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ONSOZ
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OzET

Sisplatin Ile Olusturulan Pankreas Hasarina Kars1 Epigallokatesin-3-
Gallat’in Baz1 Gen Ekspresyonlar1 Uzerine Etkileri

Basak ARSLAN MENEKSE

Yiksek Lisans Tezi

FIRAT UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitlsi

Biyoloji Anabilim Dali

Ocak 2023, Sayfa: xiv+58

Baz1 kanser tiirlerinde kemoterapi ilact olarak kullanilan sisplatin, belirli limitlerden sonra
hiicrelerde DNA hasar1 ve bazi organ hasarlari meydana getirebilmektedir. Sisplatin ile yapilan hasar
calismalar1 daha ¢ok karaciger, akciger gibi organlar ve bazi kanser tiirleri lizerinedir. Pankreas dokusu
lizerine yapilan hasar ¢alismalar1 ise nispeten daha az olup 6zellikle insulin ile ilgilidir. Bu ¢alimada
sisplatinin pankreas dokusu {iizerinde meydana getirdigi genel hasara karsi antioksidan ve antitimor
ozelliklere sahip EGCG’nin koruyucu etkileri arastirilmistir. Calismada, 28 adet erkek sigcan kullanilmus, 4
gruba ayrilmis ve 4 hafta devam etmistir. Sisplatin ve EGCG intraperitonal olarak verilmistir.
Malondialdehit, katalaz ve glutatyon seviyeleri spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Kaspaz-3, IL-1a, IL-
6, p53, HO-1 protein ekspresyonlart Western Blotlama yontemiyle belirlenmistir. Ayrica pankreas
dokusunun histopatolojik incelemesi yapilmig ve bulgular istatiksel olarak degerlendirilmistir.
Bulgularimizda, EGCG’nin uygulandig1 sigan gruplarinda, pankreas dokusunda malondialdehit seviyesinde
azalig, katalaz aktivitesinde ve glutatyonun seviyesinde ise artis gozlenmistir. EGCG ile tedavi edilen
grupta (EGCG+Cis) enflamasyon gostergesi olan IL-1a, IL-6 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin,
sisplatin grubuna kiyasla Onemli Olgiide azaldigi goriilmistiir. Histopatolojik incelemede sisplatin
uygulanan grupta pankreas hasarinin belirgin olarak olustugu ve tedavi grubunda ise azaldigi gozlenmistir.
Bu verilere gore, sisplatin ile olusturulan pankreotoksisitede, EGCG ile yapilan tedavinin antienflamatuar
etki gostererek, toksisiteyi onleyebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas, Sisplatin, EGCG, Protein Ekspresyonu, Apoptotik Markerlar
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ABSTRACT

Effects of Epigallocatechin-3-Gallate Against Pancreatic Damage Induced
by Cisplatin on Some Gene Expressions.

Basak ARSLAN MENEKSE
Master's Thesis

FIRAT UNIVERSITY
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

January 2023, Pages: xiv+58

Cisplatin, which is used as a chemotherapy drug in some types of cancer, can cause DNA damage
in cells and some organ damage after certain limits. Damage studies with cisplatin are mostly on organs
such as liver and lung and some types of cancer. Damage studies on pancreatic tissue are relatively few,
and they are especially related to insulin. In this study, the protective effects of EGCG, which has
antioxidant and antitumor properties, were investigated against the general damage caused by cisplatin on
the pancreatic tissue. In the study, 28 male rats were used, divided into 4 groups and continued for 4 weeks.
Cisplatin and EGCG were given intraperitoneally. Malondialdehyde, catalase and glutathione levels were
measured spectrophotometrically. Caspase-3, IL-1a, IL-6, p53, HO-1 protein expressions were determined
by Western Blotting method. In addition, histopathological examination of the pancreatic tissue was
performed and the findings were evaluated statistically. In our findings, a decrease in malondialdehyde
level and an increase in catalase activity and glutathione level were observed in pancreatic tissue in rat
groups to which EGCG was administered. It was observed that the expression levels of IL-1a, IL-6
proteins, which are markers of inflammation, were significantly decreased in the EGCG-treated group
(EGCG+Cis) compared to the cisplatin group. In the histopathological examination, it was observed that
pancreatic damage occurred significantly in the cisplatin-administered group and decreased in the treatment
group. According to these data, it has been shown that treatment with EGCG can prevent toxicity in
cisplatin-induced pancreotoxicity by showing an anti-inflammatory effect.

Keywords: Pancreas, Cisplatin, EGCG, Protein Expression, Apoptotic Markers
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1. GIRIS

Pankreas, karin boglugunun orta arkada sagda kaburgaya kadar uzanan bir organdir.
Fonksiyonel olarak ekzokrin ve endokrin pankreas bdliimlerinden olusmaktadir. Ekzokrin
pankreas sindirim enzimlerini salgilayan asiner hiicreleri ve bu salgilarin bagirsaga gittigi bir
kanal icermektedir. Endokrin pankreas ise pankreasin kii¢iik bir miktarini olusturan Langerhans
adaciklarini i¢ererek 6nemli hormonlart salgilamaktadir [1].

Sisplatinin, farkli birgok kanser tedavisinde kullanilan gii¢lii bir kemoterapétik ilag oldugu
yapilan caligmalarla gosterilmistir [2]. Pankreas kanseri de organ kanserleri igerisinde goriilme
sikligi bakimindan 11. sirada yer almaktadir [3]. Bircok tiimér tedavisinde oldugu gibi, bu
kanserin tedavisinde kullanilan sisplatin, belirli limitlerin tizerinde verildigi zaman apoptik yolu
aktive ederek, oksitatif stres ve enflamasyon yoluyla hiicresel hasara neden olmaktadir [1].
Kemoterapide kullanilan bu ilag giiglii bir hiicresel toksindir. Ancak énemli yan etkilerle, organ
toksisitesine neden olabilmektedir. Bu da bir¢cok klinik tedavide sik kullanilmasina ragmen,
kazanilmig direng ve diger dokulardaki ciddi toksik yan etkisi sebebiyle kullanimi biiyiik 6l¢iide
sinirlandirilmigtir [4]. Sisplatinin, oto-, noro-, nefro-, gastrointestinal, hematolojik, kardiyo-,
hepato- ve gonadotoksisitesinin yani sira pankreotoksisiteye de neden oldugu yapilan galigmalarla
belirlenmistir [5]. Sisplatinin serbest oksijen radikallerinin artisina bagl olarak oksidatif stresi
etkiledigi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir [6,7] Reaktif oksijen tiirleri (ROS), dis orbitallerinde
ortaklanmamis elektron bulunduran kararsiz atomlardir ve etrafindaki molekiiller ile etkilesime
girerek, kararli hale ulagmak isteyebilirler [8]. Hiicrelere baglanarak belli bir diizeyde olmasi
gereken hiicre zar1 akiskanlhigini arttirdigi belirtilmigtir [9]. ROS iiretiminin artmasi oksidadif
strese neden olmaktadir. Oksidatif stresin artmasi kanser, diyabet gibi hastaliklarin etiyolojisinde
roliiniin oldugu belirtilmigtir [8]. Ayrica yapilan aragtirmalarda agirt ROS {iretiminin, tiimor
nekroz faktér-a. (TNF- ) diizeyinde artisa neden oldugu gézlenmistir [9].

Son yillarda yapilan in vivo ve in vitro arastirmalarda tedavi yontemlerinde kullanilan
kimyasallarin yan etkileri, giivenirliliginin az olmasi antioksidan 6zelligindeki bazi bitkilerin
hastaligin seyrini degistirmesi agisindan Onemli oldugu ortaya konulmakta ve tedavilerde
kullanilmaya baglandigi goriilmektedir. Bu onemli fitokimyasal bitkilerden biri de yiiksek
miktarda epigallokatesin-3-gallat (EGCG) flavonoidi igeren yesil ¢aydir. EGCG polifenolik
katesini, toplam polifenol i¢eriginin yarisindan fazlasini, yaklasik %50-80'ini olusturmaktadir [10,
11]. Giiglii bir antioksidan olan EGCG, antienflamatuar 6zelligiyle insiilin {ireten B hiicrelerini
korumaktadir. Antidiyabetik 6zelligiyle ise insiilin salgisini arttirip, apoptozu azaltarak pankreas
B hiicrelerinin ¢ogalmasimi tegvik etmektedir. Diyabet durumunda insulin direncini ve oksidatif
stresi de azaltmaktadir [11]. Ayrica sinyal yolaklarimi aktive ederek pankreas kanserine karst

kanserli hiicre iglevini diizenlenme ve hiicre canliligini engellemeye yonelik yiiksek performansi



bulunmaktadir [10]. EGCG, adenokarsinom hicrelerini inhibe ederek migrasyon ve
invazyonunun inhibisyonunda rol almaktadir. Bunu pankreatik kanser hiicrelerinin G1
asamasinda biiylimenin durmasina neden olarak ve ROS olusumu yoluyla apoptozu indiikleyerek
gerceklestirmektedir. Bu  ozellikleriyle EGCG’nin bir¢ok toksik etkiyi eliminize ettigi
goriilmiistiir [12].

Sisplatin ile yapilan hasar ¢alismalarinin daha ¢ok karaciger, akciger gibi organlar ve bazi
kanser tiirleri lizerine yogunlastigi goriilmiistiir. Pankreas iizerine yapilan ¢aligmalarin nispeten
daha az ve 6zellikle insulin ile ilgili oldugu anlasilmaktadir.

Bu nedenle bu yiiksek lisans tezinde sicanlar {izerinde sisplatin ile pankreas doku hasari
olusturulmus, olusan hasara kars1 antioksidan ve antitiimor 6zelliklere sahip EGCG’nin koruyucu

etkileri molekiiler ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

1.1. Pankreasin Anatomik, Histolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Pankreas, periton ile karin duvari arasinda yani omurganin bel boliimii 6niinde yer alan
kompozit bir organdir. Yunanca’da pan (tiim, biitiin) ve kreas (et) anlamimna gelmektedir.
Ortalama uzunlugu 15-20 cm, agirlig: ise kadinlarda 55 gr, erkeklerde 70 gr kadardir. Anatomik
olarak 4 kisimdan olusmaktadir (Sekil 1.1) . Pankreasin ilk kismi olan bas bolgesi diizdiir ve on
iki parmak bagirsaginin ilk halkasi i¢ine yerlesmistir. Boyun bolgesi bas ve gdvdeyi birbirine
baglayan ince kisimdir. Govde boliimii ise daha dardir ve son kisim olan kuyruk bolgesi dalaga
yakindir. Ayrica kuyruk bolgesi pankreas polipeptit hiicrelerini bulunduran tek kisimdir. Pankreas
histolojik olarak bakildiginda ekzokrin ve endokrin fonksiyon olarak 2 doku tipine sahiptir [13-
15].

Sekil 1.1. Pankreasin anatomik yapisi [16]

1. Ekzokrin Pankreas: Pankreas kiitlesinin %80’ini olusturan ekzokrin pankreas, asinus ve

kanal hiicrelerinden olusur (Sekil 1.2). Bu hiicreler protein sentezinin en ¢ok yapildigi ve



sindirim enzimlerinin sentezlendigi yerdir. Sindirim enzimleri, su ve sodyum bikarbonati
on iki parmak bagirsaga salgilamaktadir [17]. Pankreas1 olusturan loblar, lobiil ad1 verilen
kiigtik loblardan olugmaktadir. Bu lobiiller en fazla 10 mm ¢apindadir. Her lobiil, bir ana
kanali i¢ine alan ve bezin salgi yapan bir pargasidir. Her pankreatik lobiil, asinus adi
verilen yapilardan olusur. Bir asiniis, kubbe benzeri bir yap1 olusturan piramidal asiner
hiicrelerin birlesimidir [18]. Asinuslar merkezi bir limen etrafinda tek sira halinde
dizilmis poligonal epitel hiicreler seklindedir. Asinus ¢ekirdekleri alt ylize yerlesik ve
belirgin niikleollii yapilardir. Asiner hiicreler, alt yiizii bazofilik, {ist yiizli ise eozinofilik
gorunlr. Bu durum, Ust ylzeyde zimojen grandllerinin ve alt yizde ise endoplazmik
retikulumun (ER) fazla olmasindan kaynaklanmaktadir [19]. Asinus hiicreleri, asiner
hiicrelerinin iiziim salkimi seklinde birlesmesiyle olusarak bir sap ile kanala baglidir.
Asiner hiicreleri sindirim enzimlerini salgilar ve bu salgilar1 kanalciklar vasitasiyla ana
kanala bosaltirlar [14]. Kanal sisteminin ilk kismu interkalar ya da intralobuler kanal
olarak adlandirilmaktadir. Bu kanal duvarlar1 sentroasinar hiicrelerden olusan asinar
liimenin icine uzanmaktadir. interlobiiler kanallar goblet hiicreleri iceren silindirik epitel
ile kaplidir. Salgilar, pankreasin gikisi olan pankreatik kanallara dékiiliirler [20]. ikinci
bir kanal ise, insanlarda tiim pankreas bezi boyunca uzanan Wirsung kanalidir ve bu
kanalla birlesir. Ana pankreatik kanal daha sonra ortak safra kanalinin girisine bitigik
duodenuma bosalir. Her iki kanalin en distal kisimlar1 Vater ampullasi olarak adlandirilir.
Ampulla, Vater papillast yoluyla duodenuma agilir. Pankreasin distal kisminda ana
kanaldan ayrilan ve Santorini denilen kanal duodenuma bagimsiz olarak baglanir [18]
(Sekil 1.3). Pankreas biitiin organik bilesiklerin sindirimde rol oynayan enzimleri
salgilamas1 bakimindan 6nemli bir ekzokrin fonksiyona sahiptir. Tripsin ve kimotripsin
peptidleri pargalar, niikleazlar niikleik asitleri parcalar, amilaz karbonhidratlar1 hidrolize
ederek disakkaritleri olusturur, lipazin ise yaglarin sindirimini sagladigi belirtilmistir

[21].

Asanar
hicrelen

Sekil 1.2. Ekzokrin pankreas yapisi [22]
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Sekil 1.3. Pankreasta kanallar [23]

Endokrin Pankreas; Pankreasin %20’sini olusturan endokrin pankreas, ise polipeptit
yapisindaki hormonlarin  salgilandigr hiicrelerin  meydana getirdigi langerhans
adaciklarindan olusmaktadir [14] (Sekil 1.4). Bu hiicreler diizensiz dizilime ve oval sekle
sahiptir. Bu adaciklarin boyutu en fazla 700 um ¢apinda ve toplam kitlesi 0,5 ve 1,5 g
arasinda degigsmektedir [18]. Langerhans adaciklari hem asidik, hem bazik boyalar ile
boyanabilen bir sitoplazma igerigi ve yuvarlak sekilli c¢ekirdege sahiptir [19]. Bu
adaciklar olusturan hiicrelerden, Alfa hiicreleri- glukagon, beta hicreleri-insilin, delta
hiicreleri-somatostatin, pankreatik polipeptit hiicreleri-pankreatik polipeptit hormonlarini
salgilamaktadir [21] (Sekil 1.5).

Sekil 1.4. Langerhans adaciklarini mikroskop goriintiisii [24]
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Sekil 1.5. Langerhans adaciklarindaki bazi 6nemli hiicreler [25]

1.2. Epigallokatesin-3-gallat (EGCG) ve Antioksidan Ozellikleri

Yesil ¢ay, Camellia sinensis’in fermente olmamus ¢ay cesididir [26]. Yesil cay igeriginde
epigallokatesin-3 gallat (EGCG), epigallokatesin (EGC), epikatesin-3-gallat (ECG) ve epikatesin
(EC) polifenollerini bulundurmaktadir [27] (Sekil 1.6). EGCG, yesil ¢ay yapraklariin total
polifenolik miktarinin en az yarisini olusturarak en bol bulunan katesindir [26]. Yesil ¢ay
katesinlerinin gallat yapisinda 3. konumu esterlesmis bir C halkasi, katekol grubu olan B halkasi
ve 5. ve 7. konumunda hidroksil grubu olan bir A halkas1 bulunmaktadir [28]. Bu katesinlerin,
arasindaki iglevsel ve yapisal fark B halkasina bagl hidroksil gruplarinin sayisina ve galloil
parcasinin olup olmamasina baghidir [29]. EGCG, C halkasi gallat grubunun varligi ve fazla
hidroksil grubuna sahip olmasi nedeniyle biyolojik etkinligi fazla olabilmektedir [30] (Sekil 1.7).
Bu 6zellik EGCG’nin, yesil ¢ayimn saglik iizerine yararlardan sorumlu ana kimyasal aktif bilesen

olmasini saglayabilmektedir [31].

Sekil 1.6. EGCG’nin molekiiler yapis1 [32]
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Sekil 1.7. EGCG’nin kimyasal yapis1 [33]

Yesil cayin igeriginde flavanoller, flavandioller, flavonoidler ve fenolik asitleri bulunduran
polifenoller bulunmaktadir. Yesil cay polifenolleri cogunlukla, yaygin olarak katesinler olarak
bilinen flavonollerdir. Bu flavonoidler, yesil cayda diger ¢aylardan daha fazla miktarda bulunan
katesinlerdir. Yesil cayin esas katesini olan EGCG, giiclii antioksidan 6zelligi nedeniyle kimyasal
Onleyici ve kansere fitoterapi etkisinin son zamanlarda fazlaca arastirildigi goriillmiistiir [29].

EGCG’nin, farkl tiirdeki hastaliklarda antioksidan, antitoksik ve antitiimor aktivitelerinin
oldugu belirtilmistir. Viicuttan zararli serbest radikalleri uzaklastirip, oksidatif stresin neden
oldugu hasari azaltarak antioksidan etkinlik gosterebilmektedir. ROS'un etkisiz hale gelmesinde
etkili olan glutatyon-S-transferazlar (GST), glutatyon peroksidaz (GPx), glutamat sistein ligaz
(GCL) ve heme oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu indiikleyerek antitoksik aktivite
gOsterebilmektedir. Tumor hicrelerinin  biyumesini inhibe eder ve hiicre donglsu, gen
ekspresyonu, transdiiksiyon, transkripsiyon faktorlerini diizenleyerek antitimoér etkinlik
g0sterebilmektedir [28]. TUmor hicrelerini in vitro ve in vivo olarak giiglii bir sekilde inhibe
edebilir. Tiimdr gelisimini ve bilylimesini baskilayabildigi, apoptozu indiikleyerek biyoyararlilik
gosterebildigi bilinmektedir. EGCG’nin noéroblastom, yumurtalik, mide ve nazofarenks gibi bazi
kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu diizenleyerek metastaza ve anjiyogeneze midahale de
bulunacagi belirtilmistir [29].

Yapilan bazi arastirmalarda EGCG’nin, antidiyabetik etkisi en fazla olan katesin oldugu
belirtilmektedir [34]. EGCG bu etki ile insiilin direncini azaltarak tip 2 diyabet hastalik riskini en
aza indirgemektedir [35]. Bdylece bu katesinin pankreas patogenezini Onleyici ve antiproliferatif
etki gostererek koruyucu ajan olabilecegi goriilmektedir [36, 37]. Yesil cay polifenollerinden
ozellikle EGCG, ROS’un hiicre lipit membranlarina, proteinlere ve niikleik asitlere zarar
vermesini onlemektedir. Bu durum EGCG’nin nikleer faktor-kB (NF-xB), aktivator protein-I
(AP-1) gibi transkripsiyon faktorlerini inhibe ederek, ROS’u viicuttan uzaklastirmasi ile
olmaktadir. EGCG’nin bu aktivitesi fenolik hidroksil grubunun daha kararli hale gelme istegi ve

galloil grubunun serbest radikal temizleyici 6zelliginden kaynaklanmaktadir [38, 39]. Oksidatif



stres reaksiyon gosterdiginde hiicreyi korumak icin katalaz (CAT), siiperoksitdismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleriyle ortak calisirr EGCG polifenolii ayrica, biiylimeyi
durdurmak igin MAPK yolaklar1 gibi bircok yolagi etkileyerek, NF-kB aktivasyonunu
baskilamakta ve TNF-a'nin ekspresyonunu inhibe etmektedir [40]. Antioksidan 6zellikteki EGCG
savunma sistemine GST, SOD, CAT antioksidan enzimleri ve C ile E antioksidan vitaminleriyle
birlikte katki saglamaktadir [41, 42].

EGCG polifenoll in vitro ve in vivo kosullarda antiviral, antibakteriyel ve antifungal
fonksiyonlara sahip tedavi edici ajan oldugu belirtilmistir. Bu etkiler nedeniyle EGCG’nin, ¢ogu
hastalikta tedavi edici kabiliyet gosterebilecegi diisliniilmektedir. Cesitli enfeksiyon, kanser ve
salgin hastaliklara sebep olan viral etkenleri inhibe ederek antiviral etkinlik gostermektedir. Dis
ciirimesini engelleyerek gram pozitif, gida zehirlenmesine neden olan gram negatif bakterilere
karsi antimikrobiyal etki gosterir. Antibakteriyal etkisiyle ilaca direngli bakterilerin etkisini
azaltmaktadir. Baz1 mantarlar sebep olduklari enfeksiyon sebebiyle oliimciil olabilmektedir.
EGCG’nin patojen mantarlarda tek veya bazi maddelerle sinerjik olarak antiefektif bir etkisi
bulunmaktadir [26, 43].

1.3. Sisplatin (Cis)’in Yapisi ve Fonksiyonel Ozellikleri

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II, CDDP) merkezde bir platin atomuna baglh iki
klor atomu ve iki amonyak grubunun olusturdugu konfigiirasyona sahip alkilleyici bir bilesiktir
(Sekil 1.8). Cis malign hiicrelerin tedavisinde en c¢ok tercih edilen antikanser ilaglarindan biridir.
Intravendz veya intraperitoneal yolla viicuda verilen Cis, klor atomlarinin ayrilip yerine su veya
hidroksil grubunun eklenmesiyle viicutta aktif olmaktadir. Bu ilag akigkan olarak reaksiyon
gostererek kanserli hiicrelerde DNA hasarina neden olmaktadir. Bu hasar ilacin DNA zincirindeki
bolgelere baglanmasiyla olmaktadir. Bolgeler ayni zincir {izerinde ise DNA eklentisi, farkli zincir
iizerinde ise DNA ¢apraz bagi olarak adlandirilmaktadir. Cis, tiim DNA bazlar1 ile bag kurdugu
arastirilmalarla belirlenmistir, ancak piirin bazlarinin (adenin, guanin) niikleofil giicli yiiksek N-7
bolgesi ile reaktif olma istegi daha yiiksektir (Sekil 1.9). Ayrica in vitro ¢alismalar Cis’in DNA
ile birlesimi sonucu serbest radikallerin olusmasinin da kanserli hiicrelere zarar verebilecegini

gOstermektedir [44].
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Sekil 1.8. Sisplatinin kimyasal yapisi [45]
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Sekil 1.9. Sisplatin DNA sarmalinda piirin bazlarinin N-7 pozisyonuna kovalent bag olusturmasi [46]

Sisplatin DNA’ya zarar verip, platin atomlarinin olusturdugu elektrik akimiyla
replikasyona engel olarak, apoptoza neden olup tiimoérlu hiicrelerde etkinlik gostermektedir [47].
Genis yelpazeli kullanim alami, niifuz etme giicii, tedavilerde yiiksek tesiri ve cesitli anti timor
ilaclarla ortak gii¢ etkinligiyle kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [48]. Ancak bu
ilacn dokulara toksik etkisi ve tedaviye diren¢ olusturma nedenleri kullanimini
sinirlandirilmaktadir [49]. Ayrica ER ve mitokondri gibi sitoplazmik organel disfonksiyonuna
neden olmaktadir. Apoptotik yollar1 aktive eder, oksidatif stres ve inflamasyon yoluyla hiicresel
hasar olusturmaktadir [50]. Oksidatif stres, sisplatin toksisitesinde dnemli bir rol oynamakta ve
ilk hedefi mitokondridir [51]. Oksidatif stresin uyarilmasimnin derecesi maruz kalma siiresi ve
ilacin dozuna bagli olarak degismektedir [52]. Siireye bagli olarak artan stres, maruz biraktigi
hiicrelerde, DNA hasarinin yani sira hiicre 6limiini harekete geciren ROS’u indiiklemektedir.

Oksidadif stres altinda artan ROS, proteinlere, lipitlere ve DNA’ya zarar vererek apoptozu



uyarabilmektedir [51]. Tedaviye direng olusturma ise, sisplatinin ¢apraz baglanmasi ve DNA’nin
yapisin1  biylik o6lciide degistirmesiyle iliskilendirilebilmektedir. Capraz bagli olan DNA
eklentileri, hasardan sorumlu protein ve diger proteinler tarafindan taninmasi halinde, DNA
onarimi ve sinyal mekanizmalarini aktif hale getirebilmektedir. Sonugta, DNA basariyla onarilir
ve sisplatine kars1 direng olusabilmektedir. Bu onarma iglemi ger¢eklesmedigi durumda apoptik
mekanizma baglatilabilmektedir [5]. Sisplatinin yiiksek doza bagimli yan etkileri nedeniyle klinik
kullanimu kisitlanmustir [53].

1.4. Apoptozis

Apoptoz (a-po-toe-sis) hiicrelerin planli eliminasyonu olarak tanimlanmaktadir. Olusan
ekstrem durumlara karsi, apoptik enzimlerin uyarilmasi, hiicrenin kiigiilmesi, kromatin
yogunlagmasi, plazma zar1 tomurcuklanmasi (karyoreksis), DNA fragmantasyon ve apoptotik
cisimlerin olusumu siirecini iceren homeostatik bir mekanizmadir [54]. Hicre 6lim

mekanizmalarindan olan apoptoz, Sekil 1.10°da gosterilmistir [S5].

a) Hiicrenin Biizillerek Kiigiilmesi
Kromatinin Yogunlagmasi

¢) Hiicrenin Par¢alanmaya Baslamasi d) Apoptotik Cisimlerin Olusumu

Sekil 1.10. Apoptoz mekanizmasi [55]

Daha sonra apoptotik hiicreler, hiicre iginde herhangi bir sizinti olmadan makrofajlar,
parankimal veya neoplastik hiicreler tarafindan inflamatuar yanit olusturmadan hizlica fagosite
edilmektedir. Apoptoza ugrayan hiicreler, sitoplazmada organel biitiinliigli korunarak ve saglam
bir plazma zar ig¢inde par¢alanmaktadir. Apoptoz, piknoz ve karyoreksis ile hiicre 6liimiine yol

acmaktadir. Piknoz, kromatin yogunlagsmasinin bir sonucudur ve bu apoptozun en karakteristik



Ozelligidir [54]. Zar ve organel yapisinin korunmasi, niikleer biiziisme veya DNA pargalanmasi
ile kromatinin yogunlagmasi, apoptozun morfolojik 6zellikleridir [56].

Apoptoz, hiicre dongiisiiniin - planli isleyisinde, bagisiklik sisteminde gorevli
mekanizmalarla etkilesimi, hormonal organ biiyiimesini normale déndiirme, embriyonik ve organ
olusumu siiregleri gibi cesitli mekanizmalarda rolii oldugu i¢in hayati bir olaydir [54, 57]. Bu
yiizden apoptoz mekanizmasi dogru ve dengeli bir sekilde isleyis gdstermelidir. Organizmada
sebepsiz artan apoptoz, bakteriyel ve viral hastaliklar, diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar, kalp
hastaliklari, atrofi gibi hastaliklara, azalan apoptoz ise kanser ve otoimmiin hastaliklara sebep
olabilmektedir [58, 59]. Bu nedenle hiicreyi, apoptik mekanizmay1 tetikleyen stres faktorleri,
ultraviyole radyasyon (UV), ila¢ ve toksinler gibi farkli etkenlere karsi korumak gerekmektedir
[60].

Hiicreler digsal veya igsel, bazi hiicrelerde ise hem dissal hem de i¢sel uyaranlara maruz
kalabilmektedir. Digsal yol, oliim reseptorlerinin TNF ailesiyle etkilesimiyle baslar. Oliim
reseptorleri, yapisal olarak hiicre ici protein-protein etkilesim alani tarafindan olusturulur. Bu
reseptorlerden gelen sinyal kompleksi kaspazi aktiflestirir ve bu da 6liime neden olur. igsel yolda
ise, farkli stres uyaranlarina karsi yanitlar mitokondride birlesen sinyallerle verilir. Mitokondride
apoptoz da rol alan bircok molekul bulunur. Apoptotik sinyal sitokrom- ¢ salinimini, o da kaspazi
aktive eder ve bu da 6liime neden olur. Her iki yolla da aktive olan apoptoz mekanizmasinda
kaspazlar gorev yapmakta ve hiicre 6liimiine sebep olmaktadir. [61].

Apoptoz surecinin dengeli ve kontrollii bir sekilde ilerlemesinde énemli genler ve etkilesim
aglar1 bulunmaktadir. Bu siirecte yer alan genleri diizenleyen mikroRNA (miRNA)’lardir.
miRNA'lar apoptotik yolaklarda pro-apoptotik ve anti-apoptotik olarak iki sekilde rol almaktadir.
Pro-apoptotik ve anti-apoptotik denge, hiicrelerin apoptotik uyaranlara karst duyarliligini etkiler.
Uyaranlara karst miRNA’nin yanit olarak pro-apoptotik veya anti-apoptotik roli hucrelerin
akibetini belirler. Hiicrelerin i¢ ve dis uyaranlar tarafindan apoptik tetiklenmesi durumunda,
sinyal reseptorleri siirecin uygun ve kesintisiz devamlilig1 i¢in ¢aligmaktadir [62].

Apoptoz’un, DNA hasarimin bir sonucu olarak indiiklenerek, zararl hiicreleri uzaklastirip,
timor biiylimesini durdurdugu bilinmektedir. Ancak yapilan ¢alismalarda bu slrecin sorunsuz
olmasi, kanserin ilerleyebilmesi ve ila¢ tedavilerine karsti olusabilecek direng ile
iliskilendirilmistir. Bu nedenle, apoptozun deregiilasyonu kanserin ayirt edici 6zelliklerinden biri
olarak kabul edilir [61]. Kanser gelisiminin tiim agsamalarinda, SOD, CAT, GPx gibi antioksidan
enzimler ile AKT, MAP ve NF-kB gibi birgok protein artis seklinde regiile edilir. Anti-apoptotik
proteinler ve p53 gibi timor baskilayici genler ise azalma seklinde regiile edilmektedir. Bu
hicresel sinyal iletim yollarinda yer alan proteinlerin artig veya azalis seklinde regiile edilmesiyle
kanserin apoptoz ve anjiyogenez gibi tiim asamalar1 etkilenmektedir [40]. Calismalar kanser

hiicrelerinin apoptoz gecirmesine engel mekanizmalar arasinda antiapoptotik molekiillerin
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etkisinin 6nemli oldugunu vurgulamaktadir. Bu c¢alismalar, B-hucreli Lenfoma- 2 (Bcl-2)
proteinin, hiicrenin hayatta kalmasindaki roliiniin biiyiik oldugu bildirmistir. Bu bulgular kanser
hicrelerinin apoptoz aktivasyonuna direng gosteren proteinleri eksprese edebilecegini
gostermektedir. Kanser hiicrelerinin bertarafi i¢in yapilan ¢aligmalarda, Bcl-2 proteini hedefli
ilaglarin uygulanmasi onerilse de, bu proteinlerin kanser hiicrelerini kemoterapétik ajanlara karst
direncli hale getirebildigi gézlenmistir. Bu da tedavide kullanilan ilaglarin inhibisyon etkinliginin
zay1f olmas1 gibi 6zelliklerinden dolayi tiim kanser hiicrelerini 6ldiirmedigini gostermistir [63].
Sisplatinin kanserli hiicelerde apoptozu inhibe etmesi dozuna bagli olarak degisir. Yiiksek
dozda c-Jun N terminal kinaz (JNK) aktive olur ve apoptoz gerceklesir. JNK’nin sisplatine
direngli hiicrelerde uyarilmasi daha diisiiktiir. Ayrica, in vitro olarak sisplatine direng kazanmis

melanom hiicresi, sisplatin tedavisine daha az apoptotik tepki gosterir [64].

1.5. Apoptoptik Markerlar

1.5.1. Kaspaz-3

Kaspazlar, sistein proteazlarindan olusan ve apoptozda 6nemli rol oynayan enzimlerdir.
Kaspaz-3 proteininin yapist Sekil 1.11°de gdsterilmistir [66]. Sitoplazmada inaktif olarak bulunan
kaspazlar proteolitik kaskad yoluyla apoptozun ilk evrelerinde birbirlerini aktive ederler.

Ug gruba ayrilirlar;

1) Baslatic1 (Kaspaz- 2, 8, 9 ve 10)
2) Efektor (Cellat) (Kaspaz-3, 6 ve 7)
3) Inflamatuar (Kaspaz-1, 4 ve 5) [65]

Sekil 1.11. Kaspaz-3 proteinin yapisi [66]
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Kaspazlar, hiicre i¢i sinyallere (i¢ yolak) yanit olarak ve hiicre ylizeyi 6liim reseptorlerine
yanit olarak (dis yolak) aktiflestirilirler (Sekil 1.12).

I¢ yolak; hiicre iginde apoptozu indiikleyen etkenlere karsi yamit olarak hiicre iginde
basglatilir. Mitokondri tarafindan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden
faktor)’e baglanir. Bu komplekse ATP’nin katilmasiyla sitozolik bir protein olan “apoptozom”
meydana gelir. Bu da prokaspaz-9 molekullni aktif kaspaz-9’a doniistiiriir (Sekil 1.13). Aktif
olan kaspaz-9, prokaspaz-3’ii aktif hale getirerek hiicre 6liimi gergeklestirilir [67, 68]. Aktif olan
kaspaz-3 ise inaktif kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)‘1 inaktif hale getirerek, kaspaz aktive edici
DNaz (CAD)’1 serbest duruma getirir. Bu durum sonucunda kromatin yogunlagsmakta ve DNA

parcalanmaktadir [69].

Dis Yolak i Yolak

Hicresel Hedefler *—

Sekil 1.12. Kaspazlarin aktif oldugu apoptoz yolaklari [70]

Dis yolak; apoptozu indiikleyen hiicre ylizeyinde meydana gelen sinyallerdir. Hiicre 6ltim
sinyalleri arasinda Fas ligand1 (Fas-L) ve TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL)
yer alir. Bu oliim ligandlar1 Fas ile iliskili 6liim bolgesini (FADD) nin ve TNF reseptoru ile
iligkili 6lim alanm1 (TRADD)’nin adaptor proteinlerini igerir. Bu &liim ligandlart ve adaptor
proteine baglantis1 sinyal kompleksi (DISC) olarak adlandirilmaktadir. Procaspases-8 ve -10,
DISC tarafindan aktive edilir. Daha sonra kaspaz-3, -6 ve -7 aktive edilir ve proteinlerin
boliinmesi ile hiicre 6limii gergeklesir [71]. Her iki yolla da aktif olan kaspaz-3, DNaz enzimini

aktive ederek DNA’nin alt birimlerine par¢alanmasina neden olmaktadir [72]. Kaspaz-3 hiicre
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dongiisiiniin baglatilmasina katkida bulunur. p21 DNA polimeraz-d kofaktoriiniin, ¢ogalan hiicre
niikleer antijenine (PCNA) baglanmasi ile hiicre ¢ogalmasi saglanir. p21 PCNA baglanma
bolgelerinde, kaspaz-3 tarafindan boliinerek, PCNA'nin salinmasina neden olur. Ayrica kaspaz-3,
doku kayiplarinin iyilesme siirecinde dokularin sekil ve normal hiicre sayilarini kazanmalarini

saglar [73].

Apoptozom

Sekil 1.13. Apoptik uyarici sitokrom-c’nin Apaf-1’e baglanmasiyla olusan apoptozom proteini [67]

1.5.2. interlékin-1a (IL-1a)

Interlokin-1 (IL-1) sitokininin, enfeksiyona ve zarar verici enflamasyona verilen yanitlar
icin IL-1a ve IL-1B olmak tizere 2 proinflamatuar liyesi vardir. IL-1a proteininin yapisi, Sekil
1.14’de gosterilmigtir [84]. IL-la, makrofajlar tarafindan salgilanan, enflamatuar yanitlar
baglatan ve "alarm sitokini" olarak tanimlanan birincil sitokindir. IL-1a, 271 amino asitlik bir
oncu protein (Pro-IL-1a) olarak iiretilerek, proteazlar tarafindan salgilanan 17 kDa formlarina
islenen, 31 kDa'lik dnciiler olarak sentezlenmektedir [74]. IL-la, sitokini insanda 2. kromozomun
uzun kolunda bulunmaktadir [75]. IL-1a’nin transkripsiyonu igin, Sp1 proteini, NF-kB'de IL-1a
promotor bolgesini aktive etmektedir. Ayrica IL-1a kendi gen ekspresyonunu otokrin bir sekilde
indukleyerek, promotor dizisini uyarmakta ve kendisini aktive edebilmektedir. Stres tepkileri
Uzerine IL-10, kalpain, sitotoksik T-lenfositler, dogal dldiiriicii (NK), granzim-B ve mast hiicre
kinaz gibi proteazlar tarafindan islenmektedir [76]. N-terminal amino asitlerin ¢ikarilmasiyla
islendikten sonra olusan peptitler, olgun form IL-l1a olarak adlandirilmaktadir. Pro-1L-la, IL-la
kadar aktiftir ve IL-lo'dan farkli olarak c¢ekirdege gecebilir, ayrica zara bagli olarak da
bulunmaktadir [77]. inflamatuar yamtlarla ilgili IL-la, bircok hiicre ve doku tarafindan
iretilmektedir [78]. Timus, dalak, lenf diiglimleri, akciger ve karaciger gibi organlarin
makrofajlarinda iiretilmektedir. Nétrofiller, keratinositler, epitel ve endotel hiicreleri, lenfositler,
diiz kas hiicreleri ve fibroblastlarin da dahil oldugu belli hiicre tiplerinde de iiretimi
gergeklesmektedir [79]. IL-la iiretimi, hiicrelerde olusan hasarin veya enfeksiyonun ardindan
DAMP (hasarla iligkili molekiiler model) proteinlerin salinmas1 veya PAMP (patojenle iligkili

molekiiler model) yapilarinin dogustan taninmasi lizerine gerceklesir. Oksidatif stres, lipitin agirt
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yiiklenmesi, hormonal uyari, sitokinlere maruz kalma gibi fizyolojik uyaricilara yanit olarak hizla
eksprese edilmektedir [80]. Uyaricilarin sinyaline karsi aktif hale gelen IL-1a proteini bagisiklik
sisteminin tepkisini duzenleyerek, proinflamatuar etkileri induklemektedir. Enflamatuar ve
immiin cevaplarla iliskili transkripsiyon faktorleri olan NF-kB, AP-1, INK MAPK'ler, p38 gibi
faktorlerin aktivasyonunu gergeklestirmektedir [81]. IL-1a ekspresyonu, biiylime faktorlerine ve
proinflamatuar uyaranlara gore degiserek artis gosterebilir. Miktari, hiicreden hiicreye farklilik
go6stermekle birlikte, endotel ve epitel hiicrelerinde fazla olabilmektedir [80].

IL-1a iki fonksiyonlu bir sitokindir. Hiicre zarina bagli IL-1a, antitiim6r immiin cevaplari
baglatirken, IL-la’nin hiicre i¢inde bulunan prekiirsorleri gen ekspresyonu, diferansiyasyon ve
hiicre biiyiimesi gibi homeostatik fonksiyonlar1 kontrol etmektedir [75]. Bu biyoaktif proteinin
rolleri gbz Online alindiginda, baslattigi genel enflamatuar yanitlar, diger sistemik yanitlart
etkilemesi nedeniyle cesitli hastaliklarin patogenezine sebep olabilmektedir. Bu hastalilardan
bazilari, COVID-19, deri iltihabi, KOAH, perikardit, Behget ve Sjogren sendromudur [81].
Ayrica yapilan aragtirmalara gore, pankreas duktal adenokarsinom (PDAC) enflamasyonu IL-1a
tarafindan yonlendirilmektedir. Tiimor hiicreleri tarafindan eksprese edilen IL-la’nin asir
ekspresyonu, tlimor hiicrelerinin yayilmasina neden olabilmektedir [82]. IL-la’nin pankreatik
azalmasi ise, glikoz tolerans homeostazin1 bozabilmektedir. Yani viicut glikoz homeostazin

desteklemek gibi fizyolojik fonksiyonu bulunmaktadir [83].

Sekil 1.14. IL-1a proteinin yapisi [84]

1.5.3. Hem Oksijenaz -1 (HO-1)

Hem oksijenaz (HO), hem molekdliini safra pigmentlerinden biliverdine katalize eden bir
enzimdir. HO-1 proteininin yapisi, Sekil 1.15’de gosterilmistir [87]. Reaksiyon esnasinda, hem
molekiiliiniin a-methen koprisundeki karbon atomu, karbon monoksit (CO) olarak, demir (Fe) ise
+2 formunda salinmaktadir. Hem oksijenaz enzim aktivitesi i¢in bu reaksiyonda oksijen ve

NADPH’a ihtiya¢ duymaktadir. Reaksiyon sonucu olusan biliverdin, biliverdin rediiktaz enzimi
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ile bilirubine doniisiir (Sekil 1.16). HO-1 induklenebilir bir formda olarak 32 kDa molekiil
agirligina sahiptir. Normal sartlarda bircok hiicrede HO-1 protein ekspresyonu diisiik diizeyde
gozlenmektedir. Pankreas, bobrek, kalp, akciger, beyin ve derinin de iginde bulundugu bir¢ok
hicrede eksprese edilebilir [85]. Enflamasyon, iskemi, hipoksi, hiperoksi, hipertermi veya
radyasyon gibi hiicresel stres zamanlarinda aktive olan antioksidan ve oksidan homeostazinin
korunmasi i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica salinan Fe+2 antioksidan fonksiyon

gosterirken, CO antienflamatuar ve antiapoptotik fonksiyon gostermektedir [86].

Sekil 1.15. HO-1 proteinin yapis1 [87]
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Sekil 1.16. Hem molekiiliinden bilirubin olusumu [88]
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1.5.4. interlokin-6 (IL-6)

IL-6 proteini, 27 amino asitlik bir sinyal peptidi ve iki potansiyel NH; bagli glikosilasyon
bolgesi ile 212 amino asit igermektedir. IL-6 proteininin yapisi, Sekil 1.17°de gosterilmistir [95].
Molekiil agirligi 21 ile 28 kDa araliginda degiskenlik gostermektedir. IL-6 geni kromozom 7p21
ile eslenmektedir [89]. Dort heliksten olusan sarmalli demet yapisindadir. Ug farkli reseptdr
baglama bolgesine sahiptir. [90].

IL-6, kazanilmis ve dogustan gelen bagisiklik sistemlerinde enflamasyonun artmasinda
gbrev almaktadir. Bu proteinin immiin diizenleyici etkilerine ek olarak, iskelet kasi hiicreleri,
adipositler, hepatositler, pankreatik p-hlcreleri Ulzerindeki etkisiyle glikoz dengesini ve
metabolizmasini etkiledigi 6ne siiriilmektedir. Bagisiklik sistemi disindaki dokularda oldugu gibi
cogu hiicre tipinde de hem immiin diizenleme, hem de immiin olmayan olaylarda énemli bir
etkiye sahip pleiotropik bir sitokindir. Bu proteinin hastaliklardaki patogenezine bakildiginda,
regiilasyonunun immiin aracili hastaliklarda ve enflamatuar faktorlerin diisikk enflamasyona
neden oldugu bazi hastaliklarda, koruyucu ya da zararli bir rol oynayabildigi seklindedir [89].
Akut faz reaksiyonlarini, immiin yanitlari, hematopoezi ve ¢esitli i¢ organlar1 konak savunmasi
icin uyarmak (izere bir patojenden veya doku hasar1 bolgesinden gelen savunma sinyallerini iletir
[91].

Temel sinyal iletiminde rolii olan bu sitokinin, sinyal diizensizligi, romatoid artrit,
enflamatuar barsak hastaligi, multipl skleroz ve g¢esitli kanser tiirleri gibi hastaliklarin
baslamasina ve siirdiiriilmesine sebep olmaktadir [92]. Glikoprotein 130 (gp130) ve IL-6
reseptoru (IL-6R) yoluyla sinyal verir. IL-6R esas olarak hepatositlerde ve bagisiklik hiicrelerinde
bulunurken, gp130 neredeyse viicudun tiim hiicrelerinde bulunmaktadir [93]. IL-6R, glikozile
edilmis bir tip I membran 80 kDa proteinidir. IL-6'nin baglanmasi i¢in gerekli degildir, ancak
salg1 yoluyla hiicre i¢i ilerleyis sirasinda reseptorii stabilize etmektedir. Gp130, glikosile edilmis
bir tip | membran 130-150 kDa proteinidir. Alt1 hiicre disi, bir transmembran ve bir sitoplazmik
alandan olusmaktadir. Hedef hiicrelerde, IL-6 ilk 6nce zara bagl sinyal vermeyen a-reseptor IL-
6R'ye (mblIL-6R) baglanir. Bu IL-6 ve IL-6R kompleksi daha sonra iki gp130 molekdliine
baglanir. Janus kinaz (JAK) yolunun aktive edilmesiyle baslar. Daha sonra sirasiyla sinyal
transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorii (STAT), hiicre dist sinyalle diizenlenen kinaz (ERK)
ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal iletim yollarmin aktivasyonunu igeren IL-6-Sinyal

transdiiksiyonuna yol agmaktadir [90, 94].
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Sekil 1.17. IL-6 proteinin yapisi [95]

1.5.5. p53

Hiicre dongiisti, apoptoz kontrolii ve hiicre genomik biitiinliigiiniin diizenlenmesine katilir
ve transkripsiyon baskilayici faktor olarak gorev yapar. Tiimor proteini 53 (TP53) geni tarafindan
kodlanan proteindir. Agirligi 53 kDa olup, hiicre dongiisiinii diizenledigi ve bundan dolay1 da
kanseri 6nlemede islev gordiigii i¢in dnemli bir timor baskilayici proteindir [96, 97]. DNA hasari,
hipoksi ve oksidatif stres dahil olmak iizere farkli stres faktorlerine yanit olarak gecici veya kalict
hiicre donglsl durdurma ve apoptozu tetikleyen hiicresel stres sensoriidur [98]. p53, bu
fonksiyonlarini genlerin transkripsiyonlarin1 diizenleyerek ya da ilgili proteinler ve DNA ile
direkt etkilesime girerek saglamaktadir. Hiicre dongiisiinii p21 proteini ile G1 asamasinda
durdurmaktadir. Ayrica DNA tamiri ile DNA sentezi mekanizmasinda ve apoptoz da rol oynayan
baz1 proteinlerin transkripsiyonlarii diizenlemekte, bazilariyla ise direkt olarak etkilesmektedir.
DNA’da gergeklesen kirllma veya telomer hasarlar1 gibi durumlarda ise DNA’ya direkt
baglanarak, sarmalin ¢oziilmesine engel olmaktadir [99].
pS3 proteini 393 amino asitten olusur ve fonksiyonel olarak 4 alan igermektedir (Sekil 1.18);

1. 1-42 amino asitten olugsan N- terminal alani,
102 - 292 amino asitten olusan DNA baglanma alani,

323- 356 amino asitten olusan C terminal alani,

M w0

360- 393 amino asitten olusan diizenleyici alan [100].

(o]
p53 N-Terminal Alan: ' DNA Baglanma Alam Iel;:ml Diizenleyic: Alan

1 42 102 292 323 356 360 393

Sekil 1.18. p53 proteininin fonksiyonel alanlarinin sematik yapisi [101]
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1.6. Glutatyon (GSH)

Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptiddir. Bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar da bol miktarda bulunmaktadir [102]. Ozellikle memeli dokularinda
karacigerde yiiksek konsantrasyonda bulunan bir bilesiktir. Hiicrede bulunma miktarina gore en
fazla sitozol, sonra mitokondri en az da ER’de bulunur.

GSH’1n hiicrede,

1. Serbest radikallerin temizlenmesi,

2. Proteinleri korumak,

3. DNA sentezi ve

4. Bagisiklik fonksiyonu diizenleme gibi 6nemli gorevleri vardir.

Oksidatif stresi azaltmada, redoks dengesini korumada ¢ok Onemli bir role sahiptir [103].
Organizmalarin maruz kaldig1 oksidadif strese karsi indirgenmis formuyla, toksik maddelerin
hiicreden uzaklastirilmasini saglar [104].

Glutatyon seviyesinde denge ¢ok Onemlidir. Bazi kanser gesitlerinin, yetersiz glutatyon
seviyeleri ile iliskilerinin bulundugu belirtilmektedir [103]. Ayrica, bazi vitaminler i¢in koruyucu
etki, aminoasit transportu, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitiinliigii ve birgok enzim

aktivitesinden sorumlu oldugu i¢in, eksikligi hiicre 6liimiiyle sonuglanabilmektedir [105].

1.7. Katalaz (CAT)

Katalaz, tiim aerobik organizmalarda bulunan 6nemli antioksidandir. Hiicrede hidrojen
peroksitin su ve oksijene doniistliriilmesini nétralize ederek redoks homeostazini koruyan bir
enzimdir [106]. Hiicrede peroksizom gibi organellerde fazla miktarda, mitokondri ve ER’da ise
daha az miktarda bulunmaktadir [107]. Peroksizomlarda, hidrojen peroksitin nétralizasyonundan
sorumludur. Bu yiizden peroksizomlarin yogun oldugu kan, kemik iligi, bobrek ve karaciger gibi
yapilarda en yiiksek aktiviteyi gostermektedir [108].

Bazi metabolik durumlarda oksidatif stres meydana gelmektedir. Olusan oksidatif strese
bagli olarak ise Alzheimer, Parkinson, diyabet ve bazi kanser cesitleri gibi hastaliklarda ortaya
cikmaktadir. Katalaz enzimi bu hastaliklara kars1 terapotik bir ajan olarak gorev yapar. Ayrica
eksikligi de, diabetes mellitus, vitiligo, Wilson hastalifi ve anemi gibi hastaliklara sebep

olabilmektedir [106].

1.8. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun son drunlerinden bir tanesidir. Serbest
radikaller ile yag asitlerinin tepkimesi sonucu ¢ok sayida lipid peroksidasyonunun gostergesi olan

yapilar olusur. Lipid peroksidasyon {iriinleri arasinda hiicrede en fazla bulunan iiriinlerden biridir.
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ROS araciligiyla olusan lipid peroksidasyonu, hiicre zarinda hasar meydana getirmektedir.
Kontrol edilemeyen peroksidasyon, diger dokularda hasara sebep olabilmektedir [109].

Hiicrede MDA, oksidatif stresin bir gostergesidir. Bu durum, Alzheimer, kanser, diyabet ve
Parkinson gibi cesitli hastaliklarin olugmasiyla iligkilendirilmistir [110]. Mutajenik, karsinojenik

ozelliginde olan MDA, DNA ile reaksiyona girerek hasara neden olmaktadir [111].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal Maddeler

Primer antikorlar, kaspaz-3 (sc-56053), IL-1a (sc-12741), HO-1 (sc-390991), IL-6 (sc-
28343), p53 (sc-126), sekonder antikor (sc-516102) Santa Cruz Biotechnology tarafindan
saglanmistir. Deneysel c¢aligmalarda kullanilan kimyasallar, BioRad, BioSho, Merck’ten,
Epigallokatesin-3 gallat (FE09970) Carbosynth’den, sisplatin ise (CAS-Nr: 15663-27-1) Sigma-

Aldrich’den temin edilmistir.

2.2. Metod

2.2.1. Deney Hayvanlari ve Calisma Gruplari

Hayvan deneyleri asamasi, F.U. Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun toplant: tarihi
04.11.2020, protokol numarast 2019-141, toplanti sayis1 2020/13 ile F.U. Deney Hayvanlari
Aragtirma Merkezi (FUDAM)’nde gerceklestirilmistir. Gruplara giinliik 12 saat aydinlik ve 12
saat karanlik olacak sekilde periyot uygulanmistir. Hayvanlarin baslangig canli agirliklart
birbirlerine yakin olarak ayarlanip gruplar belirlenmistir.

Gruplarimiz su sekildedir:

Kontrol Grubu: Standart diyet uygulanan grubumuzdur.

EGCG Grubu: 50 mg / kg canli agirhginda (CA) EGCG uygulanan grubumuzdur.

Sisplatin (Cis) Grubu: 7 mg/kg canli agirliginda Cis uygulanan grubumuzdur.

Sisplatin (Cis)*EGCG Grubu: 50 mg/kg canli agirhgmda EGCG ve 7 mg/kg canli
agirliginda Cis uygulanan grubumuzdur (Tablo 2.1).

Caligma siiresi boyunca yem ve su, ad libitum olarak verilmistir. Calisma 4 hafta siireyle

devam etmistir. Bu siirenin sonunda siganlara ait pankreas dokular alinarak gerekli incelemeler

yapilmistir.

Tablo 2.1. Aragtirma Gruplari (n=7)
Gruplar Uygulama Deneme Siiresi
Kontrol Grubu Standart diyet 4 hafta
EGCG Grubu EGCG (50 mg/kg CA, ip) 4 hafta
Cis Grubu Cis (7 mg/kg CA, ip) 4 hafta
EGCG + Cis Grubu EGCG (50 mg/kg CA, ip) + Cis (7 mg/kg CA, ip) 4 hafta
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Sekil 2.1. Calisma gruplarina intraperitoneal (ip) enjeksiyon uygulama

2.2.2. Sisplatin (Cis) Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

2 mg/ml miktarinda Cis %0,9 izotonik NaCl ¢ozeltisinde ¢ozdiiriilerek, intraperitoneal (ip)

enjeksiyon yoluyla, tek doz olarak, ¢alismanin 3. giiniinde gergeklestirilmistir [112].

2.2.3. Epigallokatesin Gallat (EGCG) Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

EGCG, 0,2 gr agirhiginda tartilip, 15 ml alinan 9%0,9 izotonik NaCl ¢ozeltisinde
cozdiiriilmiistlir. Bu ¢ozelti hayvanlara ikinci haftadan itibaren, haftada {i¢ defa 50 mg/kg canl

agirligi (CA) olarak ip yoluyla verilmistir [113] (Sekil 2.1).

2.2.4. Western Blotlama Calismasi icin Doku Homojenizasyonu

Pankreas dokusu, pargalara ayrilmis sekilde alindi ve lizis tampon (0,5 M Tris; (pH: 8),
EDTA, B-merkapto etanol, phenylmethyl sulfonyl fluoride-PMSF) icerisinde homojenize edilerek
15.000 rpm’de 45 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant bagka bir tiipe alinarak -80
°C’de birakildr [123].

2.2.5. Western Blotlama Teknigi ile Kaspaz-3, IL-1a, HO-1, IL-6, p53, Proteinlerinin
Analizi

Proteinler sodyumdodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi yontemi kullanilarak
%12’lik jelde yiiriitiildii. Western blotlama analizi, poliakrilamid jel elektroforezi ile proteinlerin
ayrilmasi, proteinlerin membrana transferi, ilgili proteinin gorundr duruma getirilmesi olmak

iizere lic asamada gerceklestirildi. Bloklama asamasi %5 yagsiz siit tozu ile gergeklestirildi.
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Primer antikorlar 1:1000 oraninda %5 yagsiz siit tozu igerisinde seyreltilerek kullanildi. Primer
antikor inkiibasyonundan sonra, Tween 20 icerisinde 3 kez yikamalari tamamlandi. Daha sonra,
sekonder antikorlar 1:10000 oraninda %10 yagsiz siit tozu igerisinde seyreltilerek kullanildi.
Sekonder antikor inkiibasyonu ve yikama islemlerinden sonra proteinler, Western blotlama
yontemiyle nitroseliloz membrana alinip, sentez oranina bakilarak [114,115,116] protein

yogunluklar1 belirlenmistir (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA).

2.2.6. GSH Olguimu

GSH 6lgtmleri igin 0,5 ml siipernatant, 2 ml Na;HPO.2H,0 fosfat tampon ¢ozeltisi ve 0,2
ml 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢0zeltisi bir tiipte karistirildi. 3.000 rpm 10 dk
santrifiij edilmis sar1 renk olusumunun ardindan spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda

degerler okunmustur. Sonuglar nmol/mg protein cinsinden belirlendi [117].

2.2.7. Katalaz (CAT) Aktivitesi Analiz Yontemi

Katalaz enziminin aktivite tayini Liick [118] yontemine gore yapildi. Katalaz 6l¢iimiinde
kullanilmak tizere spektrofotometrede 240 nm’de absorbans 0.7-0.9 oluncaya kadar Na-K-fosfat
tampon ¢ozeltisine derisik (%35°lik) H>O; ilave edildi. Numunelerin katalaz igerigini belirlemek
icin hazirlanan bu karisimdan 1000 pl alimp spektrofotometre kiivetine kondu. Uzerine ¢alisma
araligia bagl olarak 30 pl baslayip gittikce artan konsantrasyonlarda doku siipernatanti eklendi.
Vorteks yapildi. Spektrometrede 240 nm’de 6lgliimii yapildi [119].

2.2.8. MDA Ol¢iimii Standart Egri Cizimi

Giinliik standart MDA stoklardan (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 pl alinarak, saf su ile
100 mililitreye ayarlanmistir. Egri ¢izimi i¢in saf suyla, 40, 20, 10, 8, 5, 4 oranlarinda seyreltme

yapilarak, 15-30-60-75-121-151 n/mol derisimde ¢alisma standart1 olusturulmustur [120].

2.2.9. Pankreas Dokusu MDA Olciimleri

Pankreas doku ornekleri 0,5 gr tartilarak her dokunun iizerine %1,15lik KCI’den 4,5 ml
ilave edilerek mekanik homojenizatérde pargalanmistir. MDA tayini Ohkawa vd. [121] yontemi
baz almirak baz1 degisikliklerle 6l¢tilmistiir. 0,5 ml homojenat %10°luk TBA soliisyonunu ile
birlikte deney tlipiinde karistirildi. 15 dk boyunca tiipler 95°C kaynar suda bekletildi. Bunu
takiben tiipler, icinde soguk su bulunan bir kaba daldirilip bir siire beklendikten sonra 4°C’ye
ayarlanmis sogutmali santrifiijde 10 dk boyunca 5000 rpm’de santrifijje edildi. Sonrasinda
tlplerden, 6nceden hazirlanmis kapakli deney tiiplerine 2’ser ml siipernatant alindi ve {izerlerine

I’er ml %0,67’lik TBA katilip tiipler sikica kapatilarak iyice karigtirildi. Akabinde, yine 15 dk
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kaynatma ve sogutma islemi yapildi. Daha sonra o&rnekler 532 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olculdi [122].

Sodyum Dodesil Stilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN®3 Cell jel elektroforezi sistemiyle

gerceklestirilmistir. Proteinleri ayirma islemi asagidaki gibi hazirlanmistir [114].

Ayirma Jeli Hazirlanmasi (%12); 3,35 ml distile su, 1,5 M Tris hidrojen klorir (pH; 8,8)
2,5 ml, %10 sodyum dodesil siilfat, 100 pl, %30 akrilamid/bis 4 ml, %10 amonyumpersiilfat, 75
ul, tetramethyl-endiamin 15 pl.

Yiikleme Jeli Hazirlanmasi (%4); 6,1 ml distile su, 0,5 M Tris hidrojen klorlr (pH; 6,8)
2,5 ml, %10 sodyum dodesil siilfat, 100 pl, %30 akrilamid/bis 1,3 ml, %10 amonyumpersiilfat 60
ul, tetramethyl-endiamin 12 pl.

Hazirlanan ornekleri kuyuya yiiklemeden once, esit sekilde SDS-PAGE SAB boya
eklenerek 5 dk kaynatildiktan sonra elektroforez islemi 30 mA’de gergeklestirilmis ve western
blotlama teknigine gecilmistir [114].

SDS-PAGE I¢in 5x Tank (Yiiriitme) Tamponu (5x Running Buffer)
0,025 M Trizma Base 15 g/ml, 0,192 M glisin’den 72 gr/ml, %0,1 sodyum dodesil stlfat 5

gr/l, distile su ile 1x Running buffer’a seyreltilerek soliisyon hazirlanmigtir.

SDS-PAGE igin drnek uygulama tamponu (SAB: Sample Amplification Buffer); %10
sodyum dodesil silfat 1 gr/10 ml, %50 M Tris hidrojen klorir (pH; 6,8) 5 ml/10 ml, %10
gliserolden 1 ml/10 ml, %2,5 2 merkapto etanol 0,25 ml/10 ml, %0,05 ibromofenolmavisi 0,005
gr/10 ml, %2 DTT 0,2 gr/10 ml distile suyla 10 ml’ye tamamlanmstir.

SDS-PAGE isleminden sonra protein boyama soliisyonu;

Jel sistem istiinden ¢ikartilir ve bu jel Uzerindeki proteinler boyanmadan once jel tizerine
sabitlenmigtir. Sabitleme isleminden sonra distile suyla yikanarak boyama islemine alinmigtir.
%40 metanol, %10 asetikasit i¢erikli ¢6zeltinin boyamasi coomassie brilliant blue ile yapilmustir.

[124].

Western blotlama transfer tamponu 5X; Glisin’den 4,3 g/300 ml, Trizma Base 5,81
gr/300 ml, metanol 75 ml/300 ml, distile suyla 300 ml’ye ayarlanmistir.
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Phosphate Buffered Saline(PBS) 9X; 1,45 M NaCl 84,74 gr/l, 0,075 M Na,HP0..12 H,0O
26,8 gr/l, 0,025 M NaH:P0O4.12 H20 3,9 gr/l.

PBS Tween-20; PBS 1000 ml, Tween-20 2 ml.

Bloklama islemi i¢in %5’lik siit tozu kullanilarak yapilmustir.

Western blotlama teknigi ardindan nitroseliiloz membranda protein goriintiileme
solUisyonu;

1 M Tris (pH; 6,8°de) 1,33 ml/40 ml, 3,3’-diaminobenzidin tablet dort tablet, %30 H,0, 40
ul/40 ml, distile suyla 40 ml’ye ayarlanmustir.

Western Blotlama Teknigi ile Protein Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Western blotlama, BIO-RAD Mini-PROTEAN®3 Cell jel elektroforez sistemi kullanarak
yapilmistir. Bu teknikten once SDS-PAGE ile proteinlerin jelde ayrimi gergeklestirilmistir. Jel
ebatiyla esit olacak sekilde nitroseliiloz transfer membran kesilip, filtre kdgid1 ile beraber transfer
tamponunda bekletilmistir. Elektroforezden sonra jel de transfer tampon iginde bekletildikten
hemen sonra western blotlamaya 6zgii kaset kapagi agilip alt kismina filtre kagidi, lste ise jel
birakilmigtir. Hava kabarcig1 olmayacak sekilde nitroseliiloz membran ve yeniden bir filtre kagidi
konularak kaset kapagi kapatilip elektroforez tanka yerlestirilmistir. Buz iinitesi tanka birakilarak
transfer tamponu doldurulduktan sonra gii¢ kaynagma baglanarak 250 mA’da 90 dk akim
saglanmigtir. Blotlama isleminde 1s1 yayiliminin diizenli olmasi i¢in, manyetik karistiricida
gerceklestirilmistir. Blotlama isleminin ardindan membran, PBS Tween-20’de 15 dk yikanmis ve
4 °C’de 1 gece siit tozunda bloklama yapilmistir. Akabinde 90 dk oda 1s1sinda bekletilerek 1/1000
oraninda seyreltilmis olan primer antikor eklenmistir. Daha sonra tekrardan 90 dk oda 1sisinda 25
°C’de bekletilip, PBS calisma soliisyonuyla 15 dk siireyle yikanmistir. 1/10000 oraninda
seyreltilmis sekonder antikor eklenip 90 dk siireyle oda 1sisinda bekletilmistir. PBS caligma
sollisyonuyla 15 dk yikandiktan sonra son hacim 40 ml saf su ile tamamlanip dort tablet-20 mg
3,3’-diaminobenzidin, 1,33 ml 1 M Tris (PH; 6,8), %30’luk 40 ul H20- i¢inde bantlar belirgin hal

alana kadar bekletilmistir. Distile su i¢ine alinip reaksiyon sonlandirtlmistir [97, 125].

2.2.10. Histopatolojik Analiz

Arastirma islemi sonrasinda pankreas dokularindan alinmis olan kesitler, %4’liik
formaldehit soliisyonunda fikse edildikten sonra boyama islemleri gergeklestirilip mikroskobik

goriintiileri alinmistir [97, 125].
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2.2.11. istatistiksel Analizler

TUm veriler SPSS 22 paket programinda varyans analiziyle degerlendirilmistir. Gruplar
arasindaki farkliliklar One-Way ANOVA Post Hoc Tukey, LSD ve Duncan testleri ile

belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. GSH Ol¢iim Sonuclar1

3.1.1. Pankreas Doku GSH Ol¢iim Sonuclari

Tablo 3.1. Pankreas dokusu GSH seviyesi

Gruplar Pankreas Dokusu GSH Seviyesi (umol/mg protein)
Kontrol 163,22 * 6,352
EGCG 165,68 £ 5,752
Cis 98,85 + 3,05°
EGCG + Cis 143,43 + 3,75

a—c: Suitunda farkl harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05). One-way
ANOVA Post Hoc LSD Test
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Sekil 3.1. Gruplarda pankreas dokusu GSH aktivitesi siitun grafigi

a—c: Stitun grafikte farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05). One-
way ANOVA Post Hoc LSD Test
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Sekil 3.2. BSA (Bowin Serum Albumin) Standart Grafigi

Pankreas  dokusunda GSH  x=(y-0,0083)/0,0096 formiilinden yararlanilarak
hesaplanmustir. ‘y” degeri 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilen GSH degeridir (y =
0,0096x+0,0083). GSH seviyelerinin en yiiksek EGCG grubunda, en diisiik Cis grubunda oldugu,
kontrol ve EGCG gruplarin da GSH seviyelerinin birbirine yakin oldugu ve aralarindaki farkin
onemli olmadig1 (p>0,05), Cis ve CistEGCG gruplarinda ise GSH seviyelerinin daha diisiik
oldugu ve diger gruplarla arasindaki farkin énemli oldugu bulunmustur (p<0,05). EGCG’nin
sisplatinin neden oldugu diisik GSH seviyesini artirdigi goriilmiistiir. Bu bulgular, sisplatinin
antioksidan savunma sistemi iizerinde hasar olusturdugunu, bu hasara karsi1 EGCG’nin koruyucu

etki sagladigini gostermektedir (Tablo 3.1, Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

3.2. Katalaz Ol¢iim Sonuclar

Tablo 3.2. Pankreas dokusu CAT aktivite seviyesi

Gruplar Pankreas Dokusu CAT Aktivite Seviyesi (U/mg protein)
Kontrol 39,87 + 3,212
EGCG 40,41 + 3,48°
Cis 20,69 + 2,02¢
EGCG + Cis 28,05 +3,28°

a—c: Siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p <0.05). One-way
ANOVA Post Hoc LSD Test
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Sekil 3.3. Gruplarda pankreas dokusu CAT aktivite seviyesi siitun grafigi

a—c: Siitun grafikte farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak Snemlidir (p
<0.05). One-way ANOVA Post Hoc LSD Test
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Sekil 3.4. BSA standart grafigi
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Pankreas dokusunda CAT hesaplamast ‘y=0,011x-0,0014" formiiliinden yararlanilarak
hesaplanmistir. Spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda ol¢iilmiis ve CAT standart egrisi
cizilmigtir. CAT seviyelerinin en yiiksek EGCG grubunda, en diisiik Cis grubunda oldugu,
kontrol ve EGCG gruplarin da CAT seviyelerinin birbirine yakin oldugu ve aralarindaki farkin
onemli olmadig (p>0,05), Cis ve CistEGCG gruplarinda ise CAT seviyelerinin daha diisiik
oldugu ve diger gruplarla arasindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05). EGCG’nin
sisplatinin neden oldugu diisiik CAT aktivitesini artirdigi goriilmiistiir. Bu bulgular, sisplatinin
antioksidan savunma sistemi lizerinde hasar olusturdugunu, bu hasara karsi EGCG’nin CAT

aktivitesini arttirarak koruyucu etki sagladigini1 géstermektedir (Tablo 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).

3.3. MDA Ol¢iim Sonuglar

Tablo 3.3. Pankreas dokusu MDA seviyesi

Gruplar Pankreas Dokusu MDA Seviyesi (nmol/g)
Kontrol 0,850 * 0,03°
EGCG 0,810 £ 0,03°
Cis 1,139 + 0,252
EGCG + Cis 1,006 +0,17°

a—c: Siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p <0.05). One-way
ANOVA Post Hoc LSD Test
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Pankreas Doku MDA Seviyesi (nmol/g)
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Sekil 3.5. Gruplarda pankreas dokusu malondialdehit (MDA) aktivitesi siitun grafigi

a—c: Siitun grafikte farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p <0.05). One-
way ANOVA Post Hoc LSD Test
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Sekil 3.6. Pankreas doku MDA standart grafigi
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Pankreas dokususun da MDA seviyesi y=1,0756x-1,0809 yararlanilarak hesaplanmig
spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda o6lgiilerek elde edilen verilere gore MDA standart
egrisi olusturulmustur (Tablo 3.3, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).

Pankreas dokusu MDA seviyesinin en yiiksek Cis grubunda, en diisik EGCG grubunda
oldugu, kontrol ve EGCG gruplarinin MDA seviyelerinin birbirine yakin oldugu ve aralarindaki
farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05), Cis ve CistEGCG gruplar ile diger iki grup arasindaki farkin
onemli oldugu bulunmustur (p<0,05). Bulgularimiz, EGCG’nin sisplatinin neden oldugu yiiksek
MDA seviyesini diisiirdiigiinii gostermektedir (Tablo 3.3, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).

3.4. Apoptotik Markerlar: Kaspaz-3, IL-1a, HO-1, IL-6 ve p53 Proteinlerinin
Ekspresyon Dizeyleri

3.4.1. Kaspaz-3 Ekspresyon Duzeyleri

32 kDa Caspase-3
43 kDa Beta aktin
Kontrol EGCG Cis EGCG+Cis
60+
a

Gruplar

Pankreas dokusu ortalama kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri (%)

Sekil 3.7. Gruplarda kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri siitun grafigi

a-d: Siitun grafikte farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05). One-
way DUNCAN Post Hoc LSD Test
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Kaspaz-3 protein ekspresyon seviyesi degerleri incelendiginde, EGCG grubunda en yiiksek
seviyede bulunmustur. EGCG grubuna kiyasla Cis verilen grupta 6énemli bir azalma belirlenmistir
ve aralarindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0,05). EGCG ile tedavi edilen grupta, kaspaz-3
proteinin ekspresyon diizeyinin Cis uygulanan gruba gore onemli Olg¢lide arttigi tespit edilmistir
(p<0,05) (Sekil 3.7). Bu sonuglara gore, sisplatinin pankreotoksisiteye neden oldugu ve EGCG

tedavisinin uygulanmasiyla pankreotoksisiteyi 6nemli oranda dnleyebilecegini soyleyebiliriz.

3.4.2. IL-1a Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 3.8. Gruplarda IL-1a protein ekspresyon diizeyleri siitun grafigi

a-d: Siitun grafikte farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05). One-
way DUNCAN Post Hoc LSD Test
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IL-1a protein ekspresyon seviyesi diizeyinin, en yliksek Cis grubunda, en diisik EGCG
grubunda oldugu, Cis ve EGCG gruplar arasindaki farkin énemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Kontrol ve EGCG +Cis gruplar1 arasindaki protein ekspresyon seviyeleri birbirine yakin oldugu
buna ragmen aradaki farkin énemli oldugu bulunmustur (p<0,05). EGCG ile tedavi olan grupta
IL-l1o. proteinin ekspresyon seviyelerinin Cis uygulanan gruba goére onemli Olciide azalma
gosterigi belirlenmistir (Sekil 3.8). Bu sonuglara gore, Cis grubundaki IL-1a seviyesindeki artis,
enflamatuar yanitin olustugunu ve buna karsin EGCG tedavisinin pankreotoksisiteyi dnemli

Olciide onleyebilecegini soyleyebiliriz.

3.4.3. HO-1 Ekspresyon Duizeyleri
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Sekil 3.9. Gruplarda HO-1protein ekspresyon diizeyleri siitun grafigi

a-d: Siitun grafikte farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05). One-
way DUNCAN Post Hoc LSD Test
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HO-1 protein ekspresyon seviyesi diizeyinin, en yiiksek EGCG grubunda, en diisiikk Cis
grubunda ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. EGCG grubunun protein ekspresyon seviyesi Cis grubuna
gore daha yiiksek degerde oldugu i¢in arasindaki farkin dnemli oldugu goriilmistiir (p<0,05). Cis
ve EGCG +Cis gruplarmin protein ekspresyon seviyeleri yakin degerde ve arasindaki farkin
onemli oldugu bulunmustur (p<0,05). EGCG ile tedavi olan grupta HO-1 proteinin ekspresyon
seviyesinin Cis uygulanan gruba gore arttigi tespit edilmistir (Sekil 3.9). Bu sonuclara gore,

EGCQG tedavisinin pankreotoksisiteyi 6nemli Sl¢lide 6nleyebilecegini sdylenebiliriz.

3.4.4. 1L-6 Ekspresyon Duzeyleri
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Sekil 3.10. Gruplarda IL-6 protein ekspresyon diizeyleri siitun grafigi

a-d: Sutun grafikte farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05). One-
way DUNCAN Post Hoc LSD Test

IL-6 protein ekspresyon diizeyinin gruplar arasinda, en yiiksek degerde Cis en diisiik ise
EGCG uygulanan grupta ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Cis grubuna kiyasla Cis+tEGCG ile tedavi

edilen grupta IL-6’nin ekspresyon diizeyinde azalma gosterdigi belirlenmistir. Kontrol grubunun
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protein ekspresyon seviyesi EGCG grubuna gore daha yiliksek degerde oldugu icin arasindaki
farkin 6nemli oldugu gorilmistiir (p<0,05) (Sekil 3.10). Sisplatinin IL-6 ekspresyon diizeyini
artirarak doku icerisinde enflamasyona yol agtigi ve EGCG tedavisinin uygulanmasiyla IL-6
diizeyinin diismesi saglanip olusan pankreotoksisiteyi karst énemli Slglide antienflamatuar etki

gosterdigini sdyleyebiliriz.

3.4.5. p53 Ekspresyon Dlzeyleri
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Sekil 3.11. Gruplarda p53 protein ekspresyon diizeyleri siitun grafigi

a-d: Siitun grafikte farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05). One-
way DUNCAN Post Hoc LSD Test

p53 protein ekspresyon seviyesi gruplar arasinda en yiiksek EGCG, en diisiik deger ise Cis
uygulanan grupta oldugu belirlenmistir. EGCG grubunun protein ekspresyon seviyesi Cis
uygulanan gruba gore daha yiiksek degerde oldugu igin arasindaki farkin 6nemli oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). EGCG ile tedavi olan grupta Cis uygulanan gruba gére p53 proteinin
ekspresyon seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.11). Bu sonuglara gére, EGCG grubundaki
p53 seviyesinde meydana gelen artigin, enflamatuar yanitin bir gostergesi oldugu ve EGCG

tedavisinin pankreotoksisiteyi dnemli dlciide engelleyebilecegini sdyleyebiliriz.
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3.5. Histopatolojik Bulgular

Calismamizda pankreas dokusunda, kontrol ve EGCG grubunda belirgin bir histopatolojik
bulguya rastlanmamustir (Sekil 3.12, Sekil 3.13).

Sisplatin uygulanan gruptaki siganlarda, pankreas dokusu adacik hiicrelerinde, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, Langerhans adaciklarinda hidropik dejenerasyon ve konjesyonun olustugu
belirgin sekilde gozlenmistir. Pankreasin ekzokrin salgi yapan dokusunda ise fibrozis ve asini
hiicrelerinde siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu tespit edilmistir (Sekil 3.14).

EGCG+Cis verilen tedavi gruplarinda ¢ogunlukla normal histolojik goriiniim olmakla
beraber, birkag olguda konjesyon ve Langerhans adaciklarinda inflamatuar hiicre infiltrasyonu
hafif siddette oldugu belirlenmis, fibrozis ise gozlenmemistir. Ancak pankreas dokusu asini
hicrelerinde inflamatuar htcre infiltrasyonunun, hidropik dejenerasyonunun ve konjesyonun hafif
siddette oldugu goriilmistiir (Sekil 3.15).

Tium gruplarimizda nekrozun varligina rastlanmamustir (Tablo 3.4). Bulgularimiz, EGCG
tedavisinin, sisplatinin pankreas dokusunda yapmis oldugu hasar1 azalttigini, boylece EGCG’nin

tedavi edici ve iyilestirici etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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Tablo 3.4. Deney gruplarinda morfolojik degisiklikler

INFLAGRTUAR HUCRE LANGERHANS ADACIKLARI
INFILTRASYON
GRUPLAR Konjesyon Fibrozis Asini Adacik Hidropik Nekroz Asini Dilatasyon
Dejenerasyon
1. N N B B B i _
2. - - ; - - - -
3. - - - - - - -
KONTROL 4. - ; - ] ] ] :
5. + - - - - _ _
6. - - - - - - -
7. - - - - + - -
1. + - - - B B} -
2. - - - ; - - -
3. - - - - - - -
EGCG 4. - ; ] ] N : .
5. - - - - - - -
6. - - - - - - -
7. + - - - - . _
1 ++ - - ++ ++ - +
2. + - - + + . .
CISPLATIN 3. + + - -+ . i +
4, ++ - - + + - +
5. + - - ++ + - +
6. + - + + + - +
7. + + - + + - +
1. + - - + n , n
2. - - - - - - -
EGCG 5 : ] ] ] ] ] i
* . 4. + - - + + - _
CISPLATIN 5. - - - + + } n
6. - - - - - - -
7. - - - - - - -

—: Yok, -/+ : hafif, + : orta, ++ : siddetli
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Sekil 3.13. EGCG grubu pankreas dokusu histolojisi ve Langerhans adacigi (HEx400)



Sekil 3.14. Cis grubu pankreas dokusu histolojisi, Langerhans adacigi, inflamatuar hiicre grubu (daire) ve
konjesyon (ok) (HEx400)

Sekil 3.15. EGCG+Cis grubu pankreas dokusu histolojisi, Langerhans adacig1 ve inflamatuar hiicre (daire)
(HEX400)
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Yesil cay, yapisinda protein, karbonhidrat, lipid, vitamin ve polifenollerin bulundugu
oldukca zengin igerige sahip bir bitkidir. Bu muhteviyatin, biiylik oranini polifenoller olusturur ve
EGCG yesil ¢ayda en bol bulunan katesindir. EGCG, antienflamatuar, antiartritik, antibakteriyel,
antikarsinojenik, antioksidan, antiviral ve antimutajenik etkileriyle cesitli biyolojik aktivitelere
sahiptir [42]. Ayrica EGCG’nin hiicre i¢i sinyallesme yolunu modiile ederek, akciger, prostat,
mide ve pankreas gibi cesitli kanser tiirlerine karsi kemoterapotik etki potansiyelinde oldugu
gosterilmigtir [10].

EGCG'nin pankreas karsinomu {izerindeki antiproliferatif etkisinin arastirildigi ¢aligmada,
hiicre dongiisiiniin durmasin1 daha erken bir asamada gerceklestirerek apoptozu indiikledigi
bildirilmistir [37].

Zhang vd. [28], EGCG’nin, COVID-19'a kars1 koruyucu etkilerini aragtirmiglardir. EGCG
antioksidan aktivitesiyle, Nrf2'yi aktive ederek, viriisiin hiicre girisinde etkili olan anjiyotensin
donistiiriici  enzim-2 (ACE2)'yi baskiladigini  belirtmistir. SARS-CoV-2 ile uyarilan
mitokondriyal ROS'a (SARS-CoV-2 replikasyonunu destekleyen) ve notrofil hiicre dist
tuzaklarinin neden oldugu ROS patlamasina karsi koruma sagladigini ifade etmistir. EGCG’nin,
potansiyel olarak SARS-CoV-2’nin yasam dongiisiinii engelledigini, sitokin firtinasi ile iliskili
akut akciger hasari/akut solunum sikintisi sendromu igin koruyucu oldugunu, trombositleri aktive
ederek tromboza ve akciger fibrozuna karsi koruyucu etkilere sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Yesil gayin bazi faktorler tarafindan indiiklenen pankreas hiicreleri ilizerinde etkisinin
arastirlldign ¢alismada, EGCG’nin diyabetik hastalarda insiilin tiretimini arttiran, B-hlcrelerinin
fonksiyonlarini diizenleyen, demir selatlayici ve ROS temizleyici etkiler gosterdigi belirtilmistir.
Sonugta EGCG’nin doza bagl olarak, demir ve ROS seviyelerini azalttigi bulunmustur [125].

Yadav [7], Cis’in siganlarin, pankreas ve testislerini nasil etkiledigini arastirdigi
caligmasinda, pankreas dokusunda vazokonstriksiyon ve mikro infiltrasyon gozlendigini
belirtmistir. Ayrica lipid peroksidasyonunun arttigini ve glutatyon seviyesinin azaldigini tespit
etmistir. Bu bulgularin, sisplatinin, oksidatif stres nedeniyle diyabet ve testis toksisitesine neden
olabilecegini ifade etmistir.

Bulgularimiz  sicanlara uygulanan sisplatinin  pankreotoksisiteye neden oldugunu
gostermektedir. Kanser tedavisinde kullanilan bu ilacin normal hiicrelere olacak hasari ileri bir
boyut kazanmadan, EGCG ile yapilan tedavilerle iyilesme saglanabilecegi ve tedaviyi olumlu bir
yonde ilerletebilecegini gostermistir.

Aslan vd. [126], karbon tetrakloriir (CCls) ile olusturulan pankreas hasarina kars ellagik
asidin (EA) tedavi edici etkisini aragtirmiglar ve EA'nin, pankreatik yildiz (PSC) ve p-pankreas
hiicreleri lizerinde antidiyabetik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. EA'nin, EA + CCl4

grubunda kaspaz-3 ve Nrf-2 protein ifadeleri, katalaz aktiviteleri ve GSH diizeylerinde artisa,
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VEGF, Bcl-2, NF-kB ve Akt protein ifadelerinde ve MDA diizeylerinde ise azalmaya neden
oldugu belirlenmistir.

Tang vd. [10], pankreas kanseri hiicrelerinde EGCG’nin, STAT3 sinyal yoluna miidahale
ederek timor hiicrelerini baskiladigimi gostermislerdir. EGCG, kanser hucrelerinin gocuni ve
istilasim1 engellemektedir. Bu engeli AsPC-1 ve PANC-1 hiicrelerinde doza bagli bir sekilde
kaspaz-3 aktivitesini indiikleyerek gergeklestirmistir. Bu bulgulara gore, EGCG'nin kaspaz-3'l
aktive ederek apoptozu indiikleyebilecegini belirtmislerdir.

Bulgularimiza gore kaspaz-3 aktivitesinin, en yiiksek EGCG grubunda, en diisiik Cis
grubunda oldugu ve aralarindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05). EGCG ile tedavi
edilen grupta, kaspaz-3’iin arttigi tespit edilmistir. Bu sonuclara gore, sisplatinin kaspaz-3’i
inaktivite ederek pankreotoksisiteye neden oldugu gorilmiistir. EGCG tedavisinin
pankreotoksisiteyi onemli Olgiide Onleyebilecegi sdylenebilir. Sonuglarimiz daha 6nce yapilan
caligsmalarla uyumluluk gostermektedir [10].

Hoffmann vd. [127], yaptiklar1 ¢alismada ise EGCG’nin, pankreatik adenokarsinomda
timorijenik faktorleri inhibe eden IL-1 ekspresyonunu azaltarak indiikleyici etki gosterdigi ve
boylece kemopreventif 6zellige sahip oldugunu belirtmislerdir.

IL-1o'nin, pankreasin B-hiicrelerinin fonksiyonuna ve glikoz dengesine katkisini arastirmak
icin yapilan in vivo ¢alismaya gore, hem erkek hem de disi sicanlarda glikozla uyarilan insiilin
sekresyonunu ve B-hiicresi kiitlesini destekleyerek, glukoz homeostazinda 6nemli fizyolojik bir
rolii oldugu sonucuna varilmistir [83].

Xu vd. [128], pankreas kanseri hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki etkilesimler
tarafindan tesvik edilen metastatik siiregte hepatosit biiyiime faktorii ve IL-1 a'nin roliini
aragtirmiglardir. IL-1o ve hepatosit blylime faktérinin, kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve
anjiyogenezde onemli bir rolii oldugunu, kanser hiicreleri tarafindan tretilen IL-1a’nin hepatosit
bliylime faktoriiniin salgilanmasini tesvik ettigini ve pankreas kanseri hiicrelerinde metastatik
giicli arttirdigini belirtmislerdir.

IL-1a asir1 ekspresyonunun pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) hastalarinda kotii
sonucglara sebep olabileceginin arastirilldigi ¢alismada, enflamasyonun PDAC hastaligi i¢in
destekleyici bir ozellik oldugu ve IL-la tarafindan yonlendirildigi belirtilmistir. IL-la, tlimor
hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve salgilanir, etkisini kanserle iligkili fibroblastlar (CAF)
uzerinde gosterir. Bu bulgular, IL-1a ekspresyonunu ve PDAC'deki aktivitesinin inhibisyonunu,
CAF'lerdeki enflamatuar faktorlerin seviyelerini biiyiik 6lgiide azalttigini ve IL-la'nin etkisini
azaltmanin da, timor yayilimini diislirmeye yarayabilecegini ifade etmislerdir [82].

Calismamizda IL-1a protein ekspresyon seviyelerinde, Cis grubuna kiyasla EGCG verilen
grupta 6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir. Kontrol ve EGCG+Cis gruplar1 arasindaki farkin

onemli olmadigi goriilmiistiir (p>0,05). EGCG’nin IL-10. proteinin ekspresyon diizeyini énemli
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oranda azalttig1 tespit edilmistir. Bulgularimiz, EGCG’nin tedavide olumlu yonde etki ettigini
gostermektedir.

Zhang vd. [129], TNF-a inhibisyonu ve IL-10’un artmasiyla olusan pankreas hasarina HO-
I’in etkisini aragtirmiglardir. HO-1 indiiksiyonu, oksidatif stresi azaltip, akut pankreatitte 1L-10
ekspresyonunu arttirmistir. Ayrica sistemik enflamatuar yaniti ve organ hasarmi azalttigindan,
yeni ve etkili bir terapotik tedavi saglayabilecegini belirtmislerdir.

EGCG'nin, Nrf2 ekspresyonuna odaklanarak fare pankreas adaciklari iizerindeki koruyucu
etkilerinin incelendigi ¢alismada, Nrf2'nin EGCG tarafindan indiiklendigini ve antioksidan enzim
olan HO-1 ve ROS iiretiminin baskilanmasiyla pankreas adaciklarin canliliginin korundugu tespit
edilmistir [130].

HO-1"in, pankreasinda i¢inde bulundugu ¢esitli organlarda koruma saglamak igin stresle
indiiklenebilir bir enzim oldugunun arastirildigi ¢alismada, sitoprotektif, anti-enflamatuar ve anti-
apoptotik aktiviteleri ile enflamatuar hastaliklar icin O6nemli olabilecegi belirtilmistir. Agir
metaller, sok ve ROS gibi oksidatif strese neden olan uyaranlarin, HO-1’in artisina neden oldugu
tespit edilmistir [131].

Zeytinyagindan elde edilen hidroksitirosol (HT), antienflamatuar ve antioksidan 6zellikler
gosteren bir bilesiktir. Bu bilesigin akut pankreatit {izerine etkisinin incelendigi ¢alismada, disi
farelere uygulanan HT tedavisi sonrasi, pankreas dokusunda IL- 1B ve IL-6 diizeyleri azalirken,
Nrf2 ve HO-1 diizeylerinin arttig1 belirlenmistir [132].

Caligmamizda HO-1 seviyesinin, en yiikksek EGCG, en diisiik Cis grubunda oldugu
belirlenmistir. EGCG grubunun HO-1 seviyesi, Cis grubuna gore daha yiiksek degerde ve
aralarindaki farkin 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Cis ve EGCG+Cis gruplarinin protein
ekspresyon seviyeleri yakin degerde ve arasindaki farkin énemli olmadigi bulunmustur (p<0,05).
Tedavi grubunda HO-1 proteinin seviyesinin, Cis uygulanan gruba gore arttig1 tespit edilmistir.
Bu sonuglar, EGCG’nin antienflamatuar etkisinin pankreotoksisiteyi Onemli oOlgiide
onleyebilecegi sekilde yorumlanabilir.

Pankreas adaciklarinda IL-6 fonksiyonunun incelendigi c¢alismada, IL-6 pankreas o
hiicresinin diizenleyicisi olarak ifade edilmistir. Ayrica, pro-glukagon Uretimini ve glukagon
sekresyonunu diizenleyerek o hiicre proliferasyonunu arttirdig ileri siiriilmiigtiir. Fazla miktarda
glikoz ve serbest yag asidi palmitat tarafindan indiiklenen a hiicresinin, apoptozu inhibe ettigi
belirtilmigtir [133].

IL-6’n1in, insan pankreatik stellat hiicre aktivasyonuna katkisinin arastirildigi ¢aligmada, bu
proteinin IL-6R ve STAT3 yolunun aktivatorii yoluyla pankreatik stellat hiicrelerde TGF-f1
iiretimini indiikledigi ileri siiriilmiistiir. Boylece TGF -B1 sinyal yolunun yukarn regiilasyonu
yoluyla pankreatik yildiz hiicre aktivasyonunu ve kollajen 1 sentezini destekledigi belirtilmistir

[134].
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Tip 1 diyabet gelisimindeki roliiniin arastirlldigi c¢alismada, IL-6'min, oksidatif stresi
azaltarak P hiicreleri i¢in koruyucu bir rolii oldugu bulunmustur. IL-6 ekspresyonunun, tip 1
diyabetli hastalarin insiilin eksikligi olan adaciklarinda oldukg¢a azaldig1 gézlenmistir [135].

Cao vd. [136], EGCG’nin pankreastaki enflamasyon iizerine etkisini arastirmislardir.
Yiksek yagh diyetle beslenen sigcan grubuna EGCG verildiginde, pankreaslarinda insiilin direng
degerinin biiyiik 6l¢iide azaldig1 gdzlenmistir. Ayrica bu grubun IL-6 seviyeleri yiikselirken, diger
faktorleri azalmistir. Buna gére EGCG'nin enflamasyonu baskiladigi ve siganlarin pankreasinda
insiilin duyarlhiligin1 arttirdig1 kanisina varmislardir.

Calisgmamizda, IL-6 protein ekspresyon duzeyinin, Cis grubunda oldukca fazla
sentezlendigi goriilmiistiir. CistEGCG grubuna kiyasla Cis grubunda 6nemli bir sekilde arttigi
belirlenmistir (p<0,05). EGCG verilen grupta ise pankreas doku IL-6 ekspresyon dizeyinde
anlamli bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Sisplatinin IL-6 diizeyini artirarak doku igerisinde
inflamasyona yol ag¢tigi ve EGCG tedavisinin uygulanmasiyla IL-6 diizeyinin diismesini
saglayarak antiinflamatuar etki edebilecegini sdyleyebiliriz. Bu sonuglar, sisplatinin inflamasyon
yanit1 arttirdigini dolayisiyla inflamasyonunun ileri ve ciddi bir boyuta gelmesine yol agtigini
gostermektedir. Bulgularimiz daha 6nceki ¢alismalarla biiyiik oranda benzerlik gostermektedir.

Ahmed vd. [137], streptozotosin (STZ) nin diyabete bagli nefropati {izerine enalapril ve
parikalsitoliin  etkisini ~degerlendirmislerdir. Diyabetik si¢anlarda p53 ve kaspaz-3
ekspresyonunun 6nemli ol¢iide arttigini, enalapril ve parikalsitol ile tedavi sonucunda azaldigini
belirtmislerdir. Ayrica anti-apoptotik protein Bcl-2 ekspresyonunun arttigini tespit etmislerdir.
Enalapril ve parikalsitolun birlikte verilerek olusan eszamanli etkisinin, bunlarin tek basina olan
etkisine gore p53 ve kaspaz-3 ekspresyonunu azaltmada daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Diyabetin 3 ana nedeni, insiilin iiretimindeki eksiklikler, glikoz homeostazinin bozulmasi
ve insulin direncinin gelisimidir. p53'iin bu yollar tizerinde etkisinin 6nemli oldugunun belirtildigi
caligmada, tip 1 ve 2 diyabetin sebeplerinden biri pankreas  hiicrelerinin islev bozuklugu oldugu
vurgulanmistir. Bu hiicreler, kan dolagimina insiilin salgilamaktan sorumludur ve bu da, glikoz
alimini uyararak dolagimdaki glikoz seviyesini diigirmektedir. Pankreatik [ hiicre fonksiyonunun
kaybi, insiilin sekresyonunu azaltir ve diyabet ile sonuglanir. Sinyal yollari, pankreatik f§ hiicre
fonksiyonunu diizenlemek igin p53 lzerinde birlesirler. p53’iin, yag birikimini azaltarak diyabeti
engelledigi belirtilmistir [138].

EGCG'nin erkek siganlarda Doksorubisin kaynakli kardiyotoksisiteye kars1 oksidatif stres,
enflamatuar ve apoptotik belirtegler iizerindeki koruyucu etkilerinin arastirildigi calismada,
EGCQG ile tedavinin Doksorubisin kaynakli histopatolojik degisikliklere kars1 koruma sagladigi,
glutatyon tiiketimi, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerini azalttig
bulunmustur. Doksorubisinin, NF-kB, p53, kaspaz-3, -12 ekspresyonunu azalttigi, buna karsilik
EGCG tedavisinin ise bu etkileri arttirdigi belirtilmistir [139].
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Bulgularimiz, p53 seviyesinin en yiiksek EGCG, en diisiik ise Cis uygulanan grupta oldugu
belirlenmis ve bu iki grup arasindaki farkin 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Tedavi
grubunda, Cis uygulanan gruba gore p53 seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.11). EGCG
grubunda p53 seviyesindeki artig, inflamatuar yanitinin olustugunu gostermektedir. EGCG
tedavisinin pankreotoksisiteyi 6nemli olctide onleyebilecegini sdyleyebiliriz. Bulgularimiz daha
once yapilan ¢aligmalarla uyumluluk gostermektedir [139].

Khan ve Mukhtar [139], tip 2 diyabette EGCG'nin anti-diyabetik etkisini aragtirmiglardir.
Diabetes mellitus (DM), farelerde mekanizmay1 bozarak, yara iyilesmesinin gecikmesine neden
olabilmekte ve yara iyilesme siirecini kisalttigini belirtmislerdir. EGCG ile tedavi sonrasinda,
SOD ve GSH seviyelerinde artis, ROS, MDA seviyelerin de ise azalma oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica EGCG'nin, adiposit farklilasmasin1 inhibe ettigini, oksidatif stresin
baskilanmast ve mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesi yoluyla insiilin direncinin
diizenlendigini gdzlemlemislerdir.

Sicanlarda emosyonel stresine karsi olusan pankreas hasarinda EGCG'nin potansiyel
koruyucu etkilerinin arastirildig1 histolojik ¢alismada, EGCG gruplar1 ve kontrol gruplarina gore
stres olusturulan gruplarda, IL-1p, IL-6, MDA seviyelerinin daha yiksek, GSH, SOD ve CAT
seviyelerininin ise daha diistik oldugu tespit edilmistir. EGCG'nin, anti-diyabetik ve anti-oksidatif
stres Ozellikleri sebebiyle emosyonel strese karsi koruyucu bir ajan oldugu vurgulanmistir [140].

CCls ile olusturulan testis hasarina karst Ellagik asit (EA)’in koruyucu etkisinin
arastirildigi ¢alismada, EA’nin, oksidatif hasari azaltarak kansere karsi etkili bir ilag olabilecegi
belirtilmistir CCls grubundaki, kaspaz-3 ve Nrf-2 protein sentezi seviyeleri EA + CCl, grubu ile
karsilastirilmistir. EA + CCls grubunda bu protein seviyeleri artarken, VEGF, Bcl-2, NF-xkB ve
Akt protein sentezi seviyeleri azalmistir. Ayrica GSH seviyeleri ve CAT aktivitesi yiikselirken,
MDA seviyesi azalmstir [141].

Aslan vd. [142], pankreas dokusunda floriiriin neden hasara karsi ari siiti (RJ)’niin
koruyucu etkisini aragtirmiglardir. Kontrol grubu ve RJ gruplan karsilastirildiginda RJ, Bax,
kaspaz-3 ve kaspaz-6'nin ekspresyonunda artisa NF-kB ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlarinda
ise azalisa neden oldugu goézlenmistir. Ayrica RJ, pankreas hasarinda GSH seviyesini ve CAT
aktivitesini arttirdigi, MDA seviyesini ise azalttig1 bulunmustur.

Oleuropein’nin sicanlarda Cis ile indiiklenen pankreas toksisitesi iizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, Cis'in dokudaki total oksidatif stres, MDA ve 8-OHdG
diizeyini kontrol grubuna gore 6nemli 6lgiide artirdigr goriilmiistiir. Ayrica pankreasta ciddi doku
hasarlar tespit edilmistir. Yiiksek dozda verilen OLE’nin, dokularda 8-OHdG olusumlarmi ve
MDA diizeyini 6nemli dl¢iide azalttig: ifade edilmistir [4].

Calismamizda, GSH seviyesinin en yiiksek EGCG grubunda, en disiik Cis grubunda
oldugu, Cis ve tedavi gruplar1 arasindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05). EGCG’nin
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sisplatinin neden oldugu diisiik GSH seviyesini artirdigi gorilmiistiir. Bulgularimiz, sisplatinin
neden oldugu hasara karsi EGCG’nin antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Bulgularimizda, MDA seviyeleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak biiyiik farkliliklar
goriilmektedir. En yiiksek seviye Cis, en diisik ise EGCG grubunda goézlenmistir. Tedavi
grubunun MDA diizeyi Cis grubuna gore daha diisiik ¢ikmistir. Bu iki grup arasinda istatiksel
acidan Onemli bir fark vardir (p<0,05). Sonu¢ olarak EGCG’nin, pankreas dokusunda MDA
diizeyini diisilirerek, sisplatinin neden oldugu hasar1 tedavi etmede etkin bir role sahip oldugunu
soyleyebiliriz [4].

Bulgularimizda, CAT aktivitesinin EGCG grubunda en yiiksek, Cis grubunda ise en diisiik
oldugu goriilmiistiir. Cis ve tedavi gruplar1 arasindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur
(p<0,05). EGCG uygulamasinin diisiik CAT aktivitesini artirdig tespit edilmistir.

Bulgularimizda, sisplatinin, antioksidan savunma sistemlerinden MDA seviyesini artirdig,
GSH ve CAT aktivitesini azalttigin1 ve boylece oksidatif metabolizmay1 aktiflestirdigini,
antioksidan sistemlerinin bozulmasina ve hasara yol actigin1 gostermistir. EGCG’nin ise
antioksidan etki gostererek, sisplatin kaynakli hasara karsi koruyucu oldugunu gdstermistir [4,
140, 142].
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SONUCLAR

Bu yiiksek lisans calismasinin sonuglar1 degerlendirildiginde, erkek siganlarda cisplatin
kaynakl1 olusturulan pankreas hasarina karst EGCG’nin tedavi edici ve iyilestirici etkisi
konusunda oldukga giiclii bir madde oldugunu sdyleyebiliriz.

v Bu sonuglar1 destekleyen biyokimyasal incelemelere gore; pankreas dokusunda lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyesinin, kontrol ve EGCG gruplarinda
anlamli bir farklilik gézlenmemis, Cis verilen hasar gruplarinda artis, EGCG+Cis
verilen tedavi gruplarda ise azaldigi gozlenmistir. Pankreas dokusunda antioksidan
savunma mekanizmasinin bir gostergesi olan GSH seviyesinin, Cis verilen hasar
gruplarinda azaldigi, EGCG+Cis verilen tedavi gruplarda ise arttigt gozlenmistir.
Pankreas dokusunda CAT aktivitesinin, Cis verilen hasar gruplarinda azaldigi,
EGCG+Cis verilen tedavi gruplarda ise arttig1 gozlenmistir.

v" Molekiiler biyolojik analiz incelemelere gore; kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyinin
kontrol, EGCG ve EGCG+Cis gruplarinda arttig1, Cis verilen hasar gruplarinda anlaml
bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglar kaspaz-3’iin doku kayiplarinin iyilesme
siirecinde dokularin normal hallerini kazanmalarin1 sagladigi tespit edilmistir. IL-1a
protein ekspresyon dizeyinin EGCG+Cis verilen tedavi gruplarinda azaldigi, Cis
verilen hasar gruplarinda anlamli bir sekilde arttigi belirlenmistir. Bu sonuglar IL-
la’nin enfeksiyona ve zarar verici enflamasyona sebep oldugunu ortaya koymustur.
HO-1 protein ekspresyon diizeyinin EGCG+Cis verilen tedavi gruplarinda arttig1, Cis
verilen hasar gruplarinda anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir. Bu sonuglar
hiicresel stres durumlarinda antioksidan ve oksidan homeostazinin korunmasina
yardimci oldugu tespit edilmistir. IL-6 protein ekspresyon duzeyinin EGCG+Cis verilen
tedavi gruplarinda azaldigi, Cis verilen hasar gruplarinda anlamli bir sekilde arttig
belirlenmistir. Bu sonuglar IL-6"1n enflamasyonun artmasinda etkili oldugunu ortaya
koymustur. p53 protein ekspresyon diizeyinin kontrol, EGCG ve EGCG+Cis
gruplarinda arttigi, Cis verilen hasar gruplarinda anlamli bir sekilde azaldigi
belirlenmistir. Bu sonuglar p53’iin genlerin transkripsiyonlarini diizenleyerek hiicresel
stresi ortadan kaldirdigi ortaya koymustur.

v' Sisplatin toksisitesi pankreas dokusunda fonksiyonel ve histopatolojik yonden
bozukluklar olusturarak etkisini gdstermistir. Sisplatin uygulanan gruptaki si¢anlarda,
pankreas dokusu adacik hiicrelerinde, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, Langerhans
adaciklarinda hidropik dejenerasyon ve konjesyonun olustugu belirgin sekilde
gozlenmigstir. Pankreasin ekzokrin salgt yapan dokusunda ise fibrozis ve asini

hiicrelerinde siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu tespit edilmistir. EGCG+Cis



verilen tedavi gruplarinda ¢ogunlukla normal histolojik goriiniim olmakla beraber,
birka¢ olguda konjesyon ve Langerhans adaciklarinda inflamatuar hiicre
infiltrasyonunun hafif siddette oldugu belirlenmis, fibrozis ise gozlenmemistir. Ancak
pankreas dokusu asini hucrelerinde inflamatuar hucre infiltrasyonunun, hidropik
dejenerasyonunun ve konjesyonun hafif siddette oldugu gorilmiistir. Tim
gruplarimizda nekrozun varligina rastlanmamustir.

v" Bulgularimiz, EGCG tedavisinin, sisplatinin pankreas dokusunda yapmis oldugu hasari
azalttigini, bdylece EGCG’nin tedavi edici ve iyilestirici etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.
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ONERILER

Kemoterapi tedavisine uzun siireli maruz kalma ve ilacin dozuna bagli olarak hastalarda
pankreas dokusunda hasar meydana getirebilmektedir. Sisplatinin bu yan etkisine karsi,
antitimor, antioksidan ve antiapoptoz oOzelliklere sahip olan EGCG’nin, pankreotoksisiteyi
azaltic1 etkiye sahip oldugu ve inflamasyon yaratan proteinleri baskilayarak pankreas: korudugu
sOylenebilir. EGCG kanser hiicrelerinde apoptozu indikleme, proliferasyonu ve anjiyogenezi
inhibe etme yetenegi ile alternatif tedavi konusunda umut vaat etmektedir. Sisplatine maruz kalan
pankreasin, iyilesme siirecinde EGCG, tedavi potansiyelini artirabilir. EGCG’nin, hasta sagligini
korumasi ve tedavi edici yonii goz Oniine alindiginda takviye ilag olarak kullanilabilecegi

soylenebilir.
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