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OZET
Yiksek Lisans Tezi

BITKISEL FENOLIK BiR BILESIK OLAN KLOROJENIK ASIDIN
RADYODUYARLILIK OLUSTURMA ETKISININ IN VITRO GENOTOKSISITE
VE ENZIM TEST SISTEMLERI YARDIMIYLA ARASTIRILMASI

OZGUN TEKSOY
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Damisman: Doc. Dr. Niliifer CINKILIC

Yapilan bu ¢aligmada klorojenik asidin radyasyona maruz birakilan Caco2 insan kolon
adenokarsinom hiicreleri iizerindeki radyoduyarlilik etkileri tek hiicre jel elektroforezi
(Komet) ve M30 testi kullanilarak aragtirilmistir.

Calismamizda, klorojenik asit ve radyasyonun tek baslarina olusturduklart sitotoksik
etkilerin belirlenmesi amaciyla XTT ve klonojenik test uygulanmistir. Cesitli dozlarda
Klorojenik asit ( 11-5780 uM) ve radyasyona (0,5 — 6 Gy) maruz birakilan Caco2
hiicrelerinde hayatta kalis egrileri hazirlanmistir. XTT testi ile klorojenik asidin IC50
dozu 1816 uM olarak belirlenmistir. Klonojenik test sonuglarina gore ise ¢alismamizda
kullanilacak radyasyon dozu 2 Gy olarak tespit edilmistir. Komet ve M30 apoptoz testi
icin kullanilacak optimum klorojenik asit konsantrasyonlar1 (908, 1816 ve 2724 uM) ve
radyasyon dozu (2 Gy) olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar tek basma ve
kombine olarak kullanilmistir. Komet testi sonucunda klorojenik asitin belirlenen
konsantrasyonlarda artan bir genotoksisiteye neden oldugu tespit edilmistir. Radyasyon
ile muamelede ise 2 Gy dozda genotoksisitede istatistiksel anlamli sekilde artis oldugu
gozlenmistir. Radyasyon hassasiyetini belirlemek igin gergeklestirilen kombine doz
uygulamalarinda ise, hiicreler 2 Gy radyasyona maruz birakilmadan 24 saat 6nce 908,
1816 ve 2724 puM konsantrasyonlardaki klorojenik asit ile muamele edilmislerdir.
Radyasyona maruz birakilmadan once klorojenik asit uygulanmasi durumunda Caco2
hiicrelerinde DNA hasarinin tek basina radyasyon verilen hiicrelere gore istatistiksel
anlamli artti@1 gosterilmistir. M30 apoptoz testinde ise tek basina radyasyon ile
muamele edilen hiicrelerle karsilastirildiginda klorojenik asidin apoptoz oranini
istatistiksel anlamli oranda arttirmadigi belirlenmistir. Elde etti§imiz sonuglara gore,
radyasyon ile kombine uygulanan klorojenik asidin IC 50 konsantrasyonu iizerindeki
dozlarda radyasyonca indiiklenen sitotoksik ve genotoksik etkiyi arttirdigi ancak
apoptoz oranmni arttrmadigi yani Caco2 kanser hiicre hatlarinda radyoduyarlilik
etkisinin olmadig1 ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Klorojenik Asit, iyonize Radyasyon, radyoduyarlilik, Caco2 kolon
adenokarsinom hiicreleri, apoptoz, DNA hasari, komet, XTT canlilik testi
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INVESTIGATION OF THE RADIOSENSITIVE EFFECT OF PLANT PHENOLIC
CHLOROGENIC ACID USING GENOTOXICITY TESTS AND ENZYME ASSAY
IN VITRO
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This study investigated the radiosensitivity effects of chlorogenic acid alone or in
combination with radiation on Caco2 human colon cancer cells using viability assays
(clonogenic and XTT), single cell jel electrophoresis (Comet) and M30 apoptosis
enzyme assays.

The aim of our work, to determine firstly cytotoxic effects of chlorogenic acid and
radiation alone or in combination using XTT and clonogenic assay. Survival curve in
Caco?2 cells exposed to several doses of chlorogenic acid (11-5780uM) and radiation
(0.5-6 Gy) was prepared. IC50 dose of chlorogenic acid was found as 1816 vuM with
XTT assay. According to results of clonogenic assay, optimum radiation dose to be used
in our study was determined as 2 Gy. Optimal chlorogenic acid concentrations were
chosed as IC25, IC50 and IC75 doses (908, 1816 and 2724 uM respectively) and these
doses were used alone and in combination with 2 Gy radiation dose.

In consequence of comet assay we have been identified increasing genotoxicity in
different concentrations of chlorogenic acid at statistically significant levels. There was
also significant increase in DNA damage ratios at 2 Gy radiation dose. We combined
three doses of chlorogenic acid with a single radiation dose in comet assay and found
that while chlorogenic acid may have ability to induce DNA damage alone, combination
with radiation did not show increased DNA damage compared with single radiation
treatment. The chlorogenic acid showed radioprotective effect at the lower doses. We
used M30 Elisa apoptosis assay to understand the radiosensitivity effect of chlorogenic
acid on radiation induced apoptosis on Caco2 cells. Single radiation dose increased the
frequency of cytokeratin 18 M30 antibodies compared to solvent control. However
chlorogenic acid combined with radiation did not increase the M30 antibody level and
did not affect apoptosis induced by 2 Gy radiation in Caco2 cell lines. Consequently
chlorogenic acid increased the cytotoxic and genotoxic effects induced by single dose of
radiation at the higher doses such as IC50 and IC75 but it did not elevate the apoptotic
effect of single radiation treatment in Caco2 human colon adenocarsinoma cells.

Key Words: Chlorogenic Acid, ionizing radiation, radiosensitivity, Caco2 colon
adenocarcinoma cells, apoptosis, DNA damage, comet, XTT viability assay.
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1. GIRIS

Radyasyon, dalga, parcacik veya foton olarak adlandirilan enerji paketleri ile yayilan
enerjidir. Radyasyon, daima dogada var olan ve birlikte yasadigimiz bir olgudur. Radyo
ve televizyon iletisimini olanakli kilan radyo dalgalari; tipta, endiistride kullanilan X-
isinlart; giines 1sinlary; giinlilk hayatimizda aliskin oldugumuz radyasyon ¢esitleridir
(Ryan 2012). Radyasyon iki smifa ayrilir: iyonize radyasyon ve iyonize olmayan
radyasyon. Iyonize radyasyon hayvanda ve insanda sinir hiicresi dliimiinii ve kanseri
indiikleyebilir ya da hiicrelerde kromozom aberasyonlarini, mutasyonu ve oOlimi
baslatabilir. Insanlar yasamlar1 boyunca diisiik doz radyasyona maruz kalirlar ancak
Cernobil gibi niikleer santral bulunan bolgelerde yiiksek oranda radyasyon bulunur.
(Sutherland ve ark. 1999).

Calismamizda iyonize radyasyon ile olusturulan apoptotik etkinin bitkisel fenolik
bilesik olan klorojenik asit ile artip artmayacagi belirlenmeye calisilmistir. Iyonize
radyasyon kaynagi olarak hastanelerin Radyasyon Onkolojisi béliimlerinde kullanilan
lineer hizlandirict cihazi kullanilmistir. Bu cihaz radyoterapide yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Radyoterapide kanser hiicrelerini yok etmek ya da parcalamak i¢in gama isini ile
X-1511 veya yliksek enerjili pargaciklar kullanilir. Radyasyon terapisi, kanser igin en
yaygin tedavilerden birisidir. Radyoterapi, cerrahi ya da kemoterapi gibi diger
tedavilerle birlikte uygulanabildigi gibi tek basina da kullanilabilir (Hall ve Giaccia
2006).

Radyo duyarlastiricilar iyonizan radyasyonun etkilerini artirabilen ila¢ veya diger
maddelerdir. Bu maddeler radyoterapiden once, radyoterapi sirasinda veya sonra
verilebilirler (Gridhani ve ark. 2012). Bu baglamda biyolojik cevap modifikasyonu
saglarlar. Oksijen bilinen en onemli radyo duyarlastiricidir. Potansiyel olarak yararl
elektron baglanma egilimli "nitroimidazol" ler, misonidazol ve metronidazol gibi ilaglar
radyo duyarlastirict olarak klinik uygulamalarda arastirilmis ve oral yiiksek dozlarda

lokal tiimor kontroliinde belirgin artma saglarken periferal ndropati, bulant1 ve nadiren



ensefelopati gibi yiiksek doza bagl toksisite sergilemislerdir. Ideal radyo duyarlastirici
heniiz bulunmamakla birlikte ideal radyo duyarlastiricinin tanimi non-toksik ve normal
hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinin radyo duyarliligimi selektif olarak artiran
diye yapilabilir. 5-FU, mitomycin, cis-platin ve doxorubicin gibi birgok ila¢ glintimiizde
ideal seviyede olmasa da bu 6zelliklere sahiptir. Radyo duyarlastiricilarin kullanimi ile
0zofagus, anilis ve mesane kanserlerinin tedavisinde biiylik ilerlemeler kaydedilmistir
ancak bu uygulamalar heniiz rutin tedavi kapsaminda degildir. (Girdhani ve ark. 2005).
Calismamizda kinik asit ile kafeik asitin esterlesmesinden olusan bitkisel fenolik bilesik
olan klorojenik asidin kolorektal adenokarsinom insan epitelyal Caco2 hiicre hatlarinda
radyasyon ile olusturulan apoptotik etkiyi artirip arttirmayacagini Canlilik testleri,
komet testi ve M30 apoptoz Elisa testi ile belirlemeye caligtik.


http://radonk.tripod.com/RO_yenilik

2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Radyasyon

Atomda kararsiz halde bulunan proton ve nétronlarin kararli hale gegmek igin
yaydiklar1 1s1malara radyasyon denir (Biilbiil 2003). Modern diinyada radyasyondan
izole yasamak arttk miimkiin olmamaktadir Radyasyon bir enerji olup, uzaydan,
soludugumuz havadan, yedigimiz yiyeceklerden, evlerimizin yapit malzemelerinden
radyasyona maruz kaliriz. Bu nedenle, radyasyon yasadigimiz ¢evrenin bir pargasidir ve
zamanin baslangicindan itibaren vardir (Hizarci 2010). Radyasyonda kullanilan X
1sinlart 1895 yilinda Alman fizik¢i Wilhelm Conrad Roentgen tarafindan kesfedildi.
1896 ve 1898 yillari sirasinda sirasi ile Antoine Becquerel ve Marie Curie uranyum ve

radyumun radyoaktif 6zelliklerini buldular (Nias 1990).
2.1.1. Radyasyon cesitleri

Radyasyon iyonlastirict ve iyonlastirict olmayan radyasyon olmak iizere iki ¢esittir.
Iyonlastiric1 olmayan radyasyon kaynaklar1 mikrodalga, ¢ok yiiksek ve diisiik frekansl
radyo dalgalar ile kizil ve mor Otesi 1sinlar iken iyonlastirici radyasyon kaynaklari, X

ve gamma () 1sinlari ile alfa (a), beta (B) partikiillerini ve nétronu kapsar. (Ryan 2012).

Iyonlastiric1 radyasyonun canlilarda olusturdugu fizikokimyasal degisikliklerin neden
oldugu hiicre 6liimii ve mutasyon gibi biyolojik sonuglarin ortaya ¢ikmasi i¢in giinler,
aylar ve hatta yillarin gegmesi gerekebilir (Ozalpan 2001). Iyonize radyasyon, iki sinifa
ayrilir: Parcacik tipi ve dalga tipi radyasyon. Biyolojik sistemlerdeki biitiin deneyler
dalga ipi radyasyonun iki formu (x- ve y 1sin1)nu icerir (Hall ve Giaccia 2006). X- ve y-
1s1nlar1 dogada farkli degildir ancak meydana gelis sekilleri farklidir. X-1s1nlar ¢ekirdek
disinda olusan elektromanyetik kaynaklidir, y- 1s1nlar1 ise radyoaktif ¢ekirdegin kararlt
hale ge¢mesi sonucu ¢ekirdek ici olusur (Hall ve Giaccia 2006; Coskun 2011). X-
isinlar genellikle volfram ya da altindan yapilan elektromanyetik cihazda tretilir. X-
ray, radyo dalgalar1 ve radyan 1s1 dalga tipi radyasyonun formlaridir. Elektromanyetik
spektrum Sekil 2.1°de gdsterilmistir. Iyonize radyasyonun diger tipi dogada olusan
parcacik radyasyonudur ve pargacik radyasyonunda agir yiiklii iyonlar, ndtronlar, beta

(B) partikiilleri ve a-pargaciklart kullanilmaktadir. Bazilar1 radyasyon terapisinde



kullanilir ve tanisal radyolojide heniiz kesfedilmemis potansiyele sahiptir (Hall ve

Giaccia 2006).
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Sekil 2.1. Elektromanyetik spektrum (Zamanian ve Hardiman 2005)

Radyasyonun canlilarda olusturdugu etki kademeleri iki baglik altinda incelenebilir.
Direkt etki, radyasyonun DNA ya da enzim molekiilii tarafindan absorblanmasi ile
baslayan siireci inceler. Biyolojik molekiillerin iginde bulundugu ortam molekiilleri
tarafindan da absorblanabilir. Bu durumda degisiklige ugrayan ortamin molekiilleridir
fakat ortam molekiilleri biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek onlar1 da degisiklige

ugratir buna da endirekt etki denir (Coskun 2011, Joiner ve ark. 2009).

Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’te gosterildigi gibi radyasyon canlilarda ii¢ kademede etki eder.
Iyonize radyasyon enerjisinin canli dokuya transferi sonucunda, dokuyu olusturan atom
ve molekiillerde meydana gelen iyonlagsma ve uyarilma, radyasyon etkisinin ilk
kademesi olan fiziksel kademeyi olusturur. Fiziksel kademe (Baslatici olaylar),
iyonlagma ve uyarilmalardir ve etki stiresi 10718 saniyedenlO'12 saniye kadardir. Bunu
izleyen kimyasal kademede, hasar gérmiis atom ve molekiiller diger hiicresel yapilar ile
reaksiyona girerek serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Kimyasal
kademe (Biyomolekiiler bozukluklar), serbest radikaller, niikleik asitlerde ve

proteinlerde hasarlar igerir ve etki siiresi 10" sn ile birkag saat arasindadur.



Organizmada radyasyonun etkisi ile olusan bu tiir molekiiler degisiklikler, son kademe
olan biyolojik kademeyi baglatir. Biyolojik kademe ise, hiicre 6liimii, organizma 6limii,
mutasyonlar ve kanser olusumunu igerir ve etki siiresi saatler hatta yillar alir (Coskun

2011; Joiner ve ark. 2009).
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Sekil 2.2. Radyasyonun canlidaki fiziksel ve kimyasal etki kademeleri (Dertinger ve
Jung, 1970).
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Sekil 2.3. Radyasyonun canlidaki biyolojik etki kademeleri (Dertinger ve Jung, 1970).

Radyasyon gibi fiziksel faktorlere maruz kalma neticesinde iyonizasyon ve serbest
radikal olusumu giindeme gelmektedir. Serbest radikaller negatif yiikli elektron
sayisinin ¢ekirdekteki pozitif yiikli proton sayisi ile esit olmadigi molekiillerdir.
Elektron konfigiirasyonlarini pozitif yiikle dengelemeleri gerektiginden ¢ok reaktiftirler.
Eslesmemis elektron fazlasi olan bir serbest radikal baglanabilecegi bir molekiil arar. O,
radikali bagka bir molekiilden elektron aldiginda diger molekiilii ansitabil hale getirir.
Serbest radikaller viicutta 6nemli molekiillere zarar veren bir seri reaksiyonu baslatabilir
ve sonugta hiicre dliimiine neden olabilir (Meineke ve Dérr 2011). Iyonize radyasyonun
hiicrede bol miktarda bulunan su molekiiliiniin ayrigmasina sebep olarak serbest

radikallerin olugmasina yol agmaktadir.

Olusan serbest radikal unsurlarinin hiicrede yeni reaksiyonlar aracilig: ile daha baska
serbest radikal olusumlari, lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlar1 ve basta intestinal
kanamalar olmak {izere miyokardiyal iskemi karsinogenezi, katarak olusumu solunum
diizensizligi, DNA zincir kirilmasi, mutajenik ve karsinojenik etkiler olusturdugu

saptanmistir.



2.1.2. Suyun hidrolizi

Insan viicudunun % 80' sudan olusmaktadir. Canli organ isinlandiginda radyasyon
enerjisinin biiyiik oranda su molekiilleri tarafindan sogrulma olasilig1 ¢ok yiiksektir.
Sekil 2.4°te gosterildigi gibi su, radyasyona maruz kaldiginda baska molekiiler yapilara

boliiniir. Bu durumda su molekiilleri iyonlasirlar ve pozitif yiiklii su molekiilii ile hizli

bir serbest elektron olusur (Brahme, 2011).

H,O —> H20+ +e
e + H,O » H,O
H,0" —» H'+OH
H,0 > H +OH
O, +e + 2H* » H,O,
Eslesmemis elektronlar
L 7T N Radyasyon // \ =
& PN
( { e —_— e ) + feH
Ty NN -
\\L*. . “. 3 s
Su molekiila HO radikali H radikali

Sekil 2.4. Su Molekiiliiniin radyasyon ile hidrolizi (Ozalpan 2001).

2.1.3. Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Radyasyonun dokuya etkisi atomik seviyede olmaktadir. insanda goriilen radyasyon
hasar1, atomik seviyede olan etkilere bagli molekiiler yapinin bozulmasi sonucudur.
Makro molekiiller {izerinde yapilan in vivo ¢alismalarda daha az dozda zararh etki

gozlenirken, in vitro ¢alismalarda hasar1 gézlemek i¢in daha yiiksek doz gerekmektedir

(Meineke 2011).



2.1.4. Radyasyonun DNA molekiiliine etkileri

Radyasyonun DNA’y1 etkilemesi organizmaya 3 sekilde zarar verebilir.

1- Genetik Hasar
2- Malignite

3- Hiicre Oliimii

Genetik hasar

Tiim organizmalar (bakteri, maya, Drosophila, baliklar ve insanlar dahil), hiicrelerini
cevresel hasarlara karsi korumak amaciyla DNA onarim mekanizmasi igerirler. DNA
onarimi; hiicre Olimiini, mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA hasarmin
devamliligint ve genomik kararsizligi azaltma da kullanilir. Bu islemlerdeki bir

anormallik kansere yol acar (Hawkins ve ark. 2011).

Radyasyon yine DNA molekiiliiniin fonksiyon kaybina ve inhibisyonuna yol agar. DNA
molekiiliiniin transformasyon yetenegini azaltir ve eger bu tiir etkiler onarilmazsa

hiicrenin 6liimiine yol agarlar (Hawkins ve ark. 2011) .

Iyonize radyasyonun DNA sentezinde olusturdugu diger bir etki de, diizensiz DNA
sentezidir. Bu olay, hiicre dongiisiiniin G1 ve G2 fazlarinda da DNA sentezi yapilmasi
durumudur. Bu sentez S fazindaki senteze gore daha yavastir ve hasar gérmiis hiicredeki

hasarm onarimi igin yapilir (Ozalpan 2001).

Iyonize radyasyon kiiltiir edilmis insan hiicrelerinin neoplastik transformasyonuna
neden olabilir ancak kiiltirdeki hiicrelerin transformasyonu tek olaydan kaynaklanmaz.
Iyonize radyasyon oksijen tiirevli serbest radikallerin olusumu boyunca etkisini ortaya
koyar. Oksijenin boyle reaktif formlari aerobik metabolizmanin yan firiinii olarak

meydana gelir (Breimer 1988).



flgili molekiiler mekanizma UV radyasyon ya da alkilleyici ajanlar durumunda teknik
nedenlerden otiirli agikg¢a anlagilamamistir. Baz degisimi hem transisyon hem de
transversiyon, G-C baz ¢iftinin yani sira A-T baz ¢iftinde de bulunan iyonize radyasyon

tarafindan neden olunan mutasyonun en yaygin tipidir (Breimer 1988).

Sekil 2.5’te iyonize radyasyonun insan DNA’s1 ve proteinleri iizerindeki etkisi
gosterilmistir. Insanlar hava seyahati boyunca, evde radonda, uzay yolculugu sirasinda
veya diisiik seviyeli kirlenmis alanlarda niikleer silah yapiminin alanlar1 dahil
radyasyonun diisiik doza maruz kalir ve radyoterapi boyunca ya da Cernobil gibi
kirlenmis bolgelerde daha yiiksek radyasyon dozuna maruz kalinabilir. Canli
organizmalarda iyonize radyasyonun diisiik ve yiiksek dozunun uzun siireli etkisinin
anlasilmas ile kritik radyasyon indiiklii DNA lezyonlarinin tanimlanmasi, onlarin tamir
edilebilirliginin Olglilmesi ve yanlis tamir edilmis ya da tamir edilmemis kalici

lezyonlarin sonucunun belirlenmesi gerekir (Sutherland ve ark.1999).

Zincir kirilmalarinin DNA molekiiliinde ortaya c¢ikan en Onemli hasar grubunu
olusturdugu kabul edilmektedir. Bu hasarlar tek zincir kirilmalart ve ¢ift zincir
kirilmalart seklinde 2 gruba ayrilir. Tek zincir kirilmalari, DNA molekiiliinlin ¢ift
zincirlerinden bir tanesinde, seker-fosfat iskeletinde meydana gelen bir kopma seklinde
olusurlar. Bu tiir kirilmalar, diisiik iyonizasyon yogunluklu radyasyonlar tarafindan
meydana getirilen en yaygin hasarlardir. Cogunlukla OH radikallerinin aksiyonu sonucu
olusurlar. Cift zincir kirllmalar ise, tek veya bir enerji transferi olay1 ile ya da iki tek
zincir kirilmasmin birbirine ¢ok yakin ve karsilikli bolgelerde olusmasi sonucunda
ortaya ¢ikarlar. Bu tip zincir kirilmalarmin olusmas: i¢in yiiksek iyonizasyon
yogunluguna sahip radyasyonlar gerekmektedir (Friedberg 1995; Hawkins ve ark.
2011).
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Sekil 2.5. Iyonize radyasyonun DNA ve protein iizerindeki etkileri (Friedberg 1995)

Iyonize radyasyonun letal ve mutajenik etkisi esas olarak eksik ya da hatali tamir
edilmis DNA lezyonlarmin sonucudur. Iyonize radyasyon DNA lezyonlarmin,
TZK’larin, baz hasarlarinin ve diger hasarlardan uzakta bulunan abazik bdlgelerin
olusumunu indiikler. Boyle izole edilen hasarlar genellikle etkili sekilde tamir edilir.
Iyonize radyasyon c¢ift zincir kirigi (CZK) igeren birbirine ¢cok yakin lezyonlar1 indiikler
(Sutherland ve ark. 1999).

Insan genomik DNA’sinm biitiinliigii cevresel faktorlerin etkisiyle siirekli olarak tehdit
altindadir. DNA replikasyonu ve DNA rekombinasyonu gibi hiicresel olaylar sirasinda
da endojen olarak DNA’nin yapisinda degisiklikler olusabilir. Genetik materyalin
molekiiler biitlinliigiinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen tiim

degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir (Hawkins ve ark. 2011).

Iyonize radyasyon oksijen tiirevli serbest radikallerin olusumu boyunca etkisini
toplamda ortaya koyar. Bu apurinik veya apirimidinik bolgeleri ve tek zincir kiriklari
(TZK) ve ¢ift zincir kiriklart (CZK) ve azotlu bazlarin modifikasyonuna neden olur.
Sekil 2.6’da DNA kiriklar1 sematize edilmistir. Aslinda tek iplik kirig1 geleneksel olarak
en sik radyasyon lezyonu olarak kabul edilmistir (Hawkins ve ark. 2011).
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Cift iplik kirigt Tek iplik kirigi

Sekil 2.6. Tek ve ¢ift iplik DNA kiriklari (Fry ve ark. 2006)

Baz hasarlar1 ve baz kayiplar1 genellikle seker yapisinda kimyasal degisikliklere yol
acar. Bu degisiklikler N-glikozit bagimin hidrolizi sonucu meydana gelirler. Seker
molekiiliindeki hasarlar genellikle niikleotid zincirinde kirilmalarinin olusmasina sebep
olurlar. Bazlarin radyo duyarhiliklarina goére artan sekilde siralanist soyledir:

Timin > Sitozin> Adenin > Guanin (Mcmillan ve Steel 1997).

Iyonize radyasyonun etkileri primidinin fragmentasyonuna, kontraksiyonuna ve
halkasal doygunluguna sebep olur. Bu eylem 5,6 ¢ift bagina hidroksil radikali tarafindan
aracilik eder. Ozet olarak timin glikol (5,6- dihidroksi-6 hidrothimin) oksidasyon ve -
radyasyonda ortak lezyondur (Breimer 1988). Timinin radyasyon sonucu timin glikole

doniistimi Sekil 2.7°de gosterilmistir.

o v -Radyasyon Q =
CHs
HN HN uOH
o N H o N "o
R Oksidasyon J,R "
(5R, 69) (5S, 6R)
Timin Timin Glikol

Sekil 2.7. Iyonize radyasyon sonucu timin glikol olusumu (Depiro ve ark. 2005)
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Iyonize radyasyon piirinlerin imidazol halkasmin fragmentasyonuna ve ¢dziilmesine
sebep olur. imidazol agik halka Adenin, 4,6-diamino-5-formamidopirimidin, yap1 olarak
imidazol acik halka 7-metilguanin’e benzer (Sekil 2.8). Bu acik halkali piirinler memeli
hiicrelerinde var olan formamidopirimidin-DNA glikosilaz tarafindan DNA’dan kesilir
(Breimer 1988).

NH2 O CH3
NH I\1
I\N N\e—o0 ﬂ\l\ | >
NH V/
NN
\ Deoksiriboz HQN N N

Sekil 2.8. 4,6-diamino-5-formamidopirimidin ve 7-metilguanin yapis1 (Folkes ve
O’Neill 2013)

DNA ¢ift zincir kiriginin kaynaklari:

v lyonize radyasyon,

v Topoizomeraz inhibitorleri (etoposide, adriamycin),

DNA ¢ift zincir kiriklart (CZK’lar), DNA hasarinin en yikict seklidir. Onarilmazsa
kromozomlarin kirilmasina ve hiicre 6liimiine varan sonuglar dogurabilir. Yanlis
onarilirsa kromozom translokasyonuna ve kansere sebep olur. CZK’ye neden olan en
onemli ekzojen ajan iyonize radyasyondur. Ayrica radon bozunumu ve anti kanser
ilaglar da etkilidir. Oksidatif serbest radikaller olusturan Bleomisin, Adriyamisin,
Etoposit Topoizomeraz II’yi inhibe ederek protein kopriilii CZK’ler meydana getirirler.

CZK olusturan endojen ajanlar ise serbest radikaller olusturan oksidatif metabolizmadir.
DNA iplik kiriklar1 Bleomisin gibi radyomimetik ilaglar ve iyonize radyasyon igeren,

serbest radikal tiirevli oksijen boyunca bir dizi etkili ajan tarafindan iiretilir. Tek iplik

kiriklar1 direkt olarak iyonize radyasyon tarafindan tretilir ¢ift iplik kiriklar ise direkt
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olarak tek iplik kirigr yakininda ya da enzimatik islem sonucu olarak indiiklenebilir

(Brahme 2011).

In vitro DNA’nin y-radyasyonu ya 3’-fosforil pargast ile alakali normal niikleotid ya da
deoksiribozdan olugmus 3’-fosforil glikolik asid esterinin bir tarafinda ya da diger
tarafinda 5’-fosforil ile birlikte rastgele tek iplik kirigi igeren uglar iiretir. Tek iplik
kesintileri en az bir niikleotid eksikliginden kaynaklanan kiigiik bosluklardir (Hawkins
ve ark. 2011).

Radyasyonla uyarilmis tek iplik ve cift iplik kiriklart hizli sekilde hem prokaryotlarda
hem de Okaryotlarda tamir edilir. CZK’larin ve birkag TZK’nin tamiri rekombinasyon

mekanizmasiyla meydana gelir (Hawkins ve ark. 2011).

DNA kiriklarinin belirlenmesi (Komet Testi)

Biyolojik ve fiziksel etmenlerin olusturdugu DNA hasarini kontrol etmek icin cesitli
teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler arasinda Komet testi ya da tek hiicre Jel
elektroforezi teknigi ¢ok giivenilir ve kullanigh bir metottur. Komet kelimesinin anlama,
bu teknikte hasarlt DNA’larin gocii ile olugan goriintiidiir. Bu yontem hem in vivo hem
de in vitro sekilde uygulanabilir. Hasarli DNA molekiilleri kuyruklu yildiz goriintiisii
olusturur (Tice ve ark 2000). Ilk olarak Ostling ve Johanson (1984) , DNA hasarini
belirlemek i¢in tek hiicre diizeyinde bir mikro jel elektroforezi gelistirmistir. Bu teknikte
hiicreler bir jel icine gdmiiliip deterjanlar ve yiiksek tuz konsantrasyonlari ile lizis islemi
gerceklestirilip daha sonra nétral kosullarda DNA molekiiliiniin elektroforezine dayanir.

Notral kosullardan dolay1 bu yontemin potansiyelinde bazi sinirlamalar ortaya ¢ikmigtir

(Singh ve ark 1988).

Bunun iizerine Singh ve arkadaslar1 (1988) tek hiicrelerde olusan DNA hasarlarini
belirlemek i¢in alkali (pH>13) ortamlarda gerceklestirilen bir mikro jel teknigi
gelistirmistir. Bu alkali ortamda, DNA gocii tek zincir kiriklariin frekansina baghidir.

Bu teknigin diger genotoksisite testlerine gore avantajlart:
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1. Kiiciik diizeylerdeki DNA hasarlarini belirlemek i¢in hassas bir yontemdir.
2. Her 6rnek i¢in az miktarda hiicreye ihtiya¢ vardir.

3. Diigiik maliyetlidir.

4. Esnek bir yontemdir, kolay modifiye edilir.

5. Uygulamasi kolaydir.

6. Tamamen sonug almak i¢in sadece 1-2 giin yeterlidir.

7. Calismalar yapmak icin nispeten kiiclik miktarlarda test maddeleri kullanilir.

Son yillarda bu test insanlardan ¢evresel degerlendirme ¢aligmalarina kadar tiim genetik
toksikoloji ¢calismalarinda kullanilmistir. Komet testinin genetik toksikoloji de kullanim

alanlart sunlardir:

1. Potansiyel yiiksek oranda sonug iceren tarama ¢alismalari

2. Genotoksisite ile indiiklenen kromozom hasarini, sitotoksisite ile indiiklenen
kromozom hasarindan ayirt etmek

3. In vivo galigmalarda genotoksik ve genotoksik olmayan karsinojenleri ayirt etmek

4. Insan mutajenlerini ve karsinojenlerini tayin etmek

Komet testinin yontemine baktigimizda bu test su basamaklardan olusur:

1. Uzerine agaroz iginde hiicrelerin yayildigi mikroskop lamlarmin hazirlanmasi

2. DNA molekiiliinii hiicrelerden ayirmak i¢in lizis

3. Tek zincirli DNA molekiiliinii ve tek zincir kiriklarini gézlemlemek igin alkali
(pH>13) ortam

4. Alkali kosullarda (pH>13) elektroforez

5. Notralizasyon

6. Boyama, Goriintiileme ve Sayim

Lamlarin hazirlamasi sirasinda her lam iizerine 1-3 bagimsiz jel yayilir. En alt tabaka ya
tam buzlu mikroskop lamindan veya yiliksek konsantrasyonda normal erime noktasi
bulunan agaroz jelinden olusur. Bunlarin {izerine hiicrelerin diisiik erime noktali agaroz

ile olusan siispansiyonu yayilir. Bundan sonra lizis islemi gergeklestirilir. Bu islemde
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deterjanlar ve yiiksek konsantrasyonlu tuz ¢dzeltilerinden yararlanilir. Uzerinde hiicreler
bulunan lamlar en az 1 saat en ¢ok 1 gece olmak fizere, lizis soliisyonlarinda bekletilir.
Elektroforez oncesi alkali yiiriitme tamponu i¢inde lamlar 20-25 dk aras1 bekletilir. Bu

islem DNA molekiiliiniin ¢6ziilmesi i¢in gereklidir.

Bu islemden sonra elektroforez islemi uygulanir, bu islemde standart voltaj 0,7-1
V/em’dir. Elektroforez sonrasi alkali lamlar notralizasyon tamponu ile yikanir. Yikama
isleminden sonra lamlar etidyum bromiir, DAPI (diamidino—2-fenilindol), propidyum
iyot veya SYBR Greenl gibi floresan 6zellikli boyalarla veya glimiis nitrat gibi floresan
olmayan boyalarla boyanirlar. Komet sayimi i¢in metrik ve metrik olmayan teknikler
vardir. Ayrica Komet sayimi icin bilgisayar sistemli programlarda gelistirilmistir. En
basit yontemlerden biri Komet’leri biiyiikliiklerine gore kategorilere gore boliip

degerlendirmektir (Olive ve ark. 1991, Cotelle ve Ferard 1999, Tice ve ark. 2000).

2.1.5. Radyasyonun kromozomlara etkisi

Kromozom kiriklari, ya kendiliginden ya da mutajenik ajanlar nedeniyle olusabilirken;
bazen de iyonize radyasyon veya DNA hasarina neden olan kimyasallardan koken
alabilmektedir. Genellikle kirilmis uglar yeniden birlesir ve kirik onarilir ancak bazi
durumlarda, bir kirik kromozomlarda delesyona yol acabilir veya bir hiicrede birden
fazla kirik meydana gelmigsse kromozomlarin yeniden diizenlenmeleri miimkiin
olabilmektedir (Bakhoum ve Compton 2012). Sekil 2.9’da iyonize radyasyonun neden
oldugu tek iplik ve ¢ift iplik kirig1 gosterilmektedir (Urushibara ve ark. 2006).
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Sekil 2.9. Iyonize radyasyonun neden oldugu tek zincie ve cift zincir kiriklari

(Urushibara ve ark. 2006)

Kromozom kiriklart hiicre dongisiiniin G;, S ve G, evrelerinde mitoz ve mayoz
sliresince olusabilir (Bakhoum ve Compton 2012). Kromozomlarda yapisal olarak iki
tip kirik vardir. Bunlar, kromozom tipi kirik ve kromatid tipi kiriklardir. Bir ajanin
kromozom ya da kromatid tipi kiriklara neden olmasi, hiicre dongiisiiniin hangi fazinda
etkili olduguna baghdir. Eger ajan mitoz bdliinmenin Gg ya da G; fazinda etkiliyse
kromozom tipi kiriklara, S ya da G, fazinda etkili ise kromatid tipi kiriklara neden olur.
Kromozom kiriklari, eger G; fazinda maruz kalindiysa yalmiz bir kromatid de kirik
meydana gelir ve S fazi boyunca devam ederse, metafazdan sonra her iki kromatitte de
kirik olusur ve boylece kromozom tipi kirik meydana gelir. Bu kirik tekrar birlesmez
ise, bir delesyonlu kromozom ve bir asentrik fragment meydana gelir. Kromozom
kirilmasi sonucu olusan asentrik pargalar ya metafazda kaybolmakta ya da anafazda

mikrontikleuslar1 olusturmaktadir (Conner ve Smith 1993, Gardner ve ark. 1996)

Radyasyona maruz kalma sonucu olusan 6zel bir kromozom aberasyon tipi de
mikronukleus olusumudur. Mikroniikleus, hiicre boliinmesi sirasinda serbest kalan
kromozom fragmentinin ya da kromozomlarin ortamda varlifini siirdiirmesidir. Bir
niikleoplazma ile sarilarak sitopldzma igerisinde ana niikleusun yaninda yer alan niikleer
materyaldir. MN olusumunun temelini, DNA hasar1 olusturmaktadir. Organizmanin
cesitli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmasi sonucunda
DNA’da hasar meydana gelmektedir. Ancak bu durum diploit hiicreler i¢in gecerlidir
(Fenech 2010).
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CBMN (Cytokinesis Block MicroNucleus) analizleri, Cyt-B’nin (Cytochalasin-B) hiicre
boliinmesini sitokinez evresinde durdurmasi Ozelligi temel alinarak tanimlanmistir.
Cyt-B hiicre boliinmesini sitokinez evresinde aktin filamentlerini etkileyerek durdurur.
Sekil 2.10’da MN CBMN gosterilmistir. Bu etkisini de aktin filamentlerin ucuna

baglanarak, aktinin polimerize olmasini 6nleyerek gerceklestirir (Joskic ve ark. 2001).
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Sekil 2.10 CBMN (Cytokinesis Block MicroNucleus) Dagilimi (Ustiiner 2011)

2.1.6. Serbest radikaller

Serbest radikal; bir¢ok fizyolojik, patolojik proseste iiretilen, bir veya daha fazla
eslesmemis elektronu bulunan herhangi bir atom ya da molekiildiir. Bir bilesik bir
elektron kaybederek veya ilave bir elektron alarak serbest radikal olusabilir. Serbest
radikaller homolitik bag yikimi ile de olusabilir. Homolitik par¢alanmada kovalent bag
simetrik olarak ayrilir ve ortaya ¢ikan iki parcada da tek birer elektron kalir ve serbest
radikal olusur. Serbest radikaller pozitif veya negatif yiiklii veya nétral olabilirler.
Radikaller daha biiyiik bir yapinin pargasi olabilir, daha immobil olabilir veya kiigiik ve
serbestce difiize olabilen tiirler halinde olabilir (Dizdaroglu ve Jaruga 2012).

Serbest radikaller, iyonizan radyasyon ve bazi ksenobiyotiklere bagli olusuma ilaveten,

viicuttaki normal biyokimyasal oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda da devaml iiretilir.
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Bu serbest radikal kaynaklarina ek olarak; aktif 16kosit ve makrofaj, doku iskemisi ve

reperfiizyon ve arasidonik asit kaskad1 da sayilabilir (Delibas ve Ozcankaya 1995).

fyonize radyasyon baslica H', OH" ve e gibi serbest radikalleri olusturur. Boylece

olusan primer radikaller ve sulu ortamda bulunan elektronlar kolaylikla
biyomolekiillerle reaksiyona girerler. Iyonlasmamis radyasyon, kovalent baglari
homolitik olarak parcalayabilecek enerjiye sahipse serbest radikaller meydana gelir

(Akpoyraz ve Durak 1995).

Iyonize radyasyon sonucu olusan serbest radikaller DNA’da mutasyona neden olurlar.

Kromozom degisikliklerine ve DNA’daki diger degisikliklere bagli olarak hiicrede
sitotoksik etki ortaya ¢ikar. OH' radikali bazlarla kolayca reaksiyona girebilir. H,O,

DNA hasarina, hiicre bozukluklarina ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir (Meram ve
Aktaran 2002, Ozkan ve Fiskin 2004).

Radikal reaksiyonlar1 zincir reaksiyonlari olup, genel olarak ii¢ basamakta incelenirler.
Baslama safhasi, radikalin olusumunu kapsar. Sonra ilerleme basamag: gelir. Ilerleme
basamag ara {irlin olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller iizerinden yiiriir. Bu arada
hiicresel tahribatlar meydana gelir. Ilerleme reaksiyonlar1 ya sonsuz devam eder veya
radikal yakalayic1 maddeler yardimi ile sonlanir. Radikal yakalayic1 maddeler hiicrenin
saglikli gelisimi i¢in gereklidir. Eger serbest radikaller, radikal yok ediciler tarafindan
yakalanmazlarsa sitotoksisite ortaya ¢ikar. Cizelge 2.1°de serbest radikallerin etkiledigi

molekiiller ve tizerindeki etkileri gosterilmistir. (Goldstein ve ark. 1994, Poli 1993).
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Cizelge 2.1. Serbest radikallerin etkiledigi molekiiller

1.Doymamis aminoasitler ve
kiikiirt iceren aminoasitler

Protein denatiirasyonu

Capraz baglanma

Enzim inhibisyonu

Organ ve hiicre gegirgenliginde degismeler

2 Niikleik asit bazlari

Hiicre gelisiminde degismeler

Mutasyon

3.Karbonhidratlar

Hiicre ylizey reseptdrlerinde degisim

4.Doymamis lipidler

Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu

5.Kofaktorler

Nikotinamit ve flavin i¢eren kofaktorlerin
aktifliginde azalma

Askorbat ve porfirin oksidasyonu

6.Antioksidanlar

a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin
aktifliginin azalmasi

7 Proteinl Denatiirasyon
rroteinier Peptit zincirinde kirilmalar
Baz modifikasyonlari
8.DNA

Zincirde kirilmalar

9.Hyaluronik Asit

Sinoviyal sivinin viskozitesinde degisim

Iyonize radyasyon hiicrelerde serbest radikal olusumuna yol agar. Hidroksil radikalleri
DNA’daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz fosfatlarla reaksiyon verirler. Reaksiyon
sonucu, DNA bazlar1 modifiye olur ve riboz-fosfat zinciri kirilir. Enzimatik radikal

yakalayicilar 6ncti OH' radikallerinin konsantrasyonunu diigiirerek DNA’y1 korurlar

(Richard ve ark. 2008).
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Coziinen birgok hiicre bileseni serbest radikalleri yok edici gorev yaparlar. Ornegin,
oksihemoglobin gibi hemoproteinler O, ve H,O; ile reaksiyona girerek methemoglobin

olustururlar (Halliwel ve John 1984).

Bu reaksiyon, hemoproteinlerin, oksijen radikalleri tarafindan kolaylikla tahrip
edilebilecegini gostermektedir. Diger Onemli bir sitoplazmik hemoprotein, katalaz
enzimidir. Katalaz O;". radikali tarafindan ayni sekilde tahrip edilebilmektedir. Bu tiir
bir reaksiyon katalaz aktivitesinin diismesine ve hiicrenin, daha ¢ok radikal ve hidrojen

peroksit tahribatina maruz kalmasina yol agmaktadir (Halliwel ve John 1984).

2.1.7. Radyo duyarhhk

LDR (diisiik doz orani1) ve HDR (yliksek doz orani) ile birlikte 1ginlanmis farkli hiicre
tipleri i¢in radyoduyarlilig1 tanimlamada iki ug¢ nokta: (Williams ve ark. 2008).

1. Klonojenik radyoduyarlilik olarak tanimlanan koloni olusturma yeteneginin kaybi

2. Hiicre dongiisiine yeniden girise yatkinliktir.

DHC (DNA Hasar Cevabi) ya da CZK igin gerekli proteinlerin herhangi birinin
inhibisyonunun radyasyon duyarliligina yol agabildigi tahmin edilmistir (Ljungman
2008). Bununla birlikte kritik proteinleri direkt olarak inhibe eden terapétik ajanlarin
hala klinik oncesi gelisimi devam etmektedir. Umut verici sekilde, FDA tarafindan
onaylanmis bircok ajanin DHC’yi diizenledigi gosterilmistir ve radyasyon
duyarlilagtiric1 olarak 151n tedavisi ile birlikte kombine edilebilir (Kesari ve ark. 2011).
Radyoduyarlastirict olarak caligmalari yapilan ilk ilag metronidazoldiir ve 1973’te
calisilmigtir. Bu calismayr 1974°te laboratuar calismalarinda daha etkili bir radyo
duyarlilastirict olan misonidazol takip etmistir (Wing ve ark. 1980). Misonidazolle
yapilan c¢alismalarda artan dozlarda misonidazoliin ndérotoksisite, ensefalopati ve

periferal noropatiye neden olabilecegi gosterilmistir (Dische ve ark. 1977).
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2.1.8.Radyoterapi

Radyoterapi, yiiksek enerjili radyasyon kullanilarak uygulanan kanser tedavisidir.
Radyoterapide genellikle X 1sinlar1 kullanilir. Uygulanan radyasyonun tipi ve miktari

kisiye gore degismekle birlikte organizmadaki tiimore gore hesaplanir.

Radyoterapinin amaci normal hiicrelerde miimkiin olduk¢a daha az hasara neden olmak,
kanser hiicrelerini yok etmektir. Bu nedenle radyoterapinin verimliligi terapotik kazang

fakotiir ile olgtliir. Terapotiik kazancin formiilii asagida verilmistir (Fox ve ark. 2002):

Terapotik kazang (TK): Aktif cevap orani (ACO)- Plasibo cevap oran1 (PCO)

Viicudumuzun hemen her kisminda kanserin birgok tiirlinii tedavi etmek ig¢in 1sin
tedavisi kullanilabilir (Meirow and Nugent 2001). Radyoterapi kanser hiicrelerini yok
ettigi kadar normal hiicrelere de hasar verebilir ya onlar1 da yok edebilir. (Meirow and
Nugent 2001).

2.2. Apoptoz

Apoptoz hiicre biiziilmesi, membran yiizeyinde ¢ikinti, kromozom yogunlagsmasi ve
niikleer parcalanma iceren morfoloji olarak tanimlanir. DNA hasarli hiicreler daha fazla
hasara karsi organizmayi korumak i¢in intihar eder (Mondello ve Scovassi 2011).
Fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre intihari, hiicre delesyonu ya da programlanmis hiicre
Olimii terimleri her zaman apoptosis icin kullanilmistir. Apoptozun 6zellikleri

Cizelge 2.3 te gosterilmistir.

Apoptoz karakteristik olarak komsu hiicre gruplarini degil, dagilmis tek hiicreleri
etkiler. Erken tanimlanan morfolojik degisiklikler sitoplazmanin yogunlagmasi ve
niikleer zarfa karsi belirlenmeye baslayan keskin c¢izilmis, diizgiin ince graniiller

kiitlenin olusumu ile niikleer kromatinin ayrilmasi ve sikigsmasidir. Yogunlasmanin
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ilerlemesi niikleer ve hiicre ana hatlarinin kivrilmasi ile beraberinde gelir ve bunu
membran sinirl apoptotik cisimleri tiretmek icin bir biitiin olarak tomurcuklanarak ve
cift katl1 zar tarafindan ¢evrilmis farkli fragmentler i¢inde niikleusun pargalanmasi takip

eder (Kerr ve ark. 1994). Apoptozun olusma siireci Sekil 2.11’de gosterilmistir.

Sekil 2.11. Apoptoz (Kerr ve ark. 1994)

Viicudumuzdan her saniye yaklasik bir milyon hiicre elimine edilirken yerine yenileri
iiretilir. Cogalma (mitoz) apoptosis tarafindan dengelenir. Organizmada apoptoz siirekli
meydana gelmelidir yoksa apoptozun artmasi ya da azalmasi organizmada Oliimciil
hastaliklarin gelismesine neden olabilir. AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiilin
bagimli diyabet, hepatit C, miyokardiyal enfarktiis aterosiklerosis, otoimmiin hastaliklar
ve kanser apoptozun artmasina ya da azalmasina bagl olarak gelisen hastaliklara
ornektir. (Ulukaya ve ark. 2011). Cizelge 2.2’de apoptozu inhibe eden ve diizenleyen

genler belirtilmistir.
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Cizelge 2.2. Apoptozis ve genler

Apoptosisi baskilayan genler

Apoptosisi indiikleyen genler

Bcl-2 grubundan
BHRL-1, Bcl-X_, bcl-w, bfl-1
brag-1, mcl-1 ve Al

Bcl-2 grubundan
Bad, Bax, Bak, Bcl-Xs, Bid
Hrk-1

c-abl geni c-myc geni

ras onkogeni p53,p21

Coziinebilir fas fas (CD95/AP0O1)

p35 FADD/MORT, RIP, FAST
A20 Interldkin déniistiiriicii enzim

benzeri proteinler (ICE)

LOH (MTS1/CDK41)

2.2.1. Apoptozun diizenleyicileri

Apoptosisin nasil ¢alistiginin bilgisi yaklagik 1mm uzunlugunda mikroskobik nematod
olan Caenorhabditis elegans ile yapilan caligmalardan gelir. C. elegans’in CED-3,
CED-4 ve CED-9 genlerinin tanimlanmasi insanda homolog genlerin arastirilmasina yol
acti. CED-3, CED-4 ve CED-9’un homologlart sirasiyla kaspaz-9, apaf-1 ve Bcl-2

olarak bulunmustur. Kaspaz-9 proteaz, apaf-1 proteaz aktivasyonu igeren sitoplazmik

faktor ve Bcl-2 apoptoz inhibitor proteinidir (Chinnaiyan 1999).

Apoptosis bazi iyonlar (kalsiyum gibi) (Mattson 2003), genler (c-myc, Bcl-2/Bax, Fas,
DRS gibi), proteinler (p53, kaspazlar, IAP’ler gibi) (LaCasse 1998) ve hatta organeller

(mitokondri, endoplazmik retikulum gibi) iceren gesitli diizenleyiciler tarafindan kontrol

edilir.
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Cizelge 2.3. Apoptozun ozellikleri

Oksidatif stres

Biiyiime faktorlerinin eksikligi

HIV
Belirleyici nedenler Kemoterapi

Isinlama

Oliim reseptorlerinin indiiklenmesi

Sitotoksik T-lenfositleri

Kromatin yogunlagmasi

Morfolojik 6zellikler Hiicrenin biiziismesi

Apoptotik cisim olugumu

ATP gereklidir

Kromozomlar arast DNA fragmentasyonu

Biyokimyasal/immiinolojik 6zellikler
Kaspaz bolen sitokeratin 18 salinir

Inflamasyon olugmaz
M30 ELIZA testi
Belirleme yontemleri Kaspaz-3 aktivasyonu

Flow sitometride Sub G1 piki

Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine stirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlar
endoniikleaz  aktivasyonunda, doku transglutaminaz  aktivasyonunda, gen
reglildsyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol
alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum girisi apoptosisin gergeklesmesi i¢in esansiyel
degildir. Bcl-2 ailesi, iiyelerinin bir kismmin apoptosisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid,
Bcl-X,), bir kismimin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bcl-X | ) genis bir ailedir (Orrenius 1992).

2.2.2. Apoptozun indiiklenmesi

Apoptozu cesitli faktorler indiikler ama hiicre dis1 faktorler ve hiicre i¢i faktorler nemli
faktor olarak siiflandirilabilir. Sekil 2.12’de hiicre i¢i ve hiicre dis1 yolaklar
gosterilmistir. Hiicre dis1 faktorler granzim/perforin sistemi ya da hiicre ylizeyi 6liim
reseptorleri araciligiyla rol oynar. Hiicre i¢i faktorler mitokondriyal aktivasyona neden
olur. Bununla birlikte mitokondriyal aktivasyon hiicre dis1 faktorler tarafindan tetiklenir.

Boylece mitokondri apoptosisde merkezi role sahiptir (Thiery ve ark. 2011).
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Hiicre dis1 faktorlere gelince, apoptoz Fas (Apo-1, CD95), TNF reseptor-1 (TNFR-1),
DR3 (TRAMP), DR4 (TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2) ve onlarmn ligandlariyla birlikte

oliim reseptorlerinin interaksiyonu tarafindan indiiklenir (Pan ve ark.1997).

Hiicre yiizey reseptorleri hiicre membranina konuslanmistir ve onlar TNFR ailesinin
iiyeleridir. Oliim reseptdrlerinin ligandlar1 bdylece reseptdrlerin aktivasyonuna ve

oligomerizasyona neden olur (Pan ve ark.1997).

Olim domainleri pro-kaspaz 8’i aktive ederek kaspaz kaskadim baslatir. Kaspaz-8
oligomerizasyonu takiben aktive edilir (Martin ve ark. 1998). Aktif-kaspaz 8 apoptotik

stireci iki sekilde yiiriitiir;

i.Kaspaz-3’in aktivasyonu ve direkt kirilmasi

Ii.pro-apoptotik protein Bid’in kirilmasi

Kirilmis Bid sitozolden sitokrom c¢ salinmasi indiiklenen mitokondriye transloke olur ve

aktive olmaya baslar (Collison ve ark. 2009).

. Dagsal Yolak
I¢sel Yolak

Radyasyon
Kemoterapi

Sekil 2.12. Apoptoza yol acan hiicre i¢i ve dis1 yolaklar (Pai ve ark 2006)
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Apoptosis, hiicre Olim reseptorlerinin aktivasyonu haricinde, genotoksik ajanlar
tarafindan neden olunan DNA hasarina cevap olarak p53’iin indiiklenmesiyle baslatilir.
Indiiklenmis p53 Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyesi Bax’1 aktive ederek apoptosisi
baglatir. p53 Fas ve DRS gibi hiicre ylizey 6liim reseptorlerini indiikleyerek apoptosisi
baslatir (Haupt ve ark. 2003). Apoptosis, reaktif serbest radikaller (oksidatif
stres)tarafindan neden olunan genom, plazma membrani ya da mitokondride hasarin

sonucu olarak baslar (Kannan ve Jain 2000).

PARCALANMA
HEDEF ———= MODULATORLER =———== EFEKTORLER ———=> SUBSTRATLARI ———> OLUM
DNA Hasart p53 Kaspaz 1 (ICE) PARP
Radyasyon Kinazlar Kaspaz 2 (ICH-IL, Nedd2, Apopain) DNA
Kemoterapi Bax.Bad Bel X1 Kaspaz 3 (CPP32,.YAMA) Laminler
Hipoksia Apaf-1 Kaspaz4 (ICH-2, TX, ICE-re2) Topoizomeraz-1
MDM2 Kaspaz 5 (ICE-rel3, TY) -aktin
azlar Kaspaz 6 (Mch2) o-fodrin
Kaspaz 7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1) proll-1B
Myc EiA Kaspaz 8 (FLICE, MchS, MACH) U1SnRNP
FAD/TRAF/MODD Kaspaz 9 (Mch6, ICE-LAP6)
Bel-2.Bel-Xs Kaspaz 10 (Mch4)
IAPI, IAP2, XIAP, NAIP Kaspaz 11 (ICH-3)
12 (ICH-4)
13 (ERICE)

Kaspaz 14 (MICE)

Sekil 2.13. Apoptoz semasi (Kasper ve ark. 1999)

Serum agligima maruz birakilan hiicrelerde p53 apoptosis mekanizmasi ortaya cikar.
Bad’in fosforile edilmemesi ve mitokondriden sitozole cyt-c salinimini ile apoptosisi
indiikler (Datta ve ark. 1997). Apoptosisi sitotoksik T lenfositlerinden granzim B
salinmasi ile kaspaz sistemi aktive eder (Darmon 1995). Seramid, apoptosisin membran
iligkili aktivatorii, membrana bagli asid olan sfingomiyelinazin aktivasyonunun
triiniidiir (Pettus ve ark. 2002). Isinlama (Haimovitz-Friedman ve ark. 1994),
hipertermi, hidrojen peroksit ve ultraviyole radyasyon sfingomiyelinazin aktivasyonuna

ve boylece seramidin artigina yol acar (Ulukaya ve ark. 2011).

Hiicre i¢1 faktorlerde mitokondri anahtar rol oynar. Mitokondri sitokinler, biiyiime
faktorleri ve 6ltim reseptorleri gibi hem 6liim hem de canlilik sinyallerinin kesigim
noktasidir. Apoptosis islemi boyunca geri doniigiimsiiz olarak mitokondriden sitozole
sitokrom ¢ salinir. Mitokondriyal aktivasyonda ana faktor Bcl-2 protein ailesidir. Bu
ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik tiyeleri sitozole sitokrom ¢ salinimini ya inhibe
etmek ya da indiiklemek i¢in mitokondride etkilerini gosterirler (Wang ve Youle 2009).

Apoptozun genel olarak 6zeti Sekil 2.13’te gosterilmistir.
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2.2.3. Kaspazlar

Kaspazlar aspartik asitten sonra peptid bagini kesen sistein proteazdir. Kaspazlar
hiicrelerde zimojen olarak bulunur ve proteolitik reaksiyonun kaskadinda aktive edilir.
kaspazlar hiicrelerin apoptotik morfolojisinden sorumlu efektér molekiillerdir (Li ve

Yuan 2008). Sekil 2.14’te kaspazlarin filogenetik siniflandirilmasi verilmistir.

Kaspazlar 14 sinifa ayrilir;

Kaspaz 1 (ICE), kaspaz 2 (ICH-IL, Nedd2), kaspaz 3 (CPP32, YAMA, Apopain,
priCE), kaspaz 4 (ICH-2, TX, ICE-re2), kaspaz 5 (ICE-rel3, TY), kaspaz 6 (Mch2),
kaspaz 7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1), kaspaz 8 (FLICE, Mch5, MACH), kaspaz 9
(Mch6, ICE-LAPG), kaspaz 10 (Mch4), kaspaz 11 (ICH-3), kaspaz 12 (ICH-4), kaspaz
13 (ERICE), kaspaz 14 (MICE) (Alnemri ve ark. 1996).

— Kaspaz5 (ICE-rel3, TY)

L Kaspaz 4 (ICH-2, TX.ICE-re2)

Kaspaz 1 (ICE)

—— Kaspaz 7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)

L Kaspaz 3 (CPP32, YAMA_ Apopain, priCE)

Kaspaz 6 (Mch2)

Kaspaz 8 (FLICE.Mch5. MACH)

Kaspaz 10 (Mch4)

Kaspaz 2 (ICH-IL, Nedd?2)

Kaspaz 9 (Mché6, ICE-LAP6)

Sekil 2.14. Kaspazlarin filogenetik iligkisi (Donald ve Thorberry 1997)

Apoptozom ile baglatilmis kaspaz aktivasyon yolagi i¢inde kaspaz aktivasyonunun
strast hiicresiz sistem kullanarak baslangicta tanimlanmistir (Slee ve ark. 1999). Bu

yolakta, Bax/Bak kanalinin acilmasinin sonucu olarak mitokondriyal sitokrom c’nin

27



salinimi1 Apaf-1/kaspaz-9 apoptozom diizeneginde ve bu kompleks iginde kaspaz-9

aktivasyonunda sonuglanmistir (Li ve ark. 1997).

Belirli dokular tarafindan eksprese edilen kaspaz tipleri ¢esitlidir. Sonug olarak kaspaz-
3 tiim dokularda fonksiyona sahip olan evrensel kaspazdir. Bu, farkli kaspazlarin farkli
dokularda apoptoza yardimci oldugunu ve aktive edildigini gosterdi (Colussi ve Kumar

1999).

2.2.4. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi zit etkili iki grup igerir. Pro-apoptotik grup, apoptozu indiikler ve anti-
apoptotik grup, apoptozu inhibe eder (Tsujimoto 1998). Anti-apoptotik iiyeler i¢in etki
mekanizmasi sitokrom c’nin igsel salinimini inhibe etmek ve dis mitokondriyal
membran Dbiitiinliigiinii. korumak i¢indir. Anti-apoptotik ve pro-apoptotik iyeler
arasindaki denge 6liim ya da yasam secenegini belirler (Fletcher ve Huang 2006). Bcl-2
ailesinin anti-apoptotik {iyeleri ve pro-apoptotik iiyeleri yukarida Cizelge 2.2°de

gosterilmistir.

2.2.5. p53

p53, onkogen aktivasyonu, hipoksi, normal hiicre temasinin kayb1 ve DNA hasarina
cevapta anormal hiicre biiylimesini durdurmak i¢in hayati hasarlar1 6nleyen islemleri
aktive eden transkripsiyon faktoriidiir. p53 senesens, hiicre dongiisii durdurma (G; velya
da G,’de) ya da apoptozu uyararak hiicresel biiytimeyi kisitlar (Haupt ve ark. 2003).
1992°de p53, DNA hasarini takiben genomik biitlinliigii koruma ve hiicre dongiisii
durdurmay1 da iceren kontrol noktasi proteinleri olarak belirlenmistir. Apoptozda
p53°1n rolii dolayli olarak DNA hasariyla baglantilidir ve doku spesifik ve uyaricidir
(Lowe ve Lin 2000). Sekil 2.15’te p53 aracili apoptoz gosterilmistir.

p53 aktive oldugunda Bax yapimini uyarir. Bax proteini de mitokondri de yerlesmistir.

Bu durumda anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin apoptotik Bcl-2 proteinlerine orani

azalir. Mitokondride Bax miktarinin artmasi ile Bax-Bax homodimeri olusur. Bu durum,
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mitokondride por olusturarak sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimi ile Apaf-1

aktivasyonuna neden olur (Colakogullar1 2007).

Hiicre dongiisii boyunca DNA hasarim1 belirlemede en az iki kontrol noktasi vardir.
Gi1-S ve G,-M’de meydana gelir. S fazina giren kontrol noktasinda hasarli DNA replike
eden hiicreleri korur ve ya Gp’de hiicre dongiisii durdurma ya da apoptosis indiikleyen

p53 proteini boyunca iliskilidir (Basu ve Haldar 1998).

Digsal . FAS-L
Yolak TRAIL

Apoptozom

i 9 . Mitokondri ‘ Bax
Kaspaz-9 « > I(;sel

Kaspaz-?;\\ @

\ 9 Kaspaz-6
Q Kaspaz-7
l

Apoptoz

Sekil 2.15. p53 iliskili apoptoz i¢in model (Haupt ve ark. 2003)
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2.2.6. Apoptozu belirlemede kullanilan yontemler

Apoptosisin belirlenmesinde kullanilan 5 sinifta incelenmektedir:

1. Morfolojik goriintiileme yontemleri
Isik mikroskobu
Floresan mikroskobu
Elektron mikroskobu
Faz kontrast mikroskobu
Hoechst boyama
Propidyum iyodiir
Giemsa boyama

Hematoksilen boyama

2. Immunohistokimyasal yontemler
M30 yontemi
Anneksin 5
Kaspaz-3 yontemi
TUNEL yontemi

3. Biyokimyasal yontemler
Agaroz jel elektroforezi
Western Blotting

Akigkan sitometrisi
4. Immiinolojik ydntemler
ELISA

Florometrik yontem

5. Molekiiler biyoloji yontemleri
DNA mikroarray (Giiles ve Eren, 2008)
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2.3. Bitkisel Fenolik Bilesikler

Polifenoller bir ya da iki benzen halkasi igerir (Tsuda ve ark. 2004). Ayn1 zamanda basit
fenoller, flavonoid, hidroksisinnamik asit ve hidroksisinnamik asit tiirevlerini igerir
(Kohlmeier ve ark.1995). Polifenollerin kokeni tirozin ve fenilalanin aminoasitleridir
(Castellano ve ark. 2011). Fenolik bilesikler 6zellikle renk ve tat 6zellikleri gibi bitki
tiirevli yiyecek ve iceceklerin baslica organoleptik karakterleri i¢cin sorumludur. Fenolik
bilesikler meyce, sebze ya da bitkisel tiirevli igeceklerde yiliksek diyetlerin tiiketimi ile

iliskili saglik yararlarina katkida bulunmak icin rapor edilmistir (Cheynier 2005).

Fenolik bilesikler bir dizi mekanizma boyunca karsinogenezi etkileyebilir. Bu bilesikler
serbest radikaller ya da karsinojenleri temizleyebilir. Fenolik bilesikler reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) liretimini engelleyebilir (Kohlmeier ve ark.1995).

Fenolikler flavonoidler, taninler, hidroksisinamat esterleri ve polimer lignin yapilar
igeren ikincil metabolit grubudur. Fenolik bilesikler temel olarak primer (shikimate) ve
sekonder (fenilpropanoid) yolaklarinda sentezlenirler (Michalak 2005). Sekil 2.16’da
fenolik bilesiklere ait yolaklar gosterilmistir. Biyolojik aktiviteleri arasinda fenolikler
zararli UV radyasyona, serbest radikallerin potansiyel temizleyicilerine ve diger
oksidatif tiirlere kars1 ajan goriintiileme, herbivorlara ve patojenlere kimyasal onleyici
olarak hareket ederek stres cevabinda ilgilidir. Fenolik bilesikler antioksidan, anti
mutajenik, anti viral, anti bakteriyel, algisidal, anti fungal, insektisidal, &strojenik ve

keratolitik aktivite sunarlar (Grace ve Logan 2000).
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Glikoliz

v
Shikimate
Yolag1
. Sinamik Asit
- ' - -
Karbohldrat Fenilpropanoid Benzoik Asit
Metabolizmasi B
Yolagi
v —+  Organik asitlerin
Malonil-KoA esterleri
Flavonoidler

Sekil 2.16. Fenolik bilesiklerin olusumunun gosterildigi biyosentetik yolaklar
(Michalak 2005)

Fenolik yapilar genellikle fenolik hidroksil gruplarin hidrojen bagi potansiyeli ve
hidrofobik benzoid halkasi nedeniyle proteinlerle birlikte giiclii etkilesim potansiyeline
sahiptir. Sitokrom p450 izoformlari, lipooksijenazlar, siklooksijenazlar ve ksantin
oksijenazlar gibi radikal {retiminde rol alan bazi enzimleri inhibe etmek igin
kapasitelerinin sonucu olarak antioksidanlar olarak hareket etme yetenegini verir
(Pereira ve ark. 2009).

Fenoller birka¢ farkli gruba ayrilir, temel fenolik iskeletin (basit fenolleri benzoik
asitler, fenilpropanoidler ve flavonoidiler ) yapisi ile birlikte temel karbon atomlarinin
sayist ayirt edicidir. Fenolikler bitkilerde g¢esitli fonksiyonlara sahiptir. Fenolik
bilesiklerin miktar1 ve fenilpropanoid metabolizminin artmasi stres durumunda ve ¢esitli
cevresel faktorlerin altinda gozlenebilir (Michalak 2005). Bitki fenolikleri flavonoidleri,
tanenleri, kumarin, fenolik asit ve az miktarda stilben ve lignan igerirler (Dai ve
Mumper 2010).

Flavonoidler aromatik amino grubu fenilalaninden, tirozinden ve malonattan olusurlar.

Flavonoidin temel yapist 15 karbon atomundan olusan Sekil 2.18’de gosterilen flavan
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cekirdegidir. Sekil 2.17°de gosterildigi gibi flavonoidler 6 sinifa ayrilir (Gupta ve ark.
1999).

[zoflavon
Flavonol

(]

OH

Flavanol (Katesin) Flavanon Antosiyanidin

=

Sekil 2.17. Flavonoidlerin alt siniflar1 (Gupta ve ark. 1999)

Flavonoidler genel olarak bitkide glikozillenmis tiirevler olarak bitkide bulunurlar
(Gupta ve ark. 1999). Cesitli sebze ve meyvelerden olusan flavonoidler tohumda,
findikta, baharatta, iizimde ve sarap (0zellikle kirmizi), ¢cay ve bira (daha diisiik
seviyede) gibi iceceklerin yani sira gesitli tibbi bitkilerde de bulunur. Flavonoidler bitki
ekolojisinde farkli roller oynarlar. Flavonoidler fosforilasyonda ilgili demir kanallarinin
diizenleyicisi olarak ve/ya da fotosentezin 151k fazinda katalizor olarak rol oynar (Pietta
1999). Flavonoidler foto sentetik elektron transportu sistemi tarafindan iiretilen ROS
temizlenerek bitki hiicrelerinde stres koruyucu olarak gorev yapabilirler (Harborne
1994). Ayrica flavonoidlerin UV absorbsiyon 6zellikleri nedeniyle, bitkileri gilinesin
UV-radyasyonundan korurlar ve UV tarafindan iiretilen ROS’u temizlerler (Shirley
1996).
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Sekil 2.18. Flavonoidlerin niikleer yapis1 (Gupta ve ark. 1999)

Kumarinler, bitkiler alemindeki bilesiklerin ¢ok biliyiik bir smifin1 olustururlar.
Meyvede, yesil cayda ve hindiba gibi diger yiyeceklerde bulunur. Biitiin kumarinler
yiiksek yapili bitkilerde bulunur ve en zengin kaynaklari Rutaceae ve Umbelliferae
aileleridir. Kumarinler en yiiksek seviyede meyvede onu takiben kok, gévde ve yaprakta
bulunurlar (O’Kennedy ve Lacy 2004). Kumarinler, cis-orto-hidroksisinnamik asidin
siklizasyon ile elde edilen laktonlardir. Bu Onciiler yapisal analoglar trans-
hidroksisinnamik ve tiirevlerinin hidroksilasyon siiregleri ve izomerizasyon boyunca

olusur (Fresco ve ark. 2006)

Tanenler yiiksek bitkilerde bulunan polifenolik ikincil metabolitlerdir ve iki gruba
ayrilir: Hidrolize edilen tanenler ve kondense tanenler (Khanbabaee ve Van Ree 2001).
Hidrolize edilebilir tanenler (HT) fenolik asitlerle esterlesmis hidroksil gruplari olan
karbohidrat ¢ekirdeginden olusurlar. Kondense tanenler ise flavonoid birimlerinin
dallanmamis polimerleridir ve genellikle HT’den saha yiiksek molekiiler agirliga

sahiptir (Frutos ve ark. 2004).

Fenolik asitler genellikle iki ana gruba ayrilir: 7 karbon atomu (C6-C1) igeren benzoik
asid ve 9 karbon atomu (C6-C3) igeren sinnamik asid (Sekil 2.19). Bu bilesikler
hidroksillesmis formlarda agirlikli olarak mevcuttur, boylece sirasiyla hidrobenzoik asid
ve hidroksisinnamik asid olarak isimlendirilir. Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik
asitler insan diyetinde tanimlanmistir ve onlarin bollugu ve ¢esitliligi nedeniyle dnemli

rol oynadig bilinir (Fiuza ve ark. 2004).
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Stilbenler etilen kopriisii ile baglanmis 2 aromatik halka gosteren fenolik bilesiklerdir.
Resveratrol (3,5,4’-trihidroksistilben) {liziim ve sarap olmak iizere insan diyetinde bu

kimyasal ailenin tiyesidir (Fresco ve ark. 2006).

Flavonoidler, kapasiteleri nedeniyle LDL oksidasyonunu inhibe etmek igin essiz
kardioprotektif Ozellik gostermistir (Kondo ve ark. 1996). Farelerle yapilan bir
calismada flavonoid zengin diyetlerin miyokardiyal post-iskemik hasar1 azalttig
gosterilmistir (Facino ve ark. 1999). Flavonoidin koruyucu roliiyle ilgili yapilan bir
calismada yliksek flavonoid almiminin yash erkeklerde miyokardiyal enfarktiisiin
insidansini diisiirdiigii ve koroner kalp hastaliklarindan olusan 6liim orani azalttig1 one

stiriildi (Yochum ve ark. 1999).

Flavonoidler ve fenolik bilesikler ince ve kalin bagirsakta ile hepatik hiicrelerde
meydana gelen reaksiyonlarla emilmeden sonra glukuronidasyon, metilasyon ve

stilfasyona maruz kalirlar (Del Rio ve ark. 2010).

Benzoik asit tiirevleri ) ) L ]
Sinamik asit tiirevleri

R R

)

e COOH
HO—({ ,—COOH H0<g\_/> /-

R' R'
R=R’=H; p-hidroksibenzoik asit R=R’=H; p-kumarik asit
R= OH, R’=H; protokatesuik asit R=0H, R’=; kafeik asit i
R= OCHjs, R’=H; vanilik asit R=0CHgs;, R’=H; ferulik asit
R=R’=0H; gallik asit R=R’=0CHj; sinapik asit

R=R’=0CHj; siringik asit

Sekil 2.19. Benzoik asit ve sinamik asit tiirevlerinin molekiiler yapis: (Pereira ve ark.
2009)

Flavonoidler ¢igekte ve tohumda pigmentasyonda, bitkide tiremede ve ¢ogalmada rol
oynarken avci ve patojen gibi biyotik strese ya da UV 15181 gibi abiyotik strese karsi

savunma reaksiyonlarinda rol alirlar (Shirley 2001).

35


http://tureng.com/search/glukuronidasyon

Flavonoidler ksantin oksidaz ve protein kinaz C gibi siiperoksid anyon {iiretimi igin
sorumlu enzimi inhibe eder (Ursini ve ark. 1994). Ayrica flavonoidlerin siklooksijenaz,
monooksijenaz, glutatyon-S-transferaz, mitokondriyal siiksinoksidaz ve NADH
oksidaz’1 inhibe eder (Brown ve ark. 1998).

2.3.1. Klorojenik asit

CGA (Cy6H1809) kafeik asitle kinik asidin esterlesmesinden olusur. Sekil 2.20’de
klorojenik asidin agik yapisi gosterilmistir. Umbelliferae, Cruciferae, Cucurbitaceae,
Polygonaceae, Compositae, Labiatae, Solanaceae, Leguminosae, Saxifragaceae,
Caprifoliaceae, Thaceae ve Valerianaceae ailelerinin sayisiz bitki tiirinde bulunur.
Boylece CGA bircok ortak meyve, sebze, baharat, tibbi bitki ve icecekte olusur.
Klorojenik asidin bitki igerigi tibbi ilag olarak kullanilmaktadir ve bazi farmakolojik
ozelliklere sahiptir; anti-arterit, ant-diyaretik, ant-inflamatuar, anti-romatik, anti-tiimér,
anti-viral, astringent, kardiyotonik, gaz giderici, koroner vazodilator, terletici, idrar
soktiiriicti, kardiyotonik, gaz giderici, koroner vazodilator, gastrik, sakinlestirici,

bagirsak antiseptigi ve hipotansif etkiye sahiptir (Zeiger 1998).

OH

OH
Sekil 2.20. Klorojenik asidin organik yapisi (Zeiger 1998)
Stalmach ve ark. (2012) tarafindan CGA iizerinde yapilan en son ve detayli ¢aligmalar
HPLC-MS tabanli metodolojiden olusan analiz yardimiyla saglikli kisilerde ve

ileostomistlerde yapilmistir. Bu ¢alismada, CGA’nin insan metabolizmasindan gegisi

esnasinda kolonda ve ince bagirsakta emilerek bazi bilesikler olusturdugu gosterilmistir.
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Ileostomistler tarafindan alman 385umol CGA nin 24 saat sonunda ileal s1vida 275umol
diizeyinde bulundugu goserilmistir. Bu veriler 1siginda CGA’nin %30’unun ince
bagirsakta emildigi belirlenmistir (Del Rio ve ark. 2010).

Ayrica CGA ile yapilmis ¢esitli caligmalarda antibakteriyel (Lou ve ark. 2011) etkisi,
glukoz toleransini artirict etkisi (Rodriguez de Sotillo ve Hadley 2002) ve karaciger
koruyucu etkisi (Yun ve ark. 2012) oldugu belirlenmistir.

Tez c¢aligmasinda bilinen antioksidan Ozelliklere sahip olan klorojenik asidin
radyasyonla birlikte verildiginde radyoduyarliligi arttirict etkisi olup olmadigi

Kolorektal adenokarsinom insan epitelyal Caco2 hiicre hatlarinda incelendi.

3. MATERYAL VE YONTEM

Tiim deneysel ¢alismalarimiz Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii biinyesinde bulunan
Hiicre Kiiltiiri ve Genetik Toksikoloji laboratuarinda, radyasyon ile yiiriitiilen
calismalarrmiz Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dali’nda gergeklestirilmistir. Deneylerde kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, deneylerde

kullanilan kimyasallar ve firma isimleri Cizelge 3.2’de verilmistir.

3.1. Calismada Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlar

CIHAZ MARKA-MODEL

Su banyosu NUVEBATH NBS

Ultrasonik su banyosu BANDELIN - RK 31

Azot tank1 INT. CRYOGENICS — IC 20R

pH metre HANNA INSTRUMENTS — Hli
221

37



Hassas terazi (Max: 2000 g)

RADWAG - WTB2000

Isitmali manyetik karistirici

MTOPS — MS300HS

+4°C buzdolab1

REGAL

-80°C derin dondurucu

ELCOLD

Saf (Distile) su cihazi

MP MINI PURE — DEST UP

Pastor firini

ELEKTRO-MAG — M 3025P

Floresan mikroskop

NIKON — ECLIPSE 80i

Floresan mikroskoba entegre dijital fotograf

makinasi ve ilgili software

Kameram-21 ve microsystem

komet programi

Floresan mikroskop gii¢ kaynagi

NIKON - C-SHG1

Elektroforez Tanki

Elektroforez Tanki Gii¢ Kaynagi

Sogutmali Santrifiij

SIGMA - 2-16PK

Etiiv (37°C ve %5 CO, takviyeli)

BINDER - CB 150

Inverted (Ters yiiz) mikroskop SOIF

Isik Mikroskobu Olympus
6omm ve 100mm’lik steril petriler FALCON
Besiyeri Tiipleri

Sinif II Laminar Akim PRO LAB
Mikropipet

Steril serolojik pipetler (5,10 ve 25 mI’lik)

COSTAR STRIPETTE

Serolojik pipet tabancasi

BIOHIT MIDI PLUS

Steril plastik flasklar (T-12,5; T-25; T-75)

FALCON

Canl1 hiicre sayim cihazi ve yazilimi

INNOVATIS — CEDEX XS

Canl1 hiicre sayim cihaz lami1

ROCHE - CEDEX SMART
SLIDE

Hiicre sayim cihazi ve ucu

MILLIPORE — MA 01821

-20°C derin dondurucu

ALASKA — ADF 06 V

Lineer pargacik hizlandirici

SIEMENS MD2 (6MV FOTON)
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar

KIMYASAL MADDE | FIRMA KATALOG NO
RPMI-1640 (500 ml) THERMO SCIENTIFIC | SH30027.01
RPMI-1640 (500 ml) LONZA 12-702F
DPBS (500 ml) SIGMA 08537
Penisilin — Streptomisin | THERMO SCIENTIFIC | SH40003.12
soltisyonu (100 ml)

Sodyum piruvat (100 | THERMO SCIENTIFIC | SH30239.01
ml)

L-Glutamin (100 ml) SIGMA - ALDRICH G7513

Fetal Bovine Serum | SIGMA — ALDRICH F9665

(100 ml)

% 0,25 Tripsin-EDTA | SIGMA — ALDRICH T4049
soliisyonu (100 ml)

DPBS/Modified THERMO SCIENTIFIC | SH30028.02
Sodyum Kloriir (NaCI) | SIGMA 1064041000
Sodyum Hidroksit SIGMA 06203
(NaOH)

Na;EDTA SIGMA E5134-500G
Tris MERCK K40452787001
Triton-X-100 GERBU

DMSO

Potasyum Kloriir (KCI) | MERCK 1049361000
Mutlak Etanol GURUP DELTALAR

Mutlak Metanol MERCK 1060082500
Asetik Asit MERCK 1000632511
Giemsa MERCK 1092040500
Kristal viyole MERCK 1159400100
PBS (10 L) SIGMA D5652
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Sitokalasin-B SIGMA C6762
Agaroz MERCK K33719436
Diistik Yogunluklu | SIGMA A9414
Agaroz

Tripan Mavisi SIGMA

Etidyum Bromiir (EtBr) | SIGMA

96 kuyucuk Orange Scentific 5530100
ELIZA BioTek ELx800
XTT ¢ozeltisi NIARA

HRP konjugati PEVIVA

Seyreltme Tamponu | PEVIVA

Konjugati

Standartlar PEVIVA

Yikama Tableti PEVIVA

TMB substrati PEVIVA

Kapama bandi PEVIVA

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Klorojenik asid (CGA) cozeltisinin hazirlanmasi:

0.01926gr CGA tartilip 200 ul %10 DMSO igeren saf suda (dH,0) ¢oziiliir.

Hidrojen peroksit (H,O,) ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

%35’lik ana stok ¢ozeltisinden 6,318 ul H,O; tizerine 4993,682 ul saf su eklenerek 5

ml’lik yeni stok ¢ozeltisi hazirlanmis olur. 5 ml’lik yeni stoktan Sml besiyeri bulunan

T-25 flaska 50ul aktarilir.
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Hiicre sayim lamina aktarilacak c¢ozeltinin hazirlanmasi:

50ul hiicre tizerine 50pul tripan mavisi eklenir. 100ul’lik karistmdan 10pl gekilerek lama
yayilir.

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS) hazirlanmast:

4.8g DPBS tartilarak 500ml saf suda ¢oziiliir.

Kristal viyole boyasimin hazirlanmasi:

Toz halindeki kristal viyole boyasindan 0.5g tartilarak iizerine 100ml metanol eklenir.

Komet testi icin diisiik yogunluklu agaroz (LMA) hazirlanmasi:

0.065gr LMA tartilir ve 10ml suda 1sitilarak ¢oziiliir.

Komet testi icin lizis tamponu hazirlanmasi:

2,5M NaCl: 29.22gr NACI
100mM Na,EDTA: 7,4448gr Na,EDTA
10mM Tris: 0,2422 Trisma Base tartilir

Tartilan kimyasallarin {izerine 178ml distile su eklenir ve manyetik karistiricida
isitmadan  karistirilarak pH’1t NaOH yardimiyla 10’a ayarlanir. Agaroz kapli lama

yayilan hiicrelere lizis buffer eklenmeden once ise 2ml triton ve 20ml DMSO eklenir.

Komet testi icin yiiriitme tamponu hazirlanmasi:

0.747gr Na;EDTA ve 18gr NaOH tartilarak 1,51t distile suda ¢oziiliir. Cozeltinin pH>13

olmaldir. +4°C’de ¢ozelti saklanir.
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Komet testi icin notralizasyon tamponu hazirlanmasa:

4.8456gr Trisma Base tartilarak 100ml distile suda ¢oziilir. Cozeltinin pH’1 7,5’a

ayarlanir ve ¢ozelti taze hazirlanir.

XTT c¢ozeltisinin hazirlanmasi:

-20 derecede bulunan XTT' ve XTT" ¢ozeltileri 37°C su banyosunda 1sitilir ve laminar
akimda 1:50 oraninda karigtirilir. Biitiin bu islemlerin 1s1ksiz ortamda yapilmasi

gerekmektedir.

Calismamizda kullandigimiz deneyler; klonojenik test, komet testi, XTT ve M30 testleri

uygulanmustir.

3.3. Hiucre Kiiltiira

Kolorektal adenokarsinom insan epitelyal hiicreleri (Caco2) RPMI-1640 besiyeri ile
beslenmektedir ve %5 CO, iceren 37°C inkiibatérde saklanmaktadir. RPMI-1640
besiyerinin i¢inde %10 fetal bovine serum (FBS), %l Sodyum Piruvat, %]l
Penisilin/Streptomisin ve %0,5 L-Glutamin eklenir. Besiyerlerinin ¢ogunda asidik
ortamda sariya bazik ortamda ise mora donen ph indikaétrii bulunur. Fazlasiyla asidik
veya bazik ortam kontaminasyonu, Oli veya fazla biiylimiis kiiltlirii belirlenebilir.

Bulanik besiyeri ortami ise kontaminasyonu asir1 biiylimiis kiiltiirii isaret eder.
3.4. Calisma Plam
CGA ve radyasyon ile tek basmna ve kombine olarak muamele edilen Caco2

hiicrelerinde gergeklestirilen XTT Elisa Testi, Klonojenik test, Komet Testi ve M30

Elisa testinde kullanilan dozlar ve ¢alisma plani Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. XTT testinde kullanilan CGA dozlar

11 uM 23 uM 45 uM 90 uM 181 uM 361 uM

723 uM 1445 uM 2890 pM 5780 uM

Radyasyonun sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaci ile Caco 2 hiicreleri 0.5, 1, 2, 4
ve 6 Gy radyasyona maruz birakilmiglardir. Klonojenik test sonuglarina gore % 50
civari yasayabilirlik orani gosteren tek bir deger secilmis ve CGA” nin XTT testinden
elde edilen 1C50 konsantrasyonu ile bir alt dozu ve bir {ist dozu ile kombinlenerek

komet ve M30 apoptoz testleri gergeklestirilmistir.

3.5. Isinlama Prosediirii

Flasklarin igerisindeki hiicrelerin 1sinlama islemi, 6-MV X-1sinlar1 kullanilarak, Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoterapi Merkezinde gerceklestirilmistir. T-25
flasklarinin filtreli kapaklar1 iyice kapatilip agiz kisimlar1 kontaminasyonun onlemesi
amactyla sikica stre¢ film ile sarilmistir. Flasklar 6zel bir steril tasima kabi igerisinde

1s1nlamaya gotiiriilmislerdir.

Radyasyon uygulama dozlar1 (0.5 — 6 Gy) lineer hizlandiric1 (Siemens Mevatron MD2)
kullanilarak dakikada 2 cGy olacak sekilde gerceklestirilmistir. Verilen toplam doz,
flasklarin uygulama pozisyonundaki duruslarinin bilgisayarli tomografik goriintiilerine
dayanarak, radyoterapi planlama sistemi (CMS-XIO) ile hesaplanmustir.

3.6. Klonojenik Test

Klonojenik test hem CGA i¢in hem de radyasyon i¢in uygulanmistir. Testin prosediirii;

1. T75 flaskta bulunan ve flaski doldurmus hiicreler pasajlanir.

2. Flasklardan toplanan hiicreler +4°C’de 1000rpm’da santrifiij edilir.
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3. Santrifiijden sonra hiicrelerin supernatant kismi atilir ve geriye pellet yani hiicreler

kalir.

4. Peletteki toplam hiicre sayisi hiicre sayim cihazinda ya da hemositometrede

hesaplanir.

5. Deney gruplarimizin sayist kadar T25 flaska istedigimiz sayida hiicre ekeriz.

6. Ekimden birka¢ glin sonra hiicreler T25 flaskin yiizeyini doldurmaya basladig1

zaman hiicreler belirlenen CGA ve/veya radyasyon dozlariyla dozlanir.

7. Dozlamadan 24 saat sonra flakslardaki hiicreler pasajlanir ve falkonlara alinir.

8. Santrifiijden sonra supernatant kismi atilir ve kalan pelletten canli hiicre sayimi

yapilir.

9. Canl1 hiicre sayimi i¢in 50ul tripan mavisi ve 50ul hiicre karistirilarak hiicre sayim

cihaz1 lamina 10pul aktarilir ve cihazda okuma yaptirilir.

10. Okuma sonucuna gore her 60mm’lik petriye 500 canli hiicre aktarilacak sekilde
hesaplama yapilir. Caligilan hiicre hattina goére kullanilan petri  biiytikligi
degisebilmektedir. 100 mm’lik petriler kullaniliyor ise petrilere 1000 canli hiicre
ekilir.

11. Her doz i¢in 4 petri kullanilir.

12. Petrilere hiicre aktarimindan sonra petriler 37°C %5°lik inkiibatdre kaldirilir.

13. Petriler hergiin inverted mikroskopta kontrol edilir ve koloniler belli biiyiikliige
ulastiktan sonra petriler boyanir.

14. Koloni olarak sayim yapilabilmesi icin her kolonide en az 40 hiicre bulunmasi
gerekmektedir.

15. Boyama i¢in petriler PBS ile yikanir, etanolle 5dk fikse edilir ve kristal viyole ile de

5 dk (hiicreye gore siire artabilir) boyanir.

Cesitli radyasyon dozlarinin uygulanmasindan sonra sag kalan hiicrelerin oranina sag

kalim oran1 denir ve sdyle formiile edilir (Ozalpan, 2001):

Sag kalim orani (SK) : Koloni sayis1 / (Ekilen Hiicre Sayis1 x PV
PV : Koloni sayisi/Ekilen Hiicre Sayis1
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Burada dikkat edilmesi gereken PV hesaplanirken kullanilan degerler biiyiime kontrol

grubuna aitken, SK hesaplamasindaki degerler ise, radyasyonlu gruplara aittir.

3.7. XTT testi

1. XTT i¢in 96 kuyucuga belirli sayida hiicre ekimi yapilir

2. Ekimden 2 giin sonra dozlama yapilir

3. Dozlamadan 1 giin sonra hazirlanan XTT soliisyonu her kuyucuga 50ul olacak
sekilde eklenir.

4. XTT dozlamasindan 2 saat sonra 96 kuyucuk ELIZA’da 450 ve 630nm’de okunur.

5. ELIZA okumas1 sonucu olusan absorbanslardan canlilik su formiille hesaplanir:

%Canlilik=[100 x (Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbans1 ortalamasi - kor

ortalamasi) / (Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi — kor ortalama)

3.8. Komet Testi

1. Komet testinde kullanilmak {izere agaroz kapli lamlarimiz hazirlanir.

2. Deneyden bir giin 6nce (dozlama ile ayn1 giin) lizis tamponu hazirlanir.

3. Deney giinli T25’lik flasklardaki hiicreler kaldirilir ve santrifiij edilir. Santrifiijden
sonra supernatant kismi atilir ve geriye hiicreler ile az miktarda besiyeri kalir.

4. Santrifiij esnasinda hiicreleri agaroz i¢cine gommek i¢in diisiikk erime noktasi olan
(LMA) agar hazirlanir. Bunun i¢in 0.065gr LMA tartilir ve 10ml suda 1sitilarak ¢oziiliir.
Eriyen LMA su banyosunda 37°C’de bulunan ependorflarin i¢ine 250 ser ul aktarilir.

5. Falconlarda pelet halinde bulunan hiicrelerimizden 100ul ¢ekilir ve 250ul LMA
bulunan ependorflara aktarilir. LMA ve hiicre karisimi mikropipet yardimiyla iyice
stispanse edilir.

6. Jel ve hiicre karsimindan 50ul alinarak agaroz kapli lam {izerine yayilir. Her grup
kendi lamina yayilir.

7. Lamlarn iizeri lamelle kapatilir ve hemen preparat buz akiisiiniin iistiine konur.

8. Yayimdan sonra lamlar +4°C’de 15dk bekletilir.

9. 15dk sonunda lameller ¢ikartilir
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10. Lamlar salelere konur ve tizerlerine 100l lizis tamponu eklenir. Saleler aliiminyum
folyo ile sarilarak +4°C’ye kaldirilir ve 1 gece bekletilir.

11. Ertesi giin lamlar salelerden ¢ikartilir ve komet tankina dizilirler

12. Lamlar dizildikten sonra tanka yliriitiicii tampon eklenir ve lamlar 20dk tampon
icinde bekletilir.

13. 20dk’nin sonunda yiiriitme islemi baglatilir. Yiiriitme islemi 25dk, 300mA ve
25V ta gerceklestirilir.

14. Yiriitmeden sonra lamlar tekrar saleye alinir ve {izerlerine nétralizasyon tamponu
eklenir ve lamlar 5dk tamponda bekletilir. Bu islem karanlikta yapilir.

15. Noétralizasyon isleminden sonra lamlar distile suyla durulanir ve kurumaya birakilir.
16. Kurutulduktan sonra lamlar 5dk soguk mutlak etanolde fikse edilir, etanolden sonra

kurumaya birakilir.

Komet lamlarinin boyanmasi:

Enjektor yardimiyla 0,Iml EtBr cekilip 100ml suya karistirilir. Lamlar hazirlanan
karisima daldirilir ve yaklagik 1dk sonunda lamlar karisimdan ¢ikarilir ve tizeri lamel ile

kapatilarak floresan mikroskopta incelenir.

Komet lamlarimin mikroskobik incelemesi:

Komet yonteminde sayim ve degerlendirme islemleri NIKON marka ECLIPSE 80i
model floresan mikroskopta yapilir. Her lamdan 100 hiicre sayilir ve degerlendirme
komet yazilimi yardimiyla yapilir. Calismamizda komet yazilimi ile su degerleri 6lgtiik:

Komet Yogunlugu, Kuyruk % DNA ve Olive Kuyruk Momenti.

3.9. M30 Testi

1. T25 flasklara kullanilacak deney grubu sayisina gére 100000 hiicre/flask ekim
yapilir.

2. Ekimden bir hafta sonra eski besiyeri kaldirilir ve taze besiyeri eklenir. Hiicreler

CGA ile muamele edilir.
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3. Hiicrelerin ajana maruz birakilmasindan bir glin sonra hiicre eski besiyeri
kaldirilmadan 1sinlanmaya gotiiriliir.

4. Isinlamadan sonra flasklar -80°C’de dondurularak tedavi sonlandirilir.

5. Dondurmadan 3 giin sonra flasklar ¢oziiliir ve flask basia 250ul %10 Triton-X-100
eklenir ve 96 kuyucuk 600rpm’de 5 dakika c¢alkalanir. Amacimiz hiicrelerin lizize
ugramasini saglamaktir.

6. Her kuyucuktaki besiyeri toplanir ve santifiij edilir.

7. M30 CytoDeath mikroplakasina kuyucuk basina besiyeri/lizatin (supernatant) 2x25ul
transfer edilir. Transfer sirasinda baloncuk olusmamasina dikkat edilir.

8. Kuyucuk basina seyreltilmis HRP konjugati 75ul eklenir.

9. Mikroplaka oda sicakliginda 4 saat 600rpm’de ¢alkalanir.

10. Lizat/antikor ¢ozeltisi kaldirilir ve hazirlanan yikama ¢ozeltisiyle 5 kez yikanir

11. Kuyucuk basma 200ul TMB ¢ozeltisi eklenir.

12. Oda sicakliginda karanlikta mikroserit inkiibe edilir.

13. Kuyucuk bagina 50ul durdurma ¢ozeltisi eklenir ve 5-10sn ¢alkalanir.

14. 5-30dk sonra Eliza’da 450nm’de okuma yapilir

3.10. istatistiksel Analizler

Sitotoksisite verileri ve Komet analizinde Tek Yonlii Anova testi kullanilmistir. Doza
bagimli yanitlarin karsilastirilmasinda ise regresyon analizi kullanilmigtir. Tlim istatistik

analizler SPSS 2.0 yazilimi kullanilarak bilgisayarda gergeklestirilmistir.

4. BULGULAR

4.1. Radyasyonun Caco2 Hiicre Hatti Uzerindeki Etkisinin Klonojenik Test ile

Belirlenmesi

Tez calismamizda kullanilacak radyasyon dozlarmin belirlenmesi amaciyla Caco2
hiicreleri 0,5, 1, 2, 4 ve 6 Gy radyasyona maruz birakilarak klonojenik test
uygulanmistir. Literatiirde radyasyon ile sitotoksisite c¢alismalarinda XTT, MTT ve

benzeri kolorimetrik testler ile sonu¢ almmadigi belirtilmektedir. Bu sebeple
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sitotoksisite belirlemek i¢in radyasyon c¢alismalarinda klonojenik test uygulanmasi daha
fazla tercih edilmektedir. Elde edilen sonuglara gore test gruplarinin % hayatta kalis

oranlar1 Sekil 4.1’de gosterilmistir.

120

100

80

60 \

40 N

N

B \\

0 Gy 0.5 Gy 1 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy

0

Sekil 4.1. Cesitli dozlarda radyasyona maruz birakilan Caco2 hiicrelerinde klonojenik
test ile belirlenen % hayatta kalig oranlari

Sekil 4.1°de gorildigi 0,5 Gy canliligt %99’a, 1 Gy canliligi %80’e, 2 Gy canlilig1
%47’°e, 4 Gy canlilig1 %26’ya ve 6 GY ise canlilifi %2’ye diistirmiistiir. Bu sonuglara
gore 4 Gy ve 6 Gy % 50 inhibisyonun iizerindeki degerler oldugu icin tercih
edilmemistir. 0,5 ve 1 Gy ise canliliga anlamh sekilde etki etmediginden

caligmalarimizda 2 Gy radyasyon dozu kullanilmistir.

4.2. XTT Testi ile % Inhibisyonun Belirlenmesi

Calismada apoptoz ve genotoksisite testlerinde kullanilacak CGA dozlarmi belirlemek
icin Caco?2 lizerinde ¢esitli dozlardaki CGA’nin % inhibisyon etkisini XTT Eliza testi

ile aragtirdik. Kullandigimiz dozlar: 11, 23, 45, 90, 181, 361, 723, 1445, 2890 ve 5780
uM. XTT testi ile belirlenen % canlilik grafigi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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% Canlilik
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11

23 45 90 181 361 723 1445 2890 5780

Sekil 4.2. Cesitli konsantrasyonlarda CGA’ya maruz birakilan Caco?2 hiicrelerinde XTT

testi ile belirlenen % canlilik oranlari.

Sekil 4.2’de XTT testi ile belirlenen CGA’nin kolon kanser hiicre hatti (Caco2)

tizerindeki % canlilik grafigi goriilmektedir. Grafige gore, 45 ve 90 M canlilik {izerine

cok fazla etki yapmazken, 5780 M canliligt % 36’ya diisiirmektedir. XTT testimizde

%50 inibisyona (IC50) neden olan doz 1816 uM olarak belirlenmistir.

Klonojenik test ve XTT testleri sonucunda belirlenen optimumu radyasyon dozu ve

klorojenik asit dozlar1 Cizelge 4.1.’te verilmistir.

Cizelge 4.1. CGA’nin tek basina ve radyasyonla kombine dozlar1

Kontrol CGA
Gruplan Gruplar (uM) | Radyasyon Dozu | CGA (uM) + Radyasyon
+
Negatif Kontrol 908 908 pMt+ 2 Gy
Solvent Kontrol 1816 2 Gy 1816 uM + 2 Gy
Pozitif Kontrol 2724 2724 uM + 2 Gy
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4.3. CGA ile Radyasyon Kombinlendiginde Caco2 Hiicrelerinin Canlihg:
Uzerindeki Etkilerinin Klonojenik Test ile Gésterilmesi

XTT sonucu belirlenen CGA dozlan ile 2 Gy radyasyon dozu kombine edilmistir.
Radyasyon ile kombine CGA gruplarinin klonojenik test ile belirlenen canlilik yilizdeleri
Sekil 4.3’te ve kolonilerden 6rnekler ise Sekil 4.4°te gosterilmistir.

160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 +
20 -
0 =1
Kontrol DMSO 908uM+ZGY 1816um+ZGY 2724uM+2GY
Kontrol+2GY

Sekil 4.3. Radyasyon ile kombine edilen CGA’nin Caco2 hiicrelerinin canlilig
tizerindeki etkisinin klonojenik test ile gosterilmesi

Sekil 4.4. Radyasyon ile kombine CGA’ya maruz birakilan Caco2 hiicrelerindeki koloni
goriintiileri. A) 2 Gy B) 908uM+2 GY C) 1816uM+2 GY D) 2724uM+2 GY

Grafikte goriildigi gibi 2 Gy radyasyon canlilign %47’e diistirmistiir bununla birlikte
IC25 degeri olan 908uM CGA ise radyasyon ile kombine edildiginde canliligi % 39’a
diisiirmektedir. IC50 degeri olan 1816uM CGA’nin radyasyon ile kombinasyonu
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sonucu canlilik %8’e kadar diismiistiir. IC75 degeri olan 2724uM CGA’nin ise
radyasyon ile kombinasyonu sonucu canlilik %0’a diismiistiir. Bu sonuglara gore
calismada kullanilan CGA, radyasyonla kombinlendiginde tek basina 2 Gy radyasyona

gore hiicre koloni olusturma oranini azaltmaktadir.
4.4. CGA’nin DNA Hasar1 Olusturma Etkisi, Komet Testi Sonuglar:
Komet testinde degerlendirilen Kuyruk Uzunlugu (um), Kuyruk % DNA ve Olive

Kuyruk Momenti degerleri standart hata degerleri ile birlikte Cizelge 4.1°te

gosterilmistir. Komet testinde elde edilen goriintii 6rnekleri Sekil 4.5°te verilmistir.

Sekil 4.5. Komet testinden elde edilen mikroskobik goriintiiler (20X). a) Kontrol grubu
b) 2 Gy ¢) 1816 uM d )H,0, Kontrol

Calismada kullanilan klorojenik asidin DNA hasar1 iizerindeki etkisini arastirmak icin
Caco?2 hiicreleri 24 saat 6ncesinden XTT testi ile belirlenen IC50 dozu, bu dozun yarisi
ve 0,5 kat1 dozlar kullanilarak (908 uM, 1816 uM ve 2724 uM) CGA’ya maruz
birakilmistir ve Komet testi uygulanmistir. Yapilan Komet testi sonunda her c¢alisma
grubu i¢in; Kuyruk Uzunlugu, Kuyruk % DNA ve Kuyruk % DNA ile Kuyruk Moment
Uzunlugunun ¢arpimi olan Olive Kuyruk Momenti degerleri hesaplanmistir (Cizelge

4.1).
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Cizelge 4.2. Komet Testinde elde edilen ortalama degerler. CGA; Klorojenik Asit,

H,0,; Hidrojen Peroksit, DMSO; Dimetilsiilfoksit

Kuyruk Uzunlugu(um) Kuyruk % DNA | Olive Kuyruk Momenti
Kontrol 11,72 +1,88 8,74+ 1,31 2,9+0,82
DMSO Kontrol 20,01 £2,44 19,76 +£ 2,47 6,45 + 1,06
H,0O, Kontrol 38,08 +4,95 20,34+ 2,76 12,44 + 2,06
908uM CGA 31,74 £ 4,22 17,61+ 2,56 10,51+ 1,71
1816pM CGA 34,47 +£ 5,05 20,3+ 2,72 11,24 +£1,94
2724pM CGA 43,01 £5,1 28,27 £ 3,34 16,79 + 2,41
2GY 56,45 + 5,94 24,89 +2.93 17,61+ 2,39
DMSO 43,65 + 4,55 27,77 +2,82 15,06 + 2,03
Kontrol+2Gy
908uM CGA 32,98+ 4,19 22,15+ 1,55 14,6+ 1,1
+2Gy
1816pM CGA 45,54 + 4,85 27,83 £2,68 15,38+ 2
+2Gy

Sekil 4.6da her test grubu i¢in olusan Kuyruk Uzunlugu oranlari gosterilmistir.

Kuyruk Uzunlugu (um)
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Sekil 4.6. Caco?2 hiicre hattinda uygulanan gesitli dozlardaki CGA’nin Komet testi ile
Kuyruk Uzunlugunun (um) degerlerleri. CGA; Klorojenik Asit, H202; Hidrojen
Peroksit, DMSO; Dimetilsiilfoksit (*p<0,001: 2 Gy radyasyon ile karsilastirildiginda)
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Kuyruk uzunlugu bakimindan tiim gruplar kendi aralarinda ANOVA testi ile
karsilastinlmis  ve gruplar arast anlamli farklilk oldugu belirlenmistir. Ikili
karsilagtirmalar igin Tamhane testi kullanilmistir. Kontrol grubunda kuyruk uzunlugu
degeri 11,72 um + 1,88 ve CGA’y1 ¢ozdiigiimiiz madde olan DMSO kontrol grubunda
20,01 pm =+ 2,44 olarak belirlenmistir. 908 uM CGA dozunda 31,74 pm =+ 4,22 olarak
belirlenen ortalama kuyruk uzunlugu degeri DMSO kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05). 1816 uM CGA dozunda
34,47 um =+ 5,05 olarak belirlenen ortalama kuyruk uzunlugu degeri DMSO kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0,0001). 2724 uM CGA
dozunda 43,01 um = 5,1 olarak belirlenen ortalama kuyruk uzunlugu degeri DMSO
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). Genotoksisitesini
bildigimiz bir madde olan hidrojen peroksit (H,0;) kontrol grubunda kuyruk uzunlugu
38,08 um + 4,95 olarak olgiilmiistiir.

2 Gy radyasyon grubunda kuyruk uzunlugu 56,45 + 5,94 ve radyasyon ile kombin
solvent kontrol (DMSO Kontrol +2 Gy) grubunda 43,65 + 4,55 olarak belirlenmistir.
908 uM CGA + 2 Gy dozunda 32,97 * 4,19 olarak belirlenen kuyruk uzunlugu degeri
radyasyon dozu ile solvent kontrol dozun kombinasyonu olan DMSO Kontrol + 2 Gy ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001). 1816 uM CGA
+ 2 Gy dozunda 32,97 £ 4,19 olarak belirlenen kuyruk uzunlugu degeri radyasyon dozu
ile solvent kontrol dozun kombinasyonu olan DMSO Kontrol + 2 Gy ile
karsilastirilldiginda  istatistiksel ~ olarak  anlamli  bulunmamigtir ~ (p>0,05).
2724 uM CGA + 2 Gy dozunda higbir ¢ekirdek goriilememistir.

Komet testinde belirlenen bir baska Ol¢iim kuyruk % DNA miktaridir. Caco2 hiicre
hattinda CGA muamelesi sonrasinda yapilan Komet testinde dlciilen Kuyruk % DNA
grafigi Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. CGA, 2 Gy radyasyon ve CGA+ radyasyon uygulanan Caco?2 hiicre hattinda
yapilan Komet testi sonucu Kuyruk % DNA degerlendirmesi. CGA; Klorojenik Asit,
H,O,; Hidrojen Peroksit, DMSO; Dimetilsiilfoksit (*p<0,001: 2 Gy radyasyon ile
karsilastirildiginda)

Kuyruk % DNA bakimindan tiim gruplar kendi aralarinda ANOVA testi ile
karsilastinlmis  ve gruplar arast anlamli farkliik oldugu belirlenmistir. Ikili
karsilagtirmalar i¢in Tamhane testi kullanilmigtir. Kontrol grubunda Kuyruk % DNA
degeri % 8,74 + 1,31, CGA’y1 ¢6zdiigiimiiz madde olan DMSO kontrol grubunda
% 19,76 + 2,47 olarak belirlenmistir. 908 uM CGA dozunda % 17,61 + 2,56 olarak
belirlenen ortalama Kuyruk % DNA degeri DMSO kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05). 1816 uM CGA dozunda
% 20,03 + 2,72 olarak belirlenen ortalama Kuyruk % DNA degeri DMSO kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05). 2724 uM CGA
dozunda % 28,27 + 3,34 olarak belirlenen ortalama Kuyruk % DNA degeri DMSO
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05). Genotoksisitesini
bildigimiz bir madde olan hidrojen peroksit (H20,) kontrol grubunda Kuyruk % DNA
degeri % 20,34 + 2,76 olarak ol¢iilmiistiir.

2 Gy radyasyon grubunda kuyruk % DNA 28,27 + 2,93 ve radyasyon ile kombin
solvent kontrol (DMSO Kontrol +2 Gy) grubunda 27,27 + 2,82 olarak belirlenmistir.
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908 uM CGA + 2 Gy dozunda 22,15 + 1,55 olarak belirlenen kuyruk % DNA degeri
radyasyon dozu ile solvent kontrol dozun kombinasyonu olan DMSO Kontrol + 2 Gy ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). 1816 uM CGA +
2 Gy dozunda 27,83 + 2,68 olarak belirlenen kuyruk % DNA degeri radyasyon dozu ile
solvent kontrol dozun kombinasyonu olan DMSO Kontrol + 2 Gy ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). 2724 uM CGA + 2 Gy dozunda
hicbir ¢ekirdek goriilememistir.

Komet testinden elde ettigimiz bir diger veride Olive Kuyruk Momentidir. Caco2 hiicre
hattinda CGA muamelesi sonrasinda yapilan Komet testinde Olgiilen Olive Kuyruk

Momenti grafigi Sekil 4.8’de gosterilmistir.

e Olive Kuyruk Momenti
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Sekil 4.8. CGA uygulanan Caco2 hiicre hattinda yapilan komet testi sonucu Olive
Kuyruk Momenti degerlerinin grafigi. CGA,; Klorojenik Asit, H,O,; Hidrojen Peroksit,
DMSO; Dimetilsiilfoksit (*p<0,001: 2 Gy radyasyon ile karsilastirildiginda)

Olive Kuyruk Momenti bakimindan tiim gruplar kendi aralarinda ANOVA testi ile
karsilastirlmis  ve gruplar arast anlamli farklilik oldugu belirlenmistir. ikili
karsilagtirmalar i¢in Tamhane testi kullanilmistir. Kontrol grubunda Olive Kuyruk
Momenti degeri 2,9 + 0,82 CGA’y1 ¢ozdiigiimiiz madde olan DMSO kontrol grubunda
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6,45 + 1,06 olarak belirlenmistir. 908 uM CGA dozunda 10,51 pm + 1,71 olarak
belirlenen ortalama Olive Kuyruk Momenti degeri DMSO kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). 1816 uM CGA
dozunda 11,24 =+ 1,94 olarak belirlenen ortalama Olive Kuyruk Momenti degeri DMSO
kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001). 2724
uM CGA dozunda 16,79 + 2,41 olarak belirlenen ortalama Olive Kuyruk Momenti
degeri DMSO kontrol ile gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p<0,01).
Genotoksisitesini bildigimiz bir madde olan hidrojen peroksit (H,O) kontrol grubunda
Olive Kuyruk Momenti 12,44 + 2,06 olarak 6l¢iilmiistiir.

2 Gy radyasyon grubunda Olive Kuyruk Momenti 56,45 + 5,94 ve radyasyon ile
kombin solvent kontrol (DMSO Kontrol +2 Gy) grubunda 43,65 + 4,55 olarak
belirlenmistir. 908 uM CGA =+ 2 Gy dozunda 32,97 + 4,19 olarak belirlenen Olive
Kuyruk Momenti degeri radyasyon dozu ile solvent kontrol dozun kombinasyonu olan
DMSO Kontrol + 2 Gy ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p < 0,0001). 1816 uM CGA + 2 Gy dozunda 32,97 + 4,19 olarak belirlenen Olive
Kuyruk Momenti degeri radyasyon dozu ile solvent kontrol dozun kombinasyonu olan
DMSO Kontrol + 2 Gy ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p >0,05). 2724 uM CGA + 2 Gy dozunda higbir ¢ekirdek goriilememistir.

4.5. M30-Antijen Apoptoz Testi Bulgulan
Tez kapsaminda yapilan M30-Antijen testi sonuglarinin hesaplanmasi i¢in Oncelikle

standart egri grafigi hazirlandi (Sekil 4.9) ve oOl¢iilen absorbanslar formiil {izerinden

degerlendirilerek M30 miktarlar1 (U/L) cinsinden hesaplandi (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10. CGA aktivitesinin 24 saatte Caco2 hiicre hatlarinda kaspazla kirilmis
sitokeratin 18 (M30-Antijen) {izerine etkisi

Sekil 4.10°da farkli dozlarda CGA’nin, radyasyon ve kombin dozlar ile apoptotik ajan
olan cisplatin ve nekrotik ajan olan H202 ile 24 saat muamele edilen Caco2 hiicre
hatlarinda apoptoz belirteci olan sitokeratin 18 {izerine olan etkisi gosterilmistir. Caco2
hiicrelerinde M30 seviyesinde cisplatin de 7-7,5 katlik bir artisin meydana geldigi
gosterilmistir. Radyasyon ile kombin dozlarda ise, 908uM CGA+2Gy dozda M30
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antijen seviyesinde 2 Gy kontrol grubuna gore bir degisiklik gézlenmezken, 1816uM
CGA+2Gy ve 2724uM CGA+2Gy kombin gruplarinda 1-1,5 katlik bir azalma meydana
geldigi goriilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismada radyasyon ile Caco 2 kolon karsinom hiicrelerinde olusturulan apoptotik
etkinin bitkisel fenolik bir bilesik olan klorojenik asit ile artip artmadig1 ve sonug olarak
klorojenik asitin radyoduyarlastirici etkisi olup olmadigi belirlenmeye c¢alisiimustir.
Yapilan bu ¢aligmanin sonucunda klorojenik asitin kolon karsinom hiicrelerinin yarisini
oldiirdiigii IC50 dozu ile bu dozun yarist ve bir buguk kati dozlarda sitotoksik ve
genotoksik etki olusturdugu XTT ve Komet testi ile belirlenmistir. Klorojenik asitin bu
dozlar1 2 Gy radyasyon ile kombinlenerek sitotoksik ve genotoksik etkisi olup olmadigi,
ayrica klorojenik asitin radyoduyarlastirict etkisinin olup olmadigi da M30 testi ile

incelenmistir.

Klorojenik asit tek basina c¢alismada belirledigimiz IC50 dozu olan 1816 pM dozda
kolon karsinom hiicrelerinin yarisim1  Oldiirmistiir. 2 Gy radyasyon ile bu doz
kombinlendiginde tek basina 2 Gy radyasyona gore canli hiicrelerin oran1 %8’e kadar
diismiistiir. Benzer bir ¢alismada Burgos-Moron ve ark. (2012) A549 akciger kanseri
hiicre hattinda klorojenik asitin IC50 dozunu 470 uM, MRCS5 saglikli akciger
hiicrelerinde ise 1970 uM olarak belirlemislerdir. Ayni ¢alismada, A549 akciger kanser
hiicre hatti i1le MRC5 akciger fibroblast hiicre hatti arasindaki sitotoksisite
karsilastirmasinda ise A549 akciger kanser hiicre hatti hiicrelerinin klorojenik asite daha
duyarli oldugu goriilmiistiir. En fazla duyarlilik ise K562 Idsemi hiicrelerinde
belirlenmistir. Bu c¢alismadaki sonuglarla karsilastirildiginda ¢alismamizda klorojenik
asit IC50 dozunun yiiksekligine bakildiginda Caco2 kolon karsinom hiicreleri igin
sitotoksik gorinmemektedir. Jin ve ark. (2005) tarafindan yapilan c¢aligmada,
hepatoseliiler karsinom hiicre hatti (Hep3B) hiicre hattinda XTT ile yiiriitiilen
sitotoksisite c¢aligmasinda 100 pg/mL klorojenik asitin herhangi bir sitotoksik etki
gostermedigi buna karsin 200 pg/mL klorojenik asitin canlilign %12 distirdigii
gosterilmistir. klorojenik asitin bu yiiksek dozu bizim ¢alismamizda elde edilen IC50
den diisiik goriinmektedir. Yapilan bu ¢aligmalarda klorojenik asitin genel olarak kanser
hiicre hatlarinda daha sitotoksik etki gosterdigi, ancak saglikli hiicrelerde diisiik
sitotoksisiteye sahip oldugu one siiriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz Caco2
kolon kanser hiicre hatt1 Klorojenik asite duyarli goriinmemektedir. Bahsedilen

caligmalarin bazilarinda da yine Klorojenik asit, Bcr-Abl+ hiicre hatti olan K562
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hiicrelerinde diisiik dozda yiiksek sitotoksisite gostermis ancak HSC-2 bazal hiicre
karsinoma HSG tiikriik bezi tiimor hiicrelerinde daha yiiksek dozlarda hiicrelerin
yarisini Oldiirebilmistir, yani bu iki hiicre hatt1 bizim ¢alismamizdaki Caco2 ye benzer

sekilde Klorojenik asite daha az duyarli gériinmektedir (Bandyopadhyay ve ark. 2004).

Rakshit ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 bir ¢alismada klorojenik asitin Ber-Abl™ hiicre
hatlar1 olan K562, KU812 and KCL-22 ve Bcr-Abl hiicre hatlar1 olan THP-1, U937
and MOLT-4 hiicrelerinde sitotoksik, apoptotik ve hiicre siklusu tizerindeki etkileri
incelenmistir. Pozitif hiicrelerde apoptotik yolakta fosforilasyonu bloke ederek etki
gosterdigi belirtilen klorojenik asit 25 pg/ml gibi diisiikk dozlarda yiiksek hiicre dldiiriicii
etkiye yol agmistir. Negatif olan hiicrelerde ise ayn1 yolag: etkilemedigi icin canlilikta

Oonemli bir azalma goriilmemistir.

Bitkisel radyoduyarlilagtiricilarla ilgili literatiirde pek ¢ok in vitro ve in vivo calisma
bulunmaktadir. klorojenik asite benzer fenolik bilesikler olan kurkumin (Qiao ve ark.
2012) ve resveratrol (Rashid ve ark. 2011) gibi flavonoidler de radyoduyarlilastirici ajan
olarak in vitro kanser hiicre hatlarinda ve in vivo tiimdr yama c¢aligsmalarinda
aragtirtlmistir. Watanabe ve ark. (2007) yaptiklari ¢alismada, apigenin ve radyasyon
kombinasyonunun SQ5 insan akciger skuamdz karsinom hiicre hatti’nda

radyoduyarlilig arttirdigr belirtilmistir.

Kotowski ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, siilforafan maddesinin
radyoduyarlilik 6zelligi bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinom hiicre hatlar1 (SCC9,
SCC25 ve FADU)’nda gosterilmistir. Hiicre hatlarina 2,5, 5 ve 10 uM sulforaphane ile
birlikte 4 Gy radyasyon verilmistir. Sonuglar, radyasyon ve siilforafan kombine
tedavisinin sadece radyasyon ya da sadece siilforafan uygulamasina gore hiicrelerdeki

yiizde canlilig1 anlamli oranda azalttigin1 gdstermektedir.

Klorojenik asit ile yapilan genotoksisite ¢caligmasinda (Glei ve ark. 2009), insan kolon
kanser hiicre hattt HT29 ve insan akciger kanser hiicre hatti HepG2’de komet testiyle
klorojenik asitin kuyruk uzunlugunda anlamli bir artisa neden olmadigi buna bagh

olarak ta klorojenik asidin genotoksisiteye neden olmadigi gosterilmistir. Klorojenik
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asitin genotoksisitesi ile ilgili Burgos-Moron ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alisma K562
16semi kanser hiicre hatti’nda kontrol grubuna gore yiiksek dozlarda klorojenik asitin

kuyruk uzunlugu ve kuyruk % DNA’sinda anlamli artisa neden oldugu gdsterilmistir.

Tez kapsaminda yapilan sitotoksisite calismalarinda elde ettigimiz 908, 1816 ve 2724
uM dozlarin Caco2 hiicre hattinda yapilan komet testinde Kuyruk Uzunlugu sirasiyla
%270, % 294 ve % 366’11k bir artis saglamistir. Kuyruk % DNA’da ise sirasiyla % 201,
% 232 ve % 284 artis olurken Olive Kuyruk Momenti degerinde ise sirastyla % 362, %
387 ve % 578’lik artis meydana gelmistir. Bu sonuglara gore klorojenik asit Caco2
hiicre hatlarinda ancak yiiksek dozlarda sitotoksik etki olusturmakta ve 6zellikle IC50
ve lizerindeki dozda komet testinde anlamli genotoksik etki olusturmaktadir. Klorojenik
asit’in bu dozlarin1 2 Gy radyasyon ile kombinledigimizde en diisiik klorojenik asit
dozu radyasyonun olusturdugu DNA hasarint bir miktar azaltip radyokoruyucu etki
yaparken IC50 dozunun radyasyonun olusturdugu DNA hasari iizerine herhangi bir
etkisi olmadig1 goriilmektedir. En yiiksek Klorojenik asit dozu ile 2 Gy radyasyonu
kombine uyguladigimizda ise canli hiicre elde edilemediginden bu doz komet testinde

degerlendirilememistir.

Klorojenik asit ile yiiriitiilen in vivo ve in vitro ¢alismalar incelendiginde genel olarak
radyasyonun sitotoksik ve genotoksik etkilerine karsi yapilan c¢alismalarda klorojenik
asidin radyokoruyucu etkisi gosterilmistir. Bu ¢alismalardan birisi Abraham ve ark.
(1993) tarafindan farelerde in vivo olarak gerceklestirilmistir. Deney farelerine oral
yoldan Klorojenik asit, kurkumin ve beta karoten uygulamasmi takiben gamma
radyasyona (1,15 Gy) maruz birakilan tiim viicutta mikroniikleuslu polikromatik
eritrosit  (MNPCE)  frekansinin  azaldigi  gosterilmistir.  klorojenik  asitin
radyokoruyuculugu ile ilgili bir bagka ¢alisma, Cinkili¢ ve ark. (2003) tarafindan iki
saglikli insandan elde edilen lenfositlerde klorojenik asitin radyasyonla kombine
edilmesi sonucu protektif etkinin alkali komet ile gosterilmesine dayanir. Calismada
donorlerden elde edilen lenfositlere 0,5ug, 1pg, 2ug ve 4ug dozlarda klorojenik asit ile
1 ve 2 Gy radyasyon uygulanmistir. Deneyin sonucunda radyasyonun olusturdugu DNA

hasarmin klorojenik asit tarafindan %48,5 azaltildigi alkali komet testi ile gosterilmistir.
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Calismamizdaki bulgular literatiirle uyumlu olarak klorojenik asitin radyoduyarlilik

etkisinden ¢ok radyokoruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.

Literatiirde flavonoidlerin tek basina apoptoz lizerindeki etkisi ile ilgili pek ¢ok calisma
yapilmistir. Bunlardan Das ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada bitkisel
flavonoid olan apigeninin (5,7,4’-tichidroksi flavon) akciger kanseri hiicrelerini (A375
ve A549) kontrol grubuna gore apoptoza daha fazla goétiirdiigii Annexin V-FITC/PI ikili
boyamasi yapilarak goriilmiistiir. Du ve ark. (2012) yaptiklart ¢alismada ise, fenolik bir
madde olan epigallokatesin gallat (EGCG)’n insan kolon kanser hiicre hatt1 (HCT-116
ve SW480) tizerindeki apoptotik etkisini Annexin V-FITC/PI ikili boyamasi yapilarak
arastirmiglardir. Ayni ¢alismaya gore, 48 saat siireyle 60, 80 ve 100uM epigallokatesin
gallat ile tedavi edilen hiicrelerin kontrol grubuna gore erken apoptoza giden hiicrelerin
yiizdesini sirasiyla %14,1, %25 ve %23,5 arttirdigi belirlenmistir. 80 ve 100uM

epigallokatesin gallatin ise ge¢ apoptozu indiikledigi gosterilmistir.

Klorojenik asit ile Yang ve ark.(2012) yapmis oldugu calismada ise, insan l16semi
hiicreleri (U937) tizerinde klorojenik asitin kaspaz-3 aktivitesini arttirarak apoptozu
indiikledigi gosterilmistir. Tez ¢alismasinda 24 saat siireyle 908, 1816 ve 2724 uM
klorojenik asit ile muamele edilen insan kolon kanser hiicre hatti (Caco2) hiicrelerinin
solvent kontrole gore sirastyla 1,15, 1,26 ve 1,22 kat apoptoza gidiste azalma meydana

geldigi gosterilmistir.

Radyasyonla kombine fenolik bilesiklerde apoptoz ile ilgili literatiirde sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Ornek olarak, Kasten-Pisola ve ark. (2007) yaptiklar1 calismada
akciger kanseri (A549 ve H1299), bas ve boyun skiiamoz hiicre karsinomu (FaDu),
meme kanseri (MCF-7) ve prostat kanseri (Dul45) hiicre hatlar1 iizerinde gossipol
polifenoliiniin apoptoz etkisi DAPI boyama ile gosterilmistir. Buna goére 4 puM
gossipoliin 6 Gy radyasyonla birlikte A549 ve HT1299 akciger kanser hiicre hatlar
tizerinde 1simnlanmamis hiicrelere gore apoptoza giden hiicrelerin sayisinda istatistiksel
olarak anlamli artis olusturdugu gosterilmistir. 2uM gossipol ile birlikte uygulanan 6 Gy
radyasyon uygulandiginda kaspaz-3/7 aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli diisiis
gbzlenmistir. Tez ¢alismasinda sirasiyla 908, 1816 ve 2724 uM dozlarda klorojenik asit,

2 Gy radyasyonla kombine edilmis ve tek basina uygulanan radyasyona gore apoptotik
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etkiyi arttirip arttirmadigi M30 Elisa apoptoz testi yardimiyla belirlenmeye ¢aligilmistir.
Calismanin sonucunda klorojenik asitin radyasyon ile arttirilan kaspazla kirilmis
sitokeratin 18 enzim diizeylerini her li¢ dozda da azalttigi gézlenmistir. Bu sonuglara
gore klorojenik asit sitokeratin 18 enzim yoluyla etkili hiicre 6limii tizerinde etki
gostermemektedir. Radyasyon ile kombine edildiginde ise radyasyon ile olusturulmus
apoptotik etkiyi de azaltici yonde etki gostermistir. Buna goére klorojenik asitin caco2
hiicrelerinde radyoduyarlilik etkisi gostermedigi sOylenebilir. Ayrica klorojenik asitin
sitotoksik etkisinin apoptotik yolaktan ziyade nekroz veya otofaji yolu ile olabilecegi
distiniilmektedir. Sonug olarak klorojenik asit 1C25 gibi diisiik dozlarda antioksidan
karakterine uyumlu bir sekilde radyokoruyucu 6zellik gostermekte, yliksek dozlarda ise
sitotoksik ve DNA hasar1 etkisi artmaktadir. Ancak klorojenik asidin sitotoksik etkisinin
mekanizmasini belirlemek icin daha ileri hiicre 6lim mekanizma c¢alismalarinin

yapilmasinin gerektigini diigiinmekteyiz.
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