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OZET

Engin, C. (2015). Beyin Glioblastoma Hiicre Hatt1 iizerinde Hesperidin’in
Antikarsinojenik Etkisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul.

Glioblastoma insanlardaki en yaygin ve en agresif primer beyin tiimorleri olup
tedavi uygulanmadigi durumlarda sag kalim siiresi ortalama 4,5 aydir. Bu kanser
tiirtiniin ilerleme siirecinde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi, hedefe

yonelik tedavi icin daha etkili stratejilerin belirlenmesine Onciiliik edilebilecektir.

Hesperidin bitkisel bir flavonoid olup farkli deneysel modellerde anti-
inflammatuar ve antioksidatif etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte,
literatiirde, glioblastoma tiimorlerinde hesperidinin olast antiproliferatif ve

antiapoptotik etkisini gosteren herhangi bir ¢aligma yoktur.

Bu calismada, hesperidinin beyin glioblastoma tiimorlerinde yeni bir tedavi
yaklasimi olasiligi U-87 hiicre hatt1 kullanilarak incelenmistir. Hesperidin’in U-87
hiicre proliferasyonu ve canlilig1 iizerinde doza bagimh etkisi WST-1, mitokondriyal
membran potansiyeli lizerine etkisi i¢cin JC-1 yontemleri kullanilmistir. Bununla
birlikte Kaspaz 3/BCA aktivitesi de Ol¢lilmiistiir. Mitokondri membran potansiyelindeki
kayip sonrasi efektor kaspazlarin devreye girmesi ve bunun sonucu hiicresel apoptoz

stirecinin tetiklendigi tespit edilmistir.

Literatiirde ilk kez, beyin glioblastoma tiimorlerinde hesperidinin antiapoptotik
ve antiproliferatif etkisi ayrintili olarak incelendigi i¢in ¢alismamiz orijinal bir deger
tasimaktadir. Elde ettigimiz veriler, 6zellikle kanser tedavisi icin yeni ¢calisma alanlari
doguracak ve calismamiz beyin glioblastoma tiimorleri i¢in yeni tedavi seceneklerinin

arasinda yer alarak bilime katkida bulunacaktir.

Anahtar Kelimeler : Glioblastoma, Hesperidin, Kanser, Proliferasyon, Apoptoz

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 41919



ABSTRACT

Engin, C. (2015). Investigation of Potential Anticarcinogenic Effects by Hesperidin in
Glioblastoma Cell Lines. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Molecular Medicine. Istanbul. 2015

Eventhough the rate of brain glioblastoma tumors increase at the ages between
50 and 60, these tumors may occur at any age. Understanding of the molecular
mechanisms which play role in the progress of this cancer type may lead to develop

more effective strategies for a target driven therapy.

Hesperidin is a herbal flavonoid which has anti-inflammatory and anti-oxidant
effects that have been proven by different experiments. Also, there is no research in the
literature that shows hesperidin’s anti-proliferative and anti-apoptotic effect on

glioblastoma tumors.

In this study, hesperidin’s potential effects on brain glioblastoma tumor
treatment will be studied by using U-87 cell line. Hesperidin's dosage effects on cell
proliferation and vitality measured by WST-1, and mitochondrial membrane potential
measured by JC-1. Also Caspase 3/BCA activity measured. We found out that cellular
apoptosis is triggered due to activation of effector caspases after the lost of

mitochondrial membrane potential.

Our study, which will be the first one in the literature that indicates hesperidin’s
anti-apoptotic and anti-proliferative effect has an original value. The values we will obtain
will create new work fields, especially for cancer treatment and will contribute to science

by becoming a new treatment option for brain glioblastoma tumors.

Key Words: Glioblastoma, Hesperidin, Cancer, Proliferation, Apoptose

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No:41919



1. GIRIS VE AMAC

Glioblastomalar astrosit kaynakh tiimorlerdir. Insanlardaki en yaygin ve en agresif
primer beyin tiimorleridir. Tiim fonksiyonel doku beyin tlimorlerinin %?25’1, tiim intrakranyal
tiimorlerin ise %?20’si glioblastomadir. Genis bir kan agi ile ¢evrili olmalart ve hizli cogalmalari

sebebiyle genellikle malign 6zellik gosterirler. Daha ¢ok erkeklerde goriiliirler.

Cocukluk cagi beyin tiimorlerinin yalnizca %3’l glioblastoma’dir. Tiimor farkli hiicre
tiplerini icerir, bu sebeple tedavi siireci zorludur; bazi hiicre tipleri tedaviye cevap verirken diger
hiicreler etkilenmeyecektir. Cogu ila¢ tiimore etki etmek iizere kan-beyin bariyerini gecemez.
Tiimor hiicreleri konvansiyonel terapilere oldukca direnglidir, ayrica beyin de konvansiyonel

tedaviye karsi oldukc¢a hassastir (1).

Tedavi uygulanmadigt durumlarda sag kalim siiresi ortalama 4,5 aydir. Standart olarak
radyasyon tedavisi, kemoterapi ve temozolomid kullanimu ile ortalama sag kalim siiresi 15 aya

uzayabilmektedir (2).

Hesperidin, siklikla turunggil meyvelerde bulunan bir flavonoiddir (3). Antioksidan
etkisi in vitro c¢alismalarla gosterilmistir (4). Ayrica yapilan arastirmalarla hesperidinin
antienflamatuar, analjezik, antimikrobiyal, anti-hipertensif ve diiiretik etkileri kanitlanmustir (S,

6,7).

Yapilan bir calisma, hesperidinin anti-lipidemik, kardiyoprotektif, antihipertensif ve
antidiyabetik etkilerinin oldugunu, bunlarin da genellikle bir antioksidan defans mekanizmas ile

pro-enflamatuar sitokin iiretiminin baskilanmasiyla alakali oldugunu gostermistir (8).

Rong vd.’nin yaptig1 bir arastirmaya gbre neonatal sicanlara hesperidin uygulandiktan
sonra beynin hipoksi-iskemiden korundugu gosterilmis olup yine ayni arastirmada primer néron
kiiltiirine uygulanan hesperidinin noronlar1 oksijen-glukoz deprivasyonundan korudugu

gosterilmektedir (9).

Bir bagka arastirmada Cisplatin tedavisi goren kanser hastalarinda siklikla goriilen,
histopatolojik degisimlerin meydana geldigi, kanda yiiksek iire ve yiiksek serum kreatinin
seviyeleri 1ile belirlenen nefrotoksisite modelinin olusturuldugu sicanlarda hesperidin
kullaniminin koruyucu etkisi olabilecegi belirtilmistir (10). Selveraj ve Pugalendi’nin yaptig
arastirmada, sicanlarda subkutan izoproterenol enjeksiyonu ile olusturulan miyokard hasarinda
hesperidin kullaniminin plazma, kalp ve karaciger dokusundaki lipid miktarin1 azalttig

izlenmistir (11).



Hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde yapilan baska bir ¢calismada hesperidinin, timor
hiicrelerinin invaziv davraniglarini aktivator ptorein-1 ve NF-kB’yi baskilayarak engelledigi

goriilmiistiir (12).

Insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7 iizerinde, Naratajan vd. tarafindan yapilan bir

caligmada ise hesperidinin, kanser hiicrelerinde apoptozunu indiikledigi gosterilmistir (13).

Ayrica fare makrofaj hiicre hattinda siklooksijenaz ve nitrik oksit sentaz enzimlerinin
indiiklenebilir izoformlar1 hesperidin kullanimi ile inhibe edilebildigi gosterilmistir (14).
Hesperidinin diazepam ile sinerjistik etkisi oldugu belirlenmistir (15). Hesperidinin sedatif ve
antinosiseptif etkilerinden opioid reseptorler sorumludur (16). Ayrica gut tipi agr1 modeli

olusturulan sicanlarda Ketoroloc ile sinerjistik etkisi oldugu gosterilmistir (17).

Tez calisgmamizda, hesperidinin glioblastoma kanserlerinde yeni bir tedavi yaklagim
olasiligr U-87 hiicre hatt1 kullanilarak incelenmistir. Hesperidin’in U-87 hiicre proliferasyonu ve
canlilig iizerine doza bagimh etkisi WST-1 hiicre proliferasyon testi, mitokondriyel membran

potansiyeli JC-1 ve kaspaz-3 testi yontemleri kullanilarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLIOMA

Kanser, tedavi seceneklerinin oldukg¢a kisitl oldugu ve genis bir arastirma alanma sahip
heterojen bir rahatsizliktir. Primer beyin tiimorlerinin arasinda en yaygin olanlar1 malignant
gliomalar olarak gosterilmistir. Klinik uygulamaya iligkin glioma heterojenitesi, patolojisi ve bu
tip tiimorlerin tedaviye verdigi yanitlar ilgi ¢ekici bir arastirma alani olusturmaktadir. Bags agrisi
ve sinir krizi gibi klinik semptomlar direkt olarak bu hastalifa iliskin olmadigindan hastaligin
erken evrelerde teshisi olduk¢a zordur. Simdiye degin bu hastaliga iliskin bilinen ve genetik

olarak kalitilan bir durumun varlig: tespit edilmemistir (18).
[k glioma smiflandirmasi Bailey ve Cushing tarafindan yapilmistir (19).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yapilan sinflandirmaya gore gliomalar;
astrositomalar, oligodendrogliomalar, ependimomalar ve oligoastrositomalar olmak iizere 4
bashk altinda incelenebilir.Durumu daha da netlestirmek adina tiimorler; evrelerine,boyutuna,
penetrasyon derecesine ve lenf nodlar ile diger uzak organlara yayilma derecesine gore alt

gruplara ayirilabilinir (20).

TNM adi verilen bir evrelendirme sistemini ornek verecek olursak, bu isimlendirmenin
bas harflerinden yola ¢ikarak “T” tiimorii, “N” lenf nodlarin1 ve “M” metastazi ifade eder. Bu

evrelendirme sistemi goz oniine alinarak 5 evre tespit edilmektedir (21).

Tablo 1: TNM Sistemine Gore Kanser Evreleri (18, 21)

Evre Tanimlari

0 Karsinoma in situ

1 Kanser Viicudun Belirli Bir Bolgesinde Lokalize
II Kanser Bolgesel Olarak Ilerlemis

I Kanserin Tleri Evresi

v Kanser Diger Doku ve Organlara Metastaz Yapmis

T,N,.M (Ttumor, Nod Metastaz)



Malignansi derecelerine gore oligodendrogliomalar ve oligoastrositomalar seviye II ve
seviye III olarak ayrilirken astrositomalar da pilositik (seviye 1) , difiiz (seviye II) , anaplastik

(seviye III) ve glioblastoma multiform (seviye 1V) olarak alt basliklara ayirilabilinir (22, 23).

2.2. GLIOBLASTOMA

Gliblastomalar, tiim gliomalarin % 60-70’ ini, anaplastik astrositomalarm %10-15’ ini,
anaplastik oligodendrogliomalar ve anaplastik oligoastrositomalarm % 10’ unu ve kalan
anaplastik ependimomas ve anaplastik gangliomalarin % 5-20’ sini olusturur (24). Multiform
terimi bu tiimoriin klinik durumu, patolojisi, genetik 6zgiinliigii ve tedaviye verilen cevaplar
dikkate alinarak belirlenmistir (25). Glioblastoma multiform primer (kendiliginden) ve sekonder
(diisiik seviyeli bir tiimorden) geliserek olusabilmektedir (26). Primer glioblastomalar daha
yaygin bir sekilde 50 yasin iizerinde goriiliirler ve fosfataz ile tensin homologu genlerin
kromozom 10 ve pl16 delesyonu ve de kromozom 10q ile 17p iizerinde heterozigote kayb ile

karakterizedirler (27).

Sekonder glioblastomalar ise daha ¢ok gen¢ hastalar arasinda yaygm bir sekilde
goriilmektedir. Diisiik seviyeli tiimorlerden meydana gelirler ve yillar gectikge glioblastomalara
doniigiirler. P53 tiimor siipressor geni mutasyonu pl6 ve retinoblastoma yolaklarindaki
anormallikler ve DNA kopya sayismin bozulmasiyla karakterizedirler.Malignant gliomalarin
yolaklarindaki bu degisimlerin detaylar1 Wen ve Kesari (24) tarafindan ve primer ile sekonder
glioblastoma multiformun baslangi¢c ve ilerleme asamasindaki ana genetik degisiklikler Li ve

arkadaslar1 (28) tarafindan gosterilmistir.

Sekonder glioblastomalarla ilgili olarak beyin metastatik lezyonlarmin temeli oldugu
sOylenebilir ve bu lezyonlar % 65 ihtimalle akciger kanserinden (29) , %10-40 ihtimalle cilt
kanserinden kaynaklanmaktadir (30).

Molekiiler farkhliklarma ragmen bu iki tiimor tipi morfolojik olarak tam ayirt

edilememektedir ve geleneksel tedavi yontemlerine ayni sekilde cevap vermektedirler (18).

Giiniimiizde glioblastoma tedavisinde cerrahi operasyon ve bunu takiben radyoterapi ve

kemoterapi uygulamalar1 gerceklestirilmektedir (18).

Anjiyogenez inhibitorlerinin kemoterapotik ve gen/antikor terapileriyle bilesimleri olarak
uygulanan pasif ve aktif immiinoterapi deneysel prosediirler olarak ek tedavi segenekleri
arasinda yer almaktadir. Ancak beyine ulasmak o kadar kolay degildir. Kan-beyin bariyeri
sozkonusu oldugundan yukarida bahsedilen bu tiir terapiler hastalign tedavisi i¢in basaril

sonucglar vermemektedir. Glioblastomalarin  gelisimi  ve ilerleyisinin altinda yatan



mekanizmalara dair bilginin yetersizligi de bu hastaligin tedavisini daha da zorlastirmaktadir

(18).

Giinlimiizde arastirmalar bu hastaligin yaratmis oldugu durumu hafifletmeye calisan yeni
metodlara yogunlagsmistir. Ancak genis capli yiiriitillen arastirmalara ragmen glioblastoma
multiform hastalarinin % 88’1 3 yil icinde hayatlarin1 kaybetmektedir. Glioblastoma multiform

bu sebeple diinya capinda en ciddi malignitelerden biridir (18).

Her yil 11 milyonun iizerinde kisiye kanser teshisi konmakta ve bu saymin 2020 yilina

kadar 16 milyona ulasacag tahmin edilmektedir (31, 32).

Malign gliomalar yilhik goriilme olasiligt 5/100.000 olan en yaygin primer beyin
timorleridir (20, 24).

Glioblastoma multiform hastalarnin cogulugu ( %87’si) 55-87 yaslar1 arasindaki
kisilerden olusmaktadir (33). Bu hastalik erkeklerde kadinlara oranla ve beyaz irkta siyahi irka
oranla daha fazla goriilmektedir (24, 34).

2.2.1. GLIOBLASTOMA RiSK FAKTORLERI
Glioblastoma multiform risk faktorleri heniiz tam olarak aydmnlatilamamistir.Gliomalarin
tibbi gelisim Oykiilerinin kisiye bagli olmasina ragmen, glioblastomanin ise ortada olasi bir

sebep yokken gelisen bir tiimor olduguna inanilmaktadir (35).

Bu tiimériin ailesel formu tiim vakalarin % 1’1 olarak tanimlanmistir (36). Ancak bu tip
glioblastomanm gelisiminin genetik arka plan1 ortada sebep yok iken ani bir sekilde

olusanlardan farklidir (37).

Glioblastoma multiform baz1 genetik hastaliklarin seyri swrasinda meydana
gelebilmektedir.Bu hastaliklar Tuberoz Skleroz, Turcot Sendromu, Coklu Endokrin Neoplazi tip
IT A ve Norofibromatozi tip I (NF1) (38) olarak gosterilebilir.Bunlara ek olarak kafa travmasi
sonucu olusabilecek herhangi bir fiziksel deformasyon, glioblastoma baslangici i¢in risk

olusturabilmektedir (39, 40).

Glioblastoma multiformun gelisimi hiicre dongiistindeki G1-S kontrol noktasinin yanlis
diizenlenmesi ve glioma hiicrelerindeki genetik bozukluklar (kromozom 10q’daki genetik
materyal kaybi, EGFR, FGFR 2, IRS 2 ve AKT 3 amplifikasyonu, PTEN, TP16, TP53, PARK2,
PTPRD ve NF1 genlerindeki mutasyonlar) ile alakalidir (41, 42).

Seks hormonlarmin glioblastoma gelisimindeki etkisi kadinlar arasinda menopoz sonrasi
donemde oldukca fazladir (43). Boy ve viicut kitle endeksi gibi 6zelliklerin normal sinirlardan

daha yiiksek olmasi bu hastaligin goriilme sikligini arttirmaktadir (44).



Viriisler, 6rnegin insan Sitomegaloviriis (HCMV) glioma gelisimindeki etiyolojik ajanlar
arasinda gosterilebili. HCMV kongenital ensefaliti ve ¢oklu organ degisimlerini bagigiklik
sistemi zayiflamus yetiskinlerde tetikleyebilmektedir.Insan Sitomegaloviriis glial hiicreler icin
yonelim gostermektedir. Bu viriis IE1, US28, GB gibi proteinleri kodlamaktadir.Bu proteinler de
mitogenez, mutagenez, apoptoz, inflamasyon ve anjiyogenezin hiicre i¢i sinyal yolaklarmi aktive
etmektedir. Bu genlerin iriinleri PDGFR, AKT, STAT 3 gibi anahtar rol oynayan sinyal
yolaklarmin yanlhs diizenlenmesine ve ayrica monosit ve glial hiicre fonksiyonlarmin

bozulmasina yol agmaktadir (45, 46).

Graniilosit-Koloni Uyarict Faktor (G-CSF) glioblastoma gelisimiyle alakalidir. Bu
glikoproteinin ve reseptoriiniin (G-CSFR) yiiksek miktarda olusu glioblastoma malignitesinin
farkli seviyelerinde gosterilmistir. Graniilosit-Koloni Uyaric1 Faktor ticari olarak elde edilen
glioblastoma hiicre hattinda proliferasyon ve migrasyonu uyarmaktadir. Graniilosit-Koloni
Uyarici Faktor reseptoriiniin antikor ile bloklanmasi hiicre biiylimesinin ve in vitro kosullardaki

hiicre hareketinin inhibisyonuyla sonu¢lanmaktadir (47).

Iyonize radyasyon bu tip tiimorlerin gelisme olasiligini arttiran fiziksel faktorlerden
biridir. Pestisitler, polisiklik aromatik bilesikler ve c¢ozeltiler potansiyel zararli kimyasallar
olarak gosterilmistir. Elektromanyetik alanlara ve belirli metallere maruz kalinmasi glioma

gelisimini etkilemektedir (48).

Cep telefonu kullaniminin glioblastoma gelisimine direkt etkisi yoktur fakat uzun siireli
kullanimin etkisi hala tam olarak tespit edilememistir. Petrokimya endiistrisinde ¢alisan bireyler
icin glioblastoma multiform siklig1 oldukca fazladir. Bu sebeple mesleki bir rahatsizlik

sayilabilir (49).

2.2.2. GLIOBLASTOMANIN MOLEKULER BiYOLOJiSi

Primer ve sekonder glioblastomalar, hastaligin birbirinden farkli alt tiplerini ifade
etmekte olup gelisimlerinde birbirlerinden farkli yolaklar izlenmektedir. Vakalarin %90’dan
fazlas1 de novo gelisen primer glioblastomalar olup genelde yash bireyleri etkiler. Primer
glioblastomalarda vakalarin %70’inde 10q’da kayip ya da heterozigosite, %36’sinda EGFR
amplifikasyonu, %31’inde pl6INK4a delesyonu ve %?25’inde PTEN mutasyonlar1 ile
karakterize olup genelde yash bireyleri etkiler.

Sekonder glioblastomalar ise low-grade difiiz astrositoma veya anaplastik
astrositomalarin ilerlemesi sonucu meydana gelip genelde gen¢ bireylerde goriiliir. Sekonder
glioblastomalarda en sik TP53 mutasyonlarma rastlanmaktadir. Mutasyon patterni genelde CpG
bolgelerindeki sik G:C—A:T mutasyonlar ile karakterize edilir. Glioblastomanin ilerlemesi

sirasida farkli mutasyonlarin birikimlerine de rastlanir (50).



Beyin tiimorleri arasinda en malignant tip olan glioblastoma genellikle serebral
hemisferde, nadiren de talamus ve bazal gangliada goriiliirler (51). Bu tiimoriin familyal formu
vakalarin yalnizca %1’ini olusturmaktadir (36). Ancak familyal tiimoriin gelisim siirecinin
genetik arka plani, spontan gelisen formdan farkidir (37).

Glioblastoma gelisimi, hiicre dongiisiinde G1/S kontrol noktasindaki deregiilasyon (52)
ve glioma hiicrelerindeki cesitli degisimler (kromozom 10q’da genetik materyal kayba,
EGFR, FGFR2, IRS2 ve AKT3 genlerinde mutasyonlar) ile PTEN, TP16, TP53, PARK2,
PTPRD ve NF1 genlerindeki mutasyonlar ile ilgilidir (41, 42). Insan Sitomegaloviriisii gibi baz

virtislerin de glioma gelisimine sebep olan etyolojik ajanlar olduklarma inanilmaktadir (53).
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Sekil 1: Transforme Olmus Astrositlerin Sitmflandirilmasi (54)

Glioblastomalarin farkli alt tiplerini olusturan molekiiler yolaklar sekildeki gibidir.
Sekonder glioblastoma astrositoma smif II veya III kokenli olup genetik ve epigenetik
degisimlerin birikimi sonucu meydana gelir. Bunun aksine primer glioblastoma herhangi bir
prekiirsor olmaksizin (de novo) olusur (Sekil 1) (54).

Glioblastomalar1 gruplamada en gecerli yontem, neredeyse aym tiimorde asla bir arada
goriillmeyen iki farkli genetik degisime; TP53 ve EGFR mutasyonlarina gore yapilan

smiflandirmadir. Yaklagik olarak glioblastomalarin 1/3’inde TP53 mutasyonu goriiliirken



1/3’tinde EGFR mutasyonu goriiliir, kalaninda ise ikisine de rastlanmaz. Timor progresyonuna
gore bir gruplama yapilmasi1 gerektiginde, sekonder glioblastomalarda TP53 mutasyonuna
rastlanma oranmi ¢ok daha yiiksektir. Gruplama yasa gore yapildiginda ise genc yetiskinlerde
TP53 mutasyonlarma rastlanma oram1 daha fazladir. Su ana dek tiimor lokasyonu ile genetik
degisimler arasinda bir iligki saptanamamustir (51). Pediatrik glioblastomalar ile ilgili yapilan
glincel ¢aligmalara gore talamik glioblastomada TP53 mutasyonu, diger glioblastoma tiplerine
gore daha yaygindir (55-58). Ayrica yine agirlikli olarak c¢ocuklarda goriilen beyin sapi
glioblastomalarinda EGFR amplifikasyonuna rastlanmazken TP53 mutasyonlar1 daha sik
izlenmektedir (59, 60).
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Sekil 2: DNA metilasyon modelleri baz alinarak hazirlanan glioblastoma alt gruplar (61)

Global DNA metilasyon modelleri baz alinarak alti farkli glioblastoma alt grubu
olusturulmustur (Sekil 2) (61).

Sitrik asit dongiistinde gorevli olan izositrat dehidrojenaz 1’1 kodlayan IDH1 geninin tiim
glioblastoma olgularinin %12’sinde mutasyona ugradigi bilinmektedir (62). cesitli histolojik ve
davranigsal Ozelliklere sahip 321 glioma olgusunda yaptiklart cahsmada, IDHI

mutasyonlarindan 130’unda mutasyon tespit etmis ve bu mutasyonlarin tiimiiniin 132. aminoasit



rezidiisiinde oldugunu gostermiglerdir. Bu mutasyonlarin %91t G—A mutasyonlaridir
(Arg—His).

IDH1 mutasyonlar1 low-grade difiiz astrositomalarda %88, low-grade difiiz veya
anaplastik astrositomalardan gelisen sekonder glioblastomalarda ise %82 oraninda
goriilmektedir. Benzer olarak IDH1 mutasyonlarma oligodendrogliomalarda %79,
oligoastrositomalarda ise %94 oraninda rastlanmaktadir. IDH1 mutasyonlann ile TP53
mutasyonlar1 low-grade difiiz astrositomalarin %63’iinde, 1p/19q heterozigotisesinin kayb1 ile
birlikte oligodendrogliomalarmn %64 iinde izlenmektedir. Pilositik astrositomalarda (%10) ve

primer glioblastomalarda (%5) nadir goriiliirler (62).

Sturm vd. tarafindan yapilan bir arastirmaya gore, H3F3A geninde olusan her mutasyon
farkl bir global metilasyon patterni gostererek epigenetik bir glioblastoma alt grubu tanimlar ve
H3F3A geni mutasyonlari, IDH3 mutasyonlar1 ile birlikte goriilmektedir ki bu da mutasyona
bagli ligiincii bir alt gruba isaret eder. Ayn1 zamanda, transkripsiyon faktorleri OLIG1, OLIG2
ve FOXGI regiilasyonunda degisimin goriildiigii, farkli anatomik kompartmanlardaki GMB’e
sebep olan iki H3F3A mutasyonlarmin farkli hiicresel kokenleri gosterdigi diisiiniilmektedir.
Pediatrik glioblastoma vakalarinin 1/3’inde H3F3 A mutasyonlarinin H3.3 histonunun iki kritik

aminoasitini (K27 ve G34) etkiledigi gosterilmistir (61).

2.2.3. GLIOBLASTOMA VE APOPTOZ iLiSKIiSi

Apoptoz ¢ok hiicreli organizmalarda genetik olarak kontrol edilen ve doku homeostazinin

saglanmasinda etkili olan bir hiicre 6liim seklidir (63, 64).

Hiicre bir 6liim sekli olarak apoptoza karar verdiginde hiicre i¢inde bir dizi biyokimyasal
ve morfolojik degisim gozlenir. Cekirdek zar1 erimeye baglar, ¢cekirdek DNA’s1 parcalanir, hiicre

kii¢iiliir ve iskeleti dagilir (65, 66).

Hiicrenin apoptoz denilen bu kontrol mekanizmasmm zarar gdrmesi kanser olusumu,

otoimmiin rahatsizliklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi pek ¢ok siirece sebebiyet verir (67).

Hiicrelerde apoptoz siireci 2 temel mekanizma ile karakterizedir. Bunlardan biri
mitokondri digeri ise hiicre oliim reseptorleri aracilifiyla gerceklesir. Mitokondriye bagli olan
yolak hiicre i¢i 6liim sinyalleri ortaya ¢iktiktan sonra BH3 domaini iceren Bcl-2 ailesi tarafindan
gerceklestirilir (68). Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal apoptozun gerceklesmesinde
fonksiyoneldir (69, 70). Bcl-2 proteinleri Bax ve Bak adi verilen proapoptotik proteinlerle
birleserek kaspaz yolagini aktive ederler (71).
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Oliim reseptorlerine bagli olan yolak ise plazma membraninda lokalize olmus TNF
reseptor ailesi araciligiyla gerceklesir. Bu reseptor ailesine TNF-R, Fas, DR4, DRS o6rnek
verilebilir (72).

Bu reseptorlerin her biri kendisine 0Ozgii ligand ile aktive olsa bile ayni etki
mekanizmasint kullanir. Ligand ile uyarim sonucunda Fas iligkili 6liim domaininin
trimerizasyonu gerceklesir ve bu yapiya prokaspaz-8 baglanabilir hale gelir. Bu siire¢ hiicre
Olim sinyalinin olusmasint saglar (73). Kaspaz-8’in kendisini aktiflemesi ile efektor
mekanizmalar devreye girerek apoptoz tamamlanir (74). Intrinsik ve ekstrinsik yolak iizerinden

efektor mekanizmalarm devreye girmesi Sekil 3 te gosterilmistir (75).

intrinsik Yolak Ekstrinsik Yolak

TNF RESEPTOR
AiLESI

(TNF,DR4, DRS, Fas)

prokaspaz-8

kaspaz-8

. —
P prokaspaz-9
prokaspaz-3 : dATP @ : prokaspaz-3 :
+— APOPTOZOM 14—_
kaspaz-3 - kaspaz-3 -
INTRINSIK EKSTRiNSiK
APOPTOZ APOPTOZ

Sekil : 3 intrinsik ve Ekstrinsik Apoptoz Yolaklar: (75)

Yapilan gecmis calismalar DNA’ya zarar veren kimi ajanlarin  hiicresel apoptozu
tetikleyebildigini gostermistir. Potansiyel antikanser etkiye sahip olan Etoposid bunlardan
birisidir ve ayrica DNA Topoizomeraz II’ nin inhibitoriidiir. Bu yiizden malignant beyin
tiimorlerinin tedavisi icin hem tek basma hem de diger kemoterapoétik ilaclarla kombine olarak

kullanilabilmektedir (76).
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2.3. FLAVONOIDLER
Flavonoidler simdiye degin 10.000 i askin cesidi bulunmus bitkisel metabolitlerdir.

Ancak bu metabolitlerden yalnizca birkaci detayh bir sekilde arastirdmistir. Bitkileri zararh
ultraviyole 1smlardan koruma veya bitkisel pigmentasyon gibi farkli gorevleri vardir. Ek olarak
antioksidan, antiviral ve antibakteriyel etkilere sahiptirler. Gen ekspresyonunu ve enzimatik

reaksiyonlar1 diizenlemede etkilidirler (77).

Uc karbon atomuna baglanan 2 aromatik halkadan olusurlar. Boylece heterosiklik

oksijenaz yapist meydana gelir (78).
Flavonoidler benzopiron yapisiyla karakterize ¢cok sayida polifenolik bilesikten olusurlar.

4000’in iizerinde farkli flavonoid grubu tanimlanmig ve flavonoller, flavonlar, flavononlar,

isoflavonlar, katekinler ve antosiyaninler olarak ayrilmistir (79).

o o
-
( ¥

Flavonlar

&  Flavanaol

Flavanon

Flavanoidler ™

-l o

lzoflavonlar Flavanoller O Flavanonoler

Sekil 4: Farkh Flavonoidlerin Kimyasal Yapilar: (79)

2.3.1. FLAVONOIDLERIN BiYOLOJIK ETKIiLERI

2.3.1.1. Flavonoidlerin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Flavonoidlerin antioksidan etkilerinin ortaya konulmasi onlar1 kardiyovaskiiler sistem
hastaliklarina karsi potansiyel birer madde haline getirmistir (80). Ornegin onceki yapilan
calismalar flavonoid aliminin kardiyovaskiiler sisteme bagli oOliimleri azalttigm yetiskin

Amerikan populasyonlarinda gostermistir (81).
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Yiiksek miktarda flavonoid alan kadin ve erkeklerin kardiyovaskiiler hastaliklara bagh
Olim riskleri daha azdir (82). Yine bagka bir calismada yiiksek flavonoid aliminin

hipertansiyona kars1 bireyleri korudugu gosterilmistir (83).

Ateroskleroz multifaktoriyel bir hastalik olup oksitlenmis olan diisiik yogunluklu
lipoproteinler bu hastalik riskini arttirir. Diger sebepler ise kan damarlarinin inflamasyonu ve
koagiilasyon sonucu olusan durumlardir (80, 84). Antioksidan ve serbest oksijen radikallerini
yakalama ozelliklerinden dolay1 flavonoidler reaktif oksijen tiirlerini yok ederek plazma LDL
oksidasyonunu ve kan damari endotelyumunun inflamasyonunu giderirler. Ayrica flavonoidler
reaktif oksijen tiirlerinin artisma sebep olan NADPH oksidaz, lipojenaz ve ksantin oksidaz gibi

enzimlerin etkinligini azaltmaktadirlar (80).

2.3.1.2. Flavonoidlerin Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Flavonoidlerin yasa bagli norodejeneratif hastaliklar1 6nleme konusundaki etkileri
gectigimiz yilardaki arastirmalarin anahtar konularindan birini olusturmustur. Alzheimer,
Parkinson ve demans bu rahatsizliklara Ornek olarak verilebilir. Flavonoidlerin ndoronal

fonksiyonu diizenledigi ve bu rahatsizliklar1 pozitif anlamda etkiledigi gosterilmistir (85-88).

Fazla flavonoid aliminin kognitif fonksiyonlarin diizgiin isleyisini, ndronlar1 ve onlarin
fonksiyonlarmi1 koruyarak sagladigi ortaya konulmustur (88). Yine flavonoidlerce oldukc¢a
zengin olan Ginko biloba bitkisinden elde edilen ekstraktin yasa bagli bunamay1 ve Alzheimer

hastaligini tedavide etkili oldugu gosterilmistir (89).

Flavon alt sinifina ait Tangeretin adli flavonoidin Parkinson Hastaligi’'ndan korunmada
etkili oldugu belirtilmistir. Norotoksik bir madde olan 6-hidroksidopaminin olumsuz etkisi
hayvan modelleme deneylerinde telensefelonun striatum bolgesinde gosterilmistir. Parkinson
hastaliginin kaynaginda yatan norolojik hasar bu yondedir. Tangeretin, uygulanan farelerde kan-

beyin bariyerinden gecerek bu bolgedeki hasari giderebilmistir (90).

2.3.1.3. Flavonoidlerin Antikarsinojenik Etkileri

Kanser arastirmalarinda flavonoidlerin koruyucu etkilerine odaklanmak gerekmektedir
(91-97). Ciinkii kimyasal koruma, dogal ve sentetik maddeler kullanilarak karsinogenezin

olusumunu ve niiksetmesini engellemeyi amag edinen bir yaklagimdir (98).

Epidemiyolojik ve klinik c¢alismalar bu bilesiklerin birtakim gen ve enzimlerle

etkileserek kanseri 6nlemede etkili olduklarini gostermistir (91).
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Flavonoidlerin ~ bircok  hiicresel mekanizmada etkili oldugu bilinmektedir.
Kanserlesmenin erken evrelerinde; hiicre proliferasyonunun inhibisyonundan, DNA tamirinden
ve oksidatif stresin azaltilmasindan sorumludurlar. Eger kanserlesme ilerleme evresinde ise

flavonoidler apoptozu indiikleyebilir, anjiyogenezi inhibe edebilir. Bununla beraber antioksidan

aktiviteyi de arttirabilirler (91, 95, 98, 99).

Flavonoidlerin antikanser etkileri hiicre dongiisiiniin inhibisyonu ile de ortaya
cikmaktadir. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde etkili olan siklin ve siklin bagimli kinazlarin

kontrolden ¢ikmis olan iglevleri yine flavonoidler tarafindan diizenlenmektedir (93, 100, 101).

2.3.2. HESPERIDIN
Hesperidin turuncgillerde bolca bulunan ve flavanoidlerin alt grubuna ait bir flavanon
glikozidtir. Bu glikozidin aglikon formu ise Hesperetin olarak adlandirilmaktadir. Hesperidin ilk

olarak Fransiz kimyac1 Lebreton tarafindan turunggil meyvelerin kabuklarindan izole edilmistir

(102).

Cesitli biyolojik akvitelerinden dolayr hesperidin ayrica bir biyo-flavanoid olarak
tanimlanmaktadir. Hesperidin, hesperetinin B-7-rutinozid formudur. Hesperetin ise bir

aglikondur (103).

o4 O

REH FBSF}BI'&‘I”'_I
R = Rutingse | glikoz + rhamnaoss). Hesperidin

Sekil: 5 Hesperidin ve Hesperetinin Kimyasal Yapis1 (103)

Hesperidin ve onun aglikonu hesperetin ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Ornegin
hesperidin vitamin benzeri bir etkiye sahiptir ve kapillerlerin gecirgenligini azaltabilmektedir
(Vitamin P). Ayrica bunlarla birlikte hesperidin antioksidan, antiinflamatuar, antikarsinojenik

ve antialerjik ozelliklere sahiptir (102).
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Ancak yapilan cok sayida calisma yeni farmakolojik etkilerin ve molekiiler hedeflerin
oldugunu gostermektedir. Ornegin daha 6nce arastirilmamis olan hesperidinin merkezi sinir
sistemi {izerine etkisi gectigimiz 10 yil icerisinde ana arastirma konularindan biri haline

gelmistir (104, 105).

Yeni bulgular hesperidinin sadece olusan serbest oksijen radikallerini uzaklastirmaya
degil ayn1 zamanda hiicresel antioksidan savunma mekanizmasin1 ERK / NRF 2 sinyal yolagi
aracihgyla arttirdigini gostermistir (106, 107). Beyinden koken alan Norotropik Faktoriin artisi
hesperidin ve hesperetin iceren flavanoidlerin 6grenme ve hafiza yetisini arttirdigini

gostermektedir (108, 109).

2.3.2.1. HESPERIDIN’iN BiYOLOJiIK ETKIiLERI

2.3.2.2. Hesperidin ve Hesperetin’ in Norofarmakolojisi

Hesperidin ve hesperetinin kan-beyin bariyerini gecebilme 6zelligi onlar1 merkezi sinir
sistemi tedavileri i¢in ideal birer madde yapmaktadir (110). Bu iki bilesigin merkezi sinir sistemi

tizerindeki etkisi onlar1 bu yonde yapilan bazi ¢calismalarm odagi haline getirmistir (103).

Genelde yapilan calismalar diisik miktardaki bazi flavanoid alimlarinin Parkinson
hastaligi riskini arttirdigini belirtmektedir (111). Ek olarak flavanoidlerin diisiik seviyeleri
bunama ile iliskilidir. Her 4 Alzheimer hastasindan 1’inde flavanoid eksikligi gosterilmistir

(112).

Turunggillerden elde edilen hesperidin, hesperetin ve neohesperidinin néroprotektif etki
gosterdigi ve PC-12 hiicrelerini H>O, indiiklii sitotoksisiteden korudugu ve bunu da olusan
radikalleri temizleyerek, kalsiyum seviyelerini ve kaspaz-3 aktivitelerini arttirarak yaptig

gosterilmistir (113).

Huang ve grubunun bulgular1 hesperidin ve hesperetinin, amiloid-B indiiklii otofajiyi
inhibe ettigini ve Noro-2A hiicrelerinde glikoz yararlanimini arttirdigini géstermistir. Bu olgu
noronal hiicrelerdeki glikoz kontrol mekanizmasi dolayisiyla Alzheimer hastaligindan

korunmada onemli bir belirtectir (114).

Yapilan Onceki calismalar hesperidinin in-vivo ve in-vitro da noroprotektif etkisinin
oldugunu gostermistir. Ornegin amiloid-B iizerinde (114), 3-nitropropionik asit indiiklii (115) ve
H,0, indiiklii norotoksisite tizerinde noroprotektif etkileri vardir (116).

Ancak hesperetinin noronlar1 eksitotoksik noronal hasardan korumada hesperidinden

daha etkili oldugu sicanlarin korteks hiicrelerinden yapilan primer kiiltiir deneylerinden

anlasilmistir (117).
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Hesperidinin noroprotektif etkisi baslica antioksidan aktivitesi ve antiinflamatuar
aktivitesidir (115). Ancak bununla birlikte kaspaz-3 aktivitesinin artmasi, kalsiyum-iyon
regiilasyonu (116), noronal enerji metabolizmasinin gelisimi (114) ve mitakondriyal
disfonksiyonun doniisiimii (118) de noroprotektif etki olarak gosterilebilir. Bu flavanoidler
nitrosatif stres ve nitrerjik yolak inhibisyonu iizerinden sinir sistemi iizerine pozitif olarak

etkilidirler (103).

Hesperidinin inhibe edici bu 6zelligiyle lipopolisakkaritler serumdaki nitrit seviyesini 10
kata kadar arttirmaktadir (119). Ayrica L-NAME adi1 verilen nitrik oksit sentaz inhibitorii
hesperidin karsisinda akut immobilizasyon-stres indiiklii anksiyete benzeri davraniglara ve

mitokondriyal disfonksiyona kars1 noroprotektif etkilere sahiptir (103).

Hesperidinin PI3 ve MAP Kinaz yolag araciligiyla noronlart dlimden korudugu
gosterilmistir (120). Ek olarak hesperidin ve hesperetin, hemoksijenaz-1 indiiksiyonu ERK /
NRF 2 sinyal yolagi araciligiyla hiicresel antioksidan savunma kapasitesini arttirmaktadir. Bu
indiiksiyon ayrica CAT, SOD ve GST (106) gibi antioksidan enzimlerinin seviyelerini
yiikseltmektedir. Hiicresel savunma mekanizmasinin gelismesiyle hiicresel hasar azalmaktadir.

Bu mekanizma hesperetin ve hesperidinin noroprotektif etkisine 6rnek olarak gosterilebilir.

5-HT.
K recepior Nrf2/ERK1/2
Antidepresan {je—" . s Niroprotektif
BDNF PI3/MAP
kinaz

|N°.|'r¢EMP

yolag
Sedatifve

Antinosiseptik
Antikonvulsant Byl

Sekil: 6 Hesperidin’ in Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkisi (103)

2.3.2.3. Hesperidinin Anksiolitik, Sedatif ve Antikonviilzan Etkileri

Hesperidinin  sakinlestirici  etkisi ~ farkli  c¢aligmalarla  ortaya  konulmustur

(121,16,122,123,124). Ayrica hesperidin ve diazepam arasindaki sinerjistik etkilesimin de
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sakinlestirici etki yarattigi goOsterilmistir (15). Ancak hesperidinin asil sakinlestirici ve

anksiolitik etkisi intraperitonal ve oral uygulamaya baglidir (124).

Hesperidin, glutatyon, SOD, CAT ve mitokondriyal kompleks I, II, IV aktivitelerini
arttirmis ve PTZ konrol gruplarnyla karsilastirildiginda MDA ve nitrit seviyelerini azaltmistir
(125). Arastirmacilar ayrica hesperidinin nitrik oksit yolagi araciligiyla antikonsiilvant etkisini
gostermistir (108). Ayrica diisiik doz hesperidin ile diazepam veya gabapentinin birlikte

uygulanmasi bu ilaglarin noroprotektif etkisini arttirmaktadir (125).

2.3.2.4. Hesperidinin Antinosiseptik Ozellikleri
Ekstremitelerdeki agr1 durumu organizmadaki hesperidin ile ilgilidir (126). Bu sebeple
hesperidin dogal bir agr kesici olarak Onerilebilir. Bu tiir sonuglar hayvan modellerinde

gosterilmistir (103).

Hesperidin benzodiazepin bir ila¢ olan alprozam ile birlite uygulanisi antinosiseptik
etkiyi arttirmistir (16). Yapilan baska bir ¢caligma hesperidinin antinosiseptik etkisini eklemlerle
ilgili gut tipi rahatsizliklarda gostermistir (17). Bu etki antinosiseptik ve anksiolitik ilaglarda
yeni hedefler olarak ortaya ¢cikan TRPV 1 reseptorleriyle kismen alakalidir (127).

Literatiirde daha O©nce, glioblastoma iizerinde hesperidinin antiapoptotik ve
antiproliferatif etkisinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, hesperidinin
olas1 antikarsinojenik etkileri U-87 Beyin Glioblastoma Hiicre Soyu kullanilarak arastirilmstir.
Elde ettigimiz veriler, Ozellikle kanser tedavisi i¢in yeni calisma alanlar1 doguracak ve
calismamiz beyin kanserleri icin yeni tedavi seceneklerinin arasinda yer alarak bilime katkida

bulunacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Materyaller

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Hesperidin, Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmis olup, stok soliisyonlart 100mg/ml
olacak sekilde dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde hazirlanmustir.Biitiin stoklar kiiciik hacimlere
boliinerek -20°C de saklanmustir.

U-87 Glioblastoma Hiicrelerini biiyiitmek amaci1 ile ATCC modifikasyonlu fenol
kirmizist DMEM (Gibco, 41965, Glikoz, L-Glutamin) iceren besiyeri ve MRC-5 saglikli akciger
hiicrelerini biiylitmek icin RPMI 1640 (Lonza BE12-918F L-Glutamin ve fenolredsiz) iceren

besiyeri kullanilmistir.

Bu besiyerlerine ilk kullaninmdan 6nce Fetal Bovin Serum (FBS, sicaklik inaktif, Gibco
10437028) ve penisilin/streptomisin (Gibco, 15140122) eklenmistir. Hiicre alt kiiltiirii esnasinda
% 0.25 Tripsin-EDTA (Gibco, 25200072) ve Ca**/Mg" icermeyen DPBS(Gibco, 14190367)

soliisyonlar1 kullanilmistir.

Hiicre canhlik deneyi i¢in swrasiyla WST-1 (Roche, 11644807001) kiti kullanilmistir.
Hesperidin kaynakli apoptotik etkinin incelenmesi i¢in swrast ile, kaspaz-3(kolorimetrik,

Biovision, K106-100) ve JC-1(mitokondriyel membran deteksiyon, Cayman Chemicals,

10009172) kitleri kullanilmastir.

3.1.2. Cihazlar

CO, Inkiibatoriic (New Brunswick), Isik Mikroskopu (Leica), Floid (Life
Technologies), Otomatik Hiicre Sayici (Life Technologies), Laminar Kabin (Fast Safe Elit),
Santrifiij (Beckman Coulter), ELISA Okuyucu (ThermoScan,Thermo), iScan (Illumina), Heat
Block (Illumina), Bioanalyzer (Agilent), Nanodrop (Roche), Buzdolab1 (+4 °C, -20 °C, -80°C

derin dondurucu), S1vi Azot Tanki, Otoklav, Su Banyosu, Vortex, Calkalayici.

3.2. Yontem

3.2.1. U-87 Hiicre Hatt1
U-87 Beyin glioblastoma hiicre hatti, 1966 yilinda 44 yasinda bir erkek hastanin beyin

epitelyal karsinoma dokusundan yapilan kiiltiir ile tiretilmigtir. Hiicreler nemli atmosferde 37°C
sicaklikta ve %5 CO; altinda biiyiitiilmiistiir. Biiyiime ortami olarak %10-15 Fetal Bovine Serum

ve %1 Penicilin Stereptomisin iceren DMEM besiyeri kullanilmistir.
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3.2.2. Hiicre Ekimi
Kryotiip, 37°C su banyosunda O-halkas1 suya degmeyecek sekilde ~ 90 sn siire ile

cOzdiiriilmiistiir. Coziinen kryotiip, etrafi % 70 etil alkol ile silinerek laminar kabine alinmustir.
Iml hiicre soliisyonu i¢inden 10ul. alimmis ve 1:1 oraminda Trypan Blue soliisyonu ile

kanstirilarak Countless Cell Counter ile hiicre sayis1 belirlenmistir.

Hiicre soliisyonu, 5 ml hiicre besiyeri i¢inde siispanse edilerek 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti, belirlenen

hiicre sayisina gore 75 cm® lik flasklara ekilmistir.

Yukarida bahsedilen tiim bu islemler U-87 beyin glioblastoma hiicre hatt1 hiicreleri ve

sagliklt MRC-5 akciger hiicreleri i¢in gerceklestirilmistir.

3.2.3. Alt Kiiltiir

Hiicrelerin besiyerleri 2 giinde bir olacak sekilde yenilenmistir. Hiicreler konfluent
olduklar1 durumda alt kiiltiirleme islemi gerceklestirilmistir. Alt kiiltiirleme isleminde ilk agama
olarak, besiyeri uzaklastirilmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra, serum etkisini uzaklagtirmak
amact ile hiicreler Ca*? / MgJr2 (-) DPBS ile yikanmistir. Bu asamadan sonra DPBS aspire
edilmistir.Hiicrelerin flask yilizeyinden ayrilmasi i¢in % 0.25 Tripsin-EDTA karisimi eklenmis
ve 37°C, % 5 CO, kosullar altinda 5 dk. inkiibe edilmistir.Inkiibasyon siiresini takiben hiicreler
besiyeri ile yikanmis ve santrifiij tiipiine aktarilmistir.(Siispanse hiicrelerden 10 uLL alinmug 1:1
oraninda Trypan Blue soliisyonu ile karistirilarak Countless Cell Counter ile hiicre sayisi
belirlenmigstir) 5 dk. 1500 rpm’ de santrifiigasyon yapilmais, siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre

pelleti hiicre sayisma gore belli ekim oranlarinda 75 cm® lik flasklara ekilmistir.

Alt kiiltiirleme islemleri gerceklestirilirken beyin glioblastoma hiicre hatti icin kullanilan
DMEM besiyeri icerisine % 15 FBS ve yine alt kiiltiirlemesi yapilan saglikli akciger hiicreleri
icin RPMI 1640 besiyeri igerisine % 10 FBS ve bunlarin yanisira her iki hiicre tipi i¢in

kullanilan besiyerlerinin igerisine hacmen %1 olacak sekilde Penisilin Streptomisin eklenmistir.

3.2.4. Hiicre Dondurma

Hiicre dondurulmas: icin, alt kiiltiirleme santrifiij asamasmdan sonra pellet lizerine iki
hiicre tipi i¢in de % 90 biiyiime besiyeri ve % 10-15 FBS igeren hiicre dondurma medyumu
eklenerek kryotiiplere 1 ml hiicre soliisyonu eklenmistir. Kryotiipler agamal1 olarak 6nce -80 °C’

ye, 24 saat sonra -196 °C azot tankina aktarilmistir.
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3.2.5. Hesperidin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hesperidin bilesigi ticari olarak satin alinmis olup, ¢oziicii olarak dimetil siilfoksit
(DMSO) kullanilmistir. 61.06mg/ml, DMSO ile seyreltilerek 100mg/ml stok konsantrasyon
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (0,1,5,7.5,10,25,50 uM) seyreltilmistir.

3.2.6. WST-1 Hiicre Canlilik Testi

Hesperidin bilesiginin U-87 hiicre canlilig1 iizerinde doz ve zaman bagimli etkisi WST-1
Hiicre Canlilik Testi ile incelenmistir. Pozitif kontrol olarak, hiicreler lizerinde sitotoksik etki
gostermeyen dozda biiyiime medyumu kullanilmistir. Yontem metabolik aktif hiicrelerde
mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz aktivitesi sonucunda WST-1 tuzunun kolorimetrik olarak
tayin edilebilen formazan kristallerine doniistiiriilmesi prensibine dayanmaktadir. Her bir

ornekten elde edilen absorbans degerleri, ornekteki canh hiicre miktari ile dogru orantilidir.

75 cm® “‘lik flasklarda cogaltilan U-87 hiicreleri tripsinazyon asamasindan sonra
sayllmis ve 10* hiicre 100uL biiylime medyumu icinde 96 kuyulu plaklara ekilmistir. Her bir
parametre i¢in 6 ekim yapilmistir. Plaklar hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat inkiibatorde
bekletilmistir. Bu siireyi takiben kuyucuklardaki biiyime medyumu aspire edilerek
0,1,5,7.5,10,25,50 uM hesperidin ve bilyiime medyumu iceren deney ortamlar: ilave edilmistir.
OuM hesperidin iceren kuyucuklar kontrol, hiicre icermeyen sadece deney ortami iceren
kuyucuklar kor olarak degerlendirilmistir. Plaklar 24, 48 ve 72 saat inkiibatorde bekletilmistir.
Her siirecin sonunda ilgili plaklara 10ul. WST-1 ¢ozeltisi eklenmis ve plaklar 4 saat inkiibatorde
bekletilmistir. Plak kuyucuklarinin absorbans degerleri plak okuyucuda 450 ve 690 nm dalga
boyuna kars1 okunmustur. Kontrol hiicrelerinin absorbans degerleri % 100 olarak kabul edilmis

ve diger 6rneklerin absorbanslarindan rolatif canhlik degerleri hesaplanmustir.

Tiim absorbans degerlerinden kore ait absorbans degerlerinin ortalamasi ¢ikartilarak
asil absorbans degerleri elde edilmistir. Her bir Ornek icin elde edilen 6’li asil absorbans
degerlerinin ortalamasi alinarak ortalama absorbans degerleri (ABSortalama) belirlenmistir.
Orneklerin ortalama absorbans degerleri, kontrol hiicrelerinden elde edilen ortalama absorbans
degerine boliinerek kontrol hiicrelerine karsi rolatif absorbans orani tespit edilmis ve bu oran

100 ile ¢arpilarak her bir 6rnek i¢in ylizde canlilik degeri hesaplanmustir.

[Yiizde Canlihk = [ Ornek ABSortalama / Kontrol ABSortalama] x 100

3.2.7. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Apoptoz siirecinde onemli bir enzim olan Kaspaz-3’iin enzim aktivitesinin belirlenmesi
amaci ile Kaspaz-3 kolorimetrik degerlendirme kiti (BioVision Research Products, California,

CA, USA) kullanilmistir. Bu yontem total protein eldesinden sonra ortama verilen DEVD-pNA
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substratin1 kesen kaspaz-3’ iin, pNA floresan 1s1ma ile miktar Slciimiine dayanmaktadir. Ilk
olarak (5)(105 ) hiicre, 6 kuyucuklu kiiltiir kabina (2 ml besiyeri / kuyucuk) ekilmis ve 48 saat
boyunca farkli dozlarda hesperidine maruz birakilmiglardir.Bu inkiibasyon siiresinden sonra,
hiicreler 800 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek toplanmis ve siipernatantlar uzaklagtirilmistir. Daha
sonra, hiicrelerin iizerine 100ul sogutulmus lizis tamponu ilave edilip karistirilmis, ornekler
ependorf tiipe almip buzun iizerinde 10 dk bekletilmistir.10.000 rpm’ de 1 dk santrify
isleminden sonra iist sivi faz, steril yeni bir ependorf tiipe alimip 100ul. daha lizis tamponu
eklenerek protein ornekleri hazirlanmistir. Kaspaz aktive 6l¢timii icin 96 kuyucuklu diiz tabanh
mikro tabaklara ikili olarak her kuyucuga 50ul protein 6rnegi ve 50ul. 2X reaksiyon tamponu
eklenmistir. Daha sonra her kuyucuga SulL kaspaz-3 kolorimetrik substrati ilave edilip 37 °C de
2 saat bekletilmistir. Sonuclar 405 nm dalga boyunda flow sitometri ile okunmustur.Bu
yontemle hiicrelerde duragan ve hesperidin uygulamalar1 sonrasinda kaspaz-3 enzim

aktivitesinde meydana gelen degisim belirlenmistir.

3.2.8. Mitokondri Zar Potansiyelinin Belirlenmesi

Saglikli ve apoptotik hiicrelerde mitokondri fonksiyonunun belirlenmesi onemli bir
parametredir. Apoptoz esnasinda mitokondri membran potansiyeli kaybr JC-1 mitokondri
membran potansiyeli belirleme kiti (Cayman Chemicals, MI, USA) kullanilarak flow sitometri
araciligryla belirlenmistir. Saglikli hiicrelerde bir katyonik boya olan JC-1 mitokondride
agregatlar seklinde toplanir ve kirmizi floresan bir renk verir. Apoptotik hiicrelerde ise
mitokondri membran potansiyeli ¢okmiis oldugundan JC-1 boyas1 mitokondri i¢inde toplanamaz
ve sitoplazmada monomerik formda kalarak yesil floresan bir renk verir. Spektrofotometre ile
absorbans degerleri Olgiiliir ve kirmizi / yesil absorbans deger orani hesaplanarak saglikhi ve
apoptotik hiicreler arasmdaki mitokondri membran potansiyeli farki elde edilir. Bu amagcla 10*
hiicre, 6 kuyucuklu kiiltiir kabma (2ml besiyeri / kuyucuk) ekilerek, 48 saat boyunca farkh
dozlarda hesperidine maruz birakilmistir. Hiicreler 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek toplanmis
ve 300uL besiyerinde coziildiikten sonra 30 dakika 30 ulL JC-1 boyas1 eklenerek 37 °C de %5
CO; igeren inkiibatorde 30 dakika inkiibe edilmistir. 400 g’ de 5 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant uzaklastirilmis ve hiicreler 200ulL 1X JC-1 tamponunda ¢oziilerek ilk yikama islemi
gerceklestirilmistir. Siipernatant 400 g’ de 5 dk santrifiijden sonra uzaklastirilmistir.JC-1
tamponu ile yikama islemi tekrarlandiktan sonra hiicre pelleti 300ul JC-1 tamponu ile
sulandirilip her bir 6rnekten 100ull 96 kuyucuklu plaklara eklenmistir. Plakalar flow sitometri
ile absorbans degerleri, mitokondri zar potansiyeli degisimini degerlendirmek iizere

hesaplanmustir.
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3.2.9. Hiicre Deney Verilerinin istatistiksel Analizi

Her deney kosulu i¢in hiicreler 6’sar kez ekilerek ve deneyler 3’er kez tekrarlanarak
elde edilen veriler Mann-Whitney U SPSS 16.0 programi ile p < 0.05 anlamlilik diizeyinde
negatif kontrol ve kontrol hiicre hattindan elde edilen veriler ile karsilastirilarak istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hesperidinin Beyin Glioblastoma Hiicre Canhhig Uzerinde Doz ve Zaman Bagimh
Etkisi

Hesperidinin artan doz ve zamana bagimli sitotoksik etkisi 1, 5, 7.5, 10, 25, 50 uM
hesperidin ¢ozeltileri ile 24, 48, 72 saat inkiibe edilen U-87 beyin glioblastoma ve saglikli
akciger hiicreleri MRC-5 iizerinde, 96’11k platelere her bir kuyucuga 10* hiicre ekimi 6’ sar kez

yapilip 24 saatlik siire icerisinde yapismalari saglanarak gerceklestirilmistir.

Sitotoksik etkisini inceledigimiz hesperidinin hiicre proliferasyonu iizerindeki pozitif veya
negatif yondeki etkisi herhangi bir ilag vermedigimiz sadece hiicre bulunan kuyucuklarin
canliligt %100 kabul edilerek absorbans degerleri lizerinden oransal olarak hesaplanmustir.
Deney sonuglart hesperidinin U-87 beyin glioblastoma hiicreleri iizerinde proliferasyonu
kisitladigr buna karsin MRC-5 saglikli akciger hiicreleri iizerinde negatif bir etkisinin

bulunmadig yoniindedir.

US87 Beyin Glioblastoma Hiicre Hattl
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Sekil: 7 Hesperidin’ in U-87 Beyin Glioblastoma Hiicre Canhlizi Uzerinde Doz ve
Zaman Bagimh Etkisi

U-87 beyin glioblastoma hiicrelerinin 10uM hesperidin ile 48 saat muamele edilmesi
sonucunda ilag vermedigimiz ve kontrol grubu olarak belirttigimiz hiicrelere gore canlilik
oranlarinda % 67 azalma tespit edilmistir. Bu oran yine 48 saat i¢in 25uM hesperidin sdzkonusu

oldugunda % 75 azalma olarak ol¢iilmiistiir. (p<0.05) (sekil 7)
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S5uM hesperidinin 24 saatlik siire icerisinde MRC-5 saglikli akciger hiicre hatt1 {izerinde
yaklasik %10.5 oraninda Oldiiriicii etkisi oldugu bu durumun da hesperidin ilave edilmeyen

kontrol grubu hiicrelerine gore anlamli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (p<0.05).

4.2. Canlihg Etkileyen Hiicre Oliim Tipinin Belirlenmesi

Hiicre proliferasyon deneylerinde kullanilan 1, 5, 7.5, 10, 25, 50 uM Hesperidin ile ii¢
farkli zaman diliminde inkiibe edilen U-87 beyin glioblastoma hiicrelerinde gerceklesen hiicre
Oliimiiniin agirlikli olarak apoptotik hiicre 6liimii olup olmadig: kaspaz-3 ve JC-1 mitokondriyel

membran potansiyel kaybi1 analizleri kullanilarak incelenmistir.

4.2.1. Kaspaz 3/BCA Aktivitesinin incelenmesi
Beyin Glioblastoma Hiicreleri iizerinde 25uM hesperidin 48 saatlik zaman dilimi
icerisinde kaspaz aktivitesini % 16 azaltmistir. Bu oran 10uM hesperidin s6zkonusu oldugunda

% 13 azalma seklindedir (Sekil 8).
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Sekil: 8 Hesperidin® in U-87 Beyin Glioblastoma Hiicreleri Uzerinde Kaspaz-3
Aktivitesinin Etkisi

Bununla birlikte 25 ve 10 uM hesperidin 48 saatlik zaman dilimi i¢cin MRC-5 saglikli
akciger hiicreleri iizerine uygulandiginda kaspaz aktivitesi diizeylerinde artis sbzkonusudur. Bu
durum hesperidinin saglikli akciger hiicreleri iizerinde kaspaz yolagini tetikledigi ve bu yolak

izerinden hiicreleri apoptoza siiriikledigi anlamina gelmektedir. (sekil 9)



24

WO

muUs7

Caspase3/BCA

d
e

v
v

v

KONTOL 25 uM 10uM

Hesperidin

Sekil: 9 (Hesperidin® in MRC-5 Saghkl Akciger Hiicreleri Uzerinde Kaspaz-3
AKktivitesinin Etkisi)

4.2.2. Mitokondri Zar Potansiyelinin Belirlenmesi
Mitokondri Zar Potansiyelinin azalmasi mitokondrideki sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya
salmarak kaspaz enzimlerini aktiflestirmesiyle karakterize bir durumdur. Zar potansiyelindeki bu
degisim hiicresel apoptoz mekanizmalarimi devreye sokmasi acisindan 6nemli bir etkiye sahiptir.
Apoptoz durumundaki mitokondri zar potansiyelindeki kayip, JC-1 mitokondri membran
potansiyeli belirleme kiti (Cayman Chemicals, MI, USA) kullanilarak flow sitometri aracihigiyla

degerlendirilmistir.

Beyin Glioblastoma Hiicreleri iizerinde 10uM hesperidin 48 saatlik zaman dilimi
icerisinde mitokondri zar potansiyelini % 46 azaltmistir. Bu oran 25uM hesperidin sdézkonusu

oldugunda % 28 azalma seklindedir. (sekil 10)
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Sekil: 10 Hesperidinin U-87 Beyin Glioblastoma Hiicreleri Uzerinde Mitokondri Zar

Potansiyelinin Belirlenmesi

Hesperidin’in MRC-5 saglikhh akciger hiicreleri iizerinde membran potansiyeline olan
etkisi ise 48 saatlik zaman dilimi igerisinde 10uM hesperidin uygulamas: i¢in % 26, 25uM
hesperidin uygulamasi icin ise % 24 azalma seklindedir. (sekil 11)
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Sekil: 11 (Hesperidinin MRC-5 Saghkh Akciger Hiicreleri Uzerinde
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Malign gliomalar goriilme olasiligi oldukca fazla olan yaygin beyin tiimorleridir.
Gliniimiizde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapideki gelismelere ragmen, hiicrelerin
kemotorapetik ajanlara karst gelistirdigi ilac direnci ve saglikli hiicrelerde gosterdikleri
sitotoksik etkiler, uygulanan tedavilerin yetersiz olmasmna yol acmaktadir. Bu nedenle
arastirmalar kanser hiicreleri iizerinde etkili ancak saglikli hiicrelerde toksik etkisi olmayan

dogal iirtinlerin tespitine yonelmistir.

Chen MC. ve arkadaglar1 hesperidinin H,O, indiiklii hiicre hasarma karsi, hiicresel
antioksidan savunma mekanizmas1 kapasitesini insan hepatik LO2 hiicrelerinde ¢aligmiglardir
(106). Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu, protein tayini ve enzim aktivite
analizi gibi tekniklerin kullanildigi bu caligmada hesperidinin heme-oksijenaz-1 (HO-1)
ekspresyonunu arttirarak hepatositlerde oksidatif strese karst koymada etkili oldugu
gosterilmistir. Bunlara ek olarak hesperidinin niikleer translokasyon faktorii Nrf 2 nin artisina
sebep oldugu dahasi ekstraselliiler sinyal diizenleyici protein kinaz ERK 1/2 yi aktive ettigi
gosterilmistir. Ayrica ERK 1/2 inhibitorleri belirgin bir sekilde hesperidin aracilt HO-1 artisini
ve NRF2 niiklear translokasyonu inhibe etmistir. Hepsi birden ele alindiginda tiim bu bulgular
hesperidinin HO-1 indiiksiyonunu ERK/ NRF?2 sinyal yolag: araciliiyla arttirdigini ve hiicresel
antioksidan savunma mekanizmasi destekledigini gostermektedir. Bu sebeple Chen MC. ve
arkadaslarina gore hesperidin oksidatif stres aracili hepatosit hasarinda ve Kkaraciger

disfonksiyonlarinda potansiyel bir terapotik ajan olarak gosterilmektedir (106).

Tamilselvam K. ve arkadaslarmin insan noroblastoma hiicreleriyle yapmis olduklari bir
calismada rotanon adi verilen ve hiicrede mitokondriyal kompleksi hedef alan bir pestisit ile
hesperidinin tedavi edici etkisi karsilastirilmistir (128). Rotanon ile uyarilan hiicrelerde
mitokondriyal membran potansiyelinde kayip ve reaktif oksijen tiirlerinde artis gozlemlenmistir.
Sonrasinda yapilan hesperidin uygulamasi ile mitokondriyal membran potansiyelinde diizelme
ve olusan reaktif oksijen tiirlerinde hesperidinin antioksidan sistemi harekete gecirmesinden

dolay1 azalma gosterilmistir (128).

Park HJ. ve arkadaglarinin insan kolon kanseri hiicreleri SNU-C4 iizerinde yapmis
oldugu bir ¢alismaya gore hesperidinin hiicre canliligini azalttig1 ve Bcl-2 iliskili Bax proteininin
ekspresyonunu arttirdigr goézlenmistir. Ayrica hesperidin tedavisiyle birlikte temel apoptotik

faktorlerden kaspaz-3 iin ekspresyonu ve aktivitesi belirgin dl¢tide artmistir (129).

Saiprasad G. ve arkadaglarmin kolon kanseri iizerinde yaptigi arastirmaya gore
hesperidinin fosfat-tensin homologu (PTEN) iizerinde belirgin bir artisa sebep oldugu
gosterilmistir (130). Bununla birlikte hesperidin PTEN artisiyla p-PI3K ve p- Akt yolaklarini da
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inhibe etmektedir. Elde edilen bulgular hesperidinin PTEN yolag iizerinden hiicreyi apoptoza
gotiirdiigiinii gostermektedir (130).

Ghorbani A. ve arkadaslariin NALM-6 hiicreleri {izerinde yaptig1 bir ¢calismaya gore
hesperidinin PPARy nin transkripsiyonel aktivitesini eksprese ettigi ve p53 i uyardig

gosterilmistir. Bunlarla birlikte NF-kB nin temel aktivitesinde de azalma gozlenmistir (131).

Nazari M. ve arkadaslarmin Ramos Burkitt’s lenfoma hiicreleri iizerinde yapmis
olduklar1 calismaya gore hesperidinin doksorubiksin indiiklii NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Bununla birlikte Ramos hiicrelerinin hesperidin ile birlikte proliferasyonunun

inhibe oldugu ve PPARy ya bagh olmaksizin apoptoza siiriikklendigi belirtilmistir (132).

Yong Yang ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada inhibitdér mekanizmasi genis
Olciide bilinmeyen fakat bazal glikoz almimmi azalttig1 bilinen hesperetinin MDA-MB-231
meme kanseri hiicreleri kullanilarak hangi hiicresel yolaklar1 etkiledigi arastirilmistir (133).
Sonuglar gostermistir ki hiicresel glikoz alinimmin kisitlanmas: glikoz transport 1’ in negatif
diizenlenmesine sebep olmustur. Hesperetin ayrica bozulmus hiicre membranlarindaki glikoz
transport 4’ lerin insiilin indiiklii glikoz alimini kisitlamaktadir. Ek olarak bunlarla birlikte
insiilin reseptorii beta alt biriminin (IR-beta) fosforilasyonu ve Akt yolagi baskilanmistir. Yong
Yang ve arkadaslarma gore hesperetin hiicresel glikoz alimimini smirlandirdigindan hiicresel
proliferasyonu da negatif yonde etkilemektedir. Bu durum deneylerimiz sonucunda elde
ettigimiz proliferasyon verileriyle uyusmaktadir. Kanser hiicreleri glikoza ve belirli dlgiide
hesperitine duyarlilik gosterdigi icin hesperetin potansiyel bir terapotik ajan olarak

goriilmektedir (133).

Yine Yong Yang ve arkadaslarinin HeLa hiicreleri iizerinde yaptig1 baska bir ¢calismaya
gore hesperetinin TGF-B sinyal yolagini inhibe ettigi goriilmiistiir (134). Tekli molekiil 6l¢timii
ve hiicresel goriintilleme teknikleriyle hesperetinin ligand-reseptor etkilesimini engelledigi
gosterilmistir. Bu verilerle birlikte TGF-B nin alt efektor mekanizmasinin elamanlarindan biri
olan Smad 3 iin fosforilasyonunun inhibe edildigi anlagilmistir. TGF-B iindiiklii timor
gelisiminin hesperetin tarafindan inhibe edilisi bu molekiilii antikarsinojenik caligsmalar igin

etkili bir belirte¢ haline getirmistir (134).

Alshatwi AA. ve arkadaglarinin insan servikal kanser hiicreleri iizerinde yaptig1 bir
caligmaya gore ise hesperidinin aglikonu olan hesperetinin, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
ve hiicre siklusunun G2/M fazimni uyardigr goriilmiistiir (135). Ayrica hesperetin uygulamasi ile
mitokondriyel membran potansiyelinde azalma goriilirken buna karsin kaspaz 3-8-9 ve p53
ekspresyonunda artis gézlenmistir. Calisma sonucu elde edilen bulgular hesperetinin potansiyel

bir antikanser etkiye sahip oldugu yoniindedir (135).
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Literatiirde hesperidinin beyin glioblastoma hiicreleri iizerinde antiapoptotik ve
antiproliferatif etkisinin incelendigi bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez c¢aligmamizda,
hesperidinin olas1 antikarsinojenik etkileri U-87 beyin glioblastoma hiicre hatt1 iizerinde
incelenmistir. Hesperidin’in U-87 hiicre proliferasyonu ve canliligl iizerinde doz ve zaman
bagimh etkisi WST-1, mitokondriyel membran potansiyeli JC-1 ve kaspaz-3 testi yontemleri
kullanilarak arastirnllmistir. Mitokondri membran potansiyelindeki kayip sonrasi efektor
kaspazlarin devreye girmesi ve bunun sonucu hiicresel apoptoz siirecinin tetiklendigi tarafimizca

gOsterilmistir.

Chen MC. ve arkadaglarinin (106) insan hepatik hiicrelerinde ve yine Tamilselvam K. ve
arkadaglarinin  (128) insan noroblastoma hiicreleriyle yaptigi calismalarin neticesinde
hesperidinin bu ¢aliymalarda mitokondri membran potansiyelinde diizelmeyle birlikte hiicresel
antioksidan sistemi harekete gecirdigi belirtilmistir. Fakat bu durum U-87 beyin glioblastoma
hiicreleri sozkonusu oldugunda hesperidinin kanserli hiicrelerde mitokondri membran
potansiyelini bozarak kanserli hiicre populasyonunun apoptoz ile azalmasini sagladig

tarafimizdan yaptigimiz ¢calisma ile gosterilmistir.

Park HJ. ve arkadaslarinin (129) insan kolon kanseri hiicreleri iizerinde yapmis oldugu
bir calismaya gore hesperidinin kanserli hiicrelerin canliligim azalttigi belirtilmistir. U-87 beyin
glioblastoma hiicrelerinin canlilif1 iizerine hesperidin uygulamasiyla gerceklestirdigimiz
calismamiz, mitokondri membran potansiyelindeki kayip sonrasi efektor kaspazlarin devreye
girmesi ve apoptozu olanakli kilmasiyla elde ettigimiz verilerin, Park HJ. ve arkadaslarinin

yapmis olduklari ¢alismayla (129) uyumlu oldugu gosterilmistir.

Yine Saiprasad G. ve arkadaslarinin (130) kolon kanseri hiicreleriyle ve de Nazari M. ve
arkadaglarinin (132) lenfoma hiicreleriyle yaptiklari ¢aligmalar sonucu elde edilen veriler deney

sonuglarimizla paralellik gosterecek sekilde hesperidinin apoptoza yol agtigint gdstermektedir.

Calismamizdan elde edilen veriler, hesperidin indiiklii etki mekanizmasmin ¢alisildig:
diger calismalarla uyumlu sekilde hesperidinin beyin glioblastoma hiicreleri {izerinde
antitiimoral etkiye sahip oldugunu ve tedavide antitiimoral ila¢ olarak kullanilma potansiyeli
tasidigin isaret etmektedir. Yapilacak ileri analizler ile hesperidin indiiklii etki mekanizmasinin
aydinlatilmasinin, beyin glioblastoma {izerine hedefe yonelik tedavi gelisimi i¢in Onemli bir

adim olacagini diisiinmekteyiz.
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