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OZET

RUTIN, KERSETIN VE VITEKSININ FARKLI KANSER HUCRELERI
UZERINDEKI ETKILERININ INCELENMESI

Tugba IBISOGLU
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak, 2023
Danigman: Prof. Dr. Rana ARSLAN

(Ikinci Damisman: Dog. Dr. Behiye SENEL)

Kanser giiniimiizde siklig1 giderek artan ve 6liim orani en yliksek olan hastaliklarin
basinda gelmektedir. Kanser tedavisinde, kemoterapi ve radyasyon uygulamasi
giinimiizde ana yOntemlerdir. Kemoterapi uygulamasi toksisitesinin yiiksek olmasi
nedeniyle kanser hastalar1 i¢in g¢esitli yan etkilere neden olmakta ve yasam kalitelerini
bozmaktadir. Kanserle miicadele de Onleyici caligmalar da biiyiik 6nem kazanmustir.
Kanserden korunmada kansere yol a¢tig1 diisliniilen etkenlerden uzak durmanin yani sira
cesitli bitkisel desteklerin kullanilmasi da oldukg¢a yaygin olarak tercih edilmektedir.
Flavonoidler, bitkilerin yapisinda yer alan cok g¢esitli ve farkli farmakolojik etki
potansiyeline sahip molekillerdir. Ozellikle antiproliferatif ve antioksidan ozellikleri
olan flavonoidlerin kanser tedavisinde ve kanserin Onlenmesinde etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu dogal maddelerin, kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini ve yayilmasini
engelleyebilecekleri belirtilmektedir. Farmakolojik aktiviteleri nedeniyle dikkat cekici
olan ve pek ¢ok tibbi bitki icerisinde yer aldig1 bilinen flavonoidlerden olan rutin, viteksin
ve Kkersetindir. Bu flavonoidlerin, antienflamatuar, antiviral, antimikrobiyal,
antineoplastik, antihipertansif ve antioksidan etkileri oldugu ¢esitli ¢aligmalarda
belirtilmistir. Bu proje kapsaminda, rutin, kersetin ve viteksin flavonoidlerinin ¢esitli
kanser hiicreleri (meme, beyin, kolon, pankreas, akciger vb) {lizerindeki etkilerini

degerlendirip bu kanser tipleri lizerindeki etkilerini karsilastirmay1 amacliyoruz.

Anahtar Kelimeler: Rutin, viteksin, kersetin, antiproliferatif, antioksidan etki



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT RUTIN, QUERCETIN AND VITEXIN ON
DIFFERENT CANCER CELLS

Tugba IBISOGLU
Departmant of Pharnacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January, 2023
Supervisor: Prof. Dr. Rana ARSLAN
(Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Behiye SENEL)

Cancer is one of the leading causes of death with increasing frequency and highest
mortality rate today. Chemotherapy and radiotherapy are the main methods used in cancer
treatment nowadays. Chemotherapy causes various side effects and impairs quality of life
of cancer patients due to its high toxicity. Preventive studies for cancer have gained great
importance. In addition to avoiding the factors thought to cause cancer, the use of various
herbal supplements is also widely preferred in cancer prevention. Flavonoids are
molecules found in the structure of plants with a large variety of different
pharmacological effect potential. It is thought that flavonoids with especially
antiproliferative and antioxidant properties can be effective in cancer treatment and
cancer prevention. It is stated that these natural substances can prevent the proliferation
and spread of cancerous cells. Rutin, vitexin and quercetin are flavonoids that are
remarkable with their pharmacological activities and are known to be found in many
medicinal plants. In several studies, these flavonoids have been reported to have anti-
inflammatory, antiviral, antimicrobial, antineoplastic, antihypertensive and antioxidant
effects. Within the scope of this project, we aim to evaluate the effects of rutin, quercetin,
and vitex flavonoids on various cancer cells (breast, pancreas, lung, etc.) and compare

their effects on these types of cancer.

Keywords: Rutine, vitexin, quercetin, antiproliferative, antioxidant effect
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait 6zgilin bir ¢calisma oldugunu ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu caligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programyla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Tugba IBISOGLU
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi, tiimor olusumu ve doku organizasyonunun
kaybi ile karakterize Olimciil bir hastaliktir (Nikitovic vd., 2013). Kanser hicreleri,
normal hiicrelerde bulunan diizenleyici fonksiyonlarin g¢ogunu kaybettikleri icin
boliinmeye devam ederler. Diinya g¢apinda morbidite ve mortalitenin 6nde gelen
nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir. Bulagic1 olmayan hastaliklar arasinda
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir. Kanser,
diinya ¢apinda sekiz 6liimden birinden sorumludur (Desai vd., 2008). Giiniimiizde tip
alanindaki biiyiik gelismelere ragmen kanser hala diinya genelinde 6liim nedenlerinin
basinda gelmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ise hasta hicrelerin yok
edilmesini saglarken ayni zamanda saglam hiicrelerin de 6lmesine ve zarar gérmesine
neden olarak oldukca fazla yan etki gostermektedir. Bu ylzden kanser tedavisi oldukca
zor ve yipratict olmaktadir. Hastalarin yasadiklar1 zorluklar1 ve ilaglarm yan etkilerini
azaltabilmek, bunun yani sira sadece kanserli hiicreleri yok etmek amaciyla yeni ilag
gelistirme ¢alismalar1 bliyiik bir hizla devam etmektedir. Giiniimiizde kanser tedavilerine
her gecen gun vyenileri eklenmektedir. Klasik tedavi yontemleri; cerrahi tedavi,
kemoterapi ve radyoterapidir. Bu tedavi yontemlerine ek olarak alternatif tedaviler, lazer
tedavisi, gen tedavisi, immiinoterapi, anjiogenez inhibitorleri, kemik iligi
transplantasyonu (KiT) ve kok hiicre nakli gibi tedavi ydntemleri bulunmaktadir (Diizen
ve Korkmaz, 2015).

Yiizyillardir doga ila¢ gelistirmek i¢in bagvurulan en 6nemli kaynak olmustur.
Bitkiler bu kaynaklarin baginda gelmektedir. Son yillarda bitkisel iiriinlere olan ilgi ve
kulanim giderek artmaktadir. Ancak bitkisel {iriinlerin rastgele ve hekime danisilmadan
kullanilmas1 son derece sakincali ve olumsuz sonuglara neden olabilmektedir. Bitkisel
etken maddelerin saflagtirilmasi kimyasal analizlerinin ve etkinlik c¢aligmalarmin
yapilmasi gerekmektedir. Cesitli hastaliklarin tedavisinde en ¢ok arastirilan bitkisel etken
maddelerin basinda flavonoidler gelmektedir

Giliniimiizde tedavide kullanilmakta olan bitkisel kaynakli antikanser ajanlarin dort
smifi vardir; vinka alkaloidleri (vinblastin, vinkristin ve vindesin), epipodofilotoksinler
(etoposid ve teniposide), taksanlar (paklitaksel ve dosetaksel) ve kamptotesin tlrevleri
(kamptotesin ve irinote). Bitkiler hala daha yeni ilaglar saglamak i¢in muazzam bir
potansiyele sahiptir ve bu nedenle kansere karsi kemoprotektif potansiyel saglayabilen

dogal kimyasallarin bir kaynagidir (Desai vd., 2008). Meyve ve sebzelerin tiketimi,


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nikitovic+D&cauthor_id=24083250
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Desai+AG&cauthor_id=18781909
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Desai+AG&cauthor_id=18781909

bir¢cok bolgede insan kanseri riskinin azalmasiyla tutarli bir sekilde iligskilendirilmistir.
Flavonoidler, bitki kaynakli meyve, sebze ve igeceklerde yaygin olarak bulunan ve
heterosiklik bir yap1 veya pirona bagh 2 fenolik benzen halkasindan olusan benzer
yapilara sahip ve insan diyetinde nispeten yaygin olarak yer alir. Bu bilesikler, meyve,
sebze, bitki 6zlerinde ve ayrica ¢ay ve kirmizi sarap gibi bitki tiirevli igeceklerde yaygin
olarak bulunmaktadirlar. Bu bilesiklerin antihepatotoksik, antiinflamatuar, antiaterojenik,
antialerjik, antiosteoporotik ve antikanser aktivitelere sahip oldugu kabul edilmistir (Silva
vd., 2002).

Yapilan c¢aligmalara bakildiginda flavonoidler, serbest radikal siipiiriici,
antimutajenik ve antiproliferatif 6zellikler, hiicre sinyalizasyonunun ve hiicre
dongusunin duzenlenmesi ve anjiyogenezin inhibisyonu dahil olmak Uzere kanserin
onlenmesinde rol oynayabilecek birgok biyolojik etkiye sahiptir. Bu 6zellikler, kismen
yiliksek meyve ve sebze tliketimi ile diislik kanser riski arasinda kurulmus olan iligki ile
alakalidir. Diyetle birlikte flavonoid alimimin kanser riskinde azalma saglayip
saglamadig1r hala tartismali bir konudur ve bu konudaki aragtirmalar halen devam
etmektedir (Wang vd., 2009).

Tim bu bilgilerin 1s5131nda bu tez c¢alismasinda; antioksidan ve antinflamatuvar
etkili oldugu bilinen ¢esitli flavonoidlerin (viteksin, rutin, kersetin) farkli kanser hiicre
hatlar;; A549, PANC-1, SH-SY5Y, MCF-7, CACO-2 uzerindeki inhibitor etkilerinin

incelenmesi amacglanmustir.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+L&cauthor_id=19158208

2. GENEL BILGIiLER
2.1. Kanser

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesiyle hizla yayilan ve 6liime yol agan
bir hastalik grubudur (http-1). Kanserler biiyiimeyi durdurma yetenegini kaybetmis kii¢iik
hiicrelerden olusur. Bazen kanser, bir laboratuvar testi veya radyolojik rutin testle veya
tamamen farkli bir nedenle “tesadiifen” saptanabilir. Genel olarak kanserin tespit
edilmeden 6nce 1 cm biiylikliige ulasmasi veya 1 milyon hiicreden olusmasi gerekir. Bu
noktada “kitle”, “biiyiime”, “timor”, “nodil”, “yumru” veya “lezyon” olarak
adlandirilabilir. Bu genel kuralin istisnalar arasinda kan ve kemik iligi kanserleri (16semi
ve lenfomalar) bulunur, bunlar siklikla “kitle” iiretmezler, ancak laboratuvar testlerinde
goriinmektedir (Roy ve Saikia, 2016). Hanahan ve Weinberg’e gore kanser hiicresinin
temel fonksiyonel 6zellikleri; kendi ¢ogalma sinyallerini kendisi olusturur, biiylimeyi
baskilayan sinyallere karsi duyarsizdir, smirsiz ¢ogalma potansiyeli vardir, programli
hiicre 6liimiinden kagar, dokulara ve uzak organlara yayilir (metastaz), kendisine yeni
damar olusturur (anjiojenez). Kanser kronik enfeksiyonun eslik ettigi bir mikro cevrede

gelisir (http-2).

¢ogalma bilyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
strdirilmesi kacma

enerji bagisikhik
metabolizmasini sisteminden
degistirme kagma

hiicresel hiicresel

oliime olimsuzligiin
direng etkinlestirilmesi
genetik kanserlesmeyi

kararsizlik ve
mutasyonlar

destekleyen
inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.1. Kanser hiicresinde gorilen dzellikler (http-3)

En erken kanser kanitlarindan bazilar1 fosillesmis kemik tiimorleri, eski Misir'daki

insan mumyalar1 ve eski el yazmalar1 arasinda bulunmustur. En eski kanser tanimi



Misir'da kesfedilmistir ve MO 3000'e kadar uzanmaktadir. Edwin Smith Papiriisiindeki
bir yazida hastalik hakkinda “Tedavisi yok” yazmaktadir. Kanser kelimesinin kokeni,
“Tibbin Babasi” olarak kabul edilen Yunan hekim Hipokrata (MO 460-370)
dayandirilmaktadir. Hipokrat, lilser olusturmayan ve tilser olusturan tiimorler tanimlamak
igin karsinoz ve karsinom terimlerini kullanmigtir. Yunanca'da kitleden parmak benzeri
yayilan ¢ikintilar bu kelimeler yengec anlamina gelir. Daha sonra Romali hekim Celsus
(MO 25 -MS 50), yenge¢ anlamimna gelen Yunanca terimi, Latince kanser kelimesine
cevirmistir. Bagka bir Yunan hekim olan Galen (MS 130-200), tiimorleri tanimlamak i¢in
oncos (Yunanca sislik) kelimesini kullanmistir. Hipokrat ve Celsus'un yenge¢ benzetmesi
hala kotii huylu tiimorleri tanimlamak i¢in kullanilsa da Galen'in terimi artik kanser
uzmanlari/onkologlarm adinin bir pargasi olarak kullanilmaktadir (ACS, 2022).

Kanser, birincil halk saglhigi sorunudur ve kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir (Ferlay vd., 2013). Kanser hem gelismis
hem de gelismekte olan iilkelerde dnemli bir halk saghg: yikiidiir (Dai ve Mumper,
2010). Yiiz y1l 6nce kanser ¢cok yaygin degildi; bununla birlikte, son birkag on yildan beri,
muhtemelen degisen yasam tarzimiz, aligkanliklarimiz ve artan yasam beklentimiz
nedeniyle insidansi endise verici bir sekilde artmaktadir (Mackay vd., 2006).

GLOBOCAN (Kiiresel Kanser Gozlem Kurumu), 14 Aralik'ta giincellenmis
kiiresel kanser yiikiine iliskin yeni tahminler yaymladi ve buna gore 2020'de 19,3 milyon
vaka ve 10 milyon 6liim goriildiigiinii belirtmistir. Dlnya genelinde her 5 kisiden 1'inin
yasamlar1 boyunca kansere yakalandigini ve 8 erkekten 1'inin ve 11 kadindan birinin
hastaliktan 6ldiigli tahmin edilmektedir. Bu yeni tahminler, ge¢cmis kanser teshisinden
sonraki bes yil i¢ginde 50 milyondan fazla insanin yasadigini1 gostermektedir. Kiiresel
olarak yaslanan niifus ve sosyo-ekonomik risk faktorleri, bu artis1 yonlendiren baslica
faktorler arasinda yer almaktadir (GLOBACAN 2020). 2030 yilina kadar 21,7 milyon
kanser vakasi ve 13 milyon kanser 6liimii olacagi tahmin edilmektedir (Siegel vd., 2017).

2.1.1. Meme kanseri

Meme kanseri en sik teshis edilen kanserdir ve diinya ¢apinda kadin §liimlerinin
baslica nedenlerinden biridir (Bray vd., 2018). Meme kanseri kadinlar arasinda en sik
goriilen kanser tiirii olup, her yil 1,5 milyondan fazla kadin1 etkilemekte ve kadinlarda
kanserle ilgili 6liimlerin coguna neden olmaktadir. Diinyada 2018'de yaklasik 2,1 milyon
yeni meme kanseri tanist konmus ve kadmlarda meydana gelen tiim yeni kanser

vakalarinin %24,2'sini olusturmaktadir. Meme kanseri goriilme oranlar1 gelismis



iilkelerdeki kadinlarda daha yiiksek olmakla birlikte, bu oranlar tiim {ilkelerde artmaktadir
(GLOBACAN 2018). Gelismis iilkelerde meme kanseri insidans1 fazla olmasina ragmen;
gelismekte olan iilkelerde meme kanseri sebebiyle daha fazla 6lim meydana gelmektedir
(WHO 2017; Parks vd., 2018). Tiirkiye’de ise 2009 yilinda yiiz binde 40,6 olan meme
kanseri insidansi, 2015 yilinda 17,531 meme kanseri vakasiyla bu oran yiiz binde 43,8’¢
yikselmistir (Tirkiye Halk Saghigi Kurumu, 2018). Meme kanserinde insidans ve
mortalite hizlar1 yliksek olmasina ragmen erken tan1 ve etkin tedavi sayesinde 1yi prognoz
saglanmakta, bu sayede yasam beklentisi fazla olmaktadir. Meme kanseri tarama
yontemleri ile meme kanseri tanilarmin %63,7’si erken lokalize ddnemde
konulabilmektedir. Bu donemde yakalanan hastalarmm bes yillik yasam beklentileri
%97,9’dur (ACS, 2012; Masoudiyekta vd., 2018). Mamografi, klinik meme muayenesi
ve kendi kendine meme muayenesi meme kanseri tarama yontemleri olarak kabul
edilmektedir. Bunlardan mamografinin en etkili tarama yontemi oldugu ispatlanmistir
(WHO, 2017).

Meme kanseri insidansi ve mortalitesi yasla orantili olarak artmaktadir. Diinya
genelinde bu hastalik 60 yas civarinda zirve yapmaktadir ve 40,4 yastan itibaren keskin
bir egimle baslamaktadir. Cocuk dogurmak, daha geng yaslarda ilk dogum (20’li yaslar)
ve daha uzun emzirme siiresi gibi etkenler ve alkol tiiketiminin az olmasi, diisiik obezite
orani gibi etmenler meme kanserine yakalanma olasiliklarini diistirmektedir. Geng yasta
menars ve menopozda ileri yas, yogun meme dokusu, gecikmis ¢ocuk dogurma, hormonel
kontraseptifler, menopozdan Once sigara igmek meme kanseri riskini artirmaktadir.
Diizenli fiziksel aktivite yapan ve yiliksek miktarda meyve ve sebze tiiketen kadinlarda
meme kanseri riski azalmaktadir. Haftada en az 7 saat yiiriiyen kadmlarin meme kanseri
riski hareketsiz kadinlara gore %10-25 daha diisiiktiir ve menopoz sonrasi kadmnlarda
daha da fazla koruyucu etki gosterir (Winters vd., 2017).

Meme kanseri olusumunu engellemek i¢in yaklasik 10 mg/giin doz izoflavon
gerektigini gosteren arastirmalar bulunmaktadir. Flavonoidler ayrica meme kanserindeki
epigenetik mekanizmayr da etkiler; arastirmalar epigallokatesin, genistein ve
resveratroliin tamamimnm DNA metiltransferazi inhibe ettigini ve meme kanserinde
kromatin modifikasyonunu degistirdigini gosterir. Bu flavonoidler, farkli tiimor
baskilayic1 genlerin ekspresyonunu indiikleyebilmekte, meme kanseri progresyonunu ve
metastazini azaltmaya katkida bulunmaktadir (Selvakumar, 2020). MCF-7, MDA-MB-
231 ve MCF-10A vb. hiicre hatlar1 deneysel ¢aligmalarda kullanilmaktadir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1877117317301126?casa_token=92xGFEQgaOkAAAAA:TLeGbxa53MAL4lMit_nrM3L9om6o2pK3VeWumHMtKRfrW0cx9ah0dwkyp9Fr7HMDKrH3lLfNn5M#!
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Selvakumar+P&cauthor_id=32183060

2.1.2. Akciger kanseri

Diinya ¢apinda akciger kanseri, kanser insidansi ve mortalitesinin 6nde gelen
nedeni olmaya devam etmekte olup 2018 yilinda 2,1 milyon yeni akciger kanseri vakasi
ve 1,8 milyon 6liim, yaklasik 5 (1,8%) kanser 6liimiinden 1’ini temsil etmektedir (Bray
vd., 2018). Akciger kanseri erkeklerde en sik goriilen kanserdir (Wu vd., 2019). Tim
akciger kanseri vakalarinin yaklasik %85'inin kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri
(KHOAK) oldugu bildirilmektedir ve akciger kanserine bagli o6liimlerin %80
KHOAK'den kaynaklanmaktadir (Malyla vd., 2020). Ayn1 zamanda diinya ¢apinda
kanser 6limiiniin erkekler arasinda birinci ve kadinlar arasinda ikinci nedenidir (Torre
vd., 2016).

Akciger kanseri oranlar1 ve egilimleri, tarihsel sigara igme aligkanliklarindaki
farkliliklar nedeniyle cinsiyet, yas, ik/etnik koken, sosyoekonomik durum ve cografyaya
gore onemli Olgliide degisiklik gostermektedir (Torre vd., 2016). Erkeklerde akciger
kanseri oranlari, agirlikli olarak sigara icme aligkanliklarma bagli olarak, gelismis
iilkelerde az gelismis iilkelere gore oldukca yliksektir, ancak tiitiin kontrol politikalar
nedeniyle gelismis lilkelerdeki erkeklerde genel insidans azalmaktadir (Torre vd., 2016;
Youlden vd., 2008). Akciger kanseri, 40 yasin iizerindeki erkeklerde ve 59 yasmn
tizerindeki kadinlarda sik olmakla birlikte, vakalarin %10’u 55 yasindan kiigiik hastalarda
goriilmektedir ve genetik faktorlerin bu hasta niifusunda biiyiik rol oynadigi
disiiniilmektedir (Torre vd., 2016; Siegel vd., 2018; Arnold vd., 2016). Kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanserinde (KHOAK) epidermal biliyiime faktorii reseptorii (EGFR)
mutasyonlar1 ve lepidik 6zellige sahip akciger kanseri gelisme insidansi kadinlarda daha
yiiksektir (Patel, 2005; Planchard, vd., 2009). Sigara icen kadinlarda daha sik goriilen
bazi genetik mutasyonlar (CYP1A1 geninin asir1 ekspresyonu, glutatyon S-transferaz M1
enziminin mutasyonu, p53 timor baskilayici 4 geninin mutasyonlar1 ve X'e bagli gastrin
salan peptit reseptoriiniin asir1 ekspresyonu) kadinlarda akciger kanseri gelisimine zemin
olusturmaktadir (Patel, 2005; Planchard, vd., 2009; Kligerman ve White 2011).

Akciger kanseri risk faktorleri; tiitiin kullanimi, pasif igicilik, hava Kirliligi, radon
gaz1 maruziyeti, asbeste maruz kalmak, kapali alanda kat1 yakit kullanimima bagl duman
(odun, mangal komiirii, mahsiil atigi, giibre ve komir), ¢esitli metaller (arsenik, krom,
nikel), HIV enfeksiyonu, tiiberkiiloz, genetik yatkinlik, gogus bolgesine radyoterapi alma
oykiisii olarak belirtilmistir. Akciger kanseri vakalarinin %10-25’ini sigara kullanimi

oykiisii olmayan hastalar olusturmaktadir (Couraud vd., 2012; Ferlay vd., 2010). Sigara,



akciger kanseri etiyolojisinden sorumlu baslica faktordiir ve akciger kanseri hastalarmin
yaklasik %901 sigara kullanmaktadir. Sigara dumaninda 60’dan fazlasinin kanitlanmisg
karsinojen 6zelligi bulunan 4000’den fazla kimyasal madde bulunur (Misellim, 2007).
Sigara icmenin yani sira ¢evre kirliligi, hizli gelisme ve kentlesme diinya ¢apinda akciger
kanserinin diger 6nemli nedenlerini olusturmaktadir (Sharma vd., 2019). Bunlarin yan1
sira dogal fitokimyasallar agisindan zengin Akdeniz diyetinin ise akciger kanseri riskini
azalttig1 bilinmektedir ve yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar, timor proliferasyonu,
biliylimesi ve metastazi lizerinde fitokimyasallarin etkilerini gostermistir (Vauzour vd.,
2010; Budisan vd., 2017; Krusinska vd., 2018). A549, H1975, HCC4006, HCC827 vb.
hiicre hatlar1 deneysel ¢aligmalarda kullanilmaktadir.

2.1.3. Pankreas kanseri

Diinyada en yaygin goriilen kanserler arasinda 14. swrada yer almaktadir ve
pankreas kanseri (PC) en 6lumcil kanser tlrlerinden biridir ve erken evrede tani orani
diisiiktiir. Amerikan Kanser Dernegi (ACS)'nin en son verilerine dayanarak PC, tahmini
yeni vaka sayis1 ve tahmini 6liim sayis1 agisindan ilk on kanser arasinda yer almaktadir.
PC'nin 5 yillik sagkalim oran1 %9 ile 15 kanser tiirli arasinda en diigiik orana sahiptir. Su
anda, sigara, alkol tiketimi, kronik pankreatit, obezite ve diabetes mellitus (DM) gibi
birgok risk faktoriiniin PC’i ile yakindan iligkili oldugu disiiniilmektedir (Zhou vd.,
2019). Gelismis iilkeler, gelismekte olan tilkelere kiyasla daha yiiksek insidans oranlaria
sahiptir. Ulkeler arasmda PC insidansindaki bu biiyiikk farklilik cevresel faktdrlerin
hastalik i¢in 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir (WHO, 2017; GLOBACAN, 2018).
Diger bir¢ok kanserin aksine, pankreas kanserinin hem insidanst hem de mortalitesi
artmaktadir ve 2030 yilina kadar kansere bagh 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedeni olacagi
tahmin edilmektedir (Rahib vd., 2014).

PC ile iligskili risk faktorleri degistirilemez veya degistirilebilir olabilir.
Degistirilemeyen risk faktorleri arasinda artan yas, ailesel kanser sendromlar1 Afro-
Amerikan ki, kalitsal ve diger kronik pankreatit formlari, diyabet ve O Rh olmayan kan
grubu yer alir. Degistirilebilir onemli risk faktorleri arasinda sigara, obezite, vejetaryen
olmayan diyet gibi faktorler ve toksinler bulunur. Pankreas kanserinin 30 yasindan sonra
insidans oranlar1 katlanarak artmaktadir ve erkeklerde kadinlara gore %30 daha fazla
gorilmektedir. Genetik varyasyon/mutasyonlar, pankreas kanserinin hem ailesel hem de
ailesel olmayan olusumlarinda 6nemli bir rol oynar. Pankreas kanserinin %80'den fazlas1

sporadik olarak meydana gelen mutasyonlar nedeniyle gelisir. Pankreas kanseri
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vakalarmin kiiciik bir kismi kalitsal germ hatti mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir
(Midha, 2016). PANC-1 ve MIA PACA-2 vb. hiicre hatlar1 deneysel calismalarda
kullanilmaktadir.

2.1.4. Kolon kanseri

Kolorektal kanser (CRC), gastrointestinal sistemdeki kolon veya rektumu kaplayan
epitel hiicrelerinden kaynaklanir. Kolon kanseri, 2012 yilinda her iki cinsiyette teshis
edilen yaklasik 1,36 milyon yeni vaka ile diinyada en yaygin {li¢ilincii kanser tiiriidiir (Ren
vd., 2003; Ferlay vd., 2015). 2012 yilinda, diinya ¢apinda 1,4 milyon teshis edilmis
vakadan yaklasik 694,000 6liim bildirilmistir (Ferlay vd., 2015). Kolon kanseri erken
teshis edildiginde 5 yillik sagkalim oran1 %90'dir, ancak vakalarin sadece %39'u kanser
yayllmaya baglamadan once teshis edilebilmektedir (Roy ve Saikia, 2016). Kolorektal
kanser (CRC), erkeklerde akciger ve prostat kanserinden sonra en sik goriilen ti¢lincii
kanserdir ve kadinlarda meme kanserinden sonra en sik goriilen ikinci kanserdir. CRC'nin
degistirilebilir risk faktorleri arasinda sigara igmek, fiziksel hareketsizlik, asir1 kilolu
olmak ve obezite, islenmis et yemek ve asir1 alkol almak yer alir. CRC insidans1 45-50
yasina kadar diisiiktiir, ancak yasla birlikte giderek artar ve erkekler kadinlardan daha
fazla risk altindadir (Tarraga Lopez vd., 2014).

Kolon kanseri insidansinin 2030 yilina kadar %90 oraninda artacagi tahmin
edilmektedir (De Martel vd., 2012). Kemoterapi sirasinda bazen bir takim istenmeyen
yan etkiler ortaya ¢ikar. Mevcut sayisiz dogal {iriin in vitro ve in vivo umut verici kanser
onleyici o0zellikler gostermis olsa da, CRC'de terapdtik amagh sadece birkag bitki tirtint
oldugu bildirilmektedir (Ren vd., 2003; Taraphdar vd., 2001) Flavonoidler, kolon
kanseriyle miicadelede ana polifenol bilesik grubu olarak kabul edilmektedir ve bunlarin
tiikketimi ile CRC riskinin azalmasi arasinda bir iligki oldugunu gostermistir (Kocic vd.,
2013). HT-29, HCT-119, CCL-228-SW 480, CACO-2 vb. hiicre hatlar1 deneysel
calismalarda kullanilmaktadir.

2.1.5. Noroblastom

Noroblastom (NB), sempatik sinir sisteminde ortaya ¢ikan kat1, heterojen tliméordiir.
NB tiimdrleri en yaygin olarak karinda gelisir ve en sik adrenal bezde lokalize olmaktadir
(Zafar, 2021). En sik 1 yasindan kiiciik bebeklerde ortaya ¢ikmaktadir (Qiu ve Matthav,
2022). NB gelistirme olasilig1 yasa gore degisir, en yliksek vaka sayis1 perinatal donemde
tespit edilir ve ardindan ilk 10 yil i¢inde siirekli olarak azalir. NB ergenlerde ve geng

erigkinlerde nadiren goriiliir, ancak bu hasta grubunda Oliimciil bir hastalik olma
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egilimindedir. Ilging bir sekilde, <18 aylik hastalarda NB siklikla kendiliginden geriler.
Yasamin ilk yilinda ortaya ¢ikan tiim NB vakalarinin yaklasik yarisinin ¢ogunlukla tam
spontan gerileme nedeniyle tespit edilememektedir (Nakagawara, 2018). NB timoérleri,
cocukluk ¢agi malignitelerinin %7-8'ini olusturur ve her yil yaklagik 650 NB hastasina
teshis konulmaktadir (Zafar, 2021). Noroblastoma insidansi, 15 yasin altindaki bir milyon
cocuk basma 10,2 vakadir (Maris, 2010). Diisiik ve orta riskli hastalig1 olan hastalarda
sagkalim %100'e yaklasirken, yiiksek riskli NB hastalarinin 5 yillik sagkalim oram
%50'den azdir. NB'de bazi etnik farkliliklar vardir; Avrupa kdkenli olanlarda ve Afrikali-
Amerikali c¢ocuklarda daha yaygindir ve daha yiiksek riskli hastalik sergileme
egilimindedir (Zafar, 2021).

Otonom sinir sisteminde ortaya ¢ikan en sik goriilen pediatrik kanser olan NB i¢in
en iyi korunma stratejisi 6 aydan fazla emzirmeyi onermektir (Tortajada, 2005).
Potentilla parvifolia Fisch. (Rosaceae) bitkisinden elde edilen kersetin ve tiliroside
flavanoidlerin ndroprotektif etkileri, insan néroblastoma SH-SY5Y hicre modeli ile in
vitro olarak degerlendirilmistir ve iyi birer ndroprotektif etkilerinin oldugu gorilmistiir
(Yuan, 2017). p53 islevini kaybetmis noroblastoma, genellikle trajik sonuglara yol acan
tedaviye oldukca direncli bir fenotipe sahiptir. Didymin, kiltirde ilaca direncli p53-
mutant néroblastom hiicrelerinin yani sira p53 vahsi tipini de 6ldiiren narenciye tirevi
dogal bi flavanoidtir. Oral olarak uygulanan didymin, fare modellerinde néroblastoma
ksenogreftlerinin kétl huylu olmayan hiicrelere, néral dokulara veya ndral kok hiicrelere
kars1 toksisite olmaksizin gerilemesine neden olur (Singhal, 2017).

2.2. Kanser Patofizyolojisi

2.2.1. Huicre siklusu

Normal bir hiicrenin kanserli bir hiicreye doniismesi, muhtemelen kanserin
olusumunda c¢ok kritik bir olay degildir; aslinda 6nemli olan viicudun bagisiklik
hiicrelerinin, yeni olusan kanser hiicrelerini sayica azken teshis edip yok edememeleridir
(Hanahan ve Weinberg, 2011). Normal sartlarda viicudumuzda kanser olusturabilecek
DNA’st bozulmus, mutasyona ugramis hiicreler olusabilmekte ancak bu tip hiicreler
bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmektedir veya DNA onarim mekanizmasi ile
onarilabilmektedirler (Bilge ve Kantarci, 2006). Bagisiklik sisteminin viicudu taradigini
bu sebeple sik¢a ortaya ¢ikan karsinomlarin asir1 biiylimesini dnledigi ileri surtilmektedir
(Ehrlich, 1909). Bagisiklikta gorevli kanser hiicreleri, onkogenlerin ve tiimor baskilayict

genlerin diizensiz ekspresyonu ile sonuglanan mutasyonlara sahiptirler ve ayn1 zamanda
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bu degisiklikler yiizlerce genin ekspresyonunun degismesine neden olur (Roy ve Saikia,
2016).

Bir dakika ile bir sene arasinda degisen hiicre dongiisiiniin amaci hiicrenin
biiyiimesi ve hiicre ¢ogalmasidir.

S fazi (Sentez): DNA replikasyonu, kromozomlarm ¢iftlenmesi, RNA ve protein
sentezi gergeklesir. Bu donem 4 ile 24 saat arasinda siirer.

G2 fazi (G=Gap): DNA replikasyonu olmaz, RNA ve protein sentezi devam eder.
Saglikli ve tiimdr hiicrelerinde 2 saat siirer.

M fazi (Mitoz): Bir saatlik slirede mitoz ve sitokinez gergeklesir.

G1 fazi: Hiicrelerin ilk boliimde tekrar hiicre boliinmesine girmeden Sentez’e (S)
hazirlandigi, DNA zinciri, kromozom i¢in gerekli enzim, niikleotid ve histon sentezinin
yapildig1 evredir. DNA replikasyonu olmaz ancak RNA ve protein sentezi devam eder.
Hiicre cogalma hizini belirler, tiimor tipleri arasinda siiresi degiskenlik gdsterir. Timor
hiicrelerinden yavas ¢ogalanlar mitozdan sonra GO faziyla devam ederler. (Yokus ve
Ulker, 2012; Kayaalp, 2018). GO, biiyiimenin durdugu veya farklilasmanmn tamamlandig:
fazdir. Hiicrenin siklin bagimli kinazlarin (CDKs) aktive olmasiyla G1 fazindan S fazina
girer (Sener vd., 2022). Hiicre dongiisiinde DNA replikasyonu ve hiicre bdliinmesinin
regulasyonu en iyi anlasilmis olan olaylardir. Bir¢ok yetiskin dokudaki hiicreler
boliinmenin olmadig1 GO fazindadir (Giines, 1999). GO fazindaki hiicre tekrar boliinecegi
zaman dongliye G1 fazindan katilmaktadir. Biiyiime faktorleri, sitokinler ve timor
virtisleri gibi mitojenik iletiler, hiicrenin S fazina geg¢is hazirliklar1 yaptigr G1 fazma
girmesini saglar. Dongliniin kontrol noktalar1; G1, G2 ve M evrelerinin son asamalarinda

bulunmaktadir (Yokus ve Ulker, 2012).
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Sekil 2.2. Hicenin bélinme evreleri (http-4)

Siklinler ve CDKSs proteinleri hiicre dongusinin metabolik aktivitelerini

diizenlemekte, kontrol etmekte ve hiicre boliinmesini hizlandirma yoniinde uyarmaktadir.

Hiicre dongiisiinde boliimler arast gegis bu molekiiller araciligiyla gergeklestirilmektedir.

Siklinler CDKs’a baglanarak onlar1 uyarirlar, ardindan CDKs hiicre dongiisiiniin
yuratilmesinde rol oynayan substrat molekiillerini fosforile ederek aktive olmasini

saglarlar. Hiicre siklusu konroliinde gorevli baslica siklinler, Siklin A, B, D ve E’dir.

Siklinler CDKs molekiillerini etkiler, S fazinda CDKs 1 ve 2, siklin A tarafindan, gec

donemlerinde siklin E, CDK 2 ve G; evresinin orta ve son donemlerinde CDKs 4 ve 6,

siklin D tarafindan uyarilir. Biiylimeyi uyaran sinyal, hiicrede siklin D ailesinin diizeyini

artirmakta ve uygun CDKs aktive olmaktadir. Bu nedenle siklin D salimimiin

kontroliiniin bozuldugu bir mutasyon, hiicreyi S fazina sokmakta ve neoplastik

transformasyon gelismektedir. S fazinda DNA sentezinde gorevli enzimler ve DNA

sentezi i¢in gerekli genlerin ekspresyonu gerceklestirilir. Bir seferlik iiretilen siklinler
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CDKs’lerle birlesip onlar1 aktive ettikten sonra hiicre i¢inde yok edilirler (Yokus ve
Ulker, 2012; Kayaalp, 2018). Dongiideki araci molekiillerden bazilari CDKs
molekiillerine baglanarak onlar1 inhibe eden siklin bagimli kinaz inhibitdrleri (CDKIs) ve

diger kinaz inhibitorii (KI) proteinlerdir (Kayaalp, 2018).
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Sekil 2.3. Hiicre dongiisiinde siklin proteinleri (Yokus ve Ulker, 2012)

Hiicre boliinmesinde yasamsal 6neme sahip olan diizenleyici tiimor baskilayan p53
geni; DNA hasarma yanit olarak p53 gen {iriinlinii aktive ederek hiicre dongiisiinii
durdurur (Aydm Ozgiir, 2006; Ekmekgi, 2008). p53 molekiilii normalde inaktif halde
bulunur, DNA hasar1 ile aktif hale gecer, eger DNA hasar1 ciddi ve tamiri miimkiin
degilse hiicreyi apoptozise yonlendirir (Bircan vd., 2005). G1 donemi ile S donemi
(kontrol noktast 1) ve G2 donemi ile M donemi (kontrol noktasi1 2) arasinda hiicre
siklusundaki baskilayici etkilerini gosterir. Onemli bir negatif diizenleyici yani
boliinmeyi inhibe edici gen olan p53 geni, sentezini sagladigi p21 proteini aracilifiyla
kontrol noktasi 1°de inhibisyonu gerceklestirir (Kayaalp, 2018). Mide kanserlerinin
yaklasik yarisina yakin insidansta, akciger kanserlerinin yarisinda, CRC %70’inden
fazlasinda p53 geninde homozigot kayip saptanmistir (Karaman, 2003). Bax ve Bcl-2;
p53 apoptozisin iki ana elemamidir ve p53 ile etkilesime girerler. p53; Bax’in
ekspresyonunu arttirir ve apoptozu artiririr, Bax protein (bci-2-associated x protein) ise

bcl-2 ile yiiksek derecede yapisal benzerlik gostermesine ragmen proapoptotik aktivite
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gosterir. p53; fetal ve yetiskin dokuda eksprese edilen Bcl-2’nin ekspresyonunu azaltir ve

apoptoz baskilanir. Hasara ugramig genetik materyalin bir sonraki hiicreye aktarilmasi

engellenir (Karaman, 2003; Bircan vd., 2005).
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Sekil 2.4. Kanser hlicresinin olusum evreleri (http-5)
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2.2.1.1. Apoptoz

Apoptoz, 1970'lerde Kerr ve arkadaslari tarafindan tanimlandigimdan beri, biyolojik
arastirmalarda en ¢ok arastirilan siireglerden biri olmaya devam etmektedir. Oldukca
secici bir slire¢ olan apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik kosullarda onemlidir
(Wong, 2011).

Apoptoz, DNA hasarindan veya hiicre dongiisii sirasinda olusanlar gibi hasarli
hiicrelerin diizenli ve verimli bir sekilde ¢ikarilmasiyla sonuglanan programlanmis hiicre
6liminln bir seklidir. Apoptoz, genotoksik stres gibi hiicre i¢inden gelen sinyaller veya
ligandlarin hiicre yiizeyi 6liim reseptorlerine baglanmasi gibi dis sinyaller tarafindan
tetiklenebilir. Apoptotik hiicre 6liimii mekanizmasindaki kuralsizlastirma, kanserin ayirt
edici 6zelligidir. Apoptoz degisikligi sadece tiimor gelisimi ve ilerlemesinden degil, ayni
zamanda tedavilere karsi tiimor direncinden de sorumludur. Su anda klinik onkolojide
kullanilan ¢ogu antikanser ilaci, kanser hiicresi 6liimiinii tetiklemek i¢cin bozulmamaig
apoptotik sinyal yollarindan yararlanir. Hiicrenin 6liim yollarindaki kusurlar ilag
direncine neden olabilir ve bu nedenle tedavilerin etkinligini sinirlayabilir (Pistritto vd.,
2016).

Apoptoz kanserli hiicrelerde az miktarda meydana gelmekte ve 6lmeyecek malign
hiicrelere neden olmaktadir. Apoptoz mekanizmasi1 karmasiktir, bu esnada hiicreler
malign transformasyona tiimOr metastazina ve antikanser ilaglara karsi dirence yol
acabilmektedir. Apoptoz, problemin nedenidir fakat ayn1 zamanda tedavi i¢in gerekli bir
mekanizmadir. Kanserde hiicre béliinmesi ile hiicre 6liimii arasinda bir denge kaybi1 vardir
ve Olmesi gereken hiicreler bunu yapacak sinyalleri almamustir. Sorun, apoptoz yolu
boyunca herhangi bir adimda ortaya ¢ikabilir. Azaltilmis apoptoz, gelismis timor ve
biiyiimesi ve gelisimi ile sonug¢lanan bir tiimor baskilayici gen olan p53'in asagi
regiilasyonu ve mekanizmadan bagimsiz olarak p53'iin etkisizlestirilmesi, bir¢ok insan
kanseri ile baglantilidir (Wong, 2011).

Apoptozda biyokimyasal degisiklikler; genel olarak, apoptozda ii¢ ana tip
biyokimyasal degisiklik gdzlemlenebilir:

e Kaspazlarin aktivasyonu,
e DNA ve protein yikimi,
e Membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan taninmasu.
Apoptozun baglarinda, hiicre zarmin dis katmanlarinda, i¢ katmanlardan “disar1

cevrilmis” olan fosfatidilserin (PS) ifadesi vardir. Bu, olii hiicrelerin makrofajlar

14


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wong+RS&cauthor_id=21943236
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pistritto+G&cauthor_id=27019364
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wong+RS&cauthor_id=21943236

tarafindan erken taninmasina izin vererek proinflamatuar hiicresel bilesenlerin salmimi

olmadan fagositozla sonuglanir.
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Sekil 2.5. Apoptoziste goriilen morfolojik degisiklikler (Akmegse, 2016)

Apoptozun diger bir 6nemli 6zelligi, kaspazlar ad1 verilen sistein proteaz ailesine
ait bir grup enzimin aktivasyonudur. Aktive edilmis kaspazlar bir¢ok hayati hiicresel
proteini parcalar ve niikleer yap1 iskelesini ve hiicre iskeletini pargalar. Ayrica niikleer

DNA'y1 daha da bozan DNAaz'1 da aktive ederler (Wong, 2011).
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Sekil 2.6. Apoptoz mekanizmasi (Lialiutska, 2012)
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2.2.1.2. Nekroz ve Apoptoz farklart

Apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinir), hiicre yapisinda bir dizi
enzime bagli biyokimyasal siiregle ve morfolojik degisiklik ile karakterize edilen bir
strectir. Sonug, cevredeki dokulara minimum hasar ile hucrelerin vicuttan
temizlenmesidir. Bununla birlikte nekroz (kontrolstiz hiicre 6limu), genellikle hicre
iceriginin ¢evre dokulara dokiilmesi ve ardindan hasar gormesiyle sonuglanan,
cogunlukla siddetli bir saldirinin ardindan hiicrenin kontrolsiiz 6liimii olarak karakterize
edilir. Apoptozun basarisiz olmasi ve bunun sonucunda viicutta hasarli hiicrelerin
birikmesi, ¢esitli kanser tlrlerine neden olabilir. Bu nedenle, etkili kemoterapdtiklerin
gelistirilmesinde yolaklarin anlagilmasi 6nemlidir. Son zamanlarda apoptozun birkag alt
tipi oldugu ve apoptoz, nekroz ve otofaji arasinda bir ortiisme oldugu netlik kazanmigtir

(D'Arcy, 2019).

NEKROZ APOPTOZIS

Sekil 2.7. Apoptoz ve nekroz mekanizmalari (http-6)

2.2.2. Beslenme ile kanser iliskisi

Yapilan ¢alismalar tiim kanser vakalarmmin %90-95'inin ¢evre ve yasam tarzindan
kaynaklandigin1 gostermektedir (Anand vd., 2008). Yaklasik 2500 yi1l 6nce Hipokrat,
genel saglik i¢in gidanin dnemini belirtmistir. Son birkag¢ yilizyil boyunca hastaliklari
onlemek/tedavi etmek igin Ozellikle bitkilerden elde edilenler basta olmak {izere
yenilebilir maddelerin kullanimini kabul etmis ve tesvik edilmistir dolayisiyla, kanser

kemopreventif/kemoterapdtik olarak fitokimyasallar olarak da bilinen dogal ajanlarin
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potansiyeli konusunda farkindalik yaratmistir. Giiniimiizde piyasada bulunan antikanser
ilaclar arasinda dogal iiriin tiirevleri veya dogal iiriin taklitleri yer almaktadir (Newman
ve Cragg, 2007).

Diyet, fiziksel hareketsizlik, hareketsiz yasam tarzi ve obezite, sigaradan sonra
kanserin baslangicindaki ana risk faktorleridir. Beslenme aligkanliklarindaki
degisikliklerin kanser baglangicini dnlemeye %30-50 oraninda katkida bulunabilecegi
tahmin edilmektedir (Mentella vd., 2019). Simdiye kadar yapilmis olan incelemelerde,
meyve ve sebzelerde antikanser Ozellige sahip yaklasik 25.000 farkl fitokimyasal
tanimlanmistir (Anand vd., 2008). Son yillarda polifenolik bilesikler igeren bitkisel
gidalara biiyiik ilgi duyulmaktadir (Huang vd., 2010; Khan vd., 2008). Diizenli bir sekilde
sebze ve meyve (sarimsak ve lahana, brokoli, vb.) i¢eren bir diyetle beslenme sonucu
selenyum, folik asit, ¢esitli vitaminlerin (A vit., B-12, D vit.) ve antioksidanlarm alimmmn
kanser baglangicinda koruyucu bir rol oynadigi ve boylece meme kanseri, kolorektal
kanser ve prostat kanseri riskinin %60-70 ve akciger kanseri riskinin ise %40-50 oraninda
azaltilabildigi belirtilmektedir (Mentellavd., 2019).

Lif bakimindan zengin iirlinlerin (6rnegin tam tahillar) yiiksek miktarda alinmasi
ve orta diizeyde siit ve siit lirlinleri alimi, farkli kanser tiirlerinin (6rnegin kolorektal
kanser, akciger kanseri, mide kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser, yemek borusu
kanseri) goriilme sikligin1 azaltabilir. Tersine hayvansal kat1 ve sivi yaglar bakimindan
zengin olan ve genellikle yiiksek sicakliklarda pisirilen et ve hayvansal {iriinler 6zellikle
kolorektal kanser, mide kanseri ve prostat kanseri i¢in kanser insidansini artirabilir. Alkol
alimi ve sagliga olumlu ya da olumsuz etkileri konusunda c¢aligmalar arasinda bir fikir
birligi yoktur. Orta diizeyde bir alkol alimi (giinde 30 g'a kadar) bobrek kanserinin
baslamasina kars1 koruyucu bir etkiye sahip yol agarken asir1 alkol alimi kesinlikle bir¢ok
kanserin (ag1z boslugu kanseri, yemek borusu kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser,
mide kanseri ve karaciger kanseri) baslangicinda risk faktorii olarak kabul edilmektedir
(Mentellavd., 2019).

2.2.3. Oksidatif stres

Serbest radikaller viicudun onlar1 diizenleme yetenegini asarsa, oksidatif stres
olarak bilinen bir durum ortaya ¢ikar (Lobo vd., 2010). Oksidatif stres ilk olarak Helmut
Sies tarafindan “prooksidan-antioksidan dengesinin oksidan tiirler lehine bozulmasi ve
potansiyel hasara yol agmas1” olarak tanimlanmistir. Artan serbest radikal olusumunun

yani sira koruyucu antioksidan savunma sisteminin azalmig aktivitesinin bir yansimasidir.
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Reaktif oksijen turleri esas olarak zarar verici oksidatif reaksiyonlardan sorumludur.
Oksidatif stres, antioksidanlarm etkisiyle kars1 konulamayan reaktif oksijenli tiirlerin agir1
tretimi olarak tanimlanir (Pisoschi ve Pop, 2015). Reaktif oksijen ve nitrojen turleri
(ROS/RNS) iiretimi ile antioksidan savunma arasindaki dengesizlik meydana gelmistir
(Lopez-Alarcona ve Denicola, 2013).

Antioksidanlardan zengin beslenmenin insan sagligina yararli olacagi One
striilmiistiir ve dogal trilinlerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi {izerine
calismalar yapilmaktadir. Iyi bir antioksidan, sadece iyi bir radikal temizleyici ve
indirgeyici bilesik degil, ayn1 zamanda antioksidan enzimlerin ekspresyonunu indiikleyen
transkripsiyon faktorlerini aktive ederek, boylece oksidatif stresi iyilestirerek antioksidan
aktivitesini gosterebilen bir molekildir (Lopez-Alarcona ve Denicola, 2013).

Serbest radikal tiretimi ile antioksidan savunmalar arasindaki dengesizligin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres, lipitler, proteinler ve niikleik asitler dahil
olmak iizere ¢ok cesitli molekiiler tiirlerin hasar gormesi ile iliskilidir. Radyasyon ve
kemoterapinin yan etkilerinin yami sira kanserin baslamasi ve ilerlemesi, ROS ile
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlige baglanmistir (Lobo vd.,2010). Bu
dengesizlik sonucunda, onkogenlerin asir1 ekspresyonu, mutajen bilesiklerin olusumu,
aterojenik aktivitenin tesviki, senil plak olusumu veya iltihaplanma goriilebilir. Oksidatif
stres, norodejenerasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, bobrek hastaliklari,
ateroskleroz, kronik obstriiktif akciger hastaligi, alzheimer hastaligi ve kanser dahil
olmak iizere bir¢ok hastaliga neden olmaktadir (Forman ve Zhang 2021; Pisoschi ve Pop,
2015). Kanserin baslica i¢ nedenleri oksidatif stres; hipoksi, genetik mutasyonlar ve
apoptotik fonksiyon eksikligi iken, dis nedenleri ise artan stres, ¢evre kirliligi, sigara,
radyasyon ve ultraviyole 1smlarina maruz kalma ile iliskilidir (Blackadar, 2016).

2.2.4. Kanserojen maddeler

Immiin tahribattan kacinmak artik kanserin ayirt edici 6zelligi olarak kabul
edilmektedir ve immiinoterapi alani, melanom gibi farkli kanser tirlerine sahip
hastalarda, artan sagkalim ve iyilesme yanitinin goriilmesi son geligmelerle artmustir
(Couzin-Frankel, 2013). Kronik stres, yaslilik, kronik zayiflatici hastalik, daha 6nce
kemoterapi kullanimi, analjezik, antibiyotik, kortikosteroid gibi ilaglarm kotiiye
kullanilmas1 gibi herhangi bir faktor nedeniyle bagigiklik sistemi baskilanmis kisilerde
kanser riski artmaktadir (Roy ve Saikia, 2016).
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Diinya Saglk Orgiiti (WHO) arastirmasma gore, diinya c¢apmnda kanserden
kaynaklanan 6limlerin %35'i fiziksel, kimyasal, biyolojik ve enfeksiyon faktorlerinden
kaynaklandig1 goriilmiistiir.

Fiziksel faktorler; WHO, Uluslararasi "Elektromanyetik Alanlar" Programinin bir
monografisinde 50/60 Hz'lik manyetik alan olas1 bir timor faktorii olarak kabul eder. X
isilarina maruziyeti, mor Otesi, ultraviyole 1s1§a maruz kalma, gilines 1smlarina
maruziyet, solaryum tarafindan yayilan radyasyon, arsenik, komiir katrani, is gibi
maddelere maruziyet kansere yol acar.

Kimyasal faktorler; Tiitiin kullanimy, alkol tiiketimi, evlerde ve tarimda kullanilan
kimyasallar, egzoz emisyonlari, endiistriyel kirleticiler ve toksik atiklar, zirai ilaglara
yiliksek maruziyet, duman, tiitsli veya sa¢ boyasi kanser riskini artirabilir. Bazi ilaglarin
da kanserojen etkileri olabilir; hamile kadinlarda diisiik tehdidinde verilen stilbestrol gibi
turevler, aromatik benzen tirevleri, kloro-organik maddeler, fenoksiasetik asit turevleri
ve miyelosupresif antibiyotikler vb.

Biyolojik faktorler; Diyet, fiziksel hareketsizlik, hareketsiz yasam tarzi ve obezite,
sigaradan sonra kanserin baslangicindaki ana risk faktorleridir. Beslenme
aliskanliklarindaki degisikliklerin kanser baslangicini 6nlemeye %30-50 oraninda
katkida bulunabilecegi tahmin edilmektedir (Mentella vd., 2019). Yukarida Beslenme ile
Kanser Iliskisi bliimiinde daha detayl1 bahsedilmistir.

Enfeksiyonlar; Sik enfeksiyonlara maruz kalmak kanser i¢in tehdit olarak
gorilmektedir. Helicobacter pylori enfeksiyonlarmin mide kanseri ile, C. pneumoniae’nin
akciger kanseri ile ve Chlamydia trachomatis'in rahim agzi kanseri gelisiminde risk
faktorii olarak goriilmektedir. Nazofaringeal karsinom ve Burkitt lenfomasina neden olan
Epstein-Barr virtisii (EBV), tiimor hiicrelerinde tanimlanmistir ayrica EBV'nin mide
kanseri, Hodgkin lenfoma, damak, bademcik ve dil kanserinin etiyopatogenezinde yer
aldig1 goriilmektedir. Salmonella typhi'den kaynakli kolanjiokarsinom (safra yolu
kanseri) gelisiminde yer alan ¢esitli potansiyel mekanizmalar varken, Streptococcus bovis
genellikle kolorektal kanser ile iliskilidir (Lewandowska vd., 2019).

2.3. Kanser Tedavisi

Biyobelirteg testi; Kanser hakkinda bilgi saglayabilecek genleri, proteinleri ve
tiimor belirteclerini aramak i¢in kullanilan bir yoldur.
Kemoterapi; Kanser hiicrelerini 6ldiirmek igin ilaglarin kullanildigi bir tedavi

tirtidiir. Birinci basamak cerrahi tedavinin ardindan verilen kemoterapi Adjuvan
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(koruyucu), ilk basamak tedaviden sonra uygulanan tedavi Neoadjuvan (klgultlicl) ve
Palyatif (destek amagli) kemoterapi olmak {izere 3 tiirli vardir.

Hormon tedavisi; Kanserlerin biiylimesini yavaslatmak veya durdurmak amaci ile
kullanilan bir tedavi tiirtidiir.

Yiiksek ateg; Hipertermi, normal dokuya cok az zarar vererek veya hi¢ zarar
vermeden kanser hiicrelerinin zarar gérmesine ve Oldiiriilmesine yardimci olmak i¢in
viicut dokusunun 45 °C 'ye kadar sitildig1 bir tedavi tiirtidiir.

Immiinoterapi; Bagisiklik sisteminizin kanserle savasmasina yardimei1 olan kanser
tedavisi turadur.

Fotodinamik terapi; Kanseri ve diger anormal hiicreleri 6ldiirmek i¢in 1g1kla aktive
edilen bir ilag kullanilir.

Radyasyon tedavisi; Kanser hucrelerini 6ldiirmek ve timorleri kucultmek igin
yuksek dozda radyasyon kullanan kanser tedavisidir.

Kok htcre nakli; Yuksek doz kemoterapi veya radyasyon tedavisi ile kendi
hlcreleri yok edilmis kisilerde kan hiicrelerine doniisen kok hiicreleri geri kazandiran
prosedrlerdir.

Ameliyat; Kanseri tedavi etmek i¢in kullanildiginda cerrahi yontemlerle viicuttan
kanserli dokunun ¢ikarildig1 bir prosediirdiir.

Hedefe yonelik tedavi; Kanser hicrelerinde blylmelerine, bélinmelerine ve
yayillmalarina yardimci olan degisiklikleri hedefleyen bir tiir kanser tedavisidir,
kemoterepi ilaglarmin aksine saglikli hiicrelere zarar vermez sadece kanser hucrelerini
hedefler (http-7; http-8).

Mevcut kanser tedavileri genellikle saglikli hiicreleri 6ldiiren ve hastalarda toksisite ile
sonu¢lanan radyasyon ve kemoterapdtik ilaglarin alinmasini ve cerrahi miidahaleyi
icermektedir. Bu nedenle arastirmacilar sadece kanserli hiicreleri ortadan kaldirabilmenin
yollarmi1 aramaktadir. Kanserli hiicrelerin tiimor i¢i heterojenligi, etkili bir kanser
tedavisinin oniindeki en biiyiik engeldir (Zaimy vd., 2017). Son yillarda risk faktorlerini
ortadan kaldirmaya yonelik ¢abalara ragmen, kanserin yayilmasi artmaya devam
etmektedir (Navya vd., 2019).

2.3.1. Kanser tedavisinde bitkisel aktif bilesiklerin rolii

Kanser tedavisinde bitki ve bitki bazli iiriinlerin kullanimi tibbi uygulamalarda hizla
artmaktadir (Cassileth ve Vickers, 2005). Bitkisel iirlinler, zararh yan etkilerinin daha az

oldugunun diisliniilmesi nedeniyle c¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in uzun siiredir

20


https://www-cancer-gov.translate.goog/about-cancer/treatment/types/hormone-therapy?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=tr&_x_tr_hl=tr&_x_tr_pto=sc
https://www-cancer-gov.translate.goog/about-cancer/treatment/types/hyperthermia?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=tr&_x_tr_hl=tr&_x_tr_pto=sc
https://www-cancer-gov.translate.goog/about-cancer/treatment/types/immunotherapy?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=tr&_x_tr_hl=tr&_x_tr_pto=sc
https://www-cancer-gov.translate.goog/about-cancer/treatment/types/photodynamic-therapy?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=tr&_x_tr_hl=tr&_x_tr_pto=sc
https://www-cancer-gov.translate.goog/about-cancer/treatment/types/radiation-therapy?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=tr&_x_tr_hl=tr&_x_tr_pto=sc
https://www-cancer-gov.translate.goog/about-cancer/treatment/types/stem-cell-transplant?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=tr&_x_tr_hl=tr&_x_tr_pto=sc
https://www-cancer-gov.translate.goog/about-cancer/treatment/types/surgery?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=tr&_x_tr_hl=tr&_x_tr_pto=sc
https://www-cancer-gov.translate.goog/about-cancer/treatment/types/targeted-therapies?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=tr&_x_tr_hl=tr&_x_tr_pto=sc

oneme sahiptirler. Mevcut kemoterapotiklerle iligkili toksisite, yeni kanser Onleyici
ilaglarm gelistirilmesine yonelik talebi artrmaktadir. Klinik olarak kullanilmakta olan
bir¢ok ilag dogal iirlinlere dayanmaktadir (Butler, 2008). Kanser insidansindaki keskin
artis uygun tedavi eksikligi ve sentetik ilaclarla iligkili ciddi yan etkiler yeni ve daha etkili
molekiillerin arastirilmasint gerekli kilmistir. Son yillarda, diinya genelinde bitkisel
ilaglarm veya bitki tiirevli dogal iirtinlerin kullanimina, diisiik yan etkileri nedeniyle ilgi
artmustir. Dogal tiriinler arasinda flavonoidler, bitkiler aleminde her yerde bulunan genis
bir bilesik grubunu olusturmaktadir (Marder vd., 1998).

Geleneksel bilgiler ve bilimsel raporlar sifali bitkilerin, bazi kanser tiirleri de dahil
olmak Tlizere c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilen biyolojik olarak aktif
bilesiklerin zengin kaynaklar1 oldugunu gostermektedir. Kemoterap6tik bir ilag
gelistirmeye yonelik ilk girisim 1940'larda nitrojen hardallar1 ve antifolat ilaclarla
baglamustir (Chabner ve Roberts Jr., 2005).

Flavonoidler ve diger fenoliklerin kanser ve kalp hastaliginin gelisiminde onleyici
rol oynadig1 one siirilmiistiir. Epidemiyolojik g¢aligmalar, tiiketimlerinin kanser ve
kardiyovaskiiler hastalik riskinde azalma ile iliskili oldugunu goéstermistir (Haghi ve
Hatami, 2010). Flavonon tirevlerinin hicre doénglsuni duzenleyici proteinlerin
ekspresyonunun kontroliinde kritik bir rol oynadig1 ve ayrica apoptoz ve otofaji ile ilgili
mekanizmalar1 aktive ederek kanser hiicresi 6liim oranini arttirdigi bildirilmektedir (Woo
vd., 2012; Irimie vd., 2015; Irimie vd. 2016).

Karsinogenez, kanserin baslamasina, ilerlemesine ve ilerlemesine yol acan genetik
ve epigenetik degisikliklerden olusan bir dizi olay1 iceren ¢ok asamali bir siirectir.
Kemoprevensiyon, cok asamali karsinojeneze miidahale etmek i¢in toksik olmayan dogal
bilesiklerin, sentetik kimyasallarin veya bunlarin kombinasyonlarmnin kullanilmasi olarak
adlandirilir. Diyet modifikasyonu yoluyla kemoprevensiyon, yani bitki bazli gidalarin
artan tuketimi, kanser riskini azaltmak igin en umut verici ve potansiyel olarak uygun
maliyetli bir yaklasim olarak ortaya c¢ikmistr (Georgea vd., 2017). Kanser
kemoprevensiyonu kanserojen ilerlemeyi tersine cevirebilen, kontrol edebilen veya
engelleyebilen dogal, diyetsel veya sentetik ajanlarin kullanilmasidir. Diinya ¢apinda
artan kanser vakalariyla miicadele etmek igin g¢ekici bir strateji haline gelmistir.
Epidemiyolojik ¢alismalar diyet flavonoidlerinin ve sebzelerin uzun siireli aliminin

kronik hastalik ve 6zellikle kanser riskini azalttigini gdstermektedir (Xiao, 2008).
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2.3.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitki pigmentasyonundan sorumlu ve gi¢li antioksidan 6zelliklere
sahip en biiylik polifenol sinifidir. Renk disinda, flavonoidlerin tohum olgunlagsmasinda,
farkli biyotik/abiyotik streslerden korunmada ve istya uyum saglamada ve donma
toleransinda genis bir yelpazede biyokimyasal islevlerden sorumlu oldugu kanitlanmastir.
Flavonoidler bitkilerde detoksifiye edici ve koruyucu bir sistem olarak gelistirilmistir
(Marcarini vd., 2011; Li vd., 2018).

Flavonoidler, minimum tek hidroksil grubu ile aromatik bir halka tagiyan ve on bes
karbonlu bir iskelete dayanan bilesiklerin genel adidir. En basit diizeyde, iskelet, ii¢
karbonlu bir kopri (C-halkasi) ile birbirine baglanan iki fenil halkasindan (A- ve B-
halkalar1) olusur (C6-C3-Ce6) (lwashina, 2000; Singh, 2021). Bugiine kadar g¢esitli
bitkilerde yaklagik 8000 fenolik bilesik tanimlanmistir ve bunlarin yaris1 glikozitler,
aglikon ve metillenmis tiirevler olarak bulunan flavonoidlerdir. Flavonoidlerin dogasi,
hidroksilasyon ve polimerizasyon derecelerine, yapisal sinifa, diger konjugasyonlara ve
ikamelere baghdir. Flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme 6zelligi, apoptozu ve
otofajiyi indiiklemesi, kanser hiicresi proliferasyonunu baskilamasi, antienflamatuar,
antialerjik, enzim aktivitivasyonu Uzerinde modulator etkisi gibi biyolojik aktiviteleri
bilinmektedir. Flavonoidler 6 gruba ayrilan polifenolik bilesiklerdir: izoflavonoidler,
flavanonlar, flavanoller, flavonoller, flavonlar ve antosiyanidinler. Meyveler, sebzeler,
yesil ¢ay, sarap ve kakao bazli {iriinler gibi bitki kaynakli igecekler flavonoidlerin ana
kaynaklaridir (Cushnie ve Lamb, 2011; Kopustinskiene vd., 2020; Singh vd., 2021).
Giinliik olarak flavonoid agisindan zengin gidalar veya flavonoid takviyelerinin alimmin
artirilmasi, bagirsak mikrobiyotasinda olumlu degisikliklere neden olarak kanser riskini
azaltabilir ve hayati fonksiyonlar1 hiicresel diizeyde normallestirebilir (Kopustinskiene
vd., 2020).

Flavonoidler ayrica meme, kolon, prostat, yumurtalik, pankreas ve 6zofagus kanseri
gibi kanser hiicre dizilerinin potansiyel inhibitorleridir ve kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikleme kapasiteleri oldugu gosterilmistir. Ayrica insanlarda goriilen kanser
hicrelerinde p53 yoluyla antimetastatik ve apoptotik etkilere sahiptirler (Ganesan ve Xu,
2017). Bunun yam1 swa kimyasal g¢esitlilikleri, yapisal karmagikliklari, satin
alnabilirlikleri, 6nemli toksik etkilerinin olmamasyaz olmasi ve dogal biyolojik
aktivitelerinin olmas1 onlar1 yeni arastirmalar i¢in ilgi ¢ekici adaylar haline getirmektedir

(Ziaullah ve Rupasinghe, 2015).
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Sekil 2.8. Flavonoidlerin siniflandirmasi (Lialiutska, 2012)

Flavonollerin serbest bi¢imleri olan aglikonlar, lipofilik (yagda ¢6ziiniir) 6zelliklere
sahiptir. Bununla birlikte, ¢ogu flavonol bitkilerde sentezlenir, lipofobik (suda ¢6ziiniir)
olan glikozit formuna baglanir. Flavonol metabolitleri idrar ve safra yolu ile atilir.
Biyoyararlihigin 6nemli faktorlerinden biri, alinan flavonollerin yagda ¢ozlniirligiidiir.
Flavonol agisindan zengin gidalar yutuldugunda, aglikonlar ve glikozit formlar1 farkh
sindirim ve emilim yollarma maruz kalir. Lipid ¢Ozlniirliigi emilimde 6nemli bir
belirleyici faktérdir (Dabeek, 2019).

Polifenol agisindan zengin bir diyet, hiicresel redoks potansiyeli, enzimatik aktivite,
hiicre cogalmasi ve sinyal iletim yollar1 gibi ¢cok sayida fizyolojik siireci modiile ederek
kronik patolojilere karsi koruma saglar. Polifenoller, esas olarak enterositlerde ve
karacigerde ve ayrica bagirsak mikrobiyotasinda faz I ve faz Il reaksiyonlarinin aracilik
ettigi kapsamli bir biyotransformasyon nedeniyle diisiik bir oral biyoyararlanima sahiptir.
Karacigerde zayif bir sekilde emilir ve kapsamli bir sekilde metabolize edilir. Toplam
polifenolik alimin %5'inden daha azmin emilerek degismeden plazmaya ulastig
diisiiniilmektedir (Luca vd., 2020).
2.3.1.1.1. Viteksin ve Kanser tedavisindeki yeri

Viteksin, kimyasal olarak 8-D-glukosil-4',5,7-trihidroksi-flavon veya apigenin-8-
C-glukozit olarak bilinir, molekuler formili C21H20010 ve molekiiler agirligi 432.3775

g/mol'dur (http-9). C-glikozitler ise aglikonun karbonlarina baghdir, C-8'de bir C-C bag1
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olusturan, onlara asit hidrolizine kars1 daha fazla diren¢ ve dolayisiyla ¢ok cesitli

biyolojik aktiviteler veren seker gruplari igerir (Ganesan ve Xu, 2017).
OH

O OH
Sekil 2.9. Viteksin kimyasal yapist (http-10)

Passiflora, bambu, mimoza, bugday, ali¢, mas fasulyesi gibi bitkilerde bulunan
viteksin ayni zamanda bir¢ok geleneksel Cin ilacinin aktif bilesenidir ve anti-oksidan,
anti-kanser, anti-inflamatuar, anti-hiperaljezik ve noéroprotektif etkileri nedeniyle son
zamanlarda artan bir ilgi gormektedir. Viteksin, reaktif oksijen tirlerinin (ROS)
seviyesini azaltma, antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ve aktivitesini artirma ve
enflamatuar faktorlerin ekspresyonunu inhibe etmedeki 6nemli roliiyle yliksek yaglh
diyetin neden oldugu beyindeki oksidatif stresi ve iltihab1 hafifletebilir (Li vd., 2022).

Viteksin gastrointestinal kanalda zayif bir sekilde emilmektedir. Bu bilesiklerin
kalm bagirsakta etkili olma siirelerinin, antioksidan aktivitelerini gosterebilmeleri ve
serbest radikalleri yakalayabilmeleri i¢in yeterince uzun oldugunu 6ne stiriilmektedir
(Zhang, 2007). Agizdan alinan ¢ogu viteksin dogrudan kolona gider ve deglikosilasyon
ve heterosiklik C dongiilerinin halka agilmasi yoluyla bagirsak florasi tarafindan hidrolize
edilir. Dogrudan emilen viteksin, faz II metabolizmasi tarafindan metabolize edilir ve bu
faz Il metabolitleri daha sonra organizmanin disa akis tasiyicisi tarafindan hizla atilir, bu
da viteksinin viicutta ¢ok diisiik bir biyoyararlanimma neden olur (Li vd., 2022).
Viteksinin sicanlarda ¢ok diisiik mutlak oral biyoyararlanim sergiledigi bulunmustur
fakat belirgin bir ilk gecis etkisi bulunmustur. Siganlarda viteksinin hepatik, mide ve
bagirsaktan ilk gecis etkileri sirasiyla %5.2, %31.3 ve %94.1 idir (Chen.,2013).

Deneysel caligmalar, flavon C-glikozitlerin anjiyotensin doniistiiriicti enzim (ACE)
inhibitorleri gibi davrandigini ve vazodilatatér, bloke edici ve/veya Ca®* kanal bloke edici

aktivitelere sahip oldugunu gostermistir. Kardiyak hipertrofi, vaskiiler kontraktilite,
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miyokard hasari, cesitli proinflamatuar hastaliklar, endotel disfonksiyonu ve
aterosklerozda C glikoziti kullanilir. Ayrica, flavon C-glikozitlerin in vivo ve in vitro
tedavisi lipopolisakarit kaynakli proinflamatuar sitokin sekresyonunu, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenazi (COX) ve reaktif oksijen (ROS) iiretimini
azaltir. Ayrica, ¢ok giiclii antitiroid etkilere sahiptir, hayvanlarda enerji ve glukoz
metabolizmasindaki bozukluklar1 6nler ve metabolik hastaliklarin komplikasyonlarmi
tyilestirir (Ganesan ve Xu, 2017).

Viteksinin antioksidan ve antienflamatuar 6zellikleri miyokardiyal iskemi hasarina
karst dokunun kanlanmasini saglamaktadir (Ganesan ve Xu, 2017). Vitexin
proliferasyonun inhibisyonunun yani sira apoptoz ve otofajinin tesvik edilmesi nedeniyle
cesitli in vitro ve in vivo modellerde. antineoplastik etkiler gosterir. Vitexin U937 insan
I6semi hucrelerinde, MCF-7 insan gogiis kanseri hiicrelerinde, BHK-21 bebek hamster
bobreginde, HepG2 karaciger hiicrelerinde, HeLa servikal hiicrelerinde, HEp-2 girtlak
hiicrelerinde ve HCT116 kolorektal hiicrelerde hiicre apoptozu hedefleyerek antitimor
aktiviteler sergiledi (Ganesan ve Xu, 2017). Viteksin ile tetiklenen apoptoza genellikle
mitokondriyal membran potansiyelinde ve Bcl-2 protein seviyelerinde bir azalmanin yani
sira kaspaz-3 ve kaspaz-9 protein ekspresyonunda bir artis eslik etmektedir. TiUmor
baskilayic1 protein p53 ve viteksin iligkisi insan agiz kanseri OC2 hiicrelerinde de
incelenmistir. Sonuglar, vitexinin pS3—PAI1-MMP2 kaskad yoluyla hiicre canliligini ve
hiicre gociinii azalttigmi gosterdi. Meme kanserini 6nleme ve tedavisi i¢in Bax/Bcl-2 ve
kaspaz aktivitesinin yukari ve asagi regiilasyonu ger¢eklesmektedir. Farelerde dort meme
kanseri (MA782, MCF-7, T47D ve MDA-MB-435s), PC-3 prostat, HepG2 karaciger ve
HeLa servikal timor ksenogreftlerinde maksimum timaér inhibisyonu (%92'ye kadar)
gozlenmistir. Kemoterapi ilaglar1 (6rn., adriamisin, 5-fluorourasil ve sisplatin) ile
karsilastirildiginda, vitexin tedavisi ile giiclii ve genis bir antitiimor etkinligi gostermistir.
Viteksin ile tedavi, apoptotik hiicreleri gliglendirmis ve Bcl-2 ifadesinde eslik eden bir
diisiisle birlikte Bax ifadesini artmustir. Ayrica viteksin tedavisi; steroid metabolizmasi ve
sinyallemesini degistiren Ostrojen reseptorii ve progesteron pozitif meme kanseri
risklerini azaltmistir (Ganesan ve Xu, 2017).

2.3.1.1.2. Kersetin ve kanser tedavisindeki yeri

Kersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksifavon) flavonoid ailesinin 6nemli bir Gyesidir,
insan diyetinde en ¢ok tiiketilen polifenollerden biridir. Insan saglig1 iizerinde potansiyel

olarak faydali biyolojik aktivitelere (antiinflamatuar, antiviral, antioksidan, antitimar etki
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ve pihtilasmayi, hiperglisemiyi, hipertansiyonu azaltici ajan gorevi ve kardiyovaskiler
bozukluklar1 6nleme) sahip oldugu gosterilmistir (Vargas ve Burd, 2010; Kumar ve
Pandey 2013; Deepika, 2022). Kersetin en yaygin olarak elma, ¢ilek, kiraz, kirmizi
yaprakli marul, sogan gibi farklt meyve sebzelerde biiyiik miktarda bulunur, kuskonmaz
ve az miktada biber, brokoli, bezelye ve domates, turucgillerde cekirdeklerde ve sert
kabuklu yemislerde, kirmizi tiziimde ve yenilebilir kdkler, yumru kokler ve soganlar,
baklagiller, tahil taneleri, otlar, baharatlarda kayda deger miktarda kersetin icerir (Brown,

1980; Wang vd., 2009; Deepika,2022).
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Sekil 2.10. Kersetin kimyasal yapist (http-11)

Kersetin, flavonol grubunun bir {iyesidir ve dogada bol miktarda bulunan polifenol
olarak kabul edilir. Kersetin yaygm olarak glikozitler halinde bulunur, yani seker
kalmtilartyla konjuge halde bulunur (Deepika,2022).

Kersetin lipofiliktir ve dolayisiyla plazma zarindan kolayca geger. Kersetin, sulu
bir ortamda ¢ok diisiik ¢oziiniirliige sahiptir ve metebolik, kimyasal stabilitesi de ¢ok
zayiftir ve zardan gegirgenligi kisitlanir, dolayisiyla oral biyoyararlanimi ¢ok zayiftir.
Kersetin giiglii bir terapotik olarak kullanilabilir, ancak zayif ¢oziiniirlige, zayifa
gecirgenlige ve diisiik biyoyararlanima sahiptir. Kersetin’in 6nemli bir dezavantaj,
kanser tedavisi olarak kullanimi smirlayan kararsizligidir. Molekiil suda ¢oziinmez ve
alkolde ¢ok az ¢oziiniir. Kersetin ile ilgili ¢aligmalar organik bir solventte, alkolde
coziilerek yapilmaktadir (Deepika,2022). Bir seker par¢asinin kan dolagimina emilmeden
once hidrolizi, alman kersetinin lipid ¢oziliniirliglinii arttirir. Ana plazma metabolitleri,
maksimum seviyelere sirasiyla 0,8 ve 0,6 saat sonra ulasilan kersetin-30-sulfat ve -3-
glukuroniddir. Baslica idrar metabolitleri kersetin -diglukuronid, -30 -glukuronid,

isorhamnetin-3-glukuronid ve -glukuronid siilfattir ve 4 saat sonra maksimum seviyelere
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ulagsmustir (Dabeek, 2019). Diyet flavonoidleri (glikozit formlar1) bagirsakta enzimatik
olarak hidrolize edilir ve emilir ve epitel hiicreleri ve karacigerde faz Il enzimleri
tarafindan glukuronid/siilfat formlarma konjuge edilir. Bagirsak mikrobiyotasi, gidalarda
bulunan flavonoidlerin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (Kaeko, 2018). Kersetin’in
oral biyoyararlanimi ¢ok zayiftir ve bu, onun seker kisimlarina baghdir. Bitkilerde
bulunan kersetin ¢ogunlukla dogrudan emilimini engelleyen hidrofilik glikozitler
formundadir. Kersetin absobsiyonu, glikozit hidrolize edilerek aglikon formuna gectikten
sonra %65-81°e kadar yiikselir. Kersetin bir besin takviyesi olarak kullanilir. Gilivenli
kersetin dozu 1 g/giin’diir. Hem serbest hem de konjuge halde mevcuttur (Deepika, 2022).
Kan basincimi ve inflamasyonu diisiirmede yararli etkiye sahip oldugu bildirilen
kersetinin optimal etkili dozu, aglikon formunun 500 mg"'idir (Dabeek, 2019).

Kolorektal kanserde kersetin hiicre dongustni durdurur, dstrojen reseptorlerini
module eder, sinyal yollarin1 diizenler ve dolayisiyla kemo-koruyucu fonksiyonlarini
sergiler. Kersetin, 10semide hiicre dongiisiinii G2’de durdurdugu goriilmiistiir. Kerstin’in
ayrica kanserli hiicrelerde p53 ile ilgili yollar1 diizenledigi bilinmektedir. p53 salinimini
diizenler ve dolayisiyla siklin A, siklin B, CDK2 aktivitelerini inhibe eder ve bu nedenle
meme kanserinin MCF-7 hiicrelerini hiicre dongiisiiniin S fazinda durdurur. insan
metastatik PA-1 hiicre dizileri lizerine yapilan ¢alismalar, kersetinin mitokodriyal aracili
apoptotik yolu indiikledigini ve bdylece metastatik yumurtalik kanseri hiicrelerinin
biiyiimesini engelledigini gostermektedir. Kersetin tedavisi sonucunda Bcl-2 ve Bcl-xl
gibi anti-apoptotik molekdller ve sitokrom c, Bid, Bax, Bad, kaspaz-3 ve kaspaz-9 gibi
pro-apoptptik molekiiller artar. Kersetin ayrica kanserin ilerlemesi ile iliskili olan ¢coklu
doymamis yag asidi metabolitlerinin olusumunu engelledigi bilinmektedir. Poli
doymamis yag asidi (PUFA) metabolize etmekten sorumlu enzim olan ‘lipoksijenaz1’
inhibe eder. Hipertansif siganlarda kersetin nitirk oksit {iretiminde énemli rol oynar ve
oksidatif stresi azaltir. Kersetin, kaspaz 8’1 etkinlestirerek kanser hiicre hatlarmin
Oliimiine neden olan hiicre o6liim alaninin aktivasyonundan sorumludur. Kersetin
tarafindan indiklenen apoptozu, prostat kanseri ve l16semik hiicreler durumunda HSP-70
ve HSP-90 gibi 1s1 soku yapan proteinlerin azaltilmis aktivasyonu ile iliskili oldugu
goriilmiistiir. Kronik myeloid 16semi ve akut lenfoid l6semide kersetin telomeraz

aktivitesi baskilanir (Deepika, 2022).
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2.3.1.1.3. Rutin ve kanser tedavisindeki yeri

Rutin, suda az ¢0zilinen, agik sar1 goriiniimlii kat1 bir maddedir. Rutinin molekiil
formilu, C27H30016’dir ve molekiil agirligr 610,53 daltondur. Rutin birgok biyolojik
aktiviteye sahiptir, ancak zay1f ¢oziiniirliik ve absorpsiyona sahiptir ve oral uygulamasini
smirlar (Liu, 2020).

T H0 HO
Hx:m,_,f 2 Mz

‘Mr H-0

’@*:Zuw

OH

Sekil 2.11. Rutin kimyasal yapist (http-12)

Rutin, flavonol olan kersetin ve disakkarit rutinozdan olusan bir flavonol
glukoziddir. Rutin gibi ¢esitli C-glikozit flavonlari, biyolojik aktivitelerde O-glikozit
flavon izomerlerinden daha etkileyicidir. Bircok bitkide bulunan rutin, 6zellikle
karabugday bitkisi olan Fagopyrum esculentum’da bulunur. Diger zengin rutin kaynaklar1
siyah cay, elma kabuklari, sogan, karabugday, carkifelek cicegi ve {liziim kabuklaridir
(Florek vd., 2005; Saghaiera vd., 2016; Satari vd., 2021).

Rutin, diyabet, hipertansiyon  hastaliklarin tedavisinde kullamilir ve lipid
peroksidasyonunu inhibe ederek noroprotektif, antiinflamatuar, anti-kanserojen,
antiproliferatif, anti-oksidatif stres etkilerine sahiptir (Saghaiera vd., 2016; Ganeshpurkar
ve Saluja, 2017). Rutin’in prostat ve kolon kanserlerinin yani swa servical kanser
hiicrelerinin canliligin azalttigi, oksidatif oksijen olusumunu azalttig1 bu sebeple kanser
hiicresi olusumuna engel oldugu, hiicre yasam dongiisiiniin (apoptosis) saglikli olarak
tamamlanmasina destek oldugu ve bu sayede kanser olusumunu azalttig1 bildirilmistir

(Khan vd., 2020).

28



Rutin, proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini baskilar. Apoptoz, kaspaz ailesi
tarafindan yiiriitiiliir. p53 ve Bax gibi apoptotik gen ekspresyonu ile diizenlenir. Rutin
(900 um), insan prostat kanseri hiicre dizilerinde (DU-145, PC-3 ve LNCaP) mutant p53
proteininin ekspresyonunu azalttig1 bulunmustur. p53 geni tarafindan kontrol edilen hiicre
dongiisiiniin G1 ve G2 fazlari, hiicresel proliferasyonda ana diizenleyici mekanizmadir.
Calismalar rutinin glutatyon S-transferaz P1 (GSTP1) polimorfizmini arttirdigini
gostermistir, Cypl Al sitokrom P450 (CYP1A1, CYP2D6) polimorfizmleri (antitimor
genlerin inhibe edici etkisi), p53 (apoptoz gen ekspresyonu) ve Nqo-1 (antioksidan
enzim), hiicre dongiisiiniin durmasina ve sonug olarak apoptozun indiiklenmesine yol
acar. Ayrica rutinin, bcl-2 antiapoptoz gen ekspresyonunu ve Bcl2/Bax oranmni
azaltabilecegi bildirilmistir. Baska calismalar rutinin inhibe edebilecegini ve
diizenleyebilecegini 6ne siirmektedir. G2 ve G1 fazlarmda hiicre dongiisii apoptozu uyarir
ve NF-«xP yolu ve p38 MAP kinazin fosforilasyonu dahil olmak {izere bazi onkojenik
yolaklar1 azaltir. Rutin, insan glioblastoma hiicre dizilerinde apoptoz ve G2/M
indiiksiyonu yoluyla biiyiime inhibisyonuna neden olmustur. Rutin (400-700 mM/ ml),
G1 fazinda hiicre dongiisii durmast ve SW480'de (insan kolon adenokarsinomu hiicre
dizisi) in vitro antianjiyojenik Ozellikler gostermistir. Rutin, kersetin gibi diger
antioksidanlar da kaspazdan bagimsiz bir yolla hiicre apoptozunu indiiklemistir. Ayrica
rutin, noroblastoma hiicrelerinin biliyiimesini, G2/M fazinda apoptozu ve dongi
durmasini indiikleyerek 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir. Baz1 calismalar, rutinin (810 pm)
canlilikta azalmaya neden olabilecegini ve sonu¢ olarak insan karaciger hiicrelerinde
apoptozu indiikleyebilecegini gostermistir. Bagka bir ¢alisma, hiicre 6liimiine ve hiicre i¢i
ROS uretimine neden olan LLC-PK1 hcreleri (bir domuz bobrek tibuler epitel hiicre
dizisi) iizerinde rutinin koruyucu bir etkisi oldugunu gdstermistir. Ayrica artan kaspaz
aktivitesi ve apoptoz yoluyla prostat kanseri hiicreleri tizerinde in vitro sitotoksik etkiler
gOsterir. Ayrica rutin, hiicre canliligini azaltarak insan akciger (A549) ve kolon (HT-29
ve CACO-2) kanser hticre dizilerinin tedavisi icin aday bir terapétik ajan olabilir (Satari
vd., 2021).

29



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Sarf madde

Viteksin
Kersetin
Rutin
DMSO

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)

EDTA

Etil Alkol (Absollit)

Fdétal Bovine Serum (FBS)

Phosphate Buffer Saline (PBS)
Penisilin/Streptomisin

MTT boyasi

Tripsin-EDTA 10X

Tripan mavisi

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
DPPH

Firma adi

Cayman Chemical
Cayman Chemical
Cayman Chemical

VWR Prolabo, ABD
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Invitrogen, Almanya
GIBCO, ingiltere
Applichem, Almanya
Pan, Biotch, Almanya
Roche, Almanya
BioLegend, Amerika
Sigma-Aldrich, ABD

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar

Makine-Techizat

Hassas terazi
Klguk kapasiteli masa Ustu santrifiij
Otoklav
CO2’1i Etiiv
Invert Mikroskop
Buyiik kapasiteli santrifiij
Distile su cihazi
Cytation 5 Coklu Plaka okuyucu
Derin dondurucu (-20)
Derin dondurucu (-80)
10, 100, 1000 ve 5000 pl’lik otomatik pipetor
15 ve 50 mI’lik santrifiij tiipleri
25 cm2-75 cm2’lik hiicre kiiltiir flaski
2ml’lik Ependorf tiip
6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
12 kanalli otomatik pipet
Lamel
Laminar Flow kabin
Masa Ustli Mikro santrifiij
Su banyosu
Akim sitometri cihazi

Firma-Model

Mettler AM 100, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Hirayama HVE 50, Japonya
Hera Cell 240i, Amerika
Leica DMI 40ht 0, Almanya
Rotina 420R, Almanya
Millipore, Amerika

BioTek, ABD

Liebherr Medline, Almanya
New Brunswick Sci, ABD
Eppendorf, Kanada,

Isolab, Almanya

Greiner bio-one, ABD
Greiner bio-one, ABD

TPP, Isvi¢re

Axygen, Ingiltere

Isolab, Almanya

Heal Force, Cin

Sigma, Almanya

Nive, Turkiye

BD Accuri™ C6, ABDABD
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4. DENEYSEL YONTEMLER

Bu tez g¢alismasinda; antioksidan etkili oldugu bilinen ¢esitli flavonoidlerin

(viteksin, rutin, kersetin) farkli kanser hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaciyla Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvar1 ve
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari kullanilmistir.
Calisma siiresince viteksin, rutin ve kersetin ve bu flavonoidlerin kombinasyonlari
hazirlanarak hiicreler iizerindeki sitotoksik etkinin belirlenmesi amaciyla MTT testi,
apoptotik Ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢cin akim sitometrisi ile Annexin V-FITC
analizi ve yara iyilestirme Ozelligini anlamak i¢in ¢izik yontemi ile migrasyon ve
oksidasyonu belirlemek i¢in DPPH testleri yapildi.

4.1. Rutin, Kersetin ve Viteksin Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Molekiiler agirliklar1 bilinen toz halindeki rutin, Kersetin etanolde ve viteksin
dimetilsilfoksit (DMSO) iginde belirli hacimlerde ¢oziilerek 100 mM konsantrasyonda
ana stoklar hazirlanmistir. Ana stoklar calisma sirasinda her seferinde taze olarak ve
literatiir bilgisine gdre DMSO’nun % 1’in altindaki dozlarinin giivenli doz (Jamalzadeh
vd., 2016; Hajighasemi ve Tajik, 2017; Ayazoglu Demir vd., 2020) oldugu géz 6niinde
bulundurularak hazirlanmis, besiyeri i¢inde diliie edilerek kullanilmig ve hiicrelere
uygulanmaistir.

4.2. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan
4.2.1 Deneylerde kullanilan hiicre hatlar

Sitotoksisite, apoptoz ve hiicre migrasyon (yara iyilesmesi) analizlerinde kullanilan
hiicre hatlar1 sirasiyla akciger kanseri hiicre dizisi (A549), pankreas kanser hiicre dizisi
(PANC-1), insan umbilikal venlerinden elde edilen endotel hiicre dizisi (HUVEC), insan
meme kanseri hiicre dizisi (MCF-7), insan kolon kanseri hiicre dizisi (CACO-2), insan
noroblastom hiicre dizisi (SH-SY5Y)’dir. Bu hicre dizileri Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvarinin hiicre kiiltiirti stoklarindan kullanilmistir.
4.2.1.1 Stoktan hiicre soylarinin ¢ikarilmast ve ¢ogaltilmast

Calismamizda HUVEC, A549, PANC-1, MCF-7, CACO-2, SH-SY5Y hiicre
hatlar1 uzun siireli saklanabilmesi igin -80°C dolapta kriyovial tiipler igerisinde donmus
halde bulunmaktadir. Dondurulmus halde bulunan hiicreler biiyliyebilmesi ve

cogalabilmesi i¢in 37°C sicakligindaki su banyosunda hizli bir sekilde kriyo tiipiin i¢ine
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su girmeyecek sekilde bekletilerek ¢oziilmesi saglanmustir. Siispande haldeki hiicreler tek
tek tamamen ¢dziindiikten sonra falkon tiipline aktarismis ve icerisine %10 FBS (Fetal
Bovine Serum), ve %1 penisilin streptomisin bulunan DMEM (%1 L-glutamin, %1
sodyum piriivat igeren) besiyeri eklenmistir. Hiicre siispansiyonu dikkatlice biylk
kapasiteli santrifiij cihazina alinarak 5 dk. boyunca 1500 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda siipernatant aspire edilerek uzaklastirilmistir. Falkon tiipiinde pellette
kalan hiicreler {izerine DMEM besiyeri aktarilarak hiicreler siispande edilmis ve 75 cm?
flasklarm icerisine aktarilmistir. Hiicreler %5 CO2’li etiivde, %95 bagil nemde 37°C’de
inkiibe edilerek cogaltilmistir.

4.2.1.2. Hucrelerin pasajlanmast

Hiicre dizilerinde pasajlama islemi hiicrelerin flask yilizeyini tamamen kaplamaya
basladiklarinda gergeklestirilmistir. Bunun i¢in ilk dnce flask igerisinde bulunan eski
besiyeri aspire edilmistir. Hiicrelerin tripsin ile muamelesinden sonra ylizeyden daha
kolay kalkabilmesi ve serumdan armdirilabilmesi igin 75 cm?’lik flask igerisine 2 mL 1X
PBS uygulandi ve hiicrelerin ylizeyleri nazik¢e yikanmistir. Sonrasinda PBS aspire
edilerek ortamdan uzaklastirilmis ve yiizeye yapisan hiicrelerin, yiizey ile olan
baglantilarmi kesip yiizer forma getirebilmek i¢in 2 mL %0,25 Tripsin-EDTA solusyonu
ortama ilave edilmistir. Flask 37°C, %5 CO2 ortamda 2-4 dakika inkiibe edilmis ve
stirenin sonunda hiicrelerin yiizey ile olan baglantilarmin kopup kopmadigi mikroskop
altinda incelenmistir. Yiizeyden hiicreler ayrildiginda, tripsinin proteaz aktivitesini inhibe
etmek i¢in, ortama Tripsin miktarmmn on kati kadar besiyeri ilave edilmistir. Hiicre
stispansiyonu pipet yardimiyla 50 mL’lik falkon tiipe alinmis ve 5 dakika/1200 rpm
santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda siipernatant kisim aspire edildikten sonra geriye
kalan hiicre pelleti besiyeri ile yeniden sulandirilarak ilgili hiicre kiiltiir kaplarma alinarak
icin 37°C, %5 CO: igeren etiivde yeniden inkiibasyona birakilmistir. Caligma yapilacagi
zaman etlive kaldirilmadan islemler daha sonraki boliimlerde anlatildigi gibi hiicre
sayimi, MTT analizleri, migrasyon ya da flow sitometri i¢in kullanilmak iizere falkon

tiipiinde stispande halde birakilmstir.
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4.2.1.3. Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Ozellikle hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilacak olan cam, pipet ve soliisyonlar
aliminyum folyolara saril1 bir sekilde otoklavda basingli buhar yardimiyla 121°C’de 15
dk stiresince sterilize edilerek kullanilmistir.

4.2.2. Sitotoksisite deneyi
4.2.2.1. Hemositometre yontemiyle hiicrelerin sayimi

Caligmalar siiresince flasklar i¢erisindeki besiyerleri 2-3 giin arayla degistirilmis ve
flask yilizeyinin tamamina yakin boliimii hiicreler ile kaplaninca 4.3.2°de anlatildig: gibi
hlcreler tripsin ile pasajlama ve santrifiij islemleri yapilarak hiicre siispansiyonu elde
edilmistir. Siispande hale getirilen hiicrelerden 20 pL alinarak 2 mL’lik ependorf tiipiine
aktarilmis ve icerisine 20 uL %0,4 Tripan mavisi eklenerek ile karistirilmistir. Bu karigim
lyice pipetaj yapildiktan sonra karigimdan 10 pL almarak mikroskop altinda
hemositometre {izerinde hiicre sayimi yapilmistir. Burada mavi boyanmayan canli
hiicrelerin sayist bulunarak asagidaki esitlik ile (E4.1) hiicre sayisi elde edilmistir.

Hiicre kulturi/mL =

Canli hiicre sayist X 10* X Diliisyon faktorii X Hiicre siispansiyonunun toplam hacmi

(E4.1)
4.2.2.2. MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2- il)-2,5-difenil tetrazolyum bromr)

MTT tahlili, orijinal olarak Mosmann tarafindan tarif edilen kolorimetrik bir
tahlildir. Canli hiicrelerde metabolik aktiviteyi 6l¢mek icin yapilir. Bu testin altinda yatan
ilke, metabolik olarak aktif hiicrelerin katilmasiyla suda ¢oziiniir, sar1 renkli tetrazolyum
tuzu MTTnin suda c¢o6zinmeyen mor formazan Kkristallerine indirgenmesine
dayanmaktadir. Formazan renginin yogunlugu, cesitli hiicre tiplerinin canliligini tahmin
etmek i¢in kullanilabilen, canli, metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantihidir
(Aziz, 2006; Byun vd., 2008). Analiz sirasinda elde edilen renkli ¢6zelti yogunlugu 500
ve 600 nm arasindaki belirli bir dalga boyunda bir spektrofotometre veya bir plaka
okuyucu kullanilarak okunmaktadir.

Tez calismasinda rutin, kersetin, viteksin ve bunlarmn 1:1, 1:2, 2:1 seklindeki
kombinasyonlarinin A549, MCF-7, CACO-2, PANC-1, HUVEC, SH-SY5Y hiicrelerinin
canlilig1 iizerindeki etkileri MTT yontemi ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak hicbir
flavonoidin uygulanmadig1 sadece besiyeri eklenen kuyulardaki abosrbans degerleri
%100 canli olarak kabul edilmistir. Analiz sonuglar1 bu absobans degerleri ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir. Analiz sirasinda ayrica hiicre proliferasyonunda %50
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azalmaya neden olan inhibitor konsantrasyon olan 1Cso degeri de saptanmistir. Bu

degerlendirmelerde GraphPad Prism 9 analiz programi kullanilmistir. YOntemde

asagidaki basamaklar sirastyla uygulanmistir.

1-

Hiicreler 37 °C sicaklikta ve %5 CO2 ve %95 hava igeren atmosfer ortaminda kiiltiire
edildikten sonra tripsin ile kaldirilmis ve santrifiij edilerek siispansiyon haline
getirilmistir.

Boliim 4.2.2.1°hiicre sayimi yapildiktan sonra, hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarinmn her kuyucuguna her bir kuyuda 2x10* /ml hiicre stispansiyonu olacak
sekilde esit olarak aktarilmistir.

1 ginlik inkibasyon siiresi sonunda her bir kuyudaki besiyeri ¢ekilmis ve etkinligi
Olculecek Rutin, Kersetin, Viteksin i¢in 1-100pg/mL konsantrasyonlari, karigimlari
icin 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlar1 hiicre kiiltiir besiyeri ile karistirilarak plakalara
eklenmistir. Plakalar 37°C, %5 CO2 ve %95 hava igeren atmosfer kosullarinda 24 ve
48 saat siireyle yeniden inkiibasyona birakilmistir.

24 ve 48 saatlik her inkiibasyon siiresi sonrasinda kuyucuklarda bulunan besiyerleri
uzaklastirilmis ve kuyular PBS ile yikandiktan sonra, her kuyucuga 5 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmis MTT boyasindan 20 uL ilave edilmistir.

Hiicreler, MTT boyasmin canli hiicreler tarafindan formazan tuzuna dontistiiriilmesi
icin 37°C’de 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda MTT boyast kuyucuklardan uzaklastirilip her bir
kuyucuga 200 uLL DMSO eklenerek formazan tuzunun ¢éziinmesi ve renk olusturmasi
icin tekrardan 37°C’de 30 dakikalik inkiibasyona birakilmistir.

Plakalardaki canli hiicre konsantrasyonu Cytation 5 cihazi araciligiyla 570 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistiir.

Flavonoidlerin bulundugu kuyulardan elde edilen absorbans degerleri kontrol
hiicrelerinden elde edilen degerleri ile karsilastirilmis ve yiizde deger hesaplanarak
grafige aktarilmigtir.

Deney her bir derigsim i¢in 8 kuyuda yapilmis ve 3 kez tekrar edilmistir.
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4.2.2.3. Akim sitometri

Bu tezde akim sitometrisi ¢aligmalar1 i¢in BioLegend’in PI'li FITC Annexin V-
FITC Apoptoz Tespit Kiti (FITC Annexin V Apoptosis detection Kit with PI) kullanilmig
ve yontem iireticinin protokoliine gore uygulanmistir;

BioLegend'in Apoptoz Tespit Kiti, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tanimlanmasi
icin 6zel olarak tasarlanmistir. Annexin V, kalsiyum bagimli bir sekilde fosfatidilserine
(PS) baglanan hiicre i¢i proteinlerin anneksin ailesinin bir liyesidir. PS normalde saglikli
hlcrelerde plazma zarmm hiicre i¢ yiizeyinde bulunur, ancak erken apoptoz sirasinda zar
asimetrisi kaybolur ve PS dis yiizeyine yer degistirir. Florokrom etiketli Annexin V daha
sonra apoptotik hiicreleri spesifik olarak hedeflemek ve tanimlamak i¢in
kullanilmaktadir. Annexin V proteini, floresan bir madde olan floresan izotiyosiyanat
(FITC) ile isaretlendigi i¢cin apoptotik hiicre floresan altinda goriiniir hale
gelebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin yiizeyinde Annexin V baglanmas1 goriilebildiginden
ikinci bir boya olarak propidyum iyodur (PI) eklenmektedir. Erken apoptotik hucreler
PI'yi diglarken, ge¢ evre apoptotik hiicreler ve nekrotik hiicreler, bu boyalarm DNA'ya
baglandiklar1 ¢cekirdege gegisi nedeniyle pozitif olarak boyanacaktir. Yontemde sirasiyla
asagidaki adimlar uygulanmistir;

1. Bolim4.2.1.1 ve 4.2.2.1°de anlatildig1 gibi hiicreler kiiltiire edilip sayimi1 yapildiktan
sonra 6’lik plakalara yaklasik 50.000 hiicre olacak sekilde kuyulara ekimi yapilmistir.

2. Ertesi giin hiicreler tizerine 2,5 pg/mL olacak sekilde rutin, kersetin ve viteksin ve bu
flavonoidlerin 1:1 karisimlar1 eklenmis ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

3. 48 saat sonunda hiicreler tripsin vasitasiyla kaldirilmis ve 2mL’lik mikrotiiplere
aktarilarak 5dk 1200rpm’de santrifiij edilmistir.

4. Santrifij sonunda stpernatant ile tirpsin uzaklastirildiktan sonra hiicreler 400 uL
Annexin V Binding Buffer eklenerek yeniden siispanse edilmistir.

5. Tiip igine kit igerisinde yer alan FITC Annexin V’ten 5 pL ve Propidium Iyodiir’den
10 pL soliisyon eklenmis ve tiip yavagsca vorteks yapilmistir.

6. Vorteks sonrasinda tiipler karanlikta oda sicakliginda (25°C) 15 dakika inkiibe
edilmistir.

7. Inkiibasyon sonrasinda tiipler BD Accuri™ C6 cihazina almarak olgiimler

gerceklestirilmistir.

35



8. Kontrol olarak higbir flavonoidin uygulanmadig hiicreler kullanilmis ve ayn1 yontem
takip edilerek ayni zamanda analiz edilmistir. Analizde canli, erken apoptotik,
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin % oranlar1 belirlenmistir.

4.2.2.4. DPPH analizi

1922'de Goldschmidt ve Renn tarafindan kesfedilen 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikali renkli ve kararli olmasi sebebi ¢esitli galigmalarda kullanilan en popiiler
radikallerden birisidir (Foti, 2015).

DPPH Radikalini Suptrucu Etki Tayini

Sentetik ya da dogal bilesiklerin DPPH radikalini siipiiriicii etkileri bu radikalinin
menekse/mor rengini giderme yetenekleri ile 6l¢tilmektedir. Yontem caligilan maddelerin
DPPH ile olusturduklar1 rengin 517 nm’de Ol¢iimiine ve standart madde ile
karsilagtirilmasma dayanmaktadir. DPPH ¢06zeltisi, bir hidrojen atomu verebilecek bir
madde ile karistirildiginda, mor-menekse rengin kaybolmas: ile birlikte indirgenmis
forma doniismektedir. Yontemde sirasiyla su asamalar uygulanmistir;
1) Analiz 96 kuyucuklu plakalarda ¢alisilmis ve Reaksiyon ortamini saglayabilmek i¢in
flavonoidlerin her birinden 0,5, 1,2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/kuyu olacak sekilde
konsantrasyonlar etonolde ¢oziindiiriilerek hazirlanmstir.
2) 40 pg/ml konsantrasyonda etanol icinde hazirlanmis olan DPPH c¢ozeltisinin
flavonoidlerin iizerine eklenerek vortekste 30 saniye karistirilmis ve oda sicakliginda
karanlikta 30 dakika bekletilmistir.
3) Siire sonunda kuyulardaki renk degisimi UV Spektrofotometresi’nde 517 nm de
okunmustur. Her bir deney 3 kez tekrar edilmis ve ortalamalar1 alinarak hesaplanmustir.
Kullanilan bilesiklerin radikal stipiirticl etkileri (R.S.E.) kontrol olarak kullanilan DPPH
cozeltisine oranla okunan absorbans degerlerine gore asagidaki esitlikten (E4.2)
hesaplanmastir.

%R.S.E.=
(Kontrol absorbans — Bilesiklerin absorbans degeri)/Kontrol absorbans X 100
(E4.2)

4.2.2.5. Migrasyon (Yara lyilesmesi)

Gog, canli hiicrelerin 6nemli bir 6zelligidir ve normal gelisim, bagisiklik tepkisi ve
kanser metastazi ve iltihaplanma gibi hastalik siirecleri i¢in kritik dGneme sahiptir. Hiicre
gocinu inceleme yontemleri, kanser biyolojisi, imminoloji, vaskdler biyoloji, hiicre

biyolojisi ve gelisim biyoloji gibi ¢ok ¢esitli cok cesitli biyomedikal aragtirmalar i¢in ¢ok
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faydali ve 6nemlidir. Burada 6rnek olarak tiimor hiicresi go¢linii ve istilasini kullaniliyor

ve bu siiregleri 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilan, kolay erisebilir. Yontem, birlesik

hiicre tek tabakasi tizerinde bir ¢izik olusturuldugu hiicre kiiltiirii yara kapatma tahlilidir.

Yaranin kapanma hizi ve hiicre gocii, birka¢ zaman aralifinda diizenli bir ters

mikroskopla anlik goriintiiler ¢ekilerek olgiilebilir (Justus vd., 2014). Tezde caligilan

flavonoidlerin hiicreler {izerindeki bu etkisinin arastirilmasi i¢in migrasyon deneyi

asagidaki sekilde yapilmistir;

1- 24 kuyucuklu hiicre kultiir kaplarina A549, MCF-7, CACO-2, PANC-1, HUVEC,
SH-SY5Y hiicreleri her kuyucukta 6x10 hiicre olacak sekilde ekildi.

2- Bir sonraki giin %95 doluluk oranina sahip kuyularda 200 pL pipet ucu ile dikey
bosluklar olusturuldu.

3- Bosluk olusturma asamasinda yiizeyden kalkan hiicreler 1 X PBS vasitasiyla ortamdan
uzaklastirildi

4- Besiyeri ile tazelenen hiicreler 0. saat olarak Leica DMI400 151k mikroskobu altinda
fotograflandi

5- Ardindan 2,5 pg/mL konsantrasyonunda Rutin, Kersetin, Viteksin ve bunlarm 1:1
karigimlari ilgili kuyucuklara uygulanarak hiicreler 37°C %5 CO2’li inkiibatore alind.

6- Yara iyilesmesinin takibi 24 ve 48. saatlerde ayni bolgelerin mikroskop altinda
fotograflar1 ¢ekilerek gerceklestirildi.

7- Fotograflar yara iyilesmesi degerlendirmesi Image J programi vasitasiyla higbir
madde uygulanmayan kontol grubu ile karsilastirilarak yapilmistir.

4.2.2.6. Istatiksel Analiz

Tiim deneylerde istatistiksel analiz sonug¢lar1 GraphPad Prism 9 paket programi
kullanilarak tek yonlii varyans (one-way ANOV A) analizi ve Minitab programi regresyon
analizi ile gerceklestirilmistir. Tiim analiz sonuglar1 +standart hata (S.H.) olarak ifade
edilmis ve istatistiksel anlamlilik diizeyi baslangici olarak p<0.05 kabul edilmistir. Buna
gore anlamlilik degerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05 fark var olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR
5.1. Sitotoksisite Test Sonuc¢lar

Tez kapsaminda Kersetin, Viteksin, Rutin flavonoidlerinin tekli uygulamalarinin
hiicre canlilig1 lizerine etkilerine MTT deneyi ile bakilmistir Bu amagla flavonoidlerin 1
MM - 100uM konsantrasyon araliginda ¢ozeltileri hazirlanmig ve AS549, PANC-1,
HUVEC, MCF-7, CACO-2, SH-S5SY hucrelerine uygulanarak 24- 48 saatlik canlilik
degerleri belirlenmistir. Analizler flavonoidlerin ilgili hiicrelerin canlhilig1 iizerindeki
etkisi zamana ve konsantrasyona bagli olarak degerlendirilmis ve sonuglar istatsitksel
analizlerle birlikte grafikler iizerinde sirasiyla Sekil 5.1.’da gosterilmistir. Analizler 3
tekrarli olacak sekilde yapilmis ve sonuglar Graphpad Prism 9.0 programi araciliiyla
degerlendirilmistir. Her bir flavonoidin hiicreler iizerinde gosterdigi 1Cso degerleri de

Tablo 5.1.’de verilmistir.

Kersetin 24 saat

130
120
110
’gﬂ 188 1 pg/mL
T%' 80 1 I m 25 pg/mL
% 70 I I ® 5 pg/mL
’g 28 ® 10 pg/mL
E 40 I 25 pg/mL
> 30 m 50 pg/mL
58 III n 75 ug/mL
0 m 100 pg/mL
%@ A ¢ & N

’ 4 *

had
SR LA

Sekil 5.1. Kersetinin artan konsantrasyonlarda 24 saat sonunda hiicrelerin canliligi iizerindeki etkisi
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Kersetin 48 saat

130
120
110
’Eﬂ 188 m1 pg/mL
E 30 m 2,5 pug/mL
% 70 ® 5 pg/mL
= 60
2 50 m 10 pg/mL
= 40 25 pg/mL
> 28 I m 50 pg/mL
10 II l m 75 pg/mL
0 m 100 pg/mL
» h
W é\cJ & & t& £

& T ¢

Sekil 5.2. Kersetinin artan konsantrasyonlarda 48 saat sonunda hiicrelerin canliigi iizerindeki etkisi

Uluslararasi standart ISO 10993-5'e gore ¢alisilan etkin maddeye maruz birakilan
hiicrelerin canliligi, herhangi bir maddeye maruz kalmayan kontrol hiicrelerine kiyasla
%70'ten daha az ise acik bir sitotoksik etki goriildiigii belirtilmektedir. Bu bilgiden yola
cikilarak kersetinin analiz sonuglar1 degerlendirildiginde;

-A549 hiicrelerinde 24. saatte 10 pg/mL ve 48. saate 5 pg/mlL’den sonra sitotoksik
etki gdstermeye baslamistir.

-PANC-1 hiicrelerinde 24. saatte 25 pg/mL ve 48. saate 5 pg/mL’den sonra
sitotoksik etki gdstermeye baslamistir.

-HUVEC hiicrelerinde 24. saatte 50 pg/mL ve 48. saatte 50 pg/mL’den sonra
sitotoksik etki gdstermeye baslamistir.

-MCF-7 hiicrelerinde 24. saatte 10 pg/mL ve 48. saatte 5 pg/mL’den sonra
sitotoksik etki gdstermeye baslamistir.

-CACO-2 hucrelerinde 24. saatte 100 pg/mL ve 48. saatte 25 pg/mL’den sonra
sitotoksik etki gostermeye baslamistir.

-SH-SYSY hiicrelerinde 24. saatte 50 pg/mL ve 48. saatte 25 pg/mL’den sonra

sitotoksik etki gostermeye baslamistir.
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Kersetinin deney sonuglar1 Minitab analiz programi ile istatistiksel olarak
incelendiginde konsantrasyon, hiicre tipi ve inkiibasyon stirelerinin hiicre canliligi
zerinde (R? ad= %96,63) énemli etkisi oldugu (p<0.05) bulunmustur. p<0.05
oldugundan dolay1 konsantrasyon hiicreler iizerinde tek basina etkili oldugu saptanmastir.
Ayni sekilde hiicre tipi i¢inde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugu saptanmistir.
Deney siiresi istatistiksel acidan p>0.05’in {istiinde oldugu i¢in tek basina bir etkisi
olmadigr ama hiicre tipi ya da konsantrasyon ile birlikte degerlendirildiginde p<0.05
oldugu i¢in ikili etkilesimi oldugu belirlenmistir. 2,5 pg/mL’nin dstiindeki
konsantrasyonlarda goriilen tiim hiicrelerdeki hiicre canliligindaki azalmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05). Bu degerin altindaki konsantrasyonlarin

istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

Rutin 24 saat

130

120

110

188 m1pug/mL
En 80 m 2,5 pug/mL
= 70 m 5 pg/mL
S 60 = 10 pg/mL
> 50 Ho
E 40 ® 25 pg/mL
T 28 50 pg/mL
N 0 m 75 pg/mL

0 ® 100 pg/mL
X , 3\ > <
€ SR

Sekil 5.3. Rutinin artan konsantrasyonlarda 24 saat sonunda hiicrelerin canliigi iizerindeki etkisi
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Rutin 48 saat

130
120
110
)En 188 m1pug/mL
E 30 m2,5pug/mL
% 70 ® 5 pg/mL
= 60
2 50 ® 10 pg/mL
= 40 ® 25 pg/mL
> 28 50 pg/mL
10 m 75 ug/mL
0 ® 100 pg/mL
Y v
G AR S AR O

Sekil 5.4. Rutinin artan konsantrasyonlarda 48 saat sonunda hiicrelerin canliligi iizerindeki etkisi

Rutinin MTT deneyi analiz sonug¢larina bakildiginda ise PANC-1 hiicresi haric
diger hiicrelerde ¢aligilan tiim konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 %83’iin altina inmedigi
saptanmistir. PANC-1 hiicrelerinde ise 24. saatte yine ¢aligilan konsantrasyonlarda hiicre
canlilig1 %93’iin altina inmezken 48. saatte 25 pg/ml’den sonra sitotoksik etki gosterdigi
saptanmustir.

Rutinin deney sonucglar1 Minitab analiz programi ile istatistiksel olarak
incelendiginde konsantrasyon, hiicre tipi ve inkiibasyon siirelerinin, hiicre canliligi
iizerinde (R? ad= %62,12) 6nemli bir etkisi olmadig1 (p>0.05) bulunmustur. Yapilan
analizde sadece rutinin PANC-1 hicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon siresi icerisinde

istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugu saptanmistir (p<0.05).
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Viteksin 24 saat

220 188 m1pug/mL
80 m 25 pg/mL
70 ®5 pg/mL
3 50 ® 10 pg/mL
40 25 pg/mL
28 m 50 pg/mL
10 m 75 ug/mL
0 m 100 pg/mL
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Sekil 5.5. Viteksinin artan konsantrasyonlarda 24 saat sonunda hiicrelerin canliligi iizerindeki etkisi

Viteksin 48 saat

90 m1pg/mL
80 m 2,5 pg/mL
70 ®5 pg/mL
50 ® 10 pg/mL
40 25 pg/mL
30 m 50 pg/mL
%8 IIH m 75 pg/mL
0 m 100 pg/mL
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Sekil 5.6. Viteksinin artan konsantrasyonlarda 48 saat sonunda hiicrelerin canliligy iizerindeki etkisi
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Hazirlanan viteksin 1-100 pg/mL araligindaki ¢ozeltisinin yine hiicreler iizerindeki
etkisi incelendiginde sirasiyla;

-A549 hiicrelerinde 24. saatte 25 ug/mL ve 48. satte 10 pg/mL’den sonra sitotoksik
etki gdstermeye baslamistir.

-PANC-1 hiicrelerinde 24. saatte 2,5 pg/mL ve 48. satte 5 pg/mL’den sonra
sitotoksik etki gdstermeye baslamistir.

-HUVEC hiicrelerinde ise 24. ve 48. satte hiicre canlilig1 %90’ altna diismedigi
gbdzlenmis bu sebeple herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi saptanmistir.

-MCF-7 hiicrelerinde 24. saatte 100 ug/mL ve 48. satte 75 ug/mL’den sonra
sitotoksik etki gostermeye baslamistir.

-CACO-2 hiicrelerinde 24. saatte 100 ug/mL ve 48. satte 75 pg/mL’den sonra
sitotoksik etki gostermeye baslamistir.

-SH-SY5Y hucrelerinde 24. saatte 25 pg/mL ve 48. satte 10 pg/mL’den sonra
sitotoksik etki gostermeye baslamistir.

Viteksinin deney sonuglari Minitab analiz programi ile istatistiksel olarak
incelendiginde konsantrasyon, hiicre tipi ve inkiibasyon siirelerinin hiicre canlilig
iizerinde (R? ad= %96,68) onemli etkisi oldugu (p<0.05) bulunmustur. p<0.05
oldugundan dolay1 konsantrasyon hiicreler lizerinde tek bagina etkili oldugu saptanmastir.
Ayni sekilde hiicre tipi iginde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugu saptanmustir.
Deney suresi istatistiksel agidan p>0.05’in {stiinde oldugu i¢in tek basma bir etkisi
olmadigr ama hiicre tipi ile birlikte degerlendirildiginde p<0.05 oldugu icin ikili
etkilesimi oldugu belirlenmistir. Sadece CACO-2, HUVEC ve MCF-7 hucrelerinde 10
pg/mL’nin {stiindeki konsantrasyonlarda goriilen hiicre canliligindaki azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05). PANC-1 ve SH-SY5Y de ise
viteksinin hi¢bir konsantrasyonda anlamli bir etkisinin olmadigi saptanmustir (p>0.05).
Bu degerin altindaki konsantrasyonlarin da hicbir hiicre lizerinde istatistiksel olarak
onemli  bir etkisinin olmadig1  belirlenmistir ~ (p>0.05). Inkiibasyon  siiresi
degerlendirildiginde ise sadece PANC-1 hiicresi iizerinde etkisi oldugu belirlenmistir.

Tez kapsaminda calisilan maddelerin hiicreler Uzerindeki etkisi konsantrasyon ve
zamana karst degerlendirilmis ve grafik olarak gosterildikten sonra sonra her bir
maddenin ICsp degerleri de yine Graphpad Prism 9.0 programi araciligiyla belirlenmistir.
Buna gore c¢alisilan konsantrasyonlarda bazi hiicreler iizerinde ICso degerleri

saptanamamistir. Sonuglar toplu halde Tablo 5.1.°de verilmistir.
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Tablo 5.1. Kersetin, Rutin Viteksin ve karisimlarimn hiicreler iizerinde etkili oldugu ICsy degerleri

(Hg/mL)

Kersetin Rutin Viteksin

24 48 24 48 24 48
A549 1756 1162 - - 26.11 19.53
HUVEC - 9191 - - - -
CACO-2 - 79.47 - - - 86.06
MCF-7 3432 1749 - - - -
SH-SY5Y 90.05 74.63 - - 64.10 27.68
PANC-1 52.12 16.61 - 99.8 15.67 552

Yapilan tim MTT deneyi sonuglarina bakildiginda kersetin ve viteksinin dzellikle
zamana ve konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligini azalttigi gdzlenmistir. Sadece
rutinin ¢aligilan hiicrelerin canlilig tizerinde etki gostermedigi fakat 48. saat sonunda
sadece PANC-1 hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigi saptanmistir. Tiim bu sonuglar
elde edildikten sonra flavonoidlerin kombinasyonlarinin denenmesine karar verilmis ve
bu kombinasyonlarin nasil bir etki gostereceginin arastirilmasi planlanmistir. Buna gore
her bir flavonoid 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlarinda karistirilarak yine ayni hiicreler {izerinde
MTT deneyi yapilmistir. Her bir ¢6zelti oran1 hazirlanirken hiicrelerin yaklasik olarak
sitotoksisite gostermedigi en diisiik konsantrasyon olan 2.5 pg/mL se¢ilmistir. Sonuglar

Sekil 5.7-5.12°de yine konsantrasyon ve zamana bagl olarak grafik ile gosterilmistir.

HUVEC

100

90
80 m1:1
60 m1:2
28 m2:1
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24 48 24 48 24 48

R-K V-K R-V
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Sekil 5.7. Kersetin, Rutin ve Viteksinin ¢esitli oranlarda karigimlarimin 24-48 saat sonunda HUVEC
hiicrelerinin canliig iizerindeki etkisi

44



Kersetin, Rutin ve Viteksinin 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlarindaki karisimlarinin HUVEC
hiicreleri iizerindeki etkisi degerlendirildiginde;

R-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canlilig1 %90’n altina diismez iken 48.
saatte 1:2 oraninda hiicre canliligi %38,22; 2:1 oraninda %65,36 olarak saptanmustir.

V-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canlilig1 %86,57 nin altina diismez iken
48. saatte 1:1 oraninda %45,82; 1:2 oraninda %38,87 ve 2:1 oraninda %56,96 olarak
saptanmustir.

R-V kombinasyonlarinda hiicre canlilig1 24. Saatte sadece 1:2 oraninda %64,79
olarak, 48. Saatte 1:1 oraninda %64,45; 1:2 oraninda %18,20 ve 2:1 oraninda %75,16

olarak saptanmustir.

A549
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Sekil 5.8. Kersetin, Rutin ve Viteksinin cesitli oranlarda karisimlarimn 24-48 saat sonunda A549
hiicrelerinin canliligu iizerindeki etkisi

Kersetin, Rutin ve Viteksinin 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlarindaki karisimlarinin A549
hiicreleri tizerindeki etkisi degerlendirildiginde;

R-K kombinasyonlarinda 24. ve 48. saatte hiicre canlilig1 {izerinde olumsuz etki
gozlenmez iken 48. saatte bile hiicre canliigi %78’in (1:2 orani) altina diismedigi

saptanmistir.
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V-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canlili§1 tizerinde olumsuz etki
gbzlenmez iken 48. saatte biitiin kombinasyonlarda hiicre canlilig1 %40’ 1n altina diistiigi
saptanmistir.

R-V kombinasyonlarinda hiicre canlilig1 24. saatte sadece 1:2 oraninda %64,79
olarak, 48. saatte hiicre canliligi 1:1 oraninda %64,45; 1:2 oraninda %18,20 ve 2:1

oraninda %75,16 olarak saptanmustur.

MCF-7
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Sekil 5.9. Kersetin, Rutin ve Viteksinin cesitli oranlarda karisimlarimin 24-48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin canliligi iizerindeki etkisi

Kersetin, Rutin ve Viteksinin 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlarmdaki karigimlarinin MCF-7
hiicreleri tizerindeki etkisi degerlendirildiginde;

R-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canlilig1 %90’ altia diismez iken 48.
saatte 1:1 oraninda %55,45; 1:2 oraninda %65,45 ve 2:1 oraninda %67,45 olarak
saptanmistir.

V-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canlilig1 %88,75 nin altina diigmez iken
48. saatte 1:1 oraninda %53,45; 1:2 oraninda %51,45 ve 2:1 oraninda %49,45 olarak
saptanmistir.

R-V kombinasyonlarinda hiicre canliligi 24. saatte hiicre canliligi %82,45’in alta
diismez iken 48. saatte hiicre canlilig1 1:1 oraninda %66,53; 1:2 oraninda %60,45 ve 2:1

oraninda %65,45 olarak saptanmustur.
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CACO-2
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Sekil 5.10. Kersetin, Rutin ve Viteksinin cesitli oranlarda karisimlarimin 24-48 saat sonunda CACO-2
hiicrelerinin canliligy iizerindeki etkisi

Kersetin, Rutin ve Viteksinin 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlarindaki karigimlarinin CACO-2
hiicreleri lizerindeki etkisi degerlendirildiginde;

R-K kombinasyonlarinda 24. ve 48. saatte hiicre canlilig1 {izerinde olumsuz etki
gozlenmez iken 48. saatte bile hiicre canliligi %73,53’in (1:2 oram) altina diismedigi
saptanmistir.

V-K kombinasyonlarinda 24. ve 48. saatte hiicre canlilig1 lizerinde olumsuz etki
gOzlenmez iken 48. saatte bile hiicre canliligr %67,53’tin (1:1 orani) altina diismedigi
diger oranlarda da yine %70 dolaylarinda hiicre canlilig1 saptanmugtir.

R-V kombinasyonlarinda hiicre canlili31 24. saatte hiicre canlilig1 lizerinde olumsuz
etki gbzlenmez iken 48. saatte hiicre canlilig1 1:1 oraninda %70,43; 1:2 oraninda %65,45

ve 2:1 oraninda %69,45 olarak saptanmustur.
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SH-SY5Y
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Sekil 5.11. Kersetin, Rutin ve Viteksinin ¢esitli oranlarda karisimlarmn 24-48 saat sonunda SH-SY5Y
hiicrelerinin canliligy iizerindeki etkisi

Kersetin, Rutin ve Viteksinin 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlarindaki karisimlarinin SH-SY5Y
hiicreleri lizerindeki etkisi degerlendirildiginde;

R-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canlilig1 %85,54’lin altina diismez iken
48. saatte hiicre canliligi 1:1 oraninda %63,45; 1:2 oraninda %52,45 ve 2:1 oraninda
%60,45 olarak saptanmigtir

V-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canlilig1 %80,57°nin (1:2 orani) altina
diismez iken 48. saatte hiicre canlilig1 1:1 oraninda %50,45; 1:2 oraninda %46,45 ve 2:1
oraninda %47,75 olarak saptanmistir.

R-V kombinasyonlarinda hiicre canliligi 24. saatte hiicre canliligi %90,15’in (1:2
orani) altina diismez iken 48. saatte hiicre canlilig1 1:1 oraninda %53,45; 1:2 oraninda

%50,45 ve 2:1 oraninda %52,45 olarak saptanmustir.
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Sekil 5.12. Kersetin, Rutin ve Viteksinin ¢esitli oranlarda karigimlarimin 24-48 saat sonunda PANC-1
hiicrelerinin canliligy iizerindeki etkisi

Kersetin, Rutin ve Viteksinin 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlarindaki karisimlarinin PANC-1
hiicreleri lizerindeki etkisi degerlendirildiginde;

R-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canlilif1 iizerinde olumsuz etki
gbzlenmez iken 48. saatte hiicre canlilig1 1:1 oraninda %61,54; 1:2 oraninda %59,53 ve
2:1 oraninda %57,53 olarak saptanmustir

V-K kombinasyonlarinda 24. saatte hiicre canliligi1 %79,45’in (2:1 orani) altina
diismez iken 48. saatte hiicre canlilig1 1:1 oraninda %36,45; 1:2 oraninda %48,54 ve 2:1
oraninda %38,45 olarak saptanmuistir.

R-V kombinasyonlarinda hiicre canlilig1 24. saatte hiicre canlilig1 %88,45’in (1:2
orani) altina diismez iken 48. saatte hiicre canlilig1 1:1 oraninda %53,53; 1:2 oraninda
%45,45 ve 2:1 oraninda %55,45 olarak saptanmustir.

Elde edilen sonuclar en son Minitab analiz programu ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. 1:1, 1:2 ve 2:1 oranlarinda karigim halinde uygulanan flavonoidlerin
deney sonuglari istatistiksel olarak incelendiginde R-K kombinasyonunun &zellikle 48
saatlik inkiibasyon siirelerinin tiim hiicrelerdeki hiicre canlilig1 iizerinde (R? ad= %89,86)
onemli etkisi oldugu (p<0.05) fakat hiicre tipinin ya da kullanilan oranin anlamli bir

etkisinin olmadig1 (p>0.05) bulunmustur. V-K kombinasyonlar1 analiz edildiginde de R-
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K kombinasyonlar1 gibi 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin tiim hiicrelerdeki hiicre canlilig1
iizerinde 6nemli etkisi oldugu (R? ad= %89,65) (p<0.05) fakat hiicre tipinin ya da
kullanilan oranmn anlamli bir etkisinin olmadig1 (p>0.05) bulunmustur. R-V
kombinasyonlar1 analiz edildiginde ise (R? ad= %83,98) 48 saatlik inkiibasyon siiresinin
onemli bir etkisi bulunmakla birlikte sadece HUVEC hicrelerinde 1:2 oraninda karisimda
onemli etkisi (p<0.05) oldugu saptanmustir.

5.2. Akim Sitometri Analiz Sonuclar

Tez kapsaminda Rutin, Kersetin, Viteksin ve bu flavonoidlerin karigimlarinin
A549, MCF-7, HUVEC, CACO-2, PANC-1, SH-SY5Y hucreleri Gizerindeki apoptotik
etkilerinin incelenmesi Annexin V-FITC/PI ile ve akim sitometri cihazi yardimiyla
belirlenmistir. Kombinasyonlari 24 saatlik MTT analizlerinde ¢ok 6nemli sitotoksik etki
gorilmemesi ve yine 48 saatlik MTT analizlerinde gorilen sitotoksik etkilerin birbirine
yakin olmasi sebebiyle 1:1 orani se¢ilmistir. Sonuglar Sekil 5.13-5.18’de verilmistir. Yine
flavonoidlerin ve kombinasyonlarin daha ayrmtili olarak % canli hiicre, % nekrotik hiicre,

% erken apoptoz, % gec apoptoz seklinde Tablo 5.2.’de verilmistir.
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Sekil 5.13. Kontrol, Kersetin, Rutin Viteksin ve 1:1 karisimlarinin A549 hiicreleri ile 48 saat inkiibasyon
sonunda akim sitometrisi sonuglart
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Sekil 5.14. Kontrol, Kersetin, Rutin Viteksin ve 1:1 karisimlarinin HUVEC hiicreleri ile 48 saat inkiibasyon
sonunda akim sitometrisi sonuclart
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Sekil 5.15. Kontrol, Kersetin, Rutin Viteksin ve 1:1 karigimlarimin MCF-T hicreleri ile 48 saat inkiibasyon
sonunda akim sitometrisi sonuglart
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Sekil 5.16. Kontrol, Kersetin, Rutin Viteksin ve 1:1 karisimlarinin CACO-2 hiicreleri ile 48 saat inkiibasyon
sonunda akim sitometrisi sonuclart
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Sekil 5.17. Kontrol, Kersetin, Rutin Viteksin ve 1:1 karisimlarmin SH-SY57 hicreleri ile 48 saat
inkiibasyon sonunda akim sitometrisi sonuglar
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Sekil 5.18. Kontrol, Kersetin, Rutin Viteksin ve 1:1 karissmlarimnin PANC-1 hiicreleri ile 48 saat inkiibasyon
sonunda akim sitometrisi sonuglar

Calisilan flavonoidlerin ve kombinasyonlarin daha ayrmntili olarak % canl hiicre,

% nekrotik hlcre, % erken apoptoz, % ge¢ apoptoz scklinde asagidaki tabloda

gorulmektedir.
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Tablo 5.2. Kersetin, Rutin, Viteksin ve 1:1 karwsimlarinin HUVEC, A549, MCF-7, CACO-2, SH-
SYS5Y ve PANC-1 hiicre hatlarindaki apoptotik etkileri

.. Nekroz Erken
Hucreler Maddeler (((:)2)1)111 Hiicre Hicre Apoptoz g/i% QRCRIEE
(%) (%)
Kontrol 94.3 1.1 2.4 2.2
Kersetin 77.6 1.6 11.4 9.4
Rutin 89.9 1.3 4.2 47
HUVEC Viteksin 89.5 1.5 4.7 4.3
R-K 89.9 1.3 4.2 47
V-K 59.5 2.8 19 18.7
R-V 59.8 5.8 13.8 26.6
Kontrol 93.9 4.6 0.5 1.0
Kersetin 46.7 8.7 13.4 31.2
Rutin 77.4 14.4 1.6 6.6
A549 Viteksin 54.8 5.2 14.5 25.5
R-K 80.2 1.2 11.3 7.4
V-K 32.5 23.1 4.4 40.1
R-V 52.6 4.1 13.2 30.1
Kontrol 90.9 3.1 3.3 2.8
Kersetin 78.6 0.6 14.1 6.7
Rutin 87.4 1.0 6.3 5.2
CACO-2 Viteksin 77.9 0.9 14.4 5.9
R-K 76.4 14.5 6.7 2.4
V-K 65.6 1.6 25.1 7.7
R-V 76.4 2.5 14.8 6.3
Kontrol 92.5 2.0 2.9 2.6
Kersetin 75.6 1.4 15.7 7.2
Rutin 91.2 0.9 4.3 3.6
MCF-7 Viteksin 78.9 1.4 13.5 6.3
R-K 68.2 2.1 23.7 5.9
V-K 65.4 15 25.7 7.3
R-V 75.3 2.4 15.8 6.4
Kontrol 90.1 3.1 5.7 1.1
Kersetin 90.7 0.7 5.2 3.4
Rutin 91.1 0.6 5.2 3.0
SH-SY5Y Viteksin 87.2 0.9 6.1 5.8
R-K 72.4 0.8 11.7 15.2
V-K 67.0 1.4 16.3 15.3
R-V 65.7 15 27.7 5.1
Kontrol 94.2 1.0 3.3 1.5
Kersetin 87.5 0.8 7.8 3.8
Rutin 87.8 0.8 8.2 3.2
PANC-1 Viteksin 76.9 0.9 18.1 4.1
R-K 67.8 1.1 15.5 15.6
V-K 53.4 1.0 22.2 23.5
R-V 63.0 1.2 30.8 49

Analiz sonuglar1 genel olarak hiicreler ve flavonoidler ag¢isindan ayri1 ayri
yorumlanmistir. Buna gore;

HUVEC hiicrelerinde tek basma flavonoidlerin canli hiicre sayisint 6nemli
derecede diisiirmezken, dzellikle erken ve gec apoptozu uyardigi gézlenmistir. Ozellikle

caligilan flavonoidler arasinda kersetinin en fazla erken (%11,4) ve ge¢ apoptozu (%9,4)
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uyaran flavonoid oldugu saptanmistir.  Flavonoidlerin  birebir  karigimlart
degerlendirildiginde yine en fazla erken ve gec¢ apoptozun indiiklendigi ve bu
karigimlardan da canli hiicre sayis1 6zellikle R-V ve V-K gruplarinda énemli derecede
diistiigli gozlemlenirken, R-V’nin nekrotik hiicre (%35,8) ile birlikte daha ¢ok erken
(%13,8) ve gec apoptozu (%26,6) indiikledigi saptanmistir. V-K’nin da yine erken (%19)
ve gec apoptozu (%18,7) neredeyse esit oranda indiikledigi gozlenmistir.

A549 hiicrelerinde 0zellikle kersetin ve viteksinin canli hiicre yilizdesini azaltmakla
birlikte daha ¢ok ge¢ apoptozu indiikledikleri gozlenmistir. Kersetin flavonoidi gec
apoptozu %3 1,2 oraninda erken apoptozu %13,4 oraninda, viteksinin ise erken apoptozu
%14,5 oraninda, ge¢ apoptozu ise %25,5 oraninda indiikledigi saptanmistir. Rutinin ise
daha ¢ok nekrozu (%14,4) indiikledigi saptanmustir. Flavonoidlerin birebir karisimlarinda
ise R-K’nin hiicre canlilig1 {izerinde ¢ok fazla etkisi goriillmemekle birlikte diisiik oranda
erken apoptozu (%11,3) indiikledigi saptanmistir. V-K ve R-V karisimlarinda ise yine
daha ¢ok gec apoptozu indiikledikleri gézlenmistir. Bununla birlikte V-K’nin nekrozu
(%23,1) da yiiksek oranda indiikledigi saptanmaistir.

CACO-2 hiicrelerinde tek basma flavonoidler uygulandiginda hiicre canliligini
onemli derecede diisiirmedigi en fazla viteksinin %77,9’a kadar diislirdiigli saptanmustir.
Bu hiicrelerde yine flavonoidlerin ¢cok yiiksek olmamakla birlikte erken ve gec apoptozu
indiikledigi saptanmustir. Burada da en fazla kersetin (%14,1) ve viteksinin (%14,4)
Ozellikle erken apoptozu indiikledigi gézlenmistir. Flavonoidlerin birebir karisimlarinda
ise canli hiicre yiizdesi en diisiik V-K grubunda %65,6 olarak saptanirken diger iki grupta
%76,4 olarak saptanmistir. R-K’nin daha ¢ok nekrozu (%14,5) indiikledigi saptanirken
V-K’nin %25,1 oraninda, R-V’nin ise %14,8 oraninda erken apoptozu indiikledigi
saptanmuistir.

MCF-7 hucrelerinde tek basina flavonoidler uygulandiginda canli hiicre orani en
disiik %75,6 olarak kersetin uygulamalarinda goriiliirken, viteksinde %78,9, rutinde ise
%91,2 olarak saptanmistir. Kersetin %15,7 oraninda, viteksin %13,5 oraninda daha ¢ok
erken apoptozu indiikledigi gozlenmistir. Flavonoidlerin birebir karigimlarinda canli
hiicre sayis1 en fazla %65,4 oraninda V-K grubunda gozlenmistir. Bu hiicrelerde sirastyla
V-K’da 9%25,7, R-K’da %23,7 ve R-V’de ise %15,8 oraninda en fazla erken apoptoz
gozlendigi saptanmigtir.

SH-SYS5Y hiicrelerinde tek basina flavonoidler uygulandiginda canli hiicre orani en

diistik viteksinde %87,2 olarak saptanmistir. Bu hiicrelerde de yliksek olmamakla birlikte
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yaklasik %5-6 oraninda erken apoptozun indiiklendigi goriiliirken sadece viteksinde yine
ayn1 oranlarda ge¢ apoptozunda (%35,8) indiiklendigi saptanmistir. Flavonoidlerin birebir
karigimlarinda ise nekroz ¢ok fazla goriilmemekle birlikte, canli hiicre orani en diisiik R-
V’de %65,7 ve V-K’da %67 olarak saptanmistir. Bu hiicrelerde R-K ve V-K’nin erken
ve ge¢ apoptozu daha c¢ok indiikledigi saptanirken R-V’nin daha ¢ok erken apoptozu
(%27,7) indiikledigi saptanmustir.

PANC-1 hiicrelerinde tek basina flavonoidler uygulandiginda canli hiicre orani
%76,9’un altina diismedigi gézlenmistir. Bununla birlikte tiim flavonoidlerin daha ¢ok
erken apoptozu indiikledikleri saptanmistir. Bunlar igerisinde en fazla viteksin %18, 1
oraninda erken apoptozu indiikledigi ve ge¢ apoptozu da %4,1 oraninda indiikleyerek
diger flavonoidlere gore daha fazla apoptoza etki ettigi goézlenmistir. Flavonoidlerin
birebir karigimlarinda ise canli hiicre orani en fazla R-K grubunda %67,8 olarak
saptanmakla birlikte yine nekroza gore erken ve ge¢ apoptozun daha ¢ok indiiklendigi
saptanmustir. Bu gruplar icerisinde 6zellikle R-V’nin ge¢ apoptoza kiyasla en yiiksek
oranda erken apoptozu (%30,8) indiikledigi gézlenmistir. R-K ve V-K gruplarinda erken
ve geg¢ apoptoz nispeten esit oranlarda indiiklendigi saptanmistir.

5.3. DPPH Analizi Sonuglar

Tez kapsaminda caligilan Rutin, Kersetin, Viteksin ve kombinasyonlarmin DPPH
testi ile radikal siipiiriicii etki yiizdeleri uygulanan konsantrasyonlar ile birlikte Sekil 5.19-

5.20 'de grafik halinde gdsterilmistir.
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Sekil 5.19. Kersetin, Rutin ve Viteksinin 0,25-50 ug/kuyu konsantrasyonlarinda radikal siipiiriicii
etki yuzdeleri
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Sekil 5.20. Kersetin, Rutin ve Viteksinin ¢esitli oranlarda karigimlarimin radikal siipiiriicii etki yiizdeleri
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DPPH deneyinde sadece etanol ve etanolle hazirlanmig DPPH ¢dzeltisi negatif ve

pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir. DPPH radikal siipiiriicii etki oranlar1 kontrollere
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gore E4.2 esitligi vasitasiyla hesaplanmig ve grafige gecirilmistir. Bu grafige gore
Ozellikle kersetinin 1 pg/kuyu konsantrasyonundan itibaren rutin’in 5 pg/kuyu’dan
itibaren ve viteksin’in ise 30 pg/kuyu’dan itibaren %80 oranlarinda radikal siipiiriicii etki
gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte bunlardan daha yiliksek konsantrasyonlara
antioksidan ylizdesinde herhangi bir degisiklik saptanmamistir. Bu flavonoidler
icerisinde en fazla antioksidan etkiye kersetin sahip oldugu goézlenmistir. Yine 1:1
oranlarinda fakat farkli konsantrasyonlarda birbiri ile karisimlarin antioksidan etkisine
bakildiginda, K-R’nin 1:1 (1 pg/kuyu) oranindan, R-V’nin en ytiksek 5:5 (5 pg/kuyu) ve
K-V’nin 1se 1:1 (I pg/kuyu) oranindan itibaren en yiiksek orana sahip oldugu
gozlenmistir. Karisim uygulamalarinda en yiiksek K-R ve K-V’de benzer antioksidan etki
gOzlenmekle birlikte bu antioksidan etkinin kersetinden ileri geldigi diisiiniilmekte ve
stiptiriicii etkiyi gosteren miktarda herhangi bir degisiklik yapmadigi saptanmaistir.

5.4. Migrasyon Sonuclar
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Sekil 5.2.1 ile Sekil 5.2.5’te 2,5 pg/mL konsantrasyonunda Rutin, Kersetin,
Viteksin ve bunlarm 1:1 karigimlari ilgili kuyucuklara uygulanmis ve 3 farkl saatte 151k
mikroskobu altindaki yara iyilesmesi gorselleri verilmistir. 0. saatte ¢izik alanlar1 belirgin
bir sekilde tiim uygulama alanlarinda goriilmektedir. Sonuglar hiicreler agisindan
degerlendirildiginde;

HUVEC hicrelerinde 24. saat sonunda kontrol de dahil tiim uygulama alanlarinda
hiicre migrasyonunun basladig1 gozlenmektedir. 48. Saate kontrol grubunda kersetin ve
viteksin ile benzer migrasyon 6zelligi devam ederken rutinde alanin nispeten daha fazla
kapandig1 gozlenmistir. Karigimlara bakildiginda ise migrasyonun 48. saatte biiyiik
Olctide baskilandig1 hiicrelerin fibroblastik 6zelliklerini kaybetmeye basladiklar:
saptanmugtir. Ayrica hiicrelerin plakadan ylizeyinden 6lerek kalktiklari da gozlenmistir.

A549 hiicrelerinde 24. saat sonunda kontrol de dahil tiim uygulama alanlarinda
hiicre migrasyonunun biiyiik dlciide basladig1 gozlenmektedir. Ozellikle rutin uygulama
alaninda neredeyse hi¢ boslugun kalmadig1 gézlenirken viteksin ve kersetin uygulama
alaninda da kontrole gore nispeten biraz daha fazla migrasyon oldugu goézlenmistir.
Karisimlarda R-V ve R-K gruplarinda yine kontrole gére daha yiiksek oranda migrasyon
oldugu gozlenmistir. V-K’nimn ise kontrole benzer migrasyon 6zelligi gostermistir. 48.
Saate bakildiginda rutinde hicreler arasinda birtakim bosluklarin meydana geldigi
Kersetin ve viteksin uygulama alaninda da migrasyonun geriledigi hiicreler arasinda daha
fazla bosluk oldugu gozlenmistir. Karigimlar degerlendirildiginde diger uygulama
alanlarina gére R-K’da biraz bosluk olmakla birlikte migrasyonun oldugu V-K ve R-V’de
migrasyonun yine biiylik ol¢iide geriledigi saptanmustir.

MCF-7 hiicrelerinde 24. saat sonunda tek basma uygulanan flavonoidlerde kontrol
gbre migrasyonun daha yavas oldugu karisimlarda ise migrasyonun daha fazla gézlendigi
saptanmustir. 48. Saate bakildiginda 6zellikle rutin ve kersetin kontrole gére daha ¢ok
migrasyon 6zelligi gosterirken viteksin de yavas bir migrasyon gozlenmistir. Bununla
birlikte 48. saat sonunda hiicre yapilarinda da herhangi bir degisiklik gézlenmemistir.
Karigimlara bakildiginda migrasyonun V-K ve R-K’da hiicreler neredeyse tamamuiyla
oldiigii gozlenirken R-V’de hiicrelerdeki degisiklik ve migrasyonun da baskilandigi
gbzlenmistir.

CACO-2 hucrelerinde hiicre buytume 6zellikleri ve nispeten blylk hiicre olmalari
sebebi ile c¢izik yOnteminde zorluklar yasanmistir. Cizik olusturulurken hiicrelerin

kaliplar halinde kalktig1 gozlenmis ve bununla ilgili bircok deneme yapilmasina ragmen
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bir ¢oziim bulunamamistir. Bu sebeple ¢izik olusturma asamasinda alanlarda farklilik
olmasinin Oniine gecilememis ve bu sekilde degerlendirilmistir. Buna gore 24. saat
sonunda biitlin uygulama alanlarinda migrasyonun gozlendigi saptanmistir. 48. saatte de
tek basima flavonoid uygulanan alanlarda migrasyonun devam ettigi, karigimlarda ise R-
K disinda digerlerinde migrasyonun geriledigi saptanmistir.

SH-SYS5Y hiicrelerinde 24. saatte tiim uygulama alanlarinda yine migrasyon
belirgin sekilde goriiliirken 48. saatte tek basma flavonoid uygulanan alanlarda migrasyon
devam ederken karisim uygulanan alanlarda 6zellikle R-V ve V-K’da migrasyonun biiyiik
Olciide geriledigi ve degerlendirilebilecek hiicrenin neredeyse kalmadigi gozlenmistir.
Bununla birlikte R-K uygulama alaninda hiicre migrasyonu devam etmistir.

PANC-1 hiicreleri laboratuvar calismasi sirasinda kontaminasyon sebebi ile
kaybedilmistir. Farmasotik Biyoteknoloji Laboratuvari hiicre kiiltiir stogunda yer alan
diger PANC-1 hiicreler kullanilmaya caligilmis fakat iiretimi saglanamamistir. Diger
hiicre kiiltiir laboratuvarlarindan da PANC-1 hiicreleri temin edilmis fakat onlarda da
irememe gerceklestirilemedigi icin PANC-1 hiicrelerinin migrasyon 6zelligine
bakilamamustir.

Migrasyon deneyi gorselleri lizerinde migrasyon alanlarinin Image J programi
vasitasiyla 6l¢iimleri yapilmis ve mm olarak bosluklar Tablo 5.3.’de verilmistir.

Image J programindan kisaca bahsedilirse, Java tabanli herkesin kullanimina agik
goriintii isleme yazilimidir. Her renkte ve formatta goriintii iizerinde ¢alisabilme imkani
sunmaktadir. Java 1,5 veya sonraki stiriimlerine sahip bilgisayarda, National Institutes of
Health (NIH) tarafindan gelistirilmis goriintii analiz programi agik kodlu olup internetten
iicretsiz  olarak  http://rsb.info.nith.gov/ij/  adresinden  ¢alisma  kilavuzuyla
indirilebilmektedir. Programin yaptig1 hesaplamalar ve sonuclar bilimsel ¢aligmalarda
kullanilabilmekte ve uluslararasi degerlendirmelerde kabul gormektedir. Bu yontemde
goriintiiler hem bilgisayara mikroskoba bagli kamera araciligi ile aktarilabilir hem de bu
sistemin var oldugu baska bir yerde resimler c¢ekilereck daha sonra O6l¢im
yapilabilmektedir. Image J goriintii analiz programinda, her formatta ve renkteki goriintii
iizerinde ¢aligilabilmektedir, secimlerin alan ve piksel istatistiklerini hesaplayabilir,
mesafeleri ve agilar1 dlgebilmektedir. Image J Programu elde edilen bir goriintl tizerinde
morfolojik yap1 ve doku Ozelliklerini belirlemek i¢in tanimlanmis her parametreyi
sistematik komut sistemi kullanarak hesaplama imkani saglamaktadir(http-13; http-14;
http-15; http-16; http-17; Gdller, 2005).
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Tez calismasinda her bir goriintii ayr1 ayr1 Image J programi ile analiz edilmis ve
bosluk olusturulan alandan 3 yerden 6l¢lim alinarak ortalama bir deger hesaplanmistir.
Goriintii lizerinden yapilan bir analizin ekran forografi Sekil 5.26.’da goriilmektedir.

Sekil lizerinde sar1 gizgiler bosluk i¢in dl¢iilen yerleri sag iist tarafta da analiz sonucu elde

edilen degerler goriilmektedir.

Sekil 5.26. HUVEC hiicrelerinde kontrol 0. Saat goriintiisii iizerinde Image J programu ile analiz ve elde
edilen sonug goruntisu

Image J programinda her bir goriintii tek tek a¢ilmis ve miimkiin oldugunca ayn1 bolgeden
olmak suretiyle gosterilen bolgelerden 6l¢iim alimmistir. Bu dlgiimlerin ortalamalar1
alinarak asagidaki Tablo 5.3.’te 0., 24. ve 48. satteki mm birim ile verilmistir. Daha sonra
24 ve 48. Saatteki kapanma oranlarinin % degerleri agsagidaki esitlikle (E5.1) hesaplanmis

ve yine Tablo 5.3.’te gosterilmistir.

0.saat dlglimii—24.(ya da48.) saatdlgimii

% Kapanma Orant (KO) = x100 (E5.1)

0.saat o6l¢imiu

Analiz edilen bazi bolgelerde hiicre Oliimiiniin ¢ok olmasi sebebiyle aradaki
boslugun mesafesi Image J programi ile dl¢iilememis ve tabloda (-) olarak gosterilmistir.
Tabloda yer alan negatif degerli rakamlar ise yine hiicre 6liimii sebebiyle dnceki dlciilen

bosluktan daha biiyiik bir bosluk olusmas1 sebebiyle ortaya ¢ikmistir. Bunun disinda
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sadece rutin uygulanan A549 hiicrelerinde 24 satte higbir bosluk kalmadigi i¢in 6lglim

yapilamamustur.
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1.

Tablo 5.3. Image J programu ile 0., 24. ve 48 saatte mm olarak él¢iilen bosluk mesafeleri (mm) ve bu bosluklarin 24 ve 48 saatte % kapanma oranlar: (KO)

HUVEC A549 MCF-7 CACO-2 SH-SY5Y
0 20 4B GG R 0 2 M a0 i 0 2 s SR S 0 aa as SR S 0 2 as SR 0
Kontrol 04 03 01 386 702 04 03 01 178 665 03 02 02 321 449 05 03 02 392 626 03 02 02 277 441
viteksin 04 03 02 358 624 03 02 04 525 -84 03 03 03 -55 -83 05 04 03 102 311 03 03 02 73 346
Rutin 06 03 00 571 94 04 - 01 724 - 03 03 02 130 480 05 04 03 301 482 04 02 02 484 567
Kersetin 04 03 01 424 749 05 02 04 524 131 04 03 03 107 288 05 04 03 204 481 04 03 02 344 608
V-R 04 02 - 504 - 03 01 05 67,3 -468 05 02 - 486 - 05 03 04 341 247 04 03 - 288 -
K-R 05 02 04 511 100 03 0l 02 724 515 04 03 - 135 - 05 03 03 382 283 03 02 02 258 379
V-K 05 03 - 422 - 03 03 04 214 73 03 03 - 198 - 05 04 05 85 50 03 02 - 370 -




6. TARTISMA

Kanser, diinya ¢apinda insan morbidite ve mortalitesinin en dnemli nedenlerinden
biri oldugu i¢in, arastrmacilar kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini, anjiyogenezisi,
proliferasyonunu ve metastazini azaltmak i¢in yeni bilesikler ve terapotik yaklasimlar
kesfetmeye calismaktadir. Son yillarda 6zel fitokimyasal bilesiklerin ve flavonoidlerin
kullaniminin kanser tedavisi alaninda ilging ve umut verici bir taktik oldugu
bildirilmektedir (Hosseinzadeh vd., 2020).

Kanser, baskilama, blokaj ve transformasyon gibi g¢esitli yollarla kontrol
edilebilmektedir. Baskiyayic1 ajanlar, prokarsinojenlerden yeni kanser olusumunu
engellemekte; blokaj maddeleri, kanserojen bilesiklerin kritik baslatma bolgelerine
ulagsmasin1 engellemekte ve transformasyondan sorumlu maddeler ise kanserojen
bilesenlerin metabolizmasin1 daha az toksik maddelere doniistiirmeyi kolaylastiracak
veya biyolojik etkilerini onleyecek sekilde hareket etmektedir. Flavonoidler her {i¢
sekilde de hareket edebilme Ozelligine sahip bilesiklerdir. Bu ozellikleri sayesinde
DNA'y1 oksidatif hasara kars1 koruyarak, karsinojenleri etkisiz hale getirerek, mutajenik
genlerin ve prokarsinojenik maddeleri aktive etmekten sorumlu enzimlerin
ekspresyonunu inhibe ederek ve ksenobiyotik detoksifikasyondan sorumlu sistemleri
aktive ederek malign tiimorlerin farkli gelisim evrelerinde rol oynayabilirler (Benavente-
Garcia ve Castillo, 2008).

Flavonoidler, bitkilerde renk, tat ve farmakolojik aktivitelerinden sorumlu biyoaktif
sekonder metabolitler olarak sentezlenen polifenolik bilesiklerdir. Flavonoidler, bitkileri
olumsuz ¢evre kosullarmmdan koruyan gucli antioksidanlar olmalar1 nedeniyle dikkat
cekmigler ve cok sayida akut ve kronik insan hastaliginda olasi yararh etkilerini
degerlendirmek icin ¢ok sayida epidemiyolojik ve deneysel ¢alismada kullanilmigtir
(Rodriguez-Garcia ve Sanchez-Quesada, 2019). Yapilan bu in vitro ve in vivo
caligmalarda, flavonoidlerin anti-inflamatuar, antioksidan, imminomodulator ve gucli
antikanser aktiviteler gosterebilecegi ¢esitli yaynlarda rapor edilmistir (Abotaleb vd.,
2018). Sorumlu molekiler mekanizmalar henliz tam aydinlatilamamis olmakla beraber
flavonoidlerin, insan kanser hicrelerinde, hiicre proliferasyonunu inhibe etme ve
apoptozu veya otofajiyi indiikkleme yetenegi, anti-kanser ajanlar1 olarak potansiyellerine
yogun bir ilgi uyandirmustir (Perez-Vizcaino ve Fraga, 2018; Zhang vd., 2018). Ornegin
flavonlar agisindan zengin bir diyetin, 6zellikle meme kanseri, sindirim sistemi, deri,

prostat ve belirli hematolojik maligniteler olmak tzere belirli kanser tirlerinin risklerinin
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azalmasiyla iligkili oldugunu desteklemektedir. Dolayisiyla flavonoidler dogal iiriin ve
ilag kesif arastirmalarinda birincil hedef haline gelmistir (Khan vd., 2021).

Tez kapsaminda literatiir kaynaklar1 degerlendirildiginde flavonoidler ile kanser
hlcreleri iizerinde yapilan etkinlik g¢alismalarinin smirli oldugu saptanmistir. Bu
bilgilerden yola ¢ikilarak ¢aligmamizda antikanserojen, antiproliteratif ve antiapoptotik
etkilere sahip oldugu bildirilmis olan rutin, kersetin ve viteksin flavonoidlerinin, kanser
hiicreleri iizerindeki canlilik etkileri MTT testi ile, apoptotik etkileri akim sitometri
deneyleri ve iyilesme Tlzerindeki etkilerini migrasyon ve oksidasyonu etkisinin
degerlendirilmesi icin DPPH testi yapilmustir.

In vitro deneylerde kullanilan sitotoksisite testi yontemleri yeni ya da var olan
bilesiklerin biyolojik ortama uyumlulugunun ya da etkinliklerinin degerlendirilmesinde
onemli test yontemleridir. Bu bilesiklerin kiiltiire edilmis hiicrelerde biliyiime oranlar1
Uzerindeki etkilerinin arastirildiktan sonra toksisite profillerinin ¢ikarilip in vivo
deneylere gecilmesi farmakoloji alaninda hem zaman hem kolaylik hem de ekonomik
yonden avantaj saglamaktadir (Aslantiirk, 2018). MTT testi, sitotoksisite veya hiicre
canliligimi degerlendirmek icin en sik kullanilan kolorimetrik testlerden biridir. Bilim
otoriteleri tarafindan kabul edilen ve Uluslararas1 Standart ISO 10993-5’e gore bu test
sonucu hiicre canliliginin %30’dan fazla azalmasi sitotoksik etki olarak kabul
edilmektedir (http-18). Bu tez ¢alismasi kapsaminda viteksin, rutin, kersetin
flavonoidlerinin farkli kanser hiicre hatlari; A549, PANC-1, MCF-7, CACO-2, SH-SY5Y
ve sagliklt HUVEC, hiicre hatlar1{izerindeki sitotoksik etkileri MTT yontemi kullanilarak
24 ve 48 saat sure sonunda degerlendirilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki flavonoidler
tek basma ve 1:1, 1:2 ve 2:1 karigimlar1 hiicrelere besiyeri ile uygulanmis ve
spektrofotometrik olarak canli hiice ylizdeleri kontrol grubu ile karsilastirilarak
verilmistir. Bu analiz sonuglarinda kersetinin ¢alisilan hiicreler lizerinde doza ve zamana
bagl sitotoksisite gosterdigi saptanmustir. Ozellikle ilk 24 saatte A549 ve MCF-7
hiicreleri tizerinde 10 pg/mL’den sonra hiicre canliligint %70’in altma indirdigi
saptanmustir. 48 saat sonunda ise A549, PANC-1 ve MCF-7 hiicrelerinde 5 pg/mL’den
sonra hiicre canliligint %70’in altina indirdigi saptanmistir. Bu calismada calisilan
hiicreler arasinda en az etkilenen hiicre tipi CACO-2 olmakla birlikte, bu hiicrelerde de
ilk 24 saatte 100 pg/mL ve 48. saate 25 pg/mlL’den sonra sitotoksisite goriilmeye
baslanmustir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde hiicre tipi ve konsantrasyonun

kersetinin etkilerini dnemli derecede etkileyebilecegi ve ozellikle 2,5 pg/mL tstiindeki
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konsantrasyonlarda gordlen tim hicrelerdeki hiicre canliligindaki azalmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05).

Kersetin ile ilgili literatiir verileri incelendiginde Tan vd. nin (2012) A549 hiicreleri
tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada kersetinin 72 saat inklibasyon sonunda 100uM (~30,2
pg/mL)’dan sonra hiicre canliligini %70’in altina indirdigi saptanirken, Zhaorigetu
vd.’nin (2021) yine ayn1 hiicreler tizerinde yaptigi diger bir ¢alismada ise ICso degerleri
sirastyla 24, 48 ve 72 saatte 8,65, 7,96 ve 5,14 png /mL olarak rapor edilmistir. Wang
vd’nin yaptig1 bir diger ¢alismada ise 48 saatlik inkiibasyon sonucu ICsg degeri 22,5 uM
(~6,8 ug/mL) olarak belirtilmistir. Bao vd. (2016) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada
ise I1Cso degeri 77 uM (~23 pg/mL) olarak belirtilmistir. Bununla birlikte diisiik dozlarda
kullanilan kersetinin hiicre cogalmasini indiikledigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir
(Fernandez-Blanco vd., 2016). Calismamizda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde
ettigimiz 1Cso degerleri sirasiyla 17,56 ug/mL ve 11,62 pg/mL’dir ve literatiirle uyumlu
olarak degerlendirilmistir.

Literaturde kersetinin MCF-7 hiicreleri tizerinde etkisinin MTT ile analiz edildigi
caligmalarda farkli sonuglar olmakla birlikte genelde 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
ICs0 degerleri 40-55 uM (~12-16,6 pg/mL) arasinda oldugu saptanmistir (Lin vd, 2008;
Tummala vd., 2017; Wu vd., 2018; Li vd., 2018; Niazvand vd., 2019). Bizim yaptigimiz
calisgmada da 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda ICso degeri 17,49 pg/mL olarak
saptanmig ve literatiirle uyumlu olarak degerlendirilmistir.

PANC-1 hiicreleri tizerindeki etkilere bakildiginda kersetinin 25 pg/mlL’den
baslayarak hiicre canliligin1 %70’in altina indirdigi gozlenmistir (Lee vd., 2013). Bizim
calismamizda saptanilan 1Csp degeri 24 saat sonunda 52,12 pg/mL, 48 saat sonunda 16,61
pg/mL’dir.

SH-SYS5Y hiicrelerinde kersetinin etkisi ile ilgili literatiirde 2022 yilinda yapilan bir
MTT analizinde 24 ssatlik 1Cso degeri 2,08 0,03 pug/mL bulunurken, 2021 yilinda
yapilan bir bagka ¢alismada kersetinin SH-SY5Y hicrelerinde 10 mM’da dahi hiicre
canlilig1 lizerinde herhangi bir etkisi bulunmadig: saptanmigtir (Kalagatur vd., 2021,
Dogan, 2022). Bizim ¢aligmamizda da 24 saat sonunda ICsg degeri 90,05 pg/mL ve 48
saat sonucu 74,63 pg/mL olarak belirlenmistir. Kersetinin SH-SY5Y hiicreleri Uzerinde
hiicre canliligin1 azaltici etki gériilmemistir.

HUVEC hiicreleri ile literatiirde yapilan analizlerde ise kersetinin 200 uM’mn

tistiindeki dozlarda ancak hiicre canliligini disiirdiigii saptanirken (Esteghlal vd., 2021),
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Kartal vd.’nin yaptig1 ve kersetinin 5-320 nM olarak kullanildig1 bir ¢aligmada ise hiicre
canliligin1 diislirmek yerine hiicre sayisi lizerinde ¢ogaltict etki gosterdigini saptamustir.
Bizim ¢alismamizda da kullanilan konsantrasyonlarda 24 saatte ICsg degeri hiicre
canliligt %50’nin altma diismedigi i¢in saptanamazken 48 saatlik 1Cso degeri 91,91
pg/mL olarak en az etkilenen hiicre olarak belirlenmistir.

CACO-2 hiicrelerine bakildiginda ise yine literatiirde kersetin i¢in genis bir aralik
bulundugu gozlenmistir. Ornegin Thabit’in yaptig1 bir calismada 24 ve 48 saatlik 1Cso
degerleri sirastyla 50 uM (~15,1 pg/mL) ve 32 uM (~9,6 pg/mL) olarak bulunurken,
Fernandez-Blanco vd.’nin (2016) yaptiklar1 ¢galismada 100 pM’da (~30,2 pg/mL) dahi
hiicre canliligi %70’in altina inmedigi saptanmistir. Tezde CACO-2 hiicrelerindeki
analizlerde ilk 24 saatte hiicre canlihigi calislilan konsantrasyonlarda %50’nin altina
inmedigi saptanirken 48 saatlik inkiibasyon sonucu ICso degeri 79,47 pg/mL olarak
belirlenmis ve litertiirden daha yiiksek bir deger oldugu saptanmistir.

Kersetin gibi dogal kaynaklarda ¢okca bulunan bir diger flavonoid olan rutinin de
antikanser 6zellige sahip oldugu yapilan ¢alismalarda 786-O (insan renal kanser hiicresi)
hepatoma hiicreleri (HTC), insan meme kanser hicresi (MDA-MB-231 ve MCF-7) ve
kolon kanser hucreleri (HT29 and CACO-2) gibi ¢esitli kanser hiicrelerinde gosterilmistir
(Sghaier vd., 2016; Iriti vd., 2017; Caparica vd., 2020). Ugusman vd.’nin (2012)
yaptiklar1 bir ¢alismada rutinin HUVEC hiicrelerinde 1000 uM’a (610,5 ug /mL) kadar
herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi bununla birlikte H2O2’ye maruz birakilmis
hiicrelerde dahi hiicre proliferasyonunu arttirict etki gosterdigi saptanmistir.

Rutinin SH-SYS5Y hiicrelerindeki etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada yliksek
noroproteksiyon gosterdigi saptanirken, MCF-7 ve PANC-1 hiicrelerinde yapilan bir
baska ¢alismada in vitro anti-proliferatif aktivite ve indiiklenmis kaspaz 3/7 aktivitesi ile
apoptoza yo agtig1i saptanmistir. Bu ¢alismada MCF-7 ve PANC-1 hicreleri icin 24
saatlik inkiibasyon sonunda ICsp degerleri 100 uM’mn (~610 pg/mL ) iistiinde ¢ikarken 48
saatlik inkiibasyon sonunda ICso degerleri sirasiyla MCF-7 i¢in 90 uM (~54,9 pg/mL)
PANC-1 i¢in 82 uM (~50 pg/mL) olarak saptanmistir (Saleh vd., 2019).

Rutinin sitotoksisitesinin farkli kanser hiicre hatlarinda (A549, CACO-2) 24 saatlik
inklibasyondan sonra MTT tahlili kullanarak degerlendirildigi bir baska g¢aligmada
hiicrelerinin canliliginin doza bagh olarak diistiigli rapor edilmistir. Bu ¢alismada da
A549 hicreleri igin 1Cso degeri 559,83 uM (~341,7 pg/mL) bulunurken CACO-2
hiicrelerinde 710,59 uM (~433,82 nug/mL) olarak saptanmistir (Ben Sghaier vd., 2016).
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Calismalarimizda rutin ile yaptigimiz MTT analizlerinde PANC-1 hicresi harig
diger hiicrelerde ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda (1-100 pg/mL) hiicre canlilig1 %83 {in
altina inmedigi saptanmigti. PANC-1 hicrelerinde ise 24. saatte yine calisilan
konsantrasyonlarda hiicre canliligr %93’lin altina inmezken 48. saatte 25 pg/mL’den
sonra sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir. PANC-1 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon
sonucu 1Csp degeri 99,8 pug/mL olarak literatiirden biraz yiiksek bir deger bulunmustur.

Viteksinin HUVEC hiicreleri iizerinde etkisinin arastirilmasi i¢in yapilan MTT
analizinde 1000 uM’a (~432,38 pg/mL) kadar herhangi bir sitotoksik etki gdstermedigi
saptanmustir (Ugusman vd., 2012). MCF-7 hiicreleri iizerinde yapilan bir bagka analizde
ise viteksinin 1Cso degeri 247,4 uM (~106,9 ug/mL) olarak saptanmistir (Khoja vd.,
2022).

Papi vd.’nin (2013) MCF-7 ve CACO-2 hiicreleri iizerinde viteksinle birlikte farkli
flavonoidlerinde sitotoksik etkilerine baktiklar1 ¢alismada meme kanseri hicrelerinin
kolon kanseri hiicrelerine gére daha direngli oldugunu ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda
MCF-7 hucrelerinde ICso degeri 350,4 pg/mL bulunurken CACO-2 hiicrelerinde 120,9
pug/mL olarak saptanmustir. Calismada aynmi zamanda viteksin, raphasatin ve (-)-
epigallokatesin’in ikili ya da {i¢ii bir arada kullaniminin meme kanseri tizerinde etkili bir
sitotoksik etki yaratmazken kolon kanseri iizerinde bu kombinasyon kullaniminin
sinerjistik etkilesime girerek giiclii sitotoksik etki yarattigi rapor edilmistir.

Yapilan klinik arastirmalarin bir tanesinde flavonol i¢eren gidalar tiiketen sigara
icenlerde pankreas kanseri insidans1 dnemli &lgiide azaldig1 tespit edilmistir. Ornegin
apiin, rhoifolin ve viteksinin degerlendirildigi bir ¢alismada viteksinin 25 pg/mL’den
sonra PANC-1 hiicre dizisinde hiicre canliligin1 6nemli derecede etkilemeye basladigini
gostermislerdir.

Liu vd.’nin (2019) A549 hiicreleri tizerinde viteksinin etkisini arastirdiklar1 bir
diger calismada ise kullanilan dozlarda vitexinin A549 hiicrelerinin yasayabilirligini doza
bagl bir sekilde azalttigini ve normal insan bronsiyal epitelyal 16HBE hiicrelerine kars1
neredeyse hi¢ toksisite gostermedigini gosterdi.

Bizim yaptigimiz analizlerde de viteksinin konsantrasyona bagimli sitotoksisite
gosterdigi saptanmustir. Bu hiicreler arasinda viteksinden en fazla etkilenen hiicre tipi
PANC-1 olup 6zellikle ilk 24 saatlik analiz i¢in I1Cso degeri 15,67 pg/mL bulunurken 48
saat i¢in bu deger 5,52 pg/mL olarak saptanmistir. Viteksin literatiir ¢aligmalar: ile

uyumlu olarak caligmada normal hiicre olarak kabul edilen HUVEC hiicrelerinde,
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calisilan konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermedigi bununla birlikte yine MCF-7
hiicrelerinin de diren¢ gostererek hiicre canliligini azaltmadig1 saptanmistir. Viteksinden
HUVEC ve MCF-7 disinda diger hiicreler arasinda en az etkilenen hiicre CACO-2 olmus
ve 24 saatte hiicre canliligi %50’ lere ulagsmazken 48 saatte ICso degeri 86,06 pg/mL
olarak saptanmustir.

Sonug olarak MTT analizleri ile elde edilen sonuglardan bircogu literatiirdeki
sonuglar ile tutarh olmakla birlikte, bazilar1 degildir. Bu farkliliklarin da ¢aligmalarda
kullanilan MTT reaktifinin konsantrasyonu ve kullanilan miktari, hiicrelerin MTT ile
inkiibasyon siiresi, kullanilan besiyeri igerigi, optik yogunlugun 6lciildiigii dalga boyu,
analiz edilen maddenin rengi, hiicre tipi, hiicrenin genetik yapisi, pasaj sayisi, sitotoksisite
Olciimii yapilan zamanlarm farklilig1 sebebiyle oldugu diisiiniilmektedir.

Tez  g¢alismamizda  flavonoidlerin  tek  basmma  ¢alisilmast  yaninda
kombinasyonlarininda degerlendirilmesi yapilmistir. Buna gore MTT analizlerinde tek
basma uygulandiginda hiicre ¢cogalmasi iizerinde etkisi olmadigi gozlenen 2,5 pg/mL
dozu secilmis ve her bir flavonoidden 2,5 pg/mL olacak sekilde 1:1, 1:2 ve 2:1
oranlarinda karistirilarak ayni hiicreler tizerine uygulanmistir. Sonuglar incelendiginde
tiim hiicrelerde kombinasyonlarin ilk 24 saatte bltun hiicrelerde %80’nin iistiinde hiicre
canlilig1 gézlenirken 6zellikle 48. saatte tiim kombinasyonlarin hiicre canliligin1 %70 ve
altina indirdigi saptanmistir. Bu kombinasyonlardan en fazla V-K kombinasyonlarinin
hiicreler tlizerinde en etkili kombinasyon oldugu gézlenmistir. Diger kombinasyonlarda
rutin olmasi ve rutinin hiicre canliligini arttirici etki gostermesi sebebiyle nispeten daha
yilksek  hiicre canliigi  gozlenmistir. Kombinasyon oranlar1 kendi ig¢inde
degerlendirildiginde ise aralarinda ¢ok fazla fark olmadig1 saptanmigstir. Bununla birlikte
sadece HUVEC hiicrelerinde ii¢ kombinasyondan 1:2 oraninda kullanilanda daha fazla
hiicre 6liimii gézlenmistir.

R-K kombinasyonlar1 kendi iginde incelendiginde, A549 ve CACO-2 hicrelerinin
tiim oranlarda ve HUVEC hiicrelerinde 1:1 ve 2:1 oranlarinda uygulandiginda hiicrelerin
cok fazla etkilenmedigi ve hiicre canliigi 48 saatte dahi %70’in altina inmedigi
saptanmustir.

R-V kombinasyonlar1 kendi i¢inde incelendiginde ise bu kombinasyonun en fazla
SH-SY5Y ve PANC-1 hiicrelerini etkiledigi saptanirken hiicre canhiligini 48. saatte
%50’lere indirdigi analiz edilmistir. Bununla birlikte HUVEC hiicrelerinde 1:2 oraninda
R-V kombinasyonunun 24 saatte hiicre canliligin1 % 64,79’a ve 48 saatte % 18,20’ye
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kadar diistirebildigi saptanirken diger kombinasyonlarda hiicre canlilig1 en fazla yaklagik
%65’¢e kadar diisiirdiigii gdzlenmistir.

V-K kombinasyonlar1 hiicreler tizerinde en etkili kombinasyon olarak saptanirken,
hiicreler arasinda en yiiksek CACO-2 hiicrelerinde hiicre canliligi gézlenmis ve %70
olarak belirlenmistir. Diger hiicrelerde 24 saatte hiicre canlilig1 en diisiik %80 ve Ustiinde
gozlenirken 48 saatte hiicre canliligt CACO-2 hiicreleri hari¢ %50 nin tizerine ¢tkmadigi
saptanmigtir.

Litaratiirde karsilasilan ve 2022 yilinda yapilmis bir ¢alismada kersetin ve rutin
karigimi SophorOx™ arasgtirilmistir. %50.67 Kkersetin, %41.26 rutin ve diger birkag
flavonoidin de bulundugu karigimda 10 pM konsantrasyonda 6nemli dizeyde TNF-a
(~%28,25) ve IL-6 (~%32,25) inhibe edici seviyeleri ile bir anti-inflamatuar 6zellik
sergiledigi saptanmis 25mM’da ise yine Raw 264,7 hiicrelerinde %70 hiicre canliligi
saptanmustir (Shanmugasundaram ve Rosa, 2022). Bir siklodekstrin formulasyonu iginde
%11 rutin ve %52 kersetinin bir arada bulundugu bir ¢alismada A549 hiicreleri iizerinde
ICso degeri 141,7 UM olarak saptamistir.

Literatiirde yaptigimiz ¢alismaya benzer bir ¢alisma olmamasi ve olan
caligmalarinda ya farkli hiicreler tizerinde yapilmis olmasi ya da formiilasyon iginde
degerlendirilmis olmas1 sebebiyle karsilastirma yapilamamis ve calisma sonuglarimiz
literatiirdeki tek sonuglar olarak degerlendirilmistir.

Anti-kanser ajan oldugu diistiniilen maddelerin etkinligini kontrol etmek igin
genellikle hiicre sagkalimi ve apoptoz analizleri yapilarak bakilmaktadir. Anti-kanser
olabilecek etkin maddeler genellikle apoptoz sirecini aktive ederek boliinen hicreleri
oldurmektedir (Niazvand vd., 2019). Bu nedenle ¢alismamizda flavonoidlerin ve
kombinasyonlarimnin MTT analizlerinin yani sira tiim hiicreler {izerinde apoptoz
ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in akim sitometrisi kullanilmistir.

Tez calismasi siiresince yapilan akim sitometri analizlerinde tek basina ve
kombinasyon seklinde uygulanan flavonoidlerin HUVEC hiicrelerinde nekrozdan daha
cok apoptozu uyardigi saptanmustir. Bu analizlerde V-K ve R-V karigimlarinin daha fazla
apoptoza sebep oldugu gdzlenmistir. A549 hiicrelerinde ise Kersetin ve viteksin diisiik
oranda nekroz ile birlikte daha yiiksek oranda apoptozu indiikledigi, rutinin ise daha ¢cok
nekrozu indiikledigi saptanmistir. Kombinasyonlarin A549 hiicreleri tizerindeki etkisine
bakildiginda V-K’nin yiiksek oranda nekroz (%23,1) ile birlikte ge¢ apoptozu (%40,1)
indlklerken, R-V’nin ge¢ apoptozu (30,1) etkiledigi saptanmistir. Buradan
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kombinasyonlarda rutinin degil daha ¢ok kersetin ve viteksinin daha baskin oldugu
diistiniilmektedir. CACO-2 hiicrelerine bakildiginda ise kersetin ve viteksinin erken
apoptozu %14,1 ve %14,4 oraninda uyardigi saptanirken, kombinasyonlarda R-K’nin
nekrozu %14,5, V-K ve R-V’nin erken apoptozu sirasiyla %25,2 ve %14,8 oraninda
uyardigr saptanmigtir. MCF-7 hiicrelerine bakildiginda ise hem tek basma
uygulandiklarinda hem de kombinasyonlar1 halinde uygulandiklarinda en fazla erken
apoptozu indiikledikleri saptanmistir. Caligmadaki diger hiicreler olan SH-SY5Y ve
PANC-1 hiicrelerinde de tek basina flavonoidlerin erken apoptozu uyarirken
kombinasyonlarm hem erken hem de ge¢ apoptozu indiikledikleri saptanmaistir.

Calisma sonucunda yapilan literatiir arastirmalarinda kersetinin A549 (Tan vd.,
2012), ve MCF-7 (Niazvand vd., 2019) hiicrelerinde apoptozu indiikledigi saptanmuistir.
Bir bagka calismada 0-40uM (0-17,2 pg/mL) arasindaki konsantrasyonlarda viteksinin
A549 hiicrelerinde doza bagl olarak apoptozu indiikledigini rapor etmislerdir (Liu vd.,
2019). Literatiirde kersetinin hiicreler iizerindeki etkisinin akim sitometrisi ile ¢alisildigi
diger hiicrelerde de yine apoptozun indiiklendigi belirtilmistir (Hashemzaei vd., 2017).
Viteksin ile yapilan ¢esitli hiicrelerde ¢caligmalarda da doza baglh olarak viteksin'in ¢esitli
sinyal yollar1 yoluyla apoptozu ve otofajiyi destekledigini, hiicre cogalmasini ve go¢iinii
engelledigini ve boylece antitiimor etkiler uyguladigmi gostermektedir (Li vd., 2020).
Gliobalstoma hticreleri ile yapilan bir ¢alismada da viteksinin erken ve ge¢ apoptozu
indiikledigi belirtilmistir (Zhang vd., 2018). Kersetinle yapilan bir ¢alismada test edilen
dozlarm iist araliginda geg tip apoptozu indiikledigi ve insan melanom hiicreleri iizerinde
iki farkl oldiiriicii etkiye neden oldugunu gosterilmistir (Rosner, vd., 2006). Kersetinle
yapilan bir diger ¢aligmada ise A-549 insan akciger adenokarsinomu kanseri hiicre hatt1
iizerinde inhibitdr etkisinin apoptozun indiiklenmesi ile iligkili oldugu ve bu etkinin
molekiiler mekanizmasinin ise apoptoz diizenleyici gen bcl-2'nin ekspresyonundaki
azalma ve apoptozu diizenleyici gen bax'in ekspresyonundaki artis ile iligkili olabilecegi
belirtilmistir (Zheng, vd., 2012). Bizim c¢alismalarimizda da kersetinin apoptozu,
viteksinin genelde erken ve gec apoptozu uyardigi saptanmustir. Fakat hangi yolakla bu
uyarmnin gerceklestigi saptanmamistir. Bununla birlikte literatdr
taramalarinda Grootaert vd. (2016) tarafindan 20 M konsnatrasyonda kersetin, hesperitin,
hesperidin ve rutinin CACO-2 hiicreleri tarafindan alimi ¢alisilmis ve sonugta rutinin

diger flavonoidlere gore 24 saatteki hiicreler tarafindan alimmin ¢ok diisiik oldugu
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belirtilmistir. Rutin ile ilgili bu sonug¢ bizim ¢aligmalarimizda da hiicreler {izerinde en az
etki gosteren flavonoidin rutin olmasini destekler niteliktedir.

Flavonoidlerin bir diger 6zelligi olan antioksidan aktiviteleri onlarin molekiiler
yapilarindan kaynaklanmaktadir. B ve A halkalarindaki hidroksil gruplarinin sayis1 ve
konumu, antioksidan aktivite i¢in anahtar faktorlerdir. A halkasindaki C-6 veya C-8
pozisyonundaki glukozun bulunmasi ve bu glikozun sterik engellemesi nedeni ile
antioksidan aktivite azalmaktadir. Bu agidan bakildiginda, vitexin'in C-8'indeki glukoz,
diisiik radikal siiptirme aktivitesinden sorumlu olarak gdziikmektedir. Ayrica, B halkas1
Uzerinde bir orto-dihidroksi grubunun varligi, flavonoid fenoksil radikallerinin
stabilizasyonu uzerinde etkisi olan hidrojen bagi ve elektron delokalizasyonu nedeniyle
flavonoidlerin radikalleri siiplirme aktivitesini ve antioksidan potansiyelini gelistirir. Bu
nedenle kersetinin B halkasi izerindeki bir orto-dihidroksi grubunun yiiksek katkisi, bu
flavonoidlerin 6nemli antioksidan aktivitelerine yol agmaktadir (Veiko vd., 2021). Tez
calismasinda yaptigimiz DPPH testinde de literatiirle uyumlu olarak viteksinin siiptiriicti
etki gosterebilmesi i¢in diger rutin ve kersetine gore daha yiiksek dozlarda kullanilmasi
gerektigi ve kombinasyonlarda da yine viteksin varligmin bu siipiiriici mekanizmay1
etkiledigi saptanmistir.

Hiicre gocli, migrasyon ya da yara iyilesme isimlendirilen hiicre hareketleri normal
biiylime, bagisiklik yanit1 ve kanser yayilmasi ve iltihaplanma gibi hastalik siirecleri i¢cin
gerekli olan canli hiicrelerin 6nemli bir islevidir. Hiicre gocii ve istilasi, onemli fizyolojik
ve patolojik fenomenlerin kanser metastazina miidahale i¢cin zengin hedefler saglayan
siireclerdir ve bu nedenle de ila¢ kesfinin tarama asamasinda zararl etkilerin daha hizli
taninmasma olanak tanir. Sitotoksisite ve akim sitometrisi sonuglarina gore tez
calismamizda da kullandigimiz kersetin sadece A549 hiicreleri hari¢ diger hiicrelerin
hepsinde 24 ve 48 saat sonunda agilan boslugun kapanmasinda etkili oldugu saptanmastir.
Yapilan % hesaplamalarda tlim hicrelerde neredeyse 48 saat sonunda kapanan alan
oraninin 24 saatin iki katma ¢iktig1 saptanmistir. Sadece A549 hiicrelerinde yaklasik 24
saat sonunda %>52,3 kapanan oran hesaplanirken 48 saatte hiicre 6liimleri gergeklesmesi
sebebi ile oran %13,1’e kadar diismiistiir. Bu da kersetinin A549 hiicrelerinde ozellikle
48 saatte daha fazla etkili olabilecegini gostermektedir. Ayn1 sekilde rutinde de kapanan
oran 48 saatin sonunda %50 ve Ustii olarak hesaplanmistir. Kersetinin aksine rutin A549
hiicrelerinde ilk 24 saatte agilan boslugun %72’sini kapatirken 48 saat sonunda ise agik

alan gozlenmemistir. Fu vd.’nin kerstinin yara iyilestirici 6zellikteki etkisi ile ilgili
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yaptiklar1 ¢alismada 10, 20 ve 40mg/mL oral uygulanan diyabetli farelerde yara
iyilesmenin yiiksek oldugunun ve bu iyilesmenin 6zellikle makrofajlarin polarizasyonuna
etki ederek gerceklestirdigini bildirmislerdir.

Literatiirde A549 ve HT29 hiicreleri iizerinde farkli dozlarla yapilan bir migrasyon
caligmasinda agilan alanin doza bagimli olarak kapandigi gosterilmistir. Caligmacilar
kullandiklar1 25-200 pM arasindan 6zellikle 25 UM konsantrasyonda 18 saat icinde
neredeyse %85 oraninda alanm kapandigini konsantrasyon arttikca kapanan alanmn

azaldigin1 belirtmistir (Ben Sghaier vd., 2016).
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7. SONUC VE ONERILER

Glinlimiizde flavonoidler, evrensel onaylari, diisilk yan etki oranlar1 ve kabul
edilebilir guvenlikleri nedeniyle c¢ekici anti-kanser terapotik ajanlar olarak kabul
edilmektedir. Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalarda flavonoidlerin antikanser
aktivitesinin apoptoz ve antiproliferasyon, kanser hicrelerinin hiicre dongusinin
inhibisyonu, konagim bagisiklik sisteminin diizenlenmesi veya bir anti-inflamatuar etki
ile iligkili oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, in vivo ve klinik arastirmalarda elde
edilen sonuclarin ¢ogunun vaka-kontrol caligmalarindan ya da flavonoid alimmin
retrospektif olarak degerlendirilmesinden elde edilmesi gibi bazi dnemli problemleri
bulunmaktadir. Bu nedenle, yalnizca daha giivenilir veriler saglamakla kalmayip ayni
zamanda flavonoidlerin biyoyararlanimimi iyilestirmek, olasi yan etkilerinin ortaya
cikarilmasi ya da onlenmesi i¢in hedef molekiillerinin ve proseslerinin tanimlanmasinda
daha kapsamli ve ¢ok sayida ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Aymi sekilde kanserde metastaz
durumunda da oldukga 6nemli olabilecek timor mikrogevresi tzerindeki flavonoidlerin
hem tek basma hem de kombin halde etkisinin ¢alisilmasi onemli bir konudur.
Flavonoidlerin ya tek basina ya da kombine halde uygulanmasi ile anti-timadr etkinin
arttirilmasi veya ilaglarin sistemik toksisitesini azaltarak kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin anti-timor etkisini de destekleyebilecegini gosteren ¢alismalarm yapilmasi
kanser ve bunun gibi hastaliklarin tedavisinde Onemli kilometre tasglarindandir. Bu
sebeple yaptigimiz tez calismasinda elde edilen bilgiler literatiire bu gibi bilgilerin
toplanmasinda &nemli bir kaynak olusturacaktir. Ozellikle kombin halde uygulamanin
antikanser aktiviteyi ne kadar etkiledigi bizim ¢alismamizda goriilebilmektedir. Bununla
birlikte daha fazla kombinasyonlarla ¢alismanin genisletilebilecegi diistiniilmektedir.

Literatiir aragtirmalarinda goriiniiyor ki dogal olarak olusan polifenolik bilesiklerin
her yerde bulunan bir grubu olan flavonoidler, son zamanlarda antikanser ajanlar olarak
onem kazanmistir. Ne yazik ki, diyet flavonoidlerinin diisiik ¢oziiniirliigii, emilimi ve
hizli metabolizmas1 nedeniyle antikanser potansiyelleri yeterli degildir. Bu sebeple
flavonoidlerin bir tastyict sistem ile organizmaya verilmesi etkinliginin arttirilmasi

calismalar1 da gelecek ¢aligmalar igin yapilabilecek yol haritalarindan biridir.
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