol

- MTT

— Aseton

- LMA

- NMA

— NaCl

— Etidyum bromiir

— NaOH

- EDTA

— Trisma Base

— Triton X-100

— Silymarin

3.2 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli, canlidan alinan hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi
siirecidir. In vivo olarak yapilamayan deneyler in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii ile

yapilmaktadir.

Hiicre Kkiiltiirtiyle yapilan calismalar giinlimiizde popiiler arastirma konularindan
birisidir. Farkli hiicre hatlar1 kullanilarak bu hiicrelerin yasamsal faaliyetlerini nasil
gerceklestirdigi ya da bazi hastalik modellerinde (genetik hastaliklar ya da kanser gibi)
tan1 ve tedavi yontemlerinin arastirilmasi gibi birgok alanda hiicre kiiltiirii ¢caligmalari

yapilmaktadir (Sircan Kiigiiksayan & Kiigiiksayan, 2020).

Hiicre kiiltiirii galismalarinda ¢ok farkli kiiltiir yiizeyleri kullanilmaktadir. Laboratuvar
ortaminda yapilan ¢aligmalarda hiicrelerin biiyliyiip cogalmasini ve bulunduklarn yiizeye
yapismasii gozlemlemek icin kiiltiir kaplar1 bulunmaktadir (Isan, Tombus, Goklii,

Tiifekei, & Giilhan Aktas, 2016).
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Hiicre kiiltiirinlin baz1 avantaj ve dezavantajlari vardir. En biiylik avantajlarindan birisi;
ortam kosullarinin (sicaklik, oksijen ve karbondioksit yogunlugu, pH gibi) istenilen
diizeylerde sabit kalabilmesidir (Sircan Kiigliksayan & Kiigiiksayan, 2020). Ortam
kosullarinin ~ sabit kalabilmesi i¢in kiiltiir ortaminda hiicrelerin  beslenmesi
gerekmektedir, bunun icin besiyerleri kullanilmaktadir. Kullanilan her hiicre tipinin
besin ihtiyact birbirinden farklidir ve besiyerinin igerisine buna bagli olarak hormon,
serum ve aminoasit gibi maddeler eklenmektedir. Bir diger Onemli avantaji ise
arastirmacinin istedigi bir hiicre hatt1 iizerinde calismasidir. Dokularda bulunan ¢esitli
hiicrelerden pasajlama islemleri yapilir ve bu sayede homojen hiicreler elde edilir. Bu

hiicreler uygun kosullarda tekrardan kullanilmak tizere uzun yillar saklanabilmektedir.

Hiicre kiiltirii  ¢alismalarinda meydana gelen dezavantajlardan birisi  olan
kontaminasyon, hiicrelerin fizyolojik ve metabolik faaliyetlerini bozar. Besiyeri
ortaminda istenmeyen bir canli (bakteri veya mantar gibi) ya da cansiz faktorlerin
bulunmasi hiicre verimliliginde azalisa sebep olur. Bu yiizden ¢alismalar steril kosullar
altinda yapilmaldir. Hiicrelerin uzun siire pasajlanmasi, hiicre kiiltiiriindeki diger

sorunlardan birisidir (Kogakli, Akillioglu, & Dogan, 2015).

Hiicre kiiltiiri ortaminda kullanilan besiyerleri, hiicrelerin gelisimi ve biiylimesi i¢in
uygun kiiltiir ortaminin saglanmast ¢ok 6nemlidir. Hiicre kiiltiirii besiyerleri aminoasit,
karbonhidrat, vitamin ve iyonlar gibi ¢esitli maddeler igerir. Her hiicrenin besin ihtiyaci

birbirinden farklidir, bu yilizden ¢alisilan hiicre tipine gore besiyeri se¢imi yapilmalidir.

Besiyeri, kiiltlir ortaminin 6nemli bilesenlerinden birisidir. Hiicre kiiltiir ortamlarinda
farkli besiyerleri kullanilmaktadir. Eagle’in Temel Besiyeri (EMEM), 1955°de Harry
Eagle tarafindan hiicre kiiltiir ortami olarak gelistirilen ilk besiyeridir. Aminoasitler,

tuzlar (CaCl,, KCI, MgSQ,), glukoz ve vitamin gibi bir¢ok bilesenden olugsmaktadir.
Dulbecco tarafindan Eagle Besiyeri gelistirerek bir EMEM ¢esidi olan Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium yani DMEM bulunmustur. DMEM orijinalinden ¢ok daha

fazla vitamin ve aminoasit igerir.
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Yavas biiyliyen hiicrelerin proliferasyonunu artirmak ve yiizeye tutunmasini saglamak
icin serum kullanilmaktadir. Yapisinda biiylime faktorleri ve hormonlar bulunmaktadir.
Dana ve at serumu gibi farkli serum tipleri de mevcuttur fakat ¢alismalarda en fazla

fetal s1gir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) kullanilir.

Besiyeri ortaminin tuz konsantrasyonunu ve pH dengesini saglayan dengeli tuz ¢ozeltisi
(Balanced Salt Solution, BSS); yapisinda sodyum, potasyum, kalsiyum ve Klor gibi

birgok bilesen igermektedir. Hiicrelerin ozmotik dengesini korumaya yardimei olur.

HEPES, hiicre kiltiri ortammin pH dengesini korumada ve protein igerikli

sollisyonlarin dondurulmasinda kullanilir.

Hicre kiltirii ortaminda meydana gelebilecek herhangi bir mantar veya bakteri
kontaminasyonunu o6nlemek amaciyla antibiyotikler kullanilir.  Antibiyotikler
bakterilerin gram pozitif ya da negatif oOzelliklerine gore tercih edilir (Kogakli,
Akillioglu, & Dogan, 2015).

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii Mediyum Hazirlanmasi

Cizelge 3. 1 Mediyumun hazirlanmasi

Kimyasal Miktar:
RPMI %388
NEFA %1
Penicilin-streptomisin %1
FBS %10

— 0,20 pm ¢apinda membran filtreden vakum yardimiyla tiim kimyasallar
gecirilir ve yapilacak olan galismalar i¢in mediyum hazirlanmis olur.

— Calisma i¢in hazirlanan mediyumlar +4 °C’de saklanilir.

3.2.2 HepG2 Hiicrelerinin Kiiltiire Aktarilmasi
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— Kabin igerisinde ¢alisma yapilmadan once sterilizasyon iglemleri yapilir. 30-40
dk 6nce UV 15181 agilir ve kullanilacak malzemeler kabin igerisine konularak
sterilizasyon islemi saglanmustir.

— Kryo tiip igerisinde donmus halde bulunan hiicreler 37 °C’lik sicak su banyosu
igerisinde 1-2 dk ¢6zdiiriilmiistiir. Tam ¢6zlinme olmadan sicak su banyosundan
kryo cikartilmistir. Ardindan %70 lik alkolden geg¢irilmis ve kabin igerisine
alinmustir.

— (oziinen hiicreler 3 mL mediyum bulunan 15 mL’lik falkon icerisine alinmistir.

— Falkon igerisine alinan hiicreler 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

— Tek yikama islemi hiicreler igin yeterli olmadigindan dolayr bu islem iki kez
yapilmistir.

— Santriflij islemi siirecinde flasklar diizenlenip, kullanilan hiicre ismi ve tarihler
yazilmstir.

— Santrifiij islemi bittikten sonra falkon alkolden geg¢irilerek kabin igerisine
alinmig ve siipernatant kismi atilarak iizerine 1 mL mediyum eklenmistir.

— Yavas bir sekilde pipetaj islemi yapilmis ve %20 FBS igceren RPMI olan
75cm?’lik flasklara konulmustur.

— Hiicrelerin konfulenti ig¢in flasklar 37°C ve %5 CO; igeren inkiibatore

kaldirilmastir.

3.2.3 HepG2 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

— Inkiibatérde bulunan flasklardaki hiicrelerin konfulent orani hiicre goriintiileme
cihazindan bakilmis ve 9%80-90 olmasi durumunda pasajlama islemine
gecilmistir.

— Hiicrelerin lizerindeki mediyum steril pipet yardimiyla yavag¢a alinip atilmistir.

— 37°C’deki sicak su banyosunda olan 3 mL tripsin-EDTA soliisyonu alkolden
gecirilmis ve hiicrelerin bulundugu flasklara eklenmistir. Eklenen tripsin-EDTA
soliisyonunun flaskin her tarafina yayilimi saglanmistir.

— Ardindan inkiibatore (37°C ve % 5 CO,) flasklar kaldirilmis ve 5 dk inkiibe
edilmistir.

— Islem sonrasinda flask vyiizeyinden ayrilan hiicreler flasktan almip daha
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oncesinde hazirlanmis 3 mL mediyum bulunan falkonlara konulmustur.

— Falkonlar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

— Santrifiij islemi ardindan siipernatant kismi1 atilmis ve hiicreler 3 mL mediyumda
yikanmustir.

— Santriflij sonrasinda silipernatant tekrar atilarak 2 mL mediyum eklenmis ve
hafifce pipetaj islemi yapilmistir.

— 10 mL mediyum bulunan 75 cm®lik flasklara 1 mL olacak sekilde hiicreler
paylastirilmigtir.

— Flasklar inkiibatore (37°C ve % 5 CO,) kaldirilmistir.

3.2.4 HepG2 Hiicrelerinin S1v1 Azotta Saklanmasi

— Hicre konfulent orani %80-90 oldugunda flask igerisindeki mediyum atik
kabina atilmistir.

— Flaskta bulunan hiicrelerin iizerine 4 mL tripsin-EDTA eklenilmis ve flaskin
tiim yiizeyine yayilimi saglanmistir.

— Ardindan inkiibatore (37°C ve %5 COy) flasklar kaldirtlip 5 dk inkiibasyona
birakilmustir.

— Hiicrelerin flask yilizeyinden ayrilmasi durumunda 6nceden hazirlanmig 4 mL
mediyum bulunan falkonlara alinmistir.

— Falkonlar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

— Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant kismi atilmistir. Geriye kalan pellet
tizerine 2 mL mediyum eklenmistir. Pellet ile mediyum pipet yardimiyla
homojenize edilmistir.

— Tekrar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

— Santrifiij islemi sonunda tekrardan siipernatant kismi atilmis ve geriye kalan
pellet tizerine %5 DMSO igeren soguk FBS eklenmistir.

— Buz igerisinde bulunan kryo tiiplerine hiicreler alinmistir.

— Siv1 azotta dondurulmustur ve ilerleyen zamanlarda yapilacak olan deneylerde

kullanilmak i¢in saklanilmistir.

3.3 Tripan Blue Yontemi
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Tripan mavisi hiicre kiiltiiriindeki canli ve/veya olii hiicrelerin sayisini belirlemek
amaciyla kullanilir. Negatif yiiklii ve non-vital Ozelliktedir. Sitoplazma membran
biitiinliiglinii kaybetmis hiicrelerde birikir fakat canli hiicrelerin sitoplazma membrani
bu boyayr kabul etmez. Canli hiicrelerin sitoplazmalar1 agik renkte goriiniirken oOli

hiicrelerin sitoplazmas1 mavi renkte goriiliir.

Tripan mavisi ile hiicre canlilik testinde genel yontem elle boyama ve sayim igin
hemositometre (thoma lami1) kullanilir. Hiicreler mikroskop altinda incelendigi zaman
canli hiicreler ortamdan boyay1 almazlar. Canliligim1 kaybetmis hiicreler ortamdan

boyayi alarak belirgin mavi renkte goriiniir (Giivenalp, 2019).

3.3.1Tripan Blue Yontemi ile Hiicre Saymminin Yapilmasi

— Konfulent oran1 %80 oldugunda flask icerisinde bulunan mediyum atik kabina
atilmastir.

— Flask yiizeyinde bulunan hiicrelerin iizerine 4 mL tripsin-EDTA soliisyonu
eklenmis ve soliisyonun flaskin her tarafina yayilmasi saglanmustir.

— Ardindan flasklardaki hiicreler inkiibatore (37° C ve % 5 CO, ) kaldirilmis ve 5
dk inkiibasyona birakilmstir.

— Hiicrelerin flasktan ayrilmasi durumunda igerisinde oncesinde hazirlanmig 4 mL
mediyum bulunan falkonlara alinmistir.

— Falkonlar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

— Santriflij islemi sonrasinda siipernatant kismi atilarak pellet {izerine 1 mL
mediyum eklenmistir ve yavas bir sekilde pipetaj islemi yapilmustir.

— Hiicre siispansiyonundan 50 uL ve tripan blue’dan 50 uL pipet ile gekilerek tiip
igerisinde karistirilmistir.

— Onceden hazir olan thoma lamia bu karisim pipet yardimiyla 10 pL ¢ekilip lam
tizerine aktarilmistir ve ardindan sayim islemi yapilmaigstir.

— Sayim sirasinda boyayi i¢ine ¢cekmeyen canli hiicreler parlak goriiniirken, boyay1
icine ¢eken 6lii hiicreler ise maviye boyanmistir.

— Hazirlanan siispansiyon igerisindeki hiicrelerin sayisin1  hesaplamak igin
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asagidaki formiil kullanilmistir:
Toplam canli hiicre sayisi/mL = Sayim sonucu x 10*x 2

— Hesaplama isleminin ardindan kabin igerisinde gerekli olan malzemeler alkolden

gecirilerek tekrar kabin igerisine alinmis ve kabin temizlenmistir.
3.4 MTT Yontemi

Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT), canli hiicrelerdeki metabolik faaliyetlerin
Olgiilmesinde  kullanilan  bir ydntemdir. Bu yontemde tetrazolyum tuzlan

kullanilmaktadir (Terzioglu, Keskin, & Yanikkaya Demirel, 2013).

Bu yontemde, canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenazlar, tetrazolium
halkasini pargalar. Pargalanan tetrazolium halkasi suda ¢oziinmeyen mavi-mor renkli
formazan kristallerini olusturur. Formazan kristallerinin olusumu, aktif mitokondri
iceren canli hiicrelerde goriiliir. Bu durum hiicre canliligi i¢in bir ayrag olarak

goriilmektedir (Beytur, Tekin, Kelestimur, Ergin, & Sandal, 2011).

3.4.1 MTT Hazirlanmasi

— 10 mg MTT hassas terazide tartilir.
— 10 mg MTT, 10 mL PBS igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. 0,22 um ¢apinda olan

enjektor filtresinden gecirilip steril edilmistir.

3.4.2 MTT Yéntemi ile HepG2 Hiicreleri Uzerinde SLM’nin LD, Dozunun

Belirlenmesi

—  Once well plan1 yapilds.

— Hiicre sayisi hesaplanmis siispansiyondan 24’liikk plak kullanilarak her bir
kuyucuga 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.

— Inkiibator (37°C ve % 5 CO,) igerisine plak birakildi ve inkiibe edildi.
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— Silymarinin DMSO’da ¢oziinmesi saglandi.

— Hiicrelerin konfluent oran1 % 50-60 oldugunda 1000 - 500 - 250 - 150 ve 75
ng/mL dozlarinda SLM uygulandi.

— 1 mL DMSO kontrol grubuna eklendi.

— Plak inkiibatore (37° C ve % 5 CO») kaldirild1 ve24 saat boyunca inkiibasyona
birakildi.

— Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuk icin 200 pL MTT soliisyunu pipet
yardimiyla ¢ekilerek eklendi.

— 2-3 saat tekrar inkiibasyona birakildu.

— Inkiibasyon sonunda kuyucuklarin igerisindeki mediyum pipet yardimiyla
aliarak ¢ekilip uzaklastirildi.

— Farmazon krsitalleri olusmus plak i¢indeki kuyucuklara formazan kristallerini
¢ozmesi i¢in 600 pL DMSO eklendi.

— 15 dk inkiibasyona plak birakildi.

— Cozinen formazanlar, 540 nm absorbans ile mikroplak okuyucu

spektrofotometre cihazinda 6l¢timii yapildi.

Resim 2. 6 HepG2 hiicrelerinde MTT uygulamasi

3.5 Comet Testi
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— Kimyasallar hazirlanarak dH,O ile 200 mL’ye tamamlandi.

— pH 10 olacak sekilde ayarlamasi yapildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3. 2 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi

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

— Kimyasallar hazirlanarak dH,0 ile 500 mL’ye tamamlandi.
— pHI13 olacak sekilde ayarlandi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3. 3 Elektroforez ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar1

NaOH 69
EDTA 0,18

— Kimyasallar hazirlanarakdH,0 ile 300 mL’ye tamamlandi.
— pH 7,5 olacak sekilde ayarlandi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3. 4 Notralizasyon ¢6zeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktanr

Trisma baz 1455¢

e % 1 NMA hazirlanmasi:

0,03 g NMA hassas terazide tartildi ve 3 mL PBS ile kanstirilip bek alevinden

gecirilerek hazirlandi.
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e % 0,8 LMA hazirlanmasi:

0,016 g LMA hassas terazide tartildi ve 2 mL PBS ile karigtirilip bek alevinden
gegirilerek hazirlandi.

e Stok etidyum bromiir hazirlanmasi:

5 mg etidyum bromiir (EtBr) hassas terazide tartildi. 25 mL dH,O’da ¢6ziinmesi
sagland1. 10 kat diltie (10X) edilmis olarak ¢alismada kullanildi.

— Doz uygulamasi yapilmis hiicreler flasklarin yiizeyinden alindi.

— 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

— Siipernatant uzaklastirildi ve geriye kalan hiicrelerin iizerine 1 mL PBS eklendi.

— Elde edilen hiicre siispansiyonundan pipet yardimiyla 30 pL ¢ekildi ve ependorf
igerisine alindi.

— SLM, CP, SLM+CP ve kontrol grubu 6rnekleri bulunan ependorflardan her bir
grup i¢in 10 pL ornek alind1 vel20 uLL LMA ile karistirildi.

— Hiicre-LMA karisgimi igeren ependorflar sirayla pipet yardimiyla alinarak daha
onceden hazirlanmis olan NMA’11 lamlara yayilimi saglandi.

— Hazirlanan lamlar lamel ile kapatildi ve buz kasetlerinin {izerine donmalar1 igin
yerlestirildi.

— Donan lamlar iizerindeki lameller yavas bir sekilde alindi ve lamlarin her yerine
gelecek sekilde 1 saat lizis ¢ozeltisi icerisinde bekletildi.

— Lizis isleminden sonra 40 dk elektroforez tamponunda bekletildi.

— Elektoforez tamponunda bekletildikten sonra 20 dk elektroforez islemi (25 V
300 mA’de) yapildi.

— Elektoroforez sonrasinda alinan lamlar soguk dH,O ile yavas bir sekilde yikandi.

— Yikama isleminin ardindan her bir lama mikropipet yardimiyla 70 pL etidyum
bromiir damlatilarak boyamasi yapildi ve lamelle tekrardan kapatildi.

— Floresans mikroskopta her bir lam igin 100 hiicre olacak sekilde sayim yapildi.

3.6 Mikroniikleus Testi
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Cizelge 3. 5 KCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar:
KCI 049
dH,0 100 mL

KCl ile dH,0 vorteks yardimiyla homojenize edildi.

Calismaya baslamadan 2-3 saat once gerekli miktarda alindi ve 37°C olan etiiv

icerisinde bekletilerek ¢aligildi.

o Fiksatiflerin hazirlanisi:

Fix 2:

40 mL Glasiyal Asetik Asit + 200 mL metanol ile karistirilarak hazirlanir (Son hacim:
240 mL).

Fix 1:

50 mL Fix2 + 50 mL % 0.9 NaCl ile karistirilarak hazirlanir (Son hacim: 100 mL)

Once fix 2 daha sonra fix 1 hazirlanir.

Calismaya baslamadan 2 saat dnce fiksatifler hazirlanmalidir. +4° C de bekletilir.

e  %5’lik Giemsa boyasinin hazirlanis::

5 mL Tampon A + 5 mL Tampon B + 5 mL Giemsa boyasi1 karistirilir. Son hacim dH,O

eklenerek 100 mL’ye tamamlanir.

Hazirlanan karisim filtre kdgidindan gegirildi.
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Hazirlanan salelerin igerisine nitr6z asit veya dH,O eklenildi.

Bulunan 6rnek sayisi kadar lam sirastyla numaralandirildi ve sale igerisine
dizildi.

Nitroz asit veya dH»O bulunan saleler ¢alisma baslamadan 30 dk once (+4 °C)
buzdolabinda bekletildi.

Ependorf igerisinde bulunan SLM, CP, SLM + CP ve kontrol grubu 6rneklerinin
tizerine ImL KCI eklendi.

Hiicrelerin homojenizasyonu saglandi ve 5dk beklenildi.

KCI eklenen ependorf igerisindeki ornekler santrifiij cihazina yerlestirildi ve
1500 rpm’de5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij islemi bittikten sonra siipernatant atildi ve pellet lizerine fix 1 eklendi.
Tekrardan 1500 rpm’de 5 dk santrifiij islemi yapildi.

Santrifiij islemi bittikten sonra siipernatant kismi atildi ve pellet lizerine fix 2
eklendi.

Tekrar 1500rpm’de 5 dk santrifiij islemi yapildi.

Yapilan son santrifiij sonrasinda ependorflarda bulunan siipernatant kismi atildu.
Pellet kismu ise pipet yardimiyla alinarak salelerdeki lamlara yayilmasi saglandi.
Lamlar 24 saat boyunca kurutma kagidi tizerinde kurumaya birakildu.

24 saat sonrasinda lamlardaki kuruyan ornekler sale icerisinde bulunan Giemsa

boyasinda 15 dk birakilarak boyanmasi saglanda.
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3.7 istatistiksel Analiz

MTT calismast ile elde edilen spektrofotometrik Olgiimler yiizde (%) olarak ifade
edilerek kullanilmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n=6).
Deney gruplar1 arasinda olusan istatistiksel farklar harflerle gosterilmis ve tist simge (a,
b) halinde ifade edilmistir. Veriler normal dagilim gostermemistir ve normal dagilim
gostermeyen veriler oldugu i¢in non-parametrik testlerden olan Kruskal-Wallis ve Man
Whitney testleri uygulanmistir. Yapilan test sonuglarmnin degerlendirmesi Cizelge

4.1°de gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 SLM" in uygulama grubu olan HepG2 hiicreleri iizerindeki DNA hasar

diizeylerinin belirlenmesi ve MN frekanslarinin degerlendirilmesi

SLM’nin LDy dozu belirlenmesi amaciyla HepG2 hiicre hatt1 tizerinde MTT yontemi
kullanildi ve hiicre canliligi belirlendi. HepG2 hiicrelerinin 24°liik plak igerisinde 1 X
10° hiicre olacak sekilde ekimi yapildi ve 24 saat inkiibe edildi. % 40-50 konfulent
oranina ulasildiginda SLM’nin 1000 - 500 - 250 - 150 ve 75 ug/mL dozlar ilave edildi.
SLM’nin ¢6zicisii olarak DMSO kullanildi. 24 saatlik siire sonrasinda, MTT ile
SLM’nin sitotoksisitesi belirlendi. Kontrol grubu % 100 canli olarak kabul edildi ve
SLM'" in LDy dozu 75 pg/mL olarak belirlendi. CP'nin LDsy dozu olarak 65,6 pg/mL
kullanilmistir (Cizelge 4.1).

SLM’nin LDy dozu ve CP’in LDso dozunun birlikte uygulanmasi sonrasinda hiicrelerde
comet ve mikroniikleus testleri yapildi. Her bir test igin gruplarda 3 tekrarli olacak
sekilde flasklarda calisildi. Hiicreler floresan mikroskop altinda sayilarak incelendi.
Comet testi icin toplam 100 hiicre ve MN testi i¢in toplamda 1000 hiicre sayildi.
Yapilan testlerin sonuglarina gére SLM + CP (LDy + LDsp) dozunun birlikte

uygulanmasi, DNA’da olusan hasar seviyesini diistirdiigii gézlemlendi (p<0,05).

CP kanser tedavisinde kullanilan bir ilagtir. CP, HepG2 hiicrelerinin biiyiimesini,
gelismesini ve proliferasyonunu durdurucu olarak gorev yapmaktadir. SLM + CP
dozunun kombinasyonu, bu durdurucu etkinin SLM ile birlikte ¢cok daha fazla artmis
oldugunu gdstermistir. Fakat CP’nin neden oldugu toksisitenin azaltilmasi i¢in daha

fazla arastirma ve ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 4. 1 HepG2 hiicrelerinde sitotoksisitenin belirlenmesi.

Cizelge 4. 1 SLM' in uygulama grubu olan HepG?2 hiicreleri tizerindeki DNA hasar diizeyleri ve
MN frekanslar1.

Uygulama Gruplari DNA Hasar Diizeyleri MN Testi Frekanslar (%)
Komet Skorlarn
(Arbitrary Unit)

Kontrol Grubu 542 0,0066+0,0057
SLM Grubu (75 pg/mL) 4,66+1,52 0,0066+0,0057
CP Grubu (66,5 ng/mL) 14+4° 0,056+0,0208°
SLM+CP Grubu 6,66+1,52° 0,026+0,0115"
P 0,000 0,000

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir (n=6). Deney gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar,
harflerle iist simge (a, b) halinde ifade edilmistir. Verilere (normal dagilim goéstermedigi i¢in) non-

parametrik testlerden Kruskal-Wallis ve Man Whitney testleri uygulanmustir.

a<0.05; istatistiki olarak kontrol grubundan farkli olan gruplar ifade etmektedir.

b<0.05; istatistiki olarak cisplatin grubundan farkli olan gruplar1 ifade etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser, 6liime neden olan hastaliklar arasinda kalp hastaliklarindan sonra gelmektedir
(Bat1 Ayaz, Ayaz, Sahin, & Ozdemir, 2019). Diinyada her yi1l milyonlarca insana kanser
tanis1 konulmaktadir. Kanser tanist konulan hastalarin yarisindan fazlasi kanser

nedeniyle hayatini kaybetmektedir (Aydogan & Uygun, 2011).

Cevresel ve genetik faktorler, kanserin olusmasii saglayan faktorlerdir. Sigara,
kimyasal ve fiziksel ajanlar, viriisler kansere neden olan c¢evresel faktorlerden
bazilaridir. Bireylerin yeterince fiziksel aktivite yapmamasi, asir1 kahve tiiketimi ve
buna bagli olarak dengesiz beslenmesi kanser olusma riskini artirmaktadir (Piringgi &
Aygiin Cevik, 2017).

Giiniimiizde kanser tedavisinde kemoterapi ve radyoterapi gibi bir¢ok yontem
kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapide asil amag; kanser
hiicrelerine zarar vererek olusan bu hiicrelerin proliferasyonunu durdurarak
yavaglatmaya caligmak ve kanserli hiicreleri ortadan kaldirmaktir (Bati Ayaz, Ayaz,
Sahin, & Ozdemir, 2019).

Yapmis oldugumuz bu calisma, hiicre kiiltiiri caligmasi olmakla birlikte ayn1 zamanda
bu calisma kontrollii deneyler igermekte ve asamalardan olusmaktadir. Tanida
kullanilan altin standart yontem,; hiicre kiiltiiriidiir (Cigek, Aksoy Gokmen, Kalfaoglu, &
Saz, 2019). Farkli hiicre kiiltiir ortamlarinin gelistirilmesi ile hiicrelerin ¢ogalmasi,
farklilagmasi, biiyiime faktorlerinin tanimlanmasinda, ¢esitli hiicre tiplerindeki farkli
mekanizmalarin anlagilmasinda, hiicre-hiicre veya hiicre-matriks etkilesimlerinde ve
olusturulan hastalik modellerinde ilag aday1r olabilecek molekiillerin etkilerinin
belirlenmesi  gibi  bircok deneysel calismalarin  yapilmasinda hiicre kiiltiirii
kullanilmaktadir. Bu nedenden 6tiirii, hiicre kiiltiirleri; hiicresel ve molekiiler biyolojide

kullanilan baglica araglardan biri olarak kullanilmaktadir (Koganci & Aslim, 2019).

SLM, deve dikeni bitkisi olan Silypum marianum tohumlarindan elde edilir. Tibbi

Ozelliklerinden dolay bir¢cok hastaligin tedavisinde ylizyillar boyunca kullanilmistir.
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Karacigerde meydana gelen birtakim reaksiyonlar reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu saglar. Detoksifikasyon ile toksik maddelerin atilimi saglanir. Yiiksek
seviyede toksinlere maruz kalinmasi anormal ROS iiretimin tetikler ve oksidatif strese
neden olur. SLM ile yapilan c¢alismalarda gii¢clii bir ROS temizleyicisi oldugu
bulunmustur. Ayni zamanda SLM’nin, karaciger hiicrelerini koruyucu farkl
mekanizmalar1 oldugu da bilinmektedir (Gillessen & Schmidt, 2020). Yapmis
oldugumuz c¢alismada, HepG2 hiicrelerinin CP toksikasyonu sonucu olusan hasarda

SLM’nin koruyucu etkileri arastirilmistir.

CP iki aminoasit ve iki klora bagl:i bir platin atomundan olusur. Yapi1 olarak basit ve
oldukga kiiglik olmasina ragmen ¢ok giiglii antineoplastik bir ilagtir. CP piirin bazlarinin
niikleofilik bolgeleri ile reaksiyona girerek kovalent baglar yapar. Ayni zincir iizerinde
bulunan piirin bazlart DNA’da eklentilere neden olur. CP kaynakli olusan bu durum ise
DNA’nin replikasyonunu inhibe eder. CP’nin bu kadar etkili olmasi, CP-temelli
antikanser tedavilerinde zorluk olusturur ve giiniimiizde olusturmaya devam etmektedir
(Silva, Reily Rocha, Quinet, Cabral-Neto, & Martins Menck, 2018). 1978'de FDA
tarafindan onay alan CP, yumurtalik ve testis kanserinde kullanilmaya baslanmustir.
Gilinlimiizde ise halen bir¢ok kanser tiiriinde (akciger, meme, servikal, mide, prostat
kanserleri gibi) kemoterapétik bir ilag olarak kullanilmaya devam etmektedir (Manohar
& Leung, 2017). Yapmis oldugumuz ¢alismada CP, HepG2 hiicrelerinde toksikasyona

sebep olmus ve hasara yol agmustir.

1970 yilindan beri kullanilmakta olan genotoksisite testleri, genotoksik maddelerin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Tiimor olusumu olan karsinogenezde, mutasyonlarin
belirlenmesi ve kansere neden olan kimyasal ajanlar1 tanimlamada genotoksisite
testlerinin O6nemi biiylktiir. Kansere neden olan bu kimyasal ajanlarin etkilerini
belirlemek amaciyla farkli test sistemleri bulunmustur. Kimyasal ajan 6zelligindeki bir
maddenin etkisi tek bir test sistemi ile incelenmemeli, birden ¢ok test sistemleri
kullanilarak incelenmelidir. Genotoksisite testlerinde ise in vivo- invitro test sistemleri
birlikte kullanilmalidir (Ozparlak & Celik, 2016).

MN testi, kromozomal diizeydeki hasarlarin belirlenmesi ve degerlendirilmesinde
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kullanilan bir genotoksisite testidir. MN testi hem in vivo hem de in vitro olarak
uygulanabilmektedir (Sekeroglu & Atli Sekeroglu, 2011).Giiniimiizde halen kullanilan
MN, sitogenetik analizler igin onaylanmis bir testtir (Ozparlak & Celik, 2016).

Comet testi, genotoksisite ve sitotoksisite etki gosteren bazi ajanlarin canli hiicrelerde
meydana getirdigi DNA hasarini tespit etmekte kullanilir (Dikilitas & Kogyigit, 2010).
Yaptigimiz c¢alismada, HepG2 hiicreleri iizerinde SLM’nin genotoksik etkilerine
bakilmasi amaglanmistir. Yapilan MN ve comet testleri sonucunda SLM uygulamasi
hiicrelerde DNA'da hasar olusumuna sebep olmadigi goézlemlenmistir ve SLM

genotoksik bulunmamustir.

Elde ettigimiz sonuglarda SLM’nin kemoterap6tik ajan CP'e karst kanser gelisimini
engelleyici, geriye cevirici ve Onleyici bir etki gosterdigini yani; SLM’nin HCC
tizerinde kemopreventif etkisi oldugu tespit edilmistir. Bu etki, yaptigimiz ¢alismada
mikroniikleus ve comet testinde uyguladigimiz konsantrasyonlarda tespit edilmistir.
Cisplatinin kimyasal yapisinin Serbest radikaller olusturabilecegi diistiniilmektedir.
Bununla birlikte, olusan serbest radikaller DNA'da hasar meydana getirerek zincir
kiriklarina sebep olabilir. Yapilan ¢alismada SLM’nin antigenotoksik etkisi tam olarak
anlagsilmamasina ragmen, bu c¢alismada CP toksikasyonu sonucu olusmus DNA

hasarmin azalttig1 gézlemlenmistir.

Cegen vd. (2011), SLM’nin doksorubisine bagl toksisitesi lizerine sigan bobregi, kalbi
ve karacigeri tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Doksorubisin grubu (10 mg/kg), SLM
grubu (100 mg / kg) ve doksorubisin + SLM grubu (10 mg / kg, tek ip enjeksiyon)
tizerinde her giin ¢alisilmis ve Kalp, bobrek ve karaciger kesitlerinin histopatolojik ve
elektron mikroskobik incelemelerini yapmislar ve elde edilen sonuglara gore SLM,
sigan bobregi, kalbi ve karacigere doksorubisinin neden oldugu toksisiteleri énemli
Olgiide korudugunu; doksorubisin igeren anti-kanser tedavilerinde destekleyici bir
bakim maddesi olarak uygulanmasi 6nerilmistir (Cecen, Dost, Culhaci, Karul, Ergur, &

Birincioglu, 2011).

Adriamisin, giiclii bir antikanser ajandir. Klinik kullanimi, belirgin kardiyotoksisitesi ve
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nefrotoksisitesi nedeniyle sinirhidir. Bu ¢alismada, dogal antioksidan SLM’nin
adriamisinin neden oldugu kalp ve bobrek toksisitesi tizerindeki olast koruyucu roliinii
arastirmiglardir.Dort grup sigan iizerinde ¢alismalar yapilmistir (1 - kontrol grubu, 2 -
SLM grubu (50 mg / kg), 3 - adriamisin grubu (10 mg / kg), 4 - adriamisin + SLM
grubu). Elde edilen sonuglar, SLM’nin erkek albino si¢anlarda adriamisin ile
indiiklenen kardiyotoksisiteyi iyilestirdigini ve ADR kaynakli nefrotoksisiteye karsi
korudugunu ortaya koymustur (EI-Shitany, El-Haggar, & EIl-desoky, 2008). Yapmis
oldugumuz ¢alismada da SLM, antikanserojenik bir ajan olan cisplatin kaynakli olusan

DNA hasarini azalttig1 diistiniilmektedir.

Yurtgu vd. (2014), doksorubisin, SLM veya doksorubisin + SLM halinde HepG2
hiicreleri tizerindeki genotoksik ve sitotoksik etkilerini 24 ve 48 saat boyunca
arastirmiglardir. Hem doksorubisin hem de SLM, hiicre proliferasyonunun doza bagl
inhibisyonuna neden olmustur. SCGE sonuglarina gore, doksorubisin zamana bagl
DNA hasarina neden oldugunu gozlemlemislerdir. SLM nin sitotoksik ve genotoksik
potansiyeli goz Oniine alindiginda, karsilastirilabilir sonuglar elde etmislerdir ve bu
sonuglara gore;konsantrasyona ve zamana bagli olarak HepG2 hiicrelerinin biiytimesini
inhibe etmis, hiicreler 24 saatlik SLM tedavisinden sonra yaklasik % 50'ye diismiis, hem
doksorubisin hem de SLM 24 ve 48 saat sonra apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiine
neden olmustur. Ayni1 zamanda doksorubisin ve SLM’nin kombine uygulamalari, tek
ajan uygulamalarina gore 24 saatte daha yiiksek apoptoz ve hiicrelerin nekrozuna neden

oldugu gosterilmistir (Yurteu, Iseri, & Sahin, 2014).

Yapmis oldugumuz tez c¢alismasinin sonuglarina gore, SLM'nin HepG2 hiicreleri
tizerinde genotoksik bir etkiye sahip olmadig1 ortaya konulmustur. CP kaynakli olugan
hasar1 azaltmada SLM’nin terapotik yoniiniin olabilecegi ve kullanilabilecegini
distintilmustir. Fakat SLM’nin farkli etki mekanizmalarin1 agiklamak ig¢in ileri
calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu sayede bu bilesik koruyucu tedavi olan
kemoterapi asamasinda, kanserin niiks etkilerini azaltmada yani bir adjuvan tedavi

olarak uygulanabilir ve ilerde yapilacak ¢alismalara 11k tutabilecegi diisiiniilmektedir.
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