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CYNARA SYRIACA'DAN ELDE EDILEN FLAVONOIDLERIN LOSEMI
HUCRELERI UZERINE ETKISI

EFFECTS OF FLAVONOIDS OBTAINED FROM CYNARA SYRIACA ON
LEUKEMIC CELLS

Belkis ATASEVER', Kadriye AKGUN-DAR’, Serap ERDEM KURUCA',
Nevruz TURAN?, Vildan SEYHANLI’, Ali MERICLI’

" Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dal
? Istanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii

* Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dalt

ABSTRACT

Flavonoids are bifenolik compounds with low molecule weight, which are found most plants in
nature. Glycosides which of their subgroubs are used as regulators of cardiovascular sistems for a long
time in past. Recently, flavonoids are studied anti-inflammatory effects, free radical scavenging

activities and inhibitor effects in procarsinogenesis.

This study is investigated effects of caffeic acid, apigenin, apigenin-7-glikozid, luteolin, luteolin-7-
glikozid, cynarin, which are obtained from cynara syriaca, on leukemic cell line

(K562,DG75,BB5S, B95) and blasts of patients with acute lymphoblastic leukemia.

Leukemic cells are incubated with six different doses of flavonoids (500, 50, 5, 1, 0.05, 0.005 fig
/ml) for 3 days, Later cultures treated with MTT that viable cells are dying After formazan crystals in
cells are solved with DMSO, are evaluated in ELISA spectrophotometer. According to control,
proliferation and cytotoxicity index are accounted. The test of Student-t is used for statistical analysis
effects of flavonoids.

500ug/ml caffeic acid show proliferative effects in both leukemic cells (23,5+/- 12,3) and cell
lines (45 +/-30.4). Cynarin (20,45+/-12,3), apigenin (19,5+/-9,6), luteolin-7-glycosid (19,5+/-12, 1) and
apigenin-7-glycosid (20,9+/-8,6) suggest cytotoxic effect in patients with acute lymphoblastic leukemia.

Key Words: Acute lymphoblastic leukemia, flavonoids, in vitro cytotoxicity

OZET

Flavonoidler dogada bircok bitkide, yaygin olarak bulunan diisiik molekiil agirlikli, bifenolik
bilesiklerdir. Bu gruba dahil olan glikozidler kardiyovaskiiler sistem diizenleyicileri olarak ¢ok eskiden
beri kullanilmaktadir. Son yillarda ise, antienflamatuar etkileri, serbest radikal temizleyici dzellikleri ve
prokarsinogenezde inhibitor etkileri arastirlmaktadir.

Bu calismada Cynara syriaca'dan elde edilen kafeik asit, apigenin, apigenin-7-glikozid, luteolin,
luteolin-7-glikozid ve sinarinin akut lenfoblastik I0semili hastalardan alinan blastik hiicreler ile l6semik

hiicre dizileri (DG75,B95, BB58,K562) iizerindeki etkileri arastirildi.
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Altt ayri dozda (500, 50, 5, 1, 0.05, 0.005 fxg /mi ) flavonoid belli sayidaki hiicreler ile in vitro
kiiltiir yapilarak, 3 giin sonunda canli hiicreler MTT ( methyl-thiazol-tetrazolium-5 mg/ml) ile boyandi.
Formazan kristalleri DMSO ile ¢oziiliip spektrofotometrede dlciildii. Kontrole gore proliferasyon ve
sitotoksite indeksleri hesaplanarak, flavonoidlerin etkisi test edildi. Istatistiksel analizler icin Student-t
testi kullanild:.

500/ug/ml kafeik asit hem hasta losemi hiicrelerinde (23,5+/- 12,3) hem de standardize edilmis
losemi hiicre serilerinde (45 +/-30,4) proliferatif etki gosterdi. Sinariti (20,45+/-12,3), apigenin
(19,5+/-9,6), luteolin-7"-glikozid (19,5+/-12,1) ve apigenin-7-glikozid ise (20,9+/-8,6) oraninda losemi
hastalarinda sitotoksik etki gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Akut Lenfoblastik Lésemi, Flavonoidler, In vitro sitotoksisite.

GIRIS

Flavonoidler meyve, sebze, tahil gibi cesitli bitkilerin kok, govde ve ciceklerinde ayrica
cay ve sarapta bulunurlar.(l) Genellikle ester, eter ya da glikozid tiirevleri bulunur. Uzerinde en
¢ok calisilan glikozidlerin kardiak etkilerinin ¢ok iyi bilinmesine ragmen sitotoksik etkileri
konusunda ¢ok az arastirma yapilmistir.(7) 5000' den fazla farkli flavonoid tanimlanmaistir.
Genel olarak 6 smifa ayrilirlar; flavonlar (apigenin, luteolin...), flavonoller (quercetin,
myricetin...), flavononlar (naringenin, hesperedin...), catechinler (epicatechin, gallocatechin...),

antosiyanidinler ( siyanidin, pelorgonidin...), izofiavonlar (genistein, daidzein...)(3)

Flavonoidlerle in vivo ve iv vitro olarak yapilan ¢alismalar kansere karsi koruyucu bircok
mekanizmada rol oynadigin1  gostermistir. Bunlar;  Ostrojenik/antiostrojenik  aktivite,
antiproliferasyon, hiicre siklusunun durdurulmasinin ve apoptozisin indiiksiyonu, oksidasyonun
engellenmesi, deoksifikasyon enzimlerinin indiiksiyonu, immun sistemin diizenlenmesi ve

hiicre ici sinyal iletimindeki degisikliklerdir.

Bugiine kadar flavonoidlerin 16semi hiicrelerine etkisi ile ilgili arastirmalarda HL-60,
K562, MOLT-4 ve Jurkat gibi standardize edilmis hiicre dizileri (celi line) kullanilmis ve
quercetin, tartary buckwheat flavonoid (TBF), taxifolin ve nobiletinin  inhibitér etkisi

bulunmustur. Bu etkiyi hiicre siklusunu G1/S ve G2/M fazlarinda durdurarak yaparlar.

Apigenin ve quercetinin lenfosit proliferasyonuna neden olan Conconavalin A" yi inhibe
ettigi gosterilmistir. Ayrica apigenin; SW480, Caco-2 ve HT-29 celi line' larinda hiicre
siklusunu G2/M fazinda durdurmasinin p53 ya da ras genleri ile iligkili olabilecegi, gen
mutasyonuna ugramis ve Kkanserlesme gosteren hiicrelerin apigenine duyarli oldugunun

goOsterilmesiyle anlasiimistir.(8)
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Genisteinin c-myc onkogeni uizerinde inhibe edici etkisi vardir. Bu inhibisyon tirozin
kinaz aktivitesinin inhibisyonu ile miimkiin olabilir. C-myc Gl fazim yiiriitecek proteinlerin
uretiminden sorumludur. Onun asir1 ekspresyonu ile bir onkogen haline gelmesi hiicrenin GI
fazindan GO fazma geg¢mesini yani farklilagsmasini engelleyerek hiicrenin kanserlesmesine neden
olmaktadir. Bu acidan inhibisyonu Onemlidir.Flavonoidlerin c¢ogu topoizomeraz

antogonistleridir. Topoizomeraz I ve Topoizomeraz II' yi inhibe ederler. (8)

Endotelial hiicrelerde Daunomycin' in sitotoksitesini myricetin, flavone, apigenin
arttirirken quercetin, kaempferol, rutin ve morin' in 6nemli miktarda bu sitotoksiteyi inhibe
ettigi gosterilmistir. Quercetin ve rutin' in bu koruyucu oOzelligi antioksidatif aktivitesine
baglanmistir.(4) Flavonoidlerin halka yapilarinin ve hidroksil gruplarinin antioksidan olarak
fonksiyon yapabilme potansiyeli vardir. Bu, flavonoidlerin hidroksil gruplarinin pozisyonu ve
sayilari ile iliskilidir. DNA' nin oksidasyonu mutasyonlarin 6énemli bir nedenidir. HL60' ta

quercetin, luteolin ve genisteinin oksidatif DNA hasarlarin1 inhibe ettigi gosterilmistir.

Biz bu c¢aligmamizda flavonlardan apigenin, luteolin, onlarin glikozid formlart olan
apigenin-7-glikozid, luteolin-7-glikozid, ayrica fenolik asitlerden kafeik asit ve sinarin' in
l6semi hiicrelerinde sitotoksitesini arastirdik. Bunun icin 11 hastadan alman hiicreler ve 4 farkl

standardize edilmis hiicre dizisi (DG75,B95, BB58,K562) kullanildi.

GEREC VE YONTEM

Flavonoidlerin elde edilmesi:

Mersin, Ulas koyii yol kenarindan toplanip golgede kurutulduktan sonra toz haline
getirilen materyalde, Soxhlet apareyinde Once petrol eteri ile tiiketilerek lipofilik kisimlar
ayrildi. Petrol eteri alcak basingta yogunlastirildi. Petrol eteri ile tiiketilmis materyal,
kurutularak ¢oziiciisii uzaklastirildi ve Soxhlet apareyinde bu kez %96' lik etanolle tiiketildi.
Etanollu ekstre alcak basincta yogunlastirildi, su ile seyreltildi ve bir ayirma hunisinde sirasiyla
benzen, kloroform ve etil asetatla tiiketildi. Cozeltilerin 6nce susuz sodyum siilfatla suyu
giderildi, sonra algak basingta yogunlastirildi. Flavon bilesiklerinin izolasyonu igin etil asetat
ekstresiyle calisildi. Slitun ve prepatif kromatografi yOntemleriyle saflastinlarak flavon

bilesikleri izole edildi.
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Hiicrelerin hazirlanmasi:

Bu calismada Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari
ABD, Hematoloji, Onkoloji Bilim Dalina bagvuran ALL(Akut lenfoblastik 16semi)
hastalarindan tani amaciyla alinan heparinli kemik iligi ve periferik kan hiicreleri kullanildi.
Kan o6rnekleri fikol (Sigma, histopaque-1077) ile ayrilarak, mononukleer hiicreler izole edildi.
IMDM+%10 Fetal Calf serumdan olusan medyumla iki kez yikanarak sayildi ve mi' de 1x10°
olacak sekilde ayarlandi. Losemik hiicre dizileri ise laboratuarimizda birka¢ kez pasaj

yapildiktan sonra sayilarak ayni sekilde diizenlendi.

MTT Testi:
Flavonoidler, DMSO ile ¢oziildiikten sonra; 500, 50, 5, 1, 0.05, 0.005 g/ mi olacak

sekilde farkli konsantrasyonlar hazirlandi. Bu Konsantrasyonlar 96 kuyulu pleytlere her
konsantrasyondan ikiser kuyu olacak sekilde 10" ar ul ve kontrol grubu olarak 3 kuyuya 10 (il
flavonoid icermeyen medyum konuldu. Hiicre siispansiyonundan 90" ar (il alinarak bu pleytlere
ekildi. 3 giin % 5 karbondioksitli etiivde inkiibe edilen hiicreler lizerine 10 jal MTT (methyl-
thiazol-tetrazolium, Sigma) ilave edildi. 4 saat bekletilmesinin ardindan her kuyunun 50 /il
supernatant1 c¢ekilerek 150 @1 DMSO ilave edildi. Pleytler bir gece karanlikta bekletilip ertesi
giin ELISA spektrofotometresinde, 620 nm referans dalga boyuna goére 540 nm' de okundu. Her
iki kuyunun ortalama absorbans degerleri kontrol kuyularimin ortalama absorbans degerleriyle

karsilastirilarak asagidaki formiilde sitotoksite indeksleri hesaplandi.

% Sitotoksite (SI)= (1-OD (Deney)/OD (Kontrol))x100

‘ 25
20 -
15

B B proliferasyon ‘
10 4 §

Msitotoksite |

%sito. ve pro. indeksi

SEKIL 1: Flavonoidlerin Akut Lenfoblastik Ldsemi hastalarindan izole edilen lenfositler
uzerine etkisi
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% sito. ve pro. indeksi

HE proliferasyon
M sitotoksite

% sitotoksite indeksi
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SEKIL 3: Flavonoidlerin Akut Lenf ob lastik Losemi hastalarindan izole edilen lenfositler

lzerine sitotoksitesi
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SEKIL 4: Flavonoidlerin standardize edilmis hiicre dizileri iizerine sitotoksitesi

SONUCLAR VE TARTISMA

ALL ( Akut Lenfoblastik Losemi) hastalarindan elde edilen blastik hiicreler ve
standardize edilmis hiicre dizilerinin, kullandigimiz kafeik asit, luteolin, sinarin, apigenin,
apigenin-7-glikozid, luteolin-7- glikozid' e karsi verdigi cevaplar Sekil 1 ve Sekil 2' de
goriilmektedir. Sekil 3 ve Sekil 4 ' te ise her hastanin ve kullanilan hiicre dizilerinin (cell line)
sitotoksite indeksi gosterilmistir. Buna gbre apigenin , luteolin ve onlarin glikozid formlari
arasinda sitotoksik olarak énemli bir fark bulunmamustir. Kullandigimiz fenolik asitlerde (kafeik
asit ve sinarin) genel olarak proliferasyon orani sitotoksite oranindan daha yiiksek ¢ikmustir.
Ancak hastalar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, bir hastada biitiin flavonoidlerin % 50' ye yakin
sitotoksite gostermis olmalar ilginctir. Bu durum bireysel farkliliklar diisiindiirmekte ve bu
hastanin daha sensitif oldugunu gostermektedir. Hastalarda luteolin-7-glikozid ve apigenin-7-
glikozid ¢ok diisiik proliferasyon gostermistir. Hiicre dizilerinden B95' te sinarin ve apigenin-
7-glikozid hari¢ % 50' nin lizerinde proliferasyon goriilmiistiir. Kafeik asit ve luteolin hastalarda

ve hiicre serilerinde daha fazla olmak lizere proliferatif etki gostermistir.

Chen ve arkadaslarinin yaptiklar arastirmada Kkafeik asit phenethyl ester'in (6u,g/mT de)
HL-60 hiicrelerinde apoptozise neden oldugu bildirilmistir(6). Biz HL-60 hiicrelerini
kullanmadik. Kullandigimiz hastalar ve hiicre dizileri genellikle lenfoid kokenliydi. Bu nedenle

farkli cevaplar goriilebilir.
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Sican fibroblast1 L[-929 hiicrelerinde apigeninin, timor nekrozis faktor-alfa (TNF)
sitotoksitesini arttirarak apoptozise neden oldugu, Iluteolinin ise bu etkiyi azalttigim
gostermistir(8). Bir baska calismada ise Schwartz ve Middleton apigeninin sitotoksik T
lenfositlerinin (CTL) in vitro liretimini ve efektor fonksiyonlarini inhibe edebilecegi sonucuna

varmiglardir(9).

Yang ve arkadaslari, flavonoidlerle in vitro ve in vivo yapilan ¢alismalarin sonuglarini
degerlendirerek; besinlerdeki polifenollerin, karsinogenezin cesitli asamalarindaki molekiiler

olaylar etkileyip koruyucu olabilecegini bildirmislerdir(5).

Sonug olarak; flavonoidlerin in vitroda direkt hiicre ile muamele edildiginde ortaya ¢ikan
etkisi ile organizmadaki indirekt etkileri farklidir. Cinkii bir dizi  metabolik olaylar
diizenleyerek, immun cevaplart degistirmesi olasidir. Bu nedenle losemik hiicreler tlizerine
dogrudan  sitotoksik etki yerine lenfosit fonksiyonlart (mitojenik transformasyon, NK

sitotoksitesi gibi) tizerine etkilerini ¢alismak daha dogru olabilir.
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