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Galangin AML-12 Hiicrelerini Daktinomisine Bagh Gelisen
Hepatotoksisiteye Karsi Korur

Galangin Protects AML-12 Cells Against Dactinomycin Induced Hepatotoxicity
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0z
Amag: Bu calismanin amaci galangin (Gal) daktinomisin kaynakli hepatotoksisite tizerindeki etkilerini in vitro olarak incelemektir.
Gerec¢ ve Yontem: AML-12 hiicre hatti, kontrol, Gal, daktinomisin ve Gal+daktinomisin olmak lizere 4 gruba ayrildi. IC50 dozu tiazolil mavi
tetrazolyum bromid yontemi ile belirlendi. Glutatyon (GSH), stiperoksid dismutaz (SOD), katalaz, kaspaz-3 (Cas-3), Cas-9, apoptotik proteaz aktive

edici faktor 1 (Apaf-1), Bcl-2, Bax, p53, apoptoz baglayici protein inhibit6rii (smac/DIABLO), topoizomeraz (Top) | ve Top Il gen ekspresyonlari
Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu analizi ile incelendi.

Bulgular: Daktinomisin, oksidatif etkilere yanit olarak SOD, katalaz ve GSH ekspresyonunu artirdi. Gal+daktinomisin grubunda Gal uygulamasi,
antiapoptotik etkilerle Apaf-1 ekspresyonunu azaltirken, Bcl-2 ekspresyonunu artirdi. Daktinomisin grubunda DNA hasarina karsi savunma
mekanizmasi nedeniyle p53 seviyeleri artti. Gal, hasarli yapilari kaldirmak amaciyla smac/DIABLO ekspresyonunu artirdi. Gruplardaki Bel-2 ve smac/
DIABLO ekspresyon seviyeleri ters orantili idi. Gal+daktinomisin grubunda Top Il ekspresyon diizeyi, daktinomisin grubuna goére daha dusiik bulundu.
Bu durum, cift sarmal DNA hasarinin Gal tarafindan azaltildigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Daktinomisin, galangin, AML-12 hiicre hatti, hepatotoksisite, oksidatif stres, apoptoz

ABSTRACT
Aim: The purpose of this study was to evaluate the effects of galangin (Gal) on dactinomycin induced hepatotoxicity in vitro.

Materials and Methods: AML-12 cell line was divided into 4 groups as the control, Gal, dactinomycin, and Gal+dactinomycin groups. IC50 dose was
determined by the thiazolyl blue tetrazolium bromide test. Gene expressions of glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), catalase, caspase 3
(Cas-3), Cas-9, apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1), B cell CLL/lymphoma-2 (Bcl-2), Bel-2 associated X protein (Bax), tumor protein p53
(p53), second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding protein (smac/DIABLO), topoisomerase (Top) I, and
Top Il were determined with quantitative real-time polymerase chain reaction analysis.

Results: Dactinomycin elevated the expression of SOD, catalase, and GSH in response to oxidative effects. In the Gal+dactinomycin group, Gal
administration reduced Apaf-1 expression and increased Bcl-2 expression with antiapoptotic effects. In the dactinomycin group, p53 levels
increased due to the defense mechanism against DNA damage. Gal increased smac/DIABLO expression to remove damaged structures. Bel-2 and
smac/DIABLO expression levels in the groups were inversely proportional. In the Gal+dactinomycin group, Top Il expression level was lower than in
the dactinomycin group. This result indicated that double strand of DNA damage was diminished by Gal.

Conclusion: Gal protected against the hepatotoxicity due to dactinomycin with antioxidant and antiapoptotic effects. Further experimental studies
are needed to establish the use of Gal in liver damage.
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GiRiS
Daktinomisin, Streptomyces parvulus'tan tiiretilen, anti-
kanser aktivitesine sahip polipeptit yapisi olan sitotoksik
bir ilactir. Daktinomisin ¢ocuklarda Wilms tlimoriini tedavi
etmek icin kullanilir'. Daktinomisinin yaygin yan etkileri
arasinda  miyelostipresyon, mukozit ve hepatotoksisite
vardir'?, Daktinomisin radyasyon tedavisiyle birlestirildiginde
hepatotoksisite riski artar’. Daktinomisin tedavisi alan
bireylerin serumunda alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) dizeylerinin yiiksek oldugu belirlendi.
Daktinomisin tedavisinde hepatotoksisite riski 6zellikle kiiglik
cocuklarda daha yiksektir*. Hepatik venlerin obliterasyonu,
ciddi hepatik obstriiksiyon, portal hipertansiyon ve hepatosit
yikimidaktinomisinin karaciger hasarina yol acan zararh
etkileri arasindadir®.

Antikanser ilaclarinin karaciger Uzerindeki bircok olumsuz
etkisini onlemek ve olusmussa hepatotoksisiteyi tedavi etmek
icin fitoterapinin yararh bir strateji oldugu distinilmektedir.
Bitkiler hepatotoksisiteyi cesitli mekanizmalarla iyilestirir.
Hepatoprotektif etkiler flavonoidler, monoterpenler ve fenoller
dahil olmak tizere cesitli fitokimyasallarda bulunabilir. Bal ve
Alpinia officinarum'da galangin (Gal) adi verilen biyoaktif bir
flavonoid bulunur. Gal'in kemirgenlerde yan etkileri olmaksizin
iyi tolere edildigi ve glivenli oldugu gosterilmistir’. Gal'in bircok
deneysel hayvan calismasinda antioksidan ve antiinflamatuar
ozelliklere sahip oldugu bulunmustur. Ek olarak Gal, oksidatif
stresi azaltarak ve hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyonunu
ve cogalmasini inhibe ederek karbon tetrakloriir (CCl)
kaynakli hepatotoksisite ve fibrozise karsi koruma saglamistir.
Gal'in ayrica iskemi-reperfiizyon (I/R) kaynakh karaciger
hasari olan sicanlarda antioksidan savunma mekanizmalarini
modile ederek apoptozu iyilestirdigi de bulunmustur. Gal'in
diyabetik sicanlarda oksidatif stresi azalttigi ve mitokondriyal
aktiviteyi surdiirdiigii, boylece karaciger hasarini hafiflettigi
gosterilmistir®.

Gal'in  bazi farmakolojik etkileri arastirilmis olmasina
ragmen, AML-12 hiicre hattinda daktinomisin kaynakli
karaciger hasarini onleme vyetenegi (izerine herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle cahismamizda Gal'in

daktinomisinin  hepatotoksisitesini  6nleme  potansiyelini
arastirdik.

GEREG VE YONTEM

Gruplar

Calismamiz kontrol, Gal, daktinomisin ve Gal+daktinomisin
olmak lizere 4 grup halinde planlandi.
Kimyasallar

Gal ve daktinomisin ¢ozeltileri 9%0,01 DMSO iceren sulu ¢ozelti
icerisinde hazirlandi ve Gal+daktinomisin karisimi 1:1 oraninda
hazirland.
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Hiicre Kiiltiirii

AML-12 hiicreleri (ATCC®, CRL-2254 TM), Eagle's Minimum
Essential Medium (EMEM), Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), %5 fetal sigir serumu, 100 1U/mL penisilin, 10 mg/
mL streptomisin ve %71 L-glutamin ile desteklenen Ham's
F-12 biiylime ortaminda ¢ogaltildi. 37 °C'de %95 nem ve %5
CO, igeren inkibatore yerlestirildiler. Calismamiz 5. pasajda
baslayip 12. pasajda sona erdi.

Hiicre Hatlarina Uygulanacak Madde Konsantrasyonlarinin
Tiazolil Mavi Tetrazolyum Bromiir Yontemiyle Belirlenmesi

Aragtirmada  kullanilacak tim gruplarin IC, degerlerini
hesaplamak icin her kuyucuga 1x10° hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plaklara 180 pL hiicre kiiltlir medyumu inokule
edildi. 24 saatlik inklibasyonun ardindan kontrol grubu
disindaki ilgili gruplara maddeler uygulanmis olup dozlari Sekil
1'de gosterilmistir (20 pL hacimde). Daha sonra tim gruplar
24 saat siireyle inkiibatorde (37 °C, %5 CO,) birakildi. Kontrol
grubuna %0,01 DMSO iceren sulu bir ¢ozelti uygulandi. Her
kuyucuga MTT ¢ozeltisi (20 uL, 5 mg/mL) eklendi. 3 saat sonra
formazan kristallerini ¢6zmek icin DMSO (200 ul) ilave edildi.
Absorbsiyon degeri, 492 nm'de (Thermo Scientific Multiskan
Go) bir mikroplaka tarayici kullanilarak 6l¢iildi. Kontrol
grubunun %100 canli oldugu kabul edildi ve IC_ dozu probit
analizi ile hesaplandi. MTT testi tim gruplarda dort tekrarli
olarak yapildi.

RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

AML-12 hiicreleri, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde
kultir plakalarina 3 kez inokiile edildi. Yirmi dort saat
sonra AML-12 hiicresi IC,; dozunda kimyasallar uyguland.
Ureticinin talimatlarina gore elde edilen hicrelerden RNA izole
edildi (PureLink RNA Mini Kit). Elde edilen RNA &rneklerinin
konsantrasyonlari ve saflik degerleri nanodrop (NaNoQ
OPTIZEN) ile belirlendi. Ureticinin talimatlarina gére RNA
orneklerinden (ytiksek kapasiteli cDNA ters transkripsiyon kiti)
cDNA sentezi gerceklestirildi.

Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Analizi

Stiperoksid dismutaz (SOD), CAT, glutatyon (GSH) ile iliskili
hiicrelerin gen ekspresyonu ile kaspaz-3 (Cas-3), Cas-9, Apaf-
1, Bel-2 ile iliskili X proteini (Bax), B hiicresi CLL/lenfoma-2
(Bcl-2), timor proteini p53 (p53), smac/DIABLO, Top |, Top Il ile
iliskili gen ekspresyonunun kantitatif gercek zamanh polimeraz
zincir reaksiyonu (qRT-PCR) analizi icin Quant Studio 6 Flex
device of SYBR Select Master Mix kullanild.

PCR kosullari su sekilde belirlendi: 1 dongii 50 °C'de 2 dakika,
95 °C'de 10 dakika, ardindan denatiirasyon icin 50 déngii 95
°C'de 15 saniye, tavlama ve uzatma icin 60 °C'de 1 saniyeydi.
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MRNA ekspresyon seviyelerinin analizi icin karsilastirmal
esik dongisi (2-AACt) yontemi (Kullanicr Biilteni 2, Applied
Biosystems) uygulandi. GSH gen dizilimlerinin bir kopyasini elde
etmek icin Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nden “Niikleotid”
secildi. Daha sonra arama kutusuna ilgili organizma/gen adi
girilerek FASTA belirlendi ve ilgili genler tasarlandi. Gen
ekspresyonundaki rolatif kat degisiklikleri, deney gruplari ile
kontrol grubunun karsilastiriimasiyla hesaplandi ve p-aktin
mRNA ekspresyonuna gore normalize edildi (Tablo 1).

istatistiksel Analiz

MTT testi ile elde edilen hiicre canllik yiizde verilerine
probit analizi uygulanarak IC, degeri hesaplandi. Gen
ekspresyonlarinin rolatif kat degisim degerlerine one-way
ANOVA testi ve post-hoc Tukey uygulandi. P<0,05'teki degerler
anlaml kabul edildi. Probit analizi ve ANOVA testi Statistical
Package for the Social Sciences 20 yazilimi (IBM) ile yapild.

BULGULAR

Gal, daktinomisin ve Gal+daktinomisinin AML-12 hiicre
hatlarinin canlih@i tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla 24

Tablo 1. qRT-PCR analizi icin degerlendirilen genlerin primer

dizilimleri

Gen Primer dizilimler (ileri/geri)
oD F: AGCTGCACCACAGCAAGCAC®
R: TCCACCACCCTTAGGGCTCA
- F: TCCGGGATCTTTTTAACGCCATTG?®
R: TCGAGCACGGTAGGGACAGTTCAC
GSH F: ACTTGGCACTCCTCTCCTGA
R: AGGCACTAGAACCTGCTGGA
s F: GGTATTGAGACAGACAGTGG™
R: CATGGGATCTGTTTCTTTGC
Cas-9 F: GAGTCAGGCTCTTCCTTTG™
R: CCTCAAACTCTCAAGAGCAC
Apaf-1 F: GATATGGAATGTCTCAGATGGCC™"
R: GGTCTGTGAGGACTCCCCA
Bax F: TTCATCCAGGATCGAGCAGA™
R: GCAAAGTAGAAGGCAACG
Bel-2 F: ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA™
R: ACAGTTCCACAAAGGCATCC
F: CACGAGCGCTGCTCAGATAGC™
ps3 R: ACAGGCACAAACACGCACAAA
F: CTCTGTGGCTGAGGGTTGAT™
Smac/DIABLO
R: TTGTAGATGATGCCCACAGG
Top! F: TCATACTGAACCCCAGCTCC'™
R: GTCCTGCAAGTGCTTGTTCA
Top I F: CTTCTCTGATATGGACAAACATAAGATTCC'™®
R: GGACTGTGGGACAACAGGACAATAC
SOD: Stiperoksid dismutaz, Cas: Kaspaz, GSH: Glutatyon, qRT-PCR: Kantitatif gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

saat boyunca MTT analizleri yapildi. MTT tahlili sonuclar Gal,
daktinomisin ve Gal+daktinomisinin AML-12 hiicre hattinda
doza bagh olarak hiicre canhhgini azalttigini ortaya koydu
(Sekil 1). IC,, dozlari Gal'de 30,354 uM, daktinomisin'de 2,853
UM ve Gal+daktinomisinde 3,262 uM olarak belirlendi.

SOD mRNA ekspresyon diizeyleri daktinomisin (281,43 kat)
ve Gal+daktinomisin (15,04 kat) gruplarinda kontrol grubuna
gore artti (p<0,05). Gal grubuna gore daktinomisin grubunda
SOD mRNA ekspresyon diizeyleri (33,62 kat) yiiksekti (p<0,05)
(Sekil 2A).

Daktinomisin grubu, kontrol (58,86 kat) ve Gal gruplarina (5,98
kat) yanit olarak CAT mRNA ekspresyonunda artis gosterdi
(p<0,05) (Sekil 2B).

Gal (20,88 kat), daktinomisin (75 kat) ve Gal+daktinomisin
(76,92 kat) gruplarinin tiimd, kontrollere kiyasla GSH mRNA
ekspresyonunda artis gosterdi  (p<0,05). Gal grubuyla
karsilastirildiginda daktinomisin (3,61 kat) ve Gal+daktinomisin
(3,7 kat) gruplarinda GSH mRNA ekspresyon seviyeleri artti
(p<0,05) (Sekil 2C).

Kontrol grubuna gore, Cas-3 mRNA ekspresyonu Gal (6,89 kat)
ve Gal+daktinomisin (5,68 kat) gruplarinda yiiksek bulundu
(p<0,05). Gal grubuyla karsilastirildiinda Daktinomisin grubu
(4,82 kat) Cas-3 mRNA ifadesinde azalma gosterdi (p<0,05)
(Sekil 2D).

Gal (12,12 kat) ve Gal+daktinomisin (4,25 kat) gruplarinda
Cas-9 mRNA ekspresyonu kontrol grubuna gore daha
ylksekti (p<0,05). Diger yandan Daktinomisin (8,78 kat)
ve Gal+daktinomisin (2,85 kat) gruplarinda Cas-9 mRNA
ekspresyonu Gal grubuna gore diistiktii (p<0,05) (Sekil 2E).

Kontrol ve Gal gruplar ile karsilastirildiginda, apaf-1 mRNA
ekspresyonu Daktinomisin (30,34 kat ve 14,81 Kkat) ve
Gal+daktinomisin (62,61 kat ve 10,26 kat) gruplarinda daha
yiiksekti (p<0,05) (Sekil 2F).

Bax mRNA ekspresyonu Gal (11,90 kat), daktinomisin (12,19
kat) ve Gal+daktinomisin (14,04 kat) gruplarinda, kontrol
grubuna gore daha yiiksek bulundu (p<0,05) (Sekil 3A).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bel-2 mRNA ekspresyonu
Gal+daktinomisin grubunda artarken (2,43 kat), Gal grubunda
ise (0,45 kat) distii (p<0,05). Gal grubuyla karsilastirildiginda
ise Bcl-2 mRNA ekspresyonu daktinomisin (2,11 kat) ve
Gal+daktinomisin (5,4 kat) gruplarinda daha yiiksekti (Sekil
3B).

p53 mRNA ekspresyonu tiim gruplarda kontrol grubuna
gore artti (Gal grubu icin 54,55 kat, daktinomisin grubu icin
201,59 kat, Gal+daktinomisin grubu icin 11,99 kat) (p<0,05).
p53 mRNA ekspresyonu, Gal grubuna kiyasla, daktinomisin
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grubunda artarken (3,64 kat) ve Gal+daktinomisin grubunda
(4,72 kat) azaldi (p<0,05) (Sekil 3C).

Kontrol grubu ile karsilastinldiinda tim gruplarda Smac/
DIABLO mRNA ekspresyonu artti (Gal grubu igin 105,12 kat,
daktinomisin grubu icin 59,75 kat, Gal+daktinomisin grubu
icin 56,55 kat) (p<0,05). Gal grubuyla karsilastirildiginda
ise, daktinomisin (1,76 kat) ve Gal+daktinomisin (2,26 kat)
gruplarinda Smac/DIABLO mRNA ekspresyonu azaldi (p<0,05)
(Sekil 3D).

Kontrol grubu ve Gal grubuyla karsilastirildiginda, top 1
mRNA ekspresyonunun Daktinomisin (3,13 kat ve 3,52 kat)
ve Gal+daktinomisin gruplarinda (6,83 kat ve 7,67 kat) daha
yiiksek oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 3E).

Top I mRNA ekspresyonu daktinomisin grubunda kontrol
grubuna go6re daha vyiiksekti (1,58 kat) (p<0,05). Top |l
mRNA ekspresyonu, Gal grubuna kiyasla (p<0,05) (Sekil 3F)

TARTISMA

Daktinomisin karaciger hasarina yol acabilecek ciddi toksik
etkilere sahiptir. Doza, kombinasyon tedavisine ve hastayla
ilgili kosullara bagli olarak daktinomisin serum AST ve ALT
duzeylerini yukseltir. Bu klinik durum karaciger hasarina
kadar ilerleyebilir'®. En 6nemli ve dogal flavonoidlerden biri
polifenolik molekil Gal'dir. Gal'in kanser tedavisindeki
yararli etkilerinin yani sira kemoterapi ve radyoterapiye karsi
antijenotoksik oldugu da gosterilmistir'™. Calismamiz Gal'in
daktinomisin kaynakli hasara karsi hepatoprotektif etkiler
sagladigini in vitro gostermistir.

Hiicrelerde bulunan antioksidan enzimler arasinda SOD
ve CAT bulunmaktadir. SOD, siiperoksit anyonunu H,0,'ye
donstiriir ve bu daha sonra CAT tarafindan H,O'ya indirgenir.
Ayrica antioksidan bilesik GSH serbest radikallerle reaksiyona
girerek oksitlenmis GSH retir. Onceki calismalara gore Gal'in
antioksidan aktivitesi vardir'®. Destekleyici olarak, calismamizda
Gal uygulamasinin antioksidan enzimler SOD ve CAT mRNA

daktinomisin grubunda (1,98 kat) artis gosterdi. ekspresyonunu artirdigini - goriildii. Ayrica  GSH mRNA
Galangin Daktinomisin
100+ 1004
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Sekil 1. Her tedavi grubunun MTT tahlil sonuglari. Dikey cubuklar standart sapmayi temsil etmektedir (n=4, ortalama+standart
sapma) (canhlik %'si=Orneklem absorbans ortalamasi | kontrol absorbans ortalamasi x 100)
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ekspresyonunu artirmistir. Sonuclarimiza gore daktinomisin Gal'in koruyucu etkilerinden dolayi Gal+daktinomisin grubunda
SOD, CAT ve GSH mRNA ekspresyonlarini da artirdi. Hicrenin SOD ve CAT mRNA ekspresyonlari daktinomisin grubuna gore
antioksidan aktiviteyi artirabilmesi nedeniyle bu durum daha diistikta.

daktinomisinin oksidan etkilerine verilen cevaba bagl olabilir.
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Sekil 2. SOD (A), CAT (B), GSH (C), Cas-3 (D), Cas-9 (E), ve Apaf-1 (F) rélatif mRNA ekspresyonu

*Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, p<0,05, 'p<0,01, p<0,001, *p<0,0001, *Gal grubuyla kiyaslandiginda p<0,05, *p<0,01, *'p<0,001,
8§
p<0,0001

SOD: Siiperoksid dismutaz, Cas: Kaspaz, GSH: Glutatyon
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Apoptoz, canli organizmalarda dengeyi koruyan kontrollii hiicre
Olimu icin kullanilan terimdir. Apoptoz cesitli hastaliklarin
ilerlemesinde énemli bir rol oynar. Daktinomisin bir¢ok dokuda
apoptozu tetiklemektedir ve bu da kemoterapide olumlu
etkilere sahiptir. Bununla birlikte apoptoz, karaciger hasari
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gibi olumsuz etkilerde de rol oynayabilir. Hiicrelerdeki apoptoz
sirasinda mitokondri, Apaf-1 ve ATP ile bir kompleks olusturan
sitokrom-c'yi serbest birakir. Boylece sitozolde inhibitér Cas ve
Cas-9'u aktive eden bir apoptozom kompleksi Uretilir. Ayrica
Cas-9, efektor Cas olan Cas-3'li aktive eder. Sonuglarimiza gore
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Sekil 3. Bax (A), Bel-2 (B), p53 (C), smac/DIABLO (D), Top | (E) ve Top Il (F) rélatif mRNA ekspresyonu
*Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, p<0,05, tp<0,01, ¥p<0,001, §p<0,0001, **Gal grubuyla kiyaslandiginda, p<0,05, *p<0,01, p<0,001,

$5p<0,0001
Gal: Galangin
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daktinomisin grubunda Apaf-1 mRNA ekspresyon diizeyleri
anlamli diizeyde artti; ancak Cas-3 ve Cas-9'un ekspresyon
seviyeleri ylkselmedi. Bu durum karaciger hasarina bagh
apoptoz yolaginin Cas-9 ve Cas-3'ye kadar ilerlemedigini
gostermektedir'’.

Bax proapoptotik etki saglayan bir proteindir. Calismamizda Gal
ve daktinomisin, kontrol grubuna gore Bax gen ekspresyonunu
artirdi ve apoptozu indikledi. Benzer sekilde Zhang ve
ark.’s, Gal'in Bax dizeylerinde yiikselme yoluyla apoptozu
tetikledigini gdstermislerdir. Bel-2 antiapoptotik proteinlerden
biridir. Sonuglarimiza gére Gal+daktinomisin grubunda Bcl-2
ekspresyon diizeyleri daktinomisin grubuna gore daha ytiksekti,
bu da Gal'in antiapoptotik etki gdsterdigini ortaya koymaktadir.
P53 DNA onarimini saglayan bir proteindir. Daktinomisin
grubunda DNA hasarina karsi savunma mekanizmasi nedeniyle
p53 dizeyleri yliksekti. Ayrica p53'lUn Apaf-1 diizeylerini
arttirarak hiicreleri apoptoza duyarli hale getirebildigi
bilinmektedir. Sonuclarimiza gore daktinomisin grubunda hem
p53 hem de Apaf-1 diizeylerinin arttigi gorildi'™. Ayrica Gal,
p53 seviyelerini yiikseltti. Literatlire gére Gal, hiicre otofajisini
tetikleyen ve hiicresel metabolik stresi azaltan p53 duzeylerini
artirmaktadir®.

Apoptoz sirasinda mitokondri, Cas'lardaki IAP inhibisyonunun
azalmasina bagl olarak apoptozu siddetlendiren smac/
DIABLO'yu serbest birakir®'. Calismamizda Gal uygulamasiyla
artan smac/DIABLO ekspresyonunun hasarli yapilarin ortadan
kaldirilmasini sagladigi gorildi. smac/DIABLO salinimi Bel-
2 tarafindan zayiflatilmaktadir’’. Bu baglamda calismamizin
sonuglari  gruplarda Bel-2 ve smac/DIABLO transkript
diizeylerinin ters orantili oldugunu ortaya koymustur. Yakin
zamanda vyapilan bir calismada fenolik bir bilesik olan ellagik
asit ile de benzer sonuglar elde edilmistir. Elagik asidin smac/
DIABLO ekspresyonunu doza bagl bir sekilde yiikselterek anti-
kanser aktivitesi sagladigi gosterilmistir®.

DNA-topoizomerazlar, DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve
kromozomal segregasyon dahil olmak tizere, DNA yapisini ve
metabolizmasini dlizenlemek icin gerekli enzimlerdir. Top |
enzimleri tipik olarak DNA c¢ift sarmalinin tek zincirini kiran
monomerlerdir. Diger yandan, iki veya daha fazla alt birime
sahip Top Il enzimleri, DNA'nin ¢ift sarmalinin her iki zincirini
de kirma kapasitesine sahiptir?*. Pek cok hastalik, oksidatif
stres ve inflamasyon gibi cesitli durumlarda topoizomeraz
diizeylerinde artis goriilebilmektedir®®. Sonuclarimiza gore
Gal daktinomisin ile birlikte uygulandiginda Top Il dizeyi
daktinomisin grubuna goére azalmisti. Bu sonug, cift sarmalli
DNA hasarinin Gal tarafindan azaldigini gostermistir. Ancak
Gal+daktinomisin grubunda Top | dizeyinin arttigi tespit
edildiginden, daktinomisin ile birlikte uygulanan Gal miktari
tek zincir DNA hasarini onarmaya yetmemistir.

SONUG

Calismamiz  Gal'in, oksidatif stresi, apoptotik yollardaki
anormallikleri ve karaciger dokusundaki cift sarmalli DNA
hasarini hafifleterek daktinomisine bagli hepatotoksisiteye
karsi koruma saglayabildigini gosterdi. Gal'in hepatotoksisite
tedavisinde kullanilabilmesi icin daha ileri deneysel calismalara
ihtiyag vardir.

Etik

Etik Kurul Onayi ve Hasta Onayi: Calismamiz hiicre kiltiiri
cahismasi oldugu i¢in Etik Kurul Formu ve Hasta Onam Formu
gerekli degildir.
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