~

DTN eI

1Z3], SUPSI'T YOSy

O010C (XA

KIRIKKALE UN IVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZ

QUERCETN VE QUERCETN/POLIETILENIMIN
KOMPLEKSININ HELA VE FIBROBLAST
HUCRELERNE ETKISI

Murat ULUG

OCAK 2010



KIRIKKALE UN IVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZ

QUERCETIN VE QUERCETN/POUETILENIMIN
KOMPLEKSININ HELA VE FIBROBLAST
HUCRELERNE ETKISI

MURAT ULUG

OCAK 2010



Biyoloji Anabilim Dali Murat ULUG tarafindan hazirlanan QUERCHET VE
QUERCE'ITN/POLTETiLENiMIN KOMPLEKSININ HELA VE FIBROBLAST
HUCRELERNE ETKISI adli Yiiksek Lisans Tezinin Anabilim Dali standartha

uygun old@gunu onaylarim.

Prof. Dr.Irfan ALBAYRAK
Anabilimab Bagkani

Bu tezi okudgumu ve tezinYiksek Lisans Teziolarak buttin gereklilikleri yerine

getirdigini onaylarim.

Yrd. Doc. Dr. Mustafa TURK

Dangman
Juri Uyeleri
Baskan : Dog. Dr. Siyami KARAHAN
Uye (Dangman) : Yrd. Dog. Dr. Mustafa TURK
Uye : Yrd. Dog. Dr. Serpil GUZTUZUN
19/01/2010

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Etitsisii Yonetim Kurulu Yiksek
Lisans derecesini onaylaghr.

Doc. Dr. Burak BRGOREN

Fen Bilimleri Enstitust Muduri




OZET

QUERCETN VE QUERCETN/POLIETILENIMIN KOMPLEKSININ
HELA VE FIBROBLAST HUCRELERNE ETKISI

ULUG, Murat
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Dansman: Yrd. Dog. Dr. Mustafa TURK
Ocak 2010, 72 sayfa

Yapilan bu cabmada, quercetin (Q), karboksilli quercetin (KQ) karboksilli
quercetin/polietilenimin (KQ/PEI) kompleksinin HebLae L929 fibroblast hiicre
kultirlerinde etkisi argliriimistir. Oncelikle quercetinin hidroksil gruplari (OH)
Uzerinden kloro asetik asit ile karboksil gruplieoeetin elde edilngtir. Karboksilli
quercetinin karboksil grubu Uzerinden polietilemimi amin gruplari ile elektron
ortaklagmasi yolu ile KQ/PEI kompleksi elde ediltir. Elde edilen KQ ve KQ/PEI
F — TIR ve H—- NMR metotlari ile karakterize edigtm. Q, KQ ve KQ/PEI, HelLa ve
fibroblast hicrelerine toksik etkisi MTT metodu wepan mavisi ile boyanarak
hemositometre ile tespit edilgiir. Hematoksilen — Eozin boyamasi ile morfolojik
degisiklikler, M30, Kaspaz-3 antikorlari kullanilarak muinositokimyasal boyama
ve ikili boyama ile apoptotik indeks ve ikili boyamile nekrotik indeks
belirlenmgtir. Elde edilen sonucglara gore quercetinin tok®kisinin diguk
polietilenimin ile olygturulan kompleksin toksisitesinin yuksek orandaugldtespit
edilmistir. Quercetinin apoptotik etkisi % 10 — 15 arasirelde edilirken, KQ/PEI
kompleksinin apoptotik etkisi % 32 olarak elde edstir. Quercetin, kanser ve
normal htcrelerde guk oranda nekroza neden olurken, KQ/PEI kompleksini
Ozellikle HeLa kanser hucrelerinde yiksek orand&roma neden oldiu tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak, quercetinin polietilenimin iletGdreye aktariimasi

neticesinde antikanserojen etkisinin de grigbzlenmgtir.



Anahtar kelimeler: Flavonoid, Quercetin, Polietilenimin, Apoptoz, K¥ez,
Toksisite, HelLa, Fibroblast



ABSTRACT

EFFECTS OF QUERCHN AND QUERCETIN/POLYETHYLENEIMINE
COMPLEX ON HELA AND FIBROBLAST CELLS

ULUG, Murat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mustafa TURK
January 2010, 72 pages

In this research, the effect of the complex of QQand CQ/PEI on HelLa and L929
fibroblast cell cultures was researched. Firstlbfchloroacetic acid and quercetin
with charboxyl group were acquired through hydrdcgyoup of quercetin. The

complex of CQ/PEI was acquired by the way of amiougs of polyethyleneimine

and electron, collectiveness, through CQ carboxglp. CQ and CQ/PEI obtained
were characterised by F — TIR and H — NMR methd#® toxic effects of Q, CQ

and CQ/PEI over the fibroblast and HelLa cells wetemnined by MTT method and
heamocytometer which is staining by tripan bluairstg; morphologic changes
were determined by Hemotoxilen — Eosin stainingypagtic indeks was determined
by immunocytochemical staining by using M30, Kagpasantibodies and double
staining, necrotic indeks was determined by dostdeing. According to the results
obtained it was determined that the toxic effecs eav and the toxicity quercetin of
the complex which was mode with polyethyleneimiresvinigh. While the effect of

guercetin apoptotic was % 10 — 15, apoptotic efeéc€Q/PEI complex was % 32.
While quercetin was causing low percent necrosanegar and normal cells, It was
determined that the complex of CQ/PEI cause highllaecrose especially a HelLa
cancer cells. Consequently it was observed thasitian of quercetin to the cell by
polyethyleneimine caused increase its anticarciniogeffect.



Key Words: Flavonoid, Quercetin, Polyethyleneimine, Apopsodiecrose,
Toxicity, HelLa, Fibroblast
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1. GIRIS

Sunulan bu ¢caimanin amaci dgal olarak bitkilerde bulunan ve izole edikni
antioksidan, antiviral ve antikanserojen etkisiugd bilinen flavonoidlerin pozitif
yukla tastyicilar ile in vitro HeLa kanser hiicresi ve fibtast hiicresi kiltirlerinde
etkin dozda aktariminin g@anmasi, kanser hiicrelerine ve normal hicrelernsieik

argstirllmasidir.

Tez calgmasinda kullanagamiz quercetinin hicre kdltiri ortaminda kullanilan
dozu 50 pM ile 750 uM arasindagiignektedir. Quercetinin etkisi doz miktarina ve
zamana bg olarak dgismektedir. Bu cabmada quercetin, polikatyonik
polimerlere bglanarak hicre kultirine sunulacaktir. Polikatyorbkesiklerle
kompleks olgturulmws quercetin, in vitro ortamda Hela ve L929 fibroblasicre

serilerine aktarilarak, bu hiicre serilerinde etiisaragtiriimasi amaclanmaktadir.

Hucreye iyi tutunmalari, hicre zar gecirggmi artirmalarindan dolay: iyi bir
transfeksiyon ajani olan polikatyonlar, hiicre igsee cok dgik miktarda
girmesinde dolayr quercetinin  katyonik  polietilemm ile aktariimasi
hedeflenmektedir. Polikatyonik bgikler aracilgiyla biyolojik molekillerin
transferi  tercin edilen yaldanlardan biridir.  Polikatyonik  bilgkler
hazirlanabilmeleri ve safjiariimalarinin kolay olmasi, kimyasal modifikasyoagik

olmalari nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir.

Sentetik polimerler icerisinde en fazla tercih edilpolikatyonik bilgik yuksek
transfeksiyon kabiliyeti nedeniyle polietilenimirPEl)'dir. Bu tez cakmasinda
dallanmg PEI (2000) kullanilacaktir. Polietilenimin hicrey@ndozom reseptér
aracllglyla, fagositoz ve pinositozla alinmaktadir. Etkinlviral vektorlere gore
disik olan polietileniminin en 6nemli dezavantaji yéks toksisiteye neden
olmasidir. Toksisitenin Ustesinden gelebilmek ickiicik molekdl &irhikli

polietileniminlerin capraz karla bir araya getirilerek kullaniimasi veya yaira



kicuk molekul girlikli  polietileniminlerin - kullaniimasi 6nerilmektir. Bizim

calismamizda da 2 kDa molekig@ikli polietilenimin kullanilacaktir.

Bu calsmada hucre icine etkin dozda quercetin aktariglasanasi icin quercetinin
hidroksil (OH) gruplarindan kloro asetik asit ileaksiyona sokularak karboksil
gruplu quercetin elde edilecektir. Karboksil grupdwercetin, karboksil gruplarn
Uzerinden dgilk molekdl girlikli dallanmsg polietileniminin (PEI) amin gruplari
arasinda fizyoljik sartlarda elektrostatik etkigam ile quercetin/polietilenimin
kompleksi olgturulacaktir. Daha sonrakis@mada, tek bana quercetin, karboksil
gruplu quercetin ve karboksil gruplu quercetin/ptlenimin kompleksi HelLa ve

fibroblast hiicrelerine in vitro ortamda aktarilaetkileri argtirilacaktir.

1.1. Literatiir Ozeti

Son be yil icerisinde tim dinyada kanser, kalp damar didg$arindan sonra en
yuksek ikinci 6lum nedeni olmtur (1). Dgalliktan uzak ygam, sehir hayati,
kirlilik, yanlis beslenme, hareketsizlik, hazir yiyecekler ve kékigkanliklarin bu
oranda buytk payi vardir. Bilim insanlari bu buyarkblemi ¢c6zmek icin canla fla
calismaktadirlar. Fakat giinimuize kadar umut vericisgedier olsa da kesin ¢6zim
hentiz mevcut dgldir. Tedavi amaci ile bircok metot kullaniimaktadFakat bu
metotlardan 6zellikle kemoterap6tik ajanlarin knilenasisiddetli yan etkilere neden
olmaktadir (2).

Son yillarda bu yan etkilerden hastalari kurtarngk antikanserojen 6zellikleri
olan, besinlerimiz icinde de bulunan kilderin tedavi amach kullanimi

arggtinimaktadir. Bu d@al maddelerin banda da flavonoidler gelmektedir.

Flavonoidler, tim karasal bitkilerde bulunan, cicdktkilere renk veren, bitkinin
blyume, gelime ve savunmasinda rol alan sekonder metabolitlddi bilssiklerin

meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, findikta vedgapulundgu bilinmektedir.
Flavonoidlerin sayisinin 6500’den fazla aldubildirilmistir. Bati toplumunda bir

insanin bu bilgklerden ortalama gunlik alimi 200 mg'dan 1 grad&a



degsismektedir. Bu fitokimyasallarin genel biyolojik akitielerini, antiinflamatuvar,
antialerjik, antiplatelet ve antitimoral olarak iebiliriz. Flavonodilerin, koroner
rahatsizliklarda, kemik kaybinda,syée ilgili rahatsizliklarda ve 6zellikle kanserin

onlenmesinde koruyucu rol oynayabilgckilinmektedir (3).

Flavonoidler hicre yami icin  6nemli birgcok biyolojik 06zelle sahiptir.
Flavonoidler, hiicre déngusuni, hicre proliferasyonue oksidatif stresi inhibe
etmekte, apoptozisi, detoksifikasyon enzimlerini vémmin  sistemini
induklemektedirler. Bu biyolojik 6zelliklerin, kagan tedavisinde ve 6nlenmesinde
etkili oldugu son yillarda yapilan camalarla daha iyi anidmaktadir.
Epidemiyolojik calsmalar meyve ve sebze tuketimi ile kanser gilkdrasinda zit bir
ili skinin oldugunu godstermektedir. Flavonoidler kanserin énlennmasiumut verici

aday bitkisel bilgiklerdir.

Epidemiyolojik calsmalar, flavonoidlerin kanser riskinin azaltiimasancetkili
oldugunu gosternstir. Hollandali ve Finlandiyah bilim insanlarinipaptiklari iki
ayri calgmada flavonoidlerin kanser ve koroner arter hastada koruyucu etkisi
oldugunu ortaya koymgtur (4). Bu flavonoidlerden biri de quercetin (Qlup
calsma kapsaminda kullanilacak olan flavonoidtir. Qe&rc (3,3,4',5,7-
pentahydroxyflavone), g@ada yaygin olarak bulunan flavonoidlerden biridr5).
Quecertinin 3. ve 4. pozisyonlarda keker grubu iceren iki farkli formu vardir.
Quercetinin 3. pozisyondgeker grubu iceren 3-@-glucosid formu 4. pozisyonda
bir seker grubu iceren'4D- B-diglukosid formuna goére gada daha yaygin olarak
bulunmaktadir (6). Quercetinin, antiproliferasyamtioksidan, antitlser, apoptoz
induklenmesi, protein kinaz C inhibisyonu, lipogksaz inhibisyonu, hiicre siklusu
duzenlenmesi, anjiyogenez inhibisyonu, antialerpde antikanser 0zellikleri
bulunmaktadir (5-7). Avrupa, ABD ve Asya’dasga halkin gunlik quercetin alimi
4 — 68 mg arasinda gismektedir. Quercetinin MDR ailesi Uyelerini (P-gpR®A1,
BCRP) inhibe etfii bildirilmistir (8,9). Quercetin MDR proteinlerinin ATPaz
bolgelerini tanimaktadir. Hucre igi serbest radéal ortadan kaldirabilege ve
¢esitli molekdllerin oksidasyonunu engelleyerek in @iwe in vitro antioksidan
aktivite gosterebilege belirtiimektedir (3).



Oral yolla alinan quercetinin absorbsiyon orani @ddlaylarindadir. Quercetinin
antikanser aktivitesi i¢in, serum konsantrasyonuniialama 10 M olmasi geregti
belirtilmistir. insanda, 100 mg tek doz quercetinin serum konsawoimas0.8 pM
oldugu icin antikanser aktivite icin 1500 mg gunlik dozalinmasi gerekdi
onerilmektedir.insanda, 4 gra kadar olan quercetin aliniminin gtisi yoktur.
Quercetin en mutajenik flavonoidtir. Ancak bu matak etkisinin karsinogenetik
etkisi yoktur. Quercetinin kanser hicre serilerindeitant p53 ekspresyonunu

azalttgr ve hicre dongisinde G2/M ve G1 duraklamalarindemeoldgu
saptanmytir (5).

Flavonoidlerin fizyolojik etkileri Gizerine yapilaim vitro calsmalarda, flavonoidler
kaltar besiyerinin icerisine eklenerek hicre kilide sunulmaktadir. Tez
calismasinda kullanagamiz quercetinin hucre kalturd ortaminda kullanitlozu 50
MM ile 750 uM arasinda gsmektedir. Quercetinin etkisi doz miktarina ve zaman
bagll olarak dgismektedir. Bu tez calmasinda, quercetin polikatyonik polimerlere
baglanarak hicre kdltirine sunulacaktir. Polikatyorikdesiklerle kompleks
olusturulmus quercetin, in vitro ortamda HelLa ve L929 fibrolbl&asicre serilerine
aktarilarak, bu htcre serilerinde etkisininsardmasi amaglanmaktadir.

Hucre icerisine cok diik miktarda girmesinden dolayr quercetinin katyonik
polietilenimin ile aktarilmasi hedeflenmektedir. liRatyonlar hicreye iyi
tutunmalari, hiicre zari gecirgenhi artirmalarindan dolay iyi bir transfeksiyon
ajanidirlar. Ozellikle polietilenimin gen tedavigral olmayan vektor olarak kari

ile kullaniimaktadir. Polikatyonik bikgkler aracilgiyla biyolojik molekullerin
transferi  tercin edilen yaldanlardan biridir.  Polikatyonik  bilgkler
hazirlanabilmelerinin ve safiariimalarinin kolay olmasi, kimyasal modifikasyona
acik olmalari nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektddolikatyonik bilgiklerin DNA

ve diger molekuillerle olan etkikmi elektrostatik denge (zerine kuruludur.
Polikatyonik bilgik+DNA kompleksi (+) yukladar ve iki molekil araglaki bu
pozitif negatif yuk orani buyudikce katyonik komigden hicreye transferi daha
kolay olmaktadir. Polikatyonik bi¢eklerin zayif transfer etkisinin de bu elektroskati
dengeden kaynaklarg distinulmektedir. Polikatyonik bikgklerle biyolojik

molekdl transferinde birinci basamak, polikatyoikesigin DNA ve etken madde



ile kompleks olgturmasidir. Bu kompleks hiicre membranina gore galdif yuklu
oldugu icin hicre membranindan iceri endositozla girmékt Kompleksin
endozom aktivitesinden kacgmasi gerekmektedir. Buigim, fizyolojik sartlarda
disik pK deserli katyonik bilgikler kullaniimasi onerilmektedir. Bu tir katyonik
bilesikler proton sponge adi verilen mekanizmayi kullaktadir. Bu mekanizmaya
gore, katyonik bilgik protonlari amin gruplarina Bemaktadir ve ardindan organel
icerisine salmaktadir. Polimerin, amin gruplarineotpn balamasi polimerin
sismesine neden olmaktadir. Ayrica, endozom icinde fgilki meydana gelmemesi
icin CI' iyonlart endozoma gammaktadir. Proton ve Cliyonlari endozomun
osmolaritesini artirmakta ve boylece endozoma susige neden olmaktadir.
Polimerin ve endozomugismesi endozomun parcalanmasina ve polikatyonik/DNA

veya polikatyon/flavonoid kompleksinin salinimineden olmaktadir (10).

Sentetik polimerler icerisinde en fazla tercih edil polikatyonik bilgik
polietilenimin (PEI)’dir. Yukarida anlatilan endamndkaynakli siirec, polietileniminin
yuksek transfeksiyon kabiliyetini aciklamak icin editimistir. Katyonik bir
polielektrolit olan polietileniminin lineer, dallams ve dendrimerik formu
bulunmaktadir. Bu tez ¢camasinda dallanmgiPEI (2000) kullanilacaktir. Dallangi
polietilenimin ile oligonikleotit, plazmid DNA, RNAetken madde aktarimi yapilan
calismalar bulunmaktadir. Polietilenimin hicreye endozoeseptdr aracgiyla,
fagositoz ve pinositozla alinmaktadir. Etkgnliviral vektorlere gore dilk olan
polietilenimin ile gen transferinin en dnemli deaataji yiksek toksisiteye neden
olmasidir. Ancak etkinlik ve toksisite hakkinda bégi halen bilinmemektedir (11).
Toksisitenin polietileniminin molekulg@rhgiyla iliskili oldugu ve 25 kDa molekiil
agirhgindaki  polietileniminin - yiksek toksisiteye nedendwgu bildirilmistir.
Toksisitenin Ustesinden gelebilmek icin kigik mdale&girlikli polietileniminlerin
capraz bglarla bir araya getirilerek kullanilmasi veya yalra kigtuk molekdl
agirhkh polietileniminlerin kullaniimasi énerilmektir (10). Bizim cakmamizda da

2 kDa molekdl girlikli polietilenimin kullanilacaktir.

Sunulan projenin amaci gal olarak bitkilerde bulunan ve izole edignantioksidan,
antiviral ve antikanserojen etkisi olglw bilinen flavonoidlerin pozitif yuklu

tastyicilar ile in vitro HelLa kanser hiicresi ve fibfast hicresi kiltirlerinde etkin



dozda aktariminin genmasi, kanser hicrelerine ve normal hucrelerésipik

argstirllmasidir.

Burada hucre icine etkin dozda quercetin (Q) aktasalanmasi igin quercetinin
hidroksil (OH) gruplarindan kloro asetik asit ileaksiyona sokularak karboksil
gruplu quercetin elde edilecektir. Karboksil grupuercetin (KQ) karboksil gruplar
Uzerinden dgilk molekdl girlikli dallanmsg polietileniminin (PEI) amin gruplari
arasinda fizyoljik sartlarda elektrostatik etkigam ile quercetin/polietilenimin
kompleksi olgturulacaktir. Daha sonrakis@mada, tek bana Q, KQ ve KQ/PEI
kompleksi, HeLa ve fibroblast hicrelerine in vitmotamda aktarilarak etkileri

arastirilacaktir.

1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, tim karasal bitkilerde bulunan, cicdktkilere renk veren, bitkinin
blyume, gelime ve savunmasinda rol alan sekonder metabolitlddi bilesiklerin
meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, findikta vedgapulundgu bilinmektedir.
Flavonoidlerin sayisinin 6500’den fazla aldubildirilmistir. Bati toplumunda bir
insanin bu bilgklerden ortalama gunlik alimi 200 mg'dan 1 grad&a
degsismektedir. Bu fitokimyasallarin genel biyolojik akitelerini, antiinflamatuvar,
antialerjik, antiplatelet ve antitimoral olarak ib@ebiliriz. Flavonodilerin, koroner
rahatsizliklarda, kemik kaybinda,syée ilgili rahatsizliklarda ve 6zellikle kanserin

onlenmesinde koruyucu rol oynayabilgckilinmektedir (3).

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasn propan zinciri ile birlgmesinden
olusan ve 15 karbon atomu iceren difenilpropans €G - G ) yapisi tekil
etmektedir. Flavonoidlerin temel bgigi flavon benzoy-piron (kromon) halka

sisteminin 2. konumunda bir fenil halkasi icermektéSekil 1.1) (12).



Sekil 1.1. Flavon bilgigi

Flavon halka sisteminde C halkasi olarak niteleperpiron halkasinin buyukgii,
doymamglik derecesi ve tadigl substitiientlere gore flavonoidler farkitaaktadir.
Flavonoidlerin ana vyapisina farkli saylr ve farklozigyonlarda -OH grubu
eklenmesiyle flavonoidlerin alt siniflari glurulmaktadir. Flavonoidler heterosiklik
halkalarindaki cgtlilik nedeniyle Flavanone, Flavanol, Flavone, \aol,

Anthosiyanidin veizoflavonoid alt gruplarina ayriimaktadgekil 1.2) (13).

HOD o

1. Chalcones 2. Flavone

OH oH
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Sekil 1.2. Farkh flavonoid turevleri
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Sekil 1.2. (devam)

Dogal flavonoidler 3, 5, 7, 3’, 4 ve 5 konumlarindamdroksillenmg yapiya
sahiptir. Glikozitlerde glikozidik bhan 3. veya 7. konumlarda olgu gorilmektedir.
Karbonhidrat olarak ise L-ramnoz, D-glukoz, glukoreoz, galaktoz veya arabinoz
tasidiklari belirlenmgtir (14).

Flavonoid ve izoflavonoidler etanol, metanol vetaséril gibi ¢dzucilerde su veya
organik ¢ozuctlere gére cok daha iyi ¢cozinmektdeavonoid ve izoflavonoidler
besinlerde glikozidik konjugatlar halinde bulunmedt. Bu glikozidik konjugatlar
flavonoid ve izoflavonoidlerin aglycone formuna g@uda daha iyi ¢6zinmektedir.
Cunktu aglycone formunda, absorbsiyon ©Oncesi memedlya mikrobiyal
glukozidazlarla seker kisminin enzimatik olarak ayrilmasi gerekebktedir.
Flavonoid ve izoflavonoidlerin fenolik kismi glukordleri olusturmak icin UDP-
glukuronosiltransferazlarla, sulfatlar eturmak icin de stlfotransferazlarla konjuge
olabilmektedir. Bu glukuronid ve silfat formlar rnda, safrada ve Urinde
agylconlara gore daha kolaystiamaktadir. Ayrica, bu konjugatlarin toksisiteleri

agylcone formlara gore dahasdilettr (13).

Flavonoidler hicre yami icin 6nemli bircok biyolojik 0Ozelfie sahiptir.
Flavonoidler, hiicre déngusuni, hicre proliferasyonue oksidatif stresi inhibe
etmekte, apoptozisi, detoksifikasyon enzimlerini vémmuin sistemini
induklemektedirler. Bu biyolojik 6zelliklerin, kagan tedavisinde ve 6nlenmesinde
etkili oldugu son yillarda yapilan camalarla daha iyi anidmaktadir.
Epidemiyolojik calsmalar meyve ve sebze tiketimi ile kanser §ilkdrasinda zit bir

ili skinin oldugunu gostermektedir. Epidemiyolojik ¢ghalar, flavonoidlerin kanser



riskinin azaltilmasinda etkili oldiwnu gosternstir. Hollandali ve Finlandiyali bilim
insanlarinin yaptiklari iki ayri ¢amada flavonoidlerin kanser ve koroner arter

hastalginda koruyucu etkisi oldiu ortaya konmgtur (4).

Cin ve Japonya gibi uzak go ulkelerinde, meme, prostat, kolon veeti birgcok
kanserin gorulme silgi, Avrupa ve Amerika'ya gore dahagiktir. Bunun nedeni
olarak, bu bdlgelerdeki beslenmesklinligl gosterilmektedir. Catli epidemiyolojik
calismalarla, flavonoid ve izoflavanoid icgri acisindan zengin besinlerin

tuketimiyle kanser oranlarindaki azalmanigkili oldugu gosterilmgtir (15).

In vivo ve in vitro cakmalarda, flavonoidlerin ve birkac izoflavonoidin riser
hiicrelerinin  proliferasyonunu inhibe @iti saptanmgtir (16-18). Hesperetin,
naringein, baicalein, galangin, genistein ve quertce insan meme kanseri hicre
serisi MDA-MB-435’in hiicre proliferasyonunu inhibetigi bildirilmi stir. Ayrica,
flavonoidler birlikte verildginde, daha djilk dozlarda bile hiicre proliferasyonunda
etkili bir inhibisyon g6zlendii belirtiimektedir (19).

izoflavonoidlerden genistein ve daidzeinin kansesréligri (izerinde antiproliferatif
etkileri vardir. Genisteinin, fare neonatal donesein  DMBA
(dimethylbenz(a)anthracene) ile giurulmak istenen meme kanserinin gwhasini
geciktirdigi bildirilmektedir. Bu etkinin, genisteinin Ostrogereseptér antagonisti
veya agonisti 0zelliklerinden pamsiz oldgu belirtilmistir (20).

Quercetin ve rutin flavonoidlerinin azoxymethaneO@) ile indiklenmg kolon
kanserlerinde displazi ve hiperproliferasyonu iehdttgi, timaor insidansini azalg
saptanmytir (13).

Flavonoidlerin hiicre biyolojik y@ami Gzerine olan tum etkileri, birbirlerinden
farklilik gosteren alternatif yollarla, doza ve zama bgl olarak deisebilmektedir.
Dolayisiyla her hangi bir flavonoidin etkisini, ¥lanoid ve kanser hucresinin tipi
belirlemektedir.



1.2.1. Flavonoidlerin Antikanserojen Ozellikleri

Flavonoidler, G1/S ve G2/M kontrol noktalarinda tgic dongisuni
durdurmaktadirlar. Kanser hicrelerinde yapilan introv calsmalarda bu
gosterilmitir (21,22). Zhou vd’leri (1998) tarafindan yapilam calsmada genistein,
genistin, daidzein, bioachanin A’'nin gigk konsantrasyonlarda (0 — 50 pg/mL)
kemirgen ve insan mesane kanseri hicrelerinde hdd@ngUsind durdurgu ve
apoptozisi induklegsi belirtiimektedir (23). Lian vd’leri (1998) tarafdan yapilan
bir diger calsmada, kiuguk htcreli olmayan aker kanseri hicre serisinde,
genisteinin (30 pg/mL) p21 up regulasyonu uUzerindé8/M duraklamasini
tetikledigi ve apoptozisi indukledi bildirilmi stir (24). Ayrica, quercetin ve apigenin
ile ilgili yapilan calsmalarda, cstli kanser hicrelerinde G1/S’te (quercetin, 30010
ng/ml) ve G2/M (apigenin, 0 — 80 pug/mL) kontrol malrinda hicre déngusundn
durduruldgu, nikleer fragmentasyonun ve nukleer kromatinguyesmasinin
meydana gelgdi, apoptozisin tetiklendi bildirilmi stir. Flavonoidlerin bu etkilerinin
p53 aktivasyonuyla ve/veya hicre dongusu kinaazkarimhibisyonuyla ilgkili
olabilecegi bildirilmi stir. Apigenin (0 — 80 pg/mL), mutasyon acisindarbipinden
farklihk gosteren SW480 (mutant Ras ve p53, trtetadAPC), HT-29 (mutant p53
ve truncated APC) ve Caco-2 (mutant p53 ve truwncad®C) kolon kanseri
hicrelerine uygulanginda, SW480 hicrelerinde proliferasyonun durdurshmia
ve G2/M noktasindaki blokajin gkr hicrelere goére daha fazla aidutespit
edilmistir. SW480 hicre serisi kolon kanseri gmhinde daha etkili olan
mutasyonlara sahiptir. Bu durum, flavonoidlerinllidgir timaorin gelsimine neden
olabilecek mutasyonlara sahip hicrelerde daha iet&labileceini ortaya
koymaktadir (13).

1.2.2 Antioksidasyon
Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri ve yapi-aite iliskileri bircok calsmada
argstirilmistir (25). Flavonoidler, oksidatif hasari inhibe eslekanser ve/veya kalp

rahatsizliklarinin korunmasinda etkili olabilmekted26). Besinlerde bulunan

antioksidanlar, hicre ici oksidasyonu azaltaraksiadd molekillerin  mutasyon
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olusturma riskini 6nleyebilmektedir. Flavonoidler kinga olarak bir elektron
vericisi olarak gorev yapmaktadir. Bu molekulleaintioksidan etkilerinin tadiklari
-OH gruplarinin pozisyonuna ve sayisingllwhr. Quercetin, luteolin ve genisteinin,
HL-60 hicrelerinde UV ile indiklenmiDNA hasarini inhibe egi bildirilmi stir
(27). Ayrica, flavonoidler LDL oksidasyonunu da il etmektedir (28). LDL
oksidasyonu ile ilgili yapilan c¢agma sonucunda, flavonoidlerin antioksidan
Ozelliklerinin onlarin proteine Eanma ozelliklerine ve indirgeyici kapasitelerine
bagll oldugu belirtiimektedir (29).

1.2.3. Detoksifikasyon Enzimlerininindiiklenmesi

Hucresel detoksifikasyon mekanizmasi, karsinoj@mletoksik ve neoplastik
etkilerine kagl korunmada en dnemli mekanizmayi gglumaktadir. Faz | ve Faz Il
enzimleri bu detoksifikasyon mekanizmasi icerisingg alan en 6nemli enzim
grubunu olgturmaktadir. Hicrenin kanserojen maddelergikdesrunmasi icin Faz |
ve Faz Il enzimlerinin aktiviteleri arasinda bir nde bulunmaktadir. Faz |
enzimlerince katalizlenerek bir elektron indirgersiyke olusan serbest radikaller ve
toksik metabolitler, Faz Il enzimlerinin katalizigd reaksiyonlarla daha polar ve
zararsiz hale getirilip hiicreden kolayca atiimakta@ipigenin, luteolin, kampherol,
guercetin, myricetin ve naringenin, Faz | enzinegihden CYP1A izoformlarinin
inhibisyonunu sglarken, genistein, morin, diadzein gibi flavonoidide Faz Il

enzimlerinden GST (Glutathione S-transferase) ve (NG®(P)H:quinone

reductase)’l induklemektedir (30).

1.2.4. Immiin Fonksiyonunun Diizenlenmesi

Kanserin 6nlenmesinde immun fonksiyonun dénemi btiytikBesinlerde bulunan
antioksidan molekduller aragiiyla konakg¢inin immun sisteminin tetiklenmesi kanse
tedavisinin bir parcasini ajturmaktadir (31). Antioksidan 6zellikteki flavonded
herhangi bir fizyolojik uyart olmadan immuidn sistemi aktivasyonunu

sgglayamamaktadir. Ancak, fizyolojik bir uyari aragiyjla immin sistemi aktive
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olmus sistemlere flavonoid uygulamasinin immun sistem crél@rinin
aktivasyonlarini artirgh belirtiimektedir (13). Wang vd'leri (1997) tarafian
yapilan bir caimada, daidzeinin (0.01 — 10 pg/ml) vanida, mitojenle aktive
olmus kemirgen splenosit proliferasyonunun gritsaptanmtir (32). Bu bulgularin
klinik agidan 6nemi net olarak bilinmemekle biréktdaidzein ve genisteinin NK
hiicrelerinin aktivasyonunda yer gidbelirtilmistir (13).

1.2.5. Dger Mekanizmalar

Flavonoidlerin karsinogenez inhibisyonuyla ilgijiukarida belirtilenler ginda da
bir takim mekanizmalar ©6nerilmektedir. Flavonoidletkanser hicresinin
proliferasyonunu inhibe ederken hiicre i¢i protemsférilasyonunda da bir takim
degisiklikler meydana getirmektedir. Bu gaiklikleri, mitojen aktive protein
kinazlarin inhibisyonu (Apigenin) (21), fosfoinasit3 kinaz izoformlarinin, protein
kinaz C ve bunlarin sagi elemanlarinin bloke edilmesi (quercetin) (33),pd0
izomeraz | velveya II'nin inhibisyonu (myricietirquercetin, fisitin, kampherol,
luteolin) seklinde o6zetlenebilir (34,35). Ayrica, bazi flavasierin mutajen etki
gosterebilecg (quercetin) (5) gibi bazilarinin da &strojen aigtin (genistein,
daidzein) oldgu belirtilmistir (36).

Flavonoidlerin son yillarda tzerinde en ¢ok gén Ozelliklerinden biri de kanser
hiicrelerinin gosterdi coklu ila¢ direncinin (MDR) 0zelliklerini d#&stirmesidir.
Kanser hucrelerinde bircok ilaca kargelisen direng nedeniyle kemoterapotik
ilaclarin tedavi etkinfii zayiflamaktadir. Flavonoidlerin, hicresel diranci
kirllmasinda 6énemli rollerinin oldiw artik bilinmektedir (37). Bu tez canasinda
flavonoidlerin kanser tedavisinde coklu ila¢ direrec kagl goOsterdgi etkiler

arastirilacaktir.

Yukarida belirtilen bilgilergiginda, tek bir flavonoidin kanser tedavisinde tekiba
etkili olabilecegini sOylemek yanktir. Cunku flavonoidlerin hiicre tzerindeki etki
yollari birbirinden bgimsiz olabilecgi gibi, 6rtisen veya birbirini tamamlayan da

olabilir. Bu nedenle, bu tir etki gdsteren mole&iilt birlikte kullanimi veya
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alternatif yollarla hucrelere aktarimi kanser tasiade alternatif bir yol

olusturabilir.

1.2.6. Flavonoidler ve Cokluila¢ Direnci

Kanser hicrelerinin kemoterapotik ilaclaraskayelistirdigi coklu ila¢ direnci (MDR,
Multi Drug Resistance) kanser tedavisindesKagilan en 6énemli problemlerden
biridir. MDR, tek bir sitotoksik ajana maruz kald@nser hicrelerinde, capraz
reaksiyon sonucu, bircok kemoterapoétik ilacaskaelisen direng mekanizmasidir
(38). MDR, ATP - balanma kaseti (ABC) protein ailesine ait membran
proteinlerince diuzenlenmektedir. Bu ailenin bilimem en ¢ok cagilan proteinleri,
MDR1 genince kodlanan MDR1 (P-glikoprotein) ve MRPultidrug resistance-
asscoiated protein 1) genince kodlanan MRP1 piet&ir. Bu proteinlerin dunda
MRP2, MRP3 ve BCRP/MXR1 proteinleri de MDR glmunda rol alan
proteinlerdir. MDR proteinleri, ATP hidrolizindencga cikan enerjiyi kullanarak
kemoterapatik ilaglarin hiicreggina tginmasini sglayan ATPaz’lardir (39).

En o6nemli MDR proteinlerinden P-glikoprotein (P-gplazma membraninda
lokalizedir. Her bir MDR taiyici proteini, yapisinda hidrofobik iki transmerabr
domaini (TMD) ve iki niikleotit-bglanma domaini (NBD) icermektedir. TMD, ilacin
baglanmasini ve atilimini gkrken, NBD, ATP bglanmasi ve hidrolizini

sgglamaktadir. Proteinin N ve C terminal uclari sitiezbakmaktadir.

P-gp air eksprese eden hiucreler,sife ilaclara (antrasiklinler, antibiyotikler,
taxanlar, peptitler, hormonlar) kardireng gostermektedirler. Diren¢ gosterilen bu
substratlarin ggunun Uc¢ ortak O6zeli vardir. Bu Ozellikler, hidrofobisite, buyuk

hacim ve nétral pH'ta pozitif yikli nitrojen atontagimalaridir.
MDR proteinleri kanser hucrelerindesia eksprese olmaktadir ve kanser

hicrelerinde gejen MDR aktivitesini ortadan kaldirmak icin sgé MDR

inhibitorleri gelstiriimektedir. Etkili bir kanser tedavisi icin, MDRnodulatérleri
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olarak da adlandirilan inhibitér molekdllerle kemm@ipotik ilaglarin  birlikte
verilmesi 6nerilmektedir (40).

MDR proteinlerinin temel roll, hicreyi toksik ajanh kagi korumaktir. Bu
proteinler, gastro — intestinal doku, bdbrek prolai tibull, hepatosit yliizeyi ve kan
— beyin bariyeri gibi normal dokularda da ekspredgmaktadir. Bu bdlgelerde
bulunan MDR proteinleri, viicuda oral yolla alingaclarin kandan intestinal limene
salinglarini dizenleyerek absorbsiyon sinirini belirletadk. MDR proteinleri,
yapisal olarak ikkili veya iliskisiz birgok molekulin (vinca alkoloidleri, etopdger,
taxenler ve antrasiklinler gibi) hicrestha atilimini gercekigirebilir. Ancak, P-gp
aracili direng¢ mekanizmasini inhibe edebilen mdlekide vardir. Bu molekullere
ornek olarak, verapamil, quinidin, dihidropiridinnaoglari, kalsiyum kanal
blokerleri, kalmodulin antagonistleri, hidrofobiletidler, protein kinaz inhibitorleri,
antibiyotikler, siklosproin A, flavonoidler ve gir polifenoller verilebilir. Ancak,
cogu MDR modulatorleri de P-gp tarafindan hicrgra atiimaktadir. Bu durumun
Ustesinden gelebilmek icin uygulanan modulatéri&nsantrasyonunun artiriimasi,
bir takim toksik yan etkilerin meydana gelmesinedere olmaktadir. Orrn,
verapamil kardiyotoksisiteye neden olurken, sikmgp A immin sistemin
baskilanmasina yol agmaktadir. Hormon karakterldiaetorlerin de klinik acidan
risk olusturabilecgi belirtilmistir. P-gp’e b&lanan ve tg@inmayan hidrofobik
antiostrojenik modulatorlerin ovaryum kanser hierelde agonist gibi davrangi
bu yizden de endometrial kanserler icin kullanimasstpheli oldgu belirtilmistir
(40). Kanserde geken ilac direncinin kirllmasinda etkili olabilegedistinilen en

onemli modulatorlerden biri de flavonoidlerdir.

Flavanoidlerin hicre ici fizyolojik rolleri yanindgoklu ila¢ direnci proteinlerinden
MRP (multi drug resistant protein), BCRP (breastoes resistant protein) ve P-
gp’nin ATPaz aktivitesini inhibe efii bilinmektedir. Flavonoid ve izoflavonoidlerin,
MDR Uzerindeki inhibitor etkileri tiplerine gore doésinifta toplanabilmektedir.

Bunlar:

a) MDR1, MRP1 veya MRP2 genlerinin ekspresyonuminibie edilmesi,
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b) Flavonoidlerin tgryict MDR proteinlerin NBD (26), TMD veya steroicgaglanma
bdlgelerine bglaniimasi (41), sayilir.

c) Proteinlerin ATP-az aktivitelerinin inhibe ediési,

d) MDR21’den b&msiz mekanizmalardir (26).

Flavonoidler, ayrica plazma membran ATPaz, sikIMR basimli protein kinaz ve
protein kinaz C gibi bircok ATP Ianma proteinlerini inhibe etmektedir (41).
Flavonoidlerin duzlemsel yapilari onlarin P-gp ileskilerini belirlemektedir.
Flavonoidler, P-gp’nin ATP k#anma bolgesine ve hidrofobik steroid glenma
bdlgesine bglanmaktadir. Flavonoidlerin, proteinlerin ATP gienma bdlgesine

baglanirken nasil bir oryantasyon yaptiklari tam dtaaalagilamamstir (42).

Kitagawa vd’lerinin (2006), KB-32 MDR insan karsma htcrelerinde, P-gp
substrati olarak Rhodamine 123 kullahdicalsmada, yeil cayda bulunan
epigallocatechin gallate (EGCG)’nin, hicre icer@rRhodamine 123 birikimini 3.7
kat artirdgl, genisteinin ¢cok az etki gostegdive quercetinin her hangi bir etkisinin
olmadg tespit edilmgtir. Ayni calsmada EGCG’nin Rhodamine 123 birikimine
olan etkisinin genisteinden ve P-gp inhibitori yemailden daha fazla oldu
belirtiimektedir (43).

Critchfield ve ark.’larinin (1994) yagm bir calsmada, quercetin, kaempherol,
galanginin HCT — 15 kolon kanseri hiicre serisiratdrjyamycin atihmini artirgi
bildiriimektedir (44). Ancak bir bgka calsmada, quercetin kdkenli hidrofobik bir
maddenin MCF-7 meme kanseri hicre serisinde, Rhogarh23 atilimini ve
hicrelerin MDR fenotipini ortadan kaldig saptannmytir (8). Yine dgisik
calismalarda, flavonollerin P-gpsau eksprese eden hepatositlerde ila¢c atilimini
inhibe ettgi bildirilirken, genistein BC19/3 (MDR1 transfektedilmis MCF — 7
hicreleri) htcrelerinde yuksek konsantrasyonda okaloicin ve rhodamine 123
atilimini inhibe etii saptanmytir (45,46).
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Duraj vd'lerinin (2005) yapgn bir calsmada, HL — 60 insan |[6semi hiicre serisinde
ve bu hucrelerinin MDR — 1 direngli HL — 60/VCR klarinda quercetinin onemli
bir takim dgisikliklere neden oldgu belirtiimistir. Bu hiicrelerde quercetin
kullanimiyla, G2/M duraklamasinin apiti Bcl — 2 ekspresyonlarinin gietigi,
direncli htcrelerde MDR — 1 ekspresyonunun azgaldpoptoza gidin tetiklendgi

ve p21 duzenlenmesinde her hangi bigigigli gin olmadgi bildirilmistir. Gorilen

bu etkilerin, ayni hlcrelere apigenin ve luteolirerildiginde saptanmagh
belirtiimektedir (26). Ancak, bir Ba calsmada ise, prostat kanseri hicrelerinde
apigenin ve luteoninin p21 ekspresyonunu artiriykgoercetinin herhangi bir
etkisinin olmadgl saptanntir (47).

Bu calsmalar, flavonoidlerin MDR Uzerindeki etkilerininaffonoidlerin kimyasal
yapilarina bgli oldugunu go6stermektedir. Kimyasal yapilarl incelemlie,

flavononlarin ve flavanollarin C halkasinda 2. vep8zisyonlar arasinda cift §a
olmadgi, A ve C halkalarinin B halkasi ile gkisinin flavonel ve flavonollerden
farkh oldugu gorulmektedir. Flavoneller ve flavonoller 2. ve p®zisyonda cift
halkaya sahiptirler. Bu ¢ift halkalar flavonellee vlavonollar icin 6nemlidir. Bu
molekiller daha duzlemsel yapiya sahip olduklann ig®-gp'nin  hidrofobik
aminoasitleriyle daha kolay etkjiene girebilirler. Bu b&in, flavonoidlerin MRP1

ve MRP2 ile olan etkilgmi icin de dnemli olabilecg dnerilmistir (40).

Flavonoidlerin hidrofobik 6zellikleri, onlarin inbitér etkilerini belirleyen bir dier
onemli noktadir. Flavonodilerin P-gp’nin NBD2 pasgaa b&lanmasinda ve
proteinin diren¢ aktivitesinin inhibisyonunda hitsbik 6zellik  kritik  bir
parametredir. Hidrofobik etki, flavonoidlerinstdigi -OH gruplarinin sayisina ve
pozisyonuna bzidir. Polifenollerin hidrofobik kisimlarinin P-gptle etkilsiminde
onemli olabilecgi bildirilmistir (43). Ancak hidrofobik 6zellik tek kana P-gp ile
olan iliskiyi belirlemede yeterli dgldir.

Flavonoidlerin MDR Uzerindeki etkilerinin birbirlexden farkli ve c¢ok boyutlu
oldugu anlgilmaktadir. Flavonoidlerin kimyasal yapisi, hidrbfsiteleri, dizlemsel
yapilar ve P-gp Uzerindeki ganma bdlgelerinin farkhfi onlarin MDR (zerine

olan etkilerinde temel rol oynayan 6zelliklerdit0(43). Flavonoidlerin biyoyaragh
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sinirhdir ve bu yilizden plazma konsantrasyonlak déstktir. MDR Uzerinde
flavonoidlerin sinerijistik etkilerinin dgerlendirilmesi daha anlamli olabilir (43).

Bu tez camasinda flavanoid olarak kullanilacak olan querdetiMDR fenotipi

pozitif hticre serilerindeki etkileri agarilacaktir.

1.3. Quercetin

Quercetin  (3,3,4',5,7-pentahydroxyflavone), gdola yaygin olarak bulunan
flavonoidlerden biridir (3,5). Flavonoidlerin flawol grubundadir. Yapisinda 3,3',4'
ve 5,7 pozisyonlarinda -OH grubu ghdir (Sekil 1.3.a,b). Quecertinin 3. ve 4.
pozisyonlarda birseker grubu iceren iki farkli formu vardir. Querceti 3.
pozisyondaseker grubu iceren 3-@-glucosid formu 4. pozisyonda hieker grubu

iceren 4-O-B-diglukosid formuna gore @gada daha yaygin olarak bulunmaktadir

(6).
b OH
" OH 0]
‘ WH
y H
HO i I 0] on OH
OH

OH O

Sekil 1.3.a.Quercetin yapidh. Quercetin 40- -D glukosidin yapisi

Quercetin Bilgiginin Fiziksel Ozellikleri:

Formli : GsH1007

Molekul Agirligi : 302,24 g/mol

Cerin : % 65,19 C, % 3,34 H ve % 37,06 O
Saflig :>95%

Erime noktasi :314 °C

uv maksimum : 258, 375 nm (etanol)
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GOorundmu : Hardal sarisi renkte kati toz
COozunurligu . Alkolde ¢6zunur. Suda hemen hemen hi¢ ¢oziinmez
Asetik asit cozeltisinde goin sari renk vererek ¢cozundr.

Saklama Keullari  : Gung 1sigindan koruyarak +4 °C'de saklanmalidir.

Quercetin, genellikle elma, cilek, kiraz, gagm ve kirmizisarapta bol miktarda
bulunmaktadir. Flavonol grubunun bir Uyesi olanrgatn, toksik dgildir ve hicre
fizyolojisi acisindan  bircok 6nemli  fonksiyona gatii.  Quercetinin,
antiproliferasyon, antioksidan, antitlser, apopiodiklenmesi, protein kinaz C
inhibisyonu, lipooksijenaz inhibisyonu, hicre s#ludizenlenmesi, anjiyogenez
inhibisyonu, antialerjik ve antikanser 6zellikl&ulunmaktadir (5,36). Avrupa, ABD
ve Asya’da ysan halkin gunlik quercetin alimi 4 — 68 mg arasideasmektedir.
Quercetinin MDR ailesi Uyelerini (P-gp, MRP1, BCRiBhibe ettgi bildirilmi stir
(8,9). Quercetin MDR proteinlerinin ATPaz bdolgeteritanimaktadir. Hicre ici
serbest radikalleri ortadan kaldirabilgceve caitli molekillerin oksidasyonunu

engelleyerek in vivo ve in vitro antioksidan aktesigtsterebileg@ belirtiimektedir

(3).

Oral yolla alinan quercetinin absorbsiyon orani @ddlaylarindadir. Quercetinin
antikanser aktivitesi i¢in, serum konsantrasyonunoiialama 10 uM olmasi geregiti
belirtiimistir. insanda, 100 mg tek doz quercetinin serum konsgomas0.8 uM
oldugu icin antikanser aktivite icin 1500 mg gunlik dozalinmasi gerekii

onerilmektedirinsanda, 4 gr'a kadar olan quercetinin alimiingiisi yoktur.

Quercetin en mutajenik flavonoidtir. Ancak bu matak etkisinin karsinogenetik
etkisi yoktur. Quercetinin kanser hicre serileringeitant p53 ekspresyonunu
azalttgr ve hicre dongusinde G2/M ve G1 duraklamalarindemeoldgu
saptanmytir.

Tirozin kinaz aktivasyonunu inhibe eden querceimsanlarda Faz | c¢amasi
yapilan ilk flavonoidtir. Quercetin, Tip | Ostrojaeseptor pozitif ve negatif meme
kanseri hucre serilerinde, ©6strojen reseptor Il (HRnin baglanma boélgesi

ekspresyonunu artirglive ER II'ye bglanarak blyumeyi inhibe egiibildirilmi stir.
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Ayrica quercetinin insan melonom hicrelerinde ERyell tamoksifen ve
dietilsilbestrol ile ayni afinitede gandg saptanmgtir. Quercetinin, ¢gtli in vitro
calismalarda, heat-shock proteinlerini ve mutant rasogekini inhibe etfii de
gosterilmitir. Quercetinle yapilan in vitro ¢camalarda, quercetinin dozaj kullanim

aralgl 7 nM — 100 uM arasinda gigtigi gozlenmitir (5).

Flavonoidlerin fizyolojik etkileri Gizerine yapilaim vitro calsmalarda, flavonoidler
kullandgimiz quercetinin hicre kalturd ortaminda kullanidozu 10 pM ile 100
UM arasinda dg@smektedir. Quercetinin etkisi doz miktarina ve zamagsl olarak

desismektedir. Bu cabmada, quercetin polikatyonik polimerleregtanarak hiicre
kaltarine sunulmgtur. Polikatyonik bilgiklerle kompleks olgturulmus quercetin, in

vitro ortamda BCR-ABL + ve kemoterapétik ajan Glege direncli hiicre serilerine
aktarilarak, bu hicre serilerinde direng fenotipiniortadan kaldiriimasi

amaclanmaktadir.

1.4. Polikatyonik Bilesikler ve Polietilenimin (:PEI)

Gen tedavisi viral ve viral olmayan vektorler ahagyla yapilmaktadir. Viral
vektorlerin kullanimi viral olmayan vektorlerin kahimina gore daha yaygindir.
Kullanilan gen tedavi yaksanlarinin birbirlerine gore usttnlikleri ve dezatsglar
bulunmaktadir. Viral vektorlerin kullanimiyla ilgiblarak biyoguvenlik tehdidi 6n
plana cikmaktadir. Viral olmayan vektorler patolenie imminojenik dgidir.
Ancak transfeksiyon yetenekleri giktlr (48). Bu nedenle, son yillarda viral
olmayan vektorlerin kullanimi ve bunlarin gélilmesi yaklgiminin arttg
gorulmektedir. Polikatyonik bikgkler aracilgiyla biyolojik molekdillerin transferi
tercih edilen yaklamlardan biridir. Polikatyonik bilgkler hazirlanabilmeleri ve
saflgtirilmalarinin kolay olmasi, kimyasal modifikasyoaalk olmalari nedeniyle
daha cok tercih edilmektedir. Polikatyonik kilderin DNA ve diger molekullerle
olan etkilgimi elektrostatik denge Uzerine kuruludur. Polilatik bilesik+DNA
kompleksi (+) yukludar ve iki molekll arasindaki lpozitif negatif yik orani

blyudukce katyonik kompleksin hiicreye transferi adakolay olmaktadir.
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Polikatyonik bilgiklerin zayif transfer etkisinin de bu elektroskatdengeden
kaynaklandgl distinulmektedir. Polikatyonik Dbikgklerle biyolojik molekl
transferinde birinci basamak, polikatyonik kilgn DNA ile kompleks
olusturmasidir. Bu kompleks hiicre membranina gore galdif yiukli olduzu icin
hiicre membranindan igeri endositozla girmektediromileksin endozom
aktivitesinden kagmasi gerekmektedir. Bunun iciaydlojik sartlarda dgik pK
degerli katyonik bilsikler kullaniimasi 6nerilmektedir. Bu tir katyonliilesikler
proton sponge adi verilen mekanizmay! kullanmaktaBu mekanizmaya gore,
katyonik bileik protonlari amin gruplarina Bemaktadir ve ardindan organel
icerisine salmaktadir. Polimerin, amin gruplarineotpn balamasi polimerin
sismesine neden olmaktadir. Ayrica, endozom icinde fgilki meydana gelmemesi
icin CI' iyonlart endozoma $amaktadir. Proton ve Cliyonlari endozomun
osmolaritesini arttirmakta ve boylece endozoma #isimge neden olmaktadir.
Polimerin ve endozomugismesi endozomun parcalanmasina ve polikatyonik+DNA
kompleksinin salinimina neden olmaktadir (10). Bamgleks nukleusa birlikte
girmektedir. Etkili bir transfeksiyonun, hicrelemdi®ngisine ve mitotik indekslerine
bagli oldugu bildirilmistir (48).

Polietilenimin  (PEI) farkh hicre kdltrlerinde vehayvan modellerinde
oligonukleotidlerin ve plasmid DNA’nin hiicre sitdidoe geginde etkili rol
oynayan sentetik polimerler grubunun bir bolimuegkit etmektedir. Lineer ve
zincirli seklindeki polietilenimin (PEI) DNA’y1 nanoparcacdda dongtirmektedir.
DNA kondenzasyonunda ve transfeksiyon etkinlle polietileniminin kullanilan
sekli ve molekiler girhg rol oynamaktadir. Fizyolojik pH'da PEI/DNA
bilesiklerinin endozomal degradasyonu daha kolaysabiédikleri gosterilmgtir.
Ancak, bu nanopartiktllerin ¢ok gliilk olan ¢ozunarlllgi gen naklinde kullanimlari
kisitlamstir (49).

Sentetik polimerler icerisinde en fazla tercih edil polikatyonik bilgik

polietilenimin (PEI)’dir. Yukarida anlatilan endandkaynakli siireg, polietileniminin
yuksek transfeksiyon kabiliyetini aciklamak icin editbmistir. Katyonik bir

20



polielektrolit olan polietileniminin lineer, dallams ve dendrimerik formu
bulunmaktadir§ekil 1.4).

MNH
T.N Hﬁ“""" ‘*-*’""N H%NHwNiﬂi%NHwNHw

N

SIS SN S e
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MNH
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N NH
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Sekil 1.4. Lineer, zincirli ve polietilen glikol ile konjugedilmis polietileniminler

Bu calsmada dallanmgi PEI kullaniimgtir. Dallanmg PEI ile oligonukleoitit,
plazmid DNA, RNA aktarimi ile ilgili yapilan c¢ginalar bulunmaktadir. PEI sahip
oldugu amin gruplan sayesinde DNA kondenzasyonuna nedénaktadir.
Polietilenimin hiicreye endozom reseptor arggila, fagositoz ve pinositozla
alinmaktadir. Boylece, polietileniminle yapilan DNw#ansferinde daha kondanse
olan DNA, DNAaz enzimlerinden korunmakta ve etkBir transfer olang
sazlamaktadir. Etkinki viral vektorlere gore diilkk olan PEI ile gen transferinin en
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onemli dezavantaji yuksek toksisiteye neden olmias#thcak etkinlik ve toksisite
hakkinda net bilgi halen bilinmemektedir (11). Tiekenin PEI'nin molekil
agirhgiyla iliskili oldugu ve 25 kDa molekil@arhgindaki PEI'nin yiksek toksisiteye
neden oldgu bildirilmistir. Toksisitenin Ustesinden gelebilmek icin kigiiolekdl
agirhkli PEI'lerin capraz bglarla bir araya getirilerek kullaniimasi veya yalta
kicuk molekdl girlikli PEr'lerin kullaniimasi 6nerilmektedir (10Bu ¢alsmamizda
da 2 kDa molekul @rhikh PEI kullaniimstir.

1.5. Kanser

Insan vicudu trilyonlarca hiicreden gwhaktadir. Biytyebilmek, olu hicreleri
yenilemek ya da yaralanma sonucu zedelgrmicreleri onarmak amaciyla,gb&li
vicut huicreleri istisnalar ginda bolunebilme yetegime sahiptirler. Genler,
hiicrelerin glevlerini yonlendiren parcalardir. Hicreler, baenggrden ald bilgi ve
komutlara uygun olarak @alirlar. Fakat bu genetik yetenekleri sinirlidir ve
mutemadiyen bdlinemezler. Her hicrenin hayati bogubelli bir bdltinebilme
sayisi vardir ve ghkli bir hiicre gerekgii yerde ve gerekdi kadar bolineggni
bilir. Bu olaya fizyolojide kontakt inhibisyon kuradenir.

Kanser, yaanilan cevrede katasilan ve/veya hicrede ortaya cikan, fiziksel
kimyasal ya da biyolojik etkenlere maruz kalinmasadeniyle normal hicre
DNA'sinin dgisime ysramasl sonucu ortaya cikan genetik bir hastaliktormal
hiicre DNA'sinin dgisime uwramasi mutasyon olarak adlandirihr (50). Olim
oranlarinda % 23.3 ile ikinci sirada yer alan ve©'dén fazla dgsik tirt olan
kanser, viucuttaki hucrelerin kontrolstuz olarakasekilde ¢galip, vicudun cgtli
bdlgelerine daillmalari seklinde de ifade edilebilir. Normal olarak hucrekmcak
organizma onlara gerek duyglinda c@alirlar. Bu durum organizmanin belirli bir
dizen icerisinde galnesini ve bdylece ghkli kalmasini sglar. Hicreler gerek
olmadgl halde bélunltp, gelirlarsa o bolgede bir doku kitlesi elu. Fazladan
olusan bu kitle timdr (ur) olarak adlandirilir. Bu kitr benign (selim) veya malign
(habis) olabilirler. Benign (selim) timaorler kanskgsildir. Onlar konsu dokulara ve

viicudun dger organlarina yayllmazlar. Benign timdrler genelgiécuttan
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cikarilabilirler. Malign (habis) timdrler kanserachk adlandirilirlar. Bu timorler
komsu doku ve organlara sigrayip, onlara zarar verédiliKanser hicreleri kanserli
dokudan koparak kana ksabilirler veya lenf yollarina girebilirler. Kansari
yayllmasi ve vicudun ger bdlgelerinde timér ofmasi bu yolla olmaktadir.
Kanserin sigcramasi ve yayllmasi metastaz olaranddilir. Kanser vicudun gér
bir bolgesine yayil@inda, o bdlgede yayilgh yerdeki tirden bir timaor ogtururlar

ve ayni adla anilirlar (51,52).

Normal bir hticrenin malign transformasyon suredidca inisiyasyon ve promosyon
olmak uzere iki gamadan olgur. Inisiyasyon, hiicrede tamiri imkansiz DNA hasari
olusmasina kann hicrenin apoptozis adi verilen programlanrhiicre olimine
gidemedgi bir durumdur. Hiicrede DNA hasari ofgltnda hiicre ya bunu tamir eder
ya Olimu secer ya da hucresel dongusunit durduriicredel dongu, sirasiyla GO,
G1l, S, G2, M fazlarindan almaktadir. Bu donemlerin arasinda hicre gyin
yolunda olup olmagiini kontrol eder ve uygunsa o zaman bir sonrakeddm gecer.
En 6nemli gama Gl'den S'e gatir. Cunkl hicre DNA'ylI sentezlemeden 6nce
DNA'nin batinligh salanmahdir. Bu sganmadan S dénemine gegerse kontrolsuiz
hiicre bliyumesi ortaya cikar. Mesela iyonizan raglyasGl'den S fazina veya

G2'den M fazina gegidurdurmaktadir (53).

Kanserler, hicresel genlerdeki mutasyonlarglibalarak hiicre proliferasyonunun
kontroliinuin kaybolmasi sonunda ortaya ¢ikmaktétlicre treme ve gglinesindeki
bu bozukluklardan, en az 40 hicresel genin sorurtdugu disinulmektedir. Bu
bozukluklar, iki temel gen grubunda ortaya cikan tasyonlarla olmaktadir.
Bunlardan stimulatér genler, hiicre Gremesini stergderler. Bu genlerin hiperaktif
olarak calymasi kansere neden olmaktadir. Bu genlerdeki motday dominanttir.
ikinci grup olan inhibitér genler ise hiicre tremesithibe ederler. Bu genlerin
baskilanmasi ya da kapanmasi kansere neden olnral8adyenlerdeki mutasyonlar

ise resesiftir.
Karsinogenez cok faktorli ve ¢cok basamakli bir otdyp, normal bir hicrenin

kanser hiicresine dogmesi icin ¢cok sayida genetik ggikliklerin olmasi gereklidir.

Bunlar arasinda; nokta mutasyonlari, translokasyonben amplifikasyonlari,
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hiicresel onkogen aktivasyonu ve tumoOr supresor eganl (antionkogen)

inaktivasyonu gibi mekanizmalar yer alir.

Hucre proliferasyonunu ve farklgaasini kontrol eden normal hiicresel genler
mevcuttur. Bunlardaki regulasyon bozuklu ya da dgisimler onkogenlere
donsmelerine neden olmakta ve kanser geliyle sonuclanmaktadir. Onkogenler
regulator elementlerden yoksundurlar. Onkogenlerkodladgl proteinler
onkoprotein adini alirlar. Buytume faktorleri, bayémaktor reseptorleri, sinyal iletim
proteinleri, nuklear regulator faktorleri, hiicrendist proteinleri onkoproteinlerdir.
Rb (retinoblastoma) geni ve P53 geni gibi antiordwgrin (timor stpresoér genler)
kodladgl proteinlerin normal fonksiyonu, hiicre dongusurlénlemesini ve hicre
bolinmesini  inhibe etmektedir. Bunlardaki mutasgonl resesif 06zellik

gostermektedir (54).

Karsinogenezin temelinde, hicrenin sgmasi, bldyumenin kontroli ve
diferansiasyon gibi biyolojik olaylari etkileyen magyonlarin gamali olarak bir
araya gelmesi yer almaktadir. Kanserin gl sirecinde timor hicreleri birgok
fenotipik Ozellikler kazanir. Bu dgsimler, tumor hicrelerinin hizli ve sinirsiz
cogalmalarina ve ¢cevre dokuya yayllmalarina neden @éwrica, bu hiicreler 6zgin
mikrocevreden bamsiz olarak ygamini devam ettirme ve metastaz yapma
Ozelligine sahiptir. Protoonkogenlerin ve tumor baskilayigenlerin  seri
mutasyonlari farklh mekanizmalar aragiiila malign fenotipin olgumuna katkida
bulunmaktadir (55).

Sinyal iletimi yollarini ve sinyal proteinlerini def alan onkojenik mutasyonlara sik
olarak rastlanmaktadir (56). Sinyal iletiminde mawyd gelen dgsimler hicrenin
cogalma velveya ymma slevlerinin kontrolinu ortadan kaldirir. Boylelikle,
onkojenik sinyal iletimi tumor gealimi ile invazyon/metastaz strecinde etkin rol
oynamaktadir.insan Genom Projesi'nin verilerine goére, insan gemataki
yaklasik 32.000 genin % 20'si sinyal iletiminde gorevragaoteinleri kodlamaktadir
(57). Bu proteinler arasinda hiicre membranindayerireseptorler, G-proteinler ve

sinyal ileten enzimler yer almaktadir.
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Sinyal iletiminde yer alan molekullerin ve sinyablharinin karsinogenezdeki
rollerinin ortaya konmasi ve bu yollara 6zgul intdb ajanlar ile yapilan klinik
calsmalar, kanser tedavisinde yeni ufuklarin aciimassaslayabilir. Bu

yaklasimlarin ortak hedefi, en etkin kanser tedavisiregrabktir (58).

1.6. Kanser Tedavisi

Kanser hastaliklari, insanlarin sgan standardini ofanustl etkileyen ve hatta
onlarin 6lumine yol acabilen en Onemli rahatsiahdkhn biri olarak ©6nemini
korumaktadir. Kanser tedavisinde cok farkli yonemkullaniimakla birlikte kesin
bir sonug elde edilemestir. Tedavide kullanilan bazi yontemlegagida verilmgtir
(59).

1.6.1. Radyoterapi

Radyoterapi, radyoaktifsinlarla tedavi demektir. Radyasyon, cerrahi mudadeh
once kanserli bir timoérun kucaltilmesi icin, cerratiidahaleden sonra geriye kalan
kanser hucrelerinin buyimesinin durdurulmasi veakanser ilaclari ile élimcul
bir durumda olan bir tumorin ortadan kaldiriimagn ikullanilabilir. Radyasyon
Ozellikle lenf diguimleri veya ses tellerindeki habis timorler gibilidekalize kanser

cesitlerinin tedavisinde etkilidir.

Radyasyon tedavisi, Co-60 ya da Lineer Hizlandigibi cihazlar aracigiyla
vilcudun dgindan radyoterapi veya vicut ¢haklari ya da doku icine radyoaktif
maddelerin yerlgiriimesi yoluyla iceriden radyoterapi gercegielir.

Radyoterapide kanser hcrelerinin bélinmesini degelk amaciyla yiksek enerjili
X isinlart kullanitlir. Radyoterapi esnasinda, uygulabétgeye X ginlari ile belirli

oranda bir enerji verilmektedir. Hedef; hicrelegenetik materyalin molekuler
yapisini bozarak, bdolinmelerini engellemektir. Resypn kanserli hicrelerin

yaninda s@ikl hticreleri de yok etmesine gaen sglikl hicreler kendilerini tamir
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ederek tekrar fonksiyonel hale gelebilirler. Amaliarda oldgu gibi radyoterapi de
lokal bir tedavi olup sadece uygulanan bélgedekiréléri etkiler. Radyoterapi cilt,

beyin, meme, prostat ve rahim kanseri tedavilerigi#ten olarak kullaniimaktadir.

1.6.1.1. Radyoterapide Kagilasilan Olumsuzluklar

Radyoterapinin amaci kanserli hicreleri yok etmekdma bu arada tedavi alani
icinde kalan sgikli hicreler de etkilenmektedir. Radyoterapi bazean yapici
sistemin uretgi hicreleri etkileyebilir. Egkin bir insanda kan hiicrelerinin yapimi
Ozellikle kemik iligi dokusunda gercelde. Dolayisiyla radyoterapi alani dahilindeki
kemik dokusu hacmi arttikca (omurga, kalca k&mibi) kanla ilgili yan etki riski de
artar. Radyasyon tedavisinin uygulaiidner bolgede cilde ait birtakim yan etkiler
gelisebilir. Bu yan etki riski, uygulanmasi planlanampleon doz yukseldikge artar.
Yani daha cok 5 — 6 hafta siren uzun sureli tededd ve tedavinin ileri
donemlerinde gorilur. Koltuk alti, boyun gibi alokusunun ince oldiu bdlgelerde,
anus bolgesi, @z ici gibi mukoza dokularinda bu tip yan etki fiskaha fazladir.
Cilde ait yan etkiler, Gizerine basmakla solan hatrikliklarla balar (giing yangi

gibi) ve sulu, acik yaralara kadar gidebilmektedir.

Radyoterapi sonrasinda hastada uygulanan bolgdyeligana gore yutma zorfiu,
bulanti, kusmastahsizlik, ishal, 6ksuruk gibi gecici bazen de uggwa dozuna gbre
nefes darfil ve akcger yetmezlgi gibi kalici hasarlar okabilmektedir.
1.6.2.Imminoterapi

Vicuttaki immin sistem, yabanci madde olarak adtdad maddelere kar

denetleyici bir sistem olarak hareket eder. @méir organ baiscisindan nakledilen

bir organin varigina verilen immun yanit, bu organin reddedilnge&linde olabilir.
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Kanser hicreleri de yabanci olarak kabul edilirétlardan bu yana agarmacilar

kanser hucrelerine kardogal immun reaksiyonu artirmaya gahaktadirlar. Boylesi
bir metot bir tedavi metodu olarak kullangchda, bu tekrie immunoterapi denir.
Beyaz kan hicreleri (I6kosit) tarafindan normakakairetilen ve lenfokinler olarak
bilinen biyolojik aktif maddelerin kullanimi immuterapiye dahildir. En iyi
kanitlanmg olan imminoterapi aktif maddesi, viral bir enfgksia cevap olarak

vicut tarafindan Uretilen interferonlardir.

Arastirmacilar son zamanlarda interferon alfa denilenrtterferon ¢eidi ile birkag
cesit kanserin kontrol altina alinmasindasha elde etnylerdir (60). Ozellikle
interferon nadir gorulen ve sacakll hicreli 16sesf@rak bilinen kanser rahatsgli
olan kkilerde dikkate dger gelsmeleri ortaya cikarmtir. Bu, ayni zamanda belli

tipte lenf dokusu kanserleri kasinda sinirli yararlari da ortaya ¢ikarmaktadir.

1.6.2.1.immunoterapide Karsilasilan Olumsuzluklar

Immunoterapi sonrasi enjeksiyon yerinde meydanangkie takim kizariklik ve
sismeler gibi lokal tepkiler gézlemlensgtir. Daha az gorulmekle birlikte, hiriltih
solunum, burun ve @@azda kainti, burun tikanikigl ve/veya burun akintisi, koroner
sikisma duygusu, dudaklarda ve goz kapaklarigigae ve yutkunma zorfiu gibi
yan etkiler de bildirilmgtir (61).

1.6.3. Kemoterapi
Kanser hicrelerini tahrip eden kimyasal (kansegcldri kullanilarak yapilan
tedaviye kemoterapi denir. Bu tedavilerde kullamileaclara antikanser ilaclar da

denir. Kanserin turine gore kemoterapinin amadgekiilagsabilmektedir.

a) Kanseri tedavi etmek; kanser htcrelerine agriziimiyle ortadan kallginda

kanser tedavi edilmisayilir.
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b) Kanseri kontrol etmek; genel olarak kanserinilyayni dnlemek ve biylumesini
yavalatmak, kanserin kontrol altinda tutulmasi olaraki edilir.

c) Kanserin yol ac# belirtileri gidermek, bazi kemoterapi uygulamatam temel
amaci hastanin yam nitelgini yukseltebilmek i¢in gri ve benzeri belirtileri ortadan
kaldirmak ya da hafifletmektir.

Bazen kanser hicreleri, tumérden ayrilarak kansdolaveya lenf damarlari yoluyla
vicudun bgka bir yerine gidebilirler. Kanser hicreleri vicumdbagka bolimlerine
ulastiginda orada yerkerek yeni timorler okiurabilmektedir.

Kemoterapi ilaglari kana kaarak tim vicuttaki kanser hicrelerinesul@ar ve bu
hicreleri kanser hicresinin  kendi kendine bdlinmesve yenilenmesini
engelleyerek etki ederler. Boylece ilaglardan eti@n kanser hicreleri zarar gorir

ve Olurler.

1.6.3.1. Kemoterapide Kasilasilan Olumsuzluklar

Bu yaygin kullanima ganen kemoterapi ile uygulanan ajanlarin tedavi eeldm
gereken bolgeye ujairiimasindaki guclikler, tolere edilmeleri oldukgar olan
toksik ajanlarin kullanilmasi, @sik yan etkiler, ila¢ direnci gejimi ve gelsen
tumoral dokularin heterojen dinamik biyolojik yapidolulari gibi nedenlerle
tedavideki bgari verimi oldukca dgilkk olmaktadir. Burada s6zu edilen ve siklikla
karsilasilan yan etkiler; bulanti, kusma, sa¢c dokulmegiz ave di eti problemleri,

enfeksiyon ve anemi vigeklinde siralanabilmektedir (62).
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1.7. Teshis ve Tedavide Hedefleme Calmalari

Uzun yillardir ilag alanindaki camalarin balica amaci yeni drtnler gglirmek
veya cagitli hastaliklarin tedavi edilebilmesinde kullamlailaclari yenilemek
olmustur. Ancak yapilan agarmalarin ¢ok zaman almasi, ekonomik ve etk
sinirlamalar ve 6zellikle beklenilen sonucu vermesiaratirmacilari yeni araglara
itmistir. ila¢c dozunu azaltma, dozlama agah uzatma, yan ve zararh etkileri daha
da azaltma ve ilacl hedef bolgeye yonlendirmesigadlari bu amaca yoneliktir. Son
yillarda hedefli ila¢ tganim sistemleri hedefli dokuya olan gtadan tainimlari,
ilaclarin terapotik alandaki kullanim yelpazelerigengletmistir. Ayrica ilacin
kullanilan efektif dozundaki ve hedefli olmayan dierde ila¢ konsantrasyonundaki
azals (yan etkileri azaltmak icin dnemli), ila¢ toksiginin bu sistemler icerisinde
azaltilabilmesi ve @t plazma konsantrasyonlarinda terapotik etkisigatistirebilir
olmasi da dier etkenlerdendir (63,64). Tum bu Ozelliklerin ahalasinda ve
gelistiriimesinde en fazla rol oynayan ilagtaci partikiler sistemlerdidlag taiyici
sistemler; bir bilgenin bir baka kimyasal ile bir ilag uygulama aygiti ile ya itk
uygulama sireci ile salim hizini, dokulara sali@ida her ikisini de kontrol eden
sistemler olarak tanimlanmaktadir. Son yillarda pek yeni ilag tayici polimerik
sistem gelitirilmistir. Ilac taiyici olan ve salimi kontrol eden partikiiler siskem

sunlardir: mikrokapsduller, mikrokireler, nanopartikiive lipozomlardir (65,66).

1.7.1. Kanser Tedavisinddlac Taslyici Sistemler

Ilaclarin hedefli olarak gerekli bolgeye ve gerediilugu kadar iletilebilmesi igin
spesifik olarak tasarlanmtasiyici sistemlerin gegtiriimesi; hem tedavi etkingini
arttirmak hem de antikanser ajanlarin sistemik isitesini azaltmak yodninden
kazancli olacaktir. Bu nedenle kanserin hastalltiirinesinden énce s6z konusu

sistemlerin hizla gediirilebilmesi buyik 6nem tamaktadir (67).
Tumoral dokuya ukan kan damarlari yoluyla hedeflenen bdlgeye makyiellige

sahip olan nanogayicilarin ytzeyinde bulunan timoére 6zel ligandiayesinde

tasinir. Hedeflenen bélgeye ya da dokuyasuthginda taiyiciya yiklenen etken
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madde (6rngin; antineoplastik ajan veya g@r biyomolekuller) kanser hucreleri
tarafindan endositoz yoluyla alinir ve etken maddkinlik gostererek tedavi
gerceklatirilir. Bir diger alternatif tedavi rejimi ise, manyetik nargyaci
hedeflenen timoér dokusuna gtilatan sonra -ki bu ukam MRI sistemiyle kolaylikla
teyit edilebilecektir- canli sistem gindan uygulanacak olan sdmanyetik alan
yardimiyla manyetik nanagg/icilar icerisinde yer alan birimlerin  molekuler
hareketiyle 1sil bir dg&isim, yani lokal sicaklik ar§i sgzlanabilir. Klinikte hipertermi
tedavisi olarak adlandirilan bu tedavi rejimi ieedsce kanser hicreleri yok edigni

saslikl hiicre ve dokulara zarar verilmegpalacaktir.

Son yillarda kanser tedavisinde kullaniimak Uzeskstiyilen yeni nesil tedavi edici
ajanlar ve stratejiler sirasiyla; mikrokapsduller, ikrokireler, antibadiler,
immunotoksinler, simerik proteinler ve nanogg/cilar ile antikanser ajanlarin

tasinmasiseklinde 6zetlenebilmektedir.

1.7.2. Mikrokapstiller

Mikrokapsduller, bir cekirdg@n ceperle kaplanmasi sonucu g@n dozajseklidir.
Mikrokapsulleme ise kati, sivi ve gazin inert pai bir madde ile film halinde
kaplanmasisiemidir. Genel olarak etkin madde cekirdek, kaplansddesi ise ¢eper
adini almaktadir. Cekirdek maddeleri olarak; etkimaddeler (antibiyotikler,
antihistaminikler, vitaminler), proteinler, horman] enzimler ve boyalar
kullaniimaktadir. Ceper maddeleri olarak ise;galove sentetik hidrofilik ve
hidrofobik 6zellikteki polimerler kullaniimaktadirMikrokapstller biyoteknoloji,
fotografcilik, ziraat, farmasotik alanlarda kullailmatita Farmasatikte; ilacin salimi
ve tozlarin alg 6zelliklerinin gelstiriimesinde uygulanmaktadir.

1.7.3. Mikrokireler

Caplan birka¢ um’den birka¢ yiz um’ye kadar cikai monolitik yapida mikro
tastyicilardir. Mikrokurelerin bglica 6zellikleri; etkin maddeyi kontrolli biekilde

30



salmasi, etkin maddenin yapi ve aktivitesingigigrmemesi, etkin maddeyi hedef

organ, doku ve hicreyestenasi, in vitro ve in vivo kaullarda dayanikli olmasidir.

Mikrokureleri hazirlamada kullanilan sentetik vegdb polimerler, PEG, stiren,
albumin, protein, karbonhidratlardir. Mikrokire dama yontemleri ise emduilsiyon

polimerizasyonu, ¢Ozuicl buhatimma yontemi gibi yontemlerdir.

Mikrokureler farmasotik uygulamalarinin yani sitekal anestezikler, ortopedik

implantlar gibi birgok dgisik alanlarda da kendisine uygulama sahalari bgdamu

1.7.4. Nanotaiyicilar

Yeni nesil tedavi edici ajan uygulamalari nanoté&nairini olan kolloidal ilag
tastyicl sistemler ya da akilli ila¢ sgici sistemlerdir. S6z konusu st@icilar
genellikle uygun polimerik matrikslerden Uretileano 6lcekli partikillerden odan
sistemlerdir. Bu sistemleri akilli kilan belirtilgssiyicilarin hazirlanmasindan sonra
hedeflenecekleri timoéral bolgede yer alan uyguap&sleri taniyacak olan ligandlar
ile donatilmg olmalaridir. Bu mantik ile hareket edecek olagiytailar hiicresel
mekanizmayla hareket edecekleri icin 6zellikle gokbc direnci gibi énemli bir
sorunun Ustesinden gelebilecek ve lokal tedavinégkiile saslikh hiicre ve dokulara
herhangi bir zarar vermeden etkinlik gosterebil¢ic€k7). Ote yandan burada sozii
edilen nano tayicilarin uygun buydklik ve yitzey 0Ozelliklerinehga olmasi da
onlari akilli kilan dger 6zellikler olacaktir. Kullanilan nanopartikiileher ne kadar
boyutlari hiicre spesifik yonlendirme ve hiicre icahen prosedirlerinde énemli rol
oynasa da, buslemi daha kolaylgtiricak ve verimi artiracak bir ger 6nemli
parametre de kullanilacak nanopartiktllerin ylzegte elvergli fonksiyonel grup

ve molekdllerin barinmasidir.

Nanoparcacik ya da gbr deysle nanopartikiller mikron skalasi altinda genedlikl
polimerlerden —0zellikle biyobozunabilen cinstenHusturulmus yapilardir.
Nanoparcaciklarin siniflandiriilmasinda nanokirenamokapsil olarak iki alt sinif

sayllabilmektedir.
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Bunlardan nanokapsul diye tabir edilen alt sinifeg di bir polimerik kabuk
tarafindan cevrelenstir ve bu kabgun icerisinde 0Ozelfine gére yg ya da su
icerisinde c¢ozelti halinde yer alir. Nanokire okaradlandirilan dier tipte ise
parcacik cekirdekten gdikabya kadar ayni malzemeden ghustur ve ilag
molekdlleri bu polimerik zincirler Uzerinde ya kdgat ya da fiziksel olarak
tutuklanmstir (68).

Nanoparcacik dizayninda kullanilacak polimer veldan uygulama yontemi 6nemli
yer tutar. Tedavide ilaglarin vestgici ajanlarin bozunmadan hedeflerinesmialari
ve yiksek verimli bir aktivite gbstermeleri ancadk ancak uygun dizayn edilgnbir

sistemle mimkiin olabilmektedir.

Yuksek verimli bir baari elde etmek amaciyla kullanilacak ila¢ molekinia
nanoyapilardan uygun zaman araliklarinda ya dalagygaya bglandiktan bir zaman
sonra pasif ya da aktif olarak ortama difizyonu tkalnedilmelidir (69). Ttumor
alanindaki ilag salim hizi nanopartikil yapisindpkiimerin molekdl girhigr ve
capraz bglanma konsantrasyonu ile ya da ilag molekiulunurcgata balanma

sekli (kovalent adsorpsiyon ya da fiziksel adsorpaeiyile kontrol edilebilmektedir.

1.7.5. Lipozomlar

Lipozomlar ayni hiicre zari gibi yapida olan kesectkr. Bu keseciklerin ici ilag
tasinim tedavilerinde ila¢ tayicisi olarak kullanilabilir. B@ ve kuyruk gruplari
iceren fosfolipidlerden okmuslardir. Bg kismi hidrofilik bir karaktere sahip olup
suyu sever ancak fosfolipidlerin kuyruk diye adlardn kismi hidrofobik olup

yapilarda su tarafindan itilir.
Tumorlt dokulardaki kan damarlarinda endotel tabeddaki hicreler arasinda

salikh bir bireydeki kadar siki Bdanti noktalar bulunmaz ve genellikle 400 nm
asagisindaki lipozomal yapilar bu kloklardan rahathkla gecebilir. Doxorubicin,
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camptothecin ve daunorubicin gibi antikanser ilagia tginimi lipozomal
sistemlerde giinimuzde kullaniimaktadir (70).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

Sodyum bikarbonat (Sigma, ABD), etil alkol (SigmABD), kloro asetik asit
(Merck), tripan mavisi (Sigma, ABD), FBS (Fotalgsi serumu, Servajsrail),

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM, BD, USAJipsin/10 mM EDTA
(Etilendiamintetraasetat) (Sigma, ABD), PBS (Fod$fatfer saline) (Sigma, ABD),
HCI (0,1 M) (Sigma, ABD), etiv (Ultralab U — 1203antriftj (Ultralab), terazi
(Scaltec), su banyosu (Memmert), manyetikgtarel (Simsek Laborteknik), UV /
Visible Spektrofotometre (UNICAM UV2 — 100).

Spektrofotometre (Versa max tunable microplate eeddSA), Elisa pleyt okuyucu
(ASYS Hitech UVM 340 Plate Reader), diyaliz Gnit€Spectrumlab, USA).

Laminar akg kabin (Klas Il Laminar Flow Cabinet, Labor ildamiirkiye), UV
sterilatér (Philips), karbondioksitli etiiv (Nuveijiikiye), sik mikroskobu (Olympus
CK2, Japonya), invert mikroskop (Leicksvec), dijital kamera (Olympus C-4000,
Japonya), hemositometre (Birker hemositometre, Almp 96 go6zlu hicre kultur
kabi (BD, USA), hicre kiltart flasklari (BD, USA),2 um filtreler (Sartorius),
santrifij  topleri  (Nunc, Almanya), MTT 3-(4, 5-ditiléhiazol-2-il)-
difeniltetrazolyum bromur, (Sigma), Polietilenimire Flavonoid (Sigma-Aldrich,
Almanya), L929 fare fibroblast hiicre§iap Enstitlisi, Ankara), HeLa kanser hiicresi
(Hacettepe Temel Onkolojik Bilimler, Ankara), mikipetler (Scaltec, Almanya),
pipetler, petri kaplari (Corningjsrail), caitli cam malzeme ve géli plastik

malzeme analitik dizeyde kullanilgtir.
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2.2. Quercetin / Polietilenimin (KQ/PEI) Kompleksinn Elde Edilmesi ve
Karakterizasyonu

40 mg/mL quercetin 3M sodyum hidroksit (NaOH) iserde c¢ozilerek tzerine 1:1
mol/mol quercetine karik kloro asetik asit (KAA) ilave edilngtir. 70 dakika sure
ile oda sicakfiinda manyetik kagtiricida reaksiyona birakilgtir. Sire sonunda
ortama 1M NaHPO, tamponundan ilave edilerek reaksiyon durdurykonu Ortama
6 N HCI ilave edilerek ortamin pH'I 7‘ye ayarlargtm. Daha sonra diyaliz
membrani  kullanilarak safsizliklar ortamdan uzgtkddmistir. 1 mg/mL
polietilenimin (PEI, 2000 Da dallang)i su icerisinde ¢Ozulnstiir. Daha sonra
icerisine 1 mol polietilenimine kaitik 4 mol karboksil gruplu quercetin (KQ) ilave
edilmistir. 1 saat oda sicaklinda manyetik kagtiricida kargtirilarak PEI'nin amin
gruplari ile quercetinin karboksil gruplar Uzemmd polietilenimine elektron
ortaklggmasi yolu bglanmasi gercekigiriimistir. Daha sonrada por ¢api 3500 Da
diyaliz Unitesi (Spectrumlab, USA) kullanilarak ksgona girmeyen kisimlar
ortamdan uzakkuriimistir. BoOylece polietilenimine elektrostatik #a suda
¢cobzlinebilen karboksil gruplu quercetin/polietilemm(KQ/PEI) kompleksi elde
edilmistir. Elde edilen Kkarboksil gruplu quercetin ve kakbil gruplu
quercetin/polietilenimin kompleksi F — TIR ve H -MR metotlari ile karakterize

edilmigtir.

2.3. Hucre Kultara ve Kompleksin Hicreler ile Etkil esimi

HelLa tumor hicreleri ve L929 fibroblast hicreleiiltkr ortaminda cgaltilarak
hicre hatlar hazirlangtir. Hucreler 10 % FCS, 1 % antibiyotik iceren DME12
kultir ortaminda flasklarda 37C’de karbondioksit etiiviinde inkiibe edigtim.
Hucreler yeterli saylya uacaya kadar 2 gun ara ile besi ortaminin vasati
degistirilmi stir. Belli sayiya ulgan kulturler tripsin ile kaldirnlarak 24 vell pladgee
(50.000 hucrelvell) ekimi yapilgtir. 24 vellerdeki htcreler belli bir saylya
ulastiklarinda serum ve antibiyotik iceren vasatlaruserve antibiyotik icermeyen
vasatlar ile dgstirilmi stir. TUmor hicreleri 50 — 750 pg/mL miktarlarindaegcetin,

karboksil gruplu quercetin ve karboksil gruplu gregim/polietilenimin kompleksler
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ile 2 — 24 saat slire muamele editini Daha sonra hiicre mediumlarina serum ve
antibiyotik ilave edilmgtir. Belirtilen sireler sonundasagida belirtilen metotlarla
komplekslerin etkileri ardurilmistir. Kontrol grubu olarak vellere sadece medium

ilave edilmitir.

2.4. Hematoksilen Boyama

6’ platelerdeki ekili hiicrelerin tzerindeki stipatant falkona toplanir. Hucrelerin
tzerine 1 mL PBS ilave edilir. Platelerdeki hiicrielgyizeyine 200 mikrolitre tripsin
ilave edilir. Tripsinin ilave edilmesindeki amaclatelerde altta kalan hicrelerin
ctkariimasini sglamaktadir. Tripsin 4 dk 37 °C'de bekletilir. 2 mrhedium ilave
edilir ve buradan kopnguhtcreler falkona toplanir. Dip kisma butin huarele
toplanir. 4 dk 800 rpm’de santrifij edilir. SUpetarat atilir. Sonra 1 mL
sitosantrifije yuklenir. 2200 rpm’de 4 dk santrifégilir. Preparatlar cikarilir ve
kurutulur. Preparatlar gak metanole daldirilip 100 dk bekletilir. Metandikdiltr.
Uzerine PBS konur. 2 defa 3'er dakikallk PBS'dencigir. 100 mikrolitre
hematoksilende 15 — 20 dakika bekletilir ve distdayla yikanir. Bu 3 kez
tekrarlanir. Lamlar teker teker sudan alinarak talw. Uzerine 1 damla gliserol
damlatilir ve lamelle kapatilir. 30 dakikadan somnaak cilasiyla preparat lamelinin
etrafi kapatilir. Bu, hicrelerin morfolojik yapisimcelememizi sgar. Hucreler
immunositokimya protokoliinde ol@u gibi sitosantrifijle toplanir. Bir gecelik
kurumaya maruz birakmayr takiben ga& metanolle fikse edilir. Ardindan
hematoksilen ile boyanir. Bir stre beklenir ve B yikanarak eozinle muamele
edilir. Daha sonra suyla tekrar yikanir. Son olalakelle kapatilan preperatlar
mikroskopta incelenir. Bdylece Hematoksilen boyarhécrelerin  morfolojik

degerlendirilmesi yapilmytir.
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2.5. Toksisitenin Belirlenmesi

2.5.1. MTT Testi

HelLa ve L 929 fibroblast hicreleri 96 vell plateldner bir kuyucga 5000 hicre
ekimi yapilir. Farkli konsantrasyonlarda borlu kikéer kuyucuklara ilave edilir ve
72 saat inkube edilir. Sture sonunda her kugac@5 uL MTT cozeltisi ilavesi
sglanir. 37 °C’de 4 saat inkiibasyondan sonra her duggucozici tampondan (10
% sodium dodesil sulfat (SDS) 0.01 N HCI icinde i@dz.) 100puL ilave edilir. Bir
gece inkubasyondan sonra, hucresayabilirliginin tespiti icin 96 kuyucuklu
platelerin absorbans ganluk deserleri ELUSA plate okuyucuda 570 nm’de okunur.
Yasayan hucreler koyu mavi formazan urini stluurken, oOlt hicrelerde boya
gozlenmez. Kontrol (ilagsiz) hicreleriyle kdastirarak, ilagsiz hicrelerin yizde

olim oranlari belirlenir.

2.5.2. Tripan Blue Boyamasi

HelLa ve L 929 fibroblast hiicreleri 24 vell plateldrer bir kuyucga 50 000 hicre
ekimi yapilir. Farkli konsantrasyonlarda borlwibiller kuyucuklara ilave edilir ve 2 -
48 saat surelerde inkube edilir. Tumor ve fibroblagcrelerine borlu bikgklerin

toksik etkisi hicrelerin sayica autive canhliklar tripan mavisi ile boyandiktan
sonra hemositometre ile canli ve 6li hicreler asgk hesaplanir. Ayrica MTT

yontemi ile toksisite belirlenerek iki metodun sglaun birlikte deserlendirilir.

2.6. Apoptozun Belirlenmesi

HeLa kanser hicrelerinde apoptozun belirlenmesindié30, Kaspaz-3
immunositokimyasal metodu ve ikili boyama metodu928 fibroblastlarda

apoptozun belirlenmesinde ise sadece ikili boyaratodu kullaniimgtir. Ayrica her

iki tip hiicrede de nekrozun belirlenmesinde ikdyama metodu kullanilrgtir.
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2.6.1. Immiinositokimyasal Kaspaz-3 Metodu ile Apoptozis Balenmesi

24 vell platelere her bir kuyuguna 2 mL medium icinde 50.000 hicre olacak
sekilde ekim yapilarak karbondioksit inktbatorinaéiibe edilmgtir. Bor iceren
kompleksler ve polimerler belirtilen sire ve mikéada hicrelere uygulanir.
Uygulama sonucunda 6ncelikle sipernatandaki yuzadkmks hicreler yapan 15
mL’lik falcon tlpe toplanngtir. Plate ylizeyinde yapk olan hicreler sipernatanin
alimini takiben, kuyucuklar 1 mL PBS ile 2 kez yka ardindan 200 mikrolitre
tripsin — EDTA eklenir, 5 dakika beklenir ve huaeltoplanip ayni falcona ilave
edilir. 4000 devir/dak santrifiij edilerek hiicrekedde edilmgitr. Santrif(j bittikten
sonra sidpernatanin aspire edilmesini takiben, tpdlilemL PBS ile tek hicre
suspansiyonu ofguracak sekilde hazirlanir. Sitosantrifij lamlart (poli Lzinli)
etiketlenir, hicrelerin toplanaga bolge karetlenir, santriflj icine yergérilerek,
ardindan 1 mL’lik hicre stspansiyonunun tamamirekl€.200 rpm’de 4 dakika
sitosantrifilj edilir. Lamlar cikartilir ve oda sktgginda bir gece kurumaya birakilir.
Formalin ile fikse edilir. Lamlar 6nce % 0.2”lik iton X 100 ile daha sonra PBS’de
¢cozinmiy % 8'lik BSA ile 1 saat muamele edilir. BSA hafif@mellerin kenarindan
aspire edilir. Uzerine yikama yapilmadan primeiikamt(10 pL sulanms Kaspaz-3
alip buna 99QuL PBS eklenir.) 10QuL pipetlenir. Buz lzerinde 1 saat bekletilir.
Sekonder antikor uygulamasi icin her bir lamel timeBiotinden (linksisesi) 100
uL uygulanir ve oda sicakhginda 15 dk bekletilirm® PBS ile 2 x 3 dk yikanir ve
PBS aspire edilir. Her bir lamel Uzerine StreptavidHRP sisesinden 100uL
uygulanir ve oda sicakinda 15 dk bekletilir. Lamellerin kenarindan Stegppdin
dikkatlice aspire edilir. 2 mL PBS ile 2 x 3 dk gukr ve PBS aspire edilir. 1Q0
DAB ile lameller karanlikta muamele edilir. Realaiy mikroskopta saat tutarak
gozlenir. Kahverengi renkli boyanma go6zlendigi zanfgaklasik 4 — 5 dk) DAB’li
lameller distile su ile yikanir. 2 x 3 dk lamellézerine 100uL Hematoksilen
uygulanir. 3 — 4 saniye kadar bekletip hemen omsme suyu ile yikanir ve daha
sonrada 2 x 3 dk distile su ile yikanir. Gliserandatilip mikroskop altinda

incelenir.

38



2.6.2. Imminositokimyasal Protokolii M30 Antikor Tayini Apoptozis

Belirlenmesi

Kuyucuk baina, 2 mL medium icinde 400.000 — 500.000 hiicreakaekilde alti
kuyucuklulara ekilir, inktibatore kaldirilir. Sonraggiin ilaclar ile muamele edilir,
supernatandaki yuzen hucreler ile ywam hicreler ayni 14 mL’lik falcon tipe
toplanir, santriftj edilir. Yagan hucrelerin toplanmasi igin stpernatanin alimini
takiben, kuyucuklar 1 mL PBS ile 2 kez yikanir. &mka sivilarinda toplanan
hiicreler de ayni falcona alinir. Ardindan 200 miikm Tripsin — EDTA eklenir, 5
dakika beklenir ve hucreler toplanip ayni falcofiave edilir. Santrifiju takiben
hiicreler sitosantriftj edilir. Sitosantrif(j icirBantriflj bittikten sonra sipernatanin
aspire edilmesini takiben, pellet 1 mL PBS ile tdkcre stspansiyonu gluracak
sekilde hazirlanir. Sitosantrifij lamlart (poli L zinli) etiketlenir, htcrelerin
toplanac@l bolge karetlenir, santriflj icine yerddérilir, ardindan 1 mL’lik hicre
suispansiyonunun tamami eklenir. 2.200 rpm’de 4kadakitosantriftj edilir. Lamlar
cikartihr ve oda isisinda bir gece kurumaya binaltormalin ile fikse edilir. Lamlar
once % 0.27lik Triton X 100 ile daha sonra PBS'deignm % 8’lik BSA ile 1 saat
muamele edilir. BSA hafifce lamellerin kenarindaspise edilir. Uzerine yikama
yapilmadan primer antikor (1L sulanmg Kaspaz-3 alip buna 990. PBS eklenir.)
100 pL pipetlenir. Buz Uzerinde 1 saat bekletilir. Setenantikor uygulamasi icin
her bir lamel Gzerine Biotinden (linksesi) 100uL uygulanir ve oda sicakhginda 15
dk bekletilir. 2 mL PBS ile 2 x 3 dk yikanir ve PBfSpire edilir. Her bir lamel
Uzerine Sreptavidin HRRisesinden 10QuL uygulanir ve oda sicakliginda 15 dk
bekletilir. Lamellerin kenarindan Streptavidin datkce aspire edilir. 2 mL PBS ile 2
x 3 dk yikanir ve PBS aspire edilir. 10@ DAB ile lameller karanlikta muamele
edilir. Reaksiyon mikroskopta saat tutarak goézlemiahverengi renkli boyanma
gozlendgi zaman (yaklasik 4 — 5 dk) DAB’l lameller distiei ile yikanir. 2 x 3 dk
lameller tGzerine 10QL Hematoksilen uygulanir 3 — 4 saniye kadar beglaemen,
once ¢gme suyu ile yikanir ve daha sonrada 2 x 3 dk distil ile yikanir. Gliserol
damlatip mikroskop altinda incelenir.
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2.6.3.1kili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlemmesi

Cekirdesi boyamaktir. Bu sayede apoptozu ve nekrozu gGstdie boyama
metodudur. Riboniklease A kullanilir. — 20 °C’deklaair (Sigma R-500).
Ribonukleaz A RNA'yI boyamaz. Bu sayede sitoplaziRXA’y1 yok eder. Hoechst
(33342) boyama: +4 °C’da saklanir. Apoptozis higrdboyar. Bu sayede gercek
apoptozis hicreler bulunur. Propidium lodide: +Zd@&Csaklanir. DNA'y1 ve RNA'yI
boyar. Kirmiziya boyayarak sekonder nekrozu gastti platelere 500.000 hticre/2
ml olarak ekilir. Hicreler 37 °C'de GOnkubatorde hicreler galtilir. Caozaltilan
hiicreler icinde bulunan mediumlar (Ust solisyonpial Daha sonra Uzerine ilag
eklenir. 48 saat 37 °C’de GQnkubatérde hicreler bekletilir (Normalde hicre

blylumesi 1 gunluktir ama burada 2 gun bekletildgha sonrdboyama yapilir. Bu

stok solusyonlarin hazirlamioyledir:

Ribonlkleaz A'’dan 1mL PBS’de 10 mg RNA olacakilde hazirlanir.

Hoechst ise 1 mL PBS’de 200 mikrogram olagekilde hazirlanir.

Propidium lodide 1mL PBS’de 100 mikrogram olagakilde hazirlanir.

Solasyonlar kullanilana kadar — 20 °C’de saklanir.

Calisma soltisyonunun hazirlgni

10 mL PBS i¢ine RNAaz stoktan 100 mikrolitre

Hoechst stoktan 500 mikrolitre

Propidium lodide stoktan 100 mikrolitre ilave eddk hazirlanir.

6’ platelerdeki ekili hiicrelerin tzerindeki stipatant falkona toplanir. Hucrelerin

Uzerine 1 mL PBS ilave edilir. Platelerdeki hiicrielgyizeyine 200 mikrolitre tripsin
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ilave edilir. Tripsinin ilave edilmesindeki amaclatelerde altta kalan htcrelerin
cikarilmasini sglamaktadir. Ustteki hiicrelerde ise apoptoz gozlaeedektir. Tripsin
4 dk 37 °C'de bekletilir. 2 mL medium ilave edile buradan kopnguhtcreler
falkona toplanir. Dip kisma buttin hicreler toplangidk 800 rpm’de santrifiij edilir.
Supernatant atilir. Uzerlerine 100 mikrolitre dauldtaining soliisyonu pipetaj
yapilir. Karanlikta 15 — 20 dakika 37 °C’de inkibdilir. Temiz lam Gzerine bu
karisimdan 17 mikrolitre konulup lamelle kapatilir. Laimekenarlari tirnak cilasiyla
kapatilir. Hazirlanan oOrnekler flouresan mikrosko@API filitresi kullanilarak
apoptoza grams hicrelerin ve FITC (480 — 520 nm dalga boyundajroma
ugrams hicrelerin dgerlendiriimesi yapilnytir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Quercetin/Polietilenimin (KQ/PEI) Kompleksinin Elde Edilmesi

Quercetinin OH gruplan tzerinden kloro asetik &igrubu arasinda meydana gelen

etkilesim sonucu ortaya HCI cikarken, quercetin Uzerindarbé&ksil grubu

olusturulmustur. Reaksiyonun basamaki&ekil 3.1‘desematize edilmtir.

GUCHZ-000H

C:M:-E

Sekil 3.1. Karboksilik asit u¢lu KQ/PEI kompleksinin sentezi
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3.1.1. F — TIR Spektrumlari Analizi

93

M)A
=
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Sekil 3.2.  Elde edilen komplekslerin F — TIR grafikleri
A. KQ/PEI (Karboksil gruplu quercetin ile poliegitimin)
kompleksinin F - TIR gragi
B. KQ (Karboksil gruplu quercetin) kloro asetik itasile

etkilestirildikten sonra olgan karboksil gruplu quercetinin F — TIR

grafigi
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spektrumlarindaki karakteristik pikler

Cizelge 3.1.Karboksilik asit uglu KQ ve KQ/PEI kompleksleriniF — TIR

Karakteristik pik KQ Karakteristik pik KQ/PEI
Dalga sayisi (cfh (vicm™)
-C-OH 3400 N —H (imi) 3420
(gerilme) (- C—-0H)
Cc=0 1664 C-H 2822
(simetrik gerilme) (gerilme, CH)
Cc=0 1450 C-H 1450
(gerilme) (egilme, CH,)
C-0-C 1262 - 1168 C=0 1650 - 1660
(asimetrik (gerilme, 1. amid bandi
gerilme)
C-0-C 1130 - 1014 N -H 1608 - 1561

(simetrik gerilme)

(egilme, 1l. amid band)

Sekil 3.2'deki KQ ve KQ/PEl'ye ait F — TIR spektruanindan goruldgl gibi KQ'e
ili skin 1664 cm"deki C = O gurubuna ait pik, KQ/PEI'nin spektruntlanortadan
kalkmaktadir. KQ
kopolimerizasyonunun karboksilli asit uclari Uzelen b&lanarak gercekkgigini

Spektrumdaki  karbonil  pikinin  olmgyr PEI'nin ile
gostermektedir. PEI'nin yapisinda ¢ok sayida butwerain gurubundan kaynaklanan
3420 cmdeki N — H gerilme piki ve alifatik karbona P hidrojenlere (CH
protonlari) ait C — H gerilme piklerinirsiddetindeki belirgin ari kompleks
gercekkgigini KQ/PEI sentezlergini

dogrulamaktadir.

olusumunun ve kopolimerinin
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3.1.2. KQ ve KQ/PEI'ye Ait H — NMR Spektrumlari

"H-NMR
Q-AC Ar-CH, - DMSO
'Iil) Aril-H
-C-OH
A A_ll ll l H J__Ma
| | 1 | 1 | 1 1 1 1 |
1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1
o (ppm)
© B
'H-NMR
QPE
@
®

G(ppm)

Sekil 3.3. KQ ve KQ/PEI kompleksinin H — NMR spektrumu graik
A. KQ H — NMR spektrumu
B. KQ/PEI H - NMR spektrumu
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Cizelge 3.2.Karboksilik asit uclu KQ ve KQ/PEI kompleksleriniAik — NMR
spektrumlarindaki karakteristik pikler

. KQ KQ/PEI
Fonksiyonel Grup _ _
Kimyasal kayma (ppm)| Kimyasal kayma (ppm)
O
l 3.30 - 3.40 3.30 - 3.50
Ar—CH — C(b)
Aril — H (d) 6.20 - 7.80 7.20-7.30
O
l 9.30 - 9.40 -
C-H
NH — CH, — CHyx(a) - 2.50-2.90
Ar—OH (c) - 4.60 —4.80
O
I —~ 6.60 — 6.80
C — NH (Amid ba)(e)

KQ ve KQ/PEl'ye ait H — NMR spektrumlarSekil 3.3‘de goérilmektedir.
Spektrumlar incelendinde; KQ spektrumundan farkh olarak KQ/PEI komdisle
iliskin 2.50 — 2.90 ppm, 4.60 — 4.80 ppm ve 6.60 — qp’deki pik guruplar
sirayla, amin guruplarina gla CH,, aril — OH ve C=0-NH amid guruplarini
gostermektedir. Specktrumlarda gor@da gibi  karboksil gruplu quercetin

polietilenimin ile kompleks olgturduktan sonra karboksil grubuna ait pik (9.30 -
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9.40) ortadan kalk®i gbzlenmektedir. Bu da kompleks glumunun gerceklgigini
gOstermektedir.

3.2. Quercetin (Q), Quercetin/Polietilenimin (KQ/FEI) Kompleksinin HelLa
(Kanser) ve L929 Fibroblast (Normal) Hiicrelerine Tksik Etki Sonuclari

Yapilan calgmada toksik etki ikisekilde belirlenmgtir. Birincisinde etken madde
uygulanan hucreler tripan blue ile boyanarak caeliéli hicrelerin sayisi ve %
canlilik belirlenmitir. ikincisinde ise MTT metodu ile hiicrelerin yiizde sitii
oldiren inhibasyon konsantrasyonilk%0) deserleri belirlenmgtir. SonuglarSekil
3.4’de veSekil 3.5’de verilmgtir. Elde edilen sonuclara gore; quercetinin (Qyidki
konsantrasyonlarda hem kanser hem de normal hierébésik etkisinin dgiik
oldugu gozlenmgtir. Sekil 3.4’e ve Sekil 3.5’e bakildginda 50 — 300 pg/mL
konsantrasyonda toksik etkinin kontrol gruplarinaakip elde edilmnstir.
Konsantrasyonun 400 — 500 pg/mL cikapidda HelLa ve fibroblast hicrelerinde
toksisitenin % 15 oraninda agtigbzlenmgtir. 600 pg/mL konsantrasyonda ise her
iki hticre grubunda da hicrelerin yadtta% 20’sinin 6ldgu gozlenmgtir. Quercetin
modifikasyonu ile elde edilen karboksil gruplu quegm (KQ) ve quercetini hlcre
icerisine aktarmada kullanilan polietilenimin (PEIO0 Da) ile de ayni sonuclar elde
edilmistir. MTT metodu ile elde edilen sonuclarda ise tsikenin tripan blue
sonugclarina gore dahadik oldusu tespit edilmgtir. Bu metottan elde edilen Q'nin
IK50 degeri 1 M/mL olarak, KQ igin 850 pM/mL, PEI i¢gin 1.M/mL olarak elde
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin toksisite Uzerine etkisine Idgknda, kisa sureli
inkiibasyonlarda (2 — 6 saat) toksisite gorilmen ilkeun sireli inkiibasyonlarda (12
— 24 saat) toksisitenin gozlegdive arttgl gézlenmgtir. Elde edilen sonuclara goére
quercetinin suda c¢ok iyi ¢ozinmemesi hlcre icesisyeterince giremeginden
toksik etkisinin dguk elde edilmesine sebep ofgutahmin edilmektedir.
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Sekil 3.4.  Farkl miktarlarda (0 — 600 pg/mL) quercetin (@garboksil gruplu
quercetin  (KQ), KQ/PEI kompleksi ve PEI polimerien L929
fibroblast hicrelerine toksik etkisini gosteren Ital{Tabloda etken
maddelerin toksik etkisi ylzde (%) canlilik orararak verilmitir.
Standart hata +%3 olarak belirleryti)

Karboksil gruplu quercetin polietilenimin (KQ/PEKpmpleksi kanser ve fibroblast
hiicreleri ile etkilgtrildiginde toksisite sonuclari girlerine gore cok farkh elde
edilmistir. Elde edilen sonuclagekil 3.5'de verilmjtir. KQ/PEI kompleksinin 50
pg/ml konsantrasyonunda toksisite gozlenmez ikeams&ntrasyon artiniginda
toksisitenin de art@n gozlenmgtir. Konsantrasyon 100 pg/mL’ye cikargdnda
toksisitenin % 10 — 15 arasinda anttigozlenmgtir. Ozellikle HelLa kanser
hiicrelerine toksisitenin fibroblast hiicrelerine gdaha yuksek olgu gozlenmtir.
400 pg/mL konsantrasyonda htcrelerin % 50 camhilikaybederken, 600 pg/mL
konsantrasyonda Hela hucrelerinin % 80'i, fibroblagcrelerinin % 70’e yakininin
canhligini kaybettgi gozlenmgtir (Sekil 3.4, Sekil 3.5). KQ/PEI kompleksi 2 — 4
saatlik inkiibasyon suresinde toksik etkisinde @itd yikselme gézlenmez iken 6 —
12 saat, Ozelliklede 24 saat etkite sirelerinde toksisite yiksek oranda elde
edilmisti. Bu sonug, bize KQ/PEI'nin toksik etkisinin idkasyon suresine
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konsantrasyonuna pla olarak arttgini gostermektedir. MTT sonuglarina goére
KQ/PEI kompleksinin hicrelerin yarisini 6ldugliilK50 dozu 400 pg/mL’ye yakin
elde edilmgtir. Bu verilere gore tripan blue ve MTT sonuclambiri ile uyumlu elde
edilmistir. KQ/PEI toksisitesinin yiksek eldesi beklenilbir sonuctur. Clnkl tek
basina hicre zarindan gecmekte zorlanan Q, PEl'nidiyarile hicre zarindan
yuksek oranda gecmolabilecgi ve toksik etki gostedi tahmin edilmektedir.
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Sekil 3.5. Farkli miktarlarda (0 — 600 pg/mL) quercetin (@garboksil gruplu
guercetin (KQ), KQ/PEI kompleksi ve PEI polimerien HelLa timor
hicrelerine toksik etkisini gosteren tablo (Tabloethen maddelerin
toksik etkisi yluzde (%) canlilik orani olarak veritir. Standart hata

1+%3 olarak belirlennstir)
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3.3. Hematoksilen — Eozin Boyama Sonugclari

Q ve KQ/PEI ve PEI ile etkigirilen kanser ve normal hicrelerin morfolojilerini
gostermek maksadi ile hematoksilen — eozin ile boygir. Normal hicre
fotograflar Sekil 3.6’da verilmgtir. Etken madde ile etkig@rilmis hicrelerin
morfolojisini gosteren fotgraflar Sekil 3.7'de veSekil 3.8'de verilmstir. Elde edilen
sonuclara gore, quercetin (Q) teksina digik konsantrasyonlarda kullanigginda
kontrol gruplarina goére hticre morfolojilerinde cédzla degisim gbzlenmenitir.
Fakat yuksek konsantrasyonlarda ¢zellikle 600 pgdealhicrelerin bir kisminin
kaltur tab&indan kalktgi, az da olsa yayvan halde iken toparlgndyuvarlaklatigr)
go6zlenmgtir. PEI ile de elde edilen sonuclar ¢cok farklgieir.

Sekil 3.6.  Kiltlre edilmi normal ve kanser hiicre f@aflari
A. L929 fibroblast hiicrelerinin fofmafi
B. HelLa kanser hucrelerinin fagdafi (Fotgraflar Leica inverted
mikroskopta X 200 buyttmede cekiltir)
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Sekil 3.7.

Hematoksilen— Eozin ile boyanmy L929 fibroblast hicrelerinin
fotograflar

A. Hematoksilen — Eozin ile boyangniL929 fibroblast hiicrelerinden
olusan kontrol grubunun gérintisa

B. 600 pg/mL konsantrasyonda KQ/PEI ile etiildmis fibroblast

hicrelerinin - morfolojik  gorintist  (Koyu boyanan déler:

cekirdekleri, acik renkte (pembemsi) boélgeler: @aamayi

gOstermektedir. Fofwaflar Leica inverted mikroskopta normaik

altinda, X 200 buyltmede cekilgtir)
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Ancak PEI yuksek molekilgarlikli olan tirleri, ozellikle 25000 dallangiolan
yuksek konsantrasyonlarda kullangohda htcre zarlarini tamamiyle parcafadi
gozlenmstir. KQ/PEI kompleksi hiicrelere uygulagchda dguk konsantrasyonlarda
morfolojik farklihk distk iken, yuksek konsantrasyonlarda hicrelerin kilti
tabagindan kalktgl, bir kisim hicrelerin zarlarinin pargalagidive geri kalan
hiicrelerin yuvarlakigigi gozlenmgtir (Sekil 3.8). Ozellikle bu kompleks, kanser
hicelerindeki morfolojik etkisi fibroblastlara godahasiddetli oldugu gézlenmgtir.

Sekil 3.8. Hematoksilen- Eozin ile boyanmy HeLa hiicrelerinin fotgraflari

A. Hematoksilen — Eozin ile boyangnHelLa hicrelerinden ofan
kontrol grubunun goruntusu

B. 600 pg/mL konsantrasyonda KQ/PEI ile etiildmis Hela
hicrelerinin - morfolojik  gorantist  (Koyu boyanan  @éler:
cekirdekleri, acik renkte (pembemsi) boélgeler: @aamayi
gOstermektedir. Fofpaflar Leica inverted mikroskopta normaik
altinda, X 400 buyutmede cekilgtir)
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3.4. Apoptotik Indeks Sonuglari

Quercetin ve KQ/PEI kompleksinin apoptotik etkisingosterilmesinde tc farkli
metot kullaniimgtir. HeLa hticrelerinde M30 ve Kaspas-3 immunositokasal
metot ve ikili boyama metodu ile apoptotik hicredg@sterilmgtir. L929 fibroblast
hiicreleri ise sadece ikili boyama metodu ile aptptoticreler gosterilngtir. Elde
edilen apoptotik indeks sonuclagekil 3.12’de ve Sekil 3.13‘de ve apoptotik
hiicrelerin fotg@raflar Sekil 3.9'da, Sekil 3.10’da veSekil 3.11'de gdosterilngiir.
M30 ve Kaspaz-3 boyama sonucu apoptoZzaams hicrelerin sitoplazmasi
kahverengi, sglikli hiicrelerin sitoplazmasi ise mavi renkte garaktedir. ikili
boyama soliisyonu icerisinde bulunan Hoechst (3334R2yesan boyasi DNA'ya
baglanarak mavi flouresanik altinda hticre cekirdeklerinin mavi renge boyasma
sgilar. Apoptotik hicre cekirdekleri, parcalargndaha parlak ve cekirdek sinirlari
bozulmasi vb. ozelliklerinden ggér mavi boyanngicekirdeklerden ayirt edilirler.
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Sekil 3.9.

ikili boyama sonucu elde edilgHeLa hiicrelerinin fotgraflari

A. Etken madde ile etkigerilmemis HeLa hticreleri, kontrol grubu

B. 600 pug/mL KQ/PEI ile etkilgirilmis HeLa htcrelerinin fotgraflari
(Parlak mavi hicre cekirdekleri apoptotik hicrelesoluk mavi

cekirdekler normal hicreleri gostermektedir)

C. 600 pg/mL KQ/PEI ile etkikirilmis HeLa hicrelerinin fotgraflari
(Kirmizi hiuicre c¢ekirdekleri nekrotik hicreleri gésnektedir.
Fotaograflar ikili boyama sonucu elde edilgnolup, apoptotik hicreler
Hoechst 33342 ile nekrotik hticreler propodium igbdé boyanmytir.
Fotograflar flouresan atagmanl olimpus inverted mikimsia DAH ve

kirmizi flouresan filitreler kullanilarak X 200 bigmede cekilmtir)
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Sekil 3.10. Ikili boyama sonucu elde edilgilL929 fibroblast hicrelerinin
fotograflar
A. Etken madde ile etkiggiriimemis HelLa hicreleri, kontrol grubu,
mavi renkte gorilen hticre ¢ekirdekleri normal hlemregdstermektedir
B. 500 pg/mL KQ/PEI ile etkikgirilmis fibroblast htcrelerinin
fotograflari, parlak mavi hiicre cekirdekleri apoptotildcheleri, soluk
mavi ¢ekirdekler normal hicreleri gostermektedir
C. 600 pg/mL KQ/PEI ile etkigiriimis fibroblast hicrelerinin
fotograflari, kirmizi hiicre ¢ekirdekleri nekrotik hiasgl| yesil hicre
cekirdekleri ise normal veya apoptotik hicrelersigdmektedir (495 —
520 nm dalga boyunda flouresamkialtinda cekilm§ olup ayni anda
hem nekrotik hem de gier hicreler goruntilenstir. Fotagraflar ikili
boyama sonucu elde edilgrolup, apoptotik hiicreler Hoechst 33342 ile
nekrotik hucreler propodium iyodid ile boyarytm. Fotgsraflar
flouresan atagmanli olimpus inverted mikroskoptaPD#&e 495 — 520
nm dalga boyunda flouresan filitreler kullanilargk200 blyutmede

cekilmistir)
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Genel olarak immunositokimyasal ve ikili boyamadsdge edilen sonuglar birbirine
paralel elde edilngtir. Sonuclara gore quercetin teksbw kullanildginda 50 — 200
png/mL konsantrasyonda apoptotik indeksin her ikipghiicrede de dik sayida
elde edilmgtir. Quercetin konsantrasyonunun artiriimasi il@@pz oraninin da
arttigl gozlenmitir. Ozellikle 500 — 600 pg/mL konsantrasyonda Héliigrelerinde
% 14, fibroblast hiicrelerinde % 9 apoptoz eldenediir. Elde edilen sonuglar PEI
ile kamilastirldiginda benzer sonuclar gorilmektedir. Karboksil guuguercetinde
ise bu konsantrasyonlarda apoptozun % 12’lere kaddseldgi gozlenmigtir.
Hucrelerin etken maddelerle kisa sureli ve uzurelsi@tkilestiriimesi hem dguk
konsantrasyonlarda hem de yiksek konsantrasyonkgpdatotik indekste 6nemli
degisikliklere neden olmamgtir. En yiuksek apoptoz 24 saat sure ile inkibasgond

elde edilmgtir. Fakat KQ'nin yiksek konsantrasyonda apoptatikisinin HelLa

hiicrelerinde fibroblast hicrelerine oranla % 5 <ivarinda daha yuksek olgu
gozlenmigtir (Sekil 3.12,Sekil 3.13).

Sekil 3.11. M30 cytodeath antikoru kullanilarak immunositokasgl metot ile
boyanmg Hela hicreleri
A. Etken madde ile etkifgrilmemis HelLa hucreleri, kontrol grubu,
hiicrelerin hepsinin sitoplazmasi mavi renkte goaktadir
B. 500 pg/mL KQ/PEI ile etkiktirilmis HeLa hicrelerinin fotgraflar
(Kahverengi hiicre sitoplazma apoptotik hicrelergavinrenkte hiicre
sitoplazmasi normal hicreleri gostermektedir. B@thar, Zeis marka
argtirma mikroskobunda normalsik altinda, X 200 buyitmede
cekilmistir)
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Sekil 3.12. Farkh miktarlarda (0 — 600 pg/mL) quercetin (@grboksil gruplu
quercetin (KQ), KQ/PEI kompleksi ve PEI polimerten HelLa kanser
hiicrelerinde olgturdusu apoptotik indeks (Apoptotik indeks M30,
Kaspaz-3 ve ikili boyamadan elde edilergeiderin ortalamasi alinarak

elde edilmgtir. Standard hata % 2 olarak belrilestir)

HelLa kanser ve fibroblast hicreleri karboksilli cpetin/polietilenimim (KQ/PEI)
kompleksi ile etkilgtrildiginde sonuclar gier etken maddelerden farkl elde
edilmistir. Elde edilen sonucla$ekil 3.12’de veSekil 3.13'de gdsterilngtir. Dlsuk
konsantrasyon ve inkibasyon surelerinde apoptotideks dgerlerine gore hem
HeLa hem de fibroblast hucrelerinde birbirinden c¢édekli desildir. Fakat
konsantrasyonun artiriimasi ve inkiibasyon suresinatiimasi (24 saat) apoptozun
Ozellikle HelLa hicrelerinde argti gozlenmgtir. KQ/PEI kompleksinin 400 pg/mL
konsatrasyonda kanser hicrelerinde % 19, normalelgide ise % 15 oraninda
apoptoza neden olgu belirlenmgti.  KQ/PEI kompleksinin 500 pg/mL
konsantrasyonda kanser hicrelerinde % 31, normaleldide ise % 19 oraninda
apoptoza neden ol@u belirlenmgtir (Sekil 3.12,Sekil 3.13). Buradan elde edilen
sonuclara gore PEI quercetinin hicre icerisine ggim artirmasindan dolayi

apoptotik etkinin de argii tahmin edilmektedir.
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Sekil 3.13. Farkli miktarlarda (0 — 600 pg/mL) quercetin (@garboksil gruplu
quercetin (KQ), KQ/PEI kompleksi ve PEI polimenten L929
fibroblast hiicrelerinde odturdusu apoptotik indeks (Apoptotik indeks
ikili boyamadan elde edilen sonuca gore elde egilmiStandart hata

% 2 olarak belirlenngtir)

3.5. Nekrotik indeks Sonuglari

Gerek HelLa hucreleri gerekse fibroblast hiicreldhi boyama sollisyonu icerisinde
bulunan propodium iyodid flouresan boyasi ile bayjgmda nekroza grams
hiicrelerin gekirdekleri kirmizi flouresan vesydlouresan gik altinda kirmizi olarak
gorulmekte olup bize hucrelerin nekrozgradgini gostermektedir. Elde edilen
nekrotik indeks sonuclaBekil 3.14’de veSekil 3.15'de ve fotgraflari Sekil 3.9'da
ve Sekil 3.10’da verilmgtir. Quercetin, karboksil gruplu quercetin ve ptilenimim
tek bgina 50 — 200 pg/mL konsantrasyonda nekrotik etkillerdisik oldusu
yaklasik % 10 civarinda oldgu tespit edilmgtir. Toksisite, apaptotik etkide ol@u

gibi quercetin konsantrasyonun ve inkibasyon siiresartmasi nekrotik etkinin
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artmasina neden olgu tespit edilmitir. Ozellikle 500 - 600 pg/mL
konsantrasyonda nekrotik indeks HelLa htcrelerind@8%fibroblast hicreleri igin
ise % 20 — 25 arasinda elde editini Quercetin/polietilenimin kompleksi her iki tip
hiicreye uygulanginda, etken madde konsantrasyonu 200 pg/mL‘derardib
nekrotik etkinin yukseldi, 6zellikle de kanser hucrelerinde % 18 olarakeeld
edilmistir. Konsantrasyonun artmasi nekrotik etkinirgedi Q, KQ ve PEIl‘ne gore
yiksek oranda elde edilgtir. Ozellikle 600 pg/mL konsantrasyonda nekrottkie
HelLa kanser hicrelerinde % 62, L929 fibroblast Bigzcinde % 49 oraninda elde
edilmistir (Sekil 3.14, Sekil 3.15). Sekil 3.15’de goruldgu gibi karboksil gruplu
guercetinin polietilenimin ile okiurulan kompleks, HelLa hucre kulturlerinde
olusturdusu nekroz, fibroblast hiicre kilttrlerinde giurdusu nekroza goére yakjek

% 13 oraninda daha fazla offlu belirlenmgtir. Bunun sebebi ise daha 6nce

bahsedildgi gibi hicre icerisine giren quercetin orani ilgilil oldugu tahmin

edilmektedir.
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Sekil 3.14. Farkli miktarlarda (0 — 600 pg/mL) quercetin (®@arboksil gruplu
quercetin  (KQ), KQ/PEI kompleksi ve PEI polimerfen L929
fibroblast (normal) hicrelerinde sglurdusu nekrotik indeks (Nekrotik
indeks ikili boyama sonuclarindan elde edgtini Standart hata % 2
olarak belirlenmytir)
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Sekil 3.15. Farkh miktarlarda (0 — 600 pg/mL) quercetin (@grboksil gruplu
quercetin  (KQ), KQ/PEI kompleksi ve PEI polimerfen Hela
(kanser) hiicrelerinde afturdusu nekrotik indeks (Nekrotik indeks ikili
boyama sonuclarindan elde edgtni Standart hata % 2 olarak

belirlenmitir)
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4. TARTI SMA VE SONUCLAR

Quercetinin HelLa ve ger bazi kanser hicre hatlarinda etkileri in viteim vivo
arggtinimistir. Quercetin hem tek bama hem de tedavide kullanilan kanser ilaglari
ile kombine uygulanarak etkileri incelerytii. Ayrica quercetin lipozom gibi
tastyicilar ile hiicre icerisine ylksek konsantrasyoakigarilarak apoptotik ve toksik
etkileri argtinimistir. Bu calgmalardan elde edilen sonuclar, genel itibari ile

asagidaki gibidir.

Son vyillarda yapilan camalarda goérildgl gibi quercetin kanser ilaci olarak
kullanilabilecek dgal bir maddedir. Fakat quercetinin suda az oranilaimiyor
olmasi, hicre icerisine ggine engel olmakta ve terapdtik etkinin azalmasiedem
olmaktadir. Yapilan ¢almalar 6zellikle bu engelleyici etkinin ortadan kaiinasina
yoneliktir. Bu amacla quercetin veya giurulan kompleksler polietilenglikol (PEG)
gibi biyouyumluligu artirici polimerler ile kompleks aiturularak in vivo ve in vitro
calismalar tasarlanmgive olumlu sonuglar elde edilgar (71). Ayrica nano yapilarla
ve Ozellikle nano ve makro boyutta lipozomlarla §yap in vivo ve in vitro

calismalarin sonuclari etkileyicidir (72).

Quercetin toksisitesi dikkate alifginda farkli camalardan elde edilen sonuglar
birbiri ile ¢celiimektedir. Kang ve Liang (1997) tarafindan yapilahsghada HL 60
Leukemia kanser hicre kulturlerlerinde 20 uM quincdaticrelerin % 52.7°ni
oldururdigu tespit etmilerdir (73). So vd’leri (1996) tarafindan yapilair diger
calismada ise ggls kanseri hicrelerine in vitro olrak quercetin wipgpdiinda 500

MM ve Uzeri konsantrasyonda hucelerin % 50'sinudddgt tespit edilmgtir (74).

Quercetin in vitro HeLa hucrelerine tatbik edfaide 24 saat inkibasyon stresi
sonunda apoptotik etkisinin yaklla % 17 old@gu, cisplatin ile birlikte in vitro ayni
hiicreye verildiinde apoptotik etkinin % 37‘ye yuksefdibildirilmi stir (75). Diger
bir calsmada ise ylksek sicaklikta quercetin etkisgtanémis olup, normalde FM3A
fare meme kanser hiicre hattinda % 20 apoptotik géikterirken, toksik etkisinin

sicaklikla 5 gunlik inkiibasyon siresi sonunda tumidgrelerinin ¢galmasini %
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100’e varan oranda inhibe giti bildirilmistir (76). Quercetinin lipozomlara
yuklenerek in vivo yapilan bir camada Ozellikle karagerde yuksek oranda
biriktigi ayrica pankreas, bobrek ve gtailerde de birim oraninin yiksek ofau
rapor edilmgtir (77). Yine lipozomlarla yapilan bir cainada tiumor dokusunda
normal dokulara oranla daha yiksek oranda bgiikapoptozu artirgg ve tUmor
dokusunda angiogenezisi durdugdutespit edilmgtir (71,78). Gen ekspresyonu
Uzerine etkisi ile ilgili bir cahmada ise zamana ve dozaglbaolarak timor
hiicrelerinde P21, P53, MAP-kinaz ekspresyonunyimiigt bildirilmistir (79).

Yapilan bu argtirma sonucunda da yukarida anlagildgibi, quercetinin suda
cozinurligh  dislk  oldgundan  tumdr  hicrelerinde istenilen  etkiyi
gosterememektedir. Dolayisi ile quercetini modifigelerek suda c¢6zunebilen,
hiicreye girebilen, polietilenimin gibi bir gigici ajan ile tainmasi sglanmstir.
Elde edilen sonuclara gore quercetin teke suda ¢oziinmez iken, kloro asetik asit
polietileniminin amin gruplan ile quercetinin kaksil gruplar arasinda kurulan
elektrostatik kompleks quercetini tamamen suda gdztiale getirnstir. Apoptotik,
nekrotik ve toksisite sonuclarina gore kompleksstolwimasi ile istenilen hedefe
ulasiimistir. Ayrica cok yiksek olmasa da tumor hicrelerigtkisinin normal

hiicrelerden daha ylksek offlutespit edilmgtir.
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