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C6 Hücrelerinde Hidrojen Peroksit Aracılığıyla 
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İnflamasyon ve Apoptoza Karşı Polidatinin 
Koruyucu Rolü 
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Özet

Gliomalar, merkezi sinir sisteminde bulunan glial hücrelerdeki DNA 
mutasyonları sonucu gen ifadelerindeki değişimler ile ortaya çıkan tümörlerdir. 
Glioma tümörlerdeki ve glial hücrelerdeki biyokimyasal mekanizmaların 
deneysel araştırmaları için sıçanlardan elde edilen C6 hücre hatları yaygın 
bir şekilde kullanılmaktadır. Polidatin, Polygonum cuspidatum adını alan bir 
bitkinin kök dokusundan ekstraksiyon aracılığıyla elde edilen aktif moleküldür. 
Polidatin farmakolojik olarak anti-inflamasyon ve anti-oksidatif özelliklere 
sahiptir. Metabolizmamızda serbest radikallerin oluşması ile bu radikallerin 
ortadan kaldırılması bir denge içerisindedir. Böylelikle herhangi bir patolojik 
durumla karşılaşılmamaktadır. Fakat, farklı nedenlerle serbest radikal 
hızının yüksek bir oranda artması ya da antioksidan savunma sistemlerinin 
yetersiz kalması sonucu dengenin bozulduğu bir durum ortaya çıkmakta ve 
kanserden nöronlardaki sinyal iletim bozukluklarına kadar birçok patolojik 
duruma neden olmaktadır. Çalışmamızda, C6 hücre hatlarında hidrojen 
peroksit aracılığıyla oksidan-antioksidan dengesinin oksidan yönüne kayması 
ile indüklenen oksidatif strese karşı polidatinin inflamasyonu ve apoptozu 
regüle etmek aracılığıyla koruyucu etkisini ortaya çıkarmayı amaçladık. Sonuç 
olarak, polidatin uygulamasının C6 hücrelerinde inflamasyon ve apoptoz ile 
ilişkili genlerin ekspresyonlarını yeniden düzenleyerek oksidatif stresin neden 
olduğu hücresel hasara karşı koruyucu etki ortaya çıkardığını saptadık.
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1.Giriş

Gliomalar, merkezi sinir sisteminde bulunan glial hücrelerdeki DNA 
mutasyonlarının neden olduğu gen ifadelerindeki değişimler sonucu 
hücrelerin çoğalmalarındaki kontrolsüzlük ile ortaya çıkan tümörlerdir. Bu 
tümörler en yüksek oranda tanı alan ve hastalarda en fazla ölüme neden olan 
beyin tümörlerindendir. Diğer kanser türlerinde olduğu gibi gliomlarda da 
çevre dokulara kanserli hücrelerin yayılması hastalarda kötü prognoza neden 
olarak sağ kalım üzerine olumsuz etki yapmaktadır. Glioma tümörlerdeki ve 
glial hücrelerdeki biyokimyasal mekanizmaların deneysel araştırmaları için 
sıçanlardan elde edilen C6 hücre hatları yaygın bir şekilde kullanılmaktadır 
(1-4).  

Polidatin (C20H22O8, 3,4,5-trihidroksistilben-3-b-dglucopyranoside), 
Polygonum cuspidatum adını alan bir bitkinin kök dokusundan ekstraksiyon 
aracılığıyla elde edilen aktif moleküldür (5). Polygonum cuspidatum’un kök 
dokusundan elde edilen bu molekül monokristalin polifenolik ilaç olarak, 
özellikle bilimsel araştırmalarda birçok hastalıkta tedavi edici özelliklerinin 
ortaya konması aracılığıyla kullanılmaktadır.  Polidatinin anti-inflamasyon ve 
anti-oksidatif özellikleri nedeniyle hastalıkların patofizyolojisinin önlenmesi 
ya da tedavisinin etkin şekilde yapılabilmesi açısından literatür çalışmaları 
ile hastalıklar üzerine önemli farmakolojik fonksiyonları gösterilmiştir. 
Bunun yanında polidatinin otofajiyi artırmak aracılığıyla miyokardiyal 
disfonksiyonu azalttığı ve mitokondriyal olarak biyoenerji gelişimine neden 
olduğu bildirilmiştir (6). Polidatin ayrıca, pıhtılaşma mekanizmasının bir 
parçası olan trombosit agregasyonunun engellenmesinde, kardiyovasküler 
hastalıklar konusunda sorumlu tutulan kan lipidlerinin düzeylerinin 
azaltılmasında, ve anti-inflamatuar ve anti-oksidatif stres özellikleri aracılığıyla 
miyokardiyal iskemi durumunda kalp hücrelerini, travma durumlarında 
nöron hücrelerini apoptozdan korumak aracılığıyla hastalar üzerinde hayati 
bir rolü bulunmaktadır (7,8).

Organizmada serbest radikal havuzunun antioksidanlar ile 
dengelenebilecek seviyede olmaması sonucu oksidan-antioksidan arasındaki 
kritik olan denge oksidanlar tarafına doğru bozulmakta, bu durumun 
sonucunda oksidatif stres dediğimiz tablo ortaya çıkmaktadır. Sağlıklı bir 
metabolizmada serbest radikallerin oluşması ile bu radikallerin ortadan 
kaldırılması bir denge içerisindedir. Böylelikle herhangi bir patolojik 
durumla karşılaşılmamaktadır. Fakat serbest radikal hızının bir şekilde 
hızlı bir oranda artması ya da antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz 
kalması sonucu dengesizlik ortaya çıkmakta ve kanserden nöronlardaki 
sinyal iletim bozukluklarına kadar birçok patolojik durum oluşmaktadır. 
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Özellikle nöronlarda oksidatif stresin artması bu hücrelerin hızlı bir şekilde 
ölmesine ve sonuç olarak organizmanın hayati riskine neden olmaktadır (9). 
Organizmada yaşamsal süreçler sonucunda hidrojen peroksit, süperoksit 
dismutasyonu aracılığıyla üretilmektedir. Bu üretim kendiliğinden meydana 
gelebileceği gibi süperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizlediği bir 
reaksiyon ile de olabilmektedir.  Normalde hidrojen peroksit molekülü serbest 
radikal değildir, fakat reaktif oksijen türleri içerisinde yer almaktadır. Bunun 
nedeni, hidrojen peroksitin süperoksit ile tepkimesi sonucu organizma için 
çok zararlı olan hidroksili oluşturmasıdır. Böylelikle, oksidatif streste artış 
ortaya çıkmaktadır. Bu durum inflamasyon ve apoptoza neden olarak hücresel 
ölümlere aracılık etmektedir (10,11). Glial hücrelerde, polidatinin oksidatif 
strese karşı muhtemel koruyucu etkisi ile ilgili bir çalışma literatürde yer 
almamaktadır. Bizler bu çalışmamız ile birlikte, C6 hücre hatlarında hidrojen 
peroksit aracılığıyla indüklenen oksidatif stres sonucu oluşan hücresel hasara 
karşı polidatinin koruyucu etkisini araştırmayı amaçladık.

2. Gereç ve Yöntem

2.1. Hücre kültürü

Çalışmamızda, C6 hücre hatları için, % 10 fötal sığır serum (FBS), % 
1 penisilin-streptomisin ilave edilmiş DMEM besiyeri kullanıldı. Hücreler 
37°C ‘de, % 95 nem ve % 5 CO2 ‘li etüvde büyütüldü (12). 

2.2. C6 hücre hatlarında polidatinin etkin doz düzeyinin MTT 
yöntemi ile belirlenmesi 

C6 hücre hatlarına hidrojen peroksitin 0.5 mM etkin dozu ve polidatinin 
0-200 μM (0,50,100,150,200 μM) arasındaki dozları uygulandıktan 24 
saat sonra hidrojen peroksit kaynaklı hücre ölümlerini engelleyen polidatin 
dozları MTT yöntemi yardımıyla saptandı. MTT tayininde, % 10 FBS, % 
1 penisilin-streptomisin ilave edilmiş DMEM besiyeri içerisindeki hücre 
süspansiyonlarından (1 x 105 /ml hücre yoğunluğuna sahip), 96 kuyucuklu 
plakalara 100 μl eklendi. Ve bir gece hücreler inkübasyona bırakıldı. 
Ardından MTT kitinin protokolüne uygun şekilde hücre canlılık analizi 
yapıldı (12,13).

2.3. İnflamasyon ve apoptoz ile ilişkili genlerin ekspresyon 
profillerinin belirlenmesi

Hidrojen peroksit maruziyeti ile birlikte, polidatinin 24. saat boyunca 
100 μM etkin dozu uygulanan ve uygulanmayan C6 hücrelerindeki 
inflamasyon ve apoptoz ile ilişkili genlerin (IL-1B, IL-6, TNF-alfa, NF-
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Kappa B1, COX 1, COX 2, Kaspaz 3, BCL 2, BAX) ekspresyon analizi RT-
PCR cihazı yardımıyla yapıldı. GAPDH geni iç kontrol olarak kullanıldı. 
Elde edilen verilerin 2-ΔΔCT metodu ile istatistiksel analizi “RT2 profiler 
RT-PCR Array Data Analysis version 3.5” (https://geneglobe.qiagen.com/
us/analyze) yazılımı kullanılarak gerçekleştirildi (14). 

3. Bulgular

3.1. Hidrojen Peroksit ‘e maruz bırakılan C6 hücre hatlarında 
Polidatin ‘in % Canlılık üzerine etkisi

24 saatlik süre boyunca 0,5mM derişiminde hidrojen peroksit ‘e 
maruz bırakılan C6 hücrelerinin % canlılık düzeylerine, polidatinin 0-200 
μM (0,50,100,150,200 μM) arasındaki dozlarının etkisi MTT yöntemi 
aracılığıyla belirlendi (Şekil 1.).

Şekil 1. 0,5mM hidrojen peroksit ‘e maruz bırakılan C6 hücrelerinin % canlılık 
düzeylerine polidatin uygulamasının etkisi (***P < 0.001).

Polidatin’in doza bağımlı olarak hidrojen peroksit ‘in indüklediği hücre 
ölümünü azalttığını saptadık. 200 μM polidatin uygulamasının, hidrojen 
peroksit maruziyeti sonucu meydana gelen hücre ölüm sayısını en yüksek 
düzeyde azalttığını ve % canlılık oranlarını en yüksek düzeyde artırdğını 
belirledik. 
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3.2. Hidrojen Peroksit ‘e maruz bırakılan C6 hücre hatlarında 
Polidatin ‘in inflamasyon ve apoptoz ile ilişkili genlerin ekspresyon 
düzeylerine etkisi 

24 saatlik süre boyunca 0,5mM derişiminde hidrojen peroksit ‘e maruz 
bırakılan C6 hücrelerinin inflamasyonla ilişkili gen ekspresyon düzeylerine, 
100 μM derişimindeki polidatin uygulamasının etkisi RT-PCR yöntemi 
aracılığıyla belirlendi (Şekil 2.).

 

Şekil 2. 0,5mM hidrojen peroksit ‘e maruz bırakılan C6 hücrelerinde polidatin 
uygulamasının inflamasyon ile ilişkili genlerin ekspresyon düzeylerine etkisi

24 saatlik sürede 0,5mM hidrojen peroksit ‘e maruz bırakılan C6 
hücrelerine polidatinin 100 μM dozu uygulandığında, inflamasyon ile ilişkili 
genlerden TNF-alfa ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak anlamlı bir 
şekilde 7.48 kat azaldığını belirledik (P<0.05). Polidatin uygulamasının 
hidrojen peroksit ‘e maruz bırakılan C6 hücrelerindeki inflamasyonla ilişkili 
genlerden olan IL-1B, IL-6, NF-Kappa B1, COX1 ve COX2 ekspresyon 
düzeylerini istatiksel olarak anlamlı bir düzeyde etkilemediğini saptadık.

24 saatlik süre boyunca 0,5mM derişiminde hidrojen peroksit ‘e maruz 
bırakılan C6 hücrelerinin apoptozla ilişkili gen ekspresyon düzeylerine, 
100 μM derişimindeki polidatin uygulamasının etkisi RT-PCR yöntemi 
aracılığıyla belirlendi (Şekil 3.).
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Şekil 3. 0,5mM hidrojen peroksit ‘e maruz bırakılan C6 hücrelerinde polidatin 
uygulamasının apoptoz ile ilişkili genlerin ekspresyon düzeylerine etkisi

24 saatlik sürede 0,5mM hidrojen peroksit ‘e maruz bırakılan C6 
hücrelerine polidatinin 100 μM dozu uygulandığında, apoptoz ile ilişkili 
genlerden BCL 2 ekspresyon düzeyinin istatistiksel olarak anlamlı bir 
şekilde 12.10 kat artmış olduğunu saptadık (P<0.05). Hidrojen peroksit ‘e 
maruz bırakılan C6 hücrelerinde, polidatin uygulamasının apoptoz ile ilişkili 
genlerden olan Kaspaz 3 ve BAX ‘ın ekspresyon düzeylerini istatiksel olarak 
anlamlı bir oranda değiştirmediğini belirledik.

4.Tartışma

Polidatin ‘in hidrojen peroksit ile indüklenen inflamasyon ve apoptoz ‘a 
karşı koruyucu etkisini araştırdığımız çalışmamızda, polidatin uygulamasının 
hidrojen peroksit ‘e maruz bırakılan C6 hücrelerinde % canlılık düzeylerini 
doza bağlı bir şekilde artırdığını ve bununla beraber inflamasyonla ilişkili 
genlerden olan TNF-alfa ekspresyonunu azaltırken, apoptoz ile ilişkili 
genlerden olan BCL 2 ekspresyonunu ise artırdığını saptadık. 
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TNF-alfa önemli bir sitokin olmakla birlikte hastalıkların tedavisi 
için hedef alınan proteinlerdendir. TNF-alfa sağlıklı olan bir merkezi 
sinir sisteminde önemli ve yararlı olan birçok role sahiptir (15-16). 
Özellikle sinaptik plastisitenin gerçekleştirilmesindeki önemi oldukça 
büyüktür (17-20). Bununla beraber, TNF-alfa öğrenmenin gerçekleşip 
hafızanın sağlanabilmesinde (21,22), beslenme gibi fizyolojik ihtiyaçların 
karşılanabilmesindeki süreçlerde rol oynamaktadır (23). Bu nedenle, varlığı 
merkezi sinir sisteminin sağlıklı bir şekilde sürdürülebilmesi açısından büyük 
öneme sahiptir. Fakat, gelişen hastalık ilişkili bazı durumlardan dolayı 
merkezi sinir sistemindeki sentezi yüksek düzeyde artabilmektedir. Bu 
durum, TNF-alfa ‘nın bir inflamatuar faktör olması nedeniyle merkezi sinir 
sisteminde inflamasyona neden olmaktadır. İnflamasyon düzeylerindeki artış, 
nörolojik hastalıkların zeminini oluşturduğu için, TNF-alfa düzeylerinin 
yüksek seviyede olması istenilen bir durum değildir (24-33). Alzheimer gibi 
nörodejeneratif hastalıkların patolojisinde inflamasyonun önemli bir yeri 
vardır (24,25). İnflamasyon ayrıca, iskemi (26,27) ve travmatik beyin hasarı 
gibi durumlarda da merkezi sinir sisteminde oluşan hasarlardan sorumlu 
tutulmaktadır (28,29). Parkinson (30-32) ve multıpl skleroz (MS) gibi diğer 
nörolojik hastalıklarının da oluşumunda ve hastalığın devamı süreçlerinde 
inflamasyonun rolü oldukça büyüktür (33). 

Hücresel hasar meydana gelen, enfekte olan veya istenmeyen hücrelerin 
organizmadan uzaklaştırılabilmesi programlanmış ölüm şekli olan apoptoz 
ile mümkün olmaktadır. Apoptoz, organizmanın hücresel dengesinin 
sağlanabilmesinde önemli rol oynamaktadır. Apoptoz düzeylerinde artış 
ya da azalışlar meydana geldiğinde hastalıklar ortaya çıkar. Nörodejeneratif 
hastalıklarda, inflamasyon ile birlikte apoptoz düzeylerinde de artış 
olmaktadır. Kanserde ise, apoptoz düzeylerinde meydana gelen azalış hücre 
proliferasyonuna aracılık ederek hastalığın oluşumunda ve devamında 
rol oynamaktadır (34,35). Apoptoz ile ilişkili proteinlerden olan BCL 2 
apoptozun baskılanmasına aracılık eden ve proto-onkogen sınıfına dahil 
edilen proteinlerdendir. Kanserde apoptozu engelleyici rollerinden dolayı 
tümör gelişimine ve kanserin tedavisinde kullanılan kemoterapiye karşı gelişen 
dirence de katkıda bulunmaktadır. Serbest radikallerin neden olduğu hücre 
hasarı, büyüme faktör yoksunluğu ve hücresel stres gibi durumlarda, BCL 2 
pro-apoptotik proteini aktive olmaktadır. BCL 2 ‘nin aktive olması sonucu 
olarak mitokondriyal membrandaki geçirgenlikte artış meydana gelmekte, 
bunun sonucu diğer pro-apoptotik proteinlerinde aktive olmasıyla kaspaz 
9 ve nihayetinde kaspaz 3 ‘te de meydana gelen aktivasyon sonucu apoptoz 
gerçekleşmektedir (36-38). Merkezi sinir sistemi ve BCL 2 konusunda 
yapılan bir çalışmada, sıçanların omuriliğine uygulanan travma sonrasında, 
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sıçanların omuriliğinde apoptotik hücre sayılarında artış olduğu, bununla 
beraber BCL 2 ifade düzeylerininde apoptotik hücre sayısı ile paralel olarak 
artış gösterdiği belirlenmiştir (39). Yapılan başka bir çalışmada ise, travmatik 
beyin hasarı oluşturulan sıçanların beyininde artan apoptotik hücre sayısı ile 
birlikte BCL 2 ‘nin mRNA düzeylerinde artış olduğu gösterilmiştir (40). 

Sonuç olarak, Polidatin ‘in, C6 hücrelerinde hidrojen peroksit maruziyeti 
ile artan oksidatif stres sonucu inflamasyon ve apoptoz düzeylerindeki artışın 
neden olduğu % canlılık düzeylerindeki azalmayı, inflamasyonu indükleyici 
olarak rol alan TNF-alfa (24) ‘nın ekspresyon düzeyinde azalışa ve apoptozu 
baskılayıcı görevi olan BCL-2 (36) ‘nin ekspresyon düzeyinde artışa 
aracılık ederek engelleyebilmiştir. Bu elde ettiğimiz deneysel verilerden yola 
çıkarak, Polidatin ‘in oksidatif stres ve inflamasyon ilişkili nörodejeneratif 
hastalıkların ilerleyişinin durdurulabilmesine ve tedavisine olumlu bir katkı 
sağlayabileceğini söyleyebiliriz. 
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