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Özet 

Giriş: Bu tezde in vitro İnsan Koroner Arter Endotel Hücrelerinde (HCAEC) hipoksi 

/reoksijenizasyon ve veya iskemi/reperfüzyon hasarı oluşturularak yeşil çay (epigallokateşin-

3-galat=EGCG, Polifenon 60) ve Koenzim Q10’un bu hasardan koruyucu etkisinin olup 

olmadığı araştırıldı. EGCG; yeşil çayın% 60 ‘ını oluşturan anti-oksidan özelliği en yüksek 

olduğu düşünülen bileşiğidir. Polifenon 60 ise yeşil çayın içinde bulunan EGCG, epikateşin 

galat, epikateşin, epigallokateşin gibi bileşenlerin bir karmasıdır. Yeşil çay ve koenzim Q10 

antioksidan özellikleriyle bilinen maddelerdir.  

Yöntem: Deneyler ticari olarak 3. pasajda satın alınan HCAEC hücrelerinde yapıldı. Hipoksi 

oluşturmak için %95 N2, %5 CO2 içeren tüple havalandırıldı. Reoksijenizasyon için %5 CO2-

%95 hava karışımı içeren 37o
C CO2 inkübatörü kullanıldı. Oksidan dengeyi değerlendirmek 

için reaktif oksijen radikali (ROS), hücre canlılığını değerlendirmek için laktat dehidrojenaz 

(LDH) ölçümü yapıldı. Hücre kültür ortamı olarak % 5 serum içeren EGM-2, düşük serum 

içerikli optimem, ve beslenme faktörlerinden yoksun fosfat tamponlu tuz (PBS) kullanıldı.  

Bulgular: EGCG’ ın antioksidan ve prooksidan, Polifenon 60’ın prooksidan, Koenzim 

Q10’un antioksidan özellikte olduğu saptandı (p<0.05). Fizyolojik dozda EGCG’ın ve 

Polifenon 60’ın hücre nekrozunu azalttığı bulundu (p<0.05). Yüksek doz (100µM) Koenzim 

Q10 ‘un hücre nekrozuna neden olduğu bulundu (p<0.05). 

Sonuç: In vitro hipoksi+iskemi modelinde; fizyolojik dozda EGCG (200 µM) ve Koenzim 

Q10’un (10 µM) hücreleri oksidan hasardan koruduğu, hipoksi modelinde gene fizyolojik 

dozda EGCG (200 µM) ve Polifenon 60’ın (10 µg/ml) hücre nekrozunu önlediği bulunmuştur. 

Kalp krizinin deneysel bir modeli olan çalışmamızda yeşil çay ve Koenzim Q10 tedavide 

olumlu bakış açısı oluşturmaktadır.  

Anahtar sözcükler: Hipoksi, iskemi, HCAEC, green tea, koenzim Q10 
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Abstract 

Introduction: In this thesis, in vitro in Human Coronary Artery Endothelial Cells by forming 

hypoxia/reoxygenation and or ischemia/reperfussion injury; it is investigated that green tea 

(epigallocatechin-3 gallat=EGCG, Polyphenon 60) and Coenzyme Q10 is protective from that 

injury or not. EGCG is the component by thought the greatest antioxidant property and is the 

60.th percent of green tea. Polyphenon 60 is also in green tea; EGCG, epicatechin galat, 

epicatechin, epigallocatechin like components mixture. Green tea and Coenzyme Q10 are the 

components by known their antioxidant properties.  

Method: Experiments is done in HCAEC that is buy with commercially in 3.th passage. For 

forming hypoxia it is aerated by %95 N2, %5 CO2 tube. For reoxygenation; which has %5 

CO2-%95 air mixture; CO2 incubator is used. For oxidant balance assessments reactive 

oxygen species (ROS) and for cell viability determination lactate dehydrogenase (LDH) test is 

measured. And for cell culture medium EGM-2 with %5 serum, and optimem with low grade 

serum, and phosphate buffered saline (PBS) without nutrition factors is used.  

Results: EGCG is both anti and prooxidant, Polyphenon 60 is prooxidant, Coenzyme Q10 is 

antioxidant being determined (p<0.05). Its found that in physiologic doses both EGCG and 

Polyphenon 60 are reduced cell necrose (p<0.05) and found that high dose Coenzyme Q10 

(100µM) is resulted with cell necrose (p<0.05).  

Conclusion: In our in vitro hypoxia+ischemia model; in physiologic doses EGCG (200 µM) 

and Coenzyme Q10 (10µM) is protected cells from oxidant injury; and  in hypoxia model also 

in physiologic doses 200 µM EGCG and 10 µg/ml Polyphenon 60 are prevented the cell 

necrose; is found. In myocard injury model of our experiments, green tea and coenzyme Q10 

can be useful in treatment.  

Keywords: Hypoxia, ischemia, HCAEC, green tea, coenzyme Q10 
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1. Giriş ve Amaç  

1.1.   Problemin Tanımı ve Önemi 

Kardiyovasküler hastalıklardan 2004 yılında 17.1 milyon kişi ölmüştür; bu, toplam ölümlerin 

%29’ udur. Olguların 7.2 milyonu koroner arter hastalığı, 5.7 milyonu inmedir. Kalp 

hastalıkları için genetik etkenler % 20’ yi oluştururken %80’i çevresel etkenler (yaşam tarzı, 

beslenme alışkanlıkları) ile ilişkilidir. Yeşil çay içenlerde kardiyovasküler hastalıklar daha az 

sıklıkla görülmektedir (1).  Ayrıca yeşil çay total kolesterol ve okside LDL düzeylerini 

düşürmektedir (2). Kan şekerini düşürerek Tip 2 diyabetten korunma sağlamaktadır (3).  

Obeziyeti önlemektedir (4). Uzun süre EGCG kullanımının metabolik sendrom bulgularını 

düzelttiğinden bahsedilmektedir (5).  
 

Koenzim Q10 ise konjestif kalp yetmezliklerinde kalp performansını artırıcı, iskemik kalp 

hastalıklarında ise myositlerde oksidan stresi azaltıcı işleve sahiptir; antioksidanlar NO 

inaktivasyonunu engelleyerek endotel fonksiyonunu iyileştirmektedirler (6).  

 

Epigallokateşin galat (EGCG); içerdiği galloil gruplarıyla yeşil çayın % 60’ını oluşturan 

bileşenidir. Polifenon 60 ise EGCG ve diğer yeşil çay bileşenlerinin bir karışımıdır. Koenzim 

Q10 ise güçlü antioksidan özelliğiyle bilinen bir maddedir.  

 

Yeşil çay ve Koenzim Q10’un kalp damar sistemi ve endoteli üzerine olan olumlu etkileri 

düşünülünce insan koroner arter endotel hücrelerinde (HCAEC) hipoksi ve veya iskemi 

modeli çalışmak mantıklı bulunacaktır. Yapılan literatür araştırmasında bu üç bileşiğin in 

vitro insan koroner arter endotel hücre ortamında hipoksik durumda etkileri üzerine bir 

çalışmaya rastlanmamıştır.  

 

1.2. Bu araştırmanın amacı 

İnsan koroner arter hücrelerinin, in vitro hipoksi/reoksijenizasyon hasarına; EGCG, Polifenon 

60 ve Koenzim Q10’ un olası etkilerini araştırmaktır.  Bu amaç doğrultusunda şu hedefler 

belirlenmiştir.  

 EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un hipoksi-reoksijenizasyon ile oluşturulan 

reaktif oksijen radikalleri (ROS) üzerine etkilerinin değerlendirilmesi 
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 EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un hipoksi-reoksijenizasyon ve hipoksi ile 

oluşturulan hücre nekrozuna etkisinin LDH ile değerlendirilmesi 

1.3. Bu araştırma aşağıdaki hipotezlerden oluşmaktadır 

 EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10; insan koroner arter endotel hücrelerini; in 

vitro ortamda hipoksi-reoksijenizasyon ile oluşturulan, ROS hasarından korumaktadır.  

 EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10; insan koroner arter endotel hücrelerini; in 

vitro ortamda hipoksi-reoksijenizasyon ve hipoksi ile oluşturulan hücre nekrozundan 

korumaktadır.  
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2. Genel Bilgiler 

 

2.1.  EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un yapısı ve çözünürlükleri 
Yeşil çay; son yıllarda zencefilli, bergamotlu, kafeinsiz, ballı, ACE vitaminli, çilekli, tarçınlı 

karanfilli, yaseminli, limonlu, naneli, nane-limonlu, ginkgolu veya sade çeşitleriyle içime 

sunulmuştur. Siyah çay tüketimi de hala hız kaybetmeden devam etmektedir. Siyah çayla 

yeşil çay arasında ne gibi farklılıklar vardır?   

Yeşil çay fermente olmadan içilirken, siyah çay demlenme sırasında fermente olmaktadır. 

Yeşil çay ise eğer ph baza kayarsa veya uzun süre demlenirse otooksidasyona uğramaktadır. 

Tablo 1’ de görüldüğü gibi normal şartlar altında yeşil çayın oksidasyon oranı daha  düşüktür.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 1: Yeşil çay ve siyah çayın karşılaştırılması (7) 

 

 

 

 

 

 

 

Bileşik Yeşil çay Siyah çay 

Protein 15 15 

Aminoasit 4 4 

Fibril 26 26 

Karbonhidrat 7 7 

Lipid 7 7 

Pigment 2 2 

Mineral 5 5 

Fenolik bileşikler 30 5 

Okside fenolik bileşikler 0 25 
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Flavanoller                                                             Teflavinler 

                                 

 R1 R2  R1 R2 

Epikateşin H H teflavin H H 

Epigallokateşin OH H Teflavin-3-monogalat galat H 

Epikateşingalat H galat Teflavin-3’-monogalat H galat 

Epigallokateşin galat OH galat Teflavin-3,3’-digalat galat galat 

Şekil 1: Yeşil çay ve siyah çayın etken maddeleri (8) 

 

Polifenon 60; ise belli oranlarda yeşil çayın etken maddelerini içeriyor.  Yayınlarda 

kullanılanlar “green tea extract” (GTE)(yeşil çay ekstraktı) veya Polifenon 60 olarak 

geçmektedir.  Bunların içeriklerini tablo 2’den görebiliriz. Bu tezde Polifenon 60 kullanıldı.   

 

Tablo 2: GTE ve Polifenon 60 bileşim yüzdeleri (9) 

Madde Kuru ağırlığın yüzdesi 

 GTE Polifenon 60 

Kafein 5.2 Hiç yok 

Epigallokateşin 12.2 16.7 

Epigallokateşin galat 6.6 34.0 

Epikateşin galat 3.6 8.7 

Gallokateşin 2.3 saptanamadı 

Gallokateşin galat 2.1 2.8 

Epikateşin 1.2 7.3 

Kateşin galat 0.7 0.5 

Kateşin 0.4 saptanamadı 

Total kateşinler 29.1 70.0 
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EGCG ve Polifenon 60; suda çözünüyor, Koenzim Q10 ise kloroformda çözünüyor. Koenzim 

Q10 ise S-adenozil metiyonin (SAM) kullanılan bir yolakla sentezleniyor (Şekil 2). Koenzim 

Q aynı zamanda elektron taşıma sisteminin bir elemanıdır.  

 

 

Şekil 2: Koenzim Q10’ un yapısı (10) (Me:metil, SAM: S-adenozil metiyonin) 
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2.2.  EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un farmakokinetikleri  

 

 

Şekil 3: EGCG (2mg/kg) alınımı sonrası 7 kişiye ait EGCG plazma konsantrasyonunun 

zamana bağlı grafiği şekilde görülmektedir. (11) 

 

Şekilde görüldüğü üzere EGCG konsantrasyonu yaklaşık olarak 2. saatte pik yaparak 85 

ng/ml değere ulaştıktan sonra azalmaktadır. EGCG; idrarda atılmayıp son ürünleri idrara 

geçmektedir (11). Bir başka çalışmaya göre maksimum plazma konsantrsayonu 326 ng/ml 

bulunmuş. EGCG’ nin yarı ömrünün (5-5.5saat) EGC ve EC’ den daha uzun olduğundan 

bahsedilmektedir (12).  

 

Polifenon 60; bir karışımdır, maddelerin tek tek yarılanma ömürlerini saptamak gerekir.  

 

Döteryum işaretli Koenzim Q10 ile yapılan araştırmada, Koenzim Q10 vücuda alındıktan 

sonra 6.5 ± 1.5 saat ve 24. saatlerde iki pik yapıyor. Yarılanma ömrü ise 33.19  ± 5.32 saat 

(13).  

2.3. Yeşil çayın kardiyovasküler etkileri 
Ayrıca yeşil çay az da olsa hipertansiyonu düşürmektedir (14). İzole sıçan kalpleri 30 dakika 

iskemi-2 saat reperfüzyona tabi tutuluyor. İskemiden 10dk önce EGCG ile 40dk inkübe 

ediliyor. Kontrolde 27.2±1.4% olan infakt alanı, iskemi-reperfüzyon sonrası  1 mM EGCG ile 

14.5±2.5% ‘e, 10 mmol ile 4.0±1.7% ‘e düşüyor (p<0.05) (15). 
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14 sağlıklı kadında 5hf kronik AR25 katekol denilen Camillia Sinensisin alkol ekstresi 

kullanımı sonrası lipid profilinde iyileşme, okside LDL düzeylerinde düşme görülmektedir 

(Tablo 3). Bu da aklımıza yeşil çayın aterosklerozdan da koruyucu olduğu fikrini 

getirmektedir (2). 

 

Tablo 3: AR 25 katekol olarak adlandırılan yeşil çayın 5 hf kronik kullanımı sonrası lipid 

profili ve okside LDL düzeyleri (* p<0.05)(2) 

 

 Plasebo Tedavi 

 

Total kolesterol (mg/dl) 176.7 

 

168.3 

HDL (mg/dl) 57.9 

 

54.9 

LDL (mg/dl) 104.5 

 

101.7 

TG (mg/dl) 71.9* 

 

58.1* 
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Kateşinlerin topluca etkilerini şekil 4’ de görebiliriz.  

 

 

 

 

 

Şekil 4: Kateşinlerin etkileri (16) (KVH: Kardiyovasküler hastalık) 

 

2.4. Yeşil çayın lipid profiline etkisi 
250 mg günlük 8hf boyunca yeşil çay kapsülü uygulanan 38 hiperkollesterolemik kişi 

üzerinde yapılan araştırmanın sonuçları tablo 4’de yer almaktadır.  

 

 

 

Okside LDL (TBARS) 

(nmol MDA/mg LDL 

protein) 

14.8* 9.2* 
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Tablo 4: Yeşil çayın lipid profiline etkisi (17) 
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2.5. Yeşil çay ve obezite 

Total kollesterol Ortalama± SD  (Minumum-

maksimum) 

p 

Çay öncesi  

246.5 ± 35.5 
 

 

(177.0 - 327.0) 
 

 

0.006 

 

 

Çay sonrası  

235.3 ± 28.9 
 

 

(181.0 - 299.0) 
 

LDL    

Çay öncesi  

155.0 ± 31.4 
 

 

(89.2 - 235.0) 
 

 

0.026 

 

 

Çay sonrası  

145.7 ± 25.6 
 

 

(90.0 - 190.2) 
 

HDL    

Çay öncesi  

57.6 ± 14 
 

 

(36.0 - 67.0) 
 

 

0.218 

 

 

Çay sonrası  

56.1 ± 8.4 
 

 

(40.0 - 77.0) 
 

TG    

Çay öncesi  

165.8 ± 66.6 
 

 

(84.0 - 342.0) 
 

 

0.807 

 

 

Çay sonrası  

168.2 ± 61.4 
 

 

(69.0 - 327.0) 
 

Apo B    

Çay öncesi  

116.0 ± 23.2 
 

 

(73.0 - 152.0) 
 

 

0.180 

 

 

Çay sonrası  

119.7 ± 21.9 
 

 

(81.3 - 159.0) 
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300 mg EGCG/gün alan (2 gün boyunca) 6 erkek obez hastada yapılan çalışmaya göre EGCG 

kiloyu azaltırken enerji tüketimini artırmaktadır (18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5: EGCG’ nin obeziteye etkisi (18) 

 

 

 

2.6. Yeşil çayın antioksidan etkisi 

↓ azalmış besin alımı 
↓ lipid emülsifikasyonu 

↓ lipid sindirimi 

↓ lipid emilimi 
↓ lipid transportu (LDL ve  
VLDL’ yi, HDL’ yi ↑) 
↓ karbonhidrat emilimi 
↓ insülin, IGF 

↓ cinsiyet steroidleri  
↑ kolesistokinin 

 

↑ termogenez 

↑ kasda ve karaciğerde artmış 

yağ oksidasyonu 

↑ kasda artmış glikoz alınımı  
(↑ GLUT4)  

↓ KC’ de lipid içeriği 
↑ fekal lipid atılımı 

Azalmış enerji girişi Artmış enerji ihtiyacı 

 

Adipozit 

↓ büyüme 

↓ diferansiyasyon 

↓ apoptoz 

↓ lipogenik aktivite 

↓ lipolitik aktivite 

↓ glikoz alınımı  

↓ adipozit sayısı → ↓ yağ dokusu kitlesi→ ↓ obesite→↓ diyabet/hipertansiyon 
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Yeşil çayın antioksidan etkisi kateşin gruplarından kaynaklanmaktadır. Ortamdaki O2 

tüketimine dayanan bir yöntemle yeşil çay bileşenlerinin antioksidan özellikleri sırasıyla EC, 

EGC, ECG, EGCG; 0.857, 0.566, 0.568, 0.459 bulunmuştur (19).  

 

2.7. Yeşil çay hücre proliferasyonunu önlüyor 

2.7.1. Prostat kanseri 

 

Yeşil çayın antikanserojen etkisiyle ilgili bir çok makale vardır. Yeşil çayın prostat 

adenokanser hücre hattında (LNCaP) hücre proliferasyonunu azaltıcı etkisi aşağıdaki şekilde 

görülmektedir.   

 

 

Şekil 6: EGCG’ nin hücre proliferasyonu üzerine etkisi (20) 

 

2.7.2. Mesane kanseri 

N-bütil-N-4-hidroksibütil-nitrozamin (BBN)’ in 24 hafta boyunca 0.05% konsantrasyonda 

uygulanması sonucu oluşturulan sıçan mesane kanser modelinde %0.5 ‘ lik yeşil çay 

uygulaması ile remisyon görülmüştür.  
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Şekil 7: Mesane tümör volümü, (BBN: N-bütil-N-4-hidroksibütil-nitrozamin, GTP: yeşil çay 

polifenol) (21) 

 

 

 

 

Şekil 8: Mikrodamar yoğunluğu “(HPF: high power field)”(21) 

 

2.7.3. Meme kanseri 

Heregulin-b 1 (HRG) ile indüklenen meme kanser hücre hattında EGCG, tümör 

migrasyonunu ve invazyonunu azaltmaktadır (22). 

 

 

2.7.4. Kolon kanseri 
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Vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF) kolon kanserlerinde tümör gelişimini 

indüklemektedir. Hıf-1α ise VEGF' yi artırarak anjiogenezi indüklemektedir. 3 saat EGCG 

uygulaması Hıf-1α ve VEGF düzeylerini düşürmektedir. 6 saat EGCG uygulamasıyla 

vasküler endoteliyal büyüme faktörü reseptörü (VEGFR-2), fosforile vasküler endoteliyal 

büyüme faktörü reseptörü (p-VEGFR-2), fosforile insülin benzeri büyüme faktörü reseptörü  

(p-IGF-1), p-ERK ve p-Akt protein düzeyleri düşmektedir (23).  

 

2.7.5. Melanoma 

Yaşlı sıçanlarda yeşil çay kullanımı yaşla azalan NK aktivitesini idame ettirerek melanoma 

hücrelerinin akciğer metastazını azaltmaktadır (24).  

2.8. Koenzim Q10 güçlü antioksidan  

İç mitokondri membranında bulunup oksidatif fosforilasyon sırasında oluşan serbest 

radikallerin zararlı etkilerini önlemektedir. Nörodejenaratif hastalıklardan (Alzheimer, 

Parkinson, Hungtinton Koresi) koruma potansiyeline sahiptir (25).  Ayrıca mitokondriyel 

miyopatilerde kullanımı vardır (26).  

 

2.9. Endotel hücresi  
Endotel hücreleri mezoderm orijinlidir. (1-6)*10

13
 hücre yaklaşık 1 kg organa tekabül 

etmektedir (27). İnsan endotel hücreleri damarların, gastrointestinal sistem, genito-üriner 

sistem ve sekretuvar glandların iç yüzünü döşerler. Bu hücrelerin gerek insan gerekse 

hayvanlardan alınıp kültüre edilerek çeşitli özelliklerinin  deneylerde kullanılması 

mümkündür (28). Bu tezde İnsan Koroner Arter Endotel Hücreleri üzerine çalışılmıştır. 

Endotel tipine göre belli bazı uyaranlara cevap vermektedir. Her endotelde bulunan yapısal 

elemanlar farklıdır.  Bu gerek immunuhistokimya çalışmalarıyla gerek RT-PCR veya akış 

sitometresi analizleriyle gösterilebilir (29,27) (Şekil 9).  

 

Endotel hücrelerinden salgılanan çeşitli vazoaktif maddeler ile endotel hücreleri damarın 

kasılıp gevşemesine aracılık etmektedir. Damar gevşediğinde endotel hücreleri arasındaki 

permeabilite artarak gerekli maddeler dokuya geçerken ayrıca bir bariyer görevi görmektedir. 

Endotelde prokoagülan ve anti-koagülan maddeler salınarak kanın uygun akışkanlıkta damarı 
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tıkamadan dokulara taşınmasını sağlamaktadır ki bu en önemli görevlerinden biridir. Ayrıca 

inflamatuvar hücrelerin kaskad şeklinde aktivasyonunda görevli sitokinlerin salınması ve 

sitokinlerin sayılarının dengelenmesinde koloni stimüle edici faktörlerin salgılanması gene 

endotelden gerçekleşmektedir. Yüksek LDL düzeyleri aterom plakları oluştururken özellikle 

oksidasyona uğrayınca endotel altına geçerek köpük hücrelerini meydana getirip damar 

sertliğinin temel yapısını inşa ederken endotel savunma mekanizmaları önem arz etmektedir.   

 

 

 

 

Şekil 9. Endotelde salgılanan ve eksprese edilen maddeler (27) 

 

 

Bu çalışmada hipoksi reoksijenizasyon uygulanacağı için ve kalp hipoksiye en çok maruz 

kalan organ olduğu için  kalbi besleyen damarlar olan koroner arter endoteli kullanılmıştır.  
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2.9. Hipoksi ve kalp  

Hipoksi dokuya az oksijen gelmesi. iskemi ise az kan gelmesidir. O2 hemoglobine bağlı 

olarak taşınır ve O2 basıncının düşük olduğu periferik dokuda serbestleşir ve akciğerde tekrar 

bağlanır. Bu şekilde döngüsünü tamamlar. İskemi anında ise dokuya kan ulaşmadığı için doku 

beslenme faktörlerinden uzak kalır. Beslenme faktörlerinden en önemlisi oksidatif veya  O2 

yokluğunda fermentasyon yoluyla dokuya Adenozin Trifosfat (AT) kazandırmak için yıkılan 

enerji kaynağını oluşturan glikozdur. Tam veya kısmi damar tıkanıklığında çoğu zaman O2 

azlığına dokunun beslenememesi eşlik eder. Kardiyovasküler hastalıklar ve inme ile yakından 

ilişkilidir. Hipoksik strese maruz kalan hücreler adaptasyon göstererek glikoliz ve  

anjiogenezi artırırlar. Adaptif cevaplar ile başarı sağlanamazsa hücre ölümü olur (30). LDH 

hücre ölümü olduğunun göstergesi olarak ölü hücrelerden ekstrasellüler alana salınır. Tekrar 

oksijenlenme gerçekleşirse oksijenden serbest radikaller (ROS) oluşur. Serbest radikaller 

çiftleşmemiş ē içerdikleri için diğer dokulara saldırarak ē ‘larını eşlemeye çalışırlar. Bu da 

doku hasarını artırır. Kısmi ve tekrarlayan tıkanmalarda ROS’un başlıbaşına hücre nekrozu 

yaptığı tezimizde gösterilmiştir (Şekil 28).  
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3. Gereç ve yöntem  

1.1  Gereç 

HCAEC hücreleri Cambrex ve Promocell’ den tedarik edildi. Otomatik pipetler Thermo, tek 

kullanımlık pipetler (2-5-10-20ml’lik) Greiner markasına sahipdi. HCAEC ortamı olarak 

Cambrex endotel büyüme ortamı (EGM-2) her 2 hücre için kullanıldı. Tripsin, tripsin 

nötralize edici solüsyon (TNS), 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansülfonik asit tamponu 

(HEPES); Cambrex kullanıldı. PBS; biological industries) kullanıldı. Hipoksi oluşturmak için 

%95 N2, %5 CO2 ile havalandırılan hipoksi kabini kullanıldı. ROS ölçümü için invitrogen 

marka hidroksi fenil fluoresan (HPF) probuyla fluorometrik ölçüm yapıldı. LDH ölçümü için 

spectrofotometrik analize uygun roche sitotoksite saptama kiti kullanıldı. Hücre kültürü için 

HERA Safe, Heraeus kabinet içinde çalışmalar yapıldı, REVCO marka CO2 inkübatörü 

normal hücrelerin idame ortamı olarak 37o
C ve %5CO2 içinde bekletildi, Nikon ECLİPSE 

TS100 inverted mikroskop kullanılarak hücreler gözlemlendi ve ona bağlanan Nicon marka 

kamerada görüntü alındı, Rotofix 32 Hettich ve Sigma 2K15C marka santrifüjler sırasıyla 

15mL’ lik tüp ve ependorf için kullanıldı, VELP Scientifica marka vorteks ve ELGA 

MAXIMA/USF/PRIMA marka saf su sistemi su tedariki için kullanıldı. ROS ve LDH 

okumaları BioTek Synergy HT Marka Eliza Plak Okuyucu’ da yapıldı.  

 

 

 

Şekil 10: Hipoksik kabin 
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4.2. Yöntem 

 HCAEC (Human Coronary Artery Endothelial Cell) hücrelerinde farklı sürelerde 

hipoksi+iskemi (PBS= phosphate buffered saline) ile)-reoksijenizasyon+reperfüzyon 

(ortam EGM-2) uygulanarak ROS çalışıldı. 

 HCAEC (Human Coronary Artery Endothelial Cell) hücrelerinde farklı sürelerde 

hipoksi (EGM-2)+reoksijenizasyon (EGM-2), hipoksi (azaltılmış serum içerikli ortam 

optimem) +reoksijenizasyon (optimem) ve hipoksi-iskemi (PBS)-reoksijenizasyon 

+kismi reperfüzyon (optimem) uygulanarak LDH çalışıldı. 

 EGM-2; %5 serum içerdiğinden tam perfüzyon, optimem ise <%5 serum içerdiğinden 

kısmi reperfüzyon olarak değerlendirildi.  

 EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un oluşturulan bu hasar modellerinde 

koruyuculuklarının olup olmadığı farklı inkübasyon süreleriyle ve farklı dozlarda 

değerlendirildi. 

 Ve hangi hasar tipinden, hangi doz ve hangi sürede koruyup korumadığı sorusuna 

yanıt arandı? 

 ROS ve LDH sonuçları 96 kuyulu plak okuyucuda (fluorometrik (490 ex-528 em) ve 

spektrofotometrik (492 nm) olarak değerlendirildi. 

 

4.2.1. Hücre kültürü 

 Deneyler alttaki prosedürlere göre yapıldı.  
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Şekil 11: HCAEC hücrelerinin mikroskopda görüntüsü (20x) 

Tez çalışmamızda 6 veya 7. pasaj kullanıldı. Biz hücrelerimizi 3. pasajda satın almıştık ve 

hücrelerinin en fazla 8 pasaja kadar ilerlediği görüldü. Dolayısıyla 3. pasajı ortalama 3. dekad 

5-6. pasajı miyokard enfaktüsünün en fazla yaşandığı 5-6. dekad olarak düşünebiliriz.  

 

4.2.1.1. Ortam hazırlanması 
 Kabinet ve pipetler % 70’ lik alkolle silinerek hazır hale getirildi  

 Ortam sıvısı ve yanında birlikte gelen büyüme faktörleri, serum ve antibiyotikler % 

70’ lik alkolde temizlendi.   

 Büyüme faktörleri, serum ve antibiyotiklerin kapakları dikkatlice açılarak 500 ml 

sıvısı içine kondu.  

 25 ml serum 500 ml ortam içine konunca hücreler %5’lik serumda idame ettirilmiş 

oldu.  

 Kapağı kapatılıp dikkatlice çalkalanarak, 50 ml’lik falcon tüplere dağıtıldı. 

 Ağızları her işlemde parafilmle kapatılarak +4o’ lik buzdolabında saklandı.  



 22   

4.2.1.2. Hücrenin çözülmesi 
 Su banyosu 37

o’ye getirilerek önceden hazırlandı. 

 +4
o’ lik buzdolabında saklanan 5 ml hazır EGM-2 ortamı 37o’ lik fırında tutularak (30 

dk) ısısının 37o’ ye gelmesi sağlandı.  

 Kabinet ve pipetler % 70’ lik alkolle silinerek hazır hale getirildi.  

 Nitrojen sıvı azot tankında saklanan hücre tanktan çıkarılarak hızlı bir şekilde su 

banyosunda tutularak en kısa sürede (2-3 dk) çözünmesi sağlandı.  

 Toplam hacmi 5 ml’ye tamamlanacak şekilde yavaşça pipetle EGM-2 ortamı içinde 

dağıtıldı.  

 Hücreli ortam 25 cm2
 ‘lik flaska konarak 37o’ lik % 5 CO2 ‘ile havalandırılan CO2 

inkübatörüne kondu.   

 

4.2.1.3. Hücrenin beslenmesi 
 Kabinet ve pipetler % 70’ lik alkolle silinerek hazır hale getirildi.  

 +4
o’ lik buzdolabında saklanan 5 ml hazır EGM-2 ortamı 37o’ lik fırında tutularak (30 

dk) ısısının 37o’ ye gelmesi sağlandı.  

 25cm
2’lik flask CO2 inkübatöründen çıkarıldı. Hücreler flaskın tabanına yapışmıştı. 

Mikroskopda gözlemlendi.  

 5 ml eski ortam çekilerek yerine yeni ortam pipetlendi.  

 

4.2.1.4. Hücrenin pasajlanması 

 Yaklaşık %80 oranında flaskı kaplayınca pasajlama kararı alındı. 

 Kabinet ve pipetler % 70’ lik alkolle silinerek hazır hale getirildi. 

 +4
o’ lik buzdolabında saklanan 10 ml hazır EGM-2 ortamı, tripsin,  tripsini nötralize 

edici solüsyon (TNP), PBS 37o’ lik fırında tutularak (30 dk) ısısının 37o’ 
ye gelmesi 

sağlandı.  

 25cm
2’lik flask CO2 inkübatöründen çıkarıldı. Hücreler flaskın tabanına yapışmıştı. 

Mikroskopda gözlemlendi.  

 5 ml eski ortam çekilerek atıldı.  
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 2ml PBS ile yıkandı.  

 Flaska 2 ml tripsin kondu.  

 Flask 2 dk sonra elle vurularak hücrelerin tabandan ayrılması sağlandı.  

 Mikroskopda hücrelerin ayrıldığı gözlemlendi.  

 4 ml TNP kondu. 

 Karıştırılarak 15 ml’lik  falkon tüpe alındı. 2 ml PBS ile flaska yapışık hücre kalmasın 

diye flaskın dibi yıkanıp bu da falcon tüpe kondu. 

 1000 g’de 7dk çevrilerek hücrelerin dibe çökmesi sağlandı.  

 200 µL bırakılarak gerisi çekilip atıldı.  

 EGM-2 ile 2 ml’ye tamamlanarak, hücreler 2 ml yeni EGM-2 içinde dağılsın diye 

pipetaj yapıldı.  

 50 µL’si çekilerek tripan boyama için ayrıldı.  

 2ml ‘nin yaklaşık 1 ml’si 5ml’ye tamamlanarak bir flaska, diğer 1 ml de 5ml’ye 

tamamlanarak diğer flaska kondu. Hücreler dağılsın diye pipetaj yapıldı.  

 Eskiden 1 flaskda bulunan hücreler 2 flaska alınmış oldu.  

4.2.1.5. Tripan Mavi boyama 

 50 µL’si çekilerek tripan boyama için ayrılmıştı.  

 50 ml PBS katılarak ½ sulandırıldı. 

 100 µL tripan blue boyası kondu. 

 6dk beklendi. 

 Thoma lamına lamel kapatıldı.  

 200 µL’den 10 µL’si çekilerek lam ile lamelin arasına bırakıldı.  

 1 büyük karedeki hücreler sayıldı: 12 hücre  

 Hücre sayısı=12*2*2*104 = 480.000 hücre varmış bu flaskın tamamında 

 Hücre sayısı= Bir büyük karedeki hücre sayısı*dilüsyon*toplam kaç ml hücre var*104
 

 Şekil 11’de bir büyük karede 2 ölü (mavi boyalı), 12 canlı HCAEC hücresi 

görülmektedir. 
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Şekil 12: HCAEC hücrelerinin tripan blue boyasıyla boyanmış thoma lamındaki görüntüsü 

(10x) 

4.2.1.6. 96 kuyulu plağa ekim  
 Her kuyuya ROS deneyleri için 10000, LDH deneyleri için 8000 hücre ekildi. ROS 

deneyleri için fluoresan plak, LDH deneyleri için normal plak kullanıldı.  

 Yukarıdaki flaskla deney yapacağımızı düşünelim. 2 ml’de 480.000 hücre varsa, 

diyelim ki 16 kuyu ekeceğiz. 160.000 hücre lazım. 2 ml’de 480.000 hücre varsa, 

160.000 hücre kaç ml’ de var? 0.66 ml’de var. Her bir kuyuya 200 µL eksek, 16 

kuyuya 3200 µL eder. O zaman 0.66 ml ‘lik hücre karışımını 3.2 ml’ye taze ortamla 

tamamlayıp, 200 µL olarak 16 kuyuya dağıtacağız.  

4.2.2. Fluorometrik yöntemle ROS ölçümü (27) 

 10.000 hücre/kuyu 96 kuyulu plağa ekim yapılmıştır.  

 Hücrelerin adhere olması için 24 saat beklenmiştir. 

 Deney protokolü uygulanmıştır.  

 200 µL PBS ile hücrelerin dibe yapıştığı kuyular yıkanmıştır.  

 Daha sonra PBS (fosfat tamponlu tuz) içinde hazırlanmış 10 µM hidroksi fenil 

fluoresan (HPF) probu ile 30 dk inkübe edilerek, fazla HPF’ nin uzaklaştırılması için 



 25   

tekrar kuyular 200 µL PBS ile yıkandıktan sonra,200 µL PBS kuyulara eklenerek  

okuma yapılmıştır.   

 Prob Invitrogen marka 5mM HPF stok solüsyon olarak tedarik edilmiştir. Invitrogen 

bilgi notunda 1-10 µM HPF ile 5-60 dk inkübe edilerek çalışılması ve oluşan 

fluoresansın 492–495/517–527nm eksitasyon ve emisyon dalga boyunda  okunması 

vurgulanmıştır. Bizim çalışmamızda 1000, 5000 ve 10.000 hücre ile ve HPF 

konsantrasyonu 1-5-10 µM olarak denemeler yapılmıştır (Tablo 24). Sonuç olarak 10 

µM ve 30 dk inkübasyon süresi sonunda okuma yapılmıştır.  

 

4.2.3. Spektrofotometrik yöntemle LDH ölçümü (28) 

 10.000 hücre/kuyu 96 kuyulu plağa ekim yapılmıştır.  

 Hücrelerin adhere olması için 24 saat beklenmiştir. 

 Deney protokolü uygulanmıştır.  

 ROCHE’ un bilgi notuna göre solüsyonlar hazırlanarak çalışılmıştır. EGCG, P60 ve 

Koenzim Q10 ‘un ayrı konsantrasyonları için, uygun konsantrasyondaki solüsyonlar da 

eklenerek ayrı ayrı körler yapılmıştır. 

 Catalyst (Diaphorase/NAD
+
 karışımı) (Şişe 1) 

 Dye Solution (INT and sodyum laktat karışımı) (Şişe 2)  

 100 test için 250 µL şişe 1 ile 11.25 mL şişe 2 karışımı hazırlanmıştır. Şişe 1; liyofilize 

olup 1 mL distile su içinde çözündürülüp kullanılırken, şişe 2 kullanıma hazırdır.    

 Hücre içermeyen supernatant substrat (Catalyst ve Dye Solution) karışımı ile 30dk inkübe 

edilerek 500nm’ de absorbanslar okunmuştur. LDH aktivitesi eşleşmiş enzimatik 

reaksiyon ile ölçülmüştür. Bu reaksiyon sırasında Tetrazolium tuzunun INT formazana 

dönüşümü ve formazan boyasıyla absorbansın saptanması şeklinde ilerlemiştir. 

3.2.4 İstatistik analiz  

İstatistik analiz için SPSS-15 paket programı kullanılşmıştır. Ölçüm sayıları non-parametriğe 

uyduğu için ikili karşılaştırmalarda Mann-Whitney U testi kullanılmıştır. P=0.05’ den küçük 

değerler istatistik açıdan anlamlı kabul edilerek yıldız * işareti ve kırmızı ile gösterilmiştir.  
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5 Bulgular  

5.1.  Reaktif oksijen radikali (ROS) 

1.deney seti 

% Kontrol değerleri fluoresan intensite üzerinden hesaplanmıştır. Kontrol değerleri esas kabul 

edilerek bir nevi 100’ lik sistemde veriler değerlendirilmiştir. Her deney seti için bu yüzlük 

sistem yeniden oluşturulmuştur. Çünkü son 2 deneyi cihaz okumayınca high well 60000’ e 

ayarlanmıştır. Oysa ilk 3 deneyde high well değerleri farklıdır. Aynı deney setinde high well 

aynıdır. Bu yüzden her deney seti kendi içinde değerlendirilmelidir.  

(EGCG) 50 µM=22.9 µg/ml 

100 µM= 45.8 µg/ml 

200 µM= 91,6 µg/ml 

500 µM= 229 µg/ml 

2000 µM= 916 µg/ml 

Amaç (1. deney seti): Bu deneyde amacımız farklı hipoksi-reoksijenizasyon süreleri 

deneyerek, bazal düzeye kıyasla ROS artışına neden olan süreyi bulmaktır. Ayrıca EGCG, 

Polifenon 60 ve Koenzim Q10 ‘un ROS düzeyine etkisini incelemektir.  

Tablo 5a: Normoksik plak (33 saat) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 saat adezyon-2 saat enkübasyon-6 saat 

hipoksi-1 saat reoksijenizasyon süresi 

boyunca normoksi 

Fluoresan intensite  

% Kontrol± SE 

11092                  

89.12                 1s 

 12852 

104.01 

 13125 

106.22 

 12356* 

100.00*± 5,36 

*  Mean olup 3 değerin ortalamasıdır. 
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Tablo 5b: (24 saat adezyon- 2 saat enkübasyon- 6 saat hipoksi- 1 saat reoksijenizasyon) 

uygulaması 

 

 

Tablo 5c: Normoksik plak (36 saat)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon (EGM-2+maddeler)-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon (EGM-2) 

 Madde (-) EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10 

 (-)           

             2A    

50µM   

            3A 

100 µM      

            4A 

200 µM 

           5A 

31.25 

µg/ml 6A 

62.5 µg/ml 

7A 

125 µg/ml 

8A 

10 µM 

            9A 

50 µM 

          10A 

İntensite 

% Kontrol 

14572 

117.93 

16261 

131.60 

15788 

127.77 

16027 

129.71 

12474 

100.95 

10368 

83.91 

12067 

97.66 

10169 

82.30 

10239 

82.86 

 10667 

86.33 

13457 

108.91 

13693 

110.82 

12671 

102.54 

11374 

92.05 

11138 

90.14 

12572 

101.74 

10965 

88.74 

12845 

103.95 

 14031 

113.55 

12112 

98.02 

12569 

101.72 

11300 

91.45 

9668 

78.24 

11729 

94.92 

10368 

83.91 

12511 

101.25 

9577 

77.50 

 12144 

98.28 

12764 

103.30 

9606 

77.74 

10658 

86.25 

8971 

72.60 

11177 

90.45 

9943 

80.47 

8606 

69.65 

9459 

76.55 

 12853* 

104.02* 

± 7.24 

13648* 

110.45* 

± 7.38 

12914* 

104.51* 

± 10.42 

12664* 

102.49* 

± 9.68 

10651* 

85.96* 

± 6.45 

11103* 

89.85* 

± 2.26 

11237* 

90.94* 

± 5.17 

10562* 

85.48* 

± 6.58 

10530* 

85.22* 

± 6.39 

 *  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

24 saat adezyon-2 saat enkübasyon-6 saat 

hipoksi-4 saat reoksijenizasyon süresi 

boyunca normoksi 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

11852 

95.92                  1B 

 12899 

104.39 

 11873 

96.09 

 12208* 

98.80* ± 1.97 

*  Mean olup 3 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Tablo 5d: (24 saat adezyon- 2 saat enkübasyon- 6 saat hipoksi- 4 saat reoksijenizasyon) 

uygulaması 

 

 

 

 

Tablo 5e: Normoksik plak (50 saat) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon (EGM-2+maddeler)-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat reoksijenizasyon (EGM-2) 

 

 Madde (-) EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10 Boş plak 

 (-) 

            2B 

50µM 

            3B 

100 µM 

           4B 

200 µM 

           5B 

31.25 

µg/ml 6B 

62.5 

µg/ml 7B 

125 µg/ml 

8B 

10 µM 

           9B 

50 µM 

          10B 

 

İntensite 

% Kontrol 
12338 

99.85 

16149 

130.69 

16752 

135.57 

16132 

130.56 

15303 

123.85 

15014 

121.51 

15001 

121.40 

14877 

120.40 

14394 

116.49 

12317 

99.68 

 14954 

121.02 

13044 

105.56 

14575 

117.95 

15063 

121.90 

12447 

100.73 

13885 

112.37 

17385 

140.70 

12662 

102.47 

14631 

118.41 

7009 

56.72 

 9528 

77.11 

5303 (-) 

42.91 

11850 

95.90 

12067 

97.66 

11732 

94.94 

13911 

112.58 

13052 

105.63 

11812 

95.59 

10303 

83.38 

13921 

112.65 

 14419 

116.69 

14534 

117.62 

12483 

101.02 

14324 

115.92 

12450 

100.76 

11751 

95.10 

14850 

120.18 

9303 

75.29 

12765 

103.31 

8295 

67.13 

 12809* 

103.66* 

± 5.07 

14575* 

117.95* 

± 19.45 

13915* 

112.61* 

± 8.98 

14396* 

116.51* 

± 6.96 

12983* 

105.07* 

± 6.4 

13647* 

110.44* 

± 5.52 

15072* 

121.98* 

± 7.19 

12163* 

98.43* 

± 9.32 

13023* 

105.39* 

± 8.06 

10385* 

84.04* 

 

 *  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

24 saat adezyon-2 saat enkübasyon-6 saat 

hipoksi-18 saat reoksijenizasyon süresi 

boyunca normoksi 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

13204 

106.86                1C 

 11112 

89.93 

 13316 

107.77 

 12544* 

101.52* ± 4.1 

*  Mean olup 3 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Tablo 5f: (24 saat adezyon- 2 saat enkübasyon- 6 saat hipoksi- 18 saat reoksijenizasyon) 

uygulaması  

 

 

 

 

 

Şekil 13a: Normoksik plak  

24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon (EGM-2+maddeler)-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat reoksijenizasyon (EGM-2) 

 

 Madde (-) EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10 Boş plak 

 (-) 

            2C 

50µM 

            3C 

100 µM 

           4C 

200 µM 

         5C 

31.25 

µg/ml 6C 

62.5 

µg/ml 7C 

125 µg/ml 

8C 

10 µM 

          9C 

50 µM 

         10C 

 

İntensite 

% Kontrol 

10627 

86.00 

17565 

142.15 

13282 

107.49 

20334 

164.56 

15139 

122.52 

16082 

130.15 

18623 

150.72 

17570 

142.19 

16544 

133.89 

13395 

108.40 

 12671 

102.54 

11748 

95.07 

13511 

109.34 

18357 

148.56 

16155 

130.74 

14387 

116.43 

12355 

99.99 

13175 

106.62 

14115 

114.23 

12633 

102.23 

 11649 

94.27 

14539 

117.66 

11141 

90.16 

15719 

127.21 

15668 

126.80 

12767 

103.32 

14647 

118.54 

13880 

112.33 

12092 

97.86 

9942 

80.46 

 14045 

113.66 

12521 

101.33 

13317 

107.77 

13938 

112.80 

13030 

105.45 

15420 

124.79 

12947 

104.78 

15616 

126.38 

12597 

101.95 

8739 

70.72 

 12248* 

99.12* 

± 5.9 

14093* 

114.05* 

± 10.5 

12812* 

103.69* 

± 4.52 

17087* 

138.28* 

± 11.43 

14998* 

121.38* 

± 5.56 

14664* 

118.67* 

± 5.84 

14643* 

118.50* 

± 11.43 

15060* 

121.88* 

± 7.94 

13837* 

111.98* 

± 8.08 

11177* 

90,45* 

 

 *  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

2 saat normoksi 

6 saat normoksi 

1 saat normoksi 4 saat normoksi 18 saat normoksi 

24 saat normoksi 
(adezyon) 
10.000 hücre/kuyu 
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Şekil 13b: Uygulama plağı 

 

Tablo 6: 1. Deney seti grup numaralarının isimleri  

 

 

 

 

 

 

Tablo 6: Grup numaraları 

 

2 saat enkübasyon (EGM-2) 
(EGCG: 50, 100, 200 µM,  
Polifenon 60: 31.5, 62.5, 125 µg/ml),  
Koenzim Q 10: 10, 50 µM) 

6 saat hipoksi (PBS) 

1 saat reoksijenizasyon 
 (EGM-2) 

4 saat reoksijenizasyon 
(EGM-2) 

18 saat reoksijenizasyon 
(EGM-2) 

24 saat normoksi  
(adezyon) 
10.000 hücre/kuyu 

1A: [24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon (EGM-2)-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon (EGM-2)] süresi 
boyunca normoksi  

2A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (-)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon (EGM-2) 

3A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (50µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
4A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (100µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

5A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (200µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

6A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (31.25 µg/ml  Polifenon 60) ]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
7A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (62.5 µg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
8A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (125 µg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
9A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (10 µM Koenzim Q10)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

10A: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (50 µM Koenzim Q10)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

 

 

1B: [24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon (EGM-2)-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon (EGM-2)] süresi 
boyunca normoksi  

2B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (-)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat reoksijenizasyon (EGM-2) 

3B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (50µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
4B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (100µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

5B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (200µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

6B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (31.25 µg/ml  Polifenon 60) ]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
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7B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (62.5 µg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
8B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (125 µg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
9B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (10 µM Koenzim Q10)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

10B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (50 µM Koenzim Q10)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

 

 

1C: [24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon (EGM-2)-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat reoksijenizasyon (EGM-2)] süresi 
boyunca normoksi  

2C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (-)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat reoksijenizasyon (EGM-2) 

3C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (50µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat reoksijenizasyon 

(EGM-2) 
4C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (100µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat reoksijenizasyon 

(EGM-2) 

5C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (200µM EGCG)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat reoksijenizasyon 

(EGM-2) 

6C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (31.25 µg/ml  Polifenon 60) ]-6 saat hipoksi (PBS)-1 8saat 

reoksijenizasyon (EGM-2 

7C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (62.5 µg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
8C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (125 µg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
9C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (10 µM Koenzim Q10)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 

10C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkübasyon [EGM-2+madde (50 µM Koenzim Q10)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat 

reoksijenizasyon (EGM-2) 
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Tablo 7: 1. deney seti verilerinin istatistik karşılaştırmaları (Grup numaraları 1. deney seti 

tablosu içinde kırmızı ile yazılmıştır.) (p değeri) 

1A-2A=0.857 (p) 

2A-3A=0.88 

2A-4A=1 

2A-5A=0.88 

2A-6A=0.20 

2A-7A=0.20 

2A-8A=0.20 

2A-9A=0.20 

2A-10A=0.114 

 

 

1B-2B=0.629 

2B-3B=0.20 

2B-4B=1 

2B-5B=0.48 

2B-6B=0.88 

2B-7B=0.88 

2B-8B=0.20 

2B-9B=0.68 

2B-10B=1 

 

1C-2C=0.85 

2C-3C=0.34 

2C-4C=0.68 

2C-5C=0.057 

2C-6C=0.057 

2C-7C=0.057 

2C-8C=0.20 

2C-9C=0.11 

2C-10C=0.34 

Dozlar arası 

3A-4A=0.88 

3A-5A=0.34 

4A-5A=1 

6A-7A=0.88 

7A-8A=0.88 

9A-10A=1 

 

 

 

 

Dozlar arası 

3B-4B=0.22 

3B-5B=0.48 

4B-5B=0.40 

6B-7B=0.68 

6B-8B=0.20 

7B-8B=0.48 

9B-10B=0.68 

 

 

 

Dozlar arası 

3C-4C=0.68 

3C-5C=0.20 

4C-5C=0.029 

6C-7C=0.68 

7C-8C=0.88 

9C-10C=0.48 

Süreye göre (EGCG) 

3A-3B=0.34 

3A-3C=1 

3B-3C=0.68 

5A-5B=0.34 

5A-5C=0.11 

5B-5C=0.34 

4A-4B=0.88 

4A-4C=0.88 

4B-4C=0.68 

 

Süreye göre  (P60) 

6A-6B=0.20 

6A-6C=0.029 

6B-6C=0.11 

7A-7B=0.029 

7A-7C=0.029 

7B-7C=0.34 

8A-8B=0.029 

8A-8C=0.05/0.043 

8B-8C=0.48 

 

Süreye göre  (KoQ10) 

9A-9B=0.34 

9A-9C=0.029 

9B-9C=0.11 

10A-10B=0.11 

10A-10C=0.11 

10B-10C=1 
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Şekil 14a: ROS düzeyi 

2 saat enkübasyon+6 saat hipoksi+4 saat reoksi (ROS)
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Şekil 14b: ROS düzeyi 

2 saat enkübasyon+6 saat hipoksi+18 saat reoksi (ROS)
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Şekil 14c: ROS düzeyi   
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 6 saat hipoksi/1-4-18 saat reoksijenizasyon; kontrol gruplarına göre ROS düzeylerinde 

yeterli artışa neden olmadı (p=0.850, 0.620, 0.850). 

 200 µM EGCG ile inkübasyon 100 µM EGCG ile inkübasyona göre daha yüksek ROS 

düzeylerine neden olmuştur (p=0.029). 

 31.25 ug/ml Polifenon 60 dozunda 18 saat reoksijenizasyon 1 saat reoksijenizasyona 

göre daha yüksek ROS düzeylerine neden olmuştur (p=0.029). 

 62.50 ug/ml Polifenon 60 dozunda 4 ve 18 saat reoksijenizasyon 1 saat 

reoksijenizasyona göre yüksek ROS düzeylerine neden olmuştur. (p=0.029, p=0.029). 

 125 ug/ml Polifenon 60 dozunda 4 ve 18 saat reoksijenizasyon 1 saat 

reoksijenizasyona göre yüksek ROS düzeylerine neden olmuştur (p=0.029, p=0.050). 

 10 µM Koenzim Q10 dozunda 18 saat reoksijenizasyon 1 saat reoksijenizasyona göre 

daha yüksek ROS düzeylerine neden olmuştur (p=0.029). 

 Sonuç olarak; reoksijenizasyon süresinin uzatılması ROS düzeyi artışı ile paraleldir.  

 Reoksijenizasyon süresi 1 saat olduğunda: Polifenon 60 (31.5, 62.5, 125 µg/ml), ve 

Koenzim Q10 (10, 50 µM) inkübasyonu; madde uygulanmayan kontrol grubuna göre 

ROS düzeylerini düşürmüştür, ancak istatistiksel anlamlı olacak kadar etki etmemiştir 

(p= 0.20,0.20,0.20,0.20,0.114) 

 Reoksijenizasyon süresi 4 saat olduğunda: 50 µM EGCG; madde uygulanmayan 

kontrol grubuna göre ROS düzeylerini artırmıştır, ancak istatistiksel anlamlı olacak 

kadar etki etmemiştir (p=0.20) 

 Reoksijenizasyon süresi 18 saat olduğunda: 200 µM EGCG; madde uygulanmayan 

kontrol grubuna göre ROS düzeylerini artırmıştır, ancak istatistiksel anlamlı olacak 

kadar etki etmemiştir (p=0.057). Polifenon 60 (31.5, 62.5, 125 µg/ml) inkübasyonu; 

madde uygulanmayan kontrol grubuna göre ROS düzeylerini artırmıştır, ancak 

istatistiksel anlamlı olacak kadar etki etmemiştir (p=0.057, 0.057, 0.20). 18 saat 

reoksijenizasyon grubunda 5 µM Koenzim Q10; kontrol grubuna göre ROS 

düzeylerini artırmıştır, ancak istatistiksel anlamlı olacak kadar etki etmemiştir 

(p=0.11). 

 Sonuç olarak enkübasyondan 3 saat sonra (2 saati enkübasyon) Polifenon 60 ve 

Koenzim Q10’ un ROS azaltıcı etkisi belirginken, 20 saat sonra (2 saati enkübasyon) 

ROS artırıcı etkileri ortaya çıkmıştır. Bu da muhtemelen ortamdaki yeşil çayın 

zamanla otooksidasyonu ile açıklanabilir. Ayrıca EGCG’ nin otooksidasyonu daha 

erken başlarken, Polifenon 60’ ın otooksidasyonu daha geç başlayıp daha uzun 
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sürmektedir. Koenzim Q10’un ROS düşürücü etkisi Polifenon 60’dan daha fazladır, 

bu reoksijenizasyonun 1. saatinde belirgin olarak görülmektedir. 

 

 

2. deney seti 

Amaç (2. deney seti): Bazal düzeye göre yani kontrol grubuna göre ROS artışına neden olan 

hipoksi-reoksijenizasyon süresinin bulunması 2. deney setinin amacıdır. 1. deney de bu 

amaçla yapılmıştı, fakat sonuca ulaşılamamıştı. Ayrıca 24 saat preinkübasyon olarak 

uygulanan EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un ROS düzeylerine etkisi incelenmek 

istenmiştir.  

 

Tablo 8a: Normoksik plak (72 saat 15dk) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat 

enkübasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat 

hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon  

(EGM-2) süresi boyunca normoksi 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

14537 

128                      1 

 12160 

107 

 10207 

89 

 13174 

116 

 10553 

93 

 7450 

65 

 11346* 

100* ± 9.09 

*  Mean olup 6 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Tablo 8b: (24 saat adezyon-24 saat enkübasyon- 24 saat hipoksi- 15 dk reoksijenizasyon) 

uygulaması 
24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile EGCG (200 µM), Polifenon 60  (62.5 µg/ml), Koenzim Q10 (10 µM)]-24 saat 

hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon  (EGM-2) 

 Maddeler (-) 

                                     2 

EGCG 

 (200 µM)                   3 

Polifenon 60  

 (62.5 µg/ml)             4 

Koenzim Q10 

 (10 µM)                    5 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

15078 

132 

23186 

204 

28781 

253 

23952 

211 

 18309 

161 

14090 

124 

27218 

202 

22364 

197 

 18147 

159 

16741 

147 

27431 

241 

11752 

103 

 14701 

129 

20293 

178 

25511 

224 

17661 

155 

 16558* 

145* ± 8.54 

18577* 

163* ± 17.51 

27235* 

240* ± 11.06 

18932* 

166* ± 24.28 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

 

 

 

Tablo 8c: Normoksik plak (73 saat) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat 

enkübasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat 

hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon  

(EGM-2) süresi boyunca normoksi 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

9562 

84                      6 

 14023 

123 

 13204 

116 

 14900 

131 

 11458 

100 

 14210 

125 

 12892* 

113* ± 7.27 

*  Mean olup 6 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Tablo 8d: (24 saat adezyon- 24 saat enkübasyon- 24 saat hipoksi- 1 saat reoksijenizasyon) 

uygulaması  

 

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile EGCG (200 µM), Polifenon 60  (62.5 µg/ml), Koenzim Q10 (10 µM)]-24 saat 

hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon  (EGM-2) 

 Maddeler (-) 

                                  7 

EGCG 

 (200 µM)                 8 

Polifenon 60  

 (62.5 µg/ml)              9 

Koenzim Q10 

 (10 µM)                     10 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

14214 

125 

19824 

174 

22016 

194 

19857 

175 

 15016 

132 

15132 

133 

24314 

214 

15013 

132 

 14208 

125 

15137 

133 

13623 

120 

17041 

150 

 15215 

134 

13087 

115 

19413 

171 

12705 

111 

 14663* 

129* ± 2.34 

15795* 

139* ± 12.49 

19841* 

174* ± 20.25 

16154* 

142* ± 13.58 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

 

 

Tablo 8e: Normoksik plak (75 saat) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat 

enkübasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat 

hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon  

(EGM-2) süresi boyunca normoksi 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

12203 

107                     11 

 10589 

93 

 11562 

101 

 13986 

123 

 12690 

111 

 12182 

107 

 12202* 

107* ± 4.09 

*  Mean olup 6 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Tablo 8f: (24 saat adezyon- 24 saat enkübasyon- 24 saat hipoksi- 3 saat reoksijenizasyon) 

uygulaması 

 

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile EGCG (200 µM), Polifenon 60  (62.5 µg/ml), Koenzim Q10 (10 µM)]-24 saat 

hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon  (EGM-2) 

 Maddeler (-) 

                                   12 

EGCG 

 (200 µM)                  13 

Polifenon 60  

 (62.5 µg/ml)           14 

Koenzim Q10 

 (10 µM)                   15 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

15516 

136 

22443 

197 

30117 

265 

18737 

165 

 19107 

168 

22522 

198 

20192 

177 

16807 

148 

 20376 

179 

17040 

150 

18765 

165 

11684 

102 

 16602 

146 

18012 

158 

18458 

162 

21752 

191 

 17900* 

157* ± 9.86 

20004* 

176* ± 12.66 

21883* 

192* ± 24.46 

17245* 

151* ± 18.71 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 15a: Normoksik plak 

 

1 saat reoksijenizasyon  
(EGM-2) 

15 dakika  reoksijenizasyon  
(EGM-2) 

3 saat reoksijenizasyon  
(EGM-2) 

24 saat normoksi (adezyon) (EGM-2) 
10.000 hücre/kuyu 

24 saat enkübasyon (EGM-2) 
EGCG 200 µM 
Polifenon 60 (62.2 µg/ml) 
Koenzim Q10 (10 µM) 

24 saat hipoksi (PBS) 
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Şekil 15b: Uygulama plağı 

Tablo 9: 2. Deney seti grup numaralarının isimleri  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 saat normoksi (adezyon) (EGM-2) 
10.000 hücre/kuyu 

24 saat normoksi (EGM-2) 

24 saat normoksi (EGM-2) 

1 saat normoksi 
(EGM-2) 

15 dakika  normoksi 
(EGM-2) 

3 saat normoksi  
(EGM-2) 

1: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2)-24 saat hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon  (EGM-2) ] süresi boyunca 
normoksi 
2: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile madde (-)]-24 saat hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon  (EGM-2) 

3: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile EGCG (200 µM)]-24 saat hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon  

(EGM-2) 
4: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile Polifenon 60  (62.5 µg/ml)]-24 saat hipoksi (PBS)-15 dakika 

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
5: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile Koenzim Q10 (10 µM)]-24 saat hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon  

(EGM-2) 
 

 

6: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2)-24 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon  (EGM-2) ] süresi boyunca 
normoksi 
7: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile madde (-)]-24 saat hipoksi (PBS)-1 saat  reoksijenizasyon  (EGM-2) 

8: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile EGCG (200 µM)]-24 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon  (EGM-2) 

9: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile Polifenon 60  (62.5 µg/ml)]-24 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon  

(EGM-2) 
10: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile Koenzim Q10 (10 µM)]-24 saat hipoksi (PBS)-1 saat  reoksijenizasyon  

(EGM-2) 
 

 

11: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2)-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon  (EGM-2) ] süresi boyunca 
normoksi 
12: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile madde (-)]-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat  reoksijenizasyon  (EGM-2) 

13: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile EGCG (200 µM)]-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon  (EGM-2) 

14: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile Polifenon 60  (62.5 µg/ml)]-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon  

(EGM-2) 
15: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [EGM-2 ile Koenzim Q10 (10 µM)]-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat  reoksijenizasyon  

(EGM-2) 
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Tablo 10: 2. deney seti istatistik verilerinin karşılaştırılması (p değeri) 

15 Dk        (p) 

1-2=0.010 

2-3=0.686 

2-4=0.029 

2-5=0.686 

1 saat 

6-7=0.067 

7-8=0.686 

7-9=0.343 

7-10=0.686 

3 saat 

11-12=0.010 

12-13=0.343 

12-14=0.486 

12-15=1 

 

Hipoksi 

2-7=0.20 

2-12=0.343 

7-12=0.029 

EGCG 

3-8=0.343 

3-13=0.686 

8-13=0.029 

Polifenon 60 

4-9=0.029 

4-14=0.343 

9-14=1 

Koenzim Q10 

5-10=0.486 

5-15=0.486 

10-15=0.886 

 

 

 

 

Şekil 16a: ROS düzeyi 

 

24 saat enkübasyon+24 saat hipoksi+15 dk reoksi (ROS)
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Şekil 16b: ROS düzeyi 

24 saat enkübasyon+24 saat hipoksi+1 saat reoksi (ROS)
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Şekil 16c: ROS düzeyi 

24 saat enkübasyon+24 saat hipoksi+3 saat reoksi (ROS)
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 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon; kontrol grubuna göre ROS düzeyini 

artırdı (p= 0.010). 

  24 saat hipoksi+1 saat reoksijenizasyon; kontrol grubuna göre ROS düzeyini 

değiştirmedi  (p= 0.067). 

  24 saat hipoksi+3 saat reoksijenizasyon; kontrol grubuna göre ROS düzeyini artırdı 

(p= 0.010). 

 Sonuç olarak; hipoksi süresi uzadıkça ROS düzeyinde biri 1. saatte ikincisi 3. saatte 

artan 2 pik yapıyor.  

 15 dakika reoksijenizasyon plağında, 62.5 µg/ml Polifenon 60; madde uygulanmayan 

kontrol grubuna göre ROS düzeylerini artırmıştır (p=0.029). 

 * 
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 Sonuç olarak; EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10 uygulanan gruplarda normoksi 

ve hiçbir madde uygulanmayan kontrol gruplarına göre ROS düzeyleri yüksektir. 24 

saat enkübasyon, 24 saat hipoksi toplam 48 saat sonra; ortamdaki EGCG ve Polifenon 

60’ın otooksidasyonunun çok yüksek ROS düzeylerine neden olduğu sonucuna 

varılabilir. Polifenon 60 otooksidasyonu EGCG otooksidasyonundan daha yüksek 

düzeyde olup ROS’u daha çok yükseltmiştir. Muhtemelen EGCG’ nin yarı ömrü daha 

kısa olup, EGCG düşerken Polifenon 60’ ın yükseldiği döneme denk gelmektedir. 

 



3. deney seti 

Amaç (3. deney seti): Bazal düzeye göre ROS artışı 24 saat hipoksi-15dk ve 3 saat 

reoksijenizasyon sürelerinde 2. deney setinde saptanmıştır. 3. deney setinde ise 2. deney 

setinde bulduğumuz verileri tekrar elde edebiliyormuyuz diye konfirme etmek amaçlanmıştır.  

 

Tablo 11a: (48 saaatlik) uygulama plağı  

 

 24 saat adezyon + 24 saat 

normoksi                                       1 

24 saat adezyon + 24 saat hipoksi 

                                                     2 

Fluoresan intensite 

% Kontrol 

44455 

105.76 

55987 

133.20 

 44881 

106.78 

41546 

98.84 

 44756 

106.48 

40175 

95.58 

 34031 

80.96 

45902* 

109.71* 

 42030* 

100.00* ±  6.34  

45743 

109.33 ± 8.50 

*  Mean olup 4/3 değerin ortalamasıdır ± SE 

 

 

Tablo 11b: (48 saat + 15 dk) uygulama plağı 

 

 24 saat adezyon + 24 saat +15 

dakika reoksijenizasyon süresi 

boyunca normoksi                        3 

24 saat adezyon + 24 saat 

hipoksi+15 dakika 

reoksijenizasyon                         4 

Fluoresan intensite 

% Kontrol 

42156 

100.29 

58978 

140.32 

 38562 

91.74 

54805 

130.39 

 45682 

108.68 

60082 

142.95 

 42013 

99.95 

60579 

144.13 

 42103* 

100.17* ± 3.45 

58611* 

139.45* ± 3.12 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Tablo 11c: (48 saat + 1 saat) uygulama plağı 
 24 saat adezyon + 24 saat +1 saat 

reoksijenizasyon süresi boyunca 

normoksi                                     5 

24 saat adezyon + 24 saat 

hipoksi+1 saat reoksijenizasyon 

                                                    6 

Fluoresan intensite 

% Kontrol 

43610 

103.75 

56879 

135.32 

 40123 

95.46 

60863 

144.80 

 44102 

104.92 

49593 

117.99 

 41425 

98.56 

43481 

103.45 

 42315* 

100.67* ± 2.22 

52704* 

125.39* ± 9.18 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

 

 

Tablo 11d: (48 saat + 3 saat) uygulama plağı 
 24 saat adezyon + 24 saat +3 saat 

reoksijenizasyon süresi boyunca 

normoksi                                   7 

24 saat adezyon + 24 saat 

hipoksi+3 saat reoksijenizasyon  

                                                     8 

Fluoresan intensite 

% Kontrol 

45120 

107.35 

55054 

130.98 

 45115 

107.33 

61351 

145.96 

 36529 

86.91 

55670 

132.45 

 43112 

102.57 

58424 

139.00 

 42469* 

101.04* ± 4.84 

57624* 

137.10* ± 3.43 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 17a: Normoksik plak 

24 saat hipoksi süresince 
normoksi (EGM-2) 
 normoksi 

24 saat hipoksi süresince  
normoksi (EGM-2) 
 

1 saat reoksijenizasyon(EGM-2) 
süresince normoksi 

15 dakika  reoksijenizasyon (EGM-2) 
süresince normoksi 

3 saat reoksijenizasyon(EGM-2) 
süresince normoksi 

24 saat adezyon boyunca  
normoksi (EGM-2) 

24 saat adezyon boyunca  
normoksi (EGM-2) 
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Şekil 17b: Uygulama plağı 

 

Tablo 12: 3. Deney seti grup numaralarının isimleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 13: 3 deney seti istatistik verilerinin karşılaştırılması (p değeri) 

1-2=0.68 (p) 

3-4=0.029/0.021 

5-6=0.114/0.083 

7-8=0.029/0.021 

Reoksijenizasyon 

4-6=0.48 

4-8=0.88 

6-8=0.48 

Normoksi 

3-5=1 

3-7=0.88 

5-7=0.68 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 saat reoksijenizasyon(EGM-2) 15 dakika  reoksijenizasyon (EGM-2) 3 saat reoksijenizasyon(EGM-2) 

24 saat hipoksi  
(PBS) 

24 saat adezyon (EGM-2) 

24 saat hipoksi  
(PBS) 

24 saat adezyon (EGM-2) 

1: 24 saat adezyon + 24 saat normoksi                                        

2: 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi 

3: [24 saat adezyon + 24 saat +15 dakika reoksijenizasyon] süresi boyunca normoksi                        

4: 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon                          

5: [24 saat adezyon + 24 saat +1 saat reoksijenizasyon ]süresi boyunca normoksi                                     

6: 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi+1 saat reoksijenizasyon 

7: [24 saat adezyon + 24 saat +3 saat reoksijenizasyon] süresi boyunca normoksi            

8: 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi+3 saat reoksijenizasyon  
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Şekil 18a: ROS düzeyi 

 

 

 24 saat hipoksi, 24 saat normoksiye göre ROS düzeyinde anlamlı bir değişikliğe neden 

olmadı (p=0.68). 

 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon; kontrol grubuna göre ROS düzeyini 

artırdı (p= 0.029). 

  24 saat hipoksi+1 saat reoksijenizasyon; kontrol grubuna göre ROS düzeyini 

değiştirmedi  (p= 0.114). 

  24 saat hipoksi+3 saat reoksijenizasyon; kontrol grubuna göre ROS düzeyini artırdı 

(p= 0.029). 

 Sonuç olarak; hipoksi süresi uzadıkça ROS düzeyinde biri 1. saatte ikincisi 3. saatte 

artan 2 pik yapıyor.  

 

4. deney seti 

Amaç (4.deney seti): Kontrol grubuna göre ROS düzeyi artışına neden olan hipoksi-

reoksijenizasyon süresi 2. deney setinde saptanmıştı. Biz bu deney setinde ROS düzeyi artışı 

yapan bu sürelerden birini seçerek, bu artışı geriye çevirebilecek EGCG, Polifenon 60 ve 

Koenzim Q10’ un farklı dozlarını deneyerek, artan ROS’ u düşürebilecek madde arayışı içine 

girerek 4. deney setini planladık. Ayrıca preinkübasyon uygulamamızda ROS’ da düşüşe 

neden olan EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10 dozu bulamadığımızdan, 4. deney setinde 

inkübasyonumuzu eş zamanlı olarak uyguladık.  

 

24 saat hipok+15dk/1 saat/3 saat reoksi (ROS)
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Tablo 14a: (48 saat + 15 dk) normoksi plağı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 14b: (24 saat adezyon- 24 saat enkübasyon+ hipoksi- 15 dk reoksijenizasyon) 

uygulaması  

 

 

 

 

 

 

 

24 saat adezyon+24 saat 

enkübasyon+hipoksi+15 dk reoksijenizasyon 

boyunca normoksi      1 

91450 

100.76 

91536 

100.85 

88570 

97.58 

91478 

100.79 

90758* 

100.00 ± 0.62 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon+hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

 EGCG Polifenon 60 Koenzim  Q10 

Madde (-

) 

        2 

100 

μM 

     3 

200 

μM 

        4 

500 

μM 

      5 

2000 

μM 

       6 

50 µg/ml 

       7 

100 

µg/ml 

        8 

500 

µg/ml 

      9 

1000 

µg/ml 

      10 

10  

μM 

      11  

50 

μM 

     12 

100 

μM 

      13 

94131 

103.71 

94065 

103.64 

94183 (-) 

103.77 

93436 

102.95 

94978 

104.64 

93590 

103.12 

94855 

104.51 

94652 

104.29 

95207 

104.90 

93720 

103.26 

93132 

102.61 

92816 

102.26 

94039 

103.61 

95297 

105.00 

81836 

90.16 

87367 

96.26 

94932 

104.59 

94932 

104.59 

95133 

104.82 

94953 

104.62 

92308 

101.70 

91692 

101.02 

93003 

102.47 

93102 

102.58 

91182 

100.46 

90546 

99.76 

80023 

88.17 

76629 

84.43 

94336 

103.94 

94336 

103.94 

95051 

104.73 

95097 

104.78 

93710 

103.25 

92372 

101.77 

91883 

101.23 

91813 

101.16 

93977 

103.54 

94392 

104.00 

89959 

99.11 

94295 

103.89 

95185 

104.87 

95185 

104.87 

95560 

105.29 

93839 

103.39 

92401 

101.81 

92463 

101.87 

92104 

101.48 

90701 

99.93 

93332* 

102.83 

± 0.79 

93575* 

103.10 

± 1.14 

86500* 

95.30 

± 3.69 

87931 

96.88 

± 4.48 

94857* 

104.51 

± 0.19 

94510* 

104.13 

± 0.38 

95149* 

104.83 

± 0.16 

94635* 

104.27 

± 0.31 

93406* 

102.91 

± 0.74 

92561* 

101.98 

± 0.46 

92530* 

101.95 

± 0.34 

92108* 

101.48 

± 0.60 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Şekil 19:  (48 saat + 15 dk) uygulaması 

 

Tablo 15: 4. Deney seti grup numaralarının isimleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 16: 4. deney seti istatistik verilerinin karşılaştırılması (p değeri) 

1-2=0.20 (p) 

2-3=0.48 

2-4=0.034 

2-5=0.48 

2-6=0.029 

2-7=0.20 

2-8=0.029 

24 saat adezyon süresi  
boyunca normoksi (EGM-2) 

24 saat enkübasyon+ hipoksi süresi 
boyunca normoksi (EGM-2) 

15 dakika  reoksijenizasyon (EGM-2) 
süresi boyunca normoksi 

24 saat adezyon 

24 saat enkübasyon + hipoksi (PBS) 
(EGCG: 100, 200, 500, 2000 µM,  
Polifenon 60: 50, 100, 500, 1000 µg/ml),  

Koenzim Q 10: 10, 50, 100 µM) 

15 dakika  reoksijenizasyon (EGM-2) 

1: [24 saat adezyon+24 saat enkübasyon+hipoksi+15 dk reoksijenizasyon ] süresi boyunca normoksi       

2: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon -madde (-) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

3: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (100μM EGCG) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

4: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (200μM EGCG) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

5: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (500μM EGCG) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

6: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (2000μM EGCG) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

7: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (50 µg/ml Polifenon 60) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

8: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (100 µg/ml Polifenon 60) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

9: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (500 µg/ml Polifenon 60) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

10: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (1000 µg/ml Polifenon 60) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

11: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (10μM  Koenzim  Q10) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

12: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (50μM  Koenzim  Q10) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 

13: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkübasyon (100μM  Koenzim  Q10) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon 
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Şekil 20:  ROS düzeyi 

 

 24 saat hipoksi+15 dk reoksijenizasyon normoksik gruba göre ROS düzeylerinde 

artışa neden oldu ama istatistiksel olarak anlamlı değildi (p=0.20). 

 200 µM EGCG ile 24 saat enkübasyon, hipoksi-reoksijenizasyon grubuna göre ROS 

düzeylerini anlamlı olarak düşürdü (p=0.034). 

 2000 µM EGCG ile 24 saat enkübasyon, hipoksi-reoksijenizasyon grubuna göre ROS 

düzeylerini anlamlı olarak yükseltti (p=0.029). 

 100 µg/ml Polifenon 60 ile 24 saat enkübasyon, hipoksi-reoksijenizasyon grubuna 

göre ROS düzeylerini anlamlı olarak yükseltti (p=0.029). 

 EGCG’ nin antioksidan etkisi 24 saat içinde ortaya çıkıyor. Polifenon 60’ da ise 24. 

saatten sonra oksidan etki belirgin.  

 

 

 

 

2-9=0.20 

2-10=0.88 

2-11=0.34 

2-12=0.34 

2-13=0.20 

 * 

 * 

 * 
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5.deney seti 

Amaç ( 5. deney seti): Enkübasyon süresi 24 saat olduğunda ve hipoksi ile eş zamanlı 

uygulandığında EGCG’ da ROS’ u düşürücü etki ortaya çıktı. Acaba enkübasyon süresi 48 

saate çıkarıldığında farklı bir etki gözlemleyebilecek miyiz amacıyla 5. deney setini planladık.  

 

Tablo 17a: Normoksik plak (72 saat 15 dk) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat 

enkübasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat 

hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) süresi boyunca 

normoksi 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

43125 

96                       1 

 46523 

103 

 48501 

108 

 41253 

91 

 44850* 

100* ± 3.75 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Tablo 17b: (24 saat adezyon- 24 saat enkübasyon- 24 saat hipoksi+ enkübasyon- 15 dk 

reoksijenizasyon) uygulaması  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

Şekil 21: (72 saat + 15 dk) uygulaması 

 

 

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  reoksijenizasyon  (EGM-2)  

 Maddeler EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10 

 (-) 

              

2 

100 

µM     

3 

200 

µM    

 4 

500 

µM    

 5 

2000 

µM     

6 

50 

µg/ml 7 

100 

µg/ml 8 

500 

µg/ml  

9 

1000 

µg/ml 

10 

5 

µM 

11 

10 

µM 

12 

50 

µM 

13 

100 

µM 

14 

intensite  

%Kontrol 

51748 

115 

58217 

129 

57342 

127 

64036 

142 

57999 

129 

59880 

133 

78776 

175 

71018 

158 

83281 

185 

45236 

100 

51322 

114 

52090 

116 

55892 

124 

 54296 

121 

45736 

101 

53693 

119 

63502 

141 

60424 

134 

59429 

132 

60760 

135 

91221 

203 

81967 

182 

47862 

106 

52114 

116 

58718 

130 

68766 

153 

 55130 

122 

52945 

118 

59151 

131 

86199 

192 

45262 

100 

49780 

110 

80662 

179 

64728 

144 

96767 

215 

46694 

104 

51718* 

115* 

± 1.00 

67692 

150 

58360 

130 

 78392 

174 

52299* 

116* 

± 8.14 

 

56728* 

126* 

± 3.52 

71245* 

158* 

± 16.83 

54561* 

121* 

± 10.59 

56363* 

125* 

± 7.50 

73399* 

163* 

± 14.04 

75655* 

168* 

± 17.79 

87338* 

194* 

± 10.53 

46597* 

103* 

± 1.76 

 59500* 

132* 

± 9.86 

61006* 

136* 

± 8.83 

 59891* 

133* 

± 13.75 

 

 

            

*  Mean olup 4/3 değerin ortalamasıdır ± SE 

24 saat adezyon 

24 saat enkübasyon (EGM-2) 
(EGCG: 100, 200, 500, 2000 µM,  
Polifenon 60: 50, 100, 500, 1000 µg/ml),  

Koenzim Q 10: 5, 10, 50, 100 µM) 

24 saat hipoksi+enkübasyon (PBS) 

15 dakika  reoksijenizasyon (EGM-2) 

24 saat adezyon süresi  
boyunca normoksi (EGM-2) 

24 saat enkübasyon süresi boyunca 
normoksi (EGM-2) 

24 saat hipoksi+enkübasyon  
süresi boyunca normoksi (EGM-2) 

15 dakika  reoksijenizasyon (EGM-2) 
süresi boyunca normoksi 
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Tablo 18: 5. Deney seti grup numaralarının isimleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  reoksijenizasyon  

(EGM-2)] süresi boyunca normoksi 
2: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [ (EGM-2+madde (-) ]-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
3: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+100 µM EGCG)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
4: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+200 µM EGCG)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
5: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+500 µM EGCG)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
6: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+2000 µM EGCG)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
7: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+50 µg/ml Polifenon 60)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
8: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+100 µg/ml Polifenon 60)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
9: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+500 µg/ml Polifenon 60)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
10: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+1000 µg/ml Polifenon 60)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 

dakika  reoksijenizasyon  (EGM-2) 
11: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+5 µM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
12: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+10 µM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
13: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+5 0µM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
14: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+100µM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
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Tablo 19: 5. deney setinin istatistik karşılaştılması (p değeri) 
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Şekil 22: ROS düzeyi 

1-2=0.029/0.021 (p) 

2-3=0.629 

2-4=0.857 

2-5=0.229 

2-6=1 

2-7=1 

2-8=0.114/0.077 

2-9=0.229 

2-10=0.057/0.034 

2-11=0.057/0.034 

2-12=0.267 

2-13=0.857 

2-14=0.400 

3-4=0.40 

3-5=0.100/0.05 

3-6=0.70 

4-5=0.100/0.05 

4-6=1 

5-6=0.100/0.05 

7-8=0.100/0.05 

7-9=0.100/0.05 

7-10=0.100/0.05 

8-9=1 

8-10=0.100/0.05 

9-10=0.400 

11-12=0.200/0.083 

11-13=0.100/0.05 

11-14=0.100/0.05 

12-13=0.200/0.139 

12-14=0.200/0.083 

13-14=0.700 

 

 * 

 * 

 * 
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 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon; kontrol grubuna göre ROS düzeyini 

artırdı (p= 0.029). 

 1000 µg/ml Polifenon 60; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indüklenen 

ROS düzeylerini daha da artırdı (p=0.034). 

  5 µM Koenzim Q10; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indüklenen ROS 

düzeylerini düşürdü (p=0.034). 

 500 µM EGCG, 100 µM EGCG’ ye göre daha yüksek ROS düzeylerine neden oldu 

(p=0.05). 500 µM EGCG, 200 µM EGCG’ ye göre daha yüksek ROS düzeylerine 

neden oldu (p=0.05). 2000 µM EGCG, 500 µM EGCG’ ye göre daha yüksek ROS 

düzeylerine neden oldu (p=0.05).  

 100 µg/ml Polifenon 60, 50 µg/ml Polifenon 60’ a göre daha yüksek ROS düzeylerine 

neden oldu  (p=0.05). 500 µg/ml Polifenon 60, 50 µg/ml Polifenon 60’ a göre daha 

yüksek ROS düzeylerine neden oldu (p=0.05). 1000 µg/ml Polifenon 60, 50 µg/ml 

Polifenon 60’ a göre daha yüksek ROS düzeylerine neden oldu (p=0.05). 1000 µg/ml 

Polifenon 60, 100 µg/ml Polifenon 60’ a göre daha yüksek ROS düzeylerine neden 

oldu (p=0.05).  

 50 µM Koenzim Q10, 5 µM Koenzim Q10’a göre daha yüksek ROS düzeylerine 

neden oldu (p=0.05). 100 µM Koenzim Q10, 5 µM Koenzim Q10’a göre daha yüksek 

ROS düzeylerine neden oldu (p=0.05).  

 Sonuç olarak; EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un dozu artırıldıkça oksidan 

etkilerinde artış gözlemlendi. Düşük dozlarının antioksidan özelliğinin daha belirgin 

olduğu sonucuna varıldı. Doz artışı her 3 madde için oksidan etkiyi artırıyordu. 

EGCG’ de oksidan etki 8-24 saatleri arasında belirginken, Polifenon 60’da 12-36 

saatleri arası belirgin olarak artıyordu. Koenzim Q10’da da 24. saatlerde oksidan 

etkide sivri bir artış yaşanıyordu (22-26 saatleri arası). Oksidan etki bakımından en 

güçlü olan Polifenon 60 > EGCG > Koenzim Q10 . Sırasıyla daha yüksek tepe 

değerleri elde edildi. Ayrıca enkübasyon süresi 48 saate uzatıldığında Koenzim Q10’ 

un anti-oksidan etkisi daha belirgin olarak ortaya çıktı. 
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6. deney seti 

Amaç (6. deney seti): 5. deney setinde 48 saat Koenzim Q10 enkübasyonu ile (24 saati 

prenekübasyon, 24 saati eş zamanlı enkübasyon) ROS’ u düşürücü etki bulduk. Acaba aynı 

etkiyi bulabiliyor muyuz diye 6. deney setini 5. deney setinin bir tekrarı olarak hazırladık.  

 

Tablo 20a: Normoksik plak (72 saat 15 dk) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 20b: (24 saat adezyon- 24 saat enkübasyon- 24 saat hipoksi + enkübasyon- 15 dk 

reoksijenizasyon) uygulaması 
24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  reoksijenizasyon   

(EGM-2) 

  EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10 

 Madde  

(-) 

2 

50 

µM 

3 

100  

µM 

4 

200 

 µM 

5 

50 

µg/ml 

6 

100 

µg/ml 

7 

500 

µg/ml 

8 

5  

µM 

9 

10 

µM 

10 

50 

µM 

11 

intensite  

%Kontrol 

61707 

112 

58754 

106 

59879 

108 

66855 

121 

60980 

110 

70043 

127 

75958 

138 

57435 

104 

58070 

105 

58048 

105 

 59516 

108 

65425 

119 

65276 

118 

59786 

108 

65150 

118 

64769 

117 

66387 

120 

56345 

102 

58128 

105 

56430 

102 

 57755 

105 

65555 

119 

69037 

125 

62096 

112 

70476 

128 

61095 

111 

64116 

116 

53547 

97 

56687 

103 

54871 

99 

 57888 

105 

62418 

113 

66290 

120 

69142 

125 

63500 

115 

60223 

109 

60813 

110 

55669 

101 

55549 

101 

52751 

95 

 59216* 

107* 

± 1.65 

63038* 

114* 

± 3.09 

65120* 

118* 

± 3.56 

64469* 

117* 

± 3.92 

65026* 

118 

± 3.79 

64032* 

116 

± 4.04 

66618* 

121 

± 6.02 

55749* 

101* 

± 1.47 

57108* 

103* 

± 0.95 

55525* 

100* 

± 2.13 

* Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 

 

 

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat 

enkübasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat 

hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) süresi boyunca 

normoksi 

Fluoresan intensite  

% Kontrol 

56456 

102                       1 

 54324 

98 

 52345 

95 

 56789 

103 

 54978* 

100* ± 1.84 

*  Mean olup 4 değerin ortalamasıdır ± SE 
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Şekil 23: (72 saat + 15 dk) uygulaması 

 

Tablo 21: 6. Deney seti grup numaralarının isimleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 saat adezyon süresi  
boyunca normoksi (EGM-2) 

24 saat enkübasyon süresi boyunca 
normoksi (EGM-2) 

24 saat hipoksi+enkübasyon  
süresi boyunca normoksi (EGM-2) 

15 dakika  reoksijenizasyon (EGM-2) 
süresi boyunca normoksi 

24 saat adezyon 

24 saat enkübasyon (EGM-2) 
(EGCG: 50, 100, 200 µM,  
Polifenon 60: 50, 100, 500 µg/ml),  

Koenzim Q 10: 5, 10, 50 µM) 

24 saat hipoksi+enkübasyon (PBS) 

15 dakika  reoksijenizasyon (EGM-2) 

1: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2)]  süresi boyunca normoksi 
2: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon [(EGM-2+madde(-)]-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
3: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+50 µM EGCG)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
4: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+100 µM EGCG)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
5: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+200 µM EGCG)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
6: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+50 µg/ml Polifenon 60)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
7: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+100 µg/ml Polifenon 60)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
8: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+500 µg/ml Polifenon 60)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
9: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+5 µM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
10: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+10 µM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
11: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkübasyon (EGM-2+50 µM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkübasyon-15 dakika  

reoksijenizasyon  (EGM-2) 
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Tablo 22: 6. deney seti verilerinin istatistiksel karşılaştırılması (p değeri) 

 

1-2=0.029/0.020 

2-3=0.114/0.080 

2-4=0.057/0.058 

2-5=0.114/0.078 

2-6=0.057/0.042 

2-7=0.114/0.081 

2-8=0.057/0.042 

2-9=0.029/0.020 

2-10=0.114/0.065 

2-11=0.057/0.038 

 

3-4=0.486 

4-5=1 

3-5=0.686 

6-7=0.686 

7-8=0.686 

6-8=0.686 

9-10=0.200 

10-11=0.343 

9-11=0.886 
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Şekil 24: ROS düzeyi 
 

 *  * * 

 *  * 
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 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon; kontrol grubuna göre ROS düzeyini 

artırdı (p= 0.029). 

 50 µg/ml Polifenon 60; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indüklenen 

ROS düzeylerini daha da artırdı (p=0.042). 

 500 µg/ml Polifenon 60; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indüklenen 

ROS düzeylerini daha da artırdı (p=0.042). 

 5 µM Koenzim Q10; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indüklenen ROS 

düzeylerini düşürdü (p=0.050). 

 50 µM Koenzim Q10; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indüklenen ROS 

düzeylerini düşürdü (p=0.047).  

 Sonuç olarak; EGCG’ dozu artırıldıkça ROS düzeylerinde ılımlı bir artış yaşandı, 

istatistiksel olarak anlamlı değildi, Polifenon 60’da da doz arttıkça ROS arttı. 

Polifenon 60 ‘ın yüksek dozları ise ROS’ u istatistiksel anlamlı olarak artırdı. 48 saat 

yeşil çay inkübasyonu beklenenin aksine doz ve süre arttıkça oksidan etki göstererek 

ROS’u artırdı. Diğer bir sonuç; Koenzim Q10’un 5 ve 50 µM dozları ROS’u anlamlı 

olarak düşürdü. 10 µM Koenzim Q10 inkübasyonu ile düşme vardı ama istatistiksel 

olarak anlamlı değildi (p=0.065). 

 

Bulgular: LDH 

 

Hipoksi ve normoksi koşulları için ortam seçimi 

 

1. deney seti 

 

Amaç (1a. deney seti): LDH deneylerinin 1. deney setinde amacımız hücre ortamlarının 

birbirinden farklarını belirlemek, hangi ortamın hangi deney için uygun olduğuna karar 

vermek, serum içerikleri farklı olan ortamların LDH düzeyine etkisini araştırmaktır.  
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Tablo 23: PBS, optimem ve EGM-2 ortamlarının normoksik ve farklı süre hipoksik 

koşullarda LDH düzeyi 

 

normoksi hipoksi 

PBS 

(4h) 

Optimem 

(4h) 

EGM-2 

(4h) 

EGM-2 

(28h) 

PBS 

(4h) 

Optimem 

(4h) 

EGM-2 

(4h) 

? 7,31 9,13 63,96 14,43 5,7 ? 

 

  9,11 12,58 88,10 28,91 5,57   

  8,93 13,25 92,80 47,56 6,20   

    16,68 116,77 18,33     

             

 

 

Tablo 23’de görüldüğü üzere EGM-2 ‘de ekzojen serum katıldığından dolayı (ortamın içinde 

%5 oranında serum var) hipoksi uygulanmayan koşullarda bile LDH değeri yüksek çıkmıştır. 

Bu nedenle EGM-2 nin uygun bir çalışma koşulu oluşturmadığı serumdaki LDH’ dan ötürü 

yanlış pozitif sonuçlara neden olduğu görülmüştür. Optimemde de hipoksi koşulunda 

normoksiye göre artış yaşanmamıştır, hatta biraz daha düşüktür. Optimemin içinde glikoz 

vardır, hipoksiye maruz bırakıldığında unaerob solunum yapmaları hücrelerin ölmeme nedeni 

olabilir. Bu nedense hipoksi oluşturulurken PBS kullanılmıştır. 

 

Optimum absorbans değeri ortalama alınarak 118 kabul edilmiştir. Optimumdan kaynaklanan 

hata payı (fazla absorbans) örnek ve maksimum kuyudan çıkarılmıştır. Maksimum kuyuya 

son konsantrasyonu %1 olacak şekilde triton x 100 katılarak 2 saat bekletilmiştir. Hücre 

çeperi parçalanarak ortama salınabilecek maksimum LDH değeri bulunmuştur. Örnek 

maksimuma % sititoksisite değeri olarak oranlanmıştır. Yani bu kuyudaki hücrelerden toplam 

şu kadar LDH salınabilecekken bu kadar salınmıştır= % sitotoksisite 
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ROS için 10000 hücre/ kuyu kullanılmıştır. LDH için 8000 hücre/ kuyu kullanılmıştır. ROS 

hücreleri ile deneme yapılarak, 5000 hücre ile de sonuç bulunduğu gözlemlenmiş, hatta gayet 

olumlu veriler elde edilmiştir (Tablo 24). Fazla hücre israf olmasın diye, kit prospektüsünde 

10000 hücre deniyor. Biz 8000 hücre ile çalıştık. 

 

Tablo 24: Hücre sayısı denemesi (ROS) (1b deney seti) 

 

2. deney seti 

 

Amaç (2. deney seti): EGM-2’ nin yüksek serum içeriği, ve serumdaki LDH miktarı, LDH 

ölçümünde dışarıdan eksojen LDH katar gibi etli gösterdiğinden EGM-2 ortamı LDH ölçümü 

için uygun bulunmamıştır. Bu nedenle düşük serum içerikli optimem kullanılarak hipoksik 

koşul oluşturulup daha doğrusu artan hipoksi sürelerinde aynı süredeki normoksiye göre ilave 

hücre ölümünü yani LDH artışını indükleyip indüklemediğinin test edilmesi 2. deney setinde 

amaçlanmıştır. 

 

 

Şekil 25:  2. deney seti akış şeması 

 

 

 

 

[HPF] 5 μM 10 μM 5 μM 10 μM 5 μM 1 μM Boş plak 
Hücre sayısı 10.000 5.000 5.000 1.000 1.000 1.000 0 

 46685 72076 44402 49425 37475 17365 5101 

 45366 83239 40621 60034 35890 16060 5156 

 47476 62286 39384 51120 35455 15696 5272 

0 saat (optimem)      1 

4 saat normoksi (op)    2 

16 saat normoksi (op)    4 

30 saat normoksi (op)    6 

54 saat normoksi (op)   8 

4 saat hipoksi (op)      3 

16 saat hipoksi (op)    5 

30 saat hipoksi (op)    7 

54 saat hipoksi (op)     9 
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Tablo 25: 0-4-16-30-54 saat normoksi ve hipoksi koşulları için maksimum hücre nekrozu 

koşuluna oranla hesaplanan % sitotoksisite değerleri  

 

 0.saat optimem                                   

Maksimum Örnek optimem % 

Sitotoksisite 

1.336 0.145 0.112  2.21 

1.359 0.151 0.145  2.65 

1.360 0.131 0.115 1.04 

4.saat  normoksi (optimem) 4 saat hipoksi (optimem) 

Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite 

1.338 0.170 0.048  4.26 

 

1.372 0.150 0.048 2.55 

1.317 0.153 0.047  2.91 

 

1.282 0.147 0.049 2.49 

1.318 0.168 0.049  4.16 1.342 0.152 0.050 2.77 

16 .saat  normoksi (optimem) 16 saat hipoksi (optimem) 

Maksimum Örnek optimem % Sitotoksisite Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite 

1.549 0.197 0.121 5.52 1.831 1.110  5.02 

1.825 0.265 0.118 8.61 1.826 0.202  4.91 

1.698 0.219 0.515 (-) 6.39 2.145 0.221  5.08 

30 .saat  normoksi (optimem) 30 saat hipoksi (optimem) 

Maksimum Örnek optimem % Sitotoksisite Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite 

1.276 0.213 0.110 8.20 1.962 0.255  7.42 

1.182 0.347 0.102 21.52 2.183 0.239  5.85 

1.083 0.219 0.102 10.46 2.389 0.340  9.77 

54 .saat  normoksi (optimem) 54 saat hipoksi (optimem) 

Maksimum Örnek optimem % Sitotoksisite Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite 

1.368 0.214 0.141 7.68 2.758 0.241  4.65 

0.877 0.215 0.123 12.77 1.306 0.224  8.92 

0.549 0.687  132 2.050 0.274  8.07 
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Tablo 26: LDH ölçümü yapılan 2. deney setindeki verilerin grup numaralarının isimleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 27: LDH ölçümü yapılan 2. deney setindeki verilerin istatistiksel olarak 

karşılaştırılması (p  değeri) 

1-2=0.100/0.050 

1-4=0.100/0.050 

1-6=0.100/0.050 

 

2-4=0.100/0.050 

2-6=0.100/0.050 

4-6=0.200/0.127 

 

2-3=0.100/0.050 

4-5=0.100/0.050 

6-7=0.200/0.127 

 

1-3=0.400 

1-5=0.100/0.050 

1-7=0.100/0.050 

 

3-5=0.100/0.050 

3-7=0.100/0.050 

5-7=0.100/0.050 

 

 

 

1: 0 saat (optimem)       

2: 4 saat normoksi (op)    

3: 16 saat normoksi (op)    

4: 30 saat normoksi (op)    

5: 54 saat normoksi (op)    

6: 4 saat hipoksi (op)       

7: 16 saat hipoksi (op)       

8: 30 saat hipoksi (op)       

9: 54 saat hipoksi (op)       
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0-4-16-30-54 saat (LDH)
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Şekil 26: LDH ölçümü  

 

• Sırasıyla 0-4-16-30-54 saat hipoksi süresi artırıldıkça LDH artmaktadır (p=0.05), 

hipoksi süresi ile LDH arasında korelasyon vardır (p=0.00), hipoksi süresi ile LDH 

için lineer regresyon incelenmesinde p=0.00 ‘dır.  

•  4-16-30 ve 54 saat normoksi ile hipoksi karşılaştırıldığında gruplar arası fark p= 0.05, 

0.05, 0.12, 0.40. Her 4 süre için normoksik durumda LDH ortalamaları hipoksik 

durumdan daha yüksektir.  

• Sonuç olarak hem normokside hem hipokside LDH zamana bağımlı olarak 

artmaktadır. Hipokside normoksiye göre LDH artışı yaşanmamıştır. Bu nedenle 

hipoksik koşul için PBS, normoksik koşul için optimem kullanılmasına karar 

verilmiştir. Yukarıdaki grafikte ise her 2 koşul için optimem kullanılmıştır.  

 

3. deney seti  

Amaç (3. deney seti): ROS ölçümünde ROS artışını indüklemek için hipoksik koşulda EGM-

2 ortamı yerine PBS kullanmayı tercih etmiştik. Böylece hücreyi hasardan daha fazla 

etkilenecek duruma getirmiştik. Ancak ROS hücre içi ölçülürken LDH süpernatanta 

salınmaktadır. ROS ölçümünde normoksiden hipoksiye geçerken ortamı PBS ile 

değiştirebiliyoruz. Ancak aynı işlem LDH da mümkün değil. Çünkü ortama salınan LDH da 

süpernatantla birlikte ortamdan alınmış oluyor. Oysa ROS için plağa yapışan adheran 

hücrelerin içinde ölçüm yapılıyor. Dolayısıyla LDH ölçümlerinde hipoksi + reoksijenizasyon 

değil yalnızca hipoksi kullanılmıştır. Gene de merağımızı köreltmek için 3. deney setinde 

reoksijenizasyon uygulaması ortam değişimi yapılmadan sadece havalanma ortamı ile 
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reoksijene edilmiştir. Amaç ortam değişimi olmadan sadece reoksijenizasyonun ilave LDH’ ı 

indükleyip indüklemeyeceğinin saptanmasıdır.   

 

Tablo 28: Hipoksi ve farklı sürelerdeki reoksijenizasyonun LDH düzeyine etkisi 
5 saat hipoksi (optimem)(optimem körü 121) 

Maksimum Örnek  % Sitotoksisite 

0.935 0.122 1/814=100?                  0.12 

1.191 0.128  0.65 

1.223 0.131  0.90 

5 saat hipoksi-2 saat reoksijenizasyon 

1.606 0.152  2.08 

1.575 0.171  3.43 

1.044 0.169  5.20 

5 saat hipoksi-3 saat reoksijenizasyon 

1.074 0.160  4.09 

1.986 0.634  27.50 

1.101 0.176  5.61 

5 saat hipoksi-4 saat reoksijenizasyon 

0.945 0.163  5.09 

1.055 0.180  6.31 

1.077 0.179  6.06 

 

 

Şekil 27: 3. deney seti akış şeması 

 

Tablo 29: LDH deneyi 3. deney seti verilerinin grup numaralarının isimleri 

 

 

 

 

 

 

5 saat hipoksi (op)                           1 

5 saat hipoksi+2 saat reoksi. (op)   2 

5 saat hipoksi+3 saat reoksi. (op)   3 
 

5 saat hipoksi+4 saat reoksi. (op)  4 
 

1: 5 saat hipoksi (op)                            

2: 5 saat hipoksi+2 saat reoksi. (op) 

3: 5 saat hipoksi+3 saat reoksi. (op)    

4: 5 saat hipoksi+4 saat reoksi. (op)   
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Tablo 30: LDH deneyi 3. deney seti verilerinin istatistiksel karşılaştırılması (p değeri) 

1-2=0.05 

1-3=0.05 

1-4=0.05 

2-3=0.20 

2-4=0.20 

3-4=1 
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Şekil 28: 3. deney seti sütün grafiği LDH % sitotoksisitesi 
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Şekil 29: LDH % sitotoksisitesi 

 

 5 saat hipoksi grubu ile 5 saat hipoksi+2/3/4 saat reoksijenizasyon grupları arasında 

anlamlı fark vardır (p=0.05, 0.05, 0.05). 

 * 

 * 

 * 
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 Reoksijenizasyonun 3. saatinde ROS pik yapmaktadır.  

 Sonuç olarak diğer verilerde de 15. dk ve 3. saatte pik yapıyordu. Demek ki 15. dk, 3 

saatte 2 pik yapıyor. 1, 2 ve 4. saatte ise bazal düzeye yakın takip ediyor. 

 

4. deney seti 

Amaç (4. deney seti): 4. Deney setinde amaç optimem yerine PBS kullanılarak kontrol 

grubuna göre LDH artışını indüklemektir. LDH ‘ın 2. deney setinde hipoksi ile birlikte LDH’ 

ın zamana bağlı olarak arttığı görülmektedir. Zamana bağlı benzer artış hipoksi 

uygulanmayan hücrelerde oluşmaktadır. Yani hiç hipoksi uygulanmasa da zamanla hücre 

nekrozu ile beraber LDH artışı görülmektedir. Bu ölüm % sitotoksisite olarak 54 saatte % 20’ 

lere yaklaşmaktadır. Bu nedenle hücre ortamının 2 günde bir değiştirilmesi tavsiye 

edilmektedir. Muhtemelen serumdaki besin maddeleri tükenmekte ve hücre ölümü 

olmaktadır. Biz deneyimizde kafa karışıklığı yaratmaması açısından ortamı deney 

başlangıcından sonuna kadar değiştirmedik. Dolayısıyla kontrol grubunda da zamanla artan 

hücre ölümü oldu. Hem kontrol hem deney grubu için optimem kullanıldığında kontrol 

grubuna göre hipoksi grubu anlamlı fark oluşturmayınca 4. deney setinde kontrol grubunda 

optimem, deney grubunda PBS kullanıdı.    

Tablo 31:  Kontrol grubunda optimem, deney grubunda PBS kullanılan LDH % 

sitotoksite ölçüm sonuçları  
2.saat  normoksi (optimem) 2 saat hipoksi (PBS) 

Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite Maksimum Örnek PBS % Sitotoksisite 

1.468 0.140 0.050 2.20 1.625 0.209 0.082 8.29 

1.490 0.125 0.049 1.08 1.461 0.184 0.080 7.46 

1.523 0.126 0.051 1.13 1.473 0.146  4.66 

5 .saat  normoksi (optimem) 5 saat hipoksi  (PBS) 

Maksimum Örnek PBS % Sitotoksisite Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite 

1.548 0.153 0.112 2.99 1.285 0.256 0.048 14.53 

1.608 0.166 0.108 3.73 1.423 0.209 0.048 9.53 

1.452 0.159 0.110 3.65 1.389 0.164 0.050 6.34 

8 .saat  normoksi (optimem) 8 saat hipoksi  (PBS) 

Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite Maksimum Örnek Boş kuyu % Sitotoksisite 

1.516 0.162 0.050 3.69 1.399 0.195 0.046 8.64 

1.604 0.174 0.051 4.28 1.564 0.187 0.051 7.14 

1.692 0.161  3.22 1.436 0.188  7.89 
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Şekil 30: 4. deney seti akış şeması 

 

Tablo 32: LDH deneyi 4. deney seti verilerinin grup numaralarının isimleri 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 33: LDH deneyi 4. deney seti verilerinin istatistiksel karşılaştırılması (p değeri) 
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Şekil 31: LDH % sitotoksite 

1-2=0.100/0.05 

3-4=0.100/0.05 

5-6=0.100/0.05 

 

1-3=0.100/0.05 

1-5=0.100/0.05 

3-5=0.700 

2-4=0.400 

2-6=0.700 

4-6=0.700 

2 saat normoksi (op)              1 

5 saat normoksi (op)               3 

8 saat normoksi (op)               5 

2 saat hipoksi (pbs)             2 

5 saat hipoksi (pbs)             4 

8 saat hipoksi (pbs)              6 

 * 

 * 

 * 

1: 2 saat normoksi (op)               

2: 2 saat hipoksi (pbs)              

3: 5 saat normoksi (op)                

4: 5 saat hipoksi (pbs)              

5: 8 saat normoksi (op)                

6: 8 saat hipoksi (pbs)               
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2-5-8 saat hipoksi aynı süre normoksiye göre daha yüksek LDH düzeylerine neden olmuştur 

(p= 0.05, 0.05, 0.05). 

Normoksi süresi arttıkça LDH düzeyi yükselmektedir (p= 0.05,.0.05, 0.70) 

Hipoksi süresi arttıkça LDH düzeyi yükselmektedir (p=0.42, 0.70, 0.70) 

Normoksi süresi ile LDH düzeyi arasındaki korelasyon (p=0.60) 

Normoksi süresi ile LDH arasında lineer regresyon arandığında (p=0.49) 

Hipoksi süresi ile LDH düzeyi arasındaki korelasyon katsayısı <0.5. 

Görüldüğü üzere hipoksik koşul için optimem yerine PBS kullanıldığı zaman LDH artışı 

olmuştur. Optimemin içindeki glikoz hücrenin ölmesini önlemiş, unaerob solunuma belki de 

imkan tanımıştır. Optimem uzaklaştırılıp PBS kullanılınca ölüm artmış, LDH yükselmiştir. 

 

 

5. deney seti 

Amaç (5. deney seti): 4. deney setinde 5. saatte LDH’ ın pik yaptığı görülmüştür. 2,5 ve 8. 

satlerdeki LDH düzeyleri kontrol gruplarından daha yüksektir. Biz bunların içinden en yüksek 

LDH düzeyinin görüldüğü 5. saati alarak EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un bu artmış 

LDH düzeyini düşürüp düşürmeyeceğini 5. deney setinde test etmeye çalıştık.  

 

 

 

 

 

Tablo 34: 5. deney seti uygulama plağı dizilimi 
EGCG  

50 µM 

Mak. 

EGCG  

50 µM 

Örnek 

EGCG  

100 µM 

Mak. 

EGCG  

100 µM 

Örnek 

EGCG  

200 µM 

Mak. 

EGCG  

200 µM 

Örnek 

EGCG  

500 µM 

Mak. 

EGCG  

500 µM 

Örnek 

KoQ10 

10 µM 

Mak. 

KoQ10 

10 µM 

Örnek 

 

 

 

KoQ10 

50 µM 

Mak. 

KoQ10 

50 µM 

Örnek 

P60 

10 ug/ml 

Mak 

P60 

10 ug/ml 

Örnek 

P60 

50 ug/ml 

Mak 

P60 

50 ug/ml 

Örnek 

P60 

100 ug/ml 

Mak 

P60 

100 ug/ml 

Örnek 

P60 

500 ug/ml 

Mak 

P60 

500 

ug/ml 

Örnek 

KoQ10 

100 µM 

Mak 

KoQ10 

100 µM 

Örnek 

 

 

 

PBS 

(madde -)  

Mak 

 

PBS  

(madde -) 

Örnek 

EGCG  

50 µM 

Kör 

 EGCG  

100 µM 

Kör 

 EGCG  

200 µM 

Kör 

 EGCG  

500 µM 

Kör 

   

 

 

P60 

10 ug/ml 

Kör 

 P60 

50 ug/ml 

Kör 

 P60 

100 ug/ml 

Kör 

 P60 

500 ug/ml 

Kör 

  KoQ10 

10 µM 

Kör 

KoQ10 

50 µM 

Kör 

KoQ10 

100 µM 

Kör 
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Tablo 35: EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10 ile yapılan 5 saat inkübasyon sonucu LDH 

% sitotoksisite değerleri  

 

5 saat normoksi (optimem) (optimem körü ortalaması=151) 1 

Maksimum Örnek Optimem Körü % Sitotoksisite 

1.266 0.206 0.132 4.93 

1.331 0.183 0.171 2.71 

1.377 0.186  2.85 

1.771 0.182  1.91 

5 saat hipoksi  (PBS) (PBS körü ortalaması=87) 2 

Maksimum Örnek PBS körü % Sitotoksisite 

1.342 0.192 0.087 8.3 

1.336 0.988  72 

1.185 0.254  15.20 

1.114 0.234  14.31 

5 saat hipoksi + EGCG (50 µM) 3 

Maksimum Örnek 50 µM EGCG körü % Sitotoksisite 

2.237 0.510 0.400 5.98 

2.308 0.512  5.87 

2.477 0.512  5.39 

5 saat hipoksi + EGCG (100 µM) 4 

Maksimum Örnek 100 µM EGCG körü % Sitotoksisite 

2.698 0.727 0.658 3.38 

2.611 0.736  3.99 

2.542 0.759  5.36 

5 saat hipoksi + EGCG (200 µM) 5 

Maksimum Örnek 200 µM EGCG körü % Sitotoksisite 

3.496 1.282 1.391 -5.17 

3.314 1.263  -6.65 

3.200 1.296  -5.25 

5 saat hipoksi + EGCG (500 µM) 6 

Maksimum Örnek 500 µM EGCG körü % Sitotoksisite 

6350 3.080 2.245 20.34 

7518 2.580  6.35 

5540 2.492  7.49 

5 saat hipoksi + Polifenon 60 (10 µg/ml) 7 

Maksimum Örnek 10 µg/ml P 60 körü % Sitotoksisite 

2.049 0.371 1.104 -77 

1.831 0.353  -103 

1.756 0.485  -94 

5 saat hipoksi + Polifenon 60 (50 µg/ml) 8 

Maksimum Örnek 50 µg/ml P 60 körü % Sitotoksisite 

2.389 0.802 0.848 -2.98 

2.123 0.780  -5.3 
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2.308 0.883  2.39 

5 saat hipoksi + Polifenon 60 (100 µg/ml) 9 

Maksimum Örnek 100 µg/ml P 60 körü % Sitotoksisite 

2.362 1.297 1.234 5.13 

2.590 1.340  7.81 

2.303 1.482  23.19 

5 saat hipoksi + Polifenon 60 (500 µg/ml) 10 

Maksimum Örnek 500 µg/ml P 60 körü % Sitotoksisite 

6.412 3.534 3.254 8.86 

7.084 3.948  12.89 

6.280 3.670  13.74 

5 saat hipoksi + Koenzim Q10 (10 µM) 11 

Maksimum Örnek 10 µM KoQ10 körü % Sitotoksisite 

1.252 0.199 0.061 11.58 

1.388 0.148  6.55 

1.448 0.162  7.28 

5 saat hipoksi + Koenzim Q10 (50 µM) 12 

Maksimum Örnek 50 µM KoQ10 körü % Sitotoksisite 

1.211 0.219 0.063 13.58 

1.244 0.252  16.00 

1.190 0.313  22.18 

5 saat hipoksi + Koenzim Q10 (100 µM) 13 

Maksimum Örnek 100 µM KoQ10 körü % Sitotoksisite 

1.186 0.300 0.067 20.82 

1.239 0.445  32.25 

1.088 0.399  32.51 

 

 

 

Tablo 36: LDH deneyi 5. deney seti verilerinin grup numaralarının isimleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1: 5 saat normoksi (optimem) (optimem körü ortalaması=151) 

2: 5 saat hipoksi  (PBS) (PBS körü ortalaması=87) 

3: 5 saat hipoksi + EGCG (50 µM) 
4: 5 saat hipoksi + EGCG (100 µM) 
5: 5 saat hipoksi + EGCG (200 µM) 
6: 5 saat hipoksi + EGCG (500 µM) 
7: 5 saat hipoksi + Polifenon 60 (10 µg/ml)  

9: 5 saat hipoksi + Polifenon 60 (50 µg/ml)  

10: 5 saat hipoksi + Polifenon 60 (100 µg/ml)  

11: 5 saat hipoksi + Polifenon 60 (500 µg/ml)  

12: 5 saat hipoksi + Koenzim Q10 (50 µM) 
13: 5 saat hipoksi + Koenzim Q10 (100 µM) 
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Tablo 37: LDH deneyi 5. deney seti verilerinin istatistiksel karşılaştırılması (p değeri) 
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Şekil 32: LDH % sitotoksite  

 

 

 5 saat hipoksi, 5 saat normoksiye göre LDH düzeyini artırmıştır (p=0.034). 

1-2=0.100/0.05 

2-3=0.300 

2-4=0.400 

2-5=0.400 

2-6=0.700 

2-7=0.100/0.05 

2-8=0.100/0.05 

2-9=0.700 

2-10=0.700 

2-11=0.200 

2-12=0.400 

2-13=0.100/0.05 

 

 * 

 * 

 * 

 * 
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 50-100-200 µM EGCG, 5 saat hipoksi sonrası artan LDH düzeyini düşürmüştür. 

(p=0.05, p=0.05, p=0.05). 

 10 ve 50 µg/ml Polifenon 60, 5 saat hipoksi sonrası artan LDH düzeyini anlamlı 

olarak düşürmüştür (p=0.031, 0.05). 

 Koenzim Q10 ise düşük dozda (10 µM), istatistiksel anlamlı olmayacak şekilde LDH’ 

ı düşürmüş, yüksek dozda (100 µM) istatistiksel anlamlı olacak şekilde, 5 saat hipoksi 

sonrası artan LDH düzeyini daha da artırmıştır (p=0.05).  

 Sonuç olarak, hipoksi anında EGCG ve Polifenon 60 belirli dozlarda LDH’ı düşürerek 

kalbi korumaktadır. Koenzim Q10’ un 100 µM dozu ise LDH’ı artırarak zararlı etki 

göstermekte, kalp doku nekrozuna neden olmaktadır.  
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5 Tartışma 

Bu teze başlarken amacımız İnsan Koroner Arter Endotel Hücrelerinde (HCAEC) bir hasar 

modeli oluşturmak ve bu hasardan EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un koruyucu etkisi 

var mı bunu test etmektir. Hasar modeli olarak ROS ölçümünde hipoksi+reoksijenizasyon 

hasar modeli kullanılmıştır. Çünkü bilindiği üzere tekrar oksijenlenme sırasında O2’ den 

oluşan serbest radikaller oksidatif stresi artırarak doku hasarı oluşturmaktadır (30). LDH 

ölçümünde ise hipoksi kullanılmıştır. Çünkü reoksijenizasyon aşamasında ortam değişimine 

deney izin vermemektedir. LDH süpernatanta salınıyor, ortam değişimi ile birlikte şayet PBS 

‘i optimem ile değiştirecek olursak o zamana kadar salınmış olan LDH’ ı ortamdan 

uzaklaştırmış oluyorduk. Ancak aynı ortam idame ettirilerek bu seferde PBS değil kontrol 

grubunda ve örnek grubunda optimem kullanılarak O2’ den yoksun bırakma ve tekrar 

oksijenlenme periyotlarını uygulamak mümkün olmuştur.  Bu koşulda da yapılan bir deney 

mevcuttur. Hatta öyle ki; hipoksi modeli tek başına yeterli olmaz düşüncesiyle, bu 

düşüncemiz de LDH için doğru çıktı. Ayrıca normal %5 serum içeren EGM-2 ortamını da 

PBS ile değiştirerek aynı zamanda iskemi benzeri model oluşturarak hasarı gözlemleyebilmek 

dolayısıyla ROS artışını görmek istedik. EGM-2; PBS ile değişince aynı zamanda dokunun 

beslenmesi bozulacaktı. Çünkü EGM-2’ nin içindeki serum doğal olarak PBS’ in içinde 

yoktu. ROS ölçümünde ölçümlerimizi direk hipoksi+iskemi modelinde yaptık ve nihayetinde 

farklı koşullar denedikten sonra hücrelerde ROS artışı yapan modele ulaştık. LDH deneylerini 

ise önce yalnızca hipoksi modeli olarak başladık. Ancak kontrol hücrelerinden farklı bir hücre 

ölümü gözlemlenmedi. Modelimize hipoksiye ek olarak iskemi de eklediğimizde kontrol 

hücrelerine kıyasla hücre ölümünü görmek mümkün oldu. Dolayısla her 2 modelimizle, hasar 

modeli olarak hem ROS artışını hem hücre nekrozu yapmayı denemelerimiz sonucunda 

azimle başardık. Geriye kalmıştı, maddelerin koruyuculukları, başka bir deyişle bu maddeler 

(EGCG, Polifenon 60, Koenzim Q10) artmış ROS’ u düşürüp, artmış LDH’ ı normale 

çevirebiliyor muydu? Bu soruya yanıt arandı.  

Bu sorumuzda da cevabımız olumlu oldu. EGCG ve Koenzim Q10’ un antioksidan etki 

gösterip ROS ‘u düşürdüğünü bulduk. Ayrıca fizyolojik dozda EGCG ve Polifenon 60’ da 

LDH’ı düşürücü etki bulunmuştur.  

Teze başlama amacımızı düşünürsek yerinde sorular seçip alt yapımızı kurduktan sonra çeşitli 

koşulları deneyerek hem hasar modelini oluşturmada başarılı olduk, hem de maddelerde 
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hasardan koruyuculuk çıktı. Maddelerimizi seçerken anti-oksidan özellikte maddeler olmasına 

dikkat etmiştik. Kalanı bir bilinmeyene ışık tutmaktı bizim için.  

Peki neden koroner arter endotel hücresini seçtik de başka bir hücre tipini seçmedik? Çünkü 

insan vücudunda en fazla hipoksiye maruz kalan kalp dokusudur. Bu da koroner arterleri 

trombosit kümelerinin, veya aterom plakların, tam veya kısmi olarak tıkamasına bağlı olarak, 

koroner arterden kan akımının kesilmesine bağlı olarak oluşur. Bildiğimiz adıyla kalp krizi. 

Bizim yapmaya çalıştığımız; in vitro olarak kalp krizini dışarıdan ticari olarak alınan, kültür 

kaplarında büyütülen İnsan Koroner Arter Endotel Hücrelerinde (HCAEC) taklit etmekti. 

Aldığımız olumlu sonuçlara bakılırsa deney planının alt yapısı iyi kurulmuştu.  

Çalışma sırasında ne gibi zorluklarla karşılaştık? Karşımıza çıkan en büyük sorun hücrelerin 

enfeksiyon kapmasıydı. Her ne kadar hijyen koşullarına dikkat ederek steril ortamlarda 

çalışılsa da enfeksiyondan kaçınmak mümkün olmadı. Belki çok çok deneyler daha 

planlayacaktık ama proje bütçesi bu kadarını imkanlı kıldı. Tezimiz de kendi içinde bir bütün 

oluşturarak kafa karıştırıcı etmenlerden uzaktır. Diğer bir sorun hasar modelinin 

oturtulmasında yaşandı. Biz de farklı süreler ve farklı ortamlar deneyerek bu sorunları aştık. 

Biz buna her ne kadar bizi zorlasa da deneyin optimizasyonu diyoruz ve sorun olarak 

görmüyoruz. Bahsi geçenler dışında önemli bir sorun yaşanmadı.  

Kendi bulgularımız birbirini destekliyor mu? Deneyimizin mantık örüntüsü içinde 

beklenmeyen bir durum biz bu maddeleri anti-oksidan olarak seçmiştik. Oysa EGCG’ nin 

yüksek dozlarında ve Polifenon 60’ da özellikle bekleme ile artan oksidan etki görüldü. 

Koenzim Q10’ da böyle bir durum oluşmadı. Yani EGCG hem anti-oksidan hem yüksek 

dozda istatistiksel önemde olmayan oksidan, Polifenon 60 oksidan, Koenzim Q10 ise yalnızca 

anti-oksidan özellik gösteriyordu. Daha sonra geniş kapsamlı literatür taraması yapıldığında 

yeniden oksijenlenme sırasında ph’ın alkaliye kaymasıyla yeşil çayın oto-okside olduğu ve 

oksidan özelliğinin ortaya çıktığını belirten makalelere rastlandı (31,32). EGCG ve Polifenon 

60 hücre nekrozunu önlüyordu. KoenzimQ10’ da böyle bir etkiye raslanmadı. Aksine yüksek 

dozları (100 µM) hücre nekrozu yapıyordu. Bulgular birbiri ile uyumluydu. Hasar oluşturunca 

ROS arttı ve hücre nekrozu oldu. Maddelerin hasar üzerine etkileri de bilinmeyeni arama 

yolunda ayrı ayrı değerlendirildi.  

Başkaları ne buldu biz ne bulduk? Bir çok makale yeşil çay (33,34) ve Koenzim Q10’un anti-

oksidan özelliği (35) üzerinde durmaktaydı. Raza ve John’ un çalışmasında, EGCG’ye 16 saat 
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maruz bırakılarak, ROS düzeyleri ölçülüyor (total ekstrakt-postmitokondriyal fraksiyon-

mitokondriyal fraksiyon). Sonuç olarak ROS düzeylerinin total ekstrakta değil mitokondriyel 

fraksiyonda EGCG’ ye bağlı olarak azaldığını buluyorlar (36). Biz deneylerimiz sonucunda 

özellikle Polifenon 60’ da ön plana çıkan pro-oksidan özelliği gözlemledik. Sonra çok daha 

detaylı tarama yaptığımızda çok daha az sayıda da olsa yeşil çayın prooksidan özelliğinden 

bahsediliyordu  (37). Koenzim Q 10 eksikliğide ise 10-15% ve >60% olan Koenzim Q10 

eksikliği ROS değişimine neden olmazken; 30-50% Koenzim Q 10 eksikliği ROS artışı ile 

paralel bulunmuş (38). Yani koenzim Q10 antioksidan etkisiyle ön plana çıkmaktadır.  

 

Her ne kadar yeşil çay antikanserojen olarak bilinse de, yani kanser hücrelerinde hücre 

canlılığını azaltıyor. Yeşil çay normal hücrelerde hücre canlılığını artırırken, kanser 

hücrelerinde hücre canlılığını azaltmaktadır. Polifenon 60 hücre nekrozunu azaltıyorsa peki 

kansere yol açar mı? Bu da normal hücre sayısına kadar artırıp düşüğü normale getiriyor 

ancak kansere yol açmıyormuş. Biz deneylerimizde mikroskop altında böyle malign 

değişimler görmedik. Singh ve arkadaşı; EGCG’ nin B-katenin yolunu kullanarak hücre 

canlılığı proteinlerini inhibe ettiğinden bahsedilmektedir. B-katenin siRNA ile knockout 

edildiğinde hücre canlılığı artmaktaymış (39).  Hipoksik hasar ile artan LDH düzeyleri yeşil 

çay ile azalmaktadır. LDH da bildiğimiz gibi hücre nekroza uğrayınca artıyor.  Bir çalışmada 

da sıçan kardiyomyosit kültüründe hipoksi-reoksijenizasyon uygulanıyor. Yeşil çay 24 saat 

preenkübasyon+ 2-8 saat hipoksi süresince enkübasyon olarak uygulanıyor. LDH salınımı 

yeşil çayın dozuna bağımlı olarak azalıyor. 5, 10, 25, 50 µg/ml değerlerinde yeşil çay 

kullanılmış. Onlarda serumlu ortamda hücre nekrozu oluşturamamışlar. Serumdan yoksun 

bıraktıklarında nekroz oluşmuş. LDH artışı hipoksi süresiyle lineer ilişki gösteriyormuş. 

Reoksijenizasyon ilave LDH artışına neden olmuyormuş. Sadece önlem olarak değil iskemi 

anında da hipoksik hasarı önlemek için kullanılabilir  olduğundan bahsedilmektedir. Bizim 

tezimizle en fazla örtüşen çalışma olarak Bordoni ve arkadaşlarının çalışmasını gösterebiliriz 

(40). Bizimkinde hipoksi-iskemi modeli uygulanmıştı. Hipoksi ile birlikte LDH’ da lineer 

artış yaşandı. Biz de özellikle 10 µg/ml yeşil çay inkübasyonunda  daha az olarak da 50 µg/ml 

yeşil çay da LDH da azalma bulduk. Yeşil çayın inkübasyon süresi 5 saat, eş zamanlı 

inkübasyon olarak uygulandı. Hipoksi-reoksijenizasyon ile sınırlı sayıda örnekte LDH artışı 

oldu ve en önemlisi hasar anında etkiliydi. Hasar modelinde hasar tipi ile yeşil çay eş zamanlı 

uygulandı. Bir başka renal epitel hücre kültüründe yapılan çalışmada da hipoksiye maruz 

kalan hücrelerden LDH salınımı artıyor. Yeşil çay bu salınımı inhibe ediyor (41). Koenzim 
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Q10’ da (hipoksi+iskemi) hasarında hücre nekrozunda azalma bulamadık. Bilakis yüksek 

dozu (100 µM) hücre nekrozunu artırıyordu.  

 

Yesil çay kardiyoprotektif bir çok özellige sahiptir: Anti-oksidan özelliginin yanı sıra, metal 

iyon selatlayıcısı, PAF (platelet aktive edici faktör) ve ADP inhibisyonu, PDGF beta reseptör 

inhibisyonu, damar gevsetici, tromboksan inhibisyonu, SOD (süperoksit dismutaz) artırılması, 

eNOs indüklenmesi, LDL ve VLDL oksidasyonunun azaltılması gibi baska olumlu etkileri de 

mevcuttur (42). Biz de yeşil çayın hem anti-oksidan özelliğini, hem (hipoksi+iskemi) hasarı 

sonrası hücre canlılığını artırması yönüyle kardiyoprotektif özellikte olduğunu kanıtladık.  

 

Koenzim Q10’ un ise kalp yetmezliği, kardiyomyopati, anjiopektorisde kullanımından 

bahsediyor. ATP üretimi, antioksidan ve membran stabilize edici etkisi (+).LDL yapısında 

bulunarak oksidasyonunu azaltıyor. Hafif GİS yan etkisi var ve SGOT ve LDH’ ı artırıyor 

(42). Biz de koenzim Q10’un antioksidan etkisini ve (hipoksi+iskemi) hasarına ek olarak 

LDH’ı artıdığını bulduk. Yeşil çay ve koenzim Q10 için bulduğumuz uygunsuzluk polifenon 

60’ da daha çok olmak üzere uzun süre inkübasyonda yüksek dozda artan oksidan etki, ve 

koenzim Q10’da yüksek dozda oluşan hücre nekrozuydu. Bu özellikler de gerek 

kardiyomyopatide gerekse miyokard enfaktüsü sonrası doku alanında oluşan debrisin 

makrofajlar tarafından ortadan kaldırılmasında olumlu etki gösterebilir. 
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6  SONUÇ VE ÖNERİLER 

In vitro hipoksi+ iskemi modelinde; fizyolojik dozda EGCG (200 µM) ve Koenzim Q10’un 

(10 µM) hücreleri oksidan hasardan koruduğu, gene fizyolojik dozda EGCG (200 µM) ve 

Polifenon 60’ın (10-50 µg/ml) hücre nekrozunu önlediği bulunmuştur.  

 EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10; insan koroner arter endotel hücrelerini; in 

vitro ortamda hipoksi-reoksijenizasyon ile oluşturulan, ROS hasarından korumaktadır.  

 EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10; insan koroner arter endotel hücrelerini; in 

vitro ortamda hipoksi-reoksijenizasyon ve hipoksi ile oluşturulan hücre nekrozundan 

korumaktadır.  

Konuya başlarken belirlediğimiz 2 hipotezimiz doğrulanmıştır.  

Myocard infaktüsünün deneysel bir modeli olan çalışmamızda EGCG ve Polifenon 60 ve 

Koenzim Q10 tedavide kullanılabilir. EGCG; 300 µL, Polifenon 60; 200 µL, Koenzim Q10; 

100 µL… içinde olacak durumda ilaç dozu belirlenebilir. EGCG 8 saattebir, Polifenon 60 12 

saattebir, Koenzim Q10 24 saattebir alınabilir. EGCG 1.5 gün, Polifenon 60 3.5 gün alınıp bir 

doz atlanıp 2 doz daha alınacak, Koenzim Q 10, 7 gün alınıp 1 gün arayla tek doz alınıp, tek 

dozla bitirilecek. Bu kalp krizinin tedavisidir. Sıkışma sonrası kalbe kan gittikten sonra 

uygulanır.   

 

                                                                                                  Emeği geçenlere saygılarımla 
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