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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
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yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
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Tezimin/Raporumun tamam diinya ¢apinda erisime acilabilir ve bir
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TESEKKUR

Akademik calismalarimin her bir asamasinda bilgi ile yolumu aydinlatan, 1yilik ve
anlayis ile heyecanima ortak olan, her konuda destegi ile beni yonlendiren danigsman
hocam Dog. Dr. Sevtap AYDIN’a ¢ok degerli emekleri i¢in en icten duygularimla

tesekkiir ederim.
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Toksikoloji Anabilim Dali’ndaki hocalarima tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Hayatim boyunca sevgilerini ve desteklerini her zaman hissettigim sevgili aileme,
hayatimda yer almalarindan gii¢ aldigim canim dostlarirm Seda ONDER ve Nihal
OZGEY ’e tesekkiir ederim.



vii

OZET

Becit, M. Piknogenol ve Kurkuminin Cesitli Kanser Hiicre Hatlarinda Sisplatin
Sitotoksisitesine Etkilerinin incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2017.
Pinus pinaster’den elde edilen piknogenol ve Curcuma longa L.’dan elde edilen
kurkumin polifenolik bilesikler olup, yiiksek antioksidan &zellikleri nedeniyle
geleneksel olarak bir¢ok hastalikta yaygin kullanilmaktadir. Sisplatin, testis, over,
mesane, prostat, serviks, akciger kanseri gibi solid tiimoérlerin tedavisinde siklikla
kullanilan antineoplastik bir ajandir. Kanser tedavisinde kemoterapétik ilaglarla
birlikte ¢esitli bitkisel kaynakli fenolik bilesikler kullanilarak antikanser etkinin
arttirilmasi,  sitotoksisitenin  azaltilmasi amaglanmakta ve arastirilmaktadir.
Piknogenol ve kurkuminin antikanser ilaclarla etkilesmeleri iizerinde yapilan
caligmalar yetersiz oldugundan, bu tez calismasinda bu fenolik bilesiklerin Cin
hamster akciger fibroblast (V79), insan karaciger kanser (HepG2) ve insan serviks
kanser (HeLa) hiicrelerinde MTT yontemi ile sitotoksisitesi belirlenerek sisplatin ile
kombinasyonlarinda hiicre canliliinin degerlendirilmesi ve antikanser etkilerine
aciklik getirilmesi amaglanmistir. Piknogenol 24 saatlik inkiibasyonda V79, HeLa ve
HepG2 hiicreleri i¢in sirasiyla, 500 uM, 15.6-500 uM ve 125-500 uM dozlarinda,
sisplatinin ICsy degerini azaltmistir 48 saat inkiibasyonunda piknogenol HepG2 ve
V79 hiicresi icin daha diisiik dozunda, HelLa hiicresi i¢in daha yiiksek dozunda
sisplatinin 1Csg degerini azaltmistir. Kurkuminin 24 saatlik inkiibasyonda V79, HelLa
ve HepG2 hiicreleri i¢in sirasiyla, 500 pM, 500 uM ve 250-500 uM dozlarinda,
sisplatinin ICsy degerini azaltmistir. 48 saat inkiibasyonunda kurkumin ¢aligilan tiim
hiicreler i¢in daha diisiik dozlarinda, sisplatinin 1Csy degerini azaltmistir. Sonug
olarak, bulgularimiz hiicre tiplerine gore farkli sitotoksik profile sahip olan
piknogenol ve kurkuminin serviks ve karaciger kanser hiicre gelisimi ve ilerlemesine
kars1 bir rol alabilecegini gosterebilir, ancak bu etkilerin dogrulanmasi ve antikanser
ilaglar ile etkilesmelerini belirlemek iizere daha ileri in vitro ve in vivo g¢alismalar

gereklidir.

Anahtar Kelimeler: piknogenol, kurkumin, sitotoksisite, HepG2 cells, HeLa cells
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ABSTRACT

Becit, M. Investigation of Effects of Pycnogenol And Curcumin on Cisplatin
Cytotoxicity in Various Cancer Cell Lines. Hacettepe University Health
Sciences Institute Master Thesis in Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2017.
Pycnogenol from Pinus pinaster and curcumin from Curcuma longa L., are
poliphenolic compounds and commonly used in many diseases traditionally due to
their high antioxidant properties. Cisplatin, an antineoplastic agent, is commonly
used in the treatment of solid tumors such as testis, over, bladder, prostate, cervix,
and lung cancer. In the treatment of cancer, it is aimed to increase anticancer effect
and decrease cytotoxicity using various plant-derived phenolic compounds with
chemotherapeutic drugs. Since the studies on the interrractions of pycnogenol and
curcumin with anticancer drugs are insufficient, in this thesis, it was aimed to
determine the cytotoxic effects of these phenolic compounds in Chinese hamster lung
fibroblast (V79), human cervix adenocarcinoma (HeLa), and human hepatocellular
carcinoma (HepG2) cells by MTT assay, to evaluate the cell viability in combination
with cisplatin, and to clarfy the anticancer affect of cisplatin. Pycnogenol decreased
ICs of cisplatin in V79, HelLa, and HepG2 cells, at the concentrations of 500 uM,
15.6-500 pM and 125-500 pM, respectively for 24 h incubation. Pycnogenol
decreased ICs of cisplatin at lower concentrations in HepG2 and V79 cells and at
higher concentrations in HeLa cells for 48 h incubation. Curcumin decreased ICs of
cisplatin in V79, HeLa, and HepG2 cells, at the concentrations of 500 uM, 500 uM,
and 250-500 uM, respectively for 24 h incubation. Curcumin decreased ICsy of
cisplatin at lower concentrations in all studied cells for 48 h incubation. In
conclusion, our findings may show that pycnogenol and curcumin having different
cytotoxic profiles according to cell types and may play a role in cervical and hepatic
cancer cell growth and progression, however, further in vitro and in vivo studies are
required to confirm these effects and to determine their interactions with anticancer

drugs.

Key Words: pycnogenol, curcumin, cytotoxicity, HepG2 cells, HeLa cells
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Fransiz sahil ¢ami ekstraktina ait metabolitlerinin yapisal formiilleri

Bisdemetoksikurkumin, demetoksikurkumin, kurkuminin (enol ve
keto formlar1) kimyasal yapilari.

Kurkuminin in vivo metabolitlerinin ve par¢alanma tiriinlerinin
kimyasal yapilari.

Sisplatinin molekiiler yapis1 ve fizikokimyasal 6zellikleri.
Sisplatinin DNA ile olusturdugu baglar.

V79, HeLa ve HepG2 hiicrelerinin (A) diisiik konsantrasyonlarda, (B)
yliksek konsantrasyonlarda mikroskobik goriiniimleri.

Neubauer hiicre sayim lami.
V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.
V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.

V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.

HeLa hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.
HeLa hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.

HeLa hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.

HepG?2 hiicre canlilig lizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette
etkisi.

HepG?2 hiicre canlilig lizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette
etkisi.

HepG?2 hiicre canlilig lizerine piknogenoliin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.

V79 hiicre canlilig1 tizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.
V79 hiicre canlilig1 tizerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.

V79 hiicre canlilig1 iizerine kurkuminin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.

HeLa hiicre canliligi tizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.
HeLa hiicre canliligi tizerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.

HeLa hiicre canlilig tizerine kurkuminin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.

HepG?2 hiicre canlilig1 tizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.
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TABLOLAR

Piknogenoliin 300 mg tek doz oral uygulamasini takriben
metabolitlere ya da bilesenlere ait farmakokinetik parametreler

Sigcanlarda kurkumin uygulamasinda farmakokinetik paramereler

Insan, sigan ve farelerde kurkuminin farkli doz ve uygulama
yollarinda plazma ve doku diizeyleri.

Kurkuminin antikanser etkisi ve altinda yatan etki mekanizmalari
Sisplatin metabolizmasi ve toksisitesine neden olan durumlar.
Sisplatinin istenmeyen etkileri.

Calismada kullanilan hiicrelerin 6zellikleri.

V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.

V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.

HeLa hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.

HeLa hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.

HepG?2 hiicre canlilig lizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette
etkisi.

HepG2 hiicre canlilifi lizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette
etkisi.

V79 hiicre canlilig1 tizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.
V79 hiicre canlilig1 tizerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.
HeLa hiicre canliligi izerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.

HeLa hiicre canliligi izerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.

HepG?2 hiicre canlilig1 tizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.

HepG?2 hiicre canlilig1 tizerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.

V79 hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.
V79 hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 48saat maruziyette etkisi.
HeLa hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.
HeLa hiicre canlilig1 lizerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.
HepG?2 hiicre canlilig1 lizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.
HepG2 hiicre canlilig1 lizerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.

V79, HeLa ve HepG2 hiicrelerinde sisplatin, piknogenol ve
kurkuminin ICsy degerleri.

V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette
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sisplatin sitotoksisitesine etkisi.

V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette
sisplatin sitotoksisitesine etkisi.

HeLa hiicreleri lizerinde piknogenoliin 24 saat maruziyette sisplatin
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sitotoksisitesine etkisi.

V79 hiicre canlilig1 tizerine kurkuminin 48 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi.

HeLa hiicre canliligi izerine kurkuminin 24 saat maruziyette
sisplatin sitotoksisitesine etkisi.
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sisplatin sitotoksisitesine etkisi.
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sisplatin sitotoksisitesine etkisi.

HepG?2 hiicre canlilig1 lizerine kurkuminin 48 saat maruziyette
sisplatin sitotoksisitesine etkisi.
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1. GIRIS

Tiim canli hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin devamli olarak iiretildigi ve
pek cok hayati fizyolojik siirecte rol oynadiklar1 bilinmektedir. Reaktif oksijen
tirlerinin seviyelerinin artmasi oksidatif stres durumunu ortaya ¢ikarmakta olup
hiicresel bilesenlerin oksidasyonuna yol agarak yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi cesitli patolojik durumlarin baslamasina ve ilerlemesine neden
olmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda oksidatif stres ile iligkili hastaliklarin
gelisiminin ~ koruyucu bilesiklerin  kullanim1 ile engellenebilecegi ya da

geciktirilebilecegi belirtilmektedir (1).

Sebze, meyve, cay ve sarap gibi bitkisel kokenli i¢ceceklerin, bitkisel kaynakli
ilaglarin ve gida takviyelerinin icerisinde bol miktarda bulunan fenolik bilesiklerin
antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuvar, antitlimor gibi bircok etki gosterdikleri
ve boylece bircok dejeneratif hastaliga karsi terapotik ve koruyucu etkilere sahip

olduklar1 ortaya konmustur (2-5).

Piknogenol Fransa’nin giineybati sahillerinde yetisen Fransiz sahil ¢ami
Pinus pinaster’den elde edilen bir bitki ekstresi olup yapisinda %65-75 oraninda
katesin ve epikatesin alt iinitelerini tasiyan prosiyanidinleri iceren kompleks bir

karisim igerir (6).

Piknogenoliin ilgi ¢eken biyolojik etkileri in vitro ve in vivo ¢aligmalarda
dikkat c¢ekmektedir. Kanser, diyabet, inflamatuvar hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar, solunum yolu hastaliklar1 ve immiin sistem hastaliklar1 iizerinde etkili
oldugu bildirilmistir.  Piknogenoliin  biyolojik  etkilerinin  altinda  yatan
mekanizmalarin molekiiler temeli ¢ok cesitli olmakla birlikte reaktif oksijen ve

nitrojen tiirlerini siipiiriicii 6zelligi temel mekanizma olarak goriilmektedir (7).

Kurkumin, Zingiberaceae ailesine ait Curcuma longa bitkisinin koklerinden
elde edilen polifenolik bir bilesiktir. Basta Pakistan, Hindistan, Cin olmak {izere
Asya’nin tropik bolgelerinde yetismekte olan Curcuma longa’nin aktif bilesenleri
kurkuminoit (%0.3-5.4) olarak adlandirilir ve ti¢ 6nemli kurkuminoit bulunmaktadir.
Bunlar; kurkumin (%75), demetoksikurkumin (%20) ve bisdemetoksikurkumin
(%5)’dir (8).



Kurkumin, antioksidan, antikanserojenik, antimutajenik, antidiyabetik,
antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuvar, antinosisiptif etkileri ile genis bir biyolojik
ve farmakolojik etkiye sahip oldugu calismalarda gosterilmistir. Son yillarda
kurkuminin yararli etkileri iizerine literatiirde cok fazla bilgi yer almaktadir.
Kurkuminin kanser dahil bircok hastaligin onlenmesi ve tedavisi icin etkin ve
giivenilir oldugu ileri siiriilmektedir. Gida olarak Onerilen dozlarda tiiketildiginde
kiimiilatif etkiye sahip olmadigi bildirilse de, yiiksek dozlarinda kurkuminin
dokularda birikerek toksik olabilecegi g6z ardi edilmemelidir. Kurkuminin bu
etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin daha 1yi aydinlatilmasi i¢in yeni ve ileri

diizeyde ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir (9, 10).

Kanser tedavisinde siklikla kullanilan ilaglardan biri olan sisplatin, bas,
boyun, akciger, testis, over ve meme gibi bir¢ok solid tiimoriin tedavisinde kullanilan

giiclii bir antineoplastik ilactir (11).

Kanser tedavisinde farkli tedavi rejimleri kullanilmaktadir. Giincel
caligmalara bakildiginda kemoterapotik ilacin yaninda cesitli bitkisel kaynakl
ozellikle fenolik bilesikler kullanilarak antikanser etkinin arttirilmasi, sitotoksisitenin

azaltilmas1 amacglanmakta ve arastirilmaktadir (12-16).

Sisplatinin kanser kemoterapisinde etkinligini artirmak, diren¢ gelisimini
azaltmak ve toksisitesini azaltmak icin diger antikemoterapotikler ile ve antioksidan
maddeler ile kombine kullaniminin olumlu sonuglar dogurdugu bir¢ok arastirmaci
tarafindan ortaya konmustur. Ancak sisplatinin antikanser tedavisini iyilestirmek ve
neden oldugu toksik etkilerin azaltilmasi i¢in daha fazla arasgtirmaya ihtiyag

duyulmaktadir (17).

Fenolik maddelerin kanser iizerine etkilerinin aydinlatilmas1 ve daha ileri
diizey arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Piknogenoliin ve kurkuminin bilinen
farmakolojik ve biyolojik etkilerinin —6zellikle kanser hiicreleri {izerindeki
etkilerinin- antikanser ilaclarla farkli doz kombinasyonlarinin birlikte kullanimim

iceren ileri ¢aligmalara gereksinim oldugu diisliniilmektedir.

Piknogenol ve kurkuminin antikanser etkisi {izerinde yapilan ¢alismalar

yetersizdir. Bu tez c¢aligmasinda 6nemli biyolojik etkileri oldugu bilinen ve son



yapilan caligmalarda 6nemi gittikce artan bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerden
piknogenol ve kurkuminin antikanser ilag sisplatinle birlikte kullaniminda Cin
hamster akciger fibroblast (V79), insan karaciger kanser (HepG2) ve insan serviks
kanser (HeLa) hiicreleri lizerindeki etkileri arastirilacaktir. Konu ile ilgili olarak tez
calismamizda, sisplatin, piknogenol ve kurkuminin c¢esitli zamanlarda ve
kombinasyonlarda sitotoksisite profili metil tiyazol tetrazolyum (MTT) yontemi ile
tayin edilecektir. Yapilacak ¢alisma sonunda, sisplatinin antikanser tedavisinde
piknogenol ve kurkuminin kullanimimnin bu tedavideki olumlu yada olumsuz
yoOnlerini ortaya cikaracagi ve antikanser tedaviye yeni bir bakis agis1 katacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Piknogenol
2.1.1. Piknogenoliin Dogal Kaynaklar: ve Kullanimi

Piknogenol, Fransa’nin gilineybati sahillerinde yetisen Fransiz sahil cami
Pinus pinaster (Pinus maritima)’den elde edilen flavonoid/polifenol yapisinda bir

bitki ekstresidir (7).

Piknogenol terimi, antik Yunanca’da kondanse anlamina gelen “puknos” ile
aile, simif anlamima gelen “genos” sozciiklerinden olusturulmustur. Flavan-3-ol
tiirevlerinden olusan flavonoidlerin bir alt sinifin1 belirtmek i¢in ortaya ¢ikan bu
terim giinlimiizde cam kabugundan elde edilen prosiyanidinlerin 6zel bir karisimini
ifade etmektedir ve “Piknogenol (PYC) (Horphag Research Ltd, UK, Geneva,
Isvigre)” ad1 altinda patentlidir (7, 18).

Cam agac1 kabuklarmin eski donemlerde kullanimlarina bakildiginda
inflamatuvar hastaliklarda, yara iyilesmesinde, kanamalar1 6nlemede, 6kstiriik surubu
olarak, dis agrilarin1 gecirmek amacli kullanildigi bilinmektedir (7, 18). Ayrica
piknogenoliin antimikrobiyal etkilerinden dolay1 agiz ve cilt sagligimi koruyucu

olarak geleneksel kullanimina rastlanmaktadir (19).

Piknogenoliin, gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuvar etkisi yapilan in vitro, in
vivo ve klinik ¢aligmalar sonucunda aydinlatilmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda
koruyucu ve diizenleyici, diyabetli hastalarda glisemik kontrolii saglayici ve diyabet
komplikasyonlarini iyilestirici olarak ve dismonere, kas ve kramp agrilari, dikkat
eksikligi, hiperaktivite bozuklugu, alerji ve solunum yolu gibi birgok fizyolojik
hastaliklarda destekleyici tedavide yeri olan piknogenoliin fitokimyasal bir madde

ve gida takviyesi olarak diinya ¢apinda oral tiiketimi bulunmaktadir (7, 20).
2.1.2. Piknogenoliin Fizikokimyasal Ozellikleri

Cam kabugu ekstresi kirmizimsi-kahverengi renkli, aromatik kokulu kuru toz
halindedir. Kuru ve karanlik bir ortamda stabilitesini korur. Isiya karsi dayaniklidir.
Yapisinda zengin olarak bulunan proantosiyanidin suda yiiksek oranda ¢oziinmesini

saglar (21).



USP 28’de “Maritime pine bark ekstrakti” adi altinda piknogenoliin kalitesi
belirlenmistir (22). Bu monografa uygun olarak hazirlanan standardize edilmis
piknogenol ekstrakti (Pycnogenol®) yapisinda %65-75 oraninda katesin ve
epikatesin alt {nitelerini tasiyan prosiyanidin icermektedir. Yapisindaki diger
bilesenler ise polifenolik monomerler, benzoik veya sinnamik asit ve bunlarin

glikozitleridir (7, 23).

Piknogenoliin taniminda kullanilan ve analizi i¢in asil kabul edilen bilesenler;
prosiyanidinler, taksifolin, ferulik asit, katesin ve kafeik asittir (22). Ayrica glukoz

ve inorganik bilesikler de diisiik miktarda bulunmaktadir (23).
2.1.3. Piknogenoliin Farmakokinetik Ozellikleri

Ag1z yoluyla kullaniminda kolaylikla absorbe oldugu ve viicut dokularina

hizl dagildigr gosterilmistir (20, 21, 24).

Piknogenoliin saglikli goniilliiler iizerinde tek ve ¢ok doz oral alinimindan
sonra farmakokinetik 6zelliklerini belirlemek {izere kapsamli bir ¢aligma yapilmstir.
Bu c¢alismada, piknogenol bilesenlerinin bir¢ogunun oral aliniminda iyi absorbe
edildigi, biyoyararlaniminin yiiksek oldugu ve 6nemli oranda metabolize edildigi
sonucuna varimigstir. Ayrica bilinen bilesiklerin plazma konsantrasyonlarinin

nanomolar diizeyinde oldugu belirtilmistir (24).

Piknogenol deriden kolaylikla absorpsiyona ugrayabilmektedir. Polietilen
glikol ile hazirlanan %35°lik piknogenol soliisyonunun 10 kadavraya topikal
uygulandiktan sonra transdermal biyoyararlanimi incelendiginde; gallik asit,
protokatesik asit, katesin, p-hidroksibenzoik asit, vanilin, taksifolin tespit edilmistir

(25, 26).

Goniillii insanlarda yapilan ¢aligmada piknogenoliin oral alimindan 2-3 saat
sonra, siilfatasyon ve glukronidasyona ugradigi ve idrarda ferulik asit, taksifolin
olarak ve M1 6-(3,4-dihidroksi-fenil)-y-valerolakton) ve M2 (6-(3-metoksi-4-
hidroksi- fenil)-y-valerolakton) metabolitleri halinde atildig1 tespit edilmistir (Sekil
2.1.). (25, 27).
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Sekil 2.1. Fransiz sahil cam1 ekstraktina ait metabolitlerinin yapisal formiilleri

Bir baska c¢alismada benzer sekilde piknogenoliin oral alimindan sonra
saglikli goniillii bireylerin idrarinda serbest ve konjuge ferulik asit belirlenmistir.
Idrarda ferulik asitin ¢am kabugu ekstresi tiiketiminin bir biyobelirteci olarak

goriilebilcegi belirtilmistir (28).

24 saat boyunca flavonoid icermeyen diyetle (sebze, meyve, cay, kahve,
kakao vb olmayan) beslenen yaslar1 18- 30 arasinda degisen 11 goniilliiye (5 kadin, 6
erkek) oral yoldan 300 mg tek doz piknogenol uygulanmis ve 14 saat sonra kan
ornekleri almarak yiliksek performansh sivi kromotografisi kullanilarak analiz
edilmistir. Plazmada katesin, kafeik asit, ferulik asit, taksifolin, M1 metabolitinin
yani sira bilinmeyen 10 bilesik daha tanimlanmistir. Bilinmeyen 10 bilesigin, 6nceki
literatiir bilgilerinde yer alan deniz cami kabugu ekstraktin (-)-epikatesin, gallik asit,
4-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit ya da M2 gibi diger bilesenlerine yapica
benzemedigi belirtilmistir. Katesin, kafeik asit, ferulik asit ve bilinmeyen bir bilesik
i¢in tymax (maksimum plazma konsantrasyon gozlendigi zaman) 5 saat, taksifolin ve
bilinmeyen iki bilesik i¢in tyax 10 saat, M1 ve bilinmeyen iki bilesik i¢in ise tmax
yaklasik olarak 10 saat olarak belirtilmistir. Maksimum plazma konsantrasyonu
(Cmax) diizeyleri ise katesin i¢in 107 ng/mL, taksifolin i¢in 33 ng/mL, kafeik asit i¢in
17 ng/mL, ferulik asit i¢cin 15 ng/mL ve M1 i¢in 4 ng/mL olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo
2.1.) (24).



Tablo 2.1. Piknogenoliin 300 mg tek doz oral uygulamasini takiben metabolitlere ya
da bilesenlere ait farmakokinetik parametreler.

Bilesen n | AUC|0-t] AUC|t-8] Cmax tmax[h] ty2[h]
[ng/mL x| [ng/mL]

[ng/mL X h] ]
Kafeik asit | 9 75.66 +33.53 82.78 +£36.47 16.67 £ 13.29 3724 442 +£2.47
Katesin 9 107.22£5549 | 3.2+1.7
Taksifolin 6 | 231.11 8598 | 399.14+98.95 | 33.34+12.54 82+25 8.89 +2.81
Ferulik asit | 7 99.05 + 28.09 141.19+73.90 | 14.78 £5.89 1.2+1.1 6.87 +£3.83
M1 8 4.11+2.08 10.0£1.9

Ayni aragtirmacilar tarafindan deney tekrarlanmis ve 5 goniilliiye (4 kadn, 1
erkek) 200 mg piknogenol verilmesinin ardindan 4 saat sonra plazma ornekleri
alimmistir. Tek doz piknogenol alimindan sonraki metabolitler ve bilesenler benzerlik
gostermistir. Katesin, ferulik asit, kafeik asit, M1 ve bilinmeyen bilesiklerden dordii
plazmada kararli duruma ulagmis olarak belirlenirken, taksifolin ve bilinmeyen iki
bilesigin plazma diizeyi belirlenen limitin altinda bulunmustur. Ayrica bir¢ok
bilesigin faz Il metabolizma aracilifiyla siilfat ve glukoronik asit konjugatlar
belirlenmistir.  Konjligasyonlarin  derecesinin  bireysel degisiklik  gosterdigi
gozlenmistir ve ortalama katesin i¢in konjligasyon derecesi %56.5, kafeik asit i¢in

%69.4 olarak belirtilmistir (24, 25).

Piknogenoliin karisim olarak gdsterdigi biyolojik etkinin igerigindeki
saflagtirilmis bilesenlerinin tek baslarina gosterdikleri etkilerin toplamindan daha
yiksek oldugu, karisim halinde iken sinerjistik etki ile daha giiclii etki gosterdigi ve
biyoyararlanimlarinin yiiksek oldugu belirtilmistir (7).

2.1.4. Piknogenoliin Farmakolojik Etkileri

Piknogenoliin dikkat ¢ceken biyolojik etkileri nedeni ile bir¢ok hiicre kiiltiirt,
hayvan ve insan ¢alismalar1 yapilmistir. Kanser, diyabet, inflamatuvar hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum yolu hastaliklari, immiin sistem hastaliklari,
erektil disfonksiyon, erkek infertilitesi, menopozal belirtiler, dis eti kanamalar1 ve

O0dem gibi bir¢ok patolojik durumda piknogenoliin etkili oldugu bildirilmistir (7).




Antioksidan etkisi

Piknogenoliin biyolojik etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin molekiiler
temeli olarak reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini siipiiriicii 6zelligi ileri siirtilmektedir
(7). Yapisinda bulunan fenolik asitler, polifenoller ve o6zellikle flavonoidler
araciligiyla, piknogenoliin gii¢lii serbest radikal siipiiriicii etkiye ve giiclii antioksidan
etkiye sahip oldugu in vivo ve in vitro deneylerde ve klinik c¢alismalarda

gosterilmistir (18, 21).

Piknogenoliin yapisindaki hidroksil gruplarinin sayisi, fenolik eslesme
reaksiyonlart ve niikleofilik eklenmelerin yiiksek radikal tutucu ozelligi ile iliskili

oldugu bildirilmektedir (7).

Piknogenoliin radikal siipliriici etkisinde serbest nitrojen tiirlerini,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve iNOS-mRNA ekspresyonunu inhibe
ederek belirgin sekilde nitrojen monooksit iiretimini azaltarak etki gosterdigi ileri

stiriilmiistiir (18).

Piknogenoliin bilesenleri tek tek degerlendirildiginde, katesinin askorbik asite
benzer nitelikte siiperoksit aktivitesini inhibe ettigi ve M1 metabolitinin hem
katesinden hem askorbik asitten daha gii¢lii antioksidan etkiye sahip oldugu in vitro

olarak gosterilmistir (29).

Prosiyanidince zengin ¢am kabugu ekstresi olan piknogenoliin bilinen giiclii
antioksidan etkisinin sentetik antioksidanlar (askorbik asit, trolox) ile birlikte

kullanildiginda nihai etki arastirildiginda sinerjistik etki tespit edilmistir (30).

Matriks parcalayict enzimler, matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) ¢inko
bagimli proteolitik enzim ailesinden olup c¢esitli kronik inflamatuvar hastaliklarin
patogenezinde rol oynamaktadir. Reaktif oksijen radikallerinin MMP’leri ¢esitli
hiicre i¢i sinyal yolaklar1 ile aktive edildigi bilinmektedir. Piknogenoliin giiclii
radikal siipiiriicli 6zelligi, antiinflamatuvar etkisi ve antioksidan enzimlerin sentezini
arttiric1 etkisi ile MMP’lerin patofizyolojik rolu arastirilmistir ve MMP 1, 2 ve 9
saliverilmelerini ve etkilerini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu bulgulara gore
piknogenoliin MMP’nin asir1 artmasi ile iligkili pek ¢ok hastaligin 6nlenmesi ve

tedavisinde yararli olabilecegi ongoriilmektedir. Ornegin; artritte diizeyleri



ylikseldigi tespit edilen MMP-1 (kollajenaz 1) ve MMP-9 (jelatinaz B), kikirdak
hasarma yol agmaktadir. Pulmoner fibroziste MMP-2 (Jelatinaz A) artisi, astimda
MMP-9 artis1 goriilmektedir. Piknogenoliin bahsedilen durumlarda MMP diizeylerini
azaltmasina bagli olarak hastaliklarin seyrini olumlu etkiledigi belirtilmistir (29, 31,

32).

Piknogenoliin oksidatif stres ile iliskili bir¢ok hastaliga kars1 koruyucu rol
oynadig1 bilinmektedir. Piknogenoliin intraseliiler antioksidan koruma sistemlerini
stabilize ederek basta oksidatif hasarda temel hedef olan lipit, protein ve DNA olmak

iizere tim biyomolekiilleri oksidatif hasara karsi korudugu belirtilmektedir (20, 33).

Insan karaciger kanser hiicrelerinde (U1285), piknogenoliin hiicresel redoks
sistemleri {izerine antioksidan etkisinin incelendigi calismada piknogenol
uygulamasinin oksidatif strese karst endojen savunmanin aktif enzimlerinden
tiyoredoksin rediiktaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinde ve mRNA
ekspresyonlarinda azalmaya yol actigi ve glutatyon rediiktaz aktivitesini ise

etkilemedigi gosterilmistir (34).

Insan ndroblastoma hiicresi (SH-SYSY) iizerinde piknogenoliin akrolein
tarafindan indiiklenen sitotoksisiteye ve oksidatif hasara karsi koruyucu etkinligi
gosterilmigtir. Piknogenoliin kan beyin bariyerini asarak merkezi sinir sistemi
dokularim1 koruyabilecegi ve oksidatif stres ile iligkili alzheimer gibi nérodejeneratif

hastaliklarin tedavi yaklasiminda umut verici olabilecegi diisiiniilmektedir (23, 35).

Kanser tedavi rejimlerinden biri olan radyoterapinin reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu ile artan oksidatif hasarin piknogenoliin gii¢lii antioksidan aktivitesi ile
Onlenebilecegi ve radyasyona karsi giivenli bir koruyucu olabilecegi sigcanlar

iizerinde yapilan bir ¢calismada ileri siiriilmiistiir (36).

Siklofosfamit ile indiiklenen iireme/gelisimsel toksisite modeli olusturulan
siganlarda piknogenoliin lipit peroksidasyonu engelledigi ve antioksidan aktivitesi ile

embriyo-fetiis toksisitesinden korudugu gosterilmistir (37).

Piknogenol ile zenginlestirilmis meyve sularinin (0.5 g/L piknogenol) kolon
kanser hiicreleri  (Caco-2) iizerinde antioksidan ve antiproliferatif etkisinin

degerlendirildigi in vitro ¢alismada piknogenolce zengin Orneklerde antioksidan



kapasitenin arttig1 bildirilmistir (38).

Iskemi reperfiizyon ile indiiklenen oksidatif renal hasarda biyokimyasal
parametreler ve histopatolojik bulgular degerlendirilerek piknogenoliin belirgin
diizelme gosterdigi in vivo olarak gosterilmistir. Piknogenoliin serbest radikalleri
azalttig1, doku notrofil infiltrasyonunu azalttigi ve bobrek iizerine koruyucu etkisi

oldugu ileri siirtilmiistiir (39).

Piknogenoliin plazma antioksidan kapasitesi 25 goniilliiye (10 erkek, 15
kadin, yas ortalamasi 30+8) 150 mg/giin doz 6 hafta siire ile uygulanarak
arastiritlmistir.  Plazma antioksidan potansiyelinin, oksijen radikal absorpsiyon

kapasitesi tayini ile dl¢iildiiglinde %40 arttig1 bulunmustur (40).

Antiinflamatuvar etkisi
Piknogenoliin doz-bagimli olarak antioksidan ve antiinflamatuvar etkili
oldugu ve kronik inflamatuvar hastaliklardaki olas1 terapotik rolii birgok calisma ile

desteklenmektedir (20, 33, 40).

Reaktif oksijen tiirleri, hiicre hasarina yol agmakla ve dejeneratif siireci
baslatmakla kalmaz ayni1 zamanda niikleer faktor-kappa B (NF- kB) aktivasyonu gibi
diger proinflamatuvar siirecleri de etkilemektedir. Piknogenoliin proinflamatuvar
sitokinlerin gen ekspresyonu iizerine etkisi ve etki mekanizmasinin arastirildigi bir in
vitro ¢aligmada, piknogenoliin, niikleer faktor-kappa B ve aktivator protein-1 (AP-1)
gibi temel faktorleri inhibe ederek IL-lbetayr ve mRNA diizeylerini doz-bagimh
olarak azaltti§1 ayrica; forbol,12-miristat,13-asetat ve iyonomisin tarafindan

indiiklenen interlokin (IL)-2 gen ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (41).

Deneysel inflamatuvar barsak modeli olusturulan hayvanlarda piknogenoliin
antiinflamatuvar etkisi gosterilmistir. Bu ¢alismada makroskopik hasar1 azalttigi,
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini doz-bagimli azalttarak antioksidan etkisi

gosterdigi bildirilmistir (42).

Goniillii bireyden alinan serum 6rneklerinde inflamatuvar yanita aracilik eden
prostoglandin gibi kimyasal mediyator kaskat tiretiminden sorumlu enzimlerin
(siklooksijenazlar, COX-1 ve COX-2) aktivitelerinin piknogenol ile inhibe edildigi

gosterilmistir. 300 mg tek doz piknogenol uygulanan 10 saglikli bireylerin serum



orneklerinde goriilen siklooksijenaz enzim inhibisyonu trombosit agregasyonunun
inhibisyonuna neden olacagi i¢in antiinflamatuvar etkinin kardiyovaskiiler hastaliklar

ile iliskisini de agiklamaktadir (43).

Bir diger caligmada ise yas aralig1 35-50 olan saglikli goniilliilere 5 giin siire
ile 150 mg oral yoldan verilen piknogenolin COX-1 gen ekspresyonunun
diizenlenmesi ile iligkili olan ve 16kotrien biyosentezinin azalmasina yol acan COX-2
ve 5-lipoksigenaz (5-LOX) gen ekspresyonunu inhibe ettigi belirtilmistir. Ayni
zamanda fosfolipaz A2 aktivitesi de inhibe olmustur. Bu bulgular, piknogenoliin
insan polimorfoniikleer 16kositlerindeki antiinflamatuvar yanmitin COX-2 ve 5-LOX

gen ekspresyonundan kaynaklandigini géstermektedir (44).

Osteoartrit tedavisi ile 1ilgili yapilan klinik bir c¢alismada piknogenoliin
semptomlart tyilestirdigi gosterilmistir ve uygulanan osteoartrit tedavisinde bir tedavi

secenegi olarak ileri stiriilmektedir (45).

Biyoflavonoidlerce ve organik asitlerce zengin ¢am kabugu ¢aymi
tikketenlerde C vitamini eksikliginden kaynaklanan skorbiite kars1 koruyucu oldugu

bildirilmistir (20).

Piknogenoliin antiinflamatuvar etkisine bagli olarak agriy1 azaltabilecegi
diisiiniilmektedir. Dismonore, migren, kas ve kramp agrilarinda  piknogenol

takviyesinin agrida belirgin azalma sagladigi klinik olarak tespit edilmistir (46-48).

Antiinflamatuvar etkili piknogenoliin kronik inflamatuvar, kardiyovaskiiler,

otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yeri olabilecegi goriilmektedir.

Piknogenoliin alerjik hastaliklarin tedavisinde de yardimci etmen olarak
kullanilabilecegi diislinlilmiistiir. Bunun tizerine yapilan calismada piknogenoliin
mast hiicrelerinden histamin ve proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesini inhibe
ederek immiinoglobiilin (Ig)-E aracili alerjik yaniti 6nemli derecede azalttig1 ortaya
konulmustur. Hem in vivo hem in vitro modellerin kullanildig1 ¢aligmada, antialer;ji
etki mekanizmas1 mast hiicrelerinde NF-xB aktivitesinin ve kalsiyum geri-alimim

baskilanmasi esasina dayanmaktadir (49).

Piknogenoliin alerji mevsimi baglamasindan en az 5 hafta dnce alinmasinin

alerjik rinit semptomlarint iyilestirdigi, insanlar {lizerinde yapilan bir caligmada



ortaya konmustur (50).

Antigenotoksik etkisi
Piknogenoliin genom tiizerindeki olumlu etkilerinin in vitro olarak arastirildig:
caligmada, mutajen oldugu bilenen maddelerin mutajenitelerini 6nemli dSlgiide

azaltti81 yani antimutajenik bir madde oldugu belirtilmektedir (51).

Sisplatin sitotoksisitesi olusturulan sicanlarda 5 giin siire ile 200 mg/kg oral
verilen piknogenoliin antioksidan ve antigenotoksik etkisi aragtirilmistir. Arastirma
sonucunda sisplatin tarafindan indiiklenen prooksidan enzimlerin (MPO, ksantin
oksidaz), malondialdehit ve nitrik oksit diizeyinin piknogenol ile normalize edildigi,
kromozom hatalarin1 azalttig1 ve mitotik indekslerinin arttirildigr gosterilmistir. Bu
bulgular, piknogenoliin sisplatin tedavisi ile iliskilendirilen oksidatif, inflamatuvar ve

genotoksik hasara kars1 koruyucu bir madde olabilecegini diistindiirmektedir (52).

Antimikrobiyal etkisi

Prokaryotik ve Okaryotik mikroorganizmalara kars1  piknogenoliin
antimikrobiyal etkisi arastirtlmistir. Gram (+) ve gram (-) bakterilere karsi
bakteriyostatik etkisi ve Candida gibi Okaryotik mikroorganizmalarin gelisimini
inhibe ettigi gdosterilmistir. Mantar gelisimini engellemesinin klinige yansimasi
piknogenoliin agiz ve cilt sagligin1 koruyucu bir madde olarak kabul edilebilecegini

distindiimektedir (19).

Peptik {ilsere neden olan  Helicobacter pylori’nin eradikasyonunda
antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi, arastirmacilari alternatif bir tedavi bulmaya
yonlendirmistir. Antimikrobiyal etkileri oldugu diisiiniilen piknogenoliin gastrik
hiicrelerde H.pylori lzerine etkisini aragtiran bir caligmada, gastrik hiicreler
piknogenol ve H.pylori ile inkiibasyona birakilmistir. Piknogenoliin doz-bagimli ve
anlamli olarak bakterinin lireme ve gelisimini ve gastrik hiicreye adhezyonunu inhibe

ettigi goserilmistir (53).

Piknogenoliin antimikrobiyal etkisinin gida endiistrisinde dogal koruyucu
madde olarak kullanilabilecegini One siiren bir calisma da bulunmaktadir. Pigmis
kirmiz1 etteki Staphylococcus aureus’a kars1 piknogenoliin bakteri sayisini azalttigi

ve antimikrobiyal etki gdsterdigi tespit edilmistir (54).



Antiviral etkisi

Piknogenoliin viral miyokardit {izerinde hem antiinflamatuvar hem de
antiviral etkilerinden dolayr onemli bir etmen olabilecegi diisiinlilmiistiir. Viral
miyokarditteki olumlu etkilerinin; proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu
baskilayarak antiinflamatuvar etki géstermesinden ve viral replikasyonu inhibisyonu
ile miyokardiyal nekrozu artirarak antiviral etki gostermesinden kaynaklandigi in

vivo ¢alismada belirtilmistir (55).

In vitro bir ¢alismada, piknogenoliin hiicre-i¢i antioksidan bir protein olan
mangan siiperoksit dismutaz ekspresyonunu artirarak AIDS’e neden olan HIV-1
(human immunodeficiency virus-1, insan immiin yetmezlik viriisii-1) replikasyonunu
inhibe ettigi ve HIV infeksiyonunda viriisiin ¢ogalmasini kontrol edebilen yeni bir
anti-HIV-1 ajan1 olarak kullanilabilecegi, ayni zamanda diger viriis ile iliskili

hastaliklarda da koruyucu ve tedavi edici degeri olabilecegi ileri siirtilmiistiir (56).

Karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinoma riskini artiran hepatit C
virlisliniin replikasyonunun piknogenol tarafindan inhibe edilebilecegi hipotezine
dayanan arastirmada, mevcut tedavide kullanilan ilaglar (interferon-alfa, ribavirin,
telaprevirin) ile kombine kullaniminin sitotoksisiteyi artirmadan sinerjistik etki
gosterdigi, ayrica ilaca direngli hiicrelerde bile antiviral etki gosterdigi in vitro olarak

belirlenmistir (57).

Antikanser etkisi

Piknogenoliin malign ovaryum germ hiicreleri icin segici toksik oldugu
belirtilmektedir. Ovaryum hiicrelerinde yapilan bir hiicre kiiltiirii calismasinda, talk
ile indiiklenen proliferasyon ve neoplastik doniisiim sirasinda piknogenoliin reaktif
oksijen tiirlerinin liretimini azalttig1, hiicre proliferasyon artisini azalttig1, neoplazm
goriilen kolonilerin sayisini azalttig1 belirlenmistir. Bu ¢alismaya gore piknogenoliin

ovaryum kanser olusumunu dnleyebilecegi ileri siirtilmiistiir (58).

Piknogenoliin ayn1 zamanda secici bir sekilde gogiis kanseri hiicrelerinde

(59) ve insan promiyeloid l6semi hiicrelerinde (60) apoptozu arttirdig1 gosterilmistir.

Klinik bir arastirmada ise piknogenoliin onkolojik tedavide uygulanan

kemoterapinin ve radyoterapinin neden oldugu yan etkileri azaltti1, kemoterapdtik



ilacin tolere edilebilirligini arttirdigi ve hastanede kalim siiresini kisalttigi ileri

stiriilmiistiir (20, 61).

Antidiyabetik etkisi

Deneysel ve klinik ¢alismalar g6z onilinde bulunduruldugunda piknogenoliin
diyabet iizerinde olumlu etkileri gosterilmektedir. Piknogenoliin tip 2 diyabetli
hastalarda glisemik kontrol ve diyabet komplikasyonlarinda iyilesme saglayabilecegi
bildirilmektedir. Piknogenoliin 100 mg/giin konvansiyonel diyabet tedavisinin ii¢ ay
boyunca izlendigi klinik arastirmaya gore, diisik glukoz diizeyleri ve endotel
islevlerinde iyilesme oldugu ve bir aylik piknogenol takviyesinin glikozillenmis

hemoglobin diizeylerini belirgin oranda diisiirdiigii belirtilmistir (62).

Tip 2 diyabetiklerde artan alfa glukozidaz enziminin piknogenol etkisi ile
azaldigr ve kan glukoz diizeyinin diistiigii in vitro deneyler ile gosterilmistir.
Piknogenoliin aktivitesi alfa-glukozidaz inhibitérii olarak bilinen akarboz ile
karsilagtirilmistir. Piknogenoliin akarbozdan daha giigii bir alfa-glukozidaz enzim
inhibitorii oldugu gosterilmistir. Piknogenoliin insiilin sekresyonu {izerinde bir etkisi

bulunmadig belirtilmistir (63).

Saglikli ve streptozosin ile diyabet modeli olusturulmus siganlara 10 mg/kg ip
olarak 14 giin boyunca piknogenol uygulandiginda, piknogenoliin diyabetik

siganlarda kan glukoz diizeyini %28 oraninda azalttig1 gosterilmistir (64).

Diyabet modeli olusturulan siganlarin karacigerlerindeki hiperglisemik hasara
kars1 piknogenoliin koruyuculugu gosterilmistir; kontrol grubu ile karsilastirildiginda
piknogenoliin (10 mg/kg va, 4 hafta, ip) sicanlarda antioksidan savunma
mekanizmalar1  ve histopatolojik  bulgular1  diizenledigi saptanmistir  (65).
Piknogenoliin diyabet komplikasyonlarinda etkili oldugu bircok calisma ile ortaya
konmustur. Diyabet komplikasyonlari arasinda ciddi saglik riski olusturan diyabetik
retinopatili hastalar tizerinde yapilan klinik calismalarda piknogenol ile olumlu
sonuglarin alindigr belirtilmistir. Piknogenoliin, damar permeabilitesini azalttig1,
nitrik oksit liretimini artirarak kilcal damar direncini artirarak retina i¢ine sizintilari
azalttig1, hasta tarafindan toleransinin iyi oldugu ve yan etkilerinin ¢ogunlukla
gastrointestinal sistem Ttzerine oldugu belirtilmistir. Piknogenoliin retinopatinin

preproliferatif asamalarinin ilerlemesini durdurucu etki gosterdigi belirtilmistir (66).



Gozdeki diyabetik mikroanjiyopatiler retinopatiye, gérme kaybina yol
acabilmektedir. Piknogenoliin retinopatinin erken evrelerindeki koruyucu etkileri
insanlar lizerinde arastirilmis ve mikrosirkiilasyonu arttirarak ve retinal 6demi
azaltarak diyabetik retinopatiyi azaltttig1 ve gorme iizerinde yararl olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (67).

Diyabetik retinopati, kontrol edilemeyen Diyabetes Mellitus’tan kaynaklanan
yetersiz enzimatik antioksidan korumanin bir sonucudur. Streptozosin ile indiiklenen
diyabetik siganlarda, 14 giin boyunca 10 mg/kg ip piknogenoliin diyabetik
hayvanlarda katarakt olusumunu azalttii, retina glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz enzim islevlerini artirdigi gosterilmistir. Piknogenoliin diyabetik retinopati
ve katarakt olusumuna kars1 antihiperglisemik tedavide 6nemli rol oynayabilecegi

ileri siirtilmiistiir (68).

Bobrek tiibiil hiicrelerinde yiiksek doz glukoz ile olusturulan oksidatif stresin
ve inflamasyonun piknogenoliin antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik
etkileri ile baskilandig1 ve apoptozu diizenledigi belirtilmistir. Diyabetik nefropatiye
kars1 piknogenoliin umut verici bir madde olabilecegi ve daha fazla calisma ile

desteklenmesi gerektigi ortaya konmustur (69).

Piknogenoliin mikrosirkiilasyonu arttirdig1 i¢in diyabetik {ilserde yararl
olabilecegi diisliniilmektedir. Diyabetik iilserde piknogenoliin lokal ve sistemik
uygulama yollar1 ile toplam 30 hasta iizerinde etkileri incelenmistir. Arastirma
sonucunda ilserli bdlgenin iyilesmesi ve semptomlarin giderilmesi agisindan en iyi
yolun lokal ve sistemik uygulama yollariin birlikte kullanilmasi oldugu kontrollii

klinik ¢alismada gosterilmistir (70).

Cesarone ve ark. tarafidan 4 hafta siireyle oral olarak 150 mg/giin piknogenol
verilen diyabetik mikroanjiyopati hastalarinda ozellikle diyabetik

mikroanjiyopatideki 6dem iizerinde etkili oldugu bildirilmistir (71, 72).

Kan glukoz diizeyinin yiiksek seyretmesi kardiyovaskiiler hastaliklar
acisindan risk olusturmaktadir. Piknogenoliin diyabetik kardiyomiyopati iizerinde
etkili olup olmadig1 {iizerinde odaklanilan bir c¢alismada, diyabetik siganlarin

kalplerinde piknogenoliin biyometrik ve hemodinamik parametrelerde farmakolojik



olarak etkili oldugu, elektriksel parametrelerde anlamli bir degisiklik tespit
edilemedigi  bildirilmistir  (73).  Piknogenol  takviyesinin  diyabetiklerde
kardiyovaskiiler risk faktorlerini azaltabilecegi ve kardiyovaskiiler rahatsizligi olan
diyabetik hastalarda antihipertansif ila¢ kullanimini azaltabilecegi ayn1 zamanda da
diyabeti kontrol altina alabilecegi hipotezine dayanarak yapilan klinik ¢alisma

sonuglarinda bu hipotezlerin dogrulandigi belirtilmistir (74).

Kardiyovaskiiler sistem iizerine etkisi

Piknogenoliin hiicre i¢i glutatyon peroksidaz, disiilfid rediiktaz, siiperoksit
dizmutaz (SOD) ve katalaz aktivitesini arttirarak serbest oksijen radikallerini
stipiiriicii etkisi ile kardiyovaskiiler hastaliklarda damar endotelinde hasar olugmasini

onledigi ileri siirtilmektedir (75).

Piknogenol, inflamatuvar bolgede 16kosit aliminda rol oynayan ve vaskiiler
hastaliklarin gelisimine de katkida bulunan vaskiiler hiicre adezyon molekiiliinii
(VCAM)-I ve hiicreleraras1 adezyon molekiilii (ICAM)-I inhibe ettigi gosterilmistir
(76).

Piknogenoliin, insanlarda endotelyal nitrik oksit sentazi aktive ederek
endotelyal nitrik oksit saliverilmesine bagli vazodilatatif etki gosterdigi
belirtilmektedir. Endotel bagimli vazodilatasyon ile iliskili nitrik oksit, vaskiiler
islevlerde onemli rol oynar. Piknogenoliin endotel bagimli vazodilatasyon iizerine
etkileri randomize, cift kor, plasebo kontrollii 16 saglikli goniillii birey ile
degerlendirilmistir. 180 mg/giin piknogenoliin 2 hafta siire ile kullaniminin plasebo

ile kiyaslandiginda vazodilatasyonu arttirdigi gosterilmistir (77).

Piknogenoliin 4 mg/kg intravendz olarak uygulandigi sicanlarda anjiyotensin

dontistiiriicii enzimi inhibe ederek kan basincimi diistirdiigii gosterilmistir (78).

Piknogenoliin, asetilsalisilik asit ile platelet agregasyonunun inhibe

edilmesinde sinerjistik etki gosterdigi in vitro olarak gosterilmistir (79).

Kardiyovaskiiler rahatsizligi olan bireylere piknogenol takviyesinin platelet
agregasyonunu belirgin olarak azalttigi ve mikrosirkiilasyon gelistirdigi tespit

edilmistir (7, 80).

Sigara kullanimimin kan basincimi ve kanin pihtilasma egilimini artirarak



koroner kalp hastalig1 i¢in bir risk teskil ettigi bilinmektedir. Piknogenoliin sigaranin
platelet reaktivitesi Tlizerindeki etkiyi azalttigi iki c¢alismada gosterilmistir.
Calismalardan birinde 23 sigara igicisine (giinde 15 adetten fazla) verilen 100 mg
piknogenoliin sigara ile indiiklenen platelet agregasyonunda 500 mg aspirin ile
esdeger etki goriilmiistiir. Diger calismada ise 16 sigara igicisine verilen 125 mg
piknogenoliin platelet agregasyonunu kismen azalttigi, kan basincit ve kalp atim

hizina etki etmedigi belirtilmistir (81).

Piknogenoliin  platelet agregasyonu {iizerindeki kronik etkilerinin
degerlendirildigi bir diger klinik arastirmada, 5 yildan uzun siiredir giinde 15 adetten
fazla sigara icen 4 kisi ile 16 sigara igmeyen birey karsilagtirilmistir. Her iki grup da
8 hafta boyunca 200 mg/giin piknogenol kullanmistir. Calisma sonunda ilk sigaradan
3 saat Once alinan piknogenoliin platelet reaktivite indeksini sigara igmeyenlerle

karsilastirildiginda 6nemli derecede azalttig1 belirlenmistir. (82).

Arteriosklerotik plaklar ve trombozlar ile karakterize aterosklerozda,
piknogenoliin gii¢lii antioksidan etkisinin yani sira nitrik oksit (NO) sentaz ile
endotel bagimli vazodilator etkisi ile endotel islevlerinde iyilesme saglanmaktadir
(20, 77). Piknogenol ile aterosklerozun onlenmesi vaskiiler olaylarin kontroliinde
onemlidir. Piknogenoliin ateroskleroza karst koruyucu etkisinin daha ileri ve

kontrollii insan ¢alismalari ile desteklemek gerekmektedir.

Antihipertansif ilaglarin neden oldugu Odemin Onlenmesi {zerinde
piknogenoliin etkisi klinik olarak degerlendirilmistir. Piknogenoliin kalsiyum kanal
antagonisti nifedipinin ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim blokorii ilaglarin neden
oldugu odem {izerinde yararhi etkisi gOsterilmistir. Hipertansif hastalarda
mikrosirkiilasyonda uzun doénem hasar1 Onledigi, piknogenoliin antihipertansif
etkisinden dolay1 antihipertansif ilaglarin daha diisilk doz kullanilmasini sagladig:
bildirilmistir. Dolayis1 ile antihipertansif ilacin yan etkisini bu yonii ile de
azaltmaktadir. Ornegin anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrlerinin yaptig1 kuru

oksiiriigiin piknogenol ile belirgin azaldig1 gézlenmistir (83).

Yapilan bir klinik caligmada piknogenoliin kronik vendz yetmezlik

komplikasyonlarini azalttig1 ve piknogenoliin iyi tolere edildigi gosterilmistir. (71).



Piknogenoliin plazma lipit seviyeleri iizerine etkilerini inceleyen klinik bir
caligmada 6 hafta boyunca 150 mg/giin piknogenol verilen 25 goniillide diisiik
yogunluklu lipoproteini (LDL)’y1 6nemli oranda (%7) azalttig1 ve yiiksek yogunluklu
lipoproteini (HDL)’yi 6nemli oranda (%10.4) arttirdigi, kolesterol ve trigliserit

diizeyine belirgin etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (40).

Piknogenoliin dislipidemi iizerinde anlamli bir etki gostermedigi, ancak lipit

profilini olumsuz etkilemedigi bildirilmistir (84).

Nitrik oksit sentez aktivitesi engellenerek kalp yetmezligi olusturulan
farelerde 300 mg/kg piknogenol oral olarak 4 hafta uygulandiginda hipertansiyon ve
kardiyak hipertrofiyi belirgin oranda azalttig1 gosterilmistir. Bu etkinin MMP-9’un
gen ekspresyonu ve aktivitesinin azaltilmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu
sonuclar, piknogenoliin kalp yetmezligi olan hastalarda MMP aktivitesini ve
ekspresyonunu diizenleyerek ve kardiyak kollajen degradasyonunu azaltarak
kardiyak doku hasarmin simirlandirilmasinda yararli olabilecegini gostermektedir

(85).

Piknogenoliin yapisindaki zengin prosiyanidin igerigi sayesinde giicli
antioksidan 6zelligi ile kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu ve diizenleyici olarak

kullanilabilecegi bildirilmektedir (40, 74).

Kardiyovaskiiler hastaliklar iizerinde piknogenoliin koruyucu etkisinin ve
altinda yatan mekanizmalarinin aydinlatilmasi1 i¢in daha kapsamli ¢alismalarin

gerekli oldugu goriilmektedir.

Karaciger iizerine etkisi

Hepatotoksik oldugu bilinen karbon tetrakloriire maruz kalan si¢anlarda
piknogenoliin akut hepatotoksisiteyi azalttifi ve antioksidan etkisi ile lipit
peroksidasyonunu azalttigr gosterilmistir. Calismada i.p. yoldan 14 giin siire ile
piknogenoliin farkli dozlarmin (10mg/kg ve 20 mg/kg) ardindan tek doz karbon
tetrakloriir (1.25 mg/kg) uygulanmistir. Hepatotoksik etkili karbon tetrakloriir ile
onemli derecede indiiklenen aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT) konsantrasyonlari, hepatik lezyonlar ve oksidatif hasarin piknogenol ile doz-

bagimli olarak belirgin sekilde azaltildig: belirlenmistir (86).



Yag oran1 yiikksek diyet uygulanan si¢anlarin diyetlerine eklenen
piknogenoliin serum alanin amino transferaz, ALT diizeylerinde belirgin azalmaya

neden oldugu kaydedilmistir (87).

Sicanlarda sisplatin ile indiiklenen hepatotoksisite ve oksidatif strese karsi
piknogenoliin koruyucu etkisi arastirilmistir. Piknogenoliin sisplatinin neden oldugu
histopatolojik lezyonlarinin ve aminotransferaz diizeylerinin artmasii engelledigi

bildirilmistir (88).

Sinir sistemi iizerine etkisi

Alzheimer’a neden oldugu diisiiniilen noéron apoptozunun piknogenol
tarafindan azaltildig1 ve néronlar1 korudugu in vitro bir ¢alismada gosterilmistir (89).
Alzheimer hastaligindaki biligsel kayiplarin oksidatif stres durumunda artmasi
nedeniyle, piknogenol gibi giiclii antioksidan bir maddenin oksidatif stres ile iliskili

norodejeneratif durumlari diizeltebilecegi diistiniilmektedir (20).

Dikkat eksikligi sendromu ve hiperaktivite olan cocuklarda adrenalin ve
noradrenalin diizeylerinin normal c¢ocuklara gore yiliksek oldugu bilinmektedir.
Piknogenol ile dikkat eksikligi ve hiperaktivite tedavisi alan ¢cocuklarda katekolamin
diizeylerinin normal diizeye geldigi ve hiperaktivitenin azaldig1 goriilmiistiir. Dikkat
eksikligi ve hiperaktivite olan 57 ¢ocuga (47 erkek, 10 kiz, 6-14 yaslarinda) 1 ay siire
ile 1 mg/kg piknogenol uygulanmasinda dopamin seviyesinde istatistiksel olarak

anlaml bir diislis belirlenmistir (90).

Solunum yolu hastaliklari iizerine etkisi

Piknogenoliin 5-LOX ekspresyonunu inhibe etmesi ve bunun sonucu olarak
l6kotrien diizeylerini diislirmesi ve ayrica antiinflamatuvar etkiye sahip olmasi
nedeniyle astimli bireylerde tedaviyi destekleyebilecegi diisiiniilmektedir. Astim
hastalarinda yapilan ¢ift-kor plasebo kontrollii klinik ¢alisma sonucunda giinliik 100
mg (2x50 mg) piknogenol takviyesi alan hastalarda astim semptomlarinda ve
solunum islevlerinde iyilesme goriiliirtken plazma I6kotrien konsantrasyonunda
azalma gosterilmistir. Yapilan calismada piknogenoliin ilaca olan ihtiyaci azalttig1 ve

astim semptomlarini diizeltebildigi belirtmistir (91, 92).
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Ureme sistemi iizerine Etkileri
Piknogenoliin reaktif oksijen tiirleri araciligyla bozulan sperm morfolojisi ve

islevlerinde diizenleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (93).

Klinik bir aragtirmada subfertil 19 bireyde 90 giin boyunca 200 mg/giin
piknogenol uygulamasinin sperm yapisina etkisi incelenmistir. Piknogenoliin sperm
morfolojisinde, istatistiksel olarak anlamli, %38 bir gelisme ve mannoz baglanma
testinde %19’luk bir artis belirlenmistir. Sperm sayisinda degisiklik gézlenmemistir.
Bu sonuglar piknogenoliin  erkeklerin  dogurganlik  durumunu  olumlu

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (93).

L-arjinin ve piknogenol kombininin sperm kalitesini artirici etkiye sahip
oldugu, ayn1 zamanda hafif ve orta derece erektil disfonksiyonun tedavisinde bir
alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Piknogenol endotelyal nitrik oksit sentaz (e-
NOS) aktivasyonuna bagli nitrik oksit iiretimini arttirarak vazodilatasyon ile erektil
disfonksiyonunda etkili bulunmustur. Piknogenol ile L-arjinin birlikte kullaniminin
nitrik oksit liretiminde sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir. Artan nitrik oksit,
siklik guanozin monofosfat (cGMP) iiretmek iizere guanilat siklaz1 aktive eder, G
sinyal yolu cGMP protein kinaz ise sperm motilitesinde artisa yol agmaktadir.
Piknogenol ile L-arjinin birlikte kullaniminin testesteron seviyesini ve seksiiel
aktiviteyi artirabildigi bildirilmistir. L-arjinin (690 mg) ve piknogenol (60 mg)
kullanilarak saglikli goniilliiler iizerinde yapilan klinik ¢aligmada sperm ve erektil
islevleri iizerinde olumlu etkiler gézlenmistir. Piknogenoliin diger bir olumlu etkisi
ise iNOS inhibisyonudur. Bu enzimin asir1 ekspre olmasi spermlerin oksidatif hasara
ugramasina dolayisiyla sperm  morfolojisinin  bozukluguna, oligo-asteno-
teratozoospermi sendromuna, yol acmaktadir. Bu kombinasyonun oligo-asteno-
teratozoospermi kaynakli infertilitede, bir yan etkiye neden olmadan, etkili oldugu

gosterilmistir (94).

Kohama ve ark (95), endometriozis tedavisinde kullanilan gonadotropin
saliveren hormon agonistine bir alternatif olarak piknogenolii etkili bulmuslardir.
Perimenapozal donemde olan kadinlar iizerinde yapilan c¢alismalarda, yan etkiye

sebebiyet vermeden klimakterik semptomlar1 giderdigi belirtilmistir (96).



21

Cilt iizerindeki etkisi

Piknogenoliin giiclii antioksidan o6zelligi ile cildi UV radyasyondan
koruduguna dair bilgiler bulunmaktadir. Ayrica piknogenoliin hiperpigmentasyonu
azalttig1 ve cildin bariyer islevini, hiicre dis1 matriks homeostazin1 korudugu da

belirtilmektedir (97).

Piknogenoliin, tirozinaz aktivitesine ve melanin biyosentezine etkisinin
arastirildigr B16 melanoma hiicreleri {izerinde yapilan calismada, serbest radikalleri
(peroksinitrit, siiperoksit, nitrik oksit, hidroksil radikali) baskiladigi ve indirgenmis
glutatyon/oksitlenmis glutatyon oranini upregiile etti§i ve ayrica antitirozinaz etki
gosterdigi ve mekanin biyosentezini inhibe ettigi gdosterilmistir. Piknogenoliin

antimelanojenik etki gosterdigi bildirilmisitir (98).

Piknogenoliin sicanlar iizerinde doz-bagimli yara iyilesme zamanini ve skar

capini azalttig1 gosterilmistir (99).

Klinik ¢alismalarda oksidatif stres ile indiiklenen dermotozlarin topikal

tedavisinde de etkili olabilecegi bildirilmektedir (7).
2.1.5. Piknogenol Toksisitesi

Akut-subakut toksisitesi

Piknogenol az toksik olarak kabul edilmektedir. Fare, sigan ve domuzlarda
oral uygulama sonrasinda LDsy degerleri 14 farkli akut toksisite testinin sonucunda
popiilasyonun %50’sinde 6liim meydana getiren doz (LDsg) degerlerinin 1000-4000
mg/kg arasinda degistigi bildirilmistir (21). Oral uygulamada yan etki gézlenmeyen
doz (No observed adverse effect level, NOAEL) degeri 100 mg/kg/giin olarak

belirlenmistir (21).

Kronik toksisitesi
Kronik toksisite testlerinde siganlara 2000 mg/kg/giin doza kadar oral
uygulamanin klinik olarak anlamli herhangi bir degisiklige (gorsel, biyokimyasal

veya davranigsal) yol agmadigi bildirilmistir (25, 100).

Genotoksisitesi

Toksisite testlerine ve klinik ¢alismalara gore piknogenoliin giivenli dogal bir
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iirtin oldugu ortaya konmaktadir (101).

Piknogenoliin in vivo fare kemik iligi hiicrelerinde Ames ve mikroniikleus
testleri ile ayrica in vitro insan lenfositlerinde kromozom aberasyon testi ile

mutajenitesi arastirilmistir. Piknogenoliin mutajenik olmadig1 belirtilmistir (25, 100).

Cin hamster over hiicrelerinde ndtral kirmizi boya geri alim testi ile 24 saatlik
maruziyette piknogenoliin sitotoksisitesi arastirildiginda piknogenoliin 150 pg/ml’e
kadar sitotoksik etki gdstermedigi, ancak bu konsantrasyon {izerinde sitotoksisite
basladigr ve 300 pg/ml konsantrasyonunda %350°nin altinda canlilik tespit edildigi
bildirilmistir (102).

Piknogenoliin 150 pg/ml’ye kadar genotoksik etki gostermedigi bildirilirken,
600 pg/ml’ye kadar insan lenfositlerinde kromozomal aberasyonlara neden olmadigi
belirtilmistir (101, 102). Fare kemik iligi kullanilarak yapilan mikrogekirdek testi
sonuglarma goére 1500 mg/kg piknogenoliin kromozom anormalligi gostermedigi

bildirilmistir (101).

Bu c¢aligmalar, piknogenoliin mutajenik ve genotoksik olmadigini
gostermektedir. Ayrica bir¢cok calismada piknogenoliin genotoksik hasara karsi
koruyucu rolii oldugu belirtilmektedir. Chovanova ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada
dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu olan ¢ocuklarda kontrol grubu ile kiyasla
8-0kso-7,8-dihidroguanin (8-oksoG) konsantrasyonlarinin artti1 belirtilmistir (103).
Piknogenol takviyesi kullanan cocuklarda 8-oksoG diizeylerinin 6nemli Olciide
azalmasinin piknogenoliin DNA’y1 hasardan korudugunun bir gostergesi olarak

kabul edilebilecegini gostermektedir.

Ureme toksisitesi
Fare, sican ve domuzlarda yapilan 6 iireme toksisite caligmasina gore
herhangi bir teratojenik etki, perinatal toksisite ya da infertilite {izerine olumsuz bir

etki gostermedigi bildirilmistir (21).

Siklofosfamit ile indiiklenen embriyo-fetal gelisim toksisitesine karsi
piknogenoliin  koruyucu rolii siganlar iizerinde gosterilmistir. Siklofosfamit
uygulamasi ile siganlarda fotal ve plasental agirlikta azalma ve fetal malformasyonda

artma gozlenmistir. Ayrica sicanlara gebelik sliresince uygulanan piknogenoliin
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siklofosfamit tarafindan indiiklenen embriyo-fetal gelisimsel toksisitede olumlu
etkilere yol actig1 gézlenmistir (37). Piknogenoliin oksidatif stres ile uyarilan ¢esitli

teratojenik etkenlere karsi koruyucu bir madde olabilecegini diisiiniilmektedir.

Duyarhlik reaksiyonlar:
Tavsanlarda deri ve g6z tahris testleri ve domuzlarda temas asir1 duyarhilik
testinde piknogenoliin irritan olmadig1 gosterilmistir. Goniillii insanlarda patch-

okliizyon testinde deri irritasyonu gozlenmedigi bildirilmistir (21).

Riskli donemlerde kullanimlar:

Gebelikte piknogenol i¢in bildirilen herhangi bir kontrendikasyon
belirtilmemistir. Toksikolojik c¢alismalarda mutajenik, teratojenik ve perinatal
toksisite bulgular1 goriilmemistir. Fakat genel bir yaklagim prensibi olarak gebeligin

ilk trimestrinde kullanilmamas1 onerilmektedir (21, 23, 25).

Hamilelik ve emzirme doneminde piknogenol kullanimina dair yeterli bilgi
mevcut degildir. Ayrica 6 yas altindaki cocuklarda piknogenol kullaniminin
giivenilirliligi  hakkinda yeterli bilgi bulunmadigindan dolayr  kullanim

onerilmemektedir (33).

Piknogenoliin giivenliliginin degerlendirilmesi

Piknogenoliin gidalarda kullanimina iliskin klinik giivenlilik ve preklinik
toksikolojik degerlendirilmesine dayanarak, bagimsiz toksikoloji uzmanlari
tarafindan “Genellikle Giivenli Kabul Edilir, GRAS, Generally recognized as safe”
kabul edilmektedir (20, 25, 33).

Piknogenolun istenmeyen etkilerine dair yapilan ¢aligmalarda uzun siirede
giivenli ve etkin oldugu, olduk¢a yiiksek dozlarda bile ciddi bir akut veya kronik
toksisiteye neden olmadigi belirtilmistir (21, 37).

2010 yilinda yayinlanan bilimsel ve klinik bir monografta; piknogenoliin
uzun donemde 20-100 mg’lik dozlarda ve kisa donemde 100-300 mg dozlarda
kullaniminin toksik olmadig1 kabul edilmektedir (20, 25).

Piknogenoliin insanlarda 100-200 mg/giinliik dozunun giivenli olabilecegi

ongoriilmektedir (104).
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Saglikli ve hasta bireylerden olusan toplamda 5723 kisinin bulundugu
yaklasik 70 klinik ¢alismadan elde edilen verilere dayanarak piknogenoliin giivenilir
oldugu ileri siirlilmektedir. Klinik ¢alismalarda piknogenoliin giinliik dozunun (80
mg/giin ortalama dozda, 30-450 mg/giin doz araliginda, 4665 kisi) advers etki orani
% 2.4 olarak, saglikl kisilerde (2116 kisi) bu oran %0.19 olarak belirlenmistir. Bu
klinik ¢alismalarin ortak sonucunda kullanim siiresi ya da dozunun yan etki ile

iliskili olmadig1 sonucuna varilmistir (20, 25, 100).

Klinik arastirmalarin sonucunda piknogenoliin en sik rastlanan yan etkisinin
gastrointestinal rahatsizliklar oldugu ve yemekle birlikte ya da yemekten sonra
aliminda bu yan etkinin goriilmedigi belirlenmistir (25, 100). Bunun yam sira bas
donmesi, bas agris1 ve bulant1 da sik bildirilen yan etkilerdendir (25). Bu yan etkiler
hafif siddetli bulunmustur. Piknogenoliin daha yiiksek dozlarinda bile ciddi yan etki
gostermedigi belirtilmistir (20, 25, 100).

Piknogenoliin normotansif bireylerde kan basinci ve kalp atim hizina etkisi, 4
klinik aragtirma (kisi sayisi: 185) ile degerlendirildiginde anlamli bir degisiklige yol
acmadigi belirtilmistir (25).

2002-2005 yillart arasinda Avrupa ve Asya’da piknogenol kullanan binlerce
bireyde 3 iirtiker, 1 bas agrisi, 1 mide bulantisi, 1 egzama ve diyare vakasi
belirlenmistir. Sonug olarak, 1970 yilinda Avrupa’da piyasaya siiriilen piknogenoliin

kullanimu ile ilgili ciddi bir advers etki bildirilmemistir (25).

Genellikle yetiskin veya geriyatrik popiilasyon tarafindan kullanilan
piknogenoliin diger ilaclar ile, alkol ve besinler ile birlikte alinmasina bagl olarak
bildirilen bir etkilesme bildirilmemistir. Aspirin kullanan hastalarda piknogenoliin
alinmasi protrombin zamanini (INR)’y1 etkilememistir (25, 33).

Kardiyovaskiiler bozuklugu olan 40 hastada 2 ay siire ile giinde 300 mg
kullanilan piknogenoliin herhangi bir yan etkiye neden olmadigi ve giivenle

kullanilabilecegi bildirilmistir (105).

Diz osteoartriti olan 156 kisi ile yapilan klinik ¢alismada piknogenoliin ii¢ ay
boyunca kullaninminin plasebo ile kiyasla bir yan etkiye yol agmadigi, aksine

tedavide kullanilan nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglarin neden oldugu
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gastrointestinal rahatsizliklara yol a¢madan semptomatik tedavide gilivenle

kullanilabilecegi belirtilmistir (106).

Klinik calismalarda piknogenoliin 40-100 mg/giin ya da 1 mg/kg va doz

araliginda kahvalti ile birlikte alinmas1 6nerilmektedir (21).
2.2. Kurkumin
2.2.1. Kurkuminin Dogal Kaynaklari ve Kullanim

Anavatan1 Gliney Asya olan kurkumin; halk arasinda “zerdecal, zerdecdp,
hint safrani, safran kokii” olarak bilinen Curcuma longa L.’nin rizomlarindan elde

edilen sari-turuncu renkli polifenolik bir bilesiktir (107-109).

Amerikan Gida ve Ilag Daresi (FDA), kurkumini GRAS listesinde
yayimlamistir ve su anda bir¢ok iilkede gida takviyesi olarak kullanilmaktadir (109,
110).

Curcuma longa (%3-8), Curcuma phaeocaulis (%3), Curcuma xanthorrhiza
(%1-2), Curcuma zedoaria (%0.1), Curcuma aromatica, Costus speciosus, Curcuma
mangga, Etlingera elatior ve Zingiber cassumunar tiirleri kurkumin kaynaklari

olarak bilinmektedir (107).

Kurkumin en yaygin bilinen kullanim1 kori tozu iiretimi olup testil boyasi
olarak, gida endiistrisinde renklendirici, koruyucu ve aromatizan olarak kullaniminin
yani sira tibbi kullanimi 6000 yillik bir gecmise sahiptir. Kurkuminin grip, soguk
alginlig1, gastrointestinal sistem rahatsizliklari, hematolojik bozukluklar, karaciger ve
akciger hastaliklar1 ve cilt hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklar ve durumlar iizerinde

geleneksel kullanimina rastlanmaktadir (107, 111-113).

Yaklasik son 50 yilda yapilan detayli arastirmalar1 6zetleyen bir derlemede,
kurkuminin kolesterol ve LDL diizeyini disiirdiigii, platelet agregasyonunu ve
miyokard infarktiistinii engelledigi, Tip 2 diyabet, romatoit artrit, multipl skleroz ve
Alzheimer ile iliskili semptomlar azalttigi, HIV replikasyonunu inhibe -ettigi,
karaciger ve akciger toksisitesini Onledigi, safra salgilamasini arttirdigi, katarakt
olusumuna kars1 koruyucu rolii oldugu ayrica kanserin Onlenmesi ve tedavisinde

etkin rolii oldugu belirtilmistir (111, 114).
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Kurkuminin  antioksidan, antiinflamatuvar, antiviral, antibakteriyal,
antifungal, antiseptik, analjezik ve antikanser etkilerine bagl olarak ¢esitli malign
hastaliklar, diyabet, alerji, agri, artrit, alzheimer ve diger kronik hastaliklara karsi
etki potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir. Bu etkilerinde transkripsiyon
faktorleri, biiyiime faktorleri, inflamatuvar sitokinler, protein kinazlar ve diger

enzimlerin regiilasyonunun aracilik ettigi belirtilmektedir (107).

Kurkuminin giivenliligi ve etkinligi lizerine yapilan bir¢ok in vitro ve in vivo
caligmalar ile c¢esitli hastaliklar iizerinde koruyucu ve tedavi edici rolii
desteklenmektedir. Kurkuminin terapotik  etkinliginin  klinik  ¢aligmalarda
arastirilmas1 sonucunda oral, sistemik veya topikal kullanimi ile g¢esitli kanser
tiirlerinde, inflamatuvar hastaliklarda, iilseratif olusumlarda, romatoid artritte,
osteoartritte, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif bozukluklarda, metabolik
hastaliklarda, cilt hastaliklarinda, mikrobiyal durumlarda etkinligi bildirilmistir (107,
110, 113, 114).

2.2.2. Kurkuminin Fizikokimyasal Ozellikleri

Curcuma longa (C.longa) bitkisinin aktif bilesenleri kurkuminoit olarak
isimlendirilir ve bitki yaklasik olarak %2-6 oraninda kurkuminoit icermektedir.
Kurkumin (%80), demetoksi kurkumin (%18) ve bis-demetoksi kurkumin (%2)
dogal fenoller olarak bilinen kurkuminoit ailesinin en bilinen {i¢ ana fenolik

bilesigidir. (Sekil 2.2.) (109, 110, 114, 115, 116).

Bisdemetoksikurkumin
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Sekil 2.2. Bisdemetoksikurkumin, demetoksikurkumin, kurkuminin (enol ve keto
formlar1) kimyasal yapilari.
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Kurkumin (diferuloilmetan, C;1H»006; MA: 368,38 g/mol)’in kimyasal adi
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) tarafindan 1,7-bis(4-
hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion olarak belirlenmistir. Kurkumin
portakal kabugu renginde, suda ve eterde ¢Oziinmeyen, lipofilik bir bilesik olup
cesitli organik ¢oziiciilerde (aseton, dimetilsiilfoksit, etanol, kloroform gibi) ¢6ziinen

fenolik yapili bir bilesiktir (109, 111, 115).

Kurkuminin kimyasal yapis1 incelendiginde keto ve enol formu olmak iizere
iki tautomerik form bulunur. Enol formu kati fazda ve soliisyon i¢indeyken daha
kararlidir. Beta pozisyonunda baglanmis olan 2 keton grubu kurkuminin antioksidan

etkisinde sorumlu tutulmaktadir (116, 117).
2.2.3. Kurkuminin Farmakokinetik Ozellikleri

Kurkuminin  farmakokinetik  Ozelliklerine  dair  ¢alismalarda  oral
absorpsiyonun diisiik oldugu, 6nemli miktarinin fecesle ve az bir kisminin ise idrarla
atildig1 bildirilmektedir. Ozellikle yiiksek dozlarmnin almmasini takiben karaciger
basta olmak iizere kan, mide, bagirsak, kalp, bobrek gibi farkli organlarda farkl
diizeylerde bulunabildigi ve viicuttaki yarilanma émriiniin alinan kurkumin miktarina

bagl olarak doz artis1 ile orantili degisebildigi gosterilmistir.

Kurkuminin oral uygulamasinda Sprague-Dawley sicanlarinda diyet ile 1
g/kg verilen kurkuminin oral absorpsiyonunun ¢ok diisiik oldugu, biiyiik bir kisminin

(%75) fegesle atildig1 ve ¢ok az bir kisminin ise idrarla atildig1 gdsterilmistir (118).

Trityum ile isaretli kurkumin kullanilarak siganlar iizerinde yapilan bir diger
caligmada da kurkuminin oral uygulamasinda ¢ogunun fegesle atildigi, intravendz
(i.v.) ve intraperitoneal (i.p.) uygulamada ise safra yolu ile atildig1 gosterilmistir

(119).

Bir diger calismada, trityum ile isaretli kurkuminin 10, 80, 400 mg/kg
dozlarda uygulanan siganlarda kurkuminin belirgin oranda fegesle atildigi, absorbe
edilen yiizdesinin (verilen dozun %60-66) dozdan bagimsiz olarak sabit oldugu ve

doz arttirilmasinin yiiksek absorpsiyon ile sonuglanmadigi gosterilmistir. Ayrica, 80



28

ve 10 mg/kg dozlarinda isaretli kurkuminin ¢ogunun 72 saat iginde atildigi, ancak
400 mg/kg isaretli kurkuminin uygulamadan 12 giin sonra bile karaciger, kan ve

bobrekte bulunabildigi belirtilmistir (120).

Farelere oral yoldan 1 g/kg kurkumin verildikten 15 dakika sonra plazma
diizeyi 0.13 mikrog/mL. ve 60 dakika sonra ise maksimum konsantrasyon
Cmax=0.22 mikrog/mL’a ulastifi, 6 saat igerisinde ise 5 ng/mL degerinin altina
diistiigii bildirilmistir (121). Farelere 0.1 g/kg 1.p kurkumin verilmesi ile 15 dakika
icinde maksimum konsantrasyona (yaklasik 2.25 mikrog/mL) ulastig1 ve ilk 60
dakika icerisinde konsantrasyonun hizla diistiigli gozlenmistir (121). Siganlarda 10
mg/kg (i.v) ve 500 mg/kg (oral) dozlarda kurkuminin farmakokinetik 6zelliklerini
belirlemek iizere yapilan calismada, maksimum plazma konsantrasyonu 10 mg/kg
(1.v) doz i¢in 0.36+0.05 mikrog/mL ve 500 mg/kg (oral) doz i¢in 0.06+0.01
mikrog/mL olarak belirlenmistir. Plazma yarilanma 6mrii ise 10 mg/kg (i.v) doz i¢in
28.1£5.6 dk ve 500 mg/kg (oral) doz i¢in 44.5+7.5 dk olarak belirlenmistir (Tablo
2.2)) (122).

Fare ve siganlar iizerinde yapilan c¢aligmalarda kurkuminin dokularda farkl
diizeylerde birikebildigi ve zamana bagl kisa siirede atildig1 gosterilmistir. 0.1 g/kg
1.p. kurkumin verildikten 1 saat sonra kurkumin en yiiksek oranda bagirsakta (117
ug/g) olmak tiizere dalakta (26.1 ng/g), karacigerde (26.9 ng/g), bobreklerde (7.5
ug/g) ve en diisiik oranda beyinde (0.41 pg/g) belirlenmistir (121).

Tablo 2.2. Siganlarda kurkumin uygulamasinda farmakokinetik parametreler.

Parametre 10 mg/kg (i.v.) 500 mg/kg (oral)
AUC (dk pg/ml) 7.2+1.2 3.6+0.6

Tmax (dK) - 41.7£5.4

Cuax (ng/ml) 0.36+0.05 0.06£0.01

ti2 (dK) 28.145.6 44.547.5

Insanlarda yapilan farmakokinetik calismalarin  ¢ogununda hayvan
calismalarina benzer sonuglara ulasilmistir (109). Insan, sican ve farelerde
kurkuminin farkli doz ve uygulama yollarinda plazma ve doku diizeyleri Tablo’da

verilmistir (Tablo 2.3.). Insanlarda 4-8 gram (57-114 mg/kg) kurkuminin oral yoldan
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verilmesinde maksimum plazma diizeyi 0.41-1.75 uM olarak belirlenmistir (123).

Bir¢cok c¢alismada kemiricilerde ve insanlarda kurkumin metabolizmasi
degerlendirilmistir. Kurkuminin ana olarak karacigerde ve ayrica diger dokularda

stilfatasyon ve glukronidasyon konjugasyonuna ugradig bildirilmektedir (131, 132).

Kurkuminin goniillii bireylere, oral yoldan tek doz (yaklasik 10-12 g)
verilmesinden 15 dakika ve 72 saat sonra alinan serum o6rneklerinde kurkuminin,

stilfat ve glukuronat konjugatlar tespit edilmistir (133).

Sicanlarda kurkuminin ana safra metabolitlerinin tetrahidrokurkumin ve
hekzahidrokurkumin oldugu, bunlarin glukuronat konjugatlari olarak atildig1 ve diger
safra metabolitlerinin ise dihidroferulik asit ve ferulik asit oldugu 1978 yilinda
Holder ve ark. taradindan bildirilmistir (119). Ayrica  siganlarin idrarinda

kurkuminin siilfat konjugatlarinin varlig1 da tespit edilmistir (120).

Fareler iizerinde yapilan calismalarda, kurkuminin ana metabolitlerinin
glukronat ve siilfat metabolitleri ve tetrahidrokurkumin oldugu ileri siiriilmiistiir

(Sekil 2.3.) (121, 131, 134).

| in vivo faz | metabolitleri |

OH oH OH oW
HEO. f\,wlw,,j\/\ A\I/"C"' HCO- . A\,J\/T\,AT,%T,OQ ”’°°I:-J/\' : '/\\::Eocm
m/]\,u;J !\.s’\o.. NOI;T N on HO B OH
Tetrahidrokurkumin Heksahidrokurkumin Heksahidrokurkuminol
| in vivo faz Il metabolitleri |
i ¢ . on 1
H,CO._~ /w.‘/*\/««\r . HCO. A, PN Y
PN v NN N
o LT X |
(?u? o O.AO/L‘J L"J\W
°""oH  Kurkumin glukronat Kurkumin siilfat

‘ Pargalanma Uriinleri |

HC=CHCOCH, HC=CHCOOH HC=CHCHO

H, OHi 0 I H,CO._ -~ ,»\,j'j».
W S ?\Qﬁ‘ ?\OCW ?\OC H, ?\W‘ No'/l\‘j °

Trans-6-(4-hidroksi-3-metoksifenil)- Feruloil metan  Ferulik asit Ferulik aldehit Vanilin

2,4-diokso-5-heksanal Dihidroferulik asit

Sekil 2.3. Kurkuminin in vivo metabolitlerinin ve pargalanma tirtinleri.
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Tablo 2.3. insan, sican ve farelerde kurkuminin farkli doz ve uygulama yollarinda
plazma ve doku diizeyleri.

Tiir Uygulama Yolu/ Doz | Serum/Doku Konsantrasyon Kaynak
Oral 2 g* Serum 0.006 £ 0.005 pg/mL (124)
insan | Oral 36¢g Plazma 11.1 £ 0.6 nmol/mL (125)
Oral 4-8 ¢ Plazma 0.41-1.75 uM (123)
Oral 12 g* Serum 51.2 ng/mL (126)
Plazma 16.1£11.4 ng/mL (127)
Idrar 2 ng/mL
Oral 340 mg/kg Bagirsak 1.4+0.2 mg/g
Karaciger 3671.8 ng/g
Bobrek 206.8+51.5 ng/g
Kalp 807.6+£170.4 ng/g
Oral 500 mg/kg Plazma 0.06+0.01 pg/mL (122)
Sican Oral 1 g/kg Serum 0.5 ug/mL (128)
Mide 53.5+5.1 (ug/g) (124, 129)
Ince bagirsak 58.6x11.0 (ng/g)
Oral 2 g/kg Kalin bagirsak 5.1£2.5 (ug/g)
Serum 1.35+0.23 pg/mL
iv. 10 mg/kg Plazma 0.36+0.05 pg/mL (122)
Oral 100 mg/kg Plazma 0.22 pg/mL (121)
Plazma 0.60+0.03 pg/mL (121, 130)
Bagirsak 117+£6.9 pg/g
Dalak 26.1+1.1 pg/g
Fare Karaciger 26.9 £2.6 ng/g
i.p. 100 mg/kg Bobrek 7.5 +0.08 ng/g
Beyin 0.41 £0.01 pg/g
Kalp 9.1+1.1 nmol/g
Akciger 16 +3 nmol/g
Kas 8.44+6 nmol/g

Kurkumin metabolitlerinin kurkumin kadar aktif olup olmadig1 heniiz tam
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olarak kesinlik kazanmamistir. Bazi c¢alismalarda tetrahidrokurkumin (THC)’in
kurkuminin fizyolojik aktiviteleri iizerinde rol alabilecegi ileri siiriiliirken, bazi
calismalarda ise metabolitlerinin daha diisiik aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir

(131, 135, 136).

Agizdan alman kurkuminin biiytik bir kismi feces yolu ile atilir, bir kismi ise
idrar yolu ile konjugatlari halinde atilir. i.v. ve ip. uygulanan kurkumin ise
uygulamadan hemen sonra hizli bir sekilde safra kanallarina gecip metabolize

edilerek feces ile atilmaktadir (131).

Oral olarak kurkumin verilen (36-180 mg/kg) 15 hasta ile yapilan bir
caligmada, 4 aya kadar kurkumin metabolitlerinin kan veya idrarda tespit

edilemezken feceste bulunabildigi gosterilmistir (137).

Kurkuminin oral biyoyararlanimi iizerine yapilan bir ¢alismada, 500 mg/kg
kurkuminin oral biyoyararlanimi siganlarda %1 olarak bildirilmistir (122).
Kurkuminin bagirsaklardan absorpsiyonun az olmasi, karacigerden yiiksek derecede
metabolize olmasi ve safradan hizli atilmasi, plazma ve dokularda diisiik seviyelerde
bulunmasini agiklamaktadir. Bu nedenle kurkuminin biyoyararlaniminin diisiik ve
yart Omriiniin olduk¢a kisa oldugu sonucuna varilmaktadir (109, 121, 131).
Kurkuminin diisiik biyoyararlanima sahip oldugu insanlar iizerinde de gosterilmistir.
Bu durumunun, kurkuminin suda ¢6ziiniirliigiiniin zayif olmasindan ve pre-sistemik

metabolizmaya ugramasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (128).

Shoba ve ark (1998) yaptiklar1 bir ¢caligmada, kurkuminin yalniz basina ve
ayrica hepatik ve intestinal glukuronidasyon inihibitorii olarak bilinen piperin ile
birlikte verilmesi durumunda biyoyararlanimin1 degerlendirmistir. Kurkuminin
piperin ile kombinasyonunun saglikli goniillii bireylerde ve siganlarda belirgin
sekilde biyoyararlanimi1 arttirdigr gosterilmistir. Sicanlarda yapilan bir bagka
calismada, 2 g/kg kurkumin ile 20 mg/kg piperinin birlikte uygulanmasinin
kurkuminin maksimum serum konsantrasyonunu kisa zamanda arttirdigi,
eliminasyon yarilanma Omriinii ve klerensi belirgin sekilde azalttig1, ayrica piperin
ile kurkuminin birlikte kullaniminin si¢anlarda kurkumin biyoyararlaniminmi yaklasik

%154 oraninda, insanlarda ise %200 oraninda arttirdig1 bildirilmistir (124).
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Kurkuminin biyoyararlaniminin arttirtlmast i¢in kurkumin ile kompleks
olusturma, lipozomal kurkumin, kurkumin nanopartikiilleri, kurkuminin sentetik

analoglar1 gibi ¢esitli yontemler denenmektedir (109).
2.2.4. Farmakolojik Ozellikleri

Cesitli preklinik hiicre kiiltiiri ve hayvan c¢aligmalarinda kurkuminin
antioksidan, antiinflamatuvar, antikanser, antimikrobiyal etkilere sahip oldugu, yara
tyilesmesini hizlandirdigi, ayrica kardiyovaskiiler, norodejeneratif, gastrointestinal,
otoimmiin rahatsizliklarda yararli etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Kurkumin
iizerine yapilan klinik arastirmalar kurkuminin geleneksel tibbi kullaniminmi ve

terapotik roliinii desteklemektedir (109, 111, 112, 138).

Antioksidan etki

Oksidatif stresin inflamasyon, ndrodejeneratif hastaliklar, miyokardiyal
iskemi, kanser gibi pek cok hastaligin olusumuna zemin hazirladig1 bilinmektedir.
Kurkuminin bilinen giiglii antioksidan bilesikler ile kiyaslanabilecek diizeyde giiglii
antioksidan etkiye sahip olmasi, kurkumini bir¢ok hastaligin tedavisinde potansiyel

bir etmen yapmaktadir (114, 115, 138, 139).

Kurkumin, basta hidrojen peroksit olmak iizere siiperoksit anyonlarinin,
nitrojen dioksit radikallerinin ve hidroksil radikalleri gibi birgok serbest radikali
stiptiriicli etkiye sahiptir ve sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin diizeylerini arttirarak oksidatif stresi azaltmaktadir. Lipid
peroksidasyonunu, lipit degredasyonunu, oksidatif DNA hasarini engelledigi in vitro

ve in vivo olarak bir¢ok calismada gosterilmistir (109, 114, 115, 138).

Kurkuminoitlerin siganlarda beyin dokusunda ve karaciger mikrozomlarinda
lipit peroksidasyonuna etkisi incelenmis ve tiim kurkuminoitlerin lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi, fenolik halkaya bagli metoksi grubu ve diketon yapili

kurkuminin ise antioksidan etkisinin oldukga belirgin oldugu gosterilmistir (140).

Serebral iskemi reperflizyon hasar1 olusturulan hayvan modelinde
kurkuminin lipit peroksidasyonunu inhibe ederek, antioksidan savunma enzimlerini
artirarak ve serbest radikal olusumunu azaltarak dolayistyla gii¢lii antioksidan etkisi

ile hasar1 azalttig1 gosterilmistir (141).



33

Sonug olarak, bir¢ok hastaligin temelinde yatan oksidatif hasarin kurkuminin
giiclii antioksidan etkisi araciligi ile azaltildigi ve bir¢ok hastaligin tedavisinde

olumlu etkileri nedeniyle yeni ilag sistemlerinde kullanilabilecegi goriilmektedir.

Antiinflamatuvar etki

Kurkuminin antiinflamatuar etkisi uzun yillardir bilinmektedir. Hiicre kiiltiirii
ve hayvan calismalarinda, klinik arastirmalarda kurkuminin inflamatuvar barsak
hastaliklari, pankreatit gibi inflamatuvar yanitin arttig1 hastaliklarda akut ve kronik

inflamasyonu baskilayarak etki gosterdigi belirtilmektedir (112, 142).

Bircok hayvan c¢alismasinda kurkuminin antiinflamatuvar etkileri
arastiritlmigtir. Hayvan caligmalarindan birinde, karragen ile indiiklenen 6demde
kurkuminin fareler {izerindeki antiinflamatuar etkisi gosterilmistir. Farelerde 48
mg/kg va dozda kurkuminin 6demi yar1 yariya azaltarak benzer dozdaki

kortikosteroite yakin etki gosterdigi belirtilmistir (142).

Antiinflamatuvar etkisi yoniinden nonsteroidal antienflamatuvar ilaglar ile
karsilastirildiginda uzun siireli kullanimda yan etki profili acisindan daha uygun ve

ekonomik oldugu bildirilmistir (143).

Kurkuminin antiinflamatuvar etkisine yonelik 6ne siiriilen etki mekanizmalar1 su

sekildedir:

- Proinflamatuvar gen {iriinlerinin saliverilmesini diizenleyen transkripsiyon
faktorii NF- kB’ nin aktivasyonunun engellenmesi (144)

- Inflamasyonlarin ¢ogunda rol oynayan proinflamatuvar enzimlerden COX-2
ve 5-LOX enziminin ekspresyonunu engellenmesi (145)

- Inflamasyon ile iliskili hiicre yiizeyinde bulunan adhezyon molekiillerinin
olusumunun baskilanmasi (112)

- Inflamatuvar etkinin olusmasinda gorev alan sitokinlerin (Tiimér nekroz
faktor (TNF) ve interlokinler (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12)) ekspresyonunun
ve etkisinin aril hidrokarbon reseptorleri lizerinden inhibisyonu (146, 147)

- Periferal mononiikleer hiicreler tarafindan olusturulan MMP’lerin iiretiminin
ve aktivitesinin doza bagimli inhibisyonu (112)

- Inflamasyon siirecinde rol oynayan oksijen radikallerini siipiiriicii etkisi (107)
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Antikanser etki

Kanser, proapoptotik sinyallerin kaybi ve antiapoptotik mekanizmalarin
etkisinin artmasina bagli olarak gelisen kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile karakterize bir
durumdur. Kurkuminin tek basma ya da kombine kullanilimmin arastirildig
kapsamli ¢alismalarda apoptozu indiikledigi, hiicre siklusunu durdurdugu ve ileri
siriilen ¢esitli mekanizmalar ile antikanser etki gosterdigi belirtilmektedir.
Kurkuminin farkli dokulardan elde edilen hiicre hatlarinda yapilan in vitro
caligmalara gore saglikli hiicrelerde sitotoksik etki gostermemesine ragmen, timor
hiicreleri i¢in sitotoksik etki gosterdigi bildirilmektedir. Kurkuminin timor
hiicrelerinde  sitotoksisiteye neden oldugu temel mekanizma, apoptozun

indiiklenmesi olarak ileri siirtilmektedir (107, 129, 148).

Kurkuminin hiicre canliligi ve proliferasyon, kaspaz aktivasyon, timor
stipresOr, mitokondriyal ve protein kinaz yolaklarini etkileyerek antiproliferatif ve
antiapoptotik etki araciligiyla normal hiicreleri etkilemeden genis gesitlilikte timor

hiicrelerini 6ldiirebilme yetenegine sahip oldugu, bildirilmistir (129).

Kurkuminin normal hiicrelerde oksidatif stresi azaltarak ve inflamatuvar yanit
ile ilgili genlerin transkripsiyonunu inhibe ederek radyoprotektif etki gosterdigi ve
kanserli hiicrelerde ise apoptozdan sorumlu genlerin artisina bagli olarak bu hiicreleri

radyasyona duyarli hale getirdigi bildirilmektedir (112).

Kurkuminin farkli hayvan modellerinde tiimor biiyiimesini engelledigi ve
kanserli hayvan modellerinde yasam siiresini uzattig1 belirtilmistir. Kurkuminin
MMP inhibisyonu ile tiimor metastazini inhibe ettigi in vivo ve in vitro modellerde
gosterilmistir. Kurkuminin agiz, 6zefegus, mide, karaciger, meme, duedenum, kolon,

prostat gibi bir¢ok kanser tiirtinde antitiimor etki gosterdigi bildirilmistir (107).

In vivo ve in vitro yapilan ¢alismalar kurkuminin karsinojenezi ii¢ asamada
inhibe ettigini gostermektedir. Kanserojenik bilesiklerin metabolik aktivasyonunu
bloke ederek veya detoksifikasyonunu stimiile ederek timdriin baslamasini
engellemektedir. Ayn1 zamanda apoptozu arttirarak, hiicre siklusunun ilerlemesini
inhibe ederek, transkripsiyon faktorlerinin kontroliinii saglayarak, inflamatuvar yaniti
baskilayarak, tiimoriin beslenmesi i¢in 6nemli olan anjiogenezi ve metastazi inhibe

ederek tiimoriin gelismesini ve ilerlemesini engelledigi belirtilmektedir (107).
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NF- kB, tiimor nekroz faktor iliskili apoptozu indiikleyen ligand, fosfoinositid 3-
kinaz, c-Jun N-terminal kinaz (JNK)’in dahil oldugu 6nemli ¢oklu hiicresel iletim
yolaklarinin diizenlenmesi araciligiyla kurkuminin normal hiicreleri etkilemeden

tiimor siirecini inhibe ettigi bulunmustur (148).

Kurkuminin gesitli kanser tiirlerinin hem 6nlenmesinde hem de tedavisinde etkili
oldugu bir¢cok caligmada ortaya konmustur. Bu etkilerinde ileri siiriilen olasi
mekanizmalar asagida listede ve tabloda belirtilmistir (Tablo 2.4.) (107, 113, 114,
148-150):

- Antiinflamatuvar ve immiinomodulatdr etkinin antitiimor etkiyi desteklemesi
(142, 147)

- Bcl-2 ailesinin antiapoptotik iiyelerinin ekspresyonunu azalttigi, kaspaz
aktivasyonu ve p53 gibi tiimor supresor geninin uyarilmasi ile timor
hiicrelerinin proliferasyonunu baskilanmasi (151)

- Anjiyogenik sitokinlerin baskilanmasi ile damar endoteli gelisim faktorii
(VEGF), fibroblast gelisim faktorii ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ederek
invaziv tiimorlerin beslenme aginin engellenmesi (107)

- MMP ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunun inhibisyonu ile
metastazinin engellenmesi (148)

- Transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonu (c-myc, siklin D1, Bcl-xL gibi hedef
genlerin kontrolli saglanamamasi nedeniyle hiicre dongiisiiniin engellenmesi
ve apoptozun artmasi) (116)

- AP-1 sinyal iletim yolaklarinda inhibisyonu

- Sitokin ve ¢esitli biiyiime faktorlerinin degismesi epidermal biiyilime
faktoriiniin ve reseptoriiniin etkisinin ve ekspresyonunun inhibe edilmesi ile
(107)

- Hiicre siklusunu baskilanarak (cyclin D1, sdk-1 ve cdc-25 ekspresyonunu
Onleyerek) hiicrenin apoptoza tesvik edilmesi (116)

- Karsinojen  aktivasyonunun  inhibisyonu (in  vitro  c¢alismalarda
prokarsinojenler tarafindan indiiklenen sitokrom P450 aktivite artisini inhibe
ettigi gosterilmistir) (116, 146)

- Karsinojenin detoksifikasyonu i¢in faz-II enzim ekspresyon mekanizmasinin

uyartlmasi (112)
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Tim bu biyolojik etkiler kurkuminin kanser tedavisinde ve Onlenmesinde

giiclii etkisini agiklamaktadir.

Insan skuaméz hiicreli akciger karsinomu H250 hiicrelerinde vinorelbin ve
kurkuminin tek baglarina sirasi ile %38 ve %23.7 oraninda apoptoza neden oldugu,
birlikte verildiklerinde kurkuminin vinorelbinin neden oldugu apoptozu yaklasik
%60 arttirdig1 gosterilmistir. Bu bulgulara dayanarak kurkuminin in vitro olarak
vinorelbinin kemoterapotik etkisini  artiran adjuvan bir madde olabilecegi

bildirilmistir (152).

Faz 1 klinik aragtirmada ilerleyici direngli kolorektal kanserli hastalara
kurkuminin giinliik 450-3600 mg arasinda degisen dozlarda 4 ay siire ile
uygulanmasinin ardindan diyare diginda belirgin toksisite gozlenmedigi belirtilmistir.
Kurkumin 3600 mg/giin dozda tiiketilmesinin kan l6kositlerinde prostaglandin-E2
(PGE2) iiretimini inhibe ettigi ex-vivo olarak gosterilmistir. Bu calismaya gore,
kurkuminin oral 3.6 g/giin dozu gastrointestinal sistem ve diger malignitelerin

onlenmesi veya tedavisinde onerilmistir (125).

Kurkuminin kolorektal, pankreas, prostat, karaciger kanserleri ve multipl
myeloma gibi ¢esitli kanser tiirlerinde kanser lezyonlarinda etkili oldugu tamamlanan
klinik c¢alismalar ile kanmitlanmistir (110). Faz-1 ve faz-1I klinik ¢alismalar

kurkuminin oldukga giivenilir ve etkili olabilecegini ortaya koymaktadir (148).

Antimikrobiyal etki

Kurkuminin tekstil ve gida iiriinlerinde toksik etki gdstermeden antibakteriyel
ozellige sahip olmasindan dolayr kullanildigr bilinmektedir (153). Antibakteriyel
etkisinin yani sira kurkuminin antiviral, antimalaryal, antifungal, antiprotozoal

etkilere sahip oldugu da gosterilmistir (108).

Bir¢cok in vitro caligmada kurkuminin HIV tip 1 ve tip 2 viriisiiniin
replikasyonunu 6nleyerek AIDS hastalarinda umut vaad edici sonuglar alinabilecegi
ileri siiriilmektedir (143). Kurkumin ile antibiyotik kombinasyonlar1 denenmis ve
kurkumin varliginin antibiyotik ile sinerjistik etki ortaya cikardigi gosterilmistir

(154).
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Tablo 2.4. Kurkuminin antikanser etkisi ve altinda yatan etki mekanizmalari.

Antikanser etki

Mekanizma

Hiicre / Hayvan ¢calismalan

Karsinojen
aktivasyonunun
inhibisyonu

Karsinojen
detoksifikasyonun
un uyarimasi

Antiinflamasyon

Apoptoz
indiiksiyonu

Hiicre siklusunun
inhibisyonu

Anjiyogenez
inhibisyonu

Metastaz ve
yayllimin
inhibisyonu

Onkogen
ekspresyonunun
veya
aktivasyonunun
inhibisyonu

Tiimor baskilama
fonksiyonu

P450 aktivitesinin ve
ekspresyonunun
inhibisyonu

GST  aktivasyonunun
indiiksiyonu

COX-2 ekspresyon veya
aktivasyonunun
uyarilmasi

iNOS ekspresyon veya
aktivasyonunun
uyarilmasi

Kaspaz aktivitesinin

uyarilmasi

Hiicre sagkalim
sinyalinin baskilanmasi

G2/M baskilamasi

GO0/G1 baskilamasi

VEGF ekspresyonunun
inhibisyonu

MMP ekspresyon veya
aktivasyonunun
inhibisyonu

c-ras, c-jun, c-fos ve c-
myc ekspresyonunun
azalmasi

P53
akiimiilasyonu
fosforilasyonunun
artmasi

geninin
veya

MCF-7 hiicresi, si¢an, fare

Fare, sican

Fare derisi, insan gastrointestinal hiicresi, BV2
mikroglial hiicresi

RAW 264.7 hiicresi, BALB/c fare peritoneal
makrofaj

K-562
noro2a

Insan kronik miyelojenik 16semi
hiicresi, insan melanoma hiicresi,
hiicresi

U937 monosit lenfoma hiicresi, insan bobrek
karsinoma hiicresi, DU145 hiicresi

HL-60 hiicresi, MCF-insan akciger timor
hiicresi, insan kolon kanser hiicresi, gastrik
KATO-III hiicresi

Insan umblikal ven endotel hiicresi, insan
bobrek karsinoma hiicresi

Ehrlich ascites tiimor (EAT) hiicresi, NIH 3T3
hiicresi, HUVEC hiicresi, U937 ve Raji
hiicresi, MDA-MB-231 hiicresi

Miirin melanoma hiicresi B16F10, insan
hepatoseliiler karsinoma SK-Hep-1 hiicresi,
hepatoseliiler karsinoma CBO140C12 hiicresi,
MCF10A insan akciger epitel hiicrelsi, insan
astroglioma hiicresi

CD-1 fare derisi, tiimorlii fare derisi, SKH-1
fare derisi, fare epidermal JB6 hiicresi, B
lenfoma hiicresi, HCT-116 hiicresi

MCF-7 ve TR9-7, insan akciger kanser
hiicreleri, insan ndroblastoma hiicresi, insan
ovaryum kanser hiicresiy, HT-29 kolon
adenokarsinoma hiicresi.




38

Antidiyabetik etki

Kurkuminin diyabet hastaliginda geleneksel tibbi kullaniminin oldugu
bilinmektedir. Kurkuminin glisemi, karaciger bozukluklari, adipoz doku
disfonksiyonu, nefropati, noropati, vaskiiler hastaliklar, pankreatik beta hiicre
disfonksiyonu, testikiiler hasar gibi diyabet ve diyabet komplikasyonlarinda etkili
oldugu bildirilmektedir (155).

Kurkuminin, bazi otoimmiin hastaliklarda proinflamasyon sinyalleri
diizenleyerek etki gosterdigi, ayrica NF-kB ve tiimor nekroz faktorii (TNF)-alfa
ekspresyonunu engelleyerek insiilin direncini azaltarak insiiline direngli tip-II diyabet
hastalarinda ve bir¢ok diyabetik hayvan modellerinde antidiyabetik etkisi gosterdigi
bildirilmektedir (107).

Kurkuminin hipoglisemik etkisinin altinda yatan mekanizma c¢esitli
arastirmalarda farkli sekillerde aciklanmaktadir. Bir arastirmada kurkuminin
dogrudan pankreasin beta hiicrelerini uyararak hipoglisemik etkiye neden oldugunu
belirtilirken (156) bir baska caligmada ise peroksizom proliferator aktive reseptor
gama (PPAR-gama) baglama aktivitesi ile kan glukoz seviyelerinin yiikselmesini
engellendigi belirtilmektedir (157). Fareler iizerinde olusturulan diyabetik agri
modelinde kurkuminin, TNF-alfa ve NO saliverilmesini inhibe edici etkisi

gosterilmistir (158).

Norodejeneratif hastaliklarda etki

Kurkuminin ndérodejeneratif hastaliklar iizerinde koruyucu ve iyilestirici
etkisine dair bir¢ok caligma bulunmaktadir. Kurkuminin reaktif oksijen tiirlerini
azaltarak ve glutatyon sentezini arttirarak mitokondriyal hasar1 inhibe ettigi, amiloid

beta plaklarin birlegsmesini 6nledigi bildirilmistir (159).

In vitro, in vivo ve klinik ¢alismalar ile kurkuminin Alzheimer, parkinson,
multipl skleroz, epilepsi, serebral hasar gibi norodejeneratif hastaliklarda
noroprotektif etki gosterdigi ve kurkuminin molekiiler hedeflerinin transkripsiyon
faktorleri, sitokinler ve NF- kB aktivitesinin regiilasyonu ile iliskili oldugu
bildirilmigtir (143, 159). Ayrica, kurkuminin ndroprotektif etkisi, lipit
peroksidasyonunu inhibe etmesi ve serbest radikal siipiiriicii etkisi araciligiyla

antioksidan etki gostermesi ile iligkilendirilmistir (114).
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Sigcanlara 30-300 mg/kg uygulanan kurkuminin giiclii antioksidan etkisi ile
orta serebral arter tikanikhigina karsi lipit peroksidasyonunu inhibe ederek,
antioksidan savunma enzimlerini arttirarak ve peroksit olusumunu azaltarak belirgin

noroprotektif etki gosterdigi belirlenmistir (141).

Kurkuminin diyete eklenmesinin fare ve sicanlarda Alzheimerda ve fokal
serebral iskemi modellerinde lipit peroksidasyonunu inhibe ederek oksidatif stres

olusumunu azaltarak koruyucu oldugu gosterilmistir (160, 161).

Alzheimer hastaligina sahip hayvan modellerinde kurkuminin kan beyin
bariyerini gecerek amiloid beta plaklar ile indiiklenen toksisiteyi 6nledigi ve okside
protein seviyelerini diisiirerek biligsel bozukluklardan kordugu ve ayrica metaller ile
(Cut2, Fet2) ile selasyona girerek NF-«xB’nin olusturacagi inflamasyon hasarini

onleyebildigi gosterilmistir (160, 162).

Kurkuminin hem in vitro hem in vivo olarak Parkinson hastaligina bagl
glutatyon rediiktaz (GSH) seviye azalmasini diizeltebildigi, oksidasyona karsi
korunma sagladigt ve mitokondriyal kompleks-1 aktivitesini koruyabildgi
gosterilmistir ve  Parkinson hastalarinda beyindeki dopaminerjik noronlarindaki
oksidatif strese bagli hasarin kurkuminin giiclii antioksidan etkisi ile diizeltebilecegi

ileri siirtilmiistiir (163).

Alzheimer hastalarinda kurkuminin 24 hafta boyunca oral tiiketildigi
randomize, c¢ift kor plasebolu kontrollii ¢alismasinda tolerebilitesi ve etkinligi
degerlendirilmistir. Giinliik 2-4 gram kurkumin igeren preparatin gastrointestinal yan
etkiler disinda bir yan etki gostermedigi, Alzheimerda da klinik ve biyokimyasal
parametreler ac¢isindan etkili oldugu bildirilmistir (162).

Kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkileri

Kurkuminin gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuvar etkisi kardiyovaskiiler
sistem iizerinde de olumlu etkiler gosterecegini diisiindiirmektedir. Yapilan
calismalarda serbest radikallerin neden oldugu kardiyak hasara ve kardiyak
inflamasyona kars1 kurkuminin kardiyoprotektif etki gosterdigi bildirilmektedir (164,
165).

Kurkuminin antineoplastik bir ila¢ olan adriamisin ile indiiklenen
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kardiyotoksisitesi iizerindeki etkisi sigcanlar {izerinde c¢alisilmistir. Adriamisin
kullanimindan 7 giin 6nce ve ilac1 takiben 2 giin boyunca 200 mg/kg va/giin

kurkuminin kardiyotoksisiteyi anlamli sekilde azalttig1 gdsterilmistir (166).

Kurkuminin hiicre i¢i membranlarda lipit peroksidasyonunu inhibe ederek
dislipidemide olumlu etkiler gosterdigi ve ateroskleroz gelisimini Onleyerek

kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu etki gosterdigi belirtilmektedir (139).

Kurkuminin trombositlerin agreagasyonunu ve adhezyonunu inhibe ederek
trombus olusumunu engelledigi gosterilmistir. Siklooksijenaz aktivesini inhibe

etmesi nedeniyle muhtemel antitrombotik ajan olarak degerlendirilmektedir (167).

Kurkuminin patolojik kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezliginde 6nemli isleve
sahip histon asetiltransferazi inhibe ederek kalp hipertrofisini engelledigi

gosterilmistir (168).

Gastrointestinal sistem iizerindeki etkileri

Kurkuminin orta derecedeki sindirim sistemi rahatsizliklarinda ve safra
salgis1 yetersizliklerine bagl hastaliklarin semptomatik tedavisinde geleneksel olarak
kullanildig bilinmektedir. Kurkuminin hem oral hem ip uygulamasinin gastrik tilseri
engelleyerek antiiilser aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (169). Kurkuminin
ayrica serbest oksijen radikallerinin neden oldugu gastrik iilserde antioksidan etkisi

ile gastroprotektif etkisi ortaya konmustur (169).

Hafif seyreden iilseratif kolitli hastalarda hastalik niiksiiniin kurkumin ile
engellenmesi amaglanmig 89 hasta ile yapilan randomize ¢ift kor klinik calismada ise
plasebo ve kurkumin kullananlar arasinda belirgin bir fark goriilmedigi de

bildirilmistir (170).

Helicobacter pylori ile ilser modeli olusturulan farede oral olarak uygulanan
C.longa ekstraktinin gastrik asit sekresyonunu azalttig1 ve gastrik mukozal lezyon
olusumuna kars1 koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Gastrik asit sekresyonunu H2

histamin reseptorlerini bloke ederek gerceklestirdigi ileri siirtilmektedir (171).

Karaciger iizerine etkisi
Kurkuminin hepatotoksisitede antioksidan ve antiinflamatuvar etkisi ile

potansiyel koruyucu role sahip oldugu ¢esitli arastirmalarda ortaya konmustur (172,
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173). Akut ve kronik alkol intoksikasyonu durumunda kurkuminin NF- B ile
fosfolipaz A2 inhibisyonu yaparak, yiiksek yaglh diyette LDL peroksidasyonu ile

karaciger intoksikasyonunu onledigi bildirilmistir (116).

Deri iizerine etkisi
Kurkuminin su ¢igegi, bocek isiriklart gibi durumlarda yara iyilesmesinde

lokal olarak geleneksel kullaniminin oldugu bildirilmistir (174).

Kurkuminin NF-kB inhibisyonu araciligiyla skleroderma, psoriazis ve deri
kanseri gibi c¢esitli deri hastaliklarinda onleyici ve tedavi edici etkisinden s6z
edilmektedir (114, 115). Kurkuminin psoriyasizli hastalarda lokal uygulamasinin

klinik, histolojik ve immiinolojik olarak yararli oldugu bildirilmistir (139).

Kurkumin uygulamasmin fibronektin ve kollajen ekspresyonunu artirarak
yara ilyilesmesini hizlandirdigi, neovaskiilarizasyonu ve ayrica keratinosit ve
fibroblastlarda hidrojen peroksitin neden oldugu hasari inhibe ettigi bildirilmistir

(175).
2.2.5. Kurkumin Toksisitesi

Akut toksisitesi
Akut toksisite calismalarina gore kurkumin toksisitesinin diisiik oldugu

gorilmektedir.

Farelerde 1380-3500 mg/kg va dozlarinin akut oral olarak verilmesinde
diskida renk degisikligi disinda herhangi bir yan etkiye neden olmadigi ve
kurkuminin oral LDs, degerinin 3500 mg/kg va’dan daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(176).

Yapilan bir bagka calismada oral olarak verilen kurkuminin farelerde 2000
mg/kg’a kadar, siganlarda ise 5 g/kg’a kadar akut toksik etki olusturmadigir ve
kurkuminin oral LDsy degerinin sicanlarda 5000 mg/kg’dan ve farelerde ise 2000

mg/kg’dan faza oldugu bildirilmistir (118, 124).

Lilja ve dig. (1983) yaklasik %79 kurkumin igeren tiirmerik ekstraktinin hem
sicanlarda hem farelerde LDsy degerinin 10 g/kg ‘dan fazla oldugunu ileri

stirmiislerdir (177).
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Subakut-subkronik toksisitesi

Yaklasik 90 giin boyunca diyetlerine kurkumin eklenen sigcan (1.8 g/kg va) ve
maymunlarda (0.8 g/kg va) biiyliime, davranigsal, biyokimyasal ve histolojik
parametrelerde herhangi bir yan etki olusturmadig: gosterilmistir (178).

Bagka bir calismada sicanlara 8 hafta kurkuminin insanlarin tiiketebilecegi
normal dozun 1.25-125 kati1 doz araliinda oral olarak verilmesinde biiyiime,
beslenme ve hematolojik parametrelerde herhangi bir degisiklige yol agmadigi,
ancak calisilan en yiiksek dozunda (5000 mg/kg va) gida tiikketimini azalttigi
bildirilmektedir (179). Ulusal Kanser Enstitlisii (National Cancer
Institute) tarafindan 1988 yilindan beri kanser onleyici madde olarak arastirilan
kurkuminin giivenirliligi iki ayr1 subkronik calismada sican ve kopeklerde
degerlendirilmistir. 90 giin boyunca 1140, 1515, 1995, 2630, 3500 mg/kg va/giin
dozlarda uygulanan kurkuminin bazi siganlarda diski renginde degisme, retikiilosit
sayisinda azalma ve hemoglobinlerinde artma belirlenmistir. Ayrica yliksek dozlarda
siganlarda viicut agirliginda hafif azalma gozlenmistir. Ancak bu degisikliklerin
biyolojik olarak onemli olmadigi bildirilmistir. Bu ¢alismaya istinaden NOAEL
degeri, 3500 mg/kg va /giin olarak kabul edilmistir. Erkek ve disi kopeklere 90 giin
boyunca jelatin kapsiil formiilasyonunda 250, 500, 1000 mg/kg va /giin verilen
kurkuminin orta ve yiiksek dozlarinda hemoglobin konsantrasyonunda yiikselmeye
neden oldugu, ancak belirgin bir anemiye neden olmadig1 gosterilmistir. Dolayist ile

kopeklerde NOAEL degeri 1000 mg/kg va/ giin olarak kabul edilmistir (176).

Kurkumin igerigi %79-85 olan tiirmerik oleoresin kullanarak farelerde
yapilan subkronik toksisite caligmasina gore; 13 hafta boyunca erkek farelere 150,
750, 1700, 3850, 7700 mg/kg va/giin; disi farelere ise 200, 1000, 1800, 4700, 9300
mg/kg va/giin dozda oral olarak verilmistir. Her iki cinsiyette de kilo, hematolojik ve
histopatolojik bulgular veya mortalite oraninda énemli bir degisiklik bulunmamastir.
Ancak karaciger agirliginda doza bagiml artis gézlenmistir. Ayrica, en yliksek doz
verilen farelerde istatistiksel olarak anlamli akciger ve bobrek agirliginda azalma
meydana gelmistir. Biyokimyasal analizlerde kolinesterazlar ve fosforda doz-bagimli

artis gosterilmistir (177, 180).
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Kronik toksisitesi

Sicanlarda subkronik uygulamay1 takiben kati lipid kurkumin partikiillerinin
(yaklasik %30 kurkumin igeren) etkisi arastirilmistir. 90 giin siire ile oral olarak 180
mg (=54 mg kurkumin)/kg va, 360 mg (=108 mg kurkumin)/ kg va, 720 mg (=216
mg kurkumin)/kg va uygulanan formiilasyonunun oftalmik, davramigsal, kilo
degisimi, organ agirlik degisimi gibi klinik bulgularda toksikolojik agidan énemli bir
degisiklige yol ag¢madigr bildirilmistir. Ayrica hematolojik, biyokimyasal ve
histopatolojik olarak da herhangi bir yan etki goriilmemistir. Bu calismanin
sonuclarina dayanarak kati lipid kurkumin partikiillerinin NOAEL degeri calisilan en
yliksek doz olan 720 mg/kg olarak bildirilmistir (181).

Ulusal Toksikoloji Programi (NTP, 1993) kemiricilerde yaklasik olarak %80
kurkumin igeren tlirmerik oleoresin ile 2 yillik bir kronik toksisite ve kanserojenite
caligmas1 ylriitmistiir. Bu calisma kapsaminda, disi ve erkek sicanlara kurkumin
2000, 10000, 50000 ppm dozda diyetleri ile birlikte uygulanmistir. Bu degerlerin
erkek sicanlar i¢in 80, 460, 2000 mg/kg va/ giin ve disi sicanlar i¢in 90, 440, 2400
mg/kg va/ gin dozuna esdeger olarak OngOriilmiistir. 15 ayhk ara
degerlendirmelerde; yiiksek dozlarda (10000 ve 50000 ppm) karaciger agirliklarinda
artiglar goriilmekle birlikte toksisite ile ilgili belirgin bir klinik bulgu
kaydedilmemistir. Hematolojik degerlendirmede; yiiksek dozda hematokrit
degerlerini, hemoglobin konsantrasyonlarin1 ve eritrosit sayisini onemli Olgiide
azalttigt ve biyokimyasal paratametrelerde klinik yonden anlamli degisiklik
gostermedigi sonucuna varilmistir. Yiiksek dozlarda (10000 ppm ve iizeri) sicanlarda
neoplastik olmayan lezyonlar, {ilser, kronik aktif inflamasyon, ¢ekum hiperplazisi
gozlenmistir. Calisilan doz araliginda kurkuminin doz-bagimli kanser iligkisi

gosterilememistir (180).

Benzer bir baska caligmada ise kurkuminin kronik toksisitesi ve karsinojenik
etkisi fareler iizerinde incelenmistir. Bu calismada kurkuminin 2 yil siire ile 220
mg/kg (2000 ppm)- 8400 mg/kg (50000 ppm) va/giin) doz araliinda oral olarak
farelere verilmistir. Kurkuminin 10000 ppm dozda hepatoseliiler adenoma
insidansinda Onemli artisa neden oldugu, ancak gastrointestinal hasara (iilser,
neoplastik olmayan gastrointestinal lezyonlar gibi) yol agmadigi bildirilmistir. En

yiksek doz uygulanan farelerde tiroit bezi folikiiler hiperplazisinde, diisiik ve orta
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doz uygulanan erkek farelerde ince barsak karsinomlarinda artisa yol ac¢tigi

gosterilmistir (180).

Yapilan kronik toksisite c¢aligmalarina gore kurkuminin karsinojenik
aktivitesinin olduguna dair yeterli kanit bulunmadigl sonucuna varilmistir (180).
Diinya Saglik Orgiitii kurkumini kanserojen olarak degerlendirmemektedir (176,

182).

Genotoksisite

Yapilan bir¢ok ¢aligma da kurkuminin mutajenik olmadigi gosterilmistir. in
vivo ve in vitro mutajenite deneylerinde kurkuminin potansiyel genotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Ames testinde (metabolik aktivasyon (-/+)) kurkuminin

genotoksik etkiye sahip olmadigi bildirilmektedir (183-185).

Kurkuminin CHO hiicrelerinde yapilan c¢aligmaya gore mikrogekirdek,
kromozomal aberasyon ve dominant lethal mutasyon testinde negatif sonu¢ alinmistir

ve mutajenik ve genotoksik olmadigi ileri siirtilmiistiir (186).

Bazi in vitro ve in vivo klastojenisite ¢alismalarinda kurkuminin celiskili
sonuglar1 bildirilmektedir. Kurkuminin kromozomal sapma testinde ve in vitro comet
testinde, 15, 25, 50 uM konsantrasyonlariin gastrik mukoza hiicrelerinde ve insan
periferik kan lenfositlerinde DNA hasarina yol a¢tig1, ancak bu hasarin 2 saat i¢inde
onarilabildigi bildirilmistir (187). Farelere oral yol ile 5 g/kg tek doz C. longa
ekstresi uygulamasinin kemik iliginde mikrogekirdek olusumunda Onemli bir

degisiklige ve genotoksisiteye neden olmadigi belirtilmistir (188).

Gliglii antioksidan etkisi ve gida ve kozmetiklerde renklendirme ajani olarak
yaygin kullanilan kurkuminin yiiksek dozlarda oksidatif stresi tetikleyebilecegi ve
DNA hasarina neden olabilicegi ileri siiriilmektedir. Bunun iizerine HepG2 hiicreleri
ile yapilan in vitro ¢alismada, kurkuminin antigenotoksik ve genotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Mikrogekirdek testinde, 8 ve 16 pug/ml konsantrasyonlarinda
mikrogekirdek olusumunu 6nemli diizeyde arttirdigi, 2 ug/ml konsantrasyonlarinda
siklofosfamit ile indiiklenen mikrogekirdek olusumunu azaltttigi gozlenmistir.
Kurkuminin doz-bagimli olarak hem genotoksik etki hem de antigenotoksik etki

gosterebilecegi ileri siirtilmiistiir (189).



45

Fare ve sicanlarda kurkuminin kronik diyet maruziyetinin kardes kromatit
degisimi ve kromozomal aberasyona etkisi arastirilmistir. Calisma sonucuna gore
kurkumin farelerde zayif klastojenik olarak degerlendirilmistir. Kromozomal
aberasyonda onemli bir artis gozlenmezken, intraperitoneal uygulamada 25 mg/kg
va tlizerindeki dozlarinda kardes kromatit degisimini diisiikk siklikta indiikledigi

bildirilmistir (190).

Bir bagka calismada ise farelere 25-200 mg/kg va intraperitoneal yoldan
uygulanan kurkuminin, dozdan bagimsiz kemik iligi hiicrelerindeki kardes kromatit

degisimini 6nemli 6l¢iide artirdig bildirilmistir (182).

Yukarida belirtilen arastirmalarimin aksine kurkuminin antimutajenik ve

antigenotoksik etkiye sahip oldugu da bir¢ok ¢aligmada gosterilmektedir (176).

Ureme ve gelisim toksisitesi

Fareler iizerinde yapilan c¢alismada 12 hafta siire ile hayvan diyetlerine
eklenen kurkuminin (%0.015) hamilelik orani, embriyo sag kalimi, implantasyon
sayist ve mutajenik indeks parameterelerine gore herhangi bir teratojenik etki

olusturmadig1 gosterilmistir (186).

OECD klavuzlarina uygun olarak yiiriitiilen bir calismada, siganlara ¢iftlesme
periyodundan 10 hafta 6nce 1500, 3000, 10000 ppm kurkumin igeren diyet
verilmistir ve 21-24 hafta boyunca kurkuminli diyete devam edilmistir. Bu ¢alismada
ebeveyn ve yenidoganda calisma boyunca gozle goriliir onemli toksisite,
histopatolojik degisiklik, oftalmolojik degisiklik ya da mortalite goriilmedigi ve
tedavi ile ilgili istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunmadig: bildirilmistir.
Orta ve yiiksek dozlarda dogum endeksinde artis gozlendigi, ancak bu etkinin
anlamli olmadig1 kaydedilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda dogurganlik
indeksi, dogum orani, implat kaybi, canli dogum yiizdesi bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Arastirmacilar, bu ¢alisma sonucuna
gbére kurkuminin lireme parametreleri {izerinde toksikolojik etkisinin olmadigim
bildirmis ve iireme toksisitesi icin NOAEL degerini 10000 ppm (=erkek sicanlarda
847-959 mg/kg va disi sicanlarda 1043-1076 mg/kg va esdegerdir) olarak
belirlemislerdir (191).
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Alerji ve duyarhhk

Kurkumin ya da zerdegal aliminin allerjik reaksiyonu artirdigina dair kanit
bulunmamaktadir. Ancak kurkuminin deri {izerinde ¢esitli yararli etkilerinin oldugu
bilinmesine ragmen nadir de olsa allerjik temas dermatiti ve tirtikere ve eritem, papiil
ve vezikiillerin olusumuna yol acabilecegi bildirilmektedir. Baharat is¢ilerinde ve
gida fabrikasinda calisan isgilerde mesleki allerjik temas dermatit vakalari
bildirilmektedir. Kurkuminin neden oldugu immiinolojik (Ig-E aracilikli) ve
immiinolojik olmayan iki allerjik temas trtiker vakasi rapor edilmistir (176, 192,

193).

Riskli Donemlerde Kullanimlar:

Annelerin siit {iretimini artirmak igin C.longa’nin  geleneksel olarak
kullandig1 bilinmektedir. Insanlarda gebelik ddéneminde kurkumin kullaniminin
olumsuz etkilerinin gbzlendigine dair herhangi bir kanit bulunmamaktadir. Ancak
geleneksel kullanimina ragmen, kurkuminin hamilelerde ve laktasyon doneminde
kullannminin giivenliligine dair daha fazla ¢alismanin gerekli oldugu goriilmektedir.
Kurkuminin hekim 6nerisi disinda bu risk gruplarinda kullanimi 6nerilmemektedir

(194).

Cocuklarda olumsuz bir etki beklenmemekle birlikte ¢ocuklarda kullaniminin

giivenilirliligi ve etkinligi konusunda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir (194).

Kurkuminin 6zellikle duyarli bireylerde demir dengesinin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan peptit yapili hepsidin proteinini baskiladigi ve demir
metabolizmasimin degisimine neden oldugu gosterilmistir. Kanser veya kronik
hastaliklara bagli anemili hastalarin kurkumin kullanimindan etkilenebilecegi ileri

stiriilmektedir (195).

Perkins ve ark. (130) tarafindan insanlarda kemoprotektif etkinlik i¢in

kurkuminin 1.6 g/giin dozunun yeterli oldugu bildirilmistir.
Kurkuminin giivenlilig¢inin degerlendirilmesi

C.longa USA/FDA Amerika Gida ve Ilag Dairesi GRAS kapsaminda gida
katkis1 olarak degerlendirilmektedir. Literatiirde yaymlanmig 5000°’den fazla

kurkumin ve tiirmerik ile ilgili preklinik, in vitro ve in vivo ¢alisma bulunmaktadir.
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Kurkuminin giivenilirligi bir¢ok klinik ¢alisma ile in vivo ve in vitro calisma ile
desteklense de uzun donem toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya

gereksinim duyulmaktadir (176).

Anand ve ark. (2007) kurkumin {izerine yapilan ¢esitli hayvan modellerinden
ve epidemiyolojik caligmalardan elde elde edilen verileri kapsamli olarak
incelemislerdir ve kurkuminin yiiksek dozlarda bile giivenli oldugu sonucuna
varmislardir. Bu durum, kurkuminin zay1f absorpsiyon, hizli metabolizasyon ve hizli
sistemik eliminasyona sahip olmasi ve dolayisiyla plazma ve dokulardaki diisiik

seviyesi ile iliskilendirilmistir (131).

Bir¢cok faz I klinik g¢alismalara gore 8-12 g/giin gibi yiiksek dozlarinda
kurkuminin toksik etkisinin olmadigi, giivenli oldugu ve iyi tolere edilebildigi

bildirilmistir (123, 126).

Kurkuminin tek seferde alinan oral dozunun giivenilirligi ve maksimum
tolere edilebilir dozunun belirlenmesi i¢in 24 saghkli goniillii bireyde yapilan
caligmada, 500-12000 mg arasinda degisen miktarlarda kurkumin verilmesini takiben
72 saat sonra gilivenilirlik degerlendirilmesi yapilmistir. Tiim bireylerde herhangi bir
toksik etki goriilmedigi ve 7 bireyde dozdan bagimsiz minimal toksisite (Kasinti,
basagrisi, diyare) goriildiigii kaydedilmistir. Insanlardaki maksimum tolere edilebilir
dozun belirlenemedigi, ila¢ formiilasyonlarindaki farkliliklardan etkilenebilecegi

belirtilmistir (126).

Bir diger calismada kanser agisindan yiiksek riskli hastalarda ya da premalign
lezyonlarda kurkuminin kemoprevatif bir ajan olarak etkinligi degerlendirilmistir.
Kurkuminin, 25 hastada 3 ay boyunca 500-8000 mg/giin dozda kullanilmasiyla
premalign lezyonlarin histolojik olarak diizeldigi belirlenmistir. 8000 mg/giin dozuna

kadar toksisite gozlenmedigi bildirilmistir (123).

Kolorektal kanser hastalarinda yapilan faz II ¢alismasinda, kurkuminin 4 ay
boyunca giinliik 450, 900, 1800 ve 3600 mg alinan dozlariin iyi tolere edildigi ve
doz-bagimli belirgin toksisiteye neden olmadig1 gosterilmistir. Kurkumin tiiketimi ile
iliskilendirilen gastrointestinal yan etki (bulanti ve diyare) ve biyokimyasal

analizlerde serum alkalin fosfataz ve laktat dehidrogenaz artisina yol actig
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bildirilmistir (125).

Saglikli goniilliilerde yapilan bir diger calismada 10 ve 12 gram dozda oral
yolla kurkumin uygulanmasinin ardindan ciddi toksisite goriilmemistir ve klinik ve
preklinik ¢aligmalarla benzerlik gostermektedir. Bu ¢alismada sadece bir goniilliide

basagrisi, iki goniillii de ise sari-yumusak bir digkilama goriilmiistiir (133).

Benzer sekilde insanlarda yapilan klinik ¢alismada 4 ay boyunca giinliik
3600-8000 mg kurkumin kullaniminin mide bulantis1 ve bas donmesi gibi yan etkiler

haricinde bir toksisite olusturmadigi belirtilmistir (196).

Ileri diizeyde pankreas kanseri olan hastalarda yapilan ¢alismada gemsitabin
ile birlikte kullanildiginda, 8000 mg/kg va/giin kurkumin 2 hafta siire ile alindiktan
sonra 17 hastadan 5’inde hafif karin agris1 goriilmiistiir. Kurkumin dozunun 4000

mg/kg va/giin diisiiriilmesi ile de bu sikayetin azalmadig1 belirtilmistir (197).

Dhillon ve dig. tarafindan yapilan giinliik oral yoldan 8 gram kurkumin
verilen ileri pankreas kanseri hastalarinda yapilan Faz II arastirmasinda kurkuminin
iyi tolere edildigi, absorpsiyonunun zayif olmasina ragmen pankreas kanseri olan
hastalarda biyolojik etkilerinin gii¢lii oldugu ve toksisite gozlenmedigi bildirilmistir

(198).

Hafif ve orta derece alzheimer hastaligi olan 36 birey iizerinde yapilan
caligmada 24-48 hafta boyunca 2 ve 4 g/gilin uygulanan kurkuminin ciddi advers/zit
etkilere neden olmadig: 3 kiside doz-bagimsiz gastrointestinal rahatsizlik goriildiigi

bildirilmistir (162).
2.3. Sisplatin
2.3.1. Sisplatinin Genel Ozellikleri ve Molekiiler Yapisi

Sisplatin, agir bir metal olan platin (Pt) igeren genis spektrumlu giclii
kemoterapotik bir ilagtir (17, 199-201). Sisplatinin biyolojik etkileri, 1965°de
biyofizik uzmani Barnett Rosenberg tarafindan tesadiifen kesfedilmistir. Sivi
ortamda platin elektrotlar ile olusturulan elektriksel alanin E.coli’nin c¢ogalmasi
iizerindeki etkisini incelemek tlizere yapilan deneyler sirasinda, platin elektrotlarindan

ortaya cikan elektroliz iirlinlerinin antibakteriyel ve antineoplastik etki yaptig1 fark
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edilmigtir (202). Sisplatine ait bu bulgular yayimnlandiktan sonra, yapilan ileri
arastirmalar ile ilk kesfedilen platin tiirevi olan sisplatinin ve platin komplekslerinin

antitiimor ve karsinojenik etki giicii kanitlanmistir (199, 203).

Sisplatin ile tedavi 1971 yilinda baglamis, 1978 yilinda FDA tarafindan platin
grubu tagiyan kemoterapotiklerin kanser tedavisinde kullanimi onaylanmistir (199,

200).

Genis spektrumlu bir antineoplastik ilag olan sisplatin, tek basina veya diger
antineoplastik ajanlarla veya radyoterapi ile birlikte testis, over, mesane, prostat,
serviks, O0zefagus, akciger kanseri, agiz, bas-boyun kanserleri gibi solid tiimorlerin

tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (200, 204).

Sisplatin, (cis-diaminodikloroplatinyum, (PtII(NH3),Cl,), CDDP) yatay
diizlemde cis pozisyonunda platin atomuna bagli klor ve amonyum igeren inorganik,
suda ¢oziiniir bir molekiildiir ve sadece cis izomeri sitotoksik 6zellige sahiptir (Sekil

2.4.) (201, 203).

Kimyasal isim: cis-diaminodikloroplatinum
Cl, NH3 Molekiiler formiil: C,H;N,Pt
Pt Molekiiler agirhk: 301.1 g/mol
C|/ \NH3 Renk: Koyu sar kristal toz / berrak ¢ozelti
Suda ¢oéziiniirliik: 2.53 g/L (25°C’de)
Sisplatin Erime noktasi: 270°C

Sekil 2.4. Sisplatinin molekiiler yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri (201).

Sisplatinin antikanser etkisi DNA sarmalina ¢apraz baglanip DNA sentezini
engelleyen kompleks olusturmasindan ileri gelmektedir. Sisplatin, tiimdr hiicresinde
DNA onarim mekanizmasinda interferasyona ve DNA hasarina neden olarak kanser
hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir. Sisplatinin antikanser etki mekanizmasinin
dayandigi apoptozun indiiksiyonu toksisite mekanizmasinin da temelini

olusturmaktadir (17, 199-201).
2.3.2. Sisplatinin Farmakokinetik Ozellikleri

Sisplatin, gastrointestinal kanaldan absorbe olmadigi i¢in sadece paranteral
olarak (i.v. veya 1.p.) uygulanmaktadir (205). Sisplatin plazma proteininine yiiksek

baglanma kapasitesine sahiptir ve intravendz infiizyon sonrasinda yaklasik %90



50

oraninda plazma proteinlerine baglanmaktadir. Ilacin toksisitesinden serbest platin

bilesikleri sorumlu tutulmaktadir (206-208).

50 ve 100 mg/m’ sisplatinin intravendz bolus uygulamasindan sonra 24
hastada hizla plazma pik seviyesine (yaklasik olarak 6 ug/mL) ulastigi ve 2 saat
icinde de oldukca diisiik konsantrasyonlara (2 pg/mL konsantrasyonun altina)

distligli gosterilmistir (209).

Sisplatin viicut sivilarina ve dokulara hizli dagilim gostermektedir (208).
Ozellikle bdbrek, karaciger ve prostatta yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Bunun yanisira bobrek, mesane, karaciger, femur, bobrek {istii bezi, over ve ince

barsaklarda plazmadan daha yiiksek oranda sisplatin belirlenmistir (206).

Sisplatinin kan-beyin bariyerini kolaylikla gecemedigi diisiiniilmektedir.
Beyin omurilik sivisinda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunmasi santral sinir
sistemine zayif penetrasyonu gosterir (208). Ancak sisplatinin intraserebral tiimorlere
secici olarak dagildig: ve santral sinir sistemi neoplazmlarinda antitiimor etkiye sahip

oldugunu gosterilmistir (205).

Sisplatinin metabolizasyonu karmasiktir ve tam olarak anlasilamamistir.
Enzimatik olmayan yollarla plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanan inaktif

metabolitlerine doniistiiriiliir (205).

Sisplatinin ana eliminasyon organi bdbreklerdir. Insan ve hayvan
caligmalarinda, bobreklerde glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyona ugrayarak
ilacin yaklasik %90’ 1ndan fazlasinin (ilk 24 saatte yaklasik %25’inin) idrarla atildig:
tespit edilmistir. Yaklasik %10°u ise safra yolu ile elimine edilmektedir. Sisplatin
maruziyetinden sonra platin katim iirlinlerinin dokularda biriktigi ve on yila kadar

bulunabildigi diisiiniilmektedir (208, 210).

Serbest platinlerin ortalama yarilanma 6mriiniin 20-45 dakika, toplam platinin

ortalama yarilanma dmriiniin 5 giinden daha fazla oldugu belirtilmektedir (210).

Yetiskinler icin yapilan farmakokinetik c¢alismalar ile kiyaslandiginda
pediyatrik farmakokinetiginde 6nemli bir fark olmadig ileri siiriilmektedir. Ancak
tim hasta popililasyonlar1 disiiniildiigiinde farmakokinetik parametreler ve bazi

toksisitelerin  sikligi  ve siddetinin yasa bagli degiskenlik gosterebilecegi
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bilinmektedir (205).
2.3.3. Sisplatinin Toksik Etki Mekanizmalar

Sisplatinin, basta nefrotoksisite olmak iizere, hepatotoksisite, norotoksisite,
ototoksisite, miyelosupresif etki, gegici lokopeni, trombositopeni ve anemi gibi doz-
bagimli belirgin yan etkileri bulunmaktadir. Ancak bu yan etkilerine ragmen sisplatin
giclii kemoterapotik bir ajan olmasi sebebiyle giiniimiizde kullanimi devam

etmektedir (200, 207).

Sisplatinin neden oldugu toksik etkilerin altinda yatan mekanizmalar
karmasiktir ve tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak bununla birlikte deneysel
calismalardan elde edilen sonuglara gore; (1) membran tasiyicilarimin roldi, (i1)
sisplatinin toksik metabolitlerine doniisiimii, (iii) niikleer ve mitokondriyal DNA
hasar1, (iv) oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, (v) apoptoz
aktivasyonu, (vi) inflamatuvar yanitin artmasi iizerinde durulan mekanizmalar olarak

degerlendirilmektedir (17, 199, 211-213).

Membran tasiyicilarimin rolii

Son zamanlarda sisplatinin nefrotoksisitesi ile iligkili oldugu diisiiniilen iki
farkli membran tasiyici sistem belirlenmistir. Sisplatin, kolaylastirilmis diflizyon ile
taginarak hedef organlarda orantisiz biriktigi gosterilmistir ve dolayisiyla
nefrotoksisiteye yol agabilecegi diisliniilmiistiir. Caligmalarda sisplatinin proksimal
tiibiiler epitel hiicrelerinden alinmasi ile iliskilendirilmis bir bazolateral organik
katyon tastyicist (OCT) tanimlanmistir. Insanlarda tanimlanan 3 izoformu (OCTI,
OCT2, OCT3) bulunmaktadir. OCT2, insanlarda ve hayvanlarda sisplatinin hiicre
icine almmasindan ve sitotoksisitesinden sorumlu ana organik tasiyicidir.
Glinlimiizde belirlenen diger bir tasiyict ise bakir transport proteini ‘“‘copper
transporter 17 (CTR1)’dir. In vitro ¢alismalarda CTR1’in sisplatinin

sitotoksisitesinden sorumlu oldugu gosterilmistir (211, 212, 214).

Toksik metabolit olusumu
Hayvan ¢alismalarinda sisplatinin renal tiibiiler epitel hiicrelerinde daha giiglii
nefrotoksik etkili bir metabolitine doniistiigli ve bir protoksin oldugu

bildirilmektedir. Sisplatinin rediikte glutatyon ile konjugasyonu sonucunda olusan
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reaktif tiyollerin toksisiteye yol acabilecegi belirtilmektedir (211).

Bu mekanizmaya gore; sisplatin renal tiibiiler hiicrelerde glutatyon-S-
transferaz Pi1 (GSTP) enziminin katalizlemesiyle glutatyon konjugatlarina (Pt-GSH)
doniisiir. Bu konjugat oldukca kararsiz bir yapidadir. Ardindan glutatyon konjugatlari
tiibiiler hiicrelerden gecer ve gama-glutamil transpeptidaz (GGT) ve aminotransferaz
N (APN) enzimleri tarafindan sisteinil-glisin konjugatlar1 ve sistein konjugatlarina
ayrilir. Sistein konjugatlar1 proksimal tiibiiler hiicre i¢ine gecer ve orada sistein-S-
konjugat beta liyaz (CCBL) aracilig ile yiiksek reaktif sistein tiyollere dontistiiriiliir.
Reaktif sistein tiyollerinin proksimal tiibiiler hiicrelerdeki esansiyel proteinlere

baglanmasi toksisiteye yol agar (215).

Hiicre dis1 glutatyon katabolizmasinda ve tiyollerin hiicresel tasinmasinda
onemli rol oynayan plazma membran enzim olan GGT aktivitesinin yiiksek oldugu
hiicrelerin platin bilesiklerine karst daha duyarli oldugu in vitro bir ¢alismada
belirtilmistir (216).

DNA katim iiriinii olusturma

Sisplatinin antikanser etkisi hiicre g¢ekirdeginde DNA c¢ift zincirine capraz
baglanmasi ve transkripsiyon ve/veya DNA replikasyon mekanizmasini baskilamasi
ile aciklanmaktadir. Hiicre i¢ine giren sisplatin, su ile reaksiyon sonucunda klor
iyonlarint kaybederek hiicre i¢indeki DNA, RNA ve protein gibi niikleofil
molekiillere saldirir. Sisplatin DNA’daki guanin bazinin oldukga reaktif olan N7
pozisyonundaki plirin bazlariyla reaksiyona girerek interstrand (iki DNA zinciri
arasinda) ve en sik olarak da intrastrand (tek DNA zincirde bazlar arasinda) kovalan
capraz baglar olusturarak DNA’nin yapisini bozar; replikasyon ve transkripsiyon
inhibisyonu araciligiyla kanser hiicresinin ¢ogalmast ve tiimor biiylimesi

durdurulmus olur (Sekil 2.5.) (199, 210, 212, 213).

Sicanlarda sisplatin ile indiiklenen kardiyak toksisite modelinde hem niikleer

hem mitokondriyal DNA’nin 6nemli derecede hasara ugradig1 gosterilmistir (217).

Ayrica sisplatin kaynakli genotoksik stresin apoptotik bir¢ok sinyal iletim

yolagini aktive ederek hiicreyi apoptoza gotiirdiigii bildirilmistir (201).

Kanser hiicreleri de dahil olmak iizere hizli ¢ogalan hiicreler DNA hasarina
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kars1 daha duyarli olmaktadir. Sisplatinin antikanser etkisinin altinda yatan temel

mekanizmanin da DNA katim {iriinii olusturmasi oldugu diistiniilmektedir (211).

Guanin N pozisyonu
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Sekil 2.5. Sisplatinin DNA ile olusturdugu baglar (199).

Oksidatif stres

Oksidatif  stres, sisplatin  toksisitesinde yer alan diger Onemli
mekanizmalardan biridir. Sisplatinin serbest oksijen radikal olusumuna baglh olarak
ozellikle karaciger ve bobrekteki lipit peroksidasyonunu arttirmasi ve oksidatif stres
ile indiiklenen DNA hasari, sisplatinin toksisitesinden sorumlu tutulmustur (211,

218).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun sisplatin konsantrasyonuna ve maruz
kalma siiresine bagl oldugu ve reaktif oksijen tiirlerinin hem ekstrinsik hem intrinsik

yolaklar ile apoptozu indiikledigi belirtilmistir (17, 219).

Mitokondri, sisplatin ile indiiklenen oksidatif stresin birincil hedefi olup
mitokondriyal disfonksiyonuna, sinyal molekiillerinin aktivasyonuna, pro-apoptotik
genlerin transkripsiyonuna ve sonugta hiicre 6liimiine yol agan bir dizi olaya yol

acmaktadir (201, 211).

Lipid peroksidasyonu ile membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmalarina neden olan mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesik
olan malondialdehit (MDA) iiretiminde artis oldugu bilinmektedir. Cesitli
antioksidanlarin kullanimi ile sisplatine bagli bobrek dokusunda indiiklenen MDA
diizeylerindeki artisinin dnlenmesinde ve dolayisiyla nefrotoksisitenin azaltilmasinda

etkin olduklar1 gosterilmistir (220).
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Apoptoz-nekroz

Sisplatin ile indiiklenen tiimor hasarinin baslica mekanizmasi apoptozun
indiiklenmesi yoluyla olmaktadir. Apoptozun indiiksiyonunda, DNA onarim
mekanizmalariin isleyisi ve apoptotik sinyal iletiminin aktivasyonu Onemli rol

oynayan faktorlerdir (200).

Sitotoksik etkili sisplatinin diisiik dozlarda kaspaz bagimli yolak ile apoptozu
indiikleyebildigi, daha yiiksek dozlarda nekrotik hiicre O6liimiine neden oldugu

bildirilmistir (201).

Sisplatinin olusturdugu reaktif oksijen bilesiklerinin neden oldugu oksidatif
stres, apoptozu arttirmaktadir. Sisplatinin mitokondriyel islev bozukluguna neden
olarak hiicrenin elektron transport zincirini etkiledigi, dolayisiyla hiicreyi ATP
kaybina ugrattig1 bilinmektedir. Sisplatinin dozunun artmasi, hiicrede ATP kaybinin
siddetlenmesine bagli metabolik islevlerin bozulmasina ve hiicre 6liimiine neden

olmaktadir (204, 213, 218).

Yapilan bir in vivo ¢alismada sisplatin ile tedavi edilen hayvanlarda goriilen
antioksidan enzim diizeyi gibi biyokimyasal degisimlerin iiziim ¢ekirdegi ekstresi ile
antagonize edilerek koruyucu bir etki yaptigi ortaya konmustur. Ayrica iiziim
cekirdegi ekstresinin antimor etkiye sahip oldugu ve yanlizca sisplatin toksisitesini

azaltmakla kalmay1p antikanser etkisini de artirdig1 bildirilmistir (221).

Mitojen aktive protein kinazlar (MAPK), hiicresel sinyalleri diizenleyerek
hiicre biliytimesi ve canlilifini diizenleyen serin/teronin protein kinazlardan olusan bir
enzim ailesidir. Sisplatinin 6zellikle kiiciik hiicreli akciger kanser hiicreleri olmak
iizere ¢esitli hiicrelerde, MAPK ailesinden c-Jun N-terminal kinaz (stres ile aktive
protein kinaz, JNK) stres sinyal iletim yolaklarmin aktivatérii oldugu
belirtilmektedir. Diger bir yandan, MAPK enzim ailesinden hiicreleraras1 sinyal
diizenleyici kinaz (ERK) aktivasyonunun ise p53 araciligi ile sisplatin tarafindan
indiiklenen DNA hasariin onarilmasi igin hiicre siklusunu duraklattig1 belirtilmistir

(181).

Servikal kanserdeki anahtar olay, insan papillomaviriis (HPV) E6 onkogeni

tarafindan p53 tiimor baskilayic1 gen yolaginin parcalanmasi olarak bilinmektedir.
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Platin tiirevi kemoterapotik ilaglarin p53 genini aktive ettigi ve HPV E6 onkogeninin

mRNA sentezini de azalttig1 bildirilmistir (200, 222).

Inflamatuvar yamt

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, sisplatin toksisitesinde inflamatuvar
yanitin da 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Sisplatinin, proinflamatuvar sitokin
olan TNF-alfa liretiminden sorumlu NF-«xB translokasyonu dahil olmak {izere bir¢ok
inflamatuvar sitokin ve kemokini arttirdig1 bir¢cok calismada bildirilmektedir. Serbest
oksijen radikallerinin yani sira sitokinlerin ve kemokinlerin sisplatin sitotoksisitesini

arttirdig1 ve toksik etkilerinden sorumlu oldugu gosterilmistir (211, 223).

Sisplatin uygulamas: ile bobrekte ekspresyonlar: artan TNF-alfa, transkribe
edici biiyiime faktorlii beta “transforming growth factor-b” (TGF-b), ICAM gibi
sitokinlerin renal hasarda rol oynadig: diisliniilmektedir. Proinflamatuvar sitokin olan
TNF-alfa serbest oksijen lretimini, bir¢ok sitokin aktivasyonunu ve apoptozu
indiikleyerek toksisiteye katkida bulunmaktadir. Yapilan calismalarda, TNF-alfa
inhibitdrlerinin sisplatine bagli bobrek disfonksiyonunu belirgin diizeyde diizelttigi
ve yapisal hasar1 azalttifi gosterilmistir (224, 225) Ayrica, TNF-alfa tagimayan

farelerin sisplatin nefrotoksisitesinden belirgin oranda korundugu gézlenmistir (223).

Sisplatin metabolizmas1 ve toksisitesine neden olan durumlar belirtilmistir

(Tablo 2.5.) (224).

Tablo 2.5. Sisplatin metabolizmasi ve toksisitesine neden olan durumlar.

Siirec Iliskilendirilen toksik durum

Farmakokinetik | -Renal atilim -Tibtllerde ilag birikimi  (mitokondri

ozellikler yogunlugu olan  proksimal  tiibiil
duyarlilig1)

Hiicre icine | -Transport aracilikli -Hiicre i¢ine aliminin engellenmesi

ahm V€ | _intraseliiler -Artmis toksisite

metabolizma .

hidrasyon

Genomik -Gen aktivasyonu -Kaspaz 3 = Apoptoz

spslior -Genin inaktivasyonu | -Siiperoksid dismutaz —> serbest oksijen
radikallerinin artmasi
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Tablo 2.5. (devam) Sisplatin metabolizmasi ve toksisitesine neden olan durumlar.

Dogrudan -Serbest oksijen | -Lipid peroksidasyonu

toksik etkiler radikalleri -Serbest oksijen radikallerinin artmasi ve
-Mitokondriyal hasar ATP tiretiminin azalmasi

Dolaylh  toksik | -MAPK yolaklari -Artan TNF-alfa {iretiminin apoptozu

etkiler artirmast

Organ etkileri -Tibiiler hasar -Apoptoz, nekroz

-Tiibiiler fonksiyonun | -Sodyum, potasyum ve magnezyum kayb1
bozuklugu ve
glomeriiler
filtrasyon hizinin
azalmasi

2.3.4. Sisplatin Toksisitesi

Nefrotoksisitesi

Sisplatin ana eliminasyon organi bdbreklerdir. Bdobreklerden glomertiler
filtrasyon ve tiibiiler sekresyona ugrayarak atilmaktadir. Sisplatinin doz kisitlayici en
ciddi yan tesiri de bobrekler iizerinedir, belirgin nefrotoksik etkiye sahiptir (214,
224). Sisplatin toksisitesi proksimal tiipte, distal tiipte ve toplayici kanallarda
histopatolojik olarak dejeneratif ve nekrotik lezyon olusumu ile karakterizedir.
Sisplatin, yliksek dozda maruz kalan bir insanin bobrek fonksiyonlarini tamamen
bozabilecek bir nefrotoksin olarak degerlendirilmektedir. Sisplatin 6zellikle
proksimal tiibiil hiicrelerinde, diger organlara gore daha fazla tutularak (proksimal
tibiil epitel hiicrelerinde serum konsantrasyonunun yaklastk 5  kati
konsantrasyonunda) ciddi bobrek hasarma yol acar. Hem hayvan hem insan
calismalar1 sisplatinin kan iire azotu (BUN) diizeyinde artisa, elektrolit kaybim
arttirdigi, renal kan akiminda, glomeriiler filtrasyon hizinda ve renal klerenste doz ve

zamana bagli olarak azalmaya yol ac¢tig1 gézlenmistir (201, 204, 226-228).

5 ile 10 mg/kg arasinda dozlarda sisplatin uygulanan sicanlarda doz-bagimli
BUN ve serum kreatinin diizeylerinde artig ve histopatolojik olarak incelenen bobrek

dokusunda nekrotik olusum gozlenmistir (229).

Sisplatin nefrotoksisitesinin etiyolojisinde birden ¢ok faktdriin rolii sz
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konusudur. ileri siiriilen mekanizmalardan biri, sisplatinin sitotoksik Pt-DNA katim
iirtinii olusturmasidir (199, 204, 218, 227). Bir diger mekanizma ise, sisplatinin GSH
ile konjugasyonu sonucu olusan reaktif tiyoller araciligiyla nefrotoksisite
olusturmasidir. Sisplatinin GSH ile konjugasyonunun olusumunu ve olusan
konjugasyonun reaktif tiyol molekiiliine doniismesini inhibe ederek sisplatin
nefrotoksisitesinin azaldigini gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir (204, 213, 218).
Oksidatif stres, inflamasyon, fibrogenez, hipoksi, mitokondriyal hasar, nekroz ve
apoptoz, sisplatin nefrotoksisitesini agiklayan diger mekanizmalar olarak ileri

siiriilmektedir (224, 225, 227).

Sisplatinin tekrarlanan dozlarinda, nefrotoksisiteye bagli hipomagnezemi,
hipokalsemi, hiponatremi hipokalemi gibi elektrolit bozukluklar1 goriilmekte, kemik
metabolizmas1 ve biitiinliglinii etkilenmekte ve tetani goriilmektedir (200, 211).
Nitekim, yapilan bir ¢alismada {i¢ ay siire ile sisplatin kullanan hastalarda belirlenen

hipomagnezemi tedaviden ii¢ yil sonra bile hastalarin %50’sinde gézlenmistir (230).

Sisplatin tarafindan indiiklenen hem akut hem kronik renal toksisitede, BUN
ve serum kreatin diizeyinde artmanin yani sira proteiniiri, glukoziiri, enzimiiri gibi

komplikasyonlar rapor edilmektedir (211, 227).

Arastirmacilar, sisplatin ile indiiklenen nefrotoksisitenin insan ve sican
bobrek kesitlerinde morfolojik olarak gen ekspresyonu ve fonksiyonel degisiklikler
ile karakterize oldugunu bildirmistir. Bobrek geni ekspresyonundaki degisiklikler,
sisplatinin DNA hasarma, hiicre biiylimesinin engellenmesine ve apoptozun
tetiklenmesine isaret etmektedir. Protein hasarina ugrayan genler, sisplatin
tagtyicilarin - hasarina, kalsiyum homeostazinin ve hiicresel metabolizmanin

bozulmasina ve oksidatif strese neden oldugu belirtilmistir (226).

Norotoksisitesi

Sisplatine bagli ototoksisite ise kulak ¢inlamasi ve yliksek frekanslarda tek ya
da cift tarafli isitme kayb1 olarak kendini gostermektedir. Ayrica doz-bagimli olarak
sisplatinin uzun doénem kullaniminda periferal néropati gelisebilecegi bildirilmistir

(231, 232).

Hidrofilik bir madde olan sisplatin normal kosullarda kan-beyin bariyerine az
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gecmesine ragmen mental hasara yol acarak serebral kortekste platin igeriginin

artmasina neden oldugu bildirilmistir (218, 232).

Hepatotoksisitesi

Sisplatine yiiksek doz maruziyetinin hepatotoksisiteye yol actigr ve akut
hepatik nekroz gelisebildigi, buna bagli olarak karacigerde apoptotik lezyonlar
goriilebilebildigi belirtilmektedir (218, 233).

Sisplatin tarafindan indiiklenen hepatotoksisite mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak oksidatif stresin antioksidan enzimleri tiiketmesine bagh
olarak toksisite goriildiigli diisliniilmektedir. Sisplatin ile tedavi edilen si¢anlarda

hepatik MDA ve antioksidan enzim diizeylerinde azalma bildirilmistir (234).

Yapilan calismalarda selenyum, E vitamini gibi gii¢lii antioksidan ajanlar ile

sisplatinin hepatotoksisitesinin onlendigi gosterilmistir (220, 235).

Neoplastik etkisi

Sisplatin mutajenik, teratojenik ve muhtemel karsinojenik bir ilactir. Sisplatin
tedavisi goéren over kanserli kadinlarda 16semi gelisme riskinin dort kat arttigi
bildirilmistir (231, 232).

Hematolojik sistem iizerindeki toksik etkisi

Sisplatine bagli gecici 16kopeni, trombositopeni ve anemiyle birlikte orta
derecede miyelosiipresyon goriilebilmektedir (200, 232). Anemi, sisplatinin
myelosiipresif etkisinin bir sonucudur. Insan ve hayvan calismalar1 ile bobrek
hasarmin eritropoetin eksikligine yol acarak da anemiyi kétiilestirdigi bildirilmistir

(236).

Gastrointestinal sistem iizerindeki toksik etkisi

Sispatinin doz-bagimli bulant1 ve kusma yaptig1 bilinmektedir (232).

Kardiyotoksisitesi

Kemoterapi uygulamalarmma baglh kardiyovaskiiler komplikasyonlar sik
goriilmektedir. Sisplatin tedavisi géren hastalarda yaklasik yirmi yil sonra sispatine
bagli kardiyotoksisite tanimlanmistir. Sisplatinin neden oldugu kardiyotoksisite,
elektrokardiyografik degisim, ventrikiiler artimi, supraventrikiiler tasikardi, atrial

fibrilasyon, siniis bradikardisi ve atriyoventrikiiler blok gibi bulgularla gosterilmistir
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(211). Ayrica miyokardit, perikardit ve anjina da sisplatin tedavisi ile
iliskilendirilmistir (237). Bunun yan1 sira vaskiiler endotelyal hasar, akut miyokard
infarktiisii, otonomik kardiyovaskiiler disfonksiyon, hipertansiyon ve hipotansiyonun

da goriildiigii bildirilmistir (211).

Dermatolojik sistem iizerindeki toksik etkisi
Sisplatinin uygulamas:1 sirasinda kazara ekstravazasyon (damar disina

sizmasi) durumunda deri lilserasyonunun olustugu bildirilmistir (207).

Ureme sistemi iizerindeki toksik etkisi

Birgok antikanser ilacin sperm kromozomlarinda anormalliklere yol agtigi
deneysel olarak gosterilmistir. Ayrica diisiik doz sisplatinin Leyding hiicre
islevlerinde herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadi§i, ancak kiimiilatif yiiksek

doz kemoterapinin kalic1 hasara yol agtig1 bildirilmektedir (207).

Sisplatin, plasentay1 gecerek fetal hasara neden olmaktadir. Sisplatinin deney
hayvanlarinda teratojenik ve embriyotoksik oldugu gdsterilmistir (207). Insanlarda
fetal risk yarattigindan dolayr FDA gebelik risk kategorisinde D simifi olarak

belirlemistir.

Alerji ve Immiinolojik etkileri

Ates ve hemoliz gibi alerjik reaksiyonlara ve anaflaktik reaksiyonlara (fasiyal
O0dem, bronkokonstriiksiyon, tasikardi ve hipotansiyon ile karakterize) neden
olabilecegi bildirilmistir (207, 232).

Sisplatinin genel olarak goriilen istenmeyen etkileri tabloda gosterilmistir
(Tablo 2.6.) (17, 232, 238).

Tablo 2.6. Sisplatinin istenmeyen etkileri.

Sistem Istenmeyen Etkileri
Kardiyovaskiiler - Bradikardi, sol ventrikiil blogu (nadir)
sistem - Hipertansiyon, serebral arterit (nadir)

- Vaskiiler toksisite™® (miyokard infarktus,
serebrovaskiiler durumlar, mikroanjiopati)
Norolojik sistem - Isitme kayb1* (%24), tinnitus*(%9), vertigo
- Ototoksisite*(%31), periferik ndropati, nébet
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Tablo 2.6. (devam) Sisplatinin istenmeyen etkileri.

Gastrointestinal - Bulantvkusma* (>%90), diyare*, anoreksi*
sistem - Tat alma duyusunda bozukluk
- Pankreatit, stomatit
Hematolojik - Miyelosupresyon* (%25-30)
sistem - Anemi* (%25-30), hemolitik anemi, trombositik
mikroanjiyopati
Neoplastik - Akut 16semi
sistem
Dermatolojik - Alopesi, dokiintii,
sistem
Hepatik sistem - Karaciger fonksiyon testinde bozulma
- Bilirubin yiiksekligi (nadir)
Bagisikhik - Asin1 duyarlilik (nadir)
sistemi
Renal/metabolik - Toksik nefropati* (%28-36)
sistem - Fanconi sendromu

- Elektrolit kaybi1* (Hipomagnezemi, hipokalsemi,
) tetani, hipokalemi, hiponatremi, hipofosfatemi)
Ureme sistemi - Infertilite

Diger - Ates ve hemoliz gibi alerjik reaksiyonlar
- Kas kramplari
- Serum demir diizeyinde yiikselme
- Raynaud fenomeni

*Klinik olarak 6nemli olan yan etkilerdir.

2.4. Hiicre Canlihigi ve Sitotoksisite

2.4.1. Sitotoksisite Belirleme Yontemleri

Sitotoksisite, hiicre islevlerinde ve yapisinda Onemli hasar meydana
gelmesidir  (239). Sitotoksisitenin  belirlenmesinde in vitro olarak farkh
testler/yontemler gelistirilmistir.  Sitotoksisite testleri ile hiicrenin yasamsal
olaylarinda meydana gelen degisiklikler ve hiicrelerdeki hasar derecesi belirlenir. Bu
testler, bir kimyasal maddenin olas1 toksik etkilerinin degerlendirilmesini saglar ve
hiicre canlilii, hiicre boliinmesi, hiicre zar1 ve organel hasari, protein ve DNA

sentezi gibi hiicresel olaylar hakkinda bilgi verir (240, 241).

Sitotoksisite testlerinde farkli hiicre kiltiirleri kullanilmaktadir ve 6zellikle

toksisitenin degerlendirilmesinde ¢ok Onemlidir. Hiicre Kkiiltiirleri, primer hiicre
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kiiltiirleri, sonlu hiicre kiiltiirleri ve siirekli hiicre kiiltiirleri olarak simiflanabilirler.
Ozellikle ilag etkinliginin ve kimyasal maddelerin toksik etkilerinin degerlendirildigi
caligmalarda, farkli hiicre kiiltiirlerinin ~ kullanildigir  in  vitro  testlerin
kullanilabilirliginin ve gegerliliginin arttid1 goriilmektedir. In vitro test sistemlerinin

avantajlar1 yaninda dezavantajlar1 da vardir.

Molekiiler diizeyde calismalarin yapilmasini saglar. Hiicrelerde olusan
degisimler kalitatif ve kantitatif olarak belirlenebilir; hiicrenin bulundugu ortamin
kosullar1 degistirilerek, hiicrelerde ortaya c¢ikabilecek degisikler izlenebilir; insan
hiicre kiiltiirleri kullanilarak, hiicre tipine gore, hiicrenin biiylime ve ¢ogalmasi i¢in
gereksinim duydugu kosullar daha ¢abuk ve kolay belirlenir; farkl: hiicre tiplerinde
farkli kimyasal maddeler ile ortaya c¢ikabilecek toksik etkiler daha az maliyet ve
zaman harcanarak incelenebilir; hiicresel olaylarda oOzellesmis bir islevin
degerlendirilmesine ve uygun hiicre tipi secilerek istenen organdaki etkinin

incelenmesine olanak saglar.

Tiirler aras1 farklhiliklar nedeniyle, bazi hayvan hiicre kiiltiirleri insan
hiicreleriyle benzer yanit vermeyebilir. Insan hepatositleri gibi bazi kiiltiirlerin de
bulunmasi zor ve pahalidir. Bazi hiicre tipleri klonal biiylime gdstermediklerinden
kiiltiir ortamlarinda kisa siirede canliliklarin1 kaybedebilir. Bu hiicre kiiltiirlerinin
kronik toksisite testlerinde kullanilmalar1 olanaksizdir. Bazi hiicreler yavas ¢cogalir ve
bu hiicreler kisa siirede fenotipik degisikliklere ugrayabilir. Tek bir test sistemi i¢in
tek bir hiicre kullanilmasi ve bu durumda in vitro testlerin in vivo test sonuglarini tam
olarak yansitmasi beklenemez. /n vitro toksisite testleri igin diizenleyici kuruluslar ve
bilim ¢evrelerince yayinlanmis kesin ve kabul edilmis az sayida kilavuz

bulunmaktadir.

Hiicre kiiltiirinde  hiicrelerin  canliliginin  belirlenmesinde  kullanilan
sitotoksisite testlerinde, membran biitiinliigii bozulan hiicre icerisine alinan tripan
mavisi, eritrosin veya naftalin siyah1 gibi boya ile ya da membran biitiinliigii
bozulmamis saglam hiicrelerin igerisine alinan diasetil florasan, nétral kirmizi gibi
boyalar1 kullanilir. Sitotoksisitenin degerlendirilmesi dort ana bashk altinda

incelenebilir: (240, 242)
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a. Hiicre canliliginin degerlendirilmesi

b. Yasamsal devamliliginin degerlendirilmesi
Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi

d. Metabolik sitotoksisitenin degerlendirilmesi

a. Hiicre canlihiginin degerlendirilmesi
Bu yontemlerde membran biitliinliigli bozulan hiicre igerisine alinan tripan
mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi gibi boyalar ile ya da membran biitiinliigii
bozulmamis canli saglam hiicrelerin igerisine aliman diasetil florasan ya da nétral
kirmiz1 gibi boyalar kullanilmaktadir. Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde

kullanilan testler ile akut toksik etkiler belirlenir (243).

- Notral kirmizi alim testi

Notral kirmizi boyasiin canli hiicrede hiicre i¢ine alinmasi ve lizozomda
birikmesi esasina dayanir. Boyanan hiicreler hemositometre iizerine yerlestirilir,
optik mikroskop altinda canlilik yiizdesi tespit edilir. Ayrica boyanan hiicreler

spektrofotometrik olarak da odlgiilebilir (244).

- Tripan mavisi testi
Tripan mavisinin membran biitiinliigli bozulmus O6lii hiicrelerde birikmesi
esasina dayanir. Notral kirmizi testinde oldugu gibi hemositometre ile boyanan

hiicrelerin orani tespit edilir (244).

- Floresan metodu

Canli hiicre igerisine girebilen diasetil floresan boya veya membran
biitiinliigli bozulmus hiicre icerisine girebilen propidyum iyodiir floresan boya
kullanilir. Floresan boyalar ile boyanmis hiicreler flow sitometri veya floresan

mikroskobu ile degerlendirilir (244).

b. Yasamsal devamhih@inin degerlendirilmesi

Yasamsal devamliligin degerlendirilmesinde kronik toksik etkiler incelenir.
Toksik etkilere maruz kalan hiicrelerde etkiler birka¢ saat, giin veya daha gec
goriilebildiginden ve kisa donemde ortaya ¢ikan toksik etkiler geri doniisiimlii
olabileceginden canlilik oraninin  belirlenmesinde, uzun dénem testleri

kullanilmaktadir.  Diisiik  hiicre = yogunlugunda koloni olusturma diizeyi
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belirlenmektedir (243).

c. Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi
Sitotoksik etki profili arastirilan maddenin hiicre proliferasyonunu belirlemek
amactyla uygulanan testler arasinda “H-timidin testi ve 5-bromo-2’-deoksiiiridin

(BrdU) immiinohistokimyasal yontem yer alir.

- JH-timidin testi
Hiicre proliferasyonu esnasinda uygulanan bir radyoizotop olan *H-timidinin
hiicre i¢ine alinmas1 ve radyoaktivite ol¢climii ile yeni DNA sentezi tespiti esasina

dayanir (243).

- BrdU immiinohistokimyasal teknik

Bu teknik, BrdU araciligi ile immiinohistokimyasal olarak antikorlarin
isaretlenerek hiicre ve doku antijenlerinin gdsterilmesi esasina dayanir. BrdU
uygulanan proliferasyon donemindeki canli hiicreler anti-BrdU monoklonal
antikorlar ile boyanarak sayim yapilabilir ya da ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) kiti kullanilabilir (245).

d. Metabolik sitotoksisitenin degerlendirilmesi

Metabolik sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan testler ile hiicre
sayisindaki net artig, total protein miktar, DNA artisi, metabolik aktivite
belirlenebilir. Bu test yontemleri yiiksek yogunluga sahip hiicrelerin
degerlendirilmesinde tercih edilir (240). Bu testler, uzun donemde olusabilecek
toksik etkiyi belirleyebilen, hiicrelerin metabolik veya proliferatif kapasiterini 6lcen,

ucuz ve hizl1 yontemlerdir.

- MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2, 5-difeniltetrazolyum bromiir) testi
Mosmann tarafindan (1983) gelistirilen MTT yoOntemi, makrofaj aracili
sitotoksisitenin nicel olarak belirlemesinde yaygin olarak kullanilan ve hizli, kolay

uygulanabilir kolorimetrik bir test yontemidir (246).

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir), suda ¢dziinen
bir tetrazolyum tuzu olup, fenol kirmizisi igermeyen ortamlarda hazirlanan ¢ozeltisi
sar1 renklidir. Yontemin esasi, sar1 renkli MTT ¢ozeltisinin, ¢oziinmeyen menekse-

mor renkli formazan kristallerine doniistiiren canli hiicrelerdeki mitokondriyal
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rediiktaz enziminin aktivitesinin 6l¢iilmesine dayanir (246).

Canli hiicrelerde siiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin
metabolik aktiviteleri ile tetrazolyum halkas1 acgilarak suda ¢6ziinmeyen mor
formazan MTT kristalleri olusturulur. Bu kristaller yalnizca aktif mitokondrinin

aktivitesinin bulundugu canli hiicrelerde goriiliir (246-248).

Organik ¢oziciilerde kolayca ¢oziinen formazan kristalleri, konsantrasyon-
bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda olgiilen bir
absorbans verir. Bu dl¢iilen absorbans degerleri dolayli olarak hiicrelerin canliliginm
yansitir. MTT yonteminde, hiicre i¢i mitokondrinin metabolik aktivitesi
degerlendirilirken, hiicreler arasi aktivitelerin degerlendirilmesine olanak vermez

(249).

XTT ve WST testleri, MTT testinde oldugu gibi, bu maddelerin
solisyonlarinda bulunan tetrazolyum tuzunun, hiicre mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimleri tarafindan pargalanarak renkli formazon kristaline
indirgenmesiyle gerceklesen metabolik aktivitenin spektrofotometrik olarak

belirlenmesi esasina dayanir (240).

- Laktat dehidrogenaz (LDH) testi
Kolorimetrik sitotoksisite degerlendirme yontemi olan LDH test yontemi,
hiicrede membran hasar1 veya sitolizis durumunda hasarli hiicreden hiicre besiyeri

ortamina salinan sitozolik bir enzim olan LDH 6l¢timii esasina dayanir (240, 245).
- Alamar mavisi testi

Alamar mavisi boyast ile hiicre canliigi ve proliferasyonunun
degerlendirildigi hem florometrik hem de kolorimetrik renk deg§isimlerinin tespit
edildigi, metabolik aktivitenin belirlendigi bir yontemdir. Alamar mavisinin
indirgenmesi ile medyumdaki rengin maviden (okside) pembeye (indirgenmis)
doniigmesi esasina dayanir. Alamar mavisi testi, MTT testine gore pahali bir

yontemdir (240, 242).

- Siilforodamin B testi
Hiicre proteinlerinin kolorimetrik olarak 6l¢limii esasina dayanir. Belirlenen

protein miktar1 hiicre sayist ile iliskilendirilir (240, 242).
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2.4.2. Cahsmada Kullanilan Hiicreler ve Ozellikleri

Cin Hamster fibroblast hiicresi (V79)

V79 hiicreleri, Cricetucus griseus (2n=22) tirii erkek Cin hamster
akcigerlerinden elde edilen fibroblast hiicreleridir. Toksisite, mutajenite ve DNA
onarim ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo 2.7. ve Sekil 2.6.) (250-
252).

Insan serviks (rahim agz1) kanseri hiicreleri (HeLa)

Insan kaynakli kanser hiicreleri, ilk kez 1951 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde Afrika kokenli “Henrietta Lacks” isimli 31 yasinda servikal
adenokarsinomal1 bir kadin hastadan alinarak hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilmistir.
Hasta, bu kanserin metastazindan ayni yil 6lmiistiir, ancak hastaya ait bu hiicrelerin
Oliimsiiz oldugu tespit edilmistir. Bu hiicre hatlari, hiicreleri alinan hastaya ithafen,
HeLa hiicre serisi olarak adlandirilmistir. Bu hiicre hatlari, bu 6zelliginin kesfinden
sonra standart hiicre soyu olarak kullanilmistir. 1951°den beri bir¢ok arastirma
alaninda hiicre modeli olarak kullanilmistir ve birgok Onemli bilimsel gelismeler
kaydedilmistir. Gliniimiizde kanser arastirmalarinda siklikla tercih edilmektedir

(Tablo 2.7. ve Sekil 2.6.) (253, 254).

HelLa hiicreleri adheran 0Ozellige sahiptir. Epitel karakterli morfoloji
gostermekte olup olduk¢a hizli prolifere olabilen (yaklasik 24 saatte yeni bir
jenerasyon tiretebilen) hiicrelerdir. HeLa hiicrelerindeki P53 ifadeleri diisiik ancak
retinoblastoma baskilayct gen ifadelerinin normal oldugu belirtilmistir. Hiicre

genlerinin human papilloma virus 18 dizileri igerdigi bildirilmistir (252, 254-256).

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicreleri (HepG2)

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicreleri HepG2, 1979 yilinda 15 yasinda
Amerikal1 beyaz irka sahip bir erkek hastanin hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinden
almarak kiltire edilmistir. Karaciger metabolizmasi, hepatotoksisite, kanser gibi
arastirmalarda adheran Ozelligi ile in vitro toksisite calismalarinda yaygin

kullanilmaktadir (Tablo 2.7. ve Sekil 2.6.) (252, 257, 258).



Tablo 2.7. Calismada kullanilan hiicrelerin 6zellikleri (252).
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V79 HeLa HepG2
Elde edildigi Hamster Insan Insan
organizma
Doku Akciger Serviks Karaciger
Yas/cinsiyet/irk Cricetulus griseus | 31/Kadm / Siyahi | 15/ Erkek / Beyaz

(Cin hamster)
Timor tipi - Adenokarsinom Hepatoseliiler
karsinoma

Hiicre tipi ve | Fibroblast hiicresi Epitel karakterli Epitel karakterli
morfolojisi
Ozelligi Adheran Adheran Adheran
Saklama kosullar1 | Sivi nitrojen buhart | Sivi nitrojen buhart | Sivi nitrojen buhari

V79 Hucresi

Sekil 2.6. V79, HelLa ve HepG2 hiicrelerinin (A) diisiik konsantrasyonlarda, (B)
yuksek konsantrasyonlarda mikroskobik goriiniimleri (252).




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Etil Alkol

HeLa (Insan Serviks Adenokarsinoma) Hiicre Hatt:

HepG2 (Insan Hepatoselliiler Karsinoma) Hiicre Hatt1

Kurkumin (=% 80)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir)
Penisilin-Streptomisin

Piknogenol®

RPMI-1640
Sisplatin
Tripan Mavisi
Tripsin-EDTA

V79 (Cin Hamster Akciger Fibroblast) Hiicre Hatti

Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)
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Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich

Americal Type
Culture Collection

Americal Type
Culture Collection

Sigma

Sigma

PAA

Horphag  Research

(Isvigre)

Sigma

Kogak Farma®
Sigma

Sigma

Americal Type
Culture Collection

Sigma



3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

Buzdolab1

Cam pastor pipeti

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Etiv

Floresan Mikroskop

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25/75 ¢cm?), 6-/96-kuyucuklu
plaka, pipet (1- 25 ml), santrifiyj tiipii (15, 50 mL)

Isitict

Inkiibatdr (CO,’li)
Karigtirici-Isitict

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Laminar akimli kabin
Mikrofiltre

Mikropipet, 8 kanall1 (5-300 pl)

Mikropipetler
(0.5-1 ul, 1-5 ul, 5-10 ul, 10-200 ul, 200-1000 wl, 1-5 ml)

Mikrosantrifiij
Mikrosantrifiij tiipti (1.5ml)
Neubauer Cami (Hiicre sayim cami)

Otoklav

Pipet ucu, 0.5-10, 10-200, 100-1000u1’1ik
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Hotpoint
Interlab
Ariston
Revco
Dedeoglu
Leica

Corning

Multi-Blok, Lab-Line
Heraeus Instruments
Jankel&Kunkel, Tkamag
Marienfeld

Marienfeld

Heraeus

Millipore® Merck
Eppendorf

Finnpipette, Gilson,
Discovery Confort

Hettich Micro 12-24
Eppendorf
Marienfeld

Rodwell Monarch MP
24

Eppendorf
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Santrifiij Heraeus, Hettich

Spektrofotometre SpektraMax M2

Su Banyosu Termal®  Laboratory
Tools

Terazi Schimadzu Libror

Vakum Pompasi Welch Vacuum

Yatay calkalayici Edmund Biihler

3.3. Calisma Cozeltileri

V79 ve HeLa besiyeri

V79 ve HelLa hiicrelerinin ¢ogalmasinda kullanilacak besiyeri (vasat) i¢in;
500 ml RPMI1640 (L-Glutamin iceren RPMI1640 vasati) tizerine 50 ml FBS (~%10)

ve 5 ml penisilin/streptomisin (~%1) eklenir. Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklanir.
HepG2 besiyeri

HepG2 hiicresinin ¢ogalmasinda kullanilacak besiyeri ic¢in; 500 ml
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (L-Glutamin ve 5SmM (1g/l) glukoz iceren
DMEM vasati) tizerine 50 ml FBS (=% 10) ve 5 ml penisilin/streptomisin (~% 1)

eklenir. Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklanir.

MTT stok cozeltisi (S mg/ml)
5 mg MTT, 1 ml PBS icinde c¢oziiliir. Elde edilen MTT stok c¢ozeltisi
Millipore (0.2 um) filtresi kullanilarak sterilize edilir ve 1s1iktan uzak tutulur. 4° C’de

en fazla 4 giin saklanabilir. Uzun siire saklanacaksa -20°C’de saklanilir.

Sisplatin cozeltisi
10 mg sisplatin (MA: 300.01 g/mol) 20 ml enjektabl preparat i¢inde (Kogak
Farma®) ¢oziinmiis halde ve steril olarak bulunmaktadir. Bu ¢ozelti 1.665 mM

sisplatin igerir. 1.665 mM sisplatin ¢ozeltisinden 1201 pl litre alinir ve 2 ml’ye vasat
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ile tamamlanarak 1 mM sisplatin ¢ozeltisi hazirlanir.

2 mM Piknogenol® cozeltisi
2.9 mg PYG (MA: 290 g/mol) tartilir, 5 ml vasatta ¢oziiliir. 2 mM piknogenol
cozeltisi elde edilir. Bu ¢ozelti filtreden (0.22 uM) gecirilerek sterilize edilir.

Karanlik ortamda hazirlanir, taze olarak kullanilir.

2 mM Kurkumin ¢ozeltisi
3.7 mg CUR (MA: 368.39 g/mol) tartilir, 25 pl DMSO’da ¢oziliir, 4975 ul
vasat ilave edilir. Bu ¢ozelti filtreden (0.22 pM) gecirilerek sterilize edilir. Karanlik

ortamda hazirlanir, taze olarak kullanilir.

3.4. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi

1. -80°C’de, %10 DMSO iceren besiyerinde saklanan V79, HeLa ve HepG2
hiicreleri, caligma oOncesinde 37°C’ye getirilen su banyosunda 1 dk
bekletilerek oda sicakligina getirildi. Daha sonra yapilan her islem steril
sartlarda ve hava akigh steril kabin ortaminda gergeklestirildi. Caligmada
kullanilacak geregler %70’lik etanol ile sterilize edildi.

2. Su banyosunda 37°C’ye getirilen besiyeri (9 ml) ile hiicreler (1 ml) steril bir
tiip icinde silispande edildikten sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifii
uygulandi ve lstteki berrak kisim (slipernatant) atildi. Bu sekilde hiicre ortami
yikanarak saklama ortamindaki DMSO uzaklastirildi.

3. Kalan hiicre pelleti, uygun besiyeri ile karistirilarak 25 cm?’lik yatay kiiltiir
kaplar1 igerisine aktarildi.

4. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inkiibator igerisinde (37°C £+ 1°C, % 90 = % 5
nem, % 5.0 £ 1 COy/hava) biiylimeleri saglandi.

5. Cogalmaya birakilan hiicrelerin besiyeri her 3 giinde bir degistirildi ve
besiyerinin, kontaminasyon ve doygunluk durumu mikroskopta kontrol
edildi.

— Hicre sayimi

6. Mikroskobik olarak degerlendirilen hiicreler tiim kiiltiir ortamini
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kapladiklarinda, ortamdaki besiyeri uzaklagtirildi.

Hiicreler 2 kez 5 ml 37°C’ye getirilmis PBS ile yikandi.

Hiicrelerin tizerine 2-5 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 5-10 dakikalik
tripsin inkiibasyonundan sonra hiicrelerin yapistiklar1 yerden kalkmalari
saglandi. Kalkmayan hiicreler i¢in toksik olan tripsin ile uzun siire
bekletilemeyecegi i¢in kiiltiir kabinin tabanina hafif¢e vuruldu. Hiicrelerin
tutunduklar1 yiizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskop altinda kontrol edildi.
Eklenen tripsin-EDTA c¢ozeltisinin iki kati kadar besiyeri ortama ilave
edilerek hiicreler nazikce siispande edildi. Hiicre siispandesi steril bir tlipe
aktarilarak 1200 devir/dk hizda 25°C’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant kism1 uzaklastirildi ve dipte toplanan hiicre pelleti 2 ml besiyeri
ile nazikg¢e siispande edilerek 10 pl’si steril bir ependorf tiipte 90 pl tripan
mavisi ¢ozeltisi (% 0.4) ile iyice siispande edildi.

Neubauer tipi hiicre sayim lami (hemasitometre) ve bir lamel yardimi ile
hiicre siispansiyonu kapiler etki ile dolduruldu (Sekil 3.1.).

Hiicre sayimi; 151tk mikroskobu altinda hiicre sayict lami olusturan dort
karenin iki kenar ¢izgileri hari¢ iizerlerindeki parlak ve renksiz goriintiili
canli hiicreler sayilarak gergeklestirildi.

Yasayan hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak icin asagidaki formdil
kullanild:

A: Yasayan hiicre sayisinin ortalamasi (4 karede sayim yapildiktan sonra
toplam say1 dorde boliinerek ortalama sayi elde edilir)

B: Seyreltme faktérii = 10/1 (Hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi ¢ozeltisi
karigimui)

Yasayan hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml) = A xBx10*

Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan (sayilan hiicre sayis1 x 10
hiicre/ml) sonra hiicre siispansiyonu besiyeri kullanilarak hiicre kiiltiirti

caligmalarinda istenilen konsantrasyonlara seyreltildi.
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Sekil 3.1. Neubauer hiicre sayim lami.

3.5. Piknogenol ve Kurkuminin Farkh Hiicre Hatlarinda Sisplatin

Sitotoksisine EtKilerinin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

Laminer kabinin ultraviyole 15181 ¢alismadan once ve sonra 20 dakika agik
birakildi. Calisma ortami ve gerecler kullanim 6ncesi ve sonrasi %70’lik
etanol ile sterilize edildi. Tiim islemler steril sartlarda ve hava akigh steril
kabin igerisinde gerceklestirildi.
Madde 3.4’de anlatildig1 tlizere uygun besi ortaminda ¢ogaltilan ve sayilan
hiicreler, ¢oklu pipet yardimi ile 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta
200 pl besiyeri igerisinde 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve
hiicrelerin kuyucuklar i¢inde tutunup c¢ogalmalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona
birakildi.
Tim hiicre hatlarinda genis konsantrasyon araliginda sisplatin, piknogenol ve
kurkuminin tek baglarina 24 ve 48 saat maruziyetin sitotoksisitesi incelendi.
Sisplatin i¢in 0.49-500 uM; Piknogenol i¢in 1.95-2000 uM; Kurkumin i¢in
1.95-2000 uM konsantrasyon araliklarinda dozlar1 uygulanda.
Maddelerin 1Csy degerleri belirlendikten sonra piknogenol ve kurkuminin
sisplatin ile kombinasyonlarinin sitotoksisitesi arastirildi.
- Piknogenoliin sisplatin sitotoksisitesine etkisinin degerlendirilmesi amaci
ile uygulanan konsantrasyon araliklari;
* V79 hiicresinde, 24 saat inkiibasyon i¢in; 15 pM sisplatin + 15.6-500
uM piknogenol ve 48 saat i¢in 5 puM sisplatin + 15.6-500 uM



10.
1.

12.

73

piknogenol kombinasyonlari incelendi.

* Hela hiicresinde, 24 saat inkiibasyon i¢in; 20 uM sisplatin + 15.6-500
uM piknogenol ve 48 saat igin 10 pM sisplatin + 15.6-500 uM
piknogenol kombinasyonlari incelendi.

* HepG2 hiicresinde, 24 saat inkiibasyon i¢in; 25 pM sisplatin + 15.6-
500 uM piknogenol ve 48 saat i¢in 10 uM sisplatin + 15.6-500 uM
piknogenol kombinasyonlari incelendi.

- Kurkuminin sisplatin sitotoksisitesine etkisinin degerlendirilmesi amaci
ile uygulanan konsantrasyon araliklari;

* V79 hiicresinde, 24 saat inkiibasyon i¢in; 15 pM sisplatin + 15.6-500
uM kurkumin ve 48 saat i¢in 5 pM sisplatin + 15.6-500 uM kurkumin
kombinasyonlar1 incelendi.

* Hela hiicresinde, 24 saat inkiibasyon i¢in; 20 uM sisplatin + 15.6-500
uM kurkumin ve 48 saat icin 10 puM sisplatin + 15.6-500 uM
kurkumin kombinasyonlar1 incelendi.

* HepG2 hiicresinde, 24 saat inkiibasyon i¢in; 25 pM sisplatin + 15.6-
500 uM kurkumin ve 48 saat i¢in 10 uM sisplatin + 15.6-500 uM
kurkumin kombinasyonlar1 incelendi.

Negatif kontrol olarak, sisplatin ve piknogenol i¢in hiicre besiyeri uygulandi.
Kurkumin i¢in %0.5 DMSO igeren besiyeri uygulandi.

Inkiibasyon sonunda hiicrelerin ortamlari uzaklastild.

Inkiibasyon sonunda (24 ve 48. saatlerde) madde ¢ozeltileri atildi. Her bir
kuyucuga 90 pl besi ortami ve hazirlanan 5 mg/ ml MTT ¢d6zeltisinden 10’ar
ul ilave edilerek (0.5 mg/ml MTT ortaminda) 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kristal olusumu mikroskobik olarak gdzlendi.

MTT c¢ozeltisi dikkatli bir sekilde atildi.

Kuyucuklara 200 pl PBS ¢ozeltisi ile ilave edilerek yikama yapildi.
Kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢6zmek {izere her bir kuyucuga
100 pl ¢6zme soliisyonu (DMSO) eklendi. Plak yatay ¢alkalayicida 5 dakika
siireyle ¢alkalandi.

Multiplak okuyucu spektrofotometrede Orneklerin absorbans degerleri 570

nm dalga boyunda 6l¢iildii.



13.

14.

15.

16.

74

Calisma farkli zamanlarda dort kez tekrarlandi ve sonuglar dort calismanin
ortalamasi olarak hesaplandi.

Isiga duyarli bir yontem oldugundan dolay1 deneyin her agamasi miimkiin
oldugunca karanlikta gergeklestirildi.

Her bir madde konsantrasyonu icin Ol¢iilen absorbans degerinin, kontrol
degerine oran1 100 ile carpilarak % hiicre canlilig1 elde edildi.

% Hiicre canliligi = (A8/Ak) x 100 ( Ad: Ornegin absorbansi; Ak: Kontrol
grubunun absorbansi

Konsantrasyona kars1 gelen hiicre canliligi her madde i¢in grafige gegirildi.
Grafikten elde edilen denkleme gore hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii inhibitor

konsantrasyonu (ICs) hesaplandi.
3.6. Istatistiksel Yéntemler

Sonuglar ortalamasi=SS (standart sapma) olarak verilmistir. Kontroller ve

madde gruplar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar “SPSS 10.5 for Windows™ paket

programinda degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmorog-

Smirnov testiyle yapildi. Grup farkliliklar tek yolii varyans alanizi (ANOVA), LSD

test ile belirlendi. p<0.05, istatistiksel anlaml1 kabul edildi.



75

4. BULGULAR

4.1. Piknogenol Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

4.1.1.Piknogenoliin V79 Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Piknogenoliin V79 hiicrelerinde 1.95-2000 uM konsantrasyon araliginda 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Glgiilen hiicre canliligi lizerine
etkileri Tablo 4.1., 4.2. ve Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3 de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, V79 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda piknogenoliin 1.95-250 uM konsantrasyon araliginda 6énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 500uM ve {izerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligin1 anlaml olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05). V79
hiicrelerinde piknogenole ait ICsy degeri 24 saatlik maruziyette 670 uM
bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon i¢in, V79 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda piknogenoliin 1.95-62.5 pM konsantrasyon araliginda 6nemli bir
sitotoksik etki olugturmadigi, ancak 125 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligin1 anlaml olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05). V79

hiicrelerinde piknogenole ait ICsy degeri 48 saatlik maruziyette 119 uM bulunmustur.
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Tablo 4.1. V79 hiicre canlilig iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Calisma gruplan I. Deney II. Deney III. Deney  IV. Deney Hiicre

canlilig1
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95 tM PYC 95.5 101.5 102.8 96.4 99.1+3.6
3 3.91 pM PYC 88.3 99.3 94.6 101.3 95.9+5.8
4 7.81 uyM PYC 83.6 102.9 89.9 96.7 93.3+8.4
5 15.63 pM PYC 82.6 97.8 94.4 102.4 94.3+8.4
6 31.25 pM PYC 82.9 93.2 93.6 101.6 92.8+7.7
7 62.5 uyM PYC 88.9 102.2 91.5 99.6 95.5+6.4
8 125 pM PYC 91.5 97.0 95.4 103.7 96.9+5.1
9 250 pM PYC 93.8 97.9 94.0 95.0 95.2+1.9
10 500 pM PYC 59.7 46.5 61.3 72.3 60.0+10.5°
11 1000 pM PYC 29.3 18.6 31.4 38.2 29.4+8.1°
12 2000 pM PYC 27.1 14.4 29.6 34.6 26.4+8.6°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

120.0 - V79 hiicresi
21000 1 7 7T T T 7 7 24. saat
= o800 0 :

20 P I

% 60,0 T

5 40,0 L2

o 20,0 - - 1

é O’O cj\ T T T 6)\ c)\ c)\ T T T T
PP PP SO
N o "")'y (\’v \6" "1)\" @ N W c) \Q (»Q

Piknogenol konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.1. V79 hiicre canlilig1 izerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi*

*Sonuglar ortalama = standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canhiligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirild.
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Tablo 4.2. V79 hiicre canlilig iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.*

No Calisma gruplan I. Deney II. Deney III. Deney  IV. Deney Hiicre

canlilig1
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95 pM PYC 104.9 97.8 95.7 98.2 99.2+4
3 3.91 pM PYC 87.7 106.4 85.4 103.9 95.8+10.8
4 7.81 pM PYC 93.4 102.9 87.6 88.1 93.0+7.1
5 15.63 pM PYC 101.6 102.3 89.5 94.5 97.0+6.1
6 31.25 pM PYC 91.4 92.4 79.1 91.5 88.6x6.3
7 62.5 ptM PYC 82.9 83.1 70.8 90.4 81.8+8.1
8 125 pM PYC 494 45.2 35.2 55.8 46.4+8.7°
9 250 pM PYC 38.6 31.7 23.0 40.5 33.5+7.9°
10 500 pM PYC 21.1 15.6 12.7 25.8 18.8+5.8°
11 1000 pM PYC 8.8 8.0 7.6 7.9 8.1+0.5°
12 2000 pM PYC 9.8 7.4 7.6 8.0 8.2+1.17

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

120,0 T V79 hiicresi
<1000 1 L 7 48. saat
~ | 1 T I T
. X,
= 0 7 S
S 40,0 - IS
o 20,0 1 - T 2 a

SIS N AR SN~ B> BEPIN SR\ SR\ RN
NI \5(9,5(3’ & S
Piknogenol konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.2. V79 hiicre canliligi iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirilds.
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120,0 V79 hiicresi
100,04 e, 24. saat
5 80,0 - A 48. saat
= 60,0 -

8 40,0 "~
o
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Piknogenol konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.3. V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.*

* Sonuglar ortalama =* standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirilds.

4.1.2. Piknogenoliin HelL.a Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Piknogenoliin, HeLa hiicrelerinde 1.95-2000 uM konsantrasyon araliginda 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Glgiilen hiicre canliligi {izerine
etkileri Tablo 4.3., 4.4. ve Sekil 4.4., 4.5. ve 4.6’da verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, HeLa hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda piknogenoliin 1.95-125 uM konsantrasyon araliginda 6énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 250 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05).
HeLa hiicrelerinde piknogenole ait ICsy deSeri 24 saatlik maruziyette 261 uM
bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon i¢in, HeLa hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda piknogenoliin 1.95-125 uM konsantrasyon araliginda 6énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 250uM ve lizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05).
HeLa hiicrelerinde piknogenole ait ICsy degeri 48 saatlik maruziyette 213 uM

bulunmustur.
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Tablo 4.3. Hela hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihg
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95uM PYC 109.9 81.7 83.5 92.5 91.9+12.9
3 391puMPYC 95.8 83.5 72.3 84.8 84.1+9.6
4 17.81 yM PYC 78.8 94.2 81.1 82.0 84.0+6.9
5 15.63pMPYC 86.3 102.6 86.7 93.1 92.2+7.6
6 31.25pM PYC 935 97.6 88.2 87.9 91.8+4.7
7  625puMPYC 100.7 92.4 77.6 87.7 89.6+9.7
8 125uM PYC 97.6 86.9 87.3 73.2 86.2+10
9 250 pM PYC 66.2 54.9 42.8 44.7 52.2£10.8*
10 500 pM PYC 9.3 6.5 5.8 6.5 7.0£1.6°
11 1000 pM PYC 7.6 6.2 6.3 6.3 6.6+0.7°
12 2000 pM PYC 6.5 4.9 5.0 6.2 5.7+0.8"

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

120,0 T HelLa hiicresi
3 100,0 4 | T - T 24. saat
X ’ - 3 T
OIS I S
2 60,0 T
= I
§ 40,0 -
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Sekil 4.4. HeLa hiicre canlilig1 {izerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Tablo 4.4. Hela hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihg
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95uM PYC 94.4 94.1 102.1 86.9 94.4+6.2
3 391puMPYC 89.6 82.2 88.2 88.1 87.0+3.3
4 17.81 yM PYC 102.0 88.3 82.8 73.6 86.6+11.9
5 1563 pMPYC 1009 89.7 87.7 81.3 89.9+8.2
6 31.25pMPYC 103.0 92.2 84.2 89.8 92.3+£7.9
7  625puMPYC 103.1 88.6 79.9 73.1 86.2+12.9
8 125uM PYC 85.2 79.4 98.3 74.1 84.3x10.4
9 250 pM PYC 39.1 42.1 33.1 30.1 36.1£5.5°
10 500 pM PYC 3.9 3.5 4.1 3.5 3.8£0.3°
11 1000 pM PYC 42 3.5 3.6 33 3.7£04°
12 2000 pM PYC 3.8 2.4 2.5 24 2.8+0.7°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.5. HeLa hiicre canliligi {izerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirilds.
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Sekil 4.6. HelLa hiicre canlilig1 lizerine piknogenoliin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

4.1.3. Piknogenoliin HepG2 Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Piknogenoliin HepG2 hiicrelerinde 1.95-2000 uM konsantrasyon araliginda
24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile dl¢iilen hiicre canliligi lizerine
etkileri Tablo 4.5. ve 4.6. ve Sekil 4.7., 4.8., 4.9°da verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, HepG2 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda piknogenoliin 1.95-62.5 pM konsantrasyon araliginda 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 125uM ve {izerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05).
HepG2 hiicrelerinde piknogenole ait ICsy degeri 24 saatlik maruziyette 192 uM
bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon i¢in, HepG2 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda piknogenoliin 1.95-15.6 pM konsantrasyon araliginda 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 31.25 uM ve ilizerindeki konsantrasyonlarinda
doz bagimli olarak hiicre canlilifin1 anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).
HepG2 hiicrelerinde piknogenole ait I1Csy degeri 48 saatlik maruziyette 51.5 uM

bulunmustur.
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Tablo 4.5. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95uM PYC 107.6 93.6 90.6 96.7 97.1+£7.4
3 391puMPYC 91.5 95.4 100.3 88.6 94.0+5.1
4 781 uyMPYC 95.5 105.5 101.9 90.7 98.4+6.6
5 1563 pMPYC 101.7 100.0 89.5 88.7 95.0+6.8
6 31.25pM PYC 107.0 93.4 90.5 89.2 95.0+8.2
7  625puMPYC 98.7 91.1 81.2 96.9 92.0+7.9
8 125uM PYC 68.2 59.0 61.2 75.0 65.8£7.2°
9 250 pM PYC 32.6 45.4 34.1 342 36.6£5.9°
10 500 pM PYC 23.2 18.5 16.9 22.7 20.3+£3.1°
11 1000 pM PYC 15.1 11.9 8.0 15.3 12.6£3.4°
12 2000 pM PYC 13.5 10.3 7.9 14.7 11.6+£3.1°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.7. HepG2 hiicre canlilig1 {izerine piknogenoliin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.



&3

Tablo 4.6. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95uM PYC 103.0 98.3 91.6 96.6 97.4+4.7
3 391puMPYC 99.6 98.0 106.6 97.5 100.4+4.2
4 17.81 yM PYC 101.2 89.6 114.2 90.1 98.8+11.6
5 15.63pMPYC 925 84.7 96.9 934 91.9+5.1
6 31.25pMPYC 763 73.1 68.9 78.3 74.2+4.1°
7  625puMPYC 30.8 38.4 38.7 383 36.5£3.8°
8 125uM PYC 18.8 19.4 20.3 21.6 20.0£1.2°
9 250 pM PYC 8.0 9.9 9.7 9.6 9.3x0.9°
10 500 pM PYC 4.4 7.2 5.8 6.8 6.0£1.3°
11 1000 pM PYC 49 2.8 6.3 33 43+1.6°
12 2000 pM PYC 3.9 3.0 6.5 3.2 42+1.6°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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. HepG?2 hiicresi

Sekil 4.8. HepG2 hiicre canlilig1 {izerine piknogenoliin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirilds.
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Sekil 4.9. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore

degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

4.2. Kurkuminin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

4.2.1. Kurkuminin V79 Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Kurkuminin V79 hiicrelerinde 1.95-2000 uM konsantrasyon aralifinda 24 ve
48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Olgiilen hiicre canliligi iizerine
etkileri Tablo 4.7. ve 4.8 ve Sekil 4.10., 4.11. ve 4.12° de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, V79 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda kurkuminin 1.95-250 puM konsantrasyon aralifinda énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 500 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda
doz bagimli olarak hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).
V79 hiicrelerinde kurkumine ait ICsy degeri 24 saatlik maruziyette 877 uM
bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon i¢in, V79 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda kurkuminin 1.95-62.5 uM konsantrasyon araliginda 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 125 uM ve {izerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligin1 anlaml olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05). V79

hiicrelerinde kurkumine ait ICsy degeri 48 saatlik maruziyette 119 uM bulunmustur.



&5

Tablo 4.7. V79 hiicre canlilig1 lizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95uM CUR 95.8 97.3 82.9 102.8 94.7+8.4
3 391 pM CUR 103.1 102.8 101.4 106.4 103.5+2.1
4 7.81 uyM CUR 100.3 96.7 104.8 111.6 103.4+6.4
5 15.63pM CUR 97.7 95.2 90.7 94.7 94.6+2.9
6 31.25pM CUR 101.7 102.0 101.9 105.4 102.8+1.8
7 62.5puM CUR 92.0 89.3 89.7 104.7 94.0+7.3
8 125puM CUR 91.1 90.8 83.2 79.0 86.0+6
9 250 puM CUR 74.2 74.9 74.5 94.6 79.5+10
10 500 pM CUR 65.4 55.3 71.9 73.8 66.6£8.4°
11 1000 pM CUR 434 41.7 41.0 54.1 45.0£6.1°
12 2000 pM CUR 284 23.6 26.1 20.9 24.8+3.2°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi.

120,0 _ V79 hiicresi
/\;\ 100’0 4 T -+ T = = T 24. saat
o a I Yy T
— 80,0 S S
2 60,0 . a
g 40,0 - ia
o 20,0 7
.g O’O ‘\) T T T $\> c\) ‘\) T T T T
- S D (Y QO O D
T \?’ f*.)o-) /\09 \5‘9 %\(J’ Qv \’\; "ﬁ) °)Q \QQ q/QQ
Kurkumin konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.10. V79 hiicre canlilig1 izerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi.
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Tablo 4.8. V79 hiicre canlilig1 iizerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95puM CUR 104.9 97.8 95.7 98.2 99.2+4
3 391 pM CUR 87.7 106.4 85.4 103.9 95.8+10.8
4 7.81 yM CUR 93.4 102.9 87.6 88.1 93.0+7.1
5 15.63pM CUR 101.6 102.3 89.5 94.5 97.0+6.1
6 3125pMCUR 914 92.4 79.1 91.5 88.6+6.3
7 62.5puM CUR 82.9 83.1 70.8 90.4 81.8+8.1
8 125puM CUR 49.4 45.2 35.2 55.8 46.4+8.7°
9 250 puM CUR 38.6 31.7 23.0 40.5 33.5£7.9°
10 500 pM CUR 21.1 15.6 12.7 25.8 18.8+5.8°
11 1000 pM CUR 8.8 8.0 7.6 7.9 8.1+0.5°
12 2000 pM CUR 9.8 7.4 7.6 8.0 8.2+1.1°

* Sonuglar ortalama =+ standart
degerlendirildi. Negatif kontrol
karsilastirildi.

sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
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Sekil 4.11. V79 hiicre canlilig1 {izerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi.
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Sekil 4.12. V79 hiicre canlilig1 iizerine kurkuminin 24 ve 48 saat maruziyette etkisi*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi.

4.2.2. Kurkuminin HeLa Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Kurkuminin HeLa hiicrelerinde 1.95-2000 uM konsantrasyon araliginda 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Glgiilen hiicre canliligi lizerine
etkileri Tablo 4.9, 4.10 ve Sekil 4.13., 4.14. ve 4.15.’de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, HeLa hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda kurkuminin 1.95-250 pM konsantrasyon aralifinda énemli bir
sitotoksik etki olugturmadigi, ancak 500 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05).
HeLa hiicrelerinde kurkumine ait ICsp degeri 24 saatlik maruziyette 404 uM
bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon i¢in, HeLa hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda kurkuminin 1.95-125 pM konsantrasyon aralifinda énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 250 puM konsantrasyon araliginda doz bagimli
olarak hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05). HeLa

hiicrelerinde kurkumine ait ICsy degeri 48 saatlik maruziyette 320 uM bulunmustur.
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Tablo. 4.9. HeLa hiicre canlilig1 lizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95puM CUR 99.1 107.2 99.5 99.3 101.3+4
3 391 pM CUR 92.8 100.9 100.1 91.3 96.3+4.9
4 7.81 uM CUR 98.1 96.8 93.5 84.9 93.3+6
5 15.63pM CUR 934 95.3 103.6 97.7 97.5+4.4
6 3125pMCUR 914 101.0 95.0 87.9 93.8+5.6
7 62.5puM CUR 100.0 103.5 88.6 94.5 96.7+6.5
8§ 125uM CUR 95.1 100.9 95.4 102.4 98.5+3.7
9 250 puM CUR 83.4 94.3 99.5 77.9 88.8+9.9
10 500 pM CUR 25.6 26.5 23.6 23.2 24.7+1.6°
11 1000 pM CUR 125 10.4 8.1 9.7 10.2+1.8°
12 2000 p]M CUR 75 7.1 7.3 8.7 7.6£0.7°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi.
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Sekil 4.13. HeLa hiicre canlilig1 {izerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi.
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Tablo 4.10. HeLa hiicre canlilig1 lizerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95uM CUR 97.8 112.7 113.0 96.8 105.1+9
3 391 pM CUR 112.3 106.2 113.9 102.7 108.8+5.2
4 7.81 yM CUR 102.3 105.4 98.8 99.9 101.6+2.9
5 15.63pM CUR 1053 113.3 101.0 100.5 105.0+£5.9
6 31.25pM CUR 98.8 101.5 107.2 96.6 101.0+4.6
7 62.5puM CUR 107.5 103.0 98.9 98.3 101.9+4.3
8§ 125uM CUR 99.5 74.0 79.5 82.8 83.9+11
9 250 puM CUR 79.1 61.3 66.5 57.1 66.0£9.5°
10 500 pM CUR 13.4 14.4 13.2 12.0 13.2+1°
11 1000 pM CUR 8.2 4.5 6.7 5.5 6.2+1.6°
12 2000 p]M CUR 53 6.8 6.8 4.7 5.9+1.1°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile

karsilastirildi.
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Sekil 4.14. HeL a hiicre canlilig1 {izerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile

karsilastirildi.
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Sekil 4.15. HelLa hiicre canlilifi iizerine kurkuminin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi.

4.2.3. Kurkuminin HepG2 Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Kurkuminin HepG2 hiicrelerinde 1.95-2000 uM konsantrasyon aralifinda 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Glgiilen hiicre canliligi lizerine
etkileri Tablo 4.11., 4.12. ve Sekil 4.16., 4.17. ve 4.18’de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, HepG2  hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda kurkuminin 1.95-125 pM konsantrasyon aralifinda énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 250 pM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda
doz bagimli olarak hiicre canlilifin1 anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).
HepG2 hiicrelerinde kurkumine ait ICsy degeri 24 saatlik maruziyette 236 uM
bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon i¢in, HepG2 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda kurkuminin 1.95-31.25 uM konsantrasyon araliginda énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 62.5 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05).
HepG2 hiicrelerinde kurkumine ait ICsy degeri 48 saatlik maruziyette 98.3 uM

bulunmustur.
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Tablo 4.11. HepG2 hiicre canlilig1 lizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 1.95uM CUR 96.7 92.8 101.8 94.6 96.5+£3.9
3 391 pM CUR 94.4 88.7 87.3 96.8 91.8+4.5
4 7.81 uyM CUR 94.0 98.0 94.8 95.6 95.6+1.8
5 15.63pM CUR 920 91.8 102.5 100.8 96.8+5.7
6 3125pM CUR 939 96.2 93.2 96.4 94.9+1.6
7 62.5puM CUR 94.3 98.9 103.0 101.7 99.5+3.8
8§ 125uM CUR 86.1 88.0 92.4 79.9 86.6+5.2
9 250 puM CUR 51.6 50.7 39.2 40.7 45.6x6.5°
10 500 pM CUR 22.9 24.7 22.9 20.9 22.8+1.6°
11 1000 pM CUR  10.8 12.8 10.2 10.4 11.1£1.2°
12 2000 pM CUR  10.8 7.7 5.5 10.4 8.6+£2.5"

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile

karsilastirildi.
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Sekil 4.16. HepG2 hiicre canlilig iizerine kurkuminin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile

karsilastirildi.
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Tablo 4.12. HepG2 hiicre canlilig1 lizerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. IVv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 195puMCUR 883 101.6 94.0 130.2 103.5+18.6
3 391pMCUR 963 102.6 103.5 100.2 100.7+3.2
4 781 pMCUR 92.0 106.7 94.1 108.1 100.2+8.4
5 15.63pM CUR 88.5 100.1 93.4 97.9 94.9+5.1
6 31.25pM CUR 92.0 106.8 91.3 96.3 96.6+7.2
7 625uMCUR 704 66.1 50.2 56.5 60.8£9.2°
8 125puM CUR 40.1 40.7 37.2 42.8 40.2+2.3°
9 250 puM CUR 19.2 22.6 32.7 26.7 25.3+5.8°
10 500 pM CUR 14.9 17.3 23.7 18.2 18.5£3.7°
11 1000 pM CUR 7.5 7.2 10.2 26.7 12.9£9.3%
12 2000 pM CUR 7.8 8.5 10.3 18.2 11.2+4.8°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile

karsilastirildi.
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Sekil 4.17. HepG2 hiicre canlilig iizerine kurkuminin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile

karsilastirildi.
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Sekil 4.18. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine kurkuminin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi.

4.3. Sisplatin Sitotoksisitesitesinin Belirlenmesi

4.3.1. Sisplatinin V79 Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

V79 hiicrelerinde sisplatinin, 0.49-500 uM konsantrasyon araliginda 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sonrasi hiicre canlilig1 iizerine etkileri Tablo 4.13. 4.14. ve Sekil
4.19.,4.20. ve 4.21.”de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, V79 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda sisplatinin 0.49-7.81 pM konsantrasyon araliginda onemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 15.2-500 uM konsantrasyon araliginda doz
bagimli olarak hiicre canliligin1 anlaml olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05). V79
hiicrelerinde sisplatine ait ICso (hiicre canliligim %50 azaltan diizey) degeri 24
saatlik maruziyette 15.4 uM bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon i¢in, V79 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda sisplatinin 3.91-500 uM konsantrasyon araliginda doz bagimh
olarak hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttigi gorilmektedir (p<0.05). V79

hiicrelerinde sisplatine ait ICsy degeri 48 saatlik maruziyette 4.9 uM bulunmustur.
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Tablo 4.13. V79 hiicre canlilif1 lizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 049 puM CIS 101.6 98.9 99.8 118.7 104.8+9.4
3 098 puM CIS 100.4 99.2 94.0 112.7 101.6+7.9
4 1.95pM CIS 98.7 98.9 95.4 106.1 99.8+4.5
S5 391 uMCIS 80.2 94.6 98.7 94.0 91.9+8.1
6 7.81 uyM CIS 84.6 91.9 91.2 99.8 91.9+6.2
7  15.62 pM CIS 45.2 45.6 40.4 58.7 47.5+7.8°
8 3125 pyM CIS 17.3 21.1 19.3 19.9 194+1.6°
9 625uMCIS 11.1 11.5 15.9 10.0 12.1£2.6*
10 125 pM CIS 11.1 11.5 13.9 8.9 11.3£2.0°
11 250 uM CIS 10.8 11.4 14.6 9.0 11.4£2.3°
12 500 pM CIS 10.4 11.4 14.4 8.4 11.2£2.5°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.19. V79 hiicre canlilig1 {izerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirild.
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Tablo 4.14. V79 hiicre canlilig1 {izerine sisplatinin 48saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 049 M CIS 98.3 97.9 98.0 103.5 99.4+2.7
3 098 puM CIS 94.9 97.2 96.5 100.8 97.3+£2.5
4 1.95pM CIS 83.1 82.1 104.2 99.1 92.1+11.2
5 391 uMCIS 50.2 52.8 62.7 70.2 59.0£9.2°
6 7.81 uyM CIS 17.7 29.3 23.8 22.7 23.4x4.8°
7 15.62 pM CIS 13.7 14.4 14.4 11.2 13.4+1.5°
8 3125 pyM CIS 8.3 8.7 9.4 7.8 8.6+0.7 *
9 625uMCIS 8.9 54 9.2 7.3 7.7£1.7°
10 125 pM CIS 8.1 5.1 9.4 7.5 7.5+1.8°
11 250 uM CIS 8.3 52 9.1 7.1 7.4£1.7°
12 500 pM CIS 9.4 4.9 10.0 7.8 8.0+2.3°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.20. V79 hiicre canlilig1 {izerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.21. V79 hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 24 ve 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

4.3.2. Sisplatinin HeLa Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Sisplatinin, HeLa hiicrelerinde 0.49-500 uM konsantrasyon araliginda 24 ve
48 saatlik inkiibasyon sonrasi canlilig1 tizerine etkileri Tablo 4.15., 4.16 ve Sekil’de
4.22.,4.23., 4.24.°de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, HeLa hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda sisplatinin 0.49-7.81 pM konsantrasyon araliginda onemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 15.2-500 uM konsantrasyon araliginda doz
bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05).
HeLa hiicrelerinde sisplatine ait ICsy degeri 24 saatlik maruziyette 22.4 uM
bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon i¢in, HeLa hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda sisplatinin 7.81-500 uM konsantrasyon araliginda doz bagimh
olarak hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05). HeLa

hiicrelerinde sisplatine ait ICso degeri 48 saatlik maruziyette 12.3 uM bulunmustur.
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Tablo 4.15. HeLa hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 049 M CIS 99.0 106.2 98.8 96.5 100.1+4.2
3 098 puM CIS 95.5 113.0 92.5 100.7 100.4+9.1
4 1.95pM CIS 100.0 106.9 89.1 102.0 99.5+7.5
5 391 uMCIS 93.9 103.8 103.7 99.3 100.1+4.6
6 7.81 uyM CIS 75.6 95.8 73.4 101.0 86.5+14
7 15.62 pM CIS 59.4 62.0 62.8 74.4 64.7£6.6"
8 3125 pyM CIS 26.9 36.0 26.7 37.1 31.6+£5.6°
9 625uMCIS 15.8 21.2 20.0 26.8 21.0+4.5°
10 125 pM CIS 7.7 9.7 10.4 21.3 12.3+6.1°
11 250 uM CIS 6.7 8.6 8.1 7.8 7.8£0.8°
12 500 pM CIS 5.5 6.6 5.2 5.8 5.8+0.6"

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.22. HeL a hiicre canlilig1 {izerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirilds.
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Tablo 4.16. HeLa hiicre canlilig1 lizerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 049 M CIS 102.0 95.0 92.1 87.6 94.2+6
3 098 puM CIS 96.6 95.4 82.1 97.9 93.0+7.4
4 195uM CIS 104.2 87.3 76.9 104.5 93.2+13.5
5 391 uMCIS 107.8 83.3 81.0 105.2 94.3+14.2
6 7.81 uyM CIS 83.7 70.1 73.2 83.5 77.6£7°
7 15.62 pM CIS 30.2 28.6 31.7 27.1 29.4x2°
8 3125 pyM CIS 7.6 6.8 5.5 7.0 6.7£0.9°
9 625uMCIS 6.3 5.5 52 6.7 5.9+0.7°
10 125 pM CIS 6.5 6.0 5.5 7.1 6.30.7"°
11 250 uM CIS 7.3 6.6 5.8 7.9 6.9£0.9°
12 500 pM CIS 6.5 9.7 5.7 7.2 7.31.7°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.23. HeL a hiicre canlilig1 {izerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.24. HeL a hiicre canlilig1 {izerine sisplatinin 24 ve 48 saat maruziyette etkisi*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

4.3.3. Sisplatinin HepG2 Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Sisplatinin, HepG2 hiicrelerinde 0.49-500 uM konsantrasyon araliginda 24 ve
48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Olgiilen hiicre canliligi iizerine
etkileri Tablo 4.17., 4.18. ve Sekil 4.25, 4.26., 4.27°de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in, HepG2 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda sisplatinin 0.49-7.81 pM konsantrasyon araliginda onemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 15.62-500 uM konsantrasyon araliginda doz
bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05).
HepG2 hiicrelerinde sisplatine ait ICsy degeri 24 saatlik maruziyette 25.5 uM
bulunmustur.

48 saatlik inkiibasyon icin, HepG2 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda sisplatinin 7.81-500 uM konsantrasyon araliginda doz bagimh
olarak hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05). HepG2

hiicrelerinde sisplatine ait ICsy degeri 48 saatlik maruziyette 7.7 uM bulunmustur.
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Tablo 4.17. HepG2 hiicre canlilig1 lizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig

1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 049 M CIS 103.5 99.7 103.3 97.5 101.0+2.9

3 098 puM CIS 95.0 107.8 106.9 93.5 100.8+7.6

4 1.95pM CIS 100.4 102.2 102.4 95.5 100.1+3.2

5 391 uMCIS 96.6 99.2 103.4 99.7 99.7+2.8

6 7.81 uyM CIS 99.4 102.2 90.7 85.4 94.4+7.8

7 15.62 pM CIS 67.1 70.3 74.0 554 66.7£8*

8 3125 pyM CIS 42.5 39.7 55.1 30.0 41.8+10.3°

9 625uMCIS 41.6 34.6 543 30.5 40.2+10.4°

10 125 pM CIS 31.5 27.1 41.2 27.0 31.76.7°

11 250 uM CIS 324 24.8 37.3 233 29.5+6.6"

12 500 pM CIS 26.5 16.3 29.5 15.0 21.8£7.3°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.25. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirilds.
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Tablo 4.18. HepG2 hiicre canlilig1 lizerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma I. Deney II. Deney III. Iv. Hiicre
gruplari Deney Deney canlihig:
1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 049 M CIS 99.0 109.0 97.9 88.3 98.5+8.5
3 098 puM CIS 125.3 102.7 88.7 91.0 102.0+16.8
4 1.95puM CIS 118.7 121.4 76.5 93.7 102.6+21.4
S5 391 uMCIS 88.4 97.4 66.4 70.2 80.6+14.7
6 7.81 uyM CIS 58.1 48.5 40.9 53.8 50.3£7.4°
7 15.62pMCIS  60.5 41.3 20.8 335 39.0£16.6"
8§ 3125pMCIS 493 29.0 16.2 28.0 30.6£13.7°
9 625uMCIS 39.2 27.4 16.5 22.4 26.4£9.6°
10 125 pM CIS 38.6 27.0 14.5 19.8 25.0£10.4°
11 250 uM CIS 35.7 25.7 12.6 20.0 23.5£9.7°
12 500 pM CIS 24.1 17.9 9.7 6.9 14.6+7.8°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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Sekil 4.26. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirilds.
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Sekil 4.27. HepG2 hiicre canlilif1 iizerine sisplatinin 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirilds.

V79, HeLa ve HepG2 hiicrelerinde piknogenol, kurkuminin ve sisplatinin 24

ve 48 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen ICsy degerleri tablo 4.19°da

verilmistir.

Tablo 4.19. V79, HeLa ve HepG2 hiicrelerinde piknogenoliin, kurkuminin ve

sisplatinin I1Cs, degerleri

Piknogenol ICs¢ degeri (uM) ICs degeri (nM)
24. Saat 48. Saat
V79 hiicresi 670 119
HelLa hiicresi 261 213
HepG?2 hiicresi 192 51.5
Kurkumin ICs¢ degeri (uM) ICs degeri (uM)
24. Saat 48. Saat
V79 hiicresi 877 119
HelLa hiicresi 404 320
HepG?2 hiicresi 236 98.3
Sisplatin ICs¢ degeri (uM) ICs degeri (uM)
24. Saat 48. Saat
V79 hiicresi 154 4.9
HelLa hiicresi 22.4 12.3
HepG?2 hiicresi 25.5 7.7
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4.4. Piknogenoliin sisplatin sitotoksisitesine etkilerinin belirlenmesi

4.4.1. Piknogenoliin V79 Hiicrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesine

Etkilerinin Belirlenmesi

Piknogenoliin V79 hiicrelerinde 15.6-500 uM konsantrasyon araliginda 24 ve
48 saatlik inkiibasyonda sisplatin sitotoksisitesi iizerine etkileri Tablo 4.20, 4.21. ve
Sekil 4.28’de verilmistir.

V79 hiicrelerinde piknogenoliin 15.6-250 uM konsantrasyon araliginda 24
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (15 pM) negatif kontrol ile
karsilastirildiginda degistirmedigi, ancak 500 uM konsantrasyonda sisplatinin 1Csg

degerini anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

V79 hiicrelerinde piknogenoliin 15.6-125 uM konsantrasyon araliginda 48
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICso degerini (5 uM) negatif kontrol ile
karsilastirildiginda degistirmedigi, 250 uM ve 500 uM konsantrasyonda sisplatinin
ICso degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

Tablo 4.20. V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi.*

No Calisma gruplar I. II. I11. Iv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlhihg:

1 () Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS (15pM) 46.2 58.1 64.2 48.3 54.2+8.5"

3 15.63 pM PYC + CIS 535 50.0 66.2 55.0 56.1£7.0°

4 3125puMPYC+CIS 454 535 58.4 45.6 50.7+6.3 "

5 625uMPYC+CIS 46.2 58.1 64.2 48.3 54.2+8.5°

6 125 uyM PYC+CIS 389 49.9 48.8 43.9 453+5.0°

7 250pMPYC+CIS 455 53.2 54.3 47.6 50.2+4.3°

8 S00pMPYC+CIS 226 31.7 37.4 32.3 31.0£6.1*"

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05, negatif kontrol ile karsilastirildi.
°p<0.05, sisplatin (15 uM) ile karsilastirildi.
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Tablo 4.21. V79 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette sisplatin

sitotoksisitesine etkisi.*

No Cahisma gruplan L IL. II1. IVv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlihg

1  (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS(5uM) 47.6 54.4 58.0 52.8 53.2+4.3"°

3 15.63uMPYC+CIS 425 55.8 58.1 53.2 52.4+6.9°

4 31.25pyMPYC+CIS 394 42.7 50.9 52.6 46.4+6.4°

5 625uMPYC+CIS 318 34.4 42.8 43.8 38.2+6.0"

6 125pM PYC +CIS 22.1 25.5 17.1 29.4 23.5£5.2°

7 250 pM PYC + CIS 16.6 21.2 12.0 23.1 18.2+4.9*°

8 500pMPYC+CIS 5.7 6.8 7.4 10.7 7.6£2.2%P

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05, negatif kontrol ile karsilastirildi.

®p<0.05, sisplatin (5 uM) ile karsilastirildi.
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Sekil 4.28. V79 hiicreleri lizerinde piknogenoliin 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat
maruziyette (B) sisplatin sitotoksisitesine etkisi.*

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmigtir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
°p<0.05, sisplatin (15 uM ve 5 pM) ile karsilastirildi.
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4.4.2. Piknogenoliin HeLa Hiicrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesine

Etkilerinin Belirlenmesi

Piknogenoliin HeLa hiicrelerinde 15.6-500 uM konsantrasyon araliginda 24
ve 48 saatlik inkiibasyonda sisplatin sitotoksisitesi iizerine etkileri Tablo 4.22., 4.23.
ve Sekil 4.29°da verilmistir.

HeLa hiicrelerinde piknogenoliin 15.6-500 uM konsantrasyon aralifinda 24
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (20 pM) negatif kontrol ile
karsilastirildiginda sisplatinin 1Csp degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig

gorilmektedir (p<0.05).

HeLa hiicrelerinde piknogenoliin 15.6-125 pM konsantrasyon aralifinda 48
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (10 pM) negatif kontrol ile
karsilastirildiginda degistirmedigi, 250 uM ve 500 uM konsantrasyonda sisplatinin
ICsp degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

Tablo 4.22. Hela hiicreleri lizerinde piknogenoliin 24 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi.*

No Calisma gruplan I. IL. I11. Iv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlihg

1 () Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS 20 pM) 50.7 47.3 54.4 57.6 52.5+4.5°

3 15.63 uM PYC+ CIS 40.4 30.2 26.9 39.7 34.3+6.8"

4 31.25pM PYC + CIS 32.9 259 31.2 24.3 28.6x4.1*°

5 62.5upM PYC + CIS 34.8 26.9 243 26.3 28.1+4.6™

6 125uM PYC + CIS 273 27.7 22.2 31.1 27.1£3.6"°

7 250 uyM PYC + CIS 24.8 22.7 21.5 23.1 23.0+1.4

8 500 pM PYC +CIS 24.2 17.7 13.9 17.5 18.3+4.3%°

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
°p<0.05, sisplatin (20 pM) ile karsilastirildu.
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Tablo 4.23. HelLa hiicreleri lizerinde piknogenoliin 48 saat maruziyette sisplatin

sitotoksisitesine etkisi.*

No Cahisma gruplan L IL. II1. IVv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlihg

1  (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS(0pM) 56.2 50.8 36.4 42.6 46.5+8.8"

3 15.63uMPYC+CIS 618 47.7 31.5 48.3 473+12.4°

4 3125puMPYC+CIS 442 52.1 65.3 48.0 52.4+9.2°

5 625uMPYC+CIS 43.2 51.3 63.6 54.1 53.0+£8.4"

6 125uM PYC + CIS 40.7 47.7 67.3 60.2 54.0£12.0°

7 250 uyM PYC + CIS 35.8 46.7 40.7 44.0 41.8+4.7%

8 500 pM PYC +CIS 28.9 22.9 30.0 36.7 29.6x5.7*°

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
°p<0.05, sisplatin (10 pM) ile karsilastirildu.
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Sekil 4.29. HeLa hiicreleri lizerinde piknogenoliin 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat
maruziyette (B) sisplatin sitotoksisitesine etkisi.*

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmigtir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05, negatif kontrol ile karsilastirildi.
°p<0.05, sisplatin (20 uM ve 10 uM) ile karsilastirildi.
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4.4.3. Piknogenoliin HepG2 Hiicrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesine

Etkilerinin Belirlenmesi

Piknogenoliin HepG2 hiicrelerinde 15.6-500 uM konsantrasyon araliginda 24
ve 48 saatlik inkiibasyonda sisplatin sitotoksisitesi iizerine etkileri Tablo 4.24., 4.25.
ve Sekil 4.30°da verilmistir.

HepG2 hiicrelerinde piknogenoliin 15.6-62.5 uM konsantrasyon araliginda 24
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (25 pM) negatif kontrol ile
karsilastirlldiginda degistirmedigi, ancak 125, 250, 500 uM konsantrasyonlarinda

sisplatinin ICsy degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

HepG2 hiicrelerinde piknogenoliin 15.6-31.25 uM konsantrasyon araliginda
48 saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (10 uM) negatif kontrol ile
karsilagtirlldiginda degistirmedigi, 62.5, 125, 250, 500 uM konsantrasyonlarinda

sisplatinin ICsy degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

Tablo 4.24. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 24 saat maruziyette
sisplatin sitotoksisitesine etkisi.*

No Calisma gruplan I. IL. I11. Iv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canhihg:

1 (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS25pM) 46.7 49.3 59.2 60.2 53.9+6.9°

3 15.63uMPYC+CIS 49.0 45.2 56.3 56.8 51.8+£5.7°

4 3125pyMPYC+CIS 420 533 56.8 39.3 47.8+8.5"

5 625uMPYC+CIS 44.6 50.5 53.1 40.9 47.3+5.6"

6 125uM PYC + CIS 40.3 43.0 42.8 36.9 40.8+2.9*°

7 250 uyM PYC + CIS 23.2 20.6 18.9 23.5 21.6+2.1%

8 500 pM PYC +CIS 12.2 15.9 9.5 11.6 12.3£2.6"°

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
°p<0.05, sisplatin (20 pM) ile karsilastirildu.
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Tablo 4.25. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine piknogenoliin 48 saat maruziyette

sisplatin sitotoksisitesine etkisi.*

No Cahisma gruplan L IL. II1. IVv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlihg

1  (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS(0pM) 56.4 47.8 443 44.2 48.2+5.7"

3 15.63puMPYC+CIS 622 46.7 26.7 38.5 43.5+14.9°

4 31.25pyMPYC+CIS 524 49.8 55.2 37.2 48.6x8.0°

5 625uMPYC+CIS 36.0 43.7 38.4 31.3 374252

6 125pM PYC +CIS 29.0 35.2 31.3 22.4 29.5+5.4*°

7 250 pM PYC + CIS 17.2 19.2 19.0 9.0 16.1+4.8*°

8 500 pyMPYC+CIS 75 6.1 7.7 8.1 7.3£0.8"

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

°p<0.05, sisplatin (10 pM) ile karsilastirildu.
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Sekil 4.30. HepG2 hiicreleri iizerinde piknogenoliin 24 saat maruziyette (A) ve 48
saat maruziyette (B) sisplatin sitotoksisitesine etkisi.*

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmigtir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
°p<0.05, sisplatin (25 uM ve 10 uM) ile karsilastirildi.
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4.5. Kurkuminin sisplatin sitotoksisitesine etkilerinin belirlenmesi

4.5.1. Kurkuminin V79 Hiicrelerinde Sisplatin  Sitotoksisitesine

Etkilerinin Belirlenmesi

Kurkuminin V79 hiicrelerinde 15.6-500 uM konsantrasyon araliginda 24 ve
48 saatlik inkiibasyonda sisplatin sitotoksisitesi iizerine etkileri Tablo 4.26., 4.27. ve
Sekil 4.31°de verilmistir.

V79 hiicrelerinde kurkuminin 15.6-250 pM konsantrasyon aralifinda 24
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (15 pM) negatif kontrol ile
karsilastirlldiginda degistirmedigi, ancak 500 uM konsantrasyonda sisplatinin 1Csg

degerini anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

V79 hiicrelerinde kurkuminin 15.6-62.5 pM konsantrasyon araliginda 48
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICso degerini (5 uM) negatif kontrol ile
karsilagtinlldiginda  degistirmedigi, 125, 250, 500 uM konsantrasyonlarinda

sisplatinin ICsy degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

Tablo 4.26. V79 hiicre canlilig1 lizerine kurkuminin 24 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi.*

No Calisma gruplar L IL. II1. IVv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlihg

1 () Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS(d5pM) 42.9 53.0 52.8 47.4 49.1+4.8"

3 15.63puM CUR+CIS 43.6 45.1 55.9 52.6 49.3+5.9°

4 3125pM CUR+CIS 42.1 49.0 49.2 43.7 46.0+3.6"

5 625uMCUR+CIS 439 51.8 56.9 45.6 49.5+5.9°

6 125pM CUR+CIS 36.7 533 56.7 43.8 47.6x9.1°

7 250pM CUR+CIS 43.0 52.1 57.2 44.5 49.2+6.7

8 S00pM CUR+CIS 420 52.1 46.9 31.8 43.2+8.6"°
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*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05, negatif kontrol ile
karsilastirildi. °p<0.05, sisplatin (15 pM) ile karsilagtirildi.

Tablo 4.27. V79 hiicre canlilig1 lizerine kurkuminin 48 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi.*

No Cahisma gruplan L IL. II1. IVv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlihg

1 () Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS(5puM) 46.1 48.8 56.1 54.0 51.3+4.6"

3 15.63puM CUR+CIS 435 46.0 56.2 53.4 49.8+6.0"

4 31.25pM CUR+CIS 35.8 43.1 54.5 52.5 46.5+8.6"

5 625uMCUR+CIS 309 38.7 50.8 44.5 41.2+8.5"

6 125pMCUR+CIS 214 22.7 23.5 30.9 24.6x4.2*°

7 250 pM CUR + CIS 10.8 14.7 17.4 23.9 16.7+5.5

8 S00pMCUR+CIS 53 3.9 7.1 10.4 6.7+2.8"°

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. "p<0.035, sisplatin (5 uM) ile karsilastirildu.
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Sekil 4.31. V79 hiicreleri iizerinde kurkuminin 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat
maruziyette (B) sisplatin sitotoksisitesine etkisi*

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmigtir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. bp<0.05 , sisplatin (15 ve 5 uM) ile karsilagtirildi.
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4.5.2. Kurkuminin HeLa Hiicrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesine
Etkilerinin Belirlenmesi

Kurkuminin HeLa hiicrelerinde 15.6-500 uM konsantrasyon aralifinda 24 ve
48 saatlik inkiibasyonda sisplatin sitotoksisitesi iizerine etkileri Tablo 4.28., 4.29. ve
Sekil 4.32.de verilmistir.

HeLa hiicrelerinde kurkuminin 15.6-250 puM konsantrasyon araliginda 24
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (20 pM) negatif kontrol ile
karsilastirlldiginda degistirmedigi, ancak 500 uM konsantrasyonda sisplatinin 1Csg

degerini anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

HeLa hiicrelerinde kurkuminin 15.6-125 pM konsantrasyon araliginda 48
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (10 pM) negatif kontrol ile
karsilastirildiginda degistirmedigi, 250 uM ve 500 uM konsantrasyonda sisplatinin

ICso degerini doz bagimli anlamli olarak azalttigi goriilmektedir (p<0.05).

Tablo 4.28. HeLa hiicre canlilig1 {izerine kurkuminin 24 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi*

No Cahisma gruplan I. II. I11. Iv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlhihg:

1 () Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CISQ20pM) 43.2 43.6 63.8 42.5 48.3+10.3"

3 15.63uM CUR+CIS 338 39.2 39.1 53.9 41.5+8.7"

4 3125puyM CUR+CIS 39.1 41.2 30.0 46.9 39.3£7.0°

5 625uMCUR+CIS 36.2 44 .4 43.9 53.4 44.5+7.0°

6 125pM CUR+CIS 349 46.6 47.7 53.4 45.6x7.7

7 250 pM CUR+CIS 40.0 40.4 43.8 44.1 42.1£2.2°

8 S500uyMCUR+CIS 234 24.8 24.8 32.5 26.4x4.1*°

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. "p<0.035, sisplatin (20 pM) ile karsilagtirildi.
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Tablo 4.29. HeLa hiicre canlilig1 {izerine kurkuminin 48 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi*

No Calisma gruplar I. II. I11. Iv. Hiicre
Deney Deney Deney Deney canlhihg:

1  (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS(0pM) 40.5 46.4 43.8 46.9 44.4+2.9°

3 15.63puM CUR+CIS 33.1 41.6 40.8 50.0 41.4x6.9"

4 3125pM CUR+CIS 415 41.8 44.9 53.5 45.4+5.6"

5 625uMCUR+CIS 547 45.7 41.6 55.6 49.4+6.9"

6 125pM CUR+CIS 439 49.9 47.4 50.2 47.9+2.9°

7 250pM CUR+CIS 382 42.0 40.7 46.0 41.7+3.3"

8 S00pM CUR+CIS 346 33.6 27.7 30.3 31.5+3.2*"

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. "p<0.035, sisplatin (10 pM) ile karsilagtirildi.
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Sekil 4.32. HeLa hiicreleri {izerinde kurkuminin 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat
maruziyette (B) sisplatin sitotoksisitesine etkisi*

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmigtir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. bp<0.05 , sisplatin (20 ve 10 uM) ile karsilastirildi.
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4.5.3. Kurkuminin HepG2 Hiicrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesine
Etkilerinin Belirlenmesi

Kurkuminin HepG2 hiicrelerinde 15.6-500 uM konsantrasyon araliginda 24
ve 48 saatlik inkiibasyonda sisplatin sitotoksisitesi tizerine etkileri Tablo 4.30. 4.31.
ve Sekil 4.33.”de verilmistir.

HepG2 hiicrelerinde kurkuminin 15.6-125 uM konsantrasyon araliginda 24
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (25 pM) negatif kontrol ile
karsilastirildiginda degistirmedigi, ancak 250 uM ve 500 uM konsantrasyonlarinda

sisplatinin ICsy degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

HepG2 hiicrelerinde kurkuminin 15.6-62.5 pM konsantrasyon araliginda 48
saatlik inkiibasyonda, sisplatinin ICsy degerini (10 pM) negatif kontrol ile
karsilagtinlldiginda  degistirmedigi, 125, 250, 500 uM konsantrasyonlarinda

sisplatinin ICsy degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0.05).

Tablo 4.30. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine kurkuminin 24 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi*

No Cahisma gruplan I. II. I11. Iv. Hiicre

Deney Deney Deney Dene canhhgi

y

1  (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0
2 CIS(25puM) 43.5 50.1 56.2 42.5 48.0+6.4"
3 15.63 uM CUR + CIS 33.9 53.2 54.0 53.9 48.8+9.9°
4 31.25 M CUR + CIS 38.9 55.3 44.9 46.9 46.5+6.8"
5 62.5uM CUR + CIS 35.8 51.5 39.1 53.4 44.9+8.8"
6 125 uM CUR + CIS 34.4 48.5 32.7 53.4 42.2+10.2°
7 250 pM CUR + CIS 26.0 333 21.4 25.3 26.5+5.0™
8 500 pM CUR +CIS 13.7 17.8 9.8 13.7 13.8+3.2%°

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. °p<0.05, sisplatin (25 pM) ile karsilagtirildi.
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Tablo 4.31. HepG2 hiicre canlilig1 iizerine kurkuminin 48 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi*

No Calisma gruplar I. Deney 1II. I11. Iv. Hiicre
Deney Deney Deney  canhihgi

1  (-) Kontrol 100 100 100 100 100.0+0

2 CIS(0pM) 49.9 54.1 479 45.9 49.5+3.5°

3 15.63puM CUR+CIS 427 51.0 45.9 49.5 47.3+3.7"

4 31.25pM CUR+CIS 409 49.0 47.0 48.4 46.43.7"

5 62.5uM CUR + CIS 39.6 40.8 39.1 43.4 40.7+1.9°

6 125 puM CUR + CIS 30.8 20.6 30.5 33.6 28.9x5.7%°

7 250 pM CUR + CIS 12.7 9.7 11.2 14.8 12.122.2*°

8 500 pM CUR + CIS 3.4 1.7 2.9 2.5 2.620.7*

*Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. "p<0.035, sisplatin (10 pM) ile karsilagtirildi.
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Sekil 4.33. HepG2 hiicreleri {izerinde kurkuminin 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat
maruziyette (B) sisplatin sitotoksisitesine etkisi*

+

*Sonuglar ortalama standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO uygulandi. *p<0.05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. bp<0.05, sisplatin (25 puM ve 10 uM) ile karsilagtirildi.
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5. TARTISMA

Hastaliklarin  6nlenmesi ve tedavisi amaciyla aga¢ kabuklarindan ekstre
edilmis pek ¢ok bilesik vardir. Agac kabuklarindan elde edilen maddelere 6rnek
olarak Salix alba kabugundan asetilsalisilik asit (aspirin), Cinnamomum
zeylanicum’dan tar¢in, Cinchona salisaya ve C. pubescens’dan kinin benzeri
alkaloitler, Corynanthe yohimbe’den yohimbin verilebilir (20). Agac kabuklarindaki,
ozellikle de cam agaclarinin kabuklarindaki zengin fitokimyasal igerikler
arastirmalarda dikkat ¢ekmistir. Tedavi edici 6zelligi ile uzun zamandir kullanilan
Pinus  pinaster isimli ¢am agact kabugu ekstresi olan piknogenol bu
fitokimysallardan biridir (20). Piknogenol, Fransa’nin giineybat: sahillerinde yetisen
Fransiz sahil c¢ami Pinus pinaster (Pinus maritima)’den elde edilen
flavonoid/polifenol yapisinda bir bitki ekstresidir (7). Piknogenol giiclii antioksidan
ozelligi ile ve hiicresel redoks sistemi lizerindeki diizenleyici etkisi ile oldukga etkili
bir bilesik olarak dikkat cekmektedir (34). Piknogenoliin dikkat ¢eken biyolojik
etkileri nedeni ile bircok hiicre kiiltiirii, hayvan ve insan g¢aligmalar1 yapilmstir.
Kanser, diyabet, inflamatuvar hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum yolu
hastaliklari, immiin sistem hastaliklari, erektil disfonksiyon, erkek infertilitesi,
menopoz belirtileri, dis eti kanamalar1 ve 6dem gibi birgok patolojik durumda
piknogenoliin etkili oldugu bildirilmistir (7). Curcuma longa L.’nin (C.longa)
rizomlarindan elde edilen sari-turuncu renkli polifenolik bir bilesik olan kurkuminin
yararli etkileri ilizerine literatiirde c¢ok fazla bilgi yer almaktadir. Kurkuminin
antioksidan, antiinflamatuvar, antiviral, antibakteriyal, antifungal, antiseptik,
analjezik ve antikanser etkilerine bagli olarak cesitli malign hastaliklar, diyabet,
alerji, agri, artrit, alzheimer ve diger kronik hastaliklara kars1 etki potansiyeline sahip
oldugu bildirilmektedir. Kurkumin kanser dahil bir¢ok hastaligin onlenmesi ve
tedavisinde giivenli, etkili ve diisiik maliyetli olmas1 agisindan iyi bir alternatif olarak

distintilmektedir (111, 259).

Bas, boyun, akciger, testis, over ve meme gibi birgok solid tiimoriin
tedavisinde sisplatin siklikla kullanilmaktadir (11). Sisplatinin toksik etkilerinden
sorumlu tutulan mekanizmalardan biri oksidatif stresin uyarilmasidir (211). Son

yillarda, artan niifusla birlikte, ilkemiz de dahil diinyada goriilme siklig1 artmaktadir.
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Kanser tedavisinde farkli tedavi rejimleri kullanilmaktadir. Giincel ¢alismalara
bakildiginda kemoterapétik ilacin yaninda cesitli bitkisel kaynakli 6zellikle fenolik
bilesikler kullanilarak antikanser etkinin arttirilmasi, sitotoksisitenin azaltilmasi
amaglanmakta ve arastirilmaktadir (12-16). Sisplatinin kanser kemoterapisinde
etkinligini artirmak, diren¢ gelisimini azaltmak ve toksisitesini azaltmak i¢in diger
antikemoterapotikler ile ve antioksidan maddeler ile kombine kullaniminin olumlu
sonuglar dogurdugu bir¢cok aragtirmaci tarafindan ortaya konmustur. Ancak
sisplatinin antikanser tedavisini iyilestirmek ve neden oldugu toksik etkilerin
azaltilmasi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (17).

Piknogenoliin ve kurkuminin bilinen farmakolojik ve biyolojik etkilerinin
antikanser ilaclarla farkli doz kombinasyonlariin birlikte kullanimini igeren ileri
calismalara gereksinim oldugu disiliniilmektedir. Piknogenol ve kurkuminin
antikanser ilaclarla kombine etkisi iizerinde yapilan ¢aligsmalar yeterli degildir. Bu tez
caligmasinda 6nemli biyolojik etkileri oldugu bilinen ve son yapilan c¢alismalarda
onemi gittikce artan bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerden piknogenol ve kurkuminin
antikanser ilag sisplatinle birlikte kullaniminda Cin hamster akciger fibroblast (V79),
insan karaciger kanser (HepG2) ve insan serviks kanser (HeLa) hiicreleri lizerindeki
etkileri incelenmistir.

Bu tez calismasinda, piknogenoliin 1.95-2000 uM konsantrasyon araliginda
V79, HeLa ve HepG2 hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT
yontemi ile Olgiilen hiicre canlilig1 iizerine etkileri degerlendirilmistir. 24 saatlik
maruziyette ICsy degerleri V79, HeLa ve HepG2 hiicreleri i¢in sirastyla 670 uM, 261
uM, 192 uM olarak belirlenmistir. 24 saatlik inkiibasyonda piknogenol
sitotoksisitesinin HepG2 hiicresinde HeLa hiicresine gore karsilastirildiginda ~1.4
kat ve V79 hiicresine gore karsilastirildiginda ~3.5 kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir. 48 saatlik maruziyette 1Csy degerleri V79, HeLLa ve HepG2 hiicreleri i¢in
sirastyla 119 pM, 213 uM, 51.5 uM olarak belirlenmistir. 48 saatlik inkiibasyonda
piknogenol  sitotoksisitesinin  HepG2  hiicresinde, HeLa hiicresine gore
karsilastirildiginda ~4.1 kat ve V79 hiicresine gore karsilagtirildiginda ~2.3 kat daha
fazla oldugu bulunmustur. Piknogenoliin 48 saatlik inkiibasyon zamani1 24 saatlik
inkiibasyon zamani ile karsilastirildiginda, sitotoksisitenin V79 hiicresi i¢in ~5.6 kat,

HelLa hiicresi i¢in ~1.2 kat, HepG2 hiicresi i¢in ~3.7 kat artt1ig1 belirlenmistir.
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Piknogenoliin insan 16semi hiicreleri (HL-60, U937 ve KS562) ilizerinde
antitiimor etkisinin propidyum iyodiir ekskliizyon yontemi ile incelendigi bir in vitro
caligmada 24 saat piknogenol inkiibasyonu sonrast ICsy degerleri; HL-60
hiicrelerinde 150 pg/ml (~516.8 uM), U937 hiicrelerinde 40 pg/ml (~137.8 uM)ve
K562 hiicrelerinde 100 pg/ml (344.5 uM) olarak belirlenmistir (60).

Insan oral skuamoz karsinoma (HSC-3) hiicresinde piknogenoliin apoptotik
etkisinin MTS (bir tetrazolyum tuzu) formozan testi ile arastirildigi bir diger
caligmada, 24 saat piknogenol inkiibasyonunda ICsy degeri 20 ug/ml (~68.9 uM)
olarak rapor edilmistir (260).

Piknogenoliin sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik ozelliklerini in vitro
memeli hiicrelerinde NRU testi ile arastiran bir diger calismada, piknogenoliin 24
saat maruziyetinde CHO hiicrelerinde 1Csy degeri 285 pg/ml (~982 uM) olarak
belirlenmistir (102).

Kurkuminin 1.95-2000 uM konsantrasyon araliginda V79, HelLa ve HepG2
hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Slgiilen hiicre
canlilig1 tizerine etkileri degerlendirilmistir. 24 saatlik maruziyette ICsy degerleri
V79, HelLa ve HepG2 hiicreleri icin sirastyla 877 uM, 404 uM, 236 uM olarak
belirlenmistir. 24 saatlik inkiibasyonda kurkumin sitotoksisitesinin HepG2
hiicresinde HeLa hiicresine gore karsilastirildiginda ~1.7 kat ve V79 hiicresine gore
karsilastirildiginda ~3.7 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. 48 saatlik maruziyette
ICso degerleri V79, HelLa ve HepG2 hiicreleri icin sirasiyla 119 uM, 320 uM, 98.3
UM olarak belirlenmistir. 48 saatlik inkiibasyonda kurkumin sitotoksisitesinin HepG2
hiicresinde, HeLa hiicresine gore karsilastirildiginda ~3.2 kat ve V79 hiicresine gore
karsilastirildiginda ~1.2 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Kurkuminin 48 saatlik
inkiibasyon zamani 24 saatlik inkiibasyon zamam ile karsilastirildiginda,
sitotoksisitenin V79 hiicresi i¢in ~7.4 kat, HeLa hiicresi i¢in ~1.3 kat, HepG2 hiicresi
icin ~2.4 kat artti1 belirlenmistir.

Insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7), MTT yéntemi ile kurkuminin
ICso degerleri 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlarinda sirasi ile 79.58 pg/ml (~216 uM) ;
53.18 pg/ml (~144 uM); 30.78 pg/ml (~83.5 uM) olarak belirlenmistir (261).

Kurkuminin antikanser etkisinin insan hepatoseliiler karsinoma HepG2 hiicrelerinde
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NRU yontemi ile arastirildigir calismada, 72 saat kurkumin inkiibasyonunda ICsg
degeri 41.5 ng/ml (~113 uM) olarak belirlenmistir (262).

Bir basgka in vitro ¢calismada ise kurkuminin 3 farkli hiicre iizerinde 72 saat
inkiibasyonu sonucunda elde edilen ICsy degerleri MCF-7 hiicrelerinde 9.40 pg/ml
(~25.5 uM), HeLa hiicrelerinde 17.67 pg/ml (~47.9 uM), HepG2 hiicrelerinde 22.88
pg/ml (~62.1 uM) olarak belirlenmistir (263).

Sisplatin 0.49-500 uM konsantrasyon araliginda V79, HeLa ve HepG2
hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Slgiilen hiicre
canlilig1 iizerine etkileri degerlendirilmistir. ICsy degerleri V79, HeLa ve HepG2
hiicreleri i¢in sirasiyla 24 saatlik maruziyette 15.4 uM, 22.4 uM, 25.5 uM ve 48
saatlik maruziyette 4.9 uM, 12.3 uM, 7.7 uM olarak belirlenmistir. Sisplatinin 48
saatlik inkiibasyon zamani 24 saatlik inkiibasyon zamani ile karsilastirildiginda,
sitotoksisitenin V79 hiicresi i¢in ~3.1 kat, HeLa hiicresi i¢in ~1.8 kat, HepG2 hiicresi
icin ~3.3 kat arttig1 belirlenmistir.

Sisplatinin segilen insan kanser hiicreleri iizerinde 24 saat inkiibasyonunda
MTT yontemi ile ICso degeri belirlenmistir. Servikal kanser hiicrelerinde (HeLa ve
Caco-2) sirasi ile 54.07 uM ve 96.38 uM; pankreatik kanser hiicrelerinde (MIA
PaCa-2 ve BxPC-3) sirasi ile 97.20 uM ve 85.66 uM; hepatoseliiler karsinoma
hiicrelerinde (Hep-G2 ve SK-HEP-1) siras1 ile 14.87 uM) ve 77.89 uM olarak
belirlenmistir (264).

V79 hiicrelerinde, 24 saatlik inkiibasyonda, piknogenolin 500 pM
konsantrasyonda ve 48 saatlik inkiibasyonda ise 250 uM ve 500 uM konsantrasyonda
doz bagimli olarak sisplatinin ICsy degerini anlamli olarak azalttigi bulunmustur.
HeLa hiicrelerinde, 24 saatlik inkiibasyonda, piknogenoliin 15.6-500 uM
konsantrasyonlarinda ve 48 saatlik inkiibasyonda ise 250 uM ve 500 uM
konsantrasyonda doz bagimli olarak sisplatinin ICsy degerini anlamli olarak azalttigi
bulunmustur. HepG2 hiicrelerinde, 24 saatlik inkiibasyonda, piknogenoliin 125-500
pM  konsantrasyonlarinda ve 48 saatlik inkiibasyonda ise 62.5-500 pM
konsantrasyonda doz bagimli olarak sisplatinin ICsy degerini anlamli olarak azalttigi
bulunmustur.

V79 hiicrelerinde, 24 saatlik inkiibasyonda, kurkuminin 500 pM

konsantrasyonda ve 48 saatlik inkiibasyonda ise 125-500 uM konsantrasyonda doz
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bagiml olarak sisplatinin ICsy degerini anlamli olarak azalttigi bulunmustur. HelLa
hiicrelerinde, 24 saatlik inkiibasyonda, kurkuminin 500 pM konsantrasyonda ve 48
saatlik inkiibasyonda ise 250 uM ve 500 uM konsantrasyonda doz bagimli olarak
sisplatinin ICsy degerini anlamli olarak azalttig1 bulunmustur. HepG2 hiicrelerinde,
24 saatlik inkiibasyonda, kurkuminin 250 uM ve 500 uM konsantrasyonlarinda ve 48
saatlik inkiibasyonda ise 125-500 uM konsantrasyonda doz bagimli olarak sisplatinin
ICso degerini anlamli olarak azalttig1 bulunmustur.

Kiiciik olmayan akciger kanser hiicrelerinde (A549 ve H2170), kurkuminin
sisplatinin etkisine etkisi incelenmis ve her iki hiicrede de sisplatin ile indiiklenen
apoptozu ve metastaz inhibisyonunu artirdig1r gézlenmistir. Bu ¢alismada sisplatin,
kurkumin ve kombinasyonun 48 saat inkiibasyonunda MTS yontemi ile ICsg
degerleri belirlenmistir. A459 ve H2170 hiicrelerinde kurkuminin 1Cs, degeri 48 saat
inkiibasyonunda siras1 ile 40 uM ve 30 uM; benzer sekilde sisplatinin 1Csy degeri 30
puM ve 7.0 uM olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada her iki hiicre belirlenen ICs
konsantrasyonlarinda sisplatin ve kurkumin kombinasyonu ile 48 saat inkiibe
edilmigtir. Hiicrelerde, diisiik doz (3 uM) sisplatin ile kurkumin (10-40 pM)
kombinasyonunun; diisiik doz sisplatinin etkisini arttirarak 1Csy degerindeki
sisplatine yakin etki gosterdigi rapor edilmistir (265).

Kurkuminin ¢esitli kanser tiirleri iizerindeki etkisinde hiicresel sinyal
yolaklarim1 diizenleyerek ve transkripsiyon faktorleri, bliyiime faktorleri, sitokinler,
enzimler, hiicre cogalma genleri gibi bir¢ok molekiiler hedefle etkilesimi ile ¢esitli
kanser tedavisinde kurkumin kullaniminin etkililiginin dogrulandig: belirtilmektedir.
Kurkuminin sitotoksisiteyi onleyici etkisinde, baslica; antioksidan 6zelligi, reaktif
oksijen bilesiklerinin ekspresyonunu azaltmasi, lipit peroksidasyonunu baskilamasi,
intraseliiler  glutatyon  ekspresyonunu  artirmasinin ~ sorumlu  olabilecegi

distintilmektedir (107).

Piknogenoliin oksidatif stres ile iliskili bir¢ok hastaliga kars1 koruyucu rol
oynadig1 bilinmektedir. Piknogenoliin biyolojik etkilerinin altinda yatan
mekanizmalarin molekiiler temeli olarak reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini stipiiriicii
ozelligi ileri siirtilmektedir. Piknogenoliin radikal siipiiriicii etkisinde serbest nitrojen
tirlerini, nitrik oksit sentaz (iINOS) ve iNOS-mRNA ekspresyonunu inhibe ederek

belirgin sekilde nitrojen monooksit iiretimini azaltarak etki gosterdigi ileri
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stiriilmiistiir  (6). Sisplatin sitotoksisitesinde, sisplatin tarafindan indiiklenen
prooksidan enzimlerin (miyeloperoksidaz, ksantin oksidaz), malondialdehit ve nitrik
oksitin diizeyinin piknogenol ile diizeltildigi, kromozom hatalarmi azaltildig
bildirilmistir. Bu bulgular, piknogenoliin sisplatin tedavisi ile iliskilendirilen
oksidatif, inflamatuvar ve genotoksik hasara karsi koruyucu bir madde olabilecegini
distindiirmektedir (52). Kanser tedavi rejimlerinden radyoterapide olusan artmis
oksidatif hasarin piknogenoliin gii¢lii antioksidan aktivitesi ile onlenebilecegi ileri

stiriilmiistiir (36).

Calismamizda piknogenol ve kurkuminin tek basina sitotoksik olmadigi
dozlarinda bile sisplatin sitotoksisitesini arttirabildigi bulunmustur, ancak piknogenol
ve kurkuminin sitotoksisitesi iizerine yapilan oOnceki c¢alismalardan elde edilen
sonuglarin tutarli olmadigir da goriilmektedir. Bunun nedenleri arasinda; kullanilan
sitotoksisite yonteminin, uygulama zamaninin ve secilen hiicre ve Ozelliklerinin
farkli olmasi diistiniilmektedir. Kurkumin ve piknogenoliin ¢esitli insan kanserlerinin
onlenmesinde ve tedavisinde onemi rol oynayabilecegi, mevcut verilerin daha fazla
klinik calisma ile desteklenmesi gerektigi goriilmektedir. Kanser hiicreleri {lizerine
piknogenol ve kurkuminin molekiiler etki mekanizmalar1 iizerine daha fazla

caligmaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma ile gida yoluyla siklikla alinan bitkisel kaynakli fenolik
bilesiklerden olan piknogenol ve kurkuminin HepG2, HelLa ve V79 gibi kanser
hiicrelerinde, sitotoksisitesi ve sisplatin ile birlikte kullaniminda hiicre canliliginm
azaltict veya arttiric1 etkilerini ve gilivenli kullanimini1 ortaya c¢ikararak konuya
aciklik getirilmeye calisilmistir. Bu bulgular ile, sisplatinin antikanser tedavisinde
piknogenol ve kurkuminin kullaniminin kanser tedavisindeki olumlu yada olumsuz
yoOnlerini ortaya cikarabilecegi ve antikanser tedaviye yeni bir bakis acis1 katacagi
diistiniilmektedir.

Kurkuminin ve piknogenoliin giivenilirligi bir¢ok klinik ¢aligma ile in vivo ve
in vitro ¢alisma ile desteklense de uzun donem toksisitesinin degerlendirilmesi igin
daha fazla calismaya gereksinim duyulmaktadir. Kurkumin ve piknogenoliin ¢esitli
insan kanserlerinin 6nlenmesinde ve tedavisinde dnemi rol oynayabilecegi, mevcut
verilerin daha fazla klinik ¢alisma ile desteklenmesi gerekmektedir. Calismamizda
piknogenol ve kurkuminin sisplatin sitotoksisitesini arttirabildigi gosterilse de,
piknogenol ve kurkuminin sitotoksisitesi lizerine yapilan calisma sonuglarinin tutarl
olmadig1 goriilmektedir.

Kanser tedavisinde sisplatinle birlikte piknogenol ve kurkuminin kombine
verilmesi tedavi etkinligini arttirabilecegi ongoriilse de, kurkumin ve piknogenoliin
kanser tedavisinde etkinligi ve terapdtik Oneminin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha
kapsamli in vitro, in vivo ve klinik ¢alismalar1 gereklidir. Ayrica bu maddelerinin
hiicre canlilig1 iizerine toksisitelerinin ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina

daha fazla 6nem verilmelidir.
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Effects of pycnogenol on cisplatin cytotoxicity
in HeLa cells
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Phenolic compounds are protective agents against oxidative
stress-related diseases. They can play an important role in the
preventing DNA damage, regulating DNA repair mechanisms,
inhibiting carcinogenesis. Pycnogenol (PYC), natural dried extract
obtained from the bark of Pinus pinaster, is commonly consumed as
adietary food supplement due to its strong antioxidant activity. The
anticancer effect of PYC has been the subject of many researches. It
is believed that some natural compounds might reduce the devel-
opment of cancer. However, there are not sufficient studies on
the interactions between antineoplastic drugs and natural phenolic
compounds. Cisplatin is an anti-cancer chemotherapy drug to treat
many types of cancer including esophageal, lung, breast, ovarian,
bladder, cervical, and prostate cancers. This study was focused on
the effects of pycnogenol on the cytotoxicity of cisplatin in HeLa
cells using Thiazolyl Blue Tetrazolium Blue (MTT) assay. The IC50
doses of cisplatin in HeLa cells for 24 h and 48 h were found to be
22.4 M and 12.3 uM, respectively. The IC50 doses of PYC in HeLa
cells for 24 h and 48 h were found to be 502 WM and 409 WM, respec-
tively. PYC significantly increased the cytotoxicity of cisplatin in
Hela cells at all studied concentrations of 15.6-500 uM for 24 h
and 250-500 M for 48 h. Our results suggest that PYC might con-
tribute to the anticancer effect of cisplatin in cervical carcinoma,
but further in vitro studies with other cancer cell lines as well as
in vivo studies are needed.

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2016.06.1421
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Cérdoba, Spain

Nowadays there is an urgent need to find new strategies
to reduce the incidence of hepatocellular carcinoma. Selective-
focused diets are considered a preventive strategy for this cancer.
Grapes polyphenols exert beneficial effects on degenerative dis-
eases. Wine lees are sediments consisting of residues of yeast cells,
skin and grape seeds. These sediments provide certain organolep-
tic properties and improve the physicochemical stability of the
wine. However, their role in the wine anticarcinogenic effects is
yet unknown. In order to study the anticarcinogenic effects of wine
lees, a diethylnitrosamine (DEN) induced rat hepatocarcinogenesis
bioassay was followed. The global methylation patterns using the
Alu-M2 repetitive element as a global methylation marker and the
concurrent macroscopic and histological effects induced by these

Abstracts / Toxicology Letters 258S (2016) S62-5324

sediments and diethylnitrosamine have been evaluated. The results
showed a hipermethylation of the Alu-M2 repetitive sequence in
the rat genome by DEN. The rats co-treated with DEN and wine
lees reduced the methylation level (hipomethylation) of the repet-
itive sequence at all concentrations of white lees (1000, 2000 and
4000 ppm) and at the lowest concentration of red lees (1000 ppm).
An improvement of the hepatocellular architecture and a reduc-
tion of the mitotic index by white (1000 and 4000 ppm) and red
(1000 ppm) lees respect to the DEN-control group was observed at
histopathological level. In conclusion, these findings suggest that
the wine lees could be considered as a possible epigenetic therapy
option in the treatment of the hepatocellular carcinoma.

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2016.06.1422
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n-3 Polyunsaturated fatty acids alter
benzo[a]pyrene toxicity in a model of human
colon cancer cells

@ CrossMark

Z. Tylichova'-*, J. Ne€a?, M. Machala?, J. Topinka?, A. Milcova?,
J. Hofmanova', A. Kozubik', J. Vondracek'

! Institute of Biophysics, Czech Academy of Sciences, Brno, Czech
Republic

2 Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

3 Institute of Experimental Medicine ASCR, Prague, Czech Republic

Diet rich in n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) has been
proposed to provide anti-tumor protection and several epidemio-
logic studies have suggested a decrease in colorectal cancer risk
among individuals consuming diets high in PUFAs. The primary
aim of this study was to investigate the effect of two major
PUFAs, eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5) and docosahexaenoic acid
(DHA, 22:6), on genotoxic effects of benzo[a]pyrene (BaP), a car-
cinogenic polycyclic aromatic hydrocarbon that can be found at
significant levels in processed food. We hypothesized that addi-
tion of physiological dose of EPA and DHA might interfere with
BaP metabolism/bioactivation and/or alter its toxic effects. Using a
model of human colon cells - colon carcinoma HCT-116 cell line -
we analyzed the impact of PUFAs on BaP metabolism and induction
of DNA damage. HCT-116 cells are able to metabolize and bioacti-
vate BaP, via the cytochrome P450 family 1 (CYP1) enzymes, which
in turn leads to formation of covalent DNA adducts. We observed
that cells treated with either EPA or DHA exhibited significantly
lower CYP1 activity that was determined as ethoxyresorufin-O-
deethylase activity. Application of both PUFAs also significantly
reduced formation of covalent DNA adducts in HCT-116 cells, as
determined by 32P-postlabeling, or further genotoxic events. How-
ever, only EPA decreased the formation of major BaP metabolites,
while DHA had no apparent effect on their levels. Thus both PUFAs
may limit bioactivation and genotoxic effects of BaP in colon epithe-
lial cells; however, they may act through different mechanisms.

Supported by the Czech Science Foundation, project no. 13-
09766S.
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Expression of H3K9ac, H3K9me2 mediated by
signal pathway of NMDAR-ERK in the
hippocampus of rats chronically exposed to
aluminum

@ CrossMark

Q. Niu*, Z. Li, P. Kang, Q. Zhang, X. Lu, ]. Nie, J. Song, L. Wang
School of Public Health, Shanxi Medical University, Taiyuan, China

To explore the impact of chronic aluminum exposure on learn-
ing and memory ability through histone modification by studying
the changes of N-methyl-p-aspartic acid receptor (NMDAR),
extracellular regulated protein kinases (Phospho-ERK) H3K9ac,
H3K9me2, HP1, and BDNF in rat hippocampus.

Methods: 24 healthy SPF grade SD male rats were randomly
divided into four groups by weight, including control group and
low, medium, high dose aluminum exposed group, 6 rats in each
group. The Al-exposed rats drank water containing different doses
ofaluminum chloride (AICl3) (2, 12,and 72 mg/kg AI3*) for 120 days,
expression of NMDAR, P-ERK, H3K9ac, H3K9me2, HP1, and BNDNF
was detected with Western blot.

Results: The results of Western-blot test demonstrated that the
expression of NMDAR in the Al-exposed groups were significantly
lower than those of the control group (P<0.05), and P-ERK, H3K9ac,
and BDNF in the Al-exposed groups were significantly lower than
those of the control group too (P<0.01), while the expressions of
H3K9me2 and HP1in the Al-exposed groups were both significantly
higher than those in the control group (P<0.05).

Conclusion: Chronic aluminum exposure may change the his-
tone modification via inhibiting the signal pathway of NMDAR-ERK,
and therefore impair the ability of learning and memory in rats.

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2016.06.1912
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Fumonisin B1 affects “in vitro” intestinal
epithelial cell barrier integrity and reduces
claudin expression
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Castellano, M. Martinez, A. Anadén, A. Romero
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Medicine, Universidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid, Spain

Although the literature about mycotoxins is rich in reports
investigating cellular mechanisms, cellular toxicity, associated
pathology and animal performance, studies on the effect of these
compounds on the gastrointestinal tract is limited. The intestinal
tract represents the first barrier to ingested chemicals or food con-
taminants. The gut barrier is formed to a large extent by tight
junctions, the most important components of the intercellular
junctional complexes regulating cell adhesion and selective per-
meability in the gut. Because of transmembrane proteins claudins
and occludin determine adhesion and permeability characteristics
of the epithelium in terms of specificity and tightness, the aim of the
present study was to evaluate the expression of claudin-3, claudin-
4 and occludin in Caco-2 cells exposed to Fumonisin 1 (FB1). Our
results showed that FB1 treatment strongly reduced the expression
of claudin-3, claudin-4 and occludin. The decrease of mRNA expres-
sion of claudin-3 reached values of 29%, 36%, 38% and 60% for cells
treated with 1, 3, 10 and 30 wM FB1, respectively. The decrease of
mRNA expression of claudin-4 reached values of 40%, 58%, 60% and
80% for cells treated with 1, 3, 10 and 30 M FB1, respectively. The
decrease of mRNA expression of occludin reached values of 70%,

80%, 80% and 92% for cells treated with 1, 3, 10 and 30 uM FB1,
respectively. These observations may help to explain, at a molecu-
lar level, some of the “in vivo” effects of these mycotoxins on the
intestine.

Acknowledgements: Work supported by Project S2013/ABI-
2728 (Programa ALIBIRD-Comunidad de Madrid).
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cytoprotection of antioxidants in Caco-2 cells
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Deoxynivalenol (DON) is a secondary metabolite of Fusarium
fungi producing cell injury. When antioxidant agents (polyphenols
and vitamins), commonly presentin vegetables, are simultaneously
ingested with DON, cytotoxic effects can be interfered. Aims of
this work were to determine mechanisms of DON-inducing cell
damage and cytoprotection effect of antioxidants in Caco-2 cells.
Cytotoxic effect of DON was determined by MTT assay. Reactive
oxygen species (ROS) production and lipid peroxidation (LPO) were
determined using the fluorescein and TBARS assays, respectively.
To determine cytoprotection of antioxidant, Caco-2 cells previously
exposed to different concentrations of quercetin, pterostilbene,
vitamin C and vitamin E (5, 25 and 50 n.M) were treated with DON.
IC50 values obtained were 9.5 (48h) and 7 (72h) wM, while no
IC50 value was obtained after 24 h. Oxidative stress and cellular
antioxidant protection were assayed at 0.5 and 1 wM DON. LPO
increased by 33% after 1 wM DON. ROS generation increased in
time dependent manner. The highest increases obtained were 30%
(0.5 M DON) and 40% (1 .M DON) at 15 min exposure. Cell viabil-
ity increased at 25 and 50 M vitamin C and quercetin, respectively
compared to cells exposed to DON; increases were from 20% to
25% and from 12% to 28% for vitamin C and quercetin, respectively.
Cytotoxicity of DON was prevented by vitamin C and quercetin.

Acknowledgments: This work was supported by Spanish Min-
istry of Economy and Competitiveness (AGL2013-43194-P).
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Phenolic compounds, because of their antioxidant properties,
have an important role in the prevention of aging, cancer, and
several degenerative and genetic diseases. Curcumin, a phenolic
compound, obtained from Curcuma longa, has some beneficial
health effects such as antioxidant, antiinflammatory, anticar-
cinogenic, and antimutagenic effects. The combination of some
plant derived compounds, especially phenolic compounds, with
antineoplastic drugs such as cisplatin has been suggested to
increase the anticancer effects and also decrease their adverse
effects in the chemotherapy. However, there are limited studies
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on the anticancer effects of curcumin. The aim of this study was to
evaluate whether curcumin affected the cytotoxicity of cisplatin in
Hela cells using Thiazolyl Blue Tetrazolium Blue (MTT) assay. The
IC50 doses of curcumin in HeLa cells were found to be 403 wM and
320 wM for 24 h and 48 h, respectively. The IC50 doses of cisplatin in
HelLa cells were found to be 22.4 uM and 12.3 wM for 24 h and 48 h,
respectively. It was found that at the studied doses (15.2-250 uM),
curcumin did not change the cytotoxicity of cisplatin in HelLa
cells for 24 h and 48 h. However, at the highest concentration of
curcumin (500 wM), the cell viability was found to be reduced
(26.4% and 31.5%, for 24 h and 48 h, respectively, versus cisplatin
treatment). In conclusion, our results suggest that curcumin seems
not to show anticancer effect with cisplatin in cervical carcinoma.

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2016.06.1915
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thymoquinone in different cell lines
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Thymoquinone (TQ), the main active phenolic compound from
the volatile oil of Nigella sative L. seeds is commonly used in tra-
ditional medicine for several diseases due its high antioxidant
properties. It has been reported to have many beneficial effects such
as antiinflammatory, antimicrobial, antidiabetic, and anticancer in
in vitro and in vivo experiments. This study was focused on the
cytotoxicity of TQ in different cell lines using Thiazolyl Blue Tetra-
zolium Blue (MTT) assay for 24 h and the genotoxicity of TQ in
human lymphocytes for 2 h using alkaline comet assay. DNA dam-
age was expressed as DNA tail moment. The IC50 doses of TQ
were found to be 102 uM, 461 wM, and 364 uM in Chinese ham-
ster fibroblast (V79), human cervix adenocarcinoma (HeLa) and
human hepatocellular carcinoma (HepG2) cells, respectively. In
human lymphocytes, TQ alone did not induce DNA damage at the
concentrations of 1-10 wM. However, at the higher concentrations
(25 M and 50 wM), it significantly induced DNA strand break-
ages (p<0.05). TQ at the concentrations of 1-50 wM significantly
reduced 50 uM H,0,-induced DNA damage (p <0.05). In conclu-
sion, our results suggest that TQ, having different cytotoxicity
profiles according to cell types, might have a role on the prevention
of oxidative stress-related disorders and also some types of cancer
but in order to have a more pronounced results, the further in vitro
and in vivo studies are required.

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2016.06.1916
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Association between MDR1 C1236T
polymorphism and blood, hair and urinary
mercury levels in Turkish women
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Phospho-glycoprotein (P-gp) protects the human body against
potentially toxic compounds by extruding a wide range of chem-
ically and structurally different substrates out of the cells. This

protein is encoded by human multidrug resistance 1 (MDR1) gene.
To assess the effect of MDR1 C1236T polymorphism on mercury lev-
els, blood, hair and urine samples were collected from 110 Turkish
women. Mercury levels of blood, hair and urine were quantified by
cold vapor atomic absorption spectrometry (CVAAS). MDR1 C1236T
polymorphism was detected standard PCR-RFLP technique. The
MDR1 C1236T genotype frequencies of mothers were 30% homozy-
gote typical (CC), 50.91% heterozygote (CT) and 19.09% homozygote
atypical (TT). The mean mercury levels of blood, hair and urine
were 3.28 +1.38 ug/L, 122.64 +282.94 ng/kg and 2.78 £ 2.47 pg/L,
respectively. When the mercury levels were evaluated according
to the MDR1 C1236T genotypes, it was found that women with TT
genotypes had lower blood, hair and urinary mercury levels than
those with CC and CT genotypes, but these results were not statis-
tically significant (p >0.05). Our study results indicated that MDR1
C1236T polymorphism was not associated with blood, hair and uri-
nary mercury levels in Turkish women. However, we thought that
these associations may be observed in larger population studies.

This study is supported by the Ankara University Scien-
tific Research Projects Coordination Unit (BAP; Project Number:
15B0217001).
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and ameliorate chlorpyrifos-induced oxidative
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Chlorpyrifos as an organophosphates compound inhibits acetyl-
cholinesterase (AChE) enzyme and induces oxidative stress in the
brain. Quercetin is a flavonoid with anti-oxidant and neuroprotec-
tive activities. It is reported that quercetin increases expression
of paraoxanase2 enzyme (PON2) in cultured neural cells resulted
in neuroprotection against oxidant insults. PON2 is a lactonase
expressed in brain and has anti-oxidant and anti-inflammatory
activities. The aim of this study is to evaluate protective effect of
quercetin against chlorpyrifos-induced oxidative stress and PON2
expression in the brain tissue. The rats were divided into four
groups: control (corn oil), CPF (10 mg/kg), quercetin (20 mg/kg)
and CPF+quercetin. All animals orally treated once per day for
one month. The PON2 gene expression was quantified by real time
PCR method. Oxidative stress markers were measured in brain
tissue and AChE activity was measured in brain and serum. Chlor-
pyrifos inhibited 67% and 57% AChE activity in brain and serum
respectively. Co-administration of quercetin was not affect on
AChE activity inhibition by CPF. Chlorpyrifos increased lipid per-
oxidation and decreased antioxidant enzyme activities and total
thiol content which indicates oxidative stress. Co-administration
of quercetin ameliorated oxidative stress markers. The expression
of PON2 gene was significantly increased in all treated groups
compared with control group and also expression of PON2 gene
was significantly increased in quercetin and quercetin-chlorpyrifos
treated groups compared with chlorpyrifos treated group. Results
of the present study indicate that quercetin improves chlorpyrifos-
induced oxidative stress and this effect may be done through
increased upregulation of PON2 gene as an antioxidant enzyme.

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2016.06.1918
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