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Amacg: L929 fibroblast hiicrelerinde HO; etkisiyle olusturulan hiicre hasarmin bertaraf
edilmesinde oksiresveratroliin rejeneratif etkisinin degerlendirilmesi amaglanmuistir.

Gerec ve Yontem: Oksiresveratroliin total antioksidan seviyesi (TAS), total oksidan seviyesi (TOS),
oksidatif stres indeksi (OSI), toplam fenolik madde seviyeleri farkli derisimlerde élciilmiistiir.
Ofksiresveratrol fibroblast hiicrelerinde ICso degeri MTT yontemiyle belirlenmesinin ardindan 12.5
- 400 uM konsantrasyonlarinda H,0; ile meydana getirilen oksidatif stres hasarindaki rejeneratif
etkisi in-vitro ortamdaki  hiicre  proliferasyonunun  Slgiimii  xCELLigence  cihaziyla
gergeklestirilmigtiv. Ayrica hiicre hasarindaki yara iyilesme diizeylerini belirlemek amaciyla 3.125
- 25 uM derisimlerinde scratch analizi yapilmistir.

Sonug ve Tartisma: Oksiresveratroliin 0.5 mg/ml’de TAS degeri 3 +0.3 ve TOS degeri 0.77 £0.52;
(OSI) degeri 0.02 +0.09 olarak bulunmustur. Oksiresveratroliin 0.625 mg/ml den 10 mg/ml’ye farki:
dozlarindaki total fenolik madde (TFM) derisimleri diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona
daha yiiksek TFM ye sahip oldugu gozlemlenmistir. Oksiresveratroliin L929 fibroblast hiicreleri
ICso degeri 214.2 uM; H:02’e maruz birakilan L929 fibroblast hiicrelerindeki hiicre hattinda
oksiresveratrol 1Cso degeri 109.7 uM oldugu belirlenmistir.  Oksiresveratrolin 12.5 uM
konsantrasyonunun xCELLigence cihaziyla olgiilmesinde en fazia hiicre proliferasyonu
gozlenmistir. Scratch analizinde Hy0; ile hasarlanmig hiicrelerdeki 12.5 uM oksiresveratrol
konsantrasyonunda 24. Saat icin %62, 48. Saat icin %88 lik bir hiicre proliferasyonuyla diger
dozlardan daha fazla iyilesme gozlenmistir. 12.5 uM konsantrasyonu hem proliferasyon, hem de
scratch analizinde en etkili konsantrasyon oldugu belirlenmistir. Oksiresveratrol,;  diisiiK
konsantrasyonlarda gosterdigi antioksidan kapasiteyle H.O; araciligiyla meydana getirilen
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hiicresel hasarda, 1929 fibroblast hiicrelerini oksidatif stresten korur, fibroblast canliligina ve
migrasyona bir giic ¢arpami etkisi olusturur. Bu sonuglar oksiresveratroliin, serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu akut ya da kronik hastaliklarin engellenmesinde hiicre diizeyinde etkili
olabilecegini gostermigstir. Hiicre diizeyinde ger¢ekiestirilecek daha kapsaml ¢alismalar, in-vivo
calismalaria oksidatif stres kaynakli hastaliklarin tedavisinde oksiresveratroliin potansiyel bir
molekiil olabilecegi diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: Oksiresveratrol, OSI, TAS, TFM, TOS

ABSTRACT

Obijective: It was aimed to determine the regenerative effect of oxyresveratrol in eliminating the
cell damage caused by the effect of H,O; in L929 fibroblast cells.

Material and Method: Total antioxidant capacity (TAC), total oxidant capacity (TOC), oxidative
stress index (OSI), total phenolic substance levels of oxyresveratrol were measured at different
concentrations. After the 1Cso value of oxyresveratrol fibroblast cells was determined by the MTT
method, the regenerative effect on oxidative stress damage induced by H,0; at 12.5 - 400 uM
concentrations was performed with the XxCELLigence device to measure cell proliferation in-vitro.
In addition, scratch analysis was performed at concentrations of 3.125 - 25 uM in order to determine
the wound healing levels in cell damage.

Result and Discussion: The TAC value of oxyresveratrol at 0.5 mg/m/ was 3 = 0.3 and the TOC
value was 0.77 + 0.52; (OSI) value was found to be 0.02 + 0.09. It has been observed that the total
phenolic substance (TPS) concentrations of oxiresveratrol at different doses from 0.625 mg/ml to
10 mg/ml have higher TPS from low concentration to high concentration. Oxyresveratrol L929
fibroblast cells 1Csp value 214.2 uM; The ICsp value of oxyresveratrol was determined to be 109.7
uM in the cell line of L929 fibroblast cells exposed to H-O,. The highest cell proliferation was
observed when measuring the 12.5 uM concentration of oxiresveratrol with the xCELLigence device.
Scratch analysis showed a greater improvement than other doses, with a cell proliferation of 62%
at the 24th hour and 88% at the 48th hour at a concentration of 12.5 uM oxyresveratrol in H,O,-
damaged cells. The 12.5 uM concentration was determined to be the most effective concentration in
both proliferation and scratch analysis. Oxyresveratrol; with its antioxidant capacity at low
concentrations, L929 protects fibroblast cells from oxidative stress in cellular damage caused by
H.O,, and creates a power multiplier effect on fibroblast viability and migration. These results
indicate that oxyresveratrol; showed that it can be effective at the cellular level preventing of acute
or chronic diseases caused by free oxygen radicals. It can be thought that oxyresveratrol may be a
potential molecule in the treatment of oxidative stress-induced diseases with more comprehensive
studies to be carried out at the cellular level and in-vivo studies.

Keywords: OSI, oxyresveratrol, TAC, TPS, TOC

GIRIS

Canlilardaki homeostazinin degismesiyle serbest radikaller oksidatif stres meydana
getirmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT), yiiksek aktiviteye sahip molekiillerdir. ROT, 6ncelikle
mitokondride ve diger hiicre elemanlarindaki normal metabolik faaliyetler neticesi ya da iskemi,
reperfiizyon, yaslilik, radyoaktivite, oksijen basmci, inflamasyon, kimyasal etkenlere maruziyet gibi
sebeplerle olusmaktadir [1-3]. Oksidatif stres, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar,
ateroskleroz ve inflamatuvar bozukluklar vb. bir¢ok hastalik olusumuna sebep olmaktadir [4-7].
Oksidatif stresin azaltilmasinda antioksidanlarin 6nemli bir fonksiyonu vardir. Antioksidanlar; kansere,
diyabete, kalp-damar hastaliklarina neden olan ve asmr1 diizeyde reaktif olan serbest radikalleri
etkisizlestirebilen kimyasallardir. Organizmanin ihtiya¢ duydugu antioksidanlar endojen ya da eksojen
yollardan karsilanmaktadir. Eksojen yolla alinan fenolik bilesikler dogal antioksidanlardir ve fenolik
asit, flavonoid ve fenolik polimer bu grupta yer almaktadir [8]. Kronik dejeneratif hastaliklar, dzellikle
de kalp-damar hastaliklarina karsi polifenollerin koruyucu etkisini kanitlar nitelikteki caligmalar
artmaktadir [9,10]. Oksidatif stresin azaltilmasinda flavonoidler de kullamlmaktadir [11].
Flavonoidlerden biri olan oksiresveratrol, gidalarda bulunan bir dis antioksidan fenolik bilesiktir [12].

Oksiresveratrol, Artocarpus lakoocha’nin [13] 6z odununda, bundan iiretilen konvansiyonel ilag
'Puag-Haad'da [14] ve beyaz dutta [15] var olan mulberroside A'min aglikonunda vardir [16].
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Oksiresveratrol, kuvvetli tirozinaz inhibisyonu yapmakta ve melanom inhibisyonuna neden olmaktadir
[17]. Oksiresveratroliin; fotoprotektif aktivitesi, [18] prooksidan aktivitesi, [19] antiviral aktivitesi
[20,21], antiherpetik etkisi [22] in-vitro olarak gdsterilmistir. Ayn1 zamanda kuvvetli antioksidan,
antiinflamatuar, néroprotektif ve nérodejeneratif bozukluklar, kanserle miicadele tedavisinde aday ilag
olarak kullanimi tavsiye edilmektedir [23-26]. Calismamizda, oksiresveratroliin antioksidan ve oksidan
seviyesinin ve toplam fenolik igeriginin tespitinin ardindan hidrojen peroksitle olusturulmus 1929
fibroblast hiicrelerinde oksiresveratrolin MTT analizi ve xCELLigence cihazi araciligiyla hiicre
proliferasyonuna etkisi sitotoksisitesi; scratch analiziyle ise yara iyilesmesindeki rolii tespit edilmek
istenmistir.

GEREC VE YONTEM
Arastirma Kimyasallari

Dimetil Siilfoksit (DMSO) [Sigma-Aldrich]; Trypsi/EDTA(1X) [Gibco]; L929 Mediumu
[ATCC]; Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) [Lonza]; H:O. [Sigma-Aldrich]; 2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) [Sigma-Aldrich]; Tripan Mavisi(%0.5) [Sigma-Aldrich];
Oksiresveratrol [Sigma-Aldrich]; L-Glutamin [Gibco]; Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin(PSA)
[Lonza]; Fetal Bovin Serum (FBS)(%10) [Gibco]; TAS Assay Kit [RAD]; TOS Assay Kit [RAD];
Folin-Ciocalteu reaktif [Sigma-Aldrich] kimyasallar1 koseli parantez igerisinde belirtilen ticari
firmalardan temin edilmistir.

Hiicre Kiiltiirii Hazirhg

37°C su banyosunda hiicre hatt1 ¢6ziildiigiinde flakon su banyosundan ¢ikarilarak %70 etanolle
asepsi islemine tabi tutulmustur. Flakon igerigi 1000 rpm, 5 dk. santrifiij edilmis ve hiicre hatt1 15 dakika
inkiibe edilerek pH degeri 7.0 -7.6 araliginda olmasi saglanmustir.

Kiiltiir ortamu %0.25 Tripsin-0.53 mM EDTA ¢ozeltisiyle yikanmustir. Flakona Tripsin-EDTA
¢ozeltisi eklenmis ve hiicre tabakasinin dagilmasinda sonlandirilmistir. Yeni kiiltiir kaplari hiicre
siispansiyonuna uygun bi¢imde eklenmistir. Hiicrelerin ¢ogalmasinda flasklar %5 CO;, %90 nem,
37°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur. Her hafta 2-3 defa yenilenerek hiicre yogunluklar1 %85 iistiine
¢ikincaya dek siirdiiriilmiistiir. %89 DMEM; %10 FBS; %1 PSA besiyerleri kullanilmustir.

16’1 plate kuyucuklari en az mililitredeki hiicre sayilar1 1x10° olacak sekilde ekilmistir.
xCELLigence cihazindaki e-plate kuyucuklar: toplam hacimi 100 pl besiyerine denk gelecek sekilde
ekim gergeklestirilmistir. Herbir kuyucukta 1960 pl (hiicre ve besiyeri) + 40 pl oksiresveratrol
bulunacak sekilde hesaplanmustir. Herbir kuyucuk %5CO,, %90 nem, 37°C kosullarinda inkiibe
edilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra oksiresveratrol uygulanmustir.

TAS ve TOS Tayini

TAS soliisyonlar1 ve ornekler eklenerek 10 dakika sonra spektrofotometrik 6l¢iim yapilmustir.
Yontemin isleyisi; numunedeki antioksidanlar, soliisyonlardaki koyu yesil renge sahip 2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit (ABTSe+) katyonu indirgenip ABTS molekiiliine doniisiimiiyle tayin
edilmektedir. Yontemdeki kalibrasyon E vitaminine benzeyen ve “Trolox Equivalent” olarak
isimlendirilen stabil antioksidan standardiyla gerceklestirilmistir. Olgiimii gerceklestirilen TAS mmol
Trolox EQ/L seklinde verilmistir [27].

TOS soliisyonlar1 ve ornekler eklenerek 10 dakika sonra spektrofotometrik dl¢iim yapilmustir.
Yontemin isleyisi; numunedeki oksidanlarin analizdeki soliisyonlar1 Fe*? iyon komplekslerini okside
edip Fe* sekle doniisiimiiyle ilerlemektedir. Yontemin kalibrasyonu hidrojen peroksitle yapilip,
sonuglar pmol H-O; Eg/L ile ifade edilmistir [28].

OSI Tayini

Oksidatif yiik belirteci OSI; TOS sonuglarinin TAS sonuglarina boliimiiyle bulunur. OSI degerleri
asagida belirtilen formiille hesaplanmustir [29].
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Total Antioksidan Seviyesi

Oksidatif Stres indeksi =
Total Oksidan Seviyesi X 10

TFM Tayini

Folin-Ciocalteu (FC) yontemi; total fenolik madde miktar tayininde ¢ogunlukla kullanmilmaktadir
[30]. TFM olglilmesinde, Gallik Asit (GA) standardi kullanilmus; 0.625 - 10 mg/ml oksiresveratrol
konsantrasyonlarina denk gelen TFM bulunmustur [31]. GA, %70’lik metanolde 1 mg/ml ¢ozelti
hazirlanip; 8 mg oksiresveratrol 10 ml saf su i¢inde seyreltilmistir. 1:10 suyla seyreltilip FC reaktifi
hazirlanmistir. 7.5 g Na;COs, 90 ml su i¢inde ¢oziilerek suyla 100 ml’ye ulagtirilmistir. Oksiresveratrol
konsantrasyonlar1 tekrarli sekilde eppendorf tiiplerine eklenip iizerlerine, 125 pl FC reaktifi ilave
edilmistir. 5 dakika 30°C’de inkiibasyon sonrasinda karigim plate yiiklenmistir. Kuyucuklara 10 pl
Na,COs eklenip, 90 dakika 30°C’de inkiibe edilip ve 765 nm’de Olgiilmistir. TFM degerleri;
oksiresveratrol 6rneklerinin miligramm bagina miligram Gallik Asit Esdegeri (GAE) seklinde verilmistir.

MTT ile 1Cso Tayini

Calismamizda 0.4 mM H;O; ile hiicresel hasara maruz kalan 1929 hiicre hatlar1 {izerinde
oksiresveratroliin  2.5-1000 pM konsantrasyonlar1 zamana bagli ICsop degerlendirilmesinde
yararlamlmustir. 1Cso; H202 maruziyeti olan ve olmayan numunelerde ve farkli saatlerde belirlenmistir.
Hiicre hatlarina oksiresveratrol eklenmesinin ardindan, H>O>’e 3 saat maruz kalan hiicreler; plateleri %5
CO2’li, neme sahip atmosferde 37°C’de 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda ¢ikarilmustir.
Plateler; 24., 48. ve 72. saatlerde kuyucuklarin iistiindeki bolgeler uzaklastirilmistir. Sonrasindaki
islemler karanlikta yapilmustir. Kuyucuklara 100 ul MTT ¢ozeltisi ilave edilmistir. Hiicreler 37°C ve
%5 CO; kosullarinda 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibatdrden ¢ikan platelerin iizerindeki siipernatant
atilmustir. Hiicrelere 200 ul izopropilalkol eklenmistir. Spektrofotometrede Olgtimler 570 nm’de
almmustir. 1Csg degerleri GraphPad Prism7.0 programindan faydalanilarak bulunmustur.

xCELLigence Cihaz ile Hiicre Proliferasyon Tayini

XCELLigence Real Time Cell Analysis (RTCA) ile dlgiimde %5 CO2, %90 nem, 37°C sartlarmna
sahip inkiibasyon segilmistir. Once kuyucuklara 50 pl besiyeri eklenmistir. Ardindan kuyucuklarda
5x10° hiicre bulunacak bicimde 50 pl (hiicre+besiyeri) ¢ozeltisi eklenmistir. Stok oksiresveratroller
DMEM (%10 FBS-%1 PSA) karisimiyla dilie edilerek 12.5-400 puM konsantrasyonlarina
seyreltilmistir. Konsantrasyonlar 1Cso degerleriyle belirlenmistir. Hiicrelerin ekilmesinden 24 saat sonra,
plate tabanlarmna tutunmus hiicre ustiindeki siipernatant atilmus ve oksiresveratrol c¢ozeltileri
kuyucuklarda 100’er pl olacak sekilde eklenmistir. Kontrol grubu iginde ii¢ kuyucuk {izerine yalnizca
100 pl DMEM ilave edilmistir. Oksiresveratrol uygulandiktan 1 saat sonra H.O. (0.4 mM) herbir
kuyucuga uygulanarak hiicre hasari indiiklenmistir. Oksiresveratrol uygulanmadan 6nceki 24 saat ve
oksiresveratrol uygulandiktan sonraki 72 saatte kuyucuklarin hiicre canliligi ve proliferasyonu
XCELLigence RTCA sistem programiyla 15 dakika arayla ger¢ek zamanli empedans olgiimlerinin
alinabilecegi bigcimde ayarlanmis, 96 saatlik veriler kaydedilmis ve hiicre-zaman proliferasyonunu
gosteren Sekil 5°deki grafiklere ulagilmustir.

Scratch Tayini

L.929 hiicreleri, mikroplakalara her bir kuyucukta 1 ml besiyerinde 2x10* hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hicreler iki giin 37°C’de, %90 nemlilikte ve %5 CO;’de inkiibe edilmistir. Olympus CKX53
inverted mikroksopta incelererek hiicre yogunlugu %70-80’e ulastiginda kuyular 200 pl steril pipet ucu
vasitastyla kuyu tabanlarina birbirlerine paralel olacak sekilde aym yonde bosluk (yara) acilmugtir.
Kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirilmis ve PBS ile kuyucuklar 2 defa yikanmustir. 25-3.125 uM
oksiresveratrol, %10 FBS 1.929’da hazirlanmig ve yara agilan kuyulara 1 ml’ye tamamlanmigtir. Kontrol
icin bir kuyuya oksiresveratrol bulunmayan besiyerinden 1 ml ilave edilmistir. Sonrasinda kuyucuklarin
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goriintiileri kaydedilmis ve 0. saat, 24. saat, 48. saatteki mesafe goriintiileri kaydedilmistir. Yara
kapanma yiizdeleri asagidaki formiil araciligiyla hesaplanmustir [32].

Baglangigtaki hasarin mesafesi-t anindaki 6l¢tilmiis hasarin mesafesi
%Proliferasyon = X100
Baglangigtaki hasarin mesafesi

Istatistiki Analiz

Calisgmamiz sonucunda elde edilen verilerin istatistiki analizleri SPSS yazilimi (SPSS25.0 for
Windows, IBM Co. II, USA) araciligiyla yapilmigtir. ANOVA normal dagilimli serilerinde
uygulanmustir. Post-Hoc ve Duncan ¢oklu karsilastirma testlerinde uygulanmistir. Normal dagilimli veri
analizlerinde eslestirilmis 6rneklem t-Testi uygulanmis ve veriler ortalama =+ standart sapma bigiminde
sunulmustur. Istatistiki anlamlilik diizeyi p<0.05 degeri baz alinmustir.
SONUC VE TARTISMA
TAS, TOS ve OSI Analiz Verileri

TAS, TOS ve OSI verileri Tablo 1° de ve Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3’de belirtilmistir.

Tablo 1. Oksiresveratrole ait TAS, TOS ve OSI verileri

Korzsrﬁg}rﬁiyo” TAS (mmol/l) TOS (umol/l) osi
0.0001 0.17+0.03 0.39% 0.03 022+ 0.03
0.01 0.42 % 0.08 0.59 % 0.08 0.14 1 0.03
0.1 2.20%0.13 0.40 % 0.07 0.01 % 0.00
05 3.00 % 0.30 0.77+0.52 0.02 + 0.09
1.0 2.52+0.18 3.26 0.19 0.12 % 0.07
5 0.10 £ 0.09 22.96 £ 2.57 37.02:17

Veriler Ortalama = SD olarak belirtilmis ve analiz maddeleri 3 tekrarli galisilmustir (p<0.001).

35

2,5

1.5

TAS (mmol Trolox Eq/L)

0,5

0 1 2 3 4 5 6
Derisim (mg/ml)

Sekil 1. Oksiresveratroliin TAS degerlerinin konsantrasyonlara bagli degisimleri
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Sekil 2. Oksiresveratroliin TOS degerlerinin konsantrasyonlara bagh degisimleri
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Sekil 3. Oksiresveratroliin OSI degerlerinin konsantrasyonlara bagl degisimleri

TFM Tayini Verileri

Oksiresveratroliin seyreltilerek 10-0.625 mg/ml’ye degisen konsantrasyonlardaki TFM verileri
Tablo 2’de ve Sekil 4’de ise Gallik Asit Esdegeri (GAE) cinsinden degerleri goriilmektedir. Tablo 2’de
ve Sekil 4’de de gozlendigi gibi, oksiresveratroliin diigiikk konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona
dogru gidildik¢e daha yiiksek TFM'ye sahip oldugu gozlemlenmistir ve bu istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.001).

Tablo 2. Oksiresveratrol TFM igerigi

Oksiresveratrol Derisimleri Oksiresveratrol
(mg/ml) mg GAE/mg
0.625 3.50 + 0.08°
1.25 4,52 +£0.09°
2.5 4.90 +0.04°
5 5.68 +0.03°
10 6.77 + 0.052
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TFM (mg GAE/mg Oksiresveratrol)

10 mg/ml 5 mg/ml 2,5 mg/ml 1,25 mg/ml 0,625 mg/ml

Sekil 4. Oksiresveratroliin TFM igerigi (p<0.001).

MTT Tayini ICso Verileri

L929 hiicrelerinin 96 kuyulu mikroplakalara hiicre ekiminin ardindan 2,5 uM ile 1000 uM arasi
20 farkli oksiresveratrol derisimi ve kontrol olarak ise oksiresveratrol icermeyen besiyeri kullanilmustir.
24., 48. ve 72. saatteki deney gruplari olusturulmustur. Konsantrasyonlar tiger defa tekrarlanarak MTT
canlilik tayini 570 nm’de yapilmustir. Hiicre canlilik yiizdesi asagidaki formiille hesaplanmistir:

Ornegin Absorbansi
Hiicre canlilig: yiizdesi(%) = x 100
Kontroliin Absorbansi

1929 fibroblast hiicreleri MTT tayiniile ulagilan verilerle oksiresveratroliin; hem H>0,’e maruz
birakilan hem de H,O» maruz birakilmayan 1.929 hiicrelerindeki ICso degerleri bulunmus ve Tablo 3’de
belirtilmistir.

Tablo 3. ICsp degerleri

Zaman Oksiresveratrol(uM) Oksiresveratrol+H202(uM)
24. saat 151.2 101.7
48. saat 192.8 90.1
72. saat 214.2 109.7

ICso verileri; maddelerin maksimum biyolojik cevabinin yarisinin inhibe olmasini saglayan
konsantrasyonu ifade etmektedir. Arasgtirmamizda MTT tayinindeki hiicre canliliginin %50 oranindaki
dusiisii tespit edilmistir. Tablo 3’de hiicre hatlarina yalnizca oksiresveratrol ya da oksiresveratrol+H,O-
uygulandiginda elde edilen ICs verileri gozlenmektedir.

XCELLigence ile Proliferasyon Verileri

L.929 hiicre hatlarimin 72 saatte tiim birimlerdeki hiicre prolifererasyonu, hiicre empedans verileri
Sekil 5’de gosterilmistir. Hiicrelerin kuyucuklara ekiminden 24 saat sonra oksiresveratrol uygulanmustir.
1 saatin ardindan H;O’e maruz birakilarak hiicrelerde hasar olusturulmustur. Daha sonra 72 saat
hiicrelerin proliferayonu takip edilmistir. ilk 24 saatte, her ne kadar 400 uM, 200 uM oksiresveratroliin
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uygulamasinin kontrol grubuna gore proliferasyonu diisiirdiigii; 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5 uM
konsantrasyonlarinda proliferasyonu yiikselttigi goriilse de biitiin konsantrasyonlarda c¢ok fazla bir
degisiklik gdzlenmemis ve bu istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.001). Ikinci 24 saatte
konsantrasyonlardaki degisiklikler goriillmeye baslanmis; 400 pM, 200 pM oksiresveratrol
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére proliferasyon diismiis; 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5 uM
konsantrasyonlarinda proliferasyon yiikselmistir. Ugiincii 24 saatte konsantrasyonlardaki degisiklikler
daha da goriiliir hale gelmis; 400 uM, 200 uM oksiresveratrol konsantrasyonlarinda kontrol grubuna
gore proliferasyondaki diisiis ¢ok fazla degismemis; 100 uM, 50 puM, 25 uM, 12.5 uM
konsantrasyonlarindaki proliferasyonlardaki yiikseligler Oncekilere nazaran daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Arastirmamizda kullanilan en kiigiik konsantrasyona tekabiil eden 12.5 uM, 1929
hiicrelerdeki proliferasyonda en st diizeye ulagtirmis ve yiikselen konsantrasyona nazaran fibroblast
hiicre proliferasyonlarim ilerleyen zamana oranla diigiirmiigtiir.
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Sekil 5. xCELLigence 6l¢iim grafikleri (p<0.001).

Scratch Tayini Proliferasyon Verileri

L.929 hiicreleri mikroplakalara ekilmis ve 24 saat sonra mikroplak kuyucuklarina paralel sekilde
cizgiler yapilmistir. Dort ayr1 oksiresveratrol konsantrasyonu kullanilmis ve hiicrelerin degisik
zamanlardaki migrasyonlarmin mikroskobik goriintiileri Sekil 6’da sunulmustur. Hasarli hiicrelerde
degisik oksiresveratrol konsantrasyonu i¢in proliferatif davramslar: sunulmustur (Sekil 7, Tablo 4). 12.5
uM oksiresveratrol konsantrasyonu igin 24. saatteki %62, 48. satteki %88’lik hiicre proliferasyonuyla
oteki numunelerden daha yiiksek iyilesme goriilmistiir. Oksiresveratroliin 25 uM konsantrasyonu ise
24. saatteki %8, 48. satteki %41°lik hiicre proliferasyonuyla gérece daha diisik diizeyde bir
proliferasyon diizeyine ulasilmistir. Arastirmamizdaki tayin islemleri sirasinda istatistiki olarak
eslestirilmis Orneklem t-Testi’nden faydalanilarak istatistiki anlamlilik tespit edilmistir (Sekil 7,
p<0.01). 50 uM, 100 uM, 200 uM, 400 uM oksiresveratrol konsantrasyonlarinin yiikselisiyle beraber
hiicrelerdeki proliferasyon inhibisyona doniigmiistiir.
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Sekil 6. Scratch tayinindeki mikroskop goriiniimleri
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Tablo 4. Hasarli hiicrelerdeki proliferatif degisme

Derisim Oﬁsazztrtfnki 24@?2:&” 48H§Z‘:2ﬁki 24. Saatteki 48. Saatteki
(M) Mesafesi (um) Mesafesi (ium) Mesafesi (1um) Proliferasyonu (%) | Proliferasyonu (%6)
Kontrol 456.60 382.75 352.64 16.17 22.76
3.125 496.88 325.92 220.57 34.40 55.60
6.25 580.44 339.04 162.22 41.58 72.05
125 553.71 210.32 64.11 62.01 88.42
25 461.91 422.10 271.10 8.61 41.30
Proliferatif Degisim
120
100

: 5

. i I
* wll

Proliferasyon {%)

20 Kontrol 25um 12,5umM 6,25 UM 3,125 um
Derigim
W 24. Saat 48. Saat

Sekil 7. Oksiresveratroliin proliferatif degisimi

Aragtirmamizda farkli konsantrasyonlardaki oksiresveratroliin, H.O,’e maruz kalmasiyla
hiicrelerde hasar olusturulmus; 1929 hiicre hattindaki proliferatif, sitotoksik etkilerin kiyaslanmasi
hedeflenmistir. Yapilan arastirmanin birisinde; viral enfeksiyonda, yara iyilesmesinde olusan
inflamatuar yanit oksidatif stres diizeyinin indirilmesinin ilk emarelerinin antioksidan seviyesindeki
artig oldugu gozlenmistir [33]. Calismamizda da, yukaridaki ¢alismaya benzer bir yara iyilesme durumu
tipki enfeksiyon iyilesmesindekine benzer oksiresveratroliin antioksidan kabiliyetinden yararlanilarak
oksidatif stresin azaltilabilecegi diistiniilmektedir.

Bir baska arastirmada; TFM ile TAS degerleri arasinda dogru orant1 bulundugu ifade edilirken;
[34,35] bir bagka arastirmaci grubu ise TFM ile TAS arasindaki bagda dogru orantimin bulunmayacagini
belirterek ongoriilenden daha karmasik bir sitemi oldugunu belirtmislerdir [36,37]. Aragtirmamizda
oksiresveratroliin 10 mg/ml’den 0.625 mg/ml’ye kadar farklilasan konsantrasyonlardaki TFM igerigi
dusiik konsantrasyonlardan yiiksek konsantrasyonlara dogru daha yiiksek TFM'si gozlemlenmis, bu
istatistiksel olarak (p<0.001) ve ulasilan veriler TFM miktar1 yiiksek numunelerin yiiksek antioksidan
kapasitesi olacag1 goriisiine katki saglamaktadir.

Oksiresveratroliin literatiirde; TOS, TAS, OSI degerleri ¢alismamiz dncesinde arastirilmamustir.
Farkli bitkilerdeki arastirmalarda TAS verileri; Silybum marianum, Allium calocephalum, Rhus coriaria
var. zebaria, Mentha longifolia, Rosa canina, Salvia multicaulis ve T. spicata sirasiyla 5.767; 5.853;
7.342; 3.628; 4.602; 6.434 ve 8.39 mmol/l seklinde gosterilmistir. TOS verileri sirayla 12.144; 16.288;
5.170; 4.046; 6.294; 22.441 ve 6.53 pmol/l seklinde gosterilmistir. OSI verileri sirayla 0.211; 0.278;
0.071; 0.112; 0.138; 0.349 ve 0.07 seklinde gosterilmistir [38-43]. Arastirmamzdaki OSI verileri
yukaridaki arastirmalara nazaran daha diisik seviyede oldugu goézlemlekmektedir. Bu kapsamda,
oksiresveratrol yukaridaki bitkilere gore endojen antioksidan molekiillere karsi direncinin fazla
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oldugunu diisiindiirmektedir. Oksiresveratroliin; giiclii antioksidan olmas: diisiik OSI diizeylerine neden
oldugunu diisiindiirmektedir. Yukaridaki aragtirmalarla kiyaslandiginda oksiresveratrol i¢in TAS, TOS
degeri; S. marianum, A. calocephalum, R. coriaria, M. longifolia, R. canina, S. multicaulis, T. spicata,
B. rapa. vb. bitkilerden diisiiktiir. Arastirmamizda oksiresveratroliin 0.5 mg/ml derisiminde yiiksek TAS
degerine ulasirken; daha yiiksek deirsimlerde ise belkide yapisinda meta-hidroksi fonksiyonel grubu
barindirmasindan dolay1 TAS degerinde diisiis gozlenmistir. Oksiresveratrol konsantrasyon degisimiyle,
antioksidan nitelikten oksidan nitelige gegisi gortlmiistiir. Oksiresveratroliin 6zelligindeki bu degisim
molekiil yapisinda orto-hidroksi fonksiyonel gruba sahip olmayan oksiresveratroliin; ABTS radikalini
indirgeme yetenegi yukaridaki bitkilerden daha diisiik olabileceginin bir gostergesi oldugunu
diisiindiirmektedir. Arastrmamizdaki TOS ve OSI verileri ise yukaridaki arastirmalarla paralellik
gostermektedir.

Yapilan arastirmalarin bazilarinda, resveratroliin 1Csy degerinin 10 - 100 nmol/l oldugu ve bu
degerin kanserler arasinda farkli olabilecegini gostermistir [44]. Diger bir arastirmada; resveratroliin
ICs0 degeri, 24 saat inkiibasyonda 87.5 uM, 48 saat inkiibasyonda 85.5 uM konsantrasyonlarda oldugunu
gostermistir [45]. Arastirmamizda hiicre hattina sadece oksiresveratrol uygulandiginda; 1Cso degeri
sirayla 24 saatte 151.2 uM, 48 saatte 192.8 uM ve 72 saatte 214.2 uM bulunmus; H>O;’e maruz kalan
hiicre hatlarinda oksiresveratrol uygulandiginda, 1Cso degeri sirayla 24 saatte 101.7 pM, 48 saatte 90.1
uM ve 72 saatte 109.7 uM bulunmustur. Elde edilen veriler 1s18inda resveratrolle benzer 6zellikler
icermesi nedeniyle oksiresveratroliin de antikanserojen etkili olabilecegini diistindiirmektedir.

xCELLigence cihaziyla proliferasyon 6l¢iilmiinde; hiicre ekiminin ardindan 24 saat sonra H.O>’e
li¢ saat maruz birakilarak hiicreler hasarlanmis ve sonrasinda 400 uM, 200 uM,100 uM, 50 uM, 25
uM, 12.5 uM oksiresveratrol konsantrasyonlar1 L929 hiicre hatlarina uygulanarak 48 saat proliferasyon
takip edilmistir. 400 uM ve 200 pM oksiresveratrol uygulanmasi kontrol grubunda 48 saat
proliferasyonu diistirdiigli gézlemlenmistir. 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5 uM konsantrasyonlari kiyasla
diger yiiksek konsantrasyonlara nazaran oksiresveratrol uygulandiginda ise kontrol grubunda 48 saat
proliferasyonu yiikselttigi gozlemlenmistir. Arastirmamizdaki 12.5 puM konsantrasyonu, L929
proliferasyonunda en yiiksek diizeye ulastirmustir. 12.5 uM’lik konsantrasyon;, XCELLigence
cihazindaki dl¢limde ve scratch analizinde en yiiksek proliferasyonu olusturmustur.

Yapilan bir arastirmada; antioksidan 6zellikteki A. Speciosa uygulanan 1.929 fibroblast hiicreleri
3.125-1.56 ug/ml derisimlerinde proliferasyonun arastirmamizdaki gibi 72. saatte de devam ettigi
bulunmustur [46]. Arastiramizdaki 12.5 uM oksiresveratrol konsantrasyon yiiksek proliferasyonu isaret
ederek 1929 hiicre hatlarinda da uyumlu neticelere ulagilmistir. Bundan dolay1 da oksiresveratroliin de
resveratrol benzeri antikanserojen olabilecegi yeni aragtirmalarla desteklenebilecektir.

Duman’in yaptigi arastirmada, yara iyilesmesinde HECI1A hiicrelerinde D vitamininin
migrasyona etkisi alfakalsidoliin, kalsitrioliin yliksek konsantrasyonlari i¢in yara mesafesini ilk 24 saate
dustirmiistiir [47]. Pereira ve arkdaslarinin arasgtirmasinda; L. Pacari yapraginin HELp 0.1-0.03 mg/ml
konsantrasyonlarinda 1929 hiicre hatlarindaki migrasyonu hizli hale getirerek proliferasyonu arttirmigtir
[48]. Arastirmamizda da; 12.5 uM oksiresveratrol konsantrasyonunda 24. saatteki %62, 48. satteki
%88’lik proliferasyonla 6teki numunelerden daha ¢ok iyilesmeye sebep olmustur. 25 pM oksiresveratrol
konsantrasyonunda ise 24. saatteki %8, 48. satteki %4 1°lik proliferasyonla diger konsantrasyonlara gére
daha diistik proliferasyon diizeyine ulasilmstir.

TFM ile TAS arasindaki bag TFM igerigi yliksek numunelerin yiiksek TAS degeri olacagini
destekledigi belirlenmistir. Oksiresveratroliin sitotoksitite analizleriyle etkili konsantrasyonlari, 1Cso
degeri bulunmus ve elde edilen veriler oksiresveratrole antioksidan 6zellik yiikledigi belirlenmistir.

Arastirmamizdaki 12.5 uM oksiresveratrol konsantrasyonu; hem xCELLigence cihazi 6lglimiinde
hem de scratch analizinde en yiiksek proliferasyona ulastirmigtir. MTT hiicre canlilik analizlerinde ise
640 pM oksiresveratrol konsantrasyonu proliferasyonda daha yiiksek bir seviyeye ulastirmistir.
Proliferasyonlarin belirlenmesinde; anlik 6l¢iim alinabilmesi, kontaminasyon riskinin diisiik seviyede
olusu ve siirecin kontroliiniin miimkiin olusu sebebiyle xCELLigence cihaziyla tayinlerin ileride MTT
metoduna nazaran daha ¢ok kullanilabilecegini diistindiirmektedir. Bundan dolay1 da oksiresveratroliin
hiicre proliferasyonunda kullaniminda gerekli konsantrasyonlar1 daha ideal degerlerde
belirlenebilecektir.
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Oksiresveratroliin, 1.929 hiicre hatlarinda ROT olusturabilecek maddelerin toksisitesini
diistirmede yararlanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bunun olusturulabilmesinde sitotoksisitenin
meydana gelis siireglerininde incelendigi daha kapsamli aragtirmalara ihtiyag duyulabilecektir. Ayni
zamanda oksiresveratroliin antioksidan, oksidan &zellikleri in-vivo arastirmalarla desteklenmeli ve etki
mekanizmalar1 da aydinlatilmalidir. Oksiresveratroliin bu 6zellikleri; antioksidan yoklugunda meydana
gelebilen rahatsizliklar igin gelistirilecek kisiye Ozgii tedavilerde, bu tedavilere katki saglayan
tamamlayici terapdtik bir made olarak yaralanilabilecegi diistiniilmektedir.
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