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Oz

Amac

Kemoterapotik ilaclar kanser hicrelerinin ortadan
kaldiriimasinda etkili iken ayni zamanda saglikli hiic-
relerde de hasar olusturabilmektedir. Bu calismada,
bugday cimi (Triticum aestivum L.) ekstraktinin fenolik
bilesen iceriginin analizi ve bu ekstraktin kemoterapo-
tik tedavide kullanilan sisplatin ve etoposid’in saglikh
hiicrelerde olusturdugu DNA hasarina karsi etkisinin
belirlenmesi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem

Cimlendirilmis bugdaylarin metanol ekstrakti hazirla-
narak HPLC (yuksek performansh sivi kromatografi-
si) ile fenolik bilesen analizi yapildi. Bugday ekstrakti
konsantrasyonuna bagl hiicre canlilik testi uygulana-
rak IC,; (Yari maksimum inhibitor konsantrasyonu) ve
LD,, (ortalama olduricl doz) degerleri hesaplandi.
Belirlenen bu konsantrasyon degerleri ile hiicreler in-
kibe edilerek DNA hasari varliyi Comet metodu ile
degerlendirildi.

Bulgular

Fenolik bilesen analizi sonucunda p-hidroksibenzoik
asit en yiksek miktarda, o-kumarik asit ise en diistuk
diizeyde tespit edildi. Lenfosit hiicrelerine uygulanan
farkli konsantrasyonlardaki bugday cimi ekstrakti,
etoposid ve sisplatin icin degerler sirasiyla IC, =204,6
ug/mL, LD, =15,84 pg/mL ve LD, =24,51 pg/mL ola-

rak bulundu. Comet analizi sonucunda kontrol grubu-
na kiyasla, etoposid LD, ve etoposid LD_+bugday
¢imi ekstraktl IC_, grubu istatistiksel olarak anlam-
I bulunurken (p<0,05), etoposid LD, ve etoposid
LD, +bugday c¢imi ekstrakti IC_, grubu arasinda is-
tatistiksel olarak anlamhlik bulunamadi (p>0,05). Bu
sonuca benzer olarak kontrol grubuna kiyasla, sispla-
tin LD, ve sisplatin LD, +bugday ¢imi ekstrakti IC_,
grubu istatistiksel olarak anlamh bulunurken (p<0,05),
etoposid LD, ve etoposid LD, +bugday ¢imi ekstrakti
IC,, grubu arasinda istatistiksel olarak anlamllik sap-
tanmadi (p>0,05).

Sonug

Calismamizda bugday ciminin etoposid ve sisplatin
nedeni ile olusan DNA hasarinda azalmaya neden ol-
dugu gorilmis olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmamistir.

Anahtar Kelimeler: Bugday c¢imi, Comet metodu,
HPLC, MTT

Abstract

Objective

While chemotherapeutic drugs are effective at elim-
inating cancer cells, they can also damage healthy
cells. The aim of this study was to analyze the phe-
nolic component content of wheatgrass extract (Trit-
icum aestivum L.) and to determine the effect of this
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extract against DNA damage caused by cisplatin and
etoposide used in chemotherapeutic treatment in
healthy cells will.

Material and Method

Sprouted wheat methanol extract was prepared and
analysis of phenolic components was performed by
HPLC (high performance liquid chromatography).
IC,, (half maximal inhibitory concentration) and LD,
(median lethal dose) values were calculated by ap-
plying a cell viability assay based on wheat extract
concentration. Cells were incubated at these deter-
mined concentration levels and the presence of DNA
damage was assessed by the Comet method.

Results

As a result of the phenol component analysis, p-hy-
droxybenzoic acid was determined in the highest
amount and o-coumaric acid in the lowest amount.
The values for wheatgrass extract, etoposide and
cisplatin at different concentrations applied to lym-
phocyte cells were found to be IC_=204.6 pg/mL,

Giris

Kanser tedavisinde birgok farkli segenek mevcut ol-
makla birlikte her gegen giin tedavi yontemlerine bir
yenisi daha eklenmektedir. Kemoterapi, kanser hiic-
relerinin biyime ve ¢ogalmalarini engelleyerek, on-
lari ortadan kaldirmayi hedefleyen gucli ilaglarin kul-
lanildigi bir ydntem olup kanser tedavisinde oldukga
yaygin olarak kullaniimaktadir (1). Bu yéntemde kul-
lanilan ilaglar kimyasal yapilarina ve vicuttaki meka-
nizmalarina goére siniflandirimaktadir.

Sisplatin, mesane, kan, meme, servikal, dzofagus,
bas ve boyun, akciger, yumurtalik, testis ve sarkom
gibi insan kanserlerinin tedavisinde yaklasik 50 yildir
kullanilan ve klinik olarak oldukga etkili kemoterapdotik
ajanlardandir. Ancak ciddi yan etkileri nedeniyle klinik
pratikte kullanimi sinirliik gostermektedir. Sisplatin
kanser hucresi tarafindan alindiktan sonra hicresel
makromolekiillerle etkilesime girer ve sitotoksik etki-
lerini bir dizi biyokimyasal mekanizma yoluyla DNAya
baglanarak gerceklestirir. Bu baglanma ile DNA sente-
zi ve hiicre buytumesinin inhibisyonuna yol a¢ar. Birin-
cil molekuler etki mekanizmasi, lipid peroksidasyonu
yoluyla reaktif oksijen tirlerinin (ROT) Uretilmesinden
kaynaklanan apoptotik yollarinin indiiklenmesi, cesitli
sinyal iletim yollarinin aktivasyonu, p53 aracili hicre
dongusundn durmasi, pro-apoptotik genlerin/protein-
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LD,,=15.84 ug/mL and LD50=24.51 pg/mL, respec-
tively. As a result of comet analysis, it was found
that etoposide LD., and etoposide LD, +wheatg-
rass extract IC_, group were statistically significant
(p<0.05), compared to the control group, there was
no statistical significance between etoposide LD,
and etoposide LD, +wheatgrass extract IC,, group
(p>0.05). Similar to this result, cisplatin LD,;, and
cisplatin LD, +wheatgrass extract IC50 group were
found to be statistically significant compared to the
control group (p<0.05), while there was no statistical
significance between etoposide LD, and etoposide
LD, +wheatgrass extract IC,, group (p> 0.05).

Conclusion

Although wheatgrass was observed in our study to
cause a reduction in DNA damage caused by etopo-
side and cisplatin, no statistical significance was
found.

Keywords: Comet method, HPLC, MTT, Wheatgrass

lerin yukari regiilasyonu ve proto-onkogenlerin ve an-
ti-apoptotik genlerin/proteinlerin asagi regilasyonu ile
iliskilendirilmistir (2-4).

Etoposide klinik olarak kullanilan bir diger kemote-
rapotik ajandir. Kliniklerde yaygin olarak kullanilan bu
ajan akciger ve meme kanseri, lenfoma, I6semi gibi
¢cok sayida kanserin tedavisi igin kombinasyon ke-
moterapilerinin temel ve énemli bir parcasidir. Etopo-
sid hucrelerde bir Topoizomeraz Il (TOP2) inhibitori
olarak gorev yapmaktadir. Bu inhibisyon, etoposidin
anti-kanser mekanizmasi olarak kabul edilir. TOP2
(alfa ve beta izoformlarr), DNA replikasyonu sirasinda
Uzerinde olusan dugumleri diizenleyen, eksik ve fazla
sarilmasini dizenleyen enzimlerdir. TOP2 enzimleri-
nin inhibitdrd olan etoposid, DNA Uzerinde ¢ift sarmal
kiriimalarina neden olarak yapisinda bozulmalara ne-
den olur. Bu yapilarin hiicrelerde birikmesi sonucunda
apoptotik mekanizma tetiklenir. Bdylece kanser teda-
visinde butunleyici bir rol oynar. Genel olarak, TOP2
enzimleri gecici bir TOP2-DNA bdélinme kompleksi
(TOP2cc) olusturur ve islem tamamlaninca bu yapi
ayrilir. inhibitorler, TOP2 ile etkilesime girdiginde ise
DNA molekdllerini baglama yetenegini inhibe ederek
veya enzim aracili DNA parcalanma oranini arttirarak
¢ift zincir kingi birikimine yol agar. Zamanla bu cift zin-
cir kiriklari tamir edilemezse hiicre apoptoz stirecine
dogru ilerler (5, 6).



Kanser tedavisi farkli kemoterapétik ajanlarin hiperpro-
liferatif 6zellikte olan hicrelerin yani sira, normal hiic-
relerin de birgok yonden toksik olarak etkilenmesi ile
yonetilmektedir (7). Kanser hastalari arasinda tamam-
layici tip yéntemlerinin kullanimi yaygindir ve kullanim
orani her gecen giin artmaktadir. Hastalarin bu sece-
negi standart onkoloji tedavilerine bir 'alternatif' olarak
mi yoksa ek olarak mi kullandiklari agik degildir (8).

Bugday ¢imi (Triticum aestivum L.) ekstraktinin saglhkh
ve hasta kisiler tarafindan besin takviyesi olarak tiike-
timi oldukca yaygindir. Bunun nedeni diger besinlerin
yani sira bugday ¢iminin yiuksek konsantrasyonlarda
vitamin, mineral, klorofil ve enzimler de dahil olmak
Uzere ¢ok etkili bir saglik besin maddesi icermesinden
kaynaklanmaktadir. Bugday ¢imi yerylziinde bulunan
102 elementten 98'ini iceren bir besin kaynagidir. Bu
sayede vicuttan toksinleri bir miknatis gibi ¢ekme
Ozelligine sahiptir (9). Yiksek miktarda klorofil icerigi
sayesinde ise kanserojenlerin metabolik aktivasyo-
nunu engelledigi ve bagisiklik sistemini giclendirdigi
bildirilmektedir. Bugday ¢iminin, ROT’u hidrojen perok-
site ve oksijen molekiline donistirme potansiyeline
sahip siperoksit dismutaz (SOD) ve sitokrom oksidaz
gibi antioksidan enzimler icerdigi bilinmektedir. Bu sa-
yede DNA hasarini dnleme ve onarmada etkilidir (10).
Fenolik bilesikler, oksidatif stresin etkisini tersine gevi-
ren ve cesitli dejeneratif hastalik ve bozukluklarin insi-
dansini azaltan bugday ¢iminin bir baska ilging bilese-
nini temsil eder (11). Apigenin, kersitin ve luteolin gibi
yiiksek biyoflavonoid konsantrasyonu, bitkiye énemli
antioksidan aktivite kazandirir. Demir, fosfor, mag-
nezyum, manganez, bakir ve ¢inko blyuk miktarlarda
bulunur. Bugday cimi, diger diyetlerde gorilmeyen 20
farkli amino asit ve yiizlerce enzime sahiptir. Ayrica
yiiksek miktarlarda E vitamini, C vitamini, karoten ve
tokoferolleri de igerir (9). Genel olarak, bugday ¢imin-
deki biyolojik olarak aktif bilesikler, kardiyovaskiler
hastaliklarin, Ulseratif kolit, talasemi, karaciger hasari,
diyabet, kanser ve alerjinin iyilestiriimesine ve 6nlen-
mesine de katkida bulunur (12).

Bu ¢alismada, bugday ¢im ekstraktinin fenolik bilesen
iceriginin analizi ve kemoterap6tik tedavide kullanilan
sisplatin ve etoposid’in insan lenfosit hicrelerinde
olusturdugu DNA hasari Uzerindeki etkilerinin belir-
lenmesi amaclanmistir.

Gerecg ve Yontem

Bugday Cim Ekstrakti Hazirhgi ve

Fenolik Bilesen Analizi

Bu calismada, ¢imlendirme ve ekstraksiyon yodnte-
minde bazi modifikasyonlar uygulanarak asagidaki
adimlar takip edilmistir (7, 13).
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Organik bugday taneleri (Triticum aestivum L.) igeri-
sindeki istenmeyen yabanci maddelerden temizlenip,
distile su ile yikanarak hacminin yaklasik 3 kati kadar
su icerisinde 8-10 saat boyunca bekletildi ve suyu si-
zlldikten sonra yikanarak petri kaplarinda kurutma
kagitlar arasina yerlestirilmis bir sekilde su ile islatila-
rak 20+2°C’de, 10 giin boyunca ¢imlendirilmesi takip
edildi ve tohumlarin kurumamasina 6zen gdosterildi.
Bugday cimleri taze sekilde kesilerek 15 gr olacak se-
kilde tartildi ve distile su ile yikandi. Daha sonra lze-
rine 120 mL metanol (Merck, Alimanya) eklenerek ho-
mojenize edildi ve ultrasonik banyoda 1 saat boyunca
bekletildi. Ekstrakt Whatman 1 nolu filtre kagidindan
stzulip 40°C’'de evapore edildi. Ekstrakt evapore
edilmesinin ardindan igerisine 5 mL metanol ekle-
nerek ¢oziinmesi saglandi. Cdzinen bu karisimdan
HPLC analizi 20 pl kullanildi. Fenolik bilesik icerikleri-
nin tespiti icin 278 nm dalga boyu, 0,8 mL/dk akis hizi
ve Agilent Eclipse XDB C18 (4,6x250 mm) (5 ym) ters
faz kolonu kullanildi. Kolon sicakhgr 30 °C olarak be-
lirlendi. Ayirma, bir gradyan programi kullanilarak ikili
¢ozuculer sistemi ile gerceklestirildi. A ¢ozeltisi ylizde
Uc asetik asit ve B ¢ozeltisi metanol icermekteydi.

Hicre kulttrd icin metanol ekstraktinin evapore edil-
mesinin ardindan, tartilan 0.4 gr kuru ekstrakt, RPMI
1640 (Biological Industries, Beith Haemek, Israil) ile
dilie edilerek farkli konsantrasyonlarin hazirlanmasi
saglandi.

Kan Orneginin Eldesi

Calismada 26 yasinda kadin gonulli yer almistir. Go-
ndllindn katihm kriterleri arasinda sigara icmemesi, 6
ay slre boyunca radyasyona maruz kalmamis olmasi
(radyolojik gorintileme gecirmemis), dizenli olarak
gida takviyesi ve herhangi bir medikal ila¢ kullanma-
masi ve bilenen bir rahatsizli§i olmamasi kriterleri yer
almaktadir. Calismaya katim saglayan goniilliden
lityum heparinli tiplere (vacu  SEL, Tirkiye) 20 mL
kan 6rneg@i alinmistir. Calisma Helsinki Bildirgesi ku-
rallarina uygun olarak hazirlanmistir. Bu ¢alisma Zon-
guldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan onay alinarak yapilimis-
tir (02.11.2022-2022/19).

Lenfosit Hiicrelerinin Eldesi

Lenfositlerin eldesi i¢in kan drnekleri ilk islem olarak
1:1 oraninda RPMI 1640 ile karistirildi. Daha sonra
bu karisim tekrar 1:1 oraninda olacak sekilde yavasca
histopak-1077 (Sigma-Aldrich, isvicre) izerine eklen-
mis ve 2000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santrifij islemi
yapildi. Alinan lenfosit tabakasi yeni tlpler igerisinde
RPMI 1640 medyumu ile homojen hale getirilerek
2500 rpm’de 4 °C’'de 5 dakika santrifj islemi uygu-
landi. Santriflj sonrasi stpernatant kisim uzaklasti-
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rilarak bu asama tekrar edildi. Elde edilen hicrelerin
canlihg tripan mavisi kullanilarak %98 oraninda belir-
lenmistir (14).

Hiicre Kiilturii

Elde edilen lenfosit hiicreleri 96 kuyucuklu mikropla-
kalara 1x10* hicre/kuyucuk olacak sekilde eklendi.
Hucre kultird ortami RPMI-1640, penisilin (100 U/
mL), streptomisin (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) ve %10 fetal bovin serum (FBS) (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, USA) icerecek sekilde hazirlan-
di. Bu medyumda hticreler 37°C’de 5% CO, iceren ve
nemli ortamda 24 saat kultire edildi (15).

Lenfositler’lere Farkli Konsantrayonlarda
Bugday Cimi Ekstrakti, Etoposid Ve Sisplatin
Uygulanmasi

Hucrelerin inklibasyonundan sonra kuyucuklara bug-
day ¢imi ekstraktindan 39.05, 78.1, 156.25, 312.5,
625, 1250, 2500 pg/mL, sisplatin'ten (Kogak Farma,
Turkiye) 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL,
etoposid’den (Kogcak Farma, Tirkiye) 11.71, 23.43,
46.87, 93.75, 187.5, 375, 750, 1500 pg/mL ve negatif
kontrol gruplari olacak sekilde uygulandi. Her kon-
santrasyon olasi bir hatayi engellemek lzere ¢ tek-
rarli olarak calisildi. Hicrelerin ekstraktla ve ilaglarla
37 °C’de 5% CO, iceren ve nemli ortamda 24 saat kiil-
tur edilmesini takiben son konsantrasyonu 0.5 mg/mL
olacak sekilde MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dife-
niltetrazolyum bromiir) soliisyonu eklendi. Mikropla-
kanin 4 saat 37 °C’de 5% CO, iceren etuvde inki-
basyonu sonrasi inverted mikroskop altinda hticreler
incelendi. Daha sonra tim medyum alinarak 200 pL
DMSO eklendi. Mikroplate okuyucu ile 570 nm’de ab-
sorbans degerleri 6lctldi (16).

Comet Yoéntemi

Comet uygulamasi Singh et al. (1988) referans alinip
(14) ve bazi adimlarin modifikasyonlari ile asagidaki
sekilde uygulandi;

Comet calismasi icin kullanilan tim kimyasallar aksi
belirtiimedikge Sigma-Aldrich olarak kullanimistir.
Elde edilen lenfositlerden olusturulan ¢alisma grupla-
r; bugday ¢imi IC_; ve etoposid LD, konsantrasyon
degerleri, bugday ¢imi IC_, ve sisplatin LD, konsant-
rasyon degerleri, negatif ve pozitif kontrol olmak tze-
re 96 kuyucuklu mikroplakalarda 1x104 hiicre/kuyu-
cuk olacak sekilde 1 saat 37 °C’de 5% CO, iceren
etlivde inkiibe edildi. Pozitif kontrol gruplari sisplatin
ve etoposid icin belirlenen LD, konsantrasyon deger-
leri kullanilirken, negatif kontrol grubu i¢in higbir etken
madde olmadan hucreler inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler 4 °C, 2500 RPM’'de 10 dakika santriftijlene-
rek slipernatant kisim uzaklastirildi ve bu asama PBS
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(fosfat tampon tuzu) ilave edilerek tekrarlandi. Yika-
ma sonrasi hiicreler 37 °C’'de yaklasik 1 saat bekle-
tildi. Daha 6nceden hazirlamis oldugumuz %0,7’lik
disik erime noktali agarozdan 100 pL (Fisher Scien-
tific, Massachusetts, ABD), hiicre slispansiyonun-
dan 20 pL karistildi. Bu karisim yine daha 6nceden
hazirlanan %1 normal erime noktali agaroz (Serva
Electrophoresis, Almanya) lzerine yayildi. Lamlar 4
°C’'de 60 dakika boyunca; pH: 10, 2,5 M NaCl, 100
mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, %10 DMSO ve %1 Triton
X-100 olarak hazirlanmis lizis tamponunda bekletildi.
Sirenin tamamlanmasi sonrasinda lamlar; pH: 13,
300 M NaOH, 1 mM EDTA olacak sekilde hazirlanmis
soguk elektroforez tamponunda karanlik ortamda 30
dakika boyunca bekletildi ve sonrasinda 4 °C'de 30
dakika boyunca 25 V'de elektoforez islemi uygulan-
di. Elektroforez islemi ardindan lamlar noétralizasyon
tamponu ile yikandi. 20 pg/mL etidyum bromir ile bo-
yanan lamlar Zeiss Imager Al floresan mikroskobu ve
Zeiss Axiocam lcc 1 kamera ile rastgele segilen 50
hicrenin fotografi cekildi. OpenComet programi ile
fotografi ¢ekilen hiicrelerin DNA hasar tespiti gergek-
lestirildi. DNA hasari parametresi olarak kuyruk DNA
ylizdesi kullanildi.

istatistik Analiz

Elde edilen sonuclar SPSS v20 programinda one-way
Anova (Tukey) kullanilarak istatistiksel olarak deger-
lendirildi. Sonuclar ortalamatstandart hata olarak ve-
rildi. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi. Konsantras-
yon-canhlik grafigi, IC_, ve LD, degerleri GraphPad
Prism 5 programi ile normalize edilerek belirlendi.

Bulgular

HPLC analizine ait standart ve numune kromatogram-
lari sekil 1'de gosterilmistir. Analizi yapilan 22 adet
fenolik bilesen sonuclari Tablo 1'de verilmistir. Calis-
ma sonucumuzda p-hidroksibenzoik asit en yiksek
miktarda, o-kumarik asit ise en dusik dizeyde tespit
edilmistir.

Konsantrasyona bagh olarak htcrelerin canlilik de-
gerleri hesaplanmis ve bugday cimi ekstrakti icgin
IC59;204,6 ug/mL, etoposid igin LD, =15,84 ve sispla-
tin icin LD,,=24,51 pg/mL olarak bulunmustur. Sonug-
lara ait grafik sekil 2'de gosterilmistir.

Comet analizinde lenfositlere farkli dozlarda uygu-
lanan; kontrol grubu, bugday ¢im suyu (IC,)) grubu,
sisplatin (LD,,) grubu, sisplatin (LD, ) ile bugday ¢im
suyu (IC,) grubu, etoposid (LD,) grubu, etoposid
(LD,,) grubu ile bugday ¢im suyu (IC_)) grubu yer al-
maktadir. Gruplar istatistiksel olarak karsilastirildigin-
da kontrol ve bugday ¢im suyu arasinda, etoposid ve



Tablo 1 Fenolik bilesen analiz sonuclari
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Fenolik Bilesenler Triticum aestivum L. (pglgr) Fenolik Bilesenler Triticum aestivum L. (nglgr)
Gallik asit * Sinapinik asit *
Protokatesik asit * Benzoik asit *
Katesin & o-kumarik asit 0,8
p-hidroksibenzoik asit 75,5 Rutin *
Klorojenik asit 41,2 Hesperidin *
Kafeik asit R Rosmarinik asit 1,5
Epikatesin * Eriodictiol 2,7
Siringik asit * Sinnamik asit *
Vanilin * Quercetin *
p-kumarik asit 1,1 Luteolin &
Ferulik asit * Kamferol *

*:tespit edilemedi.

B
I 2 ()

Iigallk asit, 2;protokatesik asit, 3:katesin, 4p-hidroksi benzoik asit, Sklorojenik asit, 6 kafeik asit, 7:cpikatesin, 8smnga asidi
9:vaniln, 10p-kumarik asit, 11 ferulk asit, 12:sinapinik asit, 13-benzoik asit, 14:0-kumarik asit, 15utin, 16 hesperidin,
17 xosmarinik asit, 18-eriodictiol, 19:sinamik asit, 20-quercetin, 21 huteolin 22 kamferol

B mmow

1718

0 50 80 70 80 min

4:p-hidroksi benzoik asit, Sklorojenik asit, 10:p-kumarik asit 14:0-kumarik asit, 17rosmarinik asit, 18:eriodictiol.
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Sekil 2:
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Log [Sisplatin] (ug/mL)

A. Standart kromatogrami. B. Numune kromatogrami. Hicre canlilik (%) - konsantrasyon egrisi

etoposid ile bugday ¢im suyu grubu arasinda, sispla-
tin ve sisplatin ile bugday ¢im suyu arasinda istatis-
tiksel olarak anlamlihk bulunamazken (p>0,05), kont-
rol grubuna karsi sisplatin grubu, sisplatin ile bugday
¢im suyu grubu, etoposid grubu, etoposid ile bugday
¢im suyu grubu arasinda, bugday ¢im suyu grubuna

karsi sisplatin grubu, sisplatin ile bugday ¢im suyu
grubu, etoposid grubu, etoposid ile bugday ¢cim suyu
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlihk saptandi
(p<0,05). Comet analizine ait sonuglar sekil.3'te gos-
terilmistir.
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Kuyruk DNA Yiizdesi Verileri (Sisplatin)
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Comet analizine ait veriler

Tartisma

Bu calismada, bugday ¢im ekstraktinin fenolik bilesen
iceriginin saptanmasi ve bu ekstraktin kemoterapétik
tedavide kullanilan sisplatin ve etoposid’in insan len-
fosit hicrelerinde olusturdugu DNA hasarini tizerinde-
ki etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Bugday cimi sularinin bilesimi ve fizikokimyasal 6zel-
likleri, dzellikle bitki rengi, kuru maddeler, ¢ézintr
katilar, proteinler, toplam fenolikler ve flavonoidler,
C vitamini, antioksidanlar ve mineral icerigi gibi 6zel-
likler acisindan dénemli dlctide degisiklik gosterebilir
(17, 18). Bugday c¢imi sularinin bu 6zellikleri, kullani-
lan bugday cimi tird, genetik, agronomik ve cevresel
kosullar, pH, 1sik yogunlugu, 1siga maruz kalma tird,
sicaklik ve bitki tarafindan kdkler yoluyla emilen mine-
raller gibi cesitli faktdrlerden etkilenir (18).

Fenolik bilesikler flavonoidler ve fenolik asitler olarak
siniflandirilir. Yapilan calismalarda bugday cimi su-
yunda tanimlanan fenolikler bilesenler; katesin, epi-
katesin, rutin, kuersetin, izokuersetin, apigenin-7-glu-
kozit, apigenin, viteksin, izoviteksin, kaempferol,
luteolin, pirogallol, krizin, vanilik asit, ellagik asit, gallik
asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit, genti-
sik asit, siringik asit, ferulik asit, klorojenik asit, p-ku-
marik asit, kafeik asit, skopoletin, sinapik asit ve ros-

S2

marinik asit olarak belirlenmis. Ayrica polifenolik 6ncl
bilesik olan sinamik asit ve resveratol de bulunmustur
(11, 19-24).

Bu calismada bugday ¢imine ait fenolik bilesenler;
p-hidroksibenzoik asit 75,5 pg/gr, klorojenik asit 41,2
ug/gr, eriodictiol 2,7 ug/gr, rosmarinik asit 1,5 ug/gr,
p-kumarik asit 1,1 ug/gr, o-kumarik asit 0,8 pg/gr ola-
rak bulunmustur.

Bugday ciminden elde edilen metanol ekstrati ile
Hep2 hicre hattinin 48 saat kiltire edilmesi ile ya-
pilan bir calismada IC,, degeri 200 pug/mL olarak bu-
lunmustur (25). Yapilan bir baska ¢alismada HL60 ve
kan htcrelerini bugday ¢iminin 0.5-17.5 pg/mL degi-
sen konsantrasyon ve 24, 48, 72 saat olarak kulttre
edilmis ve ¢alisma sonucunda herhangi bir sitotoksik
etki gorulmedigi bildirilmistir (16) .

Calismamizda bugday ¢iminin lenfosit hicreleri Gize-
rindeki IC,, degeri 204,6 pg/mL olarak belirlenmistir.

Sisplatin ile etoposid kombinasyonu bazi agresif kan-
ser turlerine sahip hastalar icin etkili bir tedavi secge-
negidir. Fakat hastalarda nefrotoksisite meydana gel-
memesi i¢in uygulanacak dozun iyi belirlenmis olmasi
gerekmektedir (26). Sisplatin ve etoposid ile yapilmis
olan calismalarda LD, ve LC_, degerleri farkli hiicre



hatlarinda ve farkli sirelerde kilttr edilmesi sonucun-
da farkli sonuclar elde edilmistir. Bunlardan bazilarini
ornek verecek olursak;

Renal hicreli karsinom kemoterapi direncli bir yapi-
ya sahiptir. Bu nedenle renal hiicre hattinda sisplatin
LD,, degeri 19,6 pg/mL olarak gorilmustdr. Bu hiicre-
lere NOX4 (siRNA) transfekte edildiginde LD, dege-
rinin 9,9 pg/mL'ye distigu ve boylelikle disik dozda
sisplatinin daha ¢ok etkinlik gdsterebildigi belirtiimistir
(27). Mirmalek vd. tarafindan MCF-7 hiicre hattinda
yapilan bir calismada sisplatin LD,, dederi 20 pg/mL
olarak bulunmustur (28). Gibb vd. tarafindan dort fark-
I hiicre hattinda yapilan calismada ise sisplatine ait
LD,, degerleri OVCAR-3, 5 ug /mL, SKOV-3, 5 pug/mL,
UL-1, 7 pg/mL, and UL-2, pg/mL olarak bulunmustur
(29). Hosoyamada vd. tarafindan yapilan bir baska
calisma da S3 hicre hattinin sisplatin ile 20 saat in-
kiibasyonunda LD, 12 pg/mL, 40 saat inkiibasyo-
nunda LD50: 2,55 pg/mL olarak saptanmistir. Ayrica
OMCD hiicrelerinde 40 saat inklibasyon sonrasinda
LD,,: 8,7 pg/mL olarak belirlenmistir (30). Sisplatin’in
HepG2 hucrelerine uygulandigi bir ¢alismada LD,
degeri 11,06 pg/mL olarak bulunmustur (31). HepG2
hicreleri ile yapilan calismalar incelendiginde sispla-
tinin sitotoksik dozlarinin daha yiksek oldugu belirtil-
mektedir (32).

Ornegin 0, 5, 10, 20, 40 ve 80 pg/mL konsantrasyon
araliginda sisplatin dozlarinin kullanildigi bir calisma-
da, yuksek dozlarin (40 ve 80ug/mL) HepG2 hiicre-
lerinde proliferasyonu ancak % 30—40 oraninda azal-
tabildigi belirtiimektedir (32). MCF-7 ve DA-MB-231
hicrelerinin degisen dozlarda etoposid ile 12 saat in-
kiibe edilmesi sonucunda LD, degeri 200 uM olarak
bulunmustur (33). Astrositom hiicre hatti ile yapilan
bir diger calismada 24 saat kdltiir sonucunda etopo-
sid’'in LD, degeri 75 pug/mL olarak bulunurken 24 saat
sonunda 40 pg/mL olarak bulunmustur (34). Calisma-
lar kemoterapi tedavisinin baslangi¢ sirasinda ya da
ilerleyen asamalarinda dolasimdaki lenfosit diizeyinin
azaldigini gostermektedir(35-39).

Sisplatin ve etopsosid ile yapilan hicre kaltird ¢alis-
malarinda hicrelerin bu ajanlarla olan etkilesim suresi
arttikga hicreler Gzerindeki toksik etkisi artmaktadir.
Bunun sonucunda bu ajanlarda daha az sure etkile-
simde bulunan hiicrelere ait LC ve LD konsantrasyon
degerleri yiksek bulunurken, sirenin artmasi ile bir-
likte LC ve LD konsantrasyon degerleri daha disuk
bulunmustur (30, 34, 40).

Calismamizda yapmis oldugumuz 24 saatlik hicre
kdltdra sonucunda etoposid’e ait LD, 15,84 pg/mL,
sisplatine ait LD,: 24,51 pg/mL olarak bulunmustur.

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakultesi Dergisi

Literatiirde yapilan diger calismalara kiyasla bizim
calismamizda bugday cimine ait IC, etoposid ve
sisplatin’e ait LD,, degerlerinin diger calismalar ile
benzer olmamasinin nedeni farkh hicre tirlerinde ve
farkli inkibasyon sureleri uygulanmasindan kaynak-
lanabilmektedir.

Cesitli ilag ve kimyasallarin hiicre toksisitesini 6lgmek
icin MTT, XTT, ATP gibi ¢esitli teknikler uygulanmak-
tadir. Bu yontemlere ilave olarak DNA tek iplik kingini
analiz etmeye yonelik olan ve klinik arastirmalarda
da yaygin olarak kullanilabilen bir ydontem olan Co-
met metodudur (41). Yapilan bir ¢calisma sonucunda
cisplatin LD, konsantrasyonu hicrelere uygulanmis
olup comet skoru 13,67+2,07 olarak bulunmustur
(31). Cin hamsteri yumurtalarina uygulanan etopo-
sid’'in meydana getirdigi DNA hasarini GC-MS/MS ve
Comet yontemi ile degerlendirme sonucunda; alkalin
Comet yonteminin DNA iplik kiriklarini saptayabildigi,
GC-MS/MS yodnteminin ise DNA lezyonlarini saptaya-
bildigini ifade etmislerdir. Ayrica bu iki ydntemin bir-
likte kullanilmasinin daha kullanisli olabilecegini de
belirtmislerdir (42).

Calismamiz sonucunda sadece sisplatin ve etoposid
uygulanan hucrelerin kontrol ve bugday ¢im suyu uy-
gulanan hicrelere kiyasla DNA kuyruk yilizdesinde
artis oldugu (p<0,05), sadece sisplatin ve etoposid
uygulanan htcrelere kiyasla, sisplatin ve etoposid ile
birlikte bugday ¢im suyu uygulanan hicrelerin DNA
kuyruk yuzdesinde anlamh bir azalmanin olmadigi
(p>0,05) bulunmustur.

Sonug

Bu calisma, bugday ¢imi ekstraktinin, etoposid ve
sisplatin kaynakli DNA hasari Gzerindeki etkisinin ba-
gisiklik sisteminde yer alan lenfosit hiicrelerinde ince-
lenmis olmasi nedeni ile diger calismalardan farklilik
gostermektedir. Bugday c¢imi, etoposid ve sisplatin
kaynakli DNA hasarinda azalmaya neden olmus an-
cak bu farkhlik istatistiksel olarak anlamli bulunma-
mistir. Tim bu degerlendirmeler sonucunda, calisma-
miz hastalarin demografik 6zelliklerinin géz 6niinde
bulundurularak genis 6rneklemle yapilmis klinik ¢alis-
malar ile desteklemesinin konunun aydinlatiimasinda
Onemli katkilar saglayacagi dusundlmistdr.

Cikar Catismasi Beyani
Herhangi bir ¢ikar catismasi yoktur.

Etik Kurul Onayi

Calisma igin Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip
Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay
alinmistir (02.11.2022 tarih ve 2022/19 sayil karar).
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Calisma Helsinki Deklarasyonuna uygun olarak ytirQ-
tiimastar.

Bilgilendirilmis Onam
Calismada yer alan tim bireylerden bilgilendirilmis
onam ve verilerin yayinlamasi i¢in yazih izin alinmis-

tir.

Finansman

Bu

arastirma, kamu, ticari veya kar amaci glitmeyen

sektorlerdeki finansman kuruluslarindan herhangi bir
finansal destek almamistir.
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