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KERSETIN VE EPIGALLOKATESIN GALLAT’IN C6 GLIOBLASTOMA
MULTiIFORME KANSER HUCRELERI UZERINE TOKSIiK ETKIiLERINIiN VE
BU ETKILERDE KALSiYUMUN ROLUNUN ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada, kersetin ve epigallokatesin gallatin, C6 gliomalar {iizerine etki
mekanizmalar1 ve bu mekanizmalarda kalsiyumun rolii aragtirilmistir.

Yontem olarak MTT, nétral kirmizis1 dl¢iimil, siilforodamin ol¢iimii ile akridin oranj
yontemleri kullamlmistir. Kersetin ve epigallokatesin gallatin sitotoksik etkilerinde
kalsiyumun roliinii anlamak i¢in kalsiyum fosfat (homeopatik tarzda) ve tapsigargin
kullanilmigtir. Hem tek basina uygulanan kersetin hem de epigallokatesin gallat, C6
hiicreleri iizerine doz ve zamana bagimli sitotoksik ve apoptotik etkiler gostermistir.
Kersetinin kalsiyum fosfat ile kombinasyonu mitotik hiicre 6liimiine sebep olurken,
tapsigargin ile kombinasyonu kaspazlara bagli olmayan hiicre 6limiine sebep olmustur.
Epigallokatesin gallatin kalsiyum fosfat ile kombinasyonu, epigallokatesin gallatin
apoptotik etki mekanizmasin1 degistirmemistir. Ancak epigallokatesin gallatin
tapsigargin ile kombinasyonlar1 kersetine benzer sekilde kaspazlara bagimli olmayan
hiicre 6liimiine sebep olmustur.

Sonug¢ olarak, bu calismada hiicre i¢i kalsiyum dengesini degistirerek hiicreleri
apoptozdan farkli hiicre 6liimlerine de sevkedilebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: kersetin, epigallokatesin gallat, tapsigargin, kalsiyum fosfat,
glioma, hiicre 6liimii



INVESTIGATION OF TOXIC EFFECTS OF QUERCETIN AND
EPIGALLOCATECHIN GALLATE
ON C6 GLIOBLASTOMA MULTIFORME CELLS AND EFFECTS OF
CALCIUM FOR THESE MECHANISMS

ABSTRACT

In this study, mechanisms of effects of quercetin and epigallocatechin gallate on C6
glioblastoma multiforme cells and role of calcium for this mechanisms were searched.

As testing methods MTT, Neutral Red, Sulforodamin-B, Acridine Orange were used.
Calcium phosphate (in homeopathic manner) and thapsigargine were used for
understanding of role of calcium for cytotoxic effects of quercetin and epigallocatechin
gallate. By unique application of quercetin and epigallocatechin gallate gave rise to dose
and time dependent cytotoxic and apoptotic effects on C6 cells. While, combinations of
quercetin with calcium phosphate brought about mitotic cell death, combinations of
epigallocatechin gallate with thapsigargine caused to caspase-independent cell death.
Combination of epigallocatechin gallate with calcium phosphate could not alter
apoptotic mechanisms of epigallocatechin. However, combination of epigallocatechin
gallate with thapsigargine gave rise to caspase-independent cell death like that of
quercetin.

As a conclusion, in this study, it was shown that cells can induce to different cell death
from apoptosis by perturbation of intracellular calcium balance.

Key Words: quercetin, epigallocatechin gallat, thapsigargine, calcium phosphate,
glioma, cell death.
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GIRIS ve AMAC

Kanser, proliferasyon yetenegi yiiksek olan somatik hiicrelerde goriilen
genetik bir hastaliktir (Liotta ve Liu, 2001). Tedavisi ve tanis1 bircok uzmanlik
dallarinin isbirligini gerektirmektedir. Tiim diinya niifusunu etkileyen kanser,
uzun yillardir en ¢ok arastirilan bir hastalik olmasina karsin radikal bir tedavisi
bulunamamis  Oliimciill  hastaliktir. Olim nedeni olarak, diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer alan kanser her yasta
gelisebilen, cesitli organ ve dokularda fonksiyon ve yapi bozukluguna neden
olan o6nemli bir hastaliktir (Murray ve ark., 1998). Boveri’nin modern
paradigmasina gore kontrolsiiz hiicre proliferasyonu olan kanseri somatik
hiicrelerdeki mutasyonlar etkilemektedir (Qumsiyeh ve Li, 2001). Kanserin
ayrintili pek ¢ok tanimi vardir. Bu tanimlardan en kolay olani, kanserin
kontrolsiiz biiyiime ve anormal hiicre yayilimi ile karakterize bir hastalik grubu
oldugudur. Eger yayilim kontrol edilemezse, hastalik 6liimle sonuclanabilir.
Cografi degiskenlik kanser tiplerinde de farkliliklar gosteriyor. Ornegin mide
kanseri Japonya’da, goOglis kanseri Amerika’da yiliksek oranlarda
gozlenmektedir (Russell, 2004). Oliim oranlarinda erkeklerde ilk siray1 akciger
(2002 yilinda 89 000 6lii), prostat (30 000 6lii) ve kolon (28 000 6lii) kanseri,
kadinlarda ise akciger (60 000 6lii), meme (40 000 6lii) ve kolon (29 000 6lii)
kanseri yer aliyor (Russell, 2004).

Kanserin oliimle sonuglanan ve ekonomik kayiplara neden olan bir
hastalik olmasi sebebiyle Tiirkiye i¢in Onceligi ve éneminin rakamlarla ortaya
konulmasi son derece onemlidir. Tiirkiye’de yillik kanser insidensi yiiz binde
150 olarak tahmin edilmis ve her yil 90 000 -100 000 dolayinda yeni kanser
olgusunun goriilecegi diisiiniilmektedir (Kayaalp, 1998). Kanser vakalarindaki
artmanin nedenleri; yetersiz hijyenik sartlar, yetersiz beslenme, cevre kirliligi,
stres, kimyasal maddelerin kullanimindaki artis, radyoaktif maddelerin bilingsiz
kullanimi, bolgenin jeolojik yapisi, kanser tam1 yontemlerinin gelismesi ve
halkin bilinglenmesi ile agiklanabilir. Kanser vakalarimin bolgelere gore
dagilimlarinda Ege bolgesi ilk sirada (%22), i¢ Anadolu Bolgesi ikinci sirada
(%18), Dogu Anadolu Bolgesi iiciincii sirada (%14), ve Karadeniz, Akdeniz,
Marmara bolgeleri dordiincii sirada (%13) yer almaktadir (Kaya ve Boliikbas,
2003). Ulkemizde sigarayla iliskili kanserler artarken, gelismis iilkelerde
beslenme ve genetik faktorlerle iligkili kanserlerin artmakta olmasi; Tiirkiye’de
kanser korunmasindaki en Onemli hedefin sigara oldugunu gostermektedir
(Yaris ve ark., 2003).

Kanser bir seri genetik hasarin birikimi ile ¢cevresel etmenlerin bagimsiz
ya da isbirligi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Kanserdeki ilerleme genetik
bilgilerdeki degisimlerin birikmesiyle olusur. Genlerdeki bu degisim sonucu
tiimoriin invazyon ve metastazi gerekli goriiliir (Liotta ve Liu, 2001). Insan
kanserlerine yol acan degisimlerin hedefledigi baslica kanser genleri, 6zellikleri
itibariyle onkogenler ve tiimor baskilayici genler olarak siniflandirilabilir.
Tiimor baskilayict genler normal hiicrelerin kanserli hiicre haline doniismesini
engelleyen genlerdir. Genetik hasar olarak isimlendirdigimiz mutasyonlardan
bazilari, hiicre ¢cogalmasimin kontroliinii etkilerken, digerleri tiimor hiicrelerinin
bulunduklar1 noktalardan taginmasini ve uzak mesafede yasamalarimi veya
timoriin biiytimesi icin gerekli olan anjiyojenik islemleri uyarmaktadirlar.
Sonug olarak kanser hastaligi hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak
kabul edilmektedir (Klug ve Cummings, 2000). Bag dokusu en cok tiimoriin
olustugu dokudur. Kanser hastaliginin klinik cehresi gelismekte olan tedavi
yontemlerini de dikkate almamiz gerekirse su plan1 icermektedir. (1)



neoplazmanin kendine 6zgii dokusal yapisi, (2) timoriin derecesi ve organ
dokusunun ilgisinin kapsami, (3) kanser tiplerinin biyolojik karakteristigi ve
nedensel etkenleri. Kanserde erken tani ¢ok Onemlidir. Kanser insidensinin
yiiksek olmasi disinda terapide goriilen problemlerle de 6nem kazanmaktadir.
Kemoterapide amac¢ hastanin normal hiicrelerine zarar vermeksizin timor
hiicresinin biiyiimesini ve ¢ogalmasimi durdurmak ve miimkiinse onlar yok
etmektir.

Kanser ile ilgili gelismelerde amag, kanserin normal hiicrelere gore
farkli ozelliklerinin aydimnlatilmasi ve bu o6zellikleri dikkate alarak normal
hiicrelerde istenmeyen etkiler olusturmayacak yani sadece kanser dokusuna
selektif olacak terapiler gelistirilmesidir. Sonug olarak kanser tedavisinde daha
etkili ve iyi ilaglara siddetle gereksinim vardir. Ciinkii kanser hastaligi heniiz
radikal tedavisi olmayan bir hastaliktir. Bu calismada amac, homeopatik olarak
beyin tiimorlerinin tedavisinde Ruta ekstresine destek olarak verilen kalsiyum
fosfatin, etkisini hiicresel diizeyde gorebilmektir. Bu c¢alismada Ruta
ekstresinde en bol bulunan fenolik olan rutinin (kersetin-3-rutinozid) Oncii
maddesi olan kersetinin benzer etki gosterip gostermedigi de arastirilmaya
calisitlmistir. Ayrica rutin ve kersetin Ostrojenik etkileri olan fenolik
maddelerdir, bununla birlikte epigallokatesin gallat anti-Gstrojenik calisan bir
fenoliktir. Bu ¢alismada, zit yonde ¢alisan ayn1 gruba dahil iki dogal maddenin
proliferasyon ve hiicre 6liimii iizerine olan etkilerinde, hiicre disindan alinan
kalsiyumun (CP kombinasyonlar1), storlardan cekilen kalsiyumun (TG
kombinasyonlar1) dnemi arastirllmaya calisilmistir. Ayrica elde edilen bulgular
ile sitoplazmada kalsiyum miktarindaki artis ile hiicrede Olim
mekanizmalarinin degistigi gosterilmek istenmistir.

KAYNAK BILGISI
Kanserli Hiicre Biyolojisi

Kanser, hiicrelerin siirekli olarak cogalmasi ile karakterize bir diizen
bozuklugudur. Bu durum, siirekli ¢ogalarak asir1 miktarda artan hiicre sayisinin
normal olarak gerceklesen uygun miktarda hiicre kaybiyla dengelenmemesi
sonucu gerceklesir. Bu hiicreler invazyon yaparlar ve organizmanin organlarini
hasara ugratirlar. Kanser hiicreleri kaynaklandiklar1 hiicrelere gore daha kisa
zamanda Olmelerine ragmen yeni hiicre olusumu o kadar hizhidir ki, sonugta
hiicreler devamli birikir. Bu dengesizlik (asir1 hiicre birikimi), hem kanser
hiicrelerindeki genetik anormalliklerden hem de organizmanin bu hiicreleri
tanimada ve yok etmedeki basarisizligindan dolayidir.

Kanserli hiicreler normal hiicrelerden en 6nemli iki karakteristik 6zelligi
ile farklilik gosterirler. Hiicrelerin bilytimesi ile dokularn istila etmesi yani
invazyon ve metastaz ile farkli bolgelerde kolonize olmasi. Invazyon biitiin
neoplazmalarin bir 6zelligi olan kontrolsiiz ¢ogalmadir. Kanserli hiicreler
sinirsiz ¢ogalma, yerel dokular isgal, viicudun diger boliimlerine yayilma ve
metastaz olusturma yeteneklerine bagli olarak 3 gruba ayrilmaktadir.

1.Benign Tiimorler: Herhangi bir dokudan koken alabilen bolgesel
tiimorlerdir, ancak uzak bolgelere yayilma 6zelligi yoktur.

2.In-situ  Tiimorler: Kanser hiicrelerinin morfolojik goriintiilerine
sahiptirler, fakat epitelyal tabakada kalirlar, bazal hiicre zarina veya destek
dokuya gecemezler (Franks ve Teich, 1998).



3.Malign Tiimérler: Biiyiiyebilmeleri i¢in kan akimiyla saglanan
besinlere ihtiya¢ duyarlar ve kan damarlarinin timor i¢inde bilyiimesini uyaran
proteinler iiretirler. Anjiogenez ile olusan yeni kan damarlar diizensiz bir
sekilde tiimor icinde yayilirlar. Kanser hiicreleri bu damarlarla ikincil
tiimorlerin olusacag uzak organlara taginirlar, yani viicudun diger bolgelerine
metastaz yaparlar (Hu ve ark.,1993).

Kanserli hiicreler koken aldig1 doku ve hiicre tipine gore isimlendirilir.
Insanda olusan kanserlerin %90’1 epitelyal hiicrelerin fiziksel ve kimyasal
hasarlara ugramasi sonucu meydana gelmektedir (Alberts ve ark., 1994).

Kanser cinsel hiicre hastalig1 olmayip, tek bir somatik hiicre hastaligidir.
DNA diizeyinde intirinsik hatalar nedeniyle ortaya cikar veya karsinojene
maruz kalma ile indiiklenir. Yenilenebilen dokularda hiicre 6liimii ve yeni
hiicrelerin iiretimi (turnover) s6z konusu oldugundan kanser riski vardir.
Yenilenemeyen hiicrelerin “turnover”1 diisiiktiir, bu hiicrelerde yenilenme
olmadigindan kanser olusumu miimkiin degildir. “Turnover” orami diisiik olan
hepatosit (karaciger) gibi hiicrelerde hasarlar veya cerrahi girisimler sonucu
olusan yaralanmalarda kanser olusumu c¢ok nadir goriiliir. Bagirsak, kemik
dokusu gibi hiicreler hizl1 “turnover”a sahip oldugu i¢in siirekli hiicre iiretilir ve
bu ¢ogalma degisikligi ile farklilagma farkli hiicre tipleri tarafindan kontrol
ediliyor. Kanser hiicrelerinde differansiasyon (farklilasma) yoktur. Kok (stem)
hiicreleri sadece bir defa boliiniir ve iki yavru hiicre olusur. Sonraki bolinmeler
yeni hiicrelerde olur. Kanser hiicrelerinde onkogen ve timor supresor genleri
bozulur. Boylece hiicre siirekli boliinme 6zelligi kazanir. Kiiltiirdeki hiicrelerin
cogu ylizeye tutunarak cogalirlar yani adherent hiicrelerdir, ancak bazi
transform ya da neoplastik hiicreler kiiltiirde siispansiye halde de yasamlarini
devam ettirebilirler. Hiicreleri kiiltiirde ele aldigimiz zaman teorik olarak hiicre
belli bir zaman icerisinde iki yavru hiicre olusturarak boliintir. Olusan iki yeni
hiicre tekrar boliinme geg¢irir ve bu teorikte 2n formiilii ile sonsuza dek devam
eder, ancak bu boliinme pratikte farklidir. Tiim hiicreler ayn1 anda boliinmez,
bazilar1 boliinlirken, diger bir kismi boliinmeyi tamamlamis olabilir, durgun
hiicreler olabilir veya farkli etki altinda kalan hiicreler 6lebilir ve bu sebeple
kiiltiirdeki popiilasyon idealden farklidir. Bu olay eksponensiyel biiyiime olarak
tanimlanir. Kiiltiirdeki hiicrelerin eksponensiyel olarak ¢ogalma veya diger bir
deyisle hiicrelerin bir siklusunun tamamlanmasi, kitlenin iki katina ¢ikmasi
(doubling time) olarak kabul edilir. Bu siire ve bununla ters orantili olan
cogalma fraksiyonu kanser kinetigi acigindan klinik anlamda da oldukca 6nemli
parametrelerdir.

Kontrol grubundaki hiicrelerin iki katina ¢ikma
zamant
Proliferasyon Orani =

Deney grubundaki hiicrelerin iki katina ¢ikma
zamani

Eksponensiyel popiilasyondan dolay1 sikliisu etkileyecek olan ilaglar bu
tip hiicrelerde ideal biiyiime ve c¢ogalma profiline uymadigindan problem
olabiliyor. Giinlimiizde kullanmilan kanser ilaglarinin biiyiik bir kismi hiicre
sikliisunu etkiliyor, yani sadece sikliisun belli donemlerindeki hiicreleri
etkiliyor. Ilaclarin kullams amaclarin1 tam olarak anlayabilmek icin hiicre
sikliisu kinetigini bilmek gereklidir.

Hiicre Siklusu



Hiicre boliinme mekanizmasi, boliinen hiicrelerin tamamen ayni olmast
ve evrim boyunca hiicrelerin genetik 6zelliklerinin korunmasi esasina dayanir.
Hiicre boliinme siireci, hiicrelerin iceriklerini ve 6zellikle de kromozomlarin
dogru bir sekilde duplike etmeyi garanti eder. ki yavru hiicre ortaya ¢ikarmak
tizere birbirini izleyen iki mitoz boliinme arasindaki aralik hiicre dongiisii
olarak tanimlanir. Hiicre boliinmesinde, protein kinazlar tarafindan regiile
edilen niiklear DNA sentezinin ve ardindan mitozun baslamasi olaylart kritik
oneme sahiptir. Ayrica, hiicre siklusunun cesitli fazlan spesifik bir protein olan
siklinler tarafindan aktive edildigi de bilinmektedir. Hiicre dongiisii, diger bir
adiyla hiicre siklusu geleneksel olarak iki asamaya ayrilir: 1.Interfaz ve 2.Mitoz
(M faz1 olarak da bilinir). Tiim dokularda mitoz ile interfaz arasinda hiicresel
yenilenmede gelisen bu degisiklikler hiicre siklusunu olusturur. Interfaz kendi
icinde 3 safhaya boliiniir: G; (sentez 6ncesi), S (DNA sentezi) ve G (post-DNA
duplikasyonu sonrasi). Interfazin en belirgin olay1 S fazinda gergeklesir, burada
DNA’nin esas kromozomal kompenentleri ve DNA iki katina cikar. Bu
safhanin radioaktif DNA Onciileri ile isaretlenmesi (Orn: H® timidine) daha
sonra ise biyokimyasal ve radiootografik metotlarla iz takibi ile gosterilmesi ve
analiz edilmesi mumkiindiir. § fazi, G; faz1 adi verilen bir araligin ardindan
gelir. G; fazinda RNA ve protein sentezi gerceklesir ve boliinme sonucu olusan
hiicrenin tekrar DNA sentezine baslayacagi zaman i¢in kullanilir. Bu fazda
kalan ve boliinmeyen hiicreler Gy fazina gegerler, Gy fazindaki hiicreler “durgun
(quiscent) hiicre” olarak isimlendirilir ve hiicre giinlerce, aylarca, hatta yillarca
kalacagi bir dinlenme donemine girer. Mitozdan 6nce G, faz1 gelir ki, burada
hiicre mitoza baslamadan once DNA’nin iki katina ¢ikarildigindan emin olmak
ister, DNA replikasyonunun dogrulugu onaylanir ve hatalar diizeltilir. Hiicre
bundan sonra M yani mitoz fazina gecer. G; ve G fazlarimin diger bir 6nemi de
mitoz Oncesi ve sonrasi hiicreye bilylime zamani kazandirmalaridir. Hiicre
boliinmesine hazirlik asamasinda hiicre kiitlesinin iki katina c¢ikarilmasi igin
hiicrenin biiytimesi gerekir. M (Mitoz) faz1 sirasinda replike edilen
kromozomlar ayrilir ve mitoz ile ayrilan iki yeni cekirdekte paketlenir ve
sitoplazma sitokinler tarafindan iki kardes hiicreye boliiniir. Mitoz fazi dinamik
ve devamlidir, kolay anlasilmasi icin profaz, metafaz, anafaz ve telofaz
safhalarina boliiniir. Profaz, nukleus kromatininin giderek spirallesmesi ile
karakterize edilir. Metafazda nukleus zar1 ve nukleolus kaybolur, kromozomlar
kutuplara go¢ ederler. Anafazda 2n kromozom sayisi 4n’e ¢ikar ve kardes
kromatidlerden biri hiicrenin bir kutbuna, digeri 6teki kutba dogru hareket eder.
Telofaz safthasinda kutuplara cekilen kromozomlar iki yavru hiicre olustururlar
(Abraham ve Kierszenbaum, 2006; Alberts ve ark., 1994; Bozkurt, 2000;
Johnson, 1990; Junqueira ve ark., 1993).

Cogalma kapasitesine sahip hiicreler normal olarak belli kontrol
noktalarinda dururlar. Bunlarin en 6nemlileri, ilki DNA sentezinden hemen
once, yani hiicre S fazina girmeden hemen once ve ikincisi mitozdan hemen
oncedir. Bu histolojik olarak dinlenme periyotlari, olasilikla siklin bagimh
kinazlarin ve tiimoOr supressor proteinlerin aktivitelerinin azalmasiyla
gerceklesir. Gergekte, bu fazdaki hiicreler hiicre siklusunun bir sonraki fazina
girecek proteinleri sentezlediklerinden biyokimyasal olarak aktiftirler. Bu gecis
donemlerinde yani kontrol noktalarinda, varsa genetik defektler diizeltilir.
Sonug olarak, hiicre siklus boyunca ilerlerken iki kontrol noktasinda durur ve
kontrol edilmis olur (Kastan ve Skapek, 2001)

Apoptoz ve Kanser



Apoptoz (programli hiicre 6liimii) ve nekroz memeli hiicrelerini 6liime
gotiiren iki Oonemli olaydir. Normal fizyolojik sartlarda, hasarli veya yash
hiicreler, apoptoz olarak adlandirilan, genetik olarak diizenlenen bir hiicre 6liim
programiyla kendi kendilerini oldiiriir, yani apoptoz; gelisim, homeostaz ve
patojenezde Onemli rol oynayan hiicre intihar mekanizmasidir (Hu ve ark.,
2001).

Apoptoz organizmada dogru bir sekilde islemelidir. Olmesi gereken
hiicrelerimiz zamaninda ve gerekli sayida 6lmelidir. Bir sekilde hizlanmis veya
yavaslamis bir apoptoz patolojiktir (http—1). Programdaki bozuklugun neden
oldugu asir1 hiicre artis1 kanser ve otoimmiin hastaliklara, hiicre azalisi ise
AIDS ve norodejenaratif hastaliklara neden olmaktadir. Apoptozun 6zellikle
embriyonun gelisim ve farklilasma isleminde de roliiniin vazgecilmez oldugu
bilinmektedir (Krauss, 2001). Bunun yam sira bagisiklik sisteminde sitotoksik
T lenfositleri tarafindan viriis enfeksiyonlu hiicrelerin ve otoreaktif B veya T
lenfosit hiicrelerinin eliminasyonu da apoptozis ile gerceklestirildigi
gosterilmistir (Clermont ve ark., 2003). Apoptozun diger bir fonksiyonu hasarl
DNA’ya sahip hiicrelerin yikimini saglamasidir. Bu tip hiicreler mutasyon
birikimine ugramadan ve bir tiimor hiicresine doniismeden Once apoptotik
program ile dldiiriilmektedirler (Krauss, 2001).
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Sekil 1. Apoptoz ve Nekroz (http-1)

Hiicre o6lim sekli olan apoptoz ve nekroz mekanizmalar1 arasinda
belirgin farklar oldugu ilk kez Kerr ve arkadaslari (1972) tarafindan
anlasilmistir. Nekroz, akut hasarda goriilen, fizyolojik olmayan bir durumdur.
Nekrotik hiicrelerde sisme, sitoplazma organellerinin dagilmasi, hiicre
membraninin bozulmasi1 ve patlamas1 karakteristik o6zelliklerdir. Dokunun
nekroza verdigi cevap ise inflamasyon olusumu tarzindadir. (Dive ve ark.,,
1992). Apoptoza giden hiicreler biiziisiir, hiicreler aras1 baglantilarin1 kaybeder,
yogunlasir, kromatin parcalanir ve kiiciik apoptotik cisimler olusturmak iizere
yikilir. Apoptotik cisimler makrofajlar tarafindan fagosite edilir, bu nedenle
inflamasyon goriilmez.

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde
stirekli olarak olusmaktadir ve bu olusum Omiir boyu devam etmektedir.



Boylece oliim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda doku
homeostazisini olusturmak iizere dinamik bir denge halinde siiregelir (Wyllie,
1980).

Apoptozun genetik ve molekiiler mekanizmalar1 1980’lerin sonunda bir
nematod solucani olan Caenorhabditis elegans’da, tam olarak 131 hiicrenin
oldiiriiliip 959 tanesinin kalmasiyla ortaya cikarildi (Korsmeyer ve Zinkel,
2001). Burada, apoptozda birbirini izleyen dort basamak vardir.

1. Hiicre dig1 ve hiicre i¢i faktorlerin uyardigi hiicre 6liimii i¢in hiicrenin
programlanmasi.

2. Kaspazlar (Sistein aspartik asit-6zgiin proteaz) olarak adlandirilan
hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonuyla hiicre 6limii ya da idama.

3. Makrofajlar tarafindan apoptotik cisimlerin fagositozu.
4. Apoptotik cisimlerin lizozomal yikilmasi.

Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptit bagini
kirarlar. Hiicrede inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerinin
aktiflestirirler. Boylece bir kaskad seklinde islerler. Apoptozda hiicreyi
parcalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler olarak
bilinirler.

Apoptoz mekanizmast ¢ok sayida ve cesitte modiilator tarafindan
diizenlenir. Bunlar arasinda bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid),
genler (c-myc), proteinler (p5S3) ve hatta organeller (mitokondri)
bulunmaktadir. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre icine siirekli Ca* girisi
gerceklesir. Buna ragmen hiicreye Ca* girisi apoptozisin gergeklesmesi icin
her zaman gerekli degildir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 c¢esitli uyarilara kars
apoptotik yamiti p53’tin indiikledigini ve bcl-2’nin baskiladigim1 agikca
gostermektedir (Pan ve ark., 1997; Korsmeyer ve Zinkel, 2001). Bcl-2 ailesi
birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan biri pro-apoptotik,
apoptozu indiikleyici etkiye sahiptir. Digeri ise anti-apoptotik apoptozu
baskilayici etkiye sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom C’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesini indiiklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom C
saliverilmesinin baskilarlar. Bu yiizden, pro ve anti-apoptotik iiyelerin dengesi
yasam ile oliim arasindaki secenegi belirler. Apoptotik siirecte kritik, geri
doniilemez asama mitokondrinin aktivasyonudur. Apoptozu baslatan yollarin
kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu goriilmiistiir (Korsmeyer ve
Zinkel, 2001; Alles ve ark., 1991).

Apoptoz, yargi (commitment) ve infaz (execution) fazlarindan olusur.
Yargi fazi hiicrenin uyaranlara kendi kendisini imha etmesinin saglayacak
yanitlar olusturmasi, bu islemden 6liime kadar olan asamalar da infaz fazim
olusturur. Apoptoz, nakil edilen hiicre reddinde, bir seri otoimmiin hastalikta,
norodejenerasyonda, kalp hastaliginda ve kanserde (lemfoproliferatif hastalik)
goriiliir. Ancak baz1 tiimér hiicrelerinin apoptotik yeteneklerini kaybettikleri de
bilinen bir gercektir (Karp, 1999). Apoptozun diizenlenmesinde ve devaminda
gorev alan gen iiriinleri, hastalifin seyrinde, tamida ve tedavide olasi
hedeflerdir.
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Sekil 2. Apoptozun Genel Goriiniimii (http-1)

BEYiN TUMORLERI

Beyin tiimérleri, beyin icinde biiyiiyen tiimorlerdir ve tiim hastaliklar
icinde en dramatik prognozu olanlardan birini olusturmaktadir. Beyin
tiimorleri, nobet ve bas agris1 disinda belirgin olmayan kognitif degisiklikler ve
kisilik degisikliklerine yol acabilirler (Oguz ve ark, 2005). Amerika’da her yil
yaklagik 17.000 beyin tiimorii ve sinir sistemi kanseri gozlenmektedir, ayrica
tim kansere bagli Oliimlerin ise %?2’si primer beyin tiimorlerinden
kaynaklanmaktadir. (Russell, 2004). Modern beyin tiimor cerrahisi 1884’de
Rickman Godlee tarafindan Ingiltere’de yapilan operasyon ile baslamistir
(Kaye ve Laws, 2001). Giiniimiizde beyin tiimorlerinin siniflandirmasi hemen
hemen patolojiye dayanmaktadir. Beyin tiimorlerinin bugiinkii siniflamasinin
temelini Wirchow atmistir. Wirchow 1860°da beynin hiicrelerarasi matriksi
olarak norogliay1 tarif etmis, yine tiimorlerin makroskobik ve mikroskobik
ozellikleri arasinda baglanti kurulmasini saglamis ve “glioma” tarifini de ilk
kez yapmistir. Bailey ve Cushing 1926 yilinda gliomalarin bir simiflamasini
yaptilar, ancak bu siniflama karmagikligi dolayis1 ile genis bir kabul gdrmedi.
1993°de WHO (World Health Organisation) tiimérlerin siniflandirmasim
yaymladi (Kliehues ve ark., 1993). Bugiin i¢in en sik kullanilan sistem ise 2000
yilinda yeniden gozden gecirilerek diizenlemeler yapilan 1993’deki WHO
siniflandirmasidir (Kliehues ve ark., 2000) En temel intra-axial beyin tiimorleri
olan gliomalar astrositleri, oligodendrgliomalar1 ve ependimal tiimorleri igerir.
Medulloblastomalar, diger seyrek noéroektodermal tiimorler ve temel CNS
limfomalar daha az yaygin olanlardir (Russell, 2004). Tiim bu tiimorler beyin
dokusunu istila etmeye egilimlidirler ve hig biri cerrahi yolla tam olarak kesilip
allmamaz. Gliomalarin en yaygini olan Astrositik tiimorler benign’den malign’e
dogru IV evrede siniflandiriliyor (Kliehues ve ark., 2000).

Pilositik Astrositoma (Evre I): Bu tiimor diisiik evre glial tiimorlerin
cok sik bir varyantidir ve tipik olarak ¢ocuk ve genc yastaki eriskinleri etkiler.
Cocuklarda cok yaygin olan son derece diisiik dereceli fokal tiimorlerdir ve



bunlar cogu kez tam cerrahiyle kesilip alinarak iyilestirilebilirler. Cocukluk
cagl beyin tiimorlerinin ise %15’ini teskil eder. Pilositik astrositomalar orta hat
yapilarinda yerlesim gosterirler. Pilositik astrositomalarda malign dejenerasyon
beklenmez ve rekiirrens oldugunda histolojik tip her zaman aynidir.

Fibriller Astrositoma (Evre II): Evre 11 tumorler astrositomalarin
yaklagik olarak %10-15’ini olustururlar. Genellikle daha geng yaslar1 etkilerler
ve ortalama etkilenen hastalar yaglar1 35 dolayindadir. Evre II tiimorlerin
gelismesinde fazla zamana ihtiya¢ duyulur, genellikle yillar ile dl¢iilebilen bir
periyot icinde gelisir ve c¢ogunlukla histolojik ¢ehre olusturuyor. Fibriller
timorler daha sert lastik kivamindadir. Fibriller astrositomalar degisken
miktarda gliofibriller matriks icerirler.

Glioblastoma Multiforme (GBM) ve Anaplastik Astrositoma (AA)
(Evre III ve IV): Glioblastoma Multiforme erigkin yas grubundaki en sik
primer beyin tiimoriidiir. Primer beyin tiimorlerinin dagilimi biiyiik oranda
yasla ilintilidir. Glioblastoma ve anaplastik astrositoma ¢ok genis bir sekilde
beyin i¢ine sokulmaya egilimli, hizla yayilan ve beyni yikima ugratan daginik
timorlerdir ve insidensleri 14 yag altinda 100.000’de 0.2-0.5 iken, 45 yas
tizerinde ise 100.000’de 4-5" c¢ikmaktadir. Aym sekilde anaplastik
astrositomalarin yas ile yerlesim alanlar1 da degiskenlik gostermektedir.
Glioblastoma icin ortalama yas 60 dolayinda iken, anaplastik astrositomada
ortalama yas 50 dolayindadir. GBM ve AA erkeklerde kadinlara gore, beyaz
irkta da siyah 1rka gore bir miktar daha sik goriiliir. Yapilan caligmalarda ortaya
atilan hipotezler gore diisiik grade astrositomalardan basamak basamak GBM’e
ilerleyis kromozom 10 ve 17’de yerlesim gosteren supresor genlerin kademeli
kayiplarindan ileri gelmektedir. Bu kayiplar tiimor biiylimesini ve
heterojenitesini artiran dominant onkojenlerin aktivasyonuna yol a¢maktadir.
GBM ve AA glial hiicrelerden kaynaklanan malign astrositik tiimorlerdir ve
genellikle serebral hemisferlerin derin beyaz maddesin de yerlesirler. Tiim
gliomalarin tedavisi sik sik cerrahi islem, radioterapi ve kemoterapi gerektirir.
GBM ve AA tedavisinde tek basina cerrahi ile semptom kontrolii ve sagkalim
miimkiin olmamaktadir. Prospektif calismalar gostermistir ki radyoterapi (RT)
sagkalim iizerine onemli derecede katki saglar. Adjuvan kemoterapinin RT ile
uygulandiginda, yasam siiresi iizerine katkilarin1 gosteren calismalar vardir
(Altinbas ve ark., 2003).

KANSER HUCRELERININ ONEMLIi OZELLiKLERI

Klonal orijin: Cogu kanser hiicresi tek bir anormal hiicreden dogar. Baz
kanserler birden fazla sayida malign klonlardan dogar. Bu klonlar, ya bir saha
hasar1 (dokunun birden fazla sayida hiicresi karsinojene maruz kalmasiyla) ya
da baz1 genlerdeki kaliimsal defektler sonucu olusurlar.

Immortalite: Cogu normal hiicrenin boliinme sayisi stnirhdir. Kanser
hiicreleri ise smirsiz sayida bdoliiniirler (¢ogalirlar) ve bitmez tiikkenmez
miktarda hiicre olustururlar. Immortalitenin mekanizmalarindan biri kromozom
uclar1 olan telomerlerdir. Hiicre diferansiye olurken, cogu normal hiicre tipinde
telomerler gittikce kisalir. Fakat kanser hiicrelerinde ve stem hiicrelerde
telomerler telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler. Bu enzim normal olarak
hiicreler diferansiye olurken bir taraftan programli bir sekilde gittik¢e azalir.
Tamamiyla diferansiye olmus bir hiicre istirahat “senescent” durumuna girer ve
sonunda ¢ogalma kapasitesini yitirdiginden oliir. Oysa bircok kanser tipinde
telomeraz etkinligini siirdiiriir veya aktive edilir. Sonugta, telomerlerin
uzunlugu sabit kalir ve hiicre sinirsiz sayida ¢ogalir (immortal kalir).



Genetik instabilite: Bu durum, DNA tamirindeki ve DNA
“mismatche”lerini tamimadaki defektlerden dolayidir ve kanser hiicrelerinin
heterojen olmasina yol acar. Kanser hiicreleri proliferasyon kontrol
mekanizmalarina gittikce daha az yanit veren klonlar olustururlar. Bu klonlarin,
ayrica yabanci ortamlarda yasama yetenegi de gittikce artar ve bdylece
metastaz yaparlar.

Kontakt inhibisyonun ve substratuma tutunarak  biiyiime
ozelliklerinin kaybi: Kiiltir ortaminda biiyliyen normal hiicreler hiicrelerin
normalde yapisti1 substratuma yapisamazlarsa boliinemezler. Normal hiicreler
cogalip iizerinde biiyiidiikleri tiim yiizeyi tek tabaka halinde (monolayer)
doldurduklarinda (konfluent hale geldiklerinde) da boliinme 6zelliklerini
kaybederler. Hatta besiyerleri boliinmeleri i¢in gerekli tiim biiyiime faktorleri
ve diger besin elemanlarinmi (niitrientleri) ihtiva etse bile boliinmezler. Kanser
hiicreleri ise, yar1 kati bir besiyerinde substratuma yapismaya gereksinim
duymadan bagimsiz olarak boliinmeye (biiylimeye) devam edebilirler. Hatta
hiicre kiiltiirlerinde birden fazla tabaka olussa bile biiyiimeye devam edebilirler.

Proliferasyonun biiyiime faktiorlerinden ve niitrientlerden bagimsiz
olarak devaml artisi: Bu durum Kkiiltiir ortamindaki kanser hiicrelerinin bir
ozelligidir. Kanser hiicreleri beslenmeleri icin gerekli besin faktorlerini
titketmelerine ragmen bilyiimeye devam ettiklerinden aslinda kendi kendilerini
oldiirmektedirler. Bircok hayvan tiiriiniin de bu sekilde davranmasi ilginctir.

Anjiogenez: Anjiogenez mevcut kan damarlarindan yeni damarlarin
olusumu seklinde agiklanabilir. Viicutta dogal olarak ortaya ¢ikan bir siireg
olup, bazi durumlarda patolojik de olabilir. Birka¢ milimetrenin iizerinde timor
biiyimesi anjiogeneze baghdir. Kan destegi olmayan kanser kolonileri c¢ap
olarak 1 mm’den daha fazla biiyiiyemezler. Kan akimi saglandiktan sonra,
hiicre 6lim hizi azalir ve timor hizla biiyiir. Yeni kan damarlarinin olusumu
anjiogenez adlanir. Anjiogenez olduk¢a karmasik bir mekanizma ile
gerceklesir. Ekstraseliiler matriks ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden salinan
pek cok biiyiime faktorii, sitokinler ve bunlarin reseptorleri anjiogenezde rol
oynar. Anjiogenez tiimérlerin yayillmasinda yani metastazda onemli rol oynar
(Konukoglu ve Turhan, 2005; Carmeliet, 2003).

Metastaz: Benign tiimorlerde veya normal hiicrelerde bulunmayan bir
ozelliktir, sadece malign hiicrelerde goriilir. Habis tumorler yalmzca
bulunduklar1 doku ve organa zarar vermekle kalmazlar, yakinlarindaki organ ve
dokulara da yayilabilir ve zarar verebilirler. Ayrica kanserli hiicreler
bulunduklar1 bolgelerden kan ya da lenf damarlar1 yoluyla bedenin bagka
bolgelerine taginabilir, orada yerlesebilir. Iste kanserli hiicrelerin bulunduklari
doku disinda dogrudan ya da kan-lenf damarlariyla baska bolgelere
sigramalarina “metastaz” (yayilma) denir (Stetler-Stevenson ve Kleiner, 2001).
Metastaz, ekstraselliiler matrikse yapismaktan sorumlu hiicresel proteinlerin
kayb1 ya da anormalliklerinden, hiicreler arasi interaksiyonun bozuklugundan,
hiicrelerin bazal membrana tutunmalarindaki anormalliklerden, bazal
membranin iiretimindeki anormalliklerden, metalloproteaz gibi bazi enzimlerle
(kollejenazlar) bazal membranin yikilmasindan dolay1 gerceklesir. Sorumlu
proteinler kesfedildikce ve onlarin mekanizmalar1 aydinlatildik¢a metastatik
siire¢ daha iyi anlagilacaktir.



CALISMADA KULLANILAN TEST MADDELERI
Kersetin (Quercetin, QUE):

Kersetin (3,3°,4°5,7-pentahidroksiflavon) giinliik diyetimizde yer alan
yenebilir sebze ve meyvelerde en yaygin olarak bulunan bioflavonoiddir.
Biyolojik etkileri sebebi ile ilag olma potansiyeli olan ve ¢cok sayida bilimsel
calismaya konu olan dogal bir maddedir. Ancak 1970’li yillarda, AMES testi
ile, mutajenik olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte yapilan in vitro
calismalardaki bulgular kersetinin mutajenik degil antimutajenik oldugunu
gostermektedir. Ulusal Toksikoloji Programi (National Toxicology Program)
tarafindan yapilan bazi in vivo testlerde ise kersetinin F344 sicanlari iizerine
karsinojenik etkileri gdzlenmistir. Ancak yapilan in vivo caligmalarin biiyiik
cogunlugu, kersetinin karsinojenik olmadig1 yoniindedir. IARC (International
Agency for Research on Cancer), 1969 yilindan itibaren karsinojenik risk
tasiyan kimyasallar1 degerlendirme altina almaktadir. IARC, 1999 yilinda,
kesretinin insanlar i¢in karsinojenik olmadigi sonucuna varmistir. Kersetin,
Amerika ve Avrupa’da ticari olarak satilmakta ve devam eden klinik
calismalarda rapor edilen yararh etkileri artmaktadir (Okamoto, 2005). Kersetin
Hsp’ lerin (Heat shock proteins, 1s1 soku proteinleri) ekspresyonunu (6zellikle
Hsp70), inhibe ederek tiimor hiicreleri {iizerine apoptotik etki gosterir
(Pawlikowska-Pawlega ve ark., 2001). C6 hiicreleri ile yapilan bir ¢caligmada,
181 soku sonucu, kersetinin sitosolde Ca** birikimine sebep oldugu ve 1s1
stresinin inhibe edilmesinde, GTP-baglayic1 proteinlerin, fosfolipaz C (PLC)
aktivitesi, inozitol trifosfat {iretiminin yada reseptorlerinin rol oynadigi
savunulmustur (Kagaya ve ark., 2000). Kersetinin fosfolipaz A, (PLA;) ve
lipoksijenaz yolaklarini, oksidatif streste inhibe ettigi, ancak 1s1 stresinde inhibe
etmedigi gosterilmistir (Gosslau ve Rensing, 2000). Beyinde norotoksisite ve
patogeneze sebep olan asiri nitrik oksit iiretiminin, kersetinin de aralarinda
oldugu, besinlerde bulunan bazi kimyasal maddelerle engellenebilecegi C6
hiicreleri ile gosterilmistir (Soliman ve Mazzio, 1998).
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Sekil 3. Kersetinin Kimyasal Formiilii (http-2)

Epigallokatesin Gallat (EGCG):

Cay, diinyada sudan sonra en ¢ok tiiketilen i¢ecektir. EGCG, yesil ¢ayda
var olan polifenoliklerden en bol bulunan katesindir. Yesil cayda bulunan diger



katesinler, epikatesin, epikatesin galat ve epigallokatesindir. Yesil cayda
bulunan polifenollerin, 6zellikle EGCG’1n antikarsinojenik etkileri, cesitli
hayvan ve hiicre kiiltiirii deneyleri ile gosterilmistir. EGCG, serbest oksijen
radikallerini stipiiriicii etkileri yaninda, glutatyon peroksidaz,
gamaglutamilsistein sentaz, kuinon rediiktaz, hemoksijenaz enzimlerini
diizenleyerek de antioksidan etki gostermektedir. Sigaraya spesifik
nitrozaminlerin olusturdugu DNA hasarim1 ve sitotoksisiteyi engellemektedir.
UVB ile indiiklenen ERK1/2 fosforilasyonunu inhibe ederek de kemopreventif
etkiye sahip oldugu da cesitli ¢alismalarda tespit edilmistir. Siklin bagiml
kinazlar1 modiile eder, TNF-q., prostaglandinler (6zellikle PGE2) ve interlokin
(IL) gibi proinflamatuvar faktorlerin overekspresyonunu inhibe ederek timor
olusum mekanizmalarin1 bozar. Bazi1 kanser tiirlerinde siklooksijenaz-2’nin
(COX-2) overekspresyonu vardir ve EGCG bu ekspresyonu da inhibe
etmektedir. Timor invazyonunda oOnem tasiyan MMP-2 ve MMP-9’un
aktivitelerini de azaltmasi ile EGCG kanser tedavisi ve kanserden korunma icin
ilag olarak timit verici goriilmektedir (Na ve Surh, 2006; Katiyar ve ark., 2006).
Ca*™ hiicre ici haberci gibi davranarak, hiicre biiylimesi ve oOliimii gibi
fonksiyonlar1 regiile eder. EGCG’in hipokampal néronlarda, o-amino-3-
hidroksi-5-metil-4izoksazolpropiyonik asid (AMPA) tarafindan indiiklenen
intraseliiler Ca* artisini inhibe ettigi, ancak fizyolojik konsantrasyonlardaki
miktarinda herhangi bir degisime sebep olmadigi da cesitli calismalar ile
gosterilmistir. Bununla birlikte, EGCG’1n platelet kaynakl1 biiyiime faktorii’niin
(PDGF) b-reseptoriine baglanmasi ile olusan intraseliiler Ca*” artisi1 da inhibe
ettigi gosterilmistir. U87 insan astrostoma hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada
EGCG’mn hiicreye disaridan kalsiyum gecisini arttirmasi yam sira, PLC
aktivasyonu ve inozitoltrifosfat yolagi ile de storlardan sitoplazmaya kalsiyum
akisgimm arttirdignr gosterilmistir (Kim ve ark., 2004). U-373, U-87 ve C6
glioblastoma hiicreleri ile yapilan bir calismada EGCG’1n apoptotik etkileri ve
bu etkilerde insiilin benzeri biiyiime faktorii-I'in (IGF-I) etkili oldugu
savunulmustur (Yokoyama ve ark., 2001).
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Sekil 4. EGCG’mn Molekiiler Yapis1 (http-3)
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Sekil 5. Cay Polifenollerinin Kanserdeki Etkileri (Katiyar ve ark., 2006)

Kalsiyum Fosfat (Calcarea phosphorica, Ca3;(PQy); , CP):

Kalsiyum fosfat, homeopatik ila¢ olarak yaygin olarak kullanilmasina
ragmen kanser {izerine etkilerine iligskin fazla bilimsel yayin bulunmamaktadir
(Rajkumar ve ark., 2006). Ancak Prasanta Banerji Homeopatik Arastirma
Vakfi'nda (PBHRF) yiiriitiilmekte olan klinik calismalarda hastaya beyin
tiimorlerini tedavi etmek amaci ile verilen homeopatik Ruta ekstresi yaninda
kullanilan CP sonucu elde edilen MR sonuglarinda beyin tiimérlii hastalarin 6
yildan fazla yasadigi ve glioblastoma multiforme (GBM)’li hastalarda tiimor
kitlesinin kalsifiye oldugu ve 6 ayda bir yapilan takipler sonucunda biiyiime
olmadigi gozlenmistir. Bu konuda yaptiklart iki bilimsel ¢alisma ile de bu
yontemin sonuglart bilimsel olarak gosterilmistir (Banerji ve Banerji, 2001;
Pathak ve ark., 2003). 2000 yilinda Himpens ve Vereecke tarafindan yapilan ve
Almanca olarak yaymlanan bir c¢alismada, hiicre i¢i ve disinda alinan
kalsiyumun, hiicre icinde fosforilasyon ve sinyal iletimi ve hiicreler arasi
iletisimde farkl etkileri oldugu gosterilmistir (Himpens ve Vereecke, 2000).
Ca®* sinyalleri hiicre fonksiyonlar1 ve yasami icin ¢ok dnemli olmakla beraber,
diger taraftan, intraseliiler Ca’" un asir1 artisi ya da diizeninin bozulmasi, hiicre
Olimiini saglayacak mekanizmalarin aktive olmasina ya da artmasina sebep
olabilir. Ca*un hiicrenin icine ya da digina akisi arasindaki denge
bozukluklari, intraseliiler Ca’"’un asirt artmasina ve iskemik noéronlarin ya da
kardiyomiyositlerin oliimiiniin baglamasina sebep oldugu savunulmaktadir.
Ca®*’un apoptosis ve nekroz ile Olimde direkt olarak Oliim sinyallerini
baslattig1 diisiiniilmemekle beraber, direkt olarak proteazlar, fosfolipazlar ve
niikleazlar gibi katabolik enzimleri aktive ederek hiicre Oliimiine ve doku
hasarina sebep oldugu gosterilmistir (Berliocchi ve ark., 2005; Mason, 1999).
Nicholls ve Chalmers tarafindan yapilan calismalarda Ca*>un hiicre icinde
calismasi i¢in fosfat iyonunun 6nemi ve sican beyninde mitokondriyal kalsiyum
tasinim1 ve depolanmasi icin fosfat iyonunun Onemi c¢esitli ¢aligmalarla
gosterilmistir (Nicholls ve Chalmers, 2004, Chalmers ve Nicholls, 2003).

Tapsigargin (TG)

Tapsigargin, Thapsia garganica’dan elde edilen ve intraseliller Ca*
transport ATPazlarin spesifik inhibitorii olan bir tetrasiklik seskiterpen



laktondur. Tapsigargin, SERCA olarak bilinen sarko/endoplazmik retikulum
Ca®* ATPaz enzimlerinin spesifik inhibitorii olup bu enzimlere sikica baglanir.
Tapsigargin, endoplazmik retikulumdan (ER), sitoplazmaya kalsiyum
pompalayan sistemi bloke eder, inozitol trifosfat (IP3)’a bagimli calisan ER
kalsiyum kanallarim1 agar ve plazma zarn kalsiyum kanallarim acarak
sitoplazmaya kalsiyum gecisini arttiran tiimor tetikleyici bir ajandir (Delpino ve
Castelli, 2002). SERCA izoformlar1 sadece kas hiicrelerinde eksitasyon ve
kontraksiyondan degil, diger tiim hiicrelerde, proteinlerin fosforilasyon-
defosforilasyonlari, gen transkripsiyonu, hiicrelerin proteolizleri ve apoptozis
gibi olaylar1 diizenleyen hiicre i¢i kalsiyum sinyal iletimini diizenleyen
mekanizmadir. Kalp yetmezligi gibi bazi1 patolojik olaylarda SERCA’da
defektler oldugu gosterilmistir. Kalp yetmezliginde SERCA’daki defektin ¢ok
Oonemli bir patogenetik faktor oldugu bildirilmistir (Inesi ve ark, 2005). Yapilan
bir ¢alismada, tapsigarginin, aragidonik asid salimimim arttirdigi ve bu olayi
sitoplazmik Ca’a bagimli fosfolipaz A2’yi (PLA2) aktive ederek gosterdigi
savunulmustur (Levine 2005).

Sekil 6. Tapsigargin’in Molekiiler Yapis1 (http-4)
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Sekil 7. Hiicre ici Kalsiyum Sinyalizasyonu (http-5)

YONTEMLER HAKKINDA GENEL BIiLGILER

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) ile
Mitokondriyal Siiksinat dehidrojenaz enzim ol¢iimii

MTT hiicre proliferasyon ol¢iimii hiicre proliferasyonunu, canliligini ve
sitotoksisiyeyi 0lgmekte kullanilan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Holst-
Hansen ve Briinner, 1998). Bu teknigin mitokondriyal enzim sistemleri
tarafindan katalize edilen tetrazolium tuzlarimin indirgenmesine dayandigi ve
hiicre biiyiimesi ve ksenobiyotik sitotoksisitesini yansittig1 bildirilmistir.

Yasayan hiicreler bazi vital boyalar kullanilarak boyanabilmektedir,
ancak yikama basamaklar1 hem siireyi uzatmakta, hem de hata paym
artirmaktadir. ELISA cihazi (¢ok kuyucuklu plaka okuyucu) ¢ok miktarda
oregi, yiiksek oranda dogrulukla okuyabilir, boylece kullamilan renk
reaksiyonunu yasayan hiicre sayisi olarak degerlendirebilme imkam saglar. Bu
tiir kolorimetrik ol¢iimlerde ideal olan renksiz substratlar kullanarak yasayan
hiicrelerde renkli {iriinler elde etmektir. Tetrazolyum tuzlart bu amacla
kullanilan, substrat olarak renksiz, yasayan hiicrelerin aktif mitokondrilerinde
renkli iirtinler veren maddelerdir. MTT bu amacla kullanilan bir tetrazolyum
tuzudur ve substrat olarak sar1 renkte olmasina ragmen yasayan hiicrelerin
mitokondrilerinde  siiksinat-dehidrojenaz ~ enzimine  spesifik = olarak
baglandiginda suda c¢oOziinmeyen mavi-mor formazan tuzlart olusturur.
Formazan tuzlar1 organik solventlerde (DMSO, izopropanol gibi) kolayca
coOziiniirler. Solventte ¢Oziinen materyalin optik dansitesi, ¢0ziinmiis olan
boyanin konsantrasyonunun verdigi absorbansa gore spektrofotometrik olarak
olciilebilir. Olgiilen deger direkt olarak kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik
aktivitelerini verir, bu deger de yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilir
(Mosmann, 1983; Denizot ve Lang, 1986; Carmichael ve ark, 1987). Bu
yontem hizli kolay ve ¢alisma basamaklarinin az olmasi ve 96 kuyucuklu plaka



ile calisma imkani olmasi acisindan hizli kolay ve cok sayida ornegin
calisilmasina imkan veren bir testtir (Reile ve ark., 1990; Kueng ve ark., 1989;
Senaratne ve ark. 2000).
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Sekil 8. Krebs Siklusu ve Siiksinat Dehidrojenaz Enzimi

Siiksinat dehidrojenaz, Krebs siklusunun mitokondri zarinda olan tek
enzimidir ve siiksinati fumarata katalizler. Krebs siklusunun diger tiim
enzimleri solubl fazdadir. Yapisal analogu olan malonat, siiksinat
dehidrojenazin kompetitif inhibitoriidiir (Voet ve Voet, 1995; Alberts ve ark,
1994).

Notral Kirmmz1 (NR) ile Lizozomal Enzimlerin (")lgiimii:

Notral kirmizist (neutral red, toluylene red, Basic Red 5, or C.I. 50040)
ile boyama teknigi hiicre kiiltiirlerinde yaygin olarak kullanilan vital bir
tekniktir ve Borenfreund (2000) tarafindan tanimlanmustir. Lizozomlar
tarafindan katyonik NR’in uptake’ine dayanir. Supravital bir boya olan neutral
red up-take zayif katyonik bir boyadir ve noniyonik difiizyonla hiicre
membranindan penetre olarak lizozomlarda akiimiile olur ve lizozomal
matriksin anyonik bolgelererine baglanir. Hiicre yiizeyinde veya lizozomal
membranda meydana gelen degisiklikler lizozomal hassasliga ve diger
irreversibl degismelere Onderlik ederler. Ksenobiyotiklerin aktivasyonu ile
meydana gelen bu degisimler NR’in baglanmasinda veya up-take’inde
azalmaya sebep olur. Bu nedenle yasayan- saglikli, hasarli-6lii hiicreler boyay1
almalar1 farkli olur ki, bu da yontemin temelini olusturmaktadir. (Horakova ve
ark., 2001; Shen, 1998; Xie ve ark., 1999).

Sulforodamin-B Olgiimii (SRB):



Sulforodamin-B  ol¢iimii, MTT, NR gibi hiicre Kkiiltiirlerinde
sitotoksisitenin Ol¢iilmesi icin kullanilan kolorimetrik bir yontemdir, ancak
MTT ve NR gibi vital bir yontem degildir. Siispansiyon ya da adherent hiicre
kiiltiirlerinde total protein miktarim1 6lgmek icin Skehan ve arkadaslar
tarafindan gelistirilmis, ekonomik ve ilaglarla olusan sitotoksisite ol¢iimleri igin
kolay uygulanabilir bir yontemdir. Ulusal Kanser Enstitiisii’niin tarama
calismalarinda ve yeni anti-kanser ila¢ calismalar igin elverisli bir yontem
olarak ongoriilmiistiir. Lowry ve Bradford yontemlerine alternatif olarak one
stirilen bir yontemdir (Skehan ve ark., 1990).

DNA ve RNA (Riboniikleik asit)’min AKkridin Oranj ile Floresan
Boyanmasi

Niiklear kromatinler hiicre siklusu boyunca yogunlagmaya baglarlar.
Mitozda maksimum yogunlasma gozlenirken S fazina girdiginde yogunlagma
azalmaya baglar. Bu yontem ile niikleik asitler (DNA-yesil ve RNA-turuncu)
floresan olarak boyanir (Kasten, 1981). Etidyum, akridin oranj, proflavin gibi
(planar aromatic cation) maddeler DNA’nin iki zinciri arasinda birikir ve U.V.
lambasi 15181nda serbest boyadan ¢ok fazla floresans gosterir, deney bu esas gz
Oniinde tutularak uygulanmaktadir. DNA miktarina bagli olarak floresans
miktar1 da degismektedir (Celis,1998).

GERECLER
Kimyasallar ve Cozeltiler
Akridin oranj (Sigma)

Dulbecco’nun modifiye edilmis besiyeri (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
DMEM)

Dimetilsiilfoksid -DMSO (Sigma, Merck)

Fetal Sigir Serumu (FCS, Biological Industries)
Formaldehit (Merck)

Fosfat Tuz Tamponu-A (Phosphate Buffer Saline, PBS-A)
Glasiyel Asetik asit (Sigma)

Ham’m F12 Besiyeri (Ham’s F12 Medium, F12)

Hank’s Balans Tuz Soliisyonu (Sigma)

Kalsiyum Fosfat Ca,(POs), (Sigma)

Kalsiyum kloriir- CaCl, (Merck)

Kersetin (sigma)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) (Sigma)
Neutral Red (Sigma)

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (Sigma)



Sodyum bikarbonat (Merck)

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Biological Industries)
Tapsigargin (Serva)

Tris baz (Sigma)

Trikloroasetik asit (Merck)

Malzemeler

Otoklavlanabilir cam sise (Isolab)

96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP)

25 ve 75 cm” lik kiiltiir sigeleri (TPP)

15 ve 50 mI'lik santrifiij tiipii (TPP)

1,2,5 10 ve 25 ml’lik cam pipet (Isolab)

5, 10 ve 25 mI'lik tek kullanimlik pipet (Serological Pipette)
Neubauer lamui (Iso-lab)

0,5-10, 10-100, 20-200 ve 100-1000 ul’lik mikropipetler ve steril uclan
(Eppendorf),

300 ul’lik 12 kanalli mikropipet ve uglar1 (Eppendorf)
Adimli pipet ve enjektor tipi uglar1 (Eppendorf)

Cihazlar

Steril Kabin (Holten)

Karbondioksit inkiibatorii (Heraeus)

Sogutmali santrifiij (Heraeus)

Inverted mikroskop (Olympus)

Immiino-floresan mikroskop ve fotograf atacmani (Olympus)
ELISA cihaz1 (Bio-Tek )

Otoklav (Hirayama)

Kuru hava sterilizatorii (Heraeus)

YONTEMLER
Hiicrelerin Stoktan Cikartilmasi

196 °C’de sivi azot tankinda bulunan hiicre siispansiyon stoklarini
iceren hiicre kiiltiirii tiipii (cryovial), sivi hale gelince, besiyeri icine alinarak,
1200 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlar dokiilerek, hiicreler
yeni besiyeri i¢cinde dagitilmis ve yeni Kkiiltiir siselerine koyularak 37 °C’de,
%95 bagil nem iceren CO, inkiibatoriinde kiiltiire alinmistir. Hiicrelerin
yetistirilmesinde %?2.5 FCS iceren DMEM:F-12 besiyeri kullanilmustir.



Hiicrelerin Tripsinlenmesi

C6 hiicreleri, deneyler igin yeterli sayiya eristiklerinde tripsinlenerek
toplanmistir. Tripsin, 100 ml i¢in, 10 ml 10 x Puck’s Saline A (PSA) tampon
cozeltisi, 0,5 ml %7,5 sodyum bikarbonat ¢ozeltisi, 10 ml 10X Tripsin-EDTA
cozeltisi ve 79,5 ml steril distile su, steril sartlarda karistirilarak hazirlanmstir.

Hiicrelerin Testler Icin Hazirlanmasi

Neubauer lami ile sayilan hiicreler, ml’de 50 000 hiicre olacak sekilde
hazirlanmistir. MTT, NR ve SRB testleri icin 96 kuyucuklu plakalara 0.1 ml
hiicre siispansiyonu (5 000 hiicre) ekilmistir. Hiicreler yapismalart i¢in 24 saat
bekletilmistir. Siire sonunda hiicrelerin iizerlerindeki besiyerleri plakalarin ters
cevrilmesi suretiyle uzaklastirilmistir. Uzerlerine test maddelerinin istenen
konsantrasyonlarim igeren taze besiyerleri ilave edilmistir.

Kersetin’in 1-10-25-50 ve 100 uM konsantrasyonlari, Epigallokatesin
gallatin 0.1-1-10-25 ve 50 uM konsantrasyonlar1 hazirlanmigtir. Daha 6nce
yapilan calismalarda o©nerilen sekilde DMSO’nun besiyeri icindeki final
konsantrasyonu % 0.1’i1 gecmeyecek sekilde maddeler 1 ml igine 1 ul
DMSO’da verilmis ve Kersetin’in final konsantrasyonlart 1-10-25-50 ve 100
UM ve Epigallokatesin galatlin final konsantrasyonlart 0.1-1-10-25 ve 50 uM
olarak saglanmistir. Kalsiyum fosfat 25 UM olarak suda, tapsigargin 1 uM
olarak DMSO i¢inde ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir.

Test maddelerini iceren besiyerleri, 96 kuyucuklu plakalardaki
hiicrelerin iizerine ilave edilerek, karbondioksit inkiibatoriinde inkiibasyona
birakilmigtir. 24-48-72 ve 96 saatler sonunda hiicrelere testler uygulanmistir.

MTT Olciimii

MTT 5 mg/ml olacak sekilde PBS icinde ¢oziindiiriilerek stok soliisyon
hazirlanmistir. Caligsma soliisyonu stok soliisyondan 1 kisim stok soliisyon ve 9
kisim besiyeri karistirilarak taze hazirlanmistir ( 0.5 mg/ml MTT ) (bir plaka
icin 10 ml). 96 kuyucuklu plakadaki hiicreler iizerine, her bir kuyucuga 0.1 ml
MTT calisma soliisyonu ilave edilerek karbondioksit inkiibatoriinde 3-4 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda plakalar alinarak, besiyerleri
uzaklastirillmig ve 0.1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik
dansiteleri ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur (Mosmann,
1983; Denizot ve Lang, 1986; Holst-Hansen ve Briinner, 1998; Tedone ve ark.,
1996; Alley ve ark., 1988; Horakova ve ark., 2001; Reile ve ark., 1990).

Neutral Red Up-take Sitotoksisite Olciimii

Test maddeleri ile gerekli siire bekletilen hiicreler alinarak, besiyerleri
uzaklastirilmig ve hiicreler 37°C’ye getirilerek PBS ile yikanmistir. NR’in
9%0.4’liikk stok soliisyonu 1:100 oraninda besiyeri ile kanstirilarak caligma
soliisyonu hazirlanmis ve her bir kuyucuga 0.1 ml ilave edilerek 37°C ‘de 3-4
saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda boya soliisyonu uzaklastirilarak taze
hazirlanmis formaldehit-kalsiyum kloriir fiksatif/yikama soliisyonundan (10 ml
%10 kalsiyum kloriir, 1.3 ml formaldehit, 89 ml distile su) 100’er ml ilave
edilerek yikanmis ve soliisyon dokiilerek, plakalar ters cevrilerek kurutma
kagidi iizerinde bir giin bekletilerek kurutulmus ve asetik asit-etanol (1 ml



glasiyel asetik asit, 99 ml %50 etanol) soliisyonu her bir kuyucuga 0.1 ml ilave
edilerek 30 dakika oda 1sisinda bekletilmis ve calkalayicida ¢alkalanarak boya
homojen hale getirilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA
cihazinda 540 nm dalga boyunda okutuldu (Horakova ve ark., 2001; Shen,
1998; Xie, 1999).

Siilforodamin-B Olciimii (SRB)

Hiicreler %50 trikloroasetik asit soliisyonunda 1 saat, +4°C’de fikse
edilmis ve oda 1sisinda 30 dakika %0.4’lik SRB soliisyonu ile boyanmustir.
Fazla boyalar uzaklastirmak i¢in %1 asetik asit ¢ozeltisi ile plakalar dort defa
yikanmis ve hava ile kurutulmaya birakilmistir. 10 pM hazirlanan TRIS baz
cozeltisinde ¢oziindiiriilen SRB, 540 nm dalga boyunda okutulmustur. 1 gram
Tapsigargin (MW: 650,75 g/mol) DMSO’da ¢oziinmiistiir.

Akridin Oranj ile Floresan DNA ve RNA Boyamasi

Lameller iizerine ekilen hiicreler test maddeleri ile 24 saat muamele
edildikten sonra, 2 kez 2 dakika PBS ile yikanmistir. 5 dakika % 70 etanol ile
fikse edilen hiicreler 5 defa distile su ile yikanmistir. 2 dakika PBS’de ve oda
1sisinda 15 dakika bekletilerek, akridin oranj ¢alisma ¢ozeltisi ile boyanmustir.
Boya kurutma kagidinin iizerine lamellerin dik tutulmas: ile uzaklastirilmis ve 4
kez PBS ile yikanmistir. Lamellere bir damla PBS damlatilmig ve lamlar
iizerlerine kapatilarak etraflar1 seffaf tirnak cilast ile sabitlenerek floresan
mikroskobunda incelenmis ve fotograflar1 c¢ekilmistir (Celis, 1998;
Kasten,1981).

Biyoistatiksel Yontem

Testler 4 kez uygulanmis, optik dansite olarak elde edilen degerler,
kontrole gore % degerlere doniistiiriildiikten sonra, SPSS (Statistic Program for
Social and Science) yazilim programinda, one-way ANOVA testi ve post-hoc
olarak da Tukey testi uygulanmis, anlamlilik degerleri olarak da p< 0,005 kabul
edilmistir.



BULGULAR VE TARTISMA

Kersetin Sonuclari

a. Kersetinin MTT Sonuclan
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b. Kersetinin CP ile Kombinasyonlarinin MTT Sonuclan
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c. Kersetinin TG ile Kombinasyonlarinin MTT Sonuglari
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Sekil 9. Kersetinin C6 Hiicreleri Uzerine Etkilerinin MTT Sonuclarimin Grafikleri: a-
Kersetin, b-Kersetinin Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-Kersetinin Tapsigargin ile
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Gore Anlamh Farkhliklar. Anlamlilik Degeri p<
0,005, Ortalama Deger + Standart Hata (n=4)



a. Kersetinin NR Sonuglar
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b. Kersetinin CP ile Kombinasyonlarinin NR Sonuglari
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c. Kersetinin TG ile Kombinasyonlarinin NR S lari
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Sekil 10. Kersetinin C6 Hiicreleri Uzerine Etkilerinin NR Sonuclarimn Grafikleri:
a-Kersetin, b-Kersetinin Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-Kersetinin Tapsigargin ile
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Gore Anlamh Farkliliklar. Anlamlhihik Degeri p<
0,005, Ortalama Deger + Standart Hata (n=4)



a. Kersetinin SRB Sonugclari
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b. Kersetinin CP kombinasyonlarinin SRB Sonuglar
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c. Kersetinin TG ile kombinasyonlarinin SRB Sonuglari
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Sekil 11. Kersetinin C6 Hiicreleri Uzerine Etkilerinin SRB Sonuclarinin Grafikleri:
a-Kersetin, b-Kersetinin Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-Kersetinin Tapsigargin ile
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Gore Anlamh Farkliliklar. Anlamlhihik Degeri p<
0,005, Ortalama Deger + Standart Hata (n=4)



Sekil 12. Kersetin Uygulanan C6 Hiicrelerinin Akridin Oranj ile Boyanmasi Sonucu
Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Goriintiileri. a-Kontrol, b-DMSO 1pl, c-1 pM, d-10
pM, e-25 pM, f-50 uM, g-100 uM, h-DMSO 2pul



Sekil 13. Kersetin ile CP Kombinasyonu Uygulanan C6 Hiicrelerinin Akridin Oranj ile
Boyanmasi Sonucu Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Goriintiileri. a-Kontrol, b-
DMSO 1pl, ¢-25 pM CP, d-1 pM + 25 uM CP, e-10 pM + 25 pM CP, £-25 uM + 25 uM CP,
g-50 pM + 25 pM CP, h-100 uM + 25 uM CP



Sekil 14. Kersetin ile Tapsigargin Kombinasyonu Uygulanan C6 Hiicrelerinin Akridin
Oranj ile Boyanmasi Sonucu Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Gériintiileri. a-
Kontrol, b-DMSO 1pl, c-1 uM TG, d-1 pM + 1 pM TG, e-10 pM + 1 pM TG, £-25 pM + 1
pM TG, g-50 uM + 1 pM TG, h-100 uM + 1 pM TG



Kersetinin MTT Sonuglart

Kersetinin C6 hiicreleri {iizerine tek basma uygulanmasi ile,
mitokondriyal aktivitede doza ve zamana bagimli bir azalma gozlenmistir. Etki
4. giinde de devam etmektedir ve mitokondriyal aktivitede, kontrole gore, en
diisitk doz olan 1uM konsantrasyona ile 4. giin sonunda %54.3675, 100 uM
konsantrasyon ile de %16.5175 olan degerler elde edilmistir (Sekil 9a).

Kersetinin CP ile kombinasyonu ile 1uM konsantrasyonda 4. giin elde
edilen deger %44.3825, 100 uM konsantrasyon ile elde edilen deger ise
9%6.7275’tir (Sekil 9b). CP’nin tek basina uygulanmasi ile elde edilen deger ise
kontrole esdegerdir. Kersetinin CP ile kombine olarak uygulanmasi ile
kersetinin etkisi artmustir.

Kersetinin TG ile kombinasyonlarinda 2. giin TG’in mitokondriyal
aktivite iizerine etkisi, kersetin tarafindan doza bagimli olarak Gnlenmistir,
ancak 3. ve 4. giinlerde, tiim kersetin dozlarinin TG ile kombinasyonlari,
mitokondriyal aktivitede TG’in tek basina verilmesi ile ayn1 oranda (%17)
azalmaya sebep olmustur (Sekil 9c).

Kersetinin NR Sonuclart

Kersetinin, C6 hiicreleri iizerine tek basina uygulanmasi ile, lizozomal
enzimlerde doza ve zamana bagiml bir azalma gozlenmistir. Ancak bu etki, 3.
giin sonunda en yiiksek doz olan 100 uM ile ancak %61.165 gibi bir degere
diigmiistiir, 4. giin ise mitokondriyal aktivitede azalma gozlenmemis ve degerler
3. giine benzer sekilde kalmistir (Sekil 10a).

Kersetinin CP ile kombinasyonu ile 100 uM doz uygulanan hiicrelerde,
lizozomal enzimler 3. giin %34.4675 ‘e diismiistiir (Sekil 10b). CP’nin tek
basina uygulanmasi ile elde edilen degerler kontrole esdeger bulunmustur.

Kersetinin TG ile kombinasyonlarinda 1. giin TG’in lizozomal enzimler
iizerine etkisi, kersetin tarafindan doza bagimli olarak onlenmistir, ancak 2.
ginde %17 ve TG’e esdeger, 4. giinde ise kersetinin TG ile
kombinasyonlarinda, kersetin TG’in etkisini potansiyalize etmistir ve lizozomal
enzim aktivitesi %3’e diismiistiir (Sekil 10c).

Kersetinin SRB Sonuclar

Kersetinin, C6 hiicreleri iizerine tek basina uygulanmasi ile 1 uM
konsantrasyonda 2. giin, c¢oziicli kontrolii olarak uygulanan DMSO grubuna
gore, total protein miktarinda artma tespit edilmistir. Ancak 10 uM ve iizeri
konsantrasyonlarda gozlenen etki doza ve zaman bagimli olarak azalma
seklindedir ve 4. giin sonunda en yiiksek konsantrasyon ile total protein miktari
%9.8275’e diigmiistiir (Sekil 11a).

Kersetinin CP ile kombinasyon sonuglarinda 3. giine kadar
konsantrasyon ve tizeri dozlarda doza ve zamana bagimh etki elde edilmistir.
Ancak 4. giinde, 25 UM ve iizeri konsantrasyonlar ile elde edilen degerler 3.
giine gore azalma seklindeyken, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda elde edilen
degerler kontrole ve CP’nin tek basina uygulanmasi ile elde edilen degerler ile
esdeger bulunmustur (Sekil 11b).

Kersetinin TG ile kombinasyonlarinda, NR sonuclar ile benzer bir
grafik elde edilmistir. Kersetin ilk giin TG’in etkisini az bir oranda doza



bagiml olarak azaltirken, 2. giinden itibaren TG’in tek basina uygulanmasi ile
elde edilen degerlere esdeger sonuclar elde edilmis ve ortalama olarak total
protein miktar1 2. giin %15’e, 3 ve 4. giin %5’ e diismiistiir (Sekil 11c).

Kersetinin Akridin Oranj Sonuclar

1 puM konsantrasyonda kersetin uygulanmasi ile, kontrolde
sitoplazmada kirmizi renk ile gbzlenen protein sentezi gozlenememekte ve
hiicreler uzantilarin1 kaybetmis goriinmektedir. Artan konsantrasyonla beraber
hiicreler sitoplazmalarim1 kaybetmekte ve hiicre yiizeyinde tomurcuklanma
(blebbing) olustugu ve artan dozla birlikte hiicre sayilarinda azalma oldugu
goriilmiistiir (Sekil 12).

Kersetinin CP ile kombinasyonlarinda, sitoplazmada kirmizi renk ile
gbzlenen protein sentezinin arttig1, ancak artan doz ile birlikte, ¢cekirdeklerin de
daha parlak goriindiigii ve dendiritik hiicre goriintlisii tasiyan hiicrelerin
oraninin artmasi ile birlikte, hiicre sayisinin azaldig1 gézlenmistir. Mitoza giren
hiicreler ve prometafazik goriintiiller elde edilmisti. Buna ragmen,
proliferasyon beklenirken zamana bagli olarak hiicre sayisinda azalma oldugu
tespit edilmistir (Sekil 13).

Kersetin TG kombinasyonlarinda ise hiicre cekirdeginin membraninda
diizensizlesme ve parlaklik oldugu tespit edilmistir. Ozellikle 25 ve 50 uM
dozda uygulanan kersetin, hiicre ¢ekirdegindeki parlakligin artmasini belirgin
olarak etkilemistir. Kersetinin 100 uM konsantrasyonunun TG ile
kombinasyonunda ise hiicrelerin tamamen 06ldiigii gozlenmistir (Sekil 14).



Epigallokatesin Gallat Sonuclar:

a. EGCG'in MTT Sonuclari
140
120 4 2 A
w 100 4
2 @ EtOH 1ul/ml
9
< 5 % BEGCGO,1 uM
B X OEGCG 1uM
2 OEGCG 10uM
2 604
3 T m EGCG 25uM
H @ EGCG 50uM
ES
40 5
20 :
o H
1 2 3 4
Zaman (giin)
b. EGCG'In CP ile Kombinasyonlarinin MTT Sonugclari
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c. EGCG'In TG ile Kombinasyonlarinin MTT Sonuglar
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Sekil 15. EGCG’n C6 Hiicreleri Uzerine Etkilerinin MTT Sonuclarimin Grafikleri: a-
EGCG, b-EGCG’mm Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-EGCG’in Tapsigargin ile
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Gore Anlamh Farkhiliklar. Anlamhlik Degeri p<

0,005, Ortalama Deger + Standart Hata (n=4)




a. EGCG'in NR Sonuglari
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b. EGCG'in CP ile Kombinasyonlarinin NR Sonuglari
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c. EGCG'In TG Kombinasyonlarinin NR Sonuclari
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Sekil 16. EGCG’mm C6 Hiicreleri Uzerine Etkilerinin NR Sonuclarinin Grafikleri: a-
EGCG,

b-EGCG’m Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c¢-EGCG’mm Tapsigargin ile
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Gore Anlamh Farkhliklar. Anlamhilik Degeri p<
0,005, Ortalama Deger + Standart Hata (n=4)



a. EGCG'In SRB Sonugclan
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b. EGCG'In CP ile Kombinasyonlarinin Sonuglan
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c. EGCG'In TG ile Kombinasyonlarinin SRB Sonugclari
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Sekil 17. EGCG’m C6 Hiicreleri Uzerine Etkilerinin SRB Sonuclarmmn Grafikleri: a-
EGCG, b-EGCG’mm Kalsiyum Fosfat ile Kombinasyonu, c-EGCG’in Tapsigargin ile
Kombinasyonu. (*) Kontrole ve Dozlara Gore Anlamh Farkhiliklar. Anlamlihik Degeri p<
0,005, Ortalama Deger + Standart Hata (n=4)
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Sekil 18. EGCG Uygulanan C6 Hiicrelerinin Akridin Oranj ile Boyanmasi Sonucu
Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Goriintiileri. a-Kontrol, b-Etanol, c-0.1 pM, d-1
uM, e-10 pM,

f-25 uM, g-50 uM, h-DMSO + Etanol



Sekil 19. EGCG ile CP Kombinasyonu Uygulanan Cé Hiicrelerinin Akridin Oranj ile
Boyanmasi1 Sonucu Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Goriintiileri. a-Kontrol, b-
Etanol,

c-25 uM CP, d-0,1 pM + 25 uM CP, e-1 uM + 25 pM CP, £-10 pM + 25 uM CP, g-25 uM +
25 uM CP, h-50 pM + 25 uyM CP



Sekil 20. EGCG ile TG Kombinasyonu Uygulanan C6 Hiicrelerinin Akridin Oranj ile
Boyanmasi Sonucu Floresan Mikroskobunda Elde Edilen Goriintiileri. a-Kontrol, b-
Etanol,

c-1 uM TG, d-0,1 pM + 1 pM TG, e-1 pM + 1 uM TG, £-10 pM + 1 pM TG, g-25 uM + 1
pM TG, h-50 uyM + 1 pM TG



EGCG’in MTT Sonuclan

C6 hiicreleri tizerine uygulanan EGCG, mitokondriyal aktivitede doza
ve zamana bagiml olarak azalmaya sebep olmustur. EGCG igin ¢6ziicii olarak
kullanilan etanol mitokondriyal aktivitede artisa sebep olmustur ve EGCG bu
artist da antagonize ederek mitokondriyal aktiviteyi kontrole goére 4. giin
sonunda en yiiksek doz ile %9.4475’e diisiirmiistiir (Sekil 15a).

EGCG’1n CP ile kombinasyonlarinda, EGCG’1n tek bagina verilmesinde
elde edilen degerlere yakin, ancak EGCG’in CP ile kombinasyonlarinda,
EGCG’1n tek basina uygulanmasi ile elde edilen degerlerde hafifce daha diisiik
ancak istatiksel acidan anlamli degerler elde edilmistir (Sekil 15b).

EGCG’n TG ile kombinasyonlarinda, ilk giin TG’in etkisini azaltarak
mitokondriyal etkiyi arttirmig, ancak 3. ve 4. giinlerde TG’in etkisini
potansiyalize etmistir (Sekil 15c).

EGCG’in NR Sonuclan

EGCG’n diisiik konsantrasyonlari, lizozomal enzim aktivitesi iizerine
Oonemli bir etki gostermezken, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda doza ve
zamana bagiml etkiler elde edilmistir (Sekil 16a).

EGCG’m CP ile kombinasyonlarinda, ilk giin lizozomal enzimlerde
artisa sebep olmustur. 2. giin grafiginde etki doza bagimli gozlenirken, 3 ve 4.
giinlerde, diisiik dozlarda lizozomal enzimlerde artis, yiiksek dozlarda azalma
gozlenmistir (Sekil 16b).

EGCG’in TG ile kombinasyonlarinda ilk giin, EGCG TG’in etkisini
hafifce arttirmakla birlikte diger giinlerde, EGCG’in tiim dozlarinin TG ile
kombinasyonlari, TG’in tek basina verilmesi ile elde edilen degerler ile benzer
degerler gostererek, lizozomal enzimleri, 4. giin sonunda yaklasik %12’ye
diistirmiistiir (Sekil 16c¢).

EGCG’in SRB Sonuglar

EGCG C6 hiicreleri iizerine tek basina uygulandiginda, total protein
miktar iizerine doza ve zamana bagl etkiler gostermistir ve 4. giin sonunda
100 uM ile %4.1675 gibi ¢ok kiigiik bir degere ulasilmistir (Sekil 17a).

EGCG’m CP ile kombinasyonlarinda, 0.1uM konsantrasyonda total
protein miktarinda, kontrole ve CP’ye gore hafifce bir artma goézlenmistir,
ancak 3 ve 4. giinlerde doza bagiml etkiler gézlenmistir (Sekil 17b).

EGCG’'in TG ile kombinasyonlarinda ilk giin, EGCG TG’in total
protein miktar1 {izerine gosterdigi etkiyi antagonize ederek, total protein
miktarinda artmaya sebep olmustur. 2. giin EGCG’'m TG ile tim
kombinasyonlar1 TG’in tek basina verilmesi ile elde edilen deger ile aym
sonuglar verirken, 3 ve 4. giinde EGCG TG’in etkisini hafifce arttirmistir
(Sekil 17c¢).

EGCG’in Akridin Oranj Sonuglar



EGCG uygulanan C6 hiicrelerinde, 0.1 ve 1 uM konsantrasyonlarin
uygulandigi hiicrelerin goriintiilerinde, hiicrelerde tomurcuklanma (blebbing)
acikca izlenmektedir. 50 ve 100 pM EGCG uygulanan hiicrelerde ise
cekirdekte DNA parlak goriilmekte ve 100 UM konsantrasyonda hiicrelerin
parcalanmakta oldugu goriilmiistiir. Artan dozlarla hiicre sitoplazmasindada
biiziilme meydana gelmistir (Sekil 18).

EGCG’1in CP ile uygulanmasi ile EGCG’mn tek basina verilmesinde
benzer goriintiiler elde edilmesine ragmen, sitoplazmada kirmizi renk agikca
goriilmiistir (Sekil 19¢). Bu da protein sentezinin devam ettigini
gostermektedir.

TG uygulanan hiicrelerde, hiicrelerin sadece kontrole gore uzantilarim
kaybettigi goriilmekle birlikte, EGCG ile TG kombinasyonlarinda 0.1 pM
konsantrasyonda hiicre sitoplazmasi1 ags1 sekilde goriilmekte, ancak EGCG’1n
tek basma verildiginde goriilen tomurcuklanma ise goriilmemistir. Artan
dozlarda, hiicre sitoplazmasimin kii¢iildiigii ancak hiicre uzantilarinin
korundugu saptanmistir. EGCG’in 1 ve 10 uM konsantrasyonunun TG ile
kombinasyon goriintiisiinde, DNA parcaciklarinin ¢ekirdegin membranina
yakin bolgelerde cerceve seklini aldigi gorilmistir. 25 ve 50 puM
konsantrasyonda EGCG ve 1 pM TG uygulanan hiicrelerde ise cekirdekte,
parlaklik ile birlikte bulanmiklik izlenmis, cekirdeklerin goriintiisii net olarak
goriilmemistir (Sekil 20).

TARTISMA

Kersetinin tek basina uygulanmasi ile hiicrelerde ve c¢esitli kanser
hiicreleri iizerine gozlenen apoptotik etkileri (Kim ve Lee, 2006; Brisdelli ve
ark, 2006; Granado-Serrano ve ark., 2006) yaptigimiz calismada C6
hiicrelerinde de gozlenmistir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda da
kersetinin U138MG glioma hiicreleri i¢in antiproliferatif oldugu gosterilmistir
(Braganhol ve ark., 2006). C6 hiicreleri ile yapilan bir baska calismada ise
bizim bulgularimiza ters sekilde kersetinin, kimyasal anoksi ve hidrojen
peroksit varliginda antioksidan mekanizmalara bagimli ve bagimsiz olarak
antiapoptotik oldugu savunulmustur, ancak bu calismada sadece 25 ve 50 uM
konsantrasyonlar  kullanildigi  i¢in  bu  bulgularin  saglikli  oldugu
diisiiniilmemektedir (Chen ve ark., 2006). Ayrica c¢alisma kosullarinin farklilig
da farkli sonuclara ulagilmasina sebep olmus olabilir, zira Chen ve arkadaslari
calismalarinda kersetini hidrojen peroksit ve kimyasal anoksik madde ile
birlikte uygulamiglardir. Akridin oranj sonuclarimizda kersetinin C6 hiicreleri
izerine apoptotik etkileri, hiicrelerin uzantilarin1 kaybetmeleri, tomurcuklanma
ve biiziilme olarak agikc¢a goriilmektedir (Sekil 12). MTT ve SRB sonuclarinda
da kersetinin etkisinin doza ve zamana baghh oldugu ve C6 glioblastoma
multiforme hiicreleri iizerine sitotoksik etkili oldugu gosterilmistir (Sekil 9a;
11a).

Kersetinin, kalsiyum fosfat ile kombinasyonlarinda, MTT, NR ve SRB
sonuglarinda kalsiyum fosfatin kersetinin etkisini potansiyalize ettigi
gozlenmistir (Sekil 9b; 10b; 11b). Ancak akridin oranj sonuglarindan elde
ettigimiz goriintiilerde, kersetinin CP ile kombinasyonlarinda hiicre sayilarinin
artan dozla birlikte azaldigi ancak apoptozda gozlenen tomurcuklanma ve
biiziilme gibi belirtiler olmadigi, sitoplazmada protein sentezinin devam ettigi
gozlenmistir (Sekil 13). Bu hiicrelerde kalsifikasyon olarak yorumlanmaktadir.



Bir derlemede kalsifikasyon mekanizmalari ile apoptotik mekanizmalarin aym
oldugu ve yeni terapdtik stratejiler icin hiicrelerde mineralizasyonun onemli
oldugu ve romatizmal hastaliklar ve kanser tedavisinde kullanilabilecegi
vurgulanmistir (Kirsch 2006). Calismamiza benzer sekilde yapilan bir baska
calismada 2-kloro-adenozinin, astrositoma hiicre siklusunu fosforilasyon ile
aktive ederek ve G2/M fazinda durdurarak apoptotik etkili oldugunu
gostermistir (Ceruti ve ark., 2000; Devipriya ve ark., 2006). Ancak AO
sonug¢larindan elde edilen goriintiillerde mekanizmanin apoptozis olmadigi,
kersetin ve CP kombinasyonunun hiicreleri farkl bir sekilde 6liime gotiirdiigi
tespit edilmistir, goriintiilerde prometafazik goriintiilerin elde edilmesi bu 6lim
seklinin mitotik hiicre 6liimii oldugunu diisiindiirmektedir (Gao ve Scott, 2002).
Ayrica, kersetinin CP ile kombinasyonlarinda, genotoksisitenin bir gostergesi
olan mikroniikleuslar da gozlenmistir (Sekil 13).

Kersetinin TG ile kombinasyonlarinda, ilk giin kersetin TG’in sitotoksik
etkisini azaltmistir, ilk giin gozlenen bu etkiden kersetinin antioksidan
mekanizmalar {izerine olan antioksidan etkileri sorumlu olabilir (Chen ve ark.,
1990). Ancak 2. giinden sonra kersetinin TG ile kombinasyonlar1 TG’in tek
basina uygulanmasi ile elde edilen degerlere yakin degerler elde edilmistir
(Sekil 9¢; 10c; 11c). Kersetinin TG ile kombinasyonlarinin goriintiilerinde
hiicre cekirdeklerinin daha parlak goriindiigi (DNA fragmentasyonu ve
kromatin kondensasyonu) gozlenmistir. Ancak goriintiilerin, kersetinin tek
basina uygulanmasi ile meydana gelen apoptotik goriintiilerden farkli olarak
apoptotik olmadigi da gozlenmistir. Ozellikle 50 uM kersetin ile TG
kombinasyonunun goriintiilerinde hiicre c¢ekirdeginde parlakliktan kromatin
kondensasyonu ve DNA fragmentasyonu oldugu sonucuna varidmistir (Sekil
14). Goriintiilerin apoptotik olmamasi ile de endoplazmik retikulumdan
sitoplazmaya kalsiyum c¢ikisina bagli olarak gosterilen kaspazlara bagimhi
olmayan hiicre 6liimiinii diisiindiirmektedir (Sekil 21).

EGCG’mm tek basina uygulanmasi ile mitokondriyal aktivite ve total
protein miktarinda doza ve zaman bagimli azalmalar gozlenmistir. Ancak
lizozomal enzim miktarinda 1, 10 ve 25 uM konsantrasyonlarda kontrole gore
hafifce artis gdzlenmistir (Sekil 15a; 17a). Lizozomal enzimlerde gdzlenen bu
artisgtan EGCG’1n antioksidan mekanizmalar iizerine gosterdigi etki sorumlu
olabilir (Sekil 16a) (Nagle ve ark., 2006). Akridin oranj goriintiilerinde
EGCG’in C6 hiicreleri iizerine apoptotik etkileri gozlenmektedir. Diisiik
dozlarda tomurcuklanma ve biiziilme go6zlenirken, ara dozlarda kormatin
kondensasyonuna bagli olarak cekirdekte parlaklik artmistir ve yiiksek
dozlarda, apoptozisin son basamaginda gozlenen hiicre fragmentasyonu
gozlenmektedir (Sekil 18). EGCG’in daha once yapilan ¢alismalarda, cesitli
kanser tiirleri tizerine apoptotik etkiler gosterdigi rapor edilmistir (Na ve Surh,
2006).
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Sekil 21. Kaspazlara Bagimh Olmayan Hiicre Oliim Mekanizmasi (Broker ve ark., 2005)

EGCG’1n CP ile kombinasyonlarinin MTT, NR ve SRB testleri ile doza
ve zamana bagimli sonuclar elde edilmistir (Sekil 15b; 16b; 17b). AO
goriintiilerinde EGCG’in CP ile kombinasyonlarinda, EGCG’in tek bagsina
uygulanmasi ile goriilen apoptotik goriintiilerin benzerleri elde edilmistir. Bu
sebeple disaridan CP verilmesinin EGCG’1n etki mekanizmasinin kersetinde
oldugu gibi degistirmedigi gozlenmistir. Bu sebeple EGCG’in apoptotik
etkilerinin giiclii oldugu ve CP ile degismedigi sonucuna varilmistir (Sekil19).

EGCG’mn TG ile kombinasyonlarinda, mitokondriyal aktivite ve total
protein sentezi iizerine TG’in etkisini ilk giinde azalttigi, lizozomal enzimler
tizerine TG’in azaltic1 etkisini giiclendirdigi gozlenmistir (Sekil 15¢; 16¢; 17c¢).
EGCG’in TG ile kombinasyonlarinda kersetinin TG ile kombinasyonlarina
benzer goriintiiller elde edildiginden, yine endoplazmik retikulumdan
sitoplazmaya kalsiyum c¢ikisina bagli olarak gosterilen kaspazlara bagimli
olmayan hiicre 6limiinii diisiindiirmektedir (Sekil 20) (Broker ve ark., 2005).

Sonug¢ olarak, kersetinin CP ya da TG ile kombinasyonlar1 C6
hiicrelerinin 6liim seklini degistirmekte ve disaridan verilen CP protein
fosforilasyonunu saglarken, kalsiyum kalsifikasyonu stimiile etmektedir ve bu
ortamda bulunan kersetin, hiicreleri mitotik hiicre 6liimiine gotiirmektedir. Bu
sonu¢ homeopatik olarak rutin uygulanmasi ile elde edilen tedavi edici etkiyi
aciklayabilmektedir.



EGCQG ise disaridan verince CP’den etkilenmemekte ve CP varlifinda
da apoptotik etki gostermektedir. Ancak TG ile apoptotik etki mekanizmasi
onlenmekte ve kaspazlara bagimli olmayan hiicre 6liimii ile hiicreleri 6ldiirdiigii
diistiniilmektedir.
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