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OZET

Amag: U-87 MG Insan Glioblastoma hiicre hattinda narenciye meyvelerinde yaygin
olarak bulunan didymin flavonoidininin sitotoksik etkilerini ve hiicrelerden salinan

Substance P (SP) ve interlokin 6 (IL-6) miktarlar1 iizerine etkilerini incelemektir.

Yontem: Didymin flavonoidinin glioblastoma hiicrelerinde sitotoksik etkileri 24, 48 ve
72.saatlik inkubasyon sureleri sonunda WST-1 Cell Proliferation Kit ile belirlenmistir.
Hiicrelerden salinan Substance P (SP) ve Interlokin 6 (IL-6) miktarlari iizerine etkileri

Elisa Kitler kullanarak incelenmistir.

Bulgular: Didymin flavonoidinin 100 — 1,56 pM/ml araliginda denenen dozlar1 24. ve
48. saatlik inklbasyon streleri sonunda hicreler iizerinde sitotoksik etki gdstermemistir.
Ancak 72. saatlik inkibasyon siresi sonunda kontrol grubuna kiyasla 100 uM/ml dozda
sitotoksik etki goriilmistiir. Didymin, SP ve IL-6 miktarlarinda onemli artisa sebep
olmustur. SP miktari, 100 uM/ml ve 50 puM/ml dozda 24 ve 48 saatlik inkibasyon
sreleri sonunda artmis ve 72. saatin sonunda ise anlamli olarak azalmistir. IL-6 miktart,
24. saatin sonunda 100 uM/ml dozunda anlamli olarak artmustir. 48. saatte her dozda
anlamli artisa neden olmus, 72. saatte ise yalnizca 50 pM/ml dozda anlamli artis

gbzlenmistir.

Sonug: Calismada elde edilen veriler didymin’in glioblastoma hiicrelerindeki sitotoksik
etkisinden bahsedebilmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag duyuldugunu
gostermektedir. Didyminin yalnizca tek bir dozda sitotoksik etki gostermesi ve etkinin
goriildiigiic dozun igerdigi ¢oziicii konsantrasyonun da tek basma sitotoksik etki
gostermesi bu diisiinceyi desteklemektedir. Didymin tez kapsaminda arastirdigimiz
inflamasyon belirteci IL-6 miktarin1 zamana ve doza bagimli arttirmis, agr1 belirteci SP
miktarini ise 72.saatin sonunda azaltmistir. Didyminin U-87 MG hiicrelerinden salinan
SP ve IL- 6 ilizerine etkilerinin arastirildigi bu tez calismasi bu konuda yapilan ilk
calismadir. Inflamasyonu ve agriy1 tetikleyici etkisinden net olarak bahsedebilmek igin

daha fazla in vitro ve in vivo ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: didymin, glioblastoma, sitotoksisite, substance p, interlokin-6



ABSTRACT

Objective: To investigate the cytotoxic effects of didymin flavonoid, which is
commonly found in citrus fruits on the U-87 MG Human Glioblastoma cell line, and its

effects on levels of Substance P and Interleukin 6 (IL-6) released from the cells.

Method: The cytotoxic effects of didymin flavonoid on glioblastoma cells were
determined with WST-1 Cell Proliferation Kit at the end of 24, 48 and 72 hours
incubation periods. The effects on the amount of Substance P and Interleukin 6 (IL-6)

released from cells were investigated using Elisa kits.

Results: Doses of didymin in the range of 100 — 1,56 uM/ml did not show cytotoxic
effects on cells at the end of the 24th and 48th hour incubation periods. However, at the
end of the 72 hour incubation period, a cytotoxic effect was observed at a dose of 100
uM/ml compared to the control group. Didymin caused a significant increase in the
levels of Substance P and IL-6. The level of SP increased at 100 pM/ml and 50 pM/ml
doses at the end of the 24 and 48 hours incubation periods and decreased significantly at
the end of the 72nd hour. The level of IL-6 increased significantly at 100 uM/ml at the
end of the 24th hour. It caused a significant increase in each dose at the 48th hour, while

a significant increase was observed only at the 50 uM/ml dose at the 72nd hour.

Conclusion: The data obtained in the study show that more studies are needed to talk
about the cytotoxic effect of didymin on glioblastoma cells. The cytotoxic effect of
didymin in only a single dose and the fact that the solvent concentration contained in the
dose in which the effect was seen also showed a cytotoxic effect alone supports this
idea. Didymin increased the level of inflammation marker IL-6, which we investigated
within the scope of the thesis, in a time and dose-dependent manner, and decreased the
amount of pain marker SP at the end of the 72nd hour. This thesis study, which
investigated the effects of didymin on SP and IL-6 released from U-87 MG cells, is the
first study on this subject. More in vitro and in vivo studies are needed to clearly talk
about its inflammation and pain-inducing effect.

Key words: didymin, glioblastoma, cytotoxicity, substance p, interleukin-6
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1. GIRIS

Merkezi sinir sistemini etkileyen tiimorler giiniimiizde tanist yeni konmus kanser turlerin
%1,4’tinti ve 2015 yilinda toplam kanser oOliimlerinin %2,6’sin1 temsil etmektedir
(McNeill, 2016). Beyin timorleri tim primer merkezi sinir sistemi timaorlerinin %85-
90'm1 olusturmaktadir. Glioblastom (GBM) eriskin beyin tiimorlerinin yaklasik yarisini
olusturur ve en kisa yasama siiresi ile iligkili beyin timoridir (Ostrom ve ark., 2015).
Ameliyat dahil olmak (zere ¢ok yonli terap6tik miidahale glioblastomanin tedavisinde
tercih edilmektedir. TUmo6r buyumesini inhibe edebilen ve genel hasta prognozunu
tyilestirmek i¢in tekrarlayan tiimorlerin gelismesini Onleyebilen yeni bilesiklerin
tanimlanmasi i¢in daha fazla c¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda dogal
bilesiklerin terapotik miidahalede kullamimlari artmustir. Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve ilag Idaresi (USFDA) tarafindan kanser i¢in onaylanan ilaglarin neredeyse iicte
birinin dogal iriinler ve bunlarin benzerleri oldugu belirtilmektedir (Altmann ve

Gertsch, 2007; Mann, 2002).

Glioblastoma oldukca invaziv ve heterojen tipte bir malign beyin timdéridar.
Glioblastomanin ayrintili molekiiler analizleri; hiicre biiylimesini, DNA onarimini ve
reseptor tirozin kinaz (RTK), fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K), p53 ve mitojenle
aktiflestirilen protein kinazi (MAPK) gibi sinyal yolaklarinin diizensizligini ortaya
cikarmaktadir (Touat ve ark., 2017).

Flavonoidler, ¢esitli bitkilerde yaygin olarak bulunan sekonder metabolitlerdir. Bircok
narenciye tiiri gelisim sirasinda biliyilkk miktarlarda flavonoid biriktirmektedir.
Flavonoidler, antikanser, antioksidatif, antiinflamatuar ve daha birgok etkileri nedeniyle
cesitli hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisinde terapdtik oOzellik gosterdikleri igin
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Flavonoid glikozitler, flavonoidlerin bir glikozidik
bag yoluyla sekere baglandigi dogal molekiillerdir ve bir¢ok bitkinin ortak bir bilesenidir
(Yao ve ark., 2018).

Didymin, izosakuranetin-7-O-rutinosid olarak da bilinen bir diyet glikozitidir. Didymin,

mandalina, bergamot, portakal, Origanum ve Vulgare Duanxueliu da dahil olmak Uzere



narenciye meyvelerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Narenciye igerigi ve kolay
ekstraksiyonu nedeniyle didymin, normal dokularda toksisiteye neden olmayan ucuz,

giivenli ve etkili bir oral ilag olarak kabul edilmistir (Singhal ve ark., 2017)

Son yillarda yapilan bir ¢ok ¢alisma didymin flavonoidinin gesitli hiicreler tizerindeki
etkilerini aciklamaya calismistir. Morelli ve arkadaslari, 2014 yilinda yaptiklar
calismada didyminin néronal membran sistemindeki hiicre hasari1 iizerine etkilerini
incelemisler ve didyminin hiicre canliligmi arttirdigi, hidrojen peroksit (H202) ile
indiklenen ndronal hicrelerde stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) aktivitesi ile uyarilan hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu azaltarak norotoksisiteye karsi koruyucu bir antioksidan oldugunu
belirtmislerdir (Morelli ve ark., 2014). Diyetten dogal olarak alinan flavonoidler
hastaliklarin tedavi siiresince alinan kemoterapdtik ajanlarin aksine daha tolere edilebilir
ve daha az toksik olarak tamimlanmislardir. Calismalar, dogal iiriinlerin
kemoterapotiklerle birlikte verilmesinin anti-timor etkinligi arttirdigini gostermistir.
Didymin flavonoidinin meme kanseri hiicrelerine etkilerini arastiran bir ¢alismada; Hsu
ve arkadaslar1 didyminin ftalat kaynakli timor poliferasyonunu ve migrasyonu inhibe
ettigini gézlemlemislerdir (Hsu ve ark., 2016). Hung ve arkadaslar1 2010 yilinda insan
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri A549 ve H460 hiicrelerinde didyminin antikanser
mekanizmasini tanimlamak i¢in, apoptoz, hiicre dongiisti dagilimi ve p53, p21/WAF]I,
Fas/APO-1 reseptorii ve Fas ligandi seviyeleri {izerindeki etkisini test etmistir.
Didyminin belirli dozlarda akciger kanseri hiicrelerinde ¢ogalmaya etki ettigini, Fas /
FasL apoptotik sistemin aktivitesinin A549 ve H460 hicrelerinde didymin
antiproliferatif aktivitesine katilabilecegini gostermislerdir. Calismanin sonunda
didyminin bu apoptotik etkisinin, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserine kars1 miicadelede
potansiyel kemoterapotik ajanlara katkida bulunabilecegini belirtmislerdir (Hung ve
ark., 2010). Baska bir ¢alismada Hai ve arkadaslar1 néroblastoma tedavisinde didyminin
potansiyel terapotik etkilerini arastirmis ve ilgili hiicre i¢i sinyal yolaklarim
aydinlatmaya ¢aligmistir. p53 yabanil tip ve p53 mutant néroblastomlarinda didyminin
yasam ve klonojenik potansiyeli iizerindeki etkisi test edilmis, apoptozun indiiksiyonu
ile noroblastomalardaki proliferasyonun anahtar basamaklar Uzerindeki etkisi

aragtirtlmistir. Calismanin sonunda didyminin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve

2



apoptozu indiikledigi, bununla birlikte raf kinaz inhibitér proteininin (RKIP)
ekspresyonunu uyardigr ve N-Myc ekspresyonunu inhibe ettigi belirtilmistir. Ayni
zamanda farelerde yapilan bu ¢alismada didyminin anti-timor 6zellikleri de arastirilmig
didyminin kontrol gruplarina kiyasla tiimoér boyutunu onemli Ol¢lide azaltabilecegi

gozlemlenmistir (J. Singhal ve ark., 2012).

Beslenmede buyuk yer kaplayan diyet flavonoidlerinin glvenli ve etkili bir sekilde,
kanserin Onlenmesinde rol oynayabilecegi vurgulanmaktadir. Yapilan ¢alismalar
flavonoid glikoziti olan didyminin kanser Gzerindeki olumsuz etkileri tersine
cevirebilecegini ortaya koymaktadir. Giintimiizde molekller mekanizmalar hala net
olarak ortaya ¢ikarilamamis olsa da didyminin timor hicreleri Uzerinde terapotik

etkilere, antitimor ve anti-inflamatuar potansiyele sahip oldugu bilinmektedir.

Kansere bagli inflamasyon tiimor hiicresi ¢ogalmasini, hayatta kalmasimni ve gogiinii
hizlandirabilmektedir. Interlokin-6 (IL-6), inflamatuar peri-tiimoral ortami yaratan
birincil sitokindir. Glioblastomada artmig ekspresyonu gozlenmekte ve dogrudan
hastanin hayatta kalma siiresini etkilemektedir (Chang, ve digerleri, 2005). Rahaman ve
arkadaglarinin 2002 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada glioblastoma hiicre hatlarinda IL-6
otokrin ekspresyonu ile sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatoriiniin (STAT3)
stirekli aktivasyonu gozlenmistir (Rahaman ve ark., 2002). Glioblastomay1 tedavi etmek
icin bir ¢ok dogal bilesik ve bunlarin analoglart in vitro ve in vivo modellerde
arastirilmistir. Jonathan ve arkadaslarinin gesitli sebze ve meyvelerde yaygin olarak
bulunan dogal bir flavonoid olan kuersetinin, T98G ve U87 glioblastoma hicrelerinde
Interlokin-6 (IL-6) ile indiiklenen STAT3 sinyal yolu lzerinde etkilerini arastirdiklari
caligmada; kuersetine maruz kalma, IL-6 ile glikoprotein 130 (GP130), janus kinaz 1
tirozin protein kinaz (JAK1) ve STAT3 aktivasyonunun azalmasina ve ayrica IL-6'nin
neden oldugu glioblastoma hiicrelerinin proliferatif ve go¢ oOzelliklerinde belirgin bir

azalmaya neden olmustur (Michaud-Levesque ve ark., 2012).

Bir noropeptit olan Substance P (P maddesi (SP)), merkezi ve periferik sinir
sistemlerinde ndrojenik inflamasyonun 6nemli bir aracisidir. SP, agr1 yolaklarinda ve

tumor htcre proliferasyonu, anjiyogenez, timor hiicre istilast ve metastazda onemli rol



oynamaktadir, ayrica SPmin, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve

kemokinlerin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (Yamaguchi ve ark., 2017).

G proteinine bagl bir reseptor (GPCR) olan P maddesi reseptorii Norokinin-1 (NK-1)
insan glioblastomalarinda bulunur ve biiylimelerinde rol oynar. U373 MG insan
glioblastom hiicrelerinde P maddesinin NK-1 reseptoriine baglanarak G proteinini aktive
eder ve olusan protein kompleksi niikleusa dogru hareket ederek hiicre
proliferasyonunun uyarilmasina ve mitojenle aktiflestirilen protein kinazlarin (hiicre dis1
sinyal ayarli kinaz 1 ve 2 (ERK1/2)) fosforilasyonuna yol actigi bilinmektedir
(Yamaguchi ve ark., 2005).

Literatiir calismalarina bakildiginda ¢esitli flavonoidlerin timdor hticreleri zerinde
sitotoksik, terapotik, antitimor, anti-inflamatuar etkileri bu bilesiklerin Onemini
arttirmaktadir. Didymin flavonoidi narenciye meyvelerinde yaygin olarak bulunmakta
olup, tiikketimi yaygindir ve beslenme agisindan da onemlidir. Calismamizda amacimiz
glioblastoma hiicre hatt1 iizerinde bu bilesigin sitotoksik ve anti-inflamatuar etkilerini

arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.FLAVONOIDLER

Flavonoidler, bitkilerin ikincil metabolitleri olarak adlandirilan ve dogada yaygin olarak
bulunan fenolik bilesiklerdir (Nabavi ve ark., 2020). Bu bilesikler bitkilerin; renk, koku,
tat ve farmakolojik aktivitelerinden sorumlu olmakla birlikte, bitkileri olumsuz cevre
kosullarindan koruyan gii¢lii antioksidanlar olarak adlandirilirlar (Nabavi ve ark., 2020;
Scarano ve ark., 2018; Vrhovsek ve ark., 2004). lk olarak 1930 yilinda Macar bilim
insan1 tarafindan portakaldan izole edilmis ve yeni bir vitamin iiyesi oldugu diisiiniilerek
P vitamini olarak adlandirilmistir. Daha sonra bu bilesigin bir flavonoid oldugu
anlasilmis ve giinlimiize kadar 4000°den fazla flavonoid tiirii tantmlanmistir (Middleton,

1998).

Flavonoidler yapisal olarak 15 karbon barindirir ve birbirlerine 3 karbonlu zincirle
baglanan iki benzen halkasindan olugsmaktadir (Nabavi ve ark., 2020). Benzen halkalar1
A ve B, heterosiklik piran halkasi C ile baglanirlar. Flavonoidler C halkasinin
oksidasyon seviyesi ve konumuna gore farkliliklar gosterirlerken, ayni sinifa ait
flavonoidler A ve B halkasinin konumundaki farkliliktan dolayi gesitli gruplara ayrilirlar
(Middleton, 1998). Kimyasal yapilarina, oksidasyon derecelerine ve karbon yapilarina
gore bircok flavonoid tanimlanmis ve simiflandirilmistir. Flavonoidler yapilarina gore 6
ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar; flavonoller, flavanoller, flavonlar, izoflavonoidler,

flavanonlar ve antosiyanidinlerdir (Abotaleb ve ark., 2019).
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Tablo 2.1. Yapisal farkliliklara bagl olarak flavonoidlerin siniflandirilmasi: flavonol, flavanon, flavanol,

flavon, antosiyanidin ve izoflavonoid (Abotaleb ve ark., 2019).

Flavonoidler bitkilerin hemen hemen tiim kisimlarinda bulunmaktadir. insan ve hayvan
beslenmesinde 6nemli yer tutan bu fitokimyasal grubu insan ve hayvanlar tarafindan
sentezlenememektedir (Koes ve ark., 2005). Flavonoidler meyveler, sebzeler, cay, kakao
ve sarap gibi bitki kokenli yiyecek ve igeceklerde bol miktarda bulunmaktadir (Panche
ve ark., 2016). Flavonoller, gidalardaki en bol flavonoidlerdir. Insan beslenmesinde en
yliksek miktarlarda bulunan flavonoidler arasinda soya izoflavonlari, flavonoller ve

flavonlar bulunmaktadir (Kumar ve Abhay, 2013).

2.1.1. Flavonlar

Flavonodilerin 6nemli alt gruplarindan biri olan flavonlar g¢ogunlukla c¢igeklerde,
yapraklarda ve meyvelerde bulunmaktadir. Onemli kaynaklari maydanoz, kereviz,
papatya, nane, kirmizi biberdir. C halkasinin 2. ve 3. konumlari arasinda bir ¢ift baga ve
4. konumda bir ketona sahiptirler. Baglica flavonlar arasinda apigenin, luteolin,
tengeretin glikozitleri bulunmaktadir. Turunggil kabuklar1 biliylik miktarlarda flavonlar

icermektedir (Manach ve ark., 2004; Panche ve ark., 2016).

2.1.2. Flavonoller

Gidalarda en yaygin bulunan flavonoidlerdir. Yapisal olarak keton grubuna sahip, C
halkasinin 3. pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahiptir (Panche ve ark., 2016). Cesitli
meyve ve sebzelerde bolca bulunurlar. Baslica flavonoller arasinda kamferol ve

kuersetin gelmektedir. En zengin kaynaklar1 sogan, brokoli, yaban mersini, kivircik



lahanadir. Bu besinlerin yani sira kirmizi sarap ve ¢ayda 45 mg flavonol/L igermektedir.

Bu bilesikler glikozile edilmis formlarda mevcuttur (Manach ve ark., 2004).

2.1.3. Flavanoller

Dihidroflavonoller veya katesinler olarak da bilinen flavanonoller, flavanonlarin 3-
hidroksi tiirevleridir. Hidroksil grubu C halkasinin 3. Konumuna bagli olarak bulunur.
Hem monomer formda hem de polimer formda bulunabilmektedir. Muz elma, armut ve
seftali zengin kaynaklar1 arasindadir. Meyvelerin yanmi sira yesil ¢ay ve ¢ikolata

katesinlerin en zengin kaynaklaridir. (Panche ve ark., 2016).

2.1.4. Flavanonlar

Dihidroflavonlar olarak da adlandirilan flavanonlar, doymus C halkasina sahiptir; bu
nedenle, flavonlardan farkli olarak, 2 ve 3 konumlar1 arasindaki ¢ift bag doymustur. En
zengin kaynaklari turunggillerdir. Domates, nane gibi bazi bitkilerde de bulunur ancak

konsantrasyonlar1 diisiiktiir. Baslica flavanonlar arasinda; naringenin, hesperidin,

gelmektedir (Manach ve ark., 2004; Panche ve ark., 2016).

2.1.5. Antosiyaninler

Antosiyaninler, ¢iceklerin ve meyvelerin epidermal dokularinda ¢6ziinen ve pembe,
mor, mavi kirmizi gibi renk veren pigmentlerdir (Mazza, 2018). Siyanidin gidalarda en
yaygin bulunan antosiyanindir. Kizilcik, ahududu, yaban mersini, ¢ilek gibi meyvelerde
yuksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bir diger kaynaklar arasinda tahillar, kirmizi

sarap, patlican, lahana ve fasulye bulunmaktadir (Panche ve ark., 2016).

2.1.6. izoflavonlar

Agirlikli olarak soya fasulyesi ve diger baklagil bitkilerinde bulunan izoflavonlar
Ostrojenlere yapisal benzerlikleri olan flavonoidlerdir. Steroid olmamalarina ragmen, 7
ve 4 pozisyonlarinda hidroksil gruplarina sahiptirler. Ostrojen reseptdrlerine baglanma
yetenegi de dahil olmak iizere onlara sahte hormonal 6&zellikler kazandirarak
fitoostrojenler olarak siniflandirilirlar. Baslica izoflavonoidler soya fasulyesinde bolca

bulunan genistein ve daidzeindir (Panche ve ark., 2016).



Flavonoidin temel yapisi ve flavonoidlerin alt siniflari

Alt simiflar Bilesik ornekleri

Antosiyaninler | Pelargonidin, siyanidin, delfinidin, malvidin

Flavanoller Epikatesin, epikatesin gallat (EGCG), katesin, gallokatesin

Flavanonlar Naringenin, naringin, hesperidin

Flavonlar Sinensetin, nobiletin, tangeretin, luteolin, apigenin, galangin
Flavonoller Kamferol, kuersetin, fisetin, izorhamnetin, mirisetin
Isoflavonlar Daidzein, genistein, daidzin

Tablo 2.2. Flavonoidin temel yapisi ve flavonoidlerin alt simiflar1 (Koztowska ve Dorota, 2019)

2.2.FLAVONOIDLERIN BESIN KAYNAKLARI

Flavonoidlerin 6nemli diyet kaynaklari, sebzeler, meyveler, tohumlar ve bazi tahillarin
yani sira sarap, cay ve bazi baharatlardir. En ¢ok bulunan kaynaklar ¢ilek, boriilce, kara
lahana, bitter cikolata, maydanoz, kekik, yesil ve siyah caydir. Sebze ve meyvelerde
bulunan flavonoid miktar1; bitkinin ¢esidi, iklim, iiretim, isleme ve depolama kosullarina
bagl olarak degisebilmektedir (Koztowska ve Dorota, 2019). Bununla birlikte vicuda
alman bu bilesiklerin tiiriine, kaynagma ve diger besinlerle etkilesimlerine gore
biyoyararlanimlar farklilik gosterebilmektedir. (Rodriguez ve ark., 2019). Kuersetin en
sik tiiketilen flavonoidlerden biridir (kuersetin ana kaynaklar1 sogan, elma, cay ve
saraptir), esas olarak glikozillenmis formunda bulunur. Ornegin, elmalardan elde edilen
kuersetin glikozitleri, soganlardan elde edilenlere gore daha diisiik biyoyararlanima
sahiptir (Graefe ve ark.,, 2001; Lotito ve Frei, 2006). Yag alimi flavonoidlerin
biyoyararlanimini iyilestirmekte ve misel olusumunu arttiran safra tuzlarmin artan
sekresyonu araciligiyla bagirsak emilimini arttirmaktadir. Protein alimi flavonoid

biyoyararlanimini azaltabilmektedir (Gonzales ve ark., 2015; Swieca ve ark., 2013).

Flavonoidlerin biyolojik etkileri tiiketicinin cinsiyet ve yas gibi ozelliklerine gore

degisebilmektedir. Ayn1 zamanda fizyolojik ve molekuler faktorler, gastrointestinal
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mikroflora bilesimi ve farkli bilesiklerin absorpsiyon ve biyotransformasyon

mekanizmalarindaki farkliliklar da etkileyebilmektedir (Ravishankar ve ark., 2013).

Gidalardaki flavonoid igeriklerini degerlendirmek i¢in kullanilabilecek veri tabanlari
arasinda; USDA veritabanlar1 ve ¢evrimigi Phenol-Explorer veri bulunmaktadir. Ancak
beslenme degerlendirmelerinin sonuglar1 kullanilan veri tabani tiirline gore degisiklik

gosterebilmektedir.

Tirkiye’de didyminden zengin turunggillerin tiiketim sikligina bakildigina 2017 yilinda
yapilan Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi’na (TBSA) gore; tiim bireylerde
turunggilleri hic tiiketmeyenlerin sikligi %4,1, her giin tiiketenlerin sikligi %11,0,
haftada 4-5 kez tiiketenlerin siklig1 %38,6, haftada bir tiketenlerin orani ise %23,5 olarak
belirlenmistir (T.C. Saglik Bakanligi, 2019).

2.3.FLAVONOIDLERIN METABOLIZMASI

Gastrointestinal sistemde flavonoidlerin biyoyararlanimlari; flavonoidin yapisi, gida
matrisi ile etkilesimleri, mikrobiyota bilesimi ve gastrointestinal enzim aktiviteleri ile
degisebilmektedir (Gonzales ve ark., 2015). Alinan flavonoidlerin sadece kiigiik bir
kism1 bozulmadan emilmektedir. Viicutta emilim hizlar1 molekiiliin yapisi, bagl oldugu
matris ve diger bilesenlerle etkilesimler gibi bir dizi faktore gore degismektedir. Viicuda
almman bu molekiillerin etkileri ayn1 zamanda yas, cinsiyet ve kolon mikrobiyotasinin

bilesimi gibi bireyler arasi farkliliklara da baglidir (Rees ve ark., 2018).

Flavonoidler, konak doku ve mikrobiyota tarafindan metabolize edilmektedir.
Metabolizma sonucu olusan metabolitler degisen derecelerde hidroksilasyona
sahip fenilpropiyonik, fenilasetik ve benzoik asitlerden olusan ortak fenolik ara iiriinler
olusturmaktadir (Pei ve ark., 2020). Mide, bagirsak ve karacigerde flavonoidlerin emilim
ve metabolizmasi degisebilmektedir. Bu islem sirasinda flavonoidler ¢esitli katabolik ve
konjugasyon reaksiyonlari ile degisiklige ugrar, kanda dolasir ve daha sonra idrar veya

safra yoluyla atilmaktadir.

Viicuda alinan flavonoidler molekiiler hedeflerine ve biyolojik aktivitelerine gore ii¢

metabolik yol izlemektedir. Bunlardan ilki; gastrointestinal sistemde epitelyal, endokrin


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/benzoic-acid

ve bagisiklik hiicrelerine gosterdigi etkilerdir. Dogrudan antioksidan etki
gosterebildikleri gibi gastrointestinal sistem hormonlarinin salinimlarina da  etki

edebilmektedir (Williamson ve Clifford, 2017).

Ikinci yol; bagirsak epitel hiicreleri tarafindan flavonoidlerin biyotransformasyona
ugramasidir. Bagirsak epitelinde olusan iriinler kan dolagimina katilmakta veya
bagirsak liimeninde daha fazla metabolize olmaktadir (Oteiza ve ark., 2018). Flavonoid
glikozitleri aglikona doniistiiriilir ve ardindan B-glukosidaz, o-ramnosidaz, [-
glukuronidaz ve Enterobacter tirleri tarafindan bagirsakta iiretilen diger enzimlerin
etkisiyle fenolik aside metabolize edilmektedir. Bagirsaga geri salinan flavonoidlerin
birlesik tirtinleri de kalin bagirsaktaki bagirsak florasi tarafindan aglikonlara hidrolize

edilir ve kan dolasimina katilmaktadir (Chen ve ark., 2021).

Ugiincii olarak flavonoidler mikrobiyota ile etkilesime girerek aromatik ve fenolik
asitlere metabolize olmaktadir (Williamson ve Clifford 2017). Cesitli patojenlerin
blytmesini engelleyerek ve Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp. gibi faydali
bakterilerin sayisin1 artirarak bagirsak mikrobiyotasini sekillendirmektedir. Faydali
bakterilerin artmasi bagirsak bagisiklik homeostazinin korunmasini ve besinlerin
emiliminin artmasimi saglayarak bagirsak sagligini iyilestirmektedir (Oteiza ve ark.,
2018).

Midede sindirilebilen diger besinlerin aksine, flavonoid glikozitlerin cogu bu bolgede
etkili bir sekilde emilemez. Ancak antosiyanin midede ve mide epitelinde hizli ve
verimli bir sekilde emilebilmektedir (Lila ve ark., 2016; Yang ve ark., 2018).

Ince bagirsakta ise flavonoid glikozitleri dogrudan emilemez, aglikon ve fenolik aside
metabolize edilerek emilir. Flavonoid aglikon hidorofik ve kiigiik molekiiler yapiya
sahip olmas1 nedeniyle pasif diflizyon yoluyla ince bagirsak duvarindaki epitel hiicreler

tarafindan dogrudan emilir.

Flavonoid glikozitlerinin ince bagirsaktaki emilim mekanizmasina iligkin iki yaklagim
bulunur. Birincisi, flavonoid glikozitlerin, memelilerin ince bagirsaklarinda bulunan

laktaz florizin hidrolaz (LPH) tarafindan aglikonlara hidrolize edilebilmesidir. Memeli
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ince bagirsaginin firga sinirinda bulunan LPH, bazi flavonoid glikozitlerini hidrolize
edebilir. Diger bir yaklasim ise flavonoid glikozitlerinin Na* yoluyla taginmasidir. f-
glukozidaz tarafindan aglikona hidrolize edildikten sonra, sodyum bagimli glikoz
tastyic1 protein (SGLT1) yoluyla bagirsak epitel hiicrelerine tasinmasinin ardindan
flavonoid dolasim sistemine girer (Chen ve ark., 2021). Bununla birlikte, toplam
polifenol aliminin yalnizca tahmini %5-10'u ince bagirsakta emilmektedir. Kalan
flavonoidler kolon mikroflorasi yardimiyla diisiik metabolitlere indirgenerek kalin
bagirsaga gecer. Kan dolasimina girdikten sonra, metabolitler viicutta tasinir ve
dokulara etki eder, bir kismi karacigerde daha fazla metabolize olmaktadir (Rees ve

ark., 2018).

Karacigerde flavonoidlerin: oksidasyon reaksiyonu ve baglanma reaksiyonu olmak
tizere iki ana metabolik formu vardir. Flavonoidlerin oksidasyon reaksiyonu ise
karacigerde sitokrom P450 enzimi aracilifiyla gergeklesmektedir. Baglanma
reaksiyonlart ise temel olarak glukuronizasyon, siilfatlama ve metilasyonu i¢cermektedir

(Hollman, 2009).

2.4 FLAVONOIDLERIN CESITLi BiYOLOJIiK AKTIVITELERI

2.4.1. Antioksidan Aktivite

Flavonoidlerin bilinen en onemli 06zelligi antioksidan aktivite gostermeleridir. Bir
organizmada pro-oksidan yikler ve antioksidan savunma sistemindeki denge
bozuldugunda ROS iiretimi baglamakta ve serbest radikaller olugsmaktadir (Zamora-Ros
ve ark., 2018). ROS, hicre igindeki oksidatif fosforilasyonun yan Urlnleri olarak
mitokondride elektron tasima zincirinde iiretilir (Williamson ve ark., 2018). Uretilen
ROS miktari, oksidatif strese neden olarak inflamasyon siirecini baslatir. Oksidatif stres;
lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin oksidatif bozulmasi, prokarsinojenlerin aktivasyonu,
hiicresel ve antioksidan savunma sistemlerinin inhibisyonuna neden olur (Kumar ve
Abhay, 2013). Olusan ROS miktar1 dejeneratif hastaliklar ve kanser gelisimiyle
yakindan iligkilidir (Rodriguez ve ark., 2019). Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri
yapilarindaki fonksiyonel gruplarin konfigiirasyonu, toplam sayis1 ve yer degisimine
baghdir (Yang ve ark., 2018). Polifenollerin antioksidan aktivitesinin esas olarak

hidroksil gruplarinin varligi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bilesigin hidroksil (OH)
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grubu miktarinin antioksidan etkisiyle dogru orantili oldugu ancak molekiiller ayni
sayida ve pozisyonda OH gruplarina sahip olsalar bile, antioksidan aktivitenin farkli
oldugu ve bunun antioksidan aktiviteyi etkileyen diger yapisal 0Ozelliklerden

kaynaklandig1 da bildirilmistir (Boulmokh ve ark., 2021).

Antioksidan etki mekanizmalar1 incelendiginde flavonoidler, enzimlerin ve serbest
radikal olusumunda rol oynayan eser elementlerin inhibisyonuyla ROS olusumunu
engelleyebilir, dogrudan reaktif oksijen tirlerini temizleyebilir ve antioksidan enzimlerin
ve faz Il detoksifikasyon enzimlerinin Gretiminin uyarabilir (Kopustinskiene ve ark.,
2020; Kumar ve Abhay, 2013). Flavonoidler ayrica metalleri (demir ve bakir) selatlama
yetenegi de gostermis, boylece serbest radikal olusumunun nedensel faktorlerini ortadan

kaldirmistir (Mondal ve Rahaman, 2020).

2019 yilinda yapilan bir calismada kereviz, maydonoz gibi bitkilerde bulunan apigenin
flavonoidinin antioksidan ¢zellikler sergileyerek periferik sinir dejenerasyonuna karsi
noroprotektif etkisi gézlemlenmistir (Kim ve ark., 2019). Turunggillerde yaygin olarak
bulunan hesperidin flavonoidi ise bir baska ¢alismada streptozosin (STZ) ile indiiklenen
diyabetik ratlarda antioksidan etki gostererek hiperglisemi ve dislipidemiyi zayiflattigi

sonucuna varilmistir (Jayaraman ve ark., 2018).

2021 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada resveratrol ve askorbik aside kiyasla EGCG ve
epikatesinin antioksidan aktivitesi aragtirilmig; EGCG, epikatesin ve resveratrolden daha

guclu antioksidan olarak gosterilmistir (Boulmokh ve ark., 2021).

2.4.2. Antibakteriyel Aktivite

Flavonoidler bakimindan zengin birgok bitki 6zutlnin antibakteriyel aktivitelere sahip
oldugu bildirilmistir. Antibakteriyel flavonoidler, belirli bir etki alan1 yerine birden ¢ok
hicresel hedefe sahip olabilir. Molekiiler etkilerinden biri proteinlerle kompleks
olusturmaktir. Bu nedenle, antimikrobiyal etki tarzlari, mikrobiyal adezinleri, enzimleri,
hiicre zarfi tagima proteinlerini ve benzerlerini inaktive etme yetenekleriyle iliskili

olabilir. Lipofilik flavonoidler ayrica mikrobiyal membranlari da bozabilmektedir

(Kumar and Abhay, 2013).

12



2.4.3. Antiinflamatuar Aktivite

Meyve ve sebzeler gibi bitkisel kaynakli besinlerden zengin diyetlerin bagigiklik
sistemini diizenleyerek ve inflamatuar yamiti1 etkileyerek hastaliklarin 6nlenmesinde
onemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. Giderek artan epidemiyolojik ve deneysel
caligmalar, inflamatuar cevabin dogal fitokimyasallarla etkilesimin birgok kronik
inflamatuar hastaligin 6nlenmesinde, hafifletilmesinde ve tedavisinde 6nemli bir rol
oynadigimi gostermektedir. Hesperidin, apigenin, luteolin ve kuersetin gibi bir dizi
flavonoidin antiinlamatuar ve analjezik etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Flavonoidler,
Ozellikle tirozin ve serin-treonin protein kinazlar gibi inflamatuar siireglerin olusumunda
kritik olarak rol oynayan enzim sistemlerinin islevini etkileyebilir (Pan ve ark., 2010).
Bazi flavonoidler, bir grup giiglii proinflamatuar sinyal molekiilii olan prostaglandinlerin
uretiminin guclu inhibitorleridir. Caligsmalar, bu etkinin prostaglandin biyosentezinde rol
alan anahtar enzimlerin (lipoksijenaz, fosfolipaz ve siklooksijenaz gibi) flavonoidlerce
inhibisyonundan  kaynaklandiginm gostermistir. Flavonoidler ayrica  hiicre
aktivasyonunda yer alan fosfodiesterazlari da inhibe eder. Bu etkinin ¢cogu, dolasimdaki
16kositlerin yaralanma bolgelerine yapismasina aracilik eden protein sitokinlerinin

biyosentezi (izerinedir (Manthey, 2000).

2.4.4. Antikanser Aktivite
Kanserin tedavisi i¢in farkli tedavi yOntemleri gelistirilmis ancak toksisite ve yan

etkilere neden olmasi sebebiyle farkli alanlara yonelik ¢alismalar hiz kazanmistir.

Flavonoidlerin kanserin olusumu Ve ilerleyisi Uzerindeki etkilerini agiklamak igin
gelisimde rol oynayan molekiler mekanizmalar ve hormonal etkiler de goz 6niine

alinarak ¢esitli mekanizmalar Onerilmistir.
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Sekil 2.1. Flavonoidlerin baglica molekiiler etki mekanizmalar1 (Kumar ve Abhay, 2013).

2.4.5. Antiviral aktivite

Flavonoidlerin antiviral aktivitelerine olan ilgi bircok insani etkileyen son yillarda artan
viral enfeksiyonlar nedeniyle artmistir. Enfeksiyon tedavisinde kullanilan sentetik
ilaglarin sinirlt etkinlikleri ve yan etkileri sebebiyle; yan etkileri hafif olan veya olmayan
dogal bitki 6zlerinin viral hastaliklarin tedavisi i¢in uygun bir alternatif olabilecegi

diistiniilmektedir (Hostettmann ve Marston, 2002; Ni ve ark., 2020).

Antiviral aktiviteye sahip flavonoidler 1940'lardan beri taninmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda rutin, morin, kuersetin, apigenin, hesperidin ve katesin gibi flavonoidlerin

11 farkl1 viriis tiiriine kars1 etkili oldugu bulunmustur (Badshah ve ark., 2021).

Flavonoidlerin antiviral etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalara bakildiginda
ndraminidazlar, DNA/RNA polimerazlar ve proteazlar gibi viral enzim aktivitelerinin
inhibisyonuna dayandigi yapilan c¢alismalarda gosterilmistir (Ninfali ve ark., 2020).

Antiviral etki mekanizmalarima dayali olarak flavonoidler, profilaktik inhibitdrler,
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terapotik inhibitorler veya bagisiklik sistemi ile etkilesim yoluyla dolayli inhibitorler
olabilir (Lalani ve Poh, 2020).

Flavonoidlerin virUslerin yiizey proteinlerine baglanabildigi ve viriisiin konakg1
hiicrelere girmesini engelleyebildigi, ayn1 zamanda bazi flavonoidlerin bir transkripsiyon
engelleyici gorevi gordiigii ve replikasyon siirecini etkiledigi ¢calismalarda gosterilmistir.
Roschek ve arkadaslarinin yaptilart bir ¢aligmada murver flavonoidlerinin influenza A
(HIN1) virls partiktllerine dogrudan baglanarak, HIN1 viriisiiniin konakg¢1 hiicrelere
girmesini engelledigi in vitro HIN1 enfeksiyonunu etkili bir sekilde oOnledigini
belirlenmistir (Roschek ve ark., 2009).

Yine yapilan bir ¢aligmada luteolin ve kamferol gibi flavonol ve flavonlarin farkli
kombinasyonlart Herpes Simpleks virtisine (HSV) karsi sinerjistik etki gostermistir
(Ahmad ve ark., 2015). Bir c¢ay katesin flavonoidi olan epigallokatesinin
(EGC), influenza A ve B virislerinin replikasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Imanishi
ve ark., 2002).

2.4.6. Antidiyabetik Aktivite

Diyetle alinan flavonoidlerin glukoz homeostaz1 tizerindeki yararli etkilerini inceleyen
bircok in vitro ve hayvan ¢alismasi bulunmaktadir. Flavonoidlerin ¢esitli hiicre i¢i sinyal
yolaklar1 araciligiyla insiiline duyarli dokularda insiilin salinimi ve glukoz alimim
diizenledigi gosterilmistir (Babu ve ark., 2013). Wedick ve arkadaslar1 2012 yilinda
yaptiklar bir ¢aligmada diyetle alinan flavonoid alt siniflarinin Amerikali yetiskinlerde
tip 2 diyabet riski ile iligkili olup olmadigin1 degerlendirmis, daha fazla antosiyanin ve
antosiyanin agisindan zengin meyve tiiketimi daha diisiik tip 2 diyabet riski ile
iliskilendirmistir (Wedick ve ark., 2012). In vitro ve in vivo calismalara dayanarak
narenciye  flavonoidlerinin  potansiyel antidiyabetik etkisini  ve  molekiler
mekanizmalarin1  sistematik olarak gozden geciren bir calismada; 19 narenciye
flavonoidinin; glisemik kontrol, bobrek fonksiyonu, lipid profilleri, karaciger enzimleri
ve antioksidan enzim biyobelirteclerini diizenledigi sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda
glikoz alimi ve insiilin duyarliligini diizenleyen sinyal yolaklarini diizenledigi

belirtilmistir. Bu narenciye flavonoidleri, SOD, CAT ve GPx gibi endojen
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antioksidanlar1 artirarak ve ROS konsantrasyonunu azaltarak, yiliksek glikoz

maruziyetinden kaynaklanan doku hasarini hafifletmistir (Gandhi ve ark., 2020).

Ali ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada; narenciye flavonoidi olan didyminin
insliline direncli insan karaciger kanseri hiicre hatti HepG2 hiicrelerindeki antidiyabetik
potansiyeli arastirilmig, didyminin insan rekombinant aldoz rediiktaz (HRAR), sigan lens
aldoz redlktaz (RLAR), a-glukosidaz ve ileri glikasyon son Grtnleri (AGE) olusumunu
inhibe ettigi gosterilmistir. Calismada ayrica didymin instlin sinyal yolununu aktive
etmis ve insiilin duyarliligini arttirmistir. Calismanin sonunda didyminin diyabet ve
diyabetle iligkili komplikasyonlarin tedavisi igin terapotik yaklagimlar gelistirmek igin

faydali olabilecegi belirtilmistir (Ali ve ark., 2019).

Yapilan bir dizi ¢alismada; gallik asit ve p-kumarik asidin, diyabetik si¢anlarda serum
glikoz dizeyinde azalma ve insulin duzeyinde yukselmeye sebep olarak antidiyabetik
etki gosterdigi, baska bir ¢alismada ise sinnamik asit ve kafeik asidin instlin direncli
fare hepatositlerinde insiilin sinyali ile iligkili proteinlerin ekspresyonunu yukari regile
edebilecegi, glikoz alimimi artirabilecegi ve sonug olarak hiicrelerde insiilin direncini

hafifletebilecegi belirtilmistir (Abdel-Moneim ve ark., 2017; Huang ve ark., 2009).

2.5. KANSER
Kanser, kalp hastaliklarindan sonra diinyada en ¢ok 6liime neden olan onemli bir halk

saglig1 problemidir (Millimouno ve ark., 2014). Bozulmus hiicre dongiisii ile karakterize
olan, hucresel homeostazin ve fonksiyonlarin geri doniilemez sekilde bozulmasiyla
tetiklenen heterojen bir hastaliktir. Kanserin ilerlemesi; kontrolsiiz hiicre biiylimesi,
farklilasmas1 ve apoptotik islev kaybiyla hiicre popiilasyonunun genislemesinin
sonucudur (Abotaleb ve ark.,, 2019). Kansere neden olan i¢ ve dis faktorlere
bakildiginda, genetik mutasyonlar, hipoksi, oksidatif stres ve apoptotik fonksiyon kaybi
i¢ nedenler; stres, sigara, ultraviyole 151n maruziyeti ve radyasyon dis nedenler arasinda
gosterilmektedir (Blackadar, 2016). Son yillarda yapilan bir ¢ok calisma kanserin
Ozellikle biiytme faktorleri, antiapoptotik proteinler, transkripsiyon faktorleri gibi
protein kodlayan genlerdeki islev bozukluklarindan kaynaklandigini gdstermistir

(Millimouno ve ark., 2014).
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Sekil 2.2. Kanser hicrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011)

Kanserin tedavisi igin farkli tedavi yontemleri gelistirilmis ancak toksisite ve yan
etkilere neden olmasi sebebiyle farkli tedavi yontemleri ve yeni daha zararsiz ilaglara
yonelik ¢alismalar hiz kazanmigstir. Kemoterapi kullanimindan 6nce, dogal kaynaklardan
elde edilen ilaglarin hem kanserin 6nlenmesi hem de tedavisi i¢in yiizyillar boyunca
kullanildig1 ve bugilin tiim antikanser ilaglarin %80 kadarinin kokenlerinin dogal
iiriinlere dayandig: belirtilmektedir. Ancak bu dogal bilesiklerin molekiiler hedefleri ve

antikanser potansiyeli heniiz tam olarak anlagilamamistir (Hasima ve Aggarwal, 2012).

Kanser kemoprevansiyonu, kanserlesme surecini geciktirmek, tersine cevirmek veya
inhibe etmek i¢in farkli farmasotik, sentetik ve dogal bilesikler kullanarak kanserin
Onlenmesinde ana stratejidir. Kanserin tedavisi igin uygun maliyetli alternatif etken
maddelerin kesfine olanak saglamasi nedeniyle bu alana olan ilgi giderek artmakta, ayni

zamanda kullanilan dogal bilesiklerin elde edilmelerinin kolay olmasi, giivenilir ve
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verimli bir yol olarak tercih edilmesi de diger 6nemli nedenler arasinda gosterilmektedir
(Cragg ve Pezzuto 2016; Glade, 1999).

Epidemiyolojik caismalar, diyette meyve ve sebzelerle yiiksek flavonoid aliminin
insanlarda daha diisiik kanser prevelansi ile iliskili olabilecegine dair kanitlar saglamistir
(Hung ve ark., 2010). Bununla birlikte viicuda alinan bu bilesiklerin tiiriine, kaynagina
ve diger besinlerle etkilesimlerine gore biyoyararlanimlar1 farklilik goéstermektedir
(Rodriguez ve ark., 2019). Yag alimi flavonoidlerin biyoyararlanimini iyilestirmekte ve
misel olusumunu arttiran safra tuzlarinin artan sekresyonu aracilifiyla bagirsak
emilimini arttirmaktadir. Protein alimi flavonoid biyoyararlanimini azaltabilmektedir

(Gonzales ve ark., 2015; Swieca ve ark., 2013).

Yapilan calismalar sonucunda flavonoidlerin antikanserojenik mekanizmalarinin;
otofaji, apoptoz indiksiyonu, proliferasyon inhibisyonu, hicre déngusunin durmasi,
hlcresel yaslanma, hiicre gociliniin bozulmasi, istila, timor anjiyogenezi ve timor
hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direncinin azaltilmasina dayandigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda
kanser gelisimi ile baglantili yolaklara etki ederek tiimor hiicrelerinde sitotoksik etkilere

de sahip oldugu bilinmektedir (Pang ve ark., 2021).

Diyetle alinan bu bilesiklerin doku veya hiicrenin tipine bagl olarak gosterdigi etkiler de
degismekte farkli dozlarda farkli sonuclar alinmaktadir. Bu bilesiklerin hiicrelere etki
mekanizmalar1 incelendiginde; mitojenle aktive olan protein kinazlar, aktivator protein-1
(AP-1) ve nikleer faktor Kappa B (NF-xB) gibi transkripsiyon faktorlerinin modifiye
edilmis aktivitesi ve hiicre dongiisiiniin veya apoptozun (Bcl-2 ailesinin dyeleri)
kontroliinde yer alan anahtar molekiillerin modiilasyonu yoluyla etki ettigi
aciklanmaktadir (Manson, 2003). Ayni zamanda antioksidan enzimlerin aktivasyonu ve
pro-oksidan enzimlerin baskilanmasi yoluyla antioksidan aktiviteler gostererek reaktif
oksijen tiirii olusumu, antioksidan savunma ve hiicresel homeostazin korunmasinda

onemli rol oynamaktadir (Kopustinskiene ve ark., 2020).

Yapilan bir ¢alismada soya fasulyesinde bolca bulunan izoflavonoidlerden genisteinin;
Ostrojen reseptor-o (ERa) ekspresyonunu diizenleyerek ve apoptotik proteinler olan

Bax/Bcl-2 seviyelerinde degisime sebep olarak MCF-7 meme kanseri ve 3T3-L1
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fibroblast hiicrelerinde proliferasyonu ve apoptozu etkiledigi, baska bir ¢alismada ise
MDA-MB Ugliu negatif meme kanserinde Notch-1 yolagi yoluyla NF-kB aktivitesinin
inhibisyonu ile sitotoksik etki gosterdigi gozlemlenmistir (Choi ve ark., 2014; Pan ve
ark., 2012).

2012’de Duo ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada; kuersetinin MCF-7 insan meme
kanseri hiicrelerinde hiicre biiylimesi ve apoptoz iizerindeki etkileri arastirilmis,
kuersetinin doza ve zamana bagl olarak proliferasyonu 6nemli olgiide inhibe ettigi, 48.
saatin sonunda apoptozu arttirdigt bulunmustur. Kuersetin tedavisini takiben Bcl-2
ekspresyonunda azalma, Bax ekpresyonunda dnemli 6l¢iide artis goriilmiistiir. MCF-7
hicrelerinde go6zlemlenen apoptotik etkinin Bcl-2 protein ekspresyonunun asagi
reglilasyonundan ve Bax ekspresyonunun yukari regiilasyonundan kaynaklanabilecegi

caligmanin sonunda vurgulanmistir (Duo ve ark., 2012).

Narenciye meyvelerinde yaygin olarak bulunan naringenin flavonoidininde ¢esitli kanser
hiicrelerinde etkileri bir dizi ¢aligmada arastirilmig; bunlardan birinde inflamatuar ve
apoptotik sinyal yolaklarinin modiilasyonu yoluyla meme kanseri MDA-MB-231 hiicre
hattinin géglinii inhibe ettigi, bagka bir ¢aligmada ise glioblastoma hiicre hattinda hiicre
dist sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK) ve p38 aktivitelerinin inhibisyonuna baglh
olarak hiicrelerin gé¢iinii azalttigr gozlemlenmistir (Chen ve ark., 2019; Zhao ve ark.,
2019).

2.6. GLIOBLASTOMA
Merkezi sinir sistemini etkileyen tiimorler giiniimiizde tanist yeni konmus kanser

tiirlerin %1,4’linli ve 2015 yilinda toplam kanser 6liimlerinin %2,6’sin1 olusturmaktadir
(McNeill, 2016). Beyin tumorleri ise tim primer merkezi sinir sistemi timaorlerinin
%85-90"1n1 olusturmaktadir. Glioblastom (GBM) erigkin beyin tiimorlerinin yaklagik
yarisini olusturur ve en kisa yasama siiresi ile iligkili beyin timoriidiir (Ostrom ve ark.,
2015). Ameliyat dahil olmak Uzere c¢oklu terapdtik miidahale glioblastomanin
tedavisinde tercih edilmektedir. Tumor buytmesini inhibe edebilen ve genel hasta
prognozunu iyilestirmek icin tekrarlayan tiimorlerin gelismesini Onleyebilen yeni
bilesiklerin tanimlanmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda

dogal bilesiklerin terapotik miidahalede kullanimlart artmigtir. Amerika Birlesik
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Devletleri Gida ve Ilag Idaresi tarafindan kanser igin onaylanan ilaglarin neredeyse iicte
birinin dogal {irlinler ve bunlarin benzerleri oldugu belirtilmektedir (Altmann ve

Gertsch, 2007; Mann, 2002).

Glioblastoma oldukca invaziv ve heterojen tipte bir malign beyin timdoradar.
Glioblastomanin ayrintili molekiiler analizleri; hiicre biliylimesini, DNA onarimini ve
reseptor tirozin kinaz (RTK), fosfatidilinositol-3-kinaz (PI13K), p53 ve mitojenle
aktiflestirilen protein kinazi (MAPK) gibi sinyal yolaklarinin diizensizligini ortaya
¢ikarmaktadir (Touat ve ark., 2017). Bununla birlikte diger beyin tiimdérlerinin aksine
glioblastomada kan-beyin bariyeri ve biyolojik faktorler yeni tedavi yodntemlerinin

gelistirilmesini zorlastirmaktadir (Tan ve ark., 2020).

Guniimizde GBM tedavisi, giivenli cerrahi rezeksiyon ve ardindan temozolomid (TMZ)
kemoterapisi ve radyoterapi kombine tedaviden olusmaktadir (Rhun ve ark., 2021; Wick
ve ark., 2018). Bu tedavilere iyi yanit veren hastalarda tiimor siklikla niiksetmekte ve
¢oklu ilag direnci gelismektedir. Giiniimiizde GBM ile miicadelede fenolik bilesikler de
blyuk ilgi gormektedir. Pek ¢ok ¢alisma, flavonoidlerin antioksidan ve antiinflamatuar
aktiviteleriyle (faz I ve II enzimlerine kars1 etki ederek ve hiicre i¢i ROS seviyelerini
azaltarak) kronik inflamasyonu azaltarak timor gelisimi ve ilerlemesini engelledigini

gostermektedir (Magalhées ve ark., 2021).

Kanser hiicrelerinde ROS birikimi ile dogrudan veya hiicresel olarak meydana gelen
mutasyonlar DNA’ya zarar verir. Timor baskilayict Ras ve p53 genlerinde meydana

gelen mutasyonlar apoptoz duzenlenmesini etkiler (Tudek ve ark., 2021).

Primer GBM kitlesinde ve glioma hicrelerinde, trombosit kdkenli buyime faktorl
(PDGF) ligandlarinin ve reseptorlerinin birlikte ekspresyonu yaygin olarak gozlenir. Bu
durum, otokrin ve parakrin dongulerinin birlikte timdr blylmesine ve ilerlemesine
katkida bulundugunu gostermektedir. Bu reseptdrlerin varligi proliferasyonu arttirarak
ve apoptozu azaltarak tiimor gelisimini Onemli Olglide arttirir. Anjiyogenezde ise
vaskiiler agdaki endotel hiicreleri damarlanarak yeni kan damarlar1 olusturur.
Anjiyogenik yolakta, vaskiler endotelyal biyume faktori (VEGF) ve bununla iligkili
reseptor 2 (VEGFR-2), IL-8 ve IL-6, fibroblast buyime faktori (FGF) gorev alir.
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Saglikli beyinde VEGFR-2 ekspresyonu disiik bulunurken, VEGFR-2’nin GBM'de
yuksek miktarda ekspresyonu s6z konusudur (Hardee ve Zagzag, 2012; Holmes ve ark.,
2007). 2015 yilinda Jana ve arkadaslar1 tarafindan inflamatuar timor mikrogevresinin
VEGFR-2 ckspresyonu fizerindeki etkisini degerlendiren ¢alismada cerrahi olarak
eksize edilen primer GBM Kkitleleri, inflamasyonun genel boyutunu degerlendirmek igin
histolojik olarak incelenmis ve daha belirgin inflamasyon varliginda daha yiiksek

VEGFR-2 seviyeleri gdzlemlenmistir (Jaal ve ark., 2015).

Son donemdeki ¢alismalar fitokimyasallarin ayni anda birden fazla genetik yolu
hedefleyerek kanserle miicadeleye yardimci oldugunu gostermektedir. Zhang ve
arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklart bir calisma yesil ¢aydan elde edilen polifenol
EGCG’nin, U-87 hattindan izole edilen glioma kok hiicre benzeri hiicrelerin canliligini,
gocuni ve ilag direncini engellemek icin temozolomid ile sinerjistik etki gosterdigini ve
EGCG'nin tek basina kullaniminin glioma icin etkili bir terapdtik strateji olabilecegini
gostermektedir (Zhang ve ark., 2015). 2020 yilinda yapilan baska bir ¢alisma
kurkuminin tek basina ve temozolamid (TMZ) ile kombin halde U-87 hiicre hattinda
kanser hiicrelerinin yayilimin1 6nemli Ol¢lide azalttigini, otofaji ve apoptozla iliskili
proteinlerin ekspresyonlarini arttirdigini ve Bax proteinlerinin ekspresyonlarini ise

onemli Olgude azalttigin1 gostermistir (Bagherian ve ark., 2020).

Narenciye meyvelerinde bulunan hesperidin flavonoidinin insan GBM hcreleri
Uzerindeki antikanser etkisini in vitro olarak inceleyen ve molekuler sinyal
mekanizmalarini arastiran bagka bir ¢aligmada hesperidin insan GBM U-251 ve U-87
hiicre canlilig1 tizerinde énemli inhibitor etki gostermistir. DAPI boyama ve Annexin V
testi ile apoptotik Oliimiin hiicre canliliginin azalmasina katkida bulundugu ve
hesperidinin hiicre dongisinin G2/M fazinda durmasini indiikledigi bulunmustur.
Hesperidinin GBM tedavisi i¢in dogal bir terapdtik ajan olabilecegi ve p38 MAPK
aktivasyonu yoluyla hiicre apoptozunu indiikleyebilecegi kesfedilmistir (Li ve ark.,
2019).

Temozolomid ve naringeninin U-87 MG ve LN-229 glioblastoma hiicre hatlarinda

kombine etkisini inceleyen bir ¢alismada bu kombine tedavinin sitotoksik etki gosterdigi
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ve her iki etken maddenin hicre buytmesini indliklemede sinerjistik etkiye sahip
olduklar1 gosterilmistir (Gautam ve Gabrani, 2021).

2.7.SUBSTANCE P (P MADDESI)

P Maddesi (Substance P (SP)), merkezi ve periferik sinir sistemlerinde agr1 iletiminde
rol oynayan onemli bir noropeptidtir. (Yamaguchi ve ark., 2017). SP norojenik
inflamasyonda da yer alan, hem anjiyogenik hemde mitojenik aktiviteye sahip olmasi
nedenleri ile kanser icinde en dnemli néropeptiddir (Oz ve ark., 2011). SP, PPT-A | geni
tarafindan kodlanir, PPT-A geni monosit, tromboit, insan fibroblastlari, timdr hiicreleri
gibi bircok hiicrede eksprese edilmektedir. SP agr1 yolagindaki en 6nemli noropeptid
olmasimin yanisira, timor hicresi proliferasyonu, anjiyogenez, timaor hiicresi invazyonu
ve metastazinda da dnemli bir rol oynamaktadir (Yamaguchi ve ark., 2017). SP reseptor

antagonistleri, agriy1 gidermek i¢in potansiyel ilaglar olarak arastirilmaktadir (Byun ve
ark., 2020).

SP’nin normal ve tiimdr hiicrelerinde mitojen gibi davrandigi birgok calismada
gosterilmigtir. Mitojenik etki, SP reseptori olan NK-1 reseptorii araciligiyla
gerceklestirilmektedir. SP reseptdri olan NK-1’e biyulk afinite gosterir. SP ve NK-1
reseptorleri timor hiicrelerinde ve tiimor i¢i ve timor cevresindeki kan damarlarinda

tespit edilmistir (Munoz ve ark., 2011).

SP'nin, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunu
indiikledigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Lieb ve arkadaslarinin 2002 yilinda
yaptiklar1 bir calismada; IL-6 sentezini baskilayan sinyal iletim basamaklarmi ve
transkripsiyon faktorlerini arastirmak icin insan astrositom hiicreleri kullanilmis, I1L-1,
SP ve histamin ile uyarildiktan sonra, SP'nin ¢esitli sitokinlerin ve diger proinflamatuar
mediatorlerin Gretimini dizenleyen énemli bir transkripsiyonel aktivator olan NF-xB'nin
aktivasyonunu giiclii bir sekilde tetikledigi bildirilmistir (Lieb ve ark., 1997; Lieb ve
ark., 1998).

G proteinine baglh bir reseptdor (GPCR) olan P maddesi, insan glioblastomlarinda
bulunur ve blytmelerinde rol oynar. U373 MG insan glioblastom hcrelerinde SP’nin

NK-1 reseptoriine baglanarak G proteinini aktive etmesi ve olusan protein kompleksinin
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niikleusa dogru hareket ederek hiicre proliferasyonunun uyarilmasimna ve mitojenle
aktiflestirilen protein kinazlarin (hiicre digi sinyal ayarli kinaz 1 ve 2 (ERK1/2))

fosforilasyonuna yol actig1 gosterilmistir (Yamaguchi ve ark., 2005).

Yiksek seviyelerde NK-1 ifade eden insan astrositoma hiicre hattt U373 MG'nin SP ile
indlklenen aktivasyonu Uzerinde ketaminin anti-inflamatuar etkilerini arastiran bir
calismada; ketaminin U373-MG hiicreleri tarafindan IL-6 ve IL-8 {iretimini baskiladigini
gosterilmistir. Ayrica ketamin, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazin (ERK)1/2, p38
mitojenle aktive olan protein kinazin (MAPK) ve NF-«kB’nin SP ile indiklenen
aktivasyonunu inhibe etmistir. Bu g0zlemler birlikte alindiginda, ketaminin, sinyal
molekdllerinin  (ERK1/2, p38 MAPK ve NF-kB) fosforilasyonunu inhibe ederek
U373MG hiicrelerinin SP kaynakli aktivasyonunu baskilayabildigini gostermektedir
(Yamaguchi ve ark., 2017).

Malign dokularin iyi huylu dokulardan daha fazla NK-1 reseptorii eksprese ettigi tespit
edilmistir (Korfi ve ark., 2021). Normal hiicrelere kiyasla GBM’de SP'nin ekspresyonu
artmaktadir (Palma ve ark., 1998). Bu tumor hiicreleri NK-1 reseptorlerini asir1 ifade
ettiginden, NK-1 reseptorinin kanser tedavisi icin spesifik bir molekiler hedef
olabilecegi anlamina gelmektedir. Bu nedenle, NK-1 reseptor antagonistleri, timor
hicrelerinin ve anjiyogenezin proliferasyonunu ve gelisimini inhibe etmek i¢in umut

verici terapotik ilaclar olarak kabul edilebilir (Munoz ve ark., 2011).

2.8.INTERLOKIN 6 (IL-6)
185 amino asitten olusan bir glikoprotein olan IL-6, inflamasyon, kemik metabolizmasi,
C-reaktif protein (CRP) sentezi ve hematopoez dahil olmak Uzere bir¢ok fizyolojik ve

patolojik stirecte yer alan bir sitokindir (Blood, 1989).

Kansere bagl inflamasyon tiimor hiicresinin ¢ogalmasini, hayatta kalmasii ve gogiinii
hizlandirabilmektedir. IL-6, inflamatuar peri-tiimoral ortami yaratan birincil sitokindir.
Glioblastomada artmis ekspresyonu gozlenmekte ve dogrudan hastanin hayatta kalma

stiresini etkilemektedir (Chang ve ark., 2005).
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IL-6 sinyal yolaklari, hiicre i¢i sinyallesmeden ve ardindan STAT3 dahil olmak
Uzere STAT transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonundan sorumlu olan Janus kinaz
(JAK) proteinlerinin aktivasyonuna yol agmaktadir. STAT3'n onkojenik etkilere sahip
oldugu, timoriin hayatta kalmasini, anjiyogenezini, hiicre oliimiine karsi direnci ve
hlcre donglsu ilerlemesini kolaylastirabilen genleri yukari regiile ettigi gosterilmistir.
Ozellikle, STAT3, glioblastomada yiiksek oranda fosforile olup, hastaligin
kotiilesmesiyle iliskilidir (Cutone ve ark., 2020).

Rahaman ve arkadaslarmin 2002 yilinda yaptiklar1 c¢alismada glioblastoma hiicre
hatlarinda IL-6 otokrin ekspresyonu ile STAT3’iin sirekli aktivasyonu goézlenmistir
(Rahaman ve ark., 2002).

Jonathan ve arkadaglarinin gesitli sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunan dogal bir
flavonoid olan kuersetinin, T98G ve U87 glioblastoma hiicrelerinde 1L-6 ile indiklenen
STATS3 sinyal yolundaki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada; kuersetine maruz kalma, IL-
6 ile GP130, JAK1 ve STAT3 aktivasyonunun azalmasina ve ayrica IL-6'nin neden
oldugu glioblastoma hiicrelerinin proliferatif ve goc 6zelliklerinde belirgin bir azalmaya
neden olmustur (Michaud-Levesque ve ark., 2012). Kim ve arkadaslarinin yaptiklar bir
diger calismada ise kuersetin GBM hicrelerinde IL-6 salinimin1 ve STAT3

fosforilasyonunu azaltmistir (Kim ve ark., 2021).

Yuan ve arkadaglar1 2012 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada anti-timor aktivitesi olan Gzim,
yer fistig1 ve dutlarda yaygin olarak bulunan gii¢lii bir antioksidan olan resveratrol ile
kombinasyon halinde TMZ, AMP ile aktiflestirilen protein kinaz (AMPK) aktivasyonu
icin yukar1 akis sinyali gorevi goren ROS {iiretimini énemli 6lgiide arttirdigini ortaya
koymustur. Daha sonra aktive edilmis AMPK, mTOR (rapamisin protein kompleksinin
memeli hedefi) sinyal yolagini inhibe etmis ve kombine tedavinin anti-proliferatif
etkilerine katkida bulunan anti apoptotik proteinlerden Bcl-2'yi azaltmistir. GBM'nin
ortotopik bir ksenograft modelinde TMZ ve resveratrol kombine tedavisi, timor hacmini
Oonemli Ol¢iide azaltmis bu, proliferasyon indeksinin bir gostergesi olan Ki-67'nin
(proliferasyon marker Ki-67) ekspresyonunun azalmasiyla dogrulanmistir (Yuan ve ark.,
2012).

24


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/intracellular-signaling
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/stat-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/angiogenesis

2.9.DIDYMIN

Flavonoid glikozitleri, flavonoidlerin glikozidik bag yoluyla sekere baglandigi dogal
molekillerdir. Birgok bitkinin ortak bilesenleri olarak bulunan flavonoid formlaridir
(Yao ve ark., 2018). Didymin, neoponsirin ve izosakuranetin-7-O-rutinosid olarak da
bilinen; portakal, mandalina, bergamot gibi turungillerde yaygin olarak bulunan bir

flavonoid glikozitidir (Singhal ve ark., 2017).

CAS NUMARASI 14249-47-3

Molekil formult C28H34014

Molekiil agirhig 594.566 g/mol

Erime noktasi 211-213 °C

OH O Suda ¢ozunebilirlik = Cozunmez

Sekil 2.3. Didyminin yapisi ve temel 6zellikleri. (1) Didyminin kimyasal yapisi. (2) Didyminin baslica
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Yao ve ark., 2018)

Yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi narenciye flavonoidlerinin
saflastirilmasi i¢in kullanilmakta olup, yiiksek segicilik ve hassasiyete sahip kutle
spektrofotometresi yontemi de yine ayni sekilde flavonoid tayini i¢in kullanilmaktadir

(Yao ve ark., 2018).

2.10. DIDYMIN VE KANSER CALISMALARI
Diyetten dogal olarak alinan flavonoidler hastaliklarin tedavi siiresince alinan

kemoterapotik ajanlarin  aksine daha tolere edilebilir ve daha az toksik olarak
tanimlanmiglardir. Calismalar, dogal iiriinlerin kemoterapétiklerle birlikte verilmesinin
anti-tmor  etkinligi  arttirdi@ini ~ gostermistir.  Didymin flavonoidinin  antikanser
ozelliklerini aragtiran ilk ¢aligma 2010 yilinda Hung ve arkadaslari tarafindan yapilmas,
insan kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri A549 ve H460 hiicrelerinde etki
mekanizmalar1 in vitro ve in vivo yontemlerle aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Aragtirmada;

didyminin bu hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivitesi belirlenmis, apoptozun sinyal
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transdiiksiyonu ile giiglii bir sekilde iliskili olan p53, p21/WAF1, Fas/APO-1 reseptorii
ve Fas ligand (FasL) seviyeleri tespit edilmistir. Didymin’in doza bagiml sekilde kanser
hiicrelerinin proliferasyonlarini inhibe ettigi ve apoptozun birincil mekanizmasinin Fas /
Fas ligand yolagiyla apoptoz oldugu dogrulanmistir. Aymi c¢alismada Hung ve
arkadaslar1 in vivo olarak yaptiklari ¢alismada, 6 mg / kg / giin didyminin timdr tasiyan
farelerde saptanabilir yan etkiler olmaksizin timdr biiylimesini 6nemli OSlglide

baskiladiginmi gostermistir (Hung ve ark., 2010).

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen
nedenidir. Yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda ve sistematik analizlerde flavonoidler
acisindan zengin diyetlerin meme kanseri riski ile ters orantili oldugu ve ozellikle
flavonoid igeriginden zengin Akdeniz ve Asya diyetlerinin azalmis meme kanseri
riskiyle baglantili oldugu belirtilmistir. Kuersetin, luteolin gibi bir ¢ok flavonoid
sitotoksik ilaglarin biyoyararlanimini arttirmis ve meme kanseri hastalarinin yasam
kalitesine etki etmistir (Sudhakaran ve ark., 2019). 2015 yilinda Hsu ve arkadaslari,
didyminin ftalat esteri aracili meme kanseri siddetlenmesini tersine g¢evirebildigini
ortaya koymus, gevresel toksinlerin kanser hiicreleri lizerindeki olumsuz etkilerine karsi
giivenilir ve etkili bir yontem olarak kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir (Hsu ve ark.,

2016).

Noroblastoma (NB), ndral progenitdr hiicrelerden kaynaklanan sinir sisteminin kati bir
pediatrik timorudir (Park ve ark., 2008). Birgok kanser ve hastalik tiiriinde oldugu gibi
ndroblastoma tedavisinde de dogal bilesiklerin aktiviteleri arastirilmistir. Uziim ve
sarapta bol miktarda bulunan resveratroliin ndroblastoma hiicreleri iizerinde c¢esitli
antikarsinojenik etkiler gosterdigi, hiicre dongiisiinii inhibe ettigi ve apoptozu
indiikledigi; kurkuminin, serin-treonin kinaz Akt ve NF-«B baskilanmasi, mitokondriyal
disfonksiyonun indiiksiyonu ve p53 ve kaspaz sinyallerinin yukar regiilasyonu yoluyla
apoptozu ve hiicre dongiisiinii diizenledigi yapilan ¢alismalar tarafindan ortaya
konmustur (Zhai ve ark., 2020). Didyminin hem p53 vahsi tip hem de p53 mutant
ndroblastomalarin hayatta kalma ve klonojenik potansiyeli iizerindeki etkisini arastiran
bir calismada 4 farkli noroblastom hiicre hattinda didymin dahil ii¢ farkli flavonoidin

sitotoksik etkileri incelenmis, diger flavonoidlere oranla en giiclii etkiyi gosterdigi ortaya
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konmustur. Didymin, diger flavonoidler hesperidin ve 2'-hidroksiflavanona (2HF)
kiyasla noroblastomlarin hiicre oliimiinde %75’e kadar etki gostermis, apoptoz
uzerindeki etkileri TUNEL yontemi ile incelenerek artmis hiicre 6liimiinii indiikledigi
floresan 1s1ma ile gosterilmistir. Didymin ayni zamanda proliferasyon (Ki67) ve
anjiyogenez (CD31) belirteglerinin yan1 sira proto-onkogenlerden N-Myc’nin
ekspresyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe etmistir. Ayni ¢alismanin in vivo kisminda
fareler didymin ile tedavi edilmis, kontrol grubuna goére tiimor sayisinda Onemli
azalmalar goriiliirken kontrol grubunda kontrolsiiz biiylime gozlenmistir. Timor
ksenograft kesitlerinin histopatolojik incelemesi, ndroblastomlarda Ki67, CD31 ve N-
Myc ekspresyonunun azaldigini ortaya ¢ikarmis; veriler ¢alismanin in vitro sonuglarini
desteklemistir (Singhal ve ark., 2012).

Karaciger fibrozu, etanol, viral enfeksiyon, metabolik hastaliklar dahil olmak {izere
karacigerdeki cesitli akut ve kronik uyarilara kars1 yamttir. ileri karaciger fibrozu; siroz,
karaciger yetmezligi ve portal hipertansiyon ile sonuglanir. Didyminin anti-fibroz
etkisini anlamak i¢in Lin ve arkadaslar1t 2016 yilinda yaptiklari ¢alismada farelerde
karbon tetrakloriir (CCls) ile indiiklenen hepatik fibrozda didyminin karaciger patolojisi,
kollajen birikimi, apoptoz, hilicre dongusi ve mitokondriyal membran potansiyelini
tespit etmislerdir. Didymin, kronik karaciger hasarini ve kollajen birikimini iyilestirmis,
apoptozu indiiklemis ve G2 / M fazinda hiicre dongiisii durmasina neden olmustur. Ayni
zamanda hiicrelerden sitokrom C salimmiyla mitokondriyal membran potansiyelini
onemli Olclide zayiflatmis, hiicre dist sinyalle diizenlenen kinazlar ve mitojenle aktive
olan kinazlar (ERK / MAPK) ve hiicre dongusuniin dizenlenmesinde énemli bir hiicre-
ici sinyal yolagi olan PI3K/Akt yolaklarini 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir. Calismanin
sonunda Lin ve arkadaglari, didyminin karaciger hasar1 ve fibrozun tedavisi i¢in yeni bir

kemoterapotik ajan olma potansiyelini vurgulamistir (Lin ve ark., 2016).

Origanum vulgare ’den (istanbul kekigi) izole edilen didyminin (OVD) insan karaciger
kanseri hiicre hattt HepG2 Uzerindeki etkilerini ve mekanizmalarini inceleyen bagka bir
calismada ise OVD’nin mitokondriyal disfonksiyon ve raf kinaz inhibitorii proteinini
(RKIP) yukar1 reglle ederek ERK/MAPK ve PI3K/Akt sinyal yolaklarinin

inaktivasyonuyla HepG2 hiicrelerinde apoptozu indikledigini gostermistir. Caligmanin
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sonunda OVD’nin hepatoseliiler karsinom tedavisi i¢in yeni bir kemoterapdtik ve

kemopreventif ajan olmasinin muhtemel olabilecegi vurgulanmistir (Wei ve ark., 2017).

Didyminin antikanser aktivitelerinin yani sira anjiyogenezdeki rolii de 2018 yilinda
Shukla ve arkadaslari tarafindan aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Sirasiyla in vitro ve in vivo
modellerde vaskuler endotelyal biyime faktori (VEGF) ile insan umbilikal ven endotel
hiicreleri (HUVEC) indiiklenmis ve didymin ile tedavi edilmistir. Didymin bu
hicrelerde VEGF ile induklenen hiicre proliferasyonu ve invazyonuna ek olarak ROS
olusumu ve NF-kB'nin aktivasyonunu oOnlemistir. Ek olarak farelerde anjiyogenez
modeli iizerinde de damar olusumu ve endotel hiicrelerinin istilasini Onleyerek

antianjiyogenik etkiler gostermistir (Shukla ve ark., 2019).
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Kanserin Etki mekanizmasi Referans

tard

Akciger Didyminin doza bagimli sekilde hiicrelerinin (Hung ve ark.,

kanseri proliferasyonlarint inhibe ettigi ve apoptozun 2010)
birincil mekanizmasinin Fas / Fas ligand sistemi
oldugu dogrulanmustir.

Meme Didymin, meme kanseri hucrelerinin ftalat (Hsu ve ark.,

kanseri aracili istilasini, go¢iinii ve gogalmasini etkili bir  2016)
sekilde engelleyebilir.

Noroblastoma Didymin proliferasyon (Ki67) ve anjiyogenez (J. Singhal ve
(CD31) ve N-Myc ekspresyonunu gucli bir ark., 2012)
sekilde inhibe etmistir.

Siklin D1, siklin B1, CDK4, CD31, Ki67 ve N-

Myc'in asagi regllasyonu da didyminin anti-

timor etkisini arttirir.
Karaciger Didymin, kronik karaciger hasarin1 ve kollajen (Lin ve ark,
fibrozu birikimini iyilestirmis, apoptozu indiiklemis ve 2016)

G2 / M fazinda hiicre dongiisii durmasina neden

olmustur. Bir Hlcre-i¢i sinyal yolagi olan PI3K /

Akt yolagini 6nemli 6lgiide inhibe etmistir.

Karaciger Didymin mitokondriyal disfonksiyon ve raf (Wei ve

karsinoma kinaz inhibitori proteinini (RKIP) yukar1 regille ark.,2017)

ederek ERK MAPK ve PI3K / Akt yollarinin
inaktivasyonuyla HepG2 hicrelerinde karsi

apoptozu indiiklemistir.

Tablo 2.3. Belirli kanser tiirlerinde didyminin uygulamalari ve etki mekanizmalari
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.GERECLER
3.1.1. Kullamlan Kimyasallar
e Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12)
(Gibco, ABD)
e Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, ABD)
e Tripsin — EDTA (Gibco, ABD)
e MEM Non-essential amino acids (Gibco, ABD)
e Sodyum pirlivat (Gibco, ABD)
e Genta Antibiyotik (Ibrahim Etem, Tiirkiye)
e Dimetil sulfoksid (DMSO)
e Didymin (AktinLab, Cin)

3.1.2. Kullamlan Kitler
e WST-1 Proliferasyon Kiti (Takara, Japonya)
e Human Substance P Eliza kiti (AFG Bioscience, ABD)
e Human Interldkin 6 (IL-6) Eliza Kiti (AFG Bioscience, ABD)

3.1.3. Kaullamlan Cihazlar
e Biyoglvenlik Kabini (Microbiological Safety Cabinet Class Il — Tip A, UMS
Medical, Tlrkiye)
e Mikroskop (Euromex, Hollanda)
e Inkiibator (N-Biotek, Kore)
e -86 dondurucu (Arctiko, Danimarka)
e Buzdolab1 (Altus, Tiirkiye)
e Sogutmali Santrifuj (Beckman Coulter, ABD — Niive, Tirkiye)
e Eliza Okuyucu (Allsheng, Cin)
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3.2.YONTEM

3.2.1. HUCRE KULTURU UYGULAMALARI

U-87 MG Insan Glioblastoma hiicre hatti (ATCC) Akdeniz Universitesi Verem
Caligmalar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (AKVUAM) ve Saglik Bilimleri Fakiiltesi
Arastirma Laboratuvari’'ndan temin edilmis ve karakteristik ozellikleri asagidaki

cizelgede verilmistir.

U-87 MG Glioblastoma Hiicre Hatti
ATCC Numarasi HTB-14
Organizma Homo sapiens, insan
Doku Beyin
Morfoloji Epitel
Hastahk Glioblastom

ATCC Number: HTB-14
Designation:  U-87 MG

High Density

Scale Bar = 100pm

Low Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3.1. U-87 Hiicre Hattinin Karakteristik Ozellikleri (U-87 MG | ATCC)

3.2.2. Hucrelerin A¢ilmasi
Hucreler -86 °C derin dondurucudan ¢ikartilarak sicak su banyosunda 37 °C sicaklikta

hizli bir sekilde ¢oziildii. Coziinmiis hiicre siispansiyonu %10 FBS (fetal bovin serum)
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eklenmis 9 ml DMEM besiyeri iceren petri kabina aktarildi. Uzerine cryo tupteki 1 ml
hicre suspansiyonu eklendi. Ardindan petri; 37 °C ve %5 CO2-’li inkiibatore kaldirildi.

3.2.3. Hucrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler %90 doluluk oranina ulastiginda petri icerisindeki besiyeri uzaklastirilarak 2
ml %0,25 tripsin, %0,03 EDTA karisimi eklendi ve 37 °C ve %5 CO2’li inkiibatérde 5
dakika inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin petri kabindan kalkip kalkmadiklar
mikroskopta kontrol edildikten sonra tripsin inhibisyonu igin iki kat1 besiyeri ilave

edildi. Hicreler 1:3 oraninda pasajlanarak tekrar inkiibasyona alindi.

3.2.4. Hucrelerin Stoklanmasi

Deneyler i¢in boliindiikten sonra geriye kalan ihtiyag fazlasi hiicreler ve/veya yeterli
stoklarin alinabilmesi i¢in petrilerde ¢ogaltilan hiicreler stoklanarak -86 derin
dondurucuda saklandi. Stoklama igin petri igerisindeki besiyeri uzaklastirilarak %0,25
tripsin, %0,03 EDTA karisimi eklendi ve 37 °C ve %5 CO2’li inkiibatorde 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Mikroskopta incelenerek petri yilizeyinden ayrilan hiicrelere
tripsin inhibasyonu i¢in iki kati besiyeri ilave edildi. Petri i¢indeki hiicre siispansiyonu
igerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiipiine alindi. 2000 rpm’de 3 dk santrifijj
yapildiktan sonra slipernatant kisim uzaklastirildi ve her bir cryo tiip i¢in 1 ml dondurma
medium (%95 besiyeri ve %5 DMSO) eklendi. Dondurma besiyeri ilave edildikten sonra
peletin pipetajla ¢oziilmesi saglandi ve cryo tlplere 1 ml olacak sekilde alikotlandi.
Etiketleme islemlerinin tamamlanmasi sonrasinda hicreler -86 °C derin dondurucuya
kaldirildi.

3.2.5. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

U-87 MG Glioblastoma hiicreleri igin kullanilan besiyeri ortam1 %10 FBS (Gibco,
ABD), %2 glutamin (10 ml), %1 non-esansiyel aminoasit (5 ml, (MEM, Gibco, ABD))
%0.5 sodyum pirtivat (2.5 ml, (Gibco, ABD)) ve %0.2 antibiyotik (1 ml, (Genta
Antibiyotik, Ibrahim Etem, Tiirkiye)) ile desteklenmis DMEM/F12 (Gibco, ABD)

besiyeri kullanilmistir.
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3.2.6. Hematositometre Ile Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin sayimi i¢in dnce hiicrelerin tripsinizasyon iglemi ile kaldirilmalar1 saglandi.
Elde edilen hiicre siispansiyonundan 100 ul 1 mI’lik ependorf tiiplere alind1. Uzerine 900
ul besiyeri eklendi ve homojen ¢oziinme i¢in pipetaj islemi yapildi. Hematositometre
distile su ve alkolle iyice temizlendi. Hiicre karisimindan 200 ul alinarak thoma lamina
koyuldu ve mikroskopta lam (zerinde go6zlemlenen dort alanda parlak gorinumlu
hiicrelerin sayimi yapildi. Sonug¢ sulandirma katsayisi ile carpilarak ml basma diisen

hiicre sayis1 hesaplandi.

1 ml’deki Hiicre Sayis1 = Ortalama Hiicre Sayis1 x Sulandirma Faktorii x 10%

3.2.7. Hucrelerin Bolinmesi

Hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra ml’deki toplam hiicre sayist hesaplandi.
Sitotoksisite deneyleri i¢in her kuyucuga 3000 hiicre gelecek sekilde sulandirma islemi
yapildi. Hiicreler 200 pl besiyerinde 3000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96-well
plaklara boliindii. Didyminin etkisi ii¢ farkli inkiibasyon siiresi i¢in (24, 48 ve 72 saat)
arastirllacagindan her bir deney seti icin toplam 3 adet 96-well plate kullanildi.
Hiicrelerin yapismalarini saglamak i¢in 37 °C ve %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe
edildi.

3.3.DIDYMIN FLAVONOIDININ HAZIRLANMASI VE HUCRELERE
UYGULANMASI

Hicrelere uygulanacak olan 10 mg Didymin (AktinLab Kat No: APC-693) /1 ml steril
DMSO icinde ¢oziilerek filtreden gecirildi ve anastok hazirlandi. Anastoktan %1 FBS
iceren besiyeri ile sulandirilarak 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 pM, 3,125 uM,
1,56 uM konsantrasyonlarinda didymin hazirlandi. 24 saatlik inkiibasyon siresi sonunda
hlcrelerin Uzerinden besiyerleri uzaklastirilip, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

didymin hiicrelere uygulandi.
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3.4.SITOTOKSISITE DENEYLERI

3.4.1. WST-1 Hucre Proliferasyon Testi

Hiicre canliliginin tespiti i¢in tetralyum tuzlar1 giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir. (2-
(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)- 2H tetrazolyum yapisindaki Wst-1;
hiicre canliliginin spektrofotometrik olarak belirlenmesini saglamaktadir. Bu Kitte
yuksek oranda ¢0zunen tetrazolyum tuzu hucrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimi
araciligiyla rediiklenerek sar1 renkli formazana doniismektedir. Test sonucu ortaya ¢ikan
renk yasayan hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Bu testlerde uygulama yapilamayan
hiicrelerin canlilig1r %100 kabul edilir ve hiicre canliligi bu hiicrelere gore ylizde (%)
olarak belirlenir (Erkekoglu ve Baydar, 2021). Takara WST-1 Cell Proliferation Assay
Kit kullanilarak Didymin’in kanser hiicrelerinin biiylimesini {izerine etkisi olup olmadig1
belirlendi. Deneylerin baslangicinda didymin igin WST-1 ile doz taramasi da
gerceklestirildi. Sitotoksisite deneyleri 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in en
az 3 tekrarh olacak sekilde yapildi. Inkiibasyon siiresi sonrasi besiyerleri ¢ekilip 90 ul
serumsuz besiyeri + 10 ul WST-1 soliisyonu eklenerek 3 saat inkiibasyona birakildi
ardindan plaklarin absorbans degerleri Eliza Okuyucuda (Allsheng, Cin) 450 nm dalga
boyunda 6l¢ildu.

3.5.ELIZA TESTLERI

3.5.1. Hiicrelerden Besiyerine Salinan Substance P Miktarimin Eliza Kit ile
Belirlenmesi:

Hiicrelerden besiyerine salinan Substance P miktar1 Substance P ELISA Kit (AFG Kat

No: EK711438) kullanilarak arastirildi. SP miktar1 tayini igin sitotoksisite test

sonuglarina gore belirlenen dozlarda (100 uM/ml ve 50 pM/ml) didymin uygulamasi

yapildu.

e Bunun i¢in hiicreler 100.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu steril
plaklara boélindd.

e Bir kuyucuk kontrol, bir kuyucuk DMSO kontrol ve ikiser kuyucuk 100 pM/ml
ve 50 uM/ml olmak tzere deney kurgulandi.

o 24— A8 ve 72 saat icin ayr1 ayri plaklar hazirlandi.

e Didymin uygulamas1 yapildiktan sonra hiicreler inkiibatore kaldirildi.
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24., 48. ve 72. saatin sonlarinda deneyler sonlandirildi ve hiicrelerden salinan
besiyerleri ¢ekilerek ependorf tiiplere alindi.

Tupler -86 °C’ya kaldirildi.

Substance P ELISA Kit protokoliine uygun olarak 6rnekler ¢alisildi ve absorbans
degerleri eliza kit okuyucuda 450 nm dalga boyunda okundu.

Substance P ELISA Kit protokoliine gore;

Besiyerleri bulunan ependorf tiipler -86 °C’dan ¢ikarilarak erimeye birakildi.
Ardindan tiipler 3000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi.

Yikama tamponu; steril distile su ve yikama tamponu konsantresi i¢erek sekilde
30:1 oraninda hazirlandi.

Standartlar kit protokoliinde belirtildigi gibi seri diliisyon yontemiyle hazirlandi.
Ornekler; kontrol, DMSO kontrol, 24-48-72. saat olarak belirlendi.

Her bir 6rnek ikiser kez ¢alisilacak sekilde eliza plagi hazirlandi.

Ornekler santrifiij isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde
pipetlendi.

Plagin iistii yapigkan serit ile ortiildii ve 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi plaklardaki siv1 atildi ve yikama tamponu 200 pl her kuyuya
pipetlendi ve 30 saniye bekletildi. Bu islem 5 kez tekrarland.

Her kuyucuga (blank harig) 50 ul HRP-Konjugat reaktif enzimi eklendi ve plagin
istii yapiskan serit ile ortiilerek 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi plaklardaki siv1 atildi ve yikama tamponu 200 pl her kuyuya
pipetlendi ve 30 saniye bekletildi. Bu islem 5 kez tekrarlandi.

Her kuyucuga 50ul Kromojen Solisyonu A ve 50 pl Kromojen Sollsyonu B
eklendi ve 37°C'de 15 dakika boyunca inkiibe edildi. Plagin 151k gérmemesine
dikkat edildi.

Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 50 ul stop sollsyonu eklenerek deney
sonlandirildi.

15 dakika icerisinde 6rneklerin absorbans degerleri 450 nm’de eliza okuyucuda

okundu.

35



3.5.2.

Hiicrelerden Besiyerine Sahinan Interlokin 6 (IL-6) Miktarmn Eliza Kit ile

Belirlenmesi:

Hiicrelerden besiyerine salinan Interldkin 6 (IL-6) miktar1 Human Interleukin 6 (IL-6)
Elisa Kit (AFG Kat No: EK610267) kullanilarak arastirildi. IL-6 miktar1 tayini igin

sitotoksisite test sonuglarina gore belirlenen dozlarda (100 uM/ml ve 50 puM/ml)

didymin uygulamasi yapildi.

Bunun i¢in hiicreler 100.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu steril
plaklara bolundd.

Bir kuyucuk kontrol, bir kuyucuk DMSO kontrol ve ikiser kuyucuk 100 uM/ml
ve 50 pM/ml olmak (izere deney kurgulandi.

24 — 48 ve 72 saat i¢in ayr1 ayri plaklar hazirlandi.

Didymin uygulamasiyapildiktan sonra hiicreler inkiibatore kaldirildi.

24., 48. ve 72. saatin sonlarinda deneyler sonlandirildi ve hiicrelerden salinan
besiyerleri ¢ekilerek ependorf tiiplere alindi.

Tupler -86 °C’ya kaldirildu.

Human Interleukin 6 (IL-6) Elisa Kit protokoliine uygun olarak 6rnekler ¢alisildi

ve absorbans degerleri eliza kit okuyucuda 450 nm dalga boyunda okundu.

Human Interleukin 6 (IL-6) Elisa Kit protokoliine gore;

Besiyerleri bulunan ependorf tlpler -86 °C’dan ¢ikarilarak erimeye birakildi.
Ardindan tiipler 3000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi.

Yikama tamponu; steril distile su ve yikama tamponu konsantresi igerek sekilde
30:1 oraninda hazirlandi.

Standartlar kit protokoliinde belirtildigi gibi seri diliisyon yontemiyle hazirlandi.
Ornekler kontrol, DMSO kontrol, 24-48-72. saat olarak belirlendi.

Her bir 6rnek ikiser kez ¢alisilacak sekilde eliza plagi hazirlandu.

Ornekler santrifiij isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde
pipetlendi.

Plagin iistii yapigkan serit ile ortiildii ve 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
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e Iinkiibasyon sonrasi plaklardaki siv1 atild1 ve yikama tamponu 200 pl her kuyuya
pipetlendi ve 30 saniye bekletildi. Bu islem 5 kez tekrarlandi.

e Her kuyucuga (blank hari¢) 50 ul HRP-Konjugat reaktif enzimi eklendi ve plagin
iistli yapiskan serit ile ortiilerek 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi plaklardaki s1v1 atild1 ve yikama tamponu 200 pl her kuyuya
pipetlendi ve 30 saniye bekletildi. Bu islem 5 kez tekrarlandi.

e Her kuyucuga 50 pul Kromojen Soltsyonu A ve 50 ul Kromojen Soliisyonu B
eklendi ve 37°C'de 15 dakika boyunca inkiibe edildi. Plagin 151k gérmemesine
dikkat edildi.

e Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pl stop sollisyonu eklenerek deney
sonlandirildi.

e 15 dakika icerisinde orneklerin absorbans degerleri 450 nm’de eliza okuyucuda

okundu.

3.6.ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler GraphPad programinda yer alan, ANOVA ve Dunnett Coklu
Karsilagtirma Testi kullanilarak degerlendirildi. 3 tekrarli yapilan tiim analizlerin
sonuglar1 ortalama ve standart sapmalar ile verildi. Veriler Sigma Plot 10.0 programi

kullanilarak grafik haline getirildi.
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4. BULGULAR

4.1.Didyminin U87 — MG Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisi
Didyminin 100-1,56 uM/ml araliginda denenen dozlarinin 24, 48, 72 saatlik inkiibasyon
sreleri sonunda U-87 — MG hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi asagidaki grafiklerde

verilmistir (Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3.).
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Sekil 4.1. Didyminin 100-1,56 uM/ml araliginda denenen dozlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
U-87 — MG hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (TO: Baslangic zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)

39



U-87 / 48. SAAT
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Sekil 4.2. Didyminin 100-1,56 uM/ml araliginda denenen dozlarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda

U-87 — MG hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (TO: Baslangi¢c zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)
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Sekil 4.3. Didyminin 100-1,56 uM/ml araliginda denenen dozlarmin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda

tkisi (**, p<0.01) (TO: Baglangi¢ zamani, DMSO: Dimetil

U-87 — MG hiicre hattinda hiicre canliligia e

stilfoksit)
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Sekil 4.4. Didyminin 100-1,56 puM/ml araliginda denenen dozlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
U-87 — MG hiicre hattinda hiicre canliligina etkisinin ylizdelik gosterimi (TO: Baslangi¢ zamani, DMSO:
Dimetil sulfoksit)

OD Ornek

% Canlilik = m

Didyminin 100 — 1,56 pM/ml araliginda denenen dozlar1 24. saatin sonunda hiicre

canliliginda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden olmamuistir

(Sekil 4.4.).

42



40 - 48.SAAT

120 A

100

Hiicre Canlilik Yiizdesi %
5 3 3

N
o
1

Dozlar

Sekil 4.5. Didyminin 100-1,56 puM/ml araliginda denenen dozlarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
U-87 — MG hiicre hattinda hiicre canliligina etkisinin yiizdelik gosterimi (TO: Baglangi¢ zamani, DMSO:
Dimetil sulfoksit)

Didyminin 100 — 1,56 pM/ml araliginda denenen dozlar1 48. saatin sonunda hcre

canliliginda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden olmamuistir

(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.6. Didyminin 100-1,56 uM/ml araliginda denenen dozlarinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
U-87 — MG hiicre hattinda hiicre canliligina etkisinin yiizdelik gosterimi (**, p<0.01) (TO: Baslangig
zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)

Didyminin 100 — 1,56 pM/ml araliginda denenen dozlar1 72. saatin sonunda hcre
canliliginda kontrole kiyasla 100 uM/ml dozunda anlamli bir azalma gorilmiistiir
(%80,7, **, p<0.01). Doz artisina bagli olarak hiicre canliigmmn 72. saatin sonunda
azaldig1 goriilmektedir. Uygulanan diger doz miktarlarinda kontrole kiyasla anlamli bir
degisiklik goriilmemistir. Cozuci kontrol olarak uygulanan DMSO didyminin belirlenen
en yiiksek dozunda (100 uM/ml) bulunan konsantrasyonunda uygulanmis ve kontrole

kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir azalma goriilmiistiir (%83,1 **, p<0.01) (Sekil
4.6.).
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4.2 Hiicrelerden Besiyerine Salinan Substance P Miktarimin Eliza ile Belirlenmesi

Substance P Eliza - 24.Saat
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Sekil 4.7. Didyminin 100 uM/ml ve 50 uM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 24 saatlik inkiibasyon
sliresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan Substance P miktar1 (**, p<0.01, *, p<0.05) (TO: Baslangi¢

zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)

Didyminin 100 uM/ml ve 50 uM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan SP miktar1 kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir (**, p<0.01, *, p<0.05). Cozicu kontrol
DMSO uygulamasinin (100 uM/ml) ardindan besiyerine salinan SP miktar1 24. saatin
sonunda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir (*, p<0.05). (Sekil

4.7).
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Sekil 4.8. Didyminin 100 pM/ml ve 50 uM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan Substance P miktar1 (**, p<0.01, *, p<0.05) (TO: Baglangi¢

zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)

Didyminin 100 uM/ml ve 50 uM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan SP miktar1 kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir (**, p<0.01). Cozucli kontrol DMSO
uygulamasinin (100 uM/ml) ardindan besiyerine salinan SP miktar1 48. saatin sonunda

kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir (¥, p<0.05) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.9. Didymin’in 100 pM/ml ve 50 pM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan Substance P miktart (**, p<0.01) (TO:

Baslangi¢ zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)

Didyminin 100 uM/ml ve 50 uM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan SP miktar1 kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir (**, p<0.01). COziici kontrol DMSO
uygulamasinin (100 uM/ml) ardindan besiyerine salinan SP miktar1 72. saatin sonunda
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir (**, p<0.01). (Sekil
4.9.).
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4.3 Hiicrelerden Besiyerine Salinan Interlokin 6 (IL-6) Miktarinin Eliza ile

Belirlenmesi
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Sekil 4.10. Didyminin 100 pM/ml ve 50 puM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan Interlokin 6 miktar: (**, p<0.01) (TO: Baslangic

zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)

Didyminin 100 uM/ml dozda uygulanmasinin ardindan 24. saatlik inkiibasyon siiresi

sonunda hiicrelerden besiyerine salinan IL-6 miktar1 kontrole kiyasla istatistiksel olarak

anlamli artis gostermistir (**, p<0.01). 50 uM/ml ve Cozuci kontrol DMSO

uygulamasinin (100 uM/ml) ardindan besiyerine salinan IL-6 miktar1 24. saatin sonunda

kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli artis gostermemistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.11. Didymin’in 100 pM/ml ve 50 pM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan Interlokin 6 miktar (**, p<0.01) (TO: Baslangic

zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)

Didyminin 100 uM/ml ve 50 uM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 48. saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salinan IL-6 miktar1 kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir (**, p<0.01). Cozucti kontrol DMSO
uygulamasinin (100 uM/ml) ardindan besiyerine salinan IL-6 miktar: 48. saatin sonunda

kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir (**, p<0.01). (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.12. Didyminin 100 pM/ml ve 50 pM/ml dozlarinda uygulanmasinin ardindan 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden besiyerine salman Interlokin 6 miktar1 (**, p<0.01, *, p<0.05)

(TO: Baslangi¢ zamani, DMSO: Dimetil siilfoksit)

Didyminin 100 uM/ml dozda uygulanmasinin ardindan 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda hiicrelerden besiyerine salinan IL-6 miktar1 kontrole kiyasla istatistiksel olarak
anlamli artig gostermemistir. 50 pM/ml didymin uygulamasi kontrole kiyasla anlamli bir
artly gostermistir (**, p<0.01). Codzicu kontrol DMSO uygulamasimin (100 pM/ml)
ardindan besiyerine salinan |IL-6 miktar1 72. saatin sonunda kontrole kiyasla istatistiksel

olarak anlamli artig gostermistir (¥, p<0.05). (Sekil 4.12.).
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5. TARTISMA

Kanser, kalp hastaliklarindan sonrada diinyada en ¢ok 6liime neden olan 6nemli bir halk
saglig1 problemidir (Millimouno ve ark., 2014). Oldukca invaziv ve heterojen tipte bir
malign beyin tiimorii olan glioblastomanin ayrintili molekiiler analizleri; hiicre
blyltmesini, DNA, RTK, PI3K, p53 ve MAPK gibi sinyal yolaklarinin diizensizligini
ortaya ¢ikarmaktadir (Touat ve ark., 2017).

Epidemiyolojik caigmalar, diyette meyve ve sebzelerle yiiksek flavonoid aliminin
insanlarda daha diisiik kanser prevelanst ile iligkili olabilecegine dair kanitlar saglamistir
(Hung ve ark., 2010). Ozellikle turuncgil meyveleride bulunan naringenin, tangeretin,
hesperidin birgok arastirmanin konusu olmus, cesitli kanser tiirlerinde etkileri
aydinlatilmaya calisilmistir. 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada hesperidinin GBM
tedavisi icin dogal bir terapotik ajan olabilecegi ve p38 MAPK aktivasyonu yoluyla
GBM hiicre apoptozunu indiikleyebilecegi kesfedilmistir (Li ve ark., 2019). Yapilan
calismalardan yola ¢ikarak bu ¢alismada daha dnce glioblastoma hiicrelerinde antikanser
ozellikleri arastirilmamis olan turunggil flavonoidi didyminin antikanser aktivitesi U-87
Globlastoma hiicrelerinde degerlendirilmis, IL-6 ve SP miktarlarina etkisi aragtirilmistir.
Calismamizda Cin firmasi1 AktinLab’dan temin edilen didymin flavonoidi 100-1,56
puM/ml araliginda uygulandi ve 72. saatte 100 pM/ml dozunda hiicre canlilifinda
kontrole gdre anlamli bir azalma tespit edildi. Doz artisina bagl olarak hiicre canliliginin
72. saatin sonunda azaldigi goriildii. Ayn1 zamanda ¢6zlicti kontrol olarak uygulanan
DMSO didyminin belirlenen en yiksek dozunun (100 uM/ml) igerdigi miktarda
uygulanmis ve sitotoksik etki gozlenmistir (**, p<0.01). Buna goére 24. ve 48. saatin
sonunda etki gdzlenmeyip 72. saatin sonunda en yiiksek dozda (100 pM/ml) etki
gozlenmesi dozun miktar1 ve inkiibasyon siiresiyle dogru orantili bir etki
gosterebilecegini diisiindUrmektedir. Ayn1 zamanda DMSO uygulamasinda da sitotoksik
etki gozlenmesi, didyminin etkisi olarak degerlendirilecek sonucun ¢Ozucu madde
kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde yapilan ¢aligmalara bakildiginda,
Hung ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada didyminin akciger kanseri A549 ve H460
hiicrelerinde 20 pM dozunun hicrelerin proliferasyonu %76.5 ve %79.5 oraninda inhibe

ettigini, Singhal ve arkadaslarimin yaptigi caligmada ise ndroblastoma hucrelerinde
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didyminin 50 mmol/L’lik dozunun hiicre canliligint %75’e kadar azalttig1 goriilmektedir
(Hung ve ark., 2010; Singhal ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda uyguladigimiz
dozlarda daha fazla hiicre 6lim beklenirken sadece uygulanan en yiksek dozda (100
uM/ml) %80,7 oraninda hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Calismamizda kullanmis
oldugumuz didymin flavonoidi Cin firmasindan temin edilmistir. Etken maddenin
beklenen etkiyi gostermemesinin firma kaynakli olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu
durumun netlesebilmesi ise farkli firmalardan elde edilecek didymin ile ayni hiicre

hattinda deney tekrar1 yapilabilir.

Substance P, norojenik infalamasyonda yer alan kanserdeki en énemli néropeptiddir (Oz
ve ark., 2011). SP, tumér hiicresi proliferasyonu, anjiyogenez, timaor hicresi invazyonu
ve metastazinda O6nemli bir rol oynamaktadir (Yamaguchi ve ark., 2017). Normal
hiicrelere kiyasla GBM’de SP'min ekspresyonu artmaktadir (Palma ve ark., 1998).
Calismamizda didymin flavonoidinin U-87 glioblastoma hiicrelerinden besiyerine
salinan SP miktarina etkisi incelenmis, 100 pM/ml ve 50 uM/ml dozda 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda artmis ve 72. saatin sonunda ise anlamli olarak azalmistir.
C0Ozicu kontrol DMSO ise 72. saatte SP salinim1 azaltmustir. Literatlirde flavonoidlerin
kanser hiicrelerinden salman SP miktar1 {izerine etkileriyle ilgili bir ¢aligmaya
rastlanmamustir. SP'nin IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin
ekspresyonunu indiikledigi yapilan calismalarda gosterilmis ve hipotezimizi
olusturmamiza katki saglamistir. (Lieb ve ark., 1997; Lieb ve ark., 1998). IL-6
sitokininin glioblastomada artmis ekspresyonu gozlenmekte ve dogrudan hastanin
hayatta kalma suresini etkilemektedir (Chang ve ark., 2005). Kim ve arkadaslarinin
yaptiklart ¢aligmada kuersetin  GBM hiicrelerinde IL-6 salimmmimi ve STAT3
fosforilasyonunu azaltmistir (Kim ve ark., 2021). Baska bir ¢aligma kuersetinin, 1L-6 ile
indiiklenen STAT3 sinyal yolundaki etkilerini incelemis, glioblastoma hiicrelerinin
proliferatif ve gog¢ Ozelliklerinde belirgin bir azalmaya neden olmustur (Michaud-
Levesque ve ark., 2012). 2012’de yapilan bagka bir ¢aligmada acai meyvesinden elde
edilen vetulin flavonoidinin periton makrofajlarinda ve fare peritoneal makrofajlarinda
lipopolisakarit ile indiiklenen proinflamatuar sitokin timér nekroz faktori alfa (TNF-a)
ve IL-6 Uretimini azaltmadaki etkileri gosterilmistir (Xie ve ark., 2012). Calismamizda

24. saatin sonunda kanser hcrelerine uygulanan 100 uM/ml dozunda kontrole kiyasla
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anlamli IL-6 salinimi, 48. Saatte her bir dozda anlamli salinimi, 72. saatte ise yalnizca 50
pM/ml dozda anlamli salinimi gozlenmistir. Didymin ve IL-6 salinimi ile ilgili
literatiirde yapilan ilk ¢alisma bu ¢alisma olmakla beraber; ¢alismamizda didyminin IL-6
salmimlarin1 her inkiibasyon siresinde neredeyse tiim dozlarla anlamli olarak artirdigi
gozlenlenmistir. SP miktarin1 ise 24. ve 48. saatlik inkiibasyon siiresinde arttirip 72.
saatin sonunda azalttig1 gézlenmistir. Glioblastoma hiicrelerine didymin uygulamasinin
inflamasyon ve agr1 yolagindaki iki 6nemli sitokinde artisa sebep olmasi bu flavonoidin
bu kanser tiiriinliin tedavisinde etkili bir terapotik olma olasilifin1 azaltmaktadir.
Literatirde didymin flavonoidinin SP ve IL-6 miktarlarina etkisini arastiran fazla
calisma olmamasi nedeniyle bu konuda daha ileri diizey calismalar yapilmali ve

didyminin bu etkisi netlik kazanmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda didymin flavonoidinin U-87 MG Globlastoma hiicreleri (izerinde
gosterdigisitotoksik etkisi zamana ve doza bagli olarak degismektedir. Didymin; 100,
50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56 uM/ml’lik konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmis ve
uc¢ farkli inkiibasyon siiresi (24, 48 ve 72 saat) i¢in test edilmistir. SP ve IL-6 miktari
tayini igin sitotoksisite test sonuglarina gore belirlenen dozlarda (100 uM/ml ve 50
pM/ml) didymin uygulamasi yapilmis ve 24, 48 ve 72 saat inkubasyon sureleri sonunda
hlcrelerden besiyerine salinan miktarlar1 eliza test kitleri ile Ol¢iilmiistiir. Tim bu
verilerle birlikte degerlendirildiginde c¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglar su

sekildedir:

1. Didyminin 100 — 1,56 pM/ml araliginda denenen dozlar1 24. ve 48. saatin
sonunda hiicre hatt1 tizerinde sitotoksik etki géstermemistir. Ancak 72. saatin
sonunda hiicre canliliginda kontrole kiyasla sadece 100 puM/ml dozunda
sitotoksik etki goriilmistiir. Doz artigina bagl olarak hiicre canliliginin 72. saatin
sonunda azaldigi goriilmektedir. Coziicii kontrol olarak uygulanan DMSO
sitotoksik etki gostermistir. Buna gore 24. ve 48. saatin sonunda etki
g0zlenmeyip 72. saatin sonunda en yiiksek dozda (100 uM/ml) etki gdzlenmesi
didyminin sitotoksik etkisinin doz ve inkiibasyon siiresiyle dogru orantili bir
artisa neden oldugunu diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda ¢6ziicli kontrol DMSO
uygulamasinda da sitotoksik etki gozlenmesi, didyminden kaynakli olan etkinin
aslinda ¢oziicii etkisi olabilecegini gostermektedir. GoOzlenen bu sitotoksik
etkinin ¢oziicli olarak kullanillan DMSO’dan m1 didyminden mi kaynakli oldugu

dogrulanmalidir.

2. Didymin besiyerine salinan SP miktarmi 100 uM/ml ve 50 uM/ml dozda 24 ve
48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda artmis ve 72. saatin sonunda ise anlamli
olarak azalmistir. Coziicii kontrol DMSO ise 72. saatte SP salinimi azaltmastir.
SP miktarinda 24. ve 48. saatte gbzlenen artis ve 72. saatte gorilen azalma
didyminin SP ile iligkili inflamasyon ve agr1 sinyal yolaklarini etkileyebilecegini

gostermektedir.
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3. Didymin besiyerine salman IL-6 miktarin1 24. saatin sonunda 100 pM/ml
dozunda anlamli olarak arttirmigtir. 48. Saatte her bir dozda anlamli artisa neden

olmus, 72. saatte ise yalnizca 50 uM/ml dozda anlamli artis gézlenmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler dogrultusunda didyminin glioblastoma hucreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi ve diger etki mekanizmalar ile ilgili daha fazla aragtirmaya
ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir. Didyminin farkli bir firmadan temin edilerek
glioblastoma ve heniiz denenmemis diger kanser hiicre hatlar1 iizerindeki etkisi
arastirtlmalidir. Bu ¢alisma sonucunda didyminin glioblastoma hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkisinden tam olarak bahsedebilmek i¢in daha fazla g¢alisma yapilmali, agri

ve inflamasyon yolaklar iizerindeki etkisi karsilastiriimalidir.
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