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Ozet

Giris: Bu tezde in vitro Insan Koroner Arter Endotel Hiicrelerinde (HCAEC) hipoksi
/reoksijenizasyon ve veya iskemi/reperflizyon hasari olusturularak yesil ¢ay (epigallokatesin-
3-galat=EGCG, Polifenon 60) ve Koenzim Q10’un bu hasardan koruyucu etkisinin olup
olmadigi arastirildi. EGCG; yesil ¢aym% 60 ‘i1 olusturan anti-oksidan 6zelligi en yiiksek
oldugu diisiliniilen bilesigidir. Polifenon 60 ise yesil ¢caymn i¢cinde bulunan EGCG, epikatesin
galat, epikatesin, epigallokatesin gibi bilesenlerin bir karmasidir. Yesil ¢ay ve koenzim Q10

antioksidan 6zellikleriyle bilinen maddelerdir.

Yontem: Deneyler ticari olarak 3. pasajda satm alinan HCAEC hiicrelerinde yapildi. Hipoksi
olusturmak i¢in %95 N,, %5 CO, igeren tiiple havalandirildi. Reoksijenizasyon i¢in %5 CO»-
%95 hava karisimi igeren 37°C CO, inkiibatorti kullanildi. Oksidan dengeyi degerlendirmek
icin reaktif oksijen radikali (ROS), hiicre canliligmi degerlendirmek i¢in laktat dehidrojenaz
(LDH) 6l¢iimii yapildi. Hiicre kiiltiir ortam1 olarak % 5 serum iceren EGM-2, diisiik serum

icerikli optimem, ve beslenme faktorlerinden yoksun fosfat tamponlu tuz (PBS) kullanildi.

Bulgular: EGCG’ 1n antioksidan ve prooksidan, Polifenon 60’m prooksidan, Koenzim
QI10’un antioksidan oOzellikte oldugu saptandi (p<0.05). Fizyolojik dozda EGCG’in ve
Polifenon 60’m hiicre nekrozunu azalttig1 bulundu (p<0.05). Yiiksek doz (100uM) Koenzim

Q10 ‘“un hiicre nekrozuna neden oldugu bulundu (p<0.05).

Sonug: In vitro hipoksi+iskemi modelinde; fizyolojik dozda EGCG (200 uM) ve Koenzim
Q10’un (10 uM) hiicreleri oksidan hasardan korudugu, hipoksi modelinde gene fizyolojik
dozda EGCG (200 uM) ve Polifenon 60’mn (10 pg/ml) hiicre nekrozunu 6nledigi bulunmustur.
Kalp krizinin deneysel bir modeli olan ¢alismamizda yesil cay ve Koenzim Q10 tedavide

olumlu bakis acis1 olusturmaktadir.

Anahtar sozciikler: Hipoksi, iskemi, HCAEC, green tea, koenzim Q10



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 N, %5 CO, tube. For reoxygenation; which has %5
CO2-%95 air mixture; CO, 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
(100uM) is resulted with cell necrose (p<0.05).

Conclusion: In our in vitro hypoxia+ischemia model; in physiologic doses EGCG (200 pM)
and Coenzyme Q10 (10uM) is protected cells from oxidant injury; and in hypoxia model also
in physiologic doses 200 uM EGCG and 10 pg/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



1. Giris ve Amac

1.1. Problemin Tanim ve Onemi
Kardiyovaskiiler hastaliklardan 2004 yilinda 17.1 milyon kisi lmiistiir; bu, toplam &liimlerin
%29’ udur. Olgularin 7.2 milyonu koroner arter hastaligi, 5.7 milyonu inmedir. Kalp
hastaliklar1 i¢in genetik etkenler % 20’ yi olustururken %80°1 ¢evresel etkenler (yasam tarzi,
beslenme aliskanliklari) ile iligkilidir. Yesil ¢ay icenlerde kardiyovaskiiler hastaliklar daha az
siklikla gorilmektedir (1). Ayrica yesil ¢ay total kolesterol ve okside LDL diizeylerini
disirmektedir (2). Kan sekerini diistirerek Tip 2 diyabetten korunma saglamaktadir (3).
Obeziyeti onlemektedir (4). Uzun siire EGCG kullanimmin metabolik sendrom bulgularini

diizelttiginden bahsedilmektedir (5).

Koenzim Q10 ise konjestif kalp yetmezliklerinde kalp performansmi artirici, iskemik kalp
hastaliklarinda ise myositlerde oksidan stresi azaltic1 isleve sahiptir; antioksidanlar NO

inaktivasyonunu engelleyerek endotel fonksiyonunu iyilestirmektedirler (6).

Epigallokatesin galat (EGCGQG); icerdigi galloil gruplariyla yesil ¢aymn % 60’m1 olusturan
bilesenidir. Polifenon 60 ise EGCG ve diger yesil ¢ay bilesenlerinin bir karigimidir. Koenzim

Q10 ise giiclii antioksidan 6zelligiyle bilinen bir maddedir.

Yesil cay ve Koenzim Q10’un kalp damar sistemi ve endoteli iizerine olan olumlu etkileri
diisiiniiliince insan koroner arter endotel hiicrelerinde (HCAEC) hipoksi ve veya iskemi
modeli ¢alismak mantikli bulunacaktir. Yapilan literatiir arastirmasinda bu {i¢ bilesigin in
vitro insan koroner arter endotel hiicre ortaminda hipoksik durumda etkileri lizerine bir

calismaya rastlanmamastir.

1.2. Bu arastirmanin amaci
Insan koroner arter hiicrelerinin, in vitro hipoksi/reoksijenizasyon hasarina; EGCG, Polifenon
60 ve Koenzim Q10’ un olas1 etkilerini arastirmaktir. Bu amac¢ dogrultusunda su hedefler
belirlenmistir.
e EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un hipoksi-reoksijenizasyon ile olusturulan

reaktif oksijen radikalleri (ROS) iizerine etkilerinin degerlendirilmesi



e EGCQG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un hipoksi-reoksijenizasyon ve hipoksi ile
olusturulan hiicre nekrozuna etkisinin LDH ile degerlendirilmesi
1.3. Bu arastirma asagidaki hipotezlerden olusmaktadir
° EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10; insan koroner arter endotel hiicrelerini; in
vitro ortamda hipoksi-reoksijenizasyon ile olusturulan, ROS hasarindan korumaktadir.
° EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10; insan koroner arter endotel hiicrelerini; in
vitro ortamda hipoksi-reoksijenizasyon ve hipoksi ile olusturulan hiicre nekrozundan

korumaktadir.



2. Genel Bilgiler

2.1. EGCQG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un yapisi ve c¢oziiniirliikleri
Yesil cay; son yillarda zencefilli, bergamotlu, kafeinsiz, balli, ACE vitaminli, ¢ilekli, tar¢inl
karanfilli, yaseminli, limonlu, naneli, nane-limonlu, ginkgolu veya sade ¢esitleriyle igime
sunulmustur. Siyah c¢ay tiiketimi de hala hiz kaybetmeden devam etmektedir. Siyah ¢ayla
yesil ¢ay arasinda ne gibi farkliliklar vardir?

Yesil cay fermente olmadan igilirken, siyah ¢ay demlenme sirasinda fermente olmaktadir.
Yesil cay ise eger ph baza kayarsa veya uzun slire demlenirse otooksidasyona ugramaktadir.

Tablo 1’ de goriildiigii gibi normal sartlar altinda yesil ¢aym oksidasyon orani daha diisiiktiir.

Bilesik Yesil cay Siyah ¢ay
Protein 15 15
Aminoasit 4 4

Fibril 26 26
Karbonhidrat 7 7

Lipid 7 7
Pigment 2 2

Mineral 5 5

Fenolik bilesikler 30 5

Okside fenolik bilesikler | O 25

Tablo 1: Yesil cay ve siyah ¢ayim karsilastirilmasi (7)




Flavanoller Teflavinler
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Sekil 1: Yesil cay ve siyah cayin etken maddeleri (8)
Polifenon 60; ise belli oranlarda yesil ¢aymn etken maddelerini igeriyor. Yaymlarda
kullanilanlar “green tea extract” (GTE)(yesil cay ekstraktr) veya Polifenon 60 olarak

gecmektedir. Bunlarm igeriklerini tablo 2’den gorebiliriz. Bu tezde Polifenon 60 kullanildi.

Tablo 2: GTE ve Polifenon 60 bilesim yiizdeleri (9)

Madde Kuru agirligin yiizdesi

GTE Polifenon 60
Kafein 5.2 Hig¢ yok
Epigallokatesin 12.2 16.7
Epigallokatesin galat 6.6 34.0
Epikatesin galat 3.6 8.7
Gallokatesin 2.3 saptanamadi
Gallokatesin galat 2.1 2.8
Epikatesin 1.2 7.3
Katesin galat 0.7 0.5
Katesin 0.4 saptanamadi1
Total katesinler 290.1 70.0




EGCG ve Polifenon 60; suda ¢oziinliyor, Koenzim Q10 ise kloroformda ¢oziiniiyor. Koenzim
Q10 ise S-adenozil metiyonin (SAM) kullanilan bir yolakla sentezleniyor (Sekil 2). Koenzim

Q ayni1 zamanda elektron tagima sisteminin bir elemanidir.
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Sekil 2: Koenzim Q10’ un yapis1 (10) (Me:metil, SAM: S-adenozil metiyonin)



2.2. EGCQG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un farmakokinetikleri
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Sekil 3: EGCG (2mg/kg) almimmi sonras1 7 kisiye ait EGCG plazma konsantrasyonunun
zamana bagl grafigi sekilde goriilmektedir. (11)

Sekilde goriildiigii lizere EGCG konsantrasyonu yaklasik olarak 2. saatte pik yaparak 85
ng/ml degere ulastiktan sonra azalmaktadir. EGCG; idrarda atilmayip son Tlriinleri idrara
gecmektedir (11). Bir baska ¢alismaya gore maksimum plazma konsantrsayonu 326 ng/ml
bulunmus. EGCG’ nin yar1 émriiniin (5-5.5saat) EGC ve EC’ den daha uzun oldugundan
bahsedilmektedir (12).

Polifenon 60; bir karisimdir, maddelerin tek tek yarilanma omiirlerini saptamak gerekir.

Déteryum isaretli Koenzim Q10 ile yapilan arastirmada, Koenzim Q10 viicuda alindiktan
sonra 6.5 + 1.5 saat ve 24. saatlerde iki pik yapiyor. Yarilanma 6mrii ise 33.19 =+ 5.32 saat
(13).
2.3.Yesil cayin kardiyovaskiiler etkileri

Ayrica yesil ¢ay az da olsa hipertansiyonu diisiirmektedir (14). Izole sican kalpleri 30 dakika
iskemi-2 saat reperfiizyona tabi tutuluyor. iskemiden 10dk 6nce EGCG ile 40dk inkiibe
ediliyor. Kontrolde 27.2+1.4% olan infakt alani, iskemi-reperfliizyon sonras1 1 mM EGCG ile
14.542.5% ‘e, 10 mmol ile 4.0+1.7% ‘e diisiiyor (p<0.05) (15).



14 saglikli kadinda 5hf kronik AR25 katekol denilen Camillia Sinensisin alkol ekstresi
kullanim1 sonrasi lipid profilinde iyilesme, okside LDL diizeylerinde diisme goriilmektedir
(Tablo 3). Bu da aklimiza yesil c¢ayin aterosklerozdan da koruyucu oldugu fikrini
getirmektedir (2).

Tablo 3: AR 25 katekol olarak adlandirilan yesil ¢caymm 5 hf kronik kullanimi sonrasi lipid
profili ve okside LDL diizeyleri (* 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°%




Okside LDL  (TBARS) | 14.8* 9.2%
(nmol  MDA/mg LDL
protein)

Katesinlerin topluca etkilerini sekil 4* de gorebiliriz.
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Sekil 4: Katesinlerin etkileri (16) (KVH: Kardiyovaskiiler hastalik)

2.4.Yesil cayin lipid profiline etkisi

250 mg giinliik 8hf boyunca yesil ¢ay kapsiilii uygulanan 38 hiperkollesterolemik kisi

iizerinde yapilan arasgtirmanin sonuglar1 tablo 4’de yer almaktadir.
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Tablo 4: Yesil cayin lipid profiline etkisi (17)
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Total kollesterol Ortalama+ SD (Minumum- p
maksimum)

Cay Oncesi

246.5+35.5 (177.0 - 327.0) 0.006
Cay sonrasi

235.3+28.9 (181.0 - 299.0)
LDL
Cay oncesi

155.0+31.4 (89.2 - 235.0) 0.026
Cay sonrasi

145.7 £ 25.6 (90.0 - 190.2)
HDL
Cay oncesi

57.6 £ 14 (36.0 - 67.0) 0.218
Cay sonrasi

56.1 £ 8.4 (40.0 - 77.0)
TG
Cay oncesi

165.8 £ 66.6 (84.0 - 342.0) 0.807
Cay sonrasi

168.2 £ 61.4 (69.0 - 327.0)
Apo B
Cay Oncesi

116.0 £23.2 (73.0 - 152.0) 0.180
Cay sonrasi

119.7 £21.9 (81.3-159.0)

2.5.Yesil cay ve obezite
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300 mg EGCG/giin alan (2 giin boyunca) 6 erkek obez hastada yapilan ¢alismaya gore EGCG

kiloyu azaltirken enerji tiiketimini artirmaktadir (18).

| azalmig besin alimi

| lipid emiilsifikasyonu

| lipid sindirimi

| lipid emilimi

| lipid transportu (LDL ve
VLDL’ yi, HDL’ yi 1)

| karbonhidrat emilimi

| insiilin, IGF

| cinsiyet steroidleri

1 kolesistokinin

A 4

Azalmis enerji girisi

1 termogenez

1 kasda ve karacigerde artmis
yag oksidasyonu

1 kasda artmus glikoz alinimi
(T GLUTy)

| KC’ de lipid igerigi

1 fekal lipid atilimi

A 4

Artmis enerji ihtiyact

A

v

Adipozit
v
| biiylime
| diferansiyasyon
| apoptoz

| lipogenik aktivite
| lipolitik aktivite
| glikoz alinim1

A 4

A 4

| adipozit sayis1 — | yag dokusu kitlesi— | obesite— | diyabet/hipertansiyon

Sekil 5: EGCG’ nin obeziteye etkisi (18)

2.6.Yesil cayin antioksidan etkisi
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Yesil ¢aymm antioksidan etkisi katesin gruplarindan kaynaklanmaktadir. Ortamdaki O»
tilkketimine dayanan bir yontemle yesil cay bilesenlerinin antioksidan 6zellikleri sirasiyla EC,

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

2.7.Yesil ¢ay hiicre proliferasyonunu onliiyor

2.7.1. Prostat kanseri

Yesil caym antikanserojen etkisiyle ilgili bir ¢ok makale vardir. Yesil caym prostat

adenokanser hiicre hattinda (LNCaP) hiicre proliferasyonunu azaltici etkisi asagidaki sekilde

goriilmektedir.
120 =
=100
E
3
£ m
§ 609
€
=9
II_I
g 4l
=
3
o M -
b= T

Sekil 6: EGCG’ nin hiicre proliferasyonu {izerine etkisi (20)

2.7.2. Mesane kanseri

N-biitil-N-4-hidroksibiitil-nitrozamin (BBN)’ in 24 hafta boyunca 0.05% konsantrasyonda
uygulanmast sonucu olusturulan sican mesane kanser modelinde %0.5 “ lik yesil c¢ay

uygulamasi ile remisyon goriilmiistiir.

14
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Sekil 7: Mesane tiimor voliimii, (BBN: N-biitil-N-4-hidroksibiitil-nitrozamin, GTP: yesil ¢ay
polifenol) (21)

(/HPF) P=0.033
304 (B)

254

204

15 _

10+
5 1

o
L]

Mikrodarnar yoduniudu

(BBN) (BBN+GTP)

Sekil 8: Mikrodamar yogunlugu “(HPF: high power field)”(21)

2.7.3. Meme kanseri
Heregulin-b 1 (HRG) ile indiiklenen meme kanser hiicre hattinda EGCG, tiimor

migrasyonunu ve invazyonunu azaltmaktadir (22).

2.7.4. Kolon kanseri
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Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF) kolon kanserlerinde timor gelisimini
indiiklemektedir. Hif-1a ise VEGF' yi artirarak anjiogenezi indiiklemektedir. 3 saat EGCG
uygulamas1 Hif-la ve VEGF diizeylerini diisiirmektedir. 6 saat EGCG uygulamasiyla
vaskiiler endoteliyal biiylime faktori reseptorii (VEGFR-2), fosforile vaskiiler endoteliyal
biiylime faktorii reseptorii (p-VEGFR-2), fosforile insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptorii

(p-IGF-1), p-ERK ve p-Akt protein diizeyleri diismektedir (23).

2.7.5. Melanoma

Yasl sicanlarda yesil ¢ay kullanimi yasla azalan NK aktivitesini idame ettirerek melanoma

hiicrelerinin akciger metastazini azaltmaktadir (24).
2.8. Koenzim Q10 giiclii antioksidan

I¢ mitokondri membraninda bulunup oksidatif fosforilasyon sirasinda olusan serbest
radikallerin zararli etkilerini Onlemektedir. Norodejenaratif hastaliklardan (Alzheimer,
Parkinson, Hungtinton Koresi) koruma potansiyeline sahiptir (25). Ayrica mitokondriyel

miyopatilerde kullanim1 vardir (26).

2.9. Endotel hiicresi

Endotel hiicreleri mezoderm orijinlidir. (1-6)*10" hiicre yaklasik 1 kg organa tekabiil
etmektedir (27). Insan endotel hiicreleri damarlarm, gastrointestinal sistem, genito-iiriner
sistem ve sekretuvar glandlarm i¢ yiiziinii doserler. Bu hiicrelerin gerek insan gerekse
hayvanlardan almip kiiltiire edilerek cesitli Ozelliklerinin ~ deneylerde kullanilmas1
miimkiindiir (28). Bu tezde Insan Koroner Arter Endotel Hiicreleri iizerine calisilmistir.
Endotel tipine gore belli bazi uyaranlara cevap vermektedir. Her endotelde bulunan yapisal
elemanlar farklidir. Bu gerek immunuhistokimya caligmalariyla gerek RT-PCR veya akis
sitometresi analizleriyle gosterilebilir (29,27) (Sekil 9).

Endotel hiicrelerinden salgilanan ¢esitli vazoaktif maddeler ile endotel hiicreleri damarin
kasilip gevsemesine aracilik etmektedir. Damar gevsediginde endotel hiicreleri arasindaki
permeabilite artarak gerekli maddeler dokuya gecerken ayrica bir bariyer gorevi géormektedir.

Endotelde prokoagiilan ve anti-koagiilan maddeler salinarak kanin uygun akigkanlikta damari

16



tikamadan dokulara tasinmasini saglamaktadir ki bu en 6nemli gorevlerinden biridir. Ayrica
inflamatuvar hiicrelerin kaskad seklinde aktivasyonunda gorevli sitokinlerin salinmasi ve
sitokinlerin sayilarinin dengelenmesinde koloni stimiile edici faktorlerin salgilanmasi gene
endotelden gergeklesmektedir. Yiiksek LDL diizeyleri aterom plaklari olustururken 6zellikle
oksidasyona ugraymnca endotel altina gegerek kopiik hiicrelerini meydana getirip damar

sertliginin temel yapisini inga ederken endotel savunma mekanizmalar1 6nem arz etmektedir.

Anti-trombotik faktorler

Matriks tirtinler: PG o
fibronektin Lol s i Prokoagiilan faktorler
laminin AT III \'\YF
kollojen T, I1, TILIV, VIILX VIIT tPA TXA2 _
proteoglikan heparin siilfat tro.n{b‘?)lastm
proteazlar gl_l\xlt:m £

T PAI-1, PAI-2

/’

o

Ty

/ Biiviime faktorleri
/ X PDGF
Lipid EDGF
metabolizmasi tnflamatuvar Vazomotor faktorler FGF
LDL-reseptori M Gevgetici Kasici I(’F
Lipoprotein lipaz mediatorler NO ACE TC’F'E"
eLios PGL/E2  TXAu/Fz GhLLok
I\I(If-l. I\IQP-: lokotuenlel
IEIHC I serbest radilaller
CaM endotelin

Sekil 9. Endotelde salgilanan ve eksprese edilen maddeler (27)

Bu ¢alismada hipoksi reoksijenizasyon uygulanacag i¢in ve kalp hipoksiye en ¢ok maruz

kalan organ oldugu i¢in kalbi besleyen damarlar olan koroner arter endoteli kullanilmistir.
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2.9. Hipoksi ve kalp

Hipoksi dokuya az oksijen gelmesi. iskemi ise az kan gelmesidir. O, hemoglobine bagl
olarak tasinir ve O, basincinin diigiik oldugu periferik dokuda serbestlesir ve akcigerde tekrar
baglanir. Bu sekilde dongiisiinii tamamlar. iskemi aninda ise dokuya kan ulasmadig1 icin doku
beslenme faktorlerinden uzak kalir. Beslenme faktorlerinden en onemlisi oksidatif veya O,
yoklugunda fermentasyon yoluyla dokuya Adenozin Trifosfat (AT) kazandirmak i¢in yikilan
enerji kaynagini olusturan glikozdur. Tam veya kismi damar tikanikliginda ¢cogu zaman O,
azligina dokunun beslenememesi eslik eder. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve inme ile yakindan
iligkilidir. Hipoksik strese maruz kalan hiicreler adaptasyon gdostererek glikoliz ve
anjiogenezi artirirlar. Adaptif cevaplar ile basar1 saglanamazsa hiicre 6liimii olur (30). LDH
hiicre 6liimii oldugunun gostergesi olarak 6lii hiicrelerden ekstraselliiler alana salmir. Tekrar
oksijenlenme gergeklesirse oksijenden serbest radikaller (ROS) olusur. Serbest radikaller
ciftlesmemis € icerdikleri i¢in diger dokulara saldirarak & ‘larini eslemeye calisirlar. Bu da
doku hasarmi artirir. Kismi ve tekrarlayan tikanmalarda ROS’un baslibasma hiicre nekrozu

yaptig1 tezimizde gosterilmistir (Sekil 28).
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3. Gerec ve vontem

1.1 Gereg

HCAEC hiicreleri Cambrex ve Promocell’ den tedarik edildi. Otomatik pipetler Thermo, tek
kullanimlik pipetler (2-5-10-20ml’lik) Greiner markasma sahipdi. HCAEC ortami olarak
Cambrex endotel biiylime ortami (EGM-2) her 2 hiicre i¢in kullanildi. Tripsin, tripsin
notralize edici soliisyon (TNS), 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit tamponu
(HEPES); Cambrex kullanildi. PBS; biological industries) kullanild1. Hipoksi olusturmak i¢in
%95 N2, %5 CO2 ile havalandirilan hipoksi kabini kullanildi. ROS 6l¢iimii i¢in invitrogen
marka hidroksi fenil fluoresan (HPF) probuyla fluorometrik 6l¢iim yapildi. LDH 6l¢iimii i¢in
spectrofotometrik analize uygun roche sitotoksite saptama kiti kullanildi. Hiicre kiiltiirii icin
HERA Safe, Heraeus kabinet icinde calismalar yapildi, REVCO marka CO, inkiibatorii
normal hiicrelerin idame ortami olarak 37°C ve %5CO, icinde bekletildi, Nikon ECLIPSE
TS100 inverted mikroskop kullanilarak hiicreler gozlemlendi ve ona baglanan Nicon marka
kamerada goriintii alindi, Rotofix 32 Hettich ve Sigma 2K15C marka santrifiijler sirasiyla
I15SmL’ lik tiip ve ependorf i¢in kullanildi, VELP Scientifica marka vorteks ve ELGA
MAXIMA/USF/PRIMA marka saf su sistemi su tedariki i¢in kullamildi. ROS ve LDH
okumalar1 BioTek Synergy HT Marka Eliza Plak Okuyucu’ da yapildi.

Sekil 10: Hipoksik kabin
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4.2.

Yontem

HCAEC (Human Coronary Artery Endothelial Cell) hiicrelerinde farkli siirelerde
hipoksi+iskemi (PBS= phosphate buffered saline) ile)-reoksijenizasyon-+reperfiizyon
(ortam EGM-2) uygulanarak ROS ¢aligildi.

HCAEC (Human Coronary Artery Endothelial Cell) hiicrelerinde farkli siirelerde
hipoksi (EGM-2)+reoksijenizasyon (EGM-2), hipoksi (azaltilmig serum icerikli ortam
optimem) +reoksijenizasyon (optimem) ve hipoksi-iskemi (PBS)-reoksijenizasyon
+kismi reperfiizyon (optimem) uygulanarak LDH calisild1.

EGM-2; %5 serum igerdiginden tam perfiizyon, optimem ise <%35 serum i¢erdiginden
kismi reperflizyon olarak degerlendirildi.

EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim QI0’ un olusturulan bu hasar modellerinde
koruyuculuklarmin olup olmadig: farkli inkiibasyon siireleriyle ve farkli dozlarda
degerlendirildi.

Ve hangi hasar tipinden, hangi doz ve hangi siirede koruyup korumadigi sorusuna
yanit arand1?

ROS ve LDH sonuglar1 96 kuyulu plak okuyucuda (fluorometrik (490 ex-528 em) ve
spektrofotometrik (492 nm) olarak degerlendirildi.

4.2.1. Hiicre kiiltiira

Deneyler alttaki prosediirlere gore yapildi.
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o 4\ ST

Sekil 11: HCAEC hiicrelerinin mikroskopda goriintiisti (20x)
Tez ¢alismamizda 6 veya 7. pasaj kullanildi. Biz hiicrelerimizi 3. pasajda satin almistik ve
hiicrelerinin en fazla 8 pasaja kadar ilerledigi goriildii. Dolayisiyla 3. pasaji ortalama 3. dekad

5-6. pasajit miyokard enfaktiisliniin en fazla yasandigi1 5-6. dekad olarak diisiinebiliriz.

4.2.1.1. Ortam hazirlanmasi
e Kabinet ve pipetler % 70’ lik alkolle silinerek hazir hale getirildi
e Ortam siwvist ve yaninda birlikte gelen biiylime faktorleri, serum ve antibiyotikler %
70’ lik alkolde temizlendi.
e Biiylime faktorleri, serum ve antibiyotiklerin kapaklar1 dikkatlice agilarak 500 ml
s1visi i¢ine kondu.

e 25 ml serum 500 ml ortam igine konunca hiicreler %5’lik serumda idame ettirilmis

oldu.
o Kapagi kapatilip dikkatlice ¢alkalanarak, 50 mI’lik falcon tiiplere dagitildi.
e Agizlar her islemde parafilmle kapatilarak +4° lik buzdolabinda saklandi.
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4.2.1.2. Hiicrenin ¢oziilmesi
Su banyosu 37”’ye getirilerek 6nceden hazirlandi.
+4°” lik buzdolabinda saklanan 5 ml hazir EGM-2 ortami 37°” lik firinda tutularak (30
dk) 1s1smin 37° ye gelmesi saglandi.
Kabinet ve pipetler % 70’ lik alkolle silinerek hazir hale getirildi.
Nitrojen s1vi azot tankinda saklanan hiicre tanktan ¢ikarilarak hizli bir sekilde su
banyosunda tutularak en kisa siirede (2-3 dk) ¢6zlinmesi saglandi.
Toplam hacmi 5 ml’ye tamamlanacak sekilde yavasca pipetle EGM-2 ortamu i¢ginde
dagitildi.
Hiicreli ortam 25 cm® ‘lik flaska konarak 37° lik % 5 CO, ‘ile havalandirilan CO,

inkibatorine kondu.

4.2.1.3. Hiicrenin beslenmesi

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

+4° lik buzdolabinda saklanan 5 ml hazir EGM-2 ortami 37 lik firinda tutularak (30
dk) 1s1smm 37° ye gelmesi saglandi.

25cm”’lik flask CO, inkiibatériinden ¢ikarildi. Hiicreler flaskin tabanmna yapismist1.
Mikroskopda gozlemlendi.

5 ml eski ortam ¢ekilerek yerine yeni ortam pipetlendi.

4.2.1.4. Hiicrenin pasajlanmasi

Yaklasik %80 oraninda flaski kaplayimca pasajlama karar1 alindi.
Kabinet ve pipetler % 70’ lik alkolle silinerek hazir hale getirildi.

+4°° lik buzdolabinda saklanan 10 ml hazir EGM-2 ortamu, tripsin, tripsini notralize

edici soliisyon (TNP), PBS 37% lik firinda tutularak (30 dk) isismm 37° ye gelmesi

sagland.

25cm>lik flask CO, inkiibatoriinden ¢ikarildl. Hiicreler flaskin tabanma yapismusti.
Mikroskopda gozlemlendi.
5 ml eski ortam gekilerek atildi.
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2ml PBS ile yikand1.

Flaska 2 ml tripsin kondu.

Flask 2 dk sonra elle vurularak hiicrelerin tabandan ayrilmasi saglandi.

Mikroskopda hiicrelerin ayrildig1 gézlemlendi.

4 ml TNP kondu.

Karigtirilarak 15 mI’lik falkon tiipe alindi. 2 ml PBS ile flaska yapisik hiicre kalmasin
diye flaskin dibi yikanip bu da falcon tiipe kondu.

1000 g’de 7dk ¢evrilerek hiicrelerin dibe ¢okmesi saglandi.

200 pL brrakilarak gerisi ¢ekilip atild.

EGM-2 ile 2 ml’ye tamamlanarak, hiicreler 2 ml yeni EGM-2 i¢inde dagilsin diye
pipetaj yapild.

50 pL’si gekilerek tripan boyama i¢in ayrildi.

2ml ‘nin yaklasik 1 ml’si Sml’ye tamamlanarak bir flaska, diger 1 ml de Sml’ye
tamamlanarak diger flaska kondu. Hiicreler dagilsin diye pipetaj yapild1.

Eskiden 1 flaskda bulunan hiicreler 2 flaska alinmis oldu.

4.2.1.5. Tripan Mavi boyama
50 uL’si gekilerek tripan boyama i¢in ayrilmisti.
50 ml PBS katilarak > sulandirildi.
100 pL tripan blue boyasi kondu.
6dk beklendi.
Thoma lamina lamel kapatildi.
200 pL’den 10 pL’si ¢ekilerek lam ile lamelin arasma birakildi.
1 biiyiik karedeki hiicreler sayildi: 12 hiicre
Hiicre say1si=12*2%2%10"*= 480.000 hiicre varmis bu flaskin tamammda
Hiicre sayisi= Bir biiyiik karedeki hiicre sayisi*diliisyon*toplam kag¢ ml hiicre var*10*
Sekil 11°de bir biiyiik karede 2 6lii (mavi boyali), 12 canli HCAEC hiicresi

goriilmektedir.
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Sekil 12: HCAEC hiicrelerinin tripan blue boyasiyla boyanmis thoma lamindaki goriintiisii

4.2.1.6. 96 kuyulu plaga ekim

Her kuyuya ROS deneyleri i¢in 10000, LDH deneyleri i¢in 8000 hiicre ekildi. ROS
deneyleri i¢in fluoresan plak, LDH deneyleri i¢in normal plak kullanildi.

Yukaridaki flaskla deney yapacagimizi diisiinelim. 2 ml’de 480.000 hiicre varsa,
diyelim ki 16 kuyu ekecegiz. 160.000 hiicre lazim. 2 ml’de 480.000 hiicre varsa,
160.000 hiicre ka¢c ml’ de var? 0.66 ml’de var. Her bir kuyuya 200 pL eksek, 16
kuyuya 3200 pL eder. O zaman 0.66 ml ‘lik hiicre karisimini1 3.2 ml’ye taze ortamla
tamamlay1p, 200 pL olarak 16 kuyuya dagitacagiz.

4.2.2. Fluorometrik yontemle ROS 6l¢iimii (27)

10.000 hiicre/kuyu 96 kuyulu plaga ekim yapilmistir.

Hiicrelerin adhere olmasi i¢in 24 saat beklenmistir.

Deney protokolii uygulanmistir.

200 pL PBS ile hiicrelerin dibe yapistig1 kuyular yikanmigtir.

Daha sonra PBS (fosfat tamponlu tuz) i¢cinde hazirlanmigs 10 pM hidroksi fenil
fluoresan (HPF) probu ile 30 dk inkiibe edilerek, fazla HPF’ nin uzaklastirilmasi i¢in
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tekrar kuyular 200 pLL PBS ile yikandiktan sonra,200 puL PBS kuyulara eklenerek
okuma yapilmstur.

e Prob Invitrogen marka 5SmM HPF stok soliisyon olarak tedarik edilmistir. Invitrogen
bilgi notunda 1-10 uM HPF ile 5-60 dk inkiibe edilerek caligilmasi ve olusan
fluoresansin 492-495/517-527nm eksitasyon ve emisyon dalga boyunda okunmasi
vurgulanmistir. Bizim g¢aligmamizda 1000, 5000 ve 10.000 hiicre ile ve HPF
konsantrasyonu 1-5-10 uM olarak denemeler yapilmistir (Tablo 24). Sonug olarak 10

uM ve 30 dk inkiibasyon siiresi sonunda okuma yapilmastir.

4.2.3. Spektrofotometrik yontemle LDH o6l¢iimii (28)

@ 10.000 hiicre/kuyu 96 kuyulu plaga ekim yapilmaistir.

¢ Hiicrelerin adhere olmasi i¢in 24 saat beklenmistir.

e Deney protokolii uygulanmaistir.

¢ROCHE’ un bilgi notuna gore soliisyonlar hazirlanarak calisilmistir. EGCG, P60 ve
Koenzim Q10 ‘un ayr1 konsantrasyonlar1 i¢in, uygun konsantrasyondaki soliisyonlar da
eklenerek ayr1 ayri korler yapilmistir.

e Catalyst (Diaphorase/NAD" karisimi) (Sise 1)

e Dye Solution (INT and sodyum laktat karigimi) (Sise 2)

¢ 100 test icin 250 uL sise 1 ile 11.25 mL sise 2 karisim1 hazirlanmistir. Sise 1; liyofilize
olup 1 mL distile su i¢inde ¢oziindiiriiliip kullanilirken, sise 2 kullanima hazirdir.

¢ Hiicre igermeyen supernatant substrat (Catalyst ve Dye Solution) karigimi ile 30dk inkiibe
edilerek 500nm’ de absorbanslar okunmustur. LDH aktivitesi eslesmis enzimatik
reaksiyon ile Ol¢lilmiistiir. Bu reaksiyon sirasinda Tetrazolium tuzunun INT formazana

doniisiimii ve formazan boyasiyla absorbansin saptanmasi seklinde ilerlemistir.
3.2.4 Istatistik analiz

Istatistik analiz i¢in SPSS-15 paket programi kullanilsmistir. Olgiim sayilari non-parametrige
uydugu i¢in ikili karsilastirmalarda Mann-Whitney U testi kullanilmigtir. P=0.05" den kiiglik

degerler istatistik acidan anlamli kabul edilerek yildiz * isareti ve kirmizi ile gosterilmistir.
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S Bulgular

5.1. Reaktif oksijen radikali (ROS)

1.deney seti

% Kontrol degerleri fluoresan intensite iizerinden hesaplanmistir. Kontrol degerleri esas kabul
edilerek bir nevi 100’ lik sistemde veriler degerlendirilmistir. Her deney seti i¢in bu yiizliik
sistem yeniden olusturulmustur. Ciinkii son 2 deneyi cihaz okumayinca high well 60000’ e
ayarlanmistir. Oysa ilk 3 deneyde high well degerleri farklidir. Ayn1 deney setinde high well
aynidir. Bu ylizden her deney seti kendi i¢inde degerlendirilmelidir.

(EGCG) 50 uM=22.9 pg/ml

100 uM=45.8 pg/ml

200 uM=91,6 pg/ml

500 uM= 229 pg/ml

2000 uM=916 png/ml

Amac (1. deney seti): Bu deneyde amacimiz farkli hipoksi-reoksijenizasyon siireleri
deneyerek, bazal diizeye kiyasla ROS artisina neden olan siireyi bulmaktir. Ayrica EGCG,
Polifenon 60 ve Koenzim Q10 ‘un ROS diizeyine etkisini incelemektir.

Tablo 5a: Normoksik plak (33 saat)

24 saat adezyon-2 saat enkiibasyon-6 saat
hipoksi-1 saat reoksijenizasyon siiresi

boyunca normoksi

Fluoresan intensite 11092

% Kontrol+ SE 89.12 Is

12852
104.01

13125
106.22

12356*
100.00*+ 5,36

* Mean olup 3 degerin ortalamasidir.
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Tablo 5b: (24 saat adezyon- 2 saat enkiibasyon- 6 saat hipoksi- 1 saat reoksijenizasyon)

uygulamasi

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

Madde (-) EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10
(-) 50uM 100 uM 200 uM 31.25 62.5 pg/ml | 125 pg/ml | 10 uM 50 uM
2A 3A 4A 5A pug/ml 6A TA 8A 9A 10A
Intensite 14572 16261 15788 16027 12474 10368 12067 10169 10239
% Kontrol 117.93 131.60 127.77 129.71 100.95 83.91 97.66 82.30 82.86
10667 13457 13693 12671 11374 11138 12572 10965 12845
86.33 108.91 110.82 102.54 92.05 90.14 101.74 88.74 103.95
14031 12112 12569 11300 9668 11729 10368 12511 9577
113.55 98.02 101.72 91.45 78.24 94.92 83.91 101.25 77.50
12144 12764 9606 10658 8971 11177 9943 8606 9459
98.28 103.30 77.74 86.25 72.60 90.45 80.47 69.65 76.55
12853* 13648* 12914* 12664* 10651* 11103* 11237* 10562* 10530*
104.02* 110.45%* 104.51%* 102.49%* 85.96* 89.85* 90.94* 85.48* 85.22%
+7.24 +7.38 +10.42 +9.68 +6.45 +2.26 +5.17 +6.58 +6.39
* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

Tablo 5c: Normoksik plak (36 saat)

24 saat adezyon-2 saat enkiibasyon-6 saat

hipoksi-4

boyunca normoksi

saat

reoksijenizasyon

stiresi

Fluoresan intensite

% Kontrol

11852
95.92 1B

12899
104.39

11873
96.09

12208*
98.80* + 1.97

* Mean olup 3 degerin ortalamasidir + SE
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Tablo 5d: (24 saat adezyon- 2 saat enkiibasyon- 6 saat hipoksi- 4 saat reoksijenizasyon)

uygulamasi

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

Madde (-) | EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10 Bos plak
O] 50uM 100 uM 200 pM 31.25 62.5 125 pg/ml | 10 uM 50 uM
2B 3B 4B 5B pg/ml 6B pg/ml 7B 8B 9B 10B
Intensite 12338 16149 16752 16132 15303 15014 15001 14877 14394 12317
% Kontrol | 99.85 130.69 135.57 130.56 123.85 121.51 121.40 120.40 116.49 99.68
14954 13044 14575 15063 12447 13885 17385 12662 14631 7009
121.02 105.56 117.95 121.90 100.73 112.37 140.70 102.47 118.41 56.72
9528 5303 (-) 11850 12067 11732 13911 13052 11812 10303 13921
77.11 4291 95.90 97.66 94.94 112.58 105.63 95.59 83.38 112.65
14419 14534 12483 14324 12450 11751 14850 9303 12765 8295
116.69 117.62 101.02 115.92 100.76 95.10 120.18 75.29 103.31 67.13
12809 14575% 13915% 14396* 12983+ 13647* 15072% 12163* 13023+ 10385*
103.66* 117.95* 112.61* 116.51* 105.07* 110.44* 121.98% 98.43* 105.39* 84.04*
+5.07 +19.45 +8.98 +6.96 +6.4 +5.52 +7.19 +9.32 +8.06
* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

Tablo 5e: Normoksik plak (50 saat)

24 saat adezyon-2 saat enkiibasyon-6 saat
hipoksi-18 saat reoksijenizasyon siiresi

boyunca normoksi

Fluoresan intensite 13204

% Kontrol 106.86 1C

11112
89.93

13316
107.77

12544*
101.52*%+4.1

* Mean olup 3 degerin ortalamasidir + SE
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Tablo 5f: (24 saat adezyon- 2 saat enkiibasyon- 6 saat hipoksi- 18 saat reoksijenizasyon)

uygulamasi

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

Madde (-) | EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10 Bos plak
) 50uM 100 uM 200 uM 31.25 62.5 125 pg/ml | 10 uM 50 uM
2C 3C 4C 5C pug/ml 6C | pg/ml 7C 8C 9C 10C

Intensite 10627 17565 13282 20334 15139 16082 18623 17570 16544 13395

% Kontrol | 86.00 142.15 107.49 164.56 122.52 130.15 150.72 142.19 133.89 108.40
12671 11748 13511 18357 16155 14387 12355 13175 14115 12633
102.54 95.07 109.34 148.56 130.74 11643 99.99 106.62 114.23 102.23
11649 14539 11141 15719 15668 12767 14647 13880 12092 9942
94.27 117.66 90.16 127.21 126.80 103.32 118.54 11233 97.86 80.46
14045 12521 13317 13938 13030 15420 12947 15616 12597 8739
113.66 101.33 107.77 112.80 105.45 124.79 104.78 126.38 101.95 70.72
12248* 14093* 12812* 17087* 14998* 14664* 14643* 15060* 13837* 11177*
99.12* 114.05* 103.69* 138.28* 121.38* 118.67* 118.50* 121.88* 111.98* 90,45*
+59 +10.5 +4.52 +11.43 +5.56 +5.84 +11.43 +7.94 +8.08

* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

24 saat normoksi

(adezyon)

10.000 hticre/kuyu

2 saat normoksi

6 saat normoksi

1 saat normoksi

4 saat normoksi

18 saat normoksi

Sekil 13a: Normoksik plak
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24 saat normoksi
(adezyon)
10.000 hiicre/kuyu

2 saat enklibasyon (EGM-2)
(EGCG: 50, 100, 200 uM,

Polifenon 60: 31.5, 62.5, 125 pg/ml),
Koenzim Q 10: 10, 50 yM)

6 saat hipoksi (PBS)

| T

1 saat reoksijenizasyon 4 saat reoksijenizasyon 18 saat reoksijenizasyon
(EGM-2) (EGM-2) (EGM-2)

Sekil 13b: Uygulama plag1

Tablo 6: 1. Deney seti grup numaralarinin isimleri

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

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

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

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

O6A:; 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkiibasyon [EGM-2+madde (31.25 pg/ml Polifenon 60) ]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat
reoksijenizasyon (EGM-2)

TA: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkiibasyon [EGM-2+madde (62.5 pg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-1 saat
reoksijenizasyon (EGM-2)

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

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

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

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

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

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

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

6B: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkiibasyon [EGM-2+madde (31.25 pg/ml Polifenon 60) ]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat
reoksijenizasyon (EGM-2)
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TB: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkiibasyon [EGM-2+madde (62.5 pg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-4 saat
reoksijenizasyon (EGM-2)

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

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

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

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

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

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

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

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

TC: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkiibasyon [EGM-2+madde (62.5 pg/ml Polifenon 60)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat
reoksijenizasyon (EGM-2)

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

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

10C: 24 saat adezyon (EGM-2)-2 saat enkiibasyon [EGM-2+madde (50 pM Koenzim Q10)]-6 saat hipoksi (PBS)-18 saat
reoksijenizasyon (EGM-2)
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Tablo 7: 1. deney seti verilerinin istatistik karsilastirmalar1 (Grup numaralar1 1. deney seti

tablosu i¢inde kirmizi ile yazilmistir.) (p degeri)

1A-2A=0.857 (p) Dozlar arasi

2A-3A=0.88
2A-4A=1

2A-5A=0.88
2A-6A=0.20
2A-7TA=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

3A-4A=0.88
3A-5A=0.34
4A-5A=1
6A-7A=0.88
7A-8A=0.88
9A-10A=1

Dozlar arasi
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 arasi
3C-4C=0.68
3C-5C=0.20
4C-5C=0.029
6C-7C=0.68
7C-8C=0.88
9C-10C=0.48

Siireye gore (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

Siireye gore (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

Siireye gore (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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2 saat enkiibasyon+6 saat hipoksi+1 saat reoksi (ROS)

Fluoresan intensite % kontrol

Sekil 14a: ROS diizeyi

2 saat enkiibasyon+6 saat hipoksi+4 saat reoksi (ROS)

Fl
F

Sekil 14b: ROS diizeyi

2 saat enkiibasyon+6 saat hipoksi+18 saat reoksi (ROS)

Fluoresan intensite % kontrol

Sekil 14c¢: ROS diizeyi
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6 saat hipoksi/1-4-18 saat reoksijenizasyon; kontrol gruplarma gére ROS diizeylerinde
yeterli artisa neden olmadi (p=0.850, 0.620, 0.850).

200 uM EGCQG ile inkiibasyon 100 puM EGCQG ile inkiibasyona gore daha yiiksek ROS
diizeylerine neden olmustur (p=0.029).

31.25 ug/ml Polifenon 60 dozunda 18 saat reoksijenizasyon 1 saat reoksijenizasyona
gore daha yiiksek ROS diizeylerine neden olmustur (p=0.029).

62.50 ug/ml Polifenon 60 dozunda 4 ve 18 saat reoksijenizasyon 1 saat
reoksijenizasyona gore yiikksek ROS diizeylerine neden olmustur. (p=0.029, p=0.029).
125 ug/ml Polifenon 60 dozunda 4 ve 18 saat reoksijenizasyon 1 saat
reoksijenizasyona gore yiiksek ROS diizeylerine neden olmustur (p=0.029, p=0.050).
10 uM Koenzim Q10 dozunda 18 saat reoksijenizasyon 1 saat reoksijenizasyona gore
daha yiiksek ROS diizeylerine neden olmustur (p=0.029).

Sonug olarak; reoksijenizasyon siiresinin uzatilmasi ROS diizeyi artis1 ile paraleldir.
Reoksijenizasyon siiresi 1 saat oldugunda: Polifenon 60 (31.5, 62.5, 125 pg/ml), ve
Koenzim Q10 (10, 50 uM) inkiibasyonu; madde uygulanmayan kontrol grubuna goére
ROS diizeylerini diistirmiistiir, ancak istatistiksel anlaml1 olacak kadar etki etmemistir
(p=0.20,0.20,0.20,0.20,0.114)

Reoksijenizasyon siiresi 4 saat oldugunda: 50 uM EGCG; madde uygulanmayan
kontrol grubuna gore ROS diizeylerini artirmistir, ancak istatistiksel anlamli olacak
kadar etki etmemistir (p=0.20)

Reoksijenizasyon siiresi 18 saat oldugunda: 200 uM EGCG; madde uygulanmayan
kontrol grubuna gore ROS diizeylerini artirmistir, ancak istatistiksel anlamli olacak
kadar etki etmemistir (p=0.057). Polifenon 60 (31.5, 62.5, 125 pg/ml) inkiibasyonu;
madde uygulanmayan kontrol grubuna gore ROS diizeylerini artrmistir, ancak
istatistiksel anlamli olacak kadar etki etmemistir (p=0.057, 0.057, 0.20). 18 saat
reoksijenizasyon grubunda 5 puM Koenzim Q10; kontrol grubuna gore ROS
diizeylerini artirmistir, ancak istatistiksel anlamli olacak kadar etki etmemistir
(p=0.11).

Sonu¢ olarak enkiibasyondan 3 saat sonra (2 saati enkiibasyon) Polifenon 60 ve
Koenzim Q10” un ROS azaltici etkisi belirginken, 20 saat sonra (2 saati enkiibasyon)
ROS artiric1 etkileri ortaya ¢ikmistir. Bu da muhtemelen ortamdaki yesil cayin
zamanla otooksidasyonu ile agiklanabilir. Ayrica EGCG’ nin otooksidasyonu daha

erken baslarken, Polifenon 60’ in otooksidasyonu daha ge¢ baslaylp daha uzun
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stirmektedir. Koenzim Q10’un ROS diisiiriicii etkisi Polifenon 60°dan daha fazladir,

bu reoksijenizasyonun 1. saatinde belirgin olarak goriilmektedir.

2. deney seti

Amac (2. deney seti): Bazal diizeye gore yani kontrol grubuna gére ROS artisina neden olan
hipoksi-reoksijenizasyon siiresinin bulunmasi 2. deney setinin amacidir. 1. deney de bu
amacgla yapilmisti, fakat sonuca ulasilamamisti. Ayrica 24 saat preinkiibasyon olarak
uygulanan EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un ROS diizeylerine etkisi incelenmek

istenmistir.

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

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

(EGM-2) siiresi boyunca normoksi

Fluoresan intensite 14537

% Kontrol 128 1

12160
107

10207
89

13174
116

10553
93

7450
65

11346*
100* £ 9.09

* Mean olup 6 degerin ortalamasidir + SE
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Tablo 8b: (24 saat adezyon-24 saat enkiibasyon- 24 saat hipoksi- 15 dk reoksijenizasyon)

uygulamasi
24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile EGCG (200 uM), Polifenon 60 (62.5 pg/ml), Koenzim Q10 (10 uM)]-24 saat
hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2)

Maddeler (-) EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10

2 (200 uM) 3 (62.5 pg/ml) 4 (10 uM) 5

Fluoresan intensite 15078 23186 28781 23952
% Kontrol 132 204 253 211

18309 14090 27218 22364

161 124 202 197

18147 16741 27431 11752

159 147 241 103

14701 20293 25511 17661

129 178 224 155

16558* 18577* 27235% 18932*

145% + 8.54 163*+ 17.51 240*+ 11.06 166* +24.28
* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

Tablo 8c: Normoksik plak (73 saat)

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

(EGM-2) siiresi boyunca normoksi

Fluoresan intensite 9562

% Kontrol 84 6

14023
123

13204
116

14900
131

11458
100

14210
125

12892%*
113*%+7.27

* Mean olup 6 degerin ortalamasidir + SE
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Tablo 8d: (24 saat adezyon- 24 saat enkiibasyon- 24 saat hipoksi- 1 saat reoksijenizasyon)

uygulamasi

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile EGCG (200 uM), Polifenon 60 (62.5 pg/ml), Koenzim Q10 (10 pM)]-24 saat
hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon (EGM-2)

Maddeler (-) EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10

7 (200 uM) 8 (62.5 pg/ml) 9 (10 uM) 10

Fluoresan intensite 14214 19824 22016 19857
% Kontrol 125 174 194 175

15016 15132 24314 15013

132 133 214 132

14208 15137 13623 17041

125 133 120 150

15215 13087 19413 12705

134 115 171 111

14663* 15795* 19841* 16154*

129%+2.34 139%+ 12.49 174%*+20.25 142% 4+ 13.58
* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

Tablo 8e: Normoksik plak (75 saat)

24  saat adezyon (EGM-2)-24 saat
enkiibasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat
hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon
(EGM-2) siiresi boyunca normoksi

Fluoresan intensite 12203

% Kontrol 107 11

10589
93

11562
101

13986
123

12690
111

12182
107

12202*
107*+ 4.09

* Mean olup 6 degerin ortalamasidir + SE
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Tablo 8f: (24 saat adezyon- 24 saat enkiibasyon- 24 saat hipoksi- 3 saat reoksijenizasyon)

uygulamasi

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile EGCG (200 uM), Polifenon 60 (62.5 pg/ml), Koenzim Q10 (10 pM)]-24 saat
hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon (EGM-2)

Maddeler (-) EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10

12 (200 uM) 13 (62.5 pg/ml) 14 (10 uM) 15

Fluoresan intensite 15516 22443 30117 18737
% Kontrol 136 197 265 165

19107 22522 20192 16807

168 198 177 148

20376 17040 18765 11684

179 150 165 102

16602 18012 18458 21752

146 158 162 191

17900%* 20004 21883* 17245*

157*+9.86 176*+ 12.66 192% 4+ 24.46 151%+18.71
* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

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

24 saat enkiibasyon (EGM-2)
EGCG 200 uM

Polifenon 60 (62.2 pg/ml)
Koenzim Q10 (10 pM)

24 saat hipoksi (PBS)

]

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

Sekil 15a: Normoksik plak
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24 saat normoksi (adezyon) (EGM-2)
10.000 hiicre/kuyu

24 saat normoksi (EGM-2)

24 saat normoksi (EGM-2)

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

Sekil 15b: Uygulama plag:

Tablo 9: 2. Deney seti grup numaralarinin isimleri

1: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2)-24 saat hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2) ] siiresi boyunca
normoksi

2: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile madde (-)]-24 saat hipoksi (PBS)-15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2)

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

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

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

6: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2)-24 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon (EGM-2) ] siiresi boyunca
normoksi

7 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile madde (-)]-24 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon (EGM-2)
&8: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile EGCG (200 uM)]-24 saat hipoksi (PBS)-1 saat reoksijenizasyon (EGM-2)

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

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

11: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2)-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon (EGM-2) ] siiresi boyunca
normoksi

12: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile madde (-)]-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon (EGM-2)

13: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile EGCG (200 uM)]-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon (EGM-2)
14: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile Polifenon 60 (62.5 pg/ml)]-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon
(EGM-2)

15: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [EGM-2 ile Koenzim Q10 (10 uM)]-24 saat hipoksi (PBS)-3 saat reoksijenizasyon
(EGM-2)
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Tablo 10: 2. deney seti istatistik verilerinin karsilagtirilmasi (p degeri)

15Dk (p) Hipoksi
1-2=0.010 2-7=0.20
2-3=0.686 2-12=0.343
2-4=0.029 7-12=0.029
2-5=0.686 EGCG
1 saat 3-8=0.343
6-7=0.067 3-13=0.686
7-8=0.686 8-13=0.029
7-9=0.343 Polifenon 60
7-10=0.686 4-9=0.029
3 saat 4-14=0.343
11-12=0.010 9-14=1
12-13=0.343 Koenzim Q10
12-14=0.486 5-10=0.486
12-15=1 5-15=0.486
10-15=0.886

Sekil 16a: ROS diizeyi

24 saat enkiibasyon+24 saat hipoksi+15 dk reoksi (ROS)

300

250
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Fluoresan intensite % kontrol




Sekil 16b: ROS diizeyi

24 saat enkiibasyon+24 saat hipoksi+1 saat reoksi (ROS)

250

200

T

100 +

50

Fluoresan intensite % kontrol
'_

Sekil 16¢: ROS diizeyi

24 saat enkiibasyon+24 saat hipoksi+3 saat reoksi (ROS)

250

200
1]
150 — 1

-

100 - —

50 —

Fluoresan intensite % kontrol

= 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon; kontrol grubuna goére ROS diizeyini
artird1 (p= 0.010).

= 24 saat hipoksit+l saat reoksijenizasyon; kontrol grubuna gore ROS diizeyini
degistirmedi (p= 0.067).

= 24 saat hipoksit+3 saat reoksijenizasyon; kontrol grubuna gére ROS diizeyini artird:
(p=0.010).

= Sonug olarak; hipoksi siiresi uzadik¢a ROS diizeyinde biri 1. saatte ikincisi 3. saatte
artan 2 pik yapiyor.

= 15 dakika reoksijenizasyon plaginda, 62.5 pg/ml Polifenon 60; madde uygulanmayan
kontrol grubuna gére ROS diizeylerini artrmistir (p=0.029).
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Sonug olarak; EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10 uygulanan gruplarda normoksi
ve hicbir madde uygulanmayan kontrol gruplarina goére ROS diizeyleri yiiksektir. 24
saat enkiibasyon, 24 saat hipoksi toplam 48 saat sonra; ortamdaki EGCG ve Polifenon
60’in otooksidasyonunun ¢ok yiiksek ROS diizeylerine neden oldugu sonucuna
varilabilir. Polifenon 60 otooksidasyonu EGCG otooksidasyonundan daha yiiksek
diizeyde olup ROS’u daha ¢ok yiikseltmistir. Muhtemelen EGCG’ nin yar1 dmrii daha
kisa olup, EGCG diigserken Polifenon 60’ 1n yiikseldigi doneme denk gelmektedir.
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3. deney seti
Amac¢ (3. deney seti): Bazal diizeye gore ROS artis1 24 saat hipoksi-15dk ve 3 saat
reoksijenizasyon siirelerinde 2. deney setinde saptanmustir. 3. deney setinde ise 2. deney

setinde buldugumuz verileri tekrar elde edebiliyormuyuz diye konfirme etmek amaglanmustir.

Tablo 11a: (48 saaatlik) uygulama plagi

24 saat adezyon + 24 saat | 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi
normoksi 1 2
Fluoresan intensite 44455 55987
% Kontrol 105.76 133.20
44881 41546
106.78 98.84
44756 40175
106.48 95.58
34031 45902%*
80.96 109.71*
42030%* 45743
100.00* + 6.34 109.33 +8.50
* Mean olup 4/3 degerin ortalamasidir + SE

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

24 saat adezyon + 24 saat +15 | 24 saat adezyon + 24 saat
dakika reoksijenizasyon  siiresi | hipoksi+15 dakika
boyunca normoksi 3 reoksijenizasyon 4
Fluoresan intensite 42156 58978
% Kontrol 100.29 140.32
38562 54805
91.74 130.39
45682 60082
108.68 142.95
42013 60579
99.95 144.13
42103* 58611*
100.17*+ 3.45 139.45% £ 3.12
* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE




Tablo 11c: (48 saat + 1 saat) uygulama plagi

24 saat adezyon + 24 saat +1 saat

reoksijenizasyon siiresi boyunca

24 saat adezyon + 24 saat

hipoksi+1 saat reoksijenizasyon

normoksi 5 6
Fluoresan intensite 43610 56879
% Kontrol 103.75 135.32

40123 60863

95.46 144.80

44102 49593

104.92 117.99

41425 43481

98.56 103.45

42315* 52704*

100.67*+£2.22 125.39%+£9.18

* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

Tablo 11d: (48 saat + 3 saat) uygulama plagi

24 saat adezyon + 24 saat +3 saat

reoksijenizasyon siiresi boyunca

24 saat adezyon

hipoksi+3 saat reoksijenizasyon

+ 24 saat

normoksi 7 8
Fluoresan intensite 45120 55054
% Kontrol 107.35 130.98

45115 61351

107.33 145.96

36529 55670

86.91 132.45

43112 58424

102.57 139.00

42469* 57624*

101.04*+4.84

137.10% £ 3.43

* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

24 saat adezyon boyunca
normoksi (EGM-2)

24 saat hipoksi sliresince
normoksi (EGM-2)

24 saat adezyon boyunca
normoksi (EGM-2)

24 saat hipoksli suresince
normoksi (EGM-2)

15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2)

<iirecince normoksi

1 saat reoksijenizasyon(EGM-2)
aiiresince normoksi

3 saat reoksijenizasyon(EGM-2)
<iiresince normoksi

Sekil 17a: Normoksik plak
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| 24 saat adezyon (EGM-2) | | 24 saat adezyon (EGM-2) |

24 saatlhipoksi 24 saat hipoksi
(PBS) (PBS)

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

Sekil 17b: Uygulama plagi

Tablo 12: 3. Deney seti grup numaralarinin isimleri

. 24 saat adezyon + 24 saat normoksi

. 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi

. [24 saat adezyon + 24 saat +15 dakika reoksijenizasyon] siiresi boyunca normoksi
. 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon

. [24 saat adezyon + 24 saat +1 saat reoksijenizasyon ]siiresi boyunca normoksi

. 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi+1 saat reoksijenizasyon

. [24 saat adezyon + 24 saat +3 saat reoksijenizasyon] siiresi boyunca normoksi

O JION DN B~ W —

. 24 saat adezyon + 24 saat hipoksi+3 saat reoksijenizasyon

Tablo 13: 3 deney seti istatistik verilerinin karsilastirilmasi (p degeri)

1-2=0.68 (p) Reoksijenizasyon Normoksi
3-4=0.029/0.021 4-6=0.48 3-5=1
5-6=0.114/0.083 4-8=0.88 3-7=0.88
7-8=0.029/0.021 6-8=0.48 5-7=0.68
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4.

Fluoresan intensite % Kontrol

24 saat hipok+15dk/1 saat/3 saat reoksi (ROS)
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Sekil 18a: ROS diizeyi

24 saat hipoksi, 24 saat normoksiye gore ROS diizeyinde anlamli bir degisiklige neden
olmadi (p=0.68).

24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon; kontrol grubuna goére ROS diizeyini
artird1 (p= 0.029).

24 saat hipoksitl saat reoksijenizasyon; kontrol grubuna gore ROS diizeyini
degistirmedi (p=0.114).

24 saat hipoksi+3 saat reoksijenizasyon; kontrol grubuna gore ROS diizeyini artird1
(p=0.029).

Sonug olarak; hipoksi siiresi uzadikca ROS diizeyinde biri 1. saatte ikincisi 3. saatte

artan 2 pik yapiyor.

deney seti

Amac (4.deney seti): Kontrol grubuna gére ROS diizeyi artisina neden olan hipoksi-

reoksijenizasyon siiresi 2. deney setinde saptanmisti. Biz bu deney setinde ROS diizeyi artis1

yapan bu siirelerden birini secerek, bu artis1 geriye cevirebilecek EGCG, Polifenon 60 ve

Koenzim Q10’ un farkli dozlarin1 deneyerek, artan ROS’ u diisiirebilecek madde arayis1 icine

girerek 4. deney setini planladik. Ayrica preinkiibasyon uygulamamizda ROS’ da diisiise

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

inkiibasyonumuzu es zamanl olarak uyguladik.
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Tablo 14a: (48 saat + 15 dk) normoksi plagi

24 saat adezyon+24 saat
enkiibasyon+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 degerin ortalamasidir + SE

Tablo 14b: (24 saat adezyon- 24 saat enkiibasyont+ hipoksi- 15 dk

uygulamasi

reoksijenizasyon)

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

EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10

Madde (- | 100 200 500 2000 50 pg/ml | 100 500 1000 10 50 100
) M M M uM 7 pg/ml pg/ml ug/ml uM uM uM

2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13
94131 94065 94183 (-) 93436 | 94978 93590 94855 94652 95207 93720 93132 92816
103.71 103.64 103.77 102.95 | 104.64 103.12 104.51 104.29 104.90 103.26 102.61 102.26
94039 95297 81836 87367 | 94932 94932 95133 94953 92308 91692 93003 93102
103.61 105.00 90.16 96.26 104.59 104.59 104.82 104.62 101.70 101.02 102.47 102.58
91182 90546 80023 76629 | 94336 94336 95051 95097 93710 92372 91883 91813
100.46 99.76 88.17 84.43 103.94 103.94 104.73 104.78 103.25 101.77 101.23 101.16
93977 94392 89959 94295 | 95185 95185 95560 93839 92401 92463 92104 90701
103.54 104.00 99.11 103.89 | 104.87 104.87 105.29 103.39 101.81 101.87 101.48 99.93
93332%* 93575% 86500* 87931 | 94857* 94510* 95149* 94635* 93406* 92561* 92530* 92108*
102.83 103.10 95.30 96.88 104.51 104.13 104.83 104.27 10291 101.98 101.95 101.48
+0.79 +1.14 +3.69 +448 | +£0.19 +0.38 +0.16 +0.31 +0.74 +0.46 +0.34 +0.60

* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE
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24 saat adezyon

24 saat adezyon siiresi
bovunca normoksi (EGM-2)

24 saat enkiibasyon + hipoksi (PBS)
- - . (EGCG: 100, 200, 500, 2000 pM,
24 saat enkiibasyon+ hipoksi siiresi Polifenon 60: 50, 100, 500, 1000 pg/ml),
bovunca normoksi (EGM-2) Koenzim Q 10: 10, 50, 100 pM)
15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2) 15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2)
siliresi bovunca normoksi

Sekil 19: (48 saat + 15 dk) uygulamasi

Tablo 15: 4. Deney seti grup numaralarinin isimleri

. [24 saat adezyon+24 saat enkiibasyon+hipoksi+15 dk reoksijenizasyon ] siiresi boyunca normoksi

. 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon -madde (-) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon

. 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (100pM EGCG) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon

. 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (200pM EGCG) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon

. 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (500uM EGCG) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon

. 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (2000uM EGCG) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon

. 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (50 ug/ml Polifenon 60) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon
. 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (100 pug/ml Polifenon 60) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon

O 01O U B WK =

. 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (500 pug/ml Polifenon 60) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon
10: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (1000 pg/ml Polifenon 60) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon
1 1 . 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (10uM Koenzim Q10) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon
12: 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (50uM Koenzim Q10) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon
13 . 24 saat adezyon (EGM-2)+24 saat enkiibasyon (100uM Koenzim Q10) +hipoksi (PBS)+15 dk reoksijenizasyon

Tablo 16: 4. deney seti istatistik verilerinin karsilagtirilmasi (p degeri)

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
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2-9=0.20

2-10=0.88
2-11=0.34
2-12=0.34
2-13=0.20

24 saat (enkiibasyon+hipoksi)+15 dk reoksijenizasyon

110

100

Hh

95 H — — A H M H

90 H — | (N N ) N ) SN N ) N ) S
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Fluoresan intensite % kontrol
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Sekil 20: ROS diizeyi

e 24 saat hipoksi+15 dk reoksijenizasyon normoksik gruba gore ROS diizeylerinde
artisa neden oldu ama istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.20).

e 200 uM EGCG ile 24 saat enkiibasyon, hipoksi-reoksijenizasyon grubuna goére ROS
diizeylerini anlamli olarak diisiirdii (p=0.034).

e 2000 uM EGCQG ile 24 saat enkiibasyon, hipoksi-reoksijenizasyon grubuna gére ROS
diizeylerini anlaml olarak yiikseltti (p=0.029).

e 100 pg/ml Polifenon 60 ile 24 saat enkiibasyon, hipoksi-reoksijenizasyon grubuna
gore ROS diizeylerini anlamli olarak yiikseltti (p=0.029).

e EGCG’ nin antioksidan etkisi 24 saat i¢cinde ortaya ¢ikiyor. Polifenon 60° da ise 24.

saatten sonra oksidan etki belirgin.
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5.deney seti
Amag ( 5. deney seti): Enkiibasyon siiresi 24 saat oldugunda ve hipoksi ile es zamanl
uygulandiginda EGCG’ da ROS’ u diisiiriicii etki ortaya ¢ikti. Acaba enkiibasyon siiresi 48

saate ¢ikarildiginda farkl bir etki gozlemleyebilecek miyiz amaciyla 5. deney setini planladik.

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

24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat
enkiibasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat
hipoksi  (PBS)+enkiibasyon-15  dakika
reoksijenizasyon (EGM-2) siiresi boyunca

normoksi

Fluoresan intensite 43125

% Kontrol 96 1

46523
103

48501
108

41253
91

44850*
100*£3.75

* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE
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Tablo 17b: (24 saat adezyon- 24 saat enkiibasyon- 24 saat hipoksit+ enkiibasyon- 15 dk

reoksijenizasyon) uygulamasi

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

Maddeler | EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10
) 100 200 500 2000 50 100 500 1000 5 10 50 100
M M uM uM pug/ml7 | pg/ml8 | pg/ml pg/ml uM uM uM M
2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14
intensite 51748 58217 57342 64036 57999 59880 78776 71018 83281 45236 51322 52090 55892
%Kontrol | 115 129 127 142 129 133 175 158 185 100 114 116 124
54296 45736 53693 63502 60424 59429 60760 91221 81967 47862 52114 58718 68766
121 101 119 141 134 132 135 203 182 106 116 130 153
55130 52945 59151 86199 45262 49780 80662 64728 96767 46694 51718% | 67692 58360
122 118 131 192 100 110 179 144 215 104 115% 150 130
+1.00
78392 52299* | 56728* | 71245% | 54561* | 56363* | 73399* | 75655* | 87338* | 46597* 59500% | 61006*
174 116* 126* 158* 121* 125%* 163* 168* 194* 103* 132% 136*
+8.14 +3.52 +16.83 | £10.59 | £7.50 +14.04 | £17.79 | £10.53 | £1.76 +9.86 +8.83

59891+
133*
+13.75

* Mean olup 4/3 degerin ortalamasidir + SE

24 saat adezyon siiresi
bovunca normoksi (EGM-2)

normoksi (EGM-2)

24 saat enkiibasyon siiresi boyunca

24 saat hipoksi+enkiibasyon
siiresi bovunca normoksi (EGM-2)

siiresi boyunca normoksi

15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2)

Sekil 21: (72 saat + 15 dk) uygulamas1
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24 saat adezyon

24 saat enkiibasyon (EGM-2)

(EGCG: 100, 200, 500, 2000 pM,
Polifenon 60: 50, 100, 500, 1000 pg/ml),
Koenzim Q 10: 5, 10, 50, 100 uM)

24 saat hipoksi+enkiibasyon (PBS)

15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2)




Tablo 18: 5. Deney seti grup numaralarinin isimleri

1 . [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2)-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika reoksijenizasyon
(EGM-2)] siiresi boyunca normoksi

2: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [ (EGM-2+madde (-) ]-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika
reoksijenizasyon (EGM-2)

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

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

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

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

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

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

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

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

1 1 . 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2+5 uM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika
reoksijenizasyon (EGM-2)

12 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2+10 uM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika
reoksijenizasyon (EGM-2)

13 . 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2+5 OuM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika
reoksijenizasyon (EGM-2)

14: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2+100uM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika
reoksijenizasyon (EGM-2)
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Tablo 19: 5. deney setinin istatistik karsilastilmasi (p degeri)

1-2=0.029/0.021 (p) 3-4=0.40 11-12=0.200/0.083
2-3=0.629 3-5=0.100/0.05 11-13=0.100/0.05
2-4=0.857 3-6=0.70 11-14=0.100/0.05
2-5=0.229 4-5=0.100/0.05 12-13=0.200/0.139
2-6=1 4-6=1 12-14=0.200/0.083
2-7=1 5-6=0.100/0.05 13-14=0.700
2-8=0.114/0.077 7-8=0.100/0.05

2-9=0.229 7-9=0.100/0.05

2-10=0.057/0.034 7-10=0.100/0.05

2-11=0.057/0.034 8-9=1

2-12=0.267 8-10=0.100/0.05

2-13=0.857 9-10=0.400

2-14=0.400

24 saat enkii+ 24 (enku+hipoksi)+15 dk reoksi (ROS)

250

200

150

100

Fluoresan intensite % kontrol

Sekil 22: ROS diizeyi
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24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon; kontrol grubuna gére ROS diizeyini
artird1 (p= 0.029).

1000 pg/ml Polifenon 60; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indiiklenen
ROS diizeylerini daha da artird1 (p=0.034).

5 uM Koenzim Q10; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indiiklenen ROS
diizeylerini diistirdi (p=0.034).

500 uM EGCG, 100 uM EGCG’ ye gore daha yiliksek ROS diizeylerine neden oldu
(p=0.05). 500 uM EGCQG, 200 uM EGCG’ ye gore daha yiiksek ROS diizeylerine
neden oldu (p=0.05). 2000 uM EGCG, 500 uM EGCG’ ye gore daha yiiksek ROS
diizeylerine neden oldu (p=0.05).

100 pg/ml Polifenon 60, 50 pg/ml Polifenon 60° a gore daha yiiksek ROS diizeylerine
neden oldu (p=0.05). 500 pg/ml Polifenon 60, 50 pg/ml Polifenon 60’ a gore daha
yiiksek ROS diizeylerine neden oldu (p=0.05). 1000 pg/ml Polifenon 60, 50 pg/ml
Polifenon 60° a gore daha yiiksek ROS diizeylerine neden oldu (p=0.05). 1000 pg/ml
Polifenon 60, 100 pg/ml Polifenon 60 a gére daha yiiksek ROS diizeylerine neden
oldu (p=0.05).

50 uM Koenzim Q10, 5 uM Koenzim Q10’a gore daha yiiksek ROS diizeylerine
neden oldu (p=0.05). 100 uM Koenzim Q10, 5 uM Koenzim Q10’a gore daha yiiksek
ROS diizeylerine neden oldu (p=0.05).

Sonu¢ olarak; EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10° un dozu artirildik¢a oksidan
etkilerinde artis gozlemlendi. Diisiik dozlarinin antioksidan 6zelliginin daha belirgin
oldugu sonucuna varildi. Doz artis1 her 3 madde i¢in oksidan etkiyi artirryordu.
EGCG’ de oksidan etki 8-24 saatleri arasinda belirginken, Polifenon 60’da 12-36
saatleri arasi belirgin olarak artiyordu. Koenzim Q10’da da 24. saatlerde oksidan
etkide sivri bir artis yasaniyordu (22-26 saatleri arasi). Oksidan etki bakimindan en
giiclii olan Polifenon 60 > EGCG > Koenzim Q10 . Swasiyla daha yiiksek tepe
degerleri elde edildi. Ayrica enkiibasyon siiresi 48 saate uzatildiginda Koenzim Q10’

un anti-oksidan etkisi daha belirgin olarak ortaya ¢ikt1.
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6. deney seti

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

prenekiibasyon, 24 saati es zamanli enkiibasyon) ROS’ u diisiiriicii etki bulduk. Acaba ayni1

etkiyi bulabiliyor muyuz diye 6. deney setini 5. deney setinin bir tekrari olarak hazirladik.

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

24 saat (EGM-2)-24  saat
enkiibasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat
(PBS)+enkiibasyon-15  dakika

adezyon

hipoksi
reoksijenizasyon (EGM-2) siiresi boyunca

normoksi

Fluoresan intensite 56456

% Kontrol 102 1

54324
98

52345
95

56789
103

54978+
100* £ 1.84

* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE

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

reoksijenizasyon) uygulamasi

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

(EGM-2)
EGCG Polifenon 60 Koenzim Q10
Madde 50 100 200 50 100 500 5 10 50
) M M M pg/ml pg/ml pg/ml M M M
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
intensite 61707 58754 59879 66855 60980 70043 75958 57435 58070 58048
%XKontrol | 112 106 108 121 110 127 138 104 105 105
59516 65425 65276 59786 65150 64769 66387 56345 58128 56430
108 119 118 108 118 117 120 102 105 102
57755 65555 69037 62096 70476 61095 64116 53547 56687 54871
105 119 125 112 128 111 116 97 103 99
57888 62418 66290 69142 63500 60223 60813 55669 55549 52751
105 113 120 125 115 109 110 101 101 95
59216* 63038+ 65120* 64469* 65026* 64032* 66618* 55749% 57108 55525%
107* 114%* 118* 117%* 118 116 121 101* 103* 100*
+1.65 +3.09 +3.56 +3.92 +3.79 +4.04 +6.02 +1.47 +0.95 +2.13

* Mean olup 4 degerin ortalamasidir + SE
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24 saat adezyon siiresi 24 saat adezyon
bovunca normoksi (EGM-2)

24 saat enkiibasyon (EGM-2)
24 saat enkiibasyon siiresi boyunca (EGCG: 50, 100, 200 pM,
normoksi (EGM-2) Polifenon 60: 50, 100, 500 pg/ml),

Koenzim Q 10: 5, 10, 50 uM)

24 saat hipoksi+enkiibasyon
stiresi boyunca normoksi (EGM-2) 24 saat hipoksi+enkiibasyon (PBS)

15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2)
siiresi boyunca normoksi 15 dakika reoksijenizasyon (EGM-2)

Sekil 23: (72 saat + 15 dk) uygulamasi

Tablo 21: 6. Deney seti grup numaralarinin isimleri

1: [24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2+maddeler)-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika
reoksijenizasyon (EGM-2)] siiresi boyunca normoksi

2 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon [(EGM-2+madde(-)]-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika
reoksijenizasyon (EGM-2)

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

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

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

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

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

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

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

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

11: 24 saat adezyon (EGM-2)-24 saat enkiibasyon (EGM-2+50 uM Koenzim Q10)-24 saat hipoksi (PBS)+enkiibasyon-15 dakika
reoksijenizasyon (EGM-2)
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Tablo 22: 6. deney seti verilerinin istatistiksel karsilastirilmasi (p degeri)

1-2=0.029/0.020 3-4=0.486
2-3=0.114/0.080 4-5=1
2-4=0.057/0.058 3-5=0.686
2-5=0.114/0.078 6-7=0.686
2-6=0.057/0.042 7-8=0.686
2-7=0.114/0.081 6-8=0.686
2-8=0.057/0.042 9-10=0.200
2-9=0.029/0.020 10-11=0.343
2-10=0.114/0.065 9-11=0.886
2-11=0.057/0.038

24 saat enkii+24 saat (enkii+hipoksi)+15 dk reoksi (ROS)
S 140 -
€ = * T
X 100 5 N = M M T
2
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Sekil 24: ROS diizeyi
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= 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon; kontrol grubuna goére ROS diizeyini
artird1 (p= 0.029).

= 50 pg/ml Polifenon 60; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indiiklenen
ROS diizeylerini daha da artirdi (p=0.042).

= 500 pg/ml Polifenon 60; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indiiklenen
ROS diizeylerini daha da artird1 (p=0.042).

= 5 uM Koenzim Q10; 24 saat hipoksit+15 dakika reoksijenizasyon ile indiiklenen ROS
diizeylerini diisiirdii (p=0.050).

= 50 uM Koenzim Q10; 24 saat hipoksi+15 dakika reoksijenizasyon ile indiiklenen ROS
diizeylerini diisiirdii (p=0.047).

= Sonug¢ olarak; EGCG’ dozu artirildikca ROS diizeylerinde 1limli bir artis yasandi,
istatistiksel olarak anlamli degildi, Polifenon 60’da da doz arttikca ROS artt
Polifenon 60 ‘i yiiksek dozlar1 ise ROS’ u istatistiksel anlamli olarak artirdi. 48 saat
yesil ¢ay inkiibasyonu beklenenin aksine doz ve siire arttikga oksidan etki gostererek
ROS’u artird1. Diger bir sonug; Koenzim Q10’un 5 ve 50 uM dozlar1 ROS’u anlaml1
olarak diistirdii. 10 uM Koenzim Q10 inkiibasyonu ile diisme vardi ama istatistiksel

olarak anlaml degildi (p=0.065).

Bulgular: LDH

Hipoksi ve normoksi kosullar1 i¢in ortam se¢imi

1. deney seti

Amac (la. deney seti): LDH deneylerinin 1. deney setinde amacimiz hiicre ortamlarinin
birbirinden farklarmi belirlemek, hangi ortamin hangi deney i¢in uygun olduguna karar

vermek, serum igerikleri farkli olan ortamlarin LDH diizeyine etkisini arastirmaktir.
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Tablo 23: PBS, optimem ve EGM-2 ortamlarmin normoksik ve farkli silire hipoksik
kosullarda LDH diizeyi

normoksi hipoksi

PBS Optimem EGM-2EGM-2 PBS Optimem EGM-2
(4h) (4h) (4h)  (28h) (4h) (4h) (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 goriildiigii tizere EGM-2 ‘de ekzojen serum katildigindan dolay1 (ortamin i¢inde
%S5 oraninda serum var) hipoksi uygulanmayan kosullarda bile LDH degeri yiiksek ¢ikmustir.
Bu nedenle EGM-2 nin uygun bir ¢alisma kosulu olusturmadigi serumdaki LDH’ dan 6tiirii
yanlis pozitif sonuglara neden oldugu goriilmiistiir. Optimemde de hipoksi kosulunda
normoksiye gore artis yasanmamustir, hatta biraz daha diisiiktiir. Optimemin i¢inde glikoz
vardir, hipoksiye maruz birakildiginda unaerob solunum yapmalar1 hiicrelerin 6Imeme nedeni

olabilir. Bu nedense hipoksi olusturulurken PBS kullanilmistir.

Optimum absorbans degeri ortalama alinarak 118 kabul edilmistir. Optimumdan kaynaklanan
hata pay1 (fazla absorbans) 6rnek ve maksimum kuyudan ¢ikarilmistir. Maksimum kuyuya
son konsantrasyonu %1 olacak sekilde triton x 100 katilarak 2 saat bekletilmistir. Hiicre
ceperi parcalanarak ortama salmabilecek maksimum LDH degeri bulunmustur. Ornek
maksimuma % sititoksisite degeri olarak oranlanmistir. Yani bu kuyudaki hiicrelerden toplam

su kadar LDH salmabilecekken bu kadar salinmistir= % sitotoksisite
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ROS i¢in 10000 hiicre/ kuyu kullanilmigtir. LDH i¢in 8000 hiicre/ kuyu kullanilmistir. ROS

hiicreleri ile deneme yapilarak, 5000 hiicre ile de sonu¢ bulundugu gézlemlenmis, hatta gayet

olumlu veriler elde edilmistir (Tablo 24). Fazla hiicre israf olmasin diye, kit prospektiisiinde

10000 hiicre deniyor. Biz 8000 hiicre ile ¢alistik.

Tablo 24: Hiicre sayist denemesi (ROS) (1b deney seti)

[HPF] 5 M 10 pM S pM 10 pM S pM 1 pM Bos plak
Hiicre sayist | 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

2. deney seti

Amac (2. deney seti): EGM-2’ nin yiiksek serum icerigi, ve serumdaki LDH miktari, LDH

Ol¢timiinde disaridan eksojen LDH katar gibi etli gosterdiginden EGM-2 ortami LDH 6l¢tiimii

icin uygun bulunmamistir. Bu nedenle diisiik serum igerikli optimem kullanilarak hipoksik

kosul olusturulup daha dogrusu artan hipoksi siirelerinde ayni siiredeki normoksiye gore ilave

hiicre 6liimiinii yani LDH artisin1 indiikleyip indiiklemediginin test edilmesi 2. deney setinde

amaclanmistir.

0 saat (optimem) 1

4 saat normoksi (op)

2

16 saat normoksi (op)

4

30 saat normoksi (op)

6

54 saat normoksi (op) 8

Sekil 25: 2. deney seti akis semasi

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 kosullar1 i¢cin maksimum hiicre nekrozu

kosuluna oranla hesaplanan % sitotoksisite degerleri

0.saat optimem
Maksimum Ornek optimem %
Sitotoksisite

1.336 0.145 0.112 221

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 Ornek Bos kuyu % Sitotoksisite Maksimum Ornek Bos kuyu % Sitotoksisite
1.338 0.170 0.048 4.26 1.372 0.150 0.048 2.55
1.317 0.153 0.047 291 1.282 0.147 0.049 2.49
1.318 0.168 0.049 4.16 1.342 0.152 0.050 277
16 .saat normoksi (optimem) 16 saat hipoksi (optimem)
Maksimum Ornek optimem % Sitotoksisite | Maksimum Ornek Bos 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 0.202 491
1.698 0.219 0.515(-) 6.39 2.145 0.221 5.08
30 .saat normoksi (optimem) 30 saat hipoksi (optimem)
Maksimum Ornek optimem % Sitotoksisite Maksimum Ornek Bos 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 Ornek optimem % Sitotoksisite Maksimum Ornek Bos kuyu % Sitotoksisite
1.368 0214 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 6l¢iimii yapilan 2. deney setindeki verilerin grup numaralarmnimn isimleri

O 0 1O\ N B~ W~

: 0 saat (optimem)

. 4 saat normoksi (op)
: 16 saat normoksi (op)
: 30 saat normoksi (op)
: 54 saat normoksi (op)
: 4 saat hipoksi (op)

: 16 saat hipoksi (op)

: 30 saat hipoksi (op)

: 54 saat hipoksi (op)

Tablo 27: LDH ol¢imii yapilan 2. deney

karsilastirilmasi (p degeri)

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
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Sekil 26: LDH o6l¢timii

* Srrasiyla 0-4-16-30-54 saat hipoksi siiresi artirildikca LDH artmaktadir (p=0.05),
hipoksi stiresi ile LDH arasinda korelasyon vardir (p=0.00), hipoksi siiresi ile LDH
icin lineer regresyon incelenmesinde p=0.00 ‘dur.

*  4-16-30 ve 54 saat normoksi ile hipoksi karsilastirildiginda gruplar arasi fark p= 0.05,
0.05, 0.12, 0.40. Her 4 siire icin normoksik durumda LDH ortalamalar1 hipoksik
durumdan daha yiiksektir.

* Sonug¢ olarak hem normokside hem hipokside LDH zamana bagimli olarak
artmaktadir. Hipokside normoksiye goére LDH artis1 yasanmamistir. Bu nedenle
hipoksik kosul i¢in PBS, normoksik kosul i¢in optimem kullanilmasmna karar

verilmistir. Yukaridaki grafikte ise her 2 kosul i¢in optimem kullanilmistir.

3. deney seti

Amac (3. deney seti): ROS ol¢limiinde ROS artisin1 indiiklemek i¢in hipoksik kosulda EGM-
2 ortami yerine PBS kullanmay:1 tercih etmistik. BOylece hiicreyi hasardan daha fazla
etkilenecek duruma getirmistik. Ancak ROS hiicre i¢i Olciiliirtken LDH silipernatanta
salinmaktadir. ROS 0lgimiinde normoksiden hipoksiye gecerken ortami PBS ile
degistirebiliyoruz. Ancak ayni islem LDH da miimkiin degil. Clinkii ortama salinan LDH da
sipernatantla birlikte ortamdan almmis oluyor. Oysa ROS i¢in plaga yapisan adheran
hiicrelerin i¢inde 6l¢lim yapiliyor. Dolayisiyla LDH 6l¢iimlerinde hipoksi + reoksijenizasyon
degil yalnizca hipoksi kullanilmistir. Gene de meragimizi koreltmek igin 3. deney setinde

reoksijenizasyon uygulamasi ortam degisimi yapilmadan sadece havalanma ortami ile
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reoksijene edilmistir. Amag ortam degisimi olmadan sadece reoksijenizasyonun ilave LDH’ 1

indiikleyip indiiklemeyeceginin saptanmasidir.

Tablo 28: Hipoksi ve farkli siirelerdeki reoksijenizasyonun LDH diizeyine etkisi

5 saat hipoksi (optimem)(optimem korii 121)
Maksimum Ornek % 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
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

Sekil 27: 3. deney seti akis semasi

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

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 karsilagtirilmasi (p degeri)

1-2=0.05
1-3=0.05
1-4=0.05
2-3=0.20
2-4=0.20
3-4=1

5 saat hipoksi+2/3/4 saat reoksi

w
o

N
(&)}

N
o

% Sitotoksisite
o

=y
o

%

N .

(¢}

5 saat hipoksi 5 saat hipoksi+2 5 saat hipoksi+3 5 saat hipoksi+4
saat reoksi saat reoksi saat reoksi

Sekil 28: 3. deney seti siitiin grafigi LDH % sitotoksisitesi

5 saat hipoksi+2/3/4 saat reoksi

% Sitotoksite
o
I~
/

Sekil 29: LDH % sitotoksisitesi

e 5 saat hipoksi grubu ile 5 saat hipoksi+2/3/4 saat reoksijenizasyon gruplari arasinda

anlamli fark vardir (p=0.05, 0.05, 0.05).
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e Reoksijenizasyonun 3. saatinde ROS pik yapmaktadir.
e Sonug olarak diger verilerde de 15. dk ve 3. saatte pik yapiyordu. Demek ki 15. dk, 3
saatte 2 pik yapiyor. 1, 2 ve 4. saatte ise bazal diizeye yakin takip ediyor.

4. deney seti

Amac (4. deney seti): 4. Deney setinde amag¢ optimem yerine PBS kullanilarak kontrol
grubuna gore LDH artisin1 indiiklemektir. LDH “in 2. deney setinde hipoksi ile birlikte LDH’
m zamana baglh olarak arttig1 goriilmektedir. Zamana bagli benzer artis hipoksi
uygulanmayan hiicrelerde olugmaktadir. Yani hi¢ hipoksi uygulanmasa da zamanla hiicre
nekrozu ile beraber LDH artig1 goriilmektedir. Bu 6liim % sitotoksisite olarak 54 saatte % 20’
lere yaklagsmaktadir. Bu nedenle hiicre ortaminin 2 giinde bir degistirilmesi tavsiye
edilmektedir. Muhtemelen serumdaki besin maddeleri tiikenmekte ve hiicre Olimi
olmaktadir. Biz deneyimizde kafa karisikligi yaratmamasi agisindan ortami deney
baslangicindan sonuna kadar degistirmedik. Dolayisiyla kontrol grubunda da zamanla artan
hiicre 6liimii oldu. Hem kontrol hem deney grubu icin optimem kullanildiginda kontrol
grubuna gore hipoksi grubu anlamli fark olusturmayinca 4. deney setinde kontrol grubunda
optimem, deney grubunda PBS kullanidu.

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

sitotoksite Ol¢lim sonuglari

2.saat normoksi (optimem) 2 saat hipoksi (PBS)

Maksimum Ornek Bos kuyu % Sitotoksisite | Maksimum Ornek 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 Ornek PBS % Sitotoksisite | Maksimum Ornek Bos 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 Ornek Bos kuyu % Sitotoksisite Maksimum Ornek Bos 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 0.161 322 1.436 0.188 7.89
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2 saat normoksi (op) 1 2 saat hipoksi (pbs) 2

5 saat normoksi (op) 3 5 saat hipoksi (pbs) 4

8 saat normoksi (op) 5 8 saat hipoksi (pbs) 6

Sekil 30: 4. deney seti akis semasi

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

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)

Tablo 33: LDH deneyi 4. deney seti verilerinin istatistiksel karsilagtirilmasi (p degeri)

1-2=0.100/0.05 1-3=0.100/0.05 2-4=0.400
3-4=0.100/0.05 1-5=0.100/0.05 2-6=0.700
5-6=0.100/0.05 3-5=0.700 4-6=0.700

2-5-8 saat (LDH)

16

14
12 /

/ -
- * / \ A —e— Hipoksi

\\ / \/ S~— —=— Normoksi
N

% Sitotoksite
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Sekil 31: LDH % sitotoksite
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2-5-8 saat hipoksi ayni siire normoksiye gore daha yiiksek LDH diizeylerine neden olmustur

(p=0.05, 0.05, 0.05).

Normoksi siiresi arttikga LDH diizeyi yiikselmektedir (p= 0.05,.0.05, 0.70)
Hipoksi siiresi arttikga LDH diizeyi yiikselmektedir (p=0.42, 0.70, 0.70)
Normoksi siiresi ile LDH diizeyi arasindaki korelasyon (p=0.60)

Normoksi siiresi ile LDH arasinda lineer regresyon arandiginda (p=0.49)

Hipoksi siiresi ile LDH diizeyi arasindaki korelasyon katsayis1 <0.5.

Goriildiigi tizere hipoksik kosul icin optimem yerine PBS kullanildigi zaman LDH artis1

olmustur. Optimemin i¢indeki glikoz hiicrenin 6lmesini onlemis, unaerob solunuma belki de

imkan tanimistir. Optimem uzaklastirilip PBS kullanilinca 6liim artmis, LDH yiikselmistir.

5. deney seti

Amag (5. deney seti): 4. deney setinde 5. saatte LDH’ m pik yaptig1 goriilmiistiir. 2,5 ve 8.

satlerdeki LDH diizeyleri kontrol gruplarindan daha yiiksektir. Biz bunlarin i¢inden en yiiksek

LDH diizeyinin goriildiigii 5. saati alarak EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un bu artmis

LDH diizeyini diisiirlip diistirmeyecegini 5. deney setinde test etmeye calistik.

Tablo 34: 5. deney seti uygulama plag dizilimi

EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG KoQ10 KoQ10 KoQ10 KoQ10

50 M 50 uM 100uM | 100uM | 200uM | 200uM | 500uM | 500uM | 10uM 10 WM 50 uM 50 uM

Mak. Omek Mak. Omek Mak. Omek Mak. Ornek Mak. Ornek Mak. Ornek

P60 P60 P60 P60 P60 P60 P60 P60 KoQ10 KoQ10 PBS PBS

10ugml | 10ugml | 50ugml | 50ugml | 100ug/ml | 100 ug/ml | 500 ug/ml | 500 100uM | 100pM | (madde-) | (madde -)

Mak Omek Mak Omek Mak Ormek Mak ug/ml Mak Omek Mak Ormek
Ormek

EGCG EGCG EGCG EGCG

50 uM 100 1M 200 M 500 M

Kor Kor Kor Kor

P60 P60 P60 P60 KoQI0 KoQIO KoQI0

10 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml 500 ug/ml 10 uM 50 uM 100 uM

Kor

Kor

Kor

Kor

Kor
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Tablo 35: EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10 ile yapilan 5 saat inkiibasyon sonucu LDH

% sitotoksisite degerleri

5 saat normoksi (optimem) (optimem korii ortalamasi=151) 1

Maksimum Ornek Optimem Korii % Sitotoksisite
1.266 0.206 0.132 493

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 korii ortalamasi=87) 2

Maksimum Ornek PBS korii % 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 uM) 3

Maksimum Ornek 50 uM EGCG kéril % Sitotoksisite
2237 0.510 0.400 5.98

2.308 0.512 5.87

2477 0.512 5.39

5 saat hipoksi + EGCG (100 pM) 4

Maksimum Ornek 100 uM EGCG korii % 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 uM) 5

Maksimum Ornek 200 uM EGCG korii % Sitotoksisite
3.496 1.282 1.391 -5.17

3314 1.263 -6.65

3.200 1.296 -5.25

5 saat hipoksi + EGCG (500 uM) 6

Maksimum Ornek 500 uM EGCG korii % Sitotoksisite
6350 3.080 2.245 20.34

7518 2.580 6.35

5540 2.492 7.49

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

Maksimum Ornek 10 pg/ml P 60 korii % Sitotoksisite
2.049 0.371 1.104 =17

1.831 0.353 -103

1.756 0.485 -94

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

Maksimum Ornek 50 pg/ml P 60 korii % 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 pg/ml) 9

Maksimum Ornek 100 pg/ml P 60 kori % 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 pg/ml) 10

Maksimum Ornek 500 pg/ml P 60 korii % 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 uM) 11

Maksimum Ornek 10 uM KoQ10 korii % 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 uM) 12

Maksimum Ornek 50 uM KoQ10 kérii % 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 uM) 13

Maksimum Ornek 100 uM KoQ10 kori % 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 numaralarinin isimleri

1: 5 saat normoksi (optimem) (optimem korii ortalamasi=151)
2: 5 saat hipoksi (PBS) (PBS kérii ortalamasi=87)
3: 5 saat hipoksi + EGCG (50 pM)

4: 5 saat hipoksi + EGCG (100 uM)

5: 5 saat hipoksi + EGCG (200 uM)

6: 5 saat hipoksi + EGCG (500 uM)

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

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

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

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

12: 5 saat hipoksi + Koenzim Q10 (50 uM)

13:5 saat hipoksi + Koenzim Q10 (100 uM)
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Tablo 37: LDH deneyi 5. deney seti verilerinin istatistiksel karsilastirilmasi (p degeri)

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

5 saat hipoksi (LDH)

100

\ .
NS S SN ST

o¥ o¥ o¥ ¥

% Sitotoksite

Sekil 32: LDH % sitotoksite

e 5 saat hipoksi, 5 saat normoksiye gére LDH diizeyini artirmistir (p=0.034).
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50-100-200 uM EGCG, 5 saat hipoksi sonrast artan LDH diizeyini diislirmiistiir.
(p=0.05, p=0.05, p=0.05).

10 ve 50 pg/ml Polifenon 60, 5 saat hipoksi sonrasi artan LDH diizeyini anlamli
olarak diistirmiistiir (p=0.031, 0.05).

Koenzim Q10 ise diisiik dozda (10 uM), istatistiksel anlaml1 olmayacak sekilde LDH’
1 diistirmiis, yiikksek dozda (100 uM) istatistiksel anlamli olacak sekilde, 5 saat hipoksi
sonrast artan LDH diizeyini daha da artirmistir (p=0.05).

Sonug olarak, hipoksi aninda EGCG ve Polifenon 60 belirli dozlarda LDH’1 diistirerek
kalbi korumaktadir. Koenzim Q10’ un 100 uM dozu ise LDH’1 artirarak zararli etki

gostermekte, kalp doku nekrozuna neden olmaktadir.
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5 Tartisma

Bu teze baslarken amacimiz Insan Koroner Arter Endotel Hiicrelerinde (HCAEC) bir hasar
modeli olusturmak ve bu hasardan EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10’ un koruyucu etkisi
var m1 bunu test etmektir. Hasar modeli olarak ROS 6l¢limiinde hipoksi+reoksijenizasyon
hasar modeli kullanilmistir. Ciinkii bilindigi lizere tekrar oksijenlenme sirasinda O,’ den
olusan serbest radikaller oksidatif stresi artirarak doku hasar1 olusturmaktadir (30). LDH
Ol¢timiinde ise hipoksi kullanilmistir. Ciinkii reoksijenizasyon asamasinda ortam degisimine
deney izin vermemektedir. LDH siipernatanta saliniyor, ortam degisimi ile birlikte sayet PBS
‘1 optimem ile degistirecek olursak o zamana kadar salinmis olan LDH’ 1 ortamdan
uzaklastirmis oluyorduk. Ancak ayni ortam idame ettirilerek bu seferde PBS degil kontrol
grubunda ve Ornek grubunda optimem kullanilarak O, den yoksun brrakma ve tekrar
oksijenlenme periyotlarini uygulamak miimkiin olmustur. Bu kosulda da yapilan bir deney
mevcuttur. Hatta Oyle ki; hipoksi modeli tek basma yeterli olmaz diisiincesiyle, bu
diisiincemiz de LDH i¢in dogru ¢ikti. Ayrica normal %5 serum iceren EGM-2 ortamini da
PBS ile degistirerek ayni1 zamanda iskemi benzeri model olusturarak hasar1 gézlemleyebilmek
dolayisiyla ROS artisin1 gormek istedik. EGM-2; PBS ile degisince ayn1 zamanda dokunun
beslenmesi bozulacakti. Ciinkii EGM-2’ nin i¢indeki serum dogal olarak PBS’ in i¢inde
yoktu. ROS 6l¢iimiinde 6lgtimlerimizi direk hipoksi+iskemi modelinde yaptik ve nihayetinde
farkli kosullar denedikten sonra hiicrelerde ROS artis1 yapan modele ulastik. LDH deneylerini
ise once yalnizca hipoksi modeli olarak basladik. Ancak kontrol hiicrelerinden farkli bir hiicre
Olimii gozlemlenmedi. Modelimize hipoksiye ek olarak iskemi de ekledigimizde kontrol
hiicrelerine kiyasla hiicre 6liimiinii gormek miimkiin oldu. Dolayisla her 2 modelimizle, hasar
modeli olarak hem ROS artisini hem hiicre nekrozu yapmayi denemelerimiz sonucunda
azimle basardik. Geriye kalmisti, maddelerin koruyuculuklari, baska bir deyisle bu maddeler
(EGCQG, Polifenon 60, Koenzim Q10) artmug ROS’ u diistiriip, artmis LDH’ 1 normale

cevirebiliyor muydu? Bu soruya yanit arandi.

Bu sorumuzda da cevabimiz olumlu oldu. EGCG ve Koenzim Q10’ un antioksidan etki
gosterip ROS ‘u diisiirdiiglinti bulduk. Ayrica fizyolojik dozda EGCG ve Polifenon 60° da

LDH’1 disiirticii etki bulunmustur.

Teze baslama amacimiz: diisiiniirsek yerinde sorular secip alt yapimizi kurduktan sonra ¢esitli

kosullar1 deneyerek hem hasar modelini olusturmada basarili olduk, hem de maddelerde
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hasardan koruyuculuk ¢ikti. Maddelerimizi segerken anti-oksidan 6zellikte maddeler olmasina

dikkat etmistik. Kalani bir bilinmeyene 151k tutmakti bizim ig¢in.

Peki neden koroner arter endotel hiicresini sectik de baska bir hiicre tipini segmedik? Ciinkii
insan viicudunda en fazla hipoksiye maruz kalan kalp dokusudur. Bu da koroner arterleri
trombosit kiimelerinin, veya aterom plaklarin, tam veya kismi olarak tikamasina bagl olarak,
koroner arterden kan akiminin kesilmesine bagl olarak olusur. Bildigimiz adiyla kalp krizi.
Bizim yapmaya calistigimiz; in vitro olarak kalp krizini disaridan ticari olarak alinan, kiiltiir
kaplarinda biiyiitillen Insan Koroner Arter Endotel Hiicrelerinde (HCAEC) taklit etmekti.

Aldigimiz olumlu sonuglara bakilirsa deney planmin alt yapisi iyi kurulmustu.

Calisma sirasinda ne gibi zorluklarla karsilastik? Karsimiza ¢ikan en biiyiik sorun hiicrelerin
enfeksiyon kapmasiydi. Her ne kadar hijyen kosullarma dikkat ederek steril ortamlarda
calisilsa da enfeksiyondan kagmmak miimkiin olmadi. Belki ¢ok c¢ok deneyler daha
planlayacaktik ama proje biitgesi bu kadarini imkanh kildi. Tezimiz de kendi i¢inde bir biitiin
olusturarak kafa karistiricti etmenlerden uzaktir. Diger bir sorun hasar modelinin
oturtulmasinda yasandi. Biz de farkl siireler ve farkli ortamlar deneyerek bu sorunlari astik.
Biz buna her ne kadar bizi zorlasa da deneyin optimizasyonu diyoruz ve sorun olarak

gormiiyoruz. Bahsi gecenler disinda 6nemli bir sorun yaganmadi.

Kendi bulgularimiz birbirini destekliyor mu? Deneyimizin mantik Oriintlisii i¢ginde
beklenmeyen bir durum biz bu maddeleri anti-oksidan olarak se¢mistik. Oysa EGCG’ nin
yiiksek dozlarinda ve Polifenon 60’ da oOzellikle bekleme ile artan oksidan etki gortldi.
Koenzim Q10° da boyle bir durum olusmadi. Yani EGCG hem anti-oksidan hem yiiksek
dozda istatistiksel onemde olmayan oksidan, Polifenon 60 oksidan, Koenzim Q10 ise yalnizca
anti-oksidan 6zellik gdsteriyordu. Daha sonra genis kapsamli literatiir taramasi yapildiginda
yeniden oksijenlenme sirasinda ph’in alkaliye kaymasiyla yesil cayin oto-okside oldugu ve
oksidan 6zelliginin ortaya ¢iktigini belirten makalelere rastlandi (31,32). EGCG ve Polifenon
60 hiicre nekrozunu 6nliiyordu. KoenzimQ10’ da boyle bir etkiye raslanmadi. Aksine yiiksek
dozlar1 (100 uM) hiicre nekrozu yapiyordu. Bulgular birbiri ile uyumluydu. Hasar olusturunca
ROS artt1 ve hiicre nekrozu oldu. Maddelerin hasar {izerine etkileri de bilinmeyeni arama

yolunda ayr1 ayr1 degerlendirildi.

Bagkalar1 ne buldu biz ne bulduk? Bir cok makale yesil ¢cay (33,34) ve Koenzim Q10’un anti-
oksidan 6zelligi (35) lizerinde durmaktaydi. Raza ve John’ un ¢alismasinda, EGCG’ye 16 saat
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maruz brrakilarak, ROS diizeyleri olgiiliiyor (total ekstrakt-postmitokondriyal fraksiyon-
mitokondriyal fraksiyon). Sonug olarak ROS diizeylerinin total ekstrakta degil mitokondriyel
fraksiyonda EGCG’ ye bagh olarak azaldigin1 buluyorlar (36). Biz deneylerimiz sonucunda
ozellikle Polifenon 60’ da on plana ¢ikan pro-oksidan 6zelligi gézlemledik. Sonra ¢ok daha
detayli tarama yaptigimizda ¢ok daha az sayida da olsa yesil cayin prooksidan 6zelliginden
bahsediliyordu (37). Koenzim Q 10 eksikligide ise 10-15% ve >60% olan Koenzim Q10
eksikligi ROS degisimine neden olmazken; 30-50% Koenzim Q 10 eksikligi ROS artis1 ile

paralel bulunmus (38). Yani koenzim Q10 antioksidan etkisiyle 6n plana ¢gikmaktadir.

Her ne kadar yesil ¢ay antikanserojen olarak bilinse de, yani kanser hiicrelerinde hiicre
canliligm1 azaltiyor. Yesil ¢ay normal hiicrelerde hiicre canliligini artirirken, kanser
hiicrelerinde hiicre canliligini azaltmaktadir. Polifenon 60 hiicre nekrozunu azaltiyorsa peki
kansere yol acar mi1? Bu da normal hiicre sayisina kadar artirip diistigli normale getiriyor
ancak kansere yol agmiyormus. Biz deneylerimizde mikroskop altinda bdyle malign
degisimler gormedik. Singh ve arkadasi; EGCG’ nin B-katenin yolunu kullanarak hiicre
canlilig1 proteinlerini inhibe ettiginden bahsedilmektedir. B-katenin siRNA ile knockout
edildiginde hiicre canlilig1 artmaktaymis (39). Hipoksik hasar ile artan LDH diizeyleri yesil
cay ile azalmaktadir. LDH da bildigimiz gibi hiicre nekroza ugrayinca artiyor. Bir ¢alismada
da sican kardiyomyosit kiiltiirtinde hipoksi-reoksijenizasyon uygulaniyor. Yesil ¢ay 24 saat
preenkiibasyon+ 2-8 saat hipoksi siiresince enkiibasyon olarak uygulaniyor. LDH salmimi
yesil caymm dozuna bagimli olarak azaliyor. 5, 10, 25, 50 pg/ml degerlerinde yesil ¢ay
kullanilmis. Onlarda serumlu ortamda hiicre nekrozu olusturamamislar. Serumdan yoksun
brraktiklarinda nekroz olusmus. LDH artis1 hipoksi siiresiyle lineer iliski gosteriyormus.
Reoksijenizasyon ilave LDH artisina neden olmuyormus. Sadece 6nlem olarak degil iskemi
aninda da hipoksik hasar1 6nlemek i¢in kullanilabilir oldugundan bahsedilmektedir. Bizim
tezimizle en fazla ortiisen calisma olarak Bordoni ve arkadaslarmin ¢alismasini gosterebiliriz
(40). Bizimkinde hipoksi-iskemi modeli uygulanmisti. Hipoksi ile birlikte LDH’ da lineer
artis yasandi. Biz de 6zellikle 10 pg/ml yesil ¢ay inkiibasyonunda daha az olarak da 50 pg/ml
yesil cay da LDH da azalma bulduk. Yesil ¢ayin inkiibasyon siiresi 5 saat, es zamanli
inkiibasyon olarak uygulandi. Hipoksi-reoksijenizasyon ile smirli sayida 6rnekte LDH artis1
oldu ve en 6nemlisi hasar aninda etkiliydi. Hasar modelinde hasar tipi ile yesil cay es zamanl
uygulandi. Bir bagka renal epitel hiicre kiiltlirlinde yapilan ¢alismada da hipoksiye maruz

kalan hiicrelerden LDH salinimu artiyor. Yesil ¢ay bu salinimi inhibe ediyor (41). Koenzim
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Q10’ da (hipoksi+iskemi) hasarinda hiicre nekrozunda azalma bulamadik. Bilakis yiiksek
dozu (100 uM) hiicre nekrozunu artirtyordu.

Yesil ¢ay kardiyoprotektif bir cok 6zellige sahiptir: Anti-oksidan 6zelliginin yan1 sira, metal
iyon selatlayicisi, PAF (platelet aktive edici faktor) ve ADP inhibisyonu, PDGF beta reseptor
inhibisyonu, damar gevsetici, tromboksan inhibisyonu, SOD (siiperoksit dismutaz) artirilmas,
eNOs indiiklenmesi, LDL ve VLDL oksidasyonunun azaltilmasi gibi baska olumlu etkileri de
mevcuttur (42). Biz de yesil cayin hem anti-oksidan 6zelligini, hem (hipoksit+iskemi) hasari

sonrast hiicre canliligini artirmasi yoniiyle kardiyoprotektif 6zellikte oldugunu kanitladik.

Koenzim Q10’ un ise kalp yetmezligi, kardiyomyopati, anjiopektorisde kullanimindan
bahsediyor. ATP iiretimi, antioksidan ve membran stabilize edici etkisi (+).LDL yapisinda
bulunarak oksidasyonunu azaltiyor. Hafif GIS yan etkisi var ve SGOT ve LDH’ 1 artirtyor
(42). Biz de koenzim QI10’un antioksidan etkisini ve (hipoksi+iskemi) hasarina ek olarak
LDH’1 artidigin1 bulduk. Yesil ¢cay ve koenzim Q10 i¢in buldugumuz uygunsuzluk polifenon
60’ da daha ¢ok olmak tizere uzun siire inkiibasyonda yiiksek dozda artan oksidan etki, ve
koenzim Q10°da yiiksek dozda olusan hiicre nekrozuydu. Bu oOzellikler de gerek
kardiyomyopatide gerekse miyokard enfaktiisii sonrasi doku alaninda olusan debrisin

makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilmasida olumlu etki gosterebilir.
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6 SONUC VE ONERILER

In vitro hipoksi+ iskemi modelinde; fizyolojik dozda EGCG (200 uM) ve Koenzim Q10’un
(10 uM) hiicreleri oksidan hasardan korudugu, gene fizyolojik dozda EGCG (200 uM) ve

Polifenon 60’ (10-50 pg/ml) hiicre nekrozunu 6nledigi bulunmustur.

° EGCG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10; insan koroner arter endotel hiicrelerini; in
vitro ortamda hipoksi-reoksijenizasyon ile olusturulan, ROS hasarindan korumaktadir.

° EGCQG, Polifenon 60 ve Koenzim Q10; insan koroner arter endotel hiicrelerini; in
vitro ortamda hipoksi-reoksijenizasyon ve hipoksi ile olusturulan hiicre nekrozundan
korumaktadir.

Konuya baglarken belirledigimiz 2 hipotezimiz dogrulanmaistir.

Myocard infaktiisiiniin deneysel bir modeli olan ¢alismamizda EGCG ve Polifenon 60 ve
Koenzim Q10 tedavide kullanilabilir. EGCG; 300 pL, Polifenon 60; 200 uL, Koenzim Q10;
100 pL... i¢inde olacak durumda ilag dozu belirlenebilir. EGCG 8 saattebir, Polifenon 60 12
saattebir, Koenzim Q10 24 saattebir alinabilir. EGCG 1.5 giin, Polifenon 60 3.5 giin alinip bir
doz atlanip 2 doz daha alinacak, Koenzim Q 10, 7 giin alinip 1 giin arayla tek doz alinip, tek
dozla bitirilecek. Bu kalp krizinin tedavisidir. Sikisma sonrasi kalbe kan gittikten sonra

uygulanir.
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Degisik Dardarda Etanol ve Aspirinin Birlikte
Kullammnumn Rat Bevin Sinaptosomlan zerine (lan
in Vitre Etkisi ve Betginin ©las: Keruvoen Roliiniin
Arastmlmuas:

[brahim SOGUT*, Giingdr KANBAK

Eskigehir Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Bivokimya
Ana Bilim Dal
Fonnil: J’bmhinr..wgm‘{@gmaﬂ_mm

Bu cahgmadn, defisik dozlarda etanol ve aspirinin birlikte
kuliammunm rat beyin sinaptoromlan tizering olan m vitro
etkisi ve betainin olast koruyueu yolu aragtmldr. Bu ama-
gle yirmi bir adet Sprague Dawley cinst erkek albino rat
dekupite ediferek dldinildi. Frontal koreksleri (dn beyin)
ubndikton sonra her dn beyin dort parcaya bilimdi. Bu doku
omeklerinden on dirt grup elugturuldu ve her bir grop alt
edet an bevin parcas igenyordu (n=6). Sinaptozomal frik-
siyonlar in beym parcalermin bomojentzasyon ve santrifiip
asamalan sonrasimda elde edildi. Emanol (50, 100, 200mM),
aspirin { 100ug/mi) ve betamnin (0.5, lmM) varhgmds inkiibe
edilen sinaptozamal fraksiyonlarda siyalik asit (SA) ve mink
oksit (NO) ditrevleni ile adenozin deaminaz (ADA) aktivi-
teleri dlgiildin.

Farkl akut dozlards in vitro olamk uygulanm emnol dozs
hagh olarak rut bevin sinaptozomlan rermde nérotoksik
ethi ghstermektedir. 00mM ve 200mM dozlarda uygulanan
etunal, SA pammetresinde gasterildizi gibi sinaptozomal
zorlarda basar yaratsbilmektedir. 200mM dozda uygulanan
etanal, MO ve ADA parametrelerinin gésterdii gibi fonksi-
yonel metabolik vollurde defisimlere sehep olmaktadir.
Buna bagh olarak #ards protein vapidaki reseptir ve envim-
terin fonksivonlan borulabilmektedir. 100pg/ml dozda aspi-
rin, SA ve NO ditzeylerinde herhang) bir degisikhae neden
olmamstir. Etanol e aspirin | | pg'ml) beraber uvgulandig
zaman ologan hasar etanol doruna bagh olarak SA ve NO
diizeylerinde toksik etkiyi arbrabilmektedir, Betanin ise
dozn bagh olamk aspirin ile etanolim birlikee kullanmmyla
wrtan sitotoksiteyi szaltnbilecegim dilgimiyone.

{21 Nintional 8

The Effects OF Using Ditferent Doses OF Ethanol And
Aspirin Together On Rat Brain Synaptesomes And The
Probable Proteetive Role OF Betaine

Ibrahim SOGUT*, Gungor KANBARK

Esksehir Osmangazi University, Medicine Fakulty. Bio-
chemisiry Department
Fennail: J’bmhinr..wgm‘{@gmaﬂ_mm

This study deals with the in vitro effects of different doses
of ethanol when it is used with aspinn on rat brain synapto-
somes a5 well a5 the possible protective pathway of betaine.
With this aim, twenty one male albino ruts of Spraque Daw-
ley type are killed by decapitution. After the frontal contexes
of the rats are taken out, esch of them ts divided mbe four
pieces. Fourteen growps of which including 6 frontal cortex
pieces each ure generated from these tissue spmples {n=6).
The synaptosomal frections are propared by the homogeni-
zation of the frontal cortex pieces and centnfugation. Siahc
acid {SA), mitric oxide (MO levels and adenosine deeminase

Turk J Biockem, 200%; 34 {5}
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{ADA) activities of synaptosomal fractions incubated with
ethanol (30, 100, 200mM), aspirin (100pgml) and betaine
(0.5, lmM}) are recorded.

In wvitre admimstration of different doses of ethanol have
neurotoxic effect on et brain synaptosomes. 100mM- and
200mM ethanel, as 1t 15 shown in the SA parameter, might
cuuse damage at synaptosomal membrane and alzo adminis-
tration of 200m* ethenol may result in fimctional changes
at metabolic pathways, which is shown by the KO und ADA
purameters. Due to these changes, the siructure and ns @ re-
sult of this, the function of the receptors and enzymes may be
disrupted. The administration of 100pzml aspirin does not
cpuse any change at SA gnd NO levels, When ethanol and
aspirin ( 100pz'ml) are applied together, the toxicity at SA
and NO levels might increase according to the doses of ethn-
nol. On the other hand we think that betsine may decrease
the cytotoxicity that is capsed by the wsage of ethanol and
aspirin, together,

Yesil Cav ve Kocnzim QL0 un insan Koroner
Arter Endotel Hiieresi
Hipuoksik Hasarma Koroveen Etkisi

Biireda ¥ AZICT, Gill GUNER'

1 Dakuz Eviil Universitesi Tip Fakiltesi Aragnrma
Laboratuvar: {ARLAB), fzmir
2 Dakuz Evitil Universitesi Saglk Bilimieri Enseitiism, fzmir
3 Dakuz Eviiil Universitesi Tip Fakiiltesi Bivokimya
Anabilim Daly, fzmir
pureda. yazicii@den. edu.ir

Insan koromer arter endotel hiteresinin (HCAEC) hipoksik
hesan kalp enfuktiisiinde oldugu gib kalbin en sik girilen
putolojisidic. Epigalloketesin-3-gallat (EGCG) vesil gayimen
fazln bulunan (%660} bilesenidir, . Polifenon 60 {PA0); 15e
yegil gayin kuteginlenmin kombinasyommu igermektedin. Bir
bu maddelerin (EGCG, Po0, CoQ110); HOCAEC' ni hipoksik
hasardan koruyup konemadi@m aregordik.

HCAEC Cambrex ve Promocellden tedank edild. Hipoksi
odacigy, %l oksijen ssturasyoou elde etmek igin %295 N2-
%S5 CO2 tle havalandinldiBinnet protokolde 0-4-16-30
saat nommokst ve hipokst uygulandi. Her ik durumda op-
timem {dHisiik serum igenkli ortam) kullamldr, [kinci profo-
kolde 2-5-8 sast normoksi ve hipoksi wvguland:. Mommoksik
siiregte optimem faket hipoksik siiregte glukor voksunlugu
do olosturmak igin fostat temponlo tuz (PBS) Rullandd,
Clgiineii protokolde 5 swat normoksi ve hipoksi wyguland
ve hpokst boyunca hiicreler EGOG (50- L00-200-500 pM),
Pl (10-50-100-500 pe/ml) ve CaQdli {10-50-100 pdd) ile
inkiibe edildi.

Optimem kullambdiiin zaman 0,4-16-30 sast normokst {ort
alamaisitotaksisite ] 96,3.77-6.84-13.3%) ve hipoksi (orial
ama¥isitotoksisite ] 96,260,500, 7.68) laktat dehidrojenaz
{LDH) % sitotoksisitesinde ertisa neden oldu, Mommokst ve
hipoksi siresinin artinimas: sadece hipoksik gropda degl
normaksitk durumds da yiksek LDH' a neden oldu. MNor-
moksik grupda optimem hipoksik grupds PBS kullamidizn
wnman, 2-5-8 saat kipoksi (%66.80-10,13-7.89) ayn siredeki
normaksive (%01.47-3.45-3.73) gire yiksek LDH" a neden
obdu. EGCG (50-100-200pM ) ve P60 (50 pgiml) ile 5 saat
inkiitbasyon LDH" ¢ diistizdii. CoQ10 LDH" & etki etmedi.

hittpetiwwrw. Turk FBachemcom
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EGCG ve P60 HCAEC" nin hipoksik hasanndan koruyucw
ethiye sahiptir.

Protective Effect of Green Tea and Coeneyme
Q1 to the Hypoxic
Injury of the Human Coronary Artery Endothelial Cell

Pureds ¥ AZICI'?, Gul GLINERW

I Dok Eviud University School of Medicine- Research
Labaratory (ARLAE), Izmir
2 Dakuz Evlul University Health Sciencies Institute, lzmir
3 Dokuz Evinl University School af Medicine Biochemistry
Dieparinieni, fzmir
pureda. vazicimdew edu. v

Hypoxiz of the humen coronary artery endothelial cell
(HCAEC) is the most seen pathology in the heart mimicking
myocard mfarcts Epigallocatechin-3-gallaie (EGCG) is the
most shundant  component (3660) of green tea. Polyfenon
A0 (P60Y; myelves the combination of green tea catechins,
We investigated if this components (EGCG, Pat, CoQ)110)
can improve the HCAEC from hypoxic mjury.

HCAEC is supplied from Cambrex and Promocell. Hypoxic
chamber is aerated with %695 N2- %5 (02 for forming %l
satumtion of oxygen. In first protokol (0-4-16-30h normoxia
and hypoxia is applied, In both cases optimem (low serum
content media) is used. In second protokol 2-5-8h nermoxia
and hypoooa 15 apphed. In normoxic peniod  optimem but in
hypoxic period for forming also glucose deprivation phos-
phate buffered saline (PBS) are used. In third protokol Sh
normoxia end hypoxia is spplied and during the hypoxia
cells are incubated with EGOG (50-100-200-500 pbd), P60
(10=50-100-500 pe/ml} and CoQ 10 (10-50-100 phi).

When optimem is used 0,4-16-30h normoxia (mean®ocvio
toncicity | 96,3, 77-0.84-1339) and  hypox  (mean®hcyviot
oxteityl 96,260,500, 7.68) caused to increase in LDH %
cytotoxicity.. Enhancing the normoxic snd hypoxic period
caused to high LOH but not onby m vpoxic group but elso
in normaxic condition. When optimem 15 used i normoxic
group and PBS is used in hypoxic group 2-5-8h hvpoxia
(%6 B0-10.13-7.89) caused to high LDH according to the
same time normoxia (%1.47-3.45-3 731 5h incubation with
EGCG (50-100-200pM) end PGO (30 poiml) reduced LDH.
Coi}10 at any dose has no effect on LDH.

EGCG and Palt have got protective effect from hypoxic -
jury of the HCAEC,

Tk J Biochem, 200%; 34 {3}

&9

573

Travmatik Beyvin Hasarinda, Dl Akt Alkol
Titketiminin Sistein Proteaz Aracilh Apopioz ve Nitrik
Oksit Uizerinde Naroprotekeif Etkisi

Giingir KANBAK", Karm KARTEKAYA',
Ea OZCELIK!, Ahmet Bursk GUVENAL?
Sibel Canbazr KABAY? Gul ARSLANY
Romazen DURMAZ?

I Osmangazi Universitesi Tip Fakilltesi Bivokimya
Anabilim Dali
2 Ommarngazi Clniversitesi Tip Fakiltesi Norogirurfi
Anabilim Dalr
3 Duminpanar Universitesi Tip Fakitltesi Narolaji Anakilin
Daly
4 Osmangazi Universitesi Saglic Hizmederi Meslek Yiiksek
Heeadu

Traymatk diamlerin yans direkt olomk beyin hasarr 1le
tligkilidir, Travmatik beym hasan sonres: hiicre Gliimiinin
basit mekuanizmast tam olarak anlasilamamstr, Biz bu
cabgmada travmatik bevin hasarmds, sistein protear aracih
nironal apopiozs ve mink oksit{MNO) retimi fmeninde
akut 1limh alkol tiketimimin{2.5 gkg) etkisini sragtrmayn
amagladik.

Bu gahsmads Sprague-Dawley cmst 200-250g agirhinnda
24 rat kullandik ve 4 grup elusturduk; kontrol, alkal, travima
vie travme+alkol grubu, Tom ratlann beyvin dokularmds kas-
par 3 enzim aktivites, katepain L ve NO ditrey berim algtiik
Travma grubumun kaspaz 3 eneim sktivitesy( 10.24+ 4.54)
kontrol  grubu(2.53+ 0.71) ile karsslagtmldi@inda dnembi
miktarda arth{p=0L,001}. Travma grubunun kaspaz 3 enzim
abctivitest, alkol grubuf2 312 044} ile karsilaghnidigmda
imemli bir arbg ghsterdi(p<0,001). Alkol+travma grubun-
daki kaspaz 3 enzim aktivitesi diiecyi(5.1%: 2.88), travma
grubuna gire azaldp=01,05). Travma grubundaki ketepsin
L aktivitesi{4.152 3,13} kontrol grubundan( i 134 0.47)
daha vitksek bulunduip=0.05). Alkol+travime grubundaki
katepsin L aktivitesi ciizeyi{ 280+ 1.50), twvma grubuna
gire szaldy  fakar alkol+travma grebu ile travma grubo
arpsmds Gnemli bir farkhhk gizlenmediip=0.05), Kontrol
grubu((.354 0.07) il kemplastnldiimds, alkol +travima
grubunun MO diizey( 0,18+ 008) araldp=<t,001 }. Travima
erub( (.27 0.028) dle karmilastinidipmda,  tmavma-+alkol
gubumun NO difzeyi azaldi(p=0,05]. Alkol grubuyla((l.29+
0L08) karmlagtnidi@gnda, allkol+iravma grubu NO- ditzey
wealkdhip= 0.05).

Cahsmamizda sundufumuz bivokimyasal bulgular 1limb
alkol tiketimimin trevmatik beyin hassan sonmasinda hilcre
fliimii trenndeki favidal etkilerini ghstermektedir.

hizpziwrwer, Turk! Bioches.com
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P-0&8
in Galatin Antioksidan Ve Prooksidan. Polifenon 60°m Prook-
sidan, Koenzim ('nun Antioksidan Etkisi

Piireda YAZICL, Giil GONER-AKDOGAN

Dakuz Eviiil Universitesi vari (ARLAB), fzmir
pureda yazicifidew. edu ir

Bunm‘;u.rrnaduhnm Koroner Arter Endotel Hijere Kl rde(HCA]:C)h:p)km—
=i 3 hussay ol ek farkh dozlardaki epigaliok galat (EGCG),
Polifenon 60 ve Koenzim Q10 un etkisi lgikdi I-Ilpukm -reoksijenizasyon dncesi
maddelerle 2 sant preenkiibasyon olarak uygulandsfnda ethi olugmad: (p=00.05). 24
suat preenkibasyon olamak uygulanchiinds 62.5 pgrml Polifenon 60'm prooksidan
ethisi orteyn gkt (p=0.029). 24 saat enkiibasyon hi i beraberinde u Emda
EGCG'nin disiik dozlarmda 200-500 yuM antioksidan ctki (p=0.021}, Polifenon
60" yiltksek dorumda 1000 pgriml prooksidan etk (p=0.034), Koenzim @ 10° da
m::i'lfﬁkduzdn 10 pM antioksidan etki ortays qakh (p=0.034). Inkibasyorun 24
24 suafi hipoksi ile eg zpmanh enkitbesyon olarak toplam 48
saat uygu]andigmdu EGCG de etki orfaye gikmazken, S00- 1000 pgriml Polifenon
6l prooksidan etk gisteritken (p=0.042, 0.034), 5 yM Koenzim O 10 antioksidm
etki gasterdi. Sonuy olaruk EGOG 24 santte frryolojik dozds antioksidan etk gésterdi
ve daha kise siredi inkiibasyonda etk olugmads. Deha uzam stirels mkiibasyon ise ne-
oksijenizagyon sirmsinde ortama verilen okstjenin olugturduin atkali ortam nedeniyle
EGCG" nin otoksid neden olerak, oksidan etkiyi artmanak antioksiden ct-
kiyi bloklach. EGOG deki galloil gruplan antioksidan ctkiden sorumlu tutnhiyor. Poli-
femon 60)'da daha diigiik dimeyde gulloil grsbu oldugumdan highir kosulda antioksidan
etk olusmarken inhihm}fﬂn st'l'nsi uzndhka prooksidan etid belinmmiest. Koenrim
Q10 ise difer ikisi suda bu kloroformada czimndigi etki duha geg
olusarak ancak 2448 saat inkiibasyonda anticksidan :du olarak kendini gésterdi.

P-O88

| he I:ﬂm l‘.}fﬁmlnillm And Prooxidant Eplgnllmmhln—c:llnn
henon 60 And Antiexidant OF C Q10

P Polyp!

Pureda YAZICL Gul GUNER-AKDOGAN

Dokuz Evlul University Medical School Research Laboratary ( ARLAB). Dokuz
Eyiul University Medical Schoal

In this research in Human Coronary Artery Endothelial Cell (HCAEC), hypoxis-re-
oxygenation injury formed and m different doses the effect of epigallocatechin-gallat
{EGCG), polyphenon 60 and coenzyme (3 10 is measured. Before hyposia-reoxygen-
atien 2 hours as preincubation applied the effect didn’t formed with the ¢

{p=0.05). When 24 hours as preincubation epplied the proaxidant effect of 62,5 pgriml
pol Gﬂlssb:ensam(FﬂDQQ]. When 24 hours incubation is applied together

with the hypoxia in low deses of EGCG (200-300 pM) antioxidant effect (p=0.021),
im high dose of palyphenon 60 (1 000 pgriml) prooxidant effect (p=0.034), as also in
coenzyme Q10 in low dose (10 pM) antioxidant effect is appeared (p=(.034). Incuba-
tion which 24 hours as preincubation and 24 hours simultane with i

with 48 hours is applied when no effect has been seen in EGOG, 500- 1000 pgriml
polyphenon 60 shows proooidant effect (p=0.042, 0.034) and 5 pM coenzyme Q3 10
shows antioxidant effect. As a result; when EGCG in 24 hours in physiologic doses
shows antioxidant effect and any effect dida't formed in shorter mcubation. Longer
time incubation because of alkalic conditon formed i realised oxygen in reoxygen-
ation period caused to otooxidation of EGCG; induced oxidant effect and blocked
antioxidznt efffect. Galloil groups in EGCG is responsible for the antioxidant effect.
And becanse low content of gallodl groups in polyphenon 60 in neither condition an-
tionidant effect formed and also prooxidant effiect is clarified after time passes i in-
cubation. . And also in o ) 10, the two other com dissalved n water
but coeneyme Q 10 s dissolved in cloroform the effect is later formed in 24-48 hours
imcubation and the antioxident effect showed itself.

T 1 ackem, 3016 35653
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P-i86

Reoksijenizasyon Stresinin Uzatlmas: Resktif Oksijen Radikali Ditzevi
Artigs ile Paraleldir

Piireda ¥ AZICT

Dotz Evliil Universitesi Aragtirma Laboranwvar: (ARLAB), fzmir
pureda yazici@den. edu.tr

Bu gahsmads Insan Koroner Arer Endotel Hilere Kiiltirimde (HCAEC) wyguls-
nan hipoksi-reoksijentzasyonum reaktif oksiten radikali (ROS) dieeymi defastinp
degigtirmedigini girmek amaglanmgtr.

HCAEC'de; epigaliokategin-galat (EGCG), Polifenon 60 ve Koenzim € 10 ile 2 sant
siireyle nkitbasyon uygulanms evdndan 6 sast hipoksi ve swastyla 1-4- 18 saat reok-
sijenizasyona mamz brakifmgter. EGOG; yegil caym igeriginde %660 olarak en fa-
in bulunan bilegenidir, Polifenon 60 ise tim yesil ¢ay bilegenterinm bir kemgamadir.
Hipaksi igin hipoksik kabin (%495 N2, %5 CO2), reoksijenizasyon igin (%95 hava,
%5 C02) CO2 mkitbatérii kul]mlnusm.

Bu maddelerin farkh dozlanyls (EGCG-50, 100, 200 1M Polifenon 60:31.25, 625,
125 pgrml, Knﬂ\z:m Ql&lﬁ A0 pM_! yupiiall 2 spat mkithasyon sonrasmda aym
doz grubunda Tec I ROS dizeyl arti ile paralel
bulimmugtur. 31.25 pgr'm] Polifenon 60 grubunda 1§ saat reoksijenizasyon, | saat
reoksijenizasyondi daha yiksek ROS diizeyberine neden olmugtur (p=0.029), 62.5
periml Polifenon 60 grubunda 4 saat ve 18 ssat reokstjenizasyon, | sant reoksijeni-
rasyondan daha yitksek ROS dizeylerine neden nlnm.slm' (p=0.029, p=0.02%). 125
pgriml Polifenon 60

4 sant ve |8 saat reoksij 1 saat reoksijeni-
rasyondan deha yvitksek ROS dizeylerine neden olmugtur (p=0029, p=005: ll};lM
Koenzim (10 grubunda 18 saat recksijentrasyon, | ssat reoksi) y

yiiksek ROS diizeylerine neden olmustur (p=0.029).
S‘.ou:u;: elz.na.k giiyle saylenebilin, hipoksi siresinden bugm:uzlz olarak, HCAEC' de
siiresi wzndikga ROS ditzeyi 4

P-U86

Enh The B 1on Period is Parallel with The Reactve Oxygen

Species Induee
Pureds Y AZICI

Dokuz Eytul University Medical School Research Laboratory (ARLAB), Izmir
pureda. vazicifden. edu.tr

In this work; to see the changing at reactive axygen radical (ROS) level m Human
Coronary Artery Endothelial Cell (HCAEC) which is hypoxia-reoxygenation per-
formed is aimed.

HCAEC is incubated for 2 hours in Epigallocatechin-gallat (EGCG), Polyphenon 60
and Coenayme ) 10 and later & hours hypoxia and by the way 1-4-18 hours reoxy-
genation. EGCG, is the most sbundant component (% 60) of green tes. Polyphenon
60 is the mixed of all green tea components. Hypaxic chamber (%95 N2, %5 CO2)
fir hypoxia snd for reaxygenation (%95 air, %5 C02) CO2 incubator is used,
After 2 hours incubation with different doses of components (EGCG:50, 100, 200
1M: Polyphencn 60:31.25, 62.5, 125 pgriml, Coenzyme QLO:10, 50 M), in same
dose group enhancing the reoxygenation period is paralel with the ROS induce. In
group of 31.25 pgriml Polyphenon 60, 18 hours reoxygenation is more than | hour
reoxygenation ROS induce (p=0.029). In group of 62.5 pgr/ml Polyphenon 60, 4 and
18 hours reox ion is more than | hour reaxygenation ROS mduce (p=0.029,
p=0.029). In group of 125 pgriml Polyphenon 60, 4 and 18 hours reoxygenation is
more than | hour reoxygenation ROS induce (p=0.02%, p=0.05). In group of 10 pM
Coenzyme Q10; 1§ hours reoxygenation is more than | hour

reoxyzenation ROS mnduce (p=0.029).

As a result we can say that separated from hypoxic period; in HCAEC when reoncy-
genation period gets longer ROS level is induced.

Tk 1 Wackem, 30110; 5505
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