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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HiPOKSIiK KOSULLARDA UYGULANAN NARINGENINIiN
VOLTAJ KAPILI SODYUM KANALI ARACILI KANSER HUCRE HAREKETI
UZERINDEKI ETKIiSi

Melike TANRIVERDI

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Do¢. Dr. Hatice AKTAS
Yil: 2023, Sayfa: 40

Hipoksi normal kosullara gore daha az oksijen seviyelerini ifade eder. Tiimorlerde hacim arttikga
mikrogevresinde oksijen azlig1 ortaya ¢ikmaya baglar. Ayni zamanda damarlanmanin yetersiz olmasi
ve tiimoriin bazi bolgelerinin kan damarina uzak yerlesimi nedeniyle hipoksik kosullar ortaya cikar.
Tiimdr hiicreleri de sag kalimi siirdiirebilmek icin bu kosullara adapte olur. Hipoksiyle indiiklenebilir
faktor (HIF) araciligiyla hiicre sag kalimini, anjiyogenezi, apoptozu, invazyon ve metastazlari kendi
lehine destekleyecek genlerin ekspresyonunu indiikler. Hipoksinin, metastatik siirecte rol oynayan
matriks metalloproteinazlar ve katepsinleri aktive etmenin yani sira voltaj kapili sodyum kanali (VGSC)
aracili hiicre hareketi ve invazyonu da destekledigine dair bulgular mevcuttur. Son yillarda yapilan
calismalar ile VGSC’lerin prostat, meme, akciger, kolon vb birgok kanser hiicresinde metastatik hiicre
davranislar ile iliskili olduguna dair bulgular artmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, yiiksek metastatik
ozellige sahip ve metastatik yetenegi VGSC’ler ile iligkili olan PC-3 prostat kanseri hiicrelerinin
hareketi iizerinde, naringenin dogal bilesiginin, normoksik ve hipoksik kosullarda olusturacag: etkileri
arastirmaktir. Bunun i¢in 6ncelikle hiicre proliferasyonunu etkilemeyen bilesik konsantrasyonu Alamar
blue kullanilarak belirlendi. Daha sonra yara kapanma analizi yapilarak bu konsantrasyondaki
naringeninin hiicrelerin yanal yodndeki hareketi iizerindeki etkisi tespit edildi. Ayrica bilesik
uygulamasindan sonra hiicre i¢i sividaki sodyum iyon konsantrasyonlari indiiktif eslesmis plazma
spektroskopisi (ICP) yontemi ile Olgiildi. Naringeninin hiicre proliferasyonunu etkilemeyen
konsantrasyonlari1 75 ve 100 uM olarak tespit edildi. Bu konsantrasyonlarda naringeninin her iki kosulda
hiicrelerin hareketini etkilemedigi goriildii. ICP analizi sonuglarina gére naringenin uygulanan grupta,
normoksik kosulda hiicre i¢i sodyum iyon konsantrasyonu kontrol grubuna (59.5mM) goére azalirken
(NAR75: 47.8mM; NAR100: 54.8mM), hipokside arttigi (K: 47.7mM; NAR75: 51.6mM; NAR100:
61.9mM) dikkat ¢ekmistir. Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde naringeninin insan prostat
kanseri PC-3 hiicrelerinin hareketini normokside etkilemezken hipoksik kosulda arttirabilecegi tespit
edilmistir. Bu nedenle naringeninin &zellikle kanser hastalari tarafindan kullanimi1 konusunda dikkatli
olunmasi gerektigini vurgulamak istiyoruz.

ANAHTAR KELIMELER: Naringenin, Hipoksi, Metastatik hiicre davranisi, Voltaj kapili sodyum
kanallar1, prostat kanseri
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Hypoxia refers to fewer oxygen levels than normal conditions. In growing tumors, hypoxic conditions
(oxygen deficiency) arise due to insufficient vascularization and the remote location of some tumor
areas from the blood vessel. In response, tumor cells adapt to hypoxic conditions to sustain survival.
Hypoxia-inducible factor (HIF) induces the expression of genes related to cell survival, angiogenesis,
apoptosis, invasion, and metastases. There is some evidence that hypoxia supports voltage-gated sodium
channel (VGSC) mediated cell movement and invasion. There are increasing findings that VGSCs are
associated with metastatic cell behavior in many cancer cells such as prostate, breast, lung, etc. The
metastatic behavior of PC-3 prostate cancer cells is related to VGSCs, and SCN8A encodes the VGSCs
of these cells. This study aimed to investigate the effect of naringenin on the PC-3 prostate cancer cell
movement in normoxia and hypoxia. For this purpose, cell proliferation analysis was performed by
using Alamar blue. The effect of naringenin on the movement of the cell in a lateral direction was
determined by performing wound healing assay. The intracellular sodium ion concentrations ([Na*];)
were measured by the inductive coupled plasma spectroscopy (ICP) method. Concentrations of
naringenin that did not affect cell proliferation were determined as 75 and 100 uM. At these
concentrations, naringenin did not affect cell motility in both conditions. According to the results of the
ICP analysis, it was noted that the [Na*]; in the naringenin-treated group decreased compared to the
control group (C: 59.5mM; NAR75: 47.8mM; NAR100: 54.8mM) in normoxia, but it increased in
hypoxia (C: 47.7mM; NAR75: 51.6mM; NAR100: 61.9mM). When all the results are evaluated
together, it has been revealed that naringenin can increase the movement of human prostate cancer PC-
3 cells in hypoxic conditions, while it does not affect the movement of it in normoxia. For this reason,
we would like to emphasize that naringenin should be used cautiously, especially by cancer patients.

KEYWORDS: Naringenin, Hypoxia, Metastatic cell behaviour, Voltage gated sodium channels,
prostate cancer
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1. GIiRiS Melike TANRIVERDI

1. GIRIS

Prostat kanserinde diyet 6nemli bir risk faktoriidiir (Patel ve Klein, 2009). Dogal
bilesikler, diyetle alinabilir 6zellikte olduklarindan ve sentetik bilesiklere oranla daha
az yan etki olusturabildiklerinden dolay1 kanserin ve metastazlarin dnlenmesi ya da
tedavisinde Onemli rol oynayabilirler (Reddy ve ark., 2003). Naringenin dogal
bilesiginin prostat ve meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonun yani sira hiicre
migrasyon ve invazyonunu azaltabildigi gosterilmistir (Harmon ve Patel, 2004; Gao
ve ark., 2006; Lentini ve ark., 2007; Liao ve ark., 2014). Bilesiklerin kanser hiicre
migrasyonu iizerindeki etkilerinin matriks metalloproteinazlarin (MMP) inhibe

edilmesi gibi mekanizmalar ile basarildig1 dikkat ¢cekmektedir.

fyon kanallarinin kanser hiicrelerinin biiyiimesinde ve gdciinde dnemli rol
oynadig1 ve kanser gelisiminin bir¢ok evresine katkida bulundugu bilinmektedir
(Lastraioli ve ark., 2015). Voltaj kapili sodyum kanali (VGSC), merkezi sinir
sisteminin noronal fonksiyonlarinda, ndronal aksiyon potansiyelinin baglatilmasindan
ve yayilmasindan sorumlu olan &nemli bir rol oynar (Kruger ve Isom, 2016).
VGSC’ler, noronlar arasindaki sinyal iletisiminde kritiktir ve cesitli fizyolojik
diizenlemelere katilir. Ayrica yapilan c¢alismalarla VGSC’lerin  fonksiyonel
ekspresyonunun prostat, meme, kolon, akciger gibi bir¢cok kanser hiicresinde arttigi,
bu kanallarin artan diizenlenmesinin metastatik hiicre davranislariyla iliskili oldugu ve
metastatik yayilimi tesvik ettigi gosterilmistir (Grimes ve ark., 1995; Laniado ve ark.,
1997; Brackenbury ve ark., 2007; Brackenbury, 2012). Bennett ve ark. (2004), prostat
kanseri hiicreleri ile yaptiklart ¢alisma sonucunda VGSC ekspresyonundaki artisin
hiicrelerin metastatik karakter kazanmasi i¢in gerekli ve tek basina yeterli oldugunu

ortaya ¢ikarmiglardir.

Oksijen, organizmanin metabolik regiilasyonu ic¢in en onemli elementlerden
biridir. Oksijen seviyesinin homeostazdan daha diisiik oldugu durumu tanimlayan
hipoksi, tlimoriin bliylimesiyle tiimorii olusturan hiicrelerin maruz kaldigi kosuldur.

Tiimor, mikrogevresindeki bu diisiik oksijen seviyelerine ¢esitli hiicresel karakterleri
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degistirerek, Ornegin, hiicre sag kalimini, anjiyogenezi, timor invazyonunu ve
apoptozu destekleyen anahtar molekiiler programlarin ekspresyonunu indiikleyerek
adapte olur. Bu adaptasyon hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF) tarafindan
diizenlenir. HIF, hiicresel oksijendeki degisiklikleri algilayarak ve bunlara yanit
olusturur (Berra ve ark., 2003; Vapuel ve Mayer, 2007; Avni ve ark., 2011). HIF, o ve
B alt birimlerinden olusan heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir. Oksijen
seviyesini algilayarak cevap olusturan, o alt birimidir. HIF-a’nin esas olarak {i¢
izoformu bulunmaktadir: HIF-1a, HIF-20 ve HIF-3a (Jaakkola ve ark., 2001). HIF-1a
akut, HIF-2a ise kronik hipoksi kosullarinda aktiflesir (Semenza, 2000; Koh ve Powis,
2012).

Diger ¢alismalar ile hipoksinin, VGSC proteininde konformasyonel
degisikliklere neden olan molekiiller arasi disiilfidlerin olusumu veya bozulmasiyla
kanal kapisini etkileyebilecegi bildirilmistir (Hammarstrom ve Gage, 2002). Rizaner
(2010), VGSC’leri ekspresyonu yiiksek ve metastatik yetenegi de bu kanallar ile
iligkili olan giiclii metastatik sican prostat kanser hiicreleri MAT-LyLu ile yaptig
calisma sonucunda, hipoksik kosullarin hiicre gogiinii ve VGSC’lerin ekspresyonunu

arttirdigini gostermistir.

Literatiir bilgisi, metastatik siirecin baglamasi, siirdiiriilmesi ve metastatik hiicre
davraniglarinin ortaya ¢ikmasinda VGSC’ler ve hipoksi arasindaki iliskinin 6nemli
oldugunu diisiindiirmektedir. “Metastazlarin  Onlenmesi / durdurulmasi igin
VGSC’lerin bloklanmasi” tedavi hedefinde, arastirmalarin, tiimor mikrogevresini
taklit edecek sekilde hipoksik kosullarda yapilarak mekanizmalarin aydinlatilmasi

Onem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, Yyiiksek metastatik 6zellige sahip ve metastatik
yetenegi VGSC’ler ile iligkili olan PC-3 insan prostat kanseri hiicrelerinin hareketi
tizerinde naringenin dogal bilesiginin normoksik ve hipoksik kosullarda olusturacagi

etkileri arastirmaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kanser Hiicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

Tiimor hiicrelerinin normal hiicrelerden farkli fenotipik 0Ozelliklere sahip
oldugunu dile getiren Hanahan ve Weinberg (2011), yayinladiklar1 makalede ayirt
edici ozellikleri su sekilde 6zetlemislerdir: Proliferatif (¢cogalma) sinyallerin siirekliligi
kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran en temel 6zelliktir. Biiyiime faktorlerini
kendileri {iretebilen kanser hiicreleri herhangi bir poliferatif sinyal olmadigi
durumlarda dahi otokrin uyarilma ile tiimor hiicresinin poliferasyonu saglanir. Normal
dokular gibi kanser hiicreleri de besin maddeleri ve oksijene ihtiya¢ duyarlar. Kanserli
hiicrelerin bu gereksinimi yeteri kadar karsilanmadiginda anjiyogenez biiylime
faktorlerini salgilarlar. Yeni kan damarlarinin olusumu uyarilir. Bu sayede besin ve
oksijen alimi gerceklesir. Ayn1 zamanda kanserli hiicrelerin metabolik atiklarin

atilmasi da saglanir (Bertram, 2000; Hanahan ve Weinberg, 2011).

Immiin sistem yamitindan kacarak tiimor hiicrelerinin ilerlemesi kolaylasir.
Genomik kararsizlik timor hiicrelerinin bir diger 6zelligidir. Bu durum DNA
genlerindeki mutasyonlar ile baglantilidir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Timor
hiicrelerinin 6zelliklerinden biri de ¢evresindeki dokulara invazyon ve metastaz yapma
yetenekleridir. Kanser hiicrelerinin morfolojik yapilarinin degigsmesi sonucunda hiicre-
hiicre ve hiicre matriks adezyon molekiillerinin etkilesimleri bozulur. Timdrler
gelistikge ¢evre dokulara girme yetenekleri artar ve yeni doku meydana getirmek igin
baska bolgelere biiylime saglayarak metastaz olustururlar (Abramczyk ve ark., 2009;
Colotta ve ark., 2009; Gonzalez-Perez ve ark., 2014).

Normal hiicreler sinirli sayida ¢cogalma potansiyeline sahiptirler. Bu saglikli
hiicrelerin her boliinmesinde tekrar dizileri kisalir ve hiicrelerde yaslanma uyarilir.
Yaslanan hiicre fonksiyonlarini kaybederek apoptozise yonlendirilir (Favaloro ve ark.,
2012). Kromozom uglarinda bulunan telomerler hiicre bdliinmesi esnasinda kisalma
olmadigindan hiicreler sinirsiz boliinme potansiyeli kazanirlar (Engelhardt ve Martens,
1998; Shay ve Wright, 2000; Blasco, 2005).
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Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran en temel 6zellik poliferatif
(cogalma) sinyallerinin stireklilik gostermesidir. Biiytime faktorlerini kendileri
iiretebilen kanser hiicreleri otokrin uyarilma ile tiimor hiicresinin poliferasyonu
saglanir (Bhowmick ve ark., 2004; Cheng ve ark., 2008). Hiicresel enerji
metabolizmalariin yeniden programlama kanser hiicrelerine 6zgiidiir (Hanahan ve

Weinberg, 2011).

2.2. Prostat Bezi

“Prostat bezi, mesanenin tabaninda bulunan ve iiretray1 ¢evreleyen yardimci bir
erkek tireme organidir” (Risbridger, 2018). Sperm sagligi ve hareketliligi igin gerekli
olan ¢inko, sitrik asit, kalsiyum, fosfatlar ve diger enzimleri igeren prostat salgilarini

tiretir (Risbridger, 2018).

Prostat bezi anatomik olarak dort bolgeye ayrilir (Sekil 2.1.). Prostat bezinin
yaklasik %70’ini olusturan periferik bolge, distal liretray1 saran en biiyiik bolgedir.
Santral bolge ise bezin %25°1ik kismidir. Bosalma kanallarin etrafini sarar ve daralarak
koni seklini alir. Bezin sadece %35’ini ¢evreleyen transisyonel zon en kii¢iik bolgedir.
Dordiincii zon ise anterior fibromiiskiiler stroma bolgesi olup lifli bag doku ve diiz

kastan meydana gelmektedir (Bhavsar ve Verma, 2014).

Seminal ”

Ejaculatory
ducts

Distal
urethra

Sekil 2.1. Prostat bezi. PZ: periferik bolge, CZ: santral bolge, TZ: transisyonel bolge, AFS: anterior
fibromiskiiler stroma baolgesi (Risbridger, 2018)
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Prostat, yasl erkeklerde hastaliga son derece yatkindir ve en yaygin bozukluklar
iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH), prostatit ve prostat kanseridir. BPH, stromal
prostat hiicrelerinin progresif hiperplastik biiylimesi olarak tanimlanir ve bezin
genislemesiyle sonuglanir. Prostat iiretray1 ¢evrelediginden, BPH'ye bagli genisleme
tiretral akisi kisitlar. Prostatit, prostat iltihab1 olarak tanimlanir. Prostatit vakalarinin
¢ogu bakteriyel degildir. Kronik prostatit 6ykiisii olan erkeklerde prostat kanseri riski
artar. Prostat kanseri, kontrolsiiz hiicresel proliferasyon, epitelyal farklilasma ve
kademeli duktal yap1 kaybi ile karakterizedir ve ilerleyici bir hastaliktir. Prostat
kanserleri genellikle bezin periferik bolgesinde ortaya ¢ikar (Risbridger, 2018).

2.3. Prostat Kanseri

2020 yilinda Diinya’da yaklagik 1.4 milyon yeni prostat kanseri vakasi ile
375000 prostat kanserine bagli 6liim kaydedilmistir. Bu rakamlar, prostat kanserini
erkekler arasinda insidans bakimindan ikinci, mortalite oram1 bakimindan besinci
siraya yerlestirmektedir. Totalde, bolgelere gére 100000 erkekte 6.3 ila 83.4 arasinda
degisen insidans oranlarmin, Kuzey ve Bati Avrupa, Karayipler, Avustralya/Yeni
Zelanda, Kuzey Amerika ve Giiney Afrika'da en yiiksek; Asya ve Kuzey Afrika'da en
diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (Sung ve ark., 2021).

Prostat kanseri etyolojisi ile ilgili yapilan ¢aligmalar, hastaliin goriilmesinde
genetik duyarlilik ve ¢evre sartlarinin etkili oldugunu ortaya cikarmistir. Risk
faktorlerinin basinda yas, irk ve genetik faktorler gelmektedir. Ayrica sigara ve alkol
kullanimu ile beslenme tarzi da risk etmenleridir (Platz ve ark., 2003; Chan ve ark.,
2005; Stacewicz-Sapuntzakis ve ark., 2008; Rawla, 2019).

Prostat kanserinde insidans orani artan yasla ilgilidir. 40 yasin altindaki
erkeklerde prostat kanseri nadir goriiliirken, 50 yasindan sonra risk hizla artar. Prostat
kanseri vakalarinin yaklagik 10'da 6'st 65 yasindan biiyiik erkeklerde teshis
edilmektedir (American Cancer Society, 2023).
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Aile Oykiisii ve genetik faktorler prostat kanserinin bir diger risk faktoriidiir.
Genellikle erken yasta goriilen prostat kanseri vakalarinda, genetik yatkinlik ve aile
Oykiisiiniin etkili oldugu yapilan bir¢ok calismada goriilmiistiir. Genetik faktorlerin
prostat kanseri tizerindeki etkisi yaklasik %40 oranindadir (Bratt, 2002). Prostat
kanseriyle ilgili gen mutasyonlarinin ¢ogunun kalitsal degil, edinilmis mutasyonlar
sonucu olustugu belirlenmistir. Prostat kanseri vakalarinin yaklasik %10'unda kalitsal
gen degisikliklerinin rol oynadigi diisiiniilmektedir (American Cancer Society, 2023).
Gen baglant1 analizleri yapilan ¢alismalarda bazi genlerin [HPC1 (RNASEL), PCaP,
ELAC2, HPC20] kalitsal olarak prostat kanserinde rol oynayabilecekleri gosterilmis,
ancak bu genlerin higbirinin yiiksek riskli prostat kanseri yatkinlik geni olmadigi
bildirilmistir (Heise ve Haus, 2014). 2018 yilinda 102 prostat kanserli ve 98 prostat
kanseri siliphelisi bireylerle yapilan bir caligmanin sonuglari, ELAC2 geninin
Ser217Leu ve Ala541Thr arasindaki polimorfizminin prostat kanseri ile iligkili
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle arastiricilar, bu mutasyonu tasiyan bireylerin
prostat kanseri bakimindan degerlendirilerek koruyucu Onlemlerin alinmasi
gerektigini belirtmislerdir (Zahiri ve Zahiri, 2020). Ayrica, kadinlarda meme ve over
kanserleri i¢in risk faktorlerinden olan BRCA1l ve BRCA2 tiimor baskilayici
genlerindeki mutasyonlarin (6zellikle BRCA2), az sayida prostat kanseri vakasi ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir. DNA tamir genleri olan CHEK2, ATM, PALB2 ve
RAD51D’deki mutasyonlarin ise bazi kalitsal prostat kanserlerinden sorumlu
olabilecegi gosterilmistir. Prostat bezinin gelisiminde 6nemli rolii olan HOXB13
genindeki mutasyonlar, bazi ailelerde goriilen erken baslangigh prostat kanseri (geng
yasta teshis edilen prostat kanseri) ile iligskilendirilmistir (American Cancer Society,

2023).

2.4. Hipoksi

Hipoksi, oksijenin yeterli homeostaz: stirdiirmek i¢in doku seviyesinde yeterli
miktarlarda mevcut olmadig1 bir durumdur. Bu durum, yetersiz kan beslemesi veya
kandaki diisiik oksijen igerigi nedeniyle dokulara yetersiz oksijen sunumundan
kaynaklanabilir. Hipoksinin yogunlugu hafif ila siddetli arasinda degisebilir ve akut
veya kronik formlarda ortaya ¢ikabilir. Hipoksiye yanit degiskendir. Bazi dokular bazi
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hipoksi/iskemi formlarint daha uzun siire tolere edebilir. Digerleri diisiik oksijen

seviyelerinden ciddi sekilde zarar goriir (Hiraga, 2018; Watts ve Walmsley, 2019).

Hipoksik kosullarda, bir hipoksi sensorii ve hiicresel hipoksik tepkinin
diizenleyicisi olarak gorev yapan Hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF) aktiflesir.
HIF, bir a-alt birimi ve bir B-alt biriminden olusan heterodimerik bir komplekstir.
Normoksik kosullar altinda HIF-1a proteasomal bozunma i¢in hedeflenir. Ancak
hipoksik kosullar altinda, HIF-lo. birikerek hedef genlerin transkripsiyonunun aktive
olmasina izin verir. HIF, baz1 servikal, meme, yumurtalik, endometriyal ve mide
kanserlerinde asir1 eksprese edildiginden ve kotii prognozla iliskili oldugundan, bir

onkogen olarak islev gorebilecek gibi goriinmektedir (Harbour ve Onken, 2007).

Kat1 timorlerde, kan damarlarina daha yakin olan timor hiicreleri nispeten iyi
oksijenlenir, daha uzak bolgelerdekiler ise hipoksiktir. Bu hiicrelerde HIF-a
proteinlerinin stabilizasyonu, hipoksik strese adaptasyona aracilik eden faktorleri
kodlayan ¢ok sayida hedef genin ekspresyonunu uyarir (Sekil 2.2.) (Keith ve Simon,
2007).
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Sekil 2.2. Tiimor gelisiminde hipoksiyle indiiklenebilir faktor HIF in rolil (Keith ve Simon, 2007)

Primer timdrde, hipoksi metastazi tesvik eder. Son ¢alismalar, hipoksi ve HIF e
bagimli sinyallemenin aktivasyonunun, metabolik yeniden programlama, kok hiicre
fenotipi, invazyon, anjiyogenez, immiin baskilama, premetastatik nis, intravazasyon
ve/veya ekstravazasyonun diizenlenmesi ve apoptoza direng yoluyla metastaz1 tegvik

ettigi mekanizmalari ortaya ¢ikarmistir (Rankin ve ark., 2016).
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2.5. Voltaj Kapili Sodyum Kanallar

Voltaj kapili sodyum kanallar1 (VGSC), néronlarda ve diger uyarilabilir
hiicrelerde aksiyon potansiyellerini baglatir ve yayar. Bunun yani sira elektriksel
olarak uyarilabilir olmayan hiicrelerde de eksprese edildikleri gosterilmistir. Bir veya
iki kii¢iik B alt birimi ile biiyiik bir a alt biriminin kompleksleridir. a alt birimleri, bir
voltaj algilama modiilii (sensor) ve bir gézenek olusturma modiiliinden (por) olusan
dort homolog alan igerir. Lokal anestezik, antiepileptik ve antiaritmik ilaglar, gozenek
icindeki bir reseptor bolgesine baglanir ve bloke eder. Ayn1 zamanda bir¢ok nérotoksin
de farkli reseptér bolgelerine baglanir ve kanal fonksiyonunu degistirir. Bu
kanallardaki mutasyonlar kalitsal epilepsi formlari, kronik agri, miyopati, kardiyak
aritmiler ve diger sendromlara neden olur (Mantegazza ve Catterall, 2012; Hernandez
ve Richards, 2022). Bunlarin yani sira, VSGC’lerin metastatik kanser hiicrelerinde
ekspresyonunun olduguna dair gii¢lii kanitlar elde edilmistir (Diss ve ark., 2004).
Meme, prostat, akciger, rahim agzi, kolon, lenfoma, melanoma gibi gesitli kanser
hiicreleri ile yapilan ¢alismalar VGSC’lerin, galvanotaksi, lateral motilite, endositik
membran aktivitesi, adezyon, gen ekspresyonu ve invazyon gibi metastatik kanser

hiicresi davranislariyla iliskili oldugunu goéstermistir (Brackenbury, 2016).
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Sekil 2.3. Voltaj kapili sodyum kanali sematik gésterimi (Soderlund, 2005)
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2.6. Flavonoidler

Flavonoidler meyve ve sebzelerde dogal sekilde olusan, diisiik molekiil agirlikta
fenolik bilesik grubunu olustururlar. Bitkilerden 6zellikle sar1 ve kirmizi sebzelerde
bulunan flavonoidler bitkilerin ikincil metabolit grubudur (Lane ve Kubanek, 2008).
Ayrica aromatik ve tibbi bitkilerde, ¢ay ve kirmiz1 sarapta da flavonoid bilesikleri bol
miktarda bulunmaktadir. Flavonoidler genellikle bitki hiicrelerinin vakuollerinde
glikozitler seklinde birikir (Shen ve ark.,, 2022). Yapilan bir¢cok c¢alismada
flavonoidlerin antitiimér etkilerinin ¢ok giiglii oldugu gosterilmistir. Bunun yani sira
antioksidan ve antiproliferatif Ozelliklere sahip olmasindan dolay1 da apoptozu
indiikledigi, hiicre farklilasmasini ve hiicre dongiisiinii diizenledigi bilinmektedir
(Choi ve ark., 2008). Flavonoidlerin karakteristik ozelliklerini heterosiklik (C)
halkasinin oksidasyonu belirler. Buna gore flavonoidler; flavonol, flavon, izoflavon,
antosiyanidin, flavanon, flavanol ve salkon olmak iizere yedi sinifta toplanir. Cizelge
2.1.°de flavonoid gruplarinin molekiil yapilari ve baz1 6rnekler ile bulundugu bazi

kaynaklarin isimleri verilmistir (Shen ve ark., 2022).

Cizelge 2.1. Flavonoid siniflari, molekiil yapilar1 ve bazi 6rnekler (Shen ve ark., 2022)

Flavonoid Molekiil yapisi Bazi 6rnekler Bulundugu bazi
siiflar: kaynaklar

Kaempferol Yesil ¢ay, sogan,
Flavonol Kuersetin brokoli, vb.

Rutin
Apigenin Papatya, havug,

Flavon Luteolin maydanoz, vb.
_ Daidzein Soya, tofu, nohut,
Izoflavon " Genistein vb.
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Cizelge 2.1. devami

Siyanidin Uziim, domates,
Antosiyanidin Pelargonidin patlican, kirmizi
Malvidin sarap, vb.
Narenciye
Flavanon Naringenin (Greyfurt,
Hesperetin portakal, limon,
vb.)
OH 0
- Katesin, Epikatesin, Elma, kayisi,
Flavanol O Gallokatesin kiraz, kakao, cay,
R vb.
Salkon
Naringenin salkon,
Eriyodiktiyol Zencefil, EIma,
salkon portakal, vb.

2.6.1. Naringenin

Naringenin (4, 5, 7- trihidroksi — flavanon-7 rhamnoglukozit) flavanon grubunda
yer alan dogal bilesiktir. Hidrofobik molekiil olan naringenin organik ¢oziiciilerde
(etanol, DMSO) ¢oziiniir. Ozellikle turunggil meyveler, greyfurt ve domates
naringeninin temel kaynaklaridir. Naringenin, aktif metaboliti olan naringinin tiirevi

olup bu sekilde viicuda alinir (Venkateswara Rao ve ark., 2017; Arafah ve ark., 2020).

Naringeninin antiyabetik (Den Hartogh ve Tsiani, 2019), antiateroskleroz
(Mulvihill ve ark., 2010), antiinflamatuar (Tsai ve ark., 2012) gibi terapotik 6zellikleri
yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir. Ayrica naringeninin antiproliferatif ve antioksidan
aktivitelerinin oldugu da tespit edilmistir (Ekambaram ve ark., 2008). Yapilan bir
calismada naringeninin merkezi sinir sistemi {iizerindeki etkilerinin oldugu

belirtilmistir. Deneylerde narenciye meyvelerinden elde edilen naringenin 6ziitlerinin
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siganlarda kan beyin bariyerini gectigi kanitlanmistir (Yi ve ark., 2010). A431 insan
epidermoid karsinom hiicrelerinde farkli konsantrasyonlara bagli olarak uygulanan
naringeninin canli hiicre sayisini azaltabildigi tespit edilmistir (Ahamad ve ark., 2014).
Akciger kanseri hiicre soyu A549 hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismada naringeninin
Akt yolagi ve MMP-2, ve MMP-9 aktivitelerini diisiirerek tiimor hiicrelerinin gog¢iinii
engelledigi belirlenmistir (Hsiao ve ark., 2007). Baska bir ¢aligma naringeninin diger
bir flavonoid bilesik olan kuersetin ile birlikte kombinasyonunda deneysel diyabetik
hayvanin karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda oksidatif stres azaltilarak bu
hayvanlarin organlarindaki DNA hasar1 {iizerinde 1iyilestirici etkisi oldugu
gosterilmistir (Or ve ark., 2011). Lim ve arkadaslart (2017), yapmis olduklari
caligmada naringeninin prostat kanseri tizerindeki etkisini arastirmislar; Naringeninin
hiicrelere uygulanmasiyla PI3K/Akt, ERK1/2, P38 ve JNK sinyal yollarin1 modiile
ederek PC-3 ve DUI145 hiicrelerinin gogiinii ve poliferasyonunu azalttigini
gostermislerdir. LNCaP insan prostat kanseri hiicre hattinin kullanildigi baska bir
calismada, naringeninin hiicrelere verilmesiyle DNA onarim mekanizmasi
aktivitesinin yiikseltgenerek hiicrelerin mutasyondan korundugu tespit edilmistir (Gao
ve ark., 2006).

11
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiiri

Deneyler, insan prostat kanseri hiicre hattt PC-3 tizerinde yapilmistir. Bu hiicre
hatt1 Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii tarafindan laboratuvarimiza
hediye edilmistir. Hiicreler, laboratuvarimizda seri pasajlari yapilarak cogaltilmas,
dondurularak stok yapilmistir. Tez deneylerinde kullanilan hiicrelerin pasaj numarasi
15-19 araliginda segilmistir. PC-3 hiicreleri i¢in yasama ortami1 su sekilde
hazirlanmistir: Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640, Invitrogen, ABD)
medium igerisine %10 oraninda fetal dana serumu (FBS) ve 2 mM L-Glutamine ilave
edilmistir. Hiicreler, standart hiicre kiiltiirii kosullar1 olan %5 CO., 37°C sicaklik ve
%100 nem kosullarin1 saglayan inkiibatorde yasatilmaktadir. Standart hiicre kiiltiir
kosullar1 normoksik kosul olarak kabul edilmektedir ve atmosfer seviyesinde (%21)
oksijen icermektedir. Hipoksik kosul i¢in azot gazi kullanilarak oksijen oraninin %2’de

tutuldugu ¢ok gazli inkiibator kullanilmistir.

3.2. Bilesiklerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan naringenin bilesigi (C1sH120s; ma: 272.25 g/mol) (Sigma
Aldrich, ABD) (Sekil 3.1.) ticari olarak satin alinmuistir. Naringenin (NAR) suda
¢Oziinmedigi i¢in, iiretici firmanin Onerisine gore ¢oziicii olarak dimetil siilfoksit
(DMSO) kullanilmistir. Oncelikle DMSO igerisinde 10 mM konsantrasyonlu ana stok
¢ozeltisi, buradan PC-3 hiicrelerinin yasama ortami olarak hazirlanan medium ile
diliissyon yapilarak 1mM konsantrasyonlu ara stok ¢ozeltisi elde edilmistir. Ara stok
cozeltisi, sterilizasyon i¢in 0.2um por capl filtreden gecirilmistir. Bunu takiben,
deneylerde kullanilmak iizere, maksimum DMSO orant %1 olacak sekilde, farkli
konsantrasyonlarda diliisyonlar hazirlanmistir.  Naringenin, DMSO igerisinde
coziinmektedir. Bu nedenle ¢oziicii kontrol gruplart (KD) olusturulmus ve bu gruplarin

mediumlari igerisine deney gruplarinin i¢erdigi kadar DMSO eklenmistir.

12
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': Karbon ’:Oksijen () :Hidrojen

Sekil 3.1. Naringenin’in kimyasal yapisi (PubChem, 2023)

Tetrodotoksin (TTX) (C1:H17N3Os; ma: 319.27 g/mol) (Alomone Labs, Israil)
(Sekil 3.2.), voltaj kapili sodyum kanal blokeridir ve bu ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. TTX (1 mg), 313.2 uL distile su igerisinde ¢oziilmis ve 10mM
konsantrasyonda stok elde edilmistir. Stok ¢6zelti, yapilan porsiyonlamanin ardindan
-20 °C’de saklanmaktadir. TTX, deneylerde 2 uM konsantrasyonda kullanilimistir.
Bunun i¢in, medium igerisinde diliie edilmis ve 0.2um por ¢apl filtreden gegirilerek

steril edilmistir.

OH

®
O OH NH,
N

HO NH

HO
OH
Sekil 3.2. Tetrodotoksin’in kimyasal yapis1 (Alomone Labs, 2022)

O

3.3. Hiicre Proliferasyon Analizi

Laboratuvarimizda daha dnce yapilan optimizasyon ¢alismalariyla hem normoksi
hem hipoksi kosullarinda hiicre proliferasyon analizi i¢in bir kuyucuga ekilecek

baslangig hiicre say1s1 3000 olarak belirlenmistir (Gézenoglu Ucan, 2022).
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Naringeninin, her iki oksijen kosulunda, hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri,
Alamar Blue yontemiyle tespit edilmistir. Analiz i¢in 96 kuyucuklu mikroplakalarda
calisilmis olup kuyucuklara 3000 hiicre ekilmistir. Deney mediumlari, Bolim 3.2.2°de
anlatilan sekilde hazirlanmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra, kontrol (K) grubu
kuyucuklarina normal biiyiime mediumu; deney grubu (NAR) kuyucuklarina ise 5, 10,
25, 50, 75 ve 100 puM konsantrasyonlarda naringenin iceren deney mediumlari
konulmustur. Ayrica deney gruplarinin igerdigi kadar DMSO eklenmis ¢oziicii kontrol
(KD) gruplari da olusturulmustur. Pasajdan 24 saat sonra baslayarak, 2 giin boyunca, 24
saatte bir medium degistirilmistir. Her degisim periyodunda mediumlar taze
hazirlanmistir. Son medium degisiminden 24 saat sonra her kuyucuga 10 uL alamar blue
soliisyonu eklenmistir. Mikroplakalar, 37 °C’de, 4 saat boyunca isiktan korunarak
inkiibe edilmistir. Siire bitiminde, bir mikroplaka okuyucu kullanilarak absorbans
Olgtimleri (570 ve 600 nm) gergeklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak, canli hiicre yogunluklar1 % indirgenme olarak hesaplanmistir
(ThermoFisher, 2022). Daha sonra veriler normalize edilmistir. Normalizasyonda,
¢oziicli kontrol gruplari i¢in kontrol grubunun, deney gruplari igin ise ¢oziicii kontrol

gruplarmin canlilik oran1 100 kabul edilmistir.

3.4. Toksisite Analizi

Naringenin’in, normoksi ve hipoksi kosullarinda, PC-3 hiicrelerine karsi olasi
toksisitesini degerlendirmek igin tripan mavisi kullanilarak boya dislama analizi
yapilmigtir. Oncelikle 35 mm gapl steril petrilere 3x10* hiicre ekilmistir. Pasajdan 24
saat sonra kontrol grubu petrilerine normal biiylime mediumu, deney grubu petrilerine
100 uM naringenin igeren medium, ¢oziicii kontrol grubu petrilerine ise DMSO ilave
edilmis medium eklenmistir. 2 glin boyunca 24 saate bir medium degistirilmis ve siire
bitiminde petrilerdeki medium ¢ikarilarak yerine normal biiyiime mediumu (800 uL) ve
tripan mavisi (200 pL) eklenmistir. 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan inverted 1sik
mikroskobunda (Olympus, Japonya) her petri igin 40 farkli alandaki canli ve 6lii hiicre

sayilar1 tespit edilmistir.
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3.5. Motilite indeksinin Belirlenmesi (Yara iyilesme analizi)

Bu kisimda, naringeninin PC-3 insan prostat kanser hiicrelerinin lateral yondeki
hareketi tizerindeki etkisi, normoksik ve hipoksik kosullarda arastirilmistir. Bunun igin
100 puM naringenin hiicrelere 48 saat boyunca uygulanarak yara iyilesme analizi
yapilmustir. Analiz sonucunda hiicrelerin lateral yonde hareket ettikleri mesafeyi ifade
eden motilite indeksi hesaplanmistir. Analiz kisaca su sekilde gergeklestirilmistir:
Oncelikle, 35 mm’lik petri kaplarinin alt yiizeyine dikey ve yatay cizgiler ¢izilmistir.
Bu petrilere 15x10* PC-3 hiicresi ekildikten 24 saat sonra petriyi kaplayan ve dikey
cizgiler hizasinda bulunan hiicre tabakasi, 200 pL’lik steril pipet ucuyla kazinmis ve
yara izi olusturulmustur (0. Saat). Yatay ve dikey ¢izgilerin kesisme noktalarindaki yara
genisliklerinin, 0., 24. ve 48. saatlerde inverted mikroskopta fotograflar1 ¢ekilmistir
(bliytitme oran1: 10x). Ek olarak, 0. saatte baslanarak 24 saatte bir olmak {izere toplam
2 kez petrilerdeki mediumlar atilip taze hazirlanmis kontrol ve deney mediumlari ilave
edilmistir. Her {i¢ deney saatinde kaydedilen fotograflardaki yara genislikleri, Image J
analiz programinda 6l¢iilmistiir. Elde edilen veriler kullanilarak motilite indeksi (Mol)
Formiil (3.1) ile hesaplanmigtir (Bahar ve Yoon, 2021). Deneylerde pozitif kontrol
olarak tetrodotoksin (2 uM), ¢o6ziicii kontrol olarak DMSO eklenmis medium

uygulanmaistir.

Mol =1— (W,/W,) (3.2)
Mol: Motilite indeksi

Wo: 0.saatte dlciilen yara geniglikleri

Wi 24. ve 48. saatlerde dlgiilen yara genislikleri

3.6. Hiicre I¢i Sodyum Iyon Konsantrasyonunun ICP Yoéntemi Ile Belirlenmesi

Naringeninin, insan metastatik prostat kanseri PC-3 hiicrelerinde voltaj kapili
sodyum kanal aktivitesi iizerindeki etkisini dolayli olarak gdsterebilmek igin Indiiktif
Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektrometresi (ICP) yontemiyle hiicre igi sodyum

iyon konsantrasyonu dl¢iilmiistiir. Bu 6l¢iim igin 6ncelikle 35 mm capli petrilere 10°
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hiicre ekilmis; ekimden 24 saat sonra petrilerdeki mediumlar ¢ikarilmig; kontrol grubu
petrilerine normal biiylime mediumu, deney grubu petrilerine 75 ve 100 uM naringenin
igeren medium ilave edilmistir. Ayrica pozitif kontrol (TTX, 2 uM) ve ¢6ziicti kontrol
(KD75 ve KD100) gruplart da olusturulmustur. Mediumlar her giin ayn1 saatte taze
hazirlananlar ile degistirilmis ve bu isleme 2 giin devam edilmistir. Siire sonunda
petrilerdeki mediumlar ¢ikarilmig, 1X PBS ile yikama yapilarak o6lii hiicrelerin
uzaklastirilmas: saglanmistir. Daha sonra petrilere tripsin (%0.25) eklenmis, 3dk
inkiibasyonun ardindan hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplanmis, 1500 dev/dk
hizda 3 dk santrifiij yapilmis ve siipernatant atilmistir. Pellet tizerine 1 ml nitrik asit
(HNOgz, 1M) ilave edilerek 70°C inkiibatorde 90 dk bekletilmek suretiyle lizise
ugratilmig ve hiicre igindeki iyonlarin serbest hale ge¢mesi saglanmigtir (Ohayon-
Courtes ve ark., 2013; Stephenson ve ark., 2022). Hazirlanan 6rnekler igerisindeki iyon
konsantrasyonlari, Harran Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nde (HUBTAM) hizmet alimi yapilarak ICP cihazinda (PerkinElmer, ABD)

Olciilmiistiir.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Tez ¢aligmas1 kapsaminda biitiin deneyler ii¢ paralelli kurulmus olup her deney ii¢
kez tekrarlanmistir. Elde edilen verilerden, aritmetik ortalamalar ile her ortalama
degerin standart sapma ve standart hatasi hesaplanmistir. Tez igerisinde sonuglar,
ortalama + standart hata seklinde verilmistir. Deney ve kontrol gruplari arasindaki
farklarin anlamliligi; Excel (Office 2019) programi kullanilarak ONE WAY ANOVA
varyans analizi ve student t-testi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki farklar i¢in

anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu ¢alismada, naringenin, PC-3 prostat kanseri hiicrelerine, normoksi ve hipoksi
kosullarinda uygulanmis ve hiicre proliferasyonunu etkilemeyen nontoksik bilesik
konsantrasyonu tespit edilmis; belirlenen konsantrasyonlardaki bilesigin hiicre
hareketi tizerindeki etkisi fenotipik olarak incelenmistir. Ardindan, naringeninin voltaj
kapili sodyum kanal aktivitesi tizerindeki etkisi hakkinda fikir sahibi olmak i¢in hiicre

i¢i sodyum iyonu konsantrasyonlar1 ICP ile 6l¢iilmiistiir.

4.1. Bulgular
4.1.1. Hiicre proliferasyonu iizerindeki etkiler

Naringeninin (5, 10, 25, 50, 75, 100 uM), PC-3 hiicre proliferasyonu iizerinde,
normoksi ve hipoksi kosullarindaki etkisini tespit etmek i¢in, Boliim 3.2.3’te anlatilan
sekilde Alamar Blue analizi yapilmistir. Naringenin farkli konsantrasyonlarda 48 saat
stireyle uygulandiktan sonra canli hiicre yogunluklart (%) spektrofotometrik olarak

Olcllmiistir.

Normoksi kosullarinda yapilan naringenin uygulamasi sonucunda elde edilen
sonuglar Cizelge 4.1.de verilmistir. Bu verilerle ¢izilen grafik ise Sekil 4.1.de
izlenmektedir. Buna gore naringeninin, normoksik kosullarda, hiicre proliferasyonu
tizerinde istatistiksel bakimdan anlamli bir degisiklik olusturmadigi (p>0.05); benzer
sekilde, naringenin icin ¢oziicii olarak kullanilan DMSO’nun da hiicre canliligin

etkilemedigi anlagilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda naringeninin PC-3 hiicrelerine normoksik kosullarda
uygulanmasi ile elde edilen canli hiicre yogunluklari (%) (+standart hata)

Canl hiicre yogunlugu (%)

Konsantrasyon
(M) Kontrol Coziicii kontrol (KD) Naringenin (NAR)
0 100.0 £ 6.77 - -
5 - 109.0 £ 6.17 102.7 + 5.88
10 - 106.7 + 8.25 112.2+14.4
25 - 108.4 +8.52 103.9 +8.23
50 - 101.1+4.93 103.3 +6.68
75 - 1105+ 7.79 101.1+8.01
100 - 102.0 +5.44 114.2 £15.51
160 Normoksi 160
I Cozucl kontrol (KD)
140 mmm Naringenin L 140

e K ontrol
120 A - 120

100 100
80
60
40
20
- L0
5 10 25 50 75 100

Konsantrasyon (uM)

D
o
1

B
o
1

Canli hiicre yogunlugu (%)
R
o

Canli hicre yogunlugu (%)

N
o
1

o

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda naringeninin PC-3 hiicrelerine normoksik kosullarda uygulanmasi
ile elde edilen canli hiicre yogunluklar1 (%) (+ standart hata)

Oksijen seviyesinin %2 oldugu hipoksik kosullarda, ¢oziicli kontrol grubunda
canli hiicre yogunluklari (%) kontrol grubu ile benzer bulunmustur (Cizelge 4.2., Sekil
4.2.). Diisiik konsantrasyonlarda naringenin uygulanmasiyla hiicre canliliginda bir
degisiklik gozlemlenmemistir. 50 uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda ise canli
hiicre yogunlugunun (%) azalma egilimine girdigi ancak aradaki farkin istatistiksel

bakimdan anlamli olmadig1 (p>0.05) tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda naringeninin PC-3 hiicrelerine hipoksik kosullarda uygulanmasi
ile elde edilen canli hiicre yogunluklar1 (%) (+standart hata)

Canl hiicre yogunlugu (%)

Konsantrasyon
(M) Kontrol Coziicii kontrol (KD) Naringenin (NAR)
0 100.0 + 2.36 - -

5 - 99.2 + 3.40 109.8 +8.10

10 - 98.5+5.48 105.9+10.2

25 - 99.7+4.14 101.8 +£5.49

50 - 100.9 +5.62 90.9 +6.38

75 - 105.6 +1.72 940+ 7.74

100 - 105.9+1.60 89.6 + 8.85

Hipoksi
160 160
mmm Cozicu kontrol (KD)
140 - Naringenin - 140
= e Kontrol =
S 120 - L 120
3 3
e | | . e
= 100 - T T - 100 =
3 3
| e
=, 80 N B 80 =,
o o
S 60 - - 60 .S
= -
S 40 - - 40 S
o o
20 A - 20
0 - 0
5 10 25 50 75 100

Konsantrasyon (UM)

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda naringeninin PC-3 hiicrelerine hipoksik kosullarda uygulanmasi
ile elde edilen canli hiicre yogunluklart (%) (+ standart hata)

Cizelge ve Sekiller incelendiginde naringeninin, hem normal hem de diisiik
oksijen seviyelerinde PC-3 hiicre proliferasyonunu etkilemeyerek canli hiicre

yogunlugunda anlamli degisiklik olusturmadig1 goriilmektedir.

19



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Melike TANRIVERDI

4.1.2. Toksisite sonuclari

Naringeninin ~ hiicre ~ proliferasyonunu  etkilemeyen  en  yiiksek
konsantrasyonunun (100 uM) yiiksek metastatik 6zellikteki PC-3 hiicrelerine karsi
toksik olup olmadigini belirlemek i¢in B6liim 3.2.4.’te anlatilan sekilde tripan mavisi
kullanilarak boya diglama analizi yapilmistir. Analiz sonucu elde edilen veriler,
Cizelge 4.3.’te gosterilmis, grafik Sekil 4.3.’te verilmistir. Tetrodotoksin’in 2 uM
konsantrasyonda toksik etki gostermedigi laboratuvarimizda daha once yapilmis

calismalarla belirlenmistir (Gézenoglu Ucan, 2022).

Cizelge 4.3. PC-3 hiicrelerine 100 pM naringenin uygulamasi sonucunda elde edilen canli ve 6lii hiicre

sayilar1 (%)
Canl hiicre sayis1 (%)
Normoksik kosul Hipoksik kosul
KONTROL 99.6 £0.13 99.5+0.29
Tetrodotoksin (2 pM)
(Gozenoglu Ucan, 2022) 99.7+0.16 99.3+0.28
Coziicii kontrol (KD100) 99.9+0.04 99.1+0.46
Naringenin (100 nM) 99.8+0.10 99.0£0.51
20 - Normoksi A 120 - Hipoksi B
100 A 100 A
& 80 - € 80 -
é 60 - g 60 4
5 401 § 40 -
20 20 A
0 0
KONTROL  TTX{2uM) KD100  NAR (100uM) TTXT2uM) KD100  NAR (100uM)

Sekil 4.3. Toksisite grafigi: (A) Normoksi, (B) Hipoksi kosulu.
* TTX verisi laboratuvarimizda daha once yapilmis olan Gozenoglu Ucan’mn (2022)
¢aligmasindan alinmstir.

PC-3 hiicrelerine 100 uM naringenin uygulanmasi sonucunda hiicre canlilik
orant normoksik kosulda %99.8, hipoksik kosulda ise %99.0 olarak bulunmustur.
Yapilan analizler sonucunda hem naringeninin hem de ¢oziicii olarak kullanilan

dimetil siilfoksitin PC-3 hiicreleri iizerinde toksik olmadigi ortaya ¢ikarilmistir.
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4.1.3. Hiicre migrasyonu iizerindeki etki

Naringeninin PC-3 insan prostat kanser hiicrelerinin lateral yondeki hareketi
tizerindeki etkisi normoksi ve hipoksi sartlarinda arastirilmistir. Bunun i¢in hiicre
proliferasyonunu etkilemeyen ve nontoksik olan 75 ve 100 uM konsantrasyonlarinda
naringenin kullanilarak Bolim 3.2.6.’da anlatilan sekilde yara kapanma analizi

yapilmistir. Deneylerden elde edilen veriler Cizelge 4.4.te sunulmustur.

Cizelge 4.4. PC-3 hiicrelerine normoksi Ve hipoksi kosullarinda naringenin uygulanmast ile elde edilen
motilite indeks degerleri (+standart hata)

Normoksik kosul Hipoksik kosul

MOﬁl(i't;g;;dekSi mesHaigsil;eoTeki MOtil(ilt;oinekSi me:ffgirr?cgek
Grup degisim (%) i degisim (%)
KONTROL 1.00+0.01 - 1.00 £0.03 -
Tetrodotoksin (2 pM) 0.93 +£0.03* 6.57 ())* 0.92 +0.03* 7.78 (1)*
Céziicii kontrol (KD75) 0.93 +£0.02* 7.32 ())* 1.08 +0.04 8.21 (1)
Céziicii kontrol (KD100) 0.93+0.03 6.00 (}) 1.08 +£0.05 7.77 (1)
Naringenin (75 pM) 0.94 + 0.06 6.11 () 1.04 +0.05 3.74 (1)
Naringenin (100 pM) 0.95 + 0.05 5.00()) 1.01+0.04 0.86 (1)

*: Kontrol grubuna gore istatistiksel bakimdan anlamli fark (p<0.05).

Hiicrelerin yanal yonde hareket mesafesini ifade eden motilite indeks degerleri
hesaplanmis ve 2 pM TTX’in PC-3 hiicrelerinde normoksik ve hipoksik kosullarda
hiicre hareketini anlamli (p<0.05) sekilde azalttig1 belirlenmistir (Sekil 4.4. ve 4.5.).
Cizelge 4.4. ve Sekil 4.4.te izlendigi lizere, normoksik kosullarda naringenin (75 ve
100 uM) uygulanmasiyla hiicre hareketinin kontrole gore sirasiyla %6.11 ve %5.00
azaldi8i; ancak bu degisimin istatistik bakimdan anlamli olmadigi (p>0.05) tespit
edilmistir. Ilging sekilde, motilite indeksi, 75 pM naringenin i¢in hazirlanan ¢oziicii
kontrol grubunda (KD75) kontrole gore %7.32 oraninda ve istatistiksel bakimdan
anlamli (p<0.05) sekilde azalmistir. KD100 grubunda ise hiicrelerin hareket
mesafesinin %6.00 oraninda azaldigi ancak istatistiksel anlamin ortadan kalktigi
(p>0.05) dikkat ¢ekmistir.
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Normoksi
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(75uM) (100uM)
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Sekil 4.4. PC-3 hiicrelerine normoksi kosullarinda 75uM ve 100 uM naringenin uygulanmasi ile elde
edilen motilite indeks (Mol) degerleri (+ standart hata)
*: Kontrole gore istatistiksel bakimdan anlamli fark (p<0.05).

Hipoksi
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Sekil 4.5. PC-3 hiicrelerine hipoksi kosullarinda 75uM ve 100 pM naringenin uygulanmasi ile elde

edilen motilite indeks (Mol) degerleri (+ standart hata)
*: Kontrole gore istatistiksel bakimdan anlaml fark (p<0.05).
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Hipoksik kosullarda DMSO uygulamasmin ¢oziicii kontrol gruplarindaki
hiicrelerin hareketlerini tesvik ettigi, ancak motilite indeksindeki bu artigin (K: 1.00;
KD75/KD100: 1.08) istatistiksel bakimdan anlamli olmadig1 (p>0.05) belirlenmistir
(Cizelge 4.4. ve Sekil 4.5.). Benzer sekilde naringenin uygulamasi da hiicrelerin
motilite indeksini kontrole gore hafifce arttirmistir (NAR75: 1.04; NAR100: 1.01).
Veriler istatistiksel bakimdan degerlendirilmis ve bu degisimin anlamli olmadigi

(p>0.05) goriilmistiir.

4.1.4. Hiicre i¢i sodyum iyon konsantrasyonlari iizerindeki etki

Naringeninin PC-3 hiicrelerinde asir1 eksprese edilen voltaj kapili sodyum kanal
aktivitesi tizerindeki etkisi hakkinda fikir edinebilmek i¢in bilesik (75 ve 100 uM), 48
saat siireyle uygulanmusgtir. Siire bitiminde Boliim 3.2.6.da anlatilan sekilde hazirlanan
orneklerde hiicre i¢i sodyum iyonu [Na']i konsantrasyonu ICP yontemi ile
Ol¢iilmiistiir. Normoksik kosullarda elde edilen verilere gore herhangi bir uygulamanin
yapilmadigi kontrol grubunda 59.5 mM olan [Na*]i, TTX (2 uM) uygulanmasiyla
istatistiksel bakimdan anlamli (p<0.05) sekilde azalmis ve 50.4 mM olarak
Ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.5., Sekil 4.6). Bu sonug bize spesifik bir sodyum kanal blokeri
olan TTX’in, PC-3 hiicrelerinde kanali bloklayarak hiicre i¢ine sodyum girigini

engelledigini gdstermektedir.

Naringeninin 75 ve 100 uM uygulandigi gruplarda [Na*]i konsantrasyonlari
sirastyla 47.8 mM ve 54.8 mM bulunmustur. Yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda kontrol grubu ile aradaki farklarin anlamli olmadigi (p>0.05) tespit
edilmistir. Ancak, naringenin i¢in ¢dziicli olarak kullanilan DMSO’nun uygulandig:
gruplarda, hiicre i¢i sodyum iyonu konsantrasyonunun kontrole gore anlamli (p<0.05)

sekilde azaldig1 (KD75: 51.5 mM ve KD100: 40.2 mM) dikkati ¢ekmistir.
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Cizelge 4.5. PC-3 hiicrelerine normoksi ve hipoksi kosullarinda naringenin uygulanmasi ile elde edilen
hiicre i¢i sodyum iyonu [Na*]; konsantrasyonu (mM) degerleri (+standart hata)

Hiicre ici sodyum iyonu [Na*]i konsantrasyonu (mM)

Normoksik kosul Hipoksik kosul
Kontrol 59.5+1.26 47.7+1.87
Tetrodotoksin (2 pM) 50.4 + 0.92* 47.3+1.90
Coziicii kontrol (KD75) 51.5+0.67* 48.4 +0.64
Coziicii kontrol (KD100) 40.2 + 0.69* 49.0+1.98
Naringenin (75 pM) 47.8+4.49 51.6 +1.91
Naringenin (100 pM) 54.8 + 6.88 61.9 + 4.39*

*: Kontrol grubuna gore istatistiksel bakimdan anlamli fark (p<0.05).
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki naringeninin PC-3 hiicrelerine normoksi kogulunda uygulanmasi
sonucunda hiicre i¢i sodyum iyonu [Na*]i konsantrasyonu (mM) lizerinde meydana gelen
etkiler (tstandart hata)

*: Kontrole gore istatistiksel bakimdan anlamli fark (p<0.05).

9 ! Q

Hipoksik kosulda kontrol grubunda hiicre i¢i sodyum iyon konsantrasyonu 47.7
mM olarak 6l¢iilmiis; bilesik uygulamasindan sonra yapilan dl¢iimlerde pozitif kontrol
(47.3 mM), ¢oziicii kontrol (KD75: 48.4 mM ve KD100: 49.0 mM) ve 75 uM
naringenin (51.6 mM) uygulamalarinin [Na*]i konsantrasyonlarinda anlamli degisiklik

olusturmadigi (p>0.05) belirlenmistir. Naringenin konsantrasyonunun 100 uM’a
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¢ikarilmasiyla [Na*]i miktarinin kontrole gére anlamli (p<0.05) sekilde artarak 61.9
mM oldugu bulunmustur (Cizelge 4.5., Sekil 4.7.).
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Farkli konsantrasyonlardaki naringeninin PC-3 hiicrelerine hipoksi kosulunda uygulanmasi
sonucunda hiicre i¢i sodyum iyonu [Na*]i konsantrasyonu (mM) {izerinde meydana gelen
etkiler (+standart hata)

*: Kontrole gore istatistiksel bakimdan anlamli fark (p<0.05).
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4.2. Genel Degerlendirme ve Tartisma

Bu calismada, voltaj kapili sodyum kanallarini asir1 eksprese eden ve buna bagl
olarak metastatik yetenegi yiiksek olan insan prostat kanseri PC-3 hiicrelerinin
hareketi tizerinde, naringenin flavonoidinin etkileri, normoksik ve hipoksik kosullarda
arastirtlmistir. Bunun i¢in Oncelikle bilesigin hiicre proliferasyonunu etkilemeyen ve
hiicrelere toksik olmayan konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Ardindan naringenin, bu
konsantrasyonlarda hiicrelere 48 saat uygulanmis ve motilite indeksleri hesaplanmus,

hiicre i¢i sodyum iyonu [Na*]i konsantrasyonlari 6l¢iilmiistiir.

Naringeninin (5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM), her iki oksijen kosulunda PC-3 hiicre
proliferasyonunu anlamli sekilde degistirmedigi tespit edilmistir. Ayrica, bilesigin en
yiiksek konsantrasyonda (100 pM) dahi hiicrelere toksik etki yapmadigi belirlenmistir.
Bunun gibi, naringenin i¢in ¢oziicii olarak kullanilan DMSO (KD100; DMSO orani
%1) ile pozitif kontrol TTX (2 uM) hiicrelere toksik degildir. Bu nedenlerle hiicre
hareketi ve hiicre i¢i iyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi analizlerinde 75 ve 100
UM naringenin kullanilmistir. Literatiirde, normoksik kosulda uygulanan 75 uM
naringeninin, Dunning modeli sigan prostat kanseri hiicresi olan giiclii metastatik
MAT-LyLu hiicre proliferasyonunu baskiladig: bildirilmektedir (Gumushan Aktas ve
Akgun, 2018). Lim ve ark. (2017), PC-3 ve LNCaP prostat kanseri hiicrelerine
naringenini  0-100 pM araliginda uyguladiklarini, PC-3 hiicre canliliginin
konsantrasyona bagl olarak azalirken 20 ve 50 uM konsantrasyonlarda apoptotik
hiicre say1sinin arttigini bildirmislerdir. Baska bir calismada VK2/E6E7 ve End1/E6E7
endometrium hiicrelerine 0-100 pM araliginda uygulanan naringeninin doza bagh
olarak proliferasyonu azalttigi; mitokondriyal proapoptotik proteinler Bax ve/veya
Bak ekspresyonunu arttirarak apoptozu indiikledigi; hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in
ROS ve ER stres diizenleyici genlerin liretimini 6nemli 6lgiide arttirdig1 gosterilmistir.
Ancak aragtiricilar, ayni konsantrasyondaki naringeninin endometriozisli hastalardan
alan 6topik endometriyum hiicrelerinde proliferasyon ve apoptozu etkilemedigini,
ER stresini diizenleyen proteinler olan IREla, GADDI53 ve GRP78’in
ekspresyonlarini azalttigin1 ve ROS seviyelerini etkilemedigini bulmuslardir (Park ve
ark., 2017).
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Elde ettigimiz bulgulara gore Tetrodotoksin (2 uM), hem normoksi hem de
hipokside hiicre hareketini inhibe ederek motilite indeksini azaltmistir. Buna gore
calistigimiz hiicreler deneyler sirasinda VGSC ekspresyonu yapmis ve VGSC iliskili
metastatik yeteneklerini korumustur. Bu sonug¢la uyumlu olarak, normokside, TTX
uygulanan grupta hiicre i¢i sodyum iyon konsantrasyonu da kontrole gore azalmistir.
Bu sonug bize spesifik bir sodyum kanal blokeri olan TTX’in, PC-3 hiicrelerinde
kanali bloklayarak hiicre i¢ine sodyum girisini engelledigini gostermektedir. Ancak
hipokside kontrol grubu ile aradaki farkin ortadan kalkmasi dikkat ¢ekmistir. Kati
tiimorlerin ortak bir 6zelligi olan hipoksi, anjiyogenezi aktive ederek invazivligi ve
metastaz riskini arttirmanin yani sira tiimoriin sag kalimini arttirdigi, anti-timor
bagisikligini baskiladigi ve terapotik yamiti engelledigi gosterilmistir. Hipoksik
kosullarda gen ekspresyonu degisir; onkogenler aktive, timdr baskilayici genler
inaktive olur; genomik stabilite azalir ve klonal se¢im gergeklesir (Emami Nejad ve
ark., 2021). Calismamizda, hipoksik kosulda artan/degisen gen ekspresyonlari
sonucunda aktif kanal miktarinin artmasi (Rizaner, 2010) nedeniyle kullanilan TTX
konsantrasyonunun yetersiz/etkisiz kalmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durumun

aydinlatilmasi i¢in ileri molekiiler caligmalara ihtiyag duyulmaktadir.

Coziicii kontrol grubunda DMSO, normal oksijen seviyelerinde hiicre hareketini
baskilayarak motilite indeksini azaltmigtir. Hipoksi kosullarinda ise migrasyon
tizerinde anlamli bir etki olusturmadigi gézlemlenmistir. DMSO, migrasyon analiz
sonucu ile benzer sekilde, normoksik kosulda hiicre i¢i sodyum iyon
konsantrasyonunu azaltmis; hipokside anlamli bir degisiklik olusturmamistir.
Naringenin (75 ve 100 uM), normoksik ve hipoksik kosullarda hiicrelerin yanal yonde
hareket ettikleri mesafeyi ifade eden motilite indeksleri iizerinde anlamli bir degisiklik
olusturmamistir. Naringenin uygulamasiyla hiicre i¢i sodyum iyon konsantrasyonunda
da, normokside anlamli degisiklik olusmazken; hipokside, [Na*]i kontrole gore artis
egilimine girmis ve bu artis 100 pM naringenin konsantrasyonunda anlaml
bulunmustur. DMSO’nun normokside sergiledigi baskilama etkisinin hipoksik
kosulda ortadan kalkmasiyla naringeninin hiicre hareketini stimiile edici etkisinin

anlam kazandig: distinilmektedir.
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Literatiirde naringeninin, prostat kanseri hiicrelerinin hareketleri tizerindeki
etkilerinin arastirilldigr ¢esitli caligmalar bulunmaktadir. Gumushan Aktas ve Akgun
(2018), Dunning modeli sigan prostat kanseri MAT-LyLu hiicrelerine naringenin
uyguladiklar1 caligmalarinda, bilesigin proliferasyonu etkilemeyen 5 ve 10 pM
konsantrasyonlarda hiicrelerin yanal ve dikey yondeki hareketlerini baskilayarak
motilite indeksini ve invazyonu azalttigini gostermislerdir. Normoksik kosulda
gergeklestirilen bu calismada elde edilen verileri molekiiler yontemlerle de
desteklemiglerdir. Arastiricilar, naringeninin (5 ve 10 pM) MAT-LyLu hiicrelerinde
VGSC’leri kodlayan SCN9A’ nin ekspresyonunu mRNA diizeyinde baskiladigini tespit
etmislerdir (Gumushan Aktas ve Akgun, 2018). Bulgularimiz, sican prostat kanseri
MAT-LyLu hiicrelerinin aksine, insan prostat kanseri PC-3 hiicre migrasyonunun,
naringenin uygulamasindan en yiiksek konsantrasyonda (100 uM) dahi
etkilenmedigini gostermistir. MAT-LyLu ve PC-3 hiicre orjinlerinin farkli olmasi bu

durumu agiklayabilir.

Naringenini PC-3 ve DU145 prostat kanseri hiicrelerine normoksik kosullarda
uygulayan Lin ve ark. (2014), bilesigin (10 — 50 uM) konsantrasyon artisityla uyumlu
sekilde hiicre canliligmmi azalttigim1 gostermislerdir. Ayrica 50 uM naringeninin
matriks metalloproteinazlar MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunu asagi yonde
diizenleyerek invazyon ve metastazi baskilayabilecegini bildirmislerdir (Lin ve ark.,
2014). Lim ve ark (2017) ise normoksik kosullarda 50 pM naringeninin PC-3
hiicrelerinin invazyonunu %350 oraninda baskiladigin1 belirtmiglerdir. Baska bir
arastirmact grubu naringenini 25, 50, 100, 200, ve 300 uM konsantrasyonlarda PC-3
hiicrelerine uygulamis ve bilesigin konsantrasyon artisiyla uyumlu sekilde hiicre
proliferasyonunu baskiladigini, ayn1 zamanda epitelden mezenkimale gegiste ve uPA
aktivitesinin asagi1 regiilasyonunda yer alan proteinlerin ekspresyonunu tersine
cevirerek PC-3 hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu inhibe ettigini gostermislerdir

(Han ve ark., 2018).

Naringeninin normoksik kosullardaki etkileri diger kanser hiicreleri tizerinde de

aragtirtlmistir. Gastrik kanser (Bao ve ark., 2016), mesane kanseri (Liao ve ark., 2014),
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glioblastoma (Gautam ve Gabrani, 2022) hiicrelerine uygulanan naringeninin

proliferasyon ve migrasyonu baskiladigi bildirilmistir.

Aragtirmalarda migrasyon ve invazyon analizlerinde calisilan naringenin
konsantrasyonlarinin proliferasyonu da baskilamasi dikkat ¢ekicidir (Liao ve ark.,
2014; Lin ve ark., 2014; Bao ve ark., 2016; Lim ve ark., 2017; Han ve ark., 2018).
Ayrica prostat kanseri hiicrelerinin kullanildig1 baz1 makalelerde (Lim ve ark., 2017,
Han ve ark., 2018) naringenini ¢ozmek i¢in kullanilan ¢6ziicli ve bu ¢6ziicliniin orani

ile ilgili bilgiye rastlanmamustir.

Naringenin hidrofobik yapida bir flavonoid bilesik oldugundan suda
¢oziiniirliigii oldukga zayiftir (4.5 pg/mL) (Premathilaka ve ark., 2022). Uretici
firmalarin Onerisi dikkate alindiginda, cesitli organik coziiciilerde (etanol, DMSO,
dimetil formamid, vb.) bu oran 0.5 — 50 mg/mL’ye ¢ikabilmektedir (Sigma Aldrich,
2023; Cayman, 2023). Laboratuvarimizda yaptigimiz denemelerde DMSO igerisinde
10mM konsantrasyonlu ana stok ¢ozeltisi olusturuldugunda medium igerisinde yapilan
diliisyonlarda presipitasyon problemi ile karsilagiimamistir. Bu durumda deneylerde
kullandigimiz maksimum naringenin konsantrasyonunda (100uM) DMSO’nun kiiltiir
ortamindaki oran1 %1 olmaktadir. Dort farkli kanser hiicre hattinin kullanildig: bir
calismada DMSO i¢in giivenli aralik %0.015 ila %0.6 olarak tespit edilmistir (Nguyen
ve ark., 2020). Baska bir ¢calismada %1 DMSO’nun kiiltiirdeki astrosit hiicrelerine
kars1 toksik etki olusturmadigi ancak hiicre canlilik oranini azaltabilecegi bildirilmistir
(Yuan ve ark., 2014). Cesitli kaynaklarda, hiicre kiltiiri ¢aligmalarinda
kullanilabilecek DMSO orani i¢in < %0.5 giivenli, %1 nontoksik olarak bildirilmistir
(GLPBIO, 2022; Life Tein, 2023). Calistigimiz hiicrelerde %1 DMSO hiicre
proliferasyonunu etkilememis ve toksik etki olusturmamistir. Naringeninin
¢Oziiniirliigi ve DMSO’nun hiicre kiiltiiriinde kullanilabilir oran1 (%1) nedeniyle
deneylerimizde maksimum 100 puM naringenin ile calisilmistir. Elde ettigimiz
bulgulara gére naringenin normoksik kosulda hiicre hareketini etkilememisken ¢oziicii
kontrol grubunda (KD75; DMSO oram1 %0.75) motilite indeksi kontrole gore
azalmistir. Coziicii faktorii, calismamiz i¢in sinirlayicit olmustur ve literatiir ile

sonuclarimiz arasindaki fark: aciklayabilir.
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Literatiirde kok hiicrelere veya normal karakterli hiicrelere naringenin
uygulamasi sonucunda elde edilen cevaplarin kanser hiicrelerinden alinan cevaplardan
farkli oldugu dikkati gekmektedir. Abbas ve ark. (2019), 3T3 fibroblast hiicrelerine tek
basina ve B-sitosterol ile kombine sekilde uygulanan naringeninin (50 ve 100 pM)
antioksidan savunma mekanizmasini artirmadan ve IL-1B'y1 azaltmadan yara
kapanmasini tesvik ettigini gostermislerdir. Baska bir aragtirmada naringenin i¢eren
aljinat hidrojellerin in vitroda hiicre canliligini etkilemedigi; in vivoda ise si¢anlarda
deneysel olarak olusturulan yaranin iyilesmesini kontrole gore anlamli sekilde
hizlandirdig tespit edilmistir (Salehi ve ark., 2021). Kim ve ark. (2023), naringeninin
insan dental pulp kok hiicrelerinin osteojenik / odontojenik farklilasmalarini ve

migrasyonlarini hizlandirdigini goéstermislerdir.

Elde ettigimiz bulgular ve literatiir bilgileri naringeninin ayni organ olsa bile
farkli orjinlerden gelen hiicrelerde; oksijen seviyesi gibi farkli kosullarda; in vitro, in
Vivo veya ex vivoda degisen veya zit sonuglara neden olabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle farkl: hiicrelerle ve hipoksik kosullarda daha fazla ¢aligma yapilmali, bulgular

in vivo deneylerle ve molekiiler yontemlerle teyit edilmelidir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, narenciye ve domateste bulunan bir flavonoid
bilesik olan naringeninin, giicli metastatik Ozellikteki insan prostat kanseri PC-3
hiicrelerine normoksi ve hipoksi kosullarinda uygulanmasi sonucunda, hiicrelerin
voltaj kapili sodyum kanallar1 ile iligkili hareketinin nasil etkilendigi incelenmistir.

Deneylerden elde edilen veriler degerlendirilmis ve asagidaki sonuglara ulagilmistir:

e Calistigimiz hiicreler voltaj kapili sodyum kanallarini deneyler sirasinda da
eksprese etmisler dolayisiyla metastatik karakterlerini korumuslardir.

e Naringenin, caligsilan konsantrasyonlarda, PC-3 hiicre proliferasyonunu her iKi
kosulda da etkilememistir.

e 100 uM naringenin normoksik ve hipoksik kosullarda bu hiicrelere toksik
degildir.

e (oziicii olarak kullanilan DMSO, motilite indeksini ve hiicre i¢i sodyum iyon
konsantrasyonunu normoksik kosulda baskilarken, hipoksik kosulda
etkilememistir.

e Naringenin (75 ve 100 uM), normoksik ve hipoksik kosulda PC-3 hiicrelerinin
lateral yondeki hareketi tizerinde etki olusturmamustir.

e Hiicre i¢i sodyum iyon konsantrasyonu 100 puM naringenin uygulamasiyla

kontrole gore artmistir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde naringeninin insan prostat kanseri
PC-3 hiicrelerinin hareketini normokside etkilemezken hipoksik kosulda
arttirabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Bu sonucun mekanizmasinin aydinlatilmasi igin
molekiiler caligmalar yapilmalidir. Ayrica naringeninin 6zellikle kanser hastalar

tarafindan kullanim1 konusunda dikkatli olunmas1 gerektigini vurguluyoruz.
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