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OZET

TiP 1 DIYABET IN VITRO MODELINDE CINNAMOMUM CASSIA EKSTRELERININ ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Tip 1 diyabet (T1DM) hastalarinda oksidatif stres artisinin hastaliga bagl
komplikasyonlarin gelisiminde rol oynadigina iliskin ¢cok sayida arastirma bulunmaktadir.
Oksidatif stres artisinin oksidatif DNA hasarinin artmasina neden oldugu, DNA onarim
kapasitesinin yeterli olmamasi nedeniyle bu durumun kanser gelisim siirecine katkida
bulunabilecegi ileri siriilmektedir. Bu nedenle calismalar diyabet hastalarinda oksidatif stres
ve DNA hasarina karsi koruyucu ilag ve dogal kaynaklarin arastiriimasi (zerinde

yogunlasmistir.

Targin (cinnamon); antidiyabetik ve anti-timor ozellikleri de iceren gesitli biyolojik
etkinliklere sahip oldugu bilimsel calismalarla ortaya konmus olan bitkisel kaynakli bir
Urlindir. Son yillarda 6zellikle diyabet hastalari tarafindan insilin direncinin azaltiimasi, kan
glukoz ve lipid dizeylerinin diizenlemesi amaciyla gida destek (riini ya da cay formlarinda
kullanilmaktadir. Etkilerini arastirdigimiz Cinnamomum cassia (C. cassia) ticari preparatlarda
yaygin olarak bulunan tarcin tirtdir. Calismamizda 1- Tip 1 diyabet in vitro modelinde C.
cassia kabuklarindan hazirlanan ekstrelerin hiicre canhihg lizerindeki etkileri ve apoptotik
aktivitelerinin arastirilmasi; 2- Sitotoksik ve apoptotik etkisi olmayan ekstre ya da ekstrelerin
endojen ve H,0; ile indiiklenen oksidatif DNA hasari izerindeki etkilerinin arastirilmasi; 3- Bu

etkilerinin reaktif oksijen radikalleri (ROS) olusumuyla iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismada ekstrelerin ICso degerleri WST-1 testi ile saptanmistir. Apoptotik aktivite
tayini akim sitometresinde Annexin V/PI ve TUNEL testleri ile gerceklestirilmistir. Apoptotik
aktivite gostermeyen butanol ve su ekstrelerinin endojen ve H,0, ile indiiklenen oksidatif
DNA hasari lzerindeki etkileri alkali komet yontemi ile arastirilmis, TUNEL yontemi ile
dogrulanmistir. ROS olusumu Gzerindeki etkileri akim sitometrisinde DCF-DA testi ile tayin
edilmistir. Sonuglar C. cassia su ekstresinin Tip 1 diyabet in vitro hiicre modelinde H,0; ile
indiklenen oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu etki gosterdigini ve bu etkisinin ROS

olusumunu azaltmasiyla iliskili olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Cinnamomum cassia; DNA hasari; Tip 1 diyabet; apoptoz; comet

testi



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CINNAMOMUM CASSIA EXTRACTS ON TYPE 1
DIABETES IN VITRO MODEL

There are a large number of studies suggesting that increased oxidative stress plays a
pivotal role in the development of complications of diabetes in patients with Type 1 diabetes
mellitus (TIDM). It is alleged that increased oxidative stress induces oxidative DNA damage
and that it may contribute the development of cancer due to insufficient DNA repair capacity.
Therefore, studies focused on investigation of the protective drugs and herbal products

against to oxidative stress and DNA damage in diabetic patients.

Cinnamon is a herbal product that its diverse biological activities including antidiabetic
and anti-tumor properties has been proved by scientific studies. In recent years, it is
particularly used by diabetic patients in the form of tea and food supplement in an attempt
to decrease insulin resistance and regulate blood glucose and lipid levels. Cinnamomum
cassia (C. cassia) is a cinnamon species commonly presents in commercial cinnamon
preparations. The purposes of our study were; 1- To investigate the effects of C. cassia bark
extracts on cell viability and the apoptotic activities of the extracts on type 1 diabetes in vitro
model; 2- To investigate of the effects of the extract(s) with no apoptotic activity on
endogenous and H,0;-induced oxidative DNA damage; 3- To investigate the implication of

reactive oxygen species (ROS) generation on these effects.

In the present study, ICso values of the extracts were determined by WST-1 test.
Annexin V/Pl and TUNEL tests were performed for determination of apoptotic activities, by
using flow cytometry. The effects of butanol and water extracts with non-apoptotic activities
on endogenous and H,0,-induced oxidative DNA damage were determined by alkali comet
assay and confirmed by TUNEL test. The effects on the production of ROS were investigated
by DCF-DA test using flow cytometry. Our results showed that the C. cassia water extract has
protective effect against to H,0,-induced oxidative DNA damage and that this effect might

be related to its reducing effect on ROS production in TADM in vitro cell model.

Keywords: Cinnamomum cassia; DNA damage; Type 1 diabetes mellitus; apoptosis;

comet assay
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I.GIRIS

Diabetes mellitus (DM; diyabet hastaligi) tim diinyada en sik gorilen, morbidite ve
mortaliteye neden olan kronik hastaliklardan birisidir. Yasam tarzindaki hizlh degisim ile
birlikte diinyada diyabet prevalansi hizla artmaktadir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu (IDF)
verilerine gore 2015 yili itibari ile dlinyadaki diyabetli birey sayisi 415 milyon iken bu sayinin
2040 yilinda % 55 oraninda artarak 642 milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir. Bu artisin baslica
nedenleri nifus artisi, yaslanma ve kentlesmenin getirdigi yasam tarzi degisimi sonucu
obezite ve fiziksel inaktivitenin artmasidir. 2013 yilinda yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
(TURDEP-II) calismasi sonuglarina gore tlkemizde tip 2 diyabet prevalansi % 13.7 olarak
bulunmustur. IDF’in 2035 yili tahminlerine gore Tlrkiye, diyabetli nifus itibari ile diyabetin
en yliksek olacagi diinyadaki ilk 10 {ilke arasina girecektir. Diinyada artik bir epidemi olarak
nitelendirilen diyabet, insan saghgini olumsuz etkilemekte, yasam kalitesini ciddi anlamda
bozmaktadir. Sonug olarak is gilici kaybi ile birlikte bakim ve tedavi masraflar (lke

ekonomisini de olumsuz yonde etkilemektedir.

Deneysel ve klinik calismalar diyabet hastaliginda ROS olusumunun arttigini ve diyabet
hastaliginin baslamasinin oksidatif stresle yakin iliskisi oldugunu ortaya koymustur. Yiksek
diizeyde serbest radikal olusumu ve antioksidan savunma mekanizmalarinin azalmasinin
neoplastik dénisimi de iceren diyabet komplikasyonlarinin baslamasi ve ilerlemesinden
sorumlu oldugunu destekleyen ¢ok sayida veri bulunmaktadir. Tip 1 diyabette hiicre ici
glutatyon gibi  antioksidan = komponentlerin  asiri  tiketimine  bagh  olarak
enzimatik/nonenzimatik antioksidan korunmanin azaldigi, flavonlar, karotenoidler, E ve C
vitaminleri gibi antioksidan bilesiklerin dlzeylerinin disik oldugu gosterilmistir.
Antioksidanlarin ya da direkt olarak serbest radikalleri stpUrici ajanlarin  ROS
reaksiyonlarinin olusum ya da ilerlemelerini azaltabilecekleri ve sonug olarak oksidatif stresi
azaltarak diyabet ve komplikasyonlarin olusum ve ilerlemesini engelleyebilecekleri hipotez

edilmistir.

Targinin antioksidan, antidiyabetik ve anti-tiimor ozelliklere sahip oldugu in vivo ve in
vitro c¢alismalarla ortaya konmustur. Diyabet hastalari tarafindan insiilin direncinin
azaltilmasi, kan glukoz ve lipid diizeylerinin diizenlenmesi amaciyla ¢ay formunda ya da gida
destek Urini olarak siklikla kullanilmaktadir. Ancak diyabet hastalarindaki yararina iligskin
kanitlar yeterli degildir ve FDA tarafindan ila¢ olarak onay almamistir. Diger taraftan son
yillarda targin ekstrelerinin in vitro olarak gesitli kanser hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik

aktivite gosterdigi molekiler diizeyde gosterilmistir. C. cassia kabuk ekstre ve bilesenlerinin



etkilerine iliskin calismalar daha ¢ok antidiyabetik ve antikanser etkileri ile mekanizmalarina

yonelik calismalardir. Kullaniminin diger hiicrelerdeki etkilerine iliskin bilgiler yetersizdir.

Daha 6nce laboratuvarimizda C. cassia kabuklarindan hazirlanan farkli ekstrelerin
cesitli hiicre hatlarinda ve saglikh insan periferal kan lenfositlerinde antioksidan, pro-oksidan
ve sitotoksik aktivitelerine iliskin calismalar yapilmistir. Tip 1 diyabette C. cassia’nin oksidatif
stres ve ROS olusumuna karsi etkilerinin arastirildigl in vivo ya da in vitro arastirmaya

literatlirde rastlanmamistir.

Bu tez calismasinda C. cassia kabuk ekstrelerinin Tip 1 diyabet hastalarinda oksidatif
stres olusumuna karsi koruyucu etkilerini ve olasi sitotoksik/apoptotik etkilerini in vitro olarak
arastirmayi amacladik. In vitro ¢alisma modeli olarak Coriell Enstitlisi (Newlersey, ABD)
koleksiyonundan saglanan insan periferal kan lenfosit hiicre hatlarini kullandik. Bu hticreler
Tip 1 diyabetli gondillilerin periferal kan lenfositlerinin Epstein Barr virlisi ile transfekte
edilmesi ile hazirlanan immortalize hiicrelerdir. Bu tip hlcre hatlarinin hicrelerin alindig
bireye 6zgii metabolik yolaklari temsil ettigi gosterilmistir. Calisma konumuzla ilgili olarak bu
hiicre hatlarinin kullanildigi bir arastirmaya literatirde rastlanmamistir. Bu nedenle belirtilen

hiicre hatlarinda C. cassia ekstrelerinin etkilerinin arastiriimasi ¢alismamizi 6zgiin kilmaktadir.



Il. GENEL BiLGILER
1.1 TARCIN

Targin; Lauraceae (Defnegiller) familyasinda yer alan, yaprak dokmeyen ¢ok yillik bir
agactir. Tarcin baharati agacin gévde ve dal kabuklarinin dis kismi siyrildiktan sonra kalan ig
kabugun kurutup 6gutilmesiyle elde edilir; kabuklarinin ic ice konularak rulo gibi kivrilmasiyla

da gubuk tarcin elde edilir (1).
1I.1.1 Targinin Tarihi

Targin insanlik tarihinin en eski baharatlarindan biridir. Kullanimi M.O 2800 yillarina
dayanmaktadir. Targin hakkinda en eski bilgilere Cin kaynaklarinda ulasiimistir. Targin
onceleri Cin dilinde “kwai” olarak gegmekteydi. incil’de bunun Musa Peygamber tarafindan
vaftiz amaciyla basa sirilen kutsal yagin bir bileseni oldugundan bahsedilir. Tar¢in o
donemlerde sindirim ve solunum sistemindeki rahatsizliklarinda kullanilmistir. Ayrica
Romalilar tarafindan cenaze térenlerinde 6l bedenlerin kokusunu uzaklastirmak amaciyla,
Misirda ise mumyalama islemlerinde kullanilmistir; bunun yaninda koku ve tat 6zelliklerinden
de yararlaniimistir (2). Targin antik donemlerde hiikiimdarlara ve tapinaklara hediye olarak

sunulan ve zenginlik gostergesi olan 6nemli bir baharatti (3).

Tarcin, Cin’den Fenikelilere, sonraki tarihlerde Araplara ulasmistir. Orta caglarda
tarcinin kaynagi Araplar tarafindan Bati diinyasina karsi gizli tutulmustur. Bu baharatin Sri
Lanka’da yetistirildiginden ilk kez 1270’de bahsedilmistir (4). Hindistan deniz yolunun kesfi ile
Portekizliler 16. yy’in baslarinda baharat ticaretini ele gecirmisler ve Arap egemenligini sona
erdirmislerdir (5). O yillarda targin ticaretinde 6ncelikle Portekizliler, ardindan Hollandalilar
ve 1815’de ingilizler hikiim sirmistiir. Giinimizde targin, temel olarak Negombo’dan

Matara’ya kadar uzanan Sri Lanka kiyilarinda yetistirilmektedir (2).
11.1.2 Targin Turleri

Bugiline kadar targinin yaklasik 250 tlrl tanimlanmistir. En ¢ok kullanilan iki tird
Cinnamomum cassia (C. cassia; C. aromaticum) ve Cinnamomum zeylanicum (C. zeylanicum;

C. verum)'dur.

Cinnamomum, Malezya ve Endonezya dillerinde tath agac anlamina gelen “kayu
manis” s6zciginden Yunancaya gecen “kwvapwpov kinndmomon” kelimesinden koken
almistir. Cassia adi Latin kokenli olup ibranice kabuktan cikarilan anlamindaki “gatsa”

sozcuginden tlretilmistir (6).



C. cassia “Cin Tarcinl” olarak da bilinir; Cin, Vietnam ve Endonezya’da yetisir. C.
zeylanicum (C. Verum, Sri Lanka targini ya da Seylan targini) “Gergek targin” olarak bilinir ve
Sri Lanka (Seylan) ve giiney Hindistan’a 6zgldir. Diinyada yillk Gretimi 27,500-35,000 ton
olan targinin dnemli kismini bu iki tiir olusturur (7). Daha az olarak kullanilan diger bazi turler,
cogunlukla Endonezya ve Sumatra’da yetisen C. burmannii (Korintje, Padang cassia veya
Endonezya tarcini), Vietnam’da yetisen C. loureiroi (Saygon tarc¢ini, Vietnam targini),
Avustralya’da yetisen C. oliveri, Yeni Gine’de yetisen C. Papua ve Hindistan ve Nepal'de

yetisen C. tamala’dir. Dlinyada targin liretimi en fazla Sri Lanka’da yapilmaktadir (8).

C. cassia kabugu iceriginde yiiksek miktarda bulunan sinnamaldehit (% 5-6) nedeniyle
kirmizimsi koyu kahverengi renktedir; 2-3 mm kalinlikta tek tabakali sert katmandan olusur.
Keskin aromaya sahiptir ve agizda yakici lezzet birakir. % 1-5 kumarin icermektedir.
Ulkemizde ve diger Avrupa iilkeleri ve ABD'de bulunan ticari tarcin preparatlari ucuz olmasi
nedeniyle C. cassia icerirler ya da C. zeylanicum ile karnistirilmis formda bulunurlar. Seylan
tarcin kabugu ise agik kahverengi renkte, ince ve kolay kirilabilir yapidadir. C. cassia'ya gore

daha glizel aromaya sahiptir; kokusu hafiftir. Kumarin igerigi diistktir (% 0,01) (9).
11.1.3 Targinin Kullanimi

Targinin ¢ok eski yillardan beri halk hekimliginde gastrointestinal rahatsizliklarda (gaz
giderici olarak, karin agrilari, siskinlik, diyare gibi durumlarda), gegici yorgunluklarda,
antibakteriyel ve antihelmintik olarak, soguk alginhigi ve grip vakalarinda kullanildig
bilinmektedir (10). Cin Tibbinda cinsel gli¢siizlik, diyare, Uriner inkontinans, romatizma,
nefes darligl, menopoz, menstural diizensizliklerde abortus amaciyla, néroprotektif olarak ve
diyabet hastaliginda, ayrica immiin sistemi gligclendirmek igin; Hint tibbinda sindirim sistemi

rahatsizliklari, diyare gibi durumlarda kullanildigina iliskin kayitlar bulunmaktadir (11,12).

Son yillarda yapilan preklinik ve klinik galismalarda targinin insilin direncini azalttig,
kolesterol, trigliserit ve kan glukoz diizeylerinde diismeye neden olduguna dair veriler elde
edilmistir (13). Bu nedenle metabolik sendrom, insiilin direnci, tip 1 ve tip 2 diyabet,
hiperlipidemi ve artrit gibi hastaliklar icin dnleyici ve terapotik destek olarak kullanilmaktadir.
Ancak yararlihgl konusunda yeterli kanit olmadigi icin tarcinin ila¢ olarak kullanimi FDA

tarafindan onaylanmamistir.

GUnUmuzde targin tat, koku 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri nedeniyle gida, kozmetik
ve ilag endistrisinde kullanilmaktadir. Kot kokuyu giderici ve oral enfeksiyonlari dnleyici
ozellikleri nedeniyle gargara, dis macunu gibi kisisel hijyen trinlerinin bileseni olarak, bunun

yaninda yine antibakteriyel 6zellikleri ve hos kokusu nedeniyle parfimlerde ve diger kozmetik

4



Urinlerinde kullanilmaktadir. Tadi ve esansiyel yaglarinin gidalardaki bakterilere karsi
antimikrobiyel aktivitesi nedeniyle gida matrislerinde, surup ve pastillerde kullanimi

mevcuttur (14,15).
11.1.4 Targin Kabugu Bilesenleri

Targin gesitli regine 6zelligindeki bilesiklerden ve ¢ok sayida esansiyel yaglardan olusur.
Targin kabugunda ¢ok sayida flavonoidler, glikozidler, kumarinler, alkoloidler, antrakinonlar,
steroidler, tanenler ve terpenoidler bulunmaktadir. Yapilan galismalarda genis cesitlilikte
trans-sinnamaldehit, sinnamik asit, sinnamil asetat, 6jenol, kafur, L-borneol, karyofilen oksit,
B-karyofilen, L-bornil asetat, linalool, metil kavikol, E-nerolidol, a-kibebin, a-terpineol,

terpinolen ve a-tujen gibi esansiyel yaglarin varhgi bildirilmistir (18,19).

C. cassia kabugunda % 1-4 oraninda bulunan ugucu yagin temel bilesenleri
sinnamaldehit (% 75-90), o-metoksi-sinnamaldehit (% 10-11) ve kumarindir. Duslk
konsantrasyonlarda 32 bilesik daha saptanmistir. Kabukta ayrica tanen ve sinzeylanol,
sinzeylanin gibi insektisit etkinlige sahip diterpenler bulunur. Sinkasyol A-B gibi diger diterpen
turevleri glikozid ve serbest aglikonlar seklinde bulunmaktadir. C. cassia kabugunda ayrica
ferulik asit, salisilik asit, vanilik asit siringik asit gibi ¢esitli organik asitler ve % 4-5 oraninda
misilaj oldugu saptanmistir (16,17). He ve ark. C. cassia kabugunda yiksek icerikte
sinnamaldehit (13.01-56.93 mg/g) varhigini bildirmislerdir (18). Tarcinin keskin tadi ve kokusu
targinin esansiyel yaglarindan, ozellikle de kabuktaki esansiyel yaglarin yaklasik % 90’ini
olusturan sinnamaldehitten gelir. Sekil 1-5’te targinin bazi bilesenlerinin kimyasal yapilari

gosterilmistir (7).
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I1.1.5 Targinin Farmakokinetigi ve ilag Etkilesimleri

Targin kabugunun sicak su ile inflizyonunda bulunan sinnamik asitin in vivo
farmakokinetik verileri mevcuttur (19). Esansiyel yaglardaki sinnamik asite ait farmakokinetik
veriler bulunmamaktadir. Tar¢in kabugunun sicak su inflizyonu ile alindiginda sinnamik asitin
oral biyoyararlanimi artmaktadir. Sinnamaldehit oksidasyona olduk¢ca yatkindir.
Sinnamaldehitin sicanlara verilmesi sonrasi idrar orneklerinde hippurik asit, benzoik asit ve

sinnamik asit bulunmustur (20).

Bir arastirmada Ramulus Cinnamomi'nin kaynatilmasi yoluyla sicanlara oral
uygulamayla verilen 7.4 g/kg sinnamik asit ile (7.62x10° mol/kg sinnamik asit ve 1.77x10
mol/kg sinnamaldehit iceren), benzer sekilde kaynatilarak oral uygulama ile sicanlara verilen
7.62x10° mol/kg saf sinnamik asitin farmakokinetikleri karsilastirilmistir. Arastiricilar
sinnamik asitin hizlica absorbe edilip hippurik asite metabolize oldugunu ve Ramulus
Cinnamomi’deki sinnamik asitin biyoyararlaniminin saf sinnamik asitten fazla oldugunu
gdstermislerdir. Sicanlara 3.79x10% mol/kg sinnamaldehitin intragastrik uygulamasindan
sonra, sinnamaldehit midede ve ince barsakta kismen, karacigerde ise kana absorbe olmadan

once neredeyse tamamen sinnamik asite metabolize olmustur (21).

In vitro bir ¢alismada C. cassia kabugunun (2 g/100 ml) tetrasiklin hidrokloriiriin
¢O6ziinmesini 6nemli derecede geciktirdigi gosterilmistir. Jelatin kapsillerindeki HCI yalnizca
su kullanildiginda 30 dakikada %97 oraninda ¢oOziinirken C. cassia kabugu ile birlikte

kullanildiginda %20 oraninda ¢ézinmuistir (22).
11.1.6 Biyolojik Aktiviteleri
11.1.6.1 Anti-inflamatuvar Aktivitesi

C. cassia’nin siklooksijenaz-2 (COX-2) ve nitrik oksit olusumunu inhibe ederek glcli
anti-inflamatuvar etki gosterdigi bildirilmistir. Hong ve ark. C. cassia metanol ekstresinin (10
pug/ml) COX-2 aktivitesini % 81,7 oraninda, iNOS’lari ise % 62,4 oraninda inhibe ettigini
saptamislardir (23). Tarcinin sulu ekstresinin in vitro ¢alismalarda TNF-a (timor nekroz
faktord a) ve IL-6 (interlokin 6) dizeylerinde azalmaya neden olarak anti-inflamatuvar
aktivite gosterdigi bildirilmistir (24). Calismalarda tar¢in kabuk bilesenlerinden trans-
sinnamaldehit, karyofilen oksit, 6jenol, L-borneol bilesiklerinin anti-inflamatuvar etkileri
gosterilmistir (25). Lee ve ark. sinnamaldehit tirevleri igerisinde en etkili olanin 2’-
hidroksisinnamaldehit oldugunu ve antiinflamatuvar bir ajan olarak kullanilabilecegini ileri

sirmuslerdir (26).



11.1.6.2 Antimikrobiyel Aktivitesi

Targin kabuk yagi, sinnamaldehit ve 6jenolin Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Entereococcus faecalis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Haemophilus influenzae,
Salmonella choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae gibi ¢ok sayida Gram (+) ve Gram (-) mikroorganizmaya karsi gigli

antimikrobiyel etki gosterdikleri bildirilmistir (27—-29).
11.1.6.3 Antiviral Aktivitesi

C. cassia'nin HIV'e karsi gliclli etkinlik gosterdigi saptanmustir. C. cassia kabuk ekstreleri
HIV ile enfekte olmus MT-4 hiicrelerinde virUslerin indikledigi sitopatojenitenin inhibisyonu
acisindan HIV-1 ve HIV-2 replikasyonuna karsi yiksek oranda etkili bulunmustur (30). Targin
kabugundan elde edilen trans-sinnamaldehitin influenza A/PR/8 virlslinln blylimesine karsi

inhibitor etki gdsterdigi in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (31).

In vitro veriler C. cassia kabuk yaginin, sulu ve etanolik ekstrelerinin Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere, HIV- ve influenza virlslerine karsi sirasiyla gliclii antibakteriyel ve

antiviral 6zellikleri oldugunu ortaya koymaktadir (32).
11.1.6.4 Antifungal Aktivitesi

Mastura ve ark. ¢ok sayida Cinnamomum tiri esansiyel yaglarinin orta diizeyde
antikandidal (Candida albicans, C. glabrata) ve antidermatofitik (Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum) aktivite gosterdiklerini in vitro olarak

gostermislerdir (33).

Simic ve ark. C. zeylanicum esansiyel yaginin 17 mantar tirine karsi (Aspergillus niger,
A. ochraceus, A. versicolor, A. flavus, A. terreus, Alternaria alternata, Aureobasidium
pullulans, Penicillium ochrochloron, P. funiculosum, Cladosporium cladosporioides, C.
Fulvium, Trichoderma viride, Fusarium tricinctum, F. sprortrichoides, Phoma macdonaldii,
Phomopsis helianthi, Mucor mucedo) gliclii antifungal aktivite gosterdigini saptamislardir
(34). Singh ve ark. sinnamik aldehiti targin kabuk yaginin aktif fungitoksik bileseni olarak

tanimlamislardir (35).

Targin yaginin, 500 ppm konsantrasyonda Aspergillus flavus, A. parasiticus, A.
ochraceus, Fusarium moniliforme’nin blyik ¢ogunlugunun biiyiimesini inhibe ettigi, 1000

ppm ve lzeri konsantrasyonlarda ise hepsinin blylimesini inhibe ettigi saptanmistir (36-38).



11.1.6.5 Antioksidan Aktivitesi

Targinda antioksidan aktivite gésteren 6jenol, gamma-terpinen, salisilik asit, tanenler,
kamfen gibi fitokimyasallar, A- ve B-tipi prosiyanidinler ve katesinler bulunmaktadir (39,40).
Yapilan cesitli calismalarda C. cassia kabuk ekstrelerinin yiiksek diizeyde antioksidan
icerdikleri, in vitro kosullarda lipit peroksidasyonunu a-tokoferolden daha fazla inhibe
ettikleri bildirilmistir (41,42). Murcia ve ark. tarcinin sliperoksit radikal stpiriic etkisinin

hemen hemen propil gallatla esit oldugunu géstermislerdir (43).

C. cassia etanol ekstresinde bulunan esansiyel yag bilesenleri (sinnamaldehit, sinnamik
asit, sinnamil alkol), flavonoidler ve tanenin glicli antioksidan aktiviteye sahip olduklari
gosterilmistir (44). Ojenol bileseninin in vitro modellerde peroksinitrit tarafindan indiiklenen
nitrasyonu ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Etanol ekstresinin karbon
tetraklorirle indiklenen lipid peroksidasyonunu azalttigi ve MDA (malondialdehit) gibi

oksidatif stres gostergelerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (41).
11.1.6.6 Antitiimor Aktivitesi

Tarcin ve bilesenlerinin antineoplastik aktivitelerine iliskin ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Lenfoma ve |6semi hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda targin ekstrelerinin
kanser htuicrelerinde hicre doénglisini G2/M fazinda bloke ederek proliferasyonu énemli
oranda azalttiklari gosterilmistir (45). Kwon ve ark. C. cassia su ekstresinin antitimor aktivite
gosterdigini ve bu etkisinin NFkB ve AP1 aktiviteleri ile onlarin hedef genlerini inhibe etmesi
ve pro-apoptotik aktiviteyi artirmasiyla iliskili olabilecegini in vivo ve in vitro olarak
gostermislerdir (46). C. cassia’'nin farelerde benzo[a]piren ve siklofosfamide kars
antimutajenik etkisi Ames testi, kemik iligi kromozomal aberasyon testi ve mikroniikleus testi
ile ortaya konmustur (47). C. zeylanicum ve C. cassia sulu ekstrelerinin serviks kanserinde

apoptozu indiikledikleri saptanmistir (48).

Targin ekstrelerinin cesitli kanser tiplerinin gelisimine karsi koruyucu etkilerinin

iceriklerindeki polifenollerin antioksidan aktivitesi ile iliskili olabilecegi ileri strGlmustir (49).

Lee ve ark. C. cassia kabuk esktrelerinin alti insan timor hicre hattindaki sitotoksik
etkilerini degerlendirmislerdir (50). Calsilan hiicre hatlarinda trans-sinnamaldehit gigli
sitotoksisite gostermistir. Sinnamaldehitin antimutajenik etkiler gdsterdigi ve karsinojenez
olusumunu inhibe edebilecegi belirtilmistir. Sinnamaldehitin FDA/WHO tarafindan kabul
edilen glinlik alim dazeyi (ADI) 1.25 mg/kg’dir (51).



Trans-sinnamaldehit ve analoglari olan 2-hidroksi sinnamaldehit ve 2-benzoiloksi
sinnamaldehitin antitimor aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir. Bir grup orto-sibstitiie
sinnmaldehit analogunun antiproliferatif ve tiyoredoksin rediktaz (TrxR)-inhibitor
aktivitelerinin arastinildigi bir ¢calismada, sinnamaldehitin zayif sitotoksik ve TrxR inhbitori
aktivite gosterdigi, hidroksi ve benzoiloksi tiirevlerinin sitotoksisiteleri ve buna paralel olarak
TrxR inaktivasyon aktivitelerinin arttigi bildirilmistir. Calismada elde edilen sonuglara
dayanarak TrxR inaktivasyonu sinnamaldehit sitotoksisitesiyle iliskilendirilmis ve
sinnamaldehitin kemoterapétik ve kemopreventif ajan olarak kullanilabilecegi ileri

strtlmastir (52).
11.1.6.7 Antidiyabetik Aktivitesi

Targinin viicuttaki glukoz dizeylerini dizenlemesindeki rolii ¢ok sayida randomize
kontrol deneylerinde belirtilmistir. Ancak, sonuglar geliskili veya yeterince anlamli degildir.
Bazi cgalismalar yararli etkiler olmadigini gosterirken bazilari ise targin ile kolesterol
diizeylerinde, sistolik kan basincinda, insiline duyarlilikta ve postprandial glukoz
dizeylerinde iyilesmeler oldugunu ortaya koymustur (53). Tarcinin diyabetteki etki
mekanizmasina iliskin yayimlanan c¢esitli arastirmalar, targinin insiiline benzer etki

gosterdigini ve insiline duyarhhgi artirdigini ileri stirmektedir (54).

Allen ve ark. tarafindan 543 hastada gergeklestirilen bir meta-analiz galismasinda,
targinin 120 mg/glin-6 g/gin dozlarda 4 ay kullanilmasinin tokluk plazma glukoz diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli azalmaya ve lipid profilinde iyilesmeye yol agtigi gésterilmistir (13).
Ozellikle 1-6 g/giin doz araliginda targin kullaniminin glisemik parametrelerde, 1g/giin
dozunda kullaniminin total kolesterol, LDL ve trigliserit diizeylerinde iyilesmeye neden oldugu

rapor edilmistir.

C. cassia sinyal proteinlerinin fosforilasyonunda ve insiiline duyarl glukoz tasiyicilarin
ekspresyonunun artirilmasinda ve bunun sonucunda insilin direncinin azaltilmasinda 6nemli
rol oynar (55). Targin su ekstresine stirekli maruziyetin PPAR (peroksizom proliferator aktive
edici reseptor)-a ve -y ekspresyonunda artisa neden oldugu, bu etkinin targinin insilin

direncindeki roline katildigi bildirilmistir (56).

Targinin hipoglisemik aktiviteden sorumlu aktif bilesigi tartismalidir (57). Bugline kadar
hipoglisemik 0zellikte cesitli bilesikler izole edilip hayvan c¢alismalarinda ve klinik
denemelerde kullaniimistir. Babu ve ark. targin kabugundan izole edilen sinnamaldehitin
streptozotosinle indiklenen diyabetik sicanlarda plazma glukoz ve HbAlc dizeylerinde

belirgin azalisa sebep oldugunu gostererek sinnamaldehitin pankreas B hiicrelerinden insiilin
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sekresyonunun artmasi ve sonug olarak glukoz dizeylerinin normallesmesinden sorumlu
oldugu sonucuna varmislardir (58). Diyabet tedavisinde yiiksek sinnamaldehit iceriginden
(%85) dolayr genelde C. cassia kullanilir (8). Anderson ve ark. tarcinin antidiyabetik
etkilerinden sorumlu aktif bilesenlerinin suda ¢6zlinir bilesikler olabilecegini gdstermislerdir.
Bu calismada, C. cassia, C. verum, C, burmanni ve C. Loureinii den 6rnekler test edilmistir.
Targindan izole edilen suda ¢oziiniir polifenolik bilesiklerin antioksidan aktivite gosterdikleri
ve insulin etkisini potansiyalize ettikleri gosterilmistir. Flavonoid trimerleri ve tetramerleri
olan katesin ve epikatesin targin polifenolleridir. Bu targin polifenolleriyle cifte bagl

prosiyanidin tip-A polimerleri insiilin benzeri aktivitelerinden dolayi essizdir (59).

Targinin  antidiyabetik aktivitesinin olasilikla insilin  sinyal yolaginin  farkl
asamalarindaki etkisine bagh olabilecegi ileri slrilmektedir (60). Targinin insdlin
reseptorlerinin otofosforilasyonlarinda artisa, defosforilasyonlarinda azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (61). Tarcin GLUT4 reseptorlerinin ekspresyonunu, insilin reseptoérlerinin ve
insllin reseptdr substratlarinin miktarlarini artirarak glukozun hiicrelere girisini kolaylastirir
(47). Bunun yaninda PPAR (a) ve PPAR (y) ekspresyonunu artirarak plazma trigiliserit diizeyini

disurirken plazma HDL kolesterol diizeyini ve ayni zamanda insiline duyarhligi artirir (62).
11.1.6.8 Diger Etkileri

Yapilan ¢ahsmalarda tar¢inin  hepatoprotektif, insektisit, noroprotektif ve

kardiyoprotektif etkileri olabilecegi bildirilmistir.

Tarcin alkol ekstresinin, farelerde karaciger yaglanmasini 6nemli o6l¢lide azalttig
belirlenmistir. Targinin koruyucu etkisinin, ekstrenin Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ile
etkilesimine bagl olabilecegi ileri siirilmustir (63). C. cassia bilesenleri olan trans-
sinnamaldehit, djenol, salisilaldehit ve trans-sinnamik asitin Mechoris ursulus’a karsi glcli
insektisit aktivite gosterdikleri bildirilmistir (64). DJ-1 genindeki degisiklikler Parkinson
hastaliginda 6nemli role sahiptir. Bir tarcin metaboliti olan sodyum benzoatin fare santral
sinir sisteminde DJ-1 genini, noérotropik faktorleri ve nérotropin-3 (NT-3)'U upregule ettigi
gosterilmistir (65,66). Baska bir calisma C. zeylanicum su ekstresinin Alzheimer hastaliginin
temel iki 6zelligi olan tau agregasyonunu ve filament olusumunu disurebilecegini rapor
ederek tarcinin Alzheimer hastaliginin tedavisindeki potansiyelini belirtmistir (67). Son
yillarda yapilmis bir ¢alisma C. cassia’dan izole edilen sinnamaldehit ve sinnamik asitin
miyokardiyal iskemiye karsi potansiyel etkilerini rapor ederek targinin kardiyovaskiiler

hastaliklarin tedavisindeki potansiyelini ortaya koymustur (68).
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11.1.7 Toksisitesi

Mevcut olan bilimsel verilere gore tarcinda bulunan toksisite olusturabilecek temel

bilesenler; kumarin, sinnamaldehit, safrol ve stirendir.

Kumarin (benzo-a-piron), basta targin olmak lizere, hintbaklasi, vanilya, turuncgiller ve
yesil cayda genis cesitlilikte bulunan, hog bir tada ve antikoagiilan aktiviteye sahip bir
bilesiktir. C. cassia %1 kumarin icerigine sahipken C. zeylanicum iz miktarda (%0.004) kumarin
icerir (9). Kumarin sicanlarda hepatotoksik etki gdsterirken farelerde akciger hasarina neden
olur. Uzun sireli calismalar kumarinin sican ve farelerde yiiksek dozlarda karaciger ve akciger
timorlerini indukledigini ortaya koymustur (69). Kumarinin 200 mg/kg dozda B6C3F1
farelerine  kronik olarak gavajla uygulanmasi  Clara hicrelerinin  6limiine,
alveolar/bronsiyoler adenoma ve karsinoma insidensinde istatistiksel olarak anlamli artisa

sebep olmustur (70).

Sigcanlarda ve farelerde uzun sireli calismalarda gozlenen kumarin hepatotoksisitesi ve
karsinojenik etkileri, 3,4-kumarin epoksit yolagl Uzerinden olusan reaktif kumarin
metabolitlerinin sebep oldugu sitotoksiteyle iliskilidir. insan popiilasyonunun ¢ogunlugu,
sicanlardakinden (3,4-kumarin epoksidasyon vyolagi) farkli bir kumarin metabolizmasi
yolagina (7-hidroksikumarin) sahiptir. Bozulan CYP2A6 aktivitesine sahip insanlarda 3,4-
kumarin epoksit yolagl tercih edildiginde bu insanlar daha yiiksek kumarin karsinojenitesi
riski altinda olabilirler. Ancak, kumarin karsinojenitesinin genotoksisiteyle iliskili olmadig
gosterilmistir. Avrupa Gida Glivenligi Otoritesi (EFSA) 2008’de kumarinin insanlar izerindeki
metabolik etkilerini géz 6niinde bulundurarak "Tolere Edilebilen Giinlik Alim Diizeyini (TDI)"
0.1 mg/kg viicut agirhigi olarak saptamistir (69). Diisik metabolizmaya sahip alt poptilasyonlar
icin bile bu esik degerli yaklasim dusindldiginde kumarinin givenli oldugu ortaya
konmustur (52). Gunlak vicut agirhgl basina 0.1 mg’dan fazla kumarin alimi hastanin es
zamanl olarak varfarin gibi bir ila¢ kullanmasi durumunda kan koagiilasyon profilinde de

dikkat cekici etkilere yol agmaktadir (2).

Gebeligin ilk trimesterinde kumarin maruziyeti malformasyonlara sebep olabilir (71).
Targindaki sinnamaldehitin de teratojenik aktivite potansiyeli nedeniyle gebelerde risk
olusturabilecegi tartisiimaktadir. Tarcinin belirlenmemis yilksek miktarlarinin gebelerde
methemoglobinemi, hematiri, aloimindiri ve silindiririye neden oldugu rapor edilmistir.

Distk bu etkiler arasinda bulunmamaktadir (72).

C. cassia kabugunun icerigindeki ugucu yaglar nedeniyle alerjik reaksiyonlara yol actigl

bilinmektedir. C. cassia su ekstresinin tip Il ve tip Il alerjik reaksiyonlari inhibe ederken tip IV
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reaksiyonlarini 6nlemedigi gosterilmistir (73). Targin kabuk yadi ve sinnamaldehit 0.2

g/gun’l asan dozlarda iritan 6zelliklere sahiptir (74).

Tarcinda toksisite olusturabilecek diger bilesikler safrol ve stirendir. Safrol tar¢inda
normalde iz miktarlarda bulunur. Ancak yliksek miktarlari tarcinin yapraklarindan elde edilen
yaglarda bulunmaktadir. Safrolun yiliksek dozlarda sicanlarda hepatokarsinojenik ve
genotoksik etkileri mevcuttur. Stiren dogal kosullarda sinnamaldehit ve sinnamik asitin
degredasyonu sonucunda tar¢in agacinda bulunur. Kabukta 0.1 mg/kg konsantrasyonlara
ulasir. Toplanan targin kabugunun kurutulmasi, tasinmasi ve depolanmasi sirasinda yliksek
sicakliklarda ve yiksek nemli ortamlarda stiren yiksek konsantrasyonlara cikabilir. Kronik
stiren maruziyeti santral sinir sistemi lGzerinde bas agrisi, yorgunluk, depresyon, santral sinir
sisteminde fonksiyon bozukluklari, periferal néropati gibi etkilere neden olmaktadir (75).
Toksikolojik agidan safrol ve stirenin glivenli konsantrasyonu, Braunschweig Gida Enstitisi

tarafindan 22 mg/kg’a kadar olan konsantrasyonlar olarak belirlenmistir (76).

Targinin yiksek dozlarina uzun stireli glinlik maruziyet ile ilgili toksikolojik veriler ve
karsinojenik ve mutajenik potansiyeli hakkinda yeterli veri mevcut degildir. Tavsiye edilen

glnlik doz (2—-4 g) klinik ya da epidemiyolojik veriler ile desteklenmemistir.
1.2 DIYABET HASTALIGI (DIABETES MELLITUS)

Diabetes mellitus; pankreas insilin sekresyonunun mutlak veya gorece yetersizligi
veya inslilin etkisizligi ya da insiulin molekiliindeki yapisal bozukluklar sonucu gelisen,
hiperglisemi ve glukagon vyuksekligi ile karakterize; karbonhidrat, protein ve lipid
metabolizmalarinin  bozuklugu ile seyreden, akut metabolik ve kronik dejeneratif

komplikasyonlara neden olan bir sendromdur (77).

Diyabetin gelisiminde, insilin yetersizligi ile sonuglanan pankreas B hiicrelerinin
otoimmiin harabiyetinden insiilin etkisine direng gelisimine kadar degisen ¢esitli patojenik
slrecler yer almaktadir. Diyabette karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
anomalilerin temeli insiilinin hedef dokulardaki eksikligidir. insilinin etkisindeki yetersizlikler,
yetersiz inslilin  sekresyonu ve/veya dokularin insiiline vyanitinin azalmasindan

kaynaklanmaktadir.

iyi kontrol edilemeyen hiperglisemi uzun dénemde, viicudun cesitli organ ve
sistemlerinde hasarlar, fonksiyon bozukluklari ve yetersizlikler ile seyreder. Hastalik genellikle

agiz kurulugu, polidipsi, politri, bulanik gérme ve kilo kaybi gibi semptomlar ile ortaya cikar.
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Daha agir durumlarda ise ketoasidoz veya non-ketotik hiperozmolar hiperglisemi geliserek

stupor, koma, hatta 6lim ile sonlanabilir (78).

Diyabetin kronik komplikasyonlari vaskiler ve vaskiler olmayan komplikasyonlar
olmak Uzere iki gruba ayrilirlar. Vaskiler komplikasyonlar da, mikrovaskiler (retinopati,
noropati, nefropati) ve makrovaskiler (koroner arter hastaligi, serebral arter hastaligl,
periferik arter hastaligi, renal arter hastaligi) komplikasyonlar olarak gruplandirilmaktadir.
Diger kronik komplikasyonlar diyabetik ayak, erektil disfonksiyon, seksiiel fonksiyon
bozukluklari, kemik ve mineral metabolizma bozukluklari, psikolojik problemler ve psikiyatrik

bozukluklardir. Kronik komplikasyon riski hiperglisemi siiresi ile dogrudan iliskilidir (79).

Diyabet, hiperglisemi fenotipini paylasan bir grup metabolik bozuklugu ifade eder.
Glisemik bozukluklarin siniflamasina gore diyabet; tip 1, tip 2, spesifik nedenlere bagli diyabet
ve gebelik diyabeti olmak (izere baslica dért gruba ayrilir. iki genis etyopatogenetik

kategorideki ilk kategori, tip 1 diyabet ve daha yaygin olan ikinci kategori tip 2 diyabettir (78).
1.2.1 Tip 1 Diyabet

Diyabetli hastalarin % 5-10’unu olusturan bu formu 6nceleri insiline bagimli diyabet,
juvenil baslangich diyabet terimleriyle de anilirdi. Tip 1 diyabette mutlak insilin eksikligi
vardir. TIDM, pankreasin B-hicrelerinin hiicresel temelli yikimi ve sonrasinda gelisen
inflamatuar olaylar sonucu inslitis gelismesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin % 90’inda
otoimmun (Tip 1A), %10’unda nonotoimmun (Tip 1B) B-hlicre yikimi s6z konusudur. Tip 1A
diyabette, genetik yatkinligi bulunan kisilerde cevresel tetikleyici faktorlerin (virGsler,
toksinler, duygusal stres) etkisiyle otoimmunite tetiklenir ve ilerleyici B-hiicre hasari baslar.
B-hiicre rezervi % 80-90 oraninda azaldigl zaman klinik diyabet semptomlari ortaya cikar.
Hastallk ortaya c¢ikincaya kadar uzun bir preklinik evre mevcuttur. Tip 1A diyabette
baslangicta kanda adacik otoantikorlari pozitif bulunur. Tip 1B diyabet, otoimmunite
disindaki bazi nedenlere bagh mutlak insilin eksikligi sonucu gelisir. Kanda adacik

otoantikorlari bulunmaz (77,80).
11.2.2 Tip 2 diyabet

Tim diyabetlilerin % 90-95’ini olusturur. insiilin sekresyonunda bozukluk ve insiilin
direnci ile karakterizedir. insiilin direnci, endojen salgilanan veya ekzojen verilen insiilinin
normalden daha az biyolojik yanit olusturmasi durumudur. insiilin  karacigerde
glukoneogenezi ve glikojenolizisi inhibe ederek hepatik glikoz Giretimini baskilar. Ayrica

glikozu kas ve yag dokusu gibi periferik dokulara tasiyarak burada ya glikojen olarak
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depolanmasini ya da enerji Gretmek lizere okside olmasini saglar. Tip 2 diyabetin uzun bir
asemptomatik donemi vardir ve genellikle diyabetin ikinci 10 yilinda komplikasyonlar ortaya

cikar.
11.2.3 Diyabetin Diger Tipleri

Gestasyonel diyabet (GDM) ilk kez gebelikte ortaya ¢ikan ya da gebelik sirasinda tani

konulan glukoz tolerans bozuklugudur.

B-hicrelerinin genetik bozukluklari, instlin etkisindeki genetik bozukluklar, ekzokrin
pankreas hastaliklari, endokrinopatiler, ila¢ veya kimyasalca indiklenen diyabet, immiin
temelli diyabetin nadir formlari, diyabetle iliskilendirilen diger genetik sendromlar gibi klinik

olarak hiperglisemi ile sonuglanan hastaliklar diyabetin diger 6zel tipleridir (78).
11.2.4 Oksidatif Stres ve Diyabet

Serbest radikaller, endojen olarak fizyolojik metabolizma reaksiyonlari sirasinda
oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlari ile ayrica stres, virlsler, enfeksiyonlar, cesitli ilaglar

ve radyasyon gibi cevresel faktorler ile olusurlar (81).

Oksijen radikalleri hiicrelerde aerobik solunum sirasinda oksijen kullanimi sonucu
surekli olarak olusmaktadirlar. Mitokondride az miktarda olusan stiperoksit radikali (02.-),
ardisik olarak hidrojen peroksite ve hidroksil radikaline (OHe) indirgenir. Bu radikaller de
serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatarak hiicrede karbon merkezli organik radikaller
(Re), peroksil (ROQe), alkoksil (ROs), tiyol (RSe), silfonil (RSOe), tiyol peroksil (RSO2e)
radikalleri gibi gesitli serbest radikallerin olusumuna neden olurlar. Organizma bu radikallere
karsi enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Enzimatik
antioksidanlar; stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-
transferazlar (GST), glutatyon rediktaz (GR) ve katalaz (CAT) enzimleridir. Glutatyon,
tioredoksinler gibi proteinler, askorbik asit, a—tokoferol, ve karotenoidler organizmada

bulunan enzimatik olmayan antioksidanlardir (82).

Serbest radikallerin olusum orani ile ortadan kaldiriimalari arasinda bir denge
mevcuttur ve bu durum “oksidatif denge” olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi
slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum oraninda
artma ya da ortadan kaldirilmalarinda bir azalma olmasi bu dengenin bozulmasina neden
olur. Bu durum “oksidatif stres” olarak tanimlanir (83). Oksidatif stres arttiginda serbest
radikaller makromolekdller (lipidler, proteinler, niikleik asitler) ile etkileserek membran

bltlinlGginin kaybina, proteinlerde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere ve mutasyonlara
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neden olabilmekte, sonu¢ olarak katarakt, romatoid artrid, diyabet, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar, otoimmun hastaliklar, kanser gibi cesitli hastaliklarin gelisimine
ve immiin sistemin zayiflamasina neden olmaktadirlar. Oksidatif stresin yaslanmada da rol

oynadigl kabul edilmektedir (81,84).

Deneysel ve klinik calismalarda, artmis oksidatif stresin diyabet ve diyabetin
komplikasyonlarinin gelisiminde ve ilerlemesinde roll oldugu bildirilmistir (85). Diyabette
serbest radikallerin Gretimi artarken antioksidan savunmanin bozuldugu bilinmektedir (86—
89). Superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik hicrelerinde, karaciger,
bobrek, iskelet kasi ve adipoz doku gibi diger dokularla kiyaslandiginda disik diizeyde oldugu
bilinmektedir (90). Diyabette uzamis hipergliseminin, antioksidan SOD enziminin progresif
glikasyonuna ve aktivitesinde azalmaya yol ac¢tigi, bunun yaninda dokularda bazi DNA hasar
onarim genlerinin downregiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir (66). Ayrica, artan reaktif
oksijen radikallerinin niikleer faktor kappa B (NFkB) lzerinden, antioksidan enzimlerin gen

ekspresyonunu azalttigi da ileri stirilmustir (66).

Diyabette serbest radikaller, glukoz oksidasyonu, proteinlerin enzimatik olmayan
glikasyonu ve glikolize proteinlerin oksidatif degredasyonu ile orantisiz olarak olusur. Serbest
radikallerin normal olmayan yiiksek diizeyleri ve eszamanl olarak antioksidan savunma
mekanizmalarin  azalmasi  hiicre organellerinin ve enzimlerin hasarina, lipid
peroksidasyonunun artisina ve instlin direnci gelisimine sebep olabilir. Oksidatif stresin bu
sonuglari diyabet komplikasyonlarinin gelisimine katkida bulunabilir (91). Hiperglisemi aracili

ROS uretimi baslica tic mekanizma ile aciklanmaktadir (92);
a) Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Glukoz oksidasyonunun serbest radikallerin ana kaynagi oldugu diisiinilmektedir. Bir
gecis elementinin varliginda enediol formundaki glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve stiperoksit
anyon radikallerine gevrilir (91). Superoksit anyon radikalleri katalaz ya da glutatyon
peroksidaz ile degrade olmazlarsa gecis metallerinin varliginda hidrojen peroksitin
dismutasyonu ile son derece reaktif olan hidroksil radikallerine dénusturilirler. Stiperoksit
anyon radikalleri nitrik oksitle reaksiyon verip reaktif peroksinitrit radikallerini de

olusturabilirler (93).

Hicre ici glukoz oksidasyonu NADH’nin agiga ¢ikmasina yol agar. NADH solunum
zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP Gretimi icin gerekli enerjiyi saglamak lizere

kullanilir. Dogal oksijen molekilliiniin baska bir molekiilden elektron almis hali olan
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slperoksit radikali, mitokondriyel elektron transfer zincirinde rediikte nikotinamid adenin
dinlikleotid (NADH)'nin okside nikotinamid adenin dinilikleotid (NAD+)'a okside olmasi ile
Uretilir (94). Ayrica pek ¢ok oksidaz tarafindan da Uretilir. Yiksek glukoz konsantrasyonu
varliginda bu yolla sliperoksit radikal iretimi artar. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre
ici ROS Uretim kaynagidir. Normal solunum zinciri olaylari sirasinda sirekli olarak stiperoksit
radikali olustugu duslintlmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, diyabetteki patolojilerin

birgogunun artmis mitokondriyel ROS Uretimi ile iliskili oldugunu gostermektedir (95,96).
b) Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ileri Glikasyon Son Uriinleri) Olusumu

Yiiksek konsantrasyonlarda glukoz, bir enzimin araciligina gereksinim duymadan
ortamda bulunan proteinlere baglanarak kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarina neden olur.
Glikasyona ugramis proteinler, molekiler oksijene bir elektron vererek serbest oksijen
radikali olusumuna neden olurlar (97). Glukoz ve proteinlerin amino gruplari arasinda
kendiliginden gelisen enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlari yoluyla 6nce Shiff bazlari,
sonrasinda daha stabil olan Amadori Urlinleri olusur. Hipergliseminin siddetine ve siiresine,
proteinlerin yari 6mriine, dokularin glukoza olan gecirgenligine ve proteinlerdeki serbest
amino gruplarinin sayisina bagl olan protein glikasyonu yari dmri kisa (albumin, hemoglobin)
ve uzun (kollajen, elastin, myelin, tubulin) olan tim proteinlerde gerceklesmektedir. Bu
glikasyon urlnlerinin en tipik 6rnegi HbA1C ve fruktozamindir. Bu sekilde olusan erken
glikasyon Uranleri tedavi sonucu glukozun normale dénmesiyle azalmaktadir. Yari 6mri uzun
olan proteinlerde ise geri donlisimsiiz olarak ileri glikasyon son riinleri (AGE) olusmaktadir.
AGE’ler, endotelin-1 araciligiyla vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina yol actigi gibi,
kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal Gretebilme kapasitesine de sahiptirler
(94). AGE’lerin toksik etkileri arasinda; proteinlerin yapilarini ve fonksiyonlarini
degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi indikleyebilmeleri ve NFkB gibi
redoks duyarli transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili genlerin (prokoagiilant doku
faktori endotelin-1, adhezyon molekilli, VCAM-1 gibi) ekspresyonlarinin artisi da
bulunmaktadir (98). Giardino ve ark. hiicre i¢i AGE olusumu ile lipid peroksidasyonu arasinda
siki bir iliski oldugunu bildirmislerdir (99). Yapilan ¢alismalarda AGE ve serbest radikallerin,
protein kinaz C (PKC)’yi aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan PKC'nin, vaskiler kan akimini,
damar permeabilitesini, hiicre disi matriks bilesenlerini ve hiicre blyimesini etkileyerek

vaskiler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi 6ne sirilmektedir (100,101).
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c) Poliol Yolagi

Glukoz girisi icin insiiline ihtiya¢c duymayan ve aldoz rediiktaz enzimi iceren lens,
periferik sinirler, bobrek glomeriilleri gibi dokularda hiperglisemi sonucu hiicre ici glukoz ve
dolayisiyla sorbitol konsantrasyonu artar (102). Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin
NADPH kullanildigindan hiicre ici NADPH tiiketilir. Okside glutatyonun redikte forma
cevrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi icin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun
aktif olmasi ve sonucta NADPH’in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi
anlamina gelmektedir (91). Redikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO
sentezinin azalmasi diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya cikisinda rol oynar (103).
Poliol yolun aktivasyonu enzimatik olmayan glikasyonu ve diagilgliserol sentezini
artirmaktadir. Diagcilgliseroliin artisi da PKC aktivasyonuna yol acarak diyabetteki damar
patolojilerine neden olmaktadir. Vazodilatér mediatorlerin kaybi endondronal kan akiminin
azalmasina dolayisiyla endondronal hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olayin
sonucunda néronal hiicrelerde, schwann hicrelerinde hasar meydana gelmektedir (104).
Glukozun sorbitol yolu ile fruktoza ve sorbitola gevrilmesinin bir sonucu olarak hicrede
miyoinozitol diizeylerinde azalma ve bunun sonucunda da enzim aktivitesi sinir iletim hiziicin
onem taslyan Na-K ATP-az enzim aktivitesinde dliisme oldugu gézlenmistir (105). Sorbitolun
kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, néropati, katarakt, nefropati

ve kalp hastalig| patogenezinde roli oldugu distnilmektedir.

Hiperglisemi disinda hiperinsiilinemi de oksidatif strese neden olmaktadir. ROS’un
insiilin bagimh hiicresel sinyal yolaklarinda énemli aracilar oldugu bilinmektedir. insilin
tarafindan indiiklenen ROS stimiilasyonu icin 6nerilen sinyal mekanizmalarindan biri NADPH
bagimh H,0, tretiminin aktivasyonudur. insiilin bagimh ROS olusumunun diger bir kaynagi
mitokondridir. Aggeli ve ark. C2 iskelete ait miyoblast hiicre hattinda insilinin indikledigi
oksidatif stresin gesitli sinyal kaskatlari Gizerinden hem oksijenaz-1 (HOX-1)’i upregiile ettigini
rapor etmislerdir (106). ROS'un dislik dizeyleri hiicresel blyime faktéri ve sitokin
stimilasyonuna hizli gegici yanit olarak Uretilirler ve gesitli intraseliiler sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde bitiinleyicidirler. Bu durum insiilin icin de gegerlidir. insiilinin fazlasi ROS
Uretimini stimile etmektedir (107). H,0,'in OH. radikaline doniismesi sonrasi insiilin reseptor
sinyal sistemi Uzerinde etkili oldugu ve insilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen
sinyal transdiiksiyon yollarinda anahtar bir rol oynayabilecegi gorisili arastirmacilarin savlari
arasinda bulunmaktadir. Calismalar glikasyon aracili serbest radikal iretiminin insilinin gen

transkripsiyonunu azalttigini ve beta hiicre apoptozuna yol actigini gostermektedir.
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11.3 ROS TAYiN YONTEMLERI

Serbest oksijen radikallerinin saptanmasi ve nicel tayini icin in vivo ya da in vitro

yontemler uygulanmaktadir. Bunlar;

e Ortaklanmamis elektron varligini saptayan L-band elektron spin resonans (ESR)
teknigi (108);
e Serbest radikallerin hiicresel 6lglimiine olanak veren, floresans temelli problarin

kullanildig1 yéntemler (DHR; DHE; DCF-DA)

Dihidrorodamin (DHR), OH, ONOO, NO2 gibi cesitli serbest radikallerin
saptanmasinda kullanilan bir boyadir; ancak O,-, H,0,, NO radikallerine karsi duyarli degildir.

DHR rodamin 123'e oksitlenir. Rodamin 123; 536 nm de yuksek floresans verir (109).

Dihidroetidyum (dihidroetidin; DHE), stiperoksit radikalinin saptanmasinda siklikla
indikator prob olarak kullanilir. DHE esas olarak hiicre sitoplazmasinda mavi floresans verir.
Oksitlendiginde olusan etidyum tlrevi 2-hidroksietidyum, DNA ile interkelasyon sonucu

kirmizi floresans verir. DHE'nin indirgenmis sekli DNA boyasi olan etidyum bromirdir (109).

Diklorofluoressein diasetat (DCF-DA), ROS tayininde siklikla kullanilan en popliler

yontemdir.
11.3.1 DCF-DA Testi

DCF-DA testi hiicre kultir calismalarinda ROS olusumunun belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan bir testtir. Floresan o0zellik goéstermeyen lipofilik bir ester olan
dihidrodiklorofluoressein diasetat (H,DCF-DA) plazma membranini kolaylikla gecgerek
sitoplazmaya girer ve hiicre esterazlariyla deasetilasyon sonucunda hidrofilik alkol
dihidroklorofluoressein (H.DCF) molekilini olusturur. Bu molekil de ROS varliginda
oksitlenerek floresans veren 2’,7'- diklorofluoressein (DCF)’e donisir. Floresans siddeti ROS
miktariyla iliskilidir. Olii ya da 6lmekte olan hiicreler de ROS olustururlar. Propidyum iyodiir
ilave edilmesi, propidyum iyodir negatif olan canli hiicrelerdeki ROS olusumunun
belirlenmesini saglar. Propidyum iyodir, 488 nm’de uyarilir ve maksimum 617 nm dalga
boyunda emisyon gosterir. Bu nedenle H,DCF-DA floresan probu ile kombine

kullanilabilmektedir (110).
11.4 DNA HASARI

DNA (deoksiriboniikleik asit), endojen ve ekzojen faktorlere bagli olarak strekli hasara

ugramaktadir. DNA hasari, DNA yapisinda meydana gelen degisikliklerdir. DNA hasarina
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neden olan reaksiyonlar endojen metabolik reaksiyonlar ya da ekzojen faktorlerle
tetiklenmektedir (111,112). Olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmakla
birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldigl durumlarda hasar

hiicre 6limiine neden olabilir.

DNA da olusan hasarlarin baslicalari; tek ve cift zincir kiriklari, oksidatif DNA baz hasari,
inversiyon-delesyonlar, DNA-protein ve DNA-ilag caprazlasmalari ve abazik alanlardir.
Serbest radikaller DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara, piirin ve pirimidin
bazlarinin spesifik DNA-protein ¢apraz baglanmalarina neden olur. Farkh radikal
metabolitlerin DNA hasar olusturma mekanizmalar farklilik gdsterir. Ornegin siiperoksit
anyonu ve onun dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksit direkt olarak DNA ile etkileserek
baz oksidasyonuna ve zincir kiriklarina neden olmaz; DNA hasari gegis metal iyonlarinin

varliginda Fenton reaksiyonu ile olusan hidroksil radikali ile olusur (113).

DNA’'nin yasam boyunca sirekli olarak maruz kaldigi bu degisimler, tek hicreli
organizmalarda hiicresel o6lime veya cok hicreli organizmalarda dejenerasyon ve
yaslanmaya sebep olabilir (114). Ayrica DNA hasari kardiyovaskiiler hastaliklar, immun sistem
hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya g¢ikan

hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (81).
11.4.1 DNA Hasari Tayin Yontemleri

Son 20 yilda cesitli organizmalarda DNA hasarini saptamak icin cesitli yontemler
gelistirilmistir. DNA hasarinin saptanmasinda siklikla kullanilan baslica yontemler asagida

kisaca anlatilmistir.

8-OHdG (8-hidroksi-2’-deoksiguanozin) él¢limii: 8-OHdG, en sik karsilasilan oksidatif
DNA hasaridir ve 8-OHdG 6l¢limi, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak
kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarini belirlemede en sik kullanilan yontem olarak
uygulanmaktadir (115). Yiksek Basingh Sivi Kromatografi - Elektrokimyasal Detektor (HPLC-
ECD) kullanilarak DNA’daki enzim hidrolizini takiben olusan 8-OHGua (8-hidroksiguanin) ve 8-
OHdG (8-hidroksi-2'-deoksiguanozin) niikleozidleri dlgilebilir (116). Ancak olduk¢a pahali ve

ileri teknoloji gerektiren bir yontemdir.

Gaz kromatografisi-Kiitle spektrometrisi (GS-MS): GS-MS serbest radikallerin neden
oldugu DNA baz hasarlari 6l¢ciiminde yaygin olarak kullanilan diger bir kromatografik
tekniktir. GC-MS, in vitro ya da hasara ugramis DNA’da ve dogrudan kromatinin kendisinde,

dort bazda da olusan hasar Urlnlerinin belirlenmesine olanak saglayan tek tekniktir. Ayrica
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GC-MS, DNA onarim enzimlerinin eksizyon kinetigini ve hiicresel DNA onarim dizeyini
olcmede kullanilabilir. Ancak hava varliginda yiksek sicaklikta hidrolize DNA'nin
derivazisyonu ile 8-OH-guanin, 8-OH-adenin ve 5-OH-sitozin dizeyleri arttigi icin oksidatif

hasarin oldugundan daha yliksek saptanmasina neden olabilir (117).

Floresans In Situ Hibridizasyon (FISH): Nikleik asit problari aracilig ile preperat
Uzerinde bulunan hiicresel ya da kromozomal DNA veya RNA’nin incelenmesi temeline
dayanan sitogenetik bir tekniktir. Hedef DNA/RNA molekiliine komplementer isaretli nikleik
asit dizisine prob denir. Kromozomlar, probun kromozomun Uzerinde aranan DNA dizisine
baglanmasina izin verilecek sekilde hazirlanirlar. Kromozoma bagh olan isaretli DNA
problarinin floresan vermesi genin mevcut oldugunu, vermemesi ise delesyona ugradigini

gosterir (118).

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay): Yontemde antijen ya da antikor bir
enzimle isaretlenerek immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite sonucu 6lctilmektedir

(119).

Halo Testi (Kromatin ayrilma testi): Hiicre DNA fragmantasyonu ile direkt iliskili olan
uyarilmis  yogunlastirma  prensibine  dayanmaktadir. Yontem  hiicrede = DNA
organizasyonundaki degisimleri 6lcmek icin kullanilir. Bu testte floresan veren bir boya olan
PI, DNA ile interkalasyon olusturur ve DNA'nin stiperkoil yapisinda degisiklik olusturur. DNA
halo seklinde goriliir ve Pl konsantrasyonuna bagl olarak ¢api degisir. Yontemde hiicrelerin
lizisi sonrasi niikleoidler halo seklinde gorilir ve halo alani DNA frajilitesini saptayan bir

gorlintl analiz sistemi ile 6lgilir. Duyarhhg yiksek degildir (120).

Mikroniikleus Testi: Mikrontikleuslar hiicrenin mitoz bolinmesi sirasinda ortaya ¢ikan,
esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmentlerinden
koken alan olusumlardir. Bu olusumlar genellikle hiicre dénglisiini kontrol eden genlerdeki
eksikliklerden, kinetokordan veya mitotik aygitin diger parcalarindan ve kromozomal
hasarlardan kaynaklanmaktadirlar. Mikronikleus sayisindaki artis, somatik hicrelerdeki

genomik kararsizligin gostergesidir.

u-FADU (Florometrik DNA Unwinding Analizi) ve KOMET Testi: DNA hasari ve
tamirinin hizl tayini icin gelistirilen ydntemlerdir. iki yéntem de alkali ortamda DNA siiperkoil
yapisinin acllmasi temeline dayanmaktadir. FADU floresans miktarindaki degisimin

degerlendirildigi spektroflorometrik bir yéntemdir. Komet ise florometrik bir yontemdir.
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1.5 HOCRE OLUMU
Hicre 6lim genel olarak iki sekilde gergeklesir;
a) Apoptoz
b) Nekroz

Apoptoz hem endojen hem de ekzojen uyarilar tarafindan aktive edilebilen programli
hicre olimidir ve ¢ok hiicreli organizmalarda gelisim ve homeastazin sirdirilmesinde
onemli rol oynar. Hiicre blzilmesi, plazma membran bogumlanmasi (blebbing), hiicrelerin
ayrilmasi, fosfatidilserinin translokasyonu, nikleer kondensasyon ve sonunda DNA
fragmentasyonu apoptozun tanimlanmis ozelikleridir (121). Apoptoz sirasinda spesifik
endojen endonikleazlarin aktivasyonu ile genomik DNA’nin fragmantasyonu gergeklesir ve

¢ok sayida DNA zincir kiriklarinin olusumuyla sonuglanir.

Nekroz, hiicre hasarina neden olan kosullarda olusan hiicre 6limudir. Nekrotik hiicre
olimiinde hiicre sismesi, organel pargalanmasi, liziz ve hiicre igerigin disari saliverilmesi

gorallr. Nekroza inflamasyon eslik eder ve ¢evre dokulara zarar verir (122).
1.5.1 Apoptoz Tayin Yontemleri

Apoptoz tayin yontemleri temel olarak dort prensibe dayanmaktadir;
-Kaspaz Aktivasyonu
-Membran Degisimleri
-DNA Fragmentasyonu
-Mitokondriyel degisimler

A- Kaspaz Aktivasyonu: Kaspazlar apoptoz sirasinda aktive olduklarinda spesifik
substratlari aktive ya da inaktive ederek bolerler. Bu béliinmeler apoptozla iliskili morfolojik
degisimler varatirlar (123,124). Belirli kaspazlarin apoptoz siirecinde yer almalarinin
belirlenmesi icin bir kanit da kaspaz aktivasyonunun belirleyicisi olarak o kaspazlarin
proteolitik bolinmesinin izlenmesidir (125). M30 ve Kaspaz 3 yontemleri bu prensiple
uygulanan testlerdir. M30 yonteminde apoptotik hiicreler, sitokeratin 18’in kaspazlarin
etkisiyle kirilmasi sonucu ag¢iga ¢ikan yeni antijenik bélgenin immunohistokimyasal yontemle
boyanmasi prensibine gore belirlenirler (126). Kaspaz-3 yontemiyle sadece apoptotik

hicrelerde olusan aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir.
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Bunun icin, dokunun kaspaz-3’l eksprese ettiginin bilinmesi ya da ¢alisilan dokuda apoptoza

yol acan ajanin kaspaz-3’l kirip kirmadiginin bilinmesi gerekir (127).

B- Membran Degisimleri: Apoptozun karakteristik bir 6zelligi de saglikh hicrelerde
hicre membraninin sitoplazmik yiziinde bulunan membran fosfolipidlerinden biri olan
fosfatidilserin (PS) molekiillerinin proapoptotik uyaricilara cevap olarak hiicre membraninin
dis ylziine yer degistirmesidir. Bu mekanizma kaspaz bagimhdir ancak kaspazlarin PS yer
degistirmesini nasil sagladigi bilinmemektedir. PS yer degistirmesi apoptotik hicrelerin
eliminasyonu icin 6nemlidir, clinkli bu, PS reseptoriine baglanan fagositler icin “beni-ye”
sinyalidir. Bu nedenle bu siire¢ hiicre membran bitinligiunin bozulmadigl ve inflamatuar

yanitin olmadigi apoptotik hiicre 6limiinin erken dénemlerinde meydana gelir (128).

PS yer degistirmesi en yaygin olarak PS’e baglanan bir protein olan Annexin-V

kullanilarak deneysel olarak tespit edilir.

C- DNA Fragmentasyonu: Apoptozun en belirgin 6zelligi hiicre ici Ca ve Mg bagiml
endojen endoniikleaz enziminin aktivasyonu ile kromozomal DNA’nin nikleozomal birimlere
parcalanmasidir. Apoptotik hticrelerin DNA’si agaroz jel elektroforezinde merdiven
basamagina benzer (ladder formasyonu) bir yapi biciminde gorulir. Bu, apoptoz igin tipik bir
gorinim saglar. Fragmantasyon apoptotik hicrelerde CAD (caspase activated DNase
kaspazla-aktiflesen deoksiribonikleaz) enzimi tarafindan DNA’nin nikleozom birimlerine
ayrilmasiyla saglanir. CAD normal hiicrelerde ICAD’a (inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease-kaspazla aktiflesen deoksiribonikleaz inhibitorii) bagh inaktif formda
bulunur ancak apoptoz sinyali alan hiicrelerde kaspaz 3 tarafindan aktive edilir ve bu enzim
DNaz (endoniikleaz) oldugu igin ¢ekirdek DNA’sinin hizli bicimde 180-200 baz ciftlik
nikleozomal fragmanlara ayrilmasini saglar (129). Agaroz jel elektroforezi bu prensibe

dayanan bir yontemdir.

D- Mitokondriyel degisimler: Mitokondriyel yolaklar pro-apoptotik diizenleyici olan
Bcl-2 ailesi lyeleri tarafindan mitokondriyel dis membran permeabilizasyonu ile baslar.
Sitokrom c ve diger toksik proteinlerin membranlar arasindan sitozole salinimi ile devam
eder. Bu proteinlerin salinimi genellikle immunositokimyasal tekniklerle veya sitozolik,
mitokondriyel ve nikleer fraksiyonlarin Western blot analiziyle tespit edilir. Mitokondriyel dig
membran permeabilizasyonu disinda apoptoz sirasinda gézlenen diger olay ic mitokondriyel
transmembran potansiyelinin kaybidir. Solunum zinciri tarafindan elektrokimyasal proton
gradientinin olustugu bu slire¢ mitokondriyel permeabilite degisimi olarak adlandirilir ve

mitokondriyel ic membranda cok sayida selektif olmayan por agilmasiyla sonuclanir (130).
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Mitokondriyel transmembran potansiyeli ¢cok sayida potansiyometrik boya, akim sitometrisi

veya floresan mikroskobu kullaniimasiyla 6l¢tlar.

Western blotlama, bir protein karisimi icindeki belirli bir proteinin varhigini ve
blylklGglinl saptamak icin kullanilir. Bu metot istenilen bir proteine karsi yonlendirilen
ylksek kalitede bir antikor kullanimina baghdir. Bu antikor prob olarak kullanilarak ilgili
protein bir karisimin icinden saptanabilir. Western blot yontemiyle hiicrede ne kadar protein
biriktiginin, apoptoza 6zgili bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da
kirthp kirllmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) ve Sitokrom c’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadiginin
tespiti yapilabilir (131). Diger bir teknik olan floresan mikroskopi ise floresan maddelerin (6rn.
Hoechst boyasi, DAPI, propidyum iyodir, akridin turuncusu, etidyum bromdr, FITC)
kullaniimasiyla yapilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden
hiicrenin kromatini dolayisiyla nukleusu gorinir hale gelebilir. Canli ve 61l hiicre ayrimini
yapabilmek icin, canli veya 6li tim hicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile

sadece 6lU hicreleri boyayabilen bir baska boya (6rn. propidyum iyodiir) beraber kullanilir.
11.6 CALISMADA KULLANILAN YONTEMLER
11.6.1 Alkali Komet Yontemi

Komet yontemi, “Tek Hucre Jel Elektroforezi (SCGE)” teknigi ya da “Mikrojel
Elektroforetik Teknigi” olarak da adlandirilmaktadir. Hiicrelerde DNA hasari sonucu olusan
DNA kiriklarini ve apoptozun erken evresini belirlemek amaciyla kullanilan hizli ve duyarl
mikroelektroforetik bir yontemdir. 1984 yilinda Ostling ve Johanson mikrojel elektroforez
teknigi ile hiicrelerde DNA hasarini gorintilemislerdir (132). Notral sartlarda yapilan
calismanin sadece ¢ifte bag hasarinin taninmasina yol actigi ve denatlirasyonu
hizlandirmadigi anlasiimistir. Daha duyarli sonuglar elde edebilmek amaciyla yapilan
calismalar sonunda Singh ve ark. tarafindan 1988 yilinda alkali komet yontemi gelistirilmistir
(133). Collins ve ark. kuyruk olusumunun alkali sartlarda iplikgiklerin gevsemesi ile iliskili
oldugunu bulmuslardir (134). Alkali ortamda, baglarin ¢6ziilmesi ve DNA molekdllerinin
denatiirasyonu daha kolaydir. Alkali ortam (pH>13) kullanilarak DNA tek ve ¢ift zincir
kiriklarinin, alkali-kararsiz bolgelerin diger bir deyisle apurinik/apirimidinik bolgelerin (AP-
bolgelerinin) tayini, DNA-DNA/DNA-protein c¢apraz baglanma bolgelerinin tespiti
saglanabilmektedir (135). Bu nedenle tercih edilen yontem alkali ortamda DNA hasarinin

calisiilmasi olmustur.

Alkali komet yontemi, alkali pH’da farkli molekil agirliklarina ve farklh elektriksel yiike

sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli sekilde gb¢ etmeleri esasina dayanir. Distk
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erime noktali agaroz (LMA) icerisinde hazirlanan hiicre sispansiyonu lam (zerine, agar jel ile
sandvi¢c modeli olusturacak sekilde aktarilir. Agaroz jel donduktan sonra alkali ortamda
zarlarin parcalanip gekirdekte bulunan siperkoil DNA'nin serbestlesmesi icin deterjanlar ve
yiksek tuz konsantrasyonlari kullanilarak parcalama (lizis) islemi gergeklestirilir. Pargalama
islemi ile nikleer materyal disindaki hiicre bilesenleri uzaklastirilmis olur. Daha sonra ise
alkali kosullar altinda kisa bir siire elektroforez uygulanmaktadir. Cok kiiglik miktardaki non-
histon protein varliginda bile DNA siipersarmal halinde iken, alkali kosullarda kiriklarin
bulundugu bolgelerden acilmaya baslar. Hasarsiz DNA’lar bitlnlGglini kaybetmeden
elektroforezde yiiriirken hasarli DNA’larin fragmanlari farkli molekiler agirliklara ve farkli
elektrik yiklerine sahip olduklarindan elektriksel alanda farkli hizda hareket ederler ve kuyruk
seklinde bir gorintl olustururlar. Elektroforezde kirilmis DNA zincirlerinin anoda dogru
gocerek olusturduklari kuyruklu yildiz gériintisii nedeniyle hasarli hiicreler “comet’” olarak

adlandinimistir (136).

Yontem, genel olarak genotoksisite arastirmalari, DNA onarim arastirmalari,
antioksidan arastirmalari, klinik arastirmalar gibi alanlarda ve cevresel mutajenlere maruz
kalan populasyonlarin izlenmesinde kullanilmaktadir. Cesitli uluslararasi yayinlar bu testin
genotoksik/antigenotoksik etkilere yonelik calismalardaki yararini ortaya konmus, gtivenilir
bir test oldugu kanitlanmistir. Distk dizeylerde DNA hasarlarinin saptanabilmesindeki
yliksek duyarhhg, tek hicre dizeyinde calisilabilir olmasi, kisa sitrede ve kolay

uygulanabilirligi ve disiik maliyeti komet yonteminin avantajlarindandir (137).
11.6.2 Akim Sitometrisi (Flow Sitometri)

Akim sitometrisi bir akiskan yataktan gegen partikiillerin, gogunlukla hiicrelerin, ¢oklu
fiziksel karakteristiklerinin ayni anda 6l¢lildigli ve ardindan analiz edildigi bir teknolojidir
(138). Akim sitometrisi htcrelerin veya cekirdekler, mikroorganizmalar, kromozom
preparasyonlari gibi partikillerin optik ve floresans karakteristiklerini 6lcer. Hicrenin
bayklik (ileri acili 151k sacilimi tarafindan temsil edilen) ve i¢ kompleksite (dik acili sagihm
tarafindan temsil edilen) gibi fiziksel 6zellikleri belirlenir. Floresan boyalar DNA veya RNA gibi
hicresel bilesenlere baglanabilir veya araya girebilir. Ek olarak, floresan boyalara konjuge
olan antikorlar, spesifik proteinlerin hiicre membranlarina veya hiicrelerin icine

baglanabilirler (139).

isaretlenen hiicreler 1sik kaynagindan gecirilirken floresan molekiiller yiiksek eneriji
seviyelerine uyarilirlar. Florokromlar temel enerji dizeylerine doénerken vyiksek dalga

boylarinda i1sik enerjisini salarlar. Her biri benzer uyariima dalgaboylarinda ve farkl emisyon
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dalgaboylarinda (veya renklerde) ¢oklu florokromlarin kullanimi ¢ok sayida hiicre 6zelliginin
ayni anda dl¢iilmesine imkan tanir (139). Olgiilen karakteristikler hiicre veya partikiiliin lazer
Isigini nasil sactigini ve nasil floresans verdigini kaydeden optik ve elektronik sistemlerce
belirlenir (138). Akim sitometrisi i¢cin yaygin olarak kullanilan boyalar propidyum iyodiir,

fikoeritrin ve floresindir.

Akim sitometrisinin icinde slspansiyon halindeki hicreler, laminar akis yaratan
izotonik akiskanin cevreledigi kilifca yaratilan bir akisin icine ¢ekilirler. Bu da hticrelerin lazer
isinlariyla bulusma noktasindan tek tek gegisine olanak tanir. Bu noktada, lazerden gelen
monokromatik isik isinlari, hiicrelerle kesisir. Yayilan isik tiim yoénlere salinir ve 15181 bir dizi
filtreye ve 6zel dalgaboyu bantlarini ayiran cift renkli aynalara yonlendiren optikler araciligiyla
toplanir. Isik sinyalleri fotocogaltici tipler tarafindan tespit edilir ve bilgisayar analizleri icin
sayisallastirihr. Sekil 6 akim sitometresinin akiskan ve optik bilesenlerinin  sematik
diyagramidir. Sonucta elde edilen bilgi histogramlar veya iki boyutlu noktasal grafikler halinde

gorantdlenir (139).

Akim sitometri ile yiksek duyarlilikla, hiicre yada partikiilin immuinofenotipi, DNA
icerigi miktari, enzim aktiviteleri, spesifik antikorlar tarafindan taninan hiicrenin; yizeyi,
sitoplazmasi ve/veya gekirdeginde bulunan antijen/belirteglerin tespiti ve canhhgi gibi cesitli

ozellikleri hakkinda bilgi toplanabilmektedir (140).

Calismalarimizda mavi (488 nm) ve kirmizi (640 nm) lazer eksitasyon kaynagi ile
donatilmis, dort renk standart optik filtre (FL1: 533/30 nm, FL2: 585/40 nm, FL3: >670 nm,
FL4: 675/25 nm) igceren BD Bioscience marka Accuri C6 model akim sitometrisi cihazi

kullanilmistir.
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Sekil 6. Akim sitometri sematigi (138).

= TUNEL (TdT-aracili dUTP Nick-End Labeling) Yontemi

DeadEnd™ Fluorometrik TUNEL Yontemi, niikleer DNA fragmentasyonunu o6lcerek
hiicre suispansiyonlarinda apoptotik hiicrelerin hizli, dogru ve basit tespitine olanak saglayan
bir testtir. Calismamizda C. cassia'nin apoptozu indiiklemeyen ve DNA hasarinin en az oldugu
ekstrelerin belirlenmesi ve alkali komet test sonuclarinin desteklenmesi amaciyla

uygulanmustir.

Nikleer DNA fragmentasyonu, ¢ok sayida hiicre tipinde apoptoz icin cok dnemli bir
biyokimyasal gostergedir. Apoptotik hiicreler karakteristik olarak DNA zincir kiriklarini (nick)
sergilerler ve bu kiriklar serbest 3’-OH uglarinin modifiye edilmis nikleotidlerle enzimatik bir
reaksiyonda isaretlenmesi ile tanimlanabilir (141). DeadEnd™ Florometrik TUNEL Sistemi,
apoptotik hiicrelerin fragmente olmus DNA’sini, terminal deoksinlkleotidil transferaz (TdT)
enzimini kullanarak 3°-OH DNA uglarinin fluorescein-12-dUTP ile katalitik olarak birlesmesini
saglayarak 6lcmektedir. TdT, TUNEL yonteminin prensiplerini kullanarak, polimerik bir kuyruk
olusturan bir enzimdir. Floresan etiketli deoksiiridin trifosfat nikleotidler (F-dUTP) ile isaretli
DNA bu islemler sonrasinda floresan mikroskop ile ya da akim sitometrisinde

degerlendirilmektedir (142).

Hicrelerin fiksasyonu ve permeabilizasyonu DNA zincir kiriklarinin basarili bir sekilde

isaretlenmesinde 6nemli adimlardir. Hiicreler formaldehit gibi bir capraz baglama fiksatifi ile
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fikse edilirler ve ardindan etanol ve/veya deterjanlar kullanilarak permeabilize edilirler.

Formaldehit fragmente DNA’nin diger hiicre bilesenlerine ekstraksiyonunu 6nler (143).

TUNEL reaksiyonu tercihen apoptoz sirasinda olusan DNA zincir kiriklarini isaretler. Bu
tercih apoptozun, nekrozdan ve sitostatik ilaglarin veya radyasyonun indiikledigi primer DNA

zincir kiriklarindan ayirt edilmesine olanak tanir (141).
= Anneksin V/Propidyum iyodiir (Annexin V/PI) Testi

Hicrelerde apoptoz ve nekrozun ayirt edilebilmesinde kullanilan bir ydntemdir (144).
Propidyum iyodir ve fluoressein izotiyosiyanatla konjuge Anneksin (Anneksin V-FITC)

kullanilisi, apoptoz ilerleyisinin izlenmesinde uygulanan standart yontemlerdir.

Normal hiicrelerde hiicre membraninin sitoplazmik yuziinde bulunan membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) molekulleri, hiicrenin apoptoza gitmesi halinde,
hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre membran bitinlGginin
bozulmadigl apoptotik hiicre 6liminin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin V,
fosfatidil serine yiiksek afinite ile baglanabilen, Ca*? a bagimli bir proteindir. Aneksin V bir
florokrom ile isaretlenerek apoptotik hicreler floresans mikroskobunda ya da akim
sitometresinde belirlenmektedir. “Florokrom-Aneksin V” kompleksinin hiicre ylizeyindeki
fosfatidilserine baglanma orani o hiicre toplulugundaki apoptoza ugramis hiicrelerin oranini
verir. Nekrotik hticrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi gorilebildigi icin ikinci
boya olarak propidyum iyodir eklenmektedir. Geg¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerde plazma
ve nikleer membran butlnlGgini azalir, bu da propidyum iyodlriin membranlar icinden
gecmesine, niikleik asitler icine girmesine ve kirmizi floresan goriintl vermesine olanak tanir.
Bu durumda canl hiicreler icin Anneksin V-negatif ve Pl-negatif (Anneksin V/PI); erken
apoptotik hucreler igin Anneksin V-pozitif ve Pl-negatif (Anneksin V*/PI); ge¢ apoptotik
hucreler icin Anneksin V- ve Pl-pozitif (Anneksin V*/PI*) ve nekrotik hiicreler icin Anneksin V-

negatif ve Pl-pozitif (Anneksin V/PI*)'tir (145).
11.7 HUCRE CANLILIK VE PROLIFERASYON TESTLERI

Hicre proliferasyonu ve canhhgi testleri saghkli hiicrelerin karakteristikleri olan vital

fonksiyonlari 6lgmede kullanilir.
11.7.1 Sitotoksisite Testleri

Canl hicre sayisini saptamada en basit yontem hiicrelerin hemositometrede direkt

olarak sayilmasidir. Bazen canli hiicreler yalnizca morfolojilerine gore belirlenir; ancak
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hicrelerin tripan mavisi gibi bir boya ile boyanmasi daha uygundur. Bu durumda, canlilik
hicrelerin bozulmus veya bozulmamamis membran bitinlGgu yetenegine gore olgllur. Bu
testlerde membran bitinligl bozulmus hiicre igerisine alinan tripan mavisi, eritrosin,
naftalen siyahi ve propidyum iyodir gibi boyalar ile membran bitinligl bozulmamis hiicre

icerisine alinan diasetil floressein ve notral kirmizisi gibi vital boyalar kullanilmaktadir (146).

Alternatif olarak, metabolik aktivite 6lgimleri de hiicre canlihiginin saptanmasinda
kullanilabilir. Genellikle metabolik aktivite, populasyonlardaki hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu
(MTT, XTT, WST-1) ile inklibe edilmesi ve metabolik aktiviteleri sonucunda renkli formazan

Urlinleri olusumu ile olgilar.
1.7.1.1 Tripan Mavisi Testi

Tripan mavisi hiicre membran biitinlGgl bozulmamis olan canli hiicrelere giremedigi
icin; muamele edilen hiicre siispansiyonlarinda canh hiicreler boyanmazken membran
batinltgl bozulan 6li hicrelere girebilen Tripan mavisi onlarin 15tk mikroskopunda mavi

renkte gorilmelerine neden olur (147).
11.7.2 Hiicre Proliferasyonu Testleri

Hiicre proliferasyonu olcimu bir kiiltirde boliinen hicrelerin sayisinin 6lgimuddr.

Hicre proliferasyonu testleri genel olarak dort prensibe dayanmaktadir;
= Klonojenik Yontemlere Dayali Proliferasyon Testleri

Klonojenik yontemlerde, belirli sayidaki hiicreler uygun bir matriks tizerine yerlestirilir

ve belli bir periyod sonrasi olusan koloni sayisi belirlenir.
= DNA Sentez Hizinin Olgiilmesine Dayal Proliferasyon Testleri

Bu testlerde proliferasyon belirteci olarak DNA sentezi Olgllir. Bolinmeye giden
hicrelerde DNA ikilenmesi islemi S fazinda gerceklesir. S fazindaki hiicrelere disaridan
radyoaktif olarak isaretli ntikleotid analoglari (3 H-timidin veya bromodeoksiiiridin) verilerek,
hiicrelerin yeni DNA sentezinde bu nikleotidleri kullanmasi saglanir ve boéylece hangi

hicrelerin bolinme dongisi icerisinde oldugu belirlenebilir (148).
* Metabolik Aktivitenin Ol¢iimiine Dayali Testler

Metabolik aktivitenin dl¢ciimine dayal hiicre proliferasyon testlerinde yaygin olarak
MTT, XTT, MTS, WST-1 gibi tetrazolyum tuzlar kullaniimaktadir. Calisma prensibi, temel

olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu
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kullanarak formazan boya lretmesi sonucu goriilen renk degisiminin spektrofotometrik

olarak 6l¢lilmesine dayanir.

Alamar mavisi testi metabolik aktivitenin dolayisiyla hiicre canhhg ve
proliferasyonunun  degerlendirildigi  florometrik/kolorimetrik bir test yontemidir.
Silforodamin B testi hiicre proteinlerinin 6lcimine dayanir. Kolorimetrik degerlendirme
sonucunda hiicre sayisi ile iliskili total protein kitlesi belirlenir. Laktat dehidrojenaz (LDH)
testi hicrede membran hasari veya sitoliz durumunda agiga cikan sitozolik bir enzim olan

laktat dehidrojenazin 6lcimi yapilarak sitotoksisitenin belirlendigi testtir (149).
= Proliferasyon isaretgilerinin Hiicrelerde Belirlenmesine Dayali Testler

Hicre proliferasyon siirecinde hiicrelerde bazi 6zel antijenler gorilir, bu antijenler
prolifere olmayan hiicrelerde goriilmemektedir. Histon H3’lGn 10. konumdaki serin
aminoasidi tzerinden fosforillenmesi, bolinme esnasindaki kromozom yogunlasmasi ile
kuvvetli korelasyon gostermektedir (150). Prolifere hiicre cekirdek antijeni (PCNA)
ekspresyonu lzerinden hiicrelerin bolinme doénglisindeki konumlari belirlenebilir, PCNA
ekspresyonu G fazinda artip, DNA'nin ikilendigi S fazinda maksimuma ulasir iken, bélinmenin
M evresine gecis sirasinda PCNA ekspresyonunda dusis gorilir (151). Benzer sekilde, Ki67
ekspresyonu hiicre boliinmesi ile sinirli olan bir nlikleer proteindir (152). Ayni sekilde Aurora
A, B ve C serin treonin kinaz gibi isaretgilerin hiicredeki miktari G2/M fazinda belirgin sekilde
artmaktadir, boylece bu isaretgilere bakilarak hiicrenin bulundugu bolinme fazi ya da
asamasi belirlenebilir. Buna gore, Ki-67, PCNA, fosfohiston H3, topoizomeraz IIB ya da Aurora
kinaz gibi proliferasyon spesifik isaretgilere 6zgiin antikorlar kullanilarak hiicre déngusii

incelenebilir.
* Hiicrelerdeki ATP Miktarinin Olgiimiine Dayal Testler

Hicre icerisindeki ATP miktarinin dlgilmesi ile hiicre proliferasyonu tayin edilebilir,
prolifere hiicrelerde ATP biyoisimasindaki artis, yeni DNA zinciri sentezleyen prolifere
hiicreler tarafindan kullanilan 3 H timidin miktari ile korelasyon gostermektedir (153).
ATP’nin 6l¢ildigi hiicre canhlig testi, iki asamalidir. ilk asamada adenilat siklaz substrati
olarak ADP ilave edilir ve bu enzim varliginda ADP, ATP’ye dondisiir. ikinci asamada lusiferaz
enzimi ATP ve lusiferinden 1sin olusumunu katalize eder. Yayilan 1sigin siddeti luminometre

ya da b-sayaci ile dl¢ulir.

Hicre proliferasyonu ayrica daha indirekt parametrelerin kullanilmasi yoluyla da

Olculebilir. Bu tekniklerde, hiicre donglisiini dizenleyen molekiillerin aktivitelerine (CDK
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kinaz yontemi) veya miktarlarina (Western blot, ELISA, immunohistokimya) gore olglimi

yapilmaktadir.

1.7.2.1 WST-1 (4-[3-(4-iyodofenil) 2-(4-nitrofenil) 2H-5-tetrazolyo] 1,3-benzen disiilfonat)

Testi

Bu test hicre canhlig, sitotoksite, hiicre aktivasyonu ve hiicre proliferasyonunun
belirlenmesinde kullanilan bir testtir. Deneyin temeli, WST-1 yapisindaki tetrazolyum
halkasinin bir ara elektron alicisi varliginda, canli veya apoptozun erken evresindeki
hicrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrojenaz enzimleriyle parcalanarak sudaki
¢OzUnurliglu yuksek olan portakal rengi formazan kristallerinin olusmasina dayanir. Bu
olusumun canli hticreler tarafindan NAD/NADP (nikotinamid adenin dintkleotid fosfat) ve
NADPH (indirgenmis NADP) Uretimine bagli olmasi nedeniyle, bu yontem sadece canl
hiicreleri saptar. Absorbanslar mikroplaka okuyucusunda 450 nm test dalga boyu ve 630 nm
referans dalga boyunda o6lculiir. Bazal absorbans, 450 nm deki dl¢glimden cikarilir. Formazan
boya miktari hiicre kultiriindeki metabolik olarak aktif canli hiicre sayisi ile korelasyon

gosterir (154).

NO, NO,
NAD* NADH
!
| h RS \ﬁ / |
N /\/ \\ N T_H
Il N 4 - \ I i
N/ EC-H EC N 4/
50,Na ! 4
\ / SO,Na
SONa S0.Na
WsT1 Formazan

Sekil 7. WST-1'in formazana déniisiim (EC: Elektron esleme reaktifi RS: Mitokondriyel
suksinat-tetrazolyum rediktaz sistemi NAD: Nikotinamid adenin dintkleotid).
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I1l. GEREC ve YONTEM

lll.1 GERECLER

111.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Madde

Marka, Ulke

n-Hekzan

Metanol

Kloroform

Etil asetat

1-Butanol

Tert-butanol

Propidyum iyodur

H,DCFDA (2’7’diklorodihidrofluoressein-diasetat)
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
Hidroklorik asit (HCI)

Sodyum klorir (NaCl)

Trizma base

Sodyum hidroksit (NaOH)

Tripan mauvisi

Triton X- 100

Tripsin-EDTA

Bovine Serum Albumin (BSA)

Distik Erime Noktali Agaroz (LMA)
Normal Erime Noktali Agaroz (NMA)
Etidiyum Bromiir (EtBr)

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS)
Hidrojen Peroksit (%35)

Dimetil sulfoksit (DMSO)

Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD

Biological Industries, israil

Amresco, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Amresco, ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco, Life Technologies, ABD
RPMI 1640 Biological Industries, israil
L-glutamin Biological Industries, israil
Penisilin/Streptomisin Biological Industries, israil
Fetal Bovine Serum

KITLER

Cell proliferation Reagent WST-1
Annexin V-EGFP Apoptosis Kit

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein

Biological Industries, israil

Roche, isvigre
Biovision, ABD
Roche, isvigre




111.1.2 Kullanilan Geregler

Cihaz

Marka, Ulke

Laminar akimli kabin
CO; inktbatoru

Yatay elektroforez
Elektroforez giic kaynagi
Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Invert mikroskop

Floresan mikroskop/Isik mikroskopu
Akim sitometrisi

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
Liyofilizator

Mikrodalga firin

Isitici tabla/manyetik karistirici

pH metre

Su banyosu/Sonikat6r

Santrif(j

Clean Bench SCBN 1013, Kore

Nuaire, 5510, ABD

Cleaver Scientific, Model CSL-COM20,
ingiltere

Thermo Scientific™ Owl™ EC300XL2, ABD
Siemens, Almanya

New Brunswick Scientific U410, ingiltere
Olympus CKX41, Japonya

BAB Mikroskop ve Gorlintli Analiz Sistemleri,
Tirkiye

BD Accuri™ C6, BD Biosciences, ABD

Thermo Scientific Varioskan™ Flash
Multimode Reader, ABD
Labconco/Freezone6, Missouri, ABD

Vestel MW17, Tirkiye

Daihan Scientific Co, Wisestir MSH-20A, Kore
Hanna Instruments HI221, Kanada

Elma Transsonic T460/H, Almanya

Beckman Coulter, Allegra X-15R, ABD

Marka, Ulke

Geregler
Cok kuyucuklu plakalar
Lam
Lamel

Otomotik mikropipetler
Otomatik pipetor

Steril Filtre

Steril Kiivet

Costar 3599 Corning, ABD

Isotherm (76x26 mm/3x1 inch), Almanya
Isolab (24x24 mm), Almanya

Gilson, Fransa

Eppendorf, Almanya

Corning, ABD

Corning, ABD

111.1.3 Kullanilan Cozeltiler

111.1.3.1 Alkali Komet Testinde Kullanilan Cozeltiler

Liziz Stok ¢6zeltisi: 2,5 M NaCl (146,1 g), 100 mM EDTA (37,2 g), 10 mM Trizma base
(1,2 g), 10 g N-laurilsarkosinat sodyum tartilarak distile su ile 1l’ye tamamlanir. NaOH

¢Ozeltisi ile pH 10 olarak ayarlanir.
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Liziz ¢6zeltisi: Her deney Oncesi taze hazirlanarak kullanilir. Stok ¢ozelti %1 Triton X—

100 ve %10 DMSO ile karistirilarak sogutulur.
EDTA ¢ézeltisi (0,2 M): 37,2 g tartilarak distile su ile 500 ml’'ye tamamlanir.
NaOH ¢ézeltisi (10M): 400 g tartilarak distile su ile 1 L'ye tamamlanir.

Elektroforez Cézeltisi (300mM NaOH, 1 mM EDTA): 30 ml 10 M NaOH ve 5 ml 0,2 M

EDTA ¢Ozeltisi distile suile 1 L'ye tamamlanir.

Nétralizasyon Cozeltisi (0,4 M Tris): 48,5 g Tris distile su ile 1 L'ye tamamlanir. HCl ile
pH 7,5 olacak sekilde hazirlanir.

NMA ¢ézeltisi (%1,5): 1,5 g agar 100 mL distile suya eklenir ve mikrodalga firinda

¢ozalur.
LMA ¢ozeltisi (%0,55): 0,0275 g LMA 5 mL PBS’e eklenir ve mikrodalga firinda ¢ozlir.

Stok Etidyum bromiir ¢ézeltisi (10X): 10 mg boya 50 ml distile suda ¢oziiliir. Boyama

sirasinda stok 1:10 oraninda seyreltilerek kullanilir.
111.1.3.2 Diklorofluoressein (DCF-DA) Testinde Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tampon ¢ézeltisi (PBS): 80 g NaCl, 2 g KCl, 5,75 g NaHPO4.2H,PO, 1L distile suda

¢Ozulir ve pH 7,4’e ayarlanir. 1:10 oraninda seyreltilip otoklavlanir.

BSA/Propidyum iyodiir ¢ozeltisi: 10mg BSA 1mL PBS icerisinde c¢6zulir ve 1plL
propidyum iyodur (1 mg/ml) eklenir.

111.1.3.3 TUNEL Testinde Kullanilan Cozeltiler

Fiksatif soliisyonu: Her deney Oncesi taze olarak hazirlanir. PBS iginde 4%

paraformaldehit ¢ozllerek pH 7.4’e ayarlanir.

Permeabilizasyon soliisyonu: 0.1% sodyum sitrat; % 0,1 Triton X, distile su iginde

¢ozilerek hazirlanir.
111.1.4 Materyal

Calismada C. cassia kabuklarinin ticari preparati kullanilmistir. Preparatin C. cassia
oldugunun dogrulanmasi Ege Universitesi Biyomiihendislik B6limi{ 6gretim (iyesi Prof. Dr.

Erdal Bedir tarafindan yapilmistir.
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111.2 YONTEMLER

111.2.1 Hiicre Kiilturi

Calismamizda kullanilan hiicre hatlar Coriell Enstitlisii (Newlersey, ABD) diyabetik

hiicre koleksiyonundan saglandi (http://ccr.coriell.org). Hucreler; Tip 1 diyabetli gonallilerin

periferal kan lenfositlerinin Epstein Barr virlsl ile transfekte edilmesi ile hazirlanan

immortalize hiicrelerdir. Hiicre hatlari ile ilgili bilgiler Tablo 1'de sunulmustur.

Tablo 1. TIDM hiicre hatlarinin 6zellikleri

Katalog ID

GMO02765

GMO01838

Koleksiyon

NIGMS insan Genetik Hiicre

Deposu

NIGMS insan Genetik Hiicre

Deposu

Subkoleksiyon

Kalitsal Hastaliklar

Kalitsal Hastaliklar

Ornek tanimi Tip 1 Diyabetli Tip 1 Diyabetli
Hiicre tipi B-Lenfosit B-Lenfosit

Doku tipi Kan Kan
Transformasyon Epstein-Barr Virus Epstein-Barr Virus

Hucre kaltira

Slispansiyon

Slispansiyon

Tar Homo sapiens Homo sapiens
Cinsiyet Erkek Kadin

Irk Beyaz Beyaz

Klinik etkilenme Evet Evet

Dogrulama Klinik bulgu / Olgu ge¢misi Klinik bulgu / Olgu ge¢misi
Tani yasi 4; HLA tipi A10, Tani yasi 18; HLA tipi A28
Bw16/A1,B8;hipertansiyon, boy |(A2),Aw30,B12(B13),Bw35

Agiklama kisaligi

GMO01838 ve GMO02765 hiicre hatlari siispansiyon formunda hicrelerdir.

Bu hiicre

hatlari, Coriell Enstitlisi’niin 6nerdigi protokole uygun olarak isi ile inaktive edilmemis %15

fotal bovin serumu (FBS); %1 penisilin-streptomisin ve 2 mM glutamin eklenen RPMI 1640
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besi ortamina alindilar ve hiicre canliligi Tripan mavisi ile kontrol edildi. Hiicreler 25 cm?lik
flasklarda, %5 CO; iceren 37 °C’lik inklibatorde kiltlre edildiler. Besi ortamlari 2-3 giinde bir
degistirildi, gerekliise (1x108/ml olan plato diizeyine ulasmadan) béliindii ve hiicre sayilari ve

canliliklari belli araliklarla kontrol edildi.

ilk asamada her hiicre hattindan (0. pasaj) yedekleme yapildi. Bu amagla: Hiicreler 15
ml’lik falkonlara alindi ve 700 g’de 5 dk. santrifiij edildi. Sivi tabaka atildiktan sonra falkon
icerisine buz lizerinde %10 DMSO; %90 FBS iceren dondurma sivisi eklenip pellet homojen
hale getiridi ve 1x10° hiicre/ml olacak sekilde kriyo tiiplere alindi. Tiipler -86°C’de muhafaza

edildiler.
111.2.2 Ekstre Hazirlanisi

Baslangi¢c materyali olarak toz haline getirilmis tarcin kabuklarindan 400 gram tartildi;
verimin yiiksek olmasi amaciyla materyal porsiyonlara ayrilarak paralel calisildi ve ¢ozliciilerle

ekstraksiyon islemleri licer kez tekrarlandi.

Ekstraksiyon protokolii: Toz halindeki C. cassia kabuk preparati ilk olarak n-hekzan ile
40 °C’de sonikator yardimiyla 90 dakikalik ekstraksiyona tabi tutuldu ve takiben Whatman
No. 4 filtre kagidindan stizildi. Kalan posadaki n-hekzan kalintisi etiivde 40 °C’de bekletilerek
tamamen uzaklastirildi; temizlenen kalintilar ayni sartlarda metanol ile ekstraksiyona tabi
tutuldu. Béylece n-hekzan ile targin kabuklarindan apolar sekonder metabolitler tiketilirken,
metanol ile daha polar maddeler kazanildi. Her iki ekstre vakumlu evaporatérde 40 °C'yi
gecmeyen sicakhkta kuruluga kadar uguruldu. n-hekzan kalintisi tersiyer butanolde ¢6zllda,
-80 °C’de donduruldu ve liyofilize edildi. Metanol kalintisi suda sliispanse edilerek sirasiyla
kloroform, etil asetat ve butanol ile sivi-sivi ekstraksiyonu yapilarak partisyona tabi tutuldu.
Her ¢oziicu ile yapilan ekstraksiyon islemleri lger kez tekrarlanarak ayrilan fraksiyonlar bir
araya getirildi. Butanol fazinin ayrilmasiyla kalan sulu kisim donduruldu ve liyofilize edildi.
Kloroform, etil asetat ve butanol fraksiyonlari vakumlu evaporatorde kuruluga kadar
ucurulduktan sonra kalintilar tersiyer butanol ile ¢oziildi ve -80 °C’de dondurulduktan sonra
liyofilize edildi. Liyofilize edilen tiim ekstreler deneysel galismalara kadar buzdolabinda

+4°C’de saklandi.

Deneysel ¢alismalar igin ekstrelerin hazirlanmasi: C. cassia hekzan, kloroform, etil
asetat ve butanoliin istenen konsantrasyondaki ¢ozeltileri ¢ozilinirliklerinin disik olmasi
nedeniyle % 1'lik DMSQO'daki stok ¢6zeltilerinden (100 mg/ml) RPMI ile dillisyon yapilarak
hazirlandi. Su ekstresinin hidrofilik olmasi nedeniyle istenen konsantrasyonda su ekstre

¢Ozeltileri hazirlanirken RPMI kullanildi.
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Calismalarda targin icerigindeki sinnamaldehitin 60 °C’den sonra sicakliga bagh olarak
benzaldehite donilstigld saptandigl icin g¢alismalarin tim asamalarinda ekstreler isiktan

korundu (155).
111.2.3 Tripan Mavisi Testi

Her deney oncesi kullanilacak hicrelerin canliig "Tripan Mavisi Testi" ile

degerlendirildi.

Deney prosediirii: Tripan mavisi (% 0,4) ile 1:1 oraninda (20 pl:20 ul) karistirilan
hicreler 5 dakika bekletildi ve Thoma lamina uygulanarak i1sik mikroskobunda sayildi. Canh

hicre orani (%); canli hiicre sayisinin total hiicre sayisina orani 100 ile ¢arpilarak hesaplandi.
111.2.4 Hiicre Aktivasyon Calismasi

Hicrelerin kolorimetrik 6lclimde optimum absorbans vermeleri icin yeterli hiicre sayisi
WST-1 testi kullanilarak saptandi. Bu amacla 96 kuyucuklu plakalarda, uygun besi ortaminda
yiiksek konsantrasyonda (2x10°) hiicre iceren siispansiyondan hareketle 1:1 diliisyon
yapilarak gittikge azalan konsantrasyonlarda hiicre siispansiyonlari hazirlandi. Hiicrelere 24
saat sonra WST—-1 (10 pl/kuyucuk) ilave edildi. Absorbanslar bir mikroplaka okuyucuda
spektrofotometrik olarak (Thermo Scientific Varioskan, ABD) 450 nm test dalga boyunda ve
630 nm referans dalga boyunda 6lglldi. 630 nm deki bazal absorbans, 450 nm deki 6l¢imden

cikarild.
111.2.5 WST-1 Testi

WST-1 testi hiicre canliligl, sitotoksite ve hiicre proliferasyonu tayininde kullanilan bir

testtir. Calismamizda targin ekstrelerinin ICso diizeyleri WST-1 testi ile hesaplandi.

Deney prosediirii: Deneyde WST-1 hiicre proliferasyon kiti (Cell proliferation Reagent
WST-1; Roche, isvigre) kullanildi. Test igin hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre/ml
olacak sekilde ekildi. Hicreler tarcin ekstrelerinin farkl konsantrasyonlari (103-10° g/ml) ile
37°C'de, %5 CO,’li inkiibatérde 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siireleri sonunda
kuyucuklara, kullanilan kit tretici firmasinin 6nerdigi sekilde 10 uL/100 pl WST-1 ilave edildi.
inkiibatérde 3,5 saatlik inkiibasyonun ardindan absorbans degerleri 450 nm test dalga
boyunda mikroplaka okuyucu spektrofotometrede 6lgiildii. Yukarida belirtildigi gibi 630 nm

referans dalga boyunda 6l¢lilen bazal absorbans, 450 nm deki dlgiimden ¢ikarild.

Hicre canhiligl, "kontrole gére % hiicre canhligi" olarak ifade edildi. Deney 6ncesi targin

kabuk ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin absorbanslari olglilmis ve deneyleri
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etkilemeyecek kadar disik dlizeylerde olduklari saptanmisti. Ekstrelerin 1Cso degerleri

“GraphPad™ Prism® 5.0” yazilim programi kullanilarak hesaplandi.
111.2.6 Deney Protokolii

Ekstrelerin hiicre canlihg tzerine etkileri ve apoptotik aktiviteleri Anneksin V/PI ve
TUNEL testleri ile degerlendirildi. Bu testler igin hiicreler C. cassia ekstreleri (her ekstrenin
ICy0 degeri kullanildi) ve ekstresiz uygun besi ortami (kontrol grubu) ile muamele edildiler.
37°C'de, %5 CO;’li inkGibatorde 24 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler santrifiij edilip PBS

ile yikandi. Anneksin V/PI ve TUNEL testleri bu hicreler kullanilarak yapildi.

Apoptozu artirmadigi belirlenen su ve butanol ekstreleri ile yapilan calismalarda her
hicre tipi icin; a) Kontrol grubu (yalnizca hiicre besi ortami); b) Pozitif Kontrol (H.0,); c)
Butanol ve su ekstreleri (ICx); d) Butanol ve su ekstreleri (ICyx) + H20, olmak lzere
gruplandirma yapildi. Ekstrelerle 24 saat inklibasyon sonrasi PBS ile yikanan hticreler soguk
H,0, ya da PBS ile buz lzerinde 5 dakika bekletildiler. Siire sonunda hicreler PBS ile
yikandilar. Alkali komet, TUNEL, Anneksin V/PI ve DCF-DA testleri bu hicreler kullanilarak
uygulandi. TLIDM hcreleri ile yapilan 6n ¢alismalarda 150 uM H,0,ile daha homojen ve stabil
sonug aldigimiz i¢in oksidatif DNA hasarini indiiklemek amaciyla ¢alismalarda 150 uM H0,
kullanildi.

111.2.7 Anneksin V / Propidyum iyodiir Testi

Deney prosediirii: Calismada Annexin V-EGFP Apoptoz Kiti (Biovision) kullanildi. Kit
iceriginde Annexin V-EGFP, 1X Binding Buffer ve Propidyum iyodiir (Pl) bulunmaktadir. EGFP
(enhanced green fluorescence protein) diger floresan bilesiklerden daha parlaktir ve
fotostabildir. Uretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak muamele gérmiis hiicreler PBS
ile yikandi ve 100 pl “binding buffer” ile slispande edildi. Ardindan hiicrelere 1 pl Annexin V-
EGFP, 1ul Pl eklenmesinin ardindan hiicreler oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika bekletildi.
Olgiimler akim sitometresinde 488 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga boylarinda
yapildi, veri analizi “BD Accuri C6” yazilim programi ile gercgeklestirildi. Her 6rnek icin 20.000

hicre degerlendirildi.
111.2.8 TUNEL (Terminal deoksiniikleutidil transferaz dUTP Nick-End Labeling) Yontemi

Deney prosediirii: Calismada “In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche,
isvicre)” kullanilmistir. Kit iceriginde Enzim Soliisyonu (TdT) ve isaretleme (Label) Soliisyonu
(fluorescein-dUTP) bulunmaktadir. Uretici firmanin ®nerdigi protokole uygun olarak

hiicrelere belirlenen inkiibasyon siiresi sonunda 1 ml fiksatif soliisyonu (% 4 paraformaldehit
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iceren PBS, pH:7,4) eklenmis ve 15-25 °C’de inklbasyona birakilmistir. Bir saatlik
inklibasyonun ardindan hicreler PBS ile yikanmis; sonrasinda 100 pl permeabilize edici
sollsyon (% 0,1 Triton X-100 ve % 0,1 sodyum sitrat iceren ¢ozelti) eklenmis ve 2 dk. buz
Uzerinde bekletilerek permeabilize edilmistir. Stire sonunda ¢6zelti santrifiijle uzaklagtiriimig
ve hiicreler PBS ile yikanmistir. Pozitif kontrol hiicrelerine 1 pl DNase | eklenerek ile 10 dk
15-25°C de inkiibe edilmistir. Pozitif kontroller iki kez PBS ile yikanmistir. Tim hiicrelere 50
pl Tunel karisimi (1:9; TdT enzim solUsyonu:fluorescein-dUTP isaretleme soliisyonu)
eklenerek 37 °C’de bir saat inklibasyona birakilmistir. PBS ile yikama ardindan, hiicreler 250
pul PBS’de sispanse edilmistir. Calismamizda BD Biosciences, BD Accuri™ C6 akim
sitometrisinde 488 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga boylarinda 6l¢lim yapildi; veri
analizi BD Accuri C6 yazihm programi ile gerceklestirildi. Her 6rnek icin 20.000 hiicre

degerlendirildi.
111.2.9 Alkali Komet Yontemi

Calismada ekstrelerin endojen ve H,0; ile indiiklenen DNA hasari lizerindeki etkileri
alkali komet yontemi ile arastirilmistir. Bu amagla Singh ve ark. ile Collins ve ark.’nin

yontemleri modifiye edilerek uygulandi (133,134).

Deney prosediirii: Muamele gérmiis hiicrelerden 20 uL (2X10°®hiicre/ml) alinarak 37°C’
de eritilmis 180 plL dusiik erime noktal agaroz (LMA) ile karistirildi. Onceden normal erime
noktali agaroz (NMA) ile kaplanmis lamlara bu karisimdan 45 pL uygulandi. Bir lamel ile
kapatilan lamlar 15 dakika buzdolabinda bekletilerek agarin katilagsmasi saglandi. Lamlar pH’si
10 olan soguk lizis ¢ozeltisinde 1 saat bekletildi. Daha sonra yeni hazirlanmis soguk alkali
elektroforez ¢ozeltisi (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13) iceren elektroforez tankina
yerlestirildi. 30 dakika akim uygulamadan bekletildikten sonra, 1 V/cm, 300 mA akim
uygulayarak 30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez islemleri +4°C'de
gerceklestirildi. Elektroforez sonrasi lamlar nétralizasyon ¢ozeltisi (0,4 M Trizma-base, pH 7.5)
ile yikandi ve soguk metanolde fikse edildi. Tim bu islemler dis kaynakli DNA hasarini
onlemek amaciyla karanlik bir ortamda gerceklestirildi (tarcin ekstreleri de isikta
bozunduklari igin tez calismamizin tiim asamalarinda drneklerin isikla temasina karsi dnlem
alinmistir). Notralizasyon asamasindan sonra slaytlar etidyum bromdr (20 pg/ml) ile boyandi
ve vyukarida belirtildigi gibi, floresan atagmanh mikroskopta, 20x0,40 blyitmede
gorintilenerek fotograflandi. DNA hasari "Comet Score 15 Image Analysis" programi
kullanilarak nicel olarak degerlendirildi ve hasar “kuyruk DNA ylzdesi”’ olarak ifade edildi

(136). Hiicre hatlarinda her iki lamda 50’ser hiicre olmak tizere 100 hiicre degerlendirildi ve

39



her 6rnek icin deney (g kez tekrarlandi. Deney sonunda etidyum bromdir ile boyanan hiicreler
BAB floresan atagmanli mikroskop ve goériintl analiz sisteminde fotograflandi. DNA hasari
"Comet Score 15 Image Analysis" programi (Tritek Corp, ABD) kullanilarak nicel olarak

degerlendirildi.
111.2.10 DCF-DA Testi

Deney i¢cin muamele edilmis PBS icindeki hiicrelere 1 pL H,-DCFHDA (2’,7'-
diklorodihidrofluoressein diasetat, 20 mM) ilave edildi. 37 °C'de 20 dk. inklibasyonun
ardindan hicreler PBS ile yikandi ve 150 pL BSA-propidyum iyoddr ilave edilerek 10 dk. buz
Uzerinde bekletildi. Degerlendirme icin akim sitometrisinde (DCF filtre, 488 nm/25nm bant
genisligi; Pl filtre, 575 nm/26nm bant genisligi) hiicrelerin floresans siddeti ol¢lildi. Canh
hicreler Pl boyama ile belirlendi. Pl floresansi akim sitometrisinde FL-3’te toplanir (620 nm).
Pl negatif olan canli hiicreler secilerek (FACS gating) DCF floresansi FL-1'de kaydedildi (525
nm). Her 6rnek igcin 20.000 hiicre degerlendirildi. Verilerin analizi BD Accuri C6 yazilim

programi ile gerceklestirildi.
111.3 iSTATISTIKSEL ANALIZLER

Ekstrelerin 1Cso ve ICy degerleri, "GraphPad™ Prism® 5.0 yazilim programi" ile
hesaplanmistir. Verilerin istatistiksel analizleri “Windows igin SPSS versiyon 22” paket
programi kullanilarak yapilmistir. Verilerin normal dagilim goésterip gostermedigi “Shapiro
Wilk” testi ile arastirilmistir. Verilerin analizi nonparametrik Mann-Whitney-U testi ile

yapilmistir. p<0.05 anlamli farklilik kabul edilmistir.
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IV. BULGULAR

IV.1 EKSTRAKSIYON VERIMLERI

Calismamizda ekstreler 400 g toz haline getirilmis C. cassia kabugundan hazirlanmistir.
Ekstraksiyon verimleri asagidaki esitlige gore hesaplanmistir. Sonuclar Tablo 2'de

gorilmektedir.
% Verim=m2/m1 x 100

m1 = Ekstrakte edilen tarcin miktari

m2 = Ekstraksiyon sonucunda elde edilen madde miktari

Tablo 2. C. cassia ekstraksiyon verimleri

Ekstreler Verim (%)
n-Hekzan 0,47
Kloroform 0,37
Etil Asetat 0,99
Butanol 4,44
Su 1,79
TOTAL VERIM 8,06

IV.2 HUCRE AKTiVASYON CALISMA SONUGCLARI

Calismalar icin hiicre aktivasyonunu belirlemek amaciyla her hiicre hattindan belirtilen
konsantrasyonlarda hiicre sollisyonlari 96 kuyucuklu plakalara kondu ve WST-1 (10
uL/kuyucuk) eklendi. Absorbanslar mikroplaka okuyucusunda 450 nm test ve 630 nm
referans dalga boylarinda 6lc¢iildii. 630 nm referans dalga boyunda 6l¢lilen bazal absorbans,

450 nm deki 6lgimden gikarildi.

T1DM hiicre hatlariyla yapilan aktivasyon calismalarinin sonuglari Tablo 3'te verilmistir.
Sonuglar incelendiginde, hiicrelerin 1x10® hiicre/ml konsantrasyonlarda kullanilmasinin

uygun oldugu saptanmistir.
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Tablo 3. TIDM hiicrelerinin aktivasyon g¢alisma sonuglari*

GMO01838 GMO02765
Hiicre Sayisi (x10%/ml) (absorbans) (absorbans)
2 1,8105+0,21 1,5250+0,15
1 0,6124 £ 0,08 0,6055+0,11
0,5 0,4865 + 0,04 0,4681 +0,01
0,25 0,3957 0,04 0,3581+0,01
0,125 0,2657 £ 0,02 0,2460 + 0,01
0,0625 0,1924 £ 0,02 0,1811+0,01
0,03125 0,1516 £ 0,01 0,1545 + 0,02
0,015625 0,1246 + 0,00 0,1269 + 0,01

*Sonuglar birbirinden bagimsiz li¢ 6l¢timlin "ortalama + standart sapma" degerleridir.

IV.2.1 WST-1 Testi Sonuglari

Galismamizin baslangicinda WST-1 testi icin ekstrelerin 100-0,78 pg/ml ile arasinda
degisen konsantrasyonlari kullanildi. Belirlenen 1Cso degerlerinin genel olarak kullanilan en
yuksek konsantrasyon olan 100 ug/ml' nin Gstiinde olmasi, bazen saptanamamis olmasi gibi
nedenlerle ekstrelerin konsantrasyon araligi 103-10® g/ml olarak genisletildi. Sonuglar
godzden gegirildiginde hiicre ve ekstrelerin farkhiligi nedeniyle konsantrasyonlar 103-10° g/ml
arasinda tutularak WST-1 testi tekrarlandi. Ekstrelerin her konsantrasyonu icin ¢ ayri deney
yapildi. Ekstrelerin bazal absorbanslari gikarildiktan sonraki absorbanslar degerlendirildi.
Sonuglar kontrol degeri ile karsilastirilarak kontrole gére % canhlk seklinde ifade edildi ve
Sekil 8-9'da hicre hatlariicin grafiksel olarak sunuldu. ICso degerleri "GraphPad™ Prism® 5.0"

yazihm programinda:

"Y=Bottom+(Top-Bottom)/(1+10%((LogIC50-X)*HillSlope))" formiliine gore

hesaplandi.

Ekstrelerin 1Cy degerleri de ayni yazihm programinda hesaplandi. WST-1 galisma
sonuglari degerlendirildiginde GM01838 ve GMO02765 hiicrelerinde ekstrelerle 24 saat
inkibasyon strelerinin optimum oldugu belirlendi. Tablo 4'te ekstrelerin 24 saat

inklibasyondaki ICso ve ICyo degerleri verilmistir.
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Sekil 8. Ekstrelerin GM01838 hiicre hattiile 24, 48 ve 72 saat inklibasyonlarinin hiicre
canhligi Gzerindeki etkilerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 9. Ekstrelerin GM02765 hiicre hatti ile 24, 48 ve 72 saat inklibasyonlarinin hiicre
canhhgi Gzerindeki etkilerinin grafiksel gosterimi



Tablo 4. TIDM hiicre hatlarinda ekstrelerin 24 saat inklibasyon sonrasi ICso ve 1Cy

degerleri
EKSTRELER GMO01838 GMO02765
ICso (ng/ml) IC20 (pg/ml) ICs0 (pg/ml) IC20 (pg/ml)

Hekzan 406,8 135,5 459,3 100,2
Kloroform 72,1 5,5 75,0 51

Etil Asetat 152,9 38,2 185,6 45,0
Butanol 306,1 78,7 351,6 80,2

Su 407,6 304 400,0 30,2

IV.3 ANNEKSIN V/PI ve TUNEL TEST SONUGLARI

Ekstrelerin 1C; degerlerinin saptanmasindan sonraki asamada hiicre hatlarinda
apoptoz olusturmayan ekstre/ekstrelerin belirlenmesi amaciyla Anneksin V/Pl ve TUNEL
testleri calisildi. Bu calismalarda ekstrelerinin hiicre canhligini % 20 azaltan konsantrasyonlari
kullanildi. Apoptotik ve nekrotik indeksler; ekstrelerin apoptotik ya da nekrotik hiicre
oranlarinin karsi gelen kontrollerin sirasiyla apoptotik ya da nekrotik hiicre oranlarina
bolinmesiyle hesaplanir. Bulunan degerin >1 olmasi apoptoz ya da nekrozun indiiklendigini
gostermektedir. Sonuglar Anneksin V/PI testi icin Tablo 5-6'da ve TUNEL testi icin Tablo 7'de
sunulmustur. Ekstrelerin apoptotik indekslerine iliskin sonuclar Anneksin V/PI ve TUNEL
testleri icin sirasiyla Tablo 8-9'da ve grafiksel olarak Sekil 10-11'de sunulmustur. Bir 6rnege

ait Anneksin V/PI analiz sonuglarinin histogrami Sekil 12'de ve bir 6rnege ait TUNEL analiz

sonuglarinin histogrami Sekil 13'te gorilmektedir.

Tablo 5. GM01838 hiicre hattinda Anneksin V/PI analiz sonuglar*

GM01838 ANNEKSIN V/PI
Erken Geg Total
EKSTRELER Canhilik Apoptoz Apoptoz Apoptoz Nekroz
(%) (%) (%) (%) (%)

KONTROL 91,74 +3,7 2,39+2,1 3,40+34 5,79 2,44 +£2,3
HEKZAN 87,29+5,5 5,14 £ 3,8 2,96+1,8 8,10 4,62 +3,7
KLOROFORM 84,19+7,8 11,43 +9,2 2,72+0,5 14,15 1,69 £1,0
ETIiL ASETAT 91,06 £4,5 3,41+£0,5 2,71+£2,3 6,11 2,89+1,9
BUTANOL 93,14+ 4,6 3,72+1)9 1,64+27 5,36 1,53+2,6
SU 94,73 +£2,5 349+2,6 0,61+0,3 4,10 1,17+1,0

*Sonuglar birbirinden bagimsiz dért 6l¢imiin "ortalama * standart sapma" degerleridir.
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Tablo 6. GM02765 hiicre hattinda Anneksin V/PI analiz sonuglar*

GM02765 ANNEKSIN V/PI
Erken Geg Total
EKSTRELER Canlilik Apoptoz Apoptoz Apoptoz Nekroz
(%) (%) (%) (%) (%)

KONTROL 90,94 £ 4,5 4,64 +2,0 2,52+23 7,16 1,87+1,0
HEKZAN 85,56 5,2 7,46 £4,2 4,67 £3,3 12,13 2,31+1,8
KLOROFORM 85,49+4,9 7,51+3,1 438+3,4 11,89 2,59+1,3
ETIiL ASETAT 85,23+6,9 8,25+5,3 3,94+3,2 12,19 2,56+19
BUTANOL 92,43+2,9 5,86+ 3,4 0,76 £ 0,7 6,62 0,94+1,3
SU 96,38+ 2,0 2,82+1,5 0,43+0,7 3,25 0,33+04

*Sonuglar birbirinden bagimsiz dort 6lgiimiin "ortalama + standart sapma" degerleridir.

Tablo 7. TIDM hiicre hatlarinda TUNEL analiz sonuglari*

HUCRELER EKSTRELERIN APOPTOTiK HUCRE ORANLARI (%)
KONTROL | HEKZAN | KLOROFORM | ETiL ASETAT | BUTANOL suU

GMO01838 | 4,79+1,2|9,08+3,3* | 11,00+4,4* | 10,15+6,9 | 3,28+1,1| 3,23+1,8
GMO02765 | 6,76 +0,8 | 14,08+9,5 | 12,37+7,8 | 8,23+5,1 |535+1,6|4,73+£2,1

*Sonuglar birbirinden bagimsiz dért élclimiin "ortalama + standart sapma" degerleridir. Kontrole gére
anlamli farklihk *p<0,05.

Tablo 8. Ekstrelerin TIDM hiicre hatlarinda Anneksin V/PI yéntemine gore apoptotik
ve nekrotik indeksleri

GMO01838 GMO02765
EKSTRELER | Apoptotik indeks | Nekrotik indeks |Apoptotik indeks | Nekrotik indeks
HEKZAN 1,40 1,89 1,69 1,24
KLOROFORM 2,45 0,69 1,66 1,39
ETiL ASETAT 1,06 1,19 1,70 1,37
BUTANOL 0,93 0,63 0,92 0,50
SU 0,71 0,48 0,45 0,18

Tablo 9. Ekstrelerin TADM hiicre hatlarinda TUNEL yontemine gore apoptotik indeksleri

APOPTOTIK iINDEKS
HUCRELER HEKZAN | KLOROFORM | ETiL ASETAT | BUTANOL SuU
GMO01838 1,89 2,29 2,12 0,68 0,67
GMO02765 2,08 1,83 1,22 0,79 0,70
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GMO01838

HEKZAN KLOROFORM ETiL ASETAT BUTANOL SuU
m Apoptotik indeks (Anneksin V/PI) B Apoptotik indeks (TUNEL)
Sekil 10. GM01838 hiicre hattinda ekstrelerin apoptotik indeksleri.
GMO02765
HEKZAN KLOROFORM ETiL ASETAT BUTANOL SU

m Apoptotik indeks (Anneksin V/PI) B Apoptotik indeks (TUNEL)

Sekil 11. GM02765 hiicre hattinda ekstrelerin apoptotik indeksleri.

47



(LL-canls;

AD2 Kontrol
of Gate: (P1 in all)
s uQ1-UL Q1-UR
0.7% 1.2%
o ;

B02 H202

« Gate: (P1in all)

3

o

Q1-UL
33.7%

BO1 Su
= Gate:

(P1.in all)

BO8 Su+H202
=~ Gate: (P1inall)

"5

Q1-UL
32.1%

Sekil 12. C. cassia su ekstresinin GM02765 hiicre hattinda Anneksin V/Pl analiz
histogrami

gbstermektedir.)

A1 Kontrol
o Gate: (F3in all)

LR-erken

apoptotik;

UR-ge¢

AD2 Pozitif Kontrol

!
-

Gate: (P3in all)

apoptotik;

BO2 Su
Gate: (P3in all)

orik
~

UL-nekrotik hicre

1

LRLLL LR LI

oA

w2

TTITN TTTIA TTT T T T TTTT T TTIO T T TTTT T T T I
I w w2 wl el wf ol
FLZ-A FLE-A
AD7 H202
=1 _Gate: (F3in all) , Bo7 su-ha0z
E3 I -

0

TTTIY T T T T T T T T T 7T
ul u
FL2-A

o

Gate: (P3in all)

& T T T T T
1 w2

FLZ-A

a0t -

TTTI
2

FL2-A

TTTITT T T T T

10 -

Sekil 13. C. cassia su ekstresinin GM01838 hiicre hattinda TUNEL analiz histogrami
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Deney sonuglari incelendiginde C. cassia butanol ve su ekstreleri disindaki ekstrelerin
her iki hiicre hattinda da Anneksin V/Pl ydntemine gore istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte apoptozda artisa yol actiklari gorulmektedir. Anneksin V/Pl yontemine gore ekstre
muamelesiyle hiicre canlihiginda istatistiksel olarak anlamli azalma olmamistir. TUNEL testi
apoptoz sonuclarini destekler niteliktedir. TUNEL testine gére GM01838 hiicrelerinde hekzan
ve kloroform ekstreleri apoptozu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde

artirmiglardir (p<0,05) (Tablo 7).

Bu sonuglara dayanilarak ¢alismamizin bundan sonraki asamasinda apoptozu
indiklemeyen ve hiicre canliligini azaltmayan su ve butanol ekstrelerinin oksidatif DNA hasari

Gzerindeki etkileri arastirilmistir.
IV.4 ALKALi KOMET DENEY SONUGLARI

C. cassia butanol ve su ekstrelerinin TIDM hiicre hatlarinda endojen ve H,0, ile
indiklenen oksidatif DNA hasari Gzerindeki etkileri alkali komet yontemi ile arastirildi.
Oksidatif stres olusumunu indiiklemek amaciyla 150 pM H,0, kullanildi. Komet olusumuna
iliskin 6rnek olarak; GM01838 hiicre hattinda yapilan alkali komet analizinde gézlenen DNA
hasarinin floresan mikroskop altindaki goriintileri Sekil 14’te sunuldu. T1DM hicre
hatlarinda alkali komet deney sonuclari Tablo 10’da ve grafiksel olarak Sekil 15-16’da

gosterildi.
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Sekil 14. GM01838 hiicre hattinda komet analizinin floresan mikroskopundaki

gorantdleri*

A. Kontrol hiicreleri; B. Ekstre ile muamele gérmus hicreler; C. H202 ile muamele edilmis

hiicreler; D.H202+ C. cassia su ekstresi ile muamele gérmiis hiicreler

Tablo 10. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin DNA hasari Gizerindeki etkileri*

DNA HASARI (KUYRUK DNA %)

EKSTRELER GM01838 GMO02765

KONTROL 2,49 +0,8 1,14+0,3
ENDOJEN

BUTANOL 433+1,8* 2,08+1,2
(-H20,)

Su 3,35+1,0 1,26 + 0,4
H,0, iLE KONTROL 25,46 + 5,4 ** 25,69 + 2,2 **
iINDUKLENEN BUTANOL 20,87 +7,7 18,59+ 7,4*
(+H20,) su 11,77 £5,3 # 15,14 +3,3*#

*Sonuglar birbirinden bagimsiz li¢ élciimiin "ortalama * standart sapma" degerleridir. Kontrole gére
anlamli farkhihk *p<0,05 **p<0,01; H202'e gére anlamli farkhlik #p<0,05 # p<0,01.
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Sekil 15. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM01838 hiicre hattinda endojen ve
hidrojen peroksitle indiiklenen DNA hasari tGizerindeki etkilerinin grafiksel gosterimi. Sonuglar
birbirinden bagimsiz ¢ 6lgimiin "ortalama + standart sapma" degerleridir. Kontrole gére
anlamli farkhlik *p<0,05 **p<0,01; H,0, e gore anlamli farklilik # p<0,01.

GMO02765
40 - m-H202
m+H202

& 30 - *x #
2 #
o 20 -
=
2
3
310 -

O .

KONTROL BUTANOL SuU

Sekil 16. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM02765 hicre hattinda endojen ve
hidrojen peroksitle indiiklenen DNA hasari tGzerindeki etkilerinin grafiksel gosterimi. Sonuglar
birbirinden bagimsiz ¢ 6lgimiin "ortalama + standart sapma" degerleridir. Kontrole gére
anlamli farkhlik **p<0,01; H,0,’e gére anlamli farklilik #p<0,05.

51



T1DM hiicre hatlarinda su ekstresi ile muamele endojen DNA hasar diizeylerinde
anlamli bir farkhhk olusturmadi. Butanol ekstresi ile muamele edilen GM01838 hiicrelerinde
endojen DNA hasarinda diistik diizeyde olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artis oldugu belirlendi. Su ekstresi iki hiicre hattinda da H,0, ile indiklenen oksidatif DNA
hasarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmaya neden oldu (p<0,05). Butanol
ekstresinin etkisi hiicre hatlarina gore degiskenlik gosterdi; GM02765 hiicre hattinda H,0; ile
indiklenen DNA hasarini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltirken (p<0,05), GM01838

hicrelerinde azalma olmakla birlikte anlamh farkhlik yoktu.
IV.5 TUNEL, Anneksin V/PI ve DCF-DA Test Sonuglar

Calismanin baslangi¢c asamasinda C. cassia ekstrelerinden apoptozu indiklemeyen ve
en az DNA hasari yapan ekstrenin belirlenmesi amaciyla Anneksin V/Pl ve TUNEL testleri
yapilmisti. Bu asamada; su ve butanol ekstrelerinin endojen ve H,0, ile indiiklenen DNA
hasari tzerindeki etkilerinin arastirildigi alkali komet test sonuglarini desteklemek amaciyla
TUNEL ve Anneksin testleri uygulandi. Sonuglar Tablo 11-13’te ve grafikler halinde Sekil 17-
20’de verildi. Ekstrelerin oksidatif DNA hasari tizerindeki etkilerinin ROS olusumuyla iliskisini
degerlendirmek amaciyla yapilan DCF-DA testi sonuglari Tablo 14'te ve grafiksel olarak Sekil

21-22’de gosterildi.

Tablo 11. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin TIDM hiicre hatlarinda TUNEL
yontemine gore endojen ve hidrojen peroksitle indiiklenen apoptoz lizerindeki etkileri*

GM01838 GM02765
EKSTRELER Apoptoz (%) Apoptoz (%)
KONTROL 4,79+1,2 6,76 + 0,8
ENDOJEN BUTANOL 3,28+1,1 5,35+1,6
(-H202)
SuU 3,23+1,8 4,73+2,1
H,0; iLE KONTROL 9,87+0,2° 15,64 + 8,82
INDUKLENEN BUTANOL 5,77 +2,3° 6,77+2,3"
(+H20,) suU 6,17+2,0° 6,18+1,6°"

*Sonuglar birbirinden bagimsiz dért dlciimiin "ortalama * standart sapma" degerleridir. Kontrole gére
anlamli farkhlik 2p=0,05; H.0'e gére anlamli farklilik ®p=0,05.
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Sekil 17. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM01838 hiicre hattinda TUNEL
yontemine gbre endojen ve hidrojen peroksitle indiiklenen apoptoz lzerindeki etkileri.
Sonuglar birbirinden bagimsiz li¢ 6l¢imiin "ortalama £ standart sapma" degerleridir. Kontrole
gore anlaml farklilik 2p=0,05; H,0,’e gére anlamli farklilik ®p=0,05.
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Sekil 18. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM02765 hiicre hattinda TUNEL
yontemine gbre endojen ve hidrojen peroksitle indiiklenen apoptoz lzerindeki etkileri.
Sonuglar birbirinden bagimsiz ti¢ 6l¢imiin "ortalama £ standart sapma" degerleridir. Kontrole
gore anlaml farklilik 2p=0,05; H,0,’e gére anlaml farklilik ®p=0,05.
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Tablo 12. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM01838 hiicre hattinda Anneksin V/PI
yontemine gére endojen ve hidrojen peroksitle indiiklenen canlilik ve apoptoz lzerindeki
etkileri*

Erken Gecg Total

GM01838 EKSTRELER Canlihk Apoptoz Apoptoz Apoptoz

(%) (%) (%) (%)
KONTROL 91,74 +3,7 2,39+2,1 | 3,40+3,4 5,79
ENDOJEN

(Ho0,) BUTANOL 93,14+4,6 | 3,72+19 | 1,64+2,7 5,36
SsuU 94,73 +2,5 3,49+26 | 0,61+0,3 4,10
H,0, iLE KONTROL 83,13+6,0 * 8,47+6,9 | 4,98+25 13,44
INDUKLENEN | BUTANOL 91,69+5,5 5,06 £ 2,8 2,00+2,7 7,05
(+H20,) sU 89,64+3,9 | 3,31+1,1 | 3,13+1,4 6,44

120 +
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40 -
20 -

Canhlik (%)
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m +H202

Apoptoz (%)
PR NN
o [0, o [0,

w
1
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GMO01838

BUTANOL

SU

m-H202
m+H202

*Sonuglar birbirinden bagimsiz dért él¢iimiin "ortalama * standart sapma" degerleridir. Kontrole gére
anlamli farkllik "p<0,05.

Sekil 19. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM01838 hiicre hattinda Anneksin V/PI
yontemine gore endojen ve hidrojen peroksitle indiiklenen hiicre canliligi Gzerindeki etkileri
ve total apoptoz oranlari (%)'nin grafiksel gosterimi. Kontrole gére anlamli farklilik *p<0,05.
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Tablo 13. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM02765 hiicre hattinda Anneksin V/PI
yontemine gére endojen ve hidrojen peroksitle indliklenen canllik ve apoptoz lzerindeki

etkileri*
Erken Geg Total
GMO02765 EKSTRELER Canlihk Apoptoz Apoptoz Apoptoz
(%) (%) (%) (%)
KONTROL 90,94 + 4,5 464+2,0 | 2,52+23 7,16
ENDOJEN
(-H20,) BUTANOL 92,43+2,9 586+3,4 | 0,76+0,7 6,62
SuU 96,38+ 2,0 2,82+15 | 0,43+0,7 3,25
H,0, iLE KONTROL 88,26 + 4,2 464+1,7 | 434+2,9 8,97
INDUKLENEN | BUTANOL 91,77+4,7 | 7,85%4,7 0,33+0,2 8,18
(+H20,) su 91,40+1,1 | 4,99+28 | 1,67+0,4 6,66

*Degerler birbirinden bagimsiz dért 8lgiimiin "ortalama + standart sapma" degerleridir.

GMO02765
120 - m-H202
- 100 1 m +H202
8 80 -
= 60 -
& 40 -
20 -
0 -
KONTROL  BUTANOL su
GMO02765
25 - m-H202
.20 - B +H202
S
~ 15 -
8
210 -
Q.
" m
0 -
KONTROL BUTANOL su

Sekil 20. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM02765 hiicre hattinda Anneksin V/PI
yontemine gore endojen ve hidrojen peroksitle indiiklenen hiicre canliligi Gzerindeki etkileri

ve total apoptoz oranlari (%)’ nin grafiksel gosterimi.
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Tablo 14. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin TIDM hiicre hatlarinda endojen ve
hidrojen peroksitle indiiklenen ROS olusumu lzerindeki etkileri*

GMO01838 GMO02765
EKSTRELER Floresans Yogunlugu Floresans Yogunlugu
KONTROL 43,94+ 7,0 40,91+2,8
ENDOJEN BUTANOL 40,73+2,9 40,62 +0,2
(-H202) SU 29,76 £2,0* 46,13 +10,3
H,0, iLE KONTROL 136,93 +43,9* 87,03+16,5*
iINDUKLENEN | BUTANOL 43,16+8,7" 59,57+0,8%
(+H202) SU 40,33+6,1" 58,43+1,7*

*Sonuglar birbirinden bagimsiz ti¢ 6l¢imiin "ortalama + standart sapma" degerleridir. Kontrole gére
anlamli farkhhk *p=0,05; H202’e gére anlamli farkhlik # p=0,05.
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3
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c
3
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2
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2 50
0

KONTROL BUTANOL SU

Sekil 21. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM01838 hiicre hattinda endojen ve
hidrojen peroksitle indiiklenen ROS olusumu Uzerine etkileri. Sonuglar birbirinden bagimsiz
¢ 6lcimin "ortalama + standart sapma" degerleridir. Kontrole gore anlamli farklilik *p=0,05;
H,0’e gére anlaml farklilk #p=0,05.
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Sekil 22. C. cassia butanol ve su ekstrelerinin GM02765 hicre hattinda endojen ve
hidrojen peroksitle indiiklenen ROS olusumu (zerine etkileri. Sonuglar birbirinden bagimsiz
U¢ 6lciimin "ortalama + standart sapma" degerleridir. Kontrole gére anlamli farkhilk *p=0,05;
H,0, e gére anlamli farklilik # p=0,05.

TUNEL testinde H,0; ile DNA fragmentasyonundaki artis her iki hiicre hattinda da su

ve butanol ekstreleri ile istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldi.

Anneksin/PI analiz sonuglarina gére hidrojen peroksit, hiicre canliiginda azalmaya
neden oldu. Ancak bu azalma % 80'in altina diismedi. Butanol ve su ekstrelerinin her iki hiicre

hattinda da hiicre canhligindaki azalmayi 6nledigi saptandi.

DCF-DA testinde ROS olusumu GMO01838 hiicrelerinde su ekstreleriyle muamelede
kontrole gore anlamli diizeyde azaldi (p=0,05). H,0, ile muamelede ROS olusumu GM01838
ve GMO02765 hiicrelerinde kontrole gore anlamli diizeyde artti (p=0,05). Butanol ve su
ekstreleriyle muamelenin H,0, ile indiklenen ROS olusumunu her iki hiicre hattinda da

azalttig saptandi (Tablo 14).
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V. TARTISMA

Tip 1 diyabet hastalarinda oksidatif stres nedeniyle oksidatif DNA hasarinin arttigi,
onarim kapasitesinin azaldigi ve bu durumun diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya
cikisina ve kanser gelisimi slirecine katkida bulundugu ileri striilmektedir (91). Bu nedenle
arastirmalar 6zellikle antihiperglisemik ve antioksidan 6zelliklere sahip bilesikler, bitkisel
kaynakli Grtinler ve bilesenlerinin diyabet ve komplikasyonlarinin olusum/gelisimi tizerindeki
etkileri Gzerinde yogunlasmistir. Bitkisel kaynakli Grlinlerde bulunan polifenoller gibi cesitli
bilesiklerin serbest radikal stiplriicti ve/veya antioksidan enzim aktiviteleri Gizerindeki etkileri
nedeniyle oksidatif stres kaynakli hastaliklara karsi koruyucu etki gosterdikleri, hatta

tedavilerinde yararli olabileceklerine iliskin cok sayida arastirma bulunmaktadir (156—160).

C. cassia ucuz olmasi nedeniyle lilkemizde ve diger Ulkelerde ¢ay ve baharat olarak
sikhkla kullanilan targin tlriadiar. Cesitli targin tirlerinin 6zellikle kabuklari antioksidan,
antidiyabetik ve antitimor aktiviteyi de iceren genis spektrumlu biyolojik etkilere sahip
olduklari ortaya konmustur (7,12,32,46,161). Targin ekstrelerinin antidiyabetik ve cesitli
kanser tiplerinin gelisimine karsi koruyucu etkilerinin iceriklerindeki polifenollerin
antioksidan aktivitesi ile iliskili olabilecegi ileri siriilmektedir. Son vyillarda yapilan
arastirmalar C. cassia su ekstresinin anti-timor aktivitesinin pro-apoptotik aktiviteyi

artirmasiyla iliskili oldugu gen ekspresyon dizeyinde gosterilmistir (46).

Ekibimizin C. cassia kabugundan hazirlanan farkli ekstre ve fraksiyonlarinin insan
primer periferal kan lenfositleri, V79 Cin Hamster akciger fibroblastlari ve HL-60 insan
promiyelositik |6semi hicreleri gibi farkh hicrelerde endojen ve oksidatif DNA hasari,
sitotoksik ve apoptotik aktivitelerine yonelik yaptigi calismalar bulunmaktadir (162—165). Bu
calismamizda ilerlemesi ve komplikasyonlarinin gelisiminde oksidatif stresin 6nemli rol
oynadigi gosterilmis olan TIDM hastaligini hedef alarak “T1DM in vitro modelinde” C. cassia
ekstrelerinin etkilerini arastirmayi amacladik. Ekstrelerin hazirlanmasinda kullanilan yontem
onceki calismalarda kullanilan yontemin modifiye seklidir (Bakiniz 111.2.2 Ekstre Hazirlanisi).
Bu modifikasyonun amaci, yalnizca metanol-su ile ekstraksiyon yapildiginda ekstrakta

gecmeyen ve atilan apolar bilesiklerin de etkinligini arastirmakti.

In vitro TIDM modeli olarak Coriell Enstitlisi (Newlersey, ABD) diyabetik hiicre
koleksiyonundan temin ettigimiz Epstein Barr virtisii (EBV) ile transforme (immortalize) TIDM
insan lenfosit hiicrelerini (M01838, GM02765) kullandik. insan periferal kan lenfositleri,
endojen DNA hasar diizeyi, ekzojen ajanlar ya da hastaliklarin genotoksisite ¢alismalarinda

sikhkla kullanilan hiicrelerdir; DNA hasar ve onariminin degerlendiriimesine ve gen
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ekspresyonu ile ilgili bilgilerin saglanmasina yonelik calismalarda 6nemli bir yere sahiptirler

(166).

EBV ile transforme hiicreler, biylik miktarlarda DNA saglanmasina olanak verdigi i¢in
onemli hastalik koleksiyonlarinin uzun vadeli yonetiminde ve genetik epidemiyoloji
¢alismalarinin ilerlemesinde referans materyal olarak 6nemli rol oynamaktadir. Calismamizda
kullandigimiz EBV ile immortalize B lenfosit hiicre hatlari sinirsiz DNA kaynagidir ve
fonksiyonel ve molekiler c¢alismalar igin biyolojik malzeme kaynag olarak siklikla
kullanilmaktadir. Bu tip hiicre hatlarinin hicrelerin alindigi bireye 6zgii metabolik yolaklari

temsil ettigi gosterilmistir (167,168).

Calismamizda ekstrelerin hiicre canliligi lzerindeki etkileri degerlendirildiginde;
kloroform ve etil asetat ekstrelerinin daha disik konsantrasyonlarda inhibitor etkinlik
gosterdikleri (ICso degerleri sirasiyla <100 ve <200 pg/ml), hekzan, su ve butanoliin ICso
degerlerinin >300 pg/ml oldugu belirlendi. Daha 6nce laboratuvarimizda C. cassia su ekstresi
ile insan primer periferal kan lenfositlerinde yaptigimiz bir calismada su ekstresi ile 24 saat
muamele edilen lenfositlerde canhligin konsantrasyona bagli olarak azaldigi gosterilmis, ICso
degeri 253.2 pg/ml olarak saptanmisti (162). Kwon ve ark.i; C. cassia su ekstresinin normal
hicre buylmesi Gzerindeki etkilerini arastirdiklari ¢galismalarinda fare primer lenfositlerini
kullanmiglar ve su ekstresinin 0.5 mg/ml konsantrasyonlara kadar hicrelerde blyiime
inhibisyonu olusturmadigini saptamislardir (46). Bu tez ¢alismamizda T1DM hiicrelerinin her
ikisinde de su ekstresinin ICso degerleri yaklasik 400 pg/ml olarak saptanmistir. Bu sonuglar
disinda C. cassia ekstrelerinin saglkli hicrelerde sitotoksik ve apoptotik aktivitelerinin
arastirildigi bir calismaya literatlirde rastlanmamistir. Calismalar daha ¢ok ekstrelerin ya da
bilesenlerinin antidiyabetik ve antikanser aktiviteleri ile ilgilidir. Lee ve ark.i farkh kanser
hicrelerinde C. cassia kabugunun metanol ekstresi ve fraksiyonlarinin sitotoksik etkilerini
cesitli kanser hiicrelerinde sulforodamin B testi ile arastirmislar, metanol ekstresi ile hekzan
ve etil asetat fraksiyonlarinin glgli sitotoksisite gosterdigini, kloroform, butanol ve su
fraksiyonlarinin bu hiicrelerde sitotoksik olmadiklarini bildirmislerdir. Arastiricilar bu
calismada en etkin fraksiyonun hekzan ve etken bilesenin igerigindeki sinnamaldehit
oldugunu gostermislerdir (50). Daha 6nce laboratuvarimizda insan promiyelositik |6semi (HL-
60) hiicrelerinde C. cassia kabuk ekstreleriyle yapilan ¢alismada metanol ekstresinin hekzan,
kloroform, etil asetat fraksiyonlarinin anlamli diizeyde sitotoksisiteye neden oldugu, hekzan
fraksiyonunun en giiclii etki gosterdigi saptanmisti (169). Anilan calismada hekzan ekstresinin
apoptozu ve apoptozla iliskili bazi genlerin ekspresyonlarini artirdigi da gosterilmisti. TAIDM

hicrelerinde yaptigimiz bu ¢alismada ise en glicll sitotoksisite gdsteren fraksiyon kloroform
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olarak belirlendi. iki calisma sonuglarindaki farkhiliklarin; hiicrelerin farkh 6zellikte hiicreler
(promiyelositik  I6semi  hiicreleri/TIDM  periferal kan lenfositleri) olmasindan
kaynaklanabilecegi, ve/veya ekstre bilesenlerinin farkliligi ile de iliskili olabilecegi
dislintlmektedir. Evdokimova ve ark.1 C. cassia'dan hekzan ile hazirlanan ekstrenin temel
bileseninin trans-sinnamaldehit oldugunu géstermislerdir (170). Rad ve ark. C. cassia hekzan
ekstresinin iki temel bileseninin semi-preparatif HPLC ile izole edilen ve GC-MS ile saptanan
trans-sinnamaldehit ve kumarin oldugunu bildirmislerdir (171). Ka ve ark. C. cassia
kabugunun aktif bileseni sinnamaldehitin HL—60 hiicrelerinde serbest oksijen radikal
olusumunu artirdigini gostermisler, bilesigin sitotoksik etkisini ROS olusumunun aracilik ettigi
apoptozla iliskilendirmislerdir (172). C. cassia kabugu metanol ekstresinin GC-MS analizinin
yapildigi bir ¢calismada 35 fitokimyasal saptanmis ve major bilesenlerin sinnamaldehit (%
24.58), p-metoksi sinnamaldehit (% 9.87), cis-2-metoksi sinnamik asit (% 9.22), sinnamik asit
(% 7.39), kumarin (% 5.31) ve 8,11-oktadekadienoik asit metil esteri (% 4.27) oldugu
bildirilmistir (173). Bu nedenlerle anilan iki calismada ekstre bilesenlerinin ve diizeylerinin
farkh oldugu 6ngorilebilir. Ekstrelerin bilesenlerinin nicel ve nitel analizinin yapilmasi bu

sonuglarin daha iyi anlasilabilmesi icin tamamlayici olacaktir.

Calismamizda ekstrelerin apoptotik aktiviteleri Anneksin V/PI ve TUNEL testleri ile
arastinlmistir. Hekzan, kloroform ve etil asetat ekstrelerinin apoptotik hiicre oranini
kontrollere gore degisen derecelerde artirdigl, su ve butanol ekstrelerinin ise kontrollerden
farkl olmadigi ya da azalttigi gbzlenmistir (Tablo 8-9, Sekil 10-11). T1DM hiicrelerinde su ve
butanol ekstrelerinin hiicre canlihg tizerindeki etkileri ve apoptotik aktivite agisindan diger
ekstrelere gore daha giivenli bulunmalari nedeniyle bu ekstrelerin bazal ve oksidatif DNA

hasari ile ROS olusumu Ulzerindeki etkileri arastiriimistir.

Calismamizda oksidatif DNA hasari olusturmak icin H,0; kullanilmistir. Daha 6nceki
¢alismalarimizda saglikh insan primer lenfosit hiicrelerinde 100 uM H,0, yeterli DNA hasari
olusturmustu. TIDM hiicreleri ile yaptigimiz 6n g¢alismalarda 150 uM H;0; ile daha homojen
ve stabil sonuglar alindigi icin bu hiicrelerle ¢alismalarimizda 150 uM H,0,; kullaniimistir.
Hidrojen peroksit ile canli hiicre orani azalmis, ancak inhibisyon %80’in altina diismemistir.
Bu da c¢alismamizda 150 uM H,0;'nin bu konsantrasyonda sitotoksisite olusturmadigini

ortaya koymustur.

Calismada su ekstresinin oksidatif DNA hasarini her iki hiicre hattinda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalttig hem alkali komet testi, hem de TUNEL testi ile gosterilmistir

(Tablo 10-11, Sekil 15-18). Butanol ekstresinin etkileri ise iki hicre tipinde farklilik
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gostermistir. C. cassia kabugu sulu ve alkollii ekstrelerinin in vitro olarak yag asit oksidasyonu
ve lipid peroksidasyonunu giicll sekilde inhibe ettigi, bu etkinin bu ekstrelerden izole edilen
serbest radikal sliplirlici aktivite ve antioksidan oOzelliklere sahip flavonoidlerden
kaynaklandigi ileri strilmistiir (7,174). Su ekstresinin hem H,0, ile indiiklenen ROS
olusumundaki artisa hem de oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu etki gostermesi
polifenollerin antioksidan aktivitelerinin oksidatif strese karsi koruyucu etkilerinden sorumlu
olabilecekleri goriisiini desteklemektedir. C. cassia su fraksiyonunda katesin, epikatesin,
prosiyanidin B2 ve fenol polimerleri gibi fenolik bilesiklerin varligi gésterilmistir (175). Butanol
ekstresinin etkileri de benzerlik gostermektedir. Ancak endojen DNA hasarinda artisa neden
olmasi ve hiicrelerin yanitlarindaki farkliliklar bu ekstrenin farkhihgini isaret etmektedir.
Laboratuvarimizda daha 6nce V79 hiicrelerinde yapilan c¢alismada C. cassia metanol
ekstresinin su ve butanol fraksiyonlarinin H,0, ile indiklenen oksidatif DNA hasarini
azalttiklari, ayrica endojen ve H,0; ile indiiklenen ROS olusumunu da azalttiklari gosterilmisti

(164).

Sonug olarak calismamizda C. cassia su ekstresinin TLDM in vitro modelinde sitotoksik
ve apoptotik aktivite gostermeyen konsantrasyonlarda oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu

etkisi oldugu gosterilmistir.
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VI. SONUC VE ONERILER

T1DM in vitro hiicre modeli olarak kullanilan insan immortalize periferal kan
lenfositlerinde C. cassia hekzan ekstresi ve metanol ektresi alt fraksiyonlari hiicre canhhigi

Uzerindeki etkileri ve apoptotik aktiviteleri agisindan farkhlik gdstermistir.

Hekzan, kloroform ve etil asetat ekstrelerinin apoptozu artirmalari, C. cassia'nin apolar
¢Ozicllere gecen bilesenlerinin su ve butanol fraksiyonlarindaki bilesenlere gére TIDM

lenfositlerinde daha toksik olabileceklerini ortaya koymaktadir.

Calismamizda C. cassia su ekstresinin TLDM in vitro hiicre modelinde H,0; ile indiiklenen
oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu etkisi gosterilmis, bu etkinin olusumunda ROS

olusumunu azaltmasinin rol oynayabilecegi distinGlmustar.

Su ekstresinin endojen ve H,0; ile indiiklenen ROS olusumundaki artista azalmaya neden
olmasi ve oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu etki gostermesi, iceriginde yliksek
oranda bulunan polifenollerin antioksidan aktivitelerinin bu etkiden sorumlu
olabilecekleri gorisinil desteklemektedir.

Sonug olarak bu proje calismasinin hipotezi olan "C. cassia kabuk ekstrelerinin TIDM

hastalarinda endojen ve oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu etki gosterebilecegi"

hipotezimiz; C. cassia su ekstresi icin in vitro kosullarda dogrulanmistir.

Butanol ekstresinin benzer etki gostermesi, etkisinin hicreler arasinda farkhlik
gostermesi ve endojen DNA hasarini artirabilecegi bulgusu, bu fraksiyonun su fraksiyonu

ile farkhliginin arastiriimasini gerektirmektedir.

Bundan sonraki asamada; C. cassia ekstrelerinin igeriklerinin nitel ve nicel olarak
belirlenmesine yonelik ¢alismalarin  yapilmasi  ekstrelere bagh farkh etkilerin

aciklanabilmesi acisindan tamamlayici olacaktir.

Galisma sonuglarinin giivenilirligi, in vivo ¢alismalarla desteklenmelidir.
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