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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KIiNIiK ASIDIN SITOTOKSIK/GENOTOKSIK VE ANTIGENOTOKSIK
ETKILERININ SAGLIKLI AKCIiGER EPIiTEL HUCRE HATLARINDA
BELIRLENMESI

Ersin KOCAOGLU
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Damisman: Dog. Dr. Niliifer CINKILIC

Yapilan bu tez ¢alismasinda kinik asidin sitotoksik ve genotoksik etkileri, insan akciger epitel
hiicre hatt1 (Beas-2b) hiicrelerinde klonojenik test, formazan boyama XTT testi ve tek hiicre jel
elektroforez (Komet) testi kullanilarak arastirilmistir. Kinik asitin antigenotoksik etkisi ise
bilinen bir DNA hasar1 ve apoptoz indiikleyici kemotarapétik ilag olan cisplatin ile birlikte
kullanilarak ¢aligilmustir.

Calismamizda kinik asidin ve cisplatinin tek baslarina olusturduklar1 sitotoksik etkilerin
belirlenmesi amaciyla kinik asit i¢in klonojenik test, cisplatin icin XTT testi uygulanmisgtir.
Cesitli dozlarda kinik asit (12 — 18 uM) ve cisplatin’e (0,5 — 50 uM) maruz birakilan Beas-2b
hiicrelerinde hayatta kalis egrileri hazirlanmistir. Klonojenik test ile kinik asidin IC50 dozu
15,48 uM olarak belirlenmistir. XTT testi ile cisplatinin IC50 dozu ise 19 puM olarak
belirlenmistir. Komet testi i¢in kullanilacak optimum kinik asit konsantrasyonlari (5 ve 10 uM)
ve cisplatin dozlari ise IC50 dozu olan 19 uM ve bu dozun yaris1 9,5 uM olarak belirlenmistir.

Komet testi sonucunda kinik asitin 10 pM dozunda genotoksisiteye neden oldugu tespit
edilmistir. Cisplatin ile muamele sonucunda ise 9,5 uM dozunda genotoksisitede anlamli sekilde
artis oldugu gozlenirken, 19 pM dozunda genotoksik etkinin artis gostermedigi belirlenmistir.
Kinik asitin antigenotoksik etkisini belirlemek igin cisplatinle gerceklestirilen kombine
uygulamalarinda ise, hem 9,5 uM hem 19 uM cisplatin iki doz kinik asitle birlikte uygulanmg
ve kinik asitin cisplatin uygulamasinda gozlenen genotoksik etkiyi azaltmadigi belirlenmistir.
Diisiik dozda Kinik asit ilave edilen cisplatin uygulamasinda komet testinde kuyruk uzunlugu,
kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti parametrelerinde anlamli disiisler gozlenmistir. Tek
cisplatin dozuna gore olusan bu diisiislerin cisplatinin hasarli hiicreleri biiyiik oranda apoptoza
gotiirmesinden kaynaklandigi disiintilmektedir. Yiiksek dozda kinik asitle kombinlenen
cisplatin gruplarinda ise ti¢ komet parametresinde de anlamli yilikselme gbzlenmistir. Bu durum
ise yiiksek doz kinik asitin cisplatince olusturulan apoptozu azaltmasi ve hasarli hiicre sayisini
tekrar yiikseltmesinden kaynaklanabilir. Sonug¢ olarak kinik asit antigenotoksik etki
gostermemistir. Kinik asitin apoptozu baskilama etkisinin olup olmadigi ya da genotoksik
etkiye sahip olup olmadiginin farkli deney yontemleri ile arastirilmasi gerektigini
diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kinik asit, cisplatin, fenolik bilesikler, komet testi, sitotoksisite
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ABSTRACT
MSc Thesis

THE INVESTIGATION OF CYTOTOXIC/GENOTOXIC AND ANTI-GENOTOXIC
EFFECTS OF QUINIC ACID IN HEALTHY HUMAN LUNG EPITHELIAL CELL
LINE

Ersin KOCAOGLU
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

This study investigated the cytotoxic and genotoxic effects of quinic acid alone or its anti-
genotoxic effects in combination with cisplatin on Beas-2b human lung epithelial cells using
viability assays (clonogenic and XTT) and single cell jel electrophoresis (Comet) assay.

In our study to determine cytotoxic effects of quinic acid we performed clonogenic assay and
for cisplatin we used XTT formazan dye assay. For cytotoxicity assays, Beas-2b cells exposed
to several doses of quinic acid (12 to 18 uM) and cisplatin (0,5 to 50 uM) and survival curves
were prepared. IC50 dose of quinic acid was found as 15,48 uM with clonogenic assay. 1C50
dose of cisplatin was found as 19 uM with XTT assay. Optimal quinic acid concentrations were
chosen as (5 and 10 uM) and these doses were used alone or in combination with (9,5 uM and
19 uM) cisplatin doses.

In consequences of comet assay we have been identified increasing genotoxicity in the highest
dose of quinic acid at statistically significant levels.With cisplatin treatment at a dose of 9,5 uM
the genotoxicity was observed to increase as statistically significant, in the IC50 dose rate of
cisplatin we did not see any significant increase in the genotoxicity. In combined dose
applications with 9,5 uM cisplatin and 5 and 10 pM quinic acid we found no significant
increase or decrease in tail lenght, tail % DNA and olive tail moment parameters. This means
that quinic acid was not anti-genotoxic. While high dose cisplatin (19 pM) showed significantly
decreased genotoxic effects, 5 uM quinic acid had no effects in combination with this cisplatin
dose. However 10 uM quinic acid increased the genotoxic effects of high dose of cisplatin in
combination showing the probable apoptosis blocking effect of quinic acid. So we could
observe the exact level of damaged cells. Consequently, quinic acid did not show any
antigenotoxic effects with cisplatin treatment and it should be applied further apoptosis and
genotoxicity tests to better understand the exact mechanism of quinic acid.

Keywords: Quinic acid, cisplatin, phenolic compounds, comet assay, cytotoxicity
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1. GIRIS

Kinik asit meyve, kahve, kakao ¢ekirdegi, sarap ve kina kina bitkilerinde gozlenen ve
dogal olarak olusan bir polifenoldiir. Kinik asit, Klorojenik asit hidrolizi ile sentetik
olarak olusturulabilir (Cinkilic ve ark. 2013). Polifenolik bilesikler, ¢ok sayida bitki
tiirlinde bulunan sekonder bitki metabolitleridir. Polifenoller arasinda, klorojenik asit
(CGA) 6nemli bir fenolik asittir ve bu asitin hidrolizi ile kafeik asit (CA) ve kinik asit
(QA) olusur (Suryaprakash ve ark. 2000). Cisplatin ise gogiis, yuamurtalik, testis, akciger
kanserlerinde, kolorektal ve noroblastomda yaygin olarak kullanilan bir kanser
kemoterapi ilacidir. Cisplatinin baskin olumsuz etkileri ise; ototoksisite, bulanti, kusma,
ndropati ve nefropatidir. Cisplatin, hiicresel yan etkilere ve nefrotoksisiteye sebep olan
cesitli hiicre sinyal yollar1 aktivasyonunu, mitokondriyal disfonksiyon, sodyum-
potasyum ATPaz inhibisyonu, oksidatif stres, apoptoz ve nekrozu iceren g¢esitli

biyokimyasal mekanizmalar1 igermektedir (Valentovic ve ark. 2013).

Calismamizda bitkisel fenolik bilesik olan kinik asitin sitotoksik/genotoksik etkilerine
bakilmig, DNA hasar1 yaptg1 ve apoptotik etkisi oldugu bilinen bir ajan olan cisplatinle

muamelesinde olast antigenotoksik etkileri arastirilmistir.

Yapilan bir calismada elde edilen bulgularda kinik asidin kanser hiicrelerine karsi,
selektif bir sitotoksik aktivitesi oldugu gosterilmektedir. NCI-H23 hiicrelerinin, kinik
aside diger hiicre hatlarindan daha duyarli oldugu gozlenmistir. Bu tiir kurkumin,
resveratrol ve katesin gibi gii¢lii antioksidan bilesiklerinin, tiimor baskilayic1 ve

sitotoksiteyi attirici ajanlar oldugu gozlenmistir (Ooi ve ark. 2011).

Kahvedeki o6nemli bilesenlerin potansiyel genotoksik ve mutajenik etkileri
incelenmistir. Kafeinin mutajenitesi, alifatik dikarboniller gibi kimyasal olarak reaktif
bilesenlere baglanmistir. Kavurma islemi sirasinda olusan son bilesiklerin, 6zellikle
bakteriler igin mutajenik ancak memeli hiicreleri i¢in daha az mutajenik oldugu
gozlenmistir. Fenolik bilesikler mutajenik degil aksine antikanserojendir ancak yiiksek
sicaklikta kahve ¢ekirdeklerinin kavrulmasinda mutajenik heterosiklik aminler
tiretilebilir. Kahve ve kafeinin yiiksek dozlarda aliminda insanlarda mutajenik etkiler
gozlenebilirken, orta diizeyde tiiketimde mutajenik aktivite yok denecek kadar az

olmaktadir (Nehlig ve Debry 1994).



Antitiimdr ajanlar1, plazma membrani ile etkileserek hiicre ¢ogalmasini inhibe ederler.
Bunlar biiyltime faktorii antagonistleri, bilyiime faktorii reseptor blokerleri olarak hareket
ederler. Mitojenik sinyal transdiiksiyonunu engelledikleri ya da dogrudan sitotoksik
etkiler gosterdikleri gozlenmistir. Son olarak, antrasiklinler, platin kompleksleri ve
alkile edici ajanlar da dahil olmak tlizere DNA-hedefli ilaglar1 temsil ettigi diisliniilen
antitimor ajanlar, zar hasarlarinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu ilaglarin anti-timér

aktivitesine katkilar1 tartistlmistir (Grunicke ve Hofmann 1992).

Cisplatin testis kanseri, yumurtalik germ hiicreli tiimorler, rahim agzi1 kanseri, habis
melanom ve adrenokortikal karsinom da dahil olmak tizere ¢esitli timorlerin
yonetiminde kullanilan en etkili kemoterapotik ajanlardan biridir. Tedavi edici etkinligi,
doza bagimlidir. Cisplatinin baslica yan etkileri, akut bdbrek hasart ve bobrek
yetmezligine yol acan nefrotoksisiteyi igermesidir. Cisplatin, doza bagimli bir sekilde
hiicre 6liimlerine neden olmustur. Cisplatinin 180 pg/ml dozunda, Vero hiicrelerinin

canliligini inhibe ettigi gozlenmistir (Rjiba-Touati ve ark. 2013).

Calismamizda kinik asidin, Beas-2b saglikli insan akciger epitel hiicrelerinde
olusturdugu sitotoksik ve genotoksik etkileri tek basina ve sitotoksik ve genotoksik
etkisi bilinen bir ilag olan cisplatinle birlikte olas1 antigenotoksik etkisi, canlilik testleri

ve komet testi ile belirlenmeye ¢alisilmigtir.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolikler bilesikler, bitki gelisiminde biiylik bir éneme sahip olan ve yiiksek bitkilerin
tiim dokularinda bulunan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. Ayrica fenolik bilesikler,
cicek pigmentleri olarak, istilact organizmalara kars1 koruyucu maddeler olarak, sinyal
molekiilleri olarak, hiicre ve bitki gelisimini etkileme agisindan, bocek ilact olarak da
islev gorebilir. Fenolik bilesiklerin sentezi ve salinmasi, ¢esitli biyotik ve abiyotik

faktorler tarafindan uyarilmayla gergeklesir (Makoi ve Ndakidemi 2007).

Fenolik bilesikler, tiim bitkilerde bulunan taninmis fitokimyasallardir. Fenoliklerin
zengin kaynaklari olan bitkisel besinler, kalp hastaligin1 6nlemek icin antioksidan olarak
hareket eden, inflamasyonu azaltan, kanser ve diyabet insidansini diisiiren hem de insan
hiicrelerinde mutagenez oranlarin1 azaltabilen molekiillerdir. Meyve, sebze ve
baklagiller gibi bitki iriinlerinin tiiketimi ile saglanan koruma daha ¢ok fenolik

bilesiklerin varligi ile iligkilidir (Khoddami ve ark. 2013).

Fenolik bilesikler, bitkilerin ve meyve agaglarinin metabolizma komplekslerinde 6nemli
bir role sahiptir. Bu bilesikler meyve agaclarmin biiylimesi, gelismesi ve meyvelerin
hasat siireleri dahil olmak {iizere bir ¢ok fizyolojik siireci etkiler. Gidalarda bulunan
temel fenolik bilesik kompozisyonlari, insan beslenmesi iizerinde de oldukga etkilidir

(Stampar ve ark. 2006).

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler:

= Insan saghg acisindan islevleri,

= Tat ve koku olusumundaki etkileri,

» Renk olusumu ve degisimine katilmalari,

= Antimikrobiyal ve antioksidatif etki gostermeleri,

= Fenoloksidaz enzimlerinin etkisiyle enzimatik renk esmerlesmelerine neden
olmalari,

= (Cesitli gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar: gibi pek ¢ok agidan 6nem

tasimaktadirlar.



Ikincil metabolizma fiiriinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde en yaygin
bulunan maddeler grubu olup, giiniimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi
tanimlanmistir (Nizamlioglu ve Nas 2010). Bunlara devamli olarak bulunan yeni
tanimlanan fenolikler eklenmektedir. Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum,
cicek, yaprak, dal ve gdvdelerinde bulunabilirler. Meyveler, 6zellikle i¢erdikleri fenolik
bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal etkilerine bagli olarak saglik {izerine olumlu
etkilerinden dolay1 fonksiyonel gida olarak degerlendirilmektedir. Fenolik bilesiklere,
beslenme fizyolojisi acisindan olumlu etkileri nedeniyle "biyoflavonoid" adi da

verilmektedir (Nizamlioglu ve Nas 2010).

Fenolik bilesikler, pentoz fosfat, sikimat ve bitkilerde fenilpropanoidlerden tiirevlenen
ikincil metabolitlerdir. Fenolik bilesikler, meyve ve sebzelerin renk ve duyusal
ozelliklerine katkida bulunmanin yaninda patojenlere ve yirtict hayvanlara karst koruma
saglayan, biiyiime ve liremede Onemli bir rol oynayan yapiya sahiptir. Fenolik
bilesikler, anti-alerjik, anti-atherojenik, anti-enflamatuar, anti-mikrobiyal, antioksidan,
anti-trombotik, kalp ve damar genisletici etkileri gibi genis bir yelpazede fizyolojik
ozellikler sergiler (Balasundram ve ark.2006).

Fenolik bilesikler, sarap, ¢cay ve kahve gibi bitkisel kokenli igecekler ile meyve, sebze,
tahil ve baklagiller gibi sik tiiketilen bitkisel gidalarda genis bir yelpazede yer alan
yiksek bitkilerin her yerinde bulunan bilesenleridir. Bu bilesikler, genellikle
patojenlerin ultraviyole radyasyon veya saldirganliga karsi savunma araci olarak
bitkilerin ikincil metabolitleri olarak bulunmaktadir. Bu bilesiklerin ¢ogunun, insan
kronik dejeneratif hastaliklara (kataraktlar, makiiler dejenerasyon, ndrodejeneratif
hastaliklar ve diyabet mellitus) kars1 potansiyel koruyucu etkisi vardir (Scalbert ve ark.
2005, Farah ve Donangelo 2006).

Fenolik bilesikler, bitkisel gidalarda goriilen biyoaktif maddelerdir. Fenolik bilesikler,
taze ve islenmis bitkisel gidalarinin besin kalitesi ile yakindan iligkilidir.
Polifenoloksidaz ile katalize edilen (enzimatik esmerlesme reaksiyonu) fenolik
bilesikler, meyve ve sebzelerde istenmeyen renk, lezzet ve besin kaybi olugsmasina
neden olabilir. Bitkilerde gozlenen birgok fenolik bilesik, dogal antioksidan
kaynaklardir. Bir¢cok gidada goriilen fenolik bilesiklerin, mutasyon ve karsinogenez

tizerinde inhibitdr etkiye sahip oldugu gozlenmistir (Ho 1992).



Fenolik bilesiklerin biiyiik bir ¢ogunlugu (Cizelge 2.1), bitkisel gidalardan meydana
gelen polifenoller olarak adlandirilir (Scalbert ve Williamson 2000). Bitkiler igin
savunma ajani olan polifenollerin, insanlar tarafindan tiiketildiginde de yararli olacagi
diistiniilmektedir. Bu bilesikler insanlarda ayn1 antioksidan 6zellikleri sunabilir. Ayrica
bilesikler, viicut hiicrelerini koruyarak, viicutta serbest radikal hasarin1 6nlemek igin

calisir (Anonim 2013a).

Cizelge 2.1. Bazi fenolik bilesikler

Fenolik Bilesikler

Catechol Vanilin

Salicylic acid Cinnamic acid
p-hydroxybenzoic acid Gentisic acid
Syringic acid p-Coumaric acid
Gallic acid t-Ferulic acid
Caffeic acid Chlorogenic acid
Quinic acid Quercetine
Ferulic acid Kaempfeol
Catechin Rutin

Bitkilerde fenolik bilesikler; bitkilerde temel fizyolojik ihtiyaglart karsilar, onlart
ultraviyole radyasyon, patojen ve predatorlerden (avcilardan) korur, renk ve lezzetine
katk1 sagladigi gibi onlarin biiyiime ve liremesini de kolaylastirir (Frank 2004). Yiiksek
diizeyde fenolik bilesik iceren cogu gidalar ve iceceklerde, fenolik bilesikler genellikle

renk, tat, burukluk gibi onlarin duyusal 6zelliklerini saglar (Williamson ve ark. 2000).

Fenolik bilesiklerin temel yapisal 6zellikleri, bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan
bir aromatik halkadan olusur (Chirinos ve ark. 2009). Bu yapisal ¢esitlilige ragmen, bu
bilesik gruplar1 polifenoller olarak adlandirilir. Dogal olarak olusan fenolik bilesikler,
mono-ve polisakaritler ile konjugatlart olarak bulunur ve fenolik gruplarinin bir ya da
daha fazlasia bagli olarak esterleri ve metil esterleri gibi fonksiyonel tlirevlerini ortaya

¢ikarabilir (Balasundram ve ark. 2006).




2.2. Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Bitki fenolik bilesikleri, molekiildeki fenol sayisina gore basit fenoller veya polifenoller
olarak smiflandirilir. Dogal polifenoller; fenolik asitler ve tiirevleri, flavonoidler,
lignanlar, stilbenler, tanenler ve ligninler olarak siniflandirilir. Bitki fenolik bilesikleri
de; basit fenoller, kumarinler, ligninler, lignanlar, yogunlastirilmis ve hidrolize edilebilir
tanenler, fenolik asitler ve flavonoidler icerir (Shahidi ve Naczk 2003, Soto-Vaca ve
ark. 2012).

Fenolik asitler, 6zellikle iiziim gibi meyvelerin tohumlarinda ve derilerinde bulunur.
Sebzeler i¢in, fenolik asitlerin en yiiksek konsantrasyonlari, yapraklarda bulunmaktadir.

Bu meyve ve sebzeleri yedigimizde, fenolik asitler bagirsak sisteminde emilerek alinir.

(Anonim 2013a).

Fenolik asitler bitkiler dlemi i¢inde, diger temel fenolik siniflar ve esterleri, glikozitler
veya amidler seklinde goriiliir ancak nadiren serbest formda da gozlenebilir. Fenolik
asitler; aromatik halka tizerindeki hidroksil gruplarimin sayisi ve konumuna gore

farklilasir (Pereira ve ark. 2009).

Fenolik asitlerin iki temel yapis1 vardir; hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asit’tir.
Hidroksibenzoik asit tiirevleri gallik, vanilik, protokatesik ve siringik asit igerirken,
hidroksisinnamik asit tiirevleri feriilik, kafeik, p-kumarik ve sinapik asit igerir. Fenolik
bilesiklerin diger bir 6nemli sinifi ise, hiicre duvar1 fenolikleridir. Bunlar, ¢6ziinebilir ve
hiicre bilesenlerinin diger tiirleri ile kompleks halinde bulunabilirler. Hiicre duvari
fenoliklerinin iki ana grubu, ligninler ve hidroksisinamik asitlerdir (Baucher ve ark.
1998, Vanholme ve ark. 2010).

Fenolik asit bilesikleri, bitkilerde ¢ok fazla goriilmiistiir. Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda kahvede, elmada, turunggil meyvelerinde ve sularinda ve tahillarin
kepeginde bulunur (Clifford 2000).

2.3. Sinnamatlar

Sinamik asitin tuzu ya da esteri olan sinnamatlar, beyaz kristalli bir organik asittir ve su
iginde az ¢Oziiniir. Sinnamatlar etilheksil metoksisinamat, isoamil p-metoksisinamat ve

benzil sinamat gibi ¢esitli formlarda goriiliir. Sinnamik asit fenilalanin’den tiirevlenir ve



en iyi sekilde, koku ve tat veren tar¢in yagi bilesigi olarak bilinir. Sinnamik asit’in
antibakteriyel, antifungal ve parazitle miicadeleye karsi yetenegi vardir. Etilhekzil
metoksisinamat, suda ¢oziinmez ve giines kremleri ve giines korumasi saglayan makyaj
rtinlerinde yaygin olarak gozlenir. Benzer sekilde, izoamil p-metoksisinnamat, UV
1518101 absorbe edebilen bir organik bilesiktir. UV 1smlarii absorbe etmesiyle, cilt
kanseriyle, cildin erken yaslanmasii Onlemeye yardimci olabilir. Benzil sinnamat,
tar¢in kokusu veren, kati veya kristal bir maddedir. Bu madde, giizellik sektoriinde koku

olarak kolonya ve sag¢ bakim tiriinlerine eklenir (Anonim 2013b).

Sinnamatlar (kafeik asit: kahvede, yaban mersininde, elmada, elma sarabinda, p-
kumarik asit: Ispanakta, pancar liflerinde, tahil kepeginde, ferulik asit: kahvede,
narenciye sularinda, seker pancari liflerinde, tahil kepeginde; sinapik asit: Brokolide,
lahanada, diger yaprakli brassica tiirleri ve narenciye sularinda) ile klasik klorojenik
asitler ve ona yakin tiirevleri (Konjugeler: kafeoilkinik asitler: kahvede, yaban
mersininde, elmada, elma sarabinda, p-coumaroylquinic asitleri: kirazda; feruloilkinik
asitleri: kahvede; tartarik konjugeler: 1spanak, marul, {izim ve sarapta; malik
konjugeler: marul, 1spanak, baklagillerde; rosmarinik asit: mutfakta kullanilan
yesilliklerde, karisik otlarda, dolma biberde; hiicre duvar1 konjugeler: 1spanak, seker

pancart lifi, tahil kepeginde) yiyeceklerde ve iceceklerde meydana gelir (Clifford 1999).

Sinamatlar ve flavonoidler, bitki hiicre duvarinda 6nemli rol oynarlar ve yaygin olarak
bitkiler tarafindan sentezlenen fenolik sekonder metabolitler olarak bilinir. UV
1sinlarina karsi savunmada rol oynadiklari gibi, patojen girisine karst koruma ve

yaralanmalarda da tamir olayina katilmaktadir (Williamson ve ark. 2000).
2.3.1.Hidroksisinnamatlar

Hidroksisinnamik asit, sinamik asit tiirevi olan fenolik asitlerin bir smifidir. Bu
bilesikler aslinda bircok yiyecekte bulunan ve hidroksibenzoik asitlere gore daha sik
goriilen bilesiklerdir. Gidalarda bulunanlar; kafeik asit, cichoric asit, sinamik asit,
Klorojenik asit, caftaric asit, coutaric asit, fertaric asit, diferulic asit, kumarik asit,
kumarin, ferulik asit ve sinapinik asittir. Bu bilesiklerin bazilar1 turunggiller, aloe, alig,

lizim, armut, enginar, kekik, feslegen, elma, cilek, kahve, ananas, ayc¢icegi, ekinezya,



yaban mersini, misir, piring, yulaf, mantar ve fistik gibi gidalarda bulunabilir (Anonim

2013a).

Hidroksisinnamatlarin temel yapis1 Sekil 2.1' de gosterilmektedir. Fenolik bilesiklerin
cogunda oldugu gibi, fenil halkas1 hidroksi veya metoksi gruplarina sahip olabilir.
Boylece temel sinamat; p-kumarik, kafeik, ferulik veya sinapik asit olabilir. Genel
olarak asitler, serbest halde olusmaz, bunun yerine esterlestirilir. En yaygin ester
gruplarindan biri kinik asittir. Ancak sinamatlar tartarik asit, glukoz, gliserol ve hidroksi

yag asitleri gibi diger bilesiklerine esterlenebilir (Nagel 1985).

R2
T
HO CH=CH—C-0OH

R I

Sekil 2.1. Hidroksisinnamatlarin temel yapist. R R?=H, p-kumarik asit; R!=OH, R*=H,
kafeik asit; R'=OCH3, R*=H, ferulik asit; R',R*=0OCHs, sinapik asit (Nagel 1985).

Hidroksisinnamik asitler ve bunlarin tiirevleri, neredeyse tamamen p-kumarik, kafeik ve
ferulik asitten elde edilirken, nadiren sinapik asitten elde edilir (Herrmann 1989).
Hidroksisinnamik asitler, genellikle glikozit, ester gibi ¢esitli konjlige bigimlerde

meydana gelir (Eskin 1990).
Kinik asit de, hidroksisinnamik asitin esteridir (M6ller ve Herrmann 1982).
2.3.1.1. Kinik Asit

Kinik asit cyclitol, bir siklik poliol ve bir sikloheksan karboksilik asitten olusur (Sekil
2.2). Kinik asit, kinakina agaci kabugundan, kahve cekirdekleri ve diger bitki
tirtinlerinden elde edilen ve klorojenik asitin hidrolizi ile olusan sentetik kristalli bir
asittir. Kinik asit, suda ¢oziiniir ve biiylik renksiz prizmalar olarak kristalize olur. Kinik

asit, yeni ilaglarin sentezi i¢in ¢ok yonlii bir baglangi¢ malzemesidir. Tamiflu adi verilen



ilacta, influenza (grip) viriisiiniin A ve B tiplerinin tedavisi i¢in bir ilag¢ olarak basarili

bir sekilde gelistirilmis ve piyasaya arz edilmistir (Anonim 2013d).
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Sekil 2.2. Kinik asidin molekiiler yapist (Shih ve Gao 2013).

Kinik asit, kavrulmus kahve i¢inde bulunan baskin asitlerden biridir. Hatta serbest kinik
asit, yesil kahve c¢ekirdeklerinde bulunur. Cogu da klorojenik asit gibi kinik asit

esterlerinin indirgenmesi ile olusur (Scholz ve Maier 1990).

50 yili agkin siiredir kinik asit ve hippiirik asitin herhangi bir biyolojik etkinlige sahip
olmadigina inanilirdi. Yapilan ¢aligmalarda kinik asitin, gastrointestinal sistemdeki (GI)
nikotinamid ve triptofan sentezinde besinsel destek sagladigi goriildii (Pero ve ark.
2009).

Uzmanlar, agiz yoluyla alinan kinik asitin hippiirik asite doniisiimiinii kobaylarda
gozlemlemislerdir. Insanlarda ve kopeklerde diisiik miktarlarda doniisiim gdzlenirken,

koyunlarda yiiksek miktarlarda dontisiim gézlenmistir (Adamson ve ark. 1970).

Aster  scaber bitkisinden elde edilen kinik asidin  koruyucu etkileri
Tetrahydropapaveroline (THP) kaynakli sitotoksisiteye karst sican Cg glioma
hiicrelerinde degerlendirilmistir. Bu esnada test edilen 4 farkli kinik asit tiirevinden 4,5-
dicaffeoyl quinic acid, THP-kaynakli sitotoksisiteye karsi yiiksek koruyucu etki
gostermistir. THP ile tedavi edilen Cg hiicrelerinde, glutatyon peroksidaz ve Kkatalaz
aktiviteleri ile hayatta kalma oranlarinda azalma gozlenirken, malondialdehit ve
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinde artis gozlenmistir. Birlikte ele alindiginda,
sonuclar 4,5-dicaffeoyl quinic acid’in oksidatif strese bagli hastaliklarin 6nlenmesi veya

tedavisi i¢in potansiyel bir ajan olabilecegini gostermektedir (Soh ve ark. 2003).



Son zamanlarda, Aster scaber’den elde edilen kinik asit tiirevleri ve monoterpen
glikozitlerinin yapilar1 ve biyolojik faaliyetleri arastirilmaktadir. Kinik asit tlirevleri,
insanda bagisiklik sisteminin yetersizligi sonucu goriillen virlis-1 integrazi inhibe
etmistir. Ayrica kinik asit tiirevleri, PCy, hiicrelerinde B-amiloid peptid ve nérotropik

aktiviteye kars1 noroprotektif etki gostermistir (Soh ve ark. 2003).

Zeng ve arkadaslariin (2009) yaptig1 ¢alismalar sonucunda kinik asidin antiinflamatuar
6zelliginin oldugu bulunmustur. Kinik asidin bu 6zelligi, niikleer faktér kappa B (NK-
kB) isimli pro-inflamatuar transkripsiyon faktoriiniin inhibisyon mekanizmasi ile
gerceklesir (Zorlu 2010).

Elephantopus mollis bitkisinden elde edilen 6ziit, gelencksel kanser ve diyabet de dahil
olmak iizere cesitli serbest radikal aracili hastaliklar1 tedavi etmek i¢in tiiketilmektedir.
Elephantopus mollis bitkisinden izole edilen ¢ok etkili bir antioksidan bilesiginin, ayni
zamanda anti-kanser ve anti-diyabetik olup olmadigini belirlemek icin yapilan
caligmada Oziitiin antioksidan igeriginde, 3,4-di-O-kafeoil kinik asidin biiyiik bir rol

oynadigimi gostermektedir (Ooi ve ark. 2011).

Kafeik asit ve 5 kafeoil kinik asit, dogal olarak meydana gelebilen fenolik bilesiklerdir
ve bitkilerde kinik asit esteri olarak bulunabilir. Bitkilerde 5-kafeoil Kinik asit, kinik
asitin 5 hidroksil grubu ile kafeik asitin karboksil grubu arasinda ester bagi olugmasi
yoluyla iretilir. Kafeik asit ve 5-kafeoil kinik asitin; iltihap, kalp-damar hastaliklari ve

kanser gibi kronik hastaliklarin riskini azalttig1 bu ¢alismada belirlenmistir (Park 2009).

Yapilan ¢alismalarda 3,4-di-O-kafeoil Kinik asitin, oksidatif stresle iligkilendirilen
norodejeneratif hastaliklar1 tedavi etmek veya onlemek igin bir potansiyel tedavi edici

ajan olacagi diistiniilmiistiir (Kim ve ark. 2005).

Phagnalon rupestre (Asteraceae)’den izole edilen kinik asit’in kafeoil konjugatlari ile
karboksi-metil formlari, sican karaciger mikrozomlarinda lipid peroksidasyonu iizerine

inhibitor aktivite gostermistir (Gongora ve ark. 2003).

Bes yeni kinik asit tiirevleri ve bunlarin bilinen iki 3-O-feruloilkinik asitleri, Scorzonera
divaricata  koklerinden izole edilmistir.  Bunlar; (-)-1,4-di-O-feruloyl-3-O-
dihydrocaffeoylquinic asit, (-)-1-O-feruloyl-4-O-dihydrocaffeoylquinic asit, (-)-3, 5-di-
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O-feruloilkinik asit, (-)-1-O-feruloyl-3-O-dihidro-kafeoilkinik asit ve (-)-1-O-feruloyl-
5-O-dihydrocaffeoylquinic asit’tir. Ug kinik asit tiirevleri giiclii antioksidan aktivite
gostermistir. (-)-1,4-Di-O-feruloyl-3-O-dihydrocaffeoylquinic asit ise, Hep-G2 hiicre

hatlarina karsi orta derecede aktivite gostermistir (Yang ve ark. 2013).
2.3.1.2. Klorojenik Asit

Klorojenik asit, kahve ¢ekirdekleri i¢inde yiiksek seviyelerde bulunan kafeik asidin bir
kinik asit konjugatidir (Sekil 2.3). Kahvede yesil ¢ayda, elma, armut, ¢ilek, domates ve
yaban mersini gibi meyvelerde bulunur. Yesil kahve ekstresi insanlarda kan basincini
azalttig1 gosterilmistir ve bu etkiye ferulik asit metaboliti, vazoreaktivite ve genel kan
basincini diisiiriicii yetenegini arttirarak katkida bulunmustur. Klorojenik asit ve kahve
(kafeinli ve kafeinsiz her ikisi de) Hidrojen Peroksit (H,O;) kaynakli strese karsi
noronlarda bir anti-oksidan olarak hareket edebilmektedir. Kahvenin, parkinson
hastaligina karsi koruma ile baglantili oldugu bilinmektedir ve bu durumun kafein
icerigine bagli oldugu disiiniilmektedir. In vivo ¢alismalarda, kahvede bulunan
klorojenik asitin diyabet riskini azalttig1 ve glukoz toleransini arttirdigi gézlenmistir

(Anonim 2013e).

OH
OH

Sekil 2.3. Klorojenik asidin molekiiler yapis1 (Zeiger 1998).

Klorojenik asit ve kahvenin retinal dejenerasyona karsi koruyucu etkileri olup olmadigi
arastirilmistir. Klorojenik asit ile 6n-muamele edildiginde, konsantrasyona bagli bir
sekilde hiicre 6liimiinii 6nemli dl¢lide zayiflattigi gézlenmistir. Ayrica, kahve ekstresi
apoptotik proteinlerin diizenlenisini 6nleyebilir. Klorojenik asit ve kahve ekstresi Thy-

1’in (yiizey glikoproteini) baskilanmasini 6nleyerek, hiicre oliimiinii azaltir. Kahvede
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bulunan ana bilesen CGA, Onemli oOlgiide hipoksi kaynakli retina hiicrelerinin
apoptozunu azalttigini gostermistir ve bu kahve tiiketimi, retina dejenerasyonunun

Onlenmesine yardimci olabilir (Jang ve ark. 2013).

Klorojenik asit polifenollerin en bol bulunan, c¢esitli fizyolojik o6zelliklere sahip
cesididir. Klorojenik asitin, akut inflamatuar agri iizerindeki antinosiseptif etkisi oldugu
bildirilmesine karsin, az da olsa noropatik agrilar iizerinde de etkisi vardir. Yapilan
caligmalarda, klorojenik asidin, ndropatik agrilar i¢in yeni tedavi yonteminde yararli

olacagi bulunmustur (Hara ve ark. 2013).
2.3.1.3. Kafeik Asit

Kafeik asit, hidroksisinamik asit olarak siniflandirilan organik bir bilesiktir (Sekil 2.4).
Bu fenolik gruplarda olusan, sar1 bir katidir. Kafeik asit, tiim bitkilerde bulunur ¢iinkii
biyokiitlenin baslica kaynaklarindan biri olarak lignin biyosentezinde anahtar bir ara
maddedir. Kafeik asit kahvede bulunur. Bu, argan yagi iginde bulunan ana dogal
fenollerin biridir. Ayrica, arpada da bulunur. Kafein ile iliskisiz olan kafeik asit, kinik
esteri olan coumaroyl esterinin hidroksilasyonu ile sentezlenir. Bu hidroksilasyon,
klorojenik asidi doniistiiriir ve sikimik asitin esteri, kafeik asit elde edilir. Kafeik asidin,
oksidatif mekanizma ile kanser hiicresi ¢ogalmasi iizerinde inhibitér etkisi vardir
(Anonim 2013d).

HO

HO

COOH

Sekil 2.4. Kafeik asidin molekiiler yapisi (Zeiger 1998).
2.4. Fenoliklerin Antioksidan Ozellikleri

Gida biyoaktif bilesenleri olarak fitokimyasallar, ¢ok ilgi ¢ekici bulunmaktadir. Son

caligmalar, bitkilerden tiiretilen bir¢ok besin polifenolik bilegenlerinin, vitamin E veya
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C’den (in vitro) daha etkin antioksidanlar oldugunu gostermistir (Rice-Evans ve ark.
1997).

Yapilan bir ¢caligmada, kan lipid konsantrasyonlar1 ve antioksidan enzim aktiviteleri ve
morfolojik degisiklikler i¢eren, beyaz ginseng bilesiklerinin etkisi, yiiksek kolesterol
diyeti ile indiiklenen hiperkolesterolemisi olan tavsanlarda arastirllmistir. Beyaz
ginsenglerde bulunan diisiik molekiil agirlikli fenolik bilesiklerin, yiiksek kolesterol
diyeti ile uyarilan Yeni Zelanda tavsanlarinda, hiperlipidemi ve aterosklerozun

iyilestirilmesi igin kiSmen etkili oldugu g6zlenmistir (Lee ve ark. 2013).

Kirmizi sarapta bulunan flavonoidler (antosiyaninler, katesinler) ve non-flavonoidler
(stilbenler) Vitis vinifera hiicre siispansiyonlarindan izole edilerek kullanilmistir. Uzun
bir siire boyunca orta igimde kirmizi sarap igenlerde fenolik bilesikler (stilbenler,
katesinler, antosiyaninler) in koroner kalp hastaliklarina karsi koruyucu etki gosterdigi

gozlenmistir (Fauconneau ve ark. 1997).

Calismalar biberiye, kekik, adacayr ve Labiatae ailesine ait digerler bilesiklerin de,
antioksidan 6zellikler sergilediklerini gdstermektedir. Bazi arastirmacilarin rapor ettigi
diger tiirler, 6rnegin karanfil, tarcin ve kisnis de antioksidan ozellikleri gosterirler.
Umbelliferae familyasinda gozlenen kimyon, kisnis ve biber gibi ¢esitli baharatlarin
giiclii antioksidan etkisi sergiledigi gozlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda, flavonoidler ve
fenolik asitler acisindan zengin bitkilerin, dogal antioksidanlarin iyi bir kaynag:
olabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle, baharatlardaki fenoliklerin kalitatif ve kantitatif
analizi, toplam antioksidan kapasitesi ve tiirlerin toplam fenolik igerigi arasindaki
iliskiyi aciklamak icin yararli olabilir. Toplam fenolik ve antioksidan aktivitesi arasinda
pozitif ve anlamli bir korelasyon ortaya ¢ikmistir. Segilen 32 tane Polonya bitkisinden
ozellikle Labiate familyasina ait bazi bitkilerde, mitkemmel serbest radikal siipiiriicii ve
giiclii bir dogal fenolik antioksidan 6zelligi gosterdigi gozlenmistir (Wojdyto ve ark.
2007).

2.5. Oksidatif Hasar ve Oksidatif Hasar Olusturan Maddeler

Oksidatif hasar, serbest oksijen radikalleri i¢eren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumundan kaynaklanan hiicresel metabolizmanin dogal bir sonucudur. Bununla

birlikte hasarin seviyesi, cesitli fiziksel ya da kimyasal maruziyetten kaynaklanan
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oksidatif stres kosullar1 altinda artabilmektedir. Oksidatif hasar kanser, kalp damar
hastaliklar1 ve yaslanmanin gelistirilmesinde rol oynayan patolojik siire¢lere yol
acabilir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar
iriiniiniin olusmasina yol agar. Bu hasara ugrayan bazlar arasinda, oksidatif DNA
hasarmin belirleyicisi olarak 8-0x0-2'-deoxyguanosine (8-oxo-dG) (Sekil 2.5) iizerinde

onemle durulmustur (Atmaca ve Aksoy 2009, Zaremba ve Olinski 2010).

o
HM WH
|_H- | >=-::1-
HM =y M
B Oiligo revwes —
l:l=t£—l:l a

-l:-:FI'-—-l:l — e Qlige -3
OH

B-Cxioguanine (3=-Ckxo dE)
[26-6434- 5 X]

Sekil 2.5. 8-0x0-2'-deoxyguanosine (8-0x0-dG)’in molekiiler yapisi.

Genomun biitiinliiglinii siirdiirmek yasam i¢in gereklidir. Bununla birlikte, niikleik
asitlerden ozellikle de DNA, fiziksel ve kimyasal ajanlardan zarar gérmeye yatkindir.
Bu zararlar arasinda oksidatif lezyonlar, aerobik hiicrelerde metabolizma tarafindan
oksidanlarin iretiminde, bazi modifikasyon tiplerinde gozlenmistir. Oksidatif hasar
oncelikle baz eksizyon tamir (BER) yolagi (Sekil 2.6) ile tamir edilir. Bu durum, sirali
sekilde enzimatik reaksiyonlar ile gergeklestirilir (Souza-Pinto 2013).
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Sekil 2.6. Oksidatif hasar tamir yolagi BER.

Genis bir yelpazedeki organik bilesiklerin (DNA, protein, karbohidratlar ve lipidler)
yapisal hasari, oksidatif reaksiyonlarin sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Reaktif oksijen
tirlerinin actig1 oksidatif hasar "oksidatif stres” olarak ta bilinir. Biyolojik sistemler,
gliclii enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemleri icerir ve oksidatif stres
oksidan/antioksidan dengesinde bir kayma gosterir. Inflamasyon, kanser, yaslanma,
radyasyon hasar1 ve fotobiyolojik etkiler gibi gesitli biyolojik siirecler, reaktif oksijen
tirleri igermektedir (Sies 1986).

Peroksil radikalleri (ROO), nitrik oksit radikalleri (NO"), hidroksil radikalleri (OH") ve
stiperoksit radikalleri (O2") gibi serbest radikaller iceren reaktif oksijen tiirleri (ROS)
pek cok hastalikta 6nemli rol oynamaktadir. ROS, oksijen metabolizmasinin bir sonucu
olarak oksijenli yasam esnasinda olusan fizyolojik metabolitlerdir. Normal sartlar
altinda ROS, antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan faktorler gibi antioksidan
savunma sistemleri tarafindan etkili bir sekilde yok edilir. Bununla birlikte patolojik
kosullar altinda, ROS’un yok edilmesi ve iiretilmesi arasindaki denge kirilabilir, bunun
sonucunda biomakromolekiiller oksidatif stres kaynakli ROS’tan zarar goriir (Ko ve ark.

2012).
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Canli organizmalarin oksidatif denge olarak bilinen hassas dengenin korunmasinda,
serbest radikaller tarafindan iiretilen oksidatif hasari hafifletmek veya onarmak igin
hazir bir antioksidan savunma sistemi vardir. Bu denge serbest radikal iiretiminin lehine
kirildiginda, oksidatif stres olarak bilinen bir fizyolojik durum olusur. Serbest
radikallerin, biyolojik sistemlerde ikili bir rol oynadigi bilinmektedir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise, ciddi hiicre bilesenlerinin oksidatif hasarina sebep olmustur.
Hiicresel hasar bir 6miir boyunca birikir ve bu degisiklikler kanser gibi, yasa bagh
hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamistir. Gergekten de birgok
calisma, kanser hiicreleri ile saglikli hiicrelerin karsilastirilmasinda artmig bir ROS
tretimini gostermektedir. Serbest radikallerin DNA hasar1 ve genomik instabilite’ye

neden oldugu bilinmektedir (Vera-Ramirez ve ark. 2011).
2.6. Kanser Terapi ilaclari

Kanser en tehlikeli hastaliklardan biridir. Kanser tedavisinde cerrahi miidahale,
kemoterapi, radyasyon ve hormon tedavisi gibi farkli yontemler vardir. Kemoterapi
halen kanser tedavisi i¢in en etkili yontemlerden biridir. Antineoplastik ilaclarin
kullanimi, yeni genetik bilesimlerin sentezini engelleyerek hiicre biliylimesini bozar veya
DNA’da tedavi edilemeyecek hasarlara neden olur. Bununla birlikte kemoterapinin iki
onemli olumsuzlugu vardir; toksisite ve ilag direnci. Tiim kemoterapotik tedaviler i¢in
uygulanan ilaglar tiimor hiicrelerini 6ldirdiigii gibi, ayn1 zamanda saglikli hiicreleri de
etkiler ve dldiirebilir. Bu ilaclarin yan etkileri de ¢ok fazladir. Kemoterapi tiimor hiicre
mutasyonuna sebep olabilir. Ayrica, ilag direnci geleneksel kemoterapi basarisizliginin
en Onemli nedenlerinden biridir (Batmani ve Khaloozadeh 2013). Kemoterapi

ajanlarinin etki mekanizmalar1 Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.2. Baz1 kemoterapi ajanlarinin etki mekanizmalar1

ILAC

ETKi MEKANIZMASI

5-Fluorouracil

Anti metabolit, hiicre siklusunda pirimidin

antagonisti

Ara C (cytaribine)

S faz1 sirasinda DNA’ya hasar veren anti
metabolit

Asparaginase

Losemi hiicre proliferasyonunu &nleyen
aspartik asit i¢in asparaginin hidroliziyle

katalizlenen enzim

BCNU (Carmustine)

Alkilleyici ajan

Bleomycin DNA’daki  tek  zincir  kiriklarini
indiikleyen antibiyotoik

Busulfan Alkilleyici ajan

Cisplatin Alkilleyici ajan

Cyclophosphamide

Alkilleyici ajan, DNA c¢apraz baglayici

nitrojen mustard tirevi

Dactinomycin (Actinomycin-D)

DNA ile kompleks bicimde, DNA, RNA,

protein sentezini inhibe eden

Kanser hiicreleri genellikle normal hiicrelerden daha yiiksek proliferasyon oranlar

gostermektedir. Vinka alkaloidler ve taksanlar gibi su anda kullanilan bazi anti-tiimor

ilaglari, mikrotiibiilleri hedefleyerek mitozun engellenmesi igin hareket ederler. Son

yillarda farkli mitotik diizenleyiciler (Sekil 2.7), anti-timor tedaviler i¢in ilag hedefi

olarak 6nerilmektedir (Marzo ve Naval 2013).
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Sekil 2.7. Hiicre dongiisiinde anti-mitotiklerin varligi ile mitozun 6nlenmesi.

Hormonal tedavi ya da immiinoterapi kullanildigi i¢in birka¢ kanser tiirii (6rnegin,
meme Kkanseri) harig¢ sitotoksik ilaglar, kanser i¢in kemoterapide 6nemlidir. Sitotoksik
ilaclar, hizla biiyliyen ve bdliinen hiicreler icin toksik olmasina ragmen kanser
tedavisinin de Onemli bilesiklerindendir. Kanser hiicrelerinin genellikle hizli
biliylimesini ve ¢ogalmasini dnlemek icin, kanser hiicreleri sitotoksik ilaglar ile 6ldiiriiliir

(Wong ve ark. 2007).
2.6.1. Cisplatin

Cisplatin (sis-ya da diamminedichloroplatinum CDDP), yaygin olarak zor tiimorlere
kars1 genis bir yelpazede kullanilan kemoterapdtik bir ilagtir. Cisplatin, ¢ogalan hiicreler
icin son derece zehirlidir. Bu durum, DNA ile yakinlagsmalar olusturur ve DNA

replikasyonu ve mitozu engellemektedir (Sancho-Martinez ve ark. 2012).

Cisplatin; testis, mesane, akciger, yemek borusu (6zofagus), mide ve yumurtalik

kanserlerini tedavi etmek igin verilen bir kemoterapi ilacidir (Anonim 2013c).

Cisplatin kullaniminda, alerjik reaksiyon belirtileri olan deri dokiintiileri ve kasinti,
yiiksek sicaklik (ates), titreme, yliz kizarmasi, bag donmesi, bas agrisi, nefes darligi,

anksiyete ve idrar yapma hissi gozlenebilir (Perry 2007, Sweetman 2011).

Cisplatin, DNA hasar ajanlar1 simifindaki anti kanser ajanlarindan biridir. Cisplatin
aracili kanser kemoterapisi sirasinda, timdor hiicresi/konak iginde cisplatinin ¢ok asamali

etkileri gozlenmistir. Cisplatinin, antioksidanlarin ve serbest radikallerin {iretiminin
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azaltilmast gibi 6nemli yan etkileri vardir. Cisplatin uygulanmasindan sonra, DNA
hasartyla sonuglanan DNA fragmantasyonu, kromozomal kiriklar ve genomik
kararsizligina neden olan mikroniikleus olugsmasina neden olabildigi gibi mutajenez,

kanser ve apoptotik hiicre 6liimiine de yol acabilir (Attia ve ark. 2008).

Cisplatin (Sekil 2.8), DNA cift zincirlerine zincir arasi ve zincir i¢i ¢apraz baglanir. Bu
nedenle etki mekanizmasit bifonksiyonel alkilleyici ilaglara benzer. DNA’nin

replikasyon ve transkripsiyonunu bozar. Sekil 2.8’de cisplatinin yapisi gosterilmektedir.

Cl ll," \‘\\N H3

\\“

Pt
cl”” S NH;

Sekil 2.8. Cisplatinin molekiiler yapist (Erkurt ve ark. 2009).
2.7. Tez ¢alismasinin amaci ve hipotez

Calismada DNA ve kromozom hasar1 yaptigi iyi bilinen kanser ilaci cisplatinin Beas-2b
akciger saglikli epitel hiicre hattinda canlilik testleri ve komet testi ile genotoksik
etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica bu hasarin bitkisel fenolik bilesik kinik
asit muamelesi ile Onlenip Onlenmeyecegi ayni test yoOntemleri kullanilarak

belirlenmeye calisilmistir.
2.8. Toksisitenin Degerlendirilmesinde Kullanilan Bazi Test Yontemleri
2.8.1. Genotoksisite Test Yontemleri

Genotoksisite testi, genellikle DNA hasarina gore tehlike tanimlanmasidir. Bu hasarlar
gen mutasyonu, yapisal kromozom sapmalari, rekombinasyon ve sayisal degisiklikler
seklinde goriilebilir. Bu testleri pozitif olan bilesikler, insanlarda kanserojen ve/veya
mutajen olma potansiyeline sahip oldugundan bu testler agirlikli olarak kanserojen ve

genotoksisite tahmini igin kullanilmigtir (Jena ve ark. 2002).
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2.8.1.1. Tek Hiicre Jel Elektroforez “ KOMET” Testi

Komet ya da SCGE (tek hiicre jel elektroforezi) deneyi, hem in vivo hem de in vitro
olarak DNA diizeyindeki genotoksisitenin belirlenmesi igin kullanilan yaygin bir
yontemdir. Test, hiicre lizisi ve DNA’nin ¢oziilmesinden sonra, agaroz matrisi iginde
tek tek hiicrelerin elektroforezine dayanmaktadir. DNA, (elektrik alaninda) DNA'nin
kisa fragmentleri i¢in daha yiiksek bir gecis hizi olan anoda dogru hareket eder.
Floresan boyama sonrasi hiicreler, DNA zincir kiriklariyla nukleusun hasarsiz DNA
icerigini ifade eden kometin basi olan yapiy1 olusturur. Komet kuyrugu olarak goriilen
yapt ise, DNA’nin ¢ift veya tek zincir kiriklariyla olusan yapisidir (Ritter ve Knebel
2009).

Komet test yonteminin gelistirilmesinde ilk adimi atan kisiler; Rydberg ve Johanson
(1978) ve Ostling ve Johanson (1984) ‘dir. Pek ¢ok gelisme, deneyin spesifikligini ve
hassasiyetini gostermistir. DNA bazlarinin modifikasyonlar1 ve tek-¢ift zincir
kirtlmalar1 gibi DNA hasarinin farkli tiplerini ayiran énemli bir deneydir. Sitotoksisite
ya da apoptotik olaylar gibi yanlis pozitif sonuglara yol agan faktorlerin 6nemi hakkinda
bilgi saglanmasinda, mikronukleus ya da kromozom aberasyonu gibi genotoksisiteye

iliskin testlerle birlikte in vivo/in vitro olarak kullanilabilen bir yontemdir (Tice ve ark.

2000, Hartmann ve ark. 2003).

Sekil 2.9. Komet testinde saga dogru artan niikleer DNA hasarlar1 (Ritter ve Knebel
2009).
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Sekil 2.10. Komet yonteminin asamalar1 (Anonim 2013f).

Tek hiicre jel elektroforez deneyi, biiyiik bir hassasiyetle DNA hasari (Sekil 2.9) tespit
yetenegine sahiptir. Diger testler ile karsilastirildiginda, komet deneyinin, maliyeti
diisiiktiir, 6rnek basina az sayida hiicre gerektirir ve sonuglar hizli bir sekilde ortaya
cikar. Alkalin komet testi, tek ve ¢ift zincir kiriklarimi algilar, eksik eksizyon onarim
yerlerini algilayarak, oksidatif lezyonlar gibi DNA hasarlarini tespit etmek igin
gelistirilmistir. Bu nedenle bu deney, DNA onarim ¢alismalarinda, genotoksinlerin
belirlenmesi i¢in in vitro ve in vivo seklinde (Sekil 2.10) yaygin olarak kullanilan klinik

aragtirmalar i¢in tamamlayici bir yontemdir (Braz ve Favero Salvadori 2007).

2.8.1.2. Mikroniikleus Testi

In vitro mikroniikleus (MN) testi, bilesiklerin giivenliginin degerlendirilmesinde rutin
olarak kullanilmaktadir (Norenberg ve ark. 2013). Kromozom fragmentleri veya hiicre
boliinmesi sonrast sitoplazma icindeki tiim kromozomlar mikronukleus olusturur. In
vitro mikrontikleus testi, yaygin olarak klastojenik ve anajenik maddelerin belirlenmesi

icin yillardir kullanilmaktadir (Sobol ve ark. 2012).

MN testinde, tek bir g¢ekirdek boliimii tamamlayan hiicre, sitokalasin-B (Cyt-B)
kullanilarak (Sekil 2.11) sitokinez performans: engellenir ve dolayisiyla kolayca

binukleus (¢ift nukleus) goriiniimii kazanir (Fenech 2000).
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Sekil 2.11. Mikronukleus (MN) yénteminin agamalari (Anonim 2013g).

2.8.1.3. Kromozom Aberasyonu Testi

In vitro kromozom aberasyonu testi’nin (ABS) amaci,

degisikliklere neden olan yapinin bir klastojen olup olmadigini belirlemektir. ABS’nin
standart tipi olarak, solvent kontrol ve en az ii¢ pozitif doz gruplari olusturulur. Her bir

dozda metafaz hiicrelerinin bir numunesi incelenir ve kromozom aberasyonu sergileyen

hiicreler tanimlanir (Kim ve ark. 2000).

Kiiltiirlenen memeli hiicreleri kullanilarak yapilan kromozom aberasyonu testi, cevresel
mutajenler ve/veya kanserojenleri tahmin etmek i¢in kullanilan hassas yontemlerden

biridir ve Salmonella mikrozomu deneyi (Ames testi) i¢in tamamlayict bir testtir. Bu
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test, bircok kimyasal ve dogal bilesiklerin genotoksitesi ve mutajenitesinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilir (Ishidate Jr. ve ark. 1998).

2.8.2. Sitotoksisite Test Yontemleri
2.8.2.1. XTT Testi

XTT, hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu tahmin etmek i¢in kullanilir. Canlilik ve
proliferasyon, XTT icin canli hiicreler i¢inde mevcut mitokondriyal dehidrojenaz
enzimlerin kapasitesine dayanmaktadir. XTT, siiperoksit ile azaltilabildigi gibi MTT de
azaltilabilir (Sekil 2.12) (Wang ve ark. 2011).

NO, npo@ ix
H4CO
y N SO, "
24 \Q -e Oy /@',‘ +H*Y y_¢'
AT e OF QI 8 (O
2 =N L S0, + e- 80,
— " 80y + e
O € HyCO W00
o NO, )

XTT Ara radikal
0, (0] 2"

/7 =)0 =S Odedy
\\‘Z’
o b MTT formazan

MTIT Ara radikal

XTT formazan

Sekil 2.12. Siiperoksitin XTT/MTT’yi azaltmasi.

XTT hiicre proliferasyon deneyi, ilk Scudiero ve arkadaslari tarafindan 1988 'de
tanimlanmistir. XTT, tiimor hiicre hatlari, hiicre biiylimesi ve ila¢ duyarliligini 6lgmek
icin kullanilan bir yontemdir. XTT, renksiz ya da hafif sar1 bir bilesiktir, indirgendigi
zaman parlak turuncu olur. Bu renk degisimi, pozitif yiiklii dordiinciil tetrazol halkanin
bir kisminin kirilmasi ile gergeklestirilir. XTT rediiksiyonu, onun formazan iiriiniinii
¢ozebilir. Yani, XTT nin indirgenmesi ile renkli formazan tiirevleri olusur (Scudiero ve

ark. 1988).

Yeni bir tetrazolyum tuzu XTT, normal aktive edilmis T hiicreleri ve ¢esitli sitokin
bagimli hiicre hatlar1 ile hiicre canliligt ve proliferasyonunu belirlemek ig¢in,

kolorimetrik deneyde kullanilmak {izere degerlendirilmistir. Metabolik olarak aktif

23



hiicrelerin dehidrojenaz enzimleri ile XTT boliinmesi, suda ¢oziinebilen yiiksek olciide

renkli formazan iirlinlinii vermektedir (Roehm ve ark. 1991).
2.8.2.2. Klonojenik Test

Koloni formasyon testi de denilen klonojenik test, koloni olusturmak igin tek bir
hiicrenin yetenegini 6lgen bir in vitro hiicre hayatta kalma deneyidir. ilk olarak Puck ve
Markus (1956) tarafindan 1956 yilinda tanmimlanmistir. Radyasyon sonrasi olen
hiicrelerin yeniden iireyenlerinin belirlenmesi i¢in onkolojik arastirma alaninda tercih
edilen bir yontemdir. Ancak son zamanlarda, ksenobiyotiklerin diger siniflarina maruz
kaldiktan sonra hiicre yasayabilirligini belirlemek icin de bir ydntem olarak

onerilmektedir (Herzog ve ark. 2007).

Artan arastirma ¢abalari, insan tiimorleri i¢in in vitro klonojenik deneylerin
uygulanmasina yoneltmistir (Sekil 2.13). Cesitli yar1 kat1 matrisler klonojenik hiicrelerin
hareketsiz kalmasi1 amaciyla kullanilmistir. Bu deneyler ile bazi teknik sorunlar
bulunmakla birlikte, bu yontemin, insan kanserinin klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalara
genis bir uygulanabilirlige sahip oldugunu kanitlamistir. Klonojenik hiicreler iizerinde
sitogenetik calismalarla ilag etkilerinin ¢aligmalar1 birlestirilerek primer ve metastatik
kanser 1ile ila¢ direncinin ortaya c¢ikmasinin degerlendirilmesi agisindan yararl

olabilecegi disiiniilmektedir (Salmon ve ark. 1986).
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Tek hiicreler ve

kiiciik kiimeler -
In vitro kiiltiirii
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kaph hiicreler
S
Alt tabakas:1 %
0,5 agar ve besin @ 14 giinliik kiiltiir
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A0 2N
../-. . : - =N
fo siie N OITA
\ o - S o P ..
L 5 Q0 Ol
Koloni sayisi = = */
degerlendirme g

Sekil 2.13. Tiimor hiicrelerinde klonojenik testin agamalart.
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Klonojenik deney veya koloni formasyon deneyi, kolonideki tek bir hiicrenin biiyiime
yetenegine dayali bir in vitro hiicre hayatta kalim deneyidir. Koloni en az 50 hiicreden
olusur. Sinirsiz iireme yetenedi oldugundan populasyonda her hiicre test edilir.
Klonojenik deney, iyonize radyasyon ile muameleden sonra, hiicre iireme Olimiinii
belirlemek i¢in tercih edilen bir yontem olmasina ragmen ayni zamanda, diger

sitotoksik ajanlarin etkinligini belirlemek i¢in de kullanilabilir (Franken ve ark. 2006).

Klonojenik test, radyasyon etkilerinin galisilmast igin 1950'lerde tanimlanmustir.
Memeli hiicrelerinde radyasyonun etkisi lizerinde klonojenik test kullanilmistir. Cesitli
mekanizmalar hiicre 6liimii icin tarif edilmis olmakla birlikte, lireme biitiinliigii kayb1 ve
cogalmaya yetersizlik en ortak 6zelliklerdir. Klonojenik test, boylece biiyiik bir koloni
ya da bir klon olusturmak {izere iireme yetenegini muhafaza eden ve belirsiz ¢ogalan bir
hiicrenin kabiliyetini belirler. Klonojenik testte belirlenen hiicre canlilik egrisi, lireme
yetenegini muhafaza eden hiicrelerin fraksiyonu ile kullanilan maddenin dozu arasinda
bir iligki olarak tanimlanir. Klonojenik test, baslangigta hiicrelerin radyasyonun
etkilerini arastirmak i¢in kullanilmis ve radyobiyolojide 6nemli bir rol oynamis olsa da,
artik yaygin olarak klinikte potansiyel uygulamalar ile ajanlarin etkilerini incelemek igin
kullanilmaktadir (Munshi ve ark. 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada kinik asit ve cisplatin bilesiklerinin, saglikli insan akciger epiteli (Beas-
2b) hiicreleri tizerindeki sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik etkileri arastirilmistir.
Bu amagla klonojenik test, XTT testi ve komet testleri uygulanmistir. Tiim deneysel
calismalarimiz Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii biinyesinde bulunan Hiicre

Kiiltiirti ve Genetik Toksikoloji laboratuarinda gerceklestirilmistir.
3.1. Kullanilan Cihazlar, Kimyasallar

Deneylerde kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, deneylerde kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlar

CiHAZ MARKA-MODEL
Goriintiileme sistemi KAMERAM-21

Floresan mikroskop NIKON — ECLIPSE 80i
Floresan mikroskop gii¢c kaynagi NIKON - C-SHG1

pH metre HANNA INSTRUMENTS - HI 221
Isitmali manyetik karigtiric MTOPS — MS300HS

Azot tank1 INT. CRYOGENICS - IC 20R
Hassas terazi (Max: 2000 g) RADWAG - WTB2000

+4°C buzdolab1 REGAL

-80°C derin dondurucu ELCOLD

-20°C derin dondurucu ALASKA — ADF 06 V

Saf (Distile) su cihazi MP MINI PURE — DEST UP
Pastor firini ELEKTRO-MAG - M 3025P
Su banyosu NUVEBATH NBS
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Ultrasonik su banyosu

BANDELIN - RK 31

Elektroforez Tanki

Elektroforez Tanki Gii¢ Kaynagi

Sogutmal1 Santrifiij

SIGMA - 2-16PK

Etiiv (37°C ve %5 CO; takviyeli)

BINDER - CB 150

Isik Mikroskobu Olympus
Inverted (Ters yiiz) mikroskop SOIF
6omm ve 100mm’lik steril petriler FALCON
Besiyeri Tiipleri

Sinif I Laminar Akim PRO LAB
Mikropipet

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

COSTAR STRIPETTE

Serolojik pipet tabancasi

BIOHIT MIDI PLUS

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

FALCON

Canli hiicre sayim cihazi ve yazilimi

INNOVATIS — CEDEX XS

Canli hiicre sayim cihaz lami1

ROCHE — CEDEX SMART SLIDE

Hiicre sayim cihaz1 ve ucu

MILLIPORE — MA 01821

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar

KiMYASAL MADDE FiIRMA KATALOG NO
RPMI-1640 (500 ml) LONZA 12-702F

DPBS (500 ml) SIGMA 08537
Penisilin—Streptomisin THERMO SCIENTIFIC SH40003.12
soliisyonu (100 ml)
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Sodyum piruvat (100 ml) THERMO SCIENTIFIC SH30239.01
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 (NaOH) | SIGMA 06203
Na,EDTA SIGMA E5134-500G
Tris MERCK K40452787001
Triton-X-100 GERBU

DMSO

Mutlak Etanol GURUP DELTALAR

Mutlak Metanol MERCK 1060082500
Kristal viyole MERCK 1159400100
PBS (10 L) SIGMA D5652
Agaroz MERCK K33719436
Diisiik Yogunluklu Agaroz | SIGMA A9414
Tripan Mavisi SIGMA

Etidyum Bromiir (EtBr) SIGMA

96 kuyucuk Orange Scentific 5530100
ELIZA BioTek ELx800
XTT ¢ozeltisi NIARA
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3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Klonojenik test i¢in:

Kinik asid (QA) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,01 gr QA tartilip 160 pul saf suda (dH20) ¢oziiliir.
Besiyeri hazirlanmasi

500 ml’lik sisedeki RPMI-1640 medyum igerisine; 60 ml fetal bovine serum (FBS), 6
ml sodyum piriivat, 6 ml penisilin-streptomisin, 3 ml L-glutamin eklenerek

hazirlanmistir.
Hidrojen Peroksit (H,0;) Cozeltisinin Hazirlanmasi

%35’lik ana stok c¢ozeltisinden 6,318 pl H,O; lizerine 4993,682 ul saf su eklenerek 5
ml’lik yeni stok ¢6zeltisi hazirlanmis olur. 5 ml’lik yeni stoktan 5 ml besiyeri bulunan
T-25 flaska 50 pl aktarilir.

Hiicre sayim lamina aktarilacak cozeltinin hazirlanmasi

50 pl hiicre tizerine 50 pl tripan mavisi eklenir. 100 pl’lik karisimdan 10 pl gekilerek

lama yayailir.

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS) Hazirlanmasi

4.8 gr DPBS tartilarak 500 ml saf suda ¢oziiliir.

Kristal viyole Boyasinin Hazirlanmasi

Toz halindeki kristal viyole boyasindan 0.5 gr tartilarak iizerine 100 ml metanol eklenir.
Komet testi icin:

Lamlarin agar ile kaplanmasi

0,65 gr normal melting agaroz 100 ml distile suya eklenir ve karigim 1sitilir.

Diisiik Yogunluklu Agaroz (LMA) Hazirlanmasi

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

2,5 M NaCl: 29,22 gr NaCl, 100 mM Na;EDTA: 7,4448 gr Na,EDTA, 10 mM Tris:
0,2422 gr Trisma Base hassas terazide tartilmistir. Tartilan kimyasallar 1sitmadan 178
ml distile suda ¢6ziilmiis ve NaOH veya HCI kullanilarak pH=10" a ayarlanmustir. Lizis
buffer isleminden 6nce bu ¢ozeltiye 2 ml Triton X—100 ve 20 ml DMSO eklenmistir.

Yiiriitme Tamponu Hazirlanmasi

0,747 gr Na;EDTA ve 18g NaOH tartilarak 1,5 1t distile suda ¢oziiliir. Cozeltinin
pH>13 olmaldir. +4°C’de ¢ozelti saklanir.

Notralizasyon Tamponu Hazirlanmasi

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

ayarlanir.

Etidyum bromiir boyasinin hazirlanmasi

EtBr, 20 pg/ml konsantrasyonda distile su i¢inde ¢oziilmiistiir.
XTT testi icin:

Cisplatin c¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg / 20 ml stok cisplatin ¢ozeltisi kullanilmustir.

XTT cozeltisinin hazirlanmasi:

-20 derecede bulunan XTT' ve XTT" ¢ozeltileri, karanlik ortamda 37°C su banyosunda

1sitilir ve laminar akimda 1:50 oraninda karistirilir.

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

uygulanmigtir.
3.3. Hiicre Kiiltiirii

Calismada ATCC kokenli CRL 9609 numarali hazir hiicre hatlar1 olan normal insan

akciger epitel hiicre hatt1 (Beas-2b) kullanilmistir.
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Saglikli akciger epitel hiicreleri (Beas-2b), filtre kapakli T-75 flasklarda, RPMI-1640 ile
hazirlanmis besiyeri ortamimda ¢ogaltilmistir. Beas-2b hiicreleri, T-75 flasklarda 37°C
ve % 5 CO, ortama sahip inkiibator icerisinde yasatilmistir. RPMI-1640 besiyerinin
icine; % 10 fetal bovine serum (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin, %1 Sodyum Piruvat

ve % 0,5 L-Glutamin eklenir.

Hiicrelerin pasajlanma yontemi ise soyledir; flasklardaki besiyeri aspire edilerek
uzaklastirilir. Hiicreler yaklasik 1 dk PBS ile yikanir ve tekrar aspire edilir. Tripsin
eklenerek mikroskopta hiicrelerin zeminden ayrilip ayrilmadigina bakilir, tripsini
durdurmak i¢in aynm1 miktarda besiyeri eklenir, hiicre siispansiyonu pipetle toplanip
falkon tiipline konur, hiicreler 5 dk 1000 rpm’de santrifiij edilir, slipernatant kismi
kalacak sekilde aspire edilir ve toplam hiicre sayis1 hesaplanir. Son olarak belirlenen
hacimdeki hiicre siispansiyonu, besiyeri eklenmis flaska aktarilarak inkiibatore

kaldirilir.

Cizelge 3.3. Flasklara eklenmesi gereken kimyasallar ve miktarlar

FLASKLAR (D)PBS TRIPSIN BESIYERI
T-12,5 1-2 ml 1 ml 2,5ml
T-25 2-3ml 2-3ml 5ml
T-75 5-6 ml 4-5 ml 10 ml

3.4. Calisma Plam

QA ve cisplatin ile tek basina ve kombine olarak muamele edilen Beas-2b hiicrelerinde
gerceklestirilen, Klonojenik Testte kullanilan QA dozlar1 Cizelge 3.4’te, XTT Elisa

Testi kullanilan cisplatin dozlar1 Cizelge 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Klonojenik testinde kullanilan QA dozlar1

12 uM 14 uM 17 uM 17,5 uM 18 uM
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Cizelge 3.5. XTT testinde kullanilan cisplatin dozlar

0,5 uM 1uM 2,5uM 5uM 12,5 uM 25 uM 50 uM

Klonojenik test ile kinik asidin % 50 ve iistii yasayabilirlik oran1 gésteren 2 degeri (5 ve
10 uM) secilmis ve cisplatinin XTT testinden elde edilen 1C50 dozu (19 uM) ve bu

dozun yarisi olan 9,5 uM dozlari ile kombinlenerek komet testi gerceklestirilmistir.
3.5. Klonojenik Test

Klonojenik test QA i¢in uygulanmistir. Testin prosediirii;

1. Flaskta bulunan hiicreler pasajlanir.

2. Flasklardan toplanan hiicreler tiiplere aktarilir.

w

. Tiip igerisindeki hiicreler +4°C’de 1000 rpm’de santrifijj edilir.

4. Hiicrelerin siipernatant kismi atilir geriye pellet kismi kalir.

9]

. Hiicre sayim1 yapilarak tiipteki toplam hiicre belirlenir.

)

. Deney gruplarimin sayisi kadar T-25 flasklara hiicre ekilir.
7. Ekimden birkag giin sonra hiicreler QA dozlariyla dozlanir.
8. Dozlamadan 24 saat sonra hiicreler pasajlanir ve tiiplere alinir.

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

yapilir.

10. 60 mm’lik petriye 500 canli hiicre aktarilacak sekilde hesaplama yapilir. 100 mm’lik

petriler kullaniliyor ise petrilere 1000 canli hiicre ekilir.

11. Petrilere hiicre aktarimindan sonra petriler 37°C % 5’lik inkiibatore kaldirilir.
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12. Petriler her giin inverted mikroskopta kontrol edilir ve koloniler belli bir biiyiiklige

ulastiktan sonra petriler boyanir.

13. Koloni olarak sayim yapilabilmesi i¢in her kolonide en az 40 hiicre bulunmasi

gerekmektedir.

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

dk boyanir.

Petri basina diisen ortalama koloni sayisi (N), kontrol grubu i¢in petri basma diisen

ortalama koloni sayis1 (L) olarak belirtilirse, her doz grubu i¢in % canlilik

(yasayabilirlik);
Petri basima diigen ortalama koloni sayist (N)

% Canlilik (yasayabilirlik) = -------=-=======-nmn--- m=mmmmemmemmeemeeee oo eeeee x 100
Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayist (L)

3.6. XTT testi

XTT testi cisplatin i¢in uygulanmistir. Testin prosediirii;

1. XTT igin 96 kuyucuga belirli sayida hiicre ekilir ve hiicreler 24 saat siireyle 37°C, %
5 CO; inkiibatérde ¢ogalmaya birakilir.

2. 24 saat sonunda besiyeri degistirilir.

3. Ekimden 2 giin sonra dozlama yapilir. Dozlamadan sonra hiicreler tekrar inkiibasyona

kaldirilir.
4. Inkiibasyondan sonra besiyeri aspire edilerek kuyucuklar PBS ile yikanir.
5. Kuyucuklara tekrar besiyeri eklenir.

6. Dozlamadan 1 giin sonra hazirlanan XTT 0l¢iim soliisyonu her kuyucuga 50 pl

olacak sekilde eklenir.
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7. XTT dozlamasindan sonra inkiibasyona kaldirilan hiicreler, 2 saat sonra ELIZA’da

450 nm ve 630 nm’de ayr1 ayr1 absorbans degerleri okunur.

ELIZA okumasi sonucu olusan absorbanslardan canlilik su formiille hesaplanir; (kor

ortalama; sadece besiyeri igeren kuyucuklarin ortalamasidir)

Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi - kér ortalama

% Canlilik = -=------------ mmmmmmemmemeee- mmmmemm e --- x 100

Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi — kor ortalama

3.7. Komet testi
1. Komet testinde kullanilmak iizere agaroz kapli lamlar hazirlanir.
2. Deneyden bir giin 6nce lizis tamponu hazirlanir.
3. Hiicreler tiiplere toplanir ve +4°C’de 1000 rpm’de 5 dK santrifiij edilir.
4. Santrifiijden sonra supernatant kismi atilir ve geriye pellet kismi kalir.
5. Hiicre sayim1 yapilir ve tlipteki toplam hiicre sayisi1 belirlenir.
6. Hiicrelerin yogun oldugu tiiplere 2 ml PBS eklenerek seyreltilir.
7. Santrifiij esnasinda hiicreleri agaroz i¢ine gommek i¢in (LMA) agar hazirlanir.
8. LMA’dan, su banyosunda 37°C’de bulunan ependorflarin igine 250 ser ul aktarilir.

9. Tipteki hiicrelerden 100 pl gekilir ve 250 pl LMA bulunan ependorflara aktarilir.

LMA ve hiicre karisimi mikropipet yardimiyla iyice siispanse edilir.
10. Jel ve hiicre karsimindan 50 pl alinarak agaroz kapli lam {izerine yayilir.
11. Lamel ile kapatilan lamlar buz akiilerinin iistiine konularak sogumaya birakilir.

12. Lamlar +4°C’de 15 dk bekletildikten sonra tizerindeki lameller alinir.
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13. Lamlar salelere konur ve tizerlerine 100 pl lizis tamponu eklenir. Saleler aliiminyum

folyo ile sarilarak +4°C’ye kaldirilir ve 1 gece bekletilir.

14. Lamlar elektroforez tankina dizildikten sonra, tanka yiiriitiicii tampon eklenir ve

lamlar 20 dk tampon i¢inde bekletilir.

15. 20 dk sonunda yiiriitme islemi baslatilir. Yiiriitme islemi igin, gii¢ kaynagi 300 mA
ve 25 V’a ayarlanarak 25 dk yiiriitme yaptirilir.

16. Yiriitmeden sonra lamlar, karanlikta tekrar saleye alinir ve iizerlerine notralizasyon

tamponu eklenerek +4°C’de, 5 dk bekletilir.

17. Notralizasyon isleminden sonra lamlar distile suyla yikanir ve havada kurumaya
birakilir.

18. Lamlar kurutulduktan sonra 5 dk soguk etanolde fikse edilerek tekrar kurumaya
birakilir.

19. Lamlar Etidyum Bromiir ile 1 dk boyanir ve iizeri lamel ile kapatilarak floresan

mikroskopta incelenir.
20. Her lamdan 100 hiicre sayilir ve degerlendirme komet yazilimi yardimryla yapilir.
3.8. Istatistiksel Analizler

Komet analizinde Non parametrik Man-Whitney U testi kullanilmistir. Ttim istatistik

analizler SPSS 2.0 yazilimi1 kullanilarak bilgisayarda ger¢eklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kinik asidin Beas-2b Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisinin Klonojenik Test ile

Belirlenmesi

Tez c¢alismamizda kullanilan Kinik asitin Beas-2b hiicreleri tizerindeki etkisini
incelemek amaciyla; kontrol grubu, 12 uM, 14 uM, 17 uM, 17,5 uM ve 18 uM olarak
belirlenen kinik asit dozlartyla klonojenik test yapilmistir. Sitotoksisitenin belirlenmesi
amaciyla yapilan bu testte, elde edilen sonuglara gore test gruplarinin % canlilik

(yasayabilirlik) oranlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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100
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N 40
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Kontrol 12 14 17 17,5 18
QA Dozlari (nM)

Sekil 4.1. Cesitli konsantrasyonlarda QA’ya maruz birakilan Beas-2b hiicrelerinde
Klonojenik test ile belirlenen % canlilik oranlar1. QA; Kinik Asit. (1C50=15,48 uM)

Sekil 4.1’de Klonojenik test ile belirlenen QA’nin insan akciger epitel hiicre hatt1 (Beas-
2b) tizerindeki % canlilik grafigi goriilmektedir. Grafige gore, 12 uM dozda canliligi %
60’a, 14 uM dozda canliligt % 55’e, 17 uM dozda canlilig1 % 45’e, 17,5 uM dozda
canliligt % 41°e, 18 uM dozda ise canliligi % 39’lara kadar diistirmiistiir. Klonojenik
testimizde % 50 inhibisyona (IC50) neden olan doz 15,48 uM olarak belirlenmistir. Bu

sonuglara gore, % 50 inhibisyonun altindaki iki doz belirlenmistir.
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4.2. Cisplatinin XTT Testi ile % Inhibisyonunun Belirlenmesi

Calismada genotoksisite testlerinde kullanilacak cisplatin dozlarmi belirlemek igin
Beas-2b hiicreleri iizerinde c¢esitli dozlardaki cisplatin’in % inhibisyon etkisini XTT
Eliza testi ile aragtirdik. 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 12,5 uM, 25 uM ve 50 uM olarak
belirlenen cisplatin dozlartyla XTT testi yapilmistir. XTT testi ile belirlenen % canlilik
grafigi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

1 2,5 5 50

12,5 25
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100 -
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Kontrol 0,5

% Canlihik

Cisplatin Dozlar (uM)

Sekil 4.2. Cesitli konsantrasyonlarda cisplatin’e maruz birakilan Beas-2b hiicrelerinde

XTT testi ile belirlenen % canlilik oranlari. (IC50=19 uM)

Sekil 4.2.°de cisplatinin XTT testi ile belirlenen canlilik oranlart insan akciger epitel
hiicre hatt1 (Beas-2b) {izerindeki % canlilik grafiginde goriilmektedir. Grafige gore, 0,5
uM dozda canliligi % 92’ye, 1 uM dozda canlilig1 % 87’ye, 2,5 uM dozda canlilig1 %
86’ya, 5 uM dozda canlilig1 % 76’ya, 12,5 uM dozda canlilig1 % 64’e, 25 uM dozda
canliligt % 37’ye, 50 uM dozda ise canliligi % 32’ye kadar diigiirmiistir. XTT
testimizde % 50 inhibisyona (IC50) neden olan doz 19 uM olarak belirlenmistir. Bu
sonuglara gore, IC50 (19 uM) ve bu dozun yarisi olan 9,5 uM olarak iki doz se¢ilmistir.

Klonojenik test ve XTT testleri sonucunda belirlenen cisplatin dozu ve kinik asit dozlar1

Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. QA’nin tek bagina ve cisplatinle kombine dozlari

Kontrol Grubu | QA Dozlar1 (uM)

Cisplatin Dozlar1 (uM)

Cisplatin + QA

Kontrol

9,5 uM

9,5 UM + 5uM QA

9,5 uM + 10uM QA

10

19 pM

19 uM +5uM QA

19 uM +10uM QA

4.3. QA’min cisplatinle kombinlendiginde DNA Hasar1 Olusturma Etkisi, Komet

Testi Sonuclar

Calismada kullanilan kinik asitle cisplatinin DNA hasar1 {izerindeki etkisini aragtirmak

icin yapilan komet testinde; Klonojenik testle belirlenen kinik asidin 1C50’sine gore, %

50 inhibisyonun altinda olan 5 pM ve 10 uM dozlar1 se¢ilmistir. XTT testiyle belirlenen

cisplatinin IC50’sine gore, IC50 dozu 19 uM ve bu dozun yarisi olan 9,5 uM dozlar

secilmistir. Kinik asit dozlariyla cisplatin dozlari kombinlenerek komet testi yapilmistir.

Yapilan komet testi sonunda her ¢aligma grubu i¢in; kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA

ve Kuyruk Moment Uzunlugunun kuyruk % DNA ile ¢arpimi olan olive kuyruk

momenti degerleri (standart hatalariyla birlikte) hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Komet

testinde elde edilen goriintli 6rnekleri Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Komet testinden elde edilen mikroskobik goriintiiler (20X). a) Kontrol b) 5
uM Kinik asit ¢) 9,5 uM cisplatin d) 9,5 uM cisplatin + 10 pM Kinik asit €) 19 uM
cisplatin f) 19 uM cisplatin + 10 uM kinik asit.
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Cizelge 4.2. Komet Testinde elde edilen ortalama degerler. QA; Kinik Asit, Cspt;

Cisplatin.
Kuyruk Uzunlugu | Kuyruk % DNA | Olive Kuyruk Momenti

Kontrol 17,21+1,30 23,49+1,58 4,02+0,32
5 uM QA 17,67+1,34 24,78+1,51 4,61+0,42
10 pM QA 23,29+1,80 32,70+1,53 6,69+0,56
9,5 pM Cspt 28,14+£2,23 41,06£1,78 9,80+0,81
9,5 pM Cspt + 33,68+2,39 40,09+1,69 11,05+0,96
5uM QA

9,5 uM Cspt + 36,03+2,40 37,01+1,71 11,00+0,93
10 pM QA

19 pM Cspt 20,75+1,25 21,26+1,15 459033
19 pM Cspt + 21,68+1,41 26,29+1,10 5,58+0,49
5uM QA

19 uM Cspt + 30,36+1,82 34,02+1,41 8,79+0,62
10npM QA

Sekil 4.4’te her test grubu i¢in olugan kuyruk uzunlugu oranlar1 gsterilmistir.
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Sekil 4.4. Beas-2b hiicre hattinda uygulanan gesitli dozlardaki QA ile cisplatinin komet
testi ile kuyruk uzunlugu (uM) degerleri. QA; Kinik Asit. Cspt; Cisplatin. (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)

Kuyruk uzunlugu bakimidan kontrol grubu ile 5 uM QA doz grubu Man Whitney U
testi ile karsilastirilmistir.  Kontrol grubunda ortalama kuyruk uzunlugu degeri 17,21
uM = 1,30 bulunurken, QA dozlarindan 5 uM dozunda 17,67+1,34; 10 uM dozunda
23,29+1,80 olarak bulunmustur. 5 uM QA dozunda 17,67+1,34 olarak belirlenen
ortalama kuyruk uzunlugu degeri kontrol ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark
anlamsiz bulunmustur (p>0,05). 10 uM QA dozunda 23,29+1,80 olarak belirlenen
ortalama kuyruk uzunlugu degeri kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 yiiksek bulunmustur (p<0,0001).

Cisplatin dozlarinda kuyruk uzunlugu ise, 9,5 uM dozunda 28,14+2,23; 19 uM dozunda
20,75+1,25 olarak bulunmustur. 9,5 uM dozunda 28,14+2,23 olarak belirlenen ortalama
kuyruk uzunlugu degeri kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur (p<0,0001). 19 uM dozunda 20,75+1,25 olarak belirlenen ortalama
kuyruk uzunlugu degeri kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001).
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9,5 uM Cspt + 5 uM QA ve 9,5 uM Cspt + 10 uM QA uygulama gruplarinda ortalama
kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 33,68+2,39 ve 36,03+2,40 olarak bulunmustur. 9,5
uM Cspt + 5 uM QA dozu, 9,5 uM Cspt dozunda 28,14+2,23 olarak belirlenen
ortalama kuyruk uzunlugu degeri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur (p<0,05). 9,5 uM Cspt + 10 uM QA dozu, 9,5 uM Cspt dozu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,01).

19 uM Cspt + 5 uM QA ve 19 uM Cspt + 10 uM QA uygulama gruplarinda ortalama
kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 21,68+1,41 ve 30,36+1,82 olarak bulunmustur. 19
uM Cspt + 5 uM QA dozu, 19 uM Cspt dozunda 20,75+1,25 olarak belirlenen ortalama
kuyruk uzunlugu degeri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark anlamsiz
bulunmustur (p>0,05). 19 uM Cspt + 10 uM QA dozu, 19 uM Cspt dozunda
20,75+1,25 olarak belirlenen ortalama kuyruk uzunlugu degeri ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlaml yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,001).

Komet testinde belirlenen bir baska 6lgiim kuyruk % DNA miktaridir. Beas-2b hiicre
hattinda QA ve cisplatin muamelesi sonrasinda yapilan komet testinde 6lgiilen kuyruk
% DNA grafigi Sekil 4.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Beas-2b hiicre hattinda uygulanan ¢esitli dozlardaki QA ile cisplatinin komet
testi ile kuyruk % DNA degerleri. QA; Kinik Asit. Cspt; Cisplatin. (****p<0,0001)
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Kuyruk % DNA bakimindan kontrol grubu ile 5 puM QA doz grubu Man Whitney U
testi ile karsilastiilmistir. Kontrol grubunda ortalama kuyruk % DNA degeri
23,49+1,58 uM bulunurken, QA dozlarindan 5 pM dozunda 24,78+1,51; 10 uM
dozunda 32,70+1,53 olarak bulunmustur. 5 uM QA dozunda 24,78+1,51 olarak
belirlenen ortalama kuyruk % DNA degeri kontrol ile karsilastirildiginda fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0,05). 10 uM QA dozunda 32,70+1,53
olarak belirlenen ortalama kuyruk % DNA degeri kontrol ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,0001).

Cisplatin dozlarinda ortalama kuyruk % DNA degeri ise, 9,5 uM dozunda 41,06+1,78;
19 uM dozunda 21,26+1,15 olarak bulunmustur. 9,5 uM dozunda 41,06+1,78 olarak
belirlenen ortalama kuyruk % DNA degeri kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,0001). 19 uM dozunda 21,26+1,15 olarak
belirlenen ortalama kuyruk % DNA degeri kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak fark anlamsiz bulunmustur (p>0,05).

9,5 uM Cspt + 5 uM QA ve 9,5 uM Cspt + 10 uM QA uygulama gruplarinda ortalama
kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 40,09+1,69 ve 37,01+1,71 olarak bulunmustur. 9,5
uM Cspt + 5 uM QA dozu, 9,5 uM Cspt dozunda 41,06+1,78 olarak belirlenen
ortalama kuyruk % DNA degeri ile karsilagtirildiginda fark istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur (p>0,05). 9,5 uM Cspt + 10 uM QA dozu, 9,5 uM Cspt dozunda
41,06+1,78 olarak belirlenen ortalama kuyruk % DNA degeri ile karsilastirildiginda
aradaki fark istatistiksel olarak anlamsiz belirlenmistir (p>0,05).

19 uM Cspt + 5 uM QA ve 19 uM Cspt + 10 uM QA uygulama gruplarinda ortalama
kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 26,29+1,10 ve 34,02+1,41 olarak bulunmustur. 19
uM Cspt + 5 uM QA dozu, 19 uM Cspt dozunda 21,26+1,15 olarak belirlenen ortalama
kuyruk % DNA degeri ile karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli yiiksek
cikmistir (p<0,0001). 19 uM Cspt + 10 uM QA dozu, 19 uM Cspt dozunda 21,26+1,15
olarak belirlenen ortalama kuyruk % DNA degeri ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,0001).
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Komet testinden elde ettigimiz bir diger veri de olive kuyruk momentidir. Beas-2b
hiicre hattinda QA ve cisplatin muamelesi sonrasinda yapilan komet testinde Olgiilen

olive kuyruk momenti grafigi Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Beas-2b hiicre hattinda uygulanan ¢esitli dozlardaki QA ile cisplatinin komet
testi ile olive kuyruk momenti degerleri. QA; Kinik Asit. Cspt; Cisplatin.
(****p<0,0001)

Olive kuyruk momenti bakimindan kontrol grubu ile 5 uM QA doz grubu Man Whitney
U testi ile karsilastirilmistir. Kontrol grubunda ortalama olive kuyruk momenti degeri
4,02+0,32uM bulunurken, QA dozlarindan 5 uM dozunda 4,61+0,42; 10 uM dozunda
6,69+0,56 olarak bulunmustur. 5 uM QA dozunda 4,61+0,42 olarak belirlenen ortalama
olive kuyruk momenti degeri kontrol ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark
anlamsiz bulunmustur (p>0,05). 10 uM QA dozunda 6,69+0,56 olarak belirlenen
ortalama olive kuyruk momenti degeri kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml1 yiiksek bulunmustur (p<0,0001).

Cisplatin dozlarinda ortalama olive kuyruk momenti degeri ise, 9,5 uM dozunda
9,80+0,81; 19 uM dozunda 4,59+0,33 olarak bulunmustur. 9,5 uM dozunda 9,80+0,81
olarak belirlenen ortalama olive kuyruk momenti degeri kontrol ile karsilastirildiginda

fark istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,0001). 19 puM dozunda
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4,594+0,33 olarak belirlenen ortalama olive kuyruk momenti degeri kontrol ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulunmustur (p>0,05).

9,5 uM Cspt + 5 uM QA ve 9,5 uM Cspt + 10 uM QA uygulama gruplarinda ortalama
olive kuyruk momenti degerleri sirasiyla 11,05+0,96 ve 11,00+0,93 olarak bulunmustur.
9,5 uM Cspt + 5 uM QA dozu, 9,5 uM Cspt dozunda 9,80+0,81 olarak belirlenen
ortalama olive kuyruk momenti degeri ile karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulunmustur (p>0,05). 9,5 uM Cspt + 10 uM QA dozu, 9,5 uM Cspt dozu ile
karsilagtirildiginda fark istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05).

19 uM Cspt + 5 uM QA ve 19 uM Cspt + 10 uM QA uygulama gruplarinda ortalama
olive kuyruk momenti degerleri sirasiyla 5,58+0,49 ve 8,79+0,62 olarak bulunmustur.
19 uM Cspt + 5 uM QA dozu, 19 uM Cspt dozunda 4,59+0,33 olarak belirlenen
ortalama olive kuyruk momenti degeri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur (p<0,0001). 19 uM Cspt + 10 uM QA dozu, 19 uM Cspt dozunda
4,59+0,33 olarak belirlenen ortalama olive kuyruk momenti degeri ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli yiiksek ¢ikmistir (p<0,0001).
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismada kinik asitin, Beas-2b saglikli insan akciger epitel hiicrelerinde olusturdugu
sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik etkiler arastirilmistir. Yapilan bu ¢alismanin
sonucunda kinik asitin saglikli insan akciger epitel hiicrelerinin yarisin1 6ldiirdiigii IC50
dozu bulunmus ve c¢alismada kullanmak amaciyla IC50°nin altindaki iki doz belirlenip,
sitotoksik ve genotoksik etkileri klonojenik ve komet testi ile belirlenmistir. Kemoterapi
ilact olan cisplatinin de IC50 dozu bulunmus ve calismada kullanmak amaciyla IC50
dozu (19 puM) ve bu dozun yarist olan 9,5 uM dozlar1 hesaplanarak sitotoksik ve
genotoksik etkileri XTT ve komet testi ile belirlenmistir. Kinik asitin iki dozu cisplatin
dozlar ile kombinlenerek anti-genotoksik etkisi olup olmadigi arastirilmistir. Caligmada
bekledigimizin aksine kinik asit Cisplatin ile kombinlendiginde cisplatinin genotoksik

etkisini artiric bir etki olusturmustur.

Antikanser ajanlarin antioksidan, sitotoksik ve apoptotik aktiviteleri karsilagtirildiginda
sadece sitotoksik oOzellige sahip olanlarin daha iyi antikanser etkinlik sagladigi
gozlenmistir. Sitotoksik etkiye sahip olan ajanlar, sadece kanser hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe ederek kanser siirecini geciktirmez ayni zamanda kemoterapide
tiretilen serbest radikalleri 6nleyerek, komsu hiicrelere hasar vermeden kanserli hiicre

oliimiinii uyaran kronik bir komplikasyonu da 6nlemis olurlar (Ooi ve ark. 2011).

Oksidatif stres, siiperoksit anyon radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen
tirlerine (ROS) maruz kalmadir. Yiiksek ROS hasari, karaciger sirozu ve fibrozis gibi
bir¢ok insan patolojilerine katilir. Fazla ROS, hali hazirda hiicresel makromolekiiller ve
yapilar ile etkileserek zar gecirgenligini degistirebilir, proteazlar ve nikleazlar
etkinlestirerek, gen ekspresyonunu degistirebilirler. Sitoprotektif enzimler ise, hiicre
ROS toksisitesinde miicadele ettigi gibi ayn1 zamanda oksidatif strese karsi hiicreleri
korur ve ¢ok sayida toksik maddelerin ve karsinojenlerin toksik ve neoplastik etkileri
icin son derece etkili ve yeterlidir. Cesitli sitoprotektif enzimler arasinda, heme
oksijenaz-1 (HO-1) 'in koruma fonksiyonlari vurgulanmistir. Hiicresel stres sirasinda
HO-1’in antioksidan viicut dengesinin siirdiiriilmesinde onemli bir rol oynadigini
diistiniilmektedir. Son zamanlarda meyve, sebze, yagl tohumlar gibi dogal kaynaklarda
bulunan dogal antioksidan fitokimyasallarin kullanimina yonelik kiiresel bir egilim

olmustur. Klorojenik asit ya da Kinik asit kahve ¢ekirdekleri, elma ve yaban mersini gibi
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bircok bitkide bulunur. Kinik asit, hidroksil radikal olusumunu inhibe eder ve lipid
peroksidasyonu i¢in antioksidan olarak kabul edilmektedir (Hwang ve ark. 2009).

Oksidatif DNA hasar1 genellikle kanserojen olarak kabul edilir ve kanser, yaslanma gibi
bircok patolojik siireclere aktif olarak katilmaktadir. Iyonize radyasyon, UV 15181,
kimyasal ve genotoksik ajanlar gibi ¢esitli ¢cevresel faktorler, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iretimine neden olabilir. Mikroniikleus testi, somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART), kardes kromatid degisimi (SCE) testi ve tek hiicre jel
elektroforez (SCGE) veya komet testini i¢eren bir¢ok genotoksik testler vardir. Yaygin
olarak meyveler, sebzeler, baharatlar, sifali otlar ve iceceklerde énemli miktarlarda
mevcut olan polifenollerden 6zellikle flavonoidler, diyabet, kanser ve koroner kalp
hastalig1 gibi pek cok hastaligi tedavi etmek icin kullanilmistir. Ayrica, flavonoidler
antiviral, antimikrobiyal, antiplatelet ve antitoksik faaliyetlerinin yani sira, antioksidan
ve antigenotoksik aktivite sergiledigi gdosterilmistir. Bu faaliyetlerin, redoks

ozelliklerinin bir sonucu olduguna inanilmaktadir (Kilani-Jaziri ve ark. 2011).

Cinkili¢c ve ark. (2013)’nin yaptig1 calismada, DNA hasar ajanlarini analiz etmek i¢in
kullanilan komet testinde 0,5, 1, 2 ve 4 pg/ml kinik asit dozlarinda DNA hasarinin
frekansint arttirmadigr  gézlenmistir. Bu durum fenolik bilesiklerin - genotoksik

olmadigini diistindiirmektedir. Kinik asidin antigenotoksik etkileri oldugu gézlenmistir.

Calismada elde edilen sonuglara gore kinik asit Beas-2b hiicre hatlarinda ancak yiiksek
dozlarda sitotoksik etki olustururken, belirlenen IC50’nin altindaki iki dozda (5 ve 10
uM) komet testinde anlamli genotoksik etki olusturmaktadir. Kinik asit’in bu dozlarini
cisplatin ile kombinledigimizde, en diisiik kinik asit dozu olan 5 uM kinik asit, 9,5 uM
dozdaki cisplatinin olusturdugu DNA hasarini bir miktar attirirken, 10 uM kinik asit, 9,5
uM dozdaki cisplatinin olusturdugu DNA hasarin1 daha fazla arttirmaktadir. Ayni
sekilde 5 uM kinik asit, 19 uM dozdaki cisplatinin olusturdugu DNA hasarin1 diisiik bir
miktar attirirken, 10 pM kinik asit, 19 uM dozdaki cisplatinin olusturdugu DNA
hasarimi daha fazla arttirmaktadir. Cinkili¢ ve ark. (2013)'in bir ¢alismasinda kinik asitin
giiclii antioksidan ve antigenotoksik etkileri oldugu ortaya konmustur. Calismamizdaki
bulgularin aksine bu makalede kinik asitin 4 pg/ml (10 uM) dozunda ve daha diisiik
dozlarinda sitotoksik olmadigi ve komet testinde genotoksik etki olusturmadigi 6ne

stiriilmiistiir. Bizim bulgularimizla anilan g¢alismadaki bulgularin farkli olmasmi su
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sekilde aciklayabiliriz. Bizim ¢aligmamizda Beas-2b hiicre hatlar1 kullanilmistir. Diger
calismada saglikli insanlardan alinan kan lenfositleri tizerinde ¢alisilmigtir. Ayrica diger
calismada radyasyon oOncesinde kinik asit muamelesi ve sonrasinda koruyucu etkKi
degerlendirmesi yapilmistir. Dolayisiyla kinik asitin  olas1 sitotoksik etkisi

radyokoruyucu etkisine gore alt diizeyde kalmis olabilir.

Calismada kullandigimiz kinik asit kahve ve kakao ¢ekirdeklerinin bilesiminde yogun
olarak bulunan bir fenolik bilesiktir. Kahve ana bilesenleri neredeyse yarim yiizyil
boyunca bilinmektedir ve 6zellikle kafeik asitle ilgili calismalar genis bir konu olmustur
(de Paulis ve ark. 2002). Kinik asit ile yapilmis sitotoksisite ve genotoksisite ¢caligmalari
olduk¢a sinirlidir. Daha ¢ok kinik asitin ¢esitli tiirevleri lizerine ¢aligmalar literatiirde
mevcuttur. Fenolik bilesik olarak kinik asite ¢ok benzer olan ve birlestiklerinde
klorojenik asidi olusturan kafeik asitle gerceklestirilen ¢esitli calismalarda kafeik asitin

farkli hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkileri belirlenmeye ¢aligilmistir.

Insan mide kanseri hiicrelerinde kafeik asit 100 uM (18,0 pg/mL) dozda, sitotoksik etki
gostermistir (Zeiger ve Tice 1998). Kafeik asitin 50-100 pg/mL dozu ile insan 16semi
hiicre hatti olan HL-60 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gozlenmistir. HL-60
hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda 30 pg/mL (211 uM) dozda kafeik asitin
sitotoksik oldugu gozlenmistir. Calismamizda 10 pM dozda kinik asit Beas-2b hiicre
canlilig: lizerine etki etmezken ayni dozda komet testinde kuyruk uzunlugu, kuyruk %
DNA ve olive kuyruk momenti oraninda anlamli artisa sebep olarak genotoksik etki
gostermistir. Kinik asit ve kafeik asit ile gergeklestirilmis c¢alismalar g6z Oniine
alindiginda saglikli akciger epitel hiicreleri olan Beas-2b hiicrelerinin kinik asit
muamelesine kars1 oldukc¢a duyarli oldugunu sdyleyebiliriz. Kinik asitin kafeik asit ile
birlesiminden olusan klorojenik asit ile kafeik asitin genotoksisitesine bakildiginda, her
ikisi de izole edilmis ya da plasmid DNA’da in vitro DNA zincir kiriklarini
indiiklemistir (Zeiger ve Tice 1998). Klorojenik asit 250 uM (88,6 ug/mL) dozda zayif
bir pozitif etki gostererek DNA ¢ift zincir kiriklar1 olusturmustur. Kafeik asit ise, 250
uM (45,0 ug/mL) dozda pozitif etki gostererek DNA ¢ift zincir kiriklar1 olusturmustur.
Calismamizdaki bulgular ile karsilastirildiginda kinik asit, kafeik asit ve klorojenik asite
oranla daha genotoksik goriinmektedir (Zeiger ve Tice 1998).
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Calismamizda cisplatin 19 uM dozda Beas-2b hiicrelerinin yarisini Sldiiriicti etki
gostermistir. Bu doz ve bu dozun yarisi ile gergeklestirilen komet testinde ise 1C50 nin
yarist olan dozda yiiksek genotoksik etki gostermistir. Ancak IC50 dozu olan 19 uM
dozunda cisplatinin daha yiiksek genotoksik etki gostermesi beklenirken aksine daha
diisiik genotoksisite olusturmustur. Genotoksisite oraninin diismesinin, cisplatinin olasi
apoptotik etkisi sebebiyle DNA hasarli hiicreleri 6ldiirmesinden kaynaklandigi
diistintilebilir. Hiicre tipi ve konsantrasyonuna bagli olarak cisplatin, transkripsiyon
veya DNA replikasyon mekanizmalar ile sitotoksisiteye neden olur. Kalsiyum sinyali,
Olim reseptor sinyali, mitokondriyal yolaklarin aktivasyonu ve gesitli sinyal
transdiiksiyon yolaklarin aktivasyonu ile cisplatin, apoptozisin indiiksiyonuyla timor
hiicrelerine zarar verir (Florea ve Biisselberg 2011). Calismada kinik asitin, cisplatinin
9,5 uM dozu ile kinik asitin iki dozu birlestiginde cisplatinin tek basina olan genotoksik
etkisini baskiladigi goriilmiistiir. Ancak cisplatinin IC50 dozu (19 uM) ile kinik asitin
her iki dozunu kombinledigimizde komet testinde hem kuyruk uzunlugu hem kuyruk %
DNA oranlar1 hem de olive kuyruk moment oranlarinin tek basina cisplatine gore
yiiksek oranda arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglarin kinik asitin cisplatince indiiklendigi
diisiiniilen apoptoz etkisini baskilamasi ve sayilabilen DNA hasarli hiicre oranini
arttirmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica platinle kinik asit kompleks

bir bilesik olusturmus olabileceginden genotoksisiteyi arttirici bir etki gosterebilir.

Sonug olarak kinik asit ¢alismamizda tek basina genotoksik etki gostermis, ancak
cisplatinle kombine edildiginde antigenotoksik etki yerine genotoksisiteyi arttirict
olarak calismistir. Bu durumda hipotezimizde oOne siirdiigiimiizden farkli bir etkisi
oldugunu belirlemis bulunmaktayiz. Kinik asitin bu etki mekanizmasini belirlemek i¢in

apoptoz testleri gibi farkli yontemler uygulamak gerektigini diistinmekteyiz.
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