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OZET

Yiiksek lisans Tezi
AKut Yiiksek Doz Arsenik Maruziyetinin Insan Gobek Damar1 Endotel
Hiicrelerinde (HUVEC) Olusturdugu Sitotoksisite, Oksidatif Stres ve
Apoptozise Karsi Trans-Chalcone Uygulamasimin Koruyucu Etkinliginin
Arastirilmasi
Mustafa GOZUOGLU
Mardin Artuklu Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
2023: 61 Sayfa

Vaskiiler endotel hiicrelerinin biitlinliigiiniin ve normal islevinin, vaskiiler ortamin
stabilitesi i¢in biiyiik 6nem tasidigini gostermistir. Arsenik organizmada toksik etkilerini
bircok yerde gosterirken bununla beraber neredeyse ikiyiizden fazla enzimi de inaktive
eder. Ancak bu istenmeyen durum ve gelismelerin durdurulmasi ya da azaltilmasi
hiicreleri/dokuyu arsenik toksisitesinden koruyabilir. Ortama antioksidanlarin veya radikal
stipiiriiciilerin eklenmesinin arsenik kaynakli ROS seviyelerini azaltma 6zelligi sebebiyle
hasarlari iyilestirdigi bilinmektedir. Insan gébek damari endotel hiicreleri (HUVEC), gébek
kordonunun damarindan izole edilen birincil hiicrelerdir. HUVEC hiicreleri hipoksi,
inflamasyon, oksidatif stres, enfeksiyona yanit ve hem normal hem de tiimorle iligkili
anjiyogenezdahil olmak {izere uygulamalarla endotel hiicre fonksiyonunu incelemek igin
bir modelleme 6rnegidir. ROS, vaskiilerendotel hiicre disfonksiyonuna ve vaskiiler duvar
hiicrelerinde hasara neden olabilir. Antioksidanlar, vaskiiler endotel hiicre fonksiyonunu
korur ve aterosklerozu onler. Trans-chalcone antioksidan, anti-inflamatuar gibi bir dizi
terapotik Ozellige sahip bir bilesiktir. Bu calismada HUVEC hiicrelerinin arsenik
maruziyeti sonucunda endotelhiicre hasar1 gerceklestirildi. Calismada hiicre canliligi,
enzim aktivitesi, gen ekpresyon diizeyleri incelendi. Arsenigin HUVEC hiicrelerinde MDA
diizeyi, TNF-a, IL-1P, Bax, Caspase-3 MRNA ekpresyon seviyelerini ylikselttigi ve SOD
ve GSH-Px’in aktivitelerini azalttig1 tespit edildi. Ancak trans-chalcone uygulamasinin
SOD ve GSH-Px’in aktivitelerinin arttigi, MDA diizeyi, TNF-a, IL-1B, Bax, Caspase-3
mRNAekpresyon seviyelerinin ise azaldigi tespit edildi. Bu bulgular 1s1g8inda, Arsenigin
olusturdugu endotel hiicre hasarma kars1 trans-chalcone antioksidan, anti-inflamatuar,
antiapoptotik 6zellik gosterdigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Arsenik, HUVEC, Trans-chalcone, Oksidatif stres, Apoptozis



ABSTRACT

Master Thesis
Investigation of the protective efficacy of trans-chalcone application again
stcytotoxicity, oxidative stress and apoptosis caused by acute high-dose
arsenic exposure in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC).
Mustata GOZUOGLU
Mardin ArtukluUniversity
Graduate Education Institute
Department of Chemistry
2023: 61 Pages

The integrity and normal function of vascular endothelial cells has shown to be of great
importance for the stability of the vascular environment. While arsenic show sitstoxic
effects in many places in the organism, it also inactivates almost twohundred enzymes.
How ever, stopping or reducing the seun desirable condition sand developments may
protect cells/tissue from arsenic toxicity. It is known that the arsenic-induced ROS
protection feature of the filter, of antioxidant sorradical scavengers, improves the damages.
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) are primary cell sisolated from the vessel
of the umbilicalcord. HUVEC cellsare a modeling example for studying endothelial cell
function with application sincluding hypoxia, inflammation, oxidative stress, responseto
infection, and both normal and tumor-associated angio genesis. ROS can cause vascular
endothelial cell dysfunction and damage to vascular wall cells. Antioxidants protect
vascular endothelial cell function and prevent atherosclerosis. Trans-chalcone is a
compound with a number of therapeutic properties such as antioxidant, anti-inflammatory.
In this study, endothelial cell damage was performed as a result of arsenic exposure of
HUVEC cells. In the study, cell viability, enzyme activity, gene expression levels were
examined. It was determined that arsenic in creased MDA leveland TNF-a, IL-1p, Bax,
Caspase-3 mRNA expression levels and decreased the activities of SOD and GSH-Px in
HUVEC cells. How ever, it was determined that trans-chalcone application in creased the
activities of SOD and GSH-Px, and decreased MDA level, TNF-a, IL-1B, Bax, Caspase-3
MRNA expression levels. In the light of the sefindings, it is thought that trans-chalcone
antioxidant, anti-inflammatory and anti-apoptotic properties against endothelial cell
damage caused by arsenic.

Key Words: Arsenic, HUVEC, Trans-chalcone, Oxidative stress, Apoptosis
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1. GIRIS

HUVEC hiicresi gobek kordonunun damarindan izole edilmis bir endotel hiicre
hattidir. HUVEC hiicre hatt1 6zellikleri, bir organizmada bulunan farkli endotel hiicre
tiirleri ile ilgili fizyopatoloji ve toksisitedeki tiim metabolik kapasiteleri ve yanitlar
kesinlikle temsil edemese de HUVEC'ler tiim diinyadaki genis bir arastirmaci toplulugu
icin bir model temsil etmektedir. HUVEC'ler, biiyiik miktarlarda hiicrenin hazirlanmasi

igin dogru olan en basit ve mevcut insan endotel hiicre tipidir (Baudin vd;2007).

Arsenik elementi (As) periyodik sistemde 15. gruba ait olup, kimyasal olarak bir
metaloid olarak siniflandirilmaktadir. Yerkabugundaki birgok mineralde, genellikle diger
metaller ve kiikiirt ile birlikte bulunan 20. Elementtir (Baksi,2007). Cogunlukla bakir,
nikel, kursun, kobalt veya diger metallerle birlikte siilfit bilesikleri olarak bulunur.
Arsenik, havada, suda ve toprakta bulunan toksik bir elementtir. Arsenik ve bilesikleri
cevrede hareketlidir. Kayalarin ayrismasi, arsenik siilfiirleri arsenik dongiisiine toz olarak
veya yagmurda, nehirlerde veya yeralti sularinda ¢oziinerek giren arsenik trioksite
doniistiiriir. Bu nedenle, arsenik nedeniyle yeralti sularinin kirlenmesi tiim diinyadaki
insanlik i¢in ciddi bir tehdit olup 6nemli bir saglik sorunudur. Cogu arsenik bilesiginin
rengi veya kokusu olmadig i¢in, arsenik varligi gida, su veya havada hemen belli olmaz,
bu nedenle elementin toksik dogas1 goz dniine alindiginda ciddi bir insan saglig: tehlikesi
arz eder. Arsenige kronik maruz kalma, insanlarda ¢ok ¢esitli hastaliklarin ve saglik
sorunlarmin gelisimi ile iligkilendirilmistir. Arsenik maruziyeti, sinyal yollarmi ve
epigenetik modifikasyonlar1 degistirerek hiicre davranisinda ¢oklu degisikliklere aracilik
eden veya molekiillerde dogrudan oksidatif hasara neden olan hiicre i¢ci ROS olusumunu
indiikler. ROS aracili oksidatif hasar, arsenik patogenezinde ortak bir paydadir. Ek olarak,
arsenik mitokondri biitiinliigiinde morfolojik degisikliklere neden olur. Siiperoksit
radikalinden tiiretilen serbest radikal olusumunun kademeli mekanizmalari, glutatyon
tilketen ajanlarla birlestiginde, hiicrelerin arsenik toksisitesine duyarliligini arttirir.
ROS"'un neden oldugu biyokimyasal dengesizlik, multipl skleroz, kanser ve Alzheimer
hastalig1 gibi dejeneratif hastaliklara yol agan DNA, RNA, lipid ve protein dahil olmak

tizere bircok biyolojik makromolekiile zarar verebilir. ROS seviyelerini diisiirme



potansiyeline sahip antioksidanlarin arsenik kaynakli lezyonlar1 iyilestirdigi
gosterilmigtir. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan kanitlar, antioksidan yollarin yapict
aktivasyonunun ve azalan ROS seviyelerinin bazi durumlarda kronik arsenik toksisitesine
katkida bulundugunu géstermektedir (Badal ve Kazuo,2002; Hu vd.,2020; Bakoyiannis
vd.; 2019).

Arsenik, baslica son iriinleri aldehitler malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-
nonenal (HNE) olan ¢esitli biyoaktif molekiiller (ROS, peroksitler ve izoprostanlar)

tireten oksitlenmis lipitlerin olusumunu indiikler (Jomova vd.;2011).

Antioksidanlar, oksidasyonun baslamasmi engelleyen veya geciktiren
bilesiklerdir (Shadidi,2010). Antioksidanlar insan viicudunun serbest radikaller
tarafindan olusturulabilecek oksidatif stresiortadan kaldirmak igin en 6nemli bilesikler
antioksidanlardir. Antioksidanlar serbest radikalleri temizleyebilen ve hiicre hasarini
engelleyebilen maddelerdir. Insanda bulunan antioksidanlar ya viicut tarafindan dogal
olarak tiretilirler ya da disaridan alinmasi gereklidir. Hem endojen hem de eksojen
antioksidanlar serbest radikal temizleyici olarakhareket ederler. Bundan dolayi
savunmasisteminin etkisini artirarak hastalik riskini ve gelismesini de azaltirlar (Shinde
vd.,2012). Yaslanma dejeneratif, biyolojik, zamana bagli, evrensel olarak korunan bir
siirectir ve bu nedenle morbidite ve mortalite i¢in bilinen en yiiksek risk faktorlerinden
biridir. Hem c¢evresel kosullar (%75) hem de genetik (%25) yaslanmadan sorumlu
oldugundan, her bireyin kendi yaslanma mekanizmasivardir. Birgok ROS, yaslanma ile
iligkili olan endojen ve eksojen olarak iiretilir. Ancak mitokondriyal ROS, oksidatif strese
bagli mitokondriyal islev bozuklugu yaslanmaya katkida bulunanlardan biri olarak kabul
edildiginden, yaslanma siirecine biiyiik 6l¢iide katkida bulunur. Antioksidanlar, serbest
radikallerle baglanarak oksidatif zincir reaksiyonlarini sonlandirir ve elektronlarini onlara
bagislar, boylece serbest radikalleri daha fazla saldir1 i¢in kullanilamaz hale getirir.
Elektronlarin1 bagisladiktan sonra, serbest radikal durumu antioksidanlar tarafindan
saglanir. Bu nedenle zararli degillerdir ¢iinkii kendileri reaktif olmadan elektronlardaki

degisimi karsilama yetenegine sahiptirler.

Chalcone’lar, iki aromatik halkanin o,f-doymamis ketonlarla birlestigi
flavonoidlerin ~ Onciileridir. Ayrica chalcone’larin  antiprotozoal, antibakteriyel,

antidiyabetik, antikanser, antiiilser, antienflamatuar, amoebisidal, antelmintik ve



immiinomodiilator etkiler gibi gesitli biyolojik 6zelliklere sahip oldugu da bilinmektedir
(Burmaoglu vd.,2019a, 2019b,2020; Alipour vd.,2020).

Bu caligmada akut yiiksek doz arsenik maruziyetinin HUVEC hiicrelerinde
olusturdugu sitotoksisite, oksidatif stres ve apoptozise Kkarsi trans-chalcone
uygulamasinin koruyucu etkinligi arastirildi. Arsenigin neden oldugu oksidatif stres ve
apoptozu incelemek icin HUVEC hiicrelerinin kullanildig1 calismamizda biyoyararlilig

oldugu diisiiniilen trans-chalcone’nin etkisi arastirildi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.  Arsenigin Kimyasal Ozellikleri ve Yapisi

Arsenik bilesikleri inorganik ve organik olarak siniflandirilabilirler. Karbon bagi
bulunmayan arsenik bilesikleri inorganik arsenikler, yapisinda karbonbagi bulunduran
arsenik bilesikleri de organik arsenikler olarak tanimlanabilirler. inorganikarsenik tiirleri
arsenat ve arsenit, organik tilirlerinden bazilar1 ise metillenmis tiirleri olanmonometil
arsenik asit ve dimetil arsinik asittir. Arsenit, arsenat, monometil arsonik asit (MMA) ve
dimetil arsinik asit (DMA) sularda yogun olarak bulunan arsenik tiirleridir. Arsenigin
toksisitesikimyasal yapisina baglidir ve inorganik arsenik tiirleri organik arseniktiirlerine
(MMA ve DMA gibi) gore daha toksik bir yapiya sahiptir. Ciinkii organik arsenik normal
sartlarda viicuttan kolayca atilir. Bunun yani sira arsenobetain ve arsenokolin gibi biiyiik
molekiilyapisina sahip arsenik tiirleri toksik degildir. Arsenit arsenattan 60 Kkat,
inorganikarsenik ise organik arsenikten 100 kat daha toksiktir (Mandal ve Suzuki 2020;
Jutta Frank,2005). Arsenik birgok mineralde kiikiirt ve diger metallerle kombinasyon
halinde veya saf bir element olarak bulunan bir metaloiddir. Arsenik kuru havada
kararlidir, ancak neme maruz kaldiginda altin-bronz bir kararma olusturur ve bu uzun
slire maruz kaldiginda siyah bir yiizey tabakasina doniigiir (Rimondi vd.,2022). Canli
organizmalarda arsenik hem inorganik hem de organik formda ve {i¢ degerlikli ve bes
degerlikli oksidasyon durumlarinda bulunur. Inorganik As (lII; arsenit), As (V;
arsenat)'tan daha toksiktir ve inorganik arsenikler, organik arseniklerden daha toksiktir.
Arsenik asit bobrek, testis ve karaciger hiicrelerine aquagliseroporinler ve glikoz
tastyicilart (GLUT1, GLUT4) yoluyla girerken, arsenik asit (AsOs*) ve fosfat (PO)
arasindaki asir1 benzerlik géz Oniine alindiginda, arsenik asit fosfat tasiyicilar yoluyla
hiicre zarlarin1 geger (Nurgi vd.,2020). Yerkabugunda yaygin olarak bulunan bir element
olan arsenik, hem metalik hem de metalik olmayan kimyasal o6zelliklere sahip bir
metaloiddir. Arsenik bir metaloiddir ve elemental, siilfit ve karbonat formlar1 gibi ¢esitli
allotropik formlarda bulunur. Dogada gesitli oksidasyon durumlarinda (3-, 0, 3+ ve 5+)

ve bircok organik ve inorganik formda bulunur. Inorganik arsenik, inorganik tiirevler
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saglamak icin oksijen ve kiikiirt ile ve organik bilesikler vermek i¢in karbon ve hidrojen
ile reaksiyona girebilir (ATSDR,2013). Arsenigin yaygin olarak bulunan organik formlari
monometilarsonik asit (MMA) ve dimetilarsinik asit (DMA)’tir. Yakin zamana kadar,
cesitli As bilesikleri pestisit ve herbisit olarak kullanilmistir. DMA c¢evrede bulunan ana
organik arsenik formudur ve pestisitlerin ve herbisitlerin yapiminda kullanilmaktadir
(ATSDR,2013). Mantar onleyici 6zellikleri nedeniyle, ahgab1 islemek ve korumak igin
kromlu bakir arsenat kullanilmistir. As diger metallerle karsilastirildiginda, karbonun
yani sira kiikiirt ve selenyum ile kovalent baglanmaya katilma egilimi yiiksektir (Aaseth
vd.; 2015). Modern antibiyotiklerin ve sitostatik ajanlarin gelistirilmesinden once,
farmasotik olarak farkli organik ve inorganik arsenik bilesikleri kullaniltyordu. Ornek
olarak, frengi i¢in Salvarsan (arsfenamin) ve kanser icin arsenik trioksit
kullaniliyordu. Sedef hastaliginin tedavisinde, As i¢eren Fowler's soliisyonu 6nerilmistir,
ancak daha sonra doza bagli bir sekilde cilt kanseri riskini artirdigr tespit edilmistir

(Gardner vd.,2012).

Arsenik hem inorganik hem de organik formlarda ¢cevreye salinir. Arsenat [As(V)]
ve arsenit [As (IIT)], arsenigin toprak ¢oOzeltisindeki inorganik formlaridir. Bununla
birlikte, topraktaki arsenik tiirlerini metilleyebilen ve demetile edebilen mikroplar,
inorganik arsenik tiirlerini organik tiirlere doniistiirebilir ve bunun tersi de gecerlidir

(Turpeinen vd.,1999).

2.1.1. Arsenik Toksisitesinin Mekanizma ve Metabolizmasi

Arsenik toksisitesi, insan sagligi tizerindeki zararli sonuglar1 nedeniyle 6nemli bir
endise kaynagidir. Hizli sanayilesme, dengeli ekosistemleri bozabilen, insanlari, bitkileri
ve hayvanlar1 olumsuz ve geri dondiiriilemez sekilde etkileyen kirleticileri ortaya ¢ikararak
cevre kalitesini de zayiflatti. Tiim cevresel tehlikeler arasinda onemli bir toksik olan

arsenik, hiicreler ve organlar iizerinde gesitli zararli etkilere yol acarak genel yasam

kalitesini etkileyebilir (Khan,2022).
As toksisitesinin temel mekanizmasi 6nemli redoks diizenleyicileri, Sinyalleme ve

DNA onarim proteinleri ile baglanmasidir. Arsenik, proteinlerin 6nemli metal baglama

bolgelerinde dogrudan temel ¢inko iyonlarinin yerini alabilir ve/veya tersinir ve ROS/RNS
olusumuna bagli olarak 6nemli sistein kalintilarinin geri doniisiimstiiz oksidatif ve nitrozatif
modifikasyonlari, ¢inko salinimina ve protein konformasyon modifikasyonuna yol acar ve

ardindan fonksiyon inhibisyonu gergeklestirir (Saintilnord vd.,2012).
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Arsenik, in vivo olarak birkag karmagik metabolik doniisiime ugrar. Hem As hem
de metabolitleri hiicre dist ve hiicre i¢ci makromolekiillerle, 6zellikle de komsu tiyoller
icerenlerle etkilesime girer, ancak etki mekanizmasi As'in kimyasal formuna gore
degisebilir. Bununla birlikte, daha yeni arastirmalar, ara metabolitlerin, Ozellikle
monometilarsondz asit (MMA-III) ve aym1 zamanda dimetilarson6z asit (DMA-III)
reaktif ve toksik oldugunu gostermektedir (Naranmandura.,2011; Bozack.,2018). MMA-
111 ve DMA-III genellikle daha az toksikpentavalent tiirlere hizla oksitlense de, inorganik
arsenik metilasyon yollarindaki ara tirtinler, DNA hasar1 da dahil olmak {izere toksik
etkilere neden olabilir (Molin vd.,2015). As maruziyeti, merkezi sinir sisteminin glial
bilesenini 6nemli Ol¢lide etkiler. As maruziyetinin neden oldugu ndrotoksik etkiler,
oksidatif stres aracili gibi goriinmektedir. Mitokondri, As norotoksisitesinin ana hedefidir
(Chenvd.,2016; Liuvd.,2013; Prakash vd.,2016). Arsenik, reaktif oksijen tiirlerinin
mitokondriyal iiretimini artiran elektron tagima zincirinin I, IT ve IV kompleksleriniinhibe
eder. Buna karsilik, bu mitokondriyal bozukluk, mikroglial hiicre apoptozisine yol
acabilir (Kharroubi vd.,2017). As'm akut toksisitesi, SH gruplari igin As (III)'iin giiglii
afinitesine atfedilir. Endojen tiyollerin, bazi kofaktorler (a-lipoik asit) veya onemli
enzimlerin aktif bolgelerinde temel bilesenler olan sistein kalintilart gibi As bilesikleri
tarafindan isgal edilebildigi artik iyi bilinmektedir. Bu nedenle, erken ¢alismalar As (III)
bilesiklerinin, sitrik asit dongiisiine giren piruvatin asetil-CoA'ya doniistiiriilmesi igin ¢ok
onemli olan kiikiirt iceren piruvatdehidrojenaz enzim kompleksinin islevini bloke ettigini
ortaya koydu. Bu hassas enzim kompleksi mitokondriyal fonksiyonlar ig¢in gereklidir
(Peters vd.,1945). Deneysel olarak, mitokondriyal etkilerin bazilari, kofaktor a-lipoik

asidin uygulanmasiyla tersine ¢evrilmis gibi gériinmektedir (Shila vd.,2005).
2.1.2. Maruziyet Kaynaklar:

2.1.2.1. i¢me Suyundaki Arsenik

Arsenik yeralt1 suyu ve igcme suyunda inorganik arsenik olarak bulunur, ancak
kimyasal analizlerde genellikle toplam As olarak belirlenir. Bu bolgelerde 50 milyondan
fazla insan, 50 pg/L'nin ilizerinde As iceren yeralti suyu icmektedir (Mondal vd.;2006).
Diinyanin bazi bolgelerinde tortullarda meydana gelen As'im yeraltt sularina
birakilabilecegi bilinmektedir. Peru'dan madencilik faaliyetleriyle ilgili yeralt1 ve ylizey

sularinda yiiksek seviyelerde As bildirilmistir (George vd.;2014).



2.1.2.2. Gidalarda Arsenik

As'a mesleki olarak veya igme suyu yoluyla maruz kalmayan bireyler i¢in en
onemli As kaynagi besindir (Hughes vd.,2011). Toprak kaynakli gidalar arasinda, piring
gibi bazi tahillar, bazen 0,4 mg/kg kuru agirlik kadar yiiksek As konsantrasyonlarina
sahiptir (Benford vd.,2011).

As igeren su ile sulanan veya As bakimindan zengin topraklarda yetistirilen piring
ve diger bitkilerdeki ana As tiirii inorganik arsenik'tir (Molin vd.,2015; Khanam
vd.,2020). Esas olarak inorganik As iceren karasal organizmalarin aksine, deniz
organizmalarindaki As'larin ¢ogu organoarseniktir. Ozellikle, deniz besin zincirinin {ist

kismindaki organizmalarda, arsenobetain, yaygin arsenik bilesigidir (Edmonds vd.,1977).

2.1.2.3. Mesleki Maruziyet

As bilesiklerine mesleki maruziyet, bir bagska 6nemli maruziyet kaynagidir. Bazi
durumlarda mesleki maruziyet, 6zellikle inorganik As kullanan endiistrilerde veya diger
toksik arsenikleri kullanan is¢ilerde As zehirlenmesine bile yol agabilir. Bunlara ahsap
koruma, bag piiskiirtme, demir dis1 metal alasimlari, cam {iretimi ve elektronik yar1

iletkenlerin tiretimi dahildir (Roman vd.,2018).

2.1.3.  Arsenik Maruziyetinin Saghk Uzerine Etkileri

Akut arsenik zehirlenmesi baslangicta bulanti, kusma, karin agris1 ve siddetli ishal
ile iligkilidir. Ensefalopati ve periferiknoropati olusabilir. Uzuvlarda parestezi, bazi
durumlarda yaygin polindropatiye doniisebilen inorganik arsenik maruziyetinin sik
goriilen bir semptomudur. Uzun siireli inorganik arsenik maruziyeti, ozellikle cilt
kivrimlarinda lokalizasyon 1ile cildi etkiler. Bu, pigmentasyonda degisikliklere,
hiperkeratoz ve zamanla, 6rnegin ellerde cilt kanseri gelisimine neden olabilir. Boyle bir
maruziyet lizerine, birgok organi etkileyen iyi belgelenmis bir insan kanserojenidir. Pek
cok epidemiyolojik ¢alismada As maruziyetinin analizleri, igme suyundaki As seviyeleri
10 pg/L kadar diisiik oldugunda mesane kanseri gelisme riskinde kiiclik bir artig
olabilecegini diisiindiirmektedir (Ratnaike,2003; Tseng vd.,2006; Mink vd.,2008). Uzun
stireli maruz kalmanin diger hassas son noktalari, periferiknoropati, kardiyovaskiiler
hastalik ve maruz kalan ¢ocuklarda noro-davranissal etkilerdir. Siganlarda, inorganik
arsenikmaruziyeti beyin kolinerjik reseptorlerini  6nemli Ol¢iide etkiler. Ayrica

hiicrelerde, dopamin ve inorganik arsenikler arasindaki etkilesim, dopaminerjik néronlar



tizerindeki norotoksik etkileri arttirir. Arsenik maruziyeti, duyarl vakalarda tip 2 diabetes
mellitus'u da hizlandirabilir (Bjerklund vd.,2019; Chandravanshi vd.,2014; Shavali
vd.,2008).

2.1.4. Arsenik Zehirlenmesinin Tedavisi

Akut arsenik zehirlenmesine karsi klasik panzehir olan BAL (Ingiliz anti-Lewite,
dimerkaptopropanol), baslangigta Lewisit (diklorovinilarsin) i¢in bir savas gazi panzehiri
olarak gelistirildi. BAL, endojen SH gruplariyla, 6rnegin arsenik zehirlenmelerinde As i¢in
piruvat dehidrojenaz kofaktor a-lipoatin kiikiirt gruplariyla basarili bir sekilde rekabet eden
ve boylece As'in viicuttan atilmasini artiran bir ditiol bilesigidir. Bununla birlikte, BAL'In
oldukga yiiksek toksisitesi ve stk ve uygunsuz intramiiskiiler uygulamalarin gerekliligi
nedeniyle bu ilacin klinik kullanimi1 su anda akut As intoksikasyonlarindan sonraki birkag
giin i¢in sadece baslangig tedavisi ile siirlidir (Aaseth,1983; Bjerklund vd.,2017;
Andersen vd.,2002). BAL'n suda ¢oziiniir ve daha az toksik tiirevleri, terap6tik kullanim
icin gelistirilmigtir. Akut hayati tehdit eden zehirlenmelerde hayati fonksiyonlarin
desteklenmesi ve selasyon tedavisinin olabildigince hizli yapilmasi Onerilir. Terapi, ilk
giinlerde monoterapi ile elde edilenden daha etkili bir terapotik yaklagim saglamak igin
DMPS iv ile birlikte, 5 mg/kg olarak hesaplanan dozlarda ve ilk giinlerde giinde dort kez
maksimum 300 mg im olarak BAL im anlamina gelir (Gerhardsson vd.,2016; Aaseth
vd.,2018). BAL'!n As'm hiicre i¢i transferine yonelik bir mekik ajani olarak hareket
edebilecegini varsaymak mantiklidir. Acil durumlarda, hiicre dist metal daha sonra DMPS
dolastirilarak alinir ve olusan As-DMPS-gelat idrar yoluyla hizla atilir. DMPS ile basarili
tedavi, farkli vaka raporlarinda tanimlanmistir (Moore vd.,1994; Wax vd.,2000).

2.1.4.1. BAL, DMSA ve DMPS ve As(l11)-Selatlarinin Kimyasal Ozellikleri

Inorganik ve organik arseniklerin toksik bilesiklerinin ve metabolitlerinin gogu,
yakn ditiyollerin 6zellikle hassas hedefler olusturdugunu agiklayan genel formiil R-As 2*
ile tarif edilebilir. DHLA, BAL, DMPS ve DMSA gibi visinalditiyoller de en etkili

selatlama antidotlaridir.

2.1.4.2. Arsenik Toksisitesi UzerineTedavi Etkisi Olan Dogal Bilesikler

Arsenik toksisitesini iyilestirici etkiye sahip, klinik dncesi ve/veya klinik olarak
aktif olan tibbi bitkiler ve dogal {iriinler {izerine yapilan ¢aligmalar biitiin hiziyla devam

etmektedir. Deneysel modellerde sub-kronik arsenik toksisitesinde arsenik toksisitesini



iyilestirici 6zellige sahip oldugu onlarca bitki 6zleri veya dogal iiriin rapor edilmistir.
Bitki bazli tibbin en 6nemli avantajlari, algilanan etkinlikleri, diisiik ciddi yan etki
insidanslar1 ve diisiik maliyetleri gibi goriinmektedir. Deneysel arsenik ve diger agir metal
zehirlenmelerine karsi tibbi bitki 6zlerinin veya dogal {iriinlerin yararliligina iliskin su
anda bol miktarda literatiir bulunmaktadir. Bunlar genel olarak antioksidan 6zellikler
sergiler ve bu nedenle metal/metaloid kaynakli oksidatif stresi azaltma potansiyeli

gosterir (Bhattacharya ve Haldar.,2013; Bhattacharya.,2017).

Dogal bilesikler ve tlirevleri uzun siiredir oksidatif stresin neden oldugu
hastaliklar1 tedavi etmek igin kullanilmaktadir. Biyoaktif molekiiller, giiglii antioksidan
aktiviteleri nedeniylebiiyiik ilgi uyandirmistir (Krishnaiah vd.,2011). Mehrandish ve
arkadaslarina gore As toksisitesini tedavi etmek i¢in en gii¢lii tibbi bitkiler Alliumsativum,
Curcuma longa, Silybummarianum, bazi bitkisel lifler ve alglerdir. Organokiikiirt
bilesikleri igeren sebzeler arsenigin karacigerden temizlenmesinde faydalidir. Sarimsakta
(Allium sativum) bulunan bir organokiikiirt dogal bilesigi olan dialil siilfiiriin, farelerde
As kaynakli mitokondriyal toksisitede azalma oldugunu gostermistir (Das ve
Chaudhuri.,2014). Karnabahar (Brassicaoleracea var. Botrytis), brokoli
(Brassicaoleracea var. Italic), lahana (Brassica) ve salgam (Brassicarapa subsp. Rapa),
kiikiirt bakimindan ¢ok zengin kaynaklardir. Bu bitkiler ayni1 zamanda topraktan arsenigi
uzaklastirma konusunda oldukga yeteneklidir ve bu nedenle Arsenik ile kontamine olmus

topragin islahinda da 6nerilmistir (Vitanaj vd.,2012).

2.2. ROS ve Antioksidanlar

ROS hayati fizyolojik siireclerin yiiriitiillmesinde bir role sahiptir. Yiikselen ROS
seviyeleri strese ve patolojiye yol agsa da azalan ROS seviyeleri normal fizyolojik
kosullarla iliskilidir (Banerjee vd.,2017; Bodega vd.,2019). Dokularin ve hiicrelerin
yakininda serbest radikallerin varligi, bir dizi reaksiyona neden olur ve ROS'u ortadan
kaldirmak i¢in belirli ¢oklu dahili savunma hiicresel islemlerini etkinlestirir (Mironczuk-
Chodakowska vd.,2018). Hiicreler ve organizma, kendilerini savunmak i¢in spesifik bir
anti-oksidatif koruma sistemine sahiptir (Hohn vd.,2017). Antioksidanlar, serbest
radikallerin neden oldugu reaksiyonlar1 sondiiriir veya inhibe eder ve sonugta hiicresel
hasar1 Onler veya geciktirir. Hiicresel redoks islemi sirasinda, genellikle RNS (reaktif
nitrojen tiirleri) ve ROS gibi yan ftriinler dretilir (Pham-Huy vd.,2008). Bu iiriinler,

nitrojen ve oksijenin radikal ve radikal olmayan aktif bilesiklerini tanimlar (Powers



vd.,2011). Serbest radikaller olarak metabolize olan eksojen ROS ve RONS kaynaklari
arasinda su ve hava kirliligi, ilaglar, alkol, tiitiin, agir veya gec¢is metalleri, radyasyon ve
pisirme iirlinleri yer alir. Endojen RONS kaynaklari, lipoksijenaz, miyeloperoksidaz
(MPO), anjiyotensin Il ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazdir.
Hiicre igindeki ROS'un ana kaynaklar1 enzimlerdir (Liguori vd.,2018).

Hiicre icinde ROS'un iiretildigi ¢cok sayida enzim ve birden ¢ok bolme vardir. Bu,
sitoplazma, oksidaz ve siklooksijenazlar, plazma zarindaki NADPH oksidaz, oksidatif
fosforilasyon sirasinda mitokondri ve peroksizomlar igindeki lipid oksidasyonu gibi
bolmeleri igerir. Yaslanmada genel oksidatif yiik bu kaynaklardan gelse de maksimum
ROS iiretimi oksidatif fosforilasyon sirasinda gergeklesir (Dai vd.,2012; Flores-
Lopez.,2019). Insanlarda, dogalar1 geregi ii¢ savunma hatt1 gelismistir. Bu mekanizmalar;
engelleme, yakalama, geri yiiklemedir. Farkli mekanizmalarla ¢alisirlar; ROS/RNS'yi
temizleyen ilk savunma hatti, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlari igerir.
Farkli oksidatif streslerin baglamasini dogrudan geciktirebilir veya Onleyebilirler ve
bunlar arasinda glutatyon (GSH), iirik asit, E vitamini ve C vitamini bulunur. Kan
plazmasindaki enzimatik olmayan transferrin, ferritin, seruloplazmin ve albiimin gibi
maddeler koruyucu antioksidanlar ve gegis metal iyonlarmi (6rnegin bakir ve demir)
baglayarak yeni reaktif tiirlerin olusumunu engellerler. Diger bir savunma hatti,
oksidanlar1 ve radikalleri etkisiz hale getirmek icin bir ara savunma gorevi goren
enzimatik olmayan antioksidanlardan olusur. Ugiincii ve son savunma hatti, oksidatif
hasardan zarar gérmiis biyo-molekiillerin rejenerasyonuna neden olarak onarimi ve hasari

gidermeyi igerir (Lei vd.,2015; Mironczuk-Chodakowska vd.,2018; Neha vd.,2019).

Antioksidanlar, biyolojik fonksiyonlarina gére enzimatik ve enzimatik olmayan
serbest oksijen radikalleri olarak ayrilabilir. Baslica enzimatik antioksidanlar katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutamil
transpeptidazdir (GT). Enzimatik olmayan antioksidanlar, mineraller (selenyum, ¢inko),
vitaminler (C, E) ve ayrica iirik asit, ubikinol, tokoferol, retinol ve glutatyon iceren diyet
bilesikleridir (Momtaz ve Abdollahi,2012). Hem enzimatik olmayan hem de enzimatik
antioksidanlar, farkli hiicresel bolmelerde ve farkli oksidatif tiirlere karsi islev gortirler,
bu nedenle birbirlerinin tamamlayicisidirlar. Ayrica eksojen antioksidan sistemler ile

sinerjistik bir sekilde fonksiyonlarini yerine getirirler (Petruk vd.,2018).
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2.3.  Apoptozis

Apoptoz, hiicre olusumu hizi ile hiicre 6liimii arasinda homeostatik bir denge
saglamak icin diizenli olarak meydana gelen sirali bir hiicre 6liimii sirasidir. Bununla
birlikte, bu dengeleme islevinin yanlis yerlestirilmesi, anormal hiicre biiyiimesine/

cogalmasina veya otoimmiin bozukluklara vb. ayrica iltihapli hiicrelerden kurtulmadir
(Obeng,2020)

2.4. Enflamasyon

Enflamasyon, viicudun enfeksiyoz, fizyolojik veya kimyasal ajanlar gibi zararh
uyaranlara verdigi yanittir, notrofiller, makrofajlar ve lenfositler gibi bagisiklik hiicreleri
yoluyla cesitli inflamatuar mediatorleri serbest birakir. Bu inflamatuar mediatorler,

biiylime faktorleri, kemokinler ve sitokinlerdir.

Cok hiicreli organizmalarin hayatta kalmasi, enfeksiyonla savasma ve hasari
iyilestirme yetenegi ve besin mevcudiyetinin diisiik oldugu veya yiiksek enerji ihtiyacinin
oldugu zamanlar i¢in enerji depolama yetenegine baglidir. Bu nedenle metabolik ve
bagisiklik sistemleri en temel gereksinimler arasindadir. Bir¢ok hormon, sitokin, sinyal
proteini, transkripsiyon faktorii ve biyoaktif lipit hem metabolik hem de immiin rollerde
islev gorebilir. Ayni hiicresel mekanizmalardan bazilarin1 kullanmanin yani sira,
metabolik ve bagisiklik sistemleri de birbirini diizenler. Normal inflamatuar yanit,
metabolik destege dayanir ve enerjinin yeniden dagilimi, 6zellikle depolanmis lipidin
mobilizasyonu, akut faz yanit1 sirasinda enfeksiyonla miicadelede 6nemli bir rol oynar.
Metabolizma ve bagisiklik yakindan baglantilidir. Hem asir1 beslenmenin hem de yetersiz
beslenmenin bagisiklik fonksiyonu iizerinde etkileri vardir. A¢lik ve yetersiz beslenme,
bagisiklik fonksiyonunu baskilayabilir ve enfeksiyonlara karsi duyarliligi artirabilir.
Enflamasyonda 6nemli sitokin ¢esitleri mevcuttur. Bunlardan énemli olanlar1 TNF-a ve

IL (interlokin)’dir (Khovidhunkit vd.,2004).

241. TNF-a

Timoér  Nekroz  Faktérii  (TNF-a), akut  enflamasyon  sirasinda
makrofajlar/monositler tarafindan iretilen bir inflamatuar, pleiotropik etkileri olan bir
sitokindir ve hiicreler i¢inde nekroz veya apoptoza yol acan ¢ok gesitli sinyallesme

olaylarindan sorumludur. Enflamatuvar yanitlarin ana diizenleyicisi olarak
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tanimlanmistir ve bazi inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer aldig:
bilinmektedir. Yapisal olarak, 157 aminoasitten olusan bir homotrimer protein olan TNF-
a, esas olarak aktive edilmis makrofajlar, T-lenfositler ve dogal 6ldiiriicii hiicreler
tarafindan iretilir. Diger sitokinler ve kemokinler dahil olmak {izere bir dizi ¢esitli
enflamatuar molekiilii tetikledigi fonksiyonel olarak bilinmektedir. TNF-a ¢6ziinebilir ve
transmembran formda bulunur. Enflamasyonda yer alan 6nemli bir sitokin olan timor
nekroz faktorii TNF-a, 6ncelikle karacigerdeki Kupffer hiicreleri tarafindan tiretilir. TNF-
a, insan goébek damar1 endotel hiicreleri (HUVEC'ler) gibi kiiltiirlenmis endotel hiicreleri
tizerinde 10kosit adezyon molekiilii ekspresyonunu degistirebilen, sistemik

enflamasyonda yer alan sitokinlerden biridir (Zi-Yuan vd.,2016; Jang vd.,2021).

2.4.2. linterlokin-1 beta

IL-1, dogal ve adaptif bagisiklik sisteminin hiicrelerini aktive eder ve ates,
vazodilatasyon, hematopoez, anjiyogenez, akut faz tepkisi, lokosit ¢ekimi ve
ekstravazasyonu, lenfosit aktivasyonu gibi enfeksiyon sirasinda koruyucu olan ¢ok ¢esitli
biyolojik aktivitelerde gorev alir (Garlanda vd.,2013).

Interlokin-1 beta (IL-1p), ¢ok sayida immiin hiicre tipinde enflamatuar sinyal
tarafindan indiiklenir. IL-1p (ve IL-18), iltthaplanma aracili aktivasyondan sonra caspase-
1 tarafindan islenen tek sitokindir. IL-1p, immiin reaksiyonlari indiikleyici olarak gorev
yapar. IL-1B doku enfeksiyonu veya yaralanma bolgelerinde enflamasyonlar tarafindan

uretilir.

2.5. Chalcone’larin Yapisi, Biyosentezi ve Dogadaki Rolleri

Chalcone’lar,  1,3-difenil-2-propen-1-on  C6C3-C6  konfigiirasyonunda
diizenlenmis 15 karbonlu bir yapiya sahip agik zincirli flavonoidlerdir. 3C kopriisii ile
birbirine baglanan iki fenolik halkadan (A ve B halkalar1) olusurlar ve bu onlara 6zellikle
tekil bir yap1 kazandirir (Pifiero vd.,2006; Iwashina,2000). Tibbi bitkilerde o6zellikle
Fabaceae, Asteraceae ve Moraceae familyalarina ait cesitli tiirlerden izole edilmislerdir
(Rozmer ve Perjési.,2016). Flavonoidler sebzelerde, meyvelerde ve bitkilerde yaygin
olarak bulunan polifenollerin 6nemli bir alt kiimesini temsil eden dogal bilesiklerdir.
Genel olarak flavonoidlerin antioksidan, antitiimdral, antimikrobiyal, antienflamatuar ve
analjezik gibi genis biyolojik aktivite gosterdigine dair kanitlar vardir (Verri vd.,2012).

Chalcone’larin birgok kanser tiiriinde terapotik etkinliginin yiiksek olmasindan dolay1

12


javascript:;

dogal chalcone’larin yani sira sentetik tiirevleri de gelistirilmistir (Mahapatra vd.,2015).
Daha yiiksek bitkilerde Chalcone’lar, bir p-kumaril-CoA molekiilii ve ii¢ malonil-CoA
molekiiliinden chalcone sentaz enzimi tarafindan sentezlenir. Sikimik asit yolunda olusan
aminoasit L-fenilalanin, fenilpropanoid yolu ile p-kumaril-CoA'ya doniistiiriilerek
aromatik B halkasi ve chalconeun 3C kopriisii (C6-C3-) olusur. Aromatik A halkasi, {i¢
malonil-CoA (-C6) molekiiliiniin yogunlagsmasindan sonra olusur (Austin ve Noel,2003;
Yu ve Jez,2008).

Sekil 2.1. Chalcone’larin temel kimyasal yapilar

2.5.1. Chalcone’larin Sitotoksik Aktivitesi, Apoptozis ve Oksidatif Stres
Etkileri

Chalcone’lar, gesitli biyolojik aktivitelerle iliskili benzersiz bir bilesiktir. Timor
hiicre hatlarma kars1 sitotoksisite, hiicre dongiisiiniin bozulmasi, anjiyogenezin
inhibisyonu, p53-MDM2 etkilesimine miidahale, mitokondriyal ayrilma veya apoptoz
indiiksiyonunun sonucu olabilir. Sitotoksik aktivite i¢in yapisal gereksinimler, etki
mekanizmalarina gore degisir. Anti-mitotik aktivite igin, metoksi siibstitiientlerinin
mevcudiyeti, enon pargasinin a-metilasyonu ve 2' oksijenli siibstitlientlerin mevcudiyeti
uygun Ozelliklerdir. Chalcone sablonunun yapisal kisitlamasi genellikle sitotoksik
aktivitede bir azalmaya yol acar. Chalcone’lar tarafindan kemo koruma, antioksidan
ozelliklerinin bir sonucu olabilir. Metabolik enzimlerin inhibisyonu veya indiiksiyonu,
bir anti-invaziv etki veya nitrik oksit tretiminde bir azalma araciligiyla aracilik
eder. Hidroksil ve prenilsiibstitiientleri, antioksidan &zellikler ve kinonrediiktaz
aktivitelerinin indiiksiyonu ile iligkilidir. Chalcone’larin tiyol reaktivitesinin, bu
bilesiklerin hem sitotoksik hem de kemoprotektif Ozelliklerine katkida bulunmasi

muhtemeldir (Liu.,2001).

Tiimor hiicrelerindeki direng, Bcel-2 ailesininkiler gibi programlanmis hiicre 6liim
yollarinda yer alan temel genlerin modiilasyonunu degistirerek apoptozu onleyebilir.

Trans chalcone MCF-7 hiicresinde Bcl-2'nin inhibisyonu ve Bax'in indiiklenmesi yoluyla
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sitotoksik ve 6nemli 6l¢iide genotoksik oldugu, hiicre dongiisii durmasina neden oldugu,

apoptozu indiikledigi ve apoptotik genleri modiile ettigi bulunmustur (Git vd.,2005).

2.5.1.1. Trans-chalcone

Trans-chalcone, cilt ddemini ve notrofil alimini azaltarak cilt iltihabini inhibe eder
ayrica matris metalloproteinaz-9 aktivitesini inhibe eder. Trans-chalcone ayrica oksidatif
stresi, gp 91phox mRNA ekspresyonunu ve ¢ok ¢esitli pro-inflamatuar sitokinlerin
tiretimini inhibe ederken, UV 1sinlamas: ile indiiklenen anti-inflamatuar sitokinleri
etkilemezler. Bununla birlikte, trans-chalcone’nin vitro oksidatif stresi onlemedigi, bu
da in vivo etkisinin dogrudan bir antioksidan etkiden ziyade anti-inflamatuar 6zelliklerle
iliskili oldugunu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, trans-chalcone ile tedavi, oksidatif stres
inhibisyonu ile sonuglanan UV kaynakli cilt iltihabin1 inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu
nedenle, bu bilesik ile sistemik takviye, UV 1silarinin neden oldugu enflamatuar cilt

hastaliklarinda 6nemli bir terapotik yaklasimi temsil edebilir (Fattori vd.,2016).

Trans-chalcone yapisi, flavonoidlerin ve chalcone bilesiklerinin Onciisiidiir ve
antioksidan,  sitotoksik, antikanser, antimikrobiyal, antiprotozoal, antiiilser,
antihistaminik ve antienflamatuar gibi bir dizi terapotik 6zellige sahiptir (Molin vd.,2015;
Lamoke vd.,2011). Daha once trans-chalcone alfa-amilaz inhibitér etkisini in vitro ve
bunun streptozotosin ile indiiklenen diyabetik fareler {izerindeki yararli etkisini
gozlemlemistik (Najafian vd.,2011; Ebrahim-Habibi vd.,2010).

Trans-chalcone yiiksek yaglh diyet (HFD) ile indiiklenen alkolsiiz steatohepatit
(NASH), insiilin direnci ve metabolik sendroma karsi koruyucu etkileri son
aragtirmalarda dikkat ¢ekecek sekilde belirtilmistir (Jalalvand vd.,2015; Karimi-Sales
vd.,2018b; Karimi-Sales vd.,2019). Ayrica trans-chalcone, HFD ile beslenen siganlarin
kalbinde TGF-B1 ve CTGF'ye bagl kollajen tip I sentezi stimiilasyonunu inhibe ederek
kalp koruyucu bir bilesik gorevi gormiistiir (Karimi-Sales vd.,2022)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller, Kullanilan Sarf malzemeler ve Kitler

Laminar flow, spektrofotometre, mikropipet, eldiven, mikropipet ucu, 96
kuyucuklu mikroplaka, 96 plate okuyucu, sogutmali santrifiij, falkon tiip, sivi azot tanki
(-196 °C), su banyosu, -20 °C dondurucu, 25 cm?’lik flask, inkiibator, pH metre,
mikroskop, 75 cm2’lik flask, kabin, +4 °C sogutucu, hassas terazi, vorteks, c¢alkalayici,
manyetik karistirici, saf su cihazidir. Deneyde kullanilan kimyasallar Sigma, Merk, Alfa

Aesar, Tekkim markalarindan temin edilmistir.

Sekil 3.1. Class IIA biyogiivenlik kabini ve ¢aligma ortami
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Sekil 3.2. 96’ lik well plate okuyucu ve ELISA reader

= ee—"

Sekil 3.3. Hiicre kiiltiirii medium, PBS, FBS ve sarf malzemeler
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Sekil 3.4. Termostatik su banyosu

Sekil 3.5. Saf su cihazi
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T80+ UVVIS Spectrometer
& PG Instruments Ltd

Sekil 3.6. Spektrofotometre

3.2.  Metodlar

3.2.1. Arsenik Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

Arsenigin HUVEC hiicre hatt1 iizerine uygulanan konsantrasyonlari, canlilarin
arsenige maruz kaldiklar1 konsantrasyonlar ele alinarak saptandi. Arsenik, normal deney
medyumunda (0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 pM, 100 uM, 1000 uM) olacak
sekilde 8 farkli konsantrasyonda hazirlandi ve kontrol grubuna ise normal deney
medyumu uygulanarak konsantrasyon denemeleri yapildi. Daha sonra elde edilen veriler
dogrultusunda HUVEC hiicrelerine uygulanmak iizere arsenigin uygun konsantrasyonlari
normal deney medyumunda hazirlandi ve kontrol gruplarina ise normal deney medyumu
uygulandi. Hiicre hatlarinda proliferasyon ve canlilik analizi HUVEC hiicreleri KSU-
Uskim laboratuvarindan temin edildi. Stv1 nitrojen tankinda Cryotube de bulunan hiicre
hatlar1 tanktan ¢ikartilarak su banyosunda 37° C de kisa bir siire ¢ozlinmesi i¢in bekletildi.
Coziinen hiicreleri T75 cm2 olan flasklara alindi. 48 saat sonra HUVEC hiicreleri %10
FBS iceren DMEM'de 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde sayim yapilip 96 kuyucuklu
playte ekilerek %5 CO> igeren nemli bir atmosferde 37°C'de inkiibe edildi.

3.2.2. MTT Hiicre Canhlik Testi

Belirlenen akut yiiksek doz arsenik konsantrasyonu ile HUVEC hiicrelerinde

olusturulmus hiicresel patolojiye kars1 trans-chalcone bilesiginin 80 uM, 40 uM, 20 uM,
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10 uM ve 5 uM dozlarinda ki muhtemel koruyuculuk etkinliginin hesaplanmasi icin MTT
analizi spektrofotometrik yontem ile yapildi. Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan
hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele
edilerek flask tabanindan kaldirildi. Hiicreler Thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak
MTT hiicre canli testi i¢in 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basma 5000 hiicre olacak
sekilde ekildi. Baslangigta yapilan hiicre canlilik analizleri ile arsenik' in HUVEC
hiicrelerine karsi toksik etki olusturan akut yiiksek doz miktar ile terdpatik trans-
chalcone uygulamasi dozlar1 IC50 hesaplamasi ile belirlendi. Calisma i¢in olusturulmasi
planlanan deney gruplari; Kontrol grubu, Arsenik grubu, Arsenik+trans-chalcone a,
Arsenik+trans-chalcone b, Arsenik+trans-chalcone ¢, Arsenik+trans-chalcone d,
Arsenik+trans-chalcone e olarak olusturuldu. Normal medyumda hazirlanmis arsenik ve
arsenik+ trans-chalcone farkli konsantrasyonlar1 hiicreler ekildikten sonra 2. saatte
uygulanarak 37°C COz inkiibatoriinde inkiibe edildi. Deney siirelerinin tamamlanmasiyla,
her kuyucuga 10ul MTT I soliisyonu eklendi ve kiiltiir kaplart MTT boyasiin suda
coziinmeyen formazan kristalleri haline doniistiiriilebilmesi i¢in 4 saat 37°C'de CO:
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristalleri
¢oOziilmesi i¢in her bir kuyucuga 100 pl MTT II soliisyonu (SDS) eklenmis ve bir gece
boyunca CO?2 inkiibatoriinde birakildi. Bu siire sonunda hiicrelerin optik yogunluklari
ELISA cihazinda 540nm dalga boyunda okutuldu. Test maddesi ile muamele edilmeyen
kontrol hiicre canlilig1 %100 kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar ylizde
olarak ifade edildi. Bu test 3 kez tekrar edildi. Sonrasinda 24. saatte hiicrelere MTT
yontemi uygulandiktan sonra mikroplak okuyucu spektrofotometre ile 620 nm absorbans

degerinde dl¢limleri 3 tekrarli olarak yapildi.

3.2.3. Hiicre Hatlarinda Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Bu c¢aligmada hiicre hatlarinda  apoptotik  Bax, Caspase-3 ile
proinflamatuarsitokinlerden TNF-a, IL-1B mRNA diizeyleri Olgiildii. Hiicreler 6-
kuyucuklu plaklara 200000/kuyucuk ekilecek ve 37°C de %5 COz igeren nemli ortamda
inkiibe edilecektir. Hiicreler tripsinizasyon yontemi ile 6'lik wellplaytlerden kaldirilarak
TissueLyser II (Qiagen) cihazinda ((1*10° hiicreye 350 pl RLT buffer koyularak)
homojenize edilecek ve QIAcube RNA izolasyon cihazinda RNA ekstraksiyonu tiretici

firmanin tavsiye ettigi sekilde siirdiiriildii.
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Tablo 3.1. Real Time PCR Analizi i¢in kullanilan primerler

5°-Forward-3’ 5’-Reverse-3’

Bax AACTGGACAGTAACATGGAG TTGCTGGCAAAGTAGA
AAAG

Caspase 3 GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG GCATCGACATCTGTAC
CAGACC

TNF-alpha CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG ATGGGCTACAGGCTTG
TCACTC

IL-1B CCACAGACCTTCCAGGAGAATG GTGCAGTTCAGTGATC
GTACAGG

G6PHD CTGTTCCGTGAGGACCAGATCT TGAAGGTGAGGATAAC
GCAGGC

3.2.4. ReversTranskriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

cDNA analizi ¢cDNA kiitiiphaneleri olusturduktan sonra bunlarin ekspresyon
analizlerimi yaparak genler hakkinda bilgi toplamaktir. Genotip analizi ile bir bireyin
biyolojik assayler ile ¢ikarilan sekansini, baska bir bireyin sekansi ya da referans genom
ile karsilagtirarak farkliliklart saptamaktir. High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit enzimi kullanimut ile total RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Her reaksiyon 10 pl RNA
ile gerceklestirilerek cDNA sentezi asagidaki sicaklik degerlerine gore Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile saglandi. ¢cDNA miktar1 nano drop
spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile 6l¢iim belirlendi ve -20°C’de saklandi.

cDNA sentez reaksiyonu:

Total RNA 10 ul

10 X RT Buffer 2 pl

25 X dNTPs mix 0.8 pl

10 X RT Random Primers 2 pl
MultiScribe Reverse Transcriptase 1 pl

DEPC-H,0 4.2 pl
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3.2.5. Real-time PCR yontemi

Gergek zamanli PCR niceleme g¢alismalarinda, sonuclari normallestirmek ve
birbirleriyle karsilastirmak i¢in referans olarak bir housekeeping geni kullanildi. Elde
edilen DNA o6nce 20 ng/ul'ye ve daha sonra 5 ng/ul'lik nihai konsantrasyona seyreltildi.
AB 7500 FAST Real Time cihazin da miktar tayini yapildi.

3.2.6. Biyokimyasal Yontemler

Deneysel uygulamalar sonunda 6 kuyulu kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler (5x10°)
kaldirilarak, Tris-HCI tamponuna (pH:7,2) alindi. Daha sonra ultrasonikator ile sonike
edilerek hiicrelerin membranlarinin parcalanmasi saglanmig ve elde edilen hiicre
siispansiyonu 14000 g'de sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek siipernatant alindi.
Alman siipernatantlar, lipit peroksidasyonunun (MDA), antioksidan enzimler olan
Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyonperoksidaz (GSH-px) enzimlerinin 6lgiilmesi igin
kullanildi.

3.2.7. MDA konsantrasyonlarinin 6l¢iimii

90°C'nin tistiinde tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaktivite, MDA konsantrasyonunu
belirlemek i¢in kullanild: (Esterbauer ve Cheeseman,1990). Bu reaksiyonun tiiriinii, 532
nm'de maksimum absorbansa sahiptir ve bir spektrofotometre kullanilarak tespit
edilebilir. Olgiimler, 1,1,3,3-tetrametoksipropan ile reaksiyondan hazirlanan standart bir
egriden Olgiildiigii lizere nnmol/Ugprotein olarak ifade edildi (Esterbauer ve
Cheeseman,1990). 532 nm’de bhirkez toplamda en az iki kez okuma yapilarak absorbans

alindi.

3.2.8. SOD aktivitesinin ol¢iimii

Toplam SOD enzimatik aktivitesi, Sun ve digerleri tarafindan agiklanan protokole
gore tahmin edildi. Enzimatik aktivite, santrifiijlenmis 5:3 etanol-kloroform karigiminin
etanol fazindan degerlendirildi. 1 U SOD aktivitesi, nitrobluetetrazolyum indirgemesini
yarl yartya azaltmak i¢in gereken hacim olarak tanimlandi (Sun vd.,1988). Enzimatik

aktivite, bagina U/mgprotein olarak 6l¢iildii.

3.2.9. GSH-Px aktivitesinin ol¢iimii

GSH-Px enzimatik aktivitesi literatiirde en ¢ok Ol¢iimii yapilan Paglia ve

Valentina yontemiyle gerceklestirildi. GSH-Px, H20> mevcudiyetinde rediikte
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glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eden bir
enzimdir. Tipteki enzimatik reaksiyon, sodyum azit, NADPH, glutatyonrediiktaz ve
indirgenmis glutatyon igeren bir ¢ozeltiye H20O. eklenmesiyle baslatildi ve bir
spektrofotometre kullanilarak 340 nm'de Olgiilebilen {iriinlerle sonuglandi. Enzimatik

aktivite, bagina U/mgprotein olarak 6l¢iildii (Paglia ve Valentine,1967).

3.2.10. Protein seviyesi ol¢iimii

Protein seviyesi ol¢limiinde en yaygin kullanilan Lowry yontemi ile standart
grafigi elde etmek ic¢in konsantrasyonunu bildigimiz Bovine serum albiiminden
hazirlanmig ¢ozeltiler kullanilmaktadir. Optik dansite protein konsantrasyonu grafigi

cizilerek protein degerleri bu grafikten okunmaktadir (Lowry,1951).

3.2.11. Iistatistiksel analiz

Istatistiksel analizler, GraphPad Prism 9.2 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA) kullanilarak yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir.
Coklu karsilastirmalar i¢in Tukey testi kullanildi ve iki yonli ANOVA kullanilarak
hesaplandi. Tukey-Kramer Testi ile her grup kendi icinde karsilastirilarak sonuglar elde
edildi. *p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Trans-chalcone Uygulamasi-Optik Dansite
150-

-
(=
o
1
HOH

% Akitivite
3
1
.

)
*
e

0.5 1.0 1.5 2.0

.50~
Doz Konsantrasyon log,, (1M)

Grafik 4.1. Trans-chalcone Uygulamasi Optik Dansite (OD)
IC50:21.31u
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Grafik 4.2. HUVEC Hiicrelerinde Trans-chalcone Uygulanan Dozlarin 24. saat MTT
sonuglari
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HUVEC hiicrelerine uygulanan 1000, 100, 10, 1, 0.1, 0.01 ve 0.001 uM
konsantrasyonlardaki Arsenik dozlarmmin IC50 sonuglari incelendiginde, Arsenik igin
IC50 degerinin 6,357 uM oldugu gorilmistir. Bu nedenle calismada Arsenik

toksisitesinin olugmasi i¢in 10 uM’ lik Arsenik konsantrasyonu secilmistir.

Arsenik Uygulamasi-Optik Dansite
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Grafik 4.3. Arsenik Uygulamasi- Optik Dansite (OD)
IC 50: 6,357 uM
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Grafik 4.4. HUVEC Hiicrelerinde Arsenik Uygulanan Dozlarin 24. saat MTT sonuglari
Saglikli HUVEC hiicrelerinde 80, 40, 20, 10, ve 5 uM konsantrasyonlardaki
Trans-chalcone uygulanan dozlarin IC50 sonuglari incelendiginde, Trans-chalcone

uygulamasi i¢in IC50 degerinin 21,31 uM oldugu gorilmiistiir.
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Grafik 4.5. Gruplarin SOD aktivitesi

G1l:Kontrol, G2: Arsenik 10 uM, G3:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 5 uM, G4: Arsenik 10 pM +
Trans-chalcone 10 pM G5:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 20 pM, G6:Arsenik 10 uM + Trans-
chalcone 40 pM, G7:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 80 uM Ortalama + SD*p<0.05

Sadece Arsenik (10 uM) verilen grupta (G2) SODaktivitesindegok anlamli sekilde
diismiistiir (p<0.05). G1 disinda (Kontrol) biitiin gruplarda en yiiksek SOD aktivitesi G5’¢
ait iken en dusik ise G2'ye aittir (p<0.05). Ortama tedavi molekiilii trans-chalcone
eklendikten sonra SOD aktivitesinde artmaya yol ag¢tigi goriilmiistiir. Ancak trans-
chalcone dozu artik¢a G6 ve G7 gruplarinda doza bagli olarak SOD aktivitesi tekrar

azalmastir.
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Grafik 4.6. Gruplarin GSH-Px aktivitesi

G1: Kontrol, G2: Arsenik 10 uM, G3:Arsenik 10 pM + Trans-chalcone 5 uM, G4: Arsenik 10 uM +
Trans-chalcone 10 uM Gb5:Arsenik 10 pM + Trans-chalcone 20 uM, G6:Arsenik 10 uM + Trans-
chalcone 40 uM, G7:Arsenik 10 pM + Trans-chalcone 80 uM Ortalama + SD*p<0.05

Sadece Arsenik (10 uM) verilen grupta (G2) GSH-Px aktivitesi ¢ok anlaml
sekilde digmistiir (p<0.05). Biitiin gruplarda (G1 Kontrol harig) en yiiksek GSH-Px
aktivitesi G5’e ait iken en diisiik ise G2'ye aittir (p<0.05). Deney ortamina tedavi
molekiilii trans-chalcone eklendikten sonra GSH-Px aktivitesinde artma goriilmiistiir.
Ancak trans-chalcone dozu artikga G6 ve G7 gruplarinda doza bagli olarak GSH-Px

aktivitesi tekrar azalmistr.
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Grafik 4.7. Gruplarin MDA seviyesi

G1l:Kontrol, G2: Arsenik 10 uM, G3:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 5 uM, G4: Arsenik 10 pM +
Trans-chalcone 10 pM G5:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 20 pM, G6:Arsenik 10 uM + Trans-
chalcone 40 uM, G7:Arsenik 10 pM + Trans-chalcone 80 uM Ortalama + SD*p<0.05

Sadece Arsenik (10 uM) verilen grupta (G2) MDA seviyesi aktivitesi ¢ok anlamli
sekilde artmistir (p<<0.05). Biitiin gruplarda en yiiksek MDA diizeyi G2 iken en diisiik
G5'tir (p<0.05). Ortama tedavi molekiilii trans-chalcone eklendikten sonra MDA
seviyelerinde azalmaya yol a¢tig1 gériilmiistiir. Ancak trans-chalcone dozu artik¢a G6 ve

G7 gruplarinda MDA seviyesi tekrar artmistir.
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Grafik 4.8. Gruplarin TNF-alfa-mRNA ekspresyon seviyesi

G1:Kontrol, G2: Arsenik 10 uM, G3:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 5 uM, G4: Arsenik 10 uM +
Trans-chalcone 10 pM Gb5:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 20 uM, G6:Arsenik 10 pM + Trans-
chalcone 40 pM, G7:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 80 uM Ortalama + SD*p<0.05

Sadece Arsenik (10 uM) verilen grupta (G2) TNF-alfa mRNA ekpresyon seviyesi
aktivitesi ¢cok anlamli sekilde artmistir (p<0.05). Biitlin gruplarda en yiiksek mMRNA
ekpresyon seviyesi diizeyi G2 iken en diisiik G5'tir (G1 Kontrol hari¢) (p<0.05). Ortama
tedavi molekiilii trans-chalcone eklendikten sonra TNF-alfa seviyelerinde azalmaya yol
actig1 goriilmiistiir. Ancak trans-chalcone dozu artikga G6 ve G7 gruplarinda TNF-alfa
mRNA ekpresyon seviyesi tekrar artmistir.
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Grafik 4.9. Gruplarin IL-1p mRNA ekpresyon seviyesi

G1:Kontrol, G2: Arsenik 10 uM, G3:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 5 uM, G4: Arsenik 10 uM +
Trans-chalcone 10 pM Gb5:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 20 uM, G6:Arsenik 10 pM + Trans-
chalcone 40 uM, G7:Arsenik 10 pM + Trans-chalcone 80 uM Ortalama + SD*p<0.05

Sadece Arsenik (10 uM) verilen grupta (G2) IL-18 mRNA ekpresyon seviyesi
aktivitesi ¢cok anlaml sekilde artmistir (p<<0.05). Biitiin gruplarda en yiiksek mMRNA
ekpresyon seviyesi diizeyi G2 iken en diisitk G5'tir(G1 Kontrol harig) (p<0.05). Ortama
tedavi molekiilii trans-chalcone eklendikten sonra IL-1B seviyelerinde azalmaya yol
actig1 goriilmistiir. Ancak trans-chalcone dozu artikga G6 ve G7 gruplarinda IL-1f

MRNA ekpresyon seviyesi tekrar artmistir.
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Grafik 4.10. Gruplarin Bax protein mRNA ekpresyon seviyesi

G1:Kontrol, G2: Arsenik 10 uM, G3:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 5 uM, G4: Arsenik 10 uM +
Trans-chalcone 10 pM Gb5:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 20 uM, G6:Arsenik 10 pM + Trans-
chalcone 40 uM, G7:Arsenik 10 pM + Trans-chalcone 80 uM Ortalama + SD*p<0.05

Sadece Arsenik (10 uM) verilen grupta (G2) Bax protein mRNA ekpresyon
seviyesi aktivitesi ¢ok anlamli sekilde artmistir (p<<0.05). Biitlin gruplarda en yiiksek
MRNA ekpresyon seviyesi diizeyi G2 iken en diisiikk G5'tir (G1 Kontrol harig) (p<0.05).
Ortama tedavi molekiilii trans-chalcone eklendikten sonra Bax protein seviyelerinde

azalmaya yol ag¢tigi goriilmiistiir. Ancak trans-chalcone dozu artitkga G6 ve G7

gruplarinda Bax protein MRNA ekpresyon seviyesi tekrar artmistir.
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Grafik 4.11. Gruplarin Caspase-3- MRNA ekpresyon seviyesi

G1l:Kontrol, G2: Arsenik 10 uM, G3:Arsenik 10 pM + Trans-chalcone 5 uM, G4: Arsenik 10 pM +
Trans-chalcone 10 pM G5:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 20 pM, G6:Arsenik 10 uM + Trans-
chalcone 40 pM, G7:Arsenik 10 uM + Trans-chalcone 80 uM Ortalama + SD*p<0.05

Sadece Arsenik (10 uM) verilen grupta (G2) Caspase-3 mRNA ekpresyon
seviyesi aktivitesi ¢ok anlamli sekilde artmistir (p<<0.05). Biitiin gruplarda en yiiksek
MRNA ekpresyon seviyesi diizeyi G2 iken en diisiik G5'tir(G1 Kontrol hari¢) (p<0.05).
Ortama tedavi molekiilii trans-chalcone eklendikten sonra Caspase-3 seviyelerinde
azalmaya yol actigi goriilmistiir. Ancak trans-chalcone dozu artikca G6 ve G7
gruplarinda Caspase-3 mRNA ekpresyon seviyesi tekrar artmistir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada HUVEC hiicrelerinin arsenik maruziyeti sonucunda endotel hiicre
hasar1 gergeklestirildi. Trans-chalcone’nin HUVEC hiicrelerinde Arsenik kaynakl
oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoza karsi terapotik potansiyelini arastirmayi
amaclamaktadir. Trans-chalcone’nin koruyucu roliinii ve antioksidan giiciinii gostermek
icin antioksidan enzimlerden SOD ve GSH-px'in aktivitelerine oOlgtilk. Arsenigin
hiicrelerde neden oldugu oksidatif hasar1 6lgmek igin oksidatif stres parametrelerinden
olan lipid peroksidasyon iiriinii MDA seviyelerini dlgtiik. Arsenigin apoptozis lizerindeki
etkisini ve trans-chalcone’nin anti-apoptotik etkisini degerlendirmek i¢in, Bax protein ve
caspase-3 aktivitesinin mRNA ekspresyon seviyelerini Olgtiik. Ayrica inflamasyon
tizerine etkisini aragtirmak icin TNF-o ve IL-1 mRNA ekpresyon sevilerini dl¢tiik.
Bulgularimiz, dogal polifenolik bilesik trans-chalcone’nin, HUVEC hiicrelerinde
arsenigin neden oldugu hiicresel toksisiteye karsi umut verici bir terapdtik potansiyele

sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Vaskiiler endotel, kan akiginin ve dolayisiyla kan basincinin 6nemli bir
diizenleyicisidir. Endotel hiicreleri, nitrik oksit, prostasiklin, endotelin ve tromboksan
gibi otokrin, parakrin ve hormonal benzeri mekanizmalar ve molekiiller yoluyla hem
vazodilatasyon hem de vazokonstriksiyonu modiile ederek vaskiiler biyolojide 6nemli bir
rol oynar. Endotel hiicreleri yalnizca kan ve doku arasinda fiziksel bir tek tabaka olarak
hizmet etmekle kalmamakla birlikte, kan kaynakli streslerin saptanmasinda ve bunlara
tepki verilmesinde Onemli bir rol oynar. Bozulmus endotel fonksiyonu, g¢esitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin baglangicinda geri dondiiriilemez bir siireg olabilir

(Dominguez vd.,2015; Tsai vd.,2021).

Onceki c¢alismalar, vaskiiler endotel hiicrelerinin biitiinliigiiniin ve normal
islevinin, vaskiiler ortamin stabilitesi i¢in biiyiik 6nem tasidigini gostermistir. Vaskiiler
endotel disfonksiyonu, ateroskleroz patogenezindeki ilk olaydir (Santoro vd.,2007;

Kumar vd,2014). Endotel disfonksiyonu, vaskiiler inflamasyon, vaskiiler duvar
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morfolojik degisiklikleri ve dngoriilebilir kardiyovaskiiler olaylarin eslik ettigi vaskiiler

endotelyal hiicre apoptozu ile karakterize edilir (Zhang vd.,2015; Chalouhi vd.,2012).

Oksidatif stresin aterosklerozun énemli bir nedeni oldugu birgok faktor vaskiiler
endotel hiicre hasar1 ile iligkili olup, aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin

patogenezinde rol oynamaktadir (Wu vd.,2019; Mako vd.,2010).

ROS, vaskiiler endotel hiicre disfonksiyonuna ve vaskiiler duvar hiicrelerinde
hasara neden olabilir. Antioksidan stres, vaskiiler endotel hiicre fonksiyonunu korur ve

aterosklerozu onler. Ayni zamanda kardiyovaskiiler hastaliklar1 onlemede anahtar
hedeflerden biridir (Kalichman vd.,1998).

Endotel hiicrelerinin korunmasi, aterosklerozun 6nlenmesi ve tedavisi i¢in etkili
bir strateji olabilir. Oksidatif stres sirasinda endotel hiicrelerinin islevini koruyan ilaglara

acilen ihtiya¢ duyulmaktadir (Wu vd.,2019).

Hayvan ve hiicre modellerini igeren Arsenik maruziyeti caligmalarinda birden
fazla Arsenik tiirtinlin maruziyetinde Arsenigin kardiyovaskiiler bozukluklarla iligkili

oldugu o6ne siiriilmektedir (Cai vd.,2019).

Arsenik toksisitesi i¢in etkili bir sekilde Onleyici ve terapotik bir strateji, altta
yatan mekanizmalarin tam olarak anlasilmamasi nedeniyle diinya ¢apinda hala ciddi bir
yiiktiir. ROS degisikligi, arsenik toksisitesinde yaygin olarak kabul edilen 6nemli bir
olaydir. Akut maruziyet ve nispeten yiiksek doz arsenik ile yapilan daha onceki
calismalar, asirt ROS seviyelerinin hiicresel sinyal yollarini bozmasmin yani sira
makromolekiillere zarar verdigini diislindiirmektedir. Antioksidanlarin arsenik toksisitesi
tizerindeki etkileri, nispeten yliksek dozda arsenik senaryosunda da degerlendirilir.
Bununla birlikte, ROS'un mekanizmas1 ve islevi, nispeten diisiik dozda ve uzun siireli
arsenik maruziyetinin milyonlarca insani etkiledigi gercek¢i ortamda farkli olabilir.
ROS"un arsenik toksisitesindeki rolii, antioksidanlarin uygulanmasindan 6nce tam olarak
acikliga kavusturulmalidir. Arsenik toksisitesinde arastirilan tlim antioksidanlar arasinda
ozellikle dogal antioksidanlar, zengin kaynaklari, ¢esitlilikleri ve az yan etkileri, 6zellikle
diisiik molekiiler agirliklart nedeniyle umut vericidir (Hu vd.,2020). Trans-chalcone yapi,
flavonoidler ve chalcone bilesiklerine onciilitk eder ve antioksidan, sitotoksik, antikanser,
antimikrobiyal, antiprotozoal, antiiilser, antihistamin ve antienflamatuar gibi bir takim

terapotik ozelliklere sahiptir (Molin vd.,2015; Karimi-Sales vd.,2019: Unsal vd.,2021).
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Daha once trans-chalcone alfa-amilaz inhibitor etkisini in vitro ve bunun streptozotosin
ile indiiklenen diyabetik fareler {izerindeki yararli etkisi gozlendi (Najafian vd.,2011;

Ebrahim-Habibi vd.,2010).

In vivo veriler, trans-chalcone’nin antioksidan savunmanin artmasi ve ROS'un
azalmasiyla gozlemlenen antioksidan etki gosterdigini gostermektedir. Farkli deneysel
modellerde trans-chalcone’nin antioksidan savunma sistemini arttirdigi, ROS’u azaltarak
oksidatif stresi engelledigi ve yine trans-chalcone’nin inflamasyonu azalttig
gosterilmistir (Miranda-Sapla vd.,2019; Karkhaneh vd.,2016; Singh vd.,2016; Martinez
vd.,2016).

Ornegin, yakin bir ¢alismada da trans-chalcone insan hepatoseliiler karsinomunda

anti-metastaz ve antitimor aktivite gostermistir (Da Silva Siqueira vd.,2021).

Calismamizda HUVEC hiicrelerinde arsenigin oksidatif stres parametrelerinde
olan MDA seviyesini ylikselttigi ve antioksidan enzim olan SOD ve GSH-Px’in
aktivitelerini azalttig1 tespit edildi. Trans-chalcone uygulamasinin SOD ve GSH-Px ile
arttigl, MDA diizeyinin azalttig1 tespit edildi. Trans-chalcone uygulamasinin antioksidan
enzimleri aktive etmesi, MDA seviyesinin azaltmasi antioksidan ozelligi olarak
yorumlanabilir. Bununla beraber Trans-chalcone’nun doz arttikga arsenik ile birlikte
sinerjik etki gostermistir. Bu trans-chalcone uygulamasmin uygun dozda verilmesi
halinde endotel hiicrelerinde arsenigin toksisitesi kaynakli oksidatif stresi azalttig1 ya da

engelledigi yorumu ¢ikarilabilir.

Endotel hiicreleri, cesitli endojen ve ekzojen proinflamatuar uyaranlara yanit
vererek inflamasyonda kritik bir rol oynar. Endotel hiicrelerinin inflamatuar yaniti,
(septik veya anafilaktik) sok, tromboz, ateroskleroz ve kronik venoz yetmezlik gibi ¢esitli
hastaliklarda kritik 6neme sahiptir. Enflamasyonu endotel hiicreleri seviyesinde kontrol
etmek, patogenetik siireci etkili bir sekilde geciktirebilir veya tersine g¢evirebilir; bu
nedenle, enflamatuar faktorlerin sinyal yollar1 arasindaki farkliliklar1 anlamak

vazgecilmezdir (Mako.,2010).

Dogustan gelen bagisiklik tepkisi, patojenik ajanlara karsi 6nemli bir savunma

hatt1 islevi goriir ve yara onarim siirecinin ayrilmaz bir parcasidir (Dinarello.,2000)

Hem tiimdr nekroz faktorii-alfa (TNF-a)) hem de Interlokin-1 (IL-1), dogustan

gelen bagisiklik tepkisini aktive etmek, ise alim aktivasyonuna aracilik etmek,
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dolasimdaki fagositik hiicrelerin (makrofajlar ve nétrofiller) yapismasini saglamak ve
dogustan gelen bagisiklik tepkisini sonlandirmak igin gerekli sitokinlerdir (Kwon
vd.,2004; Vig vd.,2001)

Arsenik maruziyeti, bagisiklik hiicrelerinin islevlerine zarar verebilir ve timor
nekroz faktorii-a (TNF-a), interferon-y (IFN-y), interlokin-1p (interlokin [IL]- gibi
inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu degistirebilir. 1B), interlokin-2 (IL-2), interlokin-
6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10), interlokin-12 (IL-12). Bir¢ok arastirma, arsenik
maruziyeti olan bireylerde enflamatuar sitokin diizeylerinin degistigini bildirmistir (Yan
vd.,2020; Duan vd.,2017; Ahmed vd.,2019).

Monosodyum firat kristalleri deneysel gut modelinde trans-chalcone’nun oral
uygulamasindan sonra TNF-a ve IL-1f iiretiminde azalmaya yol agtig1 rapor edilmistir

(Staurengo-Ferrari vd.,2018).

Lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen THP-1 monosit hiicrelerinde antioksidan
ve anti-inflamatuar oldugu diistiniilen Ferulik asidin sitokin (COX-1, IL-la, IL-1pB, TNF-
a, IL-6, IL-10, NF-kB ve IFN-y) diizeyleri lizerindeki etkisini arastirmay1 amaclayan bir
calismada LPS grubunda TNF-a ve IL-1p seviyelerinde kontrol grubu ve diger gruplara
gore Onemli bir artis gosterdigi ve LPS ile diger biitlin gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundugu rapor edilmistir. Ancak LPS ile indiiklenen THP-1 monosit
hiicrelerinde Ferulik asit uygulamasinin TNF-a ve IL-1B seviyelerini azalttig1 tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak Ferulik asidin lipopolisakkarit ile indiiklenen THP-1
hiicrelerinde artan TNF-a, IL-la ve IL-IB ekspresyonunu inhibe etti§i sonucuna

varilmistir (Oztiirk vd., 2021).

Calismamizda HUVEC hiicrelerinde arsenigin olan TNF-o ve IL-1p mRNA
ekpresyon seviyelerini ylikselttigi, ancak trans-chalcone uygulamasimin TNF-a ve IL-1
mRNA ekpresyon seviyesini azalttig1 tespit edildi. Trans-chalcone uygulamasinin TNF-
a ve IL-1B seviyelerini anlamli sekilde azaltmasmin anti inflamatuvar 6zelliginden
kaynaklandigi yorumu ¢ikarilabilir. Genel olarak bakildiginda ¢alismamizin bulgulari

literatiirle uyumludur.

Hiicre 6liimii, cesitli farkli mekanizmalarla gercekleselebilir. Hiicre yenilenme
dokularinda gelisim sirasinda ve yasam boyunca bir¢ok hiicre apoptozu indiikleyen
mekanizmalar tarafindan siirekli olarak elimine edilir (Fuchs ve Steller.,2015; Negroni
vd.,2015).
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Korunmus bir protein ailesinin yaygin sekilde eksprese edilen bir iiyesi olan
Caspase-3, genellikle bu hiicre oOliimii modunun spesifik digsal veya icsel
indiikleyicilerine yanit veren hiicrelerde apoptozun yiiriitiilmesinde aktif proteolitik
rolleri ile taninir. Buna ek olarak artan kanitlar, Caspase-3'iin ¢ok hiicreli organizmalarda
hem normal hem de habis hiicrelerin ve dokularin biiylimesini ve homeostatik bakimini
diizenlemede 6nemli roller oynadigini gdstermektedir. Caspase’lerin tiimii baslangigta
aktif olmayan zimojenler (procaspaseler olarak adlandirilir) olarak iiretilir ve bunlar daha
sonra ¢ok ¢esitli 6zel dahili ve/veya harici sinyaller tarafindan aktivasyona tabi tutulur
(Eskandari ve Eaves.,2022).

Endotelyal hiicre apoptozu, kan damari gelisimi, homeostaz ve yeniden
sekillenmede 6nemli bir rol oynar. Endotelyel apoptozu da kardiyovaskiiler patolojilerle

iliskilendirilmistir (Affara vd.,2007).

Artan endotel hiicre apoptozu, endotel biitiinliigliniin kaybina katkida bulunabilir ve

vaskiiler bozukluklara yol agabilir (Liu vd.,2010; Liu vd.,2014).

Rahaman ve ark. hem kurkumin hem de D-pinitoliin arsenik toksisitesine karsi
koruyucu etkileri oldugunu onceki kanitlara dayanarak, PC12 hiicrelerinde Arsenik
maruziyeti iizerine sonrasinda Bax, caspase 3'iin belirgin sekilde yukari regiile oldugunu
gozlemlediler. Kurkumin tek basina veya D-pinitol ile kombinasyon halinde Arsenik ile
indiiklenen apoptotik hiicre Sliimiinii etkili bir sekilde bastirdig1 rapor ettiler. Ayrica
PC12 hiicrelerinde Arsenik maruziyetinin oksidatif stresi indiikledigini ve temel bir
antioksidan ve oksidatif stres belirteci olarak islev géren toplam GSH igerigini olumsuz

etkiledigini ortaya koydular (Rahaman vd.,2020).

HUVEC hiicre hatt1 ilizerinde yapilan bir ¢alismada H>O> kaynakli apoptoz ve
endoplazmik retikulum oksidatif stresi lizerindeki anti-inflamatuar, anti-oksidasyon ve
anti-apoptoz etkileri oldugu distiniilen klotho proteininin anti-oksidatif, anti-
inflamatuvar ve anti-apoptotik etkilerinin mekanizmalar1 arastirilmistir. Klotho proteini,
H20. ile uygulanmis HUVEC'lerin yasayabilirligini arttirmig, TNF-a ve IL-6nin
ekspresyonunu azaltmistir. Klotho proteini, H2O> ile islenmis HUVEC'lerin apoptoz

oranini azaltmistir (Cui vd.,2018).

Calismamizda HUVEC hiicrelerinde arsenigin olan Bax ve Caspase-3 mMRNA

ekpresyon seviyelerini yiikselttigi, ancak trans-chalcone uygulamasinin Bax ve Caspase-
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3 mRNA ekpresyon seviyelerini azalttigi tespit edildi. Trans-chalcone uygulamasinin Bax
ve Caspase-3 seviyelerini anlamli sekilde azaltmasinin anti-antiapoptotik 6zelliginden
kaynaklandigr yorumu c¢ikarilabilir. Genel olarak bakildiginda ¢alismamizin bulgular

literatiirle uyumludur.
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6. SONUC VE ONERILER

HUVEC hiicre hattinda arsenik toksisitesine karsi trans-chalcone’nin terapdtik

roliinli ve etki ettigi molekiiller mekanizmalar iizerindeki diizenleyici roliini

arastirdigimiz bu calismada asagidaki sonuclar elde edilmistir.

Toksik olmayan bir dozda trans-chalcone tedavisinin, arsenik kaynakli apoptozu,
oksidatif stresi, inflamasyonu 6nemli sekilde etkilemektedir.

HUVEC hiicrelerinde arsenik maruziyeti oksidatif stresi artirmaktadir.

HUVEC hiicrelerinde arsenik maruziyeti inflamasyonu artirmaktadir.

HUVEC hiicrelerinde arsenik maruziyeti apoptozisi artirmaktadir.

Arsenik maruziyetine kalmigs HUVEC hiicrelerinde uygun doz trans-chalcone ile
tedavisiyle inflamasyon azalmaktadir.

Arsenik maruziyetine kalmig HUVEC hiicrelerinde uygun doz trans-chalcone ile
tedavisiyle oksidatif stresi azalmaktadir.

Arsenik maruziyetine kalmig HUVEC hiicrelerinde uygun doz trans-chalcone ile
tedavisiyle apoptozisi azalmaktadir.

Trans-chalcone endotel hiicrelerinin korunmasi, aterosklerozun Onlenmesi ve
tedavisi i¢in etkili bir stratejinin baslangici olabilir. Altta yatan mekanizmalar,
potansiyel klinik kardiyoprotektif etkiler hakkinda yeni bilgiler saglayabilir.
Ancak daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Arsenik maruziyeti ile trans-chalcone’nun farkli dozlari in vivo modellemeler

olusturularak ¢aligmalar yapilabilir.
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