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ONSOZ

Kinon oksidorediiktazlar biitiin dokularda bulunan temel metabolik enzimlerdendir.
Onerilen projenin iist semsiye kurulusu olan A.B.D. Colorado Denver Universitesi’'nde
bulunan arastirma ekibi, NQO1/NQO, molekiiliiniin kanserle iliskisi iizerine olduk¢a ¢ok
sayida caligmaya sahiptir. Proje ekibinin kronik myoloid 16semi hiicreleri {izerinde NQO;
inhibitorlerinin antikanserojen etkinlikleri ile ilgili NIH (National Institute of Health, USA)
projesinin Tirkiye kolu olarak gerceklestirilen bu g¢alismada 6zellikle NQO, enziminin
antikanserojen etkinlik ile iliskisi 16semi ile ilgili olan Jurkat hiicrelerinde ve diger farkli
kanser hiicrelerinde aydinlatilmaya calisildi. Baz1 flavonoitler ve melatonin NQO, enzimi
tizerinde inhibe edici Ozellige sahiptir. Bu enzim inhibitorlerinin potansiyel birer
antikanserojen madde oldugu daha 6nce bagka molekiiller {izerinde gosterilmistir. Bu nedenle
caligmada bu enzimi inhibe ettigi bilinen Kemferol, Apigenin, Luteolin, Kersetin gibi
flavonoitlerin ve melatoninin antikanserojen etki mekanizmalar1 aydinlatilmaya caligilmistir.
Calismada farkli karsinoma hiicreleri iizerinde bu molekiillerin antikanserojen etkinlikleri

incelenmistir.

“NQO’yi Hedef Alan Molekiillerin Karsinoma Hiicrelerinde Proflaktik/Terapotik
Etkinliklerinin Incelenmesi” isimli proje 1011 kodlu Uluslararast Bilimsel Arastirma
Projelerine (UBAP) Katilma Programi kapsaminda olup, proje TUBITAK tarafindan 1105085

proje No’su ile desteklenmistir.
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NQO2’YI HEDEF ALAN MOLEKULLERIN KARSINOMA
HUCRELERINDE PROFLAKTIK/TERAPOTIK ETKINLIKLERININ
INCELENMESI

OZET

Kinonlar (Quinon), organik materyallerin yanmasi sonucunda agiga ¢ikan bir polisiklik
aromatik hidrokarbon grubudur. Benzopiren kinon ve benzokinonlar1 da igeren kinonlar
oldukga reaktif molekiillerdir. Kinonlar, kinon oksidorediiktazlar (NQOs veya QRs) adi
verilen bir flavoprotein ailesi tarafindan 2 elektron indirgenerek detoksifiye edilirler. Bu
caligmada, NQO; enzim inhibitorlerinin (apigenin, kemferol, kersetin, luteolin ve melatonin)
farkli kanser tiirlerine ait c¢esitli karsinoma hiicre serileri lizerindeki antikanserojen etki

mekanizmalar1 aydinlatilmaya calisilmistir.

Kronik myeloid l6semi hiicre serilerinden olan K562 hiicrelerinde NQO,’ nin roliinii
aydinlatabilmek amaciyla, NQO, KD (knock down) K562 hiicreleri elde edilmis ve gesitli
NQO; enzim inhibitorlerinin her iki hiicre serisindeki hiicre canliligi, toplam reaktif oksijen
tirleri (ROS) ve apoptoz iizerine olan etkileri incelenmistir. Akut T Losemi Hiicresi Klon E6-
1’e ait Jurkat, insan meme adenokarsinomuna ait MCF7 ve insan hepatoselliiler karsinomuna
ait HepG2 hiicre serilerinde ayni NQO; enzim inhibitdrlerinin hiicre canliligi, toplam ROS,

hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve NQO; ekspresyonu iizerine olan etkileri incelenmistir.

Sonug olarak; kemferol, apigenin ve melatoninin K562 ve NQO, KD K562 hiicre serileri
tizerinde prooksidan etki gostererek sitotoksisite olusturdugu, luteolin ve kersetinin KD K562
hiicrelerinde apoptozu K562 hiicrelerine gore daha fazla oranda arttirdigi, bu nedenle bu iki
maddenin sitotoksik Ozelligini bagka bir yolak iizerinden gergeklestirdigi sonucuna
vartlmistir. Jurkat hiicrelerinde apigeninin, MCF7 hiicrelerinde kemferoliin, HepG2
hiicrelerinde ise apigeninin yiiksek dozunun ve kersetinin sitotoksik etkisini NQO,/ROS

yolagini kullanarak ger¢eklestirdigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: NQO,, melatonin, flavonoit, karsinoma



INVESTIGATION OF PROFLACTIC/THERAPEUTICAL EFFICIENCIES OF
MOLECULES TARGETING NQO2 ON CARCINOMA CELLS

ABSTRACT

Quinones of polycyclic aromatic hydrocarbons are abundant in all burnt organic
materials. Quinones, including benzopyrene quinines and benzoquinons are highly reactive
molecules which are detoxified by two-electrone reduction via NQOs or QRs. In this study,
the mechanisms of anticancerogen effectiveness of several NQO, enzyme inhibitors
(apigenin, kaempferol, quercetin, luteolin and melatonin) on different carcinoma cell lines

were identified.

Chronic myeloid cell lines (K562 and NQO, KD K562) were used to clarify the effect
of NQO; inhibition over cell viability, total ROS and apoptosis. Furthermore the
anticancerogen effects of same inhibitors were tested on Acute T leukemia cell (clone E6-1-
Jurkat), human breast cancer cell line (MCF7) and human hepatocellular carcinoma cell lines
(HepG2) via cell viability, total ROS, cell proliferation, apoptosis and NQO, expression.

As a result, kaempferol, apigenin and melatonin were prooxidant and cytotoxic on
K562 and NQO, KD K562 cells, luteolin and quercetin triggered the apoptosis in KD K562
cells rather than the K562 cells, therefore it is revealed that these molecules might use another
pathway rather than NQO, inhibition in these cell lines. In jurkat cell lines apigenin, in MCF7
cell lines keampferol, and in HepG2 cell lines high doses of apigenin and quercetin showed its

cytotoxic effects using NQO,/ROS pathway.

Key Words: NQO,, melatonin, flavanoid, carcinoma



1. GIRIS VE AMAC

Kinonlar (Quinon), organik materyallerin yanmasi sonucunda agiga ¢ikan araba
egzoslarinda, sigara dumaninda, hava kirliligi olan yerlerde dogal olarak olusan genis bir
polisiklik aromatik hidrokarbon grubudur. Benzopiren kinonlar ve benzokinonlarin da iginde
bulundugu kinonlar, reaktif molekiillerdir ve hizla bir veya iki elektron kaybederler.
Kinonlarin detoksifikasyonu kinon oksidorediiktazlar (NQOs veya QRs) tarafindan
gergeklestirilir.

Melatonin ise pineal bezde seratoninden sentezlenen ve G proteinleri aracili reseptorleri
tizerinden etki gosteren bir hormondur. Melatoninin simdiye kadar fonksiyonlar1 ve
lokalizasyonu iyi tanimlanmis 2 reseptorii olan MT1 ve MT2 iizerinde literatiirde oldukga
genis bilgi bulunmaktadir. Ancak Melatoninin son kesfedilen reseptorii lizerindeki ¢alismalar
bunun bir G-aracili proteinden ¢ok bir enzim oldugunu goéstermistir. Bu reseptorler diger
melatonin reseptorlerinden farkli olarak nanomolar diizeyde melatonine afinite gostermesi,
aktivitesinin sicakliga bagli olarak degismesi ve ligant baglama/ayrigma hizinin ¢ok hizl
olmas1 yonleri ile diger reseptorlerden ayrilir. MT3 reseptorii i¢in sinyal transdiiksiyon
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir, ancak NQO, tizerinde gergeklestirilen
calismalar melatoninin bu enzim iizerinde baglanma bdlgesine sahip oldugunu hatta bu
enzimin dogrudan MT3’iin kendisi olabilecegini gostermistir. NQO,, FAD bagimli bir
molekiil olup, es-substrat olarak N-ribosil ve N-alkildihidronikotinamit kullanmaktadir.
Melatoninin QR; iizerinde baglanma yerlerinin bulunmasi melatoninin de bu enzim i¢in es-

substrat olabilecegini diisiindiirmiistir.

Melatoninin reseptorlerinden MT3 olarak kabul edilen NQO; (QR)’nin aktif enzimi
inaktif hale doniistiirmesi ayn1 zamanda antikanserojen etkinlik gosteren flavonoitlerin de etki
mekanizmalarina 151k tutucu Ozelliktedir. Yapilan son ¢alismalarda melatoninin bu
molekiillerle sinerjik etkiye girerek antikanserojen etkinligi artirabilecegi ozelligi bazi

flavonoitler tizerinde ¢alisiimaya baglanmustir.

Bu ¢alismada ilk kez NQO, inhibitorlerinin en aktiflerinden olan Apigenin, Kemferol,
Kersetin, Luteolin gibi flavonoitlerin ve melatoninin kronik myeloid 16semi hiicreleri basta
olmak {izere ¢esitli karsinoma hiicreleri (hepatokarsinoma ve meme kanseri) lizerindeki

antikanserojen etki mekanizmasi aydinlatilmaya ¢aligilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. NAD(P)H: Kinon Oksidorediiktaz 2 (NQO,)

NQO,, kinon oksidorediiktaz ailesinin ikinci iiyesidir. NQO, cDNA’s1, 976 niikleotit
uzunlugunda olup, 231 aminoasitlik (Ma= 25,956) bir protein kodlar. Ayrica insan NQO2
proteininin karboksil ucu insan, fare ve rat NQO; proteininden 43 amino asit daha kisadir.
Insan NQO; cDNA’s1 ve proteini, insan karaciger sitozolik NQO; cDNA ve proteinine
sirastyla %54 ve %49 benzerlik gosterir (JAISWAL, 1990). NQO,’de NQO; gibi dimer enzim
yapisina sahiptir ve her bir alt {initesinde prostetik grup olarak FAD tasir. Fakat son yillarda
yapilan c¢alismalar NQO,’nin NQO1’den kofaktdr gereksinimi bakimindan farkli oldugunu,
elektron vericisi olarak NAD(P)H kullanmak yerine NRH (Dihidronikotinamide ribozid)
kullandigin1 gostermistir (YANG, 2012; WU, 1997). Ayrica NQO; kristal yapi analizleri
NQO;’de olmayan spesifik metal baglama bolgelerine sahip oldugunu gostermistir (FOSTER,
1999). Ayrica NQO; katalitik bolgesinde NQO;’den farkli olarak sadece His/Asn*®!
mutasyonu igerir. (VELLA, 2005).

NQO; kinonlardan ve oksidasyon rediiksiyon boyalarindan iki elektron indirgenme
reaksiyonlarin1 katalizler. Ayrica metil kirmizisint elektron alicist olarak kullanarak dort
elektron indirgeyebilir bu reaksiyonda NQO;’den 11 kat, sitotoksik bilesik CB1954 (5-
aziridin-1yl)-2,4-dinitrobenzamid)’iin indirgenmesinde 3000 kat daha aktiftir (WU, 1997).

NQOz’nin NQOI1 ile yapisal benzerliklerinden dolayr kinon toksisitesine karsi
koruyucu oldugu kabul edilmis ve yapilan ¢alismalar bu goriisii desteklemistir. NQO,-/-
farelerde benzo(a)pirenin kanserojen aktivitesi, NQO; -/- farelerde benzer sekilde artmistir.
Yine NQO; -/- farelerde normal farelere gore DMBA ve benzo(a)pirenin indiikledigi deri
kanserine kars1 duyarliligin artigi gozlenmistir. Yani NQO; kimyasal karsinojenlere karsi
koruyucu etki gostermistir ISKANDER, 2004). Fakat bir baska ¢alismada NQO, -/- farelerde,
NQO; -/- farelerin aksine menadionun indiikledigi karaciger toksisitesi azalmistir. Bu sonuglar
NQO,’nin menadionun metabolik aktivitesini katalizledigi ve toksisiteye sebep oldugunu
gostermistir (LONG, 2002). Bu verilere gore NQO, toksisiteyi indiikleyen bir enzim ise
aktivitesinin inhibe edilmesi s6z konusu olmustur. NQO, dikumoral, sibakron mavisi ve
fenindon gibi NQO1’in tipik inhibitorlerine karsi dayaniklidir (YANG, 2012; WU, 1997).
Flavonlarin NQO’nin kuvvetli kompetatif inhibitori oldugu bulunmustur. Yapilan

calismalarda hem krisin hem de 7,8-dihidroksiflavonun NQO;’i esit kuvvette (Ki degeri



yaklasik 30nM) inhibe ettigi bulunmustur. NQO; i¢in ise krisin makul, 7-8dihidroksiflavonun
ise oldukca zayif inhibitdr olduklar1 gozlenmistir. Flavonlarin C3 pozisyonundaki OH grubu
(6rn; Galangin) NQO; inhibisyonunu (Ki=720nM) azaltirken, galangin NQO,’yi krisinden
daha kuvvetli inhibe edebilir. C3 ve C4 pozisyonunda OH grubu olmasi NQO; inhibisyonunu
onemli Olclide artiran bir 6zelliktir. Simdiye kadar denenmis en giiclii flavon inhibitor
(Ki=21nM) Kkersetindir. NQO, ve NQO; inhibisyon profilinde flavonlarin farklilik
gostermesinin muhtemel sebebi aktif bolgelerindeki yapisal farkliliklardir (WU, 1997). NQO,
diger bilinen inhibitorleri benzo(a)piren (YANG, 2012) ve kanser Onleyici, kardiyoprotektif
Ve yaslanma karsiti 6zelliklere sahip oldugu bilinen resveratroldiir. Resveratroliin in vitro
ortamda NQO;’nin aktif bolgesine spesifik olarak baglanarak NQO,’yi inhibe edici etki
gostermesi bu bilesigin antikanserojen etkinliginin NQO, inhibisyonundan kaynaklandigi
fikrini olusturmustur (BURYANOVSKYY, 2004).

NQO; inhibisyonunun kanser metabolizmasinda bir rolii olabilecegi goriisii NQO nin
antikanserojen etkisi bilinen melatoninin 3. reseptorii oldugunun gosterilmesi ile
kuvvetlenmistir (MAILLIET, 2004). Melatoninin son kesfedilen reseptdriiniin diger melatonin
reseptorlerinden farkli olarak nanomolar diizeyde melatonine afinite gostermesi, aktivitesinin
sicakliga bagli olarak degismesi ve ligant baglama/ayrisma hizinin ¢ok hizli olmasi
yonlerinden G-aracili protein olan MT1 ve MT2 reseptorlerinden farkli davranan bir enzim
oldugunu gostermistir (NOSJEAN, 2000). NQO, iizerinde gergeklestirilen c¢aligmalar
melatoninin bu enzim lizerinde baglanma bdlgesine sahip oldugunu hatta bu enzimin direk
MT3’ilin kendisi olabilecegini gostermistir (MAILLIET, 2004). NQO, -/- fareler iizerinde
NQO; ve MT3 arasindaki iliski arastirildiginda bu farelerde MT3 baglanma bdlgesinin artik
meveut olmadig, MT3 spesifik radyoliganti 2-[**1]-iyodo, 5-metoksikarbonilamino-N-
asetiltriptamin (2-[*?°1]-MCANAT) kullanilarak tespit edilmistir. Bu veriler in vivo ortamda
NQOz’nin MT3 baglanma bdlgesinin parcast oldugunu ve iciincii melatonin baglanma
bolgesinin varligmi kanitlamistir (MAILLIET, 2004). Benzer g¢aligmalar CHO (Chinese
Hamster Ovary) hiicrelerinde de yapilmis ayni sonuglara ulasilmistir (MAILLIET, 2005).
Buna ilaveten gergeklestirilen calismalarda ise bu enzimin membranda degil sitozolde
oldugunu ve karaciger, bobrek ve beyin basta olmak iizere hemen hemen biitiin dokularda

mevcut oldugunu géstermistir (MAILLIET, 2005; BOUTIN, 2008).
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Sekil 2.1. Melatoninin muhtemel antioksidan etki mekanizmasi (TAN, 2007)

MEL

Melatoninin NQO; ile kuvvetli etkilesimi enzimin katalitik bolgesinde meydana gelir.
Uygun sartlar altinda melatonin kolaylikla elektronlarint FAD’a verebilir. Melatonin bir
elektron verdikten sonra, melatonin katyon radikali olusur ve NQO; kofaktérii FAD, FADH’a
indirgenir. Eger bu islemler kendiliginden tekrarlanirsa FADH tamamen indirgenerek FADH
meydana getirir. Melatonin katyon radikali siiperoksit anyon radikali ile etkilesime girerek N*-
asetil-N?-formil-5-metoksikinuramine (AMFK) olusur yada fizyolojik pH’da melatonin nétral
radikaline doniisiir. Melatonin nétral radikali hidroksil radikallerini siiptirerek siklik 3-
hidroksimelatonin doniistiiriir. Boylece aktif olan NQO,-FAD, inaktif olan NQO,-FADH;’ye
donlismis olur. Bu muhtemel mekanizma melatoninin hem anitoksidan etkinliginin neden
gliclii oldugunu ve ayni zamanda antikanserojen etkinligini de NQO> inhibisyonu iizerinden

gosterebileceginin son delilleridir (TAN, 2007).

NQO;’nin tiimor dokusunda bol bulunmasi nedeniyle antitiimor ilaglart ilizerine etkisi
onem kazanmaktadir. NQO,, daha oOnce NQO; tarafindan biyoaktivasyonunun
gerceklestirildigi kanitlanmis antitimor ilact CB1954°1 substrat olarak kullanabilir ve ilaci

toksik forma doniistiirerek aktive eder (KNOX, 2000).



2.2. FLAVONOITLER

Flavonoit sozcligii sar1 renkli olmalarindan dolayir latincede sari anlamina gelen
“flavus” sozciiglinden tiiretilmistir (KAHRAMAN, 2002). Bitkilerden izole edilmis, bitkinin
bir takim gelisim asamalarinda ve savunmasinda dnemli rol oynayan yaprak, ¢icek ve meyve
gibi kisimlarinda yaygin sekilde bulunan ve renginden sorumlu olan 4000 den fazla flavonoit
mevcuttur. Bu bilesikler fenilbenzopiren (C6-C3-C6) yapisina sahiptirler (DOGAN, 2008).
Doygunluk oranlar1 ve merkez piran halkasinin yapisina gore flavonlar, flavonoller,

flavononlar, izoflavonlar, katesinler ve antosiyaninler olmak tizere alt1 farkli gruba ayrilirlar
(Di CARLO, 1999; TSAO, 2010).
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Sekil 2.2. Flavon, Flavonol, Flavanon, Flavanonol yapilar1 (TSAO, 2010)

Flavonoitler, iki aromatik A ve B halkasinin ti¢ karbon kopriisii (C) ve bir heterosiklik

oksijenle baglandig1 difenilpropan (C6—C3-C6 ) iskelet yapisina sahiptir. A halkas1 5 ve 7



pozisyonunda karakteristik bir hidroksilasyon gosterirken, B halkas1 genellikle 4', 3’ ve 4’ veya

4' ve 5' pozisyonlarinda hidroksillenir (KAHRAMAN, 2002).

Flavonoit gruplar1 arasindaki yapisal farkliliklar; fenolik hidroksil gruplarinin sayisi ve
dagilimindaki ¢esitlilikler, bunlarin substitiisyonlar1 ve C-halkasinin kimyas: ile
aciklanmaktadir. Flavonoitlerin yapisinda yaygin olarak bulunan hidroksil gruplar1 reaktif
Ozelliklerinden dolayr kolaylikla alkillenir veya glikozillenir. Bu nedenle, dogada
flavonoitlerin metoksi ve glikozit tiirevlerine sik rastlanir (DOGAN, 2008). Flavonoitlerin en
onemli etkisi oksijen tiirevi serbest radikalleri siipiirmeleridir. /n vitro deneysel sistemler
antioksidan etkilerinin yani sira antiallerjik, antiviral, antitlimor, antienflamatuar, antimutajen
ve antigenotoksik etkileri de iceren birgok biyolojik aktivitede rol oynadiklarini
gostermektedir (NIJVELDT, 2001). Bu aktiviteler, esas olarak flavonoit yapisindaki hidroksil
grubunun sayisina ve pozisyonuna baglidir. Flavonoitler antioksidan aktivitelerini; ksantin
oksidaz, lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile selat
olusturarak, siiperoksit anyonlari, lipit peroksit radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest
radikalleri yakalayarak ve diger antioksidanlar ile etkilesime girerek gostermektedirler

(DOGAN, 2008).
2.2.1. Luteolin

Luteolin, 3',4',5,7-tetrahidroksiflavon olarak adlandirilan dogal bir bilesik olup, ayni
zamanda bitkiler aleminde bol miktarda bulunan bir flavondur (SEELINGER, 2008a). Bir¢ok
bitki (maydonoz, brokoli, sogan yapraklari, havug, yesilbiber, elma kabugu, yerfistigi kabugu)
luteolince oldukga zengindir (SEELINGER, 2008b).

Luteolin lipitler, DNA ve proteinler iizerine ROS indiikleyici hasari inhibe eder.
Luteolinin antioksidan etkisinde bazi mekanizmalar rol alabilir. Bunlardan ilki luteolinin
kendi oksidasyonu yoluyla ROS siipiiriicii olarak gorev yapabilmesidir. Luteolin’in ikinci
halka yapisinda ki orto-dihidroksi grubu ve iiclincii halkasindaki 2,3-¢ift bagi iyi bir anti
oksidan ozellik saglar. Aromatik hidroksil grubunda bulunan hidrojen atomu serbest
radikallere verilebilir (SEELINGER, 2008a). ikinci mekanizmada luteolin ROS olusturan
oksidazlar1 inhibe ederek, (ksantin oksidaz) siiperoksit O,*" olusumunu baskilar. Hiicresel
bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyen enzimleri direk olarak inhibe edebilir. Ornegin,
luteolin karaciger lipitlerinde lipoksijenaz, sikloksijenaz ve askorbik asitin stimiile ettigi
malondialdehit olusumunu baskilar (BROWN, 1998).



Yapilan c¢alismalarda luteolinin kanserli hiicrelerde hiicre dongiisiinii kontrol
noktalarinda durdurarak, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir
(MATSUKAWA, 1993; KOBAYASHI, 2002; CASAGRANDE, 2001). Bununla birlikte
luteolinin bir¢cok kanser tiiriinde (epidermal tiimor, 10semi, pankreas timdrii ve hepatoma)
apoptotik hiicre yolaklarmi aktive ederek apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi (HELTON,
2007; CHOWDHURY, 2002; HUANG, 1999; CHENG, 2005; LEE, 2005; HORINAKA,
2005; SELVENDIRAN, 2006) goriilmiis, boylece luteolinin onkostatik etkisi ispatlanmistir.
Ayrica luteolin anjiyogenezi baglatmak icin gerekli proteinleri inhibe eden kuvvetli bir

anjiyogenez inhibitoriidiir (BENASSAYAG, 2002; JOUSSEN, 2000; BAGLI, 2004).
2.2.2. Kemferol

Kemferol  (3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on)  bir  ¢ok
yenilebilir bitkide (¢ay, brokoli, lahana, fasulye, pirasa, domates, ¢ilek ve {liziim vb.) ve
geleneksel tipta kullanilan bitki veya botanik iiriinlerde (Ginko biloba, Tilia sp, Equisetum sp,
Moringa oleifera, Sophora japonica ve propolis vb.) bulunan bir flavonoldiir (CALDERON -
MONTANO, 2011). Baz1 epidemiyolojik ¢alismalar kemferol igeren yiyeceklerin tiiketiminin
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok hastalik riskinin azalmasi1 arasinda pozitif iligki
oldugunu gostermektedir. Cok sayida klinik Oncesi caligma kemferol ve bazi kemferol
glikozitlerinin, antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal, antikanser, kardiyoprotektif,
noroprotektif, antidiyabetik, antiosteoporik, Ostrojenik/antidstrojenik, anksiyolitik, analjezik
ve antialerjik aktivitelerin dahil oldugu ¢ok sayida farmasotik aktivitelere sahip oldugunu

gostermistir (CALDERON -MONTANO, 2011).

Kemferol, baz1 kemferol glikozitleri ve kemferol igeren birgok bitkinin antioksidan
aktivitesi ile ilgili bircok bilgi mevcuttur (KAMPKOTTER, 2007). C3, C5 ve C4’°de hidroksil
gruplart varligi kemferoliin antioksidan 6zelligi i¢in 6nemli bir yapisal 6zeliktir (PIETTA,
2000). Kemferoliin kuvvetli bir siiperoksit siipiiriiciisii olmasi, fenton reaksiyonlar: esnasinda
bakir veya demir iyonlar ile selat yaparak hidroksil radikali olusumunu azaltmasi, ksantin
oksidaz gibi ROS iireten enzimlerin aktivitesini inhibe edebilmesi antioksidan aktivitesinde
onemli rol oynar (WANG, 2006; NAGAO, 1999). Ayrica kemferol, siiperoksit dismutaz,
katalaz ve heme oksijenaz-1 gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu veya aktivitesini
artirarak antioksidan etkiyi indiikleyebilir (DORONICHEVA, 2007; LIN, 2003).

Kemferoliin indiikledigi hiicre dliimleri g¢esitli kanser hiicrelerinde (akciger, meme,

kolon prostat karaciger pankreas kan, lenf, deri, 6zefagus, beyin, rahim, yumurtalik, tiroid ve
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kemik) gosterilmistir (BRUSSELMANS, 2005; HUANG, 2010; KANG, 2009; MARFE,
2009). Yine kemferoliin apoptoz indiikleyici etkisi ile ilgili cok sayida calisma mevcuttur
(CALDERON -MONTANO, 2011; MARFE, 2009) Ayrica kemferol diisiik konsantrasyonda
bile DNA’y1 birgok kanserojenin olusturacagi hasara karsi korudugu (CEMELI, 2004),
anjiyogenezi inhibe ettigi bilinmektedir (SCHINDLER, 2006; KIM, 2006).

2.2.3. Apigenin

Apigenin  (CsHy00s), 4',5,7-trihydroxyflavone olarak adlandirilan, 5,7 ve 4
pozisyonlara -OH grubu eklenmis ve molekiiler kiitlesi 270.24 g/mol olan dogal bir bilesiktir
(LEFORT, 2013). Yenilebilir tiirdeki ¢cogu lifli bitki ve sebzelerde, (maydonoz, enginar, yer
elmasi, feslegen, reyhan, kereviz ve kereviz sapinda) bol miktarda bulunan yaygin bir
flavonoit’tir (MANACH, 2004).

Apigenin sahip oldugu sedatif, antispazmotik ve spazmolitik etkilerinden dolay1
yaygin olarak anksiyete ve uyku bozukluklarinin tedavisinde bir nutrasétik olarak
kullanilmaktadir (LOSI, 2004).

Apigenin flavonoitinin ayn1 zamanda, ¢esitli kanserler ig¢in kemo-koruyucu bir ajan
oldugu belirtilmektedir (BALIGA, 2006). Bu flavonoitin, ultraviyole ile indiiklenmis DNA
hasarma karst onemli Ol¢lide aktivite gosterdigi ve buna bagli olarak da apigeninin deri
kanserine karsi koruma saglayabilecegi bildirilmektedir (BIRT, 1997). Apigenin kanser
hiicreleri ile kiyaslandiginda normal hiicreler iizerinde daha az sitotoksik etkiye sahiptir (WU,
2006). Bununla birlikte, apigeninin ¢esitli kanser hiicrelerinde (16semi, meme, kolon, prostat,
karaciger, kan, lenf, deri ve tiroid) antikanserojenik etkiye sahip oldugu ¢esitli ¢calismalarla
gosterilmistir (BIRT, 2001; BIRT, 1997; KHAN, 2006; SHUKLA, 2006; SHUKLA, 2004,
YIN, 2001; WAY, 2004, MORRISSEY, 2005; WAY, 2005). Yine, apigeninin apoptoz
indiikleyici etkisine dair ¢ok sayida calisma mevcuttur (KHAN, 2006, SHUKLA, 2006;
SHUKLA, 2004; YIN, 2001; WAY, 2004; MORRISSEY, 2005; WAY, 2005). Yapilan bir
calismada apigenin kan, lenf hiicreleri iizerinde de antikanserojen etkiye sahip oldugu ve

lenfosit proliferasyonuna neden olan Conconavalin A' yi inhibe ettigi gosterilmistir
(CHOUDHURY, 2013).

Apigeninin antikanserojen Ozellige sahip olmasinin yani sira, ayn1 zamanda anti-
mutajenik, anti-inflamatuar ve anti-viral ozelliklere de sahip oldugu bildirilmistir
(CHOUDHURY, 2013).



2.2.4. Kersetin

Suda eser miktarda ¢oziilebilen bioflavonoitler sinifina ait kersetin (3,3°,4°,5,7-
pentahidroksiflavon), birgok yenebilir meyve ve sebzelerde (kirmizi sarap, greyfurt, ahududu,
yaban mersini, kirmizi yaban mersini, kiraz, elma, sogan, siyah cay, az miktarlarda yaprakli
yesil sebzeler, fasulye, brokoli ve lifleri olan yesillikler) bulunan bir flavonoldiir (WACH,
2007).

Kersetin, dogada bitki ¢aylar1 olarak bilinen bitkilerin yapraklarinda, ¢igeklerinde ve
saplarinda da bulunmaktadir (JOUBERT, 2012). Bu bitki ¢aylar1 eczaciligin degisik
alanlarinda ve gida tirtinlerinde kullanilmaktadir (SARAF, 2010; KALE, 2010).

Kersetin, antioksidan ozellikleri olan bir bitki pigmenti olup, viicuttaki hiicreleri
serbest radikallerin zararlarindan korumaktadir (HE, 2008; BOOTS, 2008; DE GROOT,
1998; TERAO, 2009; WISEMAN, 1996).

Yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro calismalarda, kersetinin oksidatif stres ve diger
tipteki hiicre hasarlarina karst hiicreleri koruyucu bir biyoaktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (HE, 2008; BOOTS, 2008; DE GROOT, 1998; KUKONGVIRIYAPAN, 2012;
KANG, 2013).

Giiglii bir antioksidan olan kersetinin kolesterolii diisiirerek kalp hastaliklar1 riskini
azalttig1 belirtilmekte (HOLLMAN, 1996; HERTOG, 1993; KNEKT, 1996) ve yapilan gesitli
caligmalarda, kersetin aliminin artmasiyla plazma total kolesterol ve LDL-Kolesterol
konsantrasyonlarinin  diistiigii  gosterilmistir (HERTOG, 1993; KNEKT, 1996). Yine
kersetinin antioksidan ozelligi sayesinde, akcigerleri ve solunum yollarin1 sigara ve kirli
havanin etkilerinden korumaya yardimci oldugu ve akciger kanseri riskini azalttigi da yapilan

caligmalarda gosterilmistir (TAN, 2012).

Kersetinin antikanserojenik etkiye sahip oldugu ile ilgili bir¢ok in vivo ve in vitro
calisgma bulunmaktadir (MURPHY, 2011, VARGAS, 2010; MA, 2004, DIHAL, 2006;
ARAUJO, 2011). Kersetinin kromatinin yeniden yapilandirilmasina katkida bulunabilecegi ve
bdylece kanser ilerlemesinde olduk¢a 6nemli olan epigenetik degisimlere engel olabilecegi
bildirilmektedir (GIBELLINI, 2011). Yapilan ¢alismalarda Kersetinin ¢esitli kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (BISHAYEE, 2013;
YUAN, 2012).



2.3. Melatonin

Melatonin (5-metoksi-N-asetiltriptamin), seratoninden tiirevlenen, basta pineal bez ve
retina olmak lizere birgok periferal doku ve organda sentezlenen indolamin yapisinda bir
norohormondur. Giinlik ve mevsimlik fizyolojik diizenlemeler i¢in periferal organlara

fotoperiyot ile ilgili bilgi aktararak, organizmanin sirkadiyen ritmini diizenler (JUNG, 2006).
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Sekil 2.3. Melatoninin kimyasal yapist

Melatonin sentezi triptofanin pinealositler igine alinmasi ile baslar ve N-asetil
serotoninin melatonine donilisiimii ile tamamlanir Sentezin diizenlenmesi primer olarak
geceye, diger bir deyisle karanliga baghdir. Sentezlenen melatonin pineal bezin endokrin
hiicreleri olan pinealositlerden hizla kana salinir (Salgilanma hizi 29 mg giin-1 diir) (SENER,
2010).

Plazma melatonininin konsantrasyonu gece saatlerinde giindiize gore 3-10 kat arasinda
artmaya baslar. Melatonin plazma konsantrasyonu giindiiz 0-20 pg/dl iken gece 50-200 pg/dl
diizeyine ylikselmektedir. Bir glinde 30 mg melatonin tiretilmektedir ve bunun % 80’ni gece
sentez edilmektedir. Melatonin seviyesini 151g1in yaninda bir¢ok ¢evresel faktorler (is1, gel-git

vb.) ve ¢esitli ilaglar 6rnegin B-blokorler etkiler (KLESZCZNSKI, 2011).

Melatonin basta sirkadyen ritim olmak iizere, mevsimsel lireme davranislari, endokrin
organlarin fonksiyonlarmin diizenlenmesi, retinadan dopamin salgilanmasinin inhibe edilmesi,
norepinefrin aracili endojen ve ekzojen vazokonstriiksiyon etkisinin olusmasi, immiin cevabin
artmasinin saglanmasi, tiimdr gelisiminin kontrol edilmesi gibi bir¢ok fizyolojik role sahiptir.
Bu fonksiyonlar1 gerceklestirirken spesifik reseptorlerine baglanir. Melatoninin hiicre zari,

sitoplazmas1  ve c¢ekirdeginde bulunan ¢ farkli reseptér tipi tanimlanmistir
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(EKMEKCIOGLU, 2006). Melatoninin membran reseptdrleri MT1 ve MT2 yedi adet
transmembran dizisine sahiptir ve G protein ¢iftleri aracilifiyla ekstraseliiler sinyalleri
iletirler. MT1 ve MT2 sirastyla 350 ve 363 amino asit biiyiikliiglinde olup, G proteini ile
iligkilidirler. MT2, MT1’e %60 homoloji gosterir (SLOMINSKI, 2012). Ayrica bu iki reseptor
benzer farmakolojik ozelliklere sahiptirler. Melatonin  ve 2-[***I]iyodomelatonine
subnanomolar afinite gosterirler (MAILLIET, 2004).

MTI reseptorleri beyin, kardiyovaskiiler sistem (¢evresel kan damarlarinda, aort ve
kalp), immiin sistem, testisler, yumurtaliklar, deri, karaciger, bobrek, adrenal korteks,
plasenta, meme, retina, pankreas ve dalakta ifade edilir. Bu reseptorler termoregiilasyonda,
arteriyel vazokonstriikksiyonda, kanser hiicrelerinin proliferasyonunda, tireme ve metabolik
fonksiyonlarda rol alirlar (PANDI-PERUMAL, 2008). MT2 ise immiin sistem, beyin
(6zellikle hipotalamus, suprakiazmatik g¢ekirdek (SCN)), retina, hipofiz, kan damarlari,
testisler, bobrek, gastrointestinal sistem, meme bezleri, adipoz doku ve deride bulunmustur.
MT2 reseptoriiniin ise, SCN’deki ndronal termoregiilasyonda, retinada dopamin salgisinin
inhibisyonunda, vazodilatasyonun indiikklenmesinde ve immiin cevabin artirilmasinda rol

oynadigi bilinmektedir (PANDI-PERUMAL, 2008).

Melatonin lipofilik 6zelliginden dolay: sitozolde ve g¢ekirdekte baglanma bolgelerine
sahiptir. MT1 ve MT2 reseptorlerinden sonra melatonin ve [MCA-NAT (5-
methoxycarbonylamino-N-acetyltryptamine)] ligantina MT1 ve MT2’den daha yiiksek afinite
gosteren sitozolik bir protein varli@i saptanmis daha sonra bu protein MT3 olarak
tanimlanmistir. MT3 saflastirilip tanimlandiginda bu proteinin NRH;kinon oksidorediiktaz 2
(NQO,) oldugu tespit edilmistir (NOSJEAN, 2001). NQO; geni tasimayan farelerde [125I]-
MCA-NAT kullanilarak MT3 baglanma bolgesi bulunmamasi bu goriisii desteklemektedir.
MT3’lin gorevinin analogu NQO; gibi detoksifikasyon oldugu diisiiniilse de NQO, geni
tasimayan farelerde menadiyon toksisitesine yabanil tip farelerden daha fazla toksisite
meydana getirmistir ve henliz NQO, nin goérevi tam olarak aydinlatilamamistir (MAILLIET,

2005; NOSJEAN, 2001; BOUTIN, 2005).

Birgok viicut hiicresinde reseptorii bulunan melatoninin ¢ok yonlii 6zelliklerinden
dolay1 normal hiicrelerde kanseri onleyici etkiler olustururken, kanserli hiicrelerde ise kanser
gelisimini yok edici role sahiptir. Gorme engelli kadinlarda goriilen meme kanseri
insidansinin diisiik oldugunun goriilmesi lizerine yapilan c¢aligmalarda melatoninin direk

meme kanserinde oldukca etkili oldugu, meme bezinde antidstrojen etki gdstererek anti-
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timoral etki yaptigi goriilmiistiir. Ayrica melatonin mitojenik aktiviteyi azaltarak, kanserli
dokuda hiicre proliferasyonunu durdurmaktadir. Tiimor biiylimesini hizlandiran prolaktin,
bliyime hormonu, gonadotropinler gibi hormonlarin salimim1 baskiladigr bildirilmistir
(SANCHEZ- BARCELO, 2003). Melatoninin oldukg¢a giiglii antioksidan etkisi, serbest
radikal aracili kanser olusumunu Onlemektedir (LANOIX, 2012). Melatonin bagisiklik
sistemini giiclendirici etkisi sadece kansere karsi degil, baska bircok hastalifa karst da

organizma savunmasina katki saglar (TOPAL, 2009).

Melatonin hiicreleri kanser olusumuna karsit korur, ¢ogalmasini onler ve apoptozu
indiikler. (JUNG, 2006). Yine bir¢ok kanser hiicresinde yapilan ¢alismalarda melatoninin bu
hiicrelerde hiicre proliferasyonunu azaltip, apoptozu indiikledigi gosterilmistir (UGUZ, 2012;
GARCIA-SANTOS, 2006).

12



3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. GERECLER

Deneysel caligmalar hiicre  kiiltiirii  ve analitik calisma laboratuarlarinda
gerceklestirilmis olup ilgili tim gerecler kullanilmistir. Deneylerde kullanilan tiim sarf
malzemeler steril hiicre kiiltiirii i¢in tretilmistir. Tiim kullanilan kimyasallar analitik

safliktadir.
3.2. YONTEMLER
3.2.1. Hiicre Serileri

Calismada Kronik Myeloid 16semi hiicreleri K562 (ATCC, CCL-243); Akut T Losemi
Hiicresi Klon E6-1 Jurkat (ATCC Kat No. TIB-152); Insan hepatoselliiler karsinom hiicre
hatt1 HepG2 (ATCC Kat No. HB-8065) ve insan meme adenokarsinoma hiicre hattt MCF7
(ATCC Kat. No. HTB-22), kullanild1. Insan 16semi hiicre kiiltiirii K562 ve NQO, KD K562
hiicre serisi Prof. Dr. David Ross’un laboratuarinda (ABD Colorado Denver Universitesi,

Eczacilik Fakiiltesi) ¢alisildu.
3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Jurkat ve K562 hiicreleri, %10 Fetal Bovine Serum (FBS), penisilin (10000 U/mL),
streptomisin (10 mg/mL) ve 2 mM L-glutamin igeren RPMI 1640 Medium besi ortami
igerisinde, HepG2 ve MCF7 hiicreleri ise, 1s1 ile inaktiflestirilmis %10 fetal sigir serum (FBS),
penisilin (10000 U/mL), streptomisin (10 mg/mL), 2 mM L-glutamin i¢eren Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) besi ortami igerisinde, 37°C’de %5 CO, varliginda hiicre
kiiltiirii inkubatoriinde {iiretildi. Hiicrelerin besiyeri iki glinde bir degistirildi ve canliliklari,

cogalma hizlar1 ve morfolojik yapilari invert mikroskop ile takip edildi.
3.2.3. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2]-2,5-difenil Tetrazolyum Bromid) Hiicre Canlilik Testi

Maddelerin hiicre canlilig1 iizerine etkisi sar1 renkli tetrazolyum tuzunun mitokondride
bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan mor renkli formazon kristallerine

indirgenmesi prensibine dayanan MTT testi ile arastirildi (BAYSAL, 2008).
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3.2.4. Toplam Reaktif Oksijen Miktari

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu, DCF (diklorofluoresin) yogunlugunun

floresans olarak 6l¢iimii yontemi ile belirlendi.
3.2.5. Hiicre Cogalmasi

Hiicre c¢ogalmast Cyquant NF Cell proliferation Kkiti prosesine uygun olarak

gerceklestirildi ve sonuglar ayn1 yontemle hesaplanda.
3.2.6. Apo-1/Fas/CD95 Yolag Deneyi

Apoptoz yolaklarindan CD95 Fas yolagi iizerinden gergeklestirilen apoptoz calismalari
Apo-1/Fas/CD95 ELISA Kkiti ile kit prosesine gore yapilarak sonuglar ayni yontemle

hesaplandi.
3.2.7. NQO; Ekspresyonu

Hiicrelerde NQO, ekspresyonu Western Blot yontemine gore yapilarak hesaplamalarda

kontrol antikoru olarak B-tubulin kullanildi.
3.2.8. Akim Sitometrisi (Flow Cytometry)

Apoptozun Slgiilmesinde akim sitometre kullaniminin sebebi 6lii hiicrelerin miktarinin
tayini, apoptoz ve nekroz ile olusan Oliimlerin ayirt edilebilmesidir. Anneksin V (AV),
apoptoza gitmekte olan hiicreleri ayirt eder. Apoptozun erken evrelerinde, hiicrelerin zar
yapis1 bozulmaya baglar. Hiicre zar1 i¢ kisminda bulunan fosfotidil serinler, zar disina ¢ikarlar.
Ortamda Ca** varliginda anneksin V, fosfatidil serin ile baglanir. AV’in fosfotidil serine
yiiksek ilgisi vardir. Propidyum iyodiir (PI) ise canlilik i¢in standart bir akim sitometre
probudur. Canli hiicreleri 6lii hiicrelerden ayirir. Hiicre zari korunmus canli hiicreler PI
geciremezler. Zar yapilar1 bozuldugunda PI, hiicre i¢ine kolayca girer ve DNA’ya baglanir.
Hiicreler AV ve Pl ile negatif boyanirsa, bu onlarin saglikli olduklarini isaret eder. AV pozitif,
PI negatif boyanan hiicreler, erken apoptoza gitmekte olduklarini gostermektedirler. Hiicreler,
hem AV hem de PI pozitif boyanirsa, ge¢ apoptoza ya da nekroza gitmektedirler (DERICI,
2007).
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3.3. ISTATISTIKSEL YONTEM

Sonuglar ortalama deger + %95 giivenilirlik sinirlar1 dahilinde verilmistir. Analizler
SPSS ver. 13 programi kullanilarak ortalamalar arasindaki farkin 6nemliligi, One-way
ANOVA testi posthoc test olarak Tukey ile gergeklestirildi. p<0.05 ve p<0.001 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4, BULGULAR
4.1. K562 VE KD K562 HUCRELERI iLE YAPILAN DENEYLER

Melatonin, luteolin, kemferol, kersetin ve apigeninin; NQO, enzimi iizerine NRH
bagimli enzim kinetigi deneyi sonucu elde edilen Vmax, Km ve Ki degerleri, K562 (myeloid
16semi) ve NQO; -/- K562 (KD K562) hiicrelerinde NQO, proteini Western Blot goriintiileri,
MTT canlilik testleri, ROS o6lgiimleri ve apoptoz bulgulart asagida verilmistir.

4.1.1. Enzim Kinetigi Analizi

Yapilan enzim kinetigi deneyleri ile in vitro ortamda; luteolin, kemferol, apigenin,
kersetin ve melatoninin NQO, enzimi iizerine NRH bagimli inhibitor etkisi ve inhibisyon
sekli arastirilmistir. Inhibitor etkisi arastirilan bu bilesiklerin Michaelis- Menten ve
Lineweaver-burk grafikleri olusturulup Vmax, Km ve Ki degerleri hesaplanip, her bilesik i¢in

bulunan Ki degerleri kiyaslanarak sonuglar yorumlanmustir.

Luteolin Enzim Kinetigi Bulgular:

30+

m 0.0nM Konsantrasyon )

4 0.5nM Vmax Km R

¥ 5nM (nM)

+ 50nM
0.0 25.50 2.945 0.9955
0.5 27.57 4.450 0.9958
5 23.34  9.665 0.9966

c L L) LJ L) L L]
0 50 100 150 200 250 300 50 22.75  54.580 0.9970

[NRH]

Grafik 4.1. ve Tablo 4.1. Luteolinin Michaelis-Menten grafigi (R*= 0,9) ve degerleri

Grafik 4.1°de ve Tablo 4.1°de goriildiigii gibi, Vmax birbirine yakin degerler verirken,
Km degerleri artmistir. Dolayisiyla gergeklesen inhibisyon sekli yarismali inhibisyondur.
Luteolin ic¢in dogrusal Lineweaver Burke grafiginden faydalanilarak hesaplanan Ki degeri

1.546 nM, Vmax ise 25.50’dir.
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Kemferol Enzim Kinetigi Bulgulari

0.0nM

: 0.5nM Konsantrasyon = Vmax Km R?
()
0.0 2550  2.945 0.9955
0.5 26.43 5,642 0.9981
5 23.97 10,200  0.9859
' % o T 2 2o 50 1552 58,800  0.9969

[NRH]

Grafik 4.2. ve Tablo 4.2. Kemferoliin Michaelis-Menten grafigi (R*= 0,9) ve degerleri

Grafik 4.2°de ve Tablo 4.2°de goriildiigii gibi, Vmax birbirine yakin degerler verirken,
Km degerleri artmistir. Dolayisiyla gerceklesen inhibisyon sekli yarismali inhibisyondur.
Kemferol igin dogrusal Linewearver Burke grafiginden faydalanilarak hesaplanan Ki degeri
0,5542 nM, Vmax ise 25,40’dir.

Kersetin Enzim Kinetigi Bulgular:

35

%0 i Konsantrasyon Vmax  Km R’
25 m 0.0nM (nM)
20 A & 0.5nM

> v 50 0.0 2550  2.945 0,9955
10 50 M 0.5 29.20 15720  0,9546
5 5 27.60 21.590 0,9662
0'.‘ L) L) L) L) L) L
0 50 100 150 200 250 300 50 1150 75790  0,9568

[NRH]
2.

Grafik 4.3. ve Tablo 4.3. Kersetinin Michaelis-Menten grafigi (R?= 0,9) ve degerleri

Grafik 4.3’de ve Tablo 4.3’de goriildiigii gibi, Vmax birbirine yakin degerler verirken,
Km degerleri artmistir. Dolayisiyla gerceklesen inhibisyon sekli kompetetif (yarigsmali)
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inhibisyondur. Kersetin igin dogrusal Lineweaver Burke grafiginden faydalanilarak
hesaplanan Ki degeri 1.059 nM, Vmax ise 27.42°dir.

Apigenin Enzim Kinetigi Bulgular:

30

Konsantrasyon

20  0.01M Vmax  Km R?
. (M)
4 050
10 5 0.0 25.50 2.945 0.9955
+ 50 nM 0.5 24.75 7.813 0.9946
0 5 21.26 12.400 0.9913
0 50 100 150 200 250 300 50 651 22770 09766

[NRH]

Grafik 4.4 ve Tablo 4.4. Apigeninin Michaelis-Menten grafigi (R*= 0,9) ve degerleri

Grafik 4.4’de ve Tablo 4.4’de goriildiigi gibi, Vmax ve Km degerleri ise Tablo... de
gosterilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde Vmax birbirine yakin degerler verirken, Km
degerleri artmistir. Dolayisiyla gerceklesen inhibisyon sekli kompetetif (yarismali)
inhibisyondur. Apigenin igin dogrusal Linewearver Burke grafiginden faydalanilarak
hesaplanan Ki degeri 0,2506 nM, Vmax ise 24,72’dir.

Melatonin Enzim Kinetigi Bulgular:

m 00nM

¢ S0nM Konsantrasyon Vmax  Km R*

& 500 nt

o 5000 M (nM)
0.0 25.50 2.945 0.9955
50 29.68 3.742 0.9244
500 29.63 5.688 0.9823

D L] L] L] L] L L}
0 50 100 150 200 250 300 5000 30.80  49.250 0.9816

[NRH]

Grafik 4.5. ve Tablo 4.5. Melatoninin Michaelis-Menten grafigi (R*= 0,9) ve degerleri
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Grafik 4.5°de ve Tablo 4.5’de goriildiigii gibi, Vmax birbirine yakin degerler verirken,
Km degerleri artmistir. Dolayisiyla gerceklesen inhibisyon sekli yarismali inhibisyondur.
Melatonin i¢in dogrusal Linewearver Burke grafiginden faydalanilarak hesaplanan Ki degeri

544.9 nM, Vmax ise 28,45°dir.
4.1.2. Hiicre Bulgulan

Calismamizda kullanilacak hiicre hattini belirlemek {izere en yaygin kanser tiirlerinden
16semi (K562) ve meme kanseri (MCF7) hiicre hatlar1 segilmis, i¢erdikleri NQO, miktarlar1

Western Blot yontemi ile tespit edilmistir.

Hiicre hatt1 belirlendikten sonra inhibitor maddelerin hiicreler {izerine, NQO, enzimi
varliginda ve yoklugunda, toksik, apoptotik, oksidan etki parametreleri Olciiliip sonuglar

NQO; enzim aktivitesi ile baglantis1 yoniinden degerlendirilmistir.

NQO2
Standart KS3562

Knock Down
K562 Jurkat MCF7

B-Aktin

NQO2

Sekil 4.1. Hiicrelerin sahip olduklart NQO; miktarlarin1 gosteren Western Blot goriintiisii.
K562 (miyeloid 16semi hiicreleri), NQO; igermeyen K562 (KD K562), Jurkat (T lenfosit
16semi hiicreleri), MCF7 (meme kanseri hiicreleri). Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin proteini

goriintiilenmistir. Sekildeki goriintii ii¢ farkli ¢alismadan birini temsil etmektedir.

K562 ve Jurkat hiicreleri bol miktarda NQO; proteini igcerirken, MCF-7 ve KD K562
hiicre dizileri ise NQO, proteini icermemektedir (Sekil 4.1). Hem yiiksek oranda NQO2
icerdigi icin hem de NQO, proteini igermeyen klonu bulundugu i¢in K562 hiicreleriyle

calismaya karar verilmistir. Ug farkli klonu mevcut olan KD K562 hiicrelerinden Klon 10’un
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en az miktarda NQO, i¢ermektedir. Calismanin devaminda KD hiicre olarak Klon 10

kullanilmaistir.

NQO2
Standart K562 Klon 6 Klon 10 Klon27

B-Aktin

NQO2

Sekil 4.2. KD K562 hiicre klonlarinin icerdikleri NQO; miktarlarinin Western Blot goriintiisii.

Son olarak K562 hiicreleri ve “Klon 10” ayn1 Western Blot sisteminde
goriintiilenmistir (Sekil 4.2) K562 hiicrelerinin bol miktarda NQO; icerirken ve KD K562
hiicrelerin beklendigi gibi NQO; icermemektedir (Sekil 4.3).

Konirol
NQO2

K561 Knock Down KS62

NQO2

Sekil 4.3. K562 ve KD K562 hiicreleri NQO; proteini Western Blot goriintiisii.

4.1.3. MTT Hiicre Canhili: Testi Bulgulari

K562 ve KD K562 hiicrelerinde flavonoitler (luteolin, kemferoliin, Kkersetin ve

apigenin) ve melatoninin hiicre canliligina etkisi MTT kolorimetrik hiicre canlilig: testi ile
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belirlenip sonuclar canlilik oran1 %100 kabul edilen kontrol grubu hiicreler ile kiyaslanarak

degerlendirilmistir.
Luteolinin K562 ve KD K562 Hiicrelerinde Canlihik Uzerine Etkisi

K562 ve KD K562 hiicrelerine artan konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 100 uM)
luteolin ilave edilmistir. K562 hiicrelerinde luteolinin 10 uM’lik konsantrasyonundan itibaren
hiicre canliliginda kontrole kiyasla anlamli (p<0,05) bir diislis vardir. 10 pM’dan itibaren
konsantrasyon arttikca canlilik doza bagimli bir sekilde azalirken, 10 uM konsantrasyonda ~
%12, 25 uM konsantrasyonda ~ %25, 50 puM konsantrasyonda ~ %53 ve 100 pM
konsantrasyonda ~ %57 oraninda bir azalma tespit edilmistir. KD K562 hiicrelerinde ise
luteolinin 25 uM’lik konsantrasyonundan itibaren hiicre canliliginda kontrole kiyasla anlamli
(p<0,05) bir diisiis vardir. 25 uM’dan itibaren konsantrasyon arttik¢a canlilik doza bagimli bir
sekilde azalmig, 50 uM konsantrasyonda ~%40 ve 100 uM konsantrasyonda ~%43 olmak

tizere anlaml1 (p<0,001) bir azalma tespit edilmistir.

K562 ve KD K562 hiicreleri arasinda hiicre canliligi yiizdeleri kiyaslandiginda Grafik
4.6’da gorildiigi gibi sadece 50 uM ve 100 puM’lik konsantrasyonlarda anlamli fark
mevcuttur. 50 uM icin K562 hiicrelerinde goriilen ~ %47°lik canlilik oran1 ayn1 konsantrasyon
icin KD K562 hiicrelerinde ~%61’dir. 100 uM icin ise K562 hiicrelerinde goriilen ~%43’liik
canlilik orani, KD K562 hiicrelerinde ~%56’dir. 50 uM ve 100 puM konsantrasyonlarda;

NQO; iceren K562 hiicrelerinde canlilik oraninda daha fazla azalmistir.
Kemferoliin K562 ve KD K562 Hiicrelerinde Canlhilik Uzerine EtKisi

K562 ve KD K562 hiicrelerine artan konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 100 uM)
luteolin ilave edilmistir. K562 hiicrelerinde kemferoliin 50 puM’lik konsantrasyonundan
itibaren hiicre canliliginda kontrole kiyasla anlamli (p<0,05) bir diisiis vardir. 50 ve 100 pM
konsantrasyonlarda canlilik doza bagimli bir sekilde azalirken, 50 uM konsantrasyonda ~
%18, 100 uM konsantrasyonda ~ %?24 oraninda bir azalma tespit edilmistir. KD K562
hiicrelerinde ise biitiin konsantrasyonlarda kontrole gore bir azalma tespit edilmesine ragmen
bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Kemferol KD K562 hiicre canliligini

degistirmemistir.
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Grafik 4.6. Artan luteolin konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin K562 ve KD K562 hiicre
gruplart  arasinda  karsilastirilmasi.  Anlamlililk  degeri  **p<0.001, *p<0,05’dir.
Ortalama+Standart Sapma (Ort=STD) (n=3).

Iki hiicre grubunda ayni dozlar igin hiicre canlilig: yiizdeleri kiyaslandiginda Grafik
4.7°de gorildigi gibi yalmiz 50uM ve 100uM’lik konsantrasyonlar i¢in % hiicre canlilik
oranlar1 arasinda anlamli fark olusmustur. 50 uM icin K562 hiicrelerinde goriilen yaklasik
%381°lik canlilik oran1 ayni konsantrasyon i¢cin KD K562 hiicrelerinde %95 civarindadir. 100
UM igin ise hiicre canlilif1 yiizdeleri K562 hiicrelerinde %76 iken, KD K562 hiicrelerinde
yaklasik %96 civarinda olupbu konsatrasyonda iki hiicre tipi arasinda olusan fark anlamli
bulunmustur. Sonu¢ olarak NQO; enzimine sahip K562 hiicrelerinde, bu enzime sahip
olmayan KD K562 hiicrelerine gore, SOuM ve 100uM konsantrasyonlarda % canlilik oraninda
daha fazla bir diisiis oldugu, bu konsantrasyonlar da iki hiicre tipi % canliliklar1 arasinda

goriilen farklarin anlamli oldugu tespit edilmistir.
Kersetin K562 ve KD K562 Hiicrelerinde Canlihk Uzerine Etkisi

K562 ve KD K562 hiicrelerine artan konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 100 uM)
luteolin ilave edilmistir. K562 hiicrelerinde Kkersetinin artan konsantrasyonlarinda doza

bagiml bir sekilde azalmistir. 10 uM’lik konsantrasyonundan itibaren ise hiicre canliliginda
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kontrole kiyasla anlamhi (p<0,001) bir azalma tespit edilmistir. Canhilik 5 pM
konsantrasyonda ~ %7, 10 uM konsantrasyonda ~ %22, 25 uM konsantrasyonda ~ %49, 50
uM konsantrasyonda ~ %52 ve 100 pM konsantrasyonda ~ %47 oraninda azalmistir. KD
K562 hiicrelerinde kersetinin artan konsantrasyonlarinda hiicre canliligi azalirken, 25 pM’lik
konsantrasyonundan itibaren hiicre canliliginda kontrole kiyasla anlamli (p<0,001) bir azalma
tespit edilmistir. Canlilik 5 uM konsantrasyonda ~ %3, 10 uM konsantrasyonda ~ %15, 25
uM konsantrasyonda ~ %50, 50 uM konsantrasyonda ~ %50 ve 100 uM konsantrasyonda ~

%37 oraninda azalmistir.
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Grafik 4.7. Artan kemferol konsantrasyonlarinda % hiicre canlilik oranlarinin K562 ve KD
K562 hiicre gruplari arasinda karsilastirilmasi. Anlamhilik degeri **p <0.001, *p<0,05°dir.
Ortalama+Standart Sapma (Ort+STD) (n=3).

K562 ve KD K562 hiicreleri arasinda hiicre canlilig: yiizdeleri kiyaslandiginda Grafik

4.8’de goriildiigi gibi biitiin konsantrasyonlar da fark mevcuttur. Fakat bu farklar istatistiksel

olarak anlamli degildir.
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Grafik 4.8. Artan kersetin konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin K562 ve KD K562 hiicre
gruplar arasinda karsilastirilmasi. Ortalama+Standart Sapma (Ort+=STD) (n=3).

Apigeninin K562 ve KD K562 Hiicrelerinde Canlihk Uzerine Etkisi

K562 ve KD K562 hiicrelerine artan konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 100 uM)
luteolin ilave edilmistir. K562 hiicrelerinde apigeninin yalnizca 25 uM konsantrasyonunda
hiicre canliligi kontrole kiyasla anlamli (p<0,001) bir sekilde azalmistir. 25 pM
konsantrasyonda canlilikta ~ %27 oraninda azalma tespit edilmistir. Diger konsantrasyonlarda

ise canlilik oran1 artmistir.

KD K562 hiicrelerinde ise biitiin konsantrasyonlarda kontrole gore bir azalma tespit
edilmesine ragmen yalnizca 25 uM ve 50 uM konsantrasyonlarda tespit edilen azalma orani
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 25 pM konsantrasyonda canlilikta ~ %50, 50 uM

konsantrasyonda ise ~ % 38 oraninda azalma tespit edilmistir.
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Grafik 4.9. Artan apigenin konsantrasyonlarinda % hiicre canlilik oranlarinin K562 ve KD
K562 hiicre gruplart arasinda karsilagtirilmasi. Anlamlilik degeri **p <0.001’dir.
Ortalama+Standart Sapma (Ort=STD) (n=3).

Iki hiicre grubunda ayni dozlar igin hiicre canlilig: yiizdeleri kiyaslandiginda Grafik
4.9.°da gorildiigii gibi 5 uM, 25 uM, 50uM ve 100uM’lik konsantrasyonlar i¢in % hiicre

canlilik oranlar1 arasinda anlamli fark olusmustur.
Melatoninin K562 ve KD K562 Hiicrelerinde Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkileri

K562 hiicrelerinde 5uM, 10uM, 25uM ve 50 pM’lik konsantrasyonlarda canlilik
oraninda bir miktar azalma goriilse de istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi. 100
uM’dan itibaren konsantrasyon arttik¢a canliligin doza bagimli olmayan bir sekilde azaldigi,
100 uM, 200uM, 400uM, 800uM, 1600uM, 3200uM konsantrasyonlarinda sirasiyla; ~ %15,
%22, %21, %23, %22, %35 oranlarinda anlamli bir sekilde azaldig: tespit edildi. KD K562
hiicrelerinin canliliginda ise 5 uM konsantrasyon icin %@8’lik bir azalma goézlense de
istatistiksel acidan anlamli olmadig: tespit edildi. 10uM, 25uM, 50 puM, 100uM, 200uM,
400uM, 800uM, 1600uM, 3200uM konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin kontrole kiyasla
strastyla doza bagli olmayan bir sekilde; ~% 8, % 13, % 12, % 14, % 11, % 11, % 13, % 20,
% 21, % 27 oranlarinda anlaml1 bir sekilde azaldig tespit edildi (Grafik 4.10).
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Grafik 4.10. Artan Melatonin konsantrasyonlarinda % hiicre canlilik oranlariin K562 ve KD
K562 hiicre gruplar arasinda karsilastirilmasi. Anlamlilik degeri **p <0.001, *p<0,05°dir.
Ortalama+Standart Sapma (Ort=STD) (n=3).

NQO; iceren K562 ve icermeyen KD K562 hiicreleri ayn1 konsantrasyonlarin etkileri
arasinda fark olup olmadigini gozlemlemek {iizere yapilan karsilagtirmada melatoninin %
canlilik oranin1 doza bagli olmayan bir sekilde diisilirdiigii fakat hiicre gruplar1 arasinda ayn1

konsantrasyonlar arasinda anlamli fark olmadig1 gortildii.
4.1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Olusumunun Incelenmesi

Fluorometrik yontemlerden 2°,7° DCFH-DA oksidasyonunun analizi son yillarda
biyolojik sistemlerde oksidan mekanizmalarin etkilerini ortaya ¢ikaran tetkikler oldugundan,
calismamizda melatonin, kamferol ve luteolinin K562 hiicrelerinde oksidatif stres iizerine
etkisi 2',7° DCFH-DA oksidasyonu ile degerlendirildi. Cesitli oksidanlarin varliginda,
fluoresan 1g1ma veren bir bilesik sekline donen 2°,7° DCFH-DA’1n oksidasyonu fluorometrik
olarak degerlendirildi. Sonuclar kontrol grubu ile kiyaslandi ve “Relatif Floresan Birimi”
olarak tanimlanan RFU (Relative Fluorescence Unit) floresan 1s1ma degeri lizerinden

degerlendirildi.
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K562 Hiicre Kiiltiiriinde Luteolinin Hiicre ici Oksidatif Stres Uzerine EtKkisi

Luteolinin degisen konsantrasyonlar1 (5, 10, 25, 50, 100uM) ile inkiibe edilen hem
K562 hem de KD K562 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla 2',7° DCFH-DA oksidasyonunu
anlamli bir sekilde azalttigi tespit edildi. Luteolin ile inkiibe edilen iki hiicre tipi
kiyaslandiginda ROS olusumu oranlar1 arasinda anlamli bir fark olugsmadigi tespit edildi.

Luteolinin her iki hiicre tipi iginde antioksidan etkisi gézlendi. (Grafik 4.11).
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Grafik 4.11. K562 ve KD K562 hiicrelerinin farkli Luteolin konsantrasyonlarinda ROS

olusumlarinin karsilastirilmas.

K562 Hiicre Kiiltiiriinde Kemferoliin Hiicre i¢i Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Kemferoliin degisen konsantrasyonlar1 (5, 10, 25, 50, 100 uM) ile inkiibe edilen hem
K562 hemde KD K562 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla 2',7° DCFH-DA oksidasyonunu
anlaml bir sekilde artirdig1 tespit edildi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda kemferoliin
artan konsantrasyonlarinda hiicre i¢inde olusan ROS miktarinin K562 ve KD K562
hiicrelerinde arttig1 fakat NQO, iceren K562 hiicrelerinde artisin KD K562 hiicrelerine kiyasla
daha fazla oldugu ve iki hiicre arasindaki farkin biitiin konsantrasyonlarda anlamli (p<0,001)

oldugu sonucuna varildi (Grafik 4.12).
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Grafik 4.12. K562 ve KD K562 hiicrelerinin farkli kemferol konsantrasyonlarinda ROS
olusumlarinin her bir doz i¢in karsilastirilmasi. Olusan ROS miktarlar1 RFU£S.D. olarak ifade
edildi. **p<0,001

K562 Hiicre Kiiltiiriinde Kersetinin Hiicre i¢i Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Kersetinin degisen konsantrasyonlar1 (5, 10, 25, 50, 100uM) ile inkiibe edilen hem
K562 hem de KD K562 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla 2',7° DCFH-DA oksidasyonunu
anlamli bir sekilde azalttigi tespit edildi. (Ortalamalar arasindaki farkin 6nem kontroli,
ANOVA testi posthoc test olarak Tukey ile yapildi. p<0,001 ve p<0,05 istatistiksel anlaml
fark olarak kabul edildi). Kersetin ile inkiibe edilen iki hiicre tipi kiyaslandiginda ROS
olusumu oranlar1 arasinda anlamli bir fark olusmadig: tespit edildi. Kersetinin her iki hiicre
tipi i¢inde antioksidan etkisi gozlendi. (Ortalamalar arasindaki farkin 6nem kontrolii, T testi

ile yapild1 (Grafik 4.13).
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Grafik 4.13. K562 ve KD K562 hiicrelerinin farkli kersetin konsantrasyonlarinda ROS

olusumlarinin karsilagtirilmasi.

K562 Hiicre Kiiltiiriinde Apigenin Hiicre I¢ci Oksidatif Stres Uzerine EtkKisi

Apigeninin degisen konsantrasyonlar1 (5, 10, 25, 50, 100 uM) ile inkiibe edilen hem
K562 hemde KD K562 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla 2',7° DCFH-DA oksidasyonunu
anlamli bir sekilde artirdigi tespit edildi (Grafik 4.15). (Ortalamalar arasindaki farkin 6nem
kontrolii, ANOVA testi posthoc test olarak Tukey ile yapildi. p<0,001 ve p<0,05 istatistiksel
anlamli fark olarak kabul edildi). Yapilan Ol¢iim sonucunda apigeninin artan
konsantrasyonlarinda hiicre i¢inde olusan ROS miktarinin K562 ve KD K562 hiicrelerinde
arttig1 fakat NQO; iceren K562 hiicrelerinde artisin KD K562 hiicrelerine kiyasla daha fazla
oldugu ve iki hiicre arasindaki farkin biitiin konsantrasyonlarda anlamli (p<0,001) oldugu
yapilan istatistiksel analizler sonucu goriildii (Ortalamalar arasindaki farkin 6nem kontrolii, T

testi ile yapildi ve p<0,05 istatistiksel anlamli fark olarak kabul edildi. (Grafik 4.14).
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Grafik 4.14. K562 ve KD K562 hiicrelerinin farkli apigenin konsantrasyonlarinda ROS
olusumlarinin her bir doz i¢in karsilastirilmasi. Olusan ROS miktarlart RFU+S.D. olarak ifade
edildi (¥**p<0,001).

K562 Hiicre Kiiltiiriinde Melatoninin Hiicre I¢ci Oksidatif Stres Uzerine EtKisi

Melatoninin degisen konsantrasyonlari (5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500 uM)
ile inkiibe edilen hem K562 hemde KD K562 hiicrelerinde kontrol grubuna 2',7° DCFH-DA
oksidasyonunu 100 uM konsantrasyona kadar diisiirdiigii, bu konsantrasyondan sonra K562
hiicrelerinde 500, 1000 ve 2500 uM’lik konsantrasyonlarda, KD K562 hiicrelerinde 1000 ve
2500uM’lik konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde artirdig1 tespit edildi. Melatonin ile inkiibe
edilen iki hiicre tipinde ROS olusumu oranlar1 arasinda anlamli bir fark olugmadig: tespit
edildi. Melatoninin her iki hiicre tipi i¢in de diisiik konsantrasyonlarinda antioksidan, yiiksek

konsantrasyonlarinda prooksidan etki gozlendi (Grafik 4.15).
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Grafik 4.15. K562 ve KD K562 hiicrelerinin farkli melatonin konsantrasyonlarinda ROS

olusumlarinin her bir doz i¢in karsilastirilmasi.

4.1.5. Apoptotik Etkinin incelenmesi

Flavonoitler ve melatonin ile 24 saat inkiibe edilen K562 ve KD K562 hiicre hatlar
Anneksin V (AV) ve Propidyum lIyodiir (PI) ile boyanarak akim sitometre cihazinda okundu.
24 saat sonunda hiicrelerin canlilik, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlart akim
sitometre cihazi tarafindan olusturulan diyagramda goriintiilendi. Diyagramdan elde edilen
erken apoptoz ve gec apoptoz yiizdeleri toplanarak toplam apoptotik hiicre yiizdesi

hesaplandi.
Luteolinin Apoptotik Etkisinin Incelenmesi

K562 ve KD K562 hiicrelerinin artan luteolin konsantrasyonlar1 (5, 10, 25, 50, 100
uM) ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi elde edilen akim sitometre sonuglari Sekil 4.4°de
gosterilmistir. Sonuglar erken apoptotik hiicre yiizdeleri ve apoptotik hiicre ylizdelerinin
toplanmasi sonucu elde edilmistir. Bu sonuglara gore K562 hiicreleri i¢in % apoptotik hiicre
sayisi 10, 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinda sirastyla % 29, 38, 33, 94 oraninda artarken,
KD K562 hiicrelerinde % 26, 93, 85, 54 oraninda artmustir (Grafik 4.16).
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Sekil 4.4. Luteolin konsantrasyonlarmin (5, 10, 25, 50, 100 uM) A) K562 ve B) KD K562
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi gézlenen akim sitometri sonuglari. 3 nolu alan canl
hiicre, 4 nolu alan erken apoptotik hiicre, 2 nolu alan ge¢ apoptotik hiicre ve 1 nolu alan ise
nekrotik hiicre sayilarini ylizde olarak belirtmektedir. Toplam apoptotik hiicre yiizdesi 2. ve 4.

bolgenin toplamindan elde edilir.

Iki hiicre tipi kiyaslandiginda 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar arasinda sirastyla %
55, 52, 40 oraninda anlamli fark olusmustur (p<0,05). Ancak 25 ve 50 uM konsantrasyonlarda
KD K562 hiicrelerinde luteolinin indiikledigi apototik etki K562 hiicrelerinden daha fazladir.
Diger bir ifade ile, KD K562 hiicrelerinin apoptoz yiizde orani daha fazladir. 100 pM
konsantrasyonda ise KD K652 hiicrelerinde apoptoz yilizdesi K562 hiicrelerinin apoptoz
yiizdesinden daha diisiiktiir.
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Grafik 4.16. Luteolin konsantrasyonlarinin (10, 25, 50, 100 uM) a) K562 ve b) KD K562
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi gozlenen akim sitometre sonug¢ grafigi (Anlamlilik

degeri *p<0,05°dir. n=3, Ort+=STD).

Kemferoliin Apoptotik Etkisinin Incelenmesi

K562 ve KD K562 hiicrelerinin artan kemferol konsantrasyonlari (5, 10, 25, 50, 100 uM)
ille 24 saat inkiibasyonu sonrasi elde edilen akim sitometre sonuclar1 Sekil 4.5’de
gosterilmistir. Sonuglar erken apoptotik hiicre yiizdeleri ve apoptotik hiicre ylizdelerinin
toplanmasi1 sonucu elde edilmistir. Bu sonuglara gore K562 hiicreleri i¢in % apoptotik hiicre
sayist 10, 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinda sirasiyla % 15, 31, 45, 57, 53 oraninda
artarken, KD K562 hiicrelerinde % 12, 16, 14, 51, 33 oraninda artmistir (Grafik 4.17).

Iki hiicre tipi kiyaslandiginda 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar arasinda sirastyla
% 15, 31, 6, 20 oraninda anlamli fark olusmustur (p<0,05). Yalniz 50 uM konsantrasyonda
iki hiicre tipi arasinda anlamli fark olugmamis, bu konsantrasyon icin yakin degerler elde
edilmistir. Ancak biitlin konsantrasyonlar da K562 hiicrelerinde kamferoliin indiikledigi

apototik etki KD K562 hiicrelerinden daha fazladir.
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Sekil 4.5. Kamferol konsantrasyonlarmin (5, 10, 25, 50, 100 uM) a) K562 ve b) KD K562

hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrast gozlenen akim sitometri sonuglari. 3 nolu alan canl

hiicre, 4 nolu alan erken apoptotik hiicre, 2 nolu alan ge¢ apoptotik hiicre ve 1 nolu alan ise

nekrotik hiicre sayilarini yilizde olarak belirtmektedir. Toplam apoptotik hiicre ytlizdesi 2. ve 4.

bolgenin toplamindan elde edilir.
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Grafik 4.17. Kemferol konsantrasyonlarinin (10, 25, 50, 100 uM) a) K562 ve b) KD K562
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi gozlenen akim sitometre sonug¢ grafigi (Anlamlilik

degeri *p<0,05°dir. n=3, Ort+=STD).
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Kersetinin Apoptotik Etkisinin Incelenmesi

K562 ve KD K562 hiicrelerinin artan kersetin konsantrasyonlart (5, 10, 25, 50, 100
uM) ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi elde edilen akim sitometre sonuglart Sekil 4.6’da
gosterilmistir. Sonuglar erken apoptotik hiicre yiizdeleri ve apoptotik hiicre ylizdelerinin
toplanmas1 sonucu elde edilmistir. Bu sonuglara gore K562 hiicreleri icin % apoptotik hiicre
sayist 5 puM icin % 10 oraninda azalmisken, 10, 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinda
sirasiyla % 4, 94, 64, 29 oraninda artarken, KD K562 hiicrelerinde % 41, 30, 59,111, 82
oraninda artmistir (Grafik 4.18).
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Sekil 4.6. Kersetin konsantrasyonlarinin (5, 10, 25, 50, 100 pM) a) K562 ve b) KD K562
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi1 gozlenen akim sitometri sonuglari. 3 nolu alan canl
hiicre, 4 nolu alan erken apoptotik hiicre, 2 nolu alan ge¢ apoptotik hiicre ve 1 nolu alan ise
nekrotik hiicre sayilarini yiizde olarak belirtmektedir. Toplam apoptotik hiicre yiizdesi 2. ve 4.

bolgenin toplamindan elde edilir.
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Grafik 4.18. Kersetin konsantrasyonlarinin (10, 25, 50, 100 uM) a) K562 ve b) KD K562
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi gozlenen akim sitometre sonug grafigi (Anlamlilik

degeri *p<0,05°dir. n=3, Ort+=STD).

Iki hiicre tipi i¢inde apoptoz tetiklenmistir. iki hiicre kiyaslandiginda NQO2 igermeyen
KD K562 hiicrelerinde 5, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar da daha fazla apoptotik etki
goriilmiis iki hiicre arasinda sirastyla % 51, 26, 47, 53 oraninda anlamli fark olusmustur
(p<0,05). Ancak 25 uM konsantrasyonlarda K562 hiicrelerinde kersetinin indiikledigi apototik
etki KD K562 hiicrelerinden %35 oraninda daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclara
gore KD K562 hiicrelerinin apoptoz yiizde oranmi1 daha fazladir. 25 uM konsantrasyonda ise
KD K652 hiicrelerinde apoptoz ylizdesi K562 hiicrelerinin apoptoz yilizdesinden daha
distiktiir.

Apigeninin Apoptotik Etkisinin Incelenmesi:

K562 ve KD K562 hiicrelerinin artan kamferol konsantrasyonlari (5, 10, 25, 50, 100
uM) ile 24 saat inkiibasyonu sonrast elde edilen akim sitometre sonuglari Sekil.....de
gosterilmistir. Sonuclar erken apoptotik hiicre yiizdeleri ve apoptotik hiicre yiizdelerinin

toplanmasi sonucu elde edilmistir. Bu sonuglara gére K562 hiicreleri i¢in % apoptotik hiicre
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sayist 10, 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinda sirasiyla % 15, 31, 45, 57, 53 oraninda
artarken, KD K562 hiicrelerinde % 12, 16, 14, 51, 33 oraninda artmistir (Grafik...).
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Sekil 4.7. Apigenin konsantrasyonlarimin (5, 10, 25, 50, 100 uM) a) K562 ve b) KD K562
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrast gozlenen akim sitometri sonuglari. 3 nolu alan canl
hiicre, 4 nolu alan erken apoptotik hiicre, 2 nolu alan ge¢ apoptotik hiicre ve 1 nolu alan ise
nekrotik hiicre sayilarini yilizde olarak belirtmektedir. Toplam apoptotik hiicre yiizdesi 2. ve 4.

bolgenin toplamindan elde edilir.

Iki hiicre tipi kiyaslandiginda 5, 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar arasinda
sirastyla % 22, 26, 17, 29, 26 oraninda anlamli fark olugmustur (p<0,001). Ancak biitiin
konsantrasyonlar igin iki hiicre tipinde de apigenin antiapototik etki olusturmustur. KD K562
hiicrelerinde antiapoptotik etki daha kuvvetliyken sadece 50 pM konsantrasyon i¢in K562

hiicrelerinde apoptotik etki tespit edilmistir.
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Grafik 4.19. Apigenin konsantrasyonlarinin (5, 10, 25, 50, 100 uM) a) K562 ve b) KD K562
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi gozlenen akim sitometre sonug grafigi (Anlamlilik

degeri **p<0,001°dir. n=3, Ort+=STD).

Melatoninin Apoptotik Etkisinin incelenmesi

K562 ve KD K562 hiicrelerinin artan melatonin konsantrasyonlar1 (5, 10, 100, 250,
1000, 2500 uM) ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi elde edilen akim sitometre sonuglar1 Sekil
4.8’de gosterilmistir. Sonuclar erken apoptotik hiicre ylizdeleri ve apoptotik hiicre
yiizdelerinin toplanmasi sonucu elde edilmistir. Bu sonuglara gore K562 hiicreleri i¢cin %
apoptotik hiicre sayisi 10, 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinda sirastyla % 23, 47, 53, 23, 57
oraninda artarken, KD K562 hiicrelerinde % 27, 35, 42, 14, 50 oraninda artmustir (Grafik
4.20).

Iki hiicre tipi kiyaslandiginda K562 hiicrelerinde bir miktar daha yiiksek apoptotik etki
goriilmiis, konsantrasyonlar arasinda sirasiyla % 4, 11, 10, 9, 7 oraninda fark bulunmustur.

Fakat iki hiicre iki hiicre arasinda olusan bu farklar anlamli bulunmamastir.
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K562 hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi gdzlenen akim sitometri sonuglari. 3 nolu alan

canlt hiicre, 4 nolu alan erken apoptotik hiicre, 2 nolu alan geg¢ apoptotik hiicre ve 1 nolu alan

ise nekrotik hiicre sayilarini yiizde olarak belirtmektedir. Toplam apoptotik hiicre ylizdesi 2.

ve 4. bolgenin toplamindan elde edilir.
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Grafik 4.20. Melatonin konsantrasyonlarmin (10, 100, 250, 1000, 2500 uM) a) K562 ve b)
KD K562 hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonu sonrast gozlenen akim sitometre sonug grafigi

(Anlamlilik degeri *p<0,05°dir. n=3, Ort=STD).
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4.2. JURKAT, MCF7 VE HEPG2 HUZRELERI iLE YAPILAN DENEYLER
4.2.1. Toplam ROS Deneyleri

Jurkat Toplam ROS

Apigenin’in ICso degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 140 pM olarak bulunmustur.

Bu konsantrasyon dikkate alindiginda apigeninin toplam ROS miktarin1 100-500 uM dozda
arttirdigr goriilmiistiir (Grafik 4.21).
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Grafik 4.21. Jurkat hiicre serisinde apigeninin toplam ROS degerleri

Kemferol’iin ICsq degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 40 mM olarak bulunmustur.
Bu konsantrasyon dikkate alindiginda kemferoliin toplam ROS miktarin1 100-500 uM dozda
arttirdi@1 gorillmustiir (Grafik 4.22).
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Grafik 4.22. Jurkat hiicre serisinde kemferoliin toplam ROS degerleri
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Grafik 4.23. Jurkat hiicre serisinde kersetinin toplam ROS degerleri
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Kersetin’de ICso degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 10 puM olarak bulunmustur.
Bu konsantrasyon dikkate alindiginda kersetinin toplam ROS miktarin1 doza bagli olarak

azalttigi goriilmustiir (Grafik 4.23).
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Grafik 4.24. Jurkat hiicre serisinde luteolinin toplam ROS degerleri

Luteolin’in ICsg degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 50 uM olarak bulunmustur. Bu
konsantrasyon dikkate alindiginda luteolinin toplam ROS miktarini doza bagli olarak azalttig

goriilmistiir (Grafik 4.24).

Melatonin’in yapilan MTT deneyi sonucunda ICsq degeri hesaplanamamistir. Bu
nedenle calismalarda grafikte goriildiigii gibi 5-2500 uM genis bir konsantrasyon araliginda

caligilmistir. Melatoninin bu aralikta toplam ROS miktarmi arttirdigi goriilmistiir (Grafik
4.25).
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Grafik 4.25. Jurkat hiicre serisinde meletoninin toplam ROS degerleri

MCF7 Toplam ROS

Apigenin’in ICsg degeri, yapilan MTT deneyi sonucunda 50 mM olarak bulunmustur.
Bu konsantrasyon dikkate alindiginda Apigeninin toplam ROS miktarin1 doza bagimli olarak
arttirdigi gorillmistiir (Grafik 4.26).

Kemferol’iin ICsp degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 100 mM olarak bulunmustur.
Bu konsantrasyon dikkate alindiginda kemferoliin toplam ROS miktarini 5-100 mM dozda
azalttigl, 100 mM dan itibaren doza bagimli olarak arttirdigi goriilmiistiir (Grafik 4.27).
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Grafik 4.26. MCF7 hiicre serisinde apigeninin toplam ROS degerleri
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Grafik 4.27. MCF7 hiicre serisinde kemferoliin toplam ROS degerleri
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Kersetin’in ICsg degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 60 mM olarak bulunmustur.
Bu konsantrasyon dikkate alindiginda kersetinin toplam ROS miktarimi1 5-500 mM dozda
arttirdigi, 500 mM dan itibaren ise azalttigi goriilmiistiir (Grafik 4.28).
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Grafik 4.28. MCF7 hiicre serisinde kersetinin toplam ROS degerleri

Luteolin’in ICsp degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 60 mM olarak bulunmustur.
Bu konsantrasyon dikkate alindiginda luteolinin toplam ROS miktarin1 5-200 mM dozda
azalttigl, 200 mM dan itibaren doza bagimli olarak arttirdig1 goriilmiistiir (Grafik 4.29).

Melatonin’in ICso degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 50 mM olarak bulunmustur.
Bu konsantrasyon dikkate alindiginda melatoninin toplam ROS miktarin1 5-50 mM dozda

azalttig1, 50 mM dan itibaren doza bagimli olarak arttirdig1 gorillmiistiir (Grafik 4.30).
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Grafik 4.29. MCF7 hiicre serisinde luteolinin toplam ROS degerleri
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Grafik 4.30. MCF7 hiicre serisinde melatoninin toplam ROS degerleri
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HepG2 Toplam ROS
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Grafik 4.31. HepG2 hiicre serisinde apigeninin toplam ROS degerleri

Apigenin’in ICsq degeri, yapilan MTT deneyi sonucunda 50 mM olarak bulunmustur.
Apigeninin toplam ROS miktarin1 doza bagiml olarak arttirdigi goriilmiistiir (Grafik 4.31).

Kemferol’iin ~ 1Csp degeri, yapilan MTT deneyi sonucunda 400 mM olarak
bulunmustur. Bu konsantrasyon dikkate alindiginda Kemferoliin toplam ROS miktarini doza

bagimli olarak arttirdigi goriilmistiir (Grafik 4.32).

Kersetinin ICsy degeri yapilan MTT deneyi sonucunda 50 mM olarak bulunmustur. Bu
konsantrasyon dikkate alindiginda kersetinin toplam ROS miktarin1 5-200 mM dozda
artirdigl, 500 mM dan itibaren doza bagimli olarak azalttigi goriilmiistiir. Kersetin HEPG2
hiicrelerinde diisiik dozlarda prooksidan yiiksek dozlarda antioksidan etkinlige sahiptir (Grafik
4.33).
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Grafik 4.32. HepG2 hiicre serisinde kemferoliin toplam ROS degerleri
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Grafik 4.33. HepG2 hiicre serisinde kersetinin toplam ROS degerleri
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Grafik 4.34. HepG2 hiicre serisinde luteolinin toplam ROS degerleri
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Grafik 4.35. HepG2 hiicre serisinde melatoninin toplam ROS degerleri

49



Luteolin’in ICsy degeri, yapilan MTT deneyi sonucunda 75mM olarak bulunmustur.
Bu konsantrasyon dikkate alindiginda Luteolin’in toplam ROS miktarini doza bagimli olarak
arttirdi@1 gorillmistiir (Grafik 4.34).

Melatonin’in =~ 1Csp degeri, yapilan MTT deneyi sonucunda 750 mM olarak
bulunmustur. Melatoninin toplam ROS miktarini arttirdigi gériilmistiir (Grafik 4.35).

4.2.2. APO-1/FAS/CDY5 Yolag Deneyleri

Jurkat APO-1/FAS/CD95 Yolag Deneyleri
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Grafik 4.36. Jurkat hiicre serisinde insan APO-1/Fas/CD95 yolaginin inhibisyonuna ait

degerleri

Jurkat hiicrelerinde Apo-1/Fas/CD95 yolagma ait yapilan olgiimlerde calisilan tiim
maddelerin apoptozu azalttigi belirlenmistir. Kemferol 10 mM da ve kersetin ise 25 mM da en
yiiksek anti-apoptotik etkinlige sahiptir. Calisilan maddeler ve dozlar arasinda bu hiicre

serisinde sadece luteolinin 10 mM dozda apoptozu arttirdigi gézlenmistir (Grafik 4.36).
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MCF7 APO-1/FAS/CD95 Yolag: Deneyleri
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Grafik 4.37. MCF7 hiicre serisinde insan APO-1/Fas/CD95 yolagiin inhibisyonuna ait

degerleri

MCF7 hiicrelerinde gergeklestirilen Apo-1/Fas/CD95 yolagina ait yapilan olgiimlerde
luteolin tiim denenen dozlarda, apigenin, kemferol ve melatonin diisiikk dozlarda, kersetin ise
yiiksek dozlarda apoptozu tetiklemistir (Grafik 4.37).

HEPG2 APO-1/FAS/CD95 Yolagi Deneyleri

HepG2 hiicrelerinde Apo-1/Fas/CD95 yolagina ait yapilan olgiimlerde Kemferol,
kersetin ve luteolinin tiim dozlarda apoptozu azalttig1 belirlenmistir. Apigeninin ise 50 ve 100
mM dozlarda ve melatoninin ise 100 mM dozda apoptozu arttirdigi gézlenmistir. Bu hiicre

serisinde melatonin 10 mM dozda en etkili anti-apoptotik madde olarak tespit edilmistir
(Grafik 4.38).
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Grafik 4.38. HepG2 hiicre serisinde insan APO-1/Fas/CD95 yolaginin inhibisyonuna ait

degerleri

4.2.3. Hiicre Cogalmasina ait Deneyler

Jurkat Hiicre Cogalmasi Deneyleri

Jurkat hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi iizerine yapilan deneylerde genel olarak tiim
maddelerin diisiik dozlarinda ¢ogalmayi arttirdigr yiiksek dozlarda ise azalttig1 belirlenmistir.

En etkili madde olarak kersetin (500 ve 1000 mM) ve kemferol (500 ve 1000 mM)
bulunmustur (Grafik 4.39).
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Grafik 4.39. Jurkat hiicre serisinde hiicre cogalmasina ait degerleri

MCF7 Hiicre Cogalmasi Deneyleri
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Grafik 4.40. MCF7 hiicre serisinde hiicre ¢cogalmasina ait degerleri
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MCEF7 hiicrelerinde hiicre c¢ogalmasi {lizerine yapilan deneylerde luteolin ve
melatoninin denenen tiim dozlarda ¢ogalmay1 arttirdigi belirlenmistir. Apigenin ve Kersetin

diisiik dozlarda ¢ogalmayr arttirmis yiiksek dozlarda ise azaltmistir. En etkili madde olarak

kemferol bulunmustur (Grafik 4.40).
HEPG2 Hiicre Cogalmasi1 Deneyleri

HepG2 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi Tlizerine yapilan deneylerde luteolin ve
melatoninin denenen tiim dozlarda ¢ogalmayi arttirdigi belirlenmistir. Cogalmay1 durdurmak

acisindan en etkili madde olarak kemferol (100 - 1000 mM) ve kersetin (500-1000 mM)
bulunmustur (Grafik 4.41).
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Grafik 4.41. HepG2 hiicre serisinde hiicre ¢ogalmasina ait degerleri

54



4.2.4. NQO2 Ekspresyonuna ait Deneyler

Jurkat NQO?2 Ekspresyonu
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Sekil 4.9. Jurkat hiicre serisinde NQO2 ekspresyonuna ait Western Blot jel goriintiileri
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Grafik 4.42. Jurkat hiicre serisinde NQO2 ekspresyonuna ait degerler

55



Jurkat hiicre serisinde NQO2 ekspresyonu iizerine yapilan calismalarda maddelerin

ICs0 konsantrasyonlar1 ve bunun iki kat1 konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

Bu sonuglara gore apigenin hiicre kiiltiirlinde NQO2 ekspresyonunu azalttig1 her iki
dozda da belirlenmigstir. Kersetin ise 25 pM dozda anlamli olarak ekspresyonu arttirmigtir
(Sekil 4.9). Kemferol ve luteolin de calisilan dozlarda ekspresyonu arttirmis ancak bu artis

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Grafik 4.42).
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Sekil 4.10. MCF7 hiicre serisinde NQO2 ekspresyonuna ait Western Blot jel goriintiileri
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Grafik 4.43. MCF7 hiicre serisinde NQO2 ekspresyonuna ait degerler
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MCF?7 hiicre serisinde NQO2 ekspresyonu flizerine yapilan ¢alismalarda maddelerin

IC50 konsantrasyonlart ve bunun iki kati konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Bu sonuglara gore

Kemferol her iki dozda da NQO2 ekspresyonunu azalttigi (Sekil 4.10) ancak 100 mM dozda

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Diger maddelerin ¢alisilan dozlarda

ekspresyon iizerine etkili olmadigi belirlenmistir (Grafik 4.43).
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Sekil 4.11. HepG2 hiicre serisinde NQO2 ekspresyonuna ait Western Blot jel goriintiileri
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Grafik 4.44. HepG2 hiicre serisinde NQO2 ekspresyonuna ait degerler
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HepG2 hiicre serisinde NQO2 ekspresyonu {izerine yapilan ¢alismalarda maddelerin
ICs0 konsantrasyonlar1 ve bunun iki kat1 konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Bu sonuglara gore
higbir maddenin NQO2 ekspresyonunu hepatokarsinoma hiicre kiiltiirinde azaltmadigi

belirlenmistir (Sekil 4.11, Grafik 4.44). Kemferol her iki dozda ve apigenin ise 50 mM dozda

anlamli olarak ekspresyonu arttirmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kemferoliin NQO2 ekspresyonuna ait Western Blot jel goriintiileri
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu proje kapsaminda, benzopirenlerin detoksifikasyonunda rol alan NQO, enzim
inhibitorlerinin (apigenin, kemferol, kersetin, luteolin, flavonoitlerin ve melatonin) kronik
myeloid 16semi hiicreleri basta olmak iizere cesitli karsinoma hiicreleri (hepatokarsinoma ve

meme kanseri) lizerindeki antikanserojen etki mekanizmalar1 aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Calismada oncelikle maddelerin NQO2 enzimini inhibisyon seklini belirlemek iizere
yapilan enzim kinetigi deneylerinde tiimiiniin kompetetif inhibitor olduklar1 belirlenmis ve Ki
degerleri hesaplanarak en giiglii inhibitoriin apigenin (0.2506 nM) oldugu bulunmustur. Bunu
sirastyla kemferol (0.5542 nM), kersetin (1.059 nM), luteolin (1.546+ nM) ve melatonin
(544.9 nM) izlemektedir.

Kronik myeloid 16semi hiicre serilerinden olan K562 hiicrelerinde NQO2’nin roliinii
aydinlatabilmek amaciyla, NQO2 KD K562 hiicreleri elde edilmis ve maddelerin inhibitor
etkinliklerinin her iki hiicre serisi lizerinde hiicre canliligi, toplam ROS ve apoptoz degerleri
ile iligkisi incelenmistir. Bu sonuglara gére K562 ve NQO2 KD K562 hiicre serilerinde tim
calisilan maddelerin hiicre canliligin1 doza bagli olarak azalttigi fakat bu azalmanin kersetin

ve luteolinde daha fazla gerceklestigi belirlenmistir.

Hiicrelerdeki toplam ROS miktarlarinin 6lgtimii sonucunda kemferol, apigenin ve
melatoninde doza bagl olarak artmis, hiicre canliligi azalmis ve apoptoz artmistir (apigenin
disinda). Bunun sonucunda bu maddelerin prooksidan etki gostererek hiicreler ilizerinde
sitotoksisite olusturdugu diisiiniilmiistiir. Luteolin ve Kkersetin ise toplam ROS miktarini

azaltmis ancak hiicre canlilig1 ile apoptozu arttirmustir.

Hiicrelerdeki antioksidan bir enzim olan NQO2 inhibe edildiginde toplam ROS
miktarinin ve dolayisiyla hiicre canliligmmin azalmasi veya apoptozun tetiklenmesi
beklenmektedir. Eger apoptozda bir artis gozlenmiyor ve ROS artiyorsa oksidasyonun lipit
peroksidasyonu v.b. farkli bir mekanizma iizerinden hiicre canliligini etkiledigi sdylenebilir.
Apigenin diginda kalan tiim flavonoitlerde her iki hiicre tipinde apoptoz doza bagli olarak
artmaktadir. Apigenin, kemferol ve melatoninde ise bu artisin KD K562 hiicrelerinde daha az
oldugu, fakat iki hiicre arasindaki farkin konsantrasyona bagli olarak azaldigi ve NQO?2 igeren
K562 hiicrelerinde apoptozu azaltarak KD K562 hiicrelerine yaklastirdigi belirlenmistir.

Luteolin ve kersetin ise KD K562 hiicrelerinde apoptozu K562 hiicrelerine gére daha fazla
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oranda arttirmistir. Bu nedenle hem ROS hem de apoptoz sonuglarina bakildiginda, bu iKi

maddenin sitotoksik 6zelliginin baska bir yolak iizerinden gerceklestigi belirlenmistir.

Jurkat, MCF7 ve HepG2 gibi farkli karsinoma hiicre serilerinde apigenin, kemferol,
kersetin, luteolin ve melatoninin toplam ROS, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve NQO2
ekspresyonu iizerine olan etkileri incelenmistir. Jurkat hiicrelerinde melatonin ve apigenin
toplam ROS miktarint doza bagimli olarak arttirmis ve prooksidan etki gostermistir. Kersetin
ve luteolin antioksidan, kemferol ise diisiik dozlarda antioksidan yiiksek dozlarda prooksidan
olarak belirlenmigtir. MCF7 hiicrelerinde apigenin ve kersetin prooksidan, luteolin
antioksidan ve kemferol ile melatonin ise diisiik dozlarda antioksidan yiiksek dozlarda
prooksidan etki gostermistir. HepG2 hiicrelerinde ise apigenin, luteolin, kemferol,
melatoninin toplam ROS diizeylerini doza bagimli olarak artirdigi, kersetinin de diisiik

dozlarda prooksidan yiiksek dozlarda antioksidan etki gdsterdigi tespit edilmistir.

Maddelerin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkileri incelendiginde Jurkat hiicrelerinde tiim
maddelerin diisiik dozlarinda ¢ogalmayi arttirdig yiiksek dozlarda ise azalttigi belirlenmistir.
Cogalmayr durdurmak agisindan en etkili madde olarak kersetin (500 ve 1000 uM) ve
kemferol (500 ve 1000 uM) bulunmustur. MCF7 hiicrelerinde ise luteolin ve melatoninin
denenen tiim dozlarda ¢ogalmayi arttirdigi belirlenmistir. Apigenin ve kersetin diisiik dozlarda
cogalmay1 arttirmis yiiksek dozlarda ise azaltmistir. En etkili madde olarak kemferol
bulunmustur. HepG2 hiicrelerinde luteolin ve melatoninin denenen tiim dozlarda ¢ogalmay1
arttirdig1 belirlenmistir. Cogalmay1 durdurmak agisindan en etkili madde olarak kemferol (100
- 1000 mM) ve kersetin (500-1000 mM) bulunmustur.

Apoptoz ile ilgili yapilan ¢aligmalarda Jurkat hiicrelerinde tim maddelerin apoptozu
azalttig1 belirlenmistir. Kemferol 10 uM da ve kersetin ise 25 uM da en yiiksek anti-apoptotik
etkinlige sahiptir. HepG2 hiicrelerinde ise kemferol, kersetin ve luteolinin tiim dozlarda
apoptozu azalttig: belirlenmistir. Apigenin 50 ve 100 uM dozlarda ve melatoninin ise 100 uM
dozda apoptozu arttirdigi gézlenmistir. MCF7 hiicrelerinde gergeklestirilen Apo-1/Fas/CD95
yolagina ait yapilan Ol¢iimlerde luteolin tiim denenen dozlarda, apigenin, kemferol ve

melatonin diisiik dozlarda, kersetin ise yiiksek dozlarda apoptozu tetiklemistir.

Western  Blot  yontemiyle NQO2  ekspresyonu  tiim  hiicrelerde  ICsg
konsantrasyonlarinda ve iki kati konsantrasyonda (n=3) incelendiginde Jurkat hiicre serisinde

apigeninin NQO2 ekspresyonunu azalttig1 her iki dozda da belirlenmistir. Kersetin ise 25 pM
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dozda anlamli olarak ekspresyonu arttirmistir. Kemferol ve luteolin de calisilan dozlarda
ekspresyonu arttirmig ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. MCF7 hiicre
serisinde kemferoliin her iki dozda da NQO2 ekspresyonunu azalttigi ancak 100 uM dozda
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Diger maddelerin ¢alisilan dozlarda
ekspresyon iizerine etkili olmadigi tespit edilmistir. HepG2 hiicre serisinde NQO?2
ekspresyonunu maddelerin azaltmadigi belirlenmistir. Kemferol her iki dozda ve apigenin ise

50 uM dozda anlamli olarak ekspresyonu arttirmistir.

Sonug¢ olarak; Jurkat hiicre serisinde calisilan maddeler arasinda sadece apigenin
NQO2 ekspresyonunu azaltmis ve benzer dozlarda toplam ROS’u arttirarak hiicre ¢cogalmasini
azaltmistir. Bu nedenle apigeninin Jurkat hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin NQO2/ROS
lizerinden yiriidiigii diisiiniilmektedir. MCF7 hiicre serisinde ise benzer etkileri calisilan
maddeler arasinda sadece kemferol gostermistir.  Bu nedenle kemferolin de MCF7
hiicrelerindeki NQO2/ROS yolagin1 kullandig1 sonucuna varilmistir. HepG2 hiicre serisinde
kemferol ve apigeninin diisik dozu NQO2 ekspresyonunu ve ROS diizeylerini artirmis,
ozellikle kersetin ve kemferoliin hiicre ¢ogalmasini anlamli derecede azalttig1 tespit edilmistir.
Ayrica HepG?2 hiicre serisinde kemferol, kersetin ve luteolinin tiim dozlarda apoptozu azalttig
belirlenmistir. HepG2 hiicrelerinde sadece apigeninin yiiksek dozunun ve kersetinin NQO2
ekspresyonunu azalttigr ve bu nedenle NQO2-ROS ve sitotoksisite iligkisi oldugu sonucuna
vartlmistir. Diger maddelerde ise farkli yolak veya farkli antioksidan mekanizmalarin

isleyebilecegi diistintilmesi nedeniyle bundan sonraki ¢alismalar bu yonde devam ettirilecektir.
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