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ONSOZ

Bu calisma, arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri {lizerinde yapmis
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boyunca manevi desteklerini esirgemeyen arkadaslarim Biyolog Burak TATLIDEDE’ye,
Biyolog Selin SELV1’ye ve Biyolog Tugay TOSUN’a tesekkiir ederim.
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degerli annem ve babam Giiler ve Alper PERKER’e ve kardesim Mertcan PERKER ’e tesekkiir
ederim.

Aralik 2018 Mehmet Can PERKER



ICINDEKILER

Sayfa No
(0] 50 ¥./2 OO iv
ICINDEKILER ........ooooiieeeee ettt ettt eenes v
SEKIL LISTEST ..ottt viii
TABLO LISTES.....ccotiiiiiiii et X
SIMGE VE KISALTMA LISTESI ......cocoooiiiiiiiinicce e Xi
OZET ... e Xl
SUMMARY ettt ettt et e e et e e s st e e e e aa e e e aate e e s ae e e aaeeenaeeenneeeareeeareeens Xiv
€ 12 1O 1
2. GENEL KISIMLAR ...ttt ettt e e st e et e e e nnae e e nneeas 3
2.1. FIBROBLAST HUCRESI ....coovviiiiiiiitisieisce sttt 3
2.2 ARSENTK ....viiiiiiiiie ittt st 5
2.2.1. Arsenigin Genel OZellIKIETi..........covieriirereiiieiiiee et 5
2.2.2. ArseniZin EtKIIEIT .....coiiiiiiiiiicic s 7
2.3. OKSIDATIF HASAR ..ottt 8
p A N0 123 11/ 0 R 10
CIY VN 072 20\Y 0 DY O 0 0 N )1 (T 12
3.1. KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU ......ccceviirieiseereneea 12
3.2. HUCRELERIN PASAJ ISLEMI ...cocuiviviieicieeceeeeee et 12
3.3. ARSENIK VE KURKUMIN KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI
......................................................................................................................................... 13
3.4. SITOTOKSISITE ..o ittt sttt 15
3.4.1. MTT HUcCre Canlilik TSt .uueiiuieiiiieiiiieiiiie st 15
3.4.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) YONtemi......ccocoveriiiiiiiiiieieeec e 15
3.5. BIYOKIMYASAL YONTEMLER ....oooiiiiiiiinicieeeeieseie et 17
3.5.1. Membran Lipit Peroksidasyonunun Tayini ........cccoccccevereninienienenene e 17
3.5.1.1. Kullanilan COzZeltiler ..........ccccuvvouiiiiiiiiiiii et 17
3.5, 1.2, UYGUIAMAL ...ttt ettt bt 18
3.5.2.3. HESAPIAMA ... 18
3.5.2. Hidroksil Radikalinin TaYINi.......cccooeiiiiiiniiieieiese e 19
3.5.2.1 Kullanilan COzeltiler ...........ccccuvioiiiiiiiiiiii i 19



3.5.2.2.UYQUIAMAL ...t 19

3.5.2.3 HESAPIAMA ... .o e 20
3.5.3. Hidrojen Peroksit (H202) TAYINT ....ccciiiiiiiiiiiiieisieees e 20
3.5.3.1. Kullanilan COzeltiler ...........ccoccouiiuueeiiiiiee et 20
3.5.3.2. UYGUIBMAL ...t 21
3.5.3.3. HESAPIAMA ...t 21
3.5.4. Total Protein TAYINI......ccuiiiieieieieiesesies et 22
3.5.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) TayiNi.......ccovvieiiiieeiiiiiiiiieesiiee e snee e 22
3.5.5.1. Kullanilan COzeliler.............cccoovuiiiiiiiiiii i 22
3.5.5. 2, UYQUIAMA.......iiiiieie ettt re e nnaene s 23
3.5.5.3. HESAPIAMA ... s 23
3.5.6. KAtAlazZ TAYINI ....ccvviviiiiieiiecie ettt be e sne e nreenee e 23
3.5.6.1. Kullanilan COzeltiler ...........cccocuiuiiuiiiiiiiiei i eiieie e 24
3.5.6.2. UYGUIAMA.....cueiiiieiiccciese ettt et e te e e e e snaene s 24
3.5.6.3. HESAPIAMA ... s 25
3.5.7. Glutatyon Peroksidaz (GPX) TaYiNi ........cccccvueiieieiieieeieesie e esie s e see e e 25
3.5.7.1. Kullantlan COzZeltiler ...........cccccuiiiuuieiiiiieeeiiiie e siiee e siiae e siaee e 25
3.5.7. 2. UYQUIAMA.......ooiieiecc ettt ettt et e e ne e e nnae e 26
3.5.7.3 HESAPIAMA ...t s 26
3.5.8. Glutatyon-S-Transferaz (GST) TaYiNi .....ccccoveveeiiiiieiece e 27
3.5.8.1. Kullanilan COzeltiler ...........cccouuiiiueieiiiiiie e et et nen e 27
3.5.8.2. UYQUIAMA.......oiiiiiiicc ettt et te e sraene s 27
3.5.8.3. HESAPIAMA ... s 28

3.6. ISTATISTIK ANALIZ ....cooiiiiiiiiisieiceeees ettt 29
= I U I o SRS 30
4.1. SITOTOKSISITE BULGULARL........coovieeieietceeeeeee et 30
4.1.1. MTT BUlUIATT....ccviiiiiiii e 30
4.1.2. Laktat Dehidrogenaz Bul@ulart ...........cccoooiiiiiiiii e 37
4.2. OKSIDATIF HASAR BULGULARI .....cocuiiiiiiinisieieeieiseisississi s 38
4.2.1. Lipit PEroKSIAAYSONU ....c..iiiiiiiiiiiiiieiie st 38
4.2.2. Total Protein MIKEATT .......cccuieiiieeiiieeiiie s siiessiee e siee e stee e siee s sree e snnee s snaeessnneeans 39
4.2.3. HIdroKSil RAGIKAIT ......ccvveieeiieiieece e 40
4.2.4, HIdrojen PerOKSIT..........ciiiiiiiiiieeiie sttt ettt e e sraeere e 41
4.2.5. Katalaz ENZimM AKLIVITESI.......ciiveiiiieiieie e se e snee e 42

Vi



4.2.6. GPX ENZIM AKLIVITESI ..., 43

4.2.7. GST ENZIM AKEIVITEST ....viiviiiieiieiiiesie sttt 44
4.2.8. SOD ENZIM AKUVITEST...ccviiiiiiiieiesiie ettt sre e snee e e 45
5. TARTISMA VE SONUQ .....oooiiiiiiiiiieiiii sttt sbe e e s 46
KAYNAKLAR ..t e e s e e e s b e e s e st e e e e e abbe e e e s anabeee s 59
OZGECMIS ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt ettt enen s 66

vii



SEKIL LiSTESI

Sayfa No

Sekil 2.1.1: Fibroblast hiicrelerinin morfolojik gorinimul. ..........ccocevviiiniiiiiiiiieee e 3

Sekil 2.1.2: Fibroblast hiicrelerinin olas1 kokenleri (Chang ve dig., 2014). .....ccccvvvvvvvivennnnen. 4
Sekil 2.3.1: Antioksidan koruma mekanizmasi (Mironczuk-Chodakowska ve dig.,

2008). et R Rt bbb 9

Sekil 2.4.1: Kurkuminoidlerin kimyasal yapisi (Pulido-Moran ve dig., 2016)............c..c..... 11

Sekil 4.1.1.1: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 6 saat maruziyet
sonunda % canlilik {izerine konsantrasyona bagli etkileri. .........ccccvvvriiiiiiicniiiicnen, 30

Sekil 4.1.1.2: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 12 saat maruziyet
sonunda % canlilik {izerine konsantrasyona bagli etkileri. .........cccooevriviiiiiiniiicien. 31

Sekil 4.1.1.3: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 24 saat maruziyet
sonunda % canlilik {izerine konsantrasyona bagl etkileri (***p<0,001)..........ccccovrvrnne. 32

Sekil 4.1.1.4: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 48 saat maruziyet
sonunda % canlilik lizerine konsantrasyona bagl etkileri (*p<0,05, ***p<0,001). ....... 33

Sekil 4.1.1.5: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 72 saat maruziyet
sonunda % canlilik iizerine konsantrasyona bagl etkileri (*p<0,05, ***p<0,001). ....... 34

Sekil 4.1.1.6: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde % canlilik

Sekil 4.1.2.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri tizerinde
laktat dehidrogenaz aktivitesine (konsantrasyona bagli) etkileri (***p<0,001;
*:kontrole gore; @ :Kurkumine gOTe). .......ccvevverrieiieiiieiec e 37

Sekil 4.2.1.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri tizerindeki
lipit peroksidasyonuna (konsantrasyona bagli) etkileri (*p<0,05; **p<0,01;
*#%p<0,001; *:kontrole gore; e: kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplari
yalniz arsenik gruplarina gOTE). ........ooverviiiierieieiie e 38

Sekil 4.2.2.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri tizerindeki
total protein miktarina (konsantrasyona bagli) etkileri ..........cccoooviiiiiiiiiii s 39

Sekil 4.2.3.1: Arsenik ve kurkuminin oksidatif hasara bagli olarak 3T3 embriyonik
fibroblast hiicrelerinde olusan hidroksil radikali miktarina (konsantrasyona bagli)
etkileri  (*p<0,05; ***p<0,001; *:kontrole goére; e: kurkumine gore;
#:kurkumin+arsenik gruplari yalniz arsenik gruplarina gore)........coccoovverenerenennnnnn. 40

viii



Sekil 4.2.4.1: Arsenik ve kurkuminin oksidatif hasara bagli olarak 3T3 embriyonik
fibroblast hiicrelerinde olusan hidrojen peroksit miktarina (konsantrasyona bagli)
etkileri (**p<0,01; ***p<0,001; *:kontrole gore; e: kurkumine gore;

#:kurkumin+arsenik gruplar1 yalniz arsenik gruplarina gore)..........cccvveveniiieniiennnnnnn.

Sekil 4.2.5.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde tiiketilen
H>O, miktaria bagl olarak degisen katalaz enzimi aktivitesine (konsantrasyona
bagl) etkileri (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; *:kontrole gore; ®:kurkumine

gore; #:kurkumin-+arsenik gruplar1 yalniz arsenik gruplarima gore).........cccocvvevrvernnnen.

Sekil 4.2.6.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri tizerindeki
glutatyon peroksidaz aktiviteleri (konsantrasyona bagl) (*p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001; *:kontrole gore; e:kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplari

yalniz arsenik gruplarina GOTE). .....c.ueuvuveiiiuieiiiie it

Sekil 4.2.7.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri tizerindeki
glutatyon S-transfreaz aktiviteleri (konsantrasyona bagli) (*p<0,05; ***p<0,001;
*:kontrole gore; e:kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplari yalniz arsenik

GEUPLATING GOTE). .eiuviiiiiiiiiiii ettt ettt ss e b e et e e sne e e neesnneenee s

Sekil 4.2.8.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri tizerindeki
siiperoksit dismutaz aktivitesine (konsantrasyona bagli) etkileri (*p<0,05;
**%p<0,001; *:kontrole gore; e:kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplar

yalniz arsenik gruplaring OTE). .......ccvviiuiiriiiiieiie s

.41

.43

.44

.45



TABLO LIiSTESI

Sayfa No

Tablo 2.2.1.1: Arsenigin bazi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (Adriano, 2001)....... ............5

Tablo 2.2.1.2: Bazi inorganik ve organik arsenik bilesikleri (IARC, 2012)........... .............6
Tablo 2.4.1: Kurkuminin k1myasa1 ve fiziksel oOzellikleri (Aggarwal 2003;

Esatbeyoglu, 2012)... e e e e e see e sneeseensens LO

Tablo 3.3.1: Kontrol, A1, A2, A3, A4 ve Kurkumin uygulanan deney gruplari.................. 14

Tablo 4.1.1.1: Arsenik maddesinin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde zamana
Dagll ICS50 dEZEIIETI. ....viveieiiiiiiee e 35



SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Kisaltmalar

BCA
BSA
CDNB
DMSO
GPx
GSH
GSSG
GST
H202
KUR
LDH
MDA
MTT
NAD
NADP
ROS
SOD
TBA
TBARS
TCA

Aciklama

: Bikinkoninik asit

: S1gir serum albumini

: 1,4-dikloronitrobenzen
: Dimetilsiilfoksit

: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon

: Okside glutatyon

: Glutatyon-S-transferaz
: Hidrojen peroksit

: Kurkumin

- Laktat dehidrogenaz

: Malondealdehit

: 3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromit

: Reaktif oksijen tiirleri
- Siiperoksit dismutaz

: Tiyobarbitiirik asit

: Trikloroasetik asit

: Nikotinamid adenin dintikleotid

: Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat

: Tiyobarbitiirik asit reaktif tiirleri

Xi



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

3T3 EMBRIYONiK FIBROBLAST HUCRELERINDE ARSENIiGIN
OLUSTURDUGU OKSIiDATIF HASARA KURKUMININ ETKILERIi

Mehmet Can PERKER

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Danmisman : Prof. Dr. Melike ERKAN

Bu calisma, 3T3 fibroblast hiicrelerinde arsenik kaynakli oksidatif hasar1 ve bu hasara karsi
kurkuminin olas1 koruyucu roliinii belirlemek amaciyla yapilmustir.

Gilinlimiizde artan kentlesme ve endiistrilesmeye bagl olarak ¢evre kirliligi de artmaktadir.
Dogrudan ve dolayli yollardan olusabilen cevre kirliligi besin zinciri yoluyla biitiin
organizmalar1 ve ekosistemi etkilemektedir. Cevre kirliligine sebep olan faktorlerin en
onemlilerinden biri agir metallerdir. Bir agir metal olan arsenik yer kabugunda, toprakta, suda
ve havada bulunmaktadir. Ayrica cam, yari iletken maddeler ve tarim ilaglarmin tiretiminde
kullanilmaktadir. Arsenik igme suyu, gidalar ve solunum yoluyla viicuda alinmakta olup
ozellikle igme suyu vasitasiyla arsenige daha fazla maruz kalinmaktadir.

Arsenigin hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin olusmasini uyararak oksidatif strese neden oldugu
bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu oksidatif stresin 6nlenmesi ve etkisinin en
aza indirilmesi i¢in yeterli miktarda antioksidan tiiketilmelidir. Kurkumin, vitamin C ve vitamin
E ile karsilagtirildiginda giiclii bir antioksidan aktivitesi gostermektedir. Kurkumin, siiperoksit
radikali ve hidroksil radikali de dahil olmak iizere, ¢esitli reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona
girerek hiicreden serbest radikalleri temizlemekte ve boylece hiicreyi oksidatif hasardan
korumaktadir.

Arsenik 24 saat siireyle 0,01 pM, 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlarda ve bu
konsantrasyonlara ilave olarak kurkumin (2,5 puM) 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerine
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uygulanmistir. 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde hiicre canlilig1, sitotoksisite, antioksidan
enzimler (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz), lipit
peroksidasyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit miktar1 6l¢iilmiistiir. Bulgular hiicre
canlilig1 ve antioksidan enzimlerin azaldigini, lipit peroksidasyonu, hidroksil radikali, hidrojen
peroksit ve sitotoksisitenin arttigin1 gostermistir. Bu bulgular, arsenigin 3T3 embriyonik
fibroblast hiicrelerinde antioksidan enzimleri inhibe ederek dogrudan etkiledigini ve hiicrede
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve lipit peroksidasyon miktarin1 arttirarak oksidatif hasara
tesvik ettigi gostermektedir. Ayrica, kurkuminin arsenik tarafindan olusturulan toksisiteye karsi
koruyucu bir etki gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir.

Aralik 2018, 81 sayfa.

Anahtar kelimeler: Arsenik, kurkumin, 3T3 embriyonik fibroblast, oksidatif hasar.
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THE EFFECTS OF CURCUMIN ON ARSENIC INDUCED OXIDATIVE
DAMAGE IN 3T3 EMBRYONIC FIBROBLAST CELLS
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Supervisor : Prof. Dr. Melike ERKAN

This study was conducted to determine the oxidative damage caused by arsenic in 3T3
fibroblast cells and the possible protective role of curcumin against this damage.

Today, due to increasing urbanization and industrialization, environmental pollution is also
increasing. Environmental pollution, which can be caused by direct and indirect routes, affects
all organisms and ecosystems through the food chain. One of the most important factors that
cause environmental pollution is heavy metals. Arsenic, a heavy metal, is found on earth, soil,
water and air and is used in the production of glass, semiconducting materials and
agrochemicals. Arsenic is taken by the body through drinking water, food and respiration, and
human are exposed to arsenic, especially through drinking water.

Arsenic induces oxidative stress by stimulating the formation of reactive oxygen species in the
cell. Antioxidants should be consumed in sufficient quantities to reduce oxidative stress caused
by reactive oxygen species and minimize the effect. Curcumin shows a strong antioxidant
activity when compared to vitamin C and vitamin E. Curcumin reacts with various reactive
oxygen species, including superoxide radicals and hydroxyl radicals, to remove free radicals
from the cell and thus protect the cell from oxidative damage.
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Embryonic fibroblast cells were exposed to arsenic (0,01 puM, 0,1 uM, 1 uM and 10 uM
concentrations) in the presence and absence of curcumin (2,5 uM) for 24 hour. Cell viability,
cytotoxicity, antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase,
glutathione S-transferase), lipid peroxidation, hydroxyl radical, hydrogen peroxide and amount
of total protein were measured in 3T3 embryonic fibroblast cells. The result indicated that cell
viability and antioxidant enzymes were decreased, while lipid peroxidation, hydroxyl radical,
hydrogen peroxide, cytotoxicity were increased. This findings is indicate that arsenic directly
affects antioxidant enzymes in 3T3 embryonic fibroblast cells and induces oxidative damage
by increasing the amount of hydrogen peroxide, hydroxyl radical and lipid peroxidation in the
cell. Furthermore, curcumin has been shown to have a protective effect against the toxicity
induced by arsenic.

December 2018, 81 pages.

Keywords: Arsenic, curcumin, 3T3 embryonic fibroblast, oxidative damage.
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1. GIRIS

Agir metaller, su ile karsilastirildiginda yiiksek bir yogunluga sahip olan metalik elementler
olarak tanimlanmaktadir. Onemli cevresel Kkirletici olan agir metaller, sahip olduklari
toksisiteden dolay1 ekolojik, evrimsel, beslenme ve ¢evresel olarak 6nemi artan bir sorundur
(Tchounwou ve dig., 2012). Agir metaller, arsenikte oldugu gibi diisiik konsantrasyonlarda bile

tokisisiteye neden olan, metallolid elementleri icermektedir (Ozbolat, 2016).

Arsenik, yeryiizlinde en ¢ok bulunan yirminci element olup, arsenit (+3) ve arsenat (+5) gibi
inorganik bilesikleri ¢cevre ve canlilar icin 8liimciil etki gostermektedir. Ug degerlikli (trivalent)
arsenik bilesikleri suda bes degerlikli (pentavalent) arsenik bilesiklerinden daha fazla
¢oziinmektedir. Bu duruma bagl olarak trivalent arsenik bilesikleri dogada daha toksik etki
gostermektedir (Abdul ve dig., 2015). Insanlar, arsenige dogal ve endiistriyel yollarla maruz
kalmaktadir (Bhattacharya ve dig., 2002). Baslica arsenige maruziyet, ozellikle Hindistan,
Banglades, Cin ve bazi Orta ve Giiney Amerika iilkelerinde i¢me suyu yoluyla
gergeklesmektedir. Diinya Saglk Orgiitiiniin (10 ppb) izin verdigi igme suyu arsenik
konsantrasyonun Arjantin (200 ppb), Meksika (400 ppb), Tayvan (50-1980 ppb) ve Hint-
Banglades bolgesinde (800 ppb) maksimum degerin ¢ok iizerinde oldugu bildirilmistir (Flora,
2011).

Arsenik cilt, karaciger ve akciger kanserlerine neden olan bir karsinojendir ve reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 iretimini uyararak, toksisiteye neden olmaktadir. Arsenigin ayrica sitotoksik ve
genotoksik oldugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (Sun ve dig., 2014). Baslica arsenik
kaynakli reaktif oksijen tiirleri siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, tekli
oksijen ve peroksil radikalleridir. Yapilan caligmalarda farkli konsantrasyonlarda arsenige
maruz birakilan gesitli hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumu gozlenmistir (Shi ve dig.,
2004).

Giliniimiizde, dogada var olan bir¢ok bitkinin yapisinda yer alan polifenolik antioksidan
maddelerin ¢esitli toksik maddelerden kaynaklanan serbest radikalleri siipiiriicii 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir (Nizamlioglu ve dig., 2010). Bir polifenol tiirevi olarak bilinen kurkumin,
zerdegaldan (Curcuma longa) elde edilen yemeklere sari renk veren bir baharat olarak

kullanilmaktadir (Maheshwari ve dig., 2006; Aggrawal ve dig., 2003). Curcuma longa



geleneksel olarak  Asya iilkelerinde antioksidan, antienflamatuvar, antimutajenik,
antimikrobiyal ve antikanser Ozellikleri nedeniyle ¢esitli patolojiler i¢in tibbi bir bitki olarak

kullanilmaktadir (Pulido-Moran ve dig., 2016).

Kurkumin yapisinda bulunan f—diketon grubu nedeniyle antioksidan oldugu diistiniilmektedir
(Sandur ve dig., 2007). Ayrica kurkuminin, antioksidan ve hiicre koruyucu ¢esitli proteinleri
diizenlemesi ve oksidatif hasara neden olan reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu dogrudan
engellemesi sebebiyle iki fonksiyonlu antioksidan olarak bildirilmistir (Dinkova-Kostova ve
dig., 2008; Ak ve dig., 2008). Kurkumin, siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerini siipiiriicii etkisinin oldugu ve buna ek olarak antioksidan
sistemde Onemli rol oynayan siliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon-S-transferaz gibi proteinlerin sentezlenmesi uyardigr yapilan

caligmalarla gosterilmistir (Barzegar ve dig., 2011; Trujillo ve dig., 2013).

Bu ¢alismada arsenigin ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri iizerine etkileri
arastirilmistir. Tezin “Genel Kisimlar” bdliimiinde embriyonik fibroblast hiicreleri, arsenik,

oksidatif hasar ve kurkumin ayrintili olarak anlatilmistir.

Tezin “Malzeme ve Yontem” boliimiinde laboratuvarda uygulanan islemler ayrintili sekilde
anlatilmistir. Yapilan bu islemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular” boliimiinde

belirtilmistir.

Tezin “Tartisma ve Sonug” boliimiinde ise, elde edilen veriler degerlendirilmis ve bu veriler

mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmistir.

Bu ¢aligma arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicresi iizerinde olusturdugu oksidatif hasara
ve bu oksidatif hasara karsi giiclii bir antioksidan olan kurkuminin koruyucu rolii, hiicre
canliligi, enzimatik antioksidanlar, lipit peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirleri dl¢tilerek

ortaya ¢ikarilmasi amaciyla yapilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. FiIBROBLAST HUCRESI

Bag dokusunda yaygin olarak bulunan fibroblastlar, mikroskobik goriiniimlerine ve
konumlarma dayanilarak on dokuzuncu yiizyilin sonlarinda tanimlanmistir. Fibroblastlar tipik
olarak, igimsi ve basik morfolojiye ve kiiltiir kaplarina yapisabilme yetenegine sahip, genellikle
bazal membrandan yoksun hiicrelerdir (Kalluri ve dig., 2006). Fibroblast hiicrelerinin

morfolojik goriiniimii sekil 2.1.1°de gosterilmistir.

Sekil 2.1.1: Fibroblast hiicrelerinin morfolojik gdriiniimii.

Fibroblast hiicreleri oval bir g¢ekirdek (bir ya da iki belirgin niikleolus), genis piiriizli
endoplazmik retikulum, belirgin bir Golgi aparati ve bol miktarda sitoplazmik graniiler
materyal igermektedir (Camelliti ve dig., 2005). Fibroblastlar tip I, tip 11 ve tip V kollajen,
fibronektin, proteoglikanlar, glikoproteinler, sitokinler, biiylime faktorleri ve proteazlar dahil
olmak iizere bag dokunun ekstraselliiler matriks bilesenlerinin ¢ogunu sentezlemektedir
(Rodemann ve dig., 1991; Corda ve dig., 2000). Ayrica tip IV kollajen ve laminin salimiyla

bazal membranlarin olusumuna da katkida bulunmaktadirlar (Chang ve dig., 2002).



Fibroblastlar, mezensimal kokenli hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Fibroblast popiilasyonunu
olusturan mezensimal hiicrelerin epitelyal-mezensimal gegisten tiiretildigi diisiiniilmektedir. Bu
geciste epitelyal hiicreler E-kaderin veya zona okludens-1 gibi 6zel molekiiler isaretleyicilerini
kaybetmektedirler ve epitelyal mezensimal gecis silireci boyunca fibroblast proteinlerini
eksprese etmektedirler (Chang ve dig., 2014). Sonrasinda ise dogum sonrasi yasamin ilk birkag
giinlinde fibroblastlar hizla ¢ogalmaya baglamaktadirlar. Ancak bazi arastirmalar,
hematopoietik kok hiicreler, perisitler gibi progenitor hiicrelerin ve kemik iligi kaynakli
mezengimal kok hiicrelerin fibroblast hiicre popiilasyonuna katkida bulundugunu
gostermektedir (Lin ve dig., 2008; Cossu ve dig., 2003). Bu nedenle fibroblastlarin farkli
gelisim asamalarinda cesitli kaynaklardan olustugu diistiniilmektedir. Fibroblastlarin olasi

kokenleri sekil 2.1.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1.2: Fibroblast hiicrelerinin olasi kdkenleri (Chang ve dig., 2014).



2.2. ARSENIK
2.2.1. Arsenigin Genel Ozellikleri

Arsenik, yaygin bir sekilde yer kabugunda, dogal olarak bulunan bir elementtir. Kimyasal
ozelliklerine gore metalloid olarak siiflandirilan arsenik elementi metal ve ametal 6zellikleri
bir arada gostermektedir. Arsenik, atmosferde normal sartlar altinda, opak gri-beyaz renkte
bulunan kat1 bir maddedir (Henke, 2009). Arsenigin bazi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri tablo
2.2.1.1°de verilmistir.

Tablo 2.2.1.1: Arsenigin baz1 kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (Adriano, 2001).

Atomik Agirlik 74,92

Element Simgesi As

Yogunluk 5,739 cm®
Renk Opak-gri beyaz
Fiziksel Durumu Kati

Erime Noktasi 817 °C
Siiblimlesme Noktasi 613 °C

Dogada genellikle arsenik diger elementlerle olusturdugu bilesikler halinde bulunmaktadir.
Arsenigin oksijen, klor ve siilfiir gibi elementlerle olusturdugu bilesikler inorganik arsenikler
olarak adlandirilirken, karbon ve hidrojen ile olusturdugu bilesikler ise organik arsenikler
olarak isimlendirilmektedir (ATSDR, 2007). Arsenigin yaptigi bilesiklerde arsenat (+5), arsenit
(+3), elemental arsenik (0) ve arsin olmak iizere dort oksidasyon durumu vardir. Inorganik
arsenikler, pentavalent (+5 degerlikli) ve trivalent (+3 degerlikli) arsenik bilesikleri seklinde
bulunmaktadir. Trivalent arsenik bilesikleri sudaki c¢oziintirliikleri nedeniyle pentavalent
arsenik bilesiklerine gore daha toksiktir (Hughes, 2002). Baz1 inorganik ve organik arsenik

bilesikleri tablo 2.2.1.2.”de verilmistir.



Tablo 2.2.1.2: Bazi inorganik ve organik arsenik bilesikleri (IARC, 2012).

Cas No Kimyasal Isim Formiil
Trivalent Inorganik Arsenik Bilesikleri
1327-53-3 Arsenik trioksit As203
7784-34-1 Arsenik triklorit AssCls
7784-46-5 Sodyum arsenit NaAsO;
Pentavalent Inorganik Arsenik Bilesikleri
1303-28-2 Arsenik pentoksit As20s
7784-40-9 Kursun arsenat PbHAS304
7778-44-1 Kalsiyum arsenat Caz(AsO4)2
Organik Arsenik Bilesikleri
98-50-0 Arsanilik asit CeHsAsSNO3
75-60-5 Dimetilarsinik asit C2H7AsO2
64436-13-1 Arsenobetain CsH11AsO2

Arsenik, giiniimiizde cam endiistrisinde berraklastirici, tarimda pestisit, herbisit ve insektisit,
elektronik endiistrisinde yari iletken madde olarak kullanilmaktadir (Gorby, 1988). Arsenik,
beslenme, solunum ve deri yoluyla insan viicuduna alinmaktadir. Beslenme ve solunum yoluyla
alinan arsenigin c¢ogu gastrointestinal kanal ve akcigerler yoluyla kan dolasimina dahil
edilmektedir. Alman ftrivalent arseniklerin %95°1 gastrointestinal sistemden absorbe
edilmektedir. Absorbe edilen arsenik, akcigerler, karaciger, bobrekler ve deri gibi viicudun
diger bolgelerine %95-99 oraninda eritrositlerde bulunan hemoglobinin globinine baglanarak

tasinmaktadir ve yaklasik %701 esas olarak karaciger tarafindan daha az toksik metil formuna

dontistiirtilerek idrarla atilmaktadir (Saha, 1999).




2.2.2. Arsenigin Etkileri

Solunum ve beslenme yoluyla viicuda alinan arsenigin, insan derisi, mesane ve akcigerler i¢in
kanserojen oldugu bilinmektedir. Ancak, cevresel olarak maruz kalinan arsenigin etki
mekanizmasi tam olarak tespit edilememistir. Ciinkii arsenik c¢evrede bircok oksidasyon
durumunda bulunmaktadir ve tiyol gruplariyla etkilesime girmektedir. Buna bagli olarak
arsenik toksisitesinin oksidatif stres araciligiyla saglandig diistintilmektedir (Hughes, 2002). In
vitro da akut arsenik maruziyeti sonucunda reaktif oksijen radikallerinin retildigi
gosterilmistir. Baslica arsenik kaynakli reaktif oksijen tiirleri siiperoksit anyonu, hidroksil
radikali, hidrojen peroksit, tekli oksijen ve peroksil radikalleridir (Jomova ve Valko, 2011).
Yapilan ¢alismalarda insan vaskiiler diiz kas hiicreleri, vaskiiler endotel hiicreleri ve insan-
hamster hibrid hiicreleri gibi bazi hiicre hatlarinda arsenik maruziyetinden sonra siiperkoksit
anyonu ve hidrojen peroksit olusumu gozlenmistir. Ayrica arsenik, insan akciger
adenokarsinoma hiicrelerinde ve sican embriyonik miyoblast hiicrelerinde reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu arttirdigi ve hiicre i¢i antioksidanlarin miktarin1 azalttigi yapilan

caligmalar ile gosterilmistir (Flora, 2011).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan arsenigin insan sagligia olan etkileri, goriilme siklig1, uygun
aritma teknolojileri, analiz yontemleri ve uzun donemler kullanimi sonucu olast kanser
risklerini géz Oniinde bulundurularak 1993 yilinda sudaki arsenik konsantrasyonu ile ilgili
diizenlemeler yapilmis ve arsenik limiti 10 pg/L belirlenmistir (Alpaslan ve dig., 2010). Diinya
Saglik Orgiitii’niin belirledigi 10 pg/L limit degeri AB iilkeleri, Japonya, Amerika Birlesik
Devleti gibi iilkeler tarafindan ulusal standart olarak kabul edilmistir. Arjantin, Hindistan,
Banglades, Tayvan, Filipinler gibi saglikli igme suyu aritim sistemlerinden yoksun tilkelerde
halen eski standart olan 50 pg/L limit degeri gecerlidir (Yamamura ve dig., 2003). Ulkemizde
1se 2005 yilina kadar sudaki arsenik ile ilgili uygulanan yasal diizenleme Tiirk Standartlari
Enstitiisii’niin igme ve Kullanma Sularina iliskin Standartlari (TS 266)’dir. Bu standarda gore
maksimum arsenik miktar1 50 pg/L’dir. Ancak WHO, EPA ve AB iilkelerinde arsenik
standartlar1 iizerinde yapilan diizenlemeler iilkemizde de uygulanmis ve kullanma sulari
hakkinda gegerli olan 17 Subat 2005 tarih ve 25730 sayili “Insani Tiiketim Amagcli Sular
Hakkinda Yonetmelik” kapsaminda sudaki arsenigin maksimum konsantrasyonu 10 pg/L

olarak agiklanmistir (Caliskan ve Pala, 2009).



2.3. OKSIDATIF HASAR

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis
elektron iceren molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Valko ve dig., 2004). Canli organizmalarin
normal hiicresel metabolizmalar1 ve hava kirliligi, sigara dumani gibi ¢evresel faktorler sonucu
olusan serbest radikaller, diislik ve orta konsantrasyonlarda fizyolojik hiicre islemlerinde gorev
almaktadirlar. Ancak yliksek konsantrasyonlarda olusan serbest radikaller lipit, protein ve DNA
gibi hiicre bilesenleri iizerinde olumsuz etkiler meydana getirmektedirler (Birben ve dig.,
2012). Oksijenden olusan serbest radikaller biyolojik sistemlerdeki en dnemli radikallerdir ve
bunlara reaktif oksijen tiirleri (ROS) adi verilmektedir. Hidroksil radikali, peroksil radikali,
nitrik oksit, siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve tekli oksijen bilinen reaktif oksijen

tirleridir (Halliwell, 1991).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak
olugmaktadirlar. Ozon, karbonmonoksit, hipoklorit gibi kirleticiler, ilaglar, demir, bakir gibi
metal iyonlar1 ve ultroviyole 1s1k, x-ray gibi radyasyon kaynaklari ekzojen serbest radikal
kaynaklarini olustururken, arasidonik asit metabolizmasi, mitokondrial elektron tagima sistemi,
otooksidasyon reaksiyonlart ve oksidan enzimler ise endojen kaynaklari olusturmaktadir
(Karabulut, 2016). Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin oksidan sistem lehine
bozulmasi oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif strese bagli olarak olusan reaktif
oksijen tiirleri ve lipit peroksidasyonu sonucu organizmada hiicresel hasar olusmaktadir
(Tabakoglu ve dig., 2013). Antioksidanlar, biyolojik sistemlerde serbest oksijen radikallerin
hiicresel yapilara verecegi hasar1 engellenme yetenegine sahip olan molekiillerdir. Endojen
(enzimatik, enzimatik olmayan antioksidan enzimler) ve ekzojen antioksidanlar olmak iizere
iki grupta siiflandirilir (Ozcan ve dig., 2015). Antioksidanlarin koruma mekanizmas: sekil
2.3.1’de gosterilmistir. Eksojen kaynakli antioksidanlar, vitamin E, vitamin C, karotenoidler,
eser metaller (selenyum, manganez, ¢inko), flavonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleridir.
Eksojen kaynakli antioksidanlarin, ROS detoksifikasyonunda ve oksidatif stresin
noétralizasyonunda endojen antioksidanlara yardimei oldugu gosterilmistir (Gupta ve dig.,
2014). Endojen kaynakli antioksidanlar ise hiicrelerde enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlar seklinde siniflandirilmistir (Altinisik, 2000).
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Sekil 2.3.1: Antioksidan koruma mekanizmasi (Mironczuk-Chodakowska ve dig., 2018).

Reaktif oksijen tiirlerinin notralizasyonunda dogrudan ilgili enzimatik antioksidan olan
stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite (H202) ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalize eden enzimdir. Olusan hidrojen peroksit ise katalaz veya
glutatyon peroksidaz tarafindan suya doniistiiriilmektedir (MatEs ve dig., 1999). Bir
selenoprotein olan glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi indirgenmis glutatyonu (GSH) okside
glutatyona (GSSQG) cevirerek hidrojen peroksiti uzaklastirmaktadir. GPx, glutatyonu okside
ederken ayni1 zamanda lipit hidroperoksitleri de azaltmaktadir (Usta, 2013). Glutatyon rediiktaz
enzimi GSSG’den GSH’yi yeniden iiretir ve indirgenme reaksiyonunda sirasinda enerji kaynagi
olarak NADPHyi kullanmaktadir (Kabel, 2014). Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi sisteinin
stilfir atomu {izerinden cesitli elektrofillere glutatyonu aktaran proteindir (Sherratt, 2002).
Endojen kaynakli enzimatik olmayan antioksidanlar ise, glutatyon, koenzim Q10, melatonin,

tirik asit, transferrin ve bilirubindir (Noori, 2012).
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2.4. KURKUMIN

Kurkumin, zerdegal olarak bilinen ¢ok yillik bir bitki olan Curcuma longa’nin rizomundan elde
edilen polifenolik bir bilesiktir. ilk kez 1815 yilinda Vogel ve Pelletier tarafindan izole
edilmistir ve 1910 yilinda kimyasal yapis1 Lampe ve Milobedzka tarafindan diferuloilmetan
(1,7-bis(4-hidroksi-3-methoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion) olarak belirlenmistir
(Maheshwari, 2006; Lampe, 1918; Jurenka, 2009). Kurkuminin bazi kimyasal ve fiziksel
ozellikleri tablo 2.4.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.4.1: Kurkuminin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (Aggarwal, 2003; Esatbeyoglu, 2012).

Molekiiler Formiil C21H2006

Molekiiler Agirhik 368,39 g/mol*

Kaynama Noktasi 183 °C

Fiziksel Durum Kat1

Renk Turuncu-sar1 (notr pH degerinde)
Koku Kokusuz

Isiga Duyarlilik Isiga duyarh

Coziintrlik Etanol, Asetik asit, Dimetilstilfoksit

Zerdecalin sar1 pigmentli kismi kimyasal olarak kurkumin ile iliskili olan kurkuminoidleri
icermektedir. Kurkuminoidler, kurkumin (~%77), demetoksi-kurkumin (~%17) ve
bisdemetoksi-kurkuminden (~%3) olusmaktadir (Kiuchi, 1993; Ravindran, 2007).
Kurkuminoidlerin kimyasal yapis1 sekil 2.4.1°de gosterilmistir. Kurkumin, enolik ve -
diketonik formlarda bulunmaktadir. Cozeltide kurkumin Oncelikle enol formunda

bulunmaktadir ve bu durumun gii¢lii bir radikal siipiiriicii etkiye sahip olmasini saglamaktadir

(Shen, 2007).
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Sekil 2.4.1: Kurkuminoidlerin kimyasal yapisi (Pulido-Moran ve dig., 2016).

Diinyada yaygin bir sekilde bulunan zerdegal, 6zellikle Hindistan, Giineydogu Asya, Cin ve
diger Asya iilkelerinde yetistirilmektedir. Geleneksel olarak kurkumin, gida maddesi, kozmetik,
ilag, peynir ve tereyagi gibi gida maddelerinde renklendirici olarak kullanilmaktadir (Aggrawal
ve dig., 2003). Zerdecal ve dogal kurkuminoidler yiizyillar boyunca diinyanin farkli
bolgelerinde halk arasinda tedavi amagli uygulanmaktadir. Geleneksel Hint tibbinda kurkumin
astim, bronsiyal hiperaktivite gibi solunum ve karaciger rahatsizliklari, anoreksiya, romatizma,
diyabetik yaralar, burun akintisi, oksiiriik ve siniizit tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
antioksidan, antienflamatuvar, antimutajenik, antimikrobiyal ve antikanser &zellikleri
nedeniyle gesitli patolojiler i¢in tibbi bir bitki olarak yararlanilmaktadir (Pulido-Moran ve dig.,
2016). Kurkumin, C ve E vitaminleri ile karsilastirildiginda giiclii antioksidan aktivite
gostermektedir. Stiperoksit radikalleri, hidrojen peroksit ve nitrik oksit gibi reaktif oksijen
tirlerini siipiiriicii etkiye sahip oldugu ve farkli hayvan modellerinde lipit peroksidasyonunu
inhibe ettigi yapilan calismalar ile gosterilmistir. Ayrica kurkuminin katalaz, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz gibi bir¢ok antioksidan enzim

aktivitesini arttirdigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Chattopadhyay ve dig., 2004).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu c¢alismada, arsenik ve kurkumin farkli siirelerde ve konsantrasyonlarda 3T3 embriyonik
fibroblast hiicre soyuna uygulanmistir. Arsenigin belirlenenen dort farkli konsantrasyonu tek
basina ve kurkumin ile birlikte uygulanarak hiicre canliligy, lipit peroksidasyonu, reaktif oksijen

tiirleri, total protein tayini ve enzimatik antioksidanlar spektrofotometrik olarak arastirilmistir.
3.1. KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU

Deneyde kullanilan 3T3 embriyonik fibroblast hiicre soyu 14-17 giinliik gebe Balb/C farelerden
elde edilmis, tiimorogenik olmayan bir hiicre soyudur. Laboratuvarimiza ATCC (American
Type Culture Collection): The Global Bioresource Center’dan getirilmis olup in vitro
kosullarda haftada bir-iki kez diizenli pasajlar1 yapilarak yetistirilmektedir. Hiicreler %10
buzagi serumu, 4,5 g/L glukoz, L-Glutamin, Sodyum Piriivat ve PSA (Penisilin-Streptomisin-
Amfoterin) ilave edilmis DMEM kiiltiir medyumunda, %5 CO2 ve %95 hava igeren nemli
ortamda, 37°C’ de inkiibe edilerek yetistirilmektedir.

3.2. HUCRELERIN PASAJ iSLEMIi

Deneylerimizde kullanilan hiicreler, yetistirildikleri kiiltiir kaplarinda i¢inde yeterli yogunluga
ulastiklarinda haftada bir-iki defa diizenli olarak pasajlar1 yapilmaktadir. Bu amagla, hiicreler
tripsin ile 37°C’de 5 dakika muamele edildikten sonra pipetaj yapilarak toplanir ve santrifiij
tiipline aktarilir. 150 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, siipernatant atilir. Dipte bulunan
hiicre ¢okeltisi lizerine uygun kiiltir medyumu ilave edilerek, her deney i¢in gerekli sayida

hiicre kiiltiirti kaplarina ekilir.
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3.3. ARSENIK VE KURKUMIN KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Arsenigin 3T3 embriyonik hiicre soyu lizerine uygulanan konsantrasyonlari, canlilarin arsenige
maruz kaldiklar1 konsantrasyonlar ele alinarak saptanmistir. Arsenik, normal deney
medyumunda, 0,001 pM, 0,01 uM, 0,02 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,2 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM,
5 uM ve 10 uM olacak sekilde 11 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir ve kontrol grubuna ise
normal deney medyumu uygulanarak konsantrasyon denemeleri yapilmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerine uygulanmak iizere arsenigin 0,01-0,1-1-
10 uM konsantrasyonlart normal deney medyumunda hazirlanmis ve kontrol gruplarina ise
normal deney medyumu uygulanmistir (Aitio ve Becking, 2001; Petrusevski ve dig., 2007)
(Tablo 3.3.1.)

Deneylerde kurkuminin uygulanacak konsantrasyonu in vitro ortamdaki ortalama antioksidan
konsantrasyonu olarak kullanilan 2,5 uM olarak belirlenmistir (Cao ve dig., 2008; Dai ve dig.,
2015). DMSO iginde ¢oziinen kurkumin, dnceden hazirlanip -20°C derecede saklanmuistir.
Hazirlanan arsenik ve arsenik+kurkumin soliisyonlar1 0,2 um milipor filtre ile steril edilerek,

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerine 24 saat uygulanmistir (Tablo 3.3.1.).
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Tablo 3.3.1: Kontrol, A1, A2, A3, A4 ve Kurkumin uygulanan deney gruplari.

Arsenik Arsenik+Kurkumin
2,5 uM Kurkumin
Kontrol Grubu | Normal deney Kontrol Grubu Il +
(K) medyumu (K+Kur) Normal deney
medyumu
2,5 uM Kurkumin
0,01 uM As +
AL + AL+Kur 001 uM As
Normal deney +
medyumu Normal deney
medyumu
2,5 uM Kurkumin
0,1 uM As +
A + A2+Kur 0.1 uMAs
Normal deney +
medyumu Normal deney
medyumu
2,5 uM Kurkumin
1 uM As *
A3 t A3+Kur ! “M As
Normal deney +
medyumu Normal deney
medyumu
2,5 uM Kurkumin
10 uM As *
A + Ad+Kur 10 uMAs
Normal deney +
medyumu Normal deney
medyumu
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3.4. SITOTOKSISITE
3.4.1. MTT Hiicre Canlihk Testi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda kapladiklari
zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir. Hiicreler Thoma
lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT hiicre canli testi i¢cin 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu
basina 5000 hiicre olacak sekilde ekildi. Normal medyumda hazirlanmis arsenik ve
arsenik+kurkuminin 4 farkli konsantrasyonu 24 saat uygulanarak 37°C CO2 inkiibatoriinde
inkiibe edildi. Deney siirelerinin tamamlanmasiyla, her kuyucuga 10 pl MTT 1 soliisyonu
eklenmistir ve kiiltiir kaplar1t MTT boyasinin suda ¢oziinmeyen formazan kristalleri haline
dontistiiriilebilmesi i¢in 4 saat 37°C’de CO2 inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Canli hiicreler
tarafindan olusturulan formazan kristalleri ¢6ziilmesi i¢in her bir kuyucuga 100 ul MTT II
soliisyonu (SDS) eklenmis ve bir gece boyunca CO: inkiibatoriinde birakilmistir. Bu siire
sonunda hiicrelerin optik yogunluklar1 ELISA cihazinda 540nm dalga boyunda okutulmustur.
Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %100 kabul edilerek, deney
hiicrelerinin canlilik oranlari yilizde olarak ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir

(Mossman, 1983).

3.4.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Yontemi

LDH hiicre sitoplazmasindan bulunan bir enzimdir. Hiicre i¢i bir enzim olan LDH, hiicre zar1
parcalandiginda hiicre i¢inden dis ortama gecer. Kiiltiirde hiicrelerin 6liimii ya da plazma
zarindaki hasar LDH enzim aktivitesinin artisina yol agmaktadir. ilk basamakta LDH laktati
piruvata g¢evirmektedir. Bu doniisimde NAD*, NADH/H"’ya indirgenmektedir. ikinci
basamakta katalizor madde NADH/H"”dan H/H" bir tetrazolyum tuzunun kirmizi renkli
formazan iirlinline donilisiimii gergeklestirir. Olusan renk miktar1, hiicre zarindaki hasarin
derecesiyle orantilidir. 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu bagina 10000 hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. Normal medyumda hazirlanmais arsenik ve arsenik+kurkuminin 4 farkli konsantrasyonu
24 saat uygulanarak 37°C COz inkiibatoriinde inkiibe edildi. Deney siiresinin tamamlanmasiyla
boya ve enzim sollisyonlarindan olusturulan kit karigtmi her kuyuya 100 pl olmak {izere
eklendi. 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan olusan sitotoksisiteye gore kirmizi formazan

lriiniiniin artan renginin 492 nm dalga boyunda spektrofotometrede verdigi absorbansin
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Olclilmesi ile sonuglar elde edildi. Absorbans degerleri elde edildikten sonra olusan toksisite
yiizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi. Bu test istatistik hesaplamalar i¢in 3 kez tekrar

edilmistir.

Deney absorbans degeri - Negatif kontrol degeri (bazal LDH) salinimi
Sitotoksisite (%) = x 100
Total LDH salmimina ait absorbans degeri - Negatif kontrol
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3.5. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Deneysel uygulamalar sonunda 6 kuyulu kiiltiir kaplarma ekilen hiicreler (5x10°) kaldirilarak,
Tris-HCI tamponuna (pH:7,2) alindi. Daha sonra ultrasonikator ile sonike edilerek hiicrelerin
membranlarinin par¢alanmasi saglanmis ve elde edilen hiicre siispansiyonu 14000 g’de Niive
marka sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek silipernatant alindi. Alinan siipernatantlar, lipit
peroksidasyonunun, total protein miktarinin, hidroksil radikalinin, hidrojen peroksitin,
antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx) ve

glutatyon S-transferaz (GST) enzimlerinin 6lgiilmesi i¢in kullanildi.

3.5.1. Membran Lipit Peroksidasyonunun Tayini

Lipit peroksidasyonunun miktar1 Devasagayam ve Tarachand (1987)’in yonteminde oldugu
gibi ornekteki malondialdehit igerigine gore Ol¢lilmiistiir. Deneyin prensibi poliansatiire yag
asidlerinin peroksidasyonu ile olusan son {iriinlerden biri olan malondealdehit (MDA)’in sicak
ortamda Tiyobarbiitirik asit (TBA) ile olusturdugu bilesigin pembe-kirmizi renginin 532 nm

dalga boyunda spektrofotometrik olarak dlgiilmesi esasina dayanir.

3.5.1.1. Kullanilan Cozeltiler

%10 Triklorasetik asit (TCA) ve %0.375 Tiyobarbiitirik asit (TBA) 0,25 N Hidroklorik asit

icinde hazirlanir.

Deney karigimi olarak 0,5 ml 0,15 M Tris-HCI tamponu (pH 7,4) ve 0,15 ml 10 mM KH2PO4

kullanilir.
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3.5.1.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

s ORNEK(ml) KOR(ml)

Hiicre Ekstresi 0,1 ml —

Tris Tamponu — 0,1 ml

Deney Karisimi 0,65 mi 0,65 ml
TCA 0,5ml 0,5ml
TBA 0,75 ml 0,75 ml

Ornek ve kor tiiplerine deney karigimi konup 37°C calkalayict su banyosunda 20 dk inkiibe
edildi. Daha sonra reaksiyon TCA eklenerek durduruldu. Tipler iyice g¢alkalanarak TBA
eklendi ve 20 dk kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra sogutulan tiipler 10 dakika

2000 g’de santrifiij edilip, siipernatantin absorbansi 532 nm’de kore kars1 okundu.

3.5.2.3. Hesaplama

Vtoplam X Afjmek X 106 X df
TBARS (nmol/ml) =

TBARS igin molar ekstinksiyon katsayisi: emm= 1.56x10°M*cm™
Vioplam: TOplam hacim

Vismek: Kullanilan 6rnek hacmi

Asmek: Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu
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3.5.2. Hidroksil Radikalinin Tayini

Hidroksil radikali iiretimi Puntarulo ve Cederbaum (1988)’un yontemine gore yapildi. Bu
yontem demir komplekslerinin varliginda {iretilen hidroksil radikalinin NADPH ve DMSO
varliginda formaldehit olusturulmasi ve olusan formaldehitin TCA ile reaksiyona girerek 570

nm dalga boyunda absorbans vermesi esasina dayanir.

3.5.2.1 Kullanilan Cozeltiler

1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7), 0,1 M MgCl2, 10 mM Sodyum azid, 4 mM DMSO, 4
mM NADPH ve 0,25 N Hidroklorik asit icinde hazirlanan %10 Triklorasetik asit (TCA) ¢ozelti

olarak kullanilir.

3.5.2.2.Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

\ ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,25 ml —
Tris Tamponu — 0,25 ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,1 ml 0,1 ml
Sodyum Azid 0,05 ml 0,05 ml
DMSO 0,05 ml 0,05 ml
NADPH 0,05 ml 0,05 ml
MgCl2 0,05 ml 0,05 ml
TCA 0,15 ml 0,15 ml
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Ornek ve kor tiiplerine sodyum fosfat tamponu, MgCI2, sodyum azid, DMSO ve NADPH ve
hiicre siispansiyonu konduktan sonra tiipler hafif¢ce ¢alkalandi ve 10 dk 37°C’de inkiibe edildi.
Daha sonra sonra reaksiyon TCA eklenerek durduruldu ve tipler 30 dk kaynayan su
banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiipler sogutularak 570 nm dalga boyunda kére

kars1 okunur.

3.5.2.3 Hesaplama

Asmek X Vioplam X df

Dakikada olusan pmol Hidroksil radikali =
EMM X Vismek X LP
emM= 6,22 M *cm?

Vioplam: TOplam hacim

Vismek: Kullanilan 6rnek hacmi
Asmek: Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu

3.5.3. Hidrojen Peroksit (H202) Tayini

Hidrojen Peroksit tayini Holland ve Storey (1981)’in yontemine gore yapildi. Bu yontem
asitlenmis ferrositokrom c’nin oksidasyonu sonucu artan sapmanin 550 nm dalga boyunda

absorbans vermesi esasina dayanir.
3.5.3.1. Kullanilan Cozeltiler

Deney karisimi olarak 20 mM Tris-HCI, 113 mM KCI, 0,4 mM EDTA, 15 mM KH2PO4 ve 98

uM ferrositokrom c kullanilir.
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3.5.3.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)

Hiicre Ekstresi 0,02 mi —
Tris Tamponu — 0,02 mi
Deney Karisim 0,1 ml 0,1 ml

Ornek ve kor tiiplerine Tris-HCI, KCI, EDTA, KH2POa, Ferrositokrom c¢’den olusan deney
karisimi ve hiicre siispansiyonu konduktan sonra hemen 550 nm dalga boyunda kore karsi

okunur.

3.5.3.3. Hesaplama

Asmek X Vioplam X df

pmol/ml H20.=

emm= 19,1 Micm?

Vioplam: Toplam hacim

Vismek: Kullanilan 6rnek hacmi
Asmek: Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu
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3.5.4. Total Protein Tayini

Bu islem i¢cin The SMART™ BCA protein assay kit kullanilmistir. SMART ™ BCA protein
test kiti, total proteinin kolorimetrik tespiti ve miktarmnin tayini i¢in bikinkoninik asite (BCA)
dayanan bir metottur. Bu testte, mor renkli reaksiyon {irlinii, bir bakir iyonu ile iki BCA
molekiiliiniin baglanmasiyla olusur. Bu suda ¢6ziiniir kompleks 562 nm'de genis bir ¢alisma
araliginda (20-2000 pg / ml) artan protein konsantrasyonlari ile giiglii bir absorbans

sergilemektedir.

Proteinlerin makromolekiiler yapisi, peptit baglarinin sayisi ve belirli dort amino asidin (sistein,
sistin, triptofan ve tirosin) varligi BCA ile renk olusumundan sorumludur. Buna gore, protein
konsantrasyonlari genellikle sigir serum albiimini (BSA) gibi ortak bir proteinin standartlarina
referansla belirlenir. Bilinen konsantrasyondaki bir standart protein ¢ozeltisinden seyreltilerek
olusturulan farkli konsantrasyonlardaki standartlar referans alinarak bir standart egri ¢izilir ve
bilinmeyen konsantrasyondaki Ornegin protein icerigi hesaplanir. Protein &rneklerinin
konsantrasyonlar1 kitin onerdigi protokole gore yapilmis ve orneklerin konsantrasyonunun
belirlenmesinde 0 pg/ml (Blank) ile 2000 pg/ml konsantrasyonlari arasinda standartlar

olusturularak hesaplanmaistir.

3.5.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Stiperoksit dismutaz enzimi gosterilmesi i¢cin Marklund ve Marklund (1974)’un yontemi
kullanildi. Deneyin prensibi pyrogalloliin otooksidasyonunun SOD enzimi tarafindan inhibe

edilmesi esasina dayanir.

3.5.5.1. Kullanilan Cozeliler

0,05 M Tris Tamponu (pH 8,5) ve 29 mM pyrogallol ¢ozelti olarak kullanilir.



23

3.5.5.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipler, asagidaki gibi hazirlandu.

‘ ORNEK(ml) KOR(ml)
Hiicre Ekstresi 0,05 ml —
Tris Tamponu 1,4 ml 1,45 ml
Pyrogallol 0,05 ml 0,05 ml

Ornek ve kor tiiplerindeki absorbans degisimi ¢ozeltiler konduktan sonra 3 dakika boyunca 30

saniye araliklarla 420 nm’de spektrofotometrede okunur.

3.5.5.3. Hesaplama

Koriin absorbans degisimi: AA

Ornegin absorbans degisimi: AB

Ason - Ailk Bson - Bilk
AA= —— AB=
Tson - Tilk Tson - Tilk

(AA — AB) x 100

SOD’un %50 inhibisyon miktar1 =
AA x 50

3.5.6. Katalaz Tayini

Katalaz gosterilmesi i¢in Sinha (1972)’nin yontemi kullanildi. Katalaz enzimi hiicre i¢in ¢ok
zararli olan hidrojen peroksidi (H202) su ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Deney prensibi
H20>’nin dikromat/asetik asit belirteci ile olusturdugu koyu mavi-mor ¢okeltinin kaynatilarak
acik yesil renge donistiiriilmesi esasina dayanir. Bu agik yesil renk 570 nm dalga boyunda

absorbans verir.
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3.5.6.1. Kullanilan Cozeltiler

0,01 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7), 2 M H20: ve dikromat/asetik asit belirteci ¢ozelti

olarak kullanilir.

Dikromat/asetik asit belirteci: 5 gr potasyum dikromat 100 ml ultra saf suda ¢oziiliir. Bu

karisima yavagga 300 ml glasiyal asetik asit eklenir.

3.5.6.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

‘ ORNEK(ml) KOR(ml) ‘
Hiicre Ekstresi 0,1 ml —
Tris Tamponu — 0,1 ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,5 ml 0,5 ml
H202 0,4 ml 0,4 ml
Dikromat{Aset_ik Asit 0.2 ml 0.2 ml
Belirteci

Ornek ve kor tiiplerine sodyum fosfat tamponu, H20> ve hiicre siispansiyonu konduktan sonra
tiipler hafifce galkalandi. Daha sonra dikromat/asetik asit belirteci eklenir ve tiipler 10 dk
kaynayan su banyosunda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra tiipler sogutularak 570 nm dalga

boyunda kore karst okunur.
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3.5.6.3. Hesaplama

Asrmek X Vioplam X df

Tuketilen H20> -
EmM X Vémek X LP

H20; igin molar ekstinksiyon katsayist: emu= 1.88x10*M*cm*

Vioplam: TOplam hacim

Vismek: Kullanilan 6rnek hacmi
Asmek: Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu

3.5.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Tayini

Glutatyon peroksidaz gosterilmesi i¢in Hafeman ve digerlerinin (1974) yontemi kullanildi. Bu
deney prensibi GPx enzimi tarafindan tiiketilen glutatyonun 5,5'-Dithio-bis (2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) belirteci ile 412 nm dalga boyunda 6lgiilebilir bir bilesik olusturma esasina

dayanir.

3.5.7.1. Kullanilan Cozeltiler

0,4 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7) (0,4 mM EDTA igerir), 2 mM Rediikte glutatyon, 10
mM Sodyum azid, 1,25 mM H02, DTNB belirteci, 0,4 M Sodyum fosfat soliisyonu (NazHPOy4)
ve 0,25 N Hidroklorik asit i¢inde hazirlanan %10 Triklorasetik asit (TCA) ¢ozelti olarak

kullanilir.

DTNB belirteci: 40 mg DTNB 100 ml %1 sodyum sitrat i¢inde ¢oziiliir. Bu belirteg 1s1ktan

korunur.
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3.5.7.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)

Hiicre Ekstresi 0,15 ml —
Tris Tamponu — 0,15 ml
Sodyum Fosfat Tamponu 0,5 ml 0,5 ml
Rediikte Glutatyon 0,5 ml 0,5 ml
Sodyum Azid 0,5 ml 0,5 ml
Ultrasaf Su 0,6 ml 0,6 ml

Ornek ve kér tiiplerine deney karisimi konduktan sonra tiipler 5 dakika 37°C’de inkiibe edilir.
Daha sonra 0,5 ml H202 eklenir ve 3 dk 37°C’de inkiibe edilir. Bunun ardindan 1 ml TCA
eklenerek 1500 g’de 5 dk santrifiij edilir. Stipernatanttan 0,2 ml alinir ve buna 0,2 ml Na2HPOg4
soliisyonu ve 0,1 ml DTNB eklenerek 412 nm dalga boyunda kore karsi okunur.

3.5.7.3 Hesaplama

Aémek X Vioplam X df

Tiiketilen glutatyon =
SmM X Vﬁmek X LP

DTNB i¢in molar ekstinksiyon katsayis1: EmM: 13600 M-cm™
Vioplam: Toplam hacim

Vismek: Kullanilan 6rnek hacmi

Asmek: Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu
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3.5.8. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Tayini

Glutatyon-S-transferaz (GST) gosterilmesi i¢in Habig ve digerlerinin (1974) yontemi kullanildi.
GST enzimi glutatyon ve 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) varliginda Glutatyon-DNB
konjugati olusturur. Deney prensibi olugan bu Glutatyon-DNB konjugatinin 340 nm dalga boyunda
absorbans vermesi esasina dayanir. Artan absorbsiyon orani GST enzimi aktivitesi ile dogrudan

iligkilidir.
3.5.8.1. Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Potasyum Fosfat Tamponu (pH 6,5), 0,1 M CDNB, 0,2 M Rediikte Glutatyon ve deney

karisimi ¢ozelti olarak kullanilir.

Deney Karigimi: 9,8 ml Potasyum Fosfat Tamponu, 0,1 ml Rediikte Glutatyon ve 0,1 ml CDNB

kullanilarak hazirlanir. Bu hazirlanan karisim 50 tiip igindir.

3.5.8.2. Uygulama

Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

‘ ORNEK(ml) ‘ KOR(ml) ‘
Hiicre Ekstresi 0,02 ml —
Tris Tamponu — 0,02 ml
Deney Karisimi 0,18 mi 0,18 mi

Ornek ve kor tiiplerindeki absorbans degisimi ¢dzeltiler konduktan sonra 5 dakika boyunca 60

saniye araliklarla 340 nm’de spektrofotometrede okunur.
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3.5.8.3. Hesaplama

Dakikadaki absorbans degisimi: AA
emM: 5.3 M tecm?

Vioplam: TOplam hacim

Vismek: Kullanilan 6rnek hacmi
Aimek: Ornek absorbansi

df: Sulandirma katsayisi

LP: Isik yolu

Ason - Ailk
AA=
Tson - Tilk
(AAbsmek - AAplank) X VToplam X df
GST spesifik aktivitesi=

EMM X Vmek X LP
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3.6. ISTATISTIK ANALIZ

Deney gruplarinda uygulanan konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilig1, hiicre sitotoksisitesi,
malondialdehit miktari, total protein miktari, hidroksil radikali miktari, hidrojen peroksit
miktari, siiperoksit dismutaz enzimi, katalaz enzimi, glutatyon peroksit enzimi ve glutatyon-S-
transferaz enziminin konsantrasyona bagli degisen verilerinin istatistik degerlendirilmesinde
Graphpad Prism 5.0 programi kullanilmistir. Istatistiksel analizler i¢in One-Way ANOVA
yontemi ve Tukey’s testi uygulanmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde p<0.001, p<0.01 ve

p<0.05 anlamlilik seviyesi temel alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SITOTOKSISITE BULGULARI

4.1.1. MTT Bulgular:

Arsenigin on bir farkli konsantrasyonun (0,001 - 0,01 -0,02-0,05-0,1-0,2-05-1-2-
5 ve 10 uM) 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerine 6, 12, 24, 48 ve 72 saat siiresince uygulandi
ve hiicre canlilifina etkisi MTT testiyle spektrofotometrik olarak tespit edildi. Kontrol grubu
ve arsenigin on bir farkli konsantrasyonu MTT degerleri bakimindan 6 saat sonunda

karsilagtirildiginda sekil 4.1.1.1°de goriildiigii gibi kontrole gore anlamli bir degisiklik

goriilmemistir.

120- 6 Saat

100+
80-
60-

40+

Hiicre Canlihigi (%)

20+

QQ\Q\Q“'Q '\q'qb'\q,@,\Q

Y ov oY O O o
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Arsenik konsantrasyonlari(uM)

Sekil 4.1.1.1: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 6 saat maruziyet sonunda % canlilik
iizerine konsantrasyona bagli etkileri.
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Arsenigin on bir farkli konsantrasyonunun 12 saat boyunca 3T3 embriyonik fibroblast
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre canlilifinda sekil 4.1.1.2°de goriildiigii gibi kontrole

gore anlamli bir degisiklik goriilmemistir.

120~ 12 Saat
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Arsenik konsantrasyonlari(uM)

Sekil 4.1.1.2: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 12 saat maruziyet sonunda % canlilik
tizerine konsantrasyona bagl etkileri.
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Arsenigin on bir farkli konsantrasyonunun 24 saat boyunca 3T3 embriyonik fibroblast
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginda sekil 4.1.1.3°de goriildiigii gibi arsenigin

10 uM konsantrasyonunda kontrole gore anlamli bir azalma goriilmiistiir.

120- 24 Saat

Hiicre Canlihigi (%)

Q

NP ENTL N e
Q90Q9Q?Q?QQQ

Arsenik konsantrasyonlari(uM)

Sekil 4.1.1.3: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 24 saat maruziyet sonunda % canlilik
tizerine konsantrasyona bagl etkileri (***p<0,001).
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Arsenigin on bir farkli konsantrasyonunun 48 saat boyunca 3T3 embriyonik fibroblast
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginda sekil 4.1.1.4°de goriildiigii gibi arsenigin

1 uM ve iizeri konsantrasyonlarinda kontrole gére anlamli bir azalma goriilmiistiir.

1204 48 Saat

Hiicre Canhihigi (%)

SP T T P My 9N

- - SQ"Q‘.
R Qv Qv O

Arsenik konsantrasyonlari(uM)

Sekil 4.1.1.4: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 48 saat maruziyet sonunda % canlilik
tizerine konsantrasyona bagl etkileri (*p<0,05, ***p<0,001).
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Arsenigin on bir farkli konsantrasyonunun 72 saat boyunca 3T3 embriyonik fibroblast
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginda sekil 4.1.1.5°de goriildiigii gibi arsenigin

0,2 uM ve iizeri konsantrasyonlarinda kontrole gére anlamli bir azalma goriilmiistiir.

120 72 Saat

Hicre Canlihgr (%)

Arsenik konsantrasyonlari(uM)

Sekil 4.1.1.5: Arsenigin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde 72 saat maruziyet sonunda % canlilik
iizerine konsantrasyona bagl etkileri (*p<0,05, ***p<0,001).
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Arsenigin 0,001 puM ile 10 pM arahigindaki on bir farkli konsantrasyonuyla yapilan
konsantrasyon denemeleri sonucunda, MTT sonuglarina dayanilarak 6, 12, 24, 48 ve 72 saat
icin %50 inhibisyon konsantrasyonu (IC50) degerleri tablo 4.1.1.1°de verilmistir. 1C50, bir
maddenin belirli bir biyolojik ya da biyokimyasal fonksiyonun yarisin1 inhibe edici
konsantrasyon Ol¢iisiidiir. Bu niceliksel 6l¢iim belirli bir biyolojik islemi (6rnegin bir enzim,
hiicre, hiicre reseptorii veya mikroorganizma bilesenini) yariya kadar inhibe etmek icin belirli
bir ilacin veya maddenin ne kadarinin gerekli oldugunu gosterir. Bu ¢aligmada arsenik gruplari
ile kontrol grubunun absorbans degerleri kiyaslanarak % cinsinden 6len hiicre sayis1 (IC50
degeri) hesaplandi. Bu tez calismasindan kullanilacak olan dort farkli (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM

ve 10 uM) arsenik konsantrasyonuna, hiicre canliligi sonuglar1 temel alinarak karar verilmistir.

Tablo 4.1.1.1: Arsenik maddesinin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde zamana bagli IC50

degerleri.
Arsenigin Uygulanma Siiresi IC50 Degeri
6 Saat
12 Saat
24 Saat 52,05 uM
48 Saat 55,53 uM
72 Saat 25,79 uM
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Arsenigin dort farkli konsantrasyonu ve kurkumin ile birlikte 3T3 embriyonik fibroblast
hiicrelerine 24 saatte hiicre canliligina olan etkisi MTT testi yapilarak tespit edildi. Kontrol ve
deney gruplarindaki % canlilik oranlar1 sekil 4.1.1.6da verilmistir. 24 saat sonunda kontrol ve
dort farkli arsenik grubu MTT degerleri bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
Al, A2 ve A3 gruplarinda anlamli bir fark bulunmazken A4 grubunda anlamli bir azalma
gorilmistiir (p<0,001). Kurkumin grubu ve dort farkli arsenik+kurkumin grubu MTT degerleri
bakimindan karsilastirildiginda, kurkumin grubuna gore A1+K, A2+K ve A3+K gruplarinda
anlamli bir fark bulunmazken, A4+K grubunda anlamli bir azalma goriilmektedir (p<0,001).
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Sekil 4.1.1.6: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde % canlilik iizerine
(konsantrasyona bagli) etkileri (***p<0,001; *:kontrole gore; ®: kurkumine gore).
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4.1.2. Laktat Dehidrogenaz Bulgulan

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak NAPH"’daki azalma hizi oranma bagli olarak
hesaplanan laktat dehidrogenaz (LDH) miktar1 sekil 4.1.2.1°de verilmistir. 24 saat sonunda
kontrol grubu ve dort farkli arsenik grubu LDH miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol
grubuna gore A1, A2 ve A3 gruplarinda anlamli bir fark bulunmazken A4 grubunda anlamli bir
artis gorilmistiir (p<0,001). Kurkumin grubu ve dort farkli arsenik+kurkumin grubu LDH
miktart bakimindan karsilagtirildiginda, kurkumin grubuna goére A1+K, A2+K ve A3+K
gruplarinda anlamli bir fark bulunmazken, A4+K grubunda anlaml bir artig goriilmektedir

(p<0,001).
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Sekil 4.1.2.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri iizerinde laktat
dehidrogenaz aktivitesine (konsantrasyona bagl) etkileri (***p<0,001; *:kontrole gore;
o kurkumine gore).
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4.2. OKSIDATIF HASAR BULGULARI
4.2.1. Lipit Peroksidaysonu

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan malondialdehit miktarlar sekil 4.2.1.1°de
verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve dort farkli arsenik grubu malondialdehit miktarlari
bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubuna gore Al grubunda anlamli bir fark
bulunmazken, diger tiim gruplarda anlamli bir artig goriilmiistiir (p<0,001). Kurkumin grubu ve
dort farkli arsenik+kurkumin grubu malondialdehit miktar: bakimindan karsilastirildiginda tiim
gruplarda anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,01, p<0,001). Kontrol grubu ile kurkumin grubu,
A2 ile A2+K, A3 ile A3+K ve A4 ile A4+K gruplar1 arasinda malondialdehit miktarlari

bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir azalma goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.2.1.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri {izerindeki lipit
peroksidasyonuna (konsantrasyona bagl) etkileri (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; *:kontrole
gore; ®: kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplar yalniz arsenik gruplarina gore).
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4.2.2. Total Protein Miktari

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan total protein miktar1 sekil 4.2.2.1°de
verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve dort farkli arsenik grubu total protein miktari
bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubuna gore anlamli bir fark bulunmamistir. Kurkumin
grubu ve dort farkli arseniktkurkumin grubu total protein miktar1 bakimindan

karsilagtirildiginda kurkumin grubuna gore anlamli bir fark goriillmemistir.
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Sekil 4.2.2.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri iizerindeki total protein
miktarina (konsantrasyona bagli) etkileri
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4.2.3. Hidroksil Radikali

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan hidroksil radikali degerleri sekil 4.2.3.1°de
verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve dort farkli arsenik grubu hidroksil radikali
bakimindan karsilagtirildiginda kontrole grubuna gore tiim gruplarda anlamli bir artis
goriilmiistiir (p<0,001). Kurkumin grubu ve dort farkli arsenik+kurkumin grubu hidroksil
radikali bakimindan karsilastirildiginda tiim gruplarda anlamli bir artig goriilmiistiir (p<0,001).
A4 ve A4+K gruplan hidroksil radikali bakimindan karsilastirildiginda anlami bir azalma
goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.2.3.1: Arsenik ve kurkuminin oksidatif hasara bagli olarak 3T3 embriyonik fibroblast
hiicrelerinde olusan hidroksil radikali miktarina (konsantrasyona bagl) etkileri (*p<0,05;
*#%p<0,001; *:kontrole gore; ®: kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplar1 yalniz arsenik
gruplarina gore).
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4.2.4. Hidrojen Peroksit

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan hidrojen peroksit degerleri sekil 4.2.4.1°de
verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve dort farkli arsenik grubu hidrojen peroksit miktari
bakimindan karsilagtirildiginda kontrole grubuna gore tim gruplarda anlamli bir artis
goriilmiistiir (p<0,001). Kurkumin grubu ve dort farkli arsenik+kurkumin grubu hidrojen
peroksit bakimindan karsilagtirildiginda A1+K, A2+K ve A3+K gruplarinda anlaml bir fark
bulunmazken, A4+K grubunda anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,001). Al ile A1+K, A2 ile
A2+K, A3 ile A3+K ve A4 ile A4+K gruplari hidrojen peroksit bakimindan karsilagtirildiginda

anlaml1 bir azalma goriilmektedir (p<0,01).
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Sekil 4.2.4.1: Arsenik ve kurkuminin oksidatif hasara bagli olarak 3T3 embriyonik fibroblast
hiicrelerinde olusan hidrojen peroksit miktarina (konsantrasyona bagl) etkileri (**p<0,01;
*#*p<0,001; *:kontrole gore; ®: kurkumine gore; #:kurkumin-+arsenik gruplar yalniz arsenik
gruplarina gore).
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4.2.5. Katalaz Enzim Aktivitesi

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak tiiketilen H202 miktarina bagli olarak hesaplanan
katalaz enzimi miktar1 sekil 4.2.5.1°de verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve dort farkl
arsenik grubu katalaz enzim miktar1 bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubuna gére A1l
grubunda anlamli bir fark bulunmazken diger tiim gruplarda anlamli bir azalma gériilmiistiir
(p<0,05, p<0,001). Kurkumin grubu ve dort farkli arsenik-+kurkumin grubu katalaz enzim
miktar1 bakimindan karsilagtirildiginda tiim gruplarda anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0,05,
p<0,01, p<0,001). Kontrol grubu ve kurkumin grubu ile A4 ve A4+K gruplari katalaz enzim
miktar1 bakimindan karsilastirildiginda anlami bir artis goriilmektedir (p<0,01).
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Sekil 4.2.5.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde tiiketilen HO, miktarina
bagli olarak degisen katalaz enzimi aktivitesine (konsantrasyona bagli) etkileri (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; *:kontrole gore; ®:kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplari yalniz
arsenik gruplarina gore).
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4.2.6. GPx Enzim Aktivitesi

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak tiiketilen glutatyon miktarina bagli olarak hesaplanan
GPx enzimi miktar1 sekil 4.2.6.1°de verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve dort farkli
arsenik grubu GPx enzimi miktar1 bakimindan karsilastirildiginda kontrole grubuna gore Al ve
A2 gruplarinda anlamli bir fark bulunmazken, A3 ve A4 gruplarinda anlamli bir azalma
goriilmiistiir (p<0,05, p<0,001). Kurkumin grubu ve dort farkli arsenik+kurkumin grubu GPx
enzim miktar1 bakimindan karsilastirildiginda tiim gruplarda anlamli bir azalma goriilmiistiir
(p<0,01, p<0,001). Kontrol grubu ve kurkumin grubu ile A4 ve A4+K gruplar1 GPx enzim
miktar1 bakimindan karsilastirildiginda anlami bir artis goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.2.6.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri {izerindeki glutatyon
peroksidaz aktiviteleri (konsantrasyona bagli) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; *:kontrole
gore; ®:kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplart yalniz arsenik gruplarina gore).
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4.2.7. GST Enzim Aktivitesi

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak dakikada olusan CDNB-GSH kompleksinin miktarina
bagli olarak hesaplana GST enzimi miktari sekil 4.2.7.1°de verilmistir. 24 saat sonunda kontrol
grubu ve dort farkli arsenik grubu glutatyon-s-transferaz enzimi miktar1 bakimindan
karsilastirildiginda kontrole grubuna gore tiim arsenik gruplarinda anlamli bir azalma
gorilmistiir (p<0,05, p<0,001). Kurkumin grubu ve dort farkli arseniktkurkumin grubu
glutatyon-s-transferaz enzim miktari bakimindan karsilagtirildiginda tiim gruplarda anlamli bir
azalma goriilmiistiir (p<0,001). Kontrol grubu ve kurkumin grubu ile A4 ve A4+K gruplari

glutatyon-s-transferaz enzim miktar1 bakimindan Kkarsilastirildiginda anlamli bir artis

goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.2.7.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri {izerindeki glutatyon S-
transfreaz aktiviteleri (konsantrasyona bagli) (*p<0,05; ***p<0,001; *:kontrole gore;
o kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplan yalniz arsenik gruplarma gore).
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4.2.8. SOD Enzim Aktivitesi

3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan SOD enzimi miktar1 sekil 4.2.8.1°de
verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve dort farkli arsenik grubu SOD enzimi miktari
bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubuna gére A1 ve A2 konsantrasyonunda anlamli bir
fark bulunmazken diger tiim konsantrasyonlarda anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0,001).
Kurkumin grubu ve dort farkli arsenik+kurkumin grubu SOD enzim miktar1 bakimindan
karsilastirildiginda kurkumin grubuna gére A1+K grubunda anlamli bir fark bulunmazken,
A2+K, A3+K ve A4+K gruplarinda anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,05, p<0,001). Ayrica A4
grubu ile A4+K grubu SOD enzim miktar1 bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir artig

goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.2.8.1: Arsenik ve kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri tizerindeki siiperoksit
dismutaz aktivitesine (konsantrasyona bagli) etkileri (*p<0,05; ***p<0,001; *:kontrole gore;
o kurkumine gore; #:kurkumin+arsenik gruplar1 yalniz arsenik gruplaria gore).
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5. TARTISMA VE SONUC

Agir metaller sahip olduklar1 toksisiteden dolay1 6nemli ¢evresel kirleticilerdir. Bir agir metal
olan arsenik ve bilesenlerine insanlar dogal veya antropojenik kaynaklar yoluyla maruz
kalmaktadir (Mandal ve dig., 2002). Arsenigin reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretimini uyararak
toksisiteye neden olmasi, sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkileri bircok bilimsel
calismaya konu olmustur (Yang ve dig., 2007; EI-Demerdash ve dig., 2009; Bera ve dig., 2010;
Lii ve dig., 2011; Khan ve dig., 2012; Mathews ve dig. 2012; Alarifi ve dig., 2013; Chen ve
dig., 2013; Jiang ve dig., 2013; Khan ve dig., 2013; Zhu ve dig., 2014; Momeni ve dig., 2017,
Orta Yilmaz ve dig., 2018; Rahman ve dig., 2018). Yapilan bu g¢aligmalar bu konudaki
bilinmeyenleri tespit etmistir. Ancak 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri iizerinde arsenigin
olusturdugu hasara ve bu hasara kurkuminin etkilerini gésteren in vitro ¢alisma

bulunmamaktadir.

Arsenigin hiicre canligina etkisiyle ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir (Yang ve dig., 2007;
Bera ve dig., 2010; Lii ve dig., 2011; Khan ve dig., 2012; Chen ve dig., 2013; Jiang ve dig.,
2013; Khan ve dig., 2013; Zhu ve dig., 2014; Orta Yilmaz ve dig., 2018). Kiiltiire edilmis insan
akciger adenokarsinoma hiicrelerine (A549) 0,125-100 uM konsantrasyonlarinda 24 saat
siireyle sodyum arsenit uygulanmis ve 10 uM konsantrasyonundan itibaren hiicre canliliginda
anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir (Jiang ve dig., 2013). Bir diger calismada insan embriyo
akciger fibroblast hiicrelerine (HELF) 0,1 pM, 0,5 uM, 1 pM, 5 pM ve 10 uM
konsantrasyonlarinda sodyum arsenit 3, 6, 12, 24 ve 48 saat siireyle uygulanmistir. Bu
caligmanin sonuglarina gore 3 ile 6 saat maruziyet sonucunda sodyum arsenitin hiicre canliligin
etkilemedigi, 12, 24 ve 48 saat sonucunda 0,5 pM konsantrasyon sodyum arsenitin hiicre
canliligint anlamli olarak arttirdig1 gézlemlenmistir. 12 saat sonucunda 10 uM konsantrasyon,
24 ve 48 saat sonucunda ise 5 uM ve 10 uM konsantrasyon sodyum arsenitin ise hiicre
canliligini azalttigi bulunmustur (Yang ve dig., 2007). Yapilan bagka bir ¢calismada ise kiiltiire
edilmis fare Leydig (TM3) ve Sertoli (TM4) hiicrelerine 50 ppb ve 1000 ppb konsantrasyonda
sodyum arsenit 24, 48 ve 72 saat uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonucuna gore 24, 48 ve 72 saat
maruziyet sonucunda tiim konsantrasyonlardaki sodyum arsenitin Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttigi bulunmustur (Orta Yilmaz ve dig., 2018).
Lii ve dig. yaptiklar ¢alismada insan umbilikal ven endotel hiicrelerine (HUVECS) 0,5 uM, 5
uM ve 50 puM konsantrasyonlarda 30 dakika, 4, 8, ve 24 saat siireyle sodyum arsenit
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uygulanmistir. Bu calismanin sonuglarina goére 30 dakika ve 4 saat maruziyet sonucunda
sodyum arsenitin hiicre canliligini etkilemedigi bildirilmistir. 8 ve 24 saat maruziyet sonucunda
ise 50 uM konsantrasyon sodyum arsenitin ise hiicre canligin1 anlamli olarak azalttig
bulunmustur (Lii ve dig., 2011). insan brons epitel hiicreleri (HBE) ile yapilmis bir calismada,
24 saat sireyle 30 uM konsantrasyonda sodyum arsenit maruziyeti sonucunda hiicre
canliligimin azaldigir gosterilmistir (Chen ve dig., 2013). Kiiltiire edilmis sican insiilinoma
hiicreleri (INS-1) ile yapilan bir ¢alismada ise 24 saat siireyle 0-4 uM konsantrasyonlarda
sodyum arsenit uygulanmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gére 2 pM ve 4 pM uygulanan
konsantrasyonlarda sodyum arsenitin hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi bulunmustur

(Zhu ve dig., 2014).

Kiiltiire edilmis yetiskin sican karaciger hiicreleriyle yapilan ¢alismada 2 pM ve 4 puM
konsantrasyonlarda sodyum arsenit ve ek olarak 10 uM konsantrasyon vitamin C 24, 48 ve 72
saat siireyle uygulanmigtir. Calisma sonucunda 2 uM ve 4 uM konsantrasyonlarda sodyum
arsenitin uygulandig gruplarda hiicre canliligi anlamli olarak azaldig1 bulunmugken, vitamin C
ilave edilerek olusturulmus gruplarda hiicre canliliginin sodyum arsenitin tek basina
uygulandig1 gruba gore anlamli olarak arttigi bulunmustur (Bera ve dig., 2010). Khan ve dig.
yaptiklar1 ¢aligmada kiiltiire edilmis fare dalak hiicrelerine 5 uM konsantrasyon sodyum arsenit
ve ek olarak 5 ile 10 pg/ml konsantrasyon kurkumin 12 saat siireyle uygulanmistir. Calisma
sonucunda sodyum arsenitin tek basina uygulandigi grupta hiicre canliliginin anlaml olarak
azaldig1 bildirilmisken, kurkumin ilave edilerek olusturulmus gruplarda hiicre canliliginin
sodyum arsenitin tek basina uygulandigi gruba gore anlaml olarak arttigir bulunmustur (Khan
ve dig., 2012). Bir diger calismada kiiltiire edilmis fare Sertoli hiicrelerine 5 uM konsantrasyon
sodyum arsenit ve ek olarak 5 ile 10 pg/ml konsantrasyon kurkumin 12 saat siireyle
uygulanmistir. Calisma sonucunda sodyum arsenitin tek basina uygulandigi grupta hiicre
canliliginin anlamli olarak azaldigi bulunmustur. Kurkumin ilave edilerek olusturulmus
gruplarda ise hiicre canliligmin sodyum arsenitin tek bagina uygulandigi gruba gore anlamli

olarak arttig1 ortaya konmustur (Khan ve dig., 2013).

Yukarida bahsedilen ¢alismalarda cesitli konsantrasyonlarda sodyum arsenite maruziyet
sonucunda anlamli azalmalar goriiliirken, yapilan bu in vitro ¢alismada, 3T3 embriyonik
fibroblast hiicrelerinde sodyum arsenitin 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlar1

uygulanmasi sonucunda, sodyum arsenitin sadece 10 uM konsantrasyonunun 3T3 embriyonik
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fibroblast hiicrelerinin canlilifini azalttigt bulunmustur. Sodyum arsenitin bu dort farkh
konsantrasyonuna antioksidan olarak 2,5 uM kurkumin ilave edilmesiyle olusturulan gruplarda
ise sadece 10 uM konsantrasyon sodyum arsenite ilave 2,5 uM kurkumin uygulanan grupta
hiicre canliliginda anlamli bir artis gézlenmistir. Elde edilen veriler Bera ve dig. (2010) kiiltiire
edilmis yetiskin si¢an karaciger hiicrelerine sodyum arsenit ve sodyum arsenite ilave olarak
uyguladiklar1 vitamin C c¢alismasinin, Khan ve dig. (2012) kiiltire edilmis fare dalak
hiicrelerine sodyum arsenit ve sodyum arsenite ilave olarak uyguladiklar1 kurkumin
calismasinin ve Khan ve dig. (2013) kiiltiire edilmis fare Sertoli hiicrelerine sodyum arsenit ve
sodyum arsenite ilave olarak uyguladiklar1 kurkumin ¢alismasinin hiicre canliligini arttirmasi

sonuglari ile paralellik gdstermektedir.

Laktat dehidrogenaz (LDH), hiicre sitoplazmasinda bulunan ve plazma zar1 hasar gordiigiinde
hiicre i¢inden dis alana gegen bir enzimdir. [n vitro ¢alismalarda hiicrelerin Sliimii ya da plazma
zarmdaki hasar LDH enzim aktivitesinin artisina yol agmaktadir (Lappalainen ve dig., 1994;
Chan ve dig., 2013). Arsenigin sebep oldugu siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirleri hiicrelerin zar biitiinliigiiniin bozulmasina ya da hiicre 6liimiine yol agmaktadir.
Hiicre zarinda oksidatif strese bagli olarak olusan hasar LDH seviyesinin artmasina neden
olmaktadir (De Vizcaya-Ruiz ve dig., 2009). Kiiltiire edilmis insan karaciger karsinoma
hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle 0,1, 0,5, 2,5, 5, 10, ve 20 pg/mL konsantrasyon arsenik trioksit
uygulanmistir. Caligma sonucuna gore 48 saat maruziyet sonucunda 0,5 pg/mL konsantrasyon
arsenik trioksitten itibaren laktat dehidrogenaz aktivitesi anlamli olarak arttirdigi bildirilmistir.
24 saat maruziyet sonucunda ise arsenik trioksitin 2,5 pg/mL konsantrasyonundan itibaren
laktat dehidroheganaz aktivitesinde anlamli bir artis oldugu ortaya konmustur (Alarifi ve dig.,
2013). 2018 yilinda yapilan bir caligmada kiiltiire edilmis fare Leydig ve Sertoli hiicrelerine 50
ppb ve 1000 ppb konsantrasyonda sodyum arsenit 24 saat stireyle uygulanmistir. Bu ¢alismanin
sonucuna gore Leydig ve Sertoli hiicrelerine 24 saat maruziyet sonucunda 50 ppb sodyum
arsenit konsantrasyonunda laktat dehidrogenaz aktivitesini etkilemedigini tespit etmislerdir.
1000 ppb sodyum arsenit konsantrasyonunda ise laktat dehidrogenaz aktivitesini anlamli olarak
arttirdigi bulunmustur (Orta Yilmaz ve dig., 2018). Rahman ve dig. (2018) kiiltiire edilmis sigan
bobrek tistli bezi hiicreleri (PC12) ile yaptiklar1 ¢alismada 48 saat slireyle 10 puM
konsantrasyonda sodyum arsenit uygulanmistir. Caligma sonucunda laktat dehidrogenaz
aktivitesinin anlamli olarak arttig1 ortaya konmustur (Rahman ve dig., 2018). Yapilan bir bagka

calismada kiiltiire edilmis sigan kardiyomiyosit hiicrelerine 24 siireyle 10 uM konsantrasyonda
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arsenik trioksit ve arsenik trioksite ilave olarak 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyon
resveratrol uygulanmistir. Calismanin sonucunda arsenik trioksitin tek basina uygulandigi
grupta laktat dehidrogenaz aktivitesinin anlamli olarak arttig1 bulunmustur. Resveratrol ilave
edilerek olusturulmus gruplarda ise laktat dehidrogenaz aktivitesinin arsenit trioksitin tek

basina uygulandigi gruba gore anlamli olarak azaldigi ortaya konmustur (Zhao ve dig., 2008).

Yapilan bu in vitro ¢alismada 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerine 10 uM konsantrasyon
sodyum arsenitin tek bagina uygulandig1 grupta yukaridaki benzer ¢alismalarda goriildiigii gibi
laktat dehidrogenaz aktivitesinin anlamli olarak arttig1 bulunmustur. Sodyum arsenitin 10 uM
konsantrasyonuna antioksidan olarak kurkumin ilavesiyle olusturulan grupta laktat
dehidrogenaz aktivitesinde anlamli bir azalma bulunmasi, Zhao ve dig. (2008) yaptiklari
calismada kullanilan resveratrol ile laktat dehidrogenaz aktivitesinin azaldigi yoniindeki

sonuglariyla paralellik géstermektedir.

Oksidatif stresin olusumunda rol oynayan reaktif oksijen tiirleri 6zellikle hiicrede DNA,
proteinler ve lipitler olmak iizere birgok biyolojik molekiile zarar vermektedir (Cai ve dig.,
1997). Hiicre mebranindaki lipitlerin reaktif oksijen tiirleri tarafindan okside edilmesi sonucu
olusan lipit peroksidayson {irlinleri membran biitiinliiglinii bozmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1990). Arsenigin lipit peroksidasyonuna etkilerini arastiran birgok c¢aligma
bulunmaktadir (Ramanathan ve dig., 2002; Yang ve dig., 2007; El-Demerdash ve dig., 2009;
Bera ve dig., 2010; Momeni ve dig., 2017; Orta Yilmaz ve dig., 2018; Rahman ve dig., 2018).
Kiiltiire edilmis sigan bobrek lstili bezi hiicreleri ile yapilan ¢aligmada 48 saat siireyle 10 uM
konsantrasyonda sodyum arsenit uygulanmistir. Calisma sonucunda lipit peroksidasyonun
anlamli olarak arttig1 ortaya konmustur (Rahman ve dig., 2018). Orta Yilmaz ve dig. (2018)
yaptiklar1 ¢alismada kiiltiire edilmis fare Leydig ve Sertoli hiicrelerine 50 ppb ve 1000 ppb
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat siireyle sodyum arsenit uygulanmistir. Bu calisma
sonucunda 24, 48 ve 72 saat maruziyet sonunda tiim sodyum arsenit konsantrasyonlarinda
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde lipit peroksidasyonu bakimindan artis oldugu bildirilmistir (Orta
Yilmaz ve dig., 2018). Kiiltiire edilmis insan embriyo akciger fibroblast hiicrelerine 0,1 puM,
0,5 uM, 1 uM, 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda sodyum arsenit 3, 6, 12, 24 ve 48 saat
siireyle uygulanmistir. Bu calismanin sonuglarina gore 3 ve 6 saat maruziyet sonucunda sodyum
arsenitin lipit peroksidasyonunu etkilemedigi bildirilmistir. 12 saat maruziyet sonucunda 10 uM

konsantrasyon, 24 ve 48 saat maruziyet sonucunda ise 5 uM ve 10 uM konsantrasyon sodyum
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arsenitin ise lipit peroksidasyonunu anlamli olarak arttirdigi bulunmustur (Yang ve dig., 2007).
Kiiltiire edilmis yetiskin sigan karaciger hiicreleriyle yapilan ¢alismada 2 uM ve 4 uM
konsantrasyonlarda sodyum arsenit ve ek olarak 10 uM konsantrasyon vitamin C 24, 48 ve 72
saat siireyle uygulanmigtir. Caligma sonucunda 2 pM ve 4 uM konsantrasyonlarda sodyum
arsenitin uygulandigi gruplarda lipit peroksidasyonu bakimindan artis oldugu bildirilmistir.
Vitamin C ilave edilerek olusturulmus gruplarda ise lipit peroksidasyonunun sodyum arsenitin
tek basma uygulandigi gruba gore anlamli olarak azaldigi ortaya konmustur. (Bera ve dig.,

2010).

Momeni ve dig. (2017) yaptiklar1 caligmada farelere bes hafta siireyle 5 mg/kg dozunda sodyum
arseniti tek basma ve 5 mg/kg sodyum arsenite ilave olarak 100 mg/kg dozunda kurkumin
intraperitonal olarak uygulamiglardir. Calisma sonucunda serum, lipit peroksidasyonu
bakimindan incelendiginde sodyum arsenitin tek basina uygulandigi grupta lipit
peroksidasyonunun anlamli olarak arttig1 bildirilmisken, kurkumin ilave edilerek olusturulmus
grupta lipit peroksidasyonunun sodyum arsenitin tek basina uygulandigi gruba gore anlaml
olarak azaldig1 bildirilmistir (Momeni ve dig., 2017). Yapilan baska bir ¢aligmada si¢anlara 30
giin siireyle 5 mg/kg dozunda sodyum arsenit tek basina ve 5 mg/kg sodyum arsenite ilave
olarak 15 mg/kg dozunda kurkumin oral yolla uygulanmistir. Calisma sonucunda plazma,
karaciger, testis, beyin, akciger ve bobrek dokulari alinarak lipit peroksidasyonu bakimindan
incelendiginde sodyum arsenitin tek basina uygulandigi gruplarda anlamli olarak arttig
bildirilmisken, kurkumin ilave edilerek olusturulmus grupta lipit peroksidasyonunun sodyum
arsenitin tek basina uygulandigi gruba gore anlamli olarak azaldig: bildirilmistir (EI-Demerdash
ve dig., 2009). Ramanathan ve dig. (2002) yaptiklar1 ¢aligmada siganlara 30 giin siireyle 100
ppm sodyum arsenit ve 100 ppm sodyum arsenite ek olarak 400 mg/kg vitamin E ve 200 mg/kg
vitamin C uygulanmistir. Caligmanin sonucunda kan, karaciger ve bobrek dokulari lipit
peroksidasyonu bakimindan incelendiginde sodyum arsenitin tek basina uygulandigi grupta
anlamli olarak arttig1 bildirilmigken, vitamin E ve vitamin C ilave edilerek olusturulmus
gruplarda lipit peroksidasyonu sodyum arsenitin tek basina uygulandigi gruba gére anlamli

olarak arttig1 ortaya konmustur (Ramanathan ve dig., 2002).

Yapilan bu ¢alismada 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyon sodyum arsenitin tek basina
uygulandig1 gruplarda yukaridaki benzer ¢aligmalarda goriildiigii gibi lipit peroksidasyonunu

anlamli olarak arttirdig: tespit edilmistir. Sodyum arsenit ve kurkuminin birlikte uygulandigi
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gruplarda ise, 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde lipit peroksidasyonunda anlamli
azalmalar goriilmesi Bera ve dig. (2010) ve Ramantahan ve dig. (2002) yapmis olduklari
calismalarda kullanilan vitamin C ile Momeni ve dig. (2017) ve El-Demerdash ve dig. (2009)
yapmis olduklart ¢alismalarda kullanilan kurkumin ile oksidatif stresin azaldigi yoniindeki
sonuglartyla paralelilik gostermektedir. Elde edilen bu veriler dogrultusunda sodyum arsenitin
uygulanan 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda hiicrelerde lipit peroksidasyonuna yol
actigt ve meydana gelen lipit peroksidasyonuna karsi kurkuminin koruyucu rolii oldugu

bulunmustur.

Reaktif oksijen tiirleri DNA hasarina, protein sentezinin inhibe olmasina, antioksidan
enzimlerin aktivitelerinin azalmasina ve sonunda hiicre dliimiine neden olmaktadir (Halliwell
ve Gutteridge, 1990). Arsenige maruziyet sonucunda siiperoksit anyonu, hidroksil radikali,
hidrojen peroksit, tekli oksijen ve peroksil radikalleri hiicrede baslica olusan reaktif oksijen
tiirleridir (Flora, 2011). Kiiltiire edilmis insan embriyo akciger fibroblast hiicrelerine 0,1 uM
0,5 uM, 1 uM, 5 uM ve 10 puM konsantrasyonlarinda sodyum arsenit 4 saat siireyle
uygulanmistir. Calismanin sonucunda 0,5 pM konsantrasyon sodyum arsenit uygulanan
gruptan itibaren hiicre i¢i ROS iiretiminde anlamli bir artis bulunmustur (Yang ve dig., 2007).
2013 yilinda yapilan bir ¢alismada kiiltiire edilmis insan akciger adenokarsinoma hiicrelerine 5
uM, 10 uM, 15 puM, 20 uM ve 25 uM konsantrasyonlarinda 24 saat siireyle sodyum arsenit
uygulanmistir. Calismanin sonucunda tiim sodyum arsenit konsantrasyonlarinda hiicre i¢i ROS
tretiminde anlamli bir artis oldugu ortaya konulmustur (Jiang ve dig., 2013). Yapilan diger bir
calismada ise, kiiltiire edilmis fare Leydig ve Sertoli hiicrelerine 0,4 puM ve 7,7 uM
Konsantrasyonlarda sodyum arsenit 24, 48 ve 72 saat siireyle uygulanmistir. Bu calisma
sonucunda Leydig hiicrelerine 0,4 uM konsantrasyonda sodyum arsenitin 24 ,48 ve 72 saat
maruziyeti sonunda hidroksil radikali miktarina etkisi bulunmazken, 7,7 uM konsantrasyonda
sodyum arsenitin tiim saatlerde hidroksil radikali miktarin1 anlamli olarak arttirdigi ortaya
konmustur. Sertoli hiicrelerinde 0,4 uM konsantrasyonda sodyum arsenitin sadece 72 saat
maruziyeti sonunda hidroksil radikali miktarin1 anlamli olarak arttirdigi bulunmusken, 7,7 uM
konsantrasyon sodyum arsenitin 24, 48 ve 72 saat maruziyeti sonunda hidroksil radikali
miktarini anlamli olarak arttirdigr bildirilmistir. Ayn1 calismada Leydig ve Sertoli hiicrelerine
0,4 uM ve 7,7 uM konsantrasyonlarda sodyum arsenitin 24, 48 ve 72 saat maruziyeti sonucunda
tiim saat ve konsantrasyonlarda hidrojen peroksit miktarmni anlamli olarak arttirdigi ortaya

konmustur. (Orta Yilmaz ve dig., 2018).
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2012 yilinda Khan ve dig., yaptiklar1 ¢calismada kiiltiire edilmis fare dalak hiicrelerine 5 uM
konsantrasyon sodyum arsenit ve ek olarak 5 ile 10 pg/ml konsantrasyon kurkumin 12 saat
stireyle uygulanmistir. Calisma sonucunda sodyum arsenitin tek basina uygulandigi grupta
hiicre i¢i ROS {iretiminin anlamli olarak arttigi bildirilmisken, kurkumin ilave edilerek
olusturulmus gruplarda hiicre i¢i ROS {iretiminin sodyum arsenitin tek basina uygulandig
gruba gore anlamli olarak azaldigi ortaya konmustur (Khan ve dig., 2012). Bir diger ¢calismada
kiiltiire edilmis fare Sertoli hiicrelerine 5 uM konsantrasyon sodyum arsenit ve ek olarak 5 ile
10 pg/ml konsantrasyon kurkumin 12 saat siireyle uygulanmistir. Calisma sonucunda sodyum
arsenitin tek basmma uygulandigr grupta hiicre i¢ci ROS iiretiminin anlamli olarak arttigi
bulunmustur. Kurkumin ilave edilerek olusturulmus gruplarda hiicre i¢i ROS {iretiminin
sodyum arsenitin tek basina uygulandig1 gruba gore anlamli olarak arttig1 ortaya konmustur

(Khan ve dig., 2013).

3T3 embriyonik fibroblast hiicreleriyle yapilan bu ¢aligmada 0,01 pM, 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM
konsantrasyonlarda sodyum arsenit uygulanan gruplarda hidrojen peroksit ve hidroksil radikal
miktarinin  artmas1 yukarida reaktif oksijen tiirleriyle ilgili yapilan ¢alismalarla
desteklenmektedir. Sodyum arsenite ilave olarak kurkumin uygulanan gruplarda ise, hidroksil
radikali ve olusan hiicre i¢i hidrojen peroksit miktarinin tek basina sodyum arsenit uygulanmis
gruplara gore anlamli olarak azaldiginin bulunmasi, Khan ve dig. (2012) ve Khan ve dig. (2013)
yaptiklar1 sodyum arsenit gruplarina ilave kurkumin c¢alismalarindan da anlasildigi gibi
kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerini hidroksil radikali ve hidrojen peroksit

tiretiminden korudugunu gostermektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumundan kaynaklanan zararl etkiler, biiyiik 6l¢iide antioksidan
enzimler tarafindan 6nlenmektedir. Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene katalizlenmesinden sorumlu olan antioksidan enzimdir
(Turrens, 2003). 2010 yilinda kiiltiire edilmis yetiskin sican karaciger hiicreleriyle yapilmis bir
calismada 24, 48, 72 saat siireyle 2 uM ve 4 uM konsantrasyonlarda sodyum arsenit ve ek olarak
10 uM konsantrasyon vitamin C uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore 2 uM ve 4 uM
konsantrasyonlarda sodyum arsenitin 24, 48 ve 72 saat maruziyeti sonucunda siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesini anlamli olarak azalttig1 bildirilmistir. Vitamin C ilave edilmis
gruplarda ise sadece 72 saat maruziyet sonucunda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin

sodyum arsenitin tek basina uygulandig:1 gruba gore anlamli olarak arttig1 ortaya konmustur
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(Bera ve dig., 2010). Jiang ve dig. (2013) tarafindan kiiltiire edilmis insan akciger
adenokarsinoma hiicrelerine 5 uM, 10 uM, 15 uM., 20 uM ve 25 uM konsantrasyonlarinda 24
saat slireyle sodyum arsenit uygulanmis ve 10 pM konsantrasyondan itibaren siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesini anlamli olarak azalttigi bulunmustur (Jiang ve dig., 2013). Yapilan
diger bir caligmada ise, kiiltiire edilmis fare Leydig ve Sertoli hiicrelerine 0,4 uM ve 7,7 uM
konsantrasyonlarda sodyum arsenit 24, 48 ve 72 saat siireyle uygulanmistir. Bu ¢alisma
sonucunda Leydig hiicrelerine 0,4 pM konsantrasyonda sodyum arsenitin 24 ,48 ve 72 saat
maruziyeti sonunda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesine etkisi bulunmazken, 7,7 pM
konsantrasyonda sodyum arsenitin tiim saatlerde siiperoksit dismutaz enzim aktivitesini anlamli
olarak azalttigt ortaya konmustur. Sertoli hiicrelerinde ise 0,4 pM ve 7,7 uM
konsantrasyonlarda sodyum arsenitin 24, 48 ve 72 saat maruziyeti sonunda siiperoksit dismutaz

enzim aktivitesini anlamli olarak azalttig1 bildirilmistir (Orta Yilmaz ve dig., 2018).

Ramanathan ve dig. (2002) yaptiklar1 ¢alismada siganlara 30 giin siireyle 100 ppm sodyum
arsenit ve 100 ppm sodyum arsenite ek olarak 400 mg/kg vitamin E ve 200 mg/kg vitamin C
uygulanmistir. Calismanin sonucunda kan, karaciger ve bobrek dokularinda siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesi bakimindan incelendiginde sodyum arsenitin tek basina uygulandigi
grupta siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin anlaml olarak azalttig1 bildirilmisken, vitamin
E ve vitamin C ilave edilerek olusturulmus gruplarda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin
sodyum arsenitin tek basina uygulandigi gruba gore anlamli olarak arttig1 ortaya konmustur
(Ramanathan ve dig., 2002). 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada siganlara 30 giin siireyle 5
mg/kg sodyum arseniti tek bagina ve 5 mg/kg sodyum arsenite ilave olarak 15 mg/kg kurkumin
oral yolla uygulanmistir. Caligma sonucunda plazma, karaciger, testis, beyin, akciger ve bobrek
dokular1 alinarak siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi bakimindan incelendiginde sodyum
arsenitin tek basina uygulandig1 grupta siiperoksit dismutaz enzim aktivitesini anlamli olarak
azalttig1 bildirilmigken, kurkumin ilave edilerek olusturulmus gruplarda siiperoksit dismutaz
enzim aktivitesinin sodyum arsenitin tek bagina uygulandigi gruba gore anlamli olarak arttigi
bildirilmistir (El-Demerdash ve dig., 2009).

Yapilan bu ¢alisma sonucunda sodyum arsenitin 1 uM ve 10 uM konsantrasyon uygulandigi
gruplarda stiperoksit dismutaz enzimi miktarinda anlamli bir azalma goriilmiistiir. Yukarida
bahsedilen caligmalarda da siiperoksit dismutaz enzimi aktivitesinde anlamli bir azalma

goriilmesi, 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde sodyum arsenitin uygulanmasi sonucunda
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bulunan etkiyle benzerlik gostermektedir. Ayrica sodyum arsenit uygulanmis gruplara vitamin
C ilave ederek yapilan (Bera ve dig., 2010), sodyum arsenit uygulanmis gruplara vitamin E ve
vitamin C ilave edilerek yapilan (Ramanathan ve dig., 2002) ve sodyum arsenit uygulanmis
gruplara kurkumin ilave edilerek yapilan (EI-Demerdash ve dig., 2009) ¢alismalarin sonuglari
ile de benzer sonuglar gostererek siiperoksit dismutaz enzim miktarini arttirmasi kurkuminin
3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri iizerinde sodyum arsenitin olusturdugu toksisitede

koruyucu rolii oldugunu gostermektedir.

Katalaz enzimi hidrojen peroksidi su ve oksijene doniisiimiinii katalize eden hiicre iginde
peroksizomlarda bulunan antioksidan bir enzimdir (Cederbaum ve dig., 2009). Kiiltiire edilmis
yetiskin sican karaciger hiicreleriyle yapilmis bir calismada 24, 48, 72 saat siireyle 2 uM ve 4
uM konsantrasyonlarda sodyum arsenit ve ek olarak 10 uM konsantrasyon vitamin C
uygulanmistir. Bu calismanin sonuglarina gére 2 uM ve 4 uM konsantrasyonlarda sodyum
arsenitin 24, 48 ve 72 saat maruziyeti sonucunda katalaz enzim aktivitesini anlamli olarak
azalttig1 bildirilmistir. Vitamin C ilave edilmis tiim gruplarda ise katalaz enzim aktivitesinin
sodyum arsenitin tek basina uygulandigi gruplara gére anlamli olarak arttigi gosterilmistir (Bera
ve dig., 2010). Orta Yilmaz ve dig. (2018) yaptiklari ¢alismada kiiltiire edilmis fare Leydig ve
Sertoli hiicrelerine 50 ppb ve 1000 ppb konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat siireyle sodyum
arsenit uygulanmistir. Bu c¢alismanin sonucunda Leydig ve Sertoli hiicrelerine 50 ppb
konsantrasyon uygulanan sodyum arsenitin tiim saatler sonunda katalaz enzim aktivitesine
herhangi bir etkisi olmadig1 ortaya konmustur. Leydig hiicrelerine 1000 ppb konsantrasyon
uygulanan sodyum arsenitin 48 ve 72 saat maruziyet sonunda katalaz enzim aktivitesinde
anlamli bir azalma goriilmiisken, Sertoli hiicrelerinde 1000 ppb konsantrasyon uygulanan
sodyum arsenitin sadece 72 saat maruziyet sonunda katalaz enzim aktivitesini anlamli olarak

azalttigi bulunmustur (Orta Yilmaz ve dig., 2018).

Ramanathan ve dig. (2002) yaptiklar1 ¢alismada siganlara 30 giin siireyle 100 ppm sodyum
arsenit ve 100 ppm sodyum arsenite ek olarak 400 mg/kg vitamin E ve 200 mg/kg vitamin C
uygulanmistir. Calismanin sonucunda kan, karaciger ve bobrek dokularinda katalaz enzim
aktivitesi bakimindan incelendiginde sodyum arsenitin tek bagina uygulandig1 grupta katalaz
enzim aktivitesinin anlamli olarak azalttig1 bildirilmisken, vitamin E ve vitamin C ilave edilerek
olusturulmus gruplarda katalaz enzim aktivitesinin sodyum arsenitin tek basina uygulandigi

gruba gore anlamli olarak arttig1 ortaya konmustur (Ramanathan ve dig., 2002). 2009 yilinda
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yapilan bir caligmada si¢anlara 30 giin siireyle 5 mg/kg sodyum arseniti tek basina ve 5 mg/kg
sodyum arsenite ilave olarak 15 mg/kg kurkumin oral yolla uygulanmistir. Calisma sonucunda
plazma, karaciger, testis, beyin, akciger ve bobrek dokular1 alinarak katalaz enzim aktivitesi
bakimindan incelendiginde sodyum arsenitin tek basina uygulandigi grupta katalaz enzim
aktivitesini anlamli olarak azalttigi bildirilmisken, kurkumin ilave edilerek olusturulmus
gruplarda katalaz enzim aktivitesinin sodyum arsenitin tek basina uygulandigi gruba gore
anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (El-Demerdash ve dig., 2009).

Yapilan bu ¢alisma sonucunda sodyum arsenitin 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyon
uygulandig1 gruplarda katalaz enzimi miktarinda anlamli bir azalma goriilmiistiir. Yukarida
bahsedilen Bera ve dig., yaptiklar1 calismada katalaz enzimi aktivitesinde anlamli bir azalma
goriilmiistiir. Bu 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde sodyum arsenitin uygulanmasi
sonucunda bulunan etkiyle benzerlik gostermektedir. Ancak Orta Yilmaz ve dig., yaptiklar
calisma sonucuyla farkliliklar bulunmaktadir. Ayrica sodyum arsenit uygulanmis gruplara
vitamin C ilave ederek yapilan (Bera ve dig., 2010), vitamin E ve vitamin C ilave edilerek
yapilan (Ramanathan ve dig., 2002) ve kurkumin ilave edilerek yapilan (EI-Demerdash ve dig.,
2009) calismalarin sonuglari ile de benzer sonuglar gostererek katalaz enzim miktarini artirmasi
kurkuminin 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri ilizerinde sodyum arsenitin olusturdugu

toksisitede koruyucu rolii oldugunu gostermektedir.

Glutatyon peroksidaz, (GPx) glutatyonu kullanarak ¢esitli hidroperoksitlerin (ROOH ve H20>)
indirgenmesini katalize ederek hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan selenyum bagiml bir
enzimdir (Mates ve dig. 2000). Kiiltiire edilmis insan embriyo akciger fibroblast hiicrelerine
0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda sodyum arsenit 3, 6, 12, 24 ve 48
saat siireyle uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonuclarina gére 3 ve 6 saat maruziyet sonucunda
sodyum arsenitin GPx enzim aktivitesini etkilemedigi bildirilmistir. 12 saat maruziyet
sonucunda 10 uM konsantrasyon, 24 ve 48 saat maruziyet sonucunda ise¢ 5 uM ve 10 uM
konsantrasyon sodyum arsenitin ise GPx enzim aktivitesini anlamli olarak azalttigi
bulunmustur (Yang ve dig., 2007). 2018 yilinda yapilmis bir calismada kiiltiire edilmis fare
Leydig ve Sertoli hiicrelerine 0,4 uM ve 7,7 uM konsantrasyonlarda sodyum arsenit 24, 48 ve
72 saat siireyle uygulanmistir. Bu c¢alisma sonucunda Sertoli hiicrelerine 0,4 pM
konsantrasyonda sodyum arsenitin 24 ,48 ve 72 saat maruziyeti sonunda GPx enzim aktivitesine

etkisi bulunmazken, 7,7 uM konsantrasyonda sodyum arsenitin tiim saatlerde GPx enzim
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miktarini anlamli olarak azalttig1 ortaya konmustur. Leydig hiicrelerinde ise 0,4 uM ve 7,7 uM
konsantrasyonlarda sodyum arsenitin 24, 48 ve 72 saat maruziyeti sonunda GPx enzim

aktivitesini anlamli olarak azalttig1 bulunmustur (Orta Yilmaz ve dig., 2018).

Ramanathan ve dig. (2002) yaptiklar1 ¢alismada sicanlara 30 giin siireyle 100 ppm sodyum
arsenit ve 100 ppm sodyum arsenite ek olarak 400 mg/kg vitamin E ve 200 mg/kg vitamin C
uygulanmistir. Calismanin sonucunda kan, karaciger ve bobrek dokularinda GPx enzim
aktivitesi bakimindan incelendiginde sodyum arsenitin tek basina uygulandigi grupta GPx
enzim aktivitesinin anlamli olarak azalttig1 bildirilmigken, vitamin E ve vitamin C ilave edilerek
olusturulmus gruplarda GPx enzim aktivitesinin sodyum arsenitin tek bagina uygulandig1 gruba
gore anlamli olarak arttig1 ortaya konmustur (Rmanathan ve dig., 2002). 2012 yilinda yaplan
bir ¢aligmada siganlara 45 giin boyunca 4 mg/kg arsenit trioksit ve 4 mg/kg arsenit trioksite ek
olarak 15 mg/kg kurkumin oral yolla uygulanmistir. Calismanin sonucunda karaciger dokusu
almmarak GPx enzim aktivitesi bakimindan incelendiginde arsenit trioksitin tek basina
uygulandigr grupta GPx enzim miktar1 anlaml olarak azalttig1 bulunmugken, kurkumin ilave
edilerek olusturulmus grupta ise GPx enzim aktivitesinin arsenik trioksitin tek bagina

uygulandig1 gruba gore anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (Mathews ve dig. 2012).

Yapilan bu calisma sonucunda elde edilen verilere gore, sodyum arsenitin tek basina
uygulandigi 0,01 uM ve 0,1 uM konsantrasyonlarda GPx enzim aktivitesinde anlamli bir fark
goriilmezken 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlarda anlamli bir fark goriilmesi yukarida belirtilen
calismalarda da oldugu gibi sodyum arsenitin GPx enzim aktivitesini azalttigin1 gostermektedir.
Sodyum arsenite ek olarak kurkumin eklenen gruplara bakildiginda, Ramanathan ve dig. (2002)
yaptiklar1 ¢alismada sodyum arsenitle birlikte uygulanan vitamin C ve vitamin E’nin ve
Mathews ve dig. (2012) arsenik trioksitle beraber uygulanan kurkuminin GPx enzim aktivitesi

tizerinde gosterdigi koruyucu etki ile benzerlik gostermektedir.

Glutatyon-S-transferaz (GST) elektrofilik subsratlarin glutatyona (GSH) konjugasyonunu
katalizleyen sitozolde bulunan bir enzimdir (Sheehan ve dig., 2001). Ayrica oksidatif strese
kars1 koruyucu, endojen ve ksenobiyotik bilesiklerin detoksifikasyonunda ve reaktif oksijen
tiirlerinin azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Cnubben ve dig., 2001). Kiiltiire edilmis fare
Leydig ve Sertoli hiicrelerine 0,4 uM ve 7,7 uM konsantrasyonlarda sodyum arsenit 24, 48 ve
72 saat siireyle uygulanmistir. Bu ¢calisma sonucunda 24, 48 ve 72 saat maruziyet sonunda tiim

sodyum arsenit konsantrasyonlarinda Leydig ve Sertoli hiicrelerinde GST enzim aktivitesinin
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anlamli olarak azaldig1 ortaya konmustur (Orta Yilmaz ve dig., 2018). 2009 yilinda yapilan bir
calismada si¢anlara 30 giin siireyle 5 mg/kg sodyum arseniti tek basina ve 5 mg/kg sodyum
arsenite ilave olarak 15 mg/kg kurkumin oral yolla uygulanmistir. Caligma sonucunda plazma,
karaciger, testis, beyin, akciger ve bobrek dokulari alinarak GST enzim aktivitesi bakimindan
incelendiginde sodyum arsenitin tek basina uygulandigi grupta GST enzim aktivitesini anlamli
olarak azalttig1 bildirilmisken, kurkumin ilave edilerek olusturulmus gruplarda GST enzim
aktivitesinin sodyum arsenitin tek basina uygulandigi gruba gore anlamli olarak arttig1
bildirilmistir (El-Demerdash ve dig., 2009). Mathews ve dig. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada
siganlara 45 giin boyunca 4 mg/kg arsenit trioksit ve 4 mg/kg arsenit trioksite ek olarak 15
mg/kg kurkumin oral yolla uygulanmigtir. Calismanin sonucunda karaciger dokusu alinarak
GST enzim aktivitesi bakimindan incelendiginde arsenit trioksitin tek basina uygulandigi
grupta GST enzim aktivitesini anlamli olarak azalttigi bulunmusken, kurkumin ilave edilerek
olusturulmus grupta ise GST enzim aktivitesinin arsenik trioksitin tek basina uygulandig1 gruba

gore anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (Mathews ve dig. 2012).

Yapilan bu calisma sonucunda sodyum arsenitin tek basina uygulandigi tim
konsantrasyonlarda, yukaridaki benzer ¢alismalarda goriildiigii gibi GST enzim aktivitesini
anlamli olarak azalttigi bulunmustur. Sodyum arsenit ve kurkuminin birlikte uygulandigi
gruplarda ise 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde GST enzim aktivitesinde anlaml1 artiglar
goriilmesi El-Demerdash ve dig., (2009) ve Mathews ve dig. (2012) yapmis olduklar
caligmalarda kullanilan kurkuminin GST enzim aktivitesini arttirdigi yondeki sonuglariyla
paralellik gostermektedir. Elde edilen bu veriler dogrultusunda sodyum arsenitin hiicrelerde
olusturdugu hasara karst GST enzim aktivitesi bakimindan kurkuminin 3T3 embiryonik
fibroblast hiicreleri iizerinde GST enzim aktivitesini arttirict bir etkisinin oldugu tespit

edilmistir.

Yapilan bu ¢aligmanin sonuglarina gore, arsenigin hiicre canlilifini azalttigi ve laktat
dehidrogeneaz aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir. Arsenigin lipit peroksidasyonunu,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali miktarlarini arttirmasiyla ve antioksidan sistemde gorev
alan antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-
S-transferaz) miktarlarini ve aktivitelerini azaltmasiyla 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde
oksidatif hasara yol a¢tig1 ortaya konulmustur. Arsenige ilave olarak bir antioksidan olan

kurkuminin ilavesiyle reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu lipit peroksidasyonuna karsi
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koruyucu olabilecegi ve hiicre i¢i antioksidan sistemde goérev yapan enzimlerin aktivitelerinin

de artmasina sebep oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
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