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OZET

Kanser hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan hastalik grubudur.
Hastaliklara bagli 6liim siralamasinda kanser ikinci sirada yer almaktadir. 2018 yilinda
yaklagik 18,1 milyon kisi kansere yakalanmistir ve yaklasik 9,6 milyon insan
kanserden dolayr hayatim kaybetmistir. Kanserde, cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapinin biri veya birkag¢ini igeren 6zgiin bir tedavi rejimi uygulanir. Kullanilan
bu yontemler, hastaligin erken evrelerinde siklikla etkilidir. Ancak ilerlemis timdorler
genellikle ayni1 tedavilere direnglidir. Uygulanan tedavi; halsizlik, bulanti, kusma, sa¢
dokiilmesi gibi yan etkilerin goriilmesine neden olur.

Kanser vakalarinin tedavi yontemlerindeki mortalite orani, yan etkiler ve yillik
maliyeti gbz online alindiginda bu hastalik grubu i¢in yeni tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagcla bitkilerde yaygin sekilde bulunan flavonoid grubu
maddelerden olan; kamferol, kersetin ve mirisetin bilesiklerinin akut lenfoblastik
16semi (CEM/C2) hiicre hattindaki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bu tez kapsaminda CEM/C2 hiicrelerinde, bu flavonoidlere maruziyet sonucu
olusabilecek sitotoksik etkiler incelenmistir. Hiicrelerin = %50’sini  6ldiiren
konsantrasyon (ICso) ve hiicrelerin %30’unu dldiiren konsantrasyon (IC30) degerleri
tespit edilmis, Apoptotik degisiklikler ve genotoksik etkiler analiz edilmistir. Ayrica
maruziyet ile olusabilecek etkilerin altinda yatan mekanizmalardan biri olarak
oksidatif stres ve oksidan/antioksidan degisiklikleri detayli olarak degerlendirilmistir.

Kamferol (ICso= 50,67 uM), kersetin (ICso = 59,18 uM) ve mirisetin (ICso =
50,26 uM) i¢in ¢alisilan hiicre hattinda sitotoksik etki gosterdikleri tespit edilmistir.
Bu flavonoidlerin IC3¢ konsantrasyonlariin CEM/C2 hiicrelerini apoptozise
gotiirdiigl tespit edilmistir. Ayrica Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) Yontemi ile
genotoksik etkiler degerlendirildiginde hiicrelerdeki DNA hasarini anlamli bir sekilde
arttirdigt bulunmustur. Calistigimiz kamferol, kersertin ve mirisetin maddeleri
CEM/C2 hiicrelerinin antioksidan enzimlerine etki ederek hiicrelerdeki toplam
antioksidan enzim aktivitelerinde degisiklige yol agmistir. Hiicredeki oksidatif stres
durumunun degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli bir biyogdsterge olan glutatyon
(GSH) diizeyinde de degisiklige neden olmustur. Son olarak bu {i¢ flavonoidin
uygulandigi hiicrelerde lipit peroksidasyon diizeylerinde de artis meydana gelmistir.

Sonug¢ olarak, kamferol, kersetin ve mirisetin flavonoidleri akut lenfoblastik
16seminin tedavisi i¢cin umut verici yaklasimlar ortaya koymustur. Elde ettigimiz
verilerin konuyla ilgili mevcut literatlir bilgisine 6nemli diizeyde katki sagladig:
degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut Lenfoblastik Losemi, Oksidatif stres, Sitotoksisite,
Genotoksisite, Apoptozis, Flavonoid



ABSTRACT

Cancer is a disease caused by the uncontrolled proliferation of cells. In 2018,
about 18.1 million people contracted cancer. Cancer is the second most common cause
of death, accounting for an estimated 9.6 million deaths in the same year. In cancer
treatment, a specific treatment regimen involving one or more of surgery,
radiotherapy, and chemotherapy is applied. These methods are often effective in the
early stages of the disease. However, advanced tumors are generally resistant to the
same treatments. The therapy may cause side effects, such as weakness, nausea,
vomiting, hair loss, and etc.

Considering the mortality rate, side effects, and annual costs in the therapy
methods of cancer cases, new treatment methods are needed for this group of diseases.
For this purpose, the main objective of this study is to evaluate the effects of the
flavonols of kaempferol, quercetin, and myricetin which are commonly found in plants
on acute lymphoblastic leukemia (CEM/C2) cell line.

Within the context of this thesis, the cytotoxic effects that may result from the
exposure to these flavonoids in CEM/C2 cells were analyzed. The concentration (ICso)
that killed 50 percent of the cells and the concentration (IC30) that killed 30 percent of
the cells were detected, and apoptotic changes and genotoxic effects were analyzed. In
addition, oxidative stress, which is one of the mechanisms underlying the effects that
may result from exposure, and oxidant/antioxidant changes were evaluated in detail.

The cytotoxic effects were found in the cell line studied for kaempferol (ICso=
50,67 uM), quercetin (ICso = 59,18 uM), and myricetin mirisetin (ICso = 50,26 uM).
IC30 concentrations of these flavonoids were found to lead CEM/C2 cells to apoptosis.
Furthermore, Single Cell Gel Electrophoresis Method (Comet) showed that genotoxic
effects significantly increased DNA damage in the cells. In addition to affecting the
antioxidant enzymes of CEM/C2 cells and leading to changes in the total antioxidant
enzyme activities in the cells, kaempferol, quercetin, and myricetin substances were
found to cause changes in glutathione (GSH) level, which is an important biomarker
used in the evaluation of oxidative stress in the cell. Finally, there was an increase in
lipid peroxidation levels in the cells treated with these three flavonoids.

In conclusion, the flavonols of kaempferol, quercetin, and myricetin have
revealed promising approaches for the treatment of acute lymphoblastic leukemia. The
data obtained in this study can be considered to make significant contributions to the
related literature knowledge.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia, Oxidative stress, Cytotoxicity
Genotoxicity Apoptosis, Flavonoids
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1 GIRIS VE AMAC

Kanser viicudun ¢esitli bolgelerindeki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile
olusan yilizden fazla hastalik grubudur. Kanserde mortalite nedenini belirlemek
amaciyla birgok teknik kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
yontemler cerrahi, kemoterapi ve radyoterapidir. Daha az siklikla hedefe yonelik
tedaviler, hormon tedavileri ve biyolojik tedavi yontemleri kullanilir. Kanser
hiicreleri mutasyona ugrayarak veya metastaz yaparak tedaviye adapte olma egilimi
gosterebilir. Dolayisiyla yaygin olarak kullanilan cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
yontemleri, bu tiir esnek bir hastalik i¢in her zaman tam tedavi saglamaz. Kemoterapi
tedavisinde halsizlik, bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi gibi yan etkiler goriilmektedir.
Radyoterapi ve cerrahi tedavinin yol actig1 yan etkiler hastanin tedavi dncesi genel

saglik durumuna bagl olarak degiskenlik gostermektedir.

Kanser tedavisi sirasinda hastanin yasam kalitesini diigiiren yan etkiler
goriilmesi, hastalarin alternatif tedavi yontemlerine yonelmesine neden olmustur. Son
arastirmalar, muhtemelen iki kanser hastasindan birinin (kanser merkezlerinde tedavi
edilen hastalarin %50'sine kadar) bu tiriinleri kullandigin1 ve iic Amerikali’dan birinin
tibbi dogal friinler kullandigin1 gostermektedir (1). Gelismekte olan iilkelerdeki
bireylerin tahminen %80'1 saglik ihtiyaclarini karsilamak i¢in oncelikle dogal {irtinler

kullanmaktadir (2).

Bitkilerle tedavi aragtirmacilarin son yillarda ilgisini ¢ekmesine ragmen
aslinda geleneksel bitki tibbinda binlerce yildir kullanilmaktadir. Flavonoid yapida
bilesik igeren baharat ve bitkisel preparatlar yiizyillar boyunca birgok kiiltiirde
hekimler tarafindan kullanilmis ve sifacilar hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla
bitkilerden yararlanmiglardir (3). Ayrica yaklagik 100.000 bitki tiirii tibbi kullanimlar1
i¢in test edilmistir (4). 2007 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO), mevcut ilaglarin
%25 1nin halk tibbinda kullanilan bitkilerden elde edildigini tahmin etmektedir.

Bu tez ¢alismasi, mevcut bilgiler 15181nda, ¢ocukluk déonemde sik goriilen akut

lenfoblastik 16semi tedavisine katki saglayabilecek sekilde tasarlanmistir. Flavonoid



grubundan kamferol, kersetin ve mirisetin bilesiklerinin akut lenfoblastik 16semi
(CEM/C2) hiicre hattinda sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Hiicrelerin %50’sini
oldiiren konsantrasyon (%50 inhibisyon konsantrasyon-ICso) ve hiicrelerin %30’unu
oldiiren konsantrasyon (%30 inhibisyon konsantrasyon-IC3o) degerleri tespit
edilmistir. Hesaplanan 1C3p degerlerinde; tek hiicre jel elektroforez (Comet)
yontemiyle bilesiklerin genotoksik etkileri ve akim sitometrisi yontemi ile apopoptotik
etkileri degerlendirilmistir. Ayrica oksidatif stres ve oksidan/antioksidan statii
degisiklikleri (glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri, lipit
peroksidasyon, glutatyon (GSH) diizeyleri ve total antioksidan diizeyleri

degerlendirilmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 KANSER

Kanser, hiicrelerin normal sinirlarinin Gtesinde biiyiimesi ile karakterize,
dokulara ve/veya organlara yayilabilen biiyiik bir hastalik ailesi i¢in kullanilan jenerik
bir terimdir. Kanseri belirtmek i¢in kullanilan diger yaygin terimler malign tiimdrler

ve neoplazmalardir (5).

Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunun hemen hemen her
yerinde baslayabilir. Insan viicudunda bulunan hiicreler, viicudun ihtiya¢ duydugu gibi
normal olarak yeni hiicreler olusturmak i¢in biiyiir ve boliintir. Hiicreler yaslandiginda
veya hasar gordiiklerinde apoptozis adi verilen programli bir 6liim ¢ercevesi iginde
yasamlarini sonlandirir ve bunlarin yerini yeni hiicreler alir. Ancak kanser
hiicrelerinde, bu diizenli siire¢ bozulur (6). Kanser hiicreleri kendi ¢ogalma sinyallerini
kendisi olusturmasi, immiin sistemin yikimindan kagmasi ve bilylimeyi baskilayan
sinyallere kars1 duyarsizlasmas1 gibi sebeplerle programli hiicre 6liimiinden kacar ve

sinirsiz ¢ogalma potansiyeline sahip olur (7).

Kanser hiicreleri normal hiicre proliferasyonunu ve homeostazini diizenleyen
diizenleyici devrelerde kusurlara sahiptir (8). Cogu organi ve dokuyu kolektif olarak
etkileyen ylizlerce tip ve alt tip olarak kendini gosterir (9). Kanser, tiimor hiicrelerinin
neden oldugu hiicre tipine ve dolayisiyla tiimor kaynagia gore siniflandirilir. Belirli

hiicre tiirlerinde baslayan bazi kanser kategorileri sunlardir:

Karsinom: Viicudun dis ve i¢ yiizeylerini kaplayan epitel hiicreleri tarafindan
olusturulur. Meme, akciger, pankreas, bobrek, prostat ve kolon kanserleri bu grupta

ornek gosterilebilir (6).

Sarkom: Kan damarlari, lenf damarlari, kas, yag ve fibroz doku (tendonlar

gibi) dahil olmak iizere kemik ve yumusak dokularda olusan kanserlerdir (6).


https://en.wikipedia.org/wiki/List_of_distinct_cell_types_in_the_adult_human_body
https://en.wikipedia.org/wiki/Breast_cancer
https://en.wikipedia.org/wiki/Lung_cancer
https://en.wikipedia.org/wiki/Pancreas
https://en.wikipedia.org/wiki/Prostate_cancer
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000269462&version=Patient&language=English

Lenfoma: Lenfositlerde baglayan kanserdir (T hiicre veya B hiicre). Bunlar
hastaliklarla miicadele eden ve bagisiklik sisteminin bir parcasi olan beyaz kan
hiicreleridir. Lenfomada, anormal lenfositler lenf nodlar1 ve lenf damarlarinin yani sira
viicudun diger organlarinda birikmektedir. Hodgkin lenfoma ve Non-hodgkin lenfoma

olmak tizere iki ana lenfoma tiirii vardir (6).

Multipl Miyelom: Multipl miyelom plazma hiicrelerinde, bir baska tipte

bagisiklik hiicresinde baglayan kanserdir. Anormal plazma hiicreleri miyeloma
hiicreleri olarak adlandirilir ve kemik iliginde birikmekte ve tiimorler viicudun her
yerinde kemikler olugturmaktadir. Multipl miyeloma ayrica plazma hiicre miyelomu

ve Kahler hastalig1 olarak adlandirilir (6).

Melanom: Melanom, melanin yapan 6zel hiicreler olan melanosit (deri rengini
veren pigment) haline gelen hiicrelerde baslayan kanserdir. Cogu melanom ciltte

olusur, ancak melanomlar ayrica goz gibi diger pigmentli dokularda da olusabilir (6).

Beyin ve Omurilik Tlimoérleri: Bu tiimorler, tiimoriin ilk olarak merkezi sinir

sisteminde olustugu yere gore ve olusturulduklar: hiicre tipine gére adlandirilir (6).

Losemi: Kemik iliginin kan1 olusturan dokusunda baslayan kanserler, 16semi
olarak adlandirilir. Bu kanserler kati tiimorler olusturmazlar. Kati timér yerine, kan
ve kemik iliginde ¢ok sayida anormal beyaz kan hiicreleri (16semi hiicreleri ve 16semik

blast hiicreleri) olusur ve normal kan hiicrelerini disarida birakir (6).

Diger Tumor Tipleri

Germ Hiicre Timorleri: Germ hiicreli tiimorler, sperm veya yumurtalar

olusturan hiicrelerde baslayan bir tiir timordiir. Bu tiimorler viicutta hemen hemen her

yerde olabilir ve benign veya malign olabilirler (6).

Noroendokrin Tiimdrler: Noroendokrin tlimorler, sinir sisteminden gelen bir

sinyale yanit olarak hormonlar1 serbest birakan hiicrelerden olusur. Normalden daha
fazla miktarda hormon {iretebilen bu tiimorler bir¢ok farkli semptomlara neden

olabilir. Noroendokrin tiimorler benign veya malign olabilirler (6).


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046230&version=Patient&language=English

Karsinoid  Timorler: Karsinoid timorler bir tiir nodroendokrin

tiimdrdiir. Genellikle gastrointestinal sistemde (¢ogunlukla rektum ve ince bagirsakta)

bulunan ve yavas biiyiiyen tiimorlerdir (6).
2.2 LOSEMI

Kan hiicreleri pluripotent hematopoetik kok hiicrelerin hematopoez siireg
icerisinde ¢ogalarak olgun lenfosit, trombosit, graniilosit, monosit, megakaryosit,
eritrosit gibi periferal kan hiicrelerine farklilagirlar. Losemi, kan hiicreleri kanserleri
icin genis bir terimdir (10). Losemi hematopoez siire¢ icerisinde, lenf nodu ve kemik
iligindeki 16kosit ile 16kosit prekiirsorlerinin mutasyonu sonucu gelisen ve islevsiz

malign hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olan hematolojik bir malignitedir.

Losemi etkilenmis 16kosit tipine bagli olarak miyeloid ve lenfoid 16semiye
boliinebilir. Miyelositer 16semiler miyeloid hiicre serisinden gelisirken lenfositik
l6semiler ise kemik iligindeki lenfoblastlar veya lenfositlerden gelisir. Ayrica malign
hiicre olgunlugu ve klinik seyir evresine dayanarak akut ve kronik 16semiye ayrilirlar.
Akut 16semiler blast olarak adlandirilan erken evredeki hiicrelerden gelisir ve sik
boliiniip hizli gelisir. Kronik 1dsemiler ise olgun hiicrelerden gelisir ve yavas boliintip

birikim gosterirler (11).

2.3 AKUT LENFOBLASTIK LOSEMIi

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), lenfoid progenit hiicrelerin kan, kemik iligi
ve/veya ekstramediiller bolgelerde mutasyonu sonucu gelisen ve islevsiz malign
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olan bir 16semi tiirtidiir. Tedavi edilmedigi
takdirde genellikle hizli ilerler ve lenf bezlerine, karaciger, dalak, merkezi sinir

sistemine ve diger organlara yayilabilir (12).

Akut lenfoblastik 16semi insidansi, ilk cocukluk (0-5 yas) doneminde meydana
gelen ilk tepe noktasi ve 50°li yaslarda meydana gelen ikinci bir tepe noktasi olan iki
modlu bir dagilim izler (12). Cocuklarda en sik goriilen kanser tiirtidiir ve 15 yasindan

kiiciik cocuklar arasinda kanser tanisinin yaklasik %25'ini ALL olusturur (13).



Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) raporlarina gore 2018 yilinda
diinya genelinde 437.033 losemi vakasi kayit altina alinmigtir. Bu vakalarin 309.006’s1
oliimle sonuglanmistir (14). Ulkemizde ise 2018 yilinda vaka sayis1 6029, 6liim orani

ise 4.681 olarak kayitlara gegmistir (15).
Etiyoloji

Akut lenfoblastik l0seminin gelismesine yol acan olaylar kesin olarak
bilinmemektedir. Iyonize radyasyon, pestisitler, benzen gibi bazi solventler ve
Epstein-Barr, HTLV-1 ve HIV gibi viriislerin risk faktorleri oldugu diisiiniilmektedir.
Vakalarin %5'inden az1 Down sendromu, Klinefelter sendromu, Fanconi anemisi,
Ataksi telenjiektazi sendromu, Bloom sendromu ve Nijmegen breakage sendromu gibi

genetik hastaliklarla iligkilidir (16), (17).
Genetik

Akut lenfoblastik 16semi, losemik klonun baslatilmasini ve ilerlemesini
saglayan genetik sapmalar ile karakterizedir. Bu genetik anormallikler genellikle nokta
mutasyonlari, kimerik fiizyon genleri, onkogen deregiilasyonu veya aneuploidi (tiim
kromozomlarin  kazanilmast veya kaybi) ile sonuglanan kromozomal

translokasyonlardir (18).

9. kromozom tizerindeki ABL genin 22. kromozom iizerindeki BCR genin
yanina gelmesi ile BCR-ABL1 fiizyon geni olusur ve Philadelphia kromozomu
ismini alir. ABL geni ABL proteini olusturur ve bu protein sinyal iletimi ve hiicre
cogalmasinin diizenlenmesinde rol alir. BCR proteini ise RAS sinyal yolaginin
aktivitesini etkileyen GRB-2 proteinine baglanmasim1 kolaylastirir. BCR-ABL
flizyonu proteinlerin gorevini yapamaz hale getirir ve l0semi hiicrelerinin yasam
kabiliyetini ve proliferasyonunu arttirir (18). Bunun disinda akut lenfoblastik 16semide
genetik anormalikler: t(12;21)(p13;q22) kromozomlarda translokasyon ETV6-RNX1
flizyon genini, t(1;19)(p23;q13) ise TCF3-PBX1 fiizyon genini olusturur. 51-65
kromozom iizerindeki diizenlemeler FLT3, NRAS, KRAS, PTPNI11, PAXS
mutasyonlart olusturur. Bu molekiiler kusurlar B-ALL’nin biyiikk bir (%75)

cogunlugunu olusturan primer anormalliklerdir. T-ALL’nin biiylik bir bolimi ise



t(5;14)(q35;932) ile BCL11-TLX3; t(1;7)(p34;q34) ile TRB-LCK ve t(6;7)(q23;q34)
ile TRB-MYB gen kusurlar1 olusturur (18).

Siniflandirma

Akut Lenfoblastik Loseminin siniflandirilmasinda ilk olarak French-
American-British (FAB) smiflanmasi kullanilmistir. Bu simiflama sitoplazma,
cekirdekeik vakuol ve bazofilleri baz alan 3 alt tipe (L1, L2 ve L3) ayrilir (12). 1997
yilinda, DSO, ALL nin morfolojisi ve sitogenetik profilini hesaba katmaya y&nelik
kompozit bir siniflandirma Onermis ve li¢ tip ALL [B lenfoblastik (B-ALL), T
lenfoblastik (T-ALL) ve Burkitt hiicreli 16semi] tanimlamistir (19). Daha sonra 2008
yilinda revize edilen Burkitt hiicreli 16semi, artik Burkitt Lenfoma'dan ayr1 bir varlik
olarak goriilmediginden elimine edilmis ve ALL iki tip olarak siniflandirilmistir. B-
ALL; B-ALL ve tekrarlayan genetik anormallikleri olan B-ALL olmak iizere iki alt
tipe ayrilir (20). DSO 2016 yilinda tekrarlayan genetik anormallikleri olan B-ALL’ye
yeni alt tipler ekleyerek tekrar revize etmistir (Cizelge 2.1) (21).

Cizelge 2.1 DSO’niin 2016 Yili ALL Siniflandirmasi

B hiicreli lenfoblastik losemi/lenfoma
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - NOS
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - Tekrarlayan genetik anarmallikleri olan

B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - Hipodiploid

B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - Hiperdiploid
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - t(9;22)(q34;q11.2)[BCR-ABLI]
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - t(v;11q23)[KMT2A yeniden diizenlendi]
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - t(12;21)(p13;q22)[ETV6-RUNX1]
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - t(1;19)(q23;p13.3)[TCF3-PBX1]
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - t(5;14)(q31;q32)[IL3-IGH]
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - iAMP21 (gegici)
B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma - BCR-ABLI1 benzeri (gegici)
T hiicreli lenfoblastik losemi/lenfoma
Erken donem T hiicreli prekiirsor lenfoblastik 16semi

Gegici varlik: Dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma

Klinik Ozellikler

Akut lenfoblastik I6seminin ilk belirtileri 6zellikle cocuklarda spesifik degildir.
Cocuklarda karaciger ve dalagin viicut disindan hissedilebilmesi, ates, soluk ten rengi

ve morarma gibi bulgulardan biri veya daha fazlasi goriilebilir. Hastalarda enfeksiyona



bagli olmayan ates, gece terlemesi ve kilo kaybi olur. Fiziki muayenede petesi,
solgunluk ve ekimoz goriilebilir. Artan lenfoblastlarin kemik iliginde kan yapimini
engellemesinden dolay1 anemi ve buna bagl olarak bitkinlik, enerji kaybi, hareketle
artan nefes darlig1 meydana gelir. Ayrica lenfoblastlardaki artis, eklem agrilari, basg
agrisi, istahsizlik, bulanti, kusma ve kilo kaybmna neden olur. Lenfoblastlarin
birikmesine bagli olarak lenf bezleri, dalak ve karacigerde hissedilebilir biiyiime
saptanabilir. Trombosit sayisinin azalmasi nedeniyle burun ve dis eti kanamalari
ayrica ciltte morluk goriiliir. Bagisiklik sisteminin bozulmasindan dolayi yiiksek ates,
tekrarlayan enfeksiyonlar eklem agris1 ve geniglemis lenf bezleri yaygin olarak gortiliir

(16), (22).
Tedavi

Akut lenfoblastik 16semi tedavisinde kemoterapi, radyasyon terapisi, kok hiicre
nakli ve monoklonol antikor gibi hedefli tedavi olmak iizere dort tip tedavi yontemi
vardir. Tedavi hem klinik hem de laboratuvar 6zellikleri tarafindan tanimlanan risk
gruplarina gore yonetilir. Risk gruplar1 yas ve beyaz kan hiicresi (WBC) sayisina gore
belirlenir. Ayrica risk gruplarini; hasta ve klinik 6zellikler, (teshis yasi, merkezi sinir
sistemi tutulumu, down sendromu, cinsiyet), 16semik 6zellikler (immiinofenotip ve
sitogemetik/genomik degisiklikler) ve ilk tedaviye cevap (7. Giin ve 14. Giin kemik
iligi yanmit1, multiagent indiiksiyon tedavisinde ve sonrasinda periferik kan cevabi) gibi
faktorler de etkiler. Risk grubuna gore tasarlanmis diisiik veya yliksek tedavi

protokolleri uygulanir (23), (24).
Akut lenfoblastik 16semi tedavisinin iki agsamas1 vardir (23), (24).

I- Remisyon indiiksiyon kemoterapisi
II- Indiiksiyon sonras1 tedavi (tam remisyon saglandiktan sonra)
a. Birlestirme/yogunlastima terapisi

b. Bakim terapisi



> Remisyon indiiksiyvon kemoterapisi

Tedavinin ilk asamasidir. Amag, 16semik hiicreleri 6ldiirmektir. Bu asama 4
hafta siirer. Tedavide antrasiklin (doksorubisin veya daunorubisin), siklofosfamid,
vinkristin, kortikosteroid (prednisone veya deksametazon) ve L-asparaginaz gibi ilag

kombinasyonlar1 kullanilir (23), (24).

> Konsolidasyon/Yogunlasma

Bu tedavinin ikinci asamasidir. Losemi remisyona girdiginde baslar. Amag
viicutta kalan ve niiksetmeye neden olabilecek 16semi hiicrelerini 6ldiirmektir. Tedavi
kemoterapi protokolleri ya da allojenik kok hiicre naklinden olusur. Hangi tedavinin
secilecegi, risk faktorlerine ve uygun dondriin olup olmadigina bakilarak karar verilir.
Bu donemde beyin ve omurilikte saklanmis blastlarin niiks etmesini engellemek
amaciyla belden 6zel igne yardimiyla kemoteropatik ila¢ verilmesi ve siklikla basa ve

omurgaya radyoterapi uygulanmasindan meydana gelir (23), (24).
» Bakim

Bu tedavinin {i¢iincli asamasidir. Amag, tekrarlayan ve relapsa neden
olabilecek kalan l6semi hiicrelerini Oldiirmektir. Tedavi daha hafif kemoterapi
protokollerinin genellikle 2-3 y1l verilmesinden olusur. Hastalara 3-6 ay olmak tizere
toplam 2 yil siireyle kemik iligi biyopsisi yapilmasi gerekir. Genellikle 5 y1l boyunca
hastalig1 niiks etmeyenlerin tedavi oldugu yani hastaligin tekrarlamayacagi kabul

edilir (23), (24).

2.4 KANSER VE DOGAL URUNLER

Kanser, biiyiik bir halk sagligi sorunudur. Diinyada hastaliklara bagli 6liim
siralamasina bakildiginda kanser ikinci sirada yer almaktadir. 2018 yilinda yaklagik
18,1 milyon kisi kansere yakalanmis (25) ve 9,6 milyon insanin oliimiine sebep
olmustur (26). 2040 yilinda ise kansere yakalanma vakasinin 29,5 milyon olacagi
tahmin edilmektedir (25). Kanser hastaliginda 6liimleri yaklasik %70'1 diisiik ve orta
gelirli iilkelerde goriiliir. 2010 y1linda kanserin yillik maliyetinin yaklasik 1,16 trilyon
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) dolar1 oldugu tahmin edilmektedir (26).


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45866&version=patient&language=English&dictionary=Cancer.gov
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Kanserde, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapinin biri veya birkagini igeren
spesifik bir tedavi rejimi uygulanir. Birincil hedef, genellikle kanseri tedavi etmek
veya yasami Onemli Ol¢lide uzatmaktir. Hastanin yasam kalitesini iyilestirmek de

tedavide 6nemli bir amagtir (26).

Kullanilan bu yontemler, hastaligin erken evrelerinde siklikla etkilidir ancak
ilerlemis tiimorler genellikle ayn1 tedavilere direncglidir (27). Ayrica uygulanan tedavi
halsizlik, bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi gibi yan etkilerin yanisira daha ciddi yan
etkilerin goriilmesine de neden olur. Radyoterapi ve cerrahi tedavinin yan etkileri
hastanin tedavi oncesi genel saglik durumuna baglhdir. Ayrica her ne kadar cerrahi
veya radyoterapi seklinde kanser tedavisi, hastalik erken tespit edildiginde etkili olsa

da, primer bir timor hiicresinin metastazi teshis edilememektedir (28).

Bitkiler, potansiyel eczanelerdir ve diinyadaki yagamin baslamasindan bu yana
insan medeniyetleriyle birlikte var olmus ve birlikte gelismistir. Yiizyillar boyunca,

bitkiler hastaliklar i¢in ilag¢ olarak kullanilmistir (29).

Insan saghigmi tehdit eden hastaliklarin goriilme sikligr ve karmagikligmin
artmastyla birlikte, yeni ve etkili biyomolekiillere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitkiler, yeni
bilesiklerin kesfedilmesine derinden katkida bulunmustur ve geleneksel olarak
kullanilan sifali bitkilerden daha yeni biyolojik olarak aktif metabolitleri aramak
amaciyla arayis devam etmektedir (29). 1981 ve 2002 yillar1 arasinda diinya ¢apinda
uygulanan yaklasik 877 kiiciik molekiillii ilacin ¢ogu, (%61) dogal iiriinlerdeki

kokenlerine kadar uzanir (1).

Kanser vakalarinin tedavi yontemlerindeki mortalite orani, yan etkiler ve yillik
maliyeti goz Oniine alindiginda bu hastalik grubu icin yeni tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmas:  kacimilmazdir.  Bitkisel kaynakli  dogal  bilesikler, yiiksek
biyoyararlanimlari, giivenlilikleri, daha az yan etkiye neden olmalari ve diisiik maliyet
etkinlikleri distiniildiigiinde kanser tedavisinde yeni yaklasimlar olusmasini

saglayabilir (30).
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2.5 FLAVONOID YAPIDAKI BIiLESIKLER

Flavonoidler bitkilerin farkli yerlerinde iiretilen sekonder metabolitler olarak
tanimlanir. Bitkilerde en yaygin bulunan bu maddeler, bitkilerin renk ve tat
ozelliklerini saglayan madde grubudur. Meyveler, yaprakli sebzeler, kokler, yamrular,
soganlar, otlar, baharatlar, baklagiller ve tahillar gibi bitkisel gidalarda ve meyve,
tohum, ¢igek, yaprak, dal ve govde gibi tibbi bitkilerde bulunur (31)—(33). Giinlimiizde
binlerce flavonoid yapis1 aydinlatilmistir ve hizla yeni flavonoidler de bulunmaktadir

(34).

Sekil 2.1 Flavonoidlerin Temel Yapisi

Flavonoidler, temel kimyasal yapist flavan omurgasi olan, iki fenil halkasinin
(A ve B) propan zinciriyle birlesmesinden olusan, 15 karbon atomlu difenilpropan
(C6-C3-C6) yapisindadir (Sekil 2.1) (31), (35). A aromatik halkasi, asetat/malonat
yolundan, B halkas1 ise fenilalaninden sikimat yolundan tiiretilir (Sekil 2.2) (36).
Kalkon sentaz enzimi, tiim flavonoidlerin tiiretildigi kalkonlu iskeletler iiretir. Daha
sonra bitki tiirlerine bagli olarak izomeraz, rediiktaz, hidroksilaz ve birkag Fe*"*
okzanotarat bagimli dioksijenaz gibi bir enzim grubu bazik flavonoid iskeleti
degistirir. Transferazlar ise seker, metil gruplar1 ve/veya asil kisimlari ile flavonoid
omurgasini degistirir. Bu modifikasyonlarla C halkasini degistirerek fakli flavonoid
siniflarina neden olur (31), (37). Bu siniflar kimyasal yapilarina gore 6 alt sinifa ayrilir.

Bunlar flavan-3-oller (flavanoller veya katesinler olarak da bilinir), flavonoller,

flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar ve antosiyanidinlerdir (Sekil 2.3) (35).
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Sekil 2.3 Flavonoidlerin Alt Siniflari

Bitkilerin genellikle tiim organlarinda bulunan flavonoidler 6nemli fizyolojik
ve morfolojik gorevlerde rol alirlar. Bitkilerde, polenlere bocekleri ¢ekmek icin
tozlayicilar1 ve tohum dagiticilari ¢eken ¢igcek ve meyveleri renklendirir (4). Boylece

bitki tiremesinde rol alir. Gida bitkilerinin lezzetlendirilmesinde gorev alir. Zararh
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Ultraviyole A ve B (UV-A, UV-B) isinlarin1 absorplama o6zelliklerinden dolay1
bitkileri UV radyasyonundan ve UV kaynakli reaktif oksijen bilesiklerinden (ROB)
koruma gorevleri vardir (38). Soguk, sicak, kuraklik ve tuzluluk gibi bir¢ok biyotik
ve abiyotik strese karsi koruyucu fonksiyonlar saglayabilir (37), (39), (40). Ayrica,
flavonoidler enerji transferlerinde, fotosentez ve morfogenezin diizenlenmesi,
biliylime faktorlerinin diizenlenmesi ve cinsiyetin belirlenmesinde rol oynarlar (4).
Bunlarin disinda antifungal ve antibakteriyal koruma ile patojen organizmalara kars1

bitkilerin korunmasinda 6nemli gorevleri vardir (41), (42).

Bitkilerde bircok gorevde yer alan flavonoidler sebze ve meyve gibi bir¢ok
bitkisel gida ve meyve suyu, ¢ay ve sarap gibi i¢ecekler icerinde yer aldigindan giinliik

insan diyetinde dnemli miktarlarda bulunmaktadir.

Insanlarda giinliik flavonid alimi cografyaya ve beslenme kiiltiiriine, tarimsal
uygulamalara ve iklim stresine bagli olarak degisiklik gostermekle birlikte genel
olarak 20 mg ile 500 mg arasinda degisiklik gosterebilir (43). Avrupa ve ABD’de
flavonoid alimi1 konusunda bir¢cok calisma yapilmistir ancak Giliney Amerika i¢in
yeterli veri yoktur. Cin'deki veriler 19,13 mg/giin ve Kore’deki veriler ise 107 mg/giin
oldugunu gosterse de tiim Asya kitasi icinde yeterli veri yoktur. Avrupa’da
flavonoidlerin ortalama alim miktar1 428 mg/giin diir. Giiney bolgelerinde bu miktar
ortalama 301 mg/giin iken kuzey bolgelerinde 348 mg/giin ve orta bolgelerinde 506
mg/giin olarak kendini gosterir. ABD’de ise flavonoid tiiketimi kadin ve erkekler i¢in
sirasiyla ortalama 236 mg/giin ve 224 mg/giin tahmin edilen ortalamalar bulmustur.
Avustralya popiilasyonunda ortalama flavonoid tiiketimi 351 mg/giin olarak tahmin

edilmektedir. (36).

Insan beslenmesinin énemli bir bdliimiinii olusturmasina ve geleneksel bitki
tibbinda binlerce yildir kullanilmasina ragmen flavonoidlerin saglik iizerine olasi

etkileri son yillarda yillarda biiytik ilgi odagi olmustur (44).

Bazi1 epidemiyolojik ¢alismalar meyve ve sebzelerce zengin diyetle beslenen
bireylerin kanser, fel¢ ve yasa bagli patolojilere karsi daha diisiik riske sahip
olduklarindan ve pek ¢ok kanser tiirliniin gelisimini engellediginden bahsetmektedir

(45). Elma, kizilcik, ve sogan gibi meyve ve sebzelerden elde edilen flavonoidlerin
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kardiyovaskiiler hastaliklarin onlenmesinde kritik rol oynadigi bildirilmistir (43).
Ayrica yaslt erkeklerde koroner kalp hastaligi ve myokard enfarktiis nedeniyle 6liimii
ve postmenapozal kadinlarda koroner kalp hastalig1 riskini %35 oraninda azalttigini

bildiren ¢alismalar vardir (46), (47).

Italya’da yapilan yaklasik 10.000 kanser hastasi ve 16.000 kontrol iceren vaka
kontrol ¢alismasi; oral ve girtlak kanseri gelisme riski, toplam flavonoitlerin alimi
ile ters orantili oldugunu kaydetmistir. Ozellikle narenciye ile beslenme 6zofagus
kanseri riskini azaltmigtir. 9959 erkek ve kadini igeren prospektif bir ¢alismada ise,
24 yillik bir siire iginde artan flavonoid alimi ile akciger kanseri vakalarinda azalma
gozlenmistir. Bazi epidemiyolojik ¢aligmalar ise flavonoid aliminin, kanser insidansi
ve mortalitesinin etkileriyle ilgili ¢eliskili sonuglar bulsa da mevcut olan bir¢ok veri,
saglig1 korumak ve kanser gibi genis bir hastalik spektrumunun onlenmesi igin

dengeli bir diyeti tavsiye etmektedir (48).

Kanser ve kronik hastaliklara kars1 koruyuculugun yani sira flavonoidlerin
antiviral, antibakteriyel, antienflamatuvar, kardiyoprotektif, antidiyabetik, analjezik,
antialerjik, hepatoprotektif, sitostatik, Ostrojenik ve antidstrojenik fonksiyonlar gibi bir
dizi biyolojik aktivite gosterdigi de rapor edilmistir (43), (48). Baz1 flavonoidler gii¢lii
antiviral/bakteri aktivitesi agisindan arastirilmis ve influenza, hepatit C ve Escherichia

coli enfeksiyonlarina kars1 terapotik aktivitelerinin oldugu bildirilmistir (43).
2.5.1 Flavonoidler ve Kanser

Flavonoidlerin kansere karsi koruyucu etkisini arastirmak amaciyla c¢ok
sayida epidemiyolojik caligma yapilmistir. Bazi caligmalar tersini sdylese de
flavonoid alimmin kanser riski ile iliskisini inceleyen kohort ve vaka kontrol
calismalarindan elde edilen wveriler, flavonoidlerin akciger kanseri riskini
azaltabilecegini gostermistir (49). Yapilan calismalar flavonollerin girlak kanseri;
flavanonlarin 6zofagus kanseri; antosiyanidin, flavonol, flavon ve izoflavonlarin
yiiksek aliminin ise kolorektal kanser riskinde azalma sagladigini géstermistir (50).
Hawaii, Uruguay ve Ispanya'da ayri ayri yapilan vaka kontrol calismalari, agiz

boslugu, farinks, larenks ve 6zofagus, akcigerler, mide kanserleri gibi farkli kanser
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tiirlerinin olusumu ile antioksidan 6zellikli toplam flavonoid, beta-karoten ve E

vitamini alim1 arasinda ters bir iliski oldugunu gostermistir (49).

Bir¢ok in vitro ¢alismada flovonoidlerin farkli hiicre hatlarinda antikanser
etki ettigi gosterilmistir. Zenginlestirilmis zencefil ekstresi ile yapilan bir ¢alismada,
ekstrenin meme kanseri (MCF-7) hiicre hattinda 6nemli antikanser aktivitesi
gosterdigi saptanmistir. Blumea balsamifera bitkisinin yapraklarindan izole edilen
luteolin-7-metil eter bilesiginin insan akciger kanseri hiicre dizilerine (NCI-H187)
kars1 giiclii sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (51), (52). Ayrica luteolinin
insan derisine niifuz ettigi ve ayn1 zamanda cilt kanserinin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in
aday molekiil oldugunu ifade eden ¢aligmalar da vardir (53). Baska bir calisma ise
apigeninin cilt papillomlarin1 inhibe ettigini ve papillomlarin karsinomlara

dontisiimiinii azalttigini1 kanitlamigtir (54).

Hayvan modellerini kullanan in vivo ¢aligsmalar, flavonoidlerin tiimdr baslatma
ve tiimor ilerlemesine karsi koruyucu etkilerini gostermistir. Genistein ve daidzein
bakimindan zengin fermente soya siitiiniin yedi haftalik sicanlara verilmis ve 2-amino-
1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b] piridin tarafindan indiiklenen meme timér olusumunu
inhibe ettigi iddia edilmistir (55). Bir flavonoid olan nobiletin, doku tiimor
hiicrelerinin metestaz ve anjiyogenezisin de rol oynayan metaloproteazlarin (MMP)
ve MMP'lerin enzimatik aktivitesini inhibe eden metaloproteaz doku inhibitorlerinin
(TIMP) ekspresyonunu diizenlenler. Nobiletin insan fibrosarkom (HT-1080)
hiicrelerinde TIMP ekspresyonunun arttirarak ve MMP ekspresyonunun baskilayarak
tiimdr hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini inhibe etmistir (56). Kizilciktan izole
edilmis ve saflagtirilmis proantosiyanidinlerin in vivo eksplant timér U87'nin
bliylimesini yavaslattigi iddia edilmistir (57). In vivo ¢aligsmalar luteolinin kanserli
hiicrelerin gelisimini geciktirdigini veya engelledigini gostermistir. Timor hiicre
proliferasyonunun inhibe edilmesi, hiicre dongiisii inhibisyonu ve hiicre sinyalleme
(icsel ve dissal) yollarina etki ederek apoptozun indiiklenmesi yoluyla

gergeklestirildigi gosterilmistir (53).
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2.5.1.1 Kanser Onleyici Etkide Molekiiler Mekanizmalar

Flavonoidler kanser tedavisine bircok mekanizma ile etki edebilirler. Yapilan
caligmalar bu bilesiklerin hiicre dongiisiinii durdurma indiiksiyonu, anti-anjiyogenezis,
metestaz, sinyal yolaklarina etki, antioksidan/pro-oksidan etki ve apoptotik siireclere

etki ile kanser Onleyici etkisini gostermistir (43).

Anjiyogenez, timor gelisiminde var olan, kan damarlarindan yeni kan
damarlarinin olugmasi ile ¢ok 6nemli bir asamadir. Bu islemle tiimoriin biiyikligi
artar ve ayrica tiimor diger organlara da tasinir. Bu nedenle, diyet flavonoidleri ile
anjiyogenez hedefleme kanser kemoterapisinde degerli bir yaklagim olarak kabul
edilmistir. Calismalar, galangin ve kamferol gibi flavonoidlerin vaskiiler endotel
bliylime faktorii (VEGF) ile uyarilmis insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde

(HUVEC:S) anjiyogenez siirecini onemli dlgiide inhibe ettigini gdstermistir (58).

Tiimor hiicrelerinin kokenlerinden diger dokulara kan ve lenfatik damarlar
yoluyla gogiine “metastaz” denir ve bu durum MMP'ler olarak bilinen proteolitik
enzimlerin asir1 ekspresyonu ile saglanir. MMP'ler hiicre dis1 matrisi bozar, bdylece
kanserli hiicrelerin komsu organlar1 istila etmesine izin verir. On yedi farklh
flavonoidle yapilan bir calismada incelenen bilesiklerden sadece ikisi hari¢ tiim
flavonoidlerin MMP-9 ekspresyonunu inhibe ederek meme kanseri hiicre hattinda

(MDA-MB-23) gdgii ve istilay inhibe ettigini gostermistir (59), (60).

Hiicre dongiisii kontrol noktalarina ve tiimor baskilayici genlere miidahale
edilerek kanser hiicrelerinin sonsuz hiicresel cogalmasi engellenebilir. Arastirmalar,
bircok kanser tiiriinde kanser hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde
flavonodilerin 6nemli bir rol oynadigini dogrulamistir. Oral skuamdz hiicreli karsinom
(OSCC) hiicre hattinda naringeninin etkisi degerlendirilmis ve hiicrelerin GO/GI ve
G2/M fazlarinin durmasina neden oldugu belirlenmistir (61). Bagka bir ¢alisma ise
mirisetin ve metil §jenolinin kombinasyon tedavisi ile insan serviks adenokarsinoma

(HeLa) hiicrelerinde G0/G1 hiicre dongiisii fazin1 durdurdugunu gostermistir.(62).

Hiicre sinyal yollar1; protein sentezi, hiicre biiyiimesi, motilite, hiicre mimarisi,

polarite, farklilagsma ve programlanmuis hiicre 6liimii gibi ¢ok ¢esitli islevlerle birbirine
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baglidir. Proto-onkogen tirozin-protein kinaz olan Fyn, Ras proteinini aktive ederek
cesitli sinyal yollarini diizenler. UV-B’nin neden oldugu kosullar altinda Fyn’nin asir1
aktivasyonu cilt kanseri gelisiminde kritik bir rol oynar. Bu yiizden Fyn, cilt kanseri
tedavisinde ideal bir hedeftir. Flavonoidlerle yapilan bir ¢alisma, Fyn proteinini hedef
almis ve Fyn aktivasyonunu inhibe ederek cilt kanserine kars1 kemopreventive etki

gostermistir (63).
2.5.2 Apoptoz

Apoptoz veya apoptozis, hasarli veya istenmeyen hiicrelerin programli olarak
O0lmesi olarak tanimlanir (49). Apoptoz, canlinin normal gelisim ve yaslanma
sirasinda, dokulardaki hiicre popiilasyonlarint korumak icin homeostatik bir
mekanizma olarak ve/veya hiicrelerin hastalik veya zararli ajanlar tarafindan zarar
gordiigiinde savunma mekanizmasi olarak ortaya c¢ikar (64). Saglikli yetiskin bir
insanda gilinde yaklasik 10 milyon hiicre apoptoz gecirir (65). Gelismekte olan bir
insan embriyosunun el parmaklar1 arasinda bulunan ara dokunun kalkmas1 ya da kemik
iliginde iiretilen milyonlarca B ve T hiicresinin olgunlagma sirasinda ¢gogunun (>%95)
olimii apoptozla gerceklestirilir (66). Ayrica bir hiicre, tamir edilemeyecek sekilde

hasar gordiiglinde veya bir viriisle enfekte oldugunda da apoptoza gider (65).

Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, protein sentezi,
RNA ve enerjiye gereksinim duyan, genlerle diizenlenen, programli, organizmada
homeostazi koruyan bir olaydir. Apoptozun ilk gozle goriiliir degisiklikleri hiicrenin
biiziilmesi ve ¢ekirdegin ve kromatinin yogunlagsmasidir. Bunu, hiicre ¢ekirdegi ve
kromatinin pargalanmasi, hiicre ylizey boliimiinde balonlagsma ve son olarak hiicrenin
apoptotik cisimler ad1 verilen membranla ¢evrili hiicresel yapilardan olusan pargalara
ayrilmasi izler. Apoptotik cisimler fagositler ve ¢evre hiicreler tarafindan fagositoz ile
yok edilir. Interstisyel bosluga higbir hiicresel materyal salinmadigindan apoptoza

kars1 immdiin reaksiyon gergeklesmez (67).

Apoptozis, hiicresel oliim sekli olan nekrozdan ayirt edilmelidir. Nekroz
apoptozisin aksine, genetik olarak programlanmamistir, komsu hiicre gruplarini etkiler
ve enflamatuvar bir yamit verir. Apoptozdan farkli olarak, nekrozda hiicre zari

bitlinliigii kaybi, organel sismesi ve lizozomal sizinti nedeniyle hiicresel sislik
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vardir. DNA'nin bozulmasi rastgeledir ve parcalanmis hiicreler makrofajlar tarafindan

yutulur (68).

Bir hiicrenin apoptozis ile hayatta kalmasi veya 6lmesi, hiicre i¢indeki ve
cevresindeki pro-apoptotik (stres veya 6liim) ve anti-apoptotik (mitojenik veya hayatta
kalma) sinyaller arasindaki denge ile belirlenir. Radyasyon, kimyasal ve bulasici
ajanlar, genetik diizensizlikler, anafiklaksi gibi immiinolojik reaksiyonlar, beslenme
dengesizlikleri, oksijen yoksunlugu, 1s1 stresi ve diger ciddi hiicre stresi tipleri
nedeniyle hiicre hasar1 pro-apoptotik yollar1 baglatir. Apoptoz diizeninin bozulmasi
organ fonksiyon bozuklugu ile sonuglanir, hiicre biiyiimesi ve hiicre 6limii arasinda

denge etkilenir (68).

Apoptozu karakterize eden 3 6zellik vardir: protein bdliinmesi veya hidroliz,
niikleer DNA'nin pargalanmasi ve apoptotik hiicrenin fagositik hiicreler tarafindan
taninmasi (68). Bu oOzelliklerden Bcl-2 familyasi, kaspazlar ve Bcl-2 familyasi
proteinleri tarafindan sinyalleri kaspaza ileten Apaf-1/CED-4 proteini sorumludur
(69). Proteinlerin boliinmesi temel olarak kaspaz adi verilen bir sistein proteaz
ailesinin aktivasyonu ile olusur. Kaspazlar, inaktif bir formda sentezlenir ve spesifik

baslatma mekanizmalar1 ile aktive edilir (68).

Hiicrede apoptozisin baglatilmasi i¢in uyarilmasi gerekir. Bu uyarilar hiicrenin
iginden (i¢ (intrinsik) yolak) meydana gelebildigi gibi dis etkilerden (dis (ekstrinsik)
yolak) de kaynaklanabilmektedir.

Dis (Ekstrinsik) Yolak

D1s yolak, pro-apoptotik molekiil veya ligandlar tarafindan aktive edilen hiicre
ylizeyindeki pro-aptotik reseptorlerle baslar. Bunlar, TNFR1 ve Fas reseptoriidiir.
TNFR1 ve Fas reseptorleri tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesine aittir. Fas,
aktif B hiicreleri ve T hiicreleri de dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerinde bulunur.
Pro-poptotik reseptorleri aktive eden ligandlar Fas ligandin1 (FasL) ve TNFa 'y1 igerir.
FasL, aktive edilmis T hiicreleri ve dogal oldiiriicii hiicreler de dahil olmak iizere
cesitli hiicre tipleri tarafindan ifade edilir. TNF-0, agirlikli olarak aktive edilmis

monosit/makrofajlar ve lenfositler tarafindan iiretilir. Ekstrinsik yolun hiicre i¢i kismi,
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oliim bolgesi olarak adlandirilir. Ug veya daha fazla dis yolak-ligand kompleksi demet
olusturduktan sonra, 6liim bdlgesi yakinlasir ve bir adaptdr proteini i¢in bir baglanma
bolgesi olusur. Adaptor proteini, bu reseptore 6zgiidiir. Bu ligand-reseptor-adaptor
proteini kompleksi, 6liime neden olan sinyal kompleksi (DISC) olarak adlandirilir ve

baslatic1 kaspazlarin (kaspaz 8 ve 10) alim1 ve birlestirilmesine yol acar (68).

Ic (Intrinsik) Yolak

Bu yol; DNA hasari, ROB, radyasyon, toksinler, viral enfeksiyonlar, hormon
veya biliylime faktorii yoksunlugu, kemoterapotik ajanlar, sitokinler ve
glukokortikoidler gibi hiicresel streslere cevap olarak hiicre iginden baglatilir. Bu
yolun baslatilmas1 sonunda pro-apoptotik proteinlerin kaspaz enzimlerini aktive
edecek ve apoptozu tetikleyecek mitokondrilerden salinmasina neden olur. Apoptozda
i¢ yolagin diizenlenmesi, Bcl-2 protein ailesinin liyeleri araciligiyla gerceklesir. Bel-2
protein ailesi mitokondriyal membran gecirgenligini kontrol ederek apoptozisin
baslamasi ve sonlanmasinda 6nemli rol alir (64). Bcl-2 protein ailesi ii¢ gruba
ayrilmustir. Grup I anti-apoptotik aktiviteye sahipken, Grup II ve III hiicre 6liimiinii
tesvik eder. Hiicrenin icsel yolak ile apoptoza gitmesi Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik ve

anti-apoptotik tiyeleri arasindaki aktivite dengesine baglidir (68).

Cok hiicreli organizmalarda, dokulardaki hiicre sayisi, programlanmis hiicre
6liimii yani apoptoz ile yakindan kontrol edilir. Apoptozis siirecindeki, anti-apoptotik
proteinin asir1 ekspresyonu, pro-apoptotik proteinin asir1 baskilanmasi, kaspazin
ekspresyonunun azaltilmasi, ekspresyonu ve tiimor baskilayici proteinlerde defekt,

kanser de dahil olmak iizere bir¢ok insan patolojik durumuna yol agar (60).

Bir¢cok arastirma flavonoidlerin, kanserin hem Onlenmesinde hem de

tedavisinde bir antioksidan olarak faydali oldugunu gostermistir.

Cesitli bitki tiirlerinde bulunan Chrysin'in kemopreventif etkisini li¢ farkl
insan kolorektal kanser hiicre hattinda (HCT116, DLD1 ve SW837) degerlendirmis.
Chrysin, insan kolorektal kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinde pro-apoptotik

sitokin TNF-a ve TNF-B’y1 indiikleyerek rol almistir (70).



20

Lawsonaringenin Lawsonia alba Lam.'n yapraklarindan izole edilmis bir
flavonoiddir. Kolorektal kanser (HT-29) hiicre hattinda yapilan calismada anti-
apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyonunu diisiirerek apoptozisi

ingiiklemistir (71).

Hiicrelerde apoptozis bircok farkli yontemle tespit edilebilmektedir.
Giliniimiizde morfolojik goriintiilleme, immunositokimyasal, biyokimyasal (akis
sitometrisi) yontemler kullanilmaktadir. Akis sitometrisi hiicre yiizeyi antijenlerini
(fosfotidilserin ve Anneksin V) ve bunlari tagiyan hiicreleri ayirmaya yarayan bir
floresan antikor teknigidir. Akis sitometrisi yardimiyla floresan maddelerle
isaretlenmis, antikor kullanilarak, yiizey proteininin belirlenir. Bdylece apoptotik
hiicreler rahatlikla belirlenir. Teknik ayni zamanda azalan DNA’nin gosterilmesi
prensibine de dayanmaktadir. DNA yogunlugu normal hiicreye gére hem apoptotik

hiicrede hem de apoptotik cisimciklerde daha azdir (64).

2.5.3 Flavonoidler ve Antioksidan Etki

Flavonoidlerin bir¢ok biyolojik aktivite ve hastaklara kars1 koruyucu etkileri
serbest radikalleri siiplirme kabiliyetleri, dolayisiyla oksidatif stresi ve buna bagh

olarak oksidatif hasar1 azaltma yeteneklerinden kaynaklanir (34).

Serbest radikaller, bagimsiz olarak varligini siirdiirebilen, bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron iceren (radikal) ve reaktif Gzellik sergileyen atom, atom
gruplart veya molekiilerdir. Kimyasal simgeleri sag list koseye konan nokta veya
cizgiyle (R°, R") gosterilir. Serbest radikal, hem ROB’lar1 hem de reaktif nitrojen
bilesiklerini (RNB) tanimlamada kullanilir (Cizelge 2.2) (72).
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Cizelge 2.2 Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Radikaller | Non-radikaller

Reaktif oksijen bilesikleri (ROB)

Superoksit, 0y~ Hidrojen peroksit, H,O»

Hidroksil, HO’ Hipoklordz asit, HOCl

Peroksil, RO, Ozon, O3

Alloksil, RO’ Singlet oksijen, 'O

Reaktif azot bilesikleri (RNB)

Nitrik oksit, NO’ Nitroz asit, HNO

Azot dioksit, NOy Nitrosil katyonu, NO™
Nitroksil anyonu, NO~
Peroksinitrit, ONOO~
Alkil peroksinitritler, ROONO

Serbest radikaller; sigara, hava kirliligi, iyonize radyasyon, UV radyasyon,
yiiksek doymamis yag asitli diyet, karsinojenik bilesikler ve ¢evresel toksikanlar gibi
dis kaynaklar araciligiyla meydana gelebilir. Bununla birlikte hiicrelerde 6nemli
miktarda ROB iretilmektedir (73), (74). ROB, aerobik organizmalarda oksijen
kullaniminin dogal sonucu olarak meydana gelmektedir. Ksenobiyotik metabolizmasi,
mitokondriyal elektron transportu, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve parcalanma
reaksiyonlart bu bilesiklerin olusumuna sebep olur (75), (76). ROB’lar, diger
molekiillerle reaksiyona girdiklerinde radikal olmayan bilesikleri radikal hale getirir.
Bu sebeple serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlar: birbirini

izleyen zincir reaksiyonlar olusturur (77).

ROB/RNB'in biyolojik sistemlerde zararli veya faydali olarak ikili bir rol
oynarlar. ROB'un yararli etkileri enfeksiydz ajanlara karsi savunmada hiicresel
sinyalizasyon sistemininde rol alir. Ayrica mitojenik yaniti indiikler. Yiksek
konsantrasyonlarda ROB; lipitler, membranlar, proteinler ve niikleik asitleri
etkileyerek hiicre yapilarina hasar verir (78). Insan viicudunun normal fizyolojisinde
pro-oksidan ve antioksidan dengesi, hafif sekilde pro-oksidanlar lehinedir; yani
halihazirda organizmada bir miktar oksidatif stres zaten vardir (79). ROB'un zararh
etkileri, antioksidan enzimlere ek olarak enzimatik olmayan antioksidanlarin

antioksidan etkisi ile dengelenmektedir (78).

Endojen veya eksojen sebeplerden dolayi hiicredeki serbest radikal miktarinin

artis1 oksidatif stres olarak tanimlanir (80). Ilag kullanimi, klorlu bilesikler, cevresel
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kirleticiler, bazi metal iyonlari, UV 1sinlari, iyonize radyasyon, alkol ve sigara
kullanimi, beslenme bozukluklari oksidatif stresi arttirir ve bu artis DNA’da tek ve ¢ift
iplik kiriklari, baz modifikasyonlari, abazik alanlar, seker hasar1 veya DNA ile protein
arasinda ¢apraz baglanmalar gibi oksidatif DNA hasarmin artisina ve neden olabilir

(80).

Oksidatif stres, bash basma bir hastalik olarak goriilmemektedir. Bununla
birlikte yaslanma, norodejeneratif hastaliklar ve kanserde dahil olmak {izere birgok

hastalikta 6nemli bir neden olarak degerlendirilmektedir (81).

Reaktif oksijen bilesikleri, yiiksek reaktiviteye sahip oksidan molekiiller olup
genetik materyal olan DNA ile ayrica lipit, protein gibi hiicrenin Onemli
makromolekiilleriyle reaksiyona girerek oksidatif hasar yaparlar. ROB, DNA
polimerazlar gibi proteinleri ve DNA onarim enzimlerini hedef alirlar. Boylece
dogrudan veya dolayli yoldan lipit peroksidasyona neden olup protein hasarina da yol
acabilirler (80). Hiicre ve organellerin membranlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag
asitleri, oksidatif ataga kars1 duyarlidir. ROB artisy, lipit peroksidasyonu ile membran
lipitlerini pargalayarak, hiicre yapisin1 bozar ve hiicre 6liimiine kadar gidebilen hasara

neden olur (77).

2.6 LIiPiT PEROKSIDASYON

Hiicre membrani, siirekli olarak oksidatif ataklarin hedefi konumundadir.
Burada bulunan doymamais yag asitleri, birden fazla sayida ¢ifte bag icermektedir. Bu
baglar, ROB tarafindan bir elektron koparilarak kolayca okside edilir ve lipit
hidroperoksitler ile lipit peroksil radikalleri olusur. Bu siirece, “lipit peroksidasyonu”

ad1 verilir.

Bu mekanizmanin baglangicinda, membran fosfolipitlerin yapisinda bulunan
coklu doymamis yag asitlerinden, ROB tarafindan bir hidrojen atomu koparilir.
Serbest radikal ve lipit, yeni bir serbest radikal olusturulmus olur. Bu siireg, yayilma
asamasiyla ¢ogalarak devam eder. Siirec bir kez basladigi zaman zincirleme reaksiyon

(baglama, yayilma, sonlanma) seklinde ilerler (82).
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Lipit peroksidasyonun biyolojik membranlarindaki sonuglari;; membran
potansiyelinin diisiiriilmesi, H" ve diger iyonlara permeabilitenin artmasi, membran
akigkanliginin degismesi ve membranin yirtilarak hiicre igeriginin ve lizozomal
hidrolitik enzimlerin digariya salinmasi seklinde goriiliir. Hiicre 6liimii ile sonuglanan
tablolar da meydana gelebilir. Lipit peroksidasyon sonucu olusan tirlinler baslica lipit
hidroperoksitler (LOOH), malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksialkanellerdir. MDA
basta olmak iizere 4-hidroksialkanellerin de ¢esitli toksik etkilere sahip olduklar

gosterilmistir (83)

Lipit oksidasyon firiinlerinin saptanabilmesi icin, g¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Tiyobarbitlirik asit reaktif maddelerin (TBARS) o6l¢iimii, lipit
peroksidasyonunun taranmasi ve izlenmesi i¢in iyi bilinen bir yontemdir. Bu
yontemde, gliclii asidik sartlarda 1sitma sonucu tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren
biyolojik ornekler, kolorimetrik veya florometrik yontemlerle Slgiilebilen, pembe
renkli iirlinler vermektedirler. MDA, tiyobarbitiirik asit reaktif iirlinlerinin bir 6rnegi
olarak, lipitlerin oksidatif hasarinin gegerli bir biyogostergesi olma iglevi dolayisiyla,

uzun zamandan beri yogun sekilde incelenmektedir (84).
2.7 ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Insan viicudu serbest radikallerin neden oldugu hasarlardan korumak igin
ayritilt bir antioksidan savunma sistemi igerir. GPx, CAT ve siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi enzimatik antioksidanlar, glutatuon (GSH), C vitamini, E vitamini,
karotenoidler ve flavonoidler ise non-enzimatik endojen antioksidanlardir (78). GSH,
ROB’a kars1 ilk savunmay1 olusturur ve ikincil savunma da ona bagimli enzimler
tarafindan olusturulur (85). SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen perokside (H203)
doniigmesini saglar ve olusan H>O,, CAT ve GPx tarafindan yok edilir (86). Eksojen
antioksidanlar diyetle alinan vitaminler, karotenoidler ve minerallerdir. 1990
ortalarindan sonra bu gruba fenolik bilesikler gibi fitokimyasallar da dahil olmustur.
Bunlarin antioksidan ozellikleri ve hastaliklardaki koruyucu, engelleyici etkileri
lizerine arastirmalar bu tarihlerde baglamis ve hizla artmistir (87). Fenolik bilesikler,

serbest radikalleri yok ederek ve lipit peroksidasyon olusturma yetenegine sahip olan
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bakir (II) ve demir (III) gibi metal iyonlarla selasyon yaparak antioksidan etki
gosterirler (88).

2.7.1 Enzimatik Savunma Mekanizmalari

Siuperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi etkili bir hiicre i¢i antioksidandir ve siiperoksit
radikalinin hidrojen peroksite doniismesini saglar. Olusan H»O», katalaz ve glutatyon

peroksidaz tarafindan yok edilir.
Oy” + Oy + 2H" —592 , H,0, + O

Siiperoksit dismutaz, bircok izoformda bulunur. insanlarda; sitozolik (Cu/Zn-
SOD), mitokondriyal (Mn-SOD) ve ekstraselliiler (EC-SOD) olmak {izere ii¢ farkli
formu vardir. Mn-SOD, anti-timor aktivitesine sahip en etkili antioksidan
enzimlerden biridir. Farkl: hiicre hatlar1 tizerinde yapilan bir dizi ¢alisma, Mn-SOD'un
asir1 ekspresyonunun tiimdr biiyiimesinin gecikmesine yol agtigini dogrulamistir. Mn-
SOD aktivitesinin bir¢cok kanserde oldukga diisiik oldugu bulunsa da, baz1 deneyler
Mn-SOD ekspresyonunun belirgin sekilde arttigint dogrulamastir (78).

Katalaz (CAT)

Katalaz bitki, hayvan ve aerobik bakteri hiicrelerinde peroksizom adli hiicre
organelinde bulunan bir enzimdir. CAT, hem normal aerobik metabolizmanin hem de
patojenik ROB iiretiminin toksik bir {iriinii olan H2O2’nin detoksifikasyonunda yer
alir. Bir CAT molekiilii bir dakika 6 milyon H>O> molekiiliinii suya ve oksijene

dontstiirebilir (78).
2H,02 —CAT 0, + 2H,0

Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz enzimi selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz
olmak iizere iki sekli vardir. GPx enzimlerinin timii dort ayni alt birimin

tetramerleridir. Her alt birim, aktif bolgede, peroksit substratinin iki elektron
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indirgenmesine dogrudan katilan bir selenosistein igerir. Enzim, selenosisteinin

azaltilmis halini yeniden olusturmak i¢in nihai elektron verici olarak GSH kullanir.

2GSH + H202 — 6%, GSSG +2H:0

2GSH+ROOH —S* , GSSG + ROH + H,0O

Glutatyon peroksidaz, H>O» dahil olmak {izere hidroperoksitlerin azalmasini,
azaltilmis GSH ile katalizler ve hiicreyi oksidatif hasardan koruma islevini yerine
getirir. GSH metabolizmasi, antioksidan savunma mekanizmalarinin en temellerinden

biridir. GPx diisiik oksidatif stres seviyelerine kars1 ana koruma kaynagidir (78).

2.7.2 Enzimatik Olmayan Savunma Mekanizmalar

Glutatyon (GSH)

Glutatyon, hem bitkilerde hem de hayvanlarda yaygin sekilde dagilan tripeptit
yapisinda (y-glutamilsisteinilglisin) hiicre i¢i enzimatik olmayan antioksidandir.
Hiicre i¢i GSH havuzu sitozol (%85), mitokondri (%10-15), endoplazmik retikulum
ve cekirdek kisimlarindaki molekiillerden olugmaktadir. Glisin, sistein ve glutamik
asit’ten olusan glutatyon, hem indirgenmis, formda (GSH), hem de yiikseltgenmis

okside disiilfit formunda (GSSG) bulunur (89).

Glutatyon, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda glutatyon transferazlarina
niikleofilik bir yardimci substrat olarak hizmet eder ve hidroperoksitlerin
indirgenmesinde glutatyon peroksidazlan i¢in énemli bir elektron donériidiir. iki
molekiill GSH’nin okside olarak disiilfit bagiyla baglanir ve bir molekiill H>O>
indirgenir. Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) araciligi ve glutatyon
rediiktaz enzimiyle bir molekiil GSSG, yine iki molekiil GSH haline getirilir. Boylece,
GPx enziminin aktivitesinin stirekliligi saglanir (Sekil 2.4). GSH’ye ait redoks
dongiisii, diisiik diizeydeki oksidatif strese karsi birincil énemdeki korunmadir.

Yiiksek diizeydeki oksidatif stres i¢in bu koruyuculuk CAT tarafindan saglanir (89).
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(2GSH)
Hidrojen
NADP+ Peroksit

Glutatvon Rediiktaz Glutatvon Peroksidaz
Riboflavin
NADPH'H*
(GSSG)

Sekil 2.4 Glutatyon (GSH) Indirgenme-Yiikseltgenme Déongiisii

Glutatyonun, hiicresel redoks ortamini dengeleyerek, hiicreyi apoptozise karsi
koruma islevi de bulunur. Cekirdekteki glutatyon, DNA’nin onarimi ve ekspresyonu
i¢in protein siilfitlerin redoks durumunu korur. GSH ayrica amino asit tasinimi ve
protein siilfidril rediiksiyon durumunun korunmasinda rol oynar (90). Bunun disinda
cok sayida calisma kanser insidanst ve GSH arasinda bir iliski oldugunu

ortaya koymustur (78).
Diger Molekiiller

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda, glutatyondan baska vitamin C ve
E, B- karoten ve flavonoidler gibi molekiiller bulunmaktadir. Askorbik asit (Vitamin
C), 6nemli ve giiclii bir antioksidan olup; hidrofilik ortamda bulunmaktadir. Vitamin
C, tek basina aktivite gosterebildigi gibi, Vitamin E ve karotenoidlerle de igbirligi

yaparak antioksidan aktive gosterirler (78).

Endojen veya eksojen sebeplerle ROB/RNB'nin artis1 yani oksidatif stres
kanser hiicreleri olusmasina neden olur. Birgok malign hiicre kiiltiiriinde yiiksek ROB
seviyeleri goriilmiustiir. /n vitro olarak gozlemlenen bu artis in vivo olarak da
bulunmustur. Hiicrelerin k&tii huylu kanser haline gelebilmesi i¢in birgok kazanilmis
yetenek (artan hiicre ¢ogalmasi, apoptoz direnci, hiicresel Sliimsiizlestirme, artan
anjiyogenez, metastaz) gelistirmesi gerekir. Ek olarak, genetik dengesizligin, bu
yeteneklerin kazanilmasinda kilit bir rol oynar (28). Oksidatif stresdeki artis, proto-
onkojenler, tiimor baskilayici genler ve DNA tamir genleri gibi bazi 6nemli hiicresel

elementleri, hiicresel sinyallesme (niikleer faktor-kB (NF-kB)), sinyal transdiiseri ve
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transkripsiyon (STAT-3) yollarini, kinazlar, cesitli biiyiime faktorleri, sitokinler ve
proteinlerin yapisinda yaptiklart degisikliklerle bu yetenekleri kazanir (91).

Insan viicudundaki SOD, CAT, GPx, glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-
transferaz (GST) ve GSH gibi antioksidan savunma sistemleri, ROB {iretimi ve
notrlestirilmesi arasindaki dengeyi saglar. Diisiik seviyelerde ROB hiicre i¢i
sinyal ve homeostazi diizenleyerek yararli etkiler gosterir, fakat hiicre i¢i antioksidan
savunma sistemlerin yeterli olmadig1 durumlarda asir1t ROB birikimi kanser de dahil

olmak iizere bir¢ok hastaliga neden olur (91).

Antioksidan aktiviteye sahip ajanlar, ROB'un hiicresel seviyelerinde artist
azaltarak ve/veya Onleyerek kanseri Onleyici etkilere neden olabilir. Pro-oksidan
ajanlar, ROB'un hiicresel seviyelerini arttirdig1 i¢in, bu ajanlarin kanserojen etkilere
neden olabilecegi bilinmektedir. Ancak pro-oksidan maddeler ROBun hiicresel
seviyelerini sitotoksik seviyelere yiikselttiginde, bu maddeler segici kanser
hiicrelerinin 6ldiiriilmesini indiikleyebilir ve terapdtik olarak faydali olabilir. Bu
sebepten hem antioksidan hem de pro-oksidan 6zellik gosteren flavonoid yapidaki

bilesikler kanser gelisiminde koruyucu bir rol oynar (28), (91).

Bir¢cok arastirma flavonoidlerin, kanserin hem Onlenmesinde hem de
tedavisinde bir antioksidan olarak faydali oldugunu gostermistir. Wushen adi verilen
55 farkli dogal igerikten tiretilen bir gida karisimi ile beslenen S180 tiimor tastyan fareler in
vivo olarak incelenmistir. Wushen bu farelerde anti timor aktivitesi gostermistir. Ayrica
antioksidan etkilerini degerlendirmek i¢in CAT, GPx ve SOD enzim aktiviteleri ve MDA
konsantrasyonu 6l¢lilmiis ve karisimin anti tiimor potansiyelinin antioksidan 6zellikleri

ile iliskili oldugu bulunmustur (92).

Rosaceae tamilyasina ait Maesilden elde edilen 7,12-dimetilbenz-[a]-antrasen
(DMBA) ve 12-0O-tetradekanoil forbol 13-asetat (TPA), indiiklenmis fare derisi
karsinogenezine inhibe edici etkisi ve antioksidan etkileri arastirilmistir. DMBA-TPA
kaynakli Maesil'in, farelerde deri karsinogenez gelisimini ve lipit peroksidasyonu

azalttig1 ve toplam antioksidan kapasiteyi artirdig1 saptanmistir (93).
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Flavonoidler pro-oksidatif 6zellikler sergileyerek de kanser hiicrelerini 6ldiiren
etki ortaya koyar. Feslegende bulunan ursolik asit iimor nekroz faktori ile iliskili
apoptoz-indiikleyen ligandin (TRAIL) neden oldugu apoptoz iizerindeki etkisi
arastirilmistir. TRAIL, TNF ailesinin iiyesi ve apoptoz-indiikleyen sitokindir. Calisma
insan kolon adenokarsinomu (HCT116, HT29, Caco2), insan embriyonik bdbrek
karsinomas1 (A293), insan prostat kanseri (PC3), insan meme kanseri (MDA-MB-231
ve MCF-7), skuamoz hiicreli karsinom (SCC4) ve insan kronik 16semi (KBM -5) hiicre
hatlarinda yapilmis ve ursolik asidin TRAIL'in indiikledigi apoptozu gii¢clendirdigi
bulunmustur. Hiicre hatlarinda ursolik asidin ROB {iretmesi, 6lim reseptorlerinin
yukari regiilasyonu ile antiapoptotik proteinlerin asagi regiilasyonu yoluyla TRAIL
kaynakli apoptozu gerceklestirmistir (94). Baska bir calisma kersetinin insan
yumurtalik kanseri hiicrelerini TRAIL'e duyarli hale getirip getiremedigini
aragtirmistir ve sonuglar kersetinin, kanser hiicrelerini TRAIL'e duyarli hale getirdigini
gostermistir. Kersetin, 6liim reseptoriic DRS ekspresyonunu indiiklemistir. DR5’in

regililasyonuna ROB iiretilmesinin aracilik ettigi de gosterilmistir (95).
2.8 KAMFEROL

Kamferol (3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on) (Sekil
2.5), bir¢ok yenilebilir bitki (brokoli, lahana, fasulye, pirasa, sogan, domates, ¢ilek ve
lizim) ve geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan bitkilerde (Ginkgo biloba, Aloe

vera, Equisetum arvense, Moringa oleifer ve Sophora japonica) bulunan bir

flavonoiddir (96).

OH

HO O

OH
OH O

Sekil 2.5 Kamferoliin Kimyasal Yapisi
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Kamferol difenil propan yapisina (C6-C3-C6) sahiptir ve 4-koumaroil-CoA
(C6-C3) 'un li¢ malonil-CoA (C6) molekiilii ile yogunlastirilmasiyla sentezlenir (97).
Diisiik molekiil agirliklt (MA: 286,23 g/mol) ve sar1 renkli bir bilesiktir (96).

Biyoyararlamim

Dogada c¢ogunlukla glikozitleri seklinde bulunan bilesige glikoz, ramnoz,
galaktoz ve rutinoz gibi sekerler genellikle glikozitler olusturmak tizere baglanir.
Kamferoliin yiiksek glikozit polaritesi, emilimini engeller, ancak aglikonlarin ara
polaritesi emilimi kolaylastirir. Kamferol esas olarak ince bagirsakta emilir.
Kamferoliin lipofilikligi, pasif difiizyonla emilimini kolaylastirir, ancak yapilan
calismalar difiizyon ya da aktif tasimayla da absorbe olabilecegini gostermektedir
(98). Kamferol, konjugasyon enzimleriyle ince bagirsakta metabolize edilebilir. Kolon
mikroflorasi tarafindan da yogun sekilde metabolize edilir. Kolonik bakteriler hem
glikozitleri hem aglikonlara hidrolize edebilir. Emiliminden sonra, kamferol,

glukuronidasyon, siilfatlama veya metilasyona ugrayarak metabolize edilir (98), (99).

Toksik Etkileri

Kamferoliin giivenligi ile ilgili celiskili raporlar vardir. Bazi g¢alismalar
kamferoliin antimutajenik aktiviteyi indiikledigini géstermis olmasina ragmen (100),
(101) diger caligmalar da bu flavonoidin genotoksik etkileri indiikleyebilecegini ortaya
koymustur (102), (103). Flavonoidler antioksidanlar olarak bilinmesine ragmen, bu
bilesikler ayrica spesifik kosullar altinda pro-oksidan ajanlar olarak da hareket
edebilirler. Kamferoliin de pro-oksidan aktivitesi genotoksik etkilerinin goriilmesinde
O6nemli bir rol oynayabilir (104). Cok sayida in vitro ¢alisma kamferoliin genotoksik
ve kanserojen olabilecegini gosterilmesine ragmen bu etkiler in vivo ¢aligmalarda

gosterilmemistir (96).

Bivyolojik Aktivitesi

Cok sayida preklinik c¢alisma, kamferoliin antioksidan, antikanser, anti-
enflamatuar, antimikrobiyal, noroprotektif, kardiyoprotektif, antidiyabetik, anti-

osteoporotik ve Ostrojenik/antiestrojenik etki gosterdigini ispatlamistir (96).
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Antioksidan Etki

Flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri yaygin olarak kabul edilmektedir. Cok
sayida calismada kamferol, baz1 kamferol glikozitleri ve birka¢ kamferol iceren
bitkilerin sadece in vitro degil, in vivo olarak antioksidan aktiviteye sahip oldugunu

gosterilmigtir (103).

Baz1 caligmalar, C4'te bir okso grubuyla birlikte C2-C3'te bir ¢ift bag
mevcudiyetinin ve C3, C5 ve C4 'de hidroksil gruplarmin varliginin, kamferoliin
antioksidan aktivitesinde yer alan onemli yapisal ozellikler oldugunu gostermistir.
Kamferol, ksantin oksidaz enzimi gibi ROB iireten enzimlerin aktivitesini inhibe
edebilir (105). Diger flavonoidler gibi kamferolde, Fenton reaksiyonu ile demir veya
bakir iyonlarini selatlayarak hidroksil radikal olusumunu azaltabilir (96). Kamferol
ayrica, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu veya aktivitesini

artirarak antioksidan etkilerin goriilmesini saglayabilir (106).

Kamferoliin antioksidan aktivitesi bir¢ok in vivo g¢alismada gozlenmistir.
Ornegin, kamferoliin hiicre i¢i ROB birikimini azalttigi1 ve Caenorhabditis elegans'in
sag kalimini arttirdigt bulunmustur (107). Kamferol tiirevleri igeren Capparis spinosa
ekstresi, saglikli goniilliilerde topikal olarak uygulandiginda onemli antioksidan

aktivite gostermistir (108).
Kanser

Epidemiyolojik kanitlar (vaka kontrol ve kohort calismalar1), kamferol
bakimindan zengin gidalarin tiiketiminin mide (109), akciger (110), yumurtalik (111)
ve pankreas kanseri (112) de dahil olmak {izere baz1 kanser tiirlerinin gelisme riskini
azaltabilecegini gostermistir. Her ne kadar az sayida calisma kamferoliin in vivo
hayvan modellerinde anti-kanserojen aktivitesini degerlendirmis olsa da birgok
preklinik calisma bu flavonoidin kanseri onleyici ve tedavi edici 6zelliklere sahip

oldugunu bildirmistir (96).

Bazi1 c¢aligmalar, diisiik kamferol konsantrasyonlarinin DNA'y1r farkli

kanserojenlerin neden oldugu hasardan koruyabilecegini 6ne siirmektedir (113), (114).
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Kamferol, kanser hiicresi 6liimiiniin indiiklenmesine bir¢ok mekanizma ile
katilabilir. Siklin bagimli kinaz CDKI1'in aktivitesinin inhibisyonu ile hiicre
dongiisiiniin  G2/M  evresinde durdurulmasina neden olabilir (115). Kamferol,
genomun koruyucusu olarak adlandirilan p53 tiimor baskilayici proteinine etki ederek
hiicre dongiistinlii durdurabilir. Ayrica, kanser hiicrelerinde, onkogen cMyc genel
olarak asir1 eksprese edilir. Artan cMyc seviyeleri CDKNIA mRNA
konsantrasyonlarin1 antagonize eder. Kamferol kemoterapi ilaci sisplatin ile birlikte
uygulandiginda, cMyc mRNA seviyelerini diisliriir ve yumurtalik kanseri hiicrelerinde
CDKNI1A mRNA'nin seviyelerini arttirir. Sisplatin, kanser hiicrelerini tahrip etmekte
basarisiz olur, ancak kamferol ilavesi ile cMyc ekspresyonunu engelleyerek apoptozu

basariyla indiikler (116).

2.9 KERSETIN

Kersetin (3,5,7-trihidroksi-2-(3,4-dihidroksifenil)-4kromen-4-on) (Sekil 2.6),
bir fenil benzo (c) pirondan tiiretilmis ve insan diyetinde bol miktarda bulunan bir
flavonoiddir (117), (118). Farkli meyve ve sebzelerde yaygin olarak dagilir. Sogan,
elma ve domates ve marul olduk¢a zengin kersetin kaynaklari olarak kabul
edilir. Kersetinin cay, biber, kisnis, rezene, turp, dereotu ve ¢ilek gibi farkli bitki
tiirlerinde de bulunur (119).
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Sekil 2.6 Kersetinin Kimyasal Yapist

Kersetin bitkilerde yaygin olarak glikozit formlarinda bulunur ve ana gruplari
genel olarak kersetin-O-glikozitlerdir. Kersetin-3-O-glukozit fasulye, adacay1 ve

karabugdayda; Kersetin-3-O-galaktosid, yaban mersini ve erikte bulunurken,
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Kersetin-3-O-ksilosid mango meyvesinde bulunur. Disakkarit formundaki kersetin
tirevleri de bitki ve sebzelerde yaygm olarak bulunur. Ornegin kersetin-3-O-

rhamnosilglukosid kiraz, 1spanak, {iziim ve kuru erikte bulunur (118).

Giinlik beslenmede kersetin  aliminin = 5-40 mg/giin oldugu tahmin
edilmektedir ve bu seviyeler flavonoid bakimindan zengin meyve ve sebzeleri (elma,
sogan, domates) bol miktarda tiiketen bireylerde giinde 200-500 mg'a kadar ¢ikabilir
(120).

Kersetin ve tiirevleri genellikle sar1 renkli toz veya kristaller seklinde bulunur
MA: 302,236 g/mol). Kersetin lipofilik bir bilesiktir ve etanolde (4,0 mg/mL, 37°C)
orta derecede, dimetil siilfoksitte (150 mg/mL, 25°C) ise yliksek oranda ¢dziiniir. Suda
¢Oziiniirligl ise ¢ok azdir (0,01 mg/mL, 25°C) (118).

Biyovararlanim

Kersetin biyoyararlanimi farkli gidalarda bulunan glikozitlerinin tipine
baghidir. Aglikon formlarinin %?24', mide-bagirsak yolu yoluyla emilirken kersetin
glikozitlerinin hidrofilik 6zellikleri nedeniyle %52'si ince bagirsakta emilir. Kersetin
glikozitlerin emilimindeki artisin deglikosilasyon ve/veya tasiyici aracili taginma
yoluyla oldugu ileri siiriilebilir (121). Deglikosilasyon sirasinda, kersetin glikozitler,
B-glukosidazlarin aktivitesi ile aglikon formuna doniisiir ve daha sonra aglikon formu,
gastrointestinal sistemden emilir. Daha sonra kersetin ince bagirsak, karaciger,
bobrekler ve kolon gibi organlarda glukuronidasyon, siilfatlama veya metilasyona

ugrayarak metabolize edilir (117), (118).

Toksik Etkileri

Kersetin insan viicudundaki serbest radikallerle reaksiyona girerek toksik
ozellikteki oksidasyon iirlinleri olusturabilir. Yani tiyoller ile yiliksek derecede reaktif
olan kersetin-kinin ve GSH ana reaktif olabilir. Kersetinin mutajenik/genotoksik etkisi
hakkinda c¢ok sayida calisma vardir (118). 1970'lerden 6nce yapilan ¢aligsmalarda
kersetin standart testlerle genotoksik olarak kabul edilmistir (120). Bununla birlikte,

farkli tiirlerle yapilan birka¢ uzun siireli in vivo ¢alismasi bunun bdyle olmadigin
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gostermistir. Nihai karari IARC vermis ve kersetinin, insanlarda kanserojen olarak
smiflandirilmadigi sonucuna varmistir (122). Uzun siireli kersetin tliketiminin
hematolojik ve idrar biyogostergeleri iizerinde onemli bir yan etkisi yoktur ve
kersetinin yiiksek dozlarda bile (2000 mg/kg'a kadar) glivenli bir bilesik oldugu rapor
edilmistir (117), (120), (123).

Biyolojik Aktivite

Kersetin, antioksidan (124), antiobezite (117), antiviral (125), antienflamatuar
(126) ve antikanserojen (127) etkiler ile birlikte baz1 kardiyovaskiiler hastaliklar da
(yani kalp hastaligi, hipertansiyon ve yliksek kan kolesteroliinii hafifletme) dahil
olmak iizere bircok sagliga yararh etki ile yaygin sekilde iliskilendirilir (118).

Antioksidan Etki

Kersetin, in vitro ve in vivo kosullar altinda giiglii dogal antioksidan ve reaktif
oksijen ve azot tiirleri siipliriiclisii olarak bilinir (128). Siiperoksit ve hidroksil
radikallerine, nitrik okside ve ayrica perokside kars1 giiglii bir temizleyici aktivitesi
gosterir (129). Kersetin yapisindaki B halkasindaki serbest hidroksil gruplarinda
katekol kisminin varlig1 ve C-halkasindaki 3-pozisyonu antioksidan ve serbest radikal
temizleyici potansiyelden sorumludur. Kersetin dogrudan serbest radikalleri ve lipit
peroksitleri sondiiriir ve dolayli olarak enzimatik olmayan antioksidanlarin (6rnegin
azaltilmis GSH) olusumunu arttirir ve in vivo kosullarda antioksidan enzimlerin
aktivitelerini arttirir. Ayrica, ksantin oksidaz (XOD), lipoksijenaz (LOX) ve NADPH
oksidaz gibi oksidatif enzimleri inhibe ederek antioksidanlar olarak etki ettigi ileri

stiriilmektedir (117), (130).

Kersetin, otokatalitik oksidasyon ile o-kinona doniistiiriiliir ve o-yar1 kinon
reaktif bir ara iiriin olarak tiretilir. Oksijen molekiilleri bu radikal ile reaksiyona girerek
02 ve H20 iiretimi ile sonuglanabilir. Bu ROB, hiicresel redoks sinyal yollarini etkiler
ve hiicresel oksidatif hasar1 indiikleyebilir. Bu nedenle, kersetinin hem pro-oksidan
hem de bir antioksidan olarak hareket etmesi miimkiindiir. Bu paradoksal fenomen

kersetin ve diger bazi flavonoidlerin hiicresel oksidatif hasar1 hizlandirmasinin
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ve/veya cesitli in vitro ¢alismalarda anti-mutajen yerine mutajen olarak hareket

etmesinin nedenini agiklayabilir (130).

Kanser

Kersetin, dogal olarak meydana gelen bir kemopreventif ajanin prototipi olarak
kabul edilebilir, ¢linkii biyolojik aktiviteleri (antioksidan, antienflamatuvar, anti-
proliferatif, proopoptotik ve anti-anjiyojenik), karsiyogenezin baslatilmasindan istila
ve metastazlara kadar gecen tiim asamalarin1 kapsar. Timorlerin gelisimini ve
korunmasini destekleyen farkli genetik, biyokimyasal ve immiinolojik yonleriyle etki
eder. Kersetin “kanserin isareti” olarak tanimlanan farkli hedeflere miidahale edebilen

cok hedefli bir inhibitdr olarak gorev yapabilir (120).

Biiytime faktorleri, hiicre dongiisii, hiicre biiyiimesi, hiicre sag kalimi ve enerji
metabolizmast boyunca ilerlemeyi diizenleyen sinyal yollarini etki ederek, farkl
kokenlerden (prostat, servikal, akciger, meme ve kolon) kanser hiicrelerinin

bliylimesini ve ¢ogalmasini engeller (120).

G2/M gegisinde veya G1 fazinda farkli hiicre tiplerinde hiicre dongiisii
durmasina neden olur. Meme kanseri hiicrelerine 24 saatlik bir aralikta uygulanan
nispeten diisiik dozdaki kersetin (1-10 mM), giinliik tiikketim kosullarin1 taklit eder ve
GO0/G1 fazinda hiicre donglisti durmasini tetikler (131). Kersetinin 25 mM dozda bir
telomeraz inhibitorii olarak etkili ederek kolon adenokarsinom (CaCo-2) ve meme
adenokarsinom (MCF-7) hiicre hatlarin1 yaslanmaya dolayisiyla apoptozise gotiiriir
(132). Ayrica, kersetin HepG2 insan hepatoma hiicrelerinde iki farkli mekanizma
yoluyla apoptotik hiicre o6liimiine neden oldugunu gdsteren caligmalar mevcuttur

(117), (130).

2.10 MIRISETIN

Mirisetin (3,5,7-trihidroksi-2-(3,4,5-trihidroksifenil)-4-kromenon) (Sekil 2.7)
meyvelerde, sebzelerde ve tibbi bitkilerde bulunan yaygin bir flavonoiddir (133).
Mirisetinin biyosentezinde yer alan enzimler bitkilerde nispeten yaygin olarak

bulundugundan, bu flavonoidin bitkilerde yaygin sekilde dagilmasi sasirtict degildir.
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Sogan, sarimsak, brokoli ve taze fasiilye gibi sebzelerde; kus iizlimii, yaban mersini,
bogiirtlen gibi dutsu meyvelerde ve siyah ¢ayda bol miktarda bulunur. Ayrica Ginkgo
biloba, 1s1rgan otu, semiz otu gibi bitkilerde de oldugu tespit edilmistir (134), (135).
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Sekil 2.7 Mirisetinin Kimyasal Yapisi

Mirisetin dogada daha ¢ok glikozitler seklinde bulunur. Yapilari, C halkasini
olusturmak Ttizere siklikla siklize olan ii¢ karbonlu bir zincirle birlestirilmis iki
aromatik halkadan (A ve B halkalar1) olusur. Mirisetin, ilave bir hidroksil grubu varligi

ile kersetinden farklidir (60), (136).
Glinliik ortalama mirisetin alimi diyete bagl olarak degiskenlik gdsterir (137).

Mirisetin, suda ¢ok az miktarda ¢oziinlir (MA: 318,2351 g/mol). Bilesik bazik
sulu ortamda ve dimetilformamid, dimetilasetamid, tetrahidrofuran ve aseton gibi bazi
organik coziiciilerde yliksek oranda ¢oziiniir. Zay1f asidik (pKa 6,63) ve diisiik pH'da
(2,0) oldukga stabildir (60), (138).

Biyovararlanim

Oral olarak tiiketilen tiim maddeler gibi, mirisetinde karaciger ve barsak duvari
boyunca ilk ge¢is metabolizmasina maruz kalir. Diger flavonoidler gibi, mirisetin de
esas olarak ince bagirsakta emilir. Ince bagirsakta konjugasyon enzimleriyle
metabolize edilebilir. Mirisetin kolon mikrofloras1 tarafindan yogun sekilde
metabolize edilir. Emiliminden sonra, son olarak karacigerde glukuronidasyon,

stilfatlama veya metilasyona ugrayarak metabolize edilir.
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Toksik Etkileri

Mirisetin, in vitro ve in vivo ¢aligmalarda ayrintili olarak ¢alisilmistir. Bu
caligmalarin ¢ok azi, olumsuz etkiler konusunda endiseler uyandirmistir (138).
Mirisetin farelere intraperitonal yoldan 1000 mg/kg/bw uygulanmis ve toksik etki ve
Olim goriilmemistir (139). Ayrica zebra balig1 larvalarinda 100 mg/kg tizerindeki

dozlarda herhangi bir toksisiteye neden olmamistir (58).

Bivyolojik Aktivite

Mirisetin temel olarak demir selatorii, antioksidan, antienflamatuar, antiviral,
antimikrobiyal ve antikanser Ozellikleri ile bilinmektedir (140). Cesitli ¢alismalar,
mirisetinin  DNA polimerazlarina, RNA polimerazlarina, ters transkriptazlara,

telomerazlara, kinazlara ve helisazlara kars1 etkinlik gosterdigini ispatlamistir (138).

Antioksidan Etki

Mirisetin, hem enzimatik hem de enzimatik olmayan sistemler yoluyla
antioksidan etki gosterir. H>O; ile indiiklenen hiicre hasarin1 SOD, CAT ve GPx gibi
hiicresel antioksidan savunma enzimlerinin aktive ederek, membran lipit
peroksidasyonu ile TBARS olusumunu inhibe ederek ROB olusumunu azalttig
saptanmistir (141). Mirisetinin kateterik B halkasinda ilave bir hidroksil grubu
icermesi ayrica yapisindaki c¢ift baglar sayesinde demir selasyonu ile enzim

inhibisyonu ve antioksidan maddeler olarak etkili gorev yapmasini saglar (142).

Mirisetin antioksidan oldugu kadar pro-oksidan ozellik de gosterebilen bir
molekiildiir. Yiiksek dozlarda mirisetin molekiiler oksijeni ROB’a ve Fe (III)’ii Fe
(IT)’ye indirger. Bu indirgenme sonucu olusan Fe (II)’nin oto-oksidasyon sonucu

oksijenden siiperoksit (O>) radikali olusturdugu tespit edilmistir (143).

Kanser

Mirisetinin antikanser aktiviteleri iizerine yapilan kapsamli arastirmalar,
bilesigin karaciger, cilt, pankreas ve kolon kanseri hiicreleri de dahil olmak tiizere

bircok insan kanser hiicre hattinda sitotoksik etki gosterdigini bildirmistir. Ayrica,
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kanserin baglatilmasi1 ve ilerlemesinde rol oynayan kilit enzimleri de inhibe ettigi

saptanmugtir (138).

Hepatoseliiler karsinomda, mirisetin HepG2 hiicrelerinde bir hiicre dongiisii
inhibe edici mekanizmay1 diizenledigi bulunmustur. Mirisetinin, HepG2 hiicrelerinde
G2/M hiicre dongiisii fazini iki farkli mekanizma ile durdurdugu ispatlanmistir (144).
Mirisetinin, MEK, JAK1, Akt ve MKK4 kinaz aktivitesinin kisitlanmasi yoluyla
timdr promotoriiniin neden oldugu neoplastik hiicre doniistimiinii kuvvetle inhibe
ederek cilt kanserine karst koruma sagladigi bulunmustur (145). Mesane kanseri T24
hiicrelerinin yasama kabiliyeti ve c¢ogalmasi, mirisetine maruz kaldiktan sonra
azalmistir. Ayrica, apoptozu indiiklemistir ve G2/M'de siklin B1 ve sikline bagimli

kinaz (cdc2)1 diigtirerek hiicre dongiisiinii durdurmustur (146).

Calismalar mirisetinin vaskiiler endotel biiytime faktorii (VEGF) ile uyarilmis
insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinde (HUVEC'ler) anjiyogenez siirecini dnemli
Olciide inhibe ettigini gostermistir. Boylece anjiyogenez yani tiimor gelisiminde yeni

kan damarlarinin olusmasi engellenmistir (58).

Mirisetinin birgok kanser hiicresi tipinde apoptotik hiicre oliimii tarzini
arttirdig1 gosterilmistir (60). Hepatoselliiler karsinoma HepG?2 hiicrelerinde, mirisetin,
niikleer fragmanlar ve yogunlastirilmis kromatin olusturarak apoptozu énemli dlgiide
indiiklemistir (144). Ayrica ROB seviyesini artirarak apoptotik hiicre 6liimii modunu

tesvik ettigi bulunmustur (147).

2.11 DNA HASARININ DEGERLENDIRILMESI

Genomik biitiinliiglin korunmasi, hiicre i¢in biiyilkk 6nem tasir. Yiiksek
reaktiviteye sahip oksidan molekiiller, radyasyon veya kimyasal mutajenler DNA’da
tek ve ¢ift iplik kiriklari, baz modifikasyonlari, abazik alanlar, seker hasar1 veya DNA
ile protein arasinda ¢apraz baglanmalar olusturarak DNA hasarinin artisina neden olur.
DNA hasar etkili bir sekilde taninmali ve onarilmalidir (148). Onarilmamis DNA
veya yanlis DNA hasarinin onarimi, hiicre 6liimiine veya uzun omiirlii ¢ok hiicreli
organizmalarda, tiimorijenik potansiyeli olan hiicrelerin olusmasina neden olabilir

(80), (149). DNA hasarinin degerlendirilmesinde, kardes kromatit degisim testi
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(KKDT), Floresanli Yerinde Hibritlesme (FISH), Comet ve Sitokinezde Durdurulmus
Mikrogekirdek teknigi gibi ¢esitli yontemler kullanilir. Comet yontemi DNA hasarini
tespit eden hizli ve giivenilir ve ucuz bir test yontemidir. Ayrica son yillarda giderek

daha popiiler hale gelmistir (150).
2.11.1 Tek Hiice Jel Elektroforez (Comet) Yontemi

Comet olarak da ifade edilen tek hiicreli jel elektroforez, hiicre seviyesinde
DNA hasar tespit etmek i¢in yaygin kullanilan hizli, hassas ve basit bir yontemdir.
Comet Yontemi ilk olarak 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan bulundugu
kabul edilmektedir. Aslinda Ryberg ve Johanson 1978 yilinda alkali kosullar altinda
(pH>12) agaroz gomiilii tek hiicrelerde iplik kopmalarinin tespiti i¢cin sunmustur (151).
Singh ve arkadaslar1 1988 yilinda Comet yonteminin alkali versiyonunu
gelistirmigler ve hasarin derecesini 6lgmek icin DNA kuyruk uzunlugunu
kullanmiglardir. Giiniimiizde ise hasarin derecesini otomatik olarak tantyan yazilimlar
kullanilarak uygulanan bu yontem in vitro, ex vivo ve in vivo calismalarda yaygin
olarak kullanilan ve Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD) kilavuzlarina
girmis bir genotoksisite testidir (148), (152), (153).

Comet yontemi, farkli molekiil agirliklarina ve farkl elektrik yiike sahip DNA
molekiillerinin elektriksel alanda ve alkali pH’da farkli sekilde go¢ etmeleri esasina
dayanir. 1k olarak, hiicreler bir mikroskop lami iizerinde agaroz igine
gomiiliir. Agarozda, hiicreler ve niikleer zarlar pargalanir ve DNA, alkali elektroforeze
tabi tutulur. Hasar seviyesine gore go¢ eden DNA, spesifik floresan boya ile
boyandiktan sonra floresan mikroskobu kullanilarak gorsellestirilir ve hiicrelerdeki

DNA hasar1 degerlendirilir (150).

Comet Testinin avantajlari: calisilacak numune basina az sayida hiicreye
(<10.000) ihtiya¢ duyulmasi, daha saglam istatistiksel analizlere olanak saglayan
bireysel hiicre diizeyinde veri toplanmasi, DNA hasari tespitinde hassasiyet, diigiik
maliyet, uygulama kolaylig1i, deneylerin kisa siirede tamamlanmasi ve eko-
genotoksikolojik gibi calismalar dahil olmak iizere, hem in vitro hem de in vivo

Okaryot tek hiicre popiilasyonunun kullanilmasi olarak siralanabilir (148), (153). Bu
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avantajlar Comet yonteminin DNA hasarinin taninmasinda kullanilan genotoksisite

testleri arasinda kullanilan popiiler bir yontem olmasini saglar.



3 GEREC VE YONTEMLER

3.1 KULLANILAN KiMYASAL MADDELER
AnnexinV-PI kit BioLegend
Antioksidan kiti Cayman Chemical

CEM/C2 (Akut Lenfoblastik Losemi Hiicre Hatti) ATCC

Dimetil sulfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich
Diisiik Erime Noktali Agar (LMPA) Sigma

Etidiyum Bromiir (EtBr) Sigma-Aldrich
Etil Alkol (Etanol) Sigma-Aldrich

Etilendiamin Tetraasetik Asit Disodyum (Na,EDTA)Sigma

Fetal Sigir Serum (FBS) Biological Industries

Fosfat Tamponlu Serum (PBS) Fizyolojik Tableti Sigma

Glutatyon (GSH) kiti Cayman Chemical
Glutatyon Peroksidaz (GPx) kiti Cayman Chemical
Hidrojen Peroksit (H202) (%35) Merck

Kamferol Santa Cruz Biotechnology
Katalaz (CAT) kiti Cayman Chemical

Kersetin Sigma-Aldrich
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L-Glutamin

Mirisetin

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu

Normal Erime Noktali Agar (NMPA)

Penisilin/Streptomisin

RPMI-1640

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Kloriir (NaCl)

TBARS Deney kiti

Tripan Mavisi

Tris

Triton X-100

WST-1 kiti

3.2 KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Inkiibator (CO2’1i)
Biyogiivenlik kabini
Su Banyosu
Vorteks

Hassas Terazi

Sigma

Santa Cruz Biotechnology

Sigma-Aldrich

Sigma

PAA The Cell Culture Company

Sigma

Sigma-Aldrich

Merck

Cayman Chemical

Sigma

Sigma

Sigma

Roche

Sanyo

Bilser

GFL

Velp

Mettler Toledo



Buzdolab1

Invert Mikroskop

Ultra saf su cihazi

Isik ve Faz Kontrast Mikroskobu
Dijital Kamera

Santrifiij

Flow Sitometri
Elektroforez Sistemi
Gli¢ Kaynag

Buz kirma makinasi
Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Mikro Santrifiij

Elisa Okuyucu

Mikropipet (10-100uL, 100-1000pL, 1-5mL)

Neubauer Lami (Hiicre sayim lami)

Pipet (5-10-25 mL)

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25/75 cm?)

Falcon tiipti (15, 50 mL)
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Bosch

Leica

Veolia

Leica, DFC280

Leica DC490

Centra MP4R

Beckman Dickinson

Invitrogen

Invitrogen

Scotsman AF100

Bosch

Revco, Legaci

eraeus, Hettich,

BioTek

Eppendorf, Boeco

Marienfeld

Costar

Biofil

Isolab
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Eppendorf tiip Labosel
96 kuyucuklu plak Falkon
6 kuyucuklu plak Falkon
Lam/Lamel Isolab

Pipet ucu (0,5-10, 10-200 puL, 100-1000 puL)Eppendorf
3.3 KULLANILAN COZELTILER

Kamferol Cozeltisi

Kamferol DMSO ve besiyeri i¢inde ¢oziilerek 10 mM’lik bir stok hazirlandi.
Bu stok 0,22 mikronluk filtreden gegirildi. Daha sonra 10 mM’lik stoktan besiyeri ile
1 mM’lik ikinci bir stok hazirlandi. 1 mM’lik ikinci stoktan besiyeri ile diliie edilerek
kamferol konsantrasyonlari (%0,1 DMSO igeren) olusturuldu. Cozeltiler

uygulamadan 6nce taze hazirlandi.

Kersetin Cozeltisi

Kersetin DMSO ve besiyeri iginde ¢oziilerek 10 mM’lik bir stok hazirlandi. Bu
stok 0,22 mikronluk filtreden geg¢irildi. Daha sonra 10 mM’lik stoktan besiyeri ile 1
mM’lik ikinci bir stok hazirlandi. 1 mM’lik ikinci stoktan besiyeri ile diliie edilerek
kersetin konsantrasyonlar1 (%0,1 DMSO igeren) olusturuldu. Cozeltiler uygulamadan

Once taze hazirlandi.

Mirisetin Cozeltisi

Mirisetin DMSO ve besiyeri iginde ¢oziilerek 10 mM’lik bir stok hazirlandi.
Bu stok 0,22 mikronluk filtreden gecirildi. Daha sonra 10 mM’lik stoktan besiyeri ile
1 mM’lik ikinci bir stok hazirlandi. 1 mM’lik ikinci stoktan besiyeri ile diliie edilerek
mirisetin konsantrasyonlari (%0,1 DMSO igeren) olusturuldu. Cozeltiler uygulamadan

once taze hazirlanda.
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Diisiik Erime Noktali Agar (LMPA) Cozeltisi

125 mg LMPA 25 mL PBS igerisinde mikrodalga firin kullanilarak ¢6ziildii.
Kiigiik hacimler halinde 4°C’de saklandi.

Normal Erime Noktali Agar (NMPA) Cozeltisi

500 mg NMPA 50 mL PBS igerisinde mikrodalga firin kullanilarak tamamen

berrak oluncaya kadar karistirilarak ¢oziildii. Kii¢iik hacimler halinde 4°C’de saklandi.

Elektroforez Tampon Cozeltisi

52,8 mL 10 N NaOH ve 8,8 mL 200 mM EDTA ¢d6zeltisi 1705 mL soguk distile

su ile karistirilarak deney giinii taze olarak hazirlandi.

Etanol Cozeltisi (%50)

150,3 mL %99,8’lik etanol ¢ozeltisinden alindi. Distile suyla 300 mL’ye

tamamlandi.

Etanol Cozeltisi (%75)

225,5 mL %99,8’lik etanol ¢ozeltisinden alindi. Distile suyla 300 mL’ye

tamamlandi.

Etidiyvum Bromir (EtBr) Cozeltisi

10 mg EtBr 50 mL distile suda ¢oziildii ve 200 pg/mL’lik stok EtBr ¢ozeltisi
hazirlandi. Boyama sirasinda 1 mL stok ¢ozelti aliip, distile suyla 10 mL’ye
tamamlanarak 20 pg/mL’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti oda sicakliginda

saklandi.

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS)

1 PBS tableti 200 mL distile suda ¢oziildi ve 4°C’de sakland.
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Stok Lizis Cozeltisi

146,1g NaCl, 37,2g Na;EDTA ve 1,2 g Tris 500 mL distile suda ¢6ziildii. 10g
NaOH eklenip ¢ozelti pH’s1 10’a ayarlandi. 10g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu
eklendi ve distile su ile son hacmi 890 mL’ye tamamlanip maddeler ¢oziiniinceye

kadar karistirilarak stok lizis ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti oda sicakliginda saklandi.

Lizis Cozeltisi

178 mL stok lizis ¢ozeltisi, 20 mL DMSO 2 mL ve Triton X-100 karistirildi.
Cozelti deney zamani hazirlandi. 4°C’de bekletildi ve deney sirasinda soguk ¢ozelti

seklinde kullanildu.

0.1 M H,0O; Cozeltisi

9,7 uL %35’lik H20; ¢ozeltisinden alindi. 4°C’de 990,3 pL distile su ile 1

mL’ye tamamlandi.

1 mM H»>O, Cozeltisi

Deney zaman1 20 pL 0,1 M H2O: ¢ozeltisinden alindi. 4°C’de 1980 uL PBS

ilave edilerek 1 mM H>O» ¢ozeltisi hazirlandi.

50 uM H»>O, Cozeltisi

50 uL H202 (1 mM) ¢ozeltisi tizerine 950 plL 4°C’deki PBS ¢ozeltisi ilave
edildi.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi

48,5 mg Tris 750 mL distile suda ¢oziildii. Cozelti pH’s1 7,5’e ayarlandi.

Cozeltinin son hacmi distile su ile 750 mL’ye tamamland:1 ve 4°C’de saklandi.
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3.4 YONTEMLER
3.4.1 Cahsma Gruplan

Tez galismasi kapsaminda, CEM/C2 hiicre hattinda Cizelge 3.1°de gosterilen

calisma gruplar olusturuldu.

Cizelge 3.1 Calisma Gruplari

Grup Doz

Kersetin 1000 uM 500 uM 250 uM 125 uM 62,5 uM
31,25 uM 15,63 uM 7,81 uM 3,90 uM 1,95 uM

Mirisetin 1000 uM 500 uM 250 uM 125 uM 62,5 uM
31,25 uM 15,63 uM 7,81 uM 3,90 uM 1,95 uM

Kamferol 1000 uM 500 uM 250 uM 125 uM 62,5 uM
31,25 uM 15,63 uM 7,81 uM 3,90 uM 1,95 uM

Negatif Kontrol Herhangi bir maddeye maruz birakilmamis hiicre hatti

Pozitif Kontrol *Siklofosfamid, ** H,0,

* Comet yonteminde pozitif kontrol olarak kullanilmigtir
** Akim sitometrisi yonteminde pozitif kontrol olarak kullanilmistir

3.4.2 Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin gogaltilmasi ve WSTI testi Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane
Saglik Bilimleri Enstitiisii Arastirma ve Gelistirme Merkez Bagkanligi Kok Hiicre

Laboratuvari’nda yapilmigtir.

Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC, Manassas, VA, ABD)
firmasindan, donmus hiicre hatt1 olarak satin alinmis olan ve sivi azot tankinda
saklanan CEM/C2 hiicreleri, calisma 6ncesinde 37°C’ye getirilen su banyosunda 1-2
dakika bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi. Coziilen hiicreler 15 mL’lik falkona alindi
ve lizerine 10 mL besiyeri eklenerek pipetaj yapildi. Hiicre siispansiyonu 800 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant atild1, kalan hiicre pelleti iizerine taze
besiyeri eklenerek homojenize edildi. Bu islem iki defa yapilarak saklama ortaminda
kullanilan DMSO uzaklastirildi. Ikinci santrifiij isleminden sonra hiicre pelleti 15
mL’lik taze besiyeri eklenerek homojenize edildi ve 75cm*’lik flasklara aktarildi.
Besiyeri olarak %10 fetal bovine serumu (%10 FBS), 2 mM L-glutamin, 100 U/mL
penisilin ve 100 pg/mL streptomisin iceren RPMI-1640 kullanildi. Kiiltiir ortamindaki
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hiicreler %5 karbondioksit (CO2) ve %95 nem igeren CO: inkiibatoriinde 37°C’de
inkiibe edildi. Hiicreler deneyler icin yeterli sayiya ulasincaya kadar besiyeri,
kontaminasyon ve doygunluk durumu kontrol edilerek pasajlandi. Caligsmalarda

meydana gelebilecek risklere karsi hiicreler belli araliklarla dondurularak saklandi.

Kiiltlir edilen hiicrelerin canliliklar1 ve sayilar tripan mavisi boyasi testi ile
takip edilmistir. Hiicreler PBS i¢inde hazirlanmis %0.,4 tripan mavisi ile 9:1 (v/v)
oraninda karistirildi. Hiicreler 151k mikroskobu altinda Neubauer laminda bulunan

4x4’liik karelerden olugsmus 4 alan igerisinde sayildu.

Canl1 hiicre sayis1 agsagidaki formiil ile gerceklestirildi.

A : Yasayan hiicre sayisinin ortalamasi (4 karede sayim ortalamasi)

B : Seyreltme faktorii = 10/1 (Hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi ¢ozeltisi karigimzi)
Canli Hiicre Sayisi (hiicre/mL) = A xBx10*

Canli hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre siispansiyonu
besiyeri kullanilarak hiicre kiiltiirii caligmalarinda istenilen konsantrasyonlara

seyreltildi.

3.4.3 WSTI1 Yontemi ile Sitotoksisite Analizi

Y ontemin Esasi

Bu yontemin temel prensibi proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile sart renkli WSTI (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-5-tetrazolyum]-1,3-benzen disiilfofenil) tetrazolyum tuzunun koyu
kirmizi renkli, suda ¢Ozlinmeyen formazan kompleksine doniismesi esasina
dayanmaktadir. Mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesi, canli hiicre sayisi ile dogru
orantilidir. Boylece renk degisimi multiplak okuyucu ya da spektrofotometre ile

Olctilebilir.
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Yontemin Uygulanisi

Tim islemler steril sartlarda ve hava akislhi steril kabin igerisinde
gergeklestirilmistir. Laminar kabinin ultraviyole 15181 ¢alismadan 6nce ve sonra 30
dakika acik birakilmigtir. Caligma ortami ve geregler kullanim Oncesi ve sonrasi

%70’lik etanol ile sterilize edilmistir.

Uygun besiyeri ve inkiibatorde ¢ogaltilan ve sayilan hiicreler, ¢oklu pipet ile
96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 100 pL besiyeri icerisinde 1x10* hiicre
olacak sekilde ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra kamferol, kersetin ve mirisetinin 1,95-1000 pM

araliklarindaki konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri 48 saat siireyle hiicrelere uygulandi.

Zaman bagimli inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 10 pL WST1 soliisyonu
eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Siire sonunda multiplak okuyuculu spektrofotometrede
orneklerin absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Asagidaki formiile gore
her bir grubun hiicre canlilik orani (%) hesaplandi. Bdylece kiiltiirdeki hiicrelerin
%50’sin1 (ICs0) ve %30’unu (IC30) oldiiren inhibitér konsantrasyonu kamferol,

kersetin ve mirisetin uygulanmis hiicrelerde ayr1 ayri belirlendi.

Hiicre canlilik oram ¢ (Aest - Axor /Axontrol - Axsr)
%Hiicre canlilik orant  : (Atest - Aksr /Akontrol = Aksr) X100
Asmex  : Test grubunun absorbanst

Axontrol : Kontrol grubunun absorbansi

Awsr 1 Kor grubunun absorbansi
3.4.4 Comet Yontemi ile Genotoksisitenin Belirlenmesi

Comet yoOntemiyle genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Ornekler laboratuvara soguk zincirle tagindi.



50

Y Ontemin Esasi

Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkl elektrik yiike
sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli sekilde gb¢ etmeleri esasina
dayanir. Agaroz jel iginde mikroskop lamina yayilan hiicrelere, hiicre membranini
pargalayan lizis islemi uygulanir. Bir elektrik alanina maruz kaldiginda (elektroforez)
DNA sarmal1 gevser ve serbest kalan DNA kiriklarinin anoda dogru hareket ederek
kuyruklu yildiz goriinlimiiniin (Comet) olusmasina neden olur. Boylece elektroforez
sonrast DNA’ya 6zgii floresan bir boya kullanilarak floresan mikroskop altinda

degerlendirme yapulir.

Y ontemin Uygulanisi

Bu yontem i¢in kullanilacak hiicrelerin ¢ogaltilmasi islemi “Hiicre Kiiltliri”
baslig1 altinda anlatildigi gibi yapilmistir. Neubauer sayim laminda yasayan hiicre
konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre siispansiyonu seyreltildi ve her bir
kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara ekim yapildi. Kuyucuklara
ekilen hiicreler 37°C’de, CO: inkiibatoriinde bir giin siire boyunca inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda kamferol, kersetin ve mirisetin maddelerinin WST1
sitotoksisite yonteminde %30 canlilik gdsteren konsantrasyonlar1 48 saat siireyle
uyguland. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler 15 mL’lik falkon tiiplere alindi. 800
rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi ve dipte yaklasik 50 pL besiyeri kalacak
sekilde siipernatant dikkatlice aspire edildi.

Pozitif kontrol dozlamasi icin hiicre besiyerleri aspire edildi. Son
konsantrasyon 50 uM olacak sekilde H>O» ile muamele edildi. Bunun i¢in kuyucuklara
950 uL PBS ve 50 pL H20> (1mM) ilave edildi. -20°C’de 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyodan sonra pozitif kontrol gruplar1 da diger gruplar gibi aym islemlerden

gecirilerek steril ependorflara aktarildi.

LMPA (%0,5°1ik) 37°C’de eritildi ve 50 pL hiicre siispansiyonu ile karistirildi.
Daha sonra, 6nceden NMPA (%1°lik) ¢6zeltisine daldirilip agar ile kaplanmis lamlara

yayildi ve tlizerlerine lamel kapatildi.
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Agarm katilagsmasi i¢in lamlar buzlu yiizey {lizerinde 5 dakika bekletildi. Bu
stire sonunda lam {izerindeki lamel zedelenmeden alindi. Lamlar soguk lizis
¢Ozeltisine daldirild1 ve 1 saat buzdolabinda bekletildi. Normal doz gruplar1 ve H>O»
uygulanan gruplar ayr1 ayr salelerde en az 1 saat lizise birakildi. Lizis isleminin
ardindan elektroforez tankinin icinden ¢ikarilan tepsiye yerlestirildi. Lamlar
elektroforez tankinda aralik kalmayacak, agar yayilan kisimlari iiste gelecek ve hepsi
ayn1 yone bakacak sekilde yerlestirilmesine dikkat edildi. Elektroforez tanki soguk
elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu. Elektroforez tankinin igerisinde lamlar akim
uygulamadan 20 dakika, hemen ardindan 25 V ve 300 mA akim uygulanarak 20 dakika
bekletildi. Bu islemden sonra lamlar tanktan ¢ikarilip 5 dakika distile suda, daha sonra
15 dakika noétralizasyon tampon ¢ozeltisinde bekletildi. Siire sonunda lamlar sirasiyla
5’er dakika %50’lik, %75’lik ve %99’luk etanol ¢ozeltisinde bekletildi. Okuma

zamanina kadar lam kutusunda saklandi.

Okuma sirasinda lamlarin tizerine 50 mL EtBr ¢ozeltisi (20 pg/mL) ilave edildi
ve lamel ile kapatildi. Floresan mikroskobunda Comet Analysis Software, version 4.0
bilgisayar programi yardimiyla her lamda 100 hiicrede DNA hasar derecesi kuyruk
yogunlugu olarak degerlendirildi. Ek bir DNA hasarin1 6nlemek i¢in islemler

karanlikta yapildi.
3.4.5 Akim Sitometresi ile Apoptoz Olciimii

Apoptoz Ol¢iimii BD Accuri™ C6 Plus akim sitometre (Beckman
Dickinson, ABD) cihazi ile Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii, Uluslararast Proje
Koordinasyon Yiiriitme Birimi, Arge Merkez Baskanligi Laboratuvarin’da
gerceklestirildi. Apoptotik hiicre 6liimii {ireticinin protokoliine gore propidium
iyodiirlii (PI) (Biolegend, San Diego, CA) Annexin V-FITC Apoptoz Saptama Kiti
kullanilarak tespit edildi.

Yontemin Esasi

Annexin V, kalsiyum bagimli bir sekilde fosfatidilserin (PS) baglayan hiicre
ici proteinlerin annexin ailesinin bir iiyesidir. PS normalde sadece saglikli
hiicrelerde plazma zarinin hiicre i¢i brosiiriinde bulunur, ancak erken apoptoz

sirasinda, zar asimetrisi kaybolur ve PS dig brosiiriin i¢ine gecer. Florokrom etiketli


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/propidium-iodide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/propidium-iodide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/annexin

52

Annexin V daha sonra apoptotik hiicreleri spesifik olarak hedeflemek ve
tanimlamak i¢in kullanilabilir. Sadece Annexin V, baglamasi apoptotik ve nekrotik
hiicreler arasinda ayrim yapamaz. Nekrotik ve apoptotik hiicreler arasinda ayrim
yapmak i¢in Propidyum Iyodiir Soliisyonu (PI) kullanilmalidir. Erken apoptotik
hiicreler PI'yi diglayacak, ge¢ evre apoptotik hiicreler ve nekrotik hiicreler pozitif

olarak lekelenecektir (154).

Yontemin Uygulanisi

Bu yontem i¢in kullanilacak hiicrelerin ¢ogaltilmasi islemi “Hiicre Kiiltiirii”
baslig1 altinda anlatildigr gibi yapilmistir. Neubauer sayim laminda yasayan hiicre
konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre siispansiyonu seyreltildi ve her bir
kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara ekim yapildi. Kuyucuklara
ekilen hiicreler 37°C’de, CO; inkiibatoriinde bir giin siire boyunca inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda kamferol, kersetin ve mirisetin maddelerinin WST1
sitotoksisite yonteminde %30 canlilik gosteren konsantrasyonlari 48 saat siireyle
uygulandi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler 15 mL’lik falkon tiipelere alindu.
800 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatan atildi. Kalan hiicre pelletine 500 puL.
PBS eklendi ve nazikce vortekslendi. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve
slipernatant atilarak yikama iglemi yapildi. Bu islem iki defa gergeklestirildi. Hiicreler
soguk BioLegend Hiicre Boyama Tamponu ile iki kez yikand1 ve daha sonra 1,0x10°
hiicre/mL konsantrasyonunda Annexin V baglama tamponu i¢inde siispande edildi. 5
mL'lik bir test tiiptine 100 pL hiicre slispansiyonu aktarildi. 5 pL FITC Annexin V ve
10 uL PI soliisyonu sirayla eklendi. Hiicreler nazik¢e vortekslendi. Karanlikta oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. 400 pL. Annexin V baglama tamponu
eklendi. Akim sitometrisinde Annexin-V i¢in FL1 kanali ve PI i¢in FL3 kanalinda
okuma gergeklestirildi. Analizler akim sitometri cihazinda kadran istatistigi yapilarak

(%) apoptoz olarak degerlendirildi.
3.4.6 Protein Miktarimin Belirlenmesi

Bu yontem i¢in kullanilacak hiicrelerin ¢ogaltilmasi islemi “Hiicre Kiiltiiri”
baslig1 altinda anlatildig: gibi yapilmistir. 75cm?’lik flasklara ekim yapildi. Konfluent

hale gelmis flasklara kamferol, kuersetin ve mirisetin maddelerinin WST1 sitotoksisite
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yonteminde %30 canlilik gosteren konsantrasyonlar1 48 saat siireyle uygulandi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler 15 mL’lik falkon tiipelere alindi. 800 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi ve slipernatan atildi. Kalan hiicre pelletine 500 uL. PBS eklendi
ve nazikg¢e vortekslendi. Her bir flasktan elde edilen hiicre pelleti 1 mL besiyerinde
siispande edilerek eppendorf tiiplere aktarildi. Pelletler lizis tampon ¢ozeltisi eklendi
ve akabinde hiicre siispansiyonlari iki gruba ayrildi. Ik grup 3500 devir/dakika hizda
15 dakika, ikinci grup 13000 devir/dakika hizda 15 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 tiiplerdeki siipernatanlar toplanarak analiz siiresine kadar -80°C’de
sakland1. 3500 devir/dakika santrifiijlenen hiicre lizatlar1 ile protein ile CAT ve GPx
enzim aktiviteleri belirlendi. 13000 devir/dakika santrifiijlenen hiicre lizatlar1 ile de

protein, GSH, MDA ve total antioksidan diizeyleri belirlendi.

Y Ontemin Esasi

Bisinkoninik asit (BCA) deneyinin esas1, alkali kosullar altinda Cu*-protein

+29 +]ae

kompleksinin olusumuna, hemen ardindan Cu™’nin Cu indirgenmesine
dayanmaktadir. Indirgenme miktar1 mevcut protein ile orantilidir. BCA, alkali
ortamlarda Cu'! ile mavi-mor renkli kompleks olusturur ve 562 nm'de giiclii bir
absorbans sergiler. Bdylece proteinler ile alkali Cu™ indirgenmesi spektrofotometrik

olarak Olctilebilir.

Y ontemin Uygulanisi

Boster Kit; BCA reaktifi A, BCA reaktifi B ve standart igcermektedir. Bu

cozeltiler kit talimatlarina gore hazirlandu.

BCA Reaktifi A ve BCA Reaktifi B 50:1°de karigtirildi. 25 pL standart ve
hiicre lizatlar1 kuyucuklara eklendi. Her bir kuyucuga 200 pL. BCA calisma reaktifi
eklendi ve tyice karistirildi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Plaka oda sicakligina
sogutuldu. 10 dakika i¢inde 562 nm'de absorbansi dl¢iildii.
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Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Deney sonucunda elde edilen absorbans degerleri ve protein standartlarinin
konsantrasyonlar1 ile standart egrisi (Sekil 3.1) olusturulmustur. Protein miktarlari

hesaplanmis ve dillisyon faktorii ile carpilarak protein miktari belirlenmistir.
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Sekil 3.1 Protein Standart Egrisi
3.47 Katalaz Aktivitesinin (CAT) Ol¢iimii

Y ontemin Esasi

Hiicrelerdeki CAT enzim aktivitesi, CAT in peroksidatik fonksiyonunu
kullanilarak tayin edilmistir. Yontem, H>O>’de optimum konsantrasyon varliginda
CAT’1n metanol ile reaksiyonuna girmesi sonucunda olusan formaldehitin, kromojen
(4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol; purpald) ile mor tonlarinda renkli bir
bilesik olusturmasi ve bu renk siddetinin kolorimetrik olarak 540 nm’de Slgiilmesi
esasina dayanmaktadir. 1 iinite enzim 25°C’de, 1 dakikada 1 nmol formaldehit

olusumuna neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

Y ontemin Uygulanisi

Cayman Chemical Kit; test tamponu, metanol, formaldehit standartlari, assay
buffer, katalaz, potasyum hidroksit, hidrojen peroksit, purpald ve potasyum periyodat

icermektedir. Bu ¢ozeltiler kit talimatlarina gére hazirlanmistir.
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Plak {izerinde belirtilen kuyucuklara kuyucuk basina 100 pL seyreltilmis test
tamponu, 30 uL metanol ve 20 pL formaldehit standarlar1 eklendi. Pozitif kontrol
olarak iki kuyucuga 100 uL seyreltilmis assay buffer, 30 uL metanol ve 20 uL
seyreltilmis CAT (Kontrol) eklendi. Orneklerin oldugu kuyucuklara 100 pL
seyreltilmis test tamponu, 30 pL metanol ve 20 nL. CEM/C2 hiicre lizatlar1 eklendi.
Tiim kuyucuklara 20 pL seyreltilmis H2O> hizli bir sekilde eklenerek reaksiyonlari
baslatildi.

Plak oda sicakliginda 20 dakika boyunca calkalayicida inkiibe edildi.
Reaksiyonu sona erdirmek i¢in her bir kuyucuga 30 pL potasyum hidroksit eklendi ve
daha sonra her bir kuyucuga 30 pL katalaz purpald (Kromojen) eklendi. Plak oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga 10 nL CAT potasyum periyodu
eklendi. Plak calkalayicida oda sicakliginda bes dakika inkiibe edildi. Plaktaki
kuyucuklarin absorbanst ELISA okuyucu kullanilarak 540 nm'de 6l¢iildii.

Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Deney sonucunda elde edilen absorbans degerleri ve formaldehit
standartlarinin  konsantrasyonlar1 ile olusturulan standart egriden (Sekil 3.2)

formaldehit konsantrasyonlar1 (uM) hesaplanmistir.
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Sekil 3.2 Katalaz (CAT) Aktivitesi Olgiimiine Ait Kalibrasyon Grafigi
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Katalaz aktivitesi hesaplanirken formaldehit konsantrasyonu, tepkimenin
izlenme siiresi ve diliisyon faktorii kullanilmis; protein degerleri kullanilarak spesifik

aktivite belirlenmistir.

CAT Aktivitesi (nmol/dk/mL) = Formaldehit (M) / 20 dk x Diliisyon faktorii

Spesifik Aktivite (nmol/mg protein) = Aktivite (nmol/dk/ml) / mg protein.mL"!
3.4.8 Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi:

Y ontem, GPx aktivitesini dolayli olarak GR ile birlesmis bir reaksiyonla 6lgme
esasina dayanir. GPx ile H>O> nin azaltilmasi lizerine iiretilen GSSG, GR ve NADPH
ile azaltilmis durumuna geri doniistiiriiliir: NADPH'nin NADP*’ya oksidasyonuna 340

nm'de absorbanstaki azalma oran1t numunedeki GPx aktivitesi ile dogru orantilidir.

R-0-O-H + 2GSH _GPx R-O-H + GSSG + H,O
GSSG + NADPH +H™ __GR GSH + NADP*

Y ontemin Uygulanisi

Cayman Chemical Kit; deney tamponu, glutatyon peroksidaz, Ko-substrat
karsimi ve kiimen hidroperoksit igermektedir. Bu ¢ozeltiler kit talimatlarina gore

hazirlandi.

Enzimatik olmayan ii¢ kuyucuga 120 pL test tamponu, 50 pL ko-substrat
karisimi ve 50 uLL NADPH eklendi. Pozitif kontrol {i¢ kuyucuga 50 pL test tamponu,
50 puL ko-substrat karisimi, 50 pL. NADPH ve 20 pL diliie edilmis GPx (kontrol)
eklendi. Numune kuyucuklarma 50 pL test tamponu, 50 pL ko-substrat karigimi, 50
uL NADPH ve 20 pL 6rnek eklendi. Kullanilan tiim kuyucuklara 20 pL kiimen
hidrojen peroksit eklenerek reaksiyon baglatildi. Plaka birka¢ saniye dikkatlice
karistirildi. 340 nm’de her dakikada 6l¢iim yapilarak 5 dakika boyunca absorbanstaki

azalma olciildii.
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Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Hesaplanmasi

Dakika basina absorbans degisiklikleri (AA340) hesaplanarak, absorbans
degerleri zamanin bir fonksiyonu olacak sekilde grafik olusturulmustur. Enzimatik
olmayan oOrneklerin dakika basma absorbans degerleri ile Orneklerin absorbans
degerleri arasindaki fark bulunmustur. Asagidaki formiil kullanilarak GPx aktivitesi

hesaplanmustir.

AAszs/min = AAss (1lk okuma) - AAsz4 (ikinci okuma)

GPx aktivitesi (nmol/min/mL) = [(AA340/min)/0,00373 uM1]x(0,19 mL/0,02

mL)xDiliisyon faktorii

Spesifik Enzim Aktivitesi (nmol/min/mg protein) = GPx aktivitesi/protein

(mg/mL)
3.49 Glutatyon (GSH) Diizeyinin Ol¢iimii

Y ontemin Esasi

Yontemin esasi, 5,5’-ditiyo-bis-2-(nitrobenzoik asit) (DTNB)’nin GR ile
katalizlenen bir reaksiyonla, sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)’e

donlismesinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

Glutatyonun siilfidril grubu DTNB ile reaksiyona girer ve sar1 renkli bir TNB
uretir. Birlikte tretilen disiilfir GSTNB (GSH ile TNB arasinda), GSH’nin geri
dontisiimii ve daha fazla TNB iiretmek icin GR ile azaltilir (Sekil 3.3). TNB iiretim
hiz1, dogrudan numune i¢indeki GSH konsantrasyonu ile orantili olan bu geri doniisiim
reaksiyonuyla dogru orantilidir. TNB'nin 405-414 nm'de emiliminin Ol¢lilmesi,

numunede GSH diizeyinin belirlenmesini saglar.
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GSSG Glutatyon Rediiktaz 2 GSH

TNB h/- GSH DTNB

Glutatyon Rediiktaz

GSTNB TNB

Sekil 3.3 Glutatyon (GSH) Dongiisii

Yontemin Uygulanisi

Cayman Chemical Kit; MES tampon, GSSG Standardi, GSH Ko-Faktor
karisimi, GSH enzim karisimi igermektedir. Bu ¢ozeltiler kit talimatlarina gore

hazirlandi.

Plaktaki kuyucuklara oyuk basma 50 pL GSSG standart (tiip A-H) eklendi.
Numune kuyucuklarinin her birine 50 pL numune eklendi. Plaktaki standartlarin ve
numunelerin bulundugu her bir kuyucuga ¢ok kanalli bir pipet kullanarak 150 pL taze
hazirlanmis tahlil kokteyli eklendi. Plak karanlikta calkalayicida 25 dakika inkiibe
edildi. Tahlil kokteyli, 20 m1’lik vialde, MES tamponu (11,25 mL), ko-faktor karisimi
(0,45 mL), enzim karistmi (2,1 mL), distile su (2,3 mL) ve DTNB (0,45 mL)
karistirilarak hazirlandi. Orneklerin absorbans degerleri kinetik metodla dl¢iildii. Bu

yonteme gore plak 410 nm’de bes dakika araliklarla 30 dakika boyunca okundu.

Glutatyon (GSH) Diizevinin Hesaplanmasi

Okside glutatatyon (GSSG) standartlarinin  konsantrasyonlarina karsi
absorbans degerleri ile olusturulan standart egrisinden (Sekil 3.4) dérneklerdeki toplam

GSH konsantrasyonlar1 hesaplandi. Sonug¢lar nmol/mg protein cinsinden verildi.
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Sekil 3.4 Okside Glutatyon (GSSG) Standart Egrisi
3.4.10 Lipit Peroksidasyonun Ol¢iimii

Y ontemin Esasi

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonunun dogal bir iirliniidiir. Y6ntem
MDA ve tiyobarbitiirik asidin (TBA) yiiksek sicaklikta (90-100°C) ve asidik kosullar
altinda reaksiyonu ile olusan MDA-TBA kompleksinin verdigi renk siddetinin 530

nm'de kolorimetrik olarak Sl¢iilme esasina dayanir (Sekil3.5).

St sdise g

MDA TBA MDA-TBA Adduct

Sekil 3.5 Malandoaldehit-Tiyobarbitiiriik asit (MDA-TBA) Kompleksi

Y ontemin Uygulanisi

Cayman Chemical Kit; Tiyobarbitiirik asit, TBA asetik asit, TBA sodyum
hidroksit, TBA malondialdehit ve TBA sodyum dodesil siilfat (SDS) icermektedir. Bu

cozeltiler kit talimatlarina gore hazirlandi.



60

5 mL'lik cam tiiplere 100 uL numune ve standart eklendi. Her cam tiipe 100
uL SDS ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi. Her cam tiipe 4 mL renk reaktifi eklendi. Agz1
kapatilan tiipler 100°C’deki su banyosunda 1 saat bekletildi. Bir saat sonra siseler
cikartildi ve reaksiyonu durdurmak ic¢in buz banyosuna yerlestirildi. 10 dakika
boyunca buz lizerinde inkiibe edildi. Cam tiipler, 4°C'de 1600 g’de 10 dakika boyunca
santrifiijlendi. Tiiplerden 150 pL alindi ve 96 kuyucuklu plaklara eklendi. 530 nm’de

absorbanslar okundu.

Malandoaldehit (MDA) Diizeyinin Hesaplanmasi

Her standardin absorbans degerlerine gore kalibrasyon dogrusu ¢izildi ve

MDA diizeyleri uM cinsinden hesaplandi. Sonuglar nmol/mg protein cinsinden verildi.
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Sekil 3.6 Malondialdehit (MDA) Diizeyi Olgiimiine Ait Kalibrasyon Grafigi
3.4.11 Total Antioksidan Diizeyinin Olciimii

Yontemin Esasi

Bu yontem, numunedeki antioksidanlarin 2,2’-Azino-di-(3-etilbenztiazolin
siilfonat) (ABTS®)’in ABTS®"" 'ya metmyoglobin tarafindan oksidasyonunu inhibe
etme esasina dayanmaktadir. Uretilen ABTS® miktar1, 750 nm veya 405 nm’de

absorbansi1 okunarak izlenebilir. Ornekteki antioksidanlarin ABTS® oksidasyonunu
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Onleme kapasitesi, suda ¢oziiniir bir tokoferol analogu olan troloks ile karsilastirilir ve

millimolar troloks esdegerleri olarak ol¢iliir.

Y ontemin Uygulanisi

Cayman Chemical Kit; Tiyobarbitiirik asit, deney tamponu, trolox, kromojen,
metmyolobin ve hidrojen peroksit igermektedir. Bu ¢ozeltiler kit talimatlarina gore

hazirlandi.

5 mL cam tiiplere sulandirilmis trolox ve deney tamponu eklendi. Plak
tizerindeki kuyucuklara 10 pL trolox standardi, 10 pL metmyoglobin ve 150 pL
kromojen eklendi. Plak {izerindeki kuyucuklara 10 pL numune, 10 pLL metmyoglobin
ve 150 pL kromojen eklendi. Kullanilan tim kuyucuklara 40 pLL H>O; eklendi. Plak
karanlikta ve oda sicakliginda bes dakika boyunca bir ¢alkalayicida inkiibe edildi. 750

nm’de absorbansi okundu.

Total Antioksidan Diizeyinin Hesaplanmasi

Her standardin absorbans degerlerine gore kalibrasyon dogrusu ¢izildi (Sekil
3.7) ve antioksidan diizeyleri uM cinsinden hesaplandi. Sonuglar nmol/mg protein

cinsinden verildi.
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Sekil 3.7 Trolox Standart Egrisi
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3.5 ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Sonuglar ortalama *+ standart sapma (SS) olarak verildi. SPSS 21.0 for
Windows programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-

Smirnov testiyle degerlendirildi. Grup farkliliklar1 tek yonlii varyans analizi

(ANOVA), Bonferroni test ile belirlendi. p<0.05, istatistiksel anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 SITOTOKSISITE TAYINi

CEM/C2 hiicreleri kamferol, kersetin ve mirisetinin 1,95-1000 pM araligindaki
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerine 48 saat siireyle maruz birakilmig ve sonrasinda
WSTI1 yontemi ile hiicre canlilig1 iizerine etkileri incelenmistir. Deneyler, ti¢ farkli
zamanda ve bes tekrar ile yapilmistir. Kontrol grubuna kamferol, kersetin ve
mirisetinin ¢oziindligl ¢ozelti uygulanmistir. Hiicre canliliklart herhangi bir uygulama
yapilmayan kontrol hiicrelerine gore % olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore
hiicre canliliginda %50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (inhibitor

konsantrasyon 50, ICs,) degerleri ile hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan

konsantrasyon (inhibitér konsantrasyon 30, IC;,) degerleri Cizelge 4.1. verilmistir.

Cizelge 4.1 Kamferol, Kersetinin ve Mirisetin 1C3o ve ICso Degerleri

Kamferol (uM) Kersetin (uM) Mirisetin (M)
ICs0 45,37 54,33 45,55
ICso 50,67 59,18 50,26

Kamferol, kersetin ve mirisetinin ICso degerleri sirasiyla 50,67 uM, 59,18 uM
ve 50,26 uM olarak bulunurken ICso degerleri ise sirayla 45,37 uM, 54,33 uM ve 45,55

uM olarak bulunmustur.

Yaptigimiz caligmaya gore 1,95-1000 uM konsantrasyon araliginda kamferol,
kersetin ve mirisetinin CEM/C2 hiicrelerinde logaritmik artisla sitotoksik etki
gosterdigi bulunmugstur. Sitotoksisite dagilim grafikleri Sekil 4.1, 4.3 ve 4.5te
goriilmektedir. Ayrica CEM/C2 hiicre hattindaki % canlilik grafikleri ise Sekil 4.2, 4.4

ve 4.6’da gosterilmistir.
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4.2 AKIM SITOMETRISIi iLE APOPTOZ TAYINIi

Kamferol, kersetin ve mirisetinin %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon
cozeltileri CEM/C2 hiicrelerine 48 saat siireyle maruz birakilmistir. Siire sonunda
Anneksin V-FITC ve PI boyalar ile boyandiktan sonra akim sitomotresinde okuma

yapilmuistir.

Deneyler, li¢ farkli zamanda yapilmistir. Negatif kontrol grubu olarak herhangi
bir madde uygulanmayan hiicreler kullanilmigtir. Pozitif kontrol grubuna ise
siklofosfamit uygulanmistir. Negatif kontrol grubunu olusturan CEM/C2 hiicrelerinde
%8,0 oraninda erken apoptoz, %10,5 oraninda ge¢ apoptoz olmak iizere %18,5
oraninda toplam apoptoz gozlenmistir. Siklofosfamit uygulanan pozitif kontrol
grubunda ise %9,1 oraninda erken apoptoz ve %12,2 oraninda ge¢ apoptoz olmak
tizere %21,3 oraninda toplam apoptoz goézlenmistir. Kamferolin ICjo
konsantrasyonuna maruz kalan CEM/C2 hiicrelerinde erken apoptoz %34,3 ve ge¢
apoptoz %17,7 olmak iizere toplam %52 oraninda apoptoz gdézlenmistir. Kersetinin
IC30 konsantrasyonunda erken apoptoz %40,4 ve gec apoptoz %18,9 olmak lizere
toplam %59,3 oraninda apoptoz gdzlemlenirken miristenin 1C30 konsantrasyonunda
ise erken apoptoz %22,5 ve ge¢ apoptoz %14,9 olmak iizere toplam %37,4 oraninda
apoptoz gozlenmistir (Sekil 4.7). Sekil 4.8’de akim sitometrisinde apoptoz analizinin

bar grafigi goriilmektedir.



68

I~ Plot 2: BO1 48-K1 I~ Plot 2: B0S 48Q1 I~ Plot 2: B03 48 M1
GATE (R2in all)

~ | BATE (R2inall) «~ | GATE (R2inall) &
sy T ~ -

e
3 = d
< < < 3
2% 2 S
z, g g,
=% 5 — %
5 5 c
= 1 2 3
2 g N
@ o a3
qd g g3 g
'S B 4 o, o =
= G, 2 i -

w3 w3 5 W 7.2 . w wd W Wb

ol 7 w  owt WS B
FL1 Annexin V FITC-A

)

FL1 Annexin V FITC-A FL1 Annexin V FITC-A

Kamferol Kersetin Mirisetin
|_ Plot 2: A04 KONTROL-48 [_ Plot 2: ADS 48 DM
~ | BATE (RZinall) ~ | BATE (R2inall)
"3 3 : 5
o
<
4%
%
3%
E =
9%
'-s -
sl Wt Wb Wb W72

FL1 Annexin V FITC-A

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

Sekil 4.7 Apoptoz Analizi I¢in Akim Sitometrisi Ile Elde Edilen Kadran Istatistigi
Grafigi*
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4.3 COMET ANALIZ SONUCLARI

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC3o konsantrasyonlarindaki c¢ozeltileri
CEM/C2 hiicrelerine 48 saat silireyle maruz birakilmistir. Siire sonunda tiim gruplarin
bu hiicrelerdeki DNA hasar1 kuyruk yogunlugu cinsinden Comet yontemi ile analiz
edilmis ve sonuglart Cizelge 4.2 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir. Cizelgede, toplam
hiicre sayis1 iizerinden degerlendirilen ortalama kuyruk yogunlugu ve standart

sapmalar1 verilmistir.

Kamferol, kersetin ve mirisetin, negatif kontrolle kiyaslandiginda CEM/C2
hiicrelerinde DNA hasarim1 anlamli bir sekilde arttirdigi bulunmustur (p<0.001).
Kamferol ve kersetin pozitif kontrole (50 uM H>O) kiyasla bu hiicrelerdeki DNA
hasari istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazladir. Mirisetin ise bu hiicrelerde
pozitif kontrole yakin bir degerle DNA hasarina neden olmustur. Comet sonuglari
CEM/C2 hiicrelerinde kuyruk yogunlugu cinsinden DNA hasarin1 en fazla kersetinin

neden oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.2 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicre Hattinda DNA
Hasarma Iliskin Bulgular

Gruplar Kuyruk Yogunlugu
Negatif Kontrol 5,01£2,58 *
Pozitif Kontrol 10,74+ 2,62 *

Kamferol 13,40+ 3,43 *

Kersetin 2420+3,91 *

Mirisetin 11,66+ 2,44 *

Tiim degerler ortalama + SS olarak verilmistir. * (p<0,05)
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Sekil 4.9 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerinde DNA Hasar1

Etkisine iliskin Bulgular
* (p<0,05)

4.4 KATALAZ (CAT) AKTIVITESI

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC;30 konsantrasyonlarindaki c¢ozeltileri
CEM/C2 hiicrelerine 48 saat silireyle maruz birakilmistir. Siire sonunda tiim gruplarin
bu hiicrelerdeki CAT aktiviteleri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir. Kersetin
ve mirisetinin bu hiicrelerdeki CAT aktivitesi kontrol grubuna kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli biz azalma sergilemistir (p<0,001). Kamferoliin hiicrelerdeki
CAT aktivitesinde ise kontrol grubu hiicrelerine goére artig goriilmiistiir ama bu artis

istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Cizelge 4.3 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Katalaz (CAT)
Aktivitesi

Gruplar Katalaz Aktivitesi
(nmol/min/mg protein)
Kontrol 16,02 £2,17
Kamferol 17,46 + 0,99
Kersetin 437+0,83 *
Mirisetin 5,46+ 1,14 *

Tiim degerler ortalama + SS olarak verilmistir. * (p<0,05)
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Sekil 4.10 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Katalaz (CAT)

Aktivitesi
* (p<0,05)

4.5 GLUTATYON PEROKSIDAZ (GPX) AKTIVITESI

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC30 konsantrasyonlarindaki c¢dozeltileri
CEM/C2 hiicrelerine 48 saat siireyle maruz birakilmistir. Siire sonunda tiim gruplarin
bu hiicrelerdeki GPx aktiviteleri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir. Kersetin
ve mirisetinin bu hiicrelerdeki GPx aktivitesi kontrol grubuna kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli biz azalma sergilemistir (p<0,001). Kamferoliin hiicrelerdeki
GPx aktivitesinde ise kontrol grubu hiicrelerine gore artis goriilmiistiir ama bu artig

istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Cizelge 4.4 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Glutatyon
Peroksidaz (GPx) Aktivitesi

Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi
Gruplar . .
(nmol/min/mg protein)
Kontrol 80,24 + 12,23
Kamferol 79,63 £ 9,74
Kersetin 19,00 £ 4,67 *
Mirisetin 24,67 +7,30 *

Tiim degerler ortalama + SS olarak verilmistir. * (p<0,05)
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Sekil 4.11 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Glutatyon

Peroksidaz (GPx) Aktivitesi
* (p<0,05)

4.6 GLUTATYON (GSH) DUZEYi

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC3o konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri
CEM/C2 hiicrelerine 48 saat siireyle maruz birakilmistir. Siire sonunda tiim gruplarin
bu hiicrelerdeki GSH diizeyi Cizelge 4.5 ve Sekil 4.12°de gosterilmistir. Kamferol ve
kersetinin bu hiicrelerdeki GSH diizeyi kontrol grubuna kiyaslandiginda istatiksel
olarak anlamli bir diisiis gostermistir (p<<0,001). Bu diisiis Kersetinin uygulandigi
hiicrelerde daha fazla goriilmektedir. Mirisetinin uygulandigr hiicrelerin GSH
diizeyleri kontrol grubu hiicreleri ile kiyaslandiginda artis sergilemistir ve bu artis

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001).

Cizelge 4.5 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Glutatyon
(GSH) Diizeyi

Gruplar Glutatyon Diizeyi
(nmol/mg protein)
Kontrol 49,64 +2,01 *
Kamferol 23,14 £ 3,55 *
Kersetin 10,10 £ 1,05 *
Mirisetin 69,11 + 3,89 *

Tim degerler ortalama = SS olarak verilmistir. * (p<0,05)
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Sekil 4.12 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Glutatyon
(GSH) Diizeyi
* (p<0,05)

4.7 LiPIT PEROKSIDASYON DUZEYI

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC3o konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri
CEM/C2 hiicrelerine 48 saat siireyle maruz birakilmistir. Siire sonunda tiim gruplarin
bu hiicrelerdeki lipit peroksidasyon diizeyi Cizelge 4.6 ve Sekil 4.13’te gosterilmistir.
Kamferol, kersetin ve miristetinin bu hiicrelerdeki lipit peroksidasyon diizeyleri
kontrol grubuna grubuna gore artis gostermistir. Bu artis kersetin ve mirisetin
gruplarinda istatiksel olarak anlamli iken (p<0,001), kamferol grubunda ise istatiksel

olarak anlamli bulunmamustir.

Cizelge 4.6 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Lipit
Peroksidasyon Diizeyi

Gruplar Lipit Peroksidasyon Diizeyi
(nmol/mg protein)
Kontrol 16,24 + 3,58
Kamferol 21,83+ 1,44
Kersetin 5745+ 1,74 *
Mirisetin 33,68 £5,24 *

Tiim degerler ortalama + SS olarak verilmistir. * (p<0,05)
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Sekil 4.13 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Lipit

Peroksidasyon Diizeyi
* (p<0,05)

4.8 TOPLAM ANTIiOKSIDAN DUZEYI

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC3o konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri
CEM/C2 hiicrelerine 48 saat siireyle maruz birakilmistir. Siire sonunda tiim gruplarin
bu hiicrelerdeki total antioksidan diizeyi Cizelge 4.7 ve Sekil 4.14’te gosterilmistir.
Kersetin ve miristetinin bu hiicrelerdeki total antioksidan diizeyleri kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli bir artig gostermistir (p<<0,05). Kamferoliin hiicrelerdeki
total antioksidan diizeyi ise kontrol grubu hiicrelerine gore azalmistir ama bu azalis

istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Cizelge 4.7 Kamferol, Kersetin ve Mirisetinin CEM/C2 Hiicrelerindeki Toplam
Antioksidan Diizeyi

Gruplar Total Antioksidan Diizeyi
(nmol/mg protein)
Kontrol 144,57 £ 23,53
Kamferol 120,73 + 7,84
Kersetin 318,76 £ 32,50 *
Mirisetin 277,81 £41,84 *

Tim degerler ortalama = SS olarak verilmistir. * (p<0,05)
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5 TARTISMA

Flavonoidler, bitkilerin bir¢ok yerinde {iretilen sekonder metabolitlerdir.
Meyveler, yaprakli sebzeler, kokler, yumrular, soganlar, otlar, baharatlar, baklagiller
ve tahillar gibi bitkisel gidalarda ve tibbi bitkilerin meyve, tohum, ¢icek, yaprak, dal
ve govdedlerinde bulunur (31)—(33). Bitki iiremesine katki saglamak, bitkileri zararh
UV isilardan korumak, antifungal ve antibakteriyel etkiler ile patojen organizmalara
kars1 bitkilerin korunmasini saglamak flavonoidlerin gorevlerinin sadece bazilaridir.

Peki insan diyetinde bulunan bu flavonoidlerin insan sagligindaki etkisi nedir?

Yapilan epidemiyolojik arastirmalarda meyve ve sebzelerce zengin diyetle
beslenen bireylerin felg ve yasa bagl gelisen patolojik durumlara kars1 daha diisiik
riske sahip olduklar1 gdsterilmistir. Flavonoidlerin diinyada hastaliklara bagli 6liim
siralamasinda ilk sirada yer alan koroner kalp hastaligi riskini azalttigi bildiren
caligmalar vardir (46), (47). Ayrica flavonoid aliminin kanser riski ile iligkisini
inceleyen Kohort ve vaka kontrol calismalarindan elde edilen veriler, flavonoidlerin
hastaliklara bagli 6liim oraninda ikinci sirada yer alan kanser olusum riskini
azaltabilecegini gostermistir (49). Genel anlamda bazi ¢aligmalar tersini sdylese de
genel kani sebze ve meyvece zengin diyetle beslenmenin, kansere yakalanma riskini

diisiirdligii yoniinde sonuglarin oldugunu vurgulamaktadir (155).

Kanser! Sadece 2018 yilinda yaklasik 18,1 milyon kisiyi etkiledigi ve 9,6
milyon insanin 6liimiine sebep oldugu hastalik ailesi. 2010 y1l1 maliyeti yaklasik 1,16

trilyon ABD dolari. (26).

Bu ¢alisma kapsaminda, epidemiyolojik ¢alismalara gore kanseri riskin azaltan
flavonoidlerin kanser lizerine etkisini aydinlatmak amaciyla ¢cocukluk déneminde sik
rastlanan bir kanser tiirii olan ALL secilmistir. Yapist iyi bilinen flavonoidlerden olan
fakat bu hiicre grubunda pek calisilmayan kamferol, kersetin ve miristenin etkileri

CEM/C2 hiicre hattinda in vitro olarak degerlendirilmistir.
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Sunulan tez c¢alismasinda, bu flavonoidlerin akut lenfoblastik 16semi hiicre
hattt olan CEM/C2 hiicrelerinde toksik etkileri incelenmistir. Hiicrelerde bu
flavonoidlerin 1000 uM (her seferinde doz yartya indirilerek) 1,95 uM konsantrasyon
araliginda sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. ICso ve IC3o konsantrasyonlari
hesaplanmis ve s6z konusu flavonoidlerin IC3o konsantrasyonlarinda apoptotik etkileri
calisilmigtir. Ayrica toksik etkilerin altinda yatabilecegi diisiiniilen olast
mekanizmalarin incelenmesi amaciyla CAT ve GPx enzim aktivitleri ve GSH, lipit
peroksidasyon ile toplam antioksidan diizeyi gibi oksidan/antioksidan statii

parametreleri kapsamli olarak degerlendirilmistir.

Bu calismada WST1 yontemiyle kamferol, kersetin ve mirisetinin CEM/C2
hiicrelerinde sitotoksik etkisinin konsantrasyon artistyla birlikte logaritmik bir artis
gosterdigi saptanmistir. Flavonoidlerin (kamferol, kersetin ve mirisetin) ICso degerleri
strastyla 50,67 uM, 59,18 uM ve 50,26 uM olarak saptanirken IC3¢ degerleri ise 45,37
uM, 54,33 uM ve 45,55 uM; olarak bulunmustur.

Calismamizda ayrica kamferol, kersetin ve mirisetinin CEM/C2 hiicrelerinde
apoptotik etkileri incelenmistir. CEM/C2 hiicreleri bu flavonoidlerin %30 inhibisyona
neden olan konsantrasyonlarina 48 saat silireyle maruz birakilmis ve hiicreler Anneksin
V-FITC/PI ile boyamaya tabi tutulduktan sonra akim sitomotresinde okuma

yapilmistir.

Negatif kontrol grubu olarak hiicrelere herhangi bir madde uygulanmamastir.
Pozitif kontrol grubu olarak ise siklofosfamit uygulanmis hiicreler degerlendirilmistir.
Calismamiza gore pozitif kontrol grubu ve ii¢ flavonodin IC3o konsantrasyonlari
negatif kontrol grubuna gore apoptotik etki gostermistir. Negatif kontrol grubundaki
hiicreler toplam %18,5 apoptoza giderken bu oran pozitif kontrol gurubunda %21,3
olarak gdzlenmistir. En fazla apoptoza giden hiicreler kersetinin (%59,3) uygulandig:
hiicreler olarak saptanmistir. Daha sonra kamferol (%52) ve en son olarak da mirisetin

(%37,4) gelmektedir.

Xu ve arkadaglarinin yaptig1 calismada kersetin, kersitrin, mirisetin ve
mirisitrin gibi bazi flavonoidlerin prostat kanseri hiicre hattinda (PC-3) MTT yontemi

ile hiicre proliferasyonu ve Anneksin V-FITC/PI ile apoptozis etkileri incelemistir.
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Sonuglar mirisetin, mirisitrin ve kersetinin PC-3 hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide
inhibe ettigini gdstermistir. Apoptoz oraninin, doza bagh bir sekilde artan flavonoid
konsantrasyonu ile arttig1 tespit edilmistir. Sonuglar, PC-3 hiicre apoptozunun

indiiklenmesinde en etkili flavonoidin mirisetinin oldugunu gostermistir (156).

Sun ve arkadaslar1 ise mesane kanseri hiicre hattinda (T24) bir calisma
tasarlamiglardir. Mirisetinin T24 hiicrelerinin canliligini1 ve proliferasyonunu doza ve
zamana bagl bir sekilde inhibe ettigini gostermislerdir. Ayn1 zamanda, doza bagl bir
sekilde G2/M'de hiicre dongiisii durmasini tegvik ettigi ve DNA fragmantasyon analizi
ile apoptozu indiikledigini bulmuslardir. Mirisetin ile indiiklenen apoptoz, Bcl-2 ailesi
proteinlerinin modiilasyonu ve kaspaz-3'iin aktivasyonu ile iliskili oldugu sonucuna

varilmislardir (157).

Zhang ve arkadaslar1 flavonlarin ve flavonollerin bir insan ©zofagus
adenokarsinom hiicre hattt (OE33) {lizerindeki sitotoksik etkileri karsilastirmis ve
sitotoksik etkilerinden sorumlu molekiiler mekanizmalar arastirilmislar. MTT
tahlilinin sonuglari, flavonlarin (luteolin, apigenin, chrysin) ve flavonollerin
(quercetin, kaempferol, myricetin) OE33 hiicrelerinde doza ve zamana baglh bir
sekilde sitotoksisiteyi indiikleyebildigini gostermislerdir. OE33 hiicrelerinin
inhibisyonu iizerindeki giicii (ICso) degeri sirayla kersetin (78 uM), luteolin (84 uM),
chrysin (107 uM), kamferol (111 pM), apigenin (151 pM), mirisetin (205 uM).
Flavonlarin ve flavonollerin OE33 hiicrelerinde apoptoz {lizerine etkileri
hiicreler 24 saat boyunca ilgili flavonoidler (80 uM)ile muamele edilmesi ile
degerlendirilmis. Degerlendirme Akis sitometrisi ile yapilmis ve anneksin-V FITC/PI
ile etiketlenmistir. Sonuglar flavonlar ve flavonollerin neden oldugu sitotoksisiteye

apoptoz aracilik ettigini gostermistir (158).

Insan hepatokarsinom (HepG2) hiicre hattinda yapilan calismada ise
mirisetinin apoptozu indiikledigi bulunmustur. Xiao ve arkadaglarinin yaptig
calismada 33-198 uM dozlar1 arasinda HepG2 hiicreleri mirisetin 24 saat dozlanmis
ve akis sitometrisinde Annexin V-FITC ve PI boyama ile analiz edilmistir. 24 saat
boyunca 66 pM'den daha yiiksek dozlarda mirisetin ile dozlanan hiicrelerin apoptoza

gittigi tespit edilmistir (159).
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Kersetinin insan meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-453) iizerindeki
antikanser etkileri, hiicre dongiisii regililasyonu ve apoptozun indiiksiyonunun
arastirildig1 ¢calismada kersetine maruz kalan hiicrelerin apoptoza gittigi belirlenmistir.
Sonuglar, kersetin tarafindan hiicre dongiisii durmas1 ve apoptozun indiiklenmesi i¢in

coklu yollarin varligini gostermistir (160).

Calismamiz yukaridaki farkli hiicre hatlariyla yapilan ¢aligmalarla benzerlik
gosterse de celisen yerler dikkatten kagmamaktadir. Xu ve arkadaslari PC-3
hiicrelerinde mirisetinin kersetine gore daha fazla apoptotik etki gosterdigini ifade
etmistir. Biz ise ¢aligmamizda CEM/C2 hiicrelerinde kersetinin mirisitine gére daha

fazla apoptotik etkiye sahip oldugunu bulduk.

Zhang ve arkadaslar1 ise OE33 hiicre hattinda yaptig1 calismada kamferol,
kersetin ve mirisetinin ICso degerlerini sirasiyla 111 uM, 78 uM ve 205 uM olarak
bulmustur. Bu sonuglar calistigimiz flavonoidlerin hiicre proliferasyonu tizerindeki

etkisinin hiicre tipinin yaninda doza da bagli oldugunu diisiindiirmektedir.

Srivastava ve arkadaslar1 16semi de dahil olmak iizere bazi1 kanser hiicre
hatlarinda ve hayvan modellerinde kersetin ve elajik asidin antitimor etkinliklerini
incelemislerdir. Kersetin ve elajik asidin sitotoksik etkisi, ii¢ 16semik hiicre hattinda
(CEM (ALL), K562 (KML) ve Insan B hiicresi 16semi hiicre (Nalmé6)), iki meme
kanseri hiicre hattinda ((T47D), (EAC)) ve iki normal hiicre hattinda ((HEK 293T),
(MEF1)) degelendirilmistir. Hiicreler artan kersetin ve elajik asit konsantrasyonu (48
saat boyunca 10 pM, 50 uM, 100 uM ve 250 uM) ile muamele edilmis ve sitotoksik
etki MTT ve tripan mavisi yontemleri ile degerlendirilmistir. Sonuglar, kersetinin
l6semik hiicrelerde doza bagli bir sekilde sitotoksisiteye neden oldugunu
gostermistir. Kersetinin ICso degerinin Nalm6, K562 ve CEM’de 48 saatlik maruziyet
sonrasinda sirastyla 20 uM, 40 pM ve 55 puM oldugu tespit edilmistir. Losemik
hiicrelerin yani sira kersetinin meme kanser hiicrelerinde sitotoksisiteye neden oldugu
ancak normal hiicreler iizerindeki etkisinin sinirli oldugu belirlenmistir. Ayrica,
kersetinin test edilen kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii ilerlemesi sirasinda S fazi
durmasimi ve ardindan kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigini bildirmislerdir

(161). Yapilan bu kapsamli c¢aligma bizim c¢alismamizla benzer sonuglar
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gostermektedir. Srivastava ve arkadaslart CEM hiicrelerinde kersetinin ICso degerinin
55 uM oldugunu gosterirken bizim ¢alismamiz CEM/C2 hiicrelerinde kersetinin ICso
degerinin 59,18 uM oldugunu gostermektedir.

Marfe ve arkadaslarinin insan kronik miyelojendz 16semi (K562) ve insan
promiyelositik 16semi (U937) hiicre hattinda 50 uM dozda kamferoliin etkilerini
degerlendirdigi calismada kamferoliin Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak ve Bax

ekspresyonlarini artirarak apoptozu indiikledigini gdsterilmistir (162).

Pan ve arkadaslar1 mirisetinin anti-proliferatif etkisini l6semi K562 hiicre
hattinda aragtirmistir. Hiire canlilig1 tetrazolyum tiirlerinden olan MTS/PMS deneyi
ile belirlenmis ve mirisetinin K562 hiicre hattinda ICso degeri 21.88 puM olarak
bulunmustur. K562 hiicrelerindeki apoptoz derecesi, Annexin-V/PI boyamasi
kullanilarak akis sitometrisi ile incelenmistir. Sonug olarak mirisetinin piirin niikleotit
biyosentez yolagina miidahale ederek hiicre dongiisii durmasini ve K562 hiicrelerinin

apoptozunu indiikledigini ifade etmislerdir (163).

Rusak ve arkadaslari dogal olarak meydana gelen 6 flavonoidin (kersetin,
mirisetin, kamferol, taxifolin, izorhamnetin ve methylquercetagetin glikosil) akut
miyelit l6semi (HL-60) hiicre hattinda hiicre proliferasyon, apoptoz ve hiicre dongiisii
tizerindeki iliskiyi aragtirilmiglardir. Flavonoidlerin 48 saatlik maruziyetten sonra ICso
degerleri kersetin, isorhamnetin, mirisetin ve kamferol i¢in sirasiyla 20,1 umol/L, 25,0
umol/L, 35,5 pumol/L, 42,1 pmol/L olarak bulunmustur. Mirisetin, kersetin,
isorhamnetin ve kamferol HL-60 hiicrelerimde apoptozu indiiklerken, taksifolin ve

metilquercetagetin etkisiz oldugu bulunmustur (164).

Calismamiz Marfe arkadaslarinin calismasi ile benzerlik gostermektedir. Bu
calisma kamferoliin etkilerini kronik miyelojendz 16semi hiicrlerinde degerlendirirken
biz akut lenfoblastik 16semi hiicre hattinda degerlendirdik ve yakin

konsantrasyonlarda benzer degerler bulduk.

Pan, Russsak ve arkadaglarinin ¢alismasi ile kiyaslandiginda ise ¢alismamiz
farklilik gostermektedir. Pan ve Rusak ayni hiire hattin1 kullanmasina ragmen

mirisetinin ICso degerlerinde farkli sonuglar goriilmektedir.



82

Matsui ve arkadaglart kersetinin de icinde oldugu bazi diyet
biyoflavonoidlerinin, ¢esitli insan 16semi hiicrelerinde apoptoz etkisini
incelemislerdir. Kronik miyelojendz 16semi kaynakli K-562 ve KU-812, prekiirsor-B-
akut lenfoblastik 16semi kaynakli NALM-16, NALM-20, HPB-NULL ve NALM-17
ve histiositik lenfoma kaynakli U-937 hiicre hatlarinda genistein, genistin, kersetin,
fisetin, luteolin, apigenin ve rutin gibi flavonoitlerin etkileri degerlendirilmistir.
Apoptotik hiicre insidansini 6lgmek i¢in Anneksin V-FITC ile boyanarak akis
sitometrisi ile analiz edilmistir. Luteolin, genistein, kersetin ve fisetin BV-173
hiicrelerinde dnemli apoptoz indiiklerken, genistein ve rutin etki gosterememistir.
Biyoflavonoidlerin doza bagl olarak apoptoz indiikleyici etkisi oldugu ifade edilmis
ve apoptoz mekanizmasinin transmembran potansiyelinin bozulmasi ve kaspaz-3 ve

kaspaz-8'in aktivasyonu ile oldugu bulunmustur (165).

Lazaro ve arkadaglar1 insan 16semi hiicre hatt1 olan K562’de kersetin, apigenin,
fisetin ve mirisetin gibi bazi flavonoidlerin biiylime-inhibe edici aktivitesini
degerlendirmistir. Her ne kadar sitotoksisite etkilerinin bizim ¢alismamizla benzestigi
goriilse de hiicrelerde XTT sitotoksisite testinin gilivenirliligi tartisma konusudur

(166).

Brisdelli ve arkadaslar1 2007 yilinda insan kronik miyeloid (K562) ve insan
akut lenfoblastik (HSB-2) losemi hiicre hattinda kersetinin hiicre proliferasyonun ve
apoptotik etkilerini degerlendirmislerdir. 25 uM kersetin hiicre hatlarina 24, 48 ve 72
saat uygulanmis ve canlilik tripan mavisi ile degerlendirilmistir. 25 uM kersetin K562
hiicrelerinde hafif bir sitotoksisiteye neden olurken HSB-2 hiicreleri pratik olarak
etkilememistir. Apoptoz ise akis sitometrisi ile tespit edilmistir. 25 pM kersetin ile
tedavi edilen K562 hiicreleri, 24 ila 72 saat arasindaki kontrol hiicrelerinden 6nemli
Olctide farkli bir hiicre dongiisii profili gosterirken HSB-2 hiicre dongiisii {izerinde
onemli bir etkisi olmamigstir (167). Brisdelli ve arkadaslarinin hiicre proliferasyonunu
sadece tripan mavisi ile degerlendirmesi, farkli sitotoksisite testleri kullanmamasi

caligmanin giicii konusunda soru isaretlerine neden olmustur.

Moradzadeh ve arkadaslari kamferolin HL-60 ve NB4 I6semi hiicreleri

tizerindeki sitotoksik, pro-apoptotik ve farklilagsmay1 indiikleyen etkilerini arastirmak
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icin caligma tasarlamislardir. Hiicre canliligi, floresan bir bilesik olan resorufine
resazurin indirgeme yontemi kullanilarak 530 nm’de elisa okuyucuda belirlenmistir.
Apoptoz tizerine etkileri ise propidyum iyodiir ve NBT boyama teknikleri kullanilarak
akis sitometrisinde saptanmustir. Ayrica, apoptozda yer alan genlerin ekspresyon
seviyeleri (PI3 K, AKT, BCL2, BAX, p53, p21, PTEN, CASP3, CASP8 ve CASP9),
farklilasma (PML-RAR ve HDACT1) ve ¢oklu ilag direnci (ABCB1) ve ABCC1), nicel
ger¢ek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (rt-PCR) kullanilarak belirlenmistir. 48
stireyle kamferole maruz birakilan hiicrelerde kamferoliin ICso degerleri HL60
hiicrelerinde 250,6 uM iken NB4 hiicrelerinde ise 725,6 uM olarak tespit edilmistir.
Kamferoliin, alt G1 hiicre popiilasyonunu arttirdigini ve MDR'nin inhibisyonu ve
Bax/Bcl2 oraninin arttirilmasi yoluyla promiyelositik 16semi hiicrelerinde apoptozu
indiikledigini bulunmustur (168). Bu calismada kamferoliin hiicreler iizerindeki ICso
konsantrasyonlariin bizim ¢alismamiz ve diger ¢alismalarla kiyaslandiginda ¢ok

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Calismalar1 genel olarak degerlendirdigimizde kamferol, kersetin ve mirisetin
gibi falvonoidlerin 16semi hiicre hatlarinda (her ne kadar sitotoksisite
konsantrasyonlar1 ufak degisiklik gosterse de) sitotoksik ve apoptotik etki gosterdigi
raporlanmistir. Ayrica bazi c¢aligmalar apoptotik etki mekanizmalarini  da

aydinlatmistir. Calismalar genel olarak ise kronik 16semi hiicrelerinde yogunlagmistir.

Genotoksik etkiler; kamferol, kersetin ve mirisetinin IC3¢ konsantrasyonlarinin
CEM/C2 hiicrelerine 48 saat siireyle maruziyetinden sonra Comet analizi ile
degerlendirilmistir. Negatif kontrol grubu olarak herhangi bir madde uygulanmayan
hiicreler ve pozitif kontrol grubu olarak ise 50 pM H>O> uygulanmis hiicreler

degerlendirilmistir.

Kamferol, kersetin ve mirisitenin IC3p konsantrasyonlari hiicrelere
uygulandiginda her iki kontrol grubuna goére (negatif kontrol, pozitif kontrol)
kiyaslandiginda maddelerin hiicrelerdeki DNA hasarini anlaml bir sekilde arttirdig:

bulunmustur.

Wu ve arkadaslar1 kamferoliin insan 16semi HL-60 hiicrelerinde in vitro DNA

hasarma neden olup olmadigin1 ve DNA onarimiyla iligkili protein ekspresyonunu
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etkileyip etkilemedigini arastirmiglardir. Canli hiicrelerin yiizdeleri akig sitometrisi
deneyi ile DNA hasarin1 ise Comet analizi incelenmislerdir. Sonuglar kamferoliin
doza bagli olarak canli hiicreleri azalttigini gostermistir. Comet testi, kamferoliin DNA

hasarmi doza bagimli bir sekilde indiikledigini gostermistir (169).

Raggazzon ve arkadaslar1 kersetinin de bulundugu bazi flavononidlerin
(kersetin, baicalein, baicalin ve daidzein) meme (MCF-7) ve 16semi (CCRFCEM)
kanseri hiicre hatlar1 {lizerindeki etkisini MTS-PMS, Comet ve akis sitometrisi
kullanilarak degerlendirmislerdir. Hiicre canliligi testi O uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30
uM, 100 uM, 300 uM ve 1000 uM dozlardaki test bilesiklerinin 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonundaki etkileri degerlendirilerek yapilmistir. Kersetinin I1Cso
degeri 24 ve 48 saatlerde her iki hiicre hattinda da 100 pM dan biiyiik olarak tespit
edilmis. 72 saat inkiibasyonun sonunda ICso degeri MCF-7 hiicrelerinde 83,6 uM,
CCRFCEM hiicrelerinde ise 38,2 puM olarak bulunmustur. Comet analizinde,
kersetinin her iki hiicre hattinda da ¢ekirdege girip DNA hasari iirettigini tespit
etmislerdir. Daidzein MCF-7 hiicrelerinde hicbir etki gdstermemis CCRFCEM

hiicreleri i¢in sadece kersetin aktif etki gostermistir (170).

Das ve arkadaslar1 kersetin, mirisetin, kamferol, apigenin ve luteolin gibi
flavonoidlerin K562 losemi hiicrelerinde kanser onleyici etkilerini Comet testi ile
degerlendirmistir. K562  hiicreleri, flavonoidlerin her birinin 100 pM
konsantrasyonlari ile ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar halinde 24 saat siireyle muamele
edilmigtir. Tiim flavonoidlerin, 100 uM konsantrasyonda K562 hiicrelerine potansiyel
hasar verdigi gozlemlenmistir. Flavonoidlerin DNA hasarini indiikledigi saptanmigtir
ve DNA hasar1 olusturma siralamasi mirisetin > kaempferol > kercetin > luteolin >
apigenin olarak belirlenmistir. Deneyler kombinasyon halinde gerceklestirildiginde
kersetin ve mirisetin kombinasyonunun en fazla DNA hasaria neden oldugu iddia

edilmistir (171).

Bu ii¢ calisma yaptigimiz ¢alisma ile birlikte degerlendirildiginde, deney
tasarimi olarak farklilik arz etse de sonug olarak benzerlik gdstermektedir. Her ii¢

flavonoid de (kamferol, kersetin ve mirisetin) losemi hiicrelerinde DNA hasari
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meydana getirmis ve bu hasar 50 uM H>O; uygulanmis hiicrelerin verdigi DNA

hasarindan daha fazladir.

Tez sonuclar gostermektedir ki kamferol, kersetin ve mirisetin akut
lenfoblastik 16semi hiicrelerinde konsantrayona bagli olarak sitotoksik etki
gostermektedir. Caligilan flavonoidler hiicre DNA’sinda hasar meydana getirerek
hiicreleri apoptozise yonlendirmektedir. Tez ¢alismamizin yaninda benzer ¢alismalar

olmasi bu verileri desteklemektedir.

Bu bulgular diginda test edilen ii¢ flavonoidden mirisetinin akut lenfoblastik
16semi hiicrelerinde sitotoksik oldugu gosterilmis olsa da bu ii¢ flavonoidin oksidatif
enzimlerin aktivitesini etkileyip etkileyemeyecegi sorusu ortaya g¢ikmaktadir. Bu
nedenle, kamferol kersetin ve mirisetinin CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin

aktivitesi lizerindeki etkilerini degerlendirmek gerekir.

Oksidatif strese karst detoksifikasyonda rol alan enzimler, GPx ve CAT
enzimleridir. Her iki enzim aktivitesinde oksidatif strese neden olan etkenler
karsisinda artma ya da azalma seklinde degisiklikler meydana geldigi rapor
edilmektedir. Kamferol, kersetin ve mirisetinin antioksidan savunma sistemi
tizerindeki etkilerini inceleyen ¢esitli in vitro ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak, bu tez
caligmas1 kapsaminda degerlendirilen bu flavonoidlerin CEM/C2 hiicre hattinda

etkilerinin incelendigi ¢alismalarin son derece sinirli oldugu belirlenmistir.

Seerano ve arkadaglar1 kersetinin 5-50 pM konsantrasyonlarinin etkilerini
insan hepatom HepG2 hiicrelerinde 4 ve 18 saat siireyle inkiibasyondan sonra p38-
MAPK ve Nrf2 protein ifadeleri analizi, GSH, GPx ve GR enzim aktiviteleri 6l¢iimleri
ile degerlendirmislerdir. 50 uM kersetinin GPx aktivitesi 4 saat sonra artmis 18 saat

sonra ise kontrol grubuna yakin bir degere donmiistiir (172).

Robaszkiewicz ve arkadaslar1 kersertinin non-small akciger kanser (A549)
hiicrelerinde sitotoksite ve apoptozisin yaninda toplam antioksidan kapasite ve SOD,
CAT ve glutatyon-S-transferaz (GST) gibi bazi antioksaidan enzim diizeylerini
degerlendirmistir. Kersetinin 5, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar1 bu hiicrelere

uygulanmis ve etkileri madde uygulanmayan hiicrelere gore kiyaslanmistir. SOD,
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CAT ve GST enzim aktivitelerinde kersetin ile muamele edilen hiicrelerde 1 ve 3
saatlik maruziyetten sonra dnemli bir degisiklik goriillmemistir. 6 saatlik maruziyetten
sonra antioksidan enzimlerin aktivitelerinde azalmaya sadece 100 puM kersetin

uygulamasi neden olmustur (173).

Calismamizda ise CEM/C2 hiicrelerine kamferol, kersetin ve mirisitenin IC3o
konsantrasyonlar1 48 saat siireyle uygulanmis, CAT ve GPx aktiviteleri
degerlendirilmistir. Kersetin ve mirisetinin CAT aktivitesinde kontrol grubuna goére
anlamli bir azalma gozlemlenmistir. Kamferoliin uygulandigi hiicrelerdeki CAT
aktivitesinde ise kontrol grubuna gore artig goriilmiistiir ama bu artis istatiksel olarak
anlamli bulunmamstir. GPx aktivileri de CAT aktivitelerine yakin sonuglar vermistir.
Kersetin ve mirisetinin uygulandig1 hiicrelerde GPx aktivitesinde kontrol grubuna
kiyasla istatiksel olarak anlamli azalma tespit edilmistir. Ancak kamferoliin
uygulandigr hiicrelerdeki CAT aktivitesinde ise kontrol grubuna gore artig
goriilmiistiir ama bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Calismamiz
yukarida bahsi gecen caligmalarla kiyaslandiginda deneysel tasarim farkliligindan
dolay1 farkli sonuglar bulunmustur. Kersetin ve mirisetinin 1C39 konsantrasyonlarinin
CEM/C2 hiicrelerinde oksidatif stresi arttirdigi ve hiicrelerin oksidatif hasardan
korunabilmek i¢in adaptif bir savunma yanit1 gelistirdigi seklinde yorumlanabilir.
Kamferol i¢in s6z konusu olmasada bu flavonoidler IC3o konsantrasyonlarinda
CEM/C2 hiicrelerinde pro-oksidan 6zellik sergilemistir. Ancak, bu konuda 6zellikle
transkripsiyonel ve translasyonel diizeyle antioksidan enzimlerin mRNA ve protein

diizeylerinin belirlendigi daha ileri ¢caligmalara gereksinim oldugu diisliniilmektedir.

Glutatyon (y-glutamil-sisteinil-glisin, GSH), organizmada bulunan 6nemli
antioksidan tiyoldiir ve oksidatif stres sirasinda redoks savunmasinin merkezinde yer
alir. Rediikte glutatyon/okside glutatyon (GSH/GSSG) oranindaki degisiklikler,
oksidatif ~ stres durumunun degerlendirilmesinde  kullanilan en  Onemli

biyogdstergelerden biridir (90).

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC30 konsantrasyonlarindaki c¢dozeltileri
CEM/C2 hiicrelerine 48 saat siireyle maruz birakilmasi sonucu GSH diizeyleri

incelendiginde farkli sonuglar bulunmustur. Kamferol ve kersetinin bu hiicrelerdeki
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GSH diizeyi kontrol grubu hiicreleri ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir
diisiis gosterirken (p<0,001), mirisetinin uygulandig1 hiicrelerin GSH diizeyleri
kontrol grubu hiicreleri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak artis sergilemistir

(p<0,001).

Membran lipitlerinin oksidatif hasar1 sonucu lipit peroksidasyon meydana gelir
ve peroksidasyon sonucunda toksik etkilere sahip MDA gibi lipit peroksidasyon
tiriinleri olusturur. MDA, lipit peroksidasyonunun énemli gostergelerindendir. Hiicre
membranlarinda yer alan lipitlerin peroksidasyonuna yol acarak membranlarin iyon
gecirgenligini bozar, DNA gibi 6nemli makromolekiilleri etkileyerek ciddi hasarlara

neden olabilir veya enzim aktivitelerini degistirebilir (174).

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC3p konsantrasyonlarinin CEM/C2
hiicrelerine 48 saat siireyle maruz birakilmasi sonucu lipit peroksidasyon diizeyi
incelenmistir. Ug flavonoidin uygulandig1 hiicrelerdeki lipit peroksidasyon diizeyleri
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda artis gostermistir. Kersetin ve mirisetin
grubundaki artis istatiksel olarak anlamli bulunurken kamferol grubundaki lipit
peroksidasyon diizeyindeki artis istatiksel olarak anlamli tespit edilmemistir. Bu
durumda kamferol, kersetin ve mirisetin CEM/C2 hiicrelerde ciddi membran
hasarlarina yol agabilecegi ve bunun da hiicrenin 6liimiinii tetikleyecek mekanizmalari

devreye sokabilecegi ongoriilebilir.

Kamferol, kersetin ve mirisetinin IC3o konsantrasyonlarinin CEM/C2
hiicrelerine 48 saat siireyle maruz birakilmasi sonucu toplam antioksidan diizeyi
degerlendirilmistir. Kersetin ve mirisetinin uygulandigi hiicrelerde toplam antioksidan
diizeyleri kontrol grubu hiicrelerinde gore istatiksel olarak anlamli bir artis
gostermistir. Kamferoliin uygulandig: hiicrelerde ise kontrol grubuna goére toplam

antioksidan diizeyi azalmistir ve bu azalma istatiksel olarak anlamli degildir.

Reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stres uzun zamandir kanserle
iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, bu iliskinin dogas1 karmasiktir. ROB ve oksidatif
stres kanseri tetikleyebilir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerden daha fazla ROB
iretmektedir. Cesitli kanser kemoterapotik ajanlari tiimor hiicreleri igin segici olarak

toksik olabilir, ¢linkii oksidatif stresi arttirirlar ve zaten stres altinda olan bu hiicreleri
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siirlarinin  Otesine iterler (175). Yaptigimiz c¢alisma bu tezi desteklemektedir.
Calistigimiz kamferol, kersertin ve mirisetin her ne kadar flavonoide gore degisiklik
gosterse de calisdigimiz CEM/C2 hiicrelerinin anti-oksidan enzimlerine etki etmistir.
Ayrica bu hiicre igerisindeki toplam anti-oksadan seviyelerini degistirmistir. Boylece
kamferol, kersertin ve mirisetinin IC3o konsantrasyonlar1 CEM/C2 hiicrelerinin
oksidatif stresinde artisa neden olmustur. ROB iiretimini artiran veya ROB atma
kapasitesini  azaltan bir ajanin  eklenmesi, bir tiimor hiicresini lipit
peroksidasyon, DNA hasar1 ve protein oksidasyonu agisindan kirilma noktasinin
Otesine itebilir. Calismamizdaki GSH, lipit peroksidasyon sonuglari bu olguyu
desteklerken Comet analiz sonuglar1 ise c¢alistigimiz kanser hiicrelerin DNA’sinda

hasar meydana getirdigini ispatlamaktadir.

Tabii ki, kanser c¢ok sayida genin aktivasyonu, mutasyonu veya
baskilanmasindan da kaynaklanan karisik mekanizmaya sahiptir. Bu nedenle bu
calisma, tlim kanser formlarinin mutlaka ROB sinyalizasyonundaki bir artisla iliskili

oldugu sonucuna varmak i¢in yeterli degildir.
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6 SONUCLAR

Diinyada hastaliklara bagli 6liim siralamasina bakildiginda kanser ikinci sirada
yer almaktadir ve bu durum biiyiik bir halk sagligi sorunudur. 2018 yili verileri
yaklasik 18,1 milyon kisi kansere yakalandigini ve kanserin 9,6 milyon insanin
Oliimiine sebep oldugunu gostermektedir. 2010 yilinda kanserin yillik maliyetinin

yaklasik 1,16 trilyon ABD dolar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapinin bir veya daha fazla
model iceren spesifik bir tedavi rejimi uygulanir. Tedavideki hedef, genellikle kanseri

tedavi etmek veya yasam kalitesiyle birlikte hayatini1 nemli l¢lide uzatmaktir.

Antikanser tedavisi hastaligin erken evrelerinde siklikla etkilidir, ancak ileri
evrelerde tiimorler genellikle ayni tedavilere direnclidir. Kanser i¢in yeni tedavi
yontemleri gereklidir, ¢linkii hastalarin ¢ogu geleneksel kemoterapiye ilk tepkiye
ragmen yaygin hastaliktan 6lmeye devam etmektedir. Birgok antikanser ajani, saglikli

hiicrelere 6zgiilliik gdsteren DNA veya hiicre iskeletine zarar veren ilaglardir.

Kanser vakalarinin tedavi yontemlerindeki mortalite orani, yan etkiler ve yillik
maliyet gbz Oniine alindiginda bu hastalik grubu icin yeni tedavi yontemleri
gerekmektedir. Bitkiler, potansiyel eczanelerdir ve yiizyillar boyunca hastaliklar i¢in
ilag olarak kullanilmistir. Bitki kaynakli dogal bilesikler, yiiksek biyoyararlanimlari,
giivenlikleri, minimal yan etkileri ve maliyet etkinlikleri diisliniildiigiinde kanser
tedavisinde yeni yaklasimlar sergileyebilir. Dogal bilesikler, antikanserojenik

etkilerinden sorumlu olabilecek ¢coklu mekanizmalarda 6nemli roller oynayabilir.

Hiicredeki programlanmis hiicre 6limii ve ROB diizenlemesini tam olarak
anlasak, kanser gibi hiicreleri oldiirebilir ve tedavi i¢in yeni yontemler gelistirebiliriz.

Ancak siiregler olaganiistii karigiktir.

Yaptigimiz tez ¢caligmasi ile insan diyetinde sik rastlanan kamferol, kersetin ve
mirisetin gibi flavonoidlerin akut lenfoblastik 16semi hiicrelerinden elde edilen
CEM/C2 hiicre hattinda sitotoksik etkilerini inceledik. ICso degerlerini tespit ettik. IC3o

degerlerinde ise hiicrelerin apoptotik etkilerini degerlendirdik. Calistigimiz
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maddelerin IC3p konsantrasyonlarinin kanser hiicrelerini apoptozise gotiirdiigiinii
tespit ettik. Boylece programlanmis hiicre 6liimiinii kontrol etmeye dayanan kanser
tedavisine yonelik bir katki sagladik. Comet yontemi ile genotoksisite
degerlendirildiginde flavonoidlerin IC3o konsantrasyonlarinda hiicrelerin DNA’larina
hasar verdigini gordiik. Ayrica bu hiicre hattinda ROB diizenlemesinin
aydinlatilmasina katki saglayacak antioksidan enzim aktivitesi ve lipit peroksidasyon

diizeylerinde kayda deger veriler tespit ettik.

Calismamiz bitkilerden elde edilen kamferol, kersetin ve mirisetin
flavonoidlerinin akut lenfoblastik 16seminin tedavisi i¢in umut verici yaklagimlar
ortaya koysa da veriler cok kompleks olan kanser hastaliginda ufak bir yer teskil
etmektedir. Sonug olarak ¢aligmamiz antikanserojenik etkilerinden sorumlu olabilecek
mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik deneylerin yaninda ex vivo ve in vivo

calismalarla desteklenmelidir.
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