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Ozet: Hispidulin ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 uzun stiredir kanser aragtirmalarinda kullanilmaktadir ancak
bu maddenin saglikl hiicrelerde sitotoksik etkisiyle ilgili sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada ilk defa, hispidulin genis
doz araliginda (0-800 uM) saghikli hiicre hatlar1 ile denendi ve kulaniminin giivenligi MTT ve Akim sitometrisi analizleriyle
degerlendirildi. Bu amagla, insan akciger fibroblasti (MRC-5), Sican Primer Akciger Fibroblasti (RA-6013) ve Sigan Primer Trakeal
Fibroblast1 (RA-6217) hiicreleri 48 saat boyunca hispidulinle muamele edildi. Hispidulin, diisiik dozlarda hiicre canliig1 {lizerinde
onemli etkiler gostermedi ancak 6zellikle 400 ve 800 uM dozlarinda hiicrelerin canliiginda istatistiksel anlamda ciddi bir azalmaya
neden oldu. Hispidulinin IC50 degeri, MRC-5 hiicreleri i¢in 563.63 pM, RA-6013 hiicrelerinde 194.30 pM ve RA-6217 hiicrelerinde ise
311.98 uM olarak belirlendi. Ayrica 800 pM hispidulin, tiim saglkl hiicreler {izerinde gii¢lii apoptotik ve nekrotik etki gosterdi.
Sonuglarimiz, hispidulinin diisiik dozlarda (0-200 pM) saglikl hiicrelerde antisitotoksik nitelikte oldugunu ve gelecekteki kanser ve
solunum yolu hastaliklar1 tedavisi i¢in giivenilir dogal bir bilesik olma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Hispidulin, MRC-5, RA-6013, RA-6217, Sitotoksisite

Evaluation of Cytotoxic, Apoptotic, and Necrotic Efficiency of Hispidulin in Healthy Cell Lines

Abstract: Since hispidulin has various pharmacological properties, its use in cancer research has been increasing for a long time, but
there are very limited studies on its cytotoxic effect in healthy cells. In this study, for the first time, the safety of hispidulin in a wide
dose range (0-800 uM) was evaluated on healthy cell lines by MTT and Flow cytometry assays. For this purpose, Human lung fibroblast
(MRC-5), Rat Primary Lung Fibroblast (RA-6013), and Rat Primary Tracheal Fibroblast (RA-6217) cells were treated with hispidulin
for 48 hours. Hispidulin did not show significant effects on cell viability at low doses; however, caused a statistically significant
reduction in cell viability, especially at doses of 400 and 800 puM. The IC50 value of hispidulin was determined as 563.63 uM for MRC-5
cells, 194.30 uM for RA-6013 cells, and 311.98 pM for RA-6217 cells. Moreover, 800 uM hispidulin showed a strong apoptotic and
necrotic effect on all healthy cells. Our results show that hispidulin is anticytotoxic in healthy cells at low doses (0-200 uM) and has the
potential to be a safe natural compound for future treatment of cancer and respiratory diseases.
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1. Giris Laboratuvar ve Kliniklerde ¢ok¢a c¢alisilan hispidulin,

Modern tibbmn insan hastaliklarina karsi tam tedaviyi ~ ¢esitli bitkilerde bulunan dogal bir flavon tirevidir
(Mocan ve ark., 2015; Patel ve ark, 2017). Calismalar,

hispidulinin gii¢lii antioksidan (Lin ve ark. 2014), anti-

saglayabilecek nitelikte olmamasi ve yan etkilerin ortaya
¢ikmasi nedeniyle son yillarda dogal ve bitkisel kaynakli

tedaviye diinya genelinde artan bir ilgi vardir. Bitkilerin enflamatuar (An ve ark, 2018), noroprotektif (Huang ve
icerdigi aktif bilesiklerin insan viicudunda sinerjistik etki ark, 2018), antiepileptik (Lin ve ark, 2012),
gostermesi yan etkisi olmayan veya cok az olan, giiclii bir antimutajenik ve antitiimor (Yu ve ark., 2013; Gao ve ark.,

tedaviyi saglayabilmektedir (Kaufman, 1998). Ancak 2015) aktiviteler dahil olmak iizere cesitli farmakolojik

kanser konusunda mevcut tedavi stratejilerinin ozellikler sergiledigini gostermistir. Dahas1 hispidulinin,

bazilarinda ila¢ direncinin istesinden gelmek, ayrica kokenlerine ve genetik yapilarina bakilmaksizin, bir¢ok

tiimoral olmayan hiicreler icin daha giivenli ve daha az insan  kanserine karsi diigiik dozlarda bile genis

toksik olan ilaglar1 bulmak adina yeni kanser tedavilerine spektrumlu  bir sitotoksisiteye sahip oldugu rapor
ihtiyac vardir (Lin ve ark,, 2017). Hispidulin (6-methoxy- edilmistir. Bu flavonun, hiicre bdliinmesini ve biiyiime
5,7,4'-trihydroxyflavone), yiiksek farmakolojik kontrol yollarmi, apoptozu, enflamasyonu, anjiyogenezi

potansiyele  sahip dogal bilesikler arasindadir. ve metastazi modiile ederek Kkarsinojenezin her ii¢
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asamasinda da (baslangig, ilerleme ve ilerleme) etki
gosterdigi kanitlanmistir (Ashaq ve ark., 2021). Bu umut
verici etkilerine ragmen hispidulinin zararh etkisi ve
optimum biyoyararlanimi {izerine arastirmalar ¢ok
sinirhidir. Bilindigi tlizere kanser tedavisi genotoksik
ajanlarin kullanimina dayanmakta ve kullanilan ajanin
optimum biyoyararlanimini icin doz seviyelerinin
belirlenmesi gerekmektedir (Kavakcioglu Yardimci ve
ark, 2021). Farmasotik sitotoksik ilaglarin aksine,
hispidulinin normal hiicreler ilizerinde in vivo hayvan
modeli ¢alismalarindan da anlasilacag1 gibi ¢ok diisiik
veya ihmal edilebilir diizeyde sitotoksik etkisi vardir.
Diger taraftan hispidulinin timoéral akciger ve trake
hiicreleri de dahil olmak iizere c¢esitli kanserli hiicre
hatlarinda antiproliferatif etkilerine dair
ragmen saglikli hiicre hatlarinda in vitro sitotoksik
etkilerini rapor eden higbir giincel veri yoktur. Bu
nedenle mevcut c¢alismada, hispidulinin genis doz
arahginda Insan Akciger Fibroblast (MRC-5), Sican
Primer Akciger Fibroblasti (RA-6013) ve Sican Primer
Trake Fibroblastti (RA-6217) hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkileri test edildi. Bu fibroblast hiicre hatlari,
normal insan akciger, normal sican akciger ve trake
epiteline yapisal benzerligi nedeniyle
calismalarinda yaygin sekilde bir
kullanildig1 icin tercih edildi (Kavakcioglu Yardimc ve
ark., 2021, Wilcox ve Edelman, 2022).

kanitlara

toksisite

model olarak

2. Materyal ve Yontem

2.1. Kimyasallar ve Hiicre kiiltiirleri

MRC-5 (insan akciger fibroblasti) (Kat No. CCL-171™,
ATCC®), RA-6013 (Sigan primer akciger fibroblasti) (Kat.
No. M2267, Cell Biologics) ve RA-6217 (Sigan primer
trake fibroblasti) (Kat. No. M2267, Cell Biologics) hiicre
hatlar1 Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi (DAYTAM) (Atatiirk Universitesi,
Erzurum, Tiirkiye) tarafindan temin edildi. Arastirma igin
kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktayd: ve Sigma-
Aldrich, Inc.'den (St. Louis, MO, ABD) temin edildi.

2.2. Sitotoksik Testler

Hiicre canliligl, mitokondriyal aktiviteyi degerlendirmek
icin ¢ok yonlii olan ve siklikla kullanilan MTT (3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
testiyle belirlendi. MRC-5, RA-6013 ve RA-6217 hiicre
hatlari, sirasiyla yiiksek glukozlu DMEM ve DMEM/F12
besiyerinde kiiltlirlendi. Her iki besiyerine de 100 IU/ml
penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve %10 fetal sigir
serumu (FBS) katildi ve hiicreler 37 °C'de %5 CO: ile
%95 nem saglayan inkiibatorde biiyiitildi. Her bir hiicre
hatti, kuyu basina 150 ul olacak sekilde 1 x10%
yogunlukta 96 kuyulu plakalara esit sekilde ekildi ve bir
giin boyunca 37 °C’'de COz inkiibatériine uygulama 6ncesi
cogalmaya birakildi. Stok sollisyonu hazirlamak igin
hispidulin, dimetilstlfoksit (DMSO) (%0,1 v/v) iginde
sonikator kullanilarak ¢éziildi ve sonrasinda seyreltildi.
Her bir hiicre hatti, 48 saat boyunca 0, 12.5, 25, 50, 100,
200, 400 ve 800 upuM degisen farkh
konsantrasyonda hispidulin flavonuyla muamele edildi.

arasinda

Pozitif kontrol olarak 500 pM H202 kullanild.
Inkiibasyonun sonunda her bir kuyuya fosfat tamponlu
salin (PBS) icinde 20 pl 5 mg/ml MTT ilave edildi ve
plakalar, 37 °C'de CO:z inkiibatoriine yerlestirildi. 4
saatlik kuyucuklardan
slipernatant ¢ikarildi ve olusan formazan {iriinii (mavi-
mor kristaller), 150 pl DMSO ilave edilerek ¢oziildii. Canli
hiicreler tarafindan iiretilen ¢oziiniir formazan triiniiniin
absorbansi, Epoch mikroplaka okuyucusunda (BioTek,
ABD) 570 nm dalga boyunda ol¢iildii. Hiicre canlilify,
kontrol grubunun absorbanst %100 kabul edilerek
asagidaki formiil kullanilarak belirlendi (esitlik 1);

inkiibasyonun ardindan

% Canli hiicre = (Hispidulinle muamele edilen hiicrenin
absorbansi)-(bos kuyucugun absorbansi) / (Kontrol hiicre
absorbansi)-(bos kuyucugun absorbansi) X 100 (9]

2.3. Annexin V-FITC ve PI analizi

MRC-5, RA-6013 ve RA-6217 hiicre hatlarinda
hispidulinin etkisiyle meydana gelen apoptotik ve
nekrotik hiicre o6liimiiniin kantitatif tayini, Annexin V
Apoptosis Detection Kit FITC ile iireticinin protokolii
(FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI,
BioLegend) izlenerek yapildi. Ozetle, kontrol ve ajanlarla
muamele edilen tiim hiicreler toplandi, ardindan PBS ve
1X baglama tamponu ile 1500 rpm'de 5 dakika
santrifiijleme yapilarak yikandi. Daha sonra 1x106
hiicre, 1 ml 1X baglama tamponunda yeniden silispanse
edildi. Her 100 pl hiicre siispansiyonuna 5 pl florokrom-
konjuge Annexin V eklendi ve oda sicakliginda 1siktan
koruyarak 15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.
Tim hiicreler 1X Dbaglama tamponunda
yikandiktan sonra 200 pl ayni tamponda yeniden
slispanse edildi ve 5 pl propidyum iyodiir (PI) eklendi.
Boyali hiicreler, baglama tamponu ile seyreltildi ve tiim
ornekler DAYTAM’da bulunan Beckman Coulter
CytoFLEX Flow Sitometresi ile analiz edildi. Floresans
dagilimy, iki renkli nokta ¢izimi analizi olarak gosterildi
ve her kadrandaki floresan hiicrelerin ytizdesi 6l¢iildii.
2.4. istatistik Analiz

Veriler, ortalama+S.E.M olarak sunuldu. Varyanstaki
farkliliklar icin Graphpad prism 6.0 istatistik yaziliminda
(GraphPad, La Jolla, CA, ABD) tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve Tukey c¢oklu Kkarsilagtirmalar1 kullanildi.
Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 belirtmek icin
P<0,05 kabul edildi.

tekrar

3. Bulgular

3.1. Hispidulinin MRC-5, RA-6013 ve RA-6217
Hiicreleri Uzerinde Sitotoksik Etkisi

Hispidulin 12,5-800 pM konsatrasyon araliginda, 48 saat
stireyle MRC-5, RA-6013 ve RA-6217 hiicrelerinin
canliligl tizerindeki etkileri sirasiyla Sekil 1A, B ve C'de
gosterilmistir. Sekil 1A'dan goriildiigli gibi 48 saat
boyunca 12,5-200 pM arast konsatrasyonlarda
hispidulinle muamele edilen MRC-5 hiicreleri, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda hiicre canliiginda dnemli
bir degisiklife neden olmadi ve canhilik yiizdeleri
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sirasiyla %91,31, %89,18, %80,33, %78,57 ve %69,96
olarak belirlendi. Ote yandan, daha yiiksek hispidulin
konsantrasyonlar1 (400 ve 800 uM), tedavi periyodu i¢in
insan akciger fibroblast hiicresi canliligini %48,38 ve
%30,40 olmak iizere 6nemli 6l¢lide azaltti. Ayni hiicre
hattinda 48 saat boyunca H202 (500 pM) ile muamele ise
hiicre canliligini %29,32’ye kadar diisiirdi.

Sekil 1B, 48 saat silireyle hispidulinin degisen
konsantrasyonlarinda RA-6013 hiicrelerinin canlilig
iizerindeki etkilerini gostermektedir. 12,5-100 pM
hispidulinin RA-6013 hiicreleri {izerinde canlilik

acisindan ciddi bir etkiye sahip olmadig1 goriildi. 48
sonunda, 12,5-100 pM konsatrasyon
araliginda hispidulin uygulanan si¢can primer akciger
fibroblast hiicrelerinin canliligi sirasiyla %75.03, %68,17,
%64,97 ve %57,48 olarak belirlendi. 200, 400 ve 800 uM
olmak tizere artan hispidulin konsantrasyonlarina maruz
kalan fibroblastlarda hiicre canlilig1 ise sirasiyla %45,78,
%24,85 ve %21,64 olarak bulundu. Diger taraftan bu

saatlik stire

disiirdi.

Son olarak, hispidulinin RA-6217 hiicreleri lizerindeki
Sekil 1C'de gorilebilir. MRC-5 hiicre hatti
durumunda oldugu gibi 48 saat boyunca 12,5-200 uM
hispidulin tedavisinden sonra RA-6217 hiicre canlilig
%50'nin altina diismedi. 200 pM'ye kadar olan tim
hispidulin =~ konsantrasyonlari, ilgili  kontrol
karsilastirilldiginda, primer fibroblast
canliligini, artan konsantrasyonlarda 6nemli olmayan
seviyelerle azaltti. Diger taraftan 400 ve 800 puM olan
ylksek hispidulin konsantrasyonlariyla 48 saatlik
tedaviden sonra hiicre canliigl yiizdesi %48,26 ve
%37,38 olarak belirlendi. Ayrica RA-6217 hiicre hattinin
H202 (500 pM) ile maruziyeti sonucu hiicre canliliginin
%3.361 oldugu goriildii. Genel olarak hispidulinin, doza
bagh bir sekilde hiicre 6lim oranim arttirdig1 ve yiiksek
dozlarda hiicre hatlar1 lizerinde daha ciddi bir etkiye
sahip oldugu belirlendi. Elde edilen sonuclar, MRC-5 ve
RA-6217 hiicre hatlarinin 200 pM konsantrasyonunda

etkileri

ile

trake hiicre

hiicre hattinda ayni stireyle H202 (500 uM)’le maruziyet, hispiduline RA-6013’den daha direngli olduklarim
RA-6013 hiicre canliligini olduk¢a azaltarak %5.09’a gosterdi.
A) MRC-5 B) RA-6013 C) RA-6217
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SeKil 1. 48 saat boyunca farkh konsantrasyonlarda hispidulin muamelesinin insan akciger fibroblasti (A; MRC-5), Sican
Primer Akciger Fibroblasti (B; RA-6013) ve Sican Primer Trakeal Fibroblasti (C; RA-6217) hiicre hatlarinda hiicre
canlilig1 lizerindeki etkileri. Sonuglar, herhangi bir madde kullanilmamis olan kontrol grubuna gére hesaplanan hiicre
canlilig1 ytizdeleri olarak sunulmustur. Hata ¢ubuklari, tekrarlanan li¢ deneyin ortalamasinin standart hatasina karsilik
gelir. **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001

3.2. RA-6013, RA-6217 ve MRC-5 Hiicrelerinde
Hispidulin Kaynakl Oliim Tiplerinin Belirlenmesi
Bu calismada, saglikli insan akciger hiicreleri ile saglhikli

ve nekrotik hiicre yiizdelerini 6l¢mek i¢in Annexin V/PI
¢ift boyama metodu kullanildi. 48 saat boyunca 500 uM
H202 (pozitif kontrol), 0 (kontrol) ve 800 uM (en yiiksek

sican akciger ve trake hiicrelerinde hispidulin konsantrasyon) hispiduline maruz birakilan MRC-5, RA-
flavonunun etkisiyle meydana gelen baskin o6lim tipi 6013 ve RA-6217 hicrelerinin akim sitometrik
karakterize edildi. Bu amagla canli, erken/ge¢ apoptotik cizelgeleri, Sekil 2, 3 ve 4'te gosterildi.
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Sekil 2. insan akciger fibroblasti (MRC-5) hiicrelerinde 48 saat boyunca 800 uM hispidulinle tedaviden sonra canli,
erken, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarinin dagilimi. H202 (500 uM); pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

*kxkp < 0,0001.
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Sekil 3. Sigcan Primer Akciger Fibroblasti (RA-6013) hiicrelerinde 48 saat boyunca 800 puM hispidulinle tedaviden sonra
canli, erken, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarimin dagilimi. H202 (500 puM); pozitif kontrol olarak

kullanilmistir. ****P<0,0001.
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Sekil 4. Sican Primer Trakeal Fibroblasti (RA-6217) hiicrelerinde 48 saat boyunca 800 uM hispidulinle tedaviden sonra
canli, erken, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarinin dagilimi. H202 (500 puM); pozitif kontrol olarak

kullanilmistir. ****P<0,0001.

S6z konusu bu hiicrelerin akim sitometri analizinin
sonucu, 800 pM konsantrasyonunda hispidulinle
muamelesinde hiicrelerin canlidan apoptotik duruma
gecme egiliminde oldugunu gosterdi. 48 saat siireyle 800
uM hispidulin uygulamasinin kontrole gére MRC-5
hiicrelerinde apoptotik oldugu bulundu (Sekil 2). 800 uM
konsantrasyonunda hispidulin, MRC-5 hiicrelerinde
%40,15 oraninda apoptoza neden olurken, kontrol
hiicrelerinde %2,59 oraninda apoptotik hiicre 6liimiine
yol acti. Bununla birlikte 500 puM H202, MRC-5
hiicrelerinde %36,60 oraninda apoptozu indiikledi.

Hispidulinin 800 pM konsantrasyonu, 48 saat sonra RA-
6013 hiicrelerinde agirlikli olarak apoptotik 6liime neden
oldu (Sekil 3). RA-6013 hiicreleri i¢cin apoptotik hiicre
ylzdeleri hispidulin 800 pM konsantrasyonunda %53,36,
kontrolde 9%12,14 olarak bulundu. Ote yandan, ayni
hiicre hattinda pozitif kontrol olarak kullanilan 500 pM
H202'de ise apoptotik hiicre yiizdesi %57,12 olarak
gozlendi. 800 uM hispidulin uygulamasinin kontrole gore
RA-6217 hiicrelerinde de nekrotik oldugu bulundu (Sekil
4). 800 pM konsantrasyonunda hispidulin RA-6217
%1,33
oraninda apoptoza neden olurken, kontrol hiicrelerinde
bu oranlar sirasiyla %3,79 ve %2,17 olarak belirlendi.
Dahas1 500 uM H202, RA-6217 hiicrelerinde %73,38
Aslinda, 800 uM
konsantrasyonundaki hispidulin, RA-6217 hiicrelerinde

hiicrelerinde 9%37,16 oraninda nekroza ve

oraninda apoptoza neden oldu.

indiiklenenlerden istatistiksel olarak daha gii¢lii bir
sekilde MRC-5 ve RA-6013 hiicrelerinde erken ve geg
apoptozu indiikledi.

4. Tartisma
Yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro ¢alisma, potansiyel

bir antikanser ilag olarak hispidulinin  hiicre
proliferasyonunu, apoptozu, hiicre déngilisiind,
anjiyogenezi ve metastazi etkiledigini gdstermistir.

Ayrica hispidulinin klinikte yaygin olarak kullanilmakta
olan baz antikanser ilaglarla birlikte kullanildiginda bu
ilaglarin hassasiyetini artirarak sinerjistik anti-tiimor
etkiler sergiledigi Dbelirtilmistir. Mevcut literatiire
dayanarak, hispidulinin kanserin 6nlenmesi ve tedavisi
icin 6nemli bir tamamlayic ilag olma potansiyeline sahip
oldugu anlasilmaktadir (Liu ve ark., 2020). Bunun yani
sira hispidulin, oral yolla alindiktan sonra %4.02'lik
mutlak biyoyararlanim ile mide ve bagirsaklarda hizla
emildigi ifade edilmektedir (Cong ve ark., 2016). Ancak
bu flavonun farmakokinetigi ve organlarda biyobirikimi,
spesifik hiicresel hedeflerin olmamas1 ve toksikolojik
giivenligi hakkinda sinirh veri vardir. Bu nedenle, bahsi
gecen sorunlarin ele alinmasi ve Kklinik uygulamada
kemoprevensiyon ve kemoterapide kullanimi igin
hispidulin ve hispidulin tiirevli bilesiklerin giivenligini
garantileme arastirmalarin
gerekmektedir.

konusunda yapilmasi
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Bu calismada, hispidulinin genis konsantrasyon
araliginda saghikli MRC-5, RA-6013 ve RA-6217 hiicre
hatlar1 tzerindeki giivenirligi MTT ve Akim sitometri
analizleriyle degerlendirildi. MTT analiziyle elde edilen
bulgulara gore; hispidulinin uygulanan dozlarindan
yalnizca en yiiksek seviyede olanlari, saghkli MRC-5, RA-
6013 ve RA-6217 hiicrelerin canliligini %50 oraninda
azaltmaya baslatti. Bununla birlikte hesaplanan %50
inhibitér  konsantrasyon (ICso) degerinin, MRC-5
hiicreleri i¢in 563.63 pM, RA-6013 hiicrelerinde 194.30
UM ve RA-6217 hicrelerinde ise 311.98 uM oldugu
bulundu. Sonuglarimiza goére 48 saat boyunca 200 uM’a
kadar olan dozlarin uygulandig1 saglikli hiicreler, en
umut verici canlilik profiline sahipti. Kanserle ilgili
yapilan in vitro ¢calismalarda kullanilan hispidulin dozlari,
mevcut c¢alismamizdakinden daha diisiik seviyede
olmasina ragmen, kanserli hiicreler {iizerinde giicli
sitotoksik etki sergiledigi goriilmektedir. Yakin zamanda
yapilan bir calismada, hispidulinin, insan nazofaringeal
karsinom (CNE-2Z) hiicrelerinde proliferasyon, invazyon,
migrasyon ve apoptoz lizerindeki etkileri arastirilmis ve
MTT analiziyle CNE-2Z hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi ortaya ¢ikarilmistir. Calismada ayrica hispidulinin
25, 50 ve 100 pM dozlarinda CNE-2Z hiicrelerinde doza
bagl bir sekilde apoptozu indiikledigi akim sitometrisiyle
tespit edilmis ve apoptoz oraninin sirasiyla %13,3, %17,1
ve %?24,6, kontrol hiicrelerininkinin ise %5,3 oldugu
gosterilmistir (Dai ve ark., 2021). Diger bir ¢alismada,
2.5-160 pM’a kadar degisen cesitli konsantrasyonlarda
uygulanan hispidulinin, meme kanseri (MCF-7 ve HCC38)
hiicrelerinde 1Cso degerlerinin 25,44 pM ve 65,42 pM
oldugu tespit edilmistir (Kim and Lee, 2021). Baska bir
Onemli calismanin analizlerinde, insan hepatoselliiler
karsinom (SMMC7721 ve Bel7402) hiicreleri iizerine 10
ve 20 pM dozlarindaki hispidulinin, hiicre biiylimesini
inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi ortaya cikmistir
(Han ve ark, 2018). Hispidulinin daha disiik
konsantrasyonlariin (0, 4, 8, 15, 30 ve 60 uM) calisildig1
farkl bir arastirmada, 24 ve 48 saat boyunca hispidulin
tedavisinin insan kigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicre hatlarinda (NCI-H460 ve A549), hiicre canliligini
zamana ve Konsantrasyona bagli olarak belirgin bir
sekilde azalttiglr belirtilmistir. Ayni ¢alismada, akim
sitometriyle de 15 ve 30 puM dozlarinda hispidulinle
tedavinin apoptotik hiicrelerin yilizdesinde 6nemli bir
artisa yol actig1 gorilmiistiir (Lv ve ark., 2020). Bir diger
calismada ise 48 saat boyunca 10 ve 50 uM dozlarinda
hispidulin muamelesinin, insan prostat kanseri (Dul45
ve VCaP) hiicrelerinde apoptozu hizlandirdig, akim
sitometrisi analiziyle rapor edilmistir (Wang ve ark,
2021). Bu calismalarda belirtilen hispidulinin etkin
dozlarinin aksine mevcut ¢alismamizda, akim sitometrisi
analizine goére hispidulinin 800 pM dozunda saglikli
hiicrelerde benzer apoptotik seviyelere erisildigi ortaya
cikmistir. Ayrica, H202 (500 puM) ile karsilastirildiginda
hispidulinin, tiimér olmayan hiicrelerde yakin bir
giivenlik profiline sahip oldugu belirlenmistir. Kanserli
hiicrelerin disinda yapilan bir in vitro g¢alismada,

hispidulinin 50, 100 ve 200 puM konsatrasyonlarinda
6nemli bir sitotoksisiteye neden olmadan, insan CD4+ ve
CD8* T lenfositlerinde erken aktivasyon {lizerine inhibitér
etkisi olusturdugu kanitlanmistir (Thitilertdecha ve ark,,
2022). Benzer bir aragtirmada, hispidulinin,
inflamasyonla  iliskili = hastaliklar  icin uygun
immiinosupresan olarak hiicre 6liimiine neden olmadan,
erken T-hiicresi aktivasyonunun 200 pM'a kadar doza
bagh inhibitor aktivitesini sergiledigi tespit edilmistir
(Thitilertdecha ve ark., 2019).

5. Sonug

Literatiirde konuyla ilgili gerceklestirilen calismalarin
sonuglarindan da anlasildig1 iizere, hispidulinle ilgili in
vitro ¢alismalarda kullanilan diisiik dozlarin bile, kanserli
hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi varken, ayni1 dozlarda
saglikll hiicrelerde herhangi bir zarar1 s6z konusu
degildir. Bu arastirma, daha onceki c¢alismalarda
kullanilan hispidulin dozunun ¢ok istiindeki doz
seviyeleri (0-800 uM) ilk defa denenmis olmasi agisindan,
literatiire hispidulinin glivenli kullanimina yonelik
onemli katkilar saglamaktadir.

Mevcut verilerimiz, hispidulinin saglikli akciger ve trake
hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerindeki inhibe edici etkisinin
cok yiiksek dozlarla iliskili olabilecegini ortaya
koymaktadir. Hispidulinin, solunum yolu hastaliklarinin
tedavisi icin glvenilir dogal bir bilesik
potansiyeline sahip oldugu ve cesitli kanser tiplerinin
gelecekteki tedavisi icin ayricalikli bir terapoétik ajan
haline gelebilecegi diistinilmiigtiir.

olma

Katki Oram Beyani
Yazar katki ylizdesi asagida verilmistir. Yazar makaleyi
incelemis ve onaylamistir.

F.A.
K 100

100
Y 100
VTI 100
VAY 100
KT 100
YZ 100
KI 100
GR 100
PY 100
FA 100

K= kavram, T= tasarim, Y= yonetim, VTI= veri toplama ve/veya
isleme, VAY= veri analizi ve/veya yorumlama, KT= kaynak
tarama, YZ= Yazim, KI= kritik inceleme, GR= gonderim ve
revizyon, PY= proje yonetimi, FA= fon ahmu.

Catisma Beyani
Yazar bu ¢alismada higbir ¢ikar iliskisi olmadigini beyan
etmektedir.
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Etik Onay Beyami

Bu arastirmada hayvanlar ve insanlar iizerinde herhangi
bir g¢alisma yapilmadigr i¢in etik kurul
alinmamustir.

onayl

Destek ve Tesekkiir Beyani

Yazar sagladig1 imkanlardan dolay1 Dogu Anadolu Yiiksek
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (DAYTAM)'ne
tesekkiir etmektedir.
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