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OZET

Primer beyin tiimorlerinin biiyiik bir kismi1 glial kaynaklidir ve bunlarin en tehlikeli
tiiri glioblastoma multiforme (GBM)’dir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin az sayida
olmasi ve kullanilan ilaglara karsi kanserli hiicrelerin direng gelistirmesi tedaviyi oldukga
zorlastirmaktadir. Fisetin, bitkilerde yaygin olarak bulunan dogal bir flavonoid ¢esitidir.
Yapilan arastirmalarda ¢esitli kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigi ve farkh

mekanizmalarla apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu belirlenmistir.

Calismada ilk olarak 1, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 uM fisetin dozlarinin T98G
hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri ters 151k mikroskobu ile belirlenirken, hiicre cogalmasi
tizerindeki etkileri MTT yontemi ile incelenmistir. 24 ve 48 saatteki 1Csy degerleri
sirastyla, 93 ve 75 puM olarak hesaplanmigtir. Fisetinin normal hiicreler iizerindeki
morfolojik ve sitotoksik etkilerini belirlemek ve T98G hiicreleri ile karsilastirmak igin
BEAS-2B hiicreleri kullanilmistir. 24 ve 48 saatteki 1Cso degerleri sirasiyla 270 ve 90 uM
olarak hesaplanmistir.  Segilen fisetin dozlarmin her iki hiicrede de, apoptotik
fragmentasyonu nekrotik orana kiyasla daha fazla arttirdigi belirlenmistir.  T98G
hiicrelerinde 25 ve 50 puM fisetin dozlarinin apoptozla ilgili KASPAZ 3, 9, 8 ve BAX
genlerinin ifadesini artirirken, BCL-2 ve SURVIVIN genlerinin ifadesini azalttig
gbzlenmistir. BEAS-2B hiicrelerinde ise KASPAZ 3, 9, 8, BAX, BCL-2 ve SURVIVIN
genlerinin ifadesini 50 uM dozunda arttirirken, 100 ve 200 uM dozlarinda azalttig1 tespit
edilmigtir.  Ayrica fisetinin T98G hiicrelerinde yarattigi morfolojik degisiklikler TEM

mikroskobuyla incelenmistir.

Calismada, fisetinin glioma hiicrelerinde doza ve zamana sitotoksik ve apoptotik bir
etkiye sahip oldugu ilk kez belirlenmistir. Ayrica normal hiicreler ile karsilastirildiginda
fisetinin sitotoksik ve apoptotik etkilerinin glioma hiicrelerinde daha gii¢lii oldugu tespit
edilmistir. Calisma Sonuglarimin fisetinin ileride glioma tedavisinde kullanilabilir bir ilag
olarak gelistirilmesinde yapilacak olan in vivo ve in vitro ¢alismalara onciiliik edecegini

diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Glioma, fisetin, sitotoksisite, apoptoz, RT-PCR
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SUMMARY

A large number of primary brain tumors are glial tumors and glioblastoma
multiforme (GBM) is the most dangerous group of them. Cancer cells which develop
resistance to chemotherapy drugs and a small number of used drugs cause difficulties on
cancer therapy. Fisetin is a natural flavonoid. Previous studies have been reported that

fisetin inhibit proliferation and induce apoptosis in several cancer types.

In our research, first we investigated the antiproliferative and morphology effects of
1, 50, 100, 200, 300, 400 and 500 uM doses of fisetin by inverted light microscope and
MTT assay. The ICsg values of fisetin for 24 and 48 h are; 93 and 75 uM on T98G cells
respectively. After BEAS-2B cells used to compare with morphological and T98G cells to
the cytotoxic effects on normal cells of the fisetin. The 1Cs values of fisetin for 24 and 48
h are; 270 and 90 uM on T98G cells respectively. Selected fisetin doses have increased
DNA fragmentation on both cell lines, apoptotic was greater than necrotic fragmentation.
We observed that the expression of apoptotic process related genes; CASPASE 3, 9, 8, BAX
were increased while BCL-2 and survivin was reduced by selected doses of 25 and 50 uM
fisetin in T98G cell lines. We observed that the expression of genes; CASPASE 3, 9, 8,
BAX, BCL-2 and SURVIVIN were increase the dose of 50 uM, it was found to decrease
from 100 and 200 uM doses of fisetin in BEAS-2B cell line. Finally, it is observed that
alterations of T98G cell morphology treated with fisetin by transmission electron

microscopy (TEM).

Consequently, depending on dose and time of fisetin in T98G cells were
determined first to be stronger cytotoxic and apoptotic effects than normal cells. The
results in the treatment of glioma cancer, we believe that it will lead to in vivo and in vitro

studies, which will be held in the future.

Keywords: Glioma, fisetin, cytotoxicity, apoptosis, RT-PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser; fiziksel, kimyasal ya da biyolojik etkenler sonucunda hiicre boliinmesi ve
hiicre 6liimi arasindaki dengenin bozulmast sonucu olusan kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi
olarak tanimlanabilir (Lodish vd., 2011). Giinlimiizde kanser, hala tiim diinyadaki en
onemli saglik problemlerinden birisidir. Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) yaptig istatiksel
caligmalara gore kanser insanda 6liime yol agan nedenler arasinda kalp hastaliklarindan
sonra ikinci sirada gelmekte olup tiim dliimlerin yaklasik 9%23,3" {inii olugturmaktadir (Ma

ve Yu, 2006).

Intrakranial tiimérler biitiiniiyle bakildiginda, biitiin kanserlerin yaklasik olarak %
1,5’inden ve biitiin kansere bagli Oliimlerin % 2'sinden sorumludur. Kansere baglh
Oliimlerde dordiincti siradadir. En tehlikeli astrositik tiimorlerden biri olan glioblastoma
multiforme (GBM), tiim intrakraniyal tiimérlerin %12-15’ini ve astrositik tiimorlerin %50-
60’11 olusturmaktadir. Bu tiimorler, genellikle 45-70 yas arasindaki erigkin bireylerde
siklikla goriiliirken, ¢cocuklarda goriilme orant daha azdir ve bilinen en hizli seyirli 6limciil
tiimorlerdendir (Tugruli, 2008; Mamati, 2006). Genel olarak GBM teshisi konulan bir
hastaya ilk olarak timdr bulunan alanin temizlenebilmesi icin cerrahi miidahale
yapilmaktadir. Ardindan ise radyoterapi ve kemoterapi uygulamalar1 ile yasam siiresi
uzatilmaya ¢alisilmaktadir (Maher vd., 20006). Tiimoriin  tedavisinde kullanilan
radyoterapinin beyinde hasar olusturmasi, cerrahi miidahale ile tiimor bulunan bdlgenin
tam temizlenememesi ve kullanilan kemoterapdtik ilag sayisinin sinirli olmasiyla birlikte
kanserli hiicrelerin kullanilan ilaclara karsi direng gelistirmesi bu hastaligin tedavisini
giiclestirmektedir (Das vd., 2008; Reithmeier vd., 2010). Bu nedenle tedavisinde yan
etkileri az, fakat daha etkili yeni kimyasal ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Dogal maddeler son yillarda ilag etken maddesi kesfinde 6nemli bir kaynak olarak
goriilmektedir. Insanoglu dogal kaynaklardan ve bitkilerden tedavi ve korunma amagh
olarak asirlardir yararlanmaktadir. Flavonoidler, bitkisel kaynakli besinlerde dogal olarak
bulunan ve 9000’den fazla c¢esidi olan bilesiklerdir.  Flavonoidlerle yapilan ilk
caligmalarda insanlarin kalp sagligimi koruyucu etkisinin oldugu bulunurken, daha sonra

yapilan c¢alismalarda ise, bu bilesiklerin c¢esitli biyolojik etkilere sahip oldugu
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belirlenmistir (Choi, 2007; Sghaiera vd., 2011). Fisetin, flavonoidlerin bir alt grubu olan
flavonol bilesiklerindendir. Yapilan ¢aligmalarda, fisetin’in farkli konsantrasyonlarin da
cesitli timor hiicrelerinde hiicre donglisiinii durdurarak ve/veya degisik sinyal yolaklar1

tizerinden apoptoz mekanizmasini tetikleyerek hiicre ¢ogalmasini baskiladigi gosterilmistir

(Chen vd., 2002; Lu vd., 2005).

Bu c¢alismada ilk olarak insan glioblastoma multiforme (T98G) hiicre dizisi
tizerindeki farkli fisetin dozlarinin doza ve zamana bagli olarak hiicre morfolojisi ve
cogalmasi1 lizerindeki etkisi arastiritlmigtir. T98G hiicrelerinde fisetinin olusturdugu
morfolojik degisimler elektron mikroskobu ile incelenmistir. Ayrica ayni ¢alismada
secgilen dozlarin apoptoz/nekroz oranlar1 ve KASPAZ 3, 9, 8, BAX, BCL-2 ve SUR VIVIN
gen ekspresyonlart tizerindeki etkileri de ilk defa incelenmistir. Son olarak da fisetinin
normal hiicreler tizerindeki olas1 morfolojik, sitotoksik ve apoptotik etkileri saglikli insan
bronsial epitelyum (BEAS-2B) hiicre dizisinde aragtirllmistir. Bu sekilde fisetinin glioma
hiicresi ve normal hiicre iizerindeki morfolojik, sitotoksik, apoptotik ve secilen gen

ekspresyonlari iizerindeki etkileri ilk kez karsilastirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Sinir Sistemi Morfolojisi

Sinir sistemi organizmanin g¢evresinden veya kendi i¢ ortamindan gelen uyarilari
alarak degerlendiren, sinir impulsu seklinde duyu merkezlerine, duyu merkezlerinden de
hedef organlara iletebilen olduk¢a karmasik bir iletisim agidir. Organizma bu yolla kendi
ic ve dis ortami arasinda iletisimi kurmakta ve i¢ dengesinin devamliligini saglamaktadir

(Deniz, 1989).

Sinir dokusu, uyarilabilen ve uyariyr iletebilme yetenegine sahip oOzellesmis
ektodermden koken alan hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicreler mekanik, 1sik, 1s1, ses,
koku, basing gibi ¢esitli enerji tiplerine duyarli olup, bunlart aksiyon potansiyeli ad1 verilen

0zel uyar1 bigimine doniistiirebilme yetenegindedirler (Berne ve Levy, 1998).

Sinir sistemi mikroskobik olarak incelendiginde iki farkli hiicre grubundan
olusmaktadir. Bunlardan birincisi noronlar, ikincisi ise glial (astrosit, oligodendrosit,

epandimal) hiicrelerdir (Buatti vd., 1996).

2.1.1. Noron

Sinir sistemini olusturan en 6nemli hiicrelerden birisi ndronlardir. Igten ve distan
gelen farkli 6zellikteki uyarilar algilayarak, diger ndronlara ya da sinir sistemi disindaki
hiicrelere iletmekle gorevlidirler. Noronlar; ¢ekirdek, sitoplazma ve hiicre organellerini
igeren bir hiicre govdesi (soma) ile bu hiicre gévdesinden ¢ikan norit adi verilen
sitoplazmik uzantilardan olusurlar (Berne ve Levy, 1998). Noritler, uyariy1 tasidiklari
yone bagli olarak akson ve dendrit olmak {lizere ikiye ayrilir. Dendritler uyartyr hiicre
govdesine dogru tasirken, aksonlar ise uyariyr hiicre govdesinden alip daha uzaktaki
bolgelere tagimaktadir. Dendritler bir ve birden fazla sayida olabilirken, her sinir
hiicresinin sadece bir aksonu bulunur. Akson uzunlugu ise bir mikrondan (p), bir metreye
kadar degisebilen farkli uzunluklarda olabilir. Aksonlar, akson yumrular1 veya sinaptik

yumrular adi verilen ve i¢lerinde bol miktarda vezikiil iceren ¢ok sayida diigme seklindeki
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olusumlarla sonlanir. Vezikiiller i¢inde norotransmitter olarak tanimlanan ve bir ndronda
aksiyon potansiyeli olarak taginan bilginin, diger bir nérona aktarilmasinda aracilik eden

molekiilleri igermektedirler (Sekil 2.1) (Akay, 1996).

Dendrh;\
N i
2 G
K 4
> Akson ; :_ ,%}
/"

Miyelin Kihf <&

R

4 A ileti Yonii

= "’/Dendrlt'

Norotransmitter éﬁ ayic

~

. Akson Terminalleri

-

Sekil 2.1. Sinir Hiicresi (Carey, 20006).

2.1.2. Glia (Noroglia)

Sinir sisteminde, noronlarin diginda farkli yap1 ve 6zelliklere sahip olan hiicreler de
vardir. Bu hiicrelere, Virchow isimli bilim adami tarafindan 1860 yilinda, néronlarin
etrafinda bulunmalar1 nedeni ile ndroglia (nerve glia) adi verilmistir (Berne ve Levy,
1998). Noronlar boliinme 6zelligine sahip olmamalarina ragmen, glia hiicrelerinin tamami
boliinme o6zelligi gostermektedir (Carpenter, 1976). Glia hiicreleri sayica noronlardan
fazladir. Insan beynindeki hiicrelerin yaklasik % 90’mnin glia hiicrelerinden olustugu
bilinmektedir (He vd., 2002; Kandel vd., 2000). Glia hiicreleri mikroglia ve makroglia

hiicreleri olmak tizere iki kisimda incelenebilir.

Mikroglia hiicreleri, makroglia hiicrelerinden morfolojik olarak daha kiigiik olup
noral orijinli degildir. Kemik iliginden kdken alir ve sinir sistemine kan damarlar
aracilifiyla yerlesirler. Merkezi Sinir Sisteminde (MSS) sayilar1 ¢ok olmamakla birlikte

beynin hem ak hem de boz maddesinde bulunabilirler. Bu hiicreler beyin makrofajlari olup
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mononiikleer fagositik sistemin santral sinir sistemindeki temsilcileridir (Patton vd., 1989).
Mikroglialarin, multiple skleroz, kazanilmis immun eksikligi (AIDS) ile iligkili demans,
Parkinson ve Alzheimer gibi pek ¢ok hastalikta aktive oldugu diistiniilmektedir (Kandel
vd., 2000; Temburni ve Jacob, 2001).

Makroglia hiicreleri; ependim, oligodendrosit ve astrosit hiicrelerinden
olusmaktadir. Ependim hiicreleri, beyin-omurilik sivisi (serebrospinal sivi, BOS) ile dolu
olan beyin ve omurilik bosluklarinin i¢ini doser. Epitel hiicrelerine benzer yapilar1 vardir,
dis yiizeylerinde bulunan silleri hareket ettirerek beyin omurilik sivisinin hareketini
saglarlar (Sekil 2.2). Mitokondri, golgi ve graniilli endoplazmik retikulum gibi
organellere sahiptirler (Akay, 1996).

Sekil 2.2. Glia hiicrelerinin sematize goriiniimii. a: Protoplazmik astrosit b: Fibroz astrosit
c: Mikroglia d: Oligodendroglia (Verkhratsky vd., 1998).

Oligodendrosit hiicreleri periferik sinir sistemindeki Schwann hiicrelerinin santral
sinir sistemindeki karsiligidir. Schwann hiicreleri ¢evresel sinir sistemindeki (CSS) sinir
tellerinin, oligodendrositler ise MSS’deki sinir tellerinin miyelin kiliflarinin olusmasindan
sorumludur (Sekil 2.2). Bu sayede aksonu g¢evresinden izole ederek elektriksel uyaranlarin
iletimini hizlandirirlar. Bu hiicreler, Schwann hiicrelerinden farkli olarak birden fazla
aksonun miyelinizasyonuna katilabilirler. (Kandel vd., 2000; Markiewicz ve Lukomska,
2006). Astrositlerden daha kiigiik olan oligodendrosit hiicreleri ektoderm kokenli olup,

beyinin hem ak, hem de boz maddesinde bulunabilirler. Bu hiicrelerin uzantilar1 diger glia
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hiicrelerinden daha az sayida olup boylar1 ise daha kisadir. Ayrica cekirdekleri astrosit
¢ekirdeginden daha kiiciik olup daha koyu boyanmaktadir (Akay, 1996). Hiicre organeli
olarak sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri, biiyiik bir golgi kompleksi ve graniillii
endoplazmik retikuluma sahiptirler (Junqueira vd., 1993). Oligodendrositler somatik sinir
sisteminde, varolan miyelinin devamliliginin saglanmasinda gorev alirlar, fakat zarar

gormiis miyelini yeni bagtan sentezleyemezler (Banli, 1997).

Astrositler, MSS’de destek goérevi yapan, ektodermal kokenli, fibroblast benzeri
hiicrelerdir. Cok sayida uzantiya sahip, en biiylik glia hiicreleridir. Genellikle yildiz
seklindedirler ve ¢ok sayida uzun uzantilar1 olan astrositler bu uzantilarinin kalinligina

gore fibrdz astrosit ve protoplazmik astrosit olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 2.2).

Astrositlerin sinir sisteminde Onemli gorevleri vardir. Bu gorevlerden bazilari
asagida siralanmaktadir.
1. Noron ve kan damarlarinin tizerinde ug¢-ayaklar (end-feet) olustururlar. Bu sayede
noronlar1 beslerler.
2. Hasarli dokuda olusan atiklar1 mikroglia hiicreleri ile birlikte uzaklastirarak doku
lyilesmesinde de gorev almaktadirlar. Sitoplazmalarinda bol miktarda glikojen partikiilleri
bulunmaktadir. Gerekli olan enerjiyi bu sayede saglarlar (Junqueira vd.,1993; Carpenter,
1976).
3. Astrosit hiicreleri ayrica kan damarlarinin endotel hiicreleri ile sikica birlesmeleri
sonucunda kan-beyin bariyer engelinin olugsmasinda gérev alirlar (Kandel vd., 2000).
4. Noronlar arasi ekstraselliiler alandaki potasyum (K*) iyon diizeyinin korunmasina
yardim ederler. Bu hiicreler K™ iyonuna kars1 yiiksek oranda gegirgendir ve artmis olan K*
miktarm iclerine alarak komsu noronlar fazla K* iyon artisina kars1 korurlar (Maragakis
ve Rothstein, 2006).
S. Norotransmitterleri sinaptik bolgeden salindiktan sonra tutabilirler ve bu ¢evredeki
transmitterleri uzaklastirarak sinaptik aktiviteleri diizenlemeye yardimei olurlar. Glutamat
ve dopamin gibi ndrotransmitterlerin diizeylerini diizenledikleri bilinmektedir (Kandel vd.,
2000; Temburni ve Jacob, 2001; Lopez vd., 2007).
S. Bazi1 aminoasitlerin beyinde sentezi i¢in dnemli bir merkez gorevi goriirler (He ve

Sun, 2007).
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6. Astrositler bulundurduklari karbonik anhidraz enzimi yardimi ile asit-baz dengesini

diizenlerler (Maragakis ve Rothstein, 2006).

2.2. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii ya da hiicre siklusu; cogalmak iizere uyarilmis bir hiicrede
gerceklesen bir dizi gegici biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin goériildiigii, birbirine
tipa tip benzeyen iki hiicre olusmasiyla tamamlanan bir siirectir. Hiicre dongilisi,
proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi temel hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemektedir.
Bu nedenle, organizmadaki her tiirlii fizyolojik ve/veya patolojik durumda kritik bir 6neme
sahip olmaktadir (Ar1, 2008).

Hiicre dongiisii interfaz ve mitoz olmak iizere iki temel kisimda incelenmektedir.
Interfaz asamasi sirasiyla G1, S ve G2 fazlarindan olusurken; mitoz ise profaz, metafaz,
anafaz, telofaz, karyokinez ve sitokinez asamalarindan olusmaktadir (Sekil 2.3) (Smith vd.,
2007; Klug ve Cummings., 2003).

Hucre Bluyumesi

G, Evresi DNA

Sentezi

INTERFAZ

S Evresi

BlylUme ve Mitoza Hazirlik
Sekil 2.3. Hiicre dongiisii ve agsamalar1 (Berrak, 2004)
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Hiicre interfaz siiresince boliinme igin gerekli olan hazirliklar1 yapar. Hiicre G1
(gap 1) evresi boyunca metabolik olarak aktiftir, RNA ve protein sentezlerini
gerceklestirilerek DNA replikasyonuna hazirlanir. G1 evresini, DNA replikasyonunun yer
aldig1 S (sentez) evresi izler ve bu evrede hiicre hizlica DNA miktarmi iki katina ¢ikarir.
Replikasyon sirasinda DNA iplikgiklerinin birbirinden ayrilmasi onlar1 ultraviyole, g¢esitli
ila¢ ve mutajenler gibi dis ajanlarin etkisine acik hale getirir. Bu yiizden DNA sentezi bir
kez basladi m1 hizla bitirilmelidir. DNA sentezinin tamamlanmasini, mitoza hazirlik i¢in
gerekli olan proteinlerin sentezlendigi G2 (gap 2) evresi izler. GO fazi ise, dongiisiinii
tamamlayan bir hiicrenin tekrar dongiliye katilmayarak sessiz olarak kaldigi faz olarak

tanimlanmaktadir (Esposito vd., 2004; Howell ve Lew, 2012; Cooper ve Hausman, 2006).

2.2.1. Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalari

Hiicrelerin ¢ogunda, hiicre dongiisliniin farkli evreleri arasindaki diizen diger
biyolojik olaylarda oldugu gibi ¢esitli mekanizmalarla siki bir sekilde denetlenir. Hiicre
dongiisiiniin cesitli evreleri arasindaki bu koordinasyon, déngiiniin bir 6nceki evresindeki
olaylar tamamlanmadikg¢a bir sonraki evrenin baslamasini engelleyen kontrol noktalart ve
geri bildirim kontrollerinden olusan bir sisteme sahiptir. Kontrol noktalari eksik veya
hasarli genetik bilginin yavru hiicrelere ge¢mesini engellemekte 6nemli rol oynamaktadir

(Howell ve Lew, 2012).

Hiicre dongiisiinde gorevli ii¢ tane kontrol noktasindan birincisi, G1/S kontrol
noktas1 olup, S evresine girmeden 6nce olusmus veya bir 6nceki kontrol noktasi olan mitoz
evresinde meydana gelmis DNA hasarmin varligini kontrol eder. Herhangi bir hasar
belirlenmesi durumunda dongiiyii G1 deki kontrol noktasinda durdurur ve S evresine
girmesini engeller. Boylece S fazinda hasarli DNA’nin kopyalanmasi 6nlenmis olur.
Ikinci kontrol noktast G2/M kontrol noktasi, DNA hasarina ek olarak cesitli hiicre dist
sinyallere cevap veren G1 kontrol noktasindan farkli olarak, sadece DNA hasarina cevap
verir. Dolayisiyla, replikasyon hatalar1 ig¢in onemli bir kontrol noktasi olup, DNA

replikasyonu tamamlanmadik¢a mitozun baslamasini 6nler.

Genomun biitlinliigiinii saglayan son kontrol noktasi mitoz i¢inde yer alan M

kontrol noktasidir.  Hiicre dongiisliniin metafazdan anafaza gegisi sirasinda gorev
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yapmaktadir. Bu kontrol noktasinda kromozomlarin yavru hiicrelere tam ve dogru
dagitilmasi i¢in metafaz plagindaki say1 ve dizilimleri kontrol edilir (Howell ve Lew, 2012;
Liileyap, 2008).

2.2.2. Hiicre dongiisiiniin kontrol edilmesinden sorumlu olan molekiiller

Hiicre dongitisii siklinler (CYC), siklin bagimli kinazlar (CDK) ve siklin bagimli
kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan kontrol edilir (Lodish vd., 2011).

Siklinler; hiicre dongiisii esnasinda gerektigi zaman sentezlenen ve ardindan
gorevini tamamladiginda hizla parcalanan bir protein ailesidir. Siklin bagiml kinazlar ise
hiicre dongiisii diizenleyici proteinleridir ve sadece siklinlere baglandiklarinda aktive
olmaktadirlar. Bir kez aktive olan siklin/CDK kompleksi, DNA replikasyonu ve mitozdaki
bir¢cok islemin kontroliinde rolii olan proteinleri fosforile eder. Siklin bagimli kinaz
inhibitorleri ise siklin/CDK komplekslerinin aktivitelerini denetleyerek, siklin/CDK
kompleksinin olusumunu ve DNA replikasyonunu inhibe ederler. Diizenli olarak kontrol
edilmeyen siklin/CDK aktivitesi, artmig hiicre ¢cogalmasina ve genomik kararsizliga neden
olmaktadir. Bu durum; hiicrenin Oliimsiizlik kazanmasmma ve sonu¢ olarak

kanserlesmesine neden olur (Esposito vd., 2004).

2.3. Hiicre Oliimii

Canlilar yasamlar1 boyunca, hiicrelerini belirli bir sayida tutmak ve hasar gdren
hiicrelerini yenileyebilmek i¢in ¢ogalma &zelligi gosterirler. Fakat hiicrelerin, ¢gogalmasi
ve Oliimi arasinda bir denge kurulmasi gerekir. Organizma gen¢ ve yeni hiicreler ile
devamliligin1 saglarken, gorevini tamamlamig, yaslanmis ya da hasar gormiis hiicrelerini
de ¢esitli mekanizmalarla ortadan kaldirmasi gerekmektedir.  Hiicrelerin ortadan
kaldirilmas: siirecine hiicre 6liimii ad1 verilir. Hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi embriyolojik

gelisim ve doku homeostazi igin 6nemli bir asamadir (Simsek ve Vatansever, 2014).

Genel olarak, biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik olarak ele alindiginda

birbirinden farkli mekanizmalara sahip olan {i¢ farkli hiicre 6limi tiirii tanimlanmistir.
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Bunlar; nekroz, programli hiicre 6limii (apoptoz), ve otofajidir (Kam ve Ferch, 2000;
Esrefoglu, 2009).

2.3.1. Nekroz

Nekroz, hiicrelerin genellikle olumsuz fiziksel ya da kimyasal sartlar sonrasinda
yaralanmasi ve bunun sonucunda da sisip, patlayarak Olmesi olarak tanimlanabilir.
Nekroza ugrayan bir hiicrede, zar biitlinliigli bozuldugu i¢in hiicrenin gegirgenligi artar.
Hiicre igine asir1 sivi girmesinden dolayr hiicreler siser. Artan zar gegirgenliginin
sonucunda ise, hiicre ve organel par¢alanmasi ve bu igerigin hiicreler arasi bosluga
salinmas1 gergeklesir. Bu olay da iltihaplanmaya (inflamasyon) neden olmaktadir

(Kroemer vd., 2009).

Hiicre i¢ci ATP seviyesi hiicrenin nekrozla mi veya apoptozla mi dlecegine yon
verir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol igin gerekli olan enerjiyi

saglayamayacak ve nekroz ile 6lecektir (Nicotera ve Melino, 2004 ) .

2.3.2. Apoptoz

Apoptoz, terimi ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda
kullanilarak canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir
hiicre 6lim tipi olarak tanimlanmistir (Kerr vd., 1972).  Eski bir yunan terimi olan
apoptoz, kelime anlami olarak yapraklarin agactan, petallerin ¢igekten dogal olarak
diismesi anlamina gelmektedir. Teorik olarak ise apoptoz, ¢esitli travmatik hiicre dist
lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan
programlanmig bir mekanizma vasitasiyla hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif bir islem olup,

hiicrenin intihart olarak da tanimlanmaktadir (Berrak, 2014).

Apoptotik hiicreler tipik morfolojik degisimleri ile ¢evre hiicrelerden ve diger hiicre
Oliim tiplerinden kolayca ayirt edilebilmektedir. Apoptoz hiicresel veya dis kaynakh
bir¢ok uyari ile tetiklenebilir. Apoptotik uyarim alan hiicre, hacminin yarisina diiger, ¢cevre
ile olan baglantilarin1 keser ve mikroviluslarini yavas yavas kaybeder (Kiiltiirsay ve

Kayikgioglu, 2002). Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda apoptotik bir hiicrenin
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yiizey adhezyon kaybi nedeniyle hiicre zarmin seklinin bozuldugu ve kabarcik seklinde
yapilarin olustugu rapor edilmistir. Bu asamada mitokondri morfolojik olarak saglamdir
ve burada esas hasar goren organel g¢ekirdektir. Plazma ve c¢ekirdek yogunlagmasini
takiben kromatinin kiimelenmesi sekillenir. Kromatindeki degisikliklerin baslamasinin
hemen 6ncesinde sitozolik kalsiyum iyonun (Ca"™) diizeyinde énemli bir artis olmaktadir.
Cekirdekte kromatin yogunlasir ve DNA pargalanir. DNA parcalanmasinin Ca’" artisia
duyarli endoniikleaz enzimleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Agir hasara ugrayan
hiicrenin organel ve zar yapist bozulmakta ve hiicre parcalanmaktadir. Son asamada,
cekirdek igerigini iceren zarla g¢evrili apoptotik cisimcikler olusur ve bunlar ¢evredeki
hiicreler tarafindan fagositozla ortamdan uzaklastirilirlar ( Rajesh vd., 2009; Sartorius vd.,
2001).

Apoptotik hiicre 6liimii temel olarak iki yolla ger¢eklesmektedir. Bunlar dis yolak
(6lim reseptorleri) ve i¢ yolak (mitokondriyal) olarak adlandirilir (Sekil.2.4). Bu iki
yolakta birbirleriyle baglantili olup, her iki yolda da merkezi oyuncu sisteine bagli aspartat
spesifik proteaz (cystein aspartat spesific protease= caspase) ailesi olan kaspazlardir
(Wong, 2011). Kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptit bagini kiran proteaz enzimlerin
genel ismidir. Aktif merkezlerinde sistein amino asidi bulunmaktadir. Hiicrede, normal
kosullarda inaktif (pro-kaspaz) olarak bulunurlar. Apoptotik siirecte pro-kaspazlar
proteazlar tarafindan aktif kaspaz haline doniismektedirler. Boylece bir selale (kaskad)

seklinde birbirlerini aktive ederek ¢alismaktadirlar (Bilir ve Ergiliven, 2012).

Apoptozda aktive olan kaspazlar iki sekilde siniflanmaktadir. Bunlar apoptotik
sinyali baslatmak i¢in gerekli olan baslatici kaspazlar ve proteinlerin geri doniisiimsiiz
fonksiyonlarmin degisiminde aspartik asit kalintilarin1 koruyan diizenleyici proteinler ve
cesitli yapisal proteinlerin pargalanmasinda rolii olan sonlandir1 (Sldiiriicii) kaspazlardir.
Bu aile tiyelerinden baslatic1 kaspazlar kaspaz 2, 8, 9 ve 10 olup, sonlandirici kaspazlar ise

kaspaz 3, 6 ve 7 dir (Pradelli vd., 2010; Simsek ve Vatansever, 2014).

Apoptotik i¢ yolagin (mitokondriyal) diizenlenmesinde Bcl-2/Bax gen ailesi 6nemli
rol oynamaktadir. Bu gen ailesi anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xI, Mcl-1, Bcl-w, Al) ve pro-
apoptotik (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bad, Bik, Bim, BIlk) iiyelerinden olusmaktadir.

Hiicredeki apoptotik uyarilarin alinmasindan sonra proapoptotik proteinlerden Bid;
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mitokondri dis zarinda bulunan anti-apoptotik Bcl-2/ Bcl-x1 kompleksine baglanir ve bu
kompleksin pro-apoptotik proteini olan Bax ile iliski kurmasini engeller. Aktiflesen Bax,
mitokondri zarmin gecis porlarmin agikligimi degistirerek mitokondriden sitoplazmaya;
basta sitokrom-c, Smac/diablo (Second mitochondria-derived Activator of Caspase),
Endoniikleaz-G (Endo-G), Ca™ ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktdr) gibi maddelerin
salmimini uyarir. Sitokrom c¢’nin Apaf-1 'e baglanmasi prokaspaz-9'u aktive eder ve
olusan bu kompleks apoptozom olarak isimlendirilir. Aktiflesen kaspaz 9, prokaspaz-3’i
aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD)
inaktiflestirir, bdylece apoptozun karakteristik  bulgularindan olan  kromatin
yogunlagmasini ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonunu saglar (Shimizu vd., 2014;
Kang ve Reynolds, 2009).

icsel Gegit Dissal Gegit
Kemoterapi/Radyoterapi Olim ligandi ’

~ Olim reseptéri

Bcl-2, Bel-x |

L Sitokrom c/Apaf-1/dATP

Smac : 3 7 Kaspaz-9 - 25 4/
\\_,Kaspaz-3/7

—

XIAP
c-IAPlar, o J \’
ML-IAP j/\ pto
Smac mimetikleri Zy\ @
Sekil 2.4. Apoptoz uyariminda i¢ ve dis yolak isleyis mekanizmalar1 (Vucic ve Fairbrother,
2007).

Hiicre zarinda Fas, TNF, DR4, DRS ya da TRAIL gibi isimler alan pek ¢ok farkl
oliim reseptorleri bulunmaktadir. Hiicre dis1 apoptotik sinyaller (iskemi, toksinler, UV
1s1nlar1, kemoterapotik ilaglar, radyasyon vb.) geldiginde in aktif halde bulunan reseptdrler
hiicre icindeki uygun ligandlariyla birleserek aktif hale gecerek hiicre igindeki in aktif
halde bulunan kaspaz 8’zi aktive ederek apoptotik siireci baglatirlar. Kaspaz 8 dis yolakta,
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baslatict kaspaz olarak gorev yapar; ciinkii reseptor ile apoptotik proteazlar arasindaki ilk
baglantidir ve bir anahtar niteligindedir. Aktive olan Kaspaz 8, diger kaspazlar1 (kaspaz 3,
6, 7) aktive eder ve aktiflesmis kaspazlar DNaz ile birlikte DNA yikimina neden olur
(Lileyap, 2008).

Hem nekroz hem de apoptoz, hiicre 6liim ¢esitlerinden olmasina ragmen her ikisi
arasinda da morfolojik ve biyokimyasal farkliliklar goriilmektedir. Nekroz ile apoptoz

arasindaki farkliliklar Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Nekroz ile apoptozun Karsilastirilmasi (Arslanytiiregi, 2009).

Nekroz Apoptoz

Morfolojik Degisiklikler

-Hiicre membran biitiinliigii bozulmustur.
-Hiicreler biiyiir ve siser.

-Hiicre lizisi gerceklesir.

-Kromatin yogunlagmasi olmaz.

Morfolojik Degisiklikler
-Hiicre membrani saglamdir.
-Hiicreler kiigiiliir.
-Organeller pargalanir.
-Apoptotik cisimcikler olusur.
-Kromatin yogunlagmasi olur.

Biyokimyasal Ozellikleri
-lyon dengesi kontrolliidiir.

Biyokimyasal Ozellikleri
-lIyon dengesi bozulur.

-ATP gerekmez. -ATP gereklidir.
-DNA rastgele pargalanir. -DNA kiriklar belirli baz sayisinda kirilir.
Diger Ozellikler Diger Ozellikler

-Patolojik etkiler sonucu gerceklesir.
-Hiicreler grup halinde oliirler.

-Lizozomal enzimler sayesinde uzaklagtirilir.

-Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir.
-Hiicreler tek tek veya birkaci1 bir arada
oliir.

-Inflamasyon gériiliir. -Komsu  hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler.

-Inflamasyon gériilmez.

2.3.3. Otofaji

Otofaji normal biiyiime kosullar1 altinda hiicresel homeostazin siirdiiriilmesinde ve
stres kosullar1 altinda hiicre canliliinin korunmasinda kritik islevlere sahip olan son
derece korunmus bir siirectir. Otofaji, hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin bir
kesecik igine alnarak lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada
parcalanmasini saglayan bir mekanizmadir. Son yillarda yapilan c¢alismalar otofajinin;

metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenez, hiicre farklilagsmasi, yaslanma, hiicre 6limii ve
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bagisiklik sisteminin bir pargast olarak hiicre ici patojenlerin yikiminda etkili bir rol

oynadigini ortaya koymaktadir (Shintani ve Klionsky, 2004)

2.4. Sinir Sistemi Tiimorleri

Kanser; fiziksel, kimyasal ya da biyolojik etkenler sonucunda hiicre boliinmesi ve
hiicre oliimii arasindaki dengenin bozulmasi sonucu olusan kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi
olarak tanimlanabilir (Lodish vd., 2011). Giinlimiizde kanser, hala tiim diinyadaki en
onemli saglik problemlerinden birisidir. WHO yaptig: istatiksel ¢alismalara gore kanser
insanda oOliime yol acan nedenler arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada

gelmekte olup tiim 6liimlerin yaklasik %23,3' inii olusturmaktadir (Ma ve Yu, 2006).

Kanser, viicuttaki hiicrelerden herhangi birinin anormal ¢ogalmasi ile ortaya ¢iktigi
icin gerek davranis, gerek tedavi yontemi, gerek de tedaviye yanit agisindan biiyiik 6l¢iide

degisiklik gosteren ¢ok sayida tiire sahiptir (Jemal vd., 2008).

Santral sinir sistemi timdrlerinin biyiik bir ¢ogunlugunu glial hiicrelerden kdken
alan gliomalar olusturmaktadir. Gliomalar, her yasta goriilebilir ancak genel olarak
goriilme sikligr 45-70 yas araligindadir (Mamati, 2006). Bununla beraber néroepitelyal
kokenli ¢ocukluk ¢agi tlimorlerinin ise % 20’sini teskil etmektedir. Cocuklarda dliimciil
hastaliklar siralamasinda lI6semiden sonra ikinci sirada yer alirken, yetiskinlerde ise tigiincii
sirada gliomalar yer almaktadir. Erkeklerdeki goriilme sikligi kadinlara oranla % 40 daha
fazladir. Bu farklilik, kadinlarin dogurma kapasiteleri ile ilgili olarak hormonlarin

koruyucu etkisinden kaynaklanmaktadir (Kumar vd., 2010).

Santral sinir sistemi tiimorlerinin ilk histolojik tiplendirmesi 1979 yilinda Ziilch
tarafindan yapilmis ve yayinlanmistir (Fritz vd., 2000). 1993 yilinda WHO tarafindan
merkezi sinir sisteminde goriilen tlimorlerin davraniglarina gore farkli bir skala daha
gelistirilmistir. Bu skalaya gore, en az saldirgan olan kotii huylu tiimérler smif I ve en
fazla saldirgan olan tiimorler ise smif IV olarak, I’den IV’e kadar derecelendirilmistir.
Bunun ardindan yine WHO tarafindan “Onkoloji Hastaliklart i¢in Uluslararasi
Siniflandirma (International Classification of Diseases for Oncology, ICD-0)” yapilmis ve

V’lik derecelendirme sistemi kullanilmistir. 2000 yilinda yayimlanan bu rapor daha sonra
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2001, 2005, 2007, 2009 ve 2012 yilinda yenilenerek Cizelge 2.2 de gosterildigi sekilde

tekrar yaymlanmustir.

Cizelge 2.2. Santral sinir sistemi tiimdorlerinin siniflandirilmasi (Fritz vd., 2000).

Tiimér Tiirii oS oo :)E‘[V)r’cl)nls
Simiflamasi Kodu Kodu
Astrositik Tiimorler (Astrositoma)
Subependimal biiyiik hiicre I 9384 1
Pilositik I 9421 1
Diisiik grade I 9400 3
Pleomorfik ksantoastrositoma -1 9424 3
Anaplastik Il 9401 3
Glioblastoma v 9440 3
Oligodendrogliomalar
Disiik grade I 9450 3
Anaplastik Il 9451 3
Oligoastrositomalar
Diisiik grade I 9382 3
Anaplastik Il 9382 3
Ependimal Tiimérler
Subependimoma I 9383 1
Miksopapiller | 9394 1
Diisiik grade I 9391 3
Anaplastik i 9392 3
Koroid pleksus tiimorler
Papilloma I 9390 0
Karsinoma In-1v 9390 3
Noral/Glial tiimorler
Gangliositoma I 9492 0
Ganlioglioma I-11 9505 1
Anaplastik ganglioglioma Il 9505 3
Desmoplastik infantil ganglioglioma I 9412 1
Disembriyoplastik néroepitel timor I 9413 0
Merkezi nérositoma I 9506 1
Pineal tiimérler
Pineositoma I 9361 1
Intermedial farkin  pineal parankimal | I]-]V 9362 3
timorii v 9362 3
Pineoblastoma
Embriyonel timérler
Medulloblastoma i 9470 3
Diger PNET ler Il 9473 3
Medulloepitelioma Il 9501 3
Noroblastoma Il 9500 3
Ependimoblastoma 1"l 9392 3
Kraniyal ve spinal sinir tiimorleri
Schwannoma I 9560 0
Kétii huylu periferik sinir kilifi timori In-1v 9540 3
Menenjial timdrler
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Menenjiyoma | 9530 0
Atipik menenjiyoma I 9539 1
Papiller menenjiyoma -1 9538 3
Hemanjiyoperisitoma -1 9150 3
Anaplastik menenjiyoma 1 9530 3

SSS’de goriilen en yaygin kanser c¢esidi Cizelge 2.2.’de goriilecegi gibi astrositik
timdrlerdir. Bunu oligodendroglial ve ependimal tiimorler izlemektedir (Caldarella vd.,

2013).

2.5. Glioblastoma multiforme (GBM)

En tehlikeli astrositik tiimorlerden olan glioblastoma multiforme (GBM), tim
intrakraniyal tlimorlerin %12-15" ini ve astrositik tlimorlerin %50-60" 11 olusturmaktadir.
Bu tiimorler, genellikle 45-70 yas arasindaki eriskin bireylerde siklikla goriiliirken,
cocuklarda goriilme oran1 daha azdir (Tugruli, 2008; Mamati, 2006).  Yapilan
arastirmalarda GBM’nin lokal olarak gelisecegi gibi, metastas seklinde de olusabilecegi

rapor edilmistir (Elsamaloty vd., 2006).

Makroskobik olarak incelendiginde tiimor dokusu igerisinde yumusak alanlar,
kiigiik kanama bolgeleri ve nekrotik alanlarin oldukga fazla oldugu gozlenmektedir. Sekil

2.5’de GBM gelismis insan beyin kesiti gosterilmektedir (Bayram, 2012) .

Sekil 2.5. Glioblastoma multiforme gelismis bir beynin kesit gortintiisii (Bayram, 2012).
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Beyin kanserine neden olan faktorler {izerinde pek ¢ok arastirma yapilmis ve halen
de yapilmaktadir. Yapilan g¢aligmalarda, endiistri alaninda calisan kisilerde ozellikle,
formaldehit, akrilonitril, fenol, fenolik bilesikler, komiir katrani, karbon tetra kloriir, N-
nitrozo bilesikleri, sentetik kauguk ve vinil klorid gibi norotoksik ve karsinojenik olan
maddelere maruz kalindiginda GBM olusum sikliginin arttigr goriilmiistiir. Bunun yani
sira cinsiyet, genetik yatkinlik, iyonize ve non-iyonize radyasyon, elektromanyetik alanlar,
pestisit uygulamalari, cep telefonlari, sigara kullanim1 ve beslenme aliskanliklarinin da risk

faktoriinii arttirdigr bilinmektedir (Wrensch vd., 2002).

GBM, tanis1 konduktan sonra hastalarin ¢ogunlukla bir seneden daha az yasadig
belirlenmistir (Liang vd., 2005). Bu nedenle, gliomalar igerisinde diisiik sag kalim, az
diferansiye ve en kotli prognozu olan beyin tiimorii ¢esidi olarak tanimlanmaktadir (Goriir,
2012). Genel olarak GBM teshisi konulan bir hastaya ilk olarak timor bulunan alanin
temizlenebilmesi i¢in cerrahi miidahale yapilmaktadir. Ardindan ise radyoterapi ve
kemoterapi uygulamalar ile yasam siiresi uzatilmaya ¢alisilmaktadir (Maher vd., 2006).
Kemoterapi tedavisinde siklikla alkilleyici ajan olarak bilinen temazolomid (TMZ) ve
karmustin (BCNU) isimli ilaglar kullanilmaktadir (Sekil 2.6). Bu iki ilagta kan beyin
bariyerini rahatca gecebilmektedir. TMZ, G2/M fazinda hiicre dongiisiinli durdurken, ve
BCNU ise DNA replikasyonunu ve DNA transkripsiyonunu engelleyerek hiicre 6liimiine
yol agmaktadir (Paul-Samojedny vd., 2016). Kemoterapi, radyoterapiye gore daha az
bagarilidir. Bunun sebepleri arasinda tedavi amaci ile kullanilan ilaglarin kan-beyin
bariyerini gecememesi veya bu tiimor ¢esidinin kullanilan ilaglara karsi direng gelistirmesi
sayilabilir.  Bu nedenle giiniimiizde yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in siirekli olarak

calismalar yapilmaktadir (Reithmeier vd., 2010).

/\
NN NN NN
O’/
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0

Sekil 2.6. Temozolomid ve karmustinin organik yapisi (Sarin, 2016).
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2.6. Fisetin

Flavonoidler bitkilerde bulunan ve insan saglig1 lizerinde olumlu etkileri olan diisiik
molekiil agirlikli dogal bilesiklerdir (Felicia vd., 1997; Sghaiera vd., 2011). Flavonoid
bilesikleri, C6-C3-C6 karbon iskeleti ile karakterize edilen polifenollerdir. Yapilar
heterosiklik (C) bir halde bulunan ii¢ karbonlu bir zincirle baglanmis iki fenolik (A,B)
halkadan olusur (Sekil 2.7). Sayilan yaklasik 9000' in iizerinde oldugu tahmin edilen
flavonoidler molekiiler yapilarmma goére flavonlar, flavanonlar, flavonoller, isoflavonlar,
antosiyanidin ve flavanoller (katesin) diye alt1 sinifta toplanmaktadir (Gibellini vd., 2011;
Buer vd., 2010)

Sekil 2.7. Flavonoid iskeleti (Tapas vd., 2008).

Flavonoidlerle yapilan ilk ¢aligmalarda insanlarin kalp sagligini koruyucu etkisinin
oldugu belirlenmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise bu bilesiklerin anti-oksidant,
anti-tiimoral, anti-proliferatif, anti-inflamatuar, anti-viral gibi ¢esitli biyolojik 6zelliklere
sahip oldugu belirlenmistir (Choi, 2007; Lee vd., 2011; Sghaiera vd., 2011).

Fisetin (3,3°,4’,7-tetrahydroxyflavone) flavonoidlerin bir alt grubu olan flavonol
bilesiklerindendir ve 2 ila 160 pg/g konsantrasyonlarinda cilek, elma, Japon hurmasi,

lizim, sogan, salatalik gibi sebze ve meyve tiirlerinde bulunmaktadir. Fisetinin molekiil

formiilii C15H1006.XH20 ve molekiil agilig1 286,24 g/mol’ diir (Sekil 2.8) (Lu vd., 2005).
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Sekil 2.8. Fisetinin organik yapisi (Shia ve Tsai, 2009).

Kemirgen ve insan kanser hiicre hatlariyla yapilan in vitro ¢alismalarda fisetinin
zamana ve doza bagl olarak karaciger (Constantin vd., 2011), akciger (Touil vd., 2011),
serviks (Ying vd., 2011), prostat (Haddad vd., 2010), mesane (Li vd., 2010), 16semi (Kim
vd., 2010), bobrek (Lee vd., 2008) gibi ¢esitli kanser hiicre dizileri tizerinde farkli dozlarda

sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan ¢aligmalarda fisetin’in farkli konsantrasyonlar da ¢esitli tiimor hiicrelerinde
genel olarak hiicre dongiisiinii durdurarak ve/veya degisik sinyal yolaklar1 {izerinden
apoptoz mekanizmasini tetikleyerek hiicre ¢ogalmasini baskiladigi gosterilmistir (Chen

vd., 2002; Lu vd., 2005).

Bu calismada ilk olarak insan glioblastoma multiforme (T98G) hiicre dizileri
tizerindeki farkli fisetin dozlarmmin doza ve zamana bagli olarak hiicre morfolojisi ve
cogalmasi lizerindeki etkisi arastirilmistir. T98G hiicre dizilerinde fisetinin yapmis oldugu
morfolojik degisimler elektron mikroskobu ile incelenmistir. Ayrica ayni g¢alismada
secilen dozlarin apoptoz/nekroz oranlari ve kaspaz 3, 8, 9, Bax, Bcl-2 ve survivin gen
ekspresyonlari tizerindeki etkileri de ilk defa incelenmistir. Son olarak da, fisetinin normal
hiicreler tizerindeki olast morfolojik, sitotoksik ve apoptotik etkileri saglikli insan bronsial
epitelyum (BEAS-2B) hiicre dizisinde arastirllmistir. Bu sekilde fisetinin kanserli hiicre

normal hiicre lizerindeki etkileri farkli yontemler kullanilarak karsilastirilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel calismamizin tamami Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-Edebiyat

Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii; Hiicresel Arastirma Laboratuvarinda yapilmaistir.

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler Cizelge 3.1. ve 3.2.°de

gosterilmistir.

Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler.

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma
Fetal Bovine Serum (Fetal Dana Serumu, FBS) Sigma
Penisilin-Streptomisin Cozeltisi Hyclone
90,25 Tripsin-EDTA Cozeltisi Sigma
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline, PBS) Sigma
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Carlo Erba
3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5difeniltetrazolium bromid (MTT) Applichem
Tripan Mavisi Sigma
Hank'in Dengelenmis Tuz Cozeltisi (Hank's Balanced Salt Solution, Sigma
HBSS)

Fisetin Sigma
Karmustin Sigma
RNA Izolasyon Kiti Roche
cDNA Sentez Kiti Roche
Green Master Kiti Roche
Hiicre Oliimiinii Belirleme Kiti Roche
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: Riedel de
0 )
%99.8’lik Etanol (C,Hs0H) Haen
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Merck
Dithiothreitol (DTT) Invitrogen
Cizelge 3.2. Deneylerde kullanilan sarf malzemeler.
25 cm?’lik Kiiltiir Kabi Orange
Scientific
75 cm®’lik Kiiltiir Kabi Sarstedt
96 Kuyucuklu Kiiltiir Kab1 Sarstedt
Tek Kullanimlik Serolojik Pipet Ratiolab
Santriftij Tiipleri Corning
Tek Kullanimlik Filtreler Sartorius
Eppendorf Tiip (1,5 mL) Neptune
Sekiz Kanalli PCR Tiipii Roche
Hiicre Sayim Cihazi Lamlar Roche
Filtreli Tek Kullanimlik Pipet Uglar1 Thermo

Deneylerde kullanilan cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili olarak

kuru hava sterilizatoriinde 120 °C’de 90 dakika tutularak, sivi maddeler ise steril tek

kullanimlik 0,22 ve 0,45 um aralikli selliiloz nitrat filtrelerden gegirilerek kullanilmistir.
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Hiicre kiiltiir islemleri steril kabin ic¢inde gerceklestirilmis olup, her ¢alismadan
once 15 dakika ultraviyole lamba ile ortam steril edildikten sonra, ¢alisilan yiizey %70’lik

alkol ile silinmistir.
3.2. Deneylerde Kullanilan Hiicre Hatlar

Bu calismada, Amerikan Kiiltir Koleksiyonundan (ATCC) satin alinan ve
dondurularak -196 °C’de sivi nitrojen tankinda saklanan insan glioblastoma multiforme
(T98G) ve saglikli insan bronsial epitelyum (BEAS-2B) hiicre hatlar1 kullanilmistir

(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Deneylerde kullanilan hiicre hatlari.

Insan Glioblastoma Multiforme Hiicre Hatt1 (T98G) ATCC® CRL 1690™

Saglikl1 insan Bronsial Epitelyum Hiicre Hatti (BEAS-2B) ATCC® CRL 9609™

3.3. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

-196 °C’de siv1 azot tankinda bulunan hiicreler tanktan cikarilip oda sicakliginda
¢oziildiikten sonra 15 mL’lik steril santrifiij tiipiine, %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1
Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
besiyeri igine aktarilarak ve 1200 devir/dakika (rpm) 4 °C’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda iistteki sivi kisim (siipernatant) uzaklastirildiktan sonra dipte kalan
hiicreler 5 mL besiyeri igeren 25 em?’lik kiiltiir kaplarina ekilerek 37 0C’de, %5 CO, ve
%95 nem igeren inkiibatorde ¢ogaltilmistir. Besiyeri iki glinde bir degistirilmis ve hiicreler

kiiltiir kaplarinin %70’ini kaplayana kadar, bu isleme devam edilmistir.
3.4. Hiicre Serilerinin Pasajlanmasi
25 cm?lik kiiltiir kabindaki besiyeri pipet yardimiyla uzaklastirildiktan sonra

hiicreler 1,5 mL Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) ile iki kez yikanmistir. Daha sonra
tabana yapisik halde bulunan hiicreleri kaldirabilmek i¢in 9%0,25°lik Tripsin-EDTA
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solisyonundan 2 mL kiiltiir kaplarina konularak inkiibatore kaldirilmistir. Yaklasik 5
dakikalik bekleme siiresi sonunda hiicreler, mikroskop altinda kontrol edildikten sonra 9
mL besiyeri bulunan santrifiij tiipine alinarak 1200 rpm, 4 %C’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatantin tamami dokiildiikten sonra, 1 mL besiyeri eklenerek dipte kalan
hiicreler pipet yardimiyla homojen hale getirilip, 10 mL besiyeri igeren 75 em?lik kiiltiir
kabina konularak ¢ogalmalari i¢in tekrar inkiibatore kaldirilmigtir. Kiiltiir kaplarindaki
hiicreler, ters 151k mikroskobu kullanilarak canlilik, c¢ogalma ve kontaminasyon
bakimindan giinliik olarak takip edilmistir. Hiicrelerin besi ortami ise iki glin de bir

degistirilmigtir.
3.5. Hiicrelerin Sayimi

Deneye alimacak hiicreler %70 yogunluga ulastiktan sonra besiyerinin tamami
cekilip atilmig ve hiicreler 3 mL HBSS ile yikanmistir. Hiicrelerin tabandan ayrilmasi igin
3 mL %0,25°1ik Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek, 37 %C’de %5 CO,’li inkiibatorde 5
dakika bekletilmistir. Hiicrelerin tabandan ayrilip ayrilmadig: ters 151k mikroskobunda
kontrol edildikten sonra tabandan ayrilan hiicreler 9 mL besiyeri bulunan santrifiij tiiptine
alinarak, 1200 rpm’de, 4 °C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda, slipernatant
kisminin tamami atildiktan sonra 4 mL yeni besiyeri eklenip hiicreler pipet yardimi ile

homojen hale getirilmistir. Daha sonra hiicre sayim islemine geg¢ilmistir.

Hiicre sayimminda, tripan mavisi ile boyama yontemi kullanilmistir. Bu boyama
yonteminde, 6lii hiicreler hiicre zar1 biitiinliigiinii kaybettigi i¢in tripan mavisi boyasini
iclerine kontrolsiiz olarak alirlar. Fakat canli hiicreler hiicre zarlar1 saglam oldugu i¢in
boyayi iglerine almazlar ve bu nedenle boyanmazlar. Hiicre sayisi, hiicre sayim cihaz

(Cedex XS, Innovatis) kullanilarak hesaplanmustir.

3.6. Hiicrelerin Ekilmesi

Canli hiicre sayimi yapildiktan sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir
kuyucugunda 100 pL hacim i¢inde 1x10* hiicre olacak sekilde sekiz kanalli mikropipet
(Eppendorf) yardimiyla ekim yapilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler

deneye alinmustir.
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3.7. Tla¢ Dozlarimn Hazirlanmasi

Toz halde alinan fisetin (Sigma, F4043), dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
coziilerek 100 mM’lik ana stok hazirlanmistir. Deneylerde stok soliisyonundan DMEM
icerisinde seyreltilen 1, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 uM’lik fisetin dozlar1 kullanilmigtir
(Cizelge 3.4). Hazirlanan dozlar kuyucuklara 100 uL’lik hacim i¢inde olacak sekilde 24 ve
48 saat siire ile uygulanmistir. ilag icermeyen kuyucuklara ise sadece 100 pL besiyeri
konularak kontrol grubu olarak kullanilmistir. Her bir doz i¢in en az 8 kuyu olacak sekilde

deney tasarlanmstir.

Cizelge 3.4. Fisetin ve ¢oziicii kontrol (DMSO) uygulama gruplari

Sira | Uygulanan doz

1 Kontrol grubu (sadece besiyeri uygulandi)

1 uM Fisetin doz grubu

50 uM Fisetin doz grubu

100 uM Fisetin grubu

200 puM Fisetin doz grubu

300 uM Fisetin doz grubu

400 uM Fisetin doz grubu

500 uM Fisetin doz grubu

500 puM ¢oziicii kontrol (DMSO) doz grubu

Oo|INO|OAWIN

Calismada pozitif kontrol olarak karmustin (Sigma, C0400) kullanmilmistir. Toz
halde alman karmustin DMSO icinde ¢oziilerek 100 mM’lik ana stok soliisyonu
hazirlanmistir.  Deneylerde stok soliisyonundan DMEM igerisinde seyreltilen 100; 200;
250; 300; 350; 400; 450 ve 500 uM’lik karmustin dozlart kullanilmistir (Cizelge 3.5).
Hazirlanan dozlar kuyucuklara 100 pL’lik hacim i¢inde olacak sekilde 24 ve 48 saat siire
ile uygulanmustir. Ila¢ igermeyen kuyucuklara ise sadece 100 pL besiyeri konularak
kontrol grubu olarak kullanilmistir. Her bir doz i¢in en az 8 kuyu olacak sekilde deney

tasarlanmistir.

Cizelge 3.5. Karmustin ve ¢6ziicii kontrol (DMSO) uygulama gruplari

Sira Uygulanan doz

1 Kontrol grubu (sadece besiyeri uygulandi)
2 100 uM Karmustin doz grubu

3 200 pM Karmustin doz grubu

4 250 puM Karmustin grubu

5 300 pM Karmustin doz grubu
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350 uM Karmustin doz grubu
400 uM Karmustin doz grubu
450 uM Karmustin doz grubu
500 uM Karmustin doz grubu
0 500 uM ¢oziicii kontrol (DMSO) doz grubu

RPlO|00|N| O

3.8. Hiicrelerin Ters Isikk Mikroskobu fle Morfolojik Gériintiilenmesi

Farkli fisetin dozlar1 ile muamele edilen T98G ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki
doza ve zamana bagli olusan morfolojik degisimler ters 11k mikroskobunda (Nikon

Eclipse, TC100) incelenmis olup, Kameram 21 programi yardimiyla goriintiilenmistir.

3.9. Mitokondriyal Aktiviteye Dayal Hiicre Cogalmasinin Belirlenmesi (MTT)

Fisetinin hiicre c¢ogalmasi {izerindeki etkisi 3-[4,5-dimetiltriazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium bromide (MTT) yontemi ile arastirilmistir. Ilk kez Mosmann tarafindan
tanimlanan ve daha sonra Alley ve ark. tarafindan gelistirilen bu yontem, hiicre ¢ogalmasi
ve canliligini in vitro ortamda belirleyen, pratik, kolorimetrik bir metottur (Mosmann,
1983). Bu yontem genellikle hizli ¢ogalan ve mitokondriyal aktivitesi yiiksek olan hiicre
dizileri igin uygundur. Ozellikle kanserli hiicreler {izerinde yapilan ila¢ ¢alismalarinda

siklikla tercih edilen bir metotdur (Alley vd., 1988).

MTT canlh hiicrelere aktif olarak alinabilen ve mitokondriye bagl bir dizi
reaksiyonla mor renkli, suda ¢oziilmeyen formazana indirgenebilen bir boyadir. Hiicrede
bu boyanin tetrazolium halkasi, mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz enzimi
yardimiyla pargalamakta ve berrak sart renkli MTT boyasi, koyu mavi-mor suda
¢oziilmeyen formazana doniismektedir (Sekil 3.1). Formazan hiicre zarmi gecemedigi igin
hiicrenin i¢inde toplanmaktadir. Olusan formazan, DMSO veya diger uygun c¢oziicli
ilavesiyle ¢oziiliip serbest kalabilir ve kolorometrik olarak tespit edilebilir. Sonug olarak,
canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler MTT boyasin1 formazana
dontstiiriirken, olii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise formazana
doniistiremez. Bu nedenle bu yontemde hiicrelerin MTT boyasini indirgeme 06zelligi

hiicre canliliginin Olgiitii olarak alinmaktadir.  Sonu¢ olarak, 96 kuyucuklu kiiltiir
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kaplarindaki boyanin yogunlugu canli hiicre sayisi ile dogru oranti gostermektedir

(Meerloo vd., 2011; Kismal1 ve Sel, 2012).

CH,

CH, S/\S;

S
NQN \’\g'*CH3 +2H N
N\ /* °N g \ H
~N 1
N Siiksinat —N
Br- @ Dehidrogenaz Enzimi HBr

MTT Formazan
Sekil 3.1. MTT boyasinin formazana indirgenme reaksiyonu (Stockert vd., 2012).

Her deneyden oOnce taze olarak 5 mg/mL MTT, dengelenmis tuz ¢ozeltisi (PBS)
igerisinde ¢oziilerek 0.22 um’lik filtreden gegirilerek hazirlanmistir. Muamele siireleri
sonunda 20 pL MTT soliisyonu her bir kuyuya eklenerek, 37 °C, %5 CO,’li ortamda 4 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir kabinin igerigi dokiilmiis ve canli
hiicrelerde olusturulan formazan tuzunun ¢6ziinmesi i¢in her bir kuyucuga 100 uL. DMSO
eklenmistir. Karanlik ortamda 5 dakika beklendikten sonra dlgiimler mikroplaka okuyucu
(BioTek, Powerwave XS) ile 550 nm dalga boyunda yapilmigtir. MTT iiriinii olan
formazan yasayan hiicre sayisi ile iligki gosterdiginden, ilag verilen kuyucuklarda okunan
optik yogunluk kontrole gore yasayan hiicrelerin yiizdesine ¢evrildi. Bu islem ig¢in

asagidaki formiil kullanilmistir (Oztopgu vd., 2015).

Hiicre canlilig1 (%):_Her bir kuyucuktaki ilac verilen hiicre absorbansi x100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

Her bir deney birbirinden bagimsiz olarak en az 3 kez tekrar edilmistir. MTT
yonteminden elde edilen veriler, Statistics Program for Social and Science 12.0 (SPSS)
programinda, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey’in ¢ok yonli
karsilagtirma yontemiyle istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Anlamlilik diizeyi olarak
p<0,05 kabul edilmistir. SPSS analizinden elde edilen veriler kullanilarak; kontrole gore
%350 oraninda hiicre 6liimiine neden olan doz hesaplanarak, ICsyp degeri olarak kabul

edilmistir.
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Ayrica, istatistiksel degerlendirmesi yapilmig olan verilerin grafiklerinin
hazirlanmasinda ise Microsoft Excel (Office 2007) programi kullanilmistir.  Cizilen

grafiklerde istatistiksel anlamliliklar uygun isaretler (*) ile gosterilmistir.
3.10. DNA Fragmantasyonunun ELISA Yoéntemiyle Belirlenmesi

Hedef molekiilii isaretlemek icin enzimlerin kullanildigr yontemlere Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ya da Enzyme Immunoassay (EIA) denir. Genis
tan1 parametrelerinin olmasi, ticari olarak kolayca temin edilebilmesi, yontemin kolay
uygulanabilirligi, ¢ok sayida Ornegin kisa silirede calisilabilmesi ve sonuglarin
spektrofotometrik olarak kalitatif, semi-kantitatif ya da kantitatif degerlendirilebilmesi bu

testlerin avantajlari olarak sayilabilir (Bayram, 2013).

Fisetinin, hiicre canliligimi baskiladigi dozlar belirlendikten sonra bu etkinin
apoptoz / nekroz bagimli olup olmadigini belirlemek iizere Hiicre Oliimiinii Belirleme Kiti
(Cell Death Detection ELISA Plus Kit, Roche) kullanilmistir ve tiim islemler kitte yazili
protokole uygun olarak gerceklestirilmistir.

1. T98G ve BEAS-2B hiicreleri her bir kuyuda 1x10* hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekim yapilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra T98G hiicreleri
50, 100, 200 uM ve BEAS-2B hiicreleri ise 100, 200, 300 uM fisetin dozlari ile 24 saat
siire boyunca muamele edilmistir.

2. Inkiibasyon siiresinin sonunda 96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 27 °C, 200 xg’de 10
dakika santrifiij edilmigtir.

3. Santrifiij sonunda secilen kuyulardaki siipernatantin tamami eppendorf tiiplere
alinmigtir (Nekroz igin).

4. Stipernatant1 alinan her kuyuya daha sonra 200 pL lizis tamponu eklenip oda
sicakliginda 30 dakika beklenmis ve sonrasinda kiiltiir kaplar1 27 °C, 200 xg’de 10 dakika
daha santriflij edilmistir.

S. Santrifiijden sonra segilen kuyulardaki icerik 20 pL alinarak streptavidin kaph
kuyulara aktarilmistir. Daha sonra bu kuyularin iizerine; immiinoreagent (1440 pL
inkiibasyon tamponu, 80 pL anti-histon biotin, 80 pL anti-DNA pod) karisimindan 80 uL

eklenerek oda sicakliginda calkalayici iizerinde 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
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amaci anti-histon biotin antikorunun niikleozom iizerinde bulunan histon proteinlere ve
kuyularda streptavidine baglanmasini saglamaktir. Anti-DNA pod antikoru ise bu islem
esnasinda niikleozomlarda bulunan DNA’ya baglanmaktadir.

6. Inkiibasyonun bitmesiyle tiim kuyular 300 pL inkiibasyon tamponu ile 3 kez
yikanmistir. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga kit igerisinde bulunan ABTS
solisyonundan 100 pL eklenip renk degisimi gozleninceye kadar oda sicakliginda 20
dakika inkiibe edilmistir. ABTS soliisyonu bir 6nceki basamakta eklenen Anti-DNA pod
antikoru ile reaksiyona girerek renk vermektedir.

7. Stire sonunda her bir kuyuya 100 pL ABTS Stop soliisyonu eklenmis, tiim
reaksiyonlar bu sayede durdurulmustur. Son asama olarak her bir kuyudaki absorbans
degerleri mikroplaka okuyucu cihazi ile 405 nm dalga boyunda okunmustur.

8. Calismada kitte bulunan pozitif kontrol kullanmilmistir. Pozitif kontrole gore
niikleozomal DNA parg¢alanma orant % 100 kabul edilmis ve secilen fisetin dozlarinin
hiicrelerdeki DNA parcalanma oranlar1 kit protokoliinde belirlenen formiile gore
hesaplanmistir. Kor; 20 pL inkiibasyon tamponu +80 pL immiinoreagent karistmindan

olusmaktadir.
Zenginlestirme (Enrichment) Faktorii: (Doz-Kor)/(Kontrol-Kor)

Zenginlestirme faktorii hesaplandiktan sonra elde edilen veriler, Statistics Program
for Social and Science 12.0 (SPSS) programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
ardindan  Tukey’in ¢ok yonli karsilagtirma  yoOntemiyle istatistiksel —olarak
degerlendirilmistir. Anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 kabul edilmistir. Ayrica, istatistiksel
degerlendirmesi yapilmis olan verilerin grafiklerinin hazirlanmasinda ise Microsoft Excel
(Office 2007) programi kullanmilmistir. Cizilen grafiklerde istatistiksel anlamliliklar uygun

isaretler (*) ile gosterilmistir.

3.11. Hiicre Kiiltiiriinden Total RNA’nin Elde Edilmesi

T98G hiicreleri 25 ve 50 uM ve BEAS-2B hiicreleri ise 50, 100 ve 200 uM fisetin
dozlar1 ile 24 saat siire boyunca muamele edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin dolmasiyla,
hiicrelerden RNA izolasyonu High Pure RNA Isolation Kiti kullanilarak asagida yazili

olan protokole gore steril kabinin i¢ginde yapilmaistir.
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1. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA yardimiyla toplanarak
1200 rpm’ de 4 °C’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant dokiildiikten
sonra dipte kalan hiicre pelletinin iizerine 1mL soguk PBS eklenip santrifiij yapilmistir.

2. Santrifiij edilen 6rneklerden PBS uzaklastirildiktan sonra 400 pL lizis tamponu
eklenip, 15 saniye calkalayicida karistirilmistir.

3. Kitin igerisinden ¢ikan filtre, toplama tiipiine yerlestirildikten sonra ¢alkalayicidan
alinan karistmin hepsi filtre tistiine aktarilmistir.

4, Filtreli tiipe aktarilan 6rnekler 8.000 xg’de 15 saniye santriflij yapildiktan sonra
toplama tiiplinde toplanan s1vi dokiilmiis ve filtre tekrar ayni tiip lizerine yerlestirilmistir.

5. Steril bir tlipe ¢alisilan her bir 6rnek i¢in 90 uLL DNase inkiibasyon tamponu ve 10
uL DNase I konulduktan sonra bu karistmdan 100 pL filtrenin tam ortasina eklenmis ve
oda 1s1sinda 15 dakika bekletilmistir.

6. Daha sonra bu tiiplere 500 pL 1.ytkama tamponu eklenerek ve 8.000 xg’de 15
saniye santrifiij edilmis, filtre altinda toplanan kisim dokiilmiis ve ayni toplama tiipii
icerisine yerlestirilmistir.

7. Aynt tiipiin filtresinin ortasina 500 pL 2. yikama tamponu eklenerek ve 8.000 xg’de
15 saniye santrifiij edilmis ve filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra ayni toplama
tiipii igerisine yerlestirilmistir.

8. Filtrenin ortasina 200 pL 2. yikama tamponu eklenmis ve 13.000 xg’de 2 dakika
santrifiij yapilmistir.

9. Santrifiij sonunda toplama tiipleri atildiktan sonra filtreler yeni steril 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tliplerine yerlestirilmistir.

10.  Filtrenin tizerine 50 puL 6rnek seyreltme ¢ozeltisi eklenerek ve 8.000 xg’de 1 dakika
santrifiij yapilmistir.

11.  Son olarak santrifiij sonunda tiipiin i¢indeki icerik tekrar filtreden gecirilip 8.000
xg’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

3.11.1. RNA Kalite tayini

Elde edilen RNA’larin miktar ve safliginin tayini i¢in spektrofotometre (NanoDrop
2000) cihazi kullanilmistir.  Olgiim igin izolasyonu yapilan 6rneklerden 1,5 uL RNA
kullanilmis ve 260, 230 ve 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik olgiimleri

yapilmistir. 260 nm’de okunan sonuglara gore mikrolitredeki mikrogram degerleri
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belirlenmistir. 260nm/280nm (1,95-2,08 nm) ve 260nm/230nm (2,09-2,29) de okunan
sonuglar ise RNA safligin1 degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Elde edilen verilerden
RNA’larin saflik diizeyleri ¢alisma agisindan uygun bulunarak ¢cDNA sentez asamasina

gecilmistir.

3.12. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi, Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti
(Roche) ile yapilmigtir. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar
Cizelge 3.6°da verilmistir. Izolasyonu gerceklestirilen &rnekler 0,2 mL’lik tiiplere alinarak
10 uL’de 1 pg RNA olacak sekilde sulandirilmis ve tizerlerine 1 pL random hekzamer
primeri (60uM) eklenerek Light Cycler Nano (Light Cycler ® Nano Real-Time PCR
System, Roche Applied Science) cihazi i¢inde 65 °C’ de 10 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda orneklere 9 pL reaksiyon karigimi (Cizelge 3.6) ilave edilmek iizere buz iizerine
alimmistir. Reaksiyon karigimi, ilave edildikten sonra drnekler once 40 %C’de 10 dakika,
daha sonra 55 °C’de 60 dakika ve son olarak 85 °C’de 7 dakika inkiibe edilmistir. Elde

edilen cDNA 6rnekleri calisilana kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklanmustir.

Cizelge 3.6. cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon ¢ozeltisi.

Malzemeler Final Konsantrasyonu Miktar
5X Reaksiyon tamponu 1,25x 4 uL
10mM dNTP 1mM 2uL
0,1M Dithiothreitol (DTT) 0,1M 1pL
Rnase Inhibitorii 20 {inite 1puL
Reverse Transkriptaz 200 tinite lulL

3.13. Gen Anlatim Diizeylerinin Ger¢ek Zamanh PZR Yontemi Ile Belirlenmesi

cDNA’lar elde edilmis olan orneklerin gen anlatim ifadelerindeki degisiklikler

SYBR Green kullanilarak, ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) yontemi
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ile belirlenmistir. Caligmamizda referans (housekeeping) gen olarak GAPDH, B-ACTB, ve
HPRT1 kullanilmistir. Calismada kullanilan genlerin primer dizileri Cizelge 3.7°de

verilmistir.

Cizelge 3.7. Calismada kullanilan genlerin primer dizileri

Primer Forward 5'—3' Reverse 5'—3'

GAPDH ACTCCGACCTTCACCTTCCC TCGACAGTCAGCCGCATCT
B-ACTB AGGCCCCTCTGAACCCTA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA | GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

SURVIVIN TCTGCTTCAAGGAGCTGGA AAAGTGCTGGTATTACAGGCGTA

CASPASE3 | CTGGTTTTCGGTGGGTGT CCACTGAGTTTTCAGTGTTCTCC

CASPASE 8 | CAGCAAAGAGAGAAGCAGCA | CGAGATTGTCATTACCCCACA

CASPASE9 | GGAAGCCCAAGCTCTTTTTC AAGTGGAGGCCACCTCAAA

BAX CAAGACCAGGGTGGTTGG CACTCCCGCCACAAAGAT

BCL-2 TACCTGAACCGGCACCTG GCCGTACAGTTCCACAAAGG

Sentezlenen cDNA ornekleri 1/5 oraninda sulandirildiktan sonra her bir 6rnekten
2,5 pL tiiplere konulmustur. Daha sonra bu tiiplerin iizerine de ger¢ek zamanli PZR
tepkime karisimindan 7,5 pL eklenmistir (Cizelge 3.8). Tiipler Light Cycler Nano (Light
Cycler ® Nano Real-Time PCR System, Roche Applied Science) cihazina yerlestirildikten
sonra Cizelge 3.9°da belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak RT-PZR tepkimesi

gerceklestirilmistir. Toplamda 45 dongii sonrasinda RT-PZR islemi sonuglanmistir.

Ardindan amplifikasyonlar Light Cycler cihazi kullanilarak gergeklestirildikten
sonra Ct degerleri elde edilmistir. Sonrasinda housekeeping Ct degerinden hedef genlerin
Ct degeri c¢ikartilarak (Ctnousekeeping—Clhedef gen) ACt degeri bulunmustur. Ardindan AACt
hesaplamak i¢in ACt degerlerinden her genin kendine ait kontrol grubunun ACt degeri
cikarilmistir (ACtpedet smek-AClhedef kontrot).  SON olarak elde edilen AACt degerleri
kullanilarak 27" degerleri hesaplamistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Istatistiksel
o-AACH

analizler GraphPad Prism 6 programinda
(*:p<0.05).

verileri kullanilarak t-testi ile yapilmstir.
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Cizelge 3.8. Ger¢ek zamanli PZR tepkime karigimi

Malzemeler Final Konsantrasyonu Miktar
dH,0 - 1,5 uL
Primer (F) 5 pmol 0,5 uL
Primer (R) 5 pmol 0,5 uL
SYBR Green miks 2X 5uL

Cizelge 3.9. Ger¢ek zamanli PZR tepkime programi

Denatiirasyon (1dongii) 95°C Ramp: 5 600 saniye
0 - -
3 Asamali amplifikasyon 5 OC Ramp: > 20 saniye
(45dongii) 60 0C Ramp: 4 20 saniye
72°C Ramp: 5 45 saniye
Melting 65 °C Ramp: 4 60 saniye
(1 dongii) 95°C Ramp: 0,1 1 saniye

3.14. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile Hiicrelerin Géoriintiilenmesi

Hiicre 6limiinii inceleme yontemleri ¢ok cesitlidir ve birbirlerini tamamlayici,
destekleyici niteliktedir. Bu yontemlerden biri de goriintiileme ve yapisal 6zelliklerin
ortaya konmasi i¢in tercih edilen elektron mikroskobudur. Bu yontem sayesinde hiicrelerin
morfolojik ve subselliiler (organel durumu ve membran biitiinliikleri vb.) degisiklikleri
detayl1 olarak incelenebilir. Calismada T98G hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 50 ve
100 pM fisetin dozlarimin hiicre ve organel diizeyinde neden oldugu degisimleri
belirleyebilmek amaciyla gegirimli elektron mikroskobu (TEM) yontemi kullanilmistir.
Caligma agagidaki protokole gore gerceklestirilmistir.

1. 25 cm?lik kiltiir kaplarina 2,5 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmugtir.

2. Bir giin sonra hiicreler 50 ve 100 pM’lik fisetin dozlar1 ile muamele edilmistir.

3. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicreler falkon tiiplere alinarak 2 mL PBS
(0,1 M) igerisinde 1000 rpm’de, 4 °C 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez
tekrarlanmistir.

4. Santrifiij sonras1 pellet tizerine PBS (0,1 M) + % 2,5’1ik glutaraldehit karigimindan
2 mL ilave edilip hiicreler bir gece boyunca 4 °C’de primer fiksasyona birakilmustir.

S. Daha sonra hiicreler 2 kez PBS ile yikama yapilarak santrifiij edilmistir.
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6. Yikama islemi sonrasinda 2mL %1 °’lik ozmiyum tetroksit konularak 4 °C’de 1 saat
boyunca sekonder fiksasyon islemi gergeklestirilmistir.

7. Fiksasyonun ardindan hiicreler PBS eklenerek iki kez santrifiij edilmistir.

8. Santriflij edilen hiicreler pastor pipeti yardimiyla alinarak, %5’lik eriyik agarin
icerisine ilave edilmistir.

9. Elde edilen homojen hiicre-agar karisimi pipet yardimiyla lam {izerine kiigiik
damlalar halinde damlatilip, donmasi beklenilmistir.

10.  Lam iizerindeki parcalar bistiiri ucu yardimiyla ufak pargalara kesildikten sonra 1s1k
gormeyecek sekilde koyu siseler igerisine alinmis ve iistlerine %]1°lik uranil asetat
eklenerek 4 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

11.  Siire sonunda agara gdmiilii hiicreler 4 %C> de 10 dakika tutularak sirastyla %30, 50,
70 ve 90°1lik alkol serilerinden gecirilmistir.

12.  Daha sonra hiicreler saf propilen oksitte 4 °C’de 10 dakika bekletildikten sonra 1:1
oraninda propilen oksit/epon karigimi ilave edilip, 4 °C’de 2 saat karistiricida
bekletilmistir.

13.  Daha sonra hiicrelerin saf araldite gomiilebilmesi i¢in hiicreler 60 °C’de 48 saat
polimerizasyona birakilmig ve sonrasinda 6rnekler blok haline getirilmistir.

14. TEM’de goriintiilenmesi istenilen alanlar belirlendikten sonra, blok haline getirilen
ornekler trimleme islemine tabi tutulmustur ve ultramikrotomda (Leica Ultracut R) 60 nm
kalinliginda tam ince kesitleri alinmistir.

15.  Tam ince kesitleri alinan 6rnekler uranil asetat- kursun sitrat ile boyandiktan sonra

TEM elektron mikroskobunda (Jeol Jem 1220) incelenmeye alinmistir.

Tiim bu calismalar sonucunda elde edilen veriler bulgular ve tartisma kisminda

sirasiyla detayli olarak verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fisetinin T98G ve BEAS-2B Hiicre Dizileri Uzerindeki Morfolojik Etkilerinin

Belirlenmesi

Calismada 1, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 uM’lik fisetin dozlarinin T98G ve
BEAS-2B hiicre hatlar iizerindeki 24 ve 48 saatlik doza ve zamana bagli yaratmis oldugu

morfolojik etkiler ters 151k mikroskobu yardimiyla incelenmistir.

Fisetinin 24 ve 48 saat siire ile denenen 1 uM dozunun T98G hiicrelerinde herhangi
bir morfolojik degisiklik yaratmadigi ve hiicre yogunlugu acisindan kontrol hiicreleriyle
karsilagtirildiginda bir farklilik gézlenmedigi tespit edilmistir. Fakat 50 uM dozundan
itibaren kontrol grubu ile kiyaslandiginda, canli hiicre sayisinin azalmasiyla birlikte mekik
seklinde olan normal hiicre morfolojisinin kaybolarak hiicrelerin kiiciildiigii, hiicreler arasi

baglantilarin ve hiicre sayisinin azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.1; Sekil 4.2).

BEAS-2B hiicre hattinda da 1 ve 50 uM fisetin dozunun 24 saatlik uygulamasinda
hiicre morfolojisinde herhangi bir degisiklik yaratmadigi gézlenmistir. 100 pM dozundan
itibaren doz artisina bagli olarak hiicre sayist ve hiicreler arasi baglantilarin azaldigi
kontrol grubu ile kiyaslandiginda tespit edilmistir. Hiicrelerin mekik seklinde olan tipik

morfolojik 6zelliklerinin doz artis1 ile degismedigi gézlenmistir.

Fisetinin 1 uM dozunun 48 saatlik uygulamasinda BEAS-2B hiicrelerinde
morfolojik  degisiklik  yaratmadigi, ilag  muamelesi yapilmamis hiicrelerle
karsilastirildiginda tespit edilmistir. Morfolojik degisikliklerin 50 uM dozundan itibaren
goriildiigii belirlenmistir. Doz ve siire artisina bagli olarak, normal hiicre morfolojisinin
yuvarlaklastigi, hacimce kiiglildiigli, hiicreler arasi1 baglantilarin kayboldugu ve hiicre
sayisinin azaldigi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, belirgin bir sekilde belirlenmistir
(Sekil 4.3; Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. Fisetin dozlarmin T98G hiicreleri iizerinde 24 saatlik morfolojik etkilerinin
gorintiilenmesi: a) Kontrol, b) 1 uM, ¢) 50 uM, d) 100 pM, €) 200 uM, f) 300 uM, g) 400
uM, h) 500 uM Olgii birimi: 50 um.

Sekil 4.2. Fisetin dozlarmin T98G hiicreleri iizerinde 48 saatlik morfolojik etkilerinin
gortntilenmesi: a) Kontrol, b)I uM, c¢) 50 uM, d) 100 pM, e) 200 pM, f) 300 pM, g) 400
uM, h) 500 uM Olgii birimi: 50 um
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Sekil 4.3. Fisetin dozlarinin BEAS-2B hiicreleri lizerinde 24 saatlik morfolojik etkilerinin
gorintillenmesi: a) Kontrol, b) 1 uM, ¢) 50 uM, d) 100 pM, €) 200 uM, f) 300 uM, g) 400
uM, h) 500 uM Olgii birimi: 50 um

Sekil 4.4. Fisetin dozlarinin BEAS-2B hiicreleri iizerinde 48 saatlik morfolojik etkilerinin
gorintiilenmesi: a) Kontrol, b) 1 uM, ¢) 50 uM, d) 100 pM, e) 200 uM, f) 300 uM, g) 400
uM, h) 500 uM Olgii birimi: 50 um.
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Chen ve arkadaslarinin yaptig1 calismada 24 saat boyunca 80 uM fisetin ile
muamele edilen insan hepatoseliiler karsinoma (SK-HEP-1) hiicrelerinde de fisetinin
belirgin bir yuvarlaklasma ve sismeye neden oldugu belirlenmistir (Chen vd., 2002).
Yapilan diger bir calismada ise 60 ve 80 uM fisetin dozlar1 ile muamele edilen
hepatokarsinoma (Huh-7) hiicre hattinda doza bagli olarak hiicre sayisinin azaldigi,
hiicreler arast baglantilarin kayboldugu ve yuvarlaklagmanin arttig1 tespit edilmistir (Kim
vd., 2010). Benzer sekilde ¢alismamizda da SK-HEP-1 ve Huh-7 hiicrelerinde oldugu gibi
fisetin dozlarinin her iki hiicre hattinda da doza ve zamana bagli olarak hiicre morfolojisi

ve sayisinda degisikliklere neden oldugu goézlenmistir.

Fisetin dozlarinin hem kanserli (T98G) hem de normal hiicre dizilerinde (BEAS-
2B) hiicre morfolojileri iizerindeki farkli etkileri gorsel olarakta belirlenmistir. Her iki
hiicreninde doz ve zaman artisina bagli olarak normal hiicre morfolojilerini kaybederek
kiictilmesi ve hiicreler arasi baglantilarin1 kaybetmesi apoptotik hiicre 6liimii ile benzerlik

gosterdigini diisiindlirmektedir.

4.2. Fisetinin Hiicre Canlhihg1 Uzerindeki Etkileri

Fisetin dozlarinin hiicre cogalmasi iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
mitokondrial aktiviteye dayali MTT yontemi kullanilmistir. Calismada; 1, 50, 100, 200,
300, 400 ve 500 uM’lik fisetin dozlari ile en yiiksek doz olan 500 uM i¢in sadece DMSO
igeren ¢oOziicii kontrol dozlar1 24 ve 48 saat siire ile T98G ve BEAS-2B hiicre dizileri

lizerinde uygulanmistir.

Yirmi dort saat siire ile uygulanan 1 pM fisetin dozunun T98G hiicrelerinde
cogalmay1 baskilayici bir etki gostermedigi belirlendi (p>0,05). Fisetinin diger dozlarda
ise hiicre yagam oranlar1 kontrol ile kiyaslandiginda sirasiyla % 21, 55, 65, 67, 68 ve 70
oraninda azaldigi tespit edilmistir (p<0,001). 48 saat siire ile uygulanan; 1 uM fisetin
dozunun cogalmay1 baskilayici bir etkisi gozlenmezken (p>0,05); diger dozlarda hiicre
yasam oranlar1 kontrole gore sirasiyla % 31, 70, 80, 83, 84 ve 86 oraninda azaldigi
belirlenmistir (p<0,001). Kontrole gore % 50 oraninda hiicre 6liimiine neden olan doz
olarak ifade edilen 1Csy degeri 24 saatte 93 uM; 48 saatte ise 1Csg degeri 75 uM olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.5).
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Ayrica T98G hiicrelerinde en yiiksek dozumuz olan 500 uM fisetin igerisinde
bulunan DMSO miktarinin hiicre yasam oranlarinda herhangi bir degisiklige neden

olmadig1 kontrol grubu ile kiyaslanarak belirlenmistir (p>0,05; Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Fisetinin doza ve zamana bagli olarak T98G hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkisi.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

Chen ve ark., tarafindan insan glioblastoma (GBMS8401) hiicre hattinda MTT,
yontemi kullanilarak 10, 20 ve 40 puM fisetin dozlarinin etkisi arastirilmistir. Bu
calismada, fisetin dozlar1 24 ve 48 saat denenmis olup, hiicre canliliginda doza ve zamana
bagli olarak Onemli bir azalis bulunmadigi rapor edilmistir (Chen vd., 2015).
Calismamizda ise benzer sekilde bir insan glioblastoma hiicre hatti olan T98G
kullanilmasina ragmen fisetinin yliksek dozlarinin 6zellikle hiicre 6liimiine neden oldugu
tespit edilmistir. Her iki hiicre hattida glioma olmasina ragmen, hiicre ¢ogalmasi
tizerindeki fisetin etkisi ayni olmamistir. Bu farkliligin sebebi hiicre dizilerinin katlanma

zamanlari, kromozom sayilar1 ve elde edildikleri 6rneklerin cinsiyet farkliliklari olabilir.

Fisetinin farkli kanser hiicre dizileri {lizerindeki ¢ogalmayi baskilayict etkileri
calismamizla benzer sekilde farkli calismalarla da rapor edilmistir. Ornegin; Li ve ark.,
tarafindan insan mesane kanseri (T24; EJ ve J82) hiicre dizileri ile yapilan ¢aligmada 60,
80 ve 100 uM fisetin dozlarmin hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri MTT yontemi ile
belirlenmistir. T24 hiicre hattinda 24 saatlik 100 uM fisetin uygulanmasinda yaklasik %

50’lik bir hiicre 6liimii gozlenirken, EJ ve J82 hiicrelerinde bdyle bir etki gézlenmemistir.



39

Fakat 48 saatlik uygulamada 80 ve 100 puM fisetin dozlarinin hiicre canlilifini biiyiik
oranda azalttig1 rapor edilmistir (Li vd., 2010). Hepatokarsinoma (Huh-7) hiicre hattinda
yapilan diger bir ¢alismada ise 24 saat siire ile uygulanan fisetin dozlarinin (20, 40, 60, 80
ve 100 uM) ICsp degeri 60 uM olarak belirlenmistir (Kim vd., 2010). Hepatoseliiler
karsinoma (SK-HEP-1) hiicre dizisi ile yapilan baska bir ¢aligmada ise 24 saat siire ile
uygulanan 20, 40 ve 80 puM fisetin dozlarinin hiicrelerde doza bagli olarak gogalmay1
baskiladigit MTT yontemiyle bulunmus fakat hiicre azalisi hakkinda herhangi bir oran
verilmemistir (Chen vd., 2002). Prostat kanseri (PC3 ve LnCAP) hiicreleri iizerinde 72
saat siire ile uygulanan 6,25, 12,5, 25 ve 50 uM fisetin dozlarinin ise doza bagli olarak
hiicre canlilig1 tizerinde baskilayici etkisinin oldugu akis sitometrisi yontemi kullanilarak
rapor edilmistir (Haddad vd., 2010). Ying ve arkadaslar fisetinin 10, 20, 40, 60 ve 100
UM dozlarinin sitotoksik etkilerini insan rahim agzi (HeLa), akciger adenokarsinoma
(A549), endometrial karsinoma (RL95-2), meme adenokarsinoma (MDA-MB-231),
hepatoseliiler karsinoma (HepG2), osteosarkinoma (U20S) ve kolon adenosarkoma
(SW480) hiicre dizleri tizerinde ¢alismislardir. Yedi farkli kanser ¢esidi icerisinde fisetin
en fazla HelLa hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. 24 saatteki
ICso degeri 52 uM, 48 saatte ise ICso degeri 36 uM belirlenmistir (Ying vd., 2011).
Promiyelositik 16semi (HL-60) hiicrelerinde ise 48 ve 72 saat siire ile denenen 1, 5, 10, 20,
50, 100 ve 200 uM fisetin dozlarinin 48 saatte ICso degeri 82 uM, 72 saatte ise ICso degeri
45 uM olarak MTT yontemi kullanilarak hesaplanmistir (Adan ve Baran, 2015).

Karmustin klinik olarak glioblastoma multiforme vakalarinda tedavi amaciyla
kullanilan bir ilagtir. Glioma hiicreleri ile yapilan arastirmalarda karmustin arastirilacak
olan maddenin sitotoksik etkinligini kiyaslamak amaciyla pozitif kontrol olarak siklikla
kullanilmaktadir. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan karmustin dozlarinin (100,
200, 250, 300, 350, 400, 450 ve 500 uM) hem 24 hem de 48 saatte T98G hiicre canlilig1
tizerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi belirlenmistir (p>0,05; Sekil 4.6).

Szeliga ve arkadaslar1 10, 100 ve 1000 uM karmustin dozlarinin T98G hiicre
¢ogalmasi iizerindeki etkisini 72 saat siire ile MTT yontemini kullanarak belirlemislerdir.
Caligmada T98G hiicrelerinin sayilarinda azalis tespit edilmesine ragmen [Csy degeri

hesaplanamamistir (Szeliga vd., 2012).
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Sekil 4.6. Karmustin dozlarinin T98G hiicreleri lizerindeki 24 ve 48 saatlik etkisi. Kontrol
grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

BEAS-2B hiicrelerinde 24 saat siire ile denenen 1 uM fisetin dozunda ¢ogalmay1
baskilayict bir etki goriilmezken (p>0,05); artan dozlarda hiicre yasam oranlart kontrol
grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla % 4, 26, 44, 61, 63 ve 65 oraninda azaldigi
belirlenmigtir (p<0,001). 1 uM fisetin dozunun 48 saatlik uygulamasinda da hiicre
canlilif1 iizerinde herhangi bir etkisi gozlenmezken (p>0,05); artan fisetin dozlarinda hiicre
yasam oranlar1 kontrole gore sirasiyla % 26, 53, 71, 82, 86 ve 87 oraninda azaldig1 tespit
edilmistir (p<0,001). I1Cso degeri 24 saatte 270 uM; 48 saatte ise 90 uM olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Fisetinin doza ve zamana bagli olarak BEAS-2B hiicre ¢ogalmasi tizerindeki
etkisi. Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).
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Ayrica BEAS-2B hiicrelerinde en yiiksek dozumuz olan 500 uM fisetin igerisinde
bulunan DMSO miktarinin hiicre yasam oranlarinda herhangi bir degisiklie neden

olmadigi kontrol grubu ile kiyaslanarak belirlenmistir (p>0,05; Sekil 4.7).

Ying ve arkadaslar1 saglikli insan akciger fibroblast (WI-38) ve insan forestin
fibroblast (Hs68) hiicre dizilerinde fisetinin sirasiyla 24 saatte 191 uM ve 206 uM, 48
saatte ise 178 uM ve 193 uM gibi yiiksek dozlarda toksik etki gdsterdigini bulmuslardir
(Ying vd., 2011). Diger bir ¢alismada ise insan gobek kordonu ven endotel (HUVECs)
hiicre hattinda tripan blue yontemi kullanilarak 24, 48 ve 72 saat 10, 25 ve 50 uM fisetin
dozlar1 uygulanmistir. Fisetinin doza ve zamana bagl olarak sirasiyla 24 saatte % 34-82,
48 saatte %70-98, 72 saatte % 87-99 araliklarinda hiicre canliligin1 azalttigi bulunmustur
(Bhat vd., 2012). Khan ve ark., saglikli prostat epitel (PrECs) hiicrelerini kullanarak 10,
20, 40 ve 60 puM fisetin dozlarinin etkisini doza ve zamana bagl olarak MTT yontemi ile
arastirmiglardir. Hiicre canliliginda doza ve zamana bagli olarak sadece minimal bir azalig
bulmuslardir (Khan vd., 2008). Farkli normal hiicre dizileri {izerinde yapilan bu
calismalarda da elde ettigimiz verilerle paralel olarak ilk 24 saattte fisetinin sitotoksik

etkisinin yiiksek dozlarda bile diisiik oldugu belirlenmistir.

T98G hiicre hattt ile saglikli hiicre hattt olan BEAS-2B hiicrelerini
karsilastirdigimizda fisetinin kanserli hiicre dizisi iizerindeki 24 saatlik sitotoksik etkisinin
normal hiicreye oranla daha yiliksek oldugu belirlenmistir.  Fisetinin 48 saatlik
uygulanmasinda ise her iki hiicre hattinda da sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenirken,
bu etkinin T98G hiicrelerinde daha diisiik dozda oldugu hesaplanmistir. Sonug olarak,
fisetinin 24 saatlik uygulamasinin kanserli hiicre dizimiz olan glioma hiicreleri tizerinde
daha sitotoksik bir etki gosterdigi belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerinde ise bu etkinin 48
saatte ancak olustugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismamizda T98G hiicre hattinda fisetinin
klinikte sitotoksik bir ajan olarak kullanilan karmustine gore daha etkili oldugu ve diisiik

dozlarda hiicre ¢ogalmasini baskiladig: belirlenmistir.
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4.3. Fisetinin T98G ve BEAS-2B Hiicre Dizileri Uzerindeki Apoptotik ve Nekrotik

Etkilerinin Belirlenmesi

DNA’nin fragmente olmasi apoptozun spesifik 6zelliklerinden birisidir. Calismada
T98G ve BEAS-2B hiicrelerinde apoptoz ve/veya nekroz olusumunu belirlemek igin
sitoplazmik histonlara bagl sitoplazmada bulunan DNA fragmantlerinin (mono ve oligo
nikkleozom) varligmni belirlemek amaciyla Hiicre Oliimii Belirleme ELISA Kiti

kullanilmustir.

T98G hiicrelerinde 50, 100 ve 200 uM; BEAS-2B hiicrelerinde ise 100, 200 ve 300
uM fisetin dozlart MTT deney sonuglar1 degerlendirilerek secilmistir. Secilen dozlar her
iki hiicre hattinda 24 saat siire ile uygulanmistir. Hiicrelerdeki DNA parg¢alanma oranlari
kit protokoliinde belirlenen formiile gore hesaplanmis, ilag uygulanmayan kontrol

hiicrelerinin zenginlestirme faktorii 1 (EFk:1) olarak kabul edilmistir.

Denenen fisetinin dozlarinin T98G hiicrelerinde DNA fragmantasyon miktarlarini
doza bagl olarak arttirdig1 belirlenmistir. Secilen dozlar kontrole gore kiyaslandiginda
apoptotik etkinin sirasiyla, 3,7, 4,4 ve 5,3 (p<0,05) kat arttig1 tespit edilmistir. Ayni
dozlarla muamele edilen hiicrelerde ise nekrotik etkinin sirasiyla 1,5, 1,9 ve 3 (p<0,05) kat

arttig1 hesaplanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Uygulanan fisetin dozlarinin T98G hiicrelerindeki apoptotik ve nekrotik etkisi
(*: p<0,05).
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Daha once fistein ile yapilan in vitro ¢alismalarda da fisetinin doza ve zamana bagl
olarak apoptotik etkiyi arttirdigr farkli yontemler kullanilarak c¢esitli kanserli hiicre
dizilerinde belirlenmistir. Ornegin; Khan ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada LNCaP
hiicreleri ile 48 saat muamele edilen 10, 20, 40 ve 60 uM fisetin dozlarinin doza bagl
olarak apoptoza neden oldugu Hiicre Oliimiinii Belirleme Kiti (cell death detection ELISA
PLUY) ile belirlenmistir (Khan vd., 2008). Kim ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada 24
saat 100 uM fisetin ile muamele edilen Huh-7 hiicrelerinde apoptozun tetikledigi DNA
fragmantasyon yontemi kullanilarak belirlenmistir (Kim vd., 2010). Li ve ark., tarafindan
yapilan diger bir ¢alismada ise T24; EJ ve J82 hiicreleri ile 48 saat muamele edilen 60, 80
ve 100 uM fisetin dozlarinin doza bagl olarak apoptoza neden oldugu Hoescht 33258
floresans boyama yontemiyle gozlenmistir (Li vd., 2010). Haddad ve ark., tarafindan PC3
hiicreleri ile yapilan ¢alismada ise 15, 25, 50 uM fisetin dozlar1 ile 72 saat muamele edilen
hiicrelerin doza bagl olarak apoptoza ugradigi Hoescht 33258 floresans boyama
yontemiyle belirlenmistir (Haddad vd., 2010). HT-29 ve SK-HEP-1 dizileri ile akis
sitometrisi yontemi kullanilarak yapilan calismalarda da fisetinin doza bagli olarak
hiicreleride apoptoza neden oldugu belirlenmistir (Lu vd., 2005; Chen vd., 2002). Adan ve
Baran tarafindan yapilan bir ¢alismada HL-60 hiicre dizilerinde 72 saat muamele ettikleri
20, 50 ve 100 uM fisetin dozlarinin doza bagl olarak sirasiyla apoptozu 1,6, 6,2 ve 11,6
kat arttirdigi Annexin V-FITC Apoptozu belirleme kiti kullanilarak belirlenmistir. HL-60
hiicrelerinin 72 saatlik fisetin muamelesinde G2/M fazinda sirasiyla %0,89, %8 ve %29,5
oranlarinda birikmistir (Adan ve Baran, 2015).

Fisetinin 100; 200 ve 300 uM dozlar1 ile muamele edilen BEAS-2B hiicrelerinde
100 uM fisetin dozunun kontrole gore kiyaslandiginda apoptotik/nekrotik hiicre 6limi
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi belirlendi (p>0,05). 200 ve 300 uM dozlarinin ise
apoptotik etkiyi sirasiyla, 5,1 ve 6,4 kat, nekrotik hiicre 6liimiinii ise sirasiyla 4,7 ve 7,2 kat
arttirdig1 (p<0,05), kontrol grubu ile karsilastirilarak hesaplanmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Fisetin uygulanan BEAS-2B hiicrelerinin 24 saatteki apoptoza ve nekroza bagli
Enrichment faktor oranlar1 (*: p<0,05).

T98G hiicre hatt1 ile saglikli hiicre hatt1t BEAS-2B hiicrelerini karsilagtirdigimizda
fisetinin glioma hiicrelerinde doza bagl olarak apoptoza neden oldugu belirlenmistir.
Maddenin nekrotik etkisi apoptotik etkisinden az oldugu gozlenmistir. BEAS-2B
hiicrelerinde ise apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii miktarinin birbirine oldukg¢a yakin
oldugu bulunmustur. Kanser tedavisinde kanserli hiicrelerin apoptozdan kagtiklar
bilinmektedir. Fisetinin glioma hiicrelerinde apoptotik bir etki yarattiginin belirlenmesi

ileride yapilacak ¢alismalar i¢in 6nemli bir veri oldugunu diisiinmekteyiz.

4.4 Gen Anlatim Diizeylerinin Gercek Zamanh PZR Yo6ntemi ile Hesaplanmasi

Farkli dozlarda 24 saat siireyle uygulanan fisetinin T98G ve BEAS-2B hiicre
hatlarinda apoptotik hiicre 6liimiinde anahtar rol oynayan KASPAZ 3, KASPAZ 8, KASPAZ
9, BAX, BCL-2 ve SURVIVIN genlerinin mRNA ifade diizeylerini belirlemek i¢in RT-PZR
yontemi kullanilmistir. Genlerin mRNA ifade diizeylerindeki relatif kat artiglari 274
formiiline gore hesaplanmistir. Hedef genlerin ifade diizeyleri B-AKTB, GAPDH ve

HPRT1 genlerinin mRNA ifade diizeyine gére normalize edilmistir.

T98G hiicrelerinde 25 ve 50 uM fisetin dozlarinin kaspaz 3 geninin mRNA ifade
diizeyini kontrole gore kiyaslandiginda doza bagl olarak sirasiyla 2,4 ve 152 kat arttirdigt
belirlenmistir (p<0.05). Fisetinin 25 uM dozunun kaspaz 9 ve 8 mRNA ifade diizeylerinde
herhangi bir degisiklige neden olmazken (p>0,05), 50 uM dozunun ise kaspaz 9 mRNA
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ifadesini 3,5 kat, kaspaz 8 geninin ifadesini ise 17 kat arttirdig1 hesaplanmistir (p<0.05;
Sekil 4.10; Sekil 4.11 a).
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Sekil 4.10. T98G hiicrelerinde fisetin uygulanmasi sonucu doza bagli olarak a) KASPAZ 3
ve b) KASPAZ 9 genlerinin mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gore oransal degisimi
(*:p<0.05).

Le ve ark., HL-60 hiicrelerinde 2, 4 ve 8 saatlik siirelerle denedikleri 80 uM fisetin
dozunun zamana bagl olarak kaspaz 3 aktivesini arttirdigin1 kolorometrik kit yardimiyla
belirlemislerdir (Le vd., 2002). Adan ve Baran’in HL-60 hiicreleriyle yaptiklari ¢alismada
ise fisetinin 20, 50 ve 100 pM dozlarimni 72 saat denediklerinde doza bagl olarak sirasiyla
kaspaz 3 aktivitesini 1,05, 2 ve 2,2 kat arttirdigin1 kaspaz 3 kolorimetrik kitini kullanarak
bulmuslardir (Adan ve Baran, 2015). SK-HEP-1 hiicre dizisinde denenen 40 ve 80 uM
fisetin dozlarinin yine kaspaz 3 aktivitesi arttirdigt Western blot teknigi ile belirlenmistir
(Chen vd., 2002). Benzer sekilde ¢alismamizin sonuglari ile yapilan c¢alismalar
karsilastirildiginda T98G hiicrelerinde de doza bagl olarak kaspaz 3 mRNA diizeylerinin
arttig1 goriilmektedir. Ozellikle 50 uM dozundaki kaspaz 3 aktivasyonu oldukca yiiksek
diizeydedir. Aksine Klimaszewska ve arkadaglari 10 uM fisetin dozunu 24 saat siireyle
uyguladiklarinda A549 hiicrelerinde kaspaz 3 gen ifadesini, kontrol grubu ile
kiyaslandiklarinda herhangi bir artis olmadigini RT-PCR yontemi ile belirlemislerdir
(Klimaszewska vd., 2016). Calismadaki 10 uM fisetin dozunun gen aktivasyonu igin

diisiik bir doz oldugu arastirmacilar tarafindan da yayinda belirtilmistir.

T24 hiicre dizisi tizerinde denenen 80 uM fisetinin kaspaz 3, 9 enzim aktivitesini

arttirdigl kolorometrik kit yardimiyla dl¢lilmiistiir. Ayni ¢alismada Kaspaz 3 ve 9 gen
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ekspresyonunu zamana bagli olarak arttigi Western blot teknigi ile de belirlenmistir (Li
vd., 2010). LNCaP hiicre dizisi tizerinde 50 pM fisetin dozunun 24 saatte kaspaz 3 ve 8’i
aktive ettigi kolorimetrik proteaz kiti sayesinde bulunmustur (Szlszka vd., 2011). Khan ve
ark., tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise yine LNCaP hiicre dizisinde 48 saat siireyle
denenen 10, 20, 40 ve 60 uM fisetin dozlarinin doza bagl olarak kaspaz 3, 9 ve 8 protein
ifadesini arttirdigt Western blot teknigi ile belirlenmistir (Khan vd, 2008). Yapilan bir
diger calismada ise HeLa hiicrelerinde denenen 20, 40 ve 80 uM fisetin dozlarinin kaspaz
3 ve 8 aktivitesini artirirken, kaspaz 9 gen aktivitesi lizerinde herhangi bir etkiye neden

olmadig1 Western blot teknigi ile belirlenmistir (Ying vd., 2011).

Farkli hiicre dizileri ve farkli doz-zaman araliklarinda denenen fisetin dozlarinin
kaspaz 9 ve 8 gen ifadelerinde artisa neden oldugu sadece tek bir ¢aligmada kaspaz 9 gen
aktivitesi lizerinde herhangi bir degisiklige neden olmadig1 gosterilmistir. Calismamizin
verileri degerlendirildiginde fisetin dozlarinin artigina bagh olarak hem kaspaz 9 hem de
kaspaz 8 mMRNA gen ifadelerindeki artislarin goriillmesi diger calismalarla benzerlik
gostermektedir. Apoptotik siirecin baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli rol oynayan
kaspaz 3, 8 ve 9 gen ifadelerindeki artiglarin T98G hiicrelerinin apoptoza ugramasinda

onemli rol oynadig1 diistiniilmektedir.

Survivin geninin mRNA ifade diizeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece
50 uM dozunda 0,2 kat (p<0.05) azalisa neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11 b).
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Sekil 4.11. T98G hiicrelerinde fisetin uygulanmasi sonucu doza bagl olarak a) KASPAZ 8
ve b) SURVIVIN genlerinin mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gore oransal degisimi
(*:p<0.05).
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Survivin (BIRCS olarak da bilinir) apoptozu diizenleyen, apoptoz inhibitdrii protein
inhibitorlerinden (IAP) birisidir. Survivin proteini ile ilgili olarak yapilan aragtirmalarda
pek cok kanser tiiriinde yiiksek miktarlarda ifade edildigi gosterilmistir. Ayrica survivin
proteinin fazla miktarda sentezlenmesinin kemoterapi direnci ile iliskili oldugu yapilan

caligmalarla da belirlenmistir (Aynact vd., 2012).

Yapilan literatiir taramasinda fisetinin survivinin mRNA diizeyindeki artis/azalisi
ile ilgili kanser hiicrelerinde yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Sonuglarimiz
degerlendirildiginde survivin mRNA diizeyindeki azalisin sag kalim miktarini azaltarak
glioma hiicrelerini apoptoza yonlendirdigini tespit ettik. Survivinin kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivitesini inhibe ederek her iki apoptoz yolunun baskilanmasini bloke ettigi ve bu sayede
kanserli hiicrelerin apoptozdan kagtig1 daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir (Nicholson
ve Thornberry, 1997). Calismamizda da benzer sekilde fisetinin 50 uM dozunda gozlenen
kaspaz 3 ve 9 mRNA diizeylerindeki artigin, survivinin aktive ettigi inhibitor etkinin

azalisina bagl olarak gergeklestigini diisiinmekteyiz.

Bax geninin mRNA ifade diizeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza bagh
olarak sirasiyla 3 ve 32 kat artarken (p<0.05; Sekil 4.12 a), Bcl-2 geninin mRNA ifade
diizeyi 0,4 ve 0,3 kat azaldig1 tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 4.12 b).
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Sekil 4.12 T98G hiicrelerinde fisetin uygulanmasi sonucu doza baglh olarak a) BAX ve b)
BCL-2 genlerinin mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gore oransal degisimi (*:p<0.05).
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T24 hiicre dizisi {lizerinde 48 saat siire ile denenen 60, 80 ve 100 puM fisetin
dozlariin Bax protein miktarin1 doza bagli olarak arttirdigi, Bcl-2 protein miktarini ise
azalttigt Western blot teknigi ile belirlenmistir (Li vd., 2010). Le ve ark., 20, 40 ve 80 uM
fisetin dozlarm1 12 saat siire ile uyguladiklarinda Bcl-2 gen ifadesinde degisiklik
yaratmadigini, Bax gen ifadesinde ise artisa neden oldugunu HL-60 hiicrelerinde Western
blot yontemi ile belirlemislerdir (Le vd., 2002). Yapilan diger bir ¢aligmada ise 10 uM
fisetin dozunu 24 saat siireyle uyguladiklarinda A549 hiicrelerinde Bax ve Bcl-2 genlerinin
mRNA seviyelerini kontrol grubu ile kiyaslandiklarinda gen ifadesinde herhangi bir artis
olmadigint RT-PCR yontemi ile belirlemislerdir (Klimaszewska vd., 2016). Calismadaki
10 uM fisetin dozunun gen aktivasyonu i¢in diisiik bir doz oldugu arastirmacilar tarafindan

da yayinda belirtilmistir.

Bax geninin apoptozu tetikledigi aksine Bcl-2 geninin ise apoptozu inhibe ettigi
daha once yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Ambrosini vd., 1997). Calisma da T98G
hiicrelerinde 50 pM fisetin dozunun Bax geninin mRNA ifade diizeyini artmasi, aksine
Bcl-2 mRNA gen ifade diizeyini ise diisiirmesi apoptozun tetikledigini gostermektedir.

Survivin miktarinin Bcel-2 ile birlikte azalmasi da verilerimizi destekler niteliktedir.

BEAS-2B hiicre hattinda ise 24 saat silireyle uygulanan 50, 100 ve 200 uM fisetin
dozlarinin mRNA ifade diizeylerinde yaptiklari degisiklikler incelenmistir. Kaspaz 3
geninin mRNA ifade diizeyi kontrole goére kiyaslandiginda 50 ve 100 pM dozlarinda
sirastyla 3,1 (p<0.05) kat artarken, 100 ve 200 pM fisetin dozlarinda ise 1,2 (p>0,05) ve
0,07 kat (p<0.05) azaldig1 hesaplanmistir (Sekil 4.13 a). Kaspaz 9 geninin mRNA ifade
diizeyi kontrole gore kiyaslandiginda ise 50 uM dozunda 3,1 (p<0.05) kat artarken 100 uM
ve 200 uM dozunda 0,7 (p>0,05) ve 0,2 kat (p<0.05) azaldig1 hesaplanmistir (Sekil 4.13 b).
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Sekil 4.13 BEAS-2B hiicrelerinde fisetin uygulanmasi sonucu doza bagli olarak a)
KASPAZ 3 ve b) KASPAZ 9 genlerinin mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gére oransal
degisimi (*:p<0.05).

Kaspaz 8 geninin mRNA ifade diizeyi kontrole gore kiyaslandiginda 50 uM
dozunda 1,2 (p>0,05) kat artarken 100 ve 200 uM dozunda ise 0,5 ve 0,4 kat azaldigi
hesaplanmistir (p<0.05; Sekil 4.14 a).

Fisetinin normal hiicrelerdeki kaspaz 3 aktivitesi ile ilgili yapilan tek bir caligma
mevcuttur. Bu ¢alismada HUVEC; hiicre dizisinde 10, 25 ve 50 uM fisetin dozlarimi 24
saat siire ile uyguladiklarinda doza bagli olarak kaspaz 3 gen ekspresyon seviyesini
arttirdigini belirlemislerdir (Bhat vd., 2011). Kaspaz 9 ve 8 gen ifadesi ile ilgili herhangi

bir veriye rastlanmamustir.

50 puM fisetin uygulanan normal hiicre hattindaki kaspaz 3, 9 ve 8 mRNA
diizeyindeki artisin hiicreleri apoptoza yonlendirdigi gozlenmistir.  Aksine, fisetinin
yiiksek dozlarinin apoptozdan sorumlu olan bu {i¢ gendeki mRNA ifadesindeki azalisa
neden olmas: hiicrelerin apoptozdan ziyade farkli bir yolla 6ldigiinii gostermektedir.
Calismamizin apoptotik/nekrotik hiicre 6liimii oranlarina bakildiginda da nekrotik 6liimiin
ozellikle 300 uM dozunda 7,2 kat fazla oldugu bu sonuglarimizi desteklemektedir.
Fisetinin diisiik dozlarda kaspazlar iizerinden apoptotik bir etki gosterirken, yliksek
dozlarda ise kaspazlar disginda farkli mekanizmalarla hiicre o6liimiine neden oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 4.14 BEAS-2B hiicrelerinde fisetin uygulanmasi sonucu doza bagli olarak a)
KASPAZ 8 ve b) SURVIVIN genlerinin mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gore oransal
degisimi (*:p<0.05).

Survivin geninin mRNA ifade diizeyi kontrole gore kiyaslandiginda 50, 100 ve 200
uM dozlarn sirasiyla 0,8 (p>0,05), 0,4 ve 0,02 kat azaldigi hesaplanmistir (p<0.05; Sekil
4.14 b).

Bhat ve ark.’nin, yaptig1 ayn1 ¢aligmada fisetinin doza bagli olarak ¢aligmamizin
verileriyle benzer bir sekilde survivin seviyelerini 6nemli derecede azalttigi belirlenmistir

(Bhat vd., 2011).

Fisetin dozlarinin normal hiicrelerde de kanserli hiicrelerde oldugu gibi survivin
mRNA diizeyindeki azalisa bagli olarak sag kalimi azalttigi morfolojik ve sitotoksik
sonuglarimizlada uyumlu gostermektedir. Fisetinin 50 pM dozunda survivin diizeyindeki
azalisin kaspaz 3 ve kaspaz 9 ifadesinde artisa neden oldugu, aksine yiiksek dozlarda ise

boyle bir etki gdstermedigi belirlenmistir.

Bax geninin 50 ve 200 uM dozunda mRNA ifade diizeyi sirasiyla 1,6 ve 1,2 kat
arttigr belirlenirken bu artisin kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olmadigi
belirlenmistir (p>0,05). 100 uM dozunda ise 0,6 kat (p<0.05) azaldig1 hesaplanmistir
(Sekil 4.15 a). Bcl-2 geninin mRNA ifade diizeyi kontrole gore kiyaslandiginda 50 uM
dozunda 1,4 kat arttig1 belirlenmistir. Fakat bu artisin kontrol grubu ile kiyaslandiginda
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anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). 100 uM dozunda ise 0,6 kat azaldig1 ancak bu
azalisin kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olmadigi hesaplanmistir. 200 pM

dozunda ise 0,3 kat (p<0.05) azaldig1 hesaplanmistir (Sekil 4.15 b).
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Sekil 4.15 BEAS-2B hiicrelerinde fisetin uygulanmasi sonucu doza bagli olarak a) BAX ve
b) BCL-2 genlerinin mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gore oransal degisimi
(*:p<0.05).

Bhat ve ark., HUVEC; hiicre dizisinde 10, 25 ve 50 uM fisetin dozunu 24 saat
uyguladiklarinda doza bagli olarak Bax ekspresyon seviyesini arttirdigini, Bcl-2 seviyesini
ise onemli derecede azalttigini immiinoblot teknigini kullanarak bulmuslardir. Fisetinin 25
uM dozunda Bcl-2 seviyesi kontrol ile kiyaslandiginda 0,3 kat azaldig belirlenmistir (Bhat
vd., 2011).

(Calismamizin verileri incelendiginde denenen dozlarin Bax mRNA diizeyini 50 uM
dozunda arttirdign fakat bu artisin anlamli olmadig1 yiiksek dozlarda ise baskiladig

gbzlenmistir. Benzer etki Bcl-2 ekspresyonu iginde goriilmektedir.

4.5. Fisetinin Hiicresel Etkilerinin T98G Hiicrelerinde TEM ile incelenmesi

Fisetinin 50 ve 100 uM dozlari ile 24 saat siire muamele edilen T98G hiicrelerinde
olusan morfolojik ve hiicresel degisiklikler kontrol grubu ile kiyaslanarak elektron
mikroskobu yardimiyla incelenmistir.  Yapilan caligmada kontrol grubunda, diizgiin

organizasyonlu niikleer kromatin yapisi, c¢ekirdek zar1 biitiinliigii, tiibiiler yapida
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mitokondri ve diizenli krista goriiniimii, normal morfolojik 06zellikte endoplazmik

retikulum ve sitoplazmik zar biitiinliigii oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16).

i {um

Sekil 4.16. T98G kontrol grubu hiicrelerinin mikrograflari. a) Normal morfolojik
ozellikler gosteren kontrol grubu (Skala bar: 2um). b) Cekirdek ve hiicre organellerinin
daha yiiksek biiyiitmeli mikrografi (Skala bar: 1pm). n, ¢ekirdek; mi, mitokondri; er,
endoplazmik retikulum.

Fisetinin 50 pM dozunun uygulandigi hiicrelerde ise, mitokondrilerde krista ve zar
erimeleri gozlenmis; az sayida otofajik vakuol ile beraber endoplazmik retikulumda yer yer
genislemeler tespit edilmistir. Ayni zamanda hiicrenin sitoplazmasinda farkli boyutlarda
yag damlaciklar1 ve vezikiil olusumlari da belirlenmistir (Sekil 4.17). Hiicre gekirdeginde
ise biiziilme, kromatin yogunlagmasi ve ¢ekirdek par¢alanmasi ile karakterize edilen erken

evre apoptoz bulgular1 gézlenmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.17. 50 uM fisetinin uygulanan T98G hiicrelerinde gozlenen degisiklikler (Skala
bar: S5um). n, ¢ekirdek; Lp, yag damlaciklari; v, farkl biiyiikliiklerdeki vezikiiler yapilar.
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Sekil 4.18. 50 uM fisetinin uygulanan T98G hiicrelerinde gozlenen degisiklikler. a) Genel
hiicre morfolojisi degisiklikleri (Skala bar : 2um). b) Daha yiiksek biiylitmede ¢ekirdek ve
organel yapisindaki hasarlar (Skala bar : 1um). n, g¢ekirdek; mi, mitokondri; er,
endoplazmik retikulum; av, otofajik vakuol; Lp, yag damlaciklari.

Fisetinin 100 uM dozunun uygulandigi hiicrelerde ise, Sitoplazma yapisinin
elektronca yogunlastigi, mitokondri ve E.R. organellerinin ise biiylik oranda silindigi
gozlenmistir.  Sitoplazmada vezikiiler yapilarda ve multilamellar cisimciklerde artis
gozlenirken, hiicre zarindaki yapisal bozulmalar da dikkat c¢ekici bir bulgu olarak
saptanmistir. Ayrica ¢ekirdegin parcali bir gorlinliim alarak hiicrenin kenarina itildigi tespit
edilmistir (Sekil 4.19). Elde edilen veriler fisetinin apoptotik hiicre 6liimiine neden

olabilecegini destekler niteliktedir.

Sekil 4.19. 100 uM fisetinin uygulanan T98G hiicrelerinde gézlenen degisiklikler. a)
Genel hiicre morfolojisi degisiklikleri (Skala bar : 2um). b) Daha yiiksek biiyiitmede
cekirdek ve organel yapisindaki hasarlar (Skala bar : 1um). n, ¢ekirdek; v, vezikiiler
yapilar; mlb, multilamellar cisimcikler.
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Klimaszewska ve arkadaglarinin A549 hiicrelerinde yapmis olduklart ¢aligmada 10
uM fisetin dozunu 24 saat slireyle uyguladiklarinda hiicrelerde sitoplazmadaki
vakualizasyon miktarinin arttigini tespit etmislerdir. Ayrica calismada dikkat edici bir
sekilde otolizozomal yapilarin bulunmasi fisetinin otofajik hiicre Oliimiinede neden
olabilecegini belirtmislerdir (Klimaszewska vd., 2016). Kim ve ark., 5 uM fisetin dozunu
24 saat fare kortikol ndronal hiicrelerinde (T4) denediklerinde kontrol hiicreleriyle
kiyasladiklarinda otofajik vezikiillerin sayisinda artis oldugunu TEM mikroskobuyla
belirlemislerdir (Kim vd., 2016).

Li ve arkadaslar1 T24 ve EJ hiicre hatlarinda 60, 80 ve 100 uM dozunu 48 saat
uyguladiklarinda doza bagli olarak apoptoza ugramis hiicrelerde goriilen morfolojik
degisimleri Hoechst 33258 boyama yontemiyle belirlemislerdir. Bu degisimlerin kromatin
yogunlagsmasi, ¢ekirdek pargalanmasi ve apoptotik cisimciklerin olugmasi seklinde
tanimlamiglardir (Li vd., 2010). Diger bir ¢alismada ise PC3 hiicrelerine 72 saat 25 uM
fisetin dozu uygulanan hiicrelerde Hoechst 33258 boyama yontemi uygulandiktan sonra
florasans mikroskobu ile goriintiilenen hiicrelerde kromatin yogunlasmasi ve g¢ekirdek
pargalanmasi oldugu belirlenmistir (Haddad vd., 2010). Ying ve arkadaslarinin yapmis
olduklar1 ¢alismada ise HeLa hiicrelerinde 24 saat uygulanan 20, 40 ve 80 puM fisetin
dozlarinin ¢ekirdek yogunlasmasina ve apoptotik cisimciklerin artisina doza bagli olarak
neden oldugu DAPI yontemi ile tespit edilmistir (Ying vd., 2011). Baska bir caligmada ise
LNCaP hiicrelerine 48 saat siire ile uygulanan 10, 20, 40 ve 60 pM fisetin dozlarinin
hiicreleri apoptoza ugrattig1 ve doz artisiyla birlikte apoptoza ugrayan hiicrelerin sayisinin

arttig1 konfokal mikroskop yardimiyla belirlenmistir (Khan vd., 2008).

T98G hiicreleri {lizerinde de ilk defa denen fisetin dozlarinin da benzer sekilde daha
once denenen farkli kanser hiicrelerinde oldugu gibi doz artisina bagl olarak hiicre
morfolojisini degistirerek hiicreyi hasara ugrattigi ve bu etkinin siire artis1 ile daha belirgin

bir sekilde ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada farkli kanser hiicre dizileri iizerinde ¢ogalmay1 baskilayici etkisi
oldugu belirlenen ve bir ¢esit flavonoid tiirevi olan fisetinin, insan merkezi sinir sisteminde
yaygin olarak goriilen ve oliimciil bir beyin tiimoérii olan glioblastoma multiforme (T98G)

hiicre dizisi iizerindeki etkileri ilk kez incelenerek asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Fisetinin doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligin1 azalttigi morfolojik ve
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Calismada fisetin dozlariin hiicre gogalmasini
baskilamasi acisindan pozitif kontrol olarak kullanilan karmustine goére daha etkili
olduguda bulunmustur.  Aym1 calismada secilen dozlarin apoptoz/nekroz oranlari
hesaplandiginda apoptotik etkinin nekrotik etkiye gore daha fazla oldugu bulunmustur.
Apoptotik siiregte etkili olan KASPAZ 3, KASPAZ 8, KASPAZ 9, BAX, BCL-2 ve
SURVIVIN gen ekspresyonlari iizerindeki etkileri de incelendiginde KASPAZ 3, KASPAZ
9, KASPAZ 8, BAX genlerinin mRNA ifade diizeylerini doza bagl olarak arttirdigi, BCL-2
ve SURVIVIN genlerinin mRNA ifade diizeylerini ise azalttig1 bulunmustur. Ayrica fisetin
dozlarinin morfolojik ve organel diizeyinde yapmis oldugu degisimler T98G hiicre
dizilerinde daha ayrintili olarak elektron mikroskobu ile incelendiginde hiicre ¢ekirdeginde
biiziilme, kromatin yogunlagmasi ve g¢ekirdek pargalanmasina sebep olurken, mitokondri

ve endoplazmik retikulumlarda silinmeye sebep oldugu gosterilmistir.

Son olarak da fisetinin normal hiicreler {izerindeki olas1 morfolojik, sitotoksik ve
apoptotik etkileri saglikli insan bronsial epitelyum (BEAS-2B) hiicre dizisinde arastirilarak
fisetinin kanserli hiicre ve normal hiicre iizerindeki etkileri farkli yontemler kullanilarak
karsilastirilmistir. BEAS-2B hiicre dizilerinde doza ve zamana bagli olarak hiicre sayisini
azalttigi, morfolojik degisime sebep oldugu ve sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.
Hiicre olimiiniin hangi yolla oldugu arastirildiginda apoptotik etkinin, nekrotik etkiye
yakin oldugu hesaplanmistir. KASPAZ 3, KASPAZ 8, KASPAZ 9, BAX, BCL-2 ve
SURVIVIN gen ekspresyonlar1 iizerindeki etkileri de incelendiginde ise KASPAZ 3,
KASPAZ 8, KASPAZ 9, BAX, BCL-2 ve SURVIVIN genlerinin mRNA ifade diizeylerini
diisiik dozlarda arttirdig1, yliksek dozlarda ise azalttigi bulunmustur.
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Fisetinin normal hiicre dizilerinin ¢ogalmasi iizerindeki etkisinin tespit edilmesine
yonelik c¢alismalar oldukca azdir. Fisetinin BEAS-2B hiicrelerinin ¢ogalmasi tizerindeki
etkisinin belirlenmesi agisindan ilk veriler bu ¢alisma ile elde edilmistir. Fisetinin saglikli
hiicrelerde bu etkiyi hangi mekanizmalar ile gosterdigi daha Onceki ¢alismalarda
arastirilmamis olup, siirecte gorev alan molekiiller ve sinyal yolaklari ile olan iligkisinin
detayl1 olarak calisilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Buldugumuz verilerin sonra yapilacak

caligmalara yol gosterecegini inanmaktayiz.

Fisetinin sitotoksik ve apoptotik etkileri normal ile kanserli hiicrelerde
karsilastirildiginda glioma hiicrelerinde daha gii¢lii oldugu tespit edilmistir. Bu etkinin
gerceklesmesinde gorev alan diger genlerinde ifade diizeylerinin detayli olarak incelenmesi

ve lirline doniislip doniismedigi uygun yontemler ile belirlenmelidir.

Ayrica fisetinin farkli kemoterapotik ajanlarla  kombine etkilesimleri farkl
hiicrelerde ¢alisilmaya agik diger bir konudur. Ozellikle ila¢ direnci gelisen hiicrelerde
fisetinin giiclii sitotoksik bir etki gosterebilecegi aciktir. Normal hiicrelere gore kanserli
hiicrelerde daha diisiik dozlarda sitotoksik ve apoptototik etki gostermesi bakimindan
ileride glioma tedavisinde kullanilabilir bir ilag olarak gelistirilmesinde yapilacak olan in

Vivo Ve in vitro ¢alismalara onciiliik edecegini diisiinmekteyiz.
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