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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

NAPELLIN VE TALATiISAMIN DITERPEN UYGULAMALARININ DENEYSEL BEYIN
TUMOR MODELi UZERINDEKiI POTANSIYEL ANTIiKANSER ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Merve DEMIRBAG

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Elanur AYDIN KARATAS

Beyin kanserleri insanlarda goriilen en agresif tiimorlerden biridir. En 6limciil insan kanserleri
arasinda yer alan gliomalar, kemoterapdtik ajanlara karsi yiiksek direng gosterirler. Diger taraftan, gesitli
hastaliklarin, 6zellikle kanser tedavisinde biyolojik etkili non-sentetik biyomalzemelerin kegfedilmesi
giinlimiiziin en popiiler arastirma konularindan biri olmaya devam etmektedir. Diterpenler, dogal bitki
metabolitlerinin birka¢ temel sinifindan biridir. Bu nedenle, mevcut tez ¢alismasinda, insan U-87 MG
glioma hiicrelerinde napellin ve talatisamin diterpenlerinin sitolojik, biyokimyasal ve molekiiler genetik
etkilerini arastirmay1 amacladik. Calisma 3 asamada olacak sekilde planlandi. ik asamada, toplam
antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidatif durum (TOD) parametreleri kullanilarak oksidatif etkiler
gosterildi. Tkinci asamada U-87 MG hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-siilfofenil)-2H-tetrozolium, i¢ tuz (MTS) ve laktat dehidrogenaz (LDH) salimm deneyi ile hiicre
canlilig1 ve sitotoksisite parametreleri galigildi ve LCsq doz degerleri belirlendi. Daha sonra, napellin ve
talatisaminin LCsy dozlarmin 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonrasinda apoptotik etkileri flow sitometri
ile belirlendi. Son asamada ise, napellin ve talatisamin diterpenlerinin U-87 MG hiicrelerinde ¢esitli
genlerin ekspresyonu tizerindeki etkisi RT? Prolifer PCR Dizileri kullanilarak incelendi. Bulgularimiz,
napellin ve talatisaminin yiiksek dozlarda sitototik etki sergiledigini ortaya koymustur. U-87 MG
hiicrelerinde napellin ve talatisamin diterpenleri kontrol ile karsilastirildiginda apoptozu arttirdigi
gozlendi. Napellin, U-87 MG hiicrelerinde 50 genin ekspresyonunun artigini, 13 genin ekspresyonunun
azalisini indiiklerken, talatisamin 32 genin ekspresyonunun artigini, 18 genin ekspresyonunun azalisini
indiiklemistir. Napellinin talatisaminden daha yiiksek antikanser aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Napellin  ve talatisaminin  glioblastoma tedavisinde yeni kemoterap6tik ajanlar  olarak
degerlendirilebilecegi kanaatindeyiz.

2018, 52 sayfa

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma Multiforme, Diterpenler, Antikanser Aktivite



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL ANTICANCER EFFECTS OF NAPELLINE AND
TALATISAMINE DIRTERPENES ON EXPERIMENTAL BRAIN TUMOR MODELS

Merve DEMIRBAG

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Elanur AYDIN KARATAS

Brain cancers are one of the most aggressive tumours in humans. Especially, gliomas are among
the deadliest of human cancers and show high resistance to chemotherapeutic agents. On the other hand,
finding of biologically effective non-synhetic biomaterials in treatments of different diseases, especially
cancer, has continued to be one of the most popular research topics today. Diterpenes are one of a few
basic classes of natural plant metabolites. Therefore, in present thesis study, we aimed to investigate
cytological, biochemical and molacular genetic effects of napelline and talatisamine diterpenes in human
U-87 MG glioma cells. The study was planned to be carried out in three stages. In the first stage,
oxidative effects were demonstrated by using total antioxidant status (TAK) and total oxidative status
(TOS) parameters. In the second stage, cell viability and cytotoxicity parameters was studied by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrozolium, inner salt (MTS)
and lactate dehydrogenase (LDH) release assay in U-87 MG cells, respectively and LCs, dose was
determined. Later, apoptotic effects were determined by flow cytometry subsequent to incubation with
LCs doses of napelline and talatisamine at 37°C for 24h. In the last stage, to obtain a clear insight into
the molecular events after exposuring, we examined the effect of selected napelline and talatisamine
diterpenes on the expression of genes in U-87 MG cell cultures using RT? Prolifer PCR Arrays. Our
results revealed that napelline and talatisamine exhibited cytototix effects at high doses. napelline and
talatisamine diterpenes increased apoptosis compared to control in U-87 MG cells. While napelline
induced up-regulation of 50 and down-regulation of 13 genes, talatisamine induced up-regulation of 32
and down-regulation of 18 genes in U-87 MG cells. Napelline was shown to have a higher anticancer
activity than talatisamine. We think that, napelline and talatisamine may evaluated as new
chemotherapeutic agents for treatment of glioblastoma.

2018, 52 pages

Keywords: Glioblastoma Multiforme, Diterpenes, Anticanser Activity
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1. GIRIS

1.1 Kanser

Kanser, hiicrelerin hizli ve diizensiz bi¢cimde ¢ogalmasiyla, yakindaki ve
metastaz yoluyla uzaktaki normal doku ve organlari istila edebilen gesitli hiicrelerden
koken alan ¢ok kompleks bir hastaliktir (Evan and VVousden, 2001). Molekiiler ve hiicre
biyolojisindeki tiim ilerlemelere ragmen insanlar1 etkileyen en kompleks hastaliklardan
biri olmaya devam etmektedir (Grizzi and Chiriva-Internati, 2006). Proliferasyon,
kontrolsiiz biiylime ve invazyon kanser gelisiminin genel basamaklarini olusturmaktadir
(Pflaum et al., 2014). Kanser olusumunda bakterilerden viriislere, ¢evresel etkenlerden
kalitima bircok faktor etkilidir. Kimyasallar, ilaglar, yagli yiyecekler, sigara, alkol,
komiir tozu, alfatoksinler, kansere neden olan faktorler arasinda sayilabilir (Yokus ve

Cakir, 2012).

Kanser, onkogenlerin aktivasyonu ya da timér baskilayict genlerin
inaktivasyonu gibi cesitli mutasyonlardan olusan genomdaki dinamik degisiklikleri
icermektedir (Hanahan and Weinberg, 2000). Kanser gelisimi bir dizi mutasyon igeren
cok asamali bir siiregtir. Hiicresel ve genomik instabilite kanserin karakteristik
ozelligidir.  Hiicre siklusu  kontrol  noktalarindaki  anormallikler, apoptoz
mekanizmasindaki bozukluklar, hiicre farklilasmasi, DNA tamir mekanizmasindan
sorumlu proteinlerdeki mutasyonlar, RNA metabolizmasindaki bozukluklar gibi hiicre
fonksiyonlarimi etkileyen spesifik mutasyonlarin birikmesi kanser hiicresi olusumuna

neden olmaktadir (Bilge Debeleg-Biitiiner ve Kantarci, 2006).

Kanserler, molekiiler ve genomik diizeyde incelendiginde oldukca farklilik
gostermelerine ragmen hepsinin ortak temel karakteristik ozellikleri vardir. Bu
ozellikler;

1. Biiylime sinyallerinde kendine yeterlilik,

2. Biiyiime inhibitdrlerine duyarsizlik,

3. Apoptozisten kaginma,

4. Replikatif potansiyelin sinirsizligi,



5. Anjiyogenezis mekanizmasi ile beslenebilme,

6. Doku invazyonu ve metastaz,

7. Telomeraz enzim aktivitesine sahip olma,

8. Enerji metabolizmasini degistirerek hiicre cogalmasina katki saglayabilme,
9.immiin sistemin tahribatindan kagabilme ve stres kosullarma karsi davranis

degistirebilme (Hanahan and Weinberg, 2000; Hanahan and Weinberg, 2011).

1.1.1 Hiicre dongiisii

Hiicre dongiisii, hiicre genomunun replikasyonu ve ayn1 genetik bilgiye sahip iki
hiicrenin olusumuyla sonuglanan bir siiregtir (Israels and Israels, 2001; Howell andLew,
2012). Hiicre dongiisic G1, S, G2 ve M faz1 olmak fiizere ardistk dort fazdan
olugmaktadir (Williams and Stoeber, 2012). G1 fazi hiicrenin biiyiime ve gelisme
gosterdigi evredir ve bu evrede hiicre protein ve RNA sentezler. G1 fazindan S fazina
gecen hiicrede protein ve RNA sentezi devam ederken hiicre replikasyona baglar. DNA
replikasyonunu tamamlayan hiicreler G2 fazina gecer. Hiicrenin mitoz bdliinmeye
hazirlandigi bu fazda protein ve RNA sentezi devam eder. M fazindaki hiicre mitoz
bolinme gegirerek ikiye boliniir (Williams and Stoeber, 2012). M fazindan sonra
boliinmeyen hiicreler biyokimyasal olaylarin aktif olarak devam ettigi ve boliinmenin
olmadig1 GO evresine gecer. Bu evre dinlenme evresi olarak tanimlanir (Yokus ve

Cakar, 2012).

Kanser olusumunda hiicre dongiisii 6nemli rol oynamaktadir. Hiicre donglisii
kontrol noktalari, siklin bagimli proteinler (CDK) tarafindan diizenlenmektedir. Bu
proteinlerde meydana gelen mutasyonlar hiicrenin kanserlesmesine neden olmaktadir
(Yokus ve Cakir, 2012).
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Sekil 1.1 Hiicre dongiisii sematik gosterimi (Israels and Israels, 2001’ den modifiye
edilerek alinmistir).

1.1.2 Epigenetik degisimler

Epigenetik, gen ifadesindeki kalitsal degisikliler olarak tanimlanir. Kalitsal
degisikliklerin ¢cogu farklilagma esnasinda olur ve ayn1 genetik bilgiye sahip farkli hiicre
ve organizmalarin olugmasini saglar. Epigenetik degisimler genetik degisimlerden farkl:
olarak, primer gen dizisindeki degisikliklerden bagimsiz ve geri doniisimliidiir (Sharma
et al., 2010; Hamilton, 2011). Fenotipi olusturan genler ve iriinleri arasindaki
etkilesimler olarak da tanimlanan epigenetik, kromatin yapis1 ve gen fonksiyonlari

tizerindeki etkisini anlamaya yoneliktir (Sharma et al., 2010).

Biyolojik siireclerde onemli 3 epigenetik degisiklik vardir; DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu ve kromozomun yeniden modellenmesi (Sharma et al., 2010).
DNA metilasyonu, bir metil grubunun DNA dizisindeki sitozin halkasinin 5> karbonuna
DNA metiltransferazlarla kovalent olarak baglanmasini iceren mekanizmadir (Jin et al.,
2011). DNA metilasyonu biitliin memeli hiicrelerinde gen susturma, kromatin
organizasyonu, X-kromozom inaktivasyonu, tekrarlayan elementlerin susturulmasi,
genetik damgalama (imprinting) gibi kritik biyolojik siire¢lerde gorev alir (Sharma et
al., 2010). Ayrica gen regiilasyonunda da onemli rollere sahiptir. Genomda sitozin ve
guainince zengin bolgeler CpG adalari olarak tanimlanir (Nafee et al., 2008)). Genlerin
5" ucuna lokalize olan CpG adalar1 genlerin yaklagik %60’mimn promotor bolgesinde
bulunur (Nafee et al., 2008); Sharma et al., 2010). CpG adalarindaki hipermetilasyon



veya hipometilasyon kanser hiicresi olusumunda kritik bir 6neme sahiptir (Bird, 1996;
Jones and Laird, 1999). Histonlarda meydana gelen asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon ve sumolasyon gibi modifikasyonlar kromatin yapisini
degistirerek gen anlattmini diizenleyen epigenetik mekanizmalardir (Santos-Rosa and
Caldas, 2005; Kouzarides, 2007). Epigenetik mekanizmalarda meydana gelen

mutasyonlar kanser olusum siirecinde 6nemli etkilere sahiptir (Sharma et al., 2010).

1.1.3 Apoptoz

Programli hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptoz, organizmada homeostasiyi
saglayan temel biyolojik bir siirectir (Favaloro et al., 2012). Son yillarda programli
hiicre 6limiine baska formlar da eklenerek genisletilmistir; otofaji ve nekroz. Programli
hiicre oliimii, 6zellikle apoptoz ve nekroz, malign hiicrelerin hayatta kalmasini ve
yayilmasini engelleyen dogal mekanizmalardir. Kanser hiicreleri programli hiicre 6liimii
yolaklarinda genetik mutasyonlar ve epigenetik modifikasyonlara neden olarak

programlanmis hiicre 6liimlerinden kagis stratejileri gelistirir (Su et al., 2015).

Apoptoz genel olarak hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi, kromozomal
DNA fragmentasyonu, niikleer par¢calanma ve membran parcalanmasi ile karakterize
edilen programlanmis hiicre Sliimiidiir. iki temel apoptotik sinyal yolagi vardir; ig
(intrinsik) ve dis (extrinsik) (Su et al., 2015).

Intrinsik apoptotik yolak, DNA hasari, oksidatif stres gibi gesitli hiicre igi
uyarilara yanit olarak baglatilir. Bu yolak, apoptozom olarak adlandirilan, prokaspaz-9
apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) ve sitokrom c’den olusan bir kompleksin
olusumuna dayanir. Bir dizi Bcl-2 ailesi iiyesi mitokondriyal membran
permeabilizasyonunu diizenleyerek Sitokrom ¢ (mitokondri i¢ membraninda bulunan
elektron tasima zinciri proteini)’nin salinimina yol agar (Su et al., 2015). Sitokrom ¢
Apaf-1’e baglanir ve apoptozom kompleksi olusur. Prokaspaz 9 aktif kaspaz 9’ a
dontisiir ve hiicreyi 6liime gotiiren kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektor kaspazlari harekete
gecirir. Proteolitik olarak aktif enzimleri parcalayan kaspazlar hiicrede inaktif halde

bulunur Bcl-2 ailesi apoptozda en 6nemli role sahip onkoprotein grubudur. Anti-



apoptotik (Bcl-2 ve Bcl-X,) ve pro-apoptotik (Bax, Bid gibi) iiyelerden olusur (Atagiin,
2011).

Ekstrinsik apoptotik yolak, olim ligantlarinin (TNF ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligand “TRAIL”, Fas ligandi ve TNF-a) TNF reseptdr siiperailesine
baglanmasiyla baslatilir. Oliimle iliskili sinyal kompleksi (DISC) olusur ve ardindan
efektor kaspazlar (kaspaz 3,6 ,7) aktifleserek hiicreyi 6liime gotiiriir (Su et al., 2015).

1.1.4 Oksidatif stres

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde ortaklagmamis elektron bulunduran atom
veya molekiillerdir. Kararsiz yapida olan bu molekiiller diger molekiillerle etkilesime
girerek kararli hale gegme egilimi gosterir (Biyiikuslu ve Yigitbasi, 2015; Karabulut ve
Giilay, 2016). Serbest radikaller oksijen kaynakli reaktif oksijen tiirleri (hidroksil,
peroksil, sliperoksit, lipit peroksil, alkoksil) ve nitrojen kaynakli reaktif nitrojen tiirleri
(nitrik oksit ve nitrojen dioksit) olarak isimlendirilir (Halliwell, 2006; Valko et al.,
2007; Pham-Huy et al., 2008).

Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynakli olabilir. Mitokondri, peroksizom
ve stres endojen kaynaklar arasinda sayilabilir. En Onemli endojen kaynak
mitokondridir. Mitokondride aerobik solunum sirasinda yan {irlin olarak serbest
radikaller tretilir. Eksojen kaynaklar arasinda ise UV 1smlar, gamma 1sinlari,
mikrodalga 1sinlari, sigara ve egzoz dumani, organik maddelerin yakilmasi ve
deterjanlar, boyalar ve ilaglar gibi cesitli kimyasal maddeler sayilabilir (Karabulut ve
Giilay, 2016).

Yiiksek yogunlukta serbest radikaller lipit, protein, karbonhidrat ve niikleik
asitlerde yapisal bozukluklara neden oldugundan canlilar iizerinde zararl etkilere
sahiptir (Karabulut ve Giilay, 2016). Reaktif oksijen tiirleri (ROS)’un asir1 iiretimi
oksidatif stresin gelismesine neden olmaktadir. Oksidatif stres bir¢ok hastalikta oldugu
gibi kanserde de onemli bir faktordiir. Bircok kimyasal karsinojen, direkt olarak veya
hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarinin modifikasyonuyla oksidatif strese

neden olmaktadir. Oksidatif stres DNA, protein ve lipit hasarlarina, kromozom



instabilitesinde  degisimlere, genetik mutasyonlara ve  hiicre biiyiimesinin
modiilasyonuna neden olarak kanser olusumuna katkida bulunabilmektedir (Klaunig et

al., 2010).

1.2 Beyin Tiimorleri

Merkezi spinal kanal veya beyindeki hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz
boliinmeleri sonucu meydana gelen bir intrakranyal neoplazi olan beyin tiimérleri,
beyinden koken alan primer beyin tiimorleri ve metastaz sonucu olusan sekonder beyin
timorleri olmak tizere iki bashik altinda toplanmaktadir (Kheirollahi et al., 2015).
Cocuklarda ve yetiskinlerde kansere bagl 6liimlerin en yaygin nedenlerinden biri olan
beyin tiimdrleri, her yas grubunda yikict ve Oliimciil etkilere neden olmaktadir

(Lawrence et al., 2014; Kheirollahi et al., 2015).

Primer beyin tiimorleri yaygin olmamakla birlikte her yil diinya genelinde
200.000 insan1 etkilemekte ve insidansi hizla artmaktadir (Lee et al., 2010; Kheirollahi
et al., 2015). Primer beyin tiimorleri genetik ve ¢evresel faktorlerin bir kombinasyonunu
iceren multifakforiyel bir hastaliktir. Beyin kanserinin etiyolojisi ¢ok iyi
anlasilamamakla birlikte genetik ve cevresel faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir
(Miranda Filho et al., 2014). Vinil Klorit, iyonize radyasyon ve HIV enfeksiyonu beyin
tiimorleriyle iligkili olarak bilinen g¢evresel faktorler arasindadir. Yapilan calismalar
beyin tiimoriiyle cep telefonu arasinda bir iliski ortaya ¢ikarmamis olsa da bazi raporlar
radyasyonun beyin timori igin g¢evresel bir faktér oldugunu 6ne stirmektedir (Huson et
al., 1986; Frei et al., 2011). Primer beyin tiimorlerinin %5-10’unun genetik bozukluklar
sonucu olustugu goriilmektedir. Timor supresdr gibi bazi genlerin mutasyon ve
delesyonu sonucu olusan degisimlerin, beyin tiimori olusumunda etkili genetik faktorler
oldugu diisiiniilmektedir. Mitokondriyal sitrik asit dongiisii ve apoptozda rol oynayan
izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) ve izositrat dehidrogenaz 2 (IDH2) genlerindeki
mutasyonlar gliomalarda apoptoz eksikligi ve vaskiilarizasyona neden olabilmektedir
(Kheirollahi et al., 2015).

Merkezi sinir sistemi tiimorleri, bening tiimorlerden malign tiimérlere dogru I-

IV arasinda derecelendirilerek siniflandirtlmistir. Timor gelisim oranmi belirten bu



smiflandirma Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan diizenlenerek ilk baskis1 Zolch
tarafindan hazirlanmis ve 1979 yilinda yayimlanmistir. Giiniimiizde hala gegerliligini
slirdiiren bu smiflandirma, en son 2007 yilinda dérdiincii kez giincellenmistir (Louis et
al., 2007). Merkezi sinir sistemi timorlerinin WHO derecelendirmesi Cizelge 1.1;
merkezi sinir sistemi tiimdrlerinin WHO smiflandirmasina gore ana gruplari Cizelge 1.2

ve noroepitelyal doku tiimoérlerinin alt gruplart Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1 WHO merkezi sinir sistemi tiimorlerinin derecelendirmesi.

Derece | Yavas biiyiiyen tiimor, uzun vadede hayatta kalma, ameliyat

sonrasi iyilesme firsati

Derece Il Nispeten yavas biiyiiyen, genellikle tekrarlayan, bazen
yiiksek dereceli maligniteye egilimlidir

Derece Il1 Yiiksek proliferatif potansiyeli, histolojik olarak malign

Cizelge 1.2 WHO smiflandirmasina gére merkezi sinir sistemi tiimorlerinin ana
gruplart.

Noroepitelyal Doku Tiimorleri

Kranyal ve Paraspinal Sinir Timorleri
Meninks Tiimorler

Lenfomalar ve Hematopoietik Tiimorler
Germ Hiicre Tiimorleri

Sellar Bolge Tiimorleri

Metastatik Tiimorler




— Oligodendroglial tiimorler

Mikst gliomalar

— Diffiiz astrositom

Ependimal tiimorler

Anaplastik astrositom

Koroid pleksus tiimorleri

= Glioblastoma multiforme
== Pilositik astrositom
Noronal ve mikst
noroglial tiimorler u Pleomorfik
. . ksantroastrositom
Pineal parankimal
tmarler Bl Subependimal dev hiicreli
astrositom

Astrositik timorler —
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Embriyonel tiimorler

—  Meningeal tiimdrler

Sekil 1.2 WHO noroepitelyal doku tiimorlerinin alt gruplart.

Glioma

Glial hiicrelerden koken alan gliomalar merkezi sinir sisteminin en yaygin
timorleridir ve tiim primer beyin ve merkezi sinir sistemi malign tlimorlerinin
%30’undan fazlasini olusturur (Anjum et al., 2017). Gliomalar merkezi sinir sisteminde
herhangi bir yerde olabilir ancak oOncelikle beyinde meydana gelir ve glial dokuda
ortaya c¢ikar (Ostrom et al., 2014). Gliomalar primer malign beyin tiimorlerinin
neredeyse %80’ini olustururlar ve 6liim oran1 digerlerine gore daha yiiksektir (Anjum et
al., 2017). Gliomalar astrositom, glioblastoma, oligodendroglioma, ependimoma, mikst
glioma, malign gliomalar ve nadir goriilen diger histolojik varyantlar olarak
smiflandirilmaktadir  (Jhanwar-Uniyal et al., 2015). WHO smiflandirmasina gore

gliomalar bening tiimoérlerden malign tiimorlere dogru derece 1, 11, II1, TV olacak sekilde



dort farkli tipten olusmaktadir (Anjum et al, 2017). Cizelge 1.3’te WHO

simiflandirmasina gore astrositik tiimorler ve 6rnekleri gosterilmistir.

Cizelge 1.3 WHO Astrositik tiimorler.

Derece | Subependimal dev hiicreli asrositom
Pilositik astrositom

Pilomiksoid astrositom

Derece 11 Diffiiz astrositom
Pleomorfik ksantroastrositom
Derece |11 Anaplastik astrositom
Glioblastoma
Derece IV Gliosarkom

Dev hiicreli glioblastoma

1.2.1 Glioblastoma multiforme

Yetigkinlerde goriilen en yaygin primer beyin tiimorii olan glioblastoma
multiforme (GBM), insanlarda goriilen en agresif kanserlerden biridir (Krakstad and
Chekenya, 2010). GBM, WHO tarafindan diizenlenmis olan siniflandirmada IV
astrositom olarak adlandirilmistir (Louis et al., 2007). Gliomanin en 6ldiiriicii formu
olan glioblastoma multiforme, “multiform” teriminden de anlasilacagi gibi oldukga
degisken bir histopatolojiye sahiptir (Stupp et al., 2005). Gliomalarin %65’ini olusturan
GBM, gliomanin en sik goriilen ve malign histolojik tipidir. Genel olarak 40 yas tstii
yetiskinlerde gorilmektedir ve erkeklerde goriilme sikligi daha fazladir (Jhanwar-
Uniyal et al., 2015). Ortalama 6 ay igerisinde belirti vermektedir (Markett et al., 2005).

GBM’nin iki alt grubu bulunmaktadir; primer GBM (yaklasik %95) ve sekonder
GBM (Kleihues and Ohgaki, 1999). Primer ve sekonder GBM farkli yas gruplarini
etkilemekte ve genetik yolaklari farklilik gostermektedir (Ohgaki and Kleihues, 2007).

Primer GBM yash bireylerde (55-60) daha sik goriiliir ve hizli ilerler. Hizl
gelisen primer GBM ilk 3 ay igerisinde klinik belirti vermektedir. 10q kayb1 (%70),



EGFR amplifikasyonu (%36), p16INK4a delesyonu (%31) ve PTEN mutasyonu (%25)
primer GBM’de goriilen genetik degisimlerdir (Crespo et al., 2015).

Diisiik derece diffiiz astrositoma veya anaplastik astrositomadan gelisen
(GBM’ye doniismesi ortalama 4-5 yil siirmekte) ve yavas progresyon gosteren sekonder
GBM daha geng bireylerde ortaya ¢ikma egilimindedir (Ohgaki and Kleihues, 2007,
Crespo et al., 2015). Sekonder GBM’de TP53 mutasyonuna rastlanmaktadir (Ohgaki
and Kleihues, 2007). Primer ve sekonder GBM olusumu ve goriilen anormallikler

Sekil.1.3’te gosterilmistir.

T

Oncill Kk Hijcre
Kopyva savisi degigimleri \-l
T Kr7 kazanum
™ kr10kaybaLOH 10p1OH 105
—  Kr 9p kaybu/del CORNZA-p1g™ R Mutasyonlar
| MDMZ byt (129) :
L ATPS3(17p)
WHO Derece II, Diffiiz Astrositoma — AIDHI (2q)
Gen mutasvonlarydegisimleri | — AIDH2Z(13q)

! ;-
[ EGFRII(Tp)

A TERT (5¢) Promotdr metilasyonu

— A FTEN(10g) — MGMT
— ANFI(17g)
| APISRI (30
Gen agn ifadesi WHO Derece III, Anaplastik Astrositoma
P . Mutasvonlar
ECFR amplifikasyonu
— MDM2 I A TP53(17p)
— EDGFRA (4g) I AIDHI (2q)
Promotdr metilasvonu L LOH l0q

= MGMT

— Er 19 kayb:/ LOH 18

WHO Derece IV, Primer Glioblastoma : WHO Derece IV, Sekonder Glioblastoma

Sekil 1.3 Primer ve sekonder GBM olusumu ve goriilen molekiiler anormallikler
(Crespo et al., 2015’den modifiye edilerek alinmistir).

1.2.1.1 GBM tedavisi

Tedavide ilk yaklasim, cerrahi miidahale ile tiimorlii dokunun uzaklastirilip
ardindan kemoterapi ve radyoterapi uygulamasidir. Ancak uygulanan cerrahi,

kemoterapi ve radyoterapi tedavilerinde istenilen sag kalim oranlarina ulagilamamaistir
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(Markett et al., 2005). GBM’nin yerlesimi dolayisiyla timdorli doku tamamen
uzaklastirilamamakta, bu da kanserin tekrarlamasina yol agmaktadir. Bu durum cerrahi
yontem sonrasi kemoterapi ve radyoterapi uygulamalarini gerektirmektedir. Ancak
kanser hiicrelerinin ilag direnci kazanmalari, tekrarlayan GBM tedavisini oldukga
zorlagtirmaktadir (Bozkurt vd., 2013). GBM tedavisinde kesin bir ¢oziime
ulagilamamakla birlikte immiin ve DNA bazli terapi, kok hiicre, kodlanmamis

miRNA’larin manipiilasyonu gibi yaklasimlar mevcuttur (Jhanwar-Uniyal et al., 2015).

1.3 Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar bitkilerde bulunan, hiicreler arasi iletisimde ve savunma
mekanizmalarinda rol oynayan sekonder metabolitlerdir. Ucucu 6zellikte, sivi, berrak
(nadiren renkli), giiclii bir kokuya sahip dogal ve kompleks bilesikler olan ugucu yaglar,
sudan daha diisiik yogunlukta lipit veya organik ¢oziiciilerde ¢Oziiniir (Trapp and
Croteau, 2001b; Bakkali et al., 2008; Llana-Ruiz-Cabello et al., 2015). Ugucu yaglar,
genellikle Akdeniz ve Tropik {ilkeler gibi 1lik ve sicak bolgelerde yetisen gesitli
aromatik bitkilerden elde edilir. Bitkilerin tiim organlarindan (tomurcuk, ¢icek, yaprak,
sap, dal, kok, kabuk, meyve, tohum) sentezlenebilen bu yaglar salg: hiicreleri, kanallar,
bosluklar, epidermik hiicreler ve glandular trikomlar i¢erisinde depolanir (Bakkali et al.,
2008).

Glinlimiizde, 300’1 ozellikle ilag, gida, tarim, saglik, kozmetik ve parfiim
endiistrileri i¢in ticari Onem tasiyan, kimyasal olarak tanimlanmis yaklasik 3000 tane
ucucu yag bilinmektedir (Bakkali et al., 2008). Iceriklerinde yiiksek konsantrasyonlarda
(% 20-70 oranlarinda) bulanan iki veya ii¢ ana bilesen ile karakterize edilen ugucu
yaglarda diger bilesenler eser miktarlarda bulunmaktadir (Dubey et al., 2003). Ugucu
yaglar genellikle buharla veya hidrodamitmayla elde edilmekle birlikte sivi
karbondioksit, mikrodalga, kaynar su veya buhar ile diisiik veya yiiksek basingh
distilasyon gibi metodlarla da ekstrakte edilebilmektedir (Bakkali et al., 2008).

Bugiine kadar yapilan ¢esitli ¢alismalarda aktif biyolojik bilesenlerin zengin bir
kaynagi olan ugucu yaglarin antimikrobiyal, antibakteriyel, antikandidal, antipiretik,

analjezik, anti-inflamatuar, antioksidan, antikanser, antifungal, antiviral, bdcek
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oldiirticti, anti-tiimor, immiinomodiilator gibi ¢ok ¢esitli etkilere sahip oldugu
gosterilmistir (Barel et al., 1991; Prabuseenivasan et al., 2006; Bakkali et al., 2008;
Costa et al., 2012; Costa et al., 2014; Kazemi andRostami, 2015). Kimyasal olarak
terpen ve bunlarin oksijenli bilesiklerinden tiiretilen ugucu yaglar kimyasal yapilarina
gore iki ana biyosentetik kokene ayrilabilir:

1-Terpenler ve terpenoidler,

2- Aromatik bilesenler (Pichersky et al., 2006).

1.4 Terpenler ve Terpenoidler

Terpenler, patolojik ve fizyolojik siireglerde Onemli rollere sahip sayisiz
bilesikten (en az 30.000) olusan en biiyiik dogal iiriin grubunlarindan biridir (Sacchettini
and Poulter, 1997). Yapilarinda oksijen bulunduran terpenler terpenoid olarak
adlandirilir (Bakkali et al., 2008). Biyosentezleri genel olarak izopren birimlerinin

sentezi yoluyla olur (Dubey et al., 2003).

CHs

H,.C=—=—=C CH=—— CH:
Sekil 1.4 izopren birimi.

1.4.1 Terpenlerin biyosentezi

Biitiin terpenler izopentil difosfattan (IPP, aktif bes karbonlu izopren birimi)
tiretilmektedir (Trapp and Croteau, 2001a). IPP sentezi, asetil koenzim A (CoA) ile

baslayan asetil mevalonat yolagi ve mevalonat olmayan yolak ile gerceklesir
(Lichtenthaler, 1999).

Klasik asetil mevalonat yolagi, ti¢ mol asetil CoA’nin 3-hidroksi-3-metilglutaril

koenzim A (HMG-CoA) olusturmak iizere yogunlastiritlmasini igerir. Bu indirgenme
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sonrasinda mevalonat (MVA) olusur. HMG-CoA'nin MV A'ya indirgenmesi HMG-CoA
rediiktaz (HMGR) enzimi ile Kkatalizlenirr MVA daha sonra fosforilasyon ve
dekarboksilasyon igeren ti¢ ardisik basamak vasitasiyla IPP’ye dontstiiriiliir (Rodwell et
al., 2000). IPP ve dimetilalil difosfat (DMAPP) sentezi Sekil 1.5’te; terpenlerin olusumu
ise Sekil 1.6’da gosterilmistir.

A) Asetil-Mevalonat Yolag B) Mevalonat Olmayan Yolak
Z-Asetil-CoA Prirvat Gliseraldehit-3-P
(AC) ] |
ACC tivolaz
DOEP sentaz
Asstoasetil-CoA \
(AAC) C0O;

1 -deoksi-D ksiluloz-5-fosfat

I_]I:I:f:i timin #——— (DOXF) —piridoksal
3-Hidroksi-3-metilglutaril- CoA “NADPH | DOXP reductoisomerase
(HG-CoA) =
T_‘"" fosmidomisin
HMG-Cod | +NADPH
redilctaz 2-C-metil-D-eritritol-4-P
(HLIGE) Coh (MEF)
¢ Mevinolin +CTP lCD?-Ix-[E
Mevalonat
(MVA) 4{CDP)-2-C-metil- D-eritritol
MVA kinaz (CDP-ME)

<ATE CDE-ME
Mievalonat fosfat
(MVAP)
4. (CDP)-2-C-metil-D-eritritol-2-P
WMWVAP kinaz (CDP-LE2P)

(-CL-E-":i MECP sentaz
Mevalonat difo=fat

LIVAPE) 2-C-metil-D-entritol 2 4 =iklo PP
(MECT)
? |HMEBFPE sentaz
MVAPP delcarbolsilaz
1-hidrolks=i-2-metil-2(E)-biitenil-4-PF
GOk (HLBPE)

'

' | HMBPP rediilctaz

Izopentil difosfat #————p Dimetilalil-difosfat
{IPP} (DMAFPF)

Sekil 1.5 Bitkilerde izopentil difosfat ve dimetilalil difosfat biyosentezi (Dubey et al.,
2003’den modifiye edilerek alinmistir).
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Izopentil difosfat Izomeraz (7) Dimetilalil-difosfat
(IPP; C=) (DMAPP; Cs)

I—i"Hamitzrpanlar
Bas-lryruk kendenzasyonu (izopranler)

Geranil-difosfat ———» Monoterpen
(GPP; C10)

FPP =entaz
{+ IPP)

Farnasil difosfat — Seskiterpen
(FPP: C13)

GGPP sentaz
(+ IPF)

Geranilgeramil difosfat ——— Diterpenler
(GGPP; Cao)

(+IPP),

Politerpenler

Sekil 1.6 Terpen bilesiklerinin sentezi (Dubey et al.,, 2003’den modifiye edilerek
alinmistir).

1.4.2 Terpenlerin simiflandiriimasi.

Terpenler igerdikleri izopren sayisina gére hemiterpen, monoterpen, seskiterpen,
diterpen, sesterpen, triterpen, tetraterpen ve politerpenler olarak siiflandirilir
(McGarvey and Croteau, 1995). Terpenlerin smiflandirilmas: Cizelge 1.4’te

gosterilmistir.
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Cizelge 1.4 Terpenlerin siniflandirilmasi.

Izopren Sayisi Sinifi Karbon Sayisi

1 Hemiterpen 5

2 Monoterpen 10
3 Seskiterpen 15
4 Diterpen 20
5 Sesterpen 25
6 Triterpen 30
8 Tetraterpen 40
N Politerpen (5)n

1.4.2.1 Hemiterpenler

Bes karbonlu en kiigiik terpen birimidir (Culhaoglu 2011).

1.4.2.2 Monoterpenler

Monoterpenler iki izopren molekiiliiniin birlesmesiyle olusur (C;o). Ugucu
yaglarin %90’1n1 monoterpenler olusturur (Bakkali et al., 2008). Monoterpenler asiklik,
monosiklik ve bisiklik olmak tizere ii¢ gruba ayrilir. Asiklik monoterpenler, giil,
bergamut, limon, melisa gibi bitkilerden elde edilen osimen, nerol, linalol, geraniol gibi
bilesiklerdir. Monosiklik monoterpenler arasinda nane, okaliptiis, kimyon, defne gibi
bitkilerin yapisinda bulunan mentol, menton, limonen gibi bilesikler sayilabilir. Bisiklik
monoterpenler grubunda ise pire otu, kus dili, pelin otu, kedi otu, solucan otu
bitkilerinden elde edilen sabinen, kamfen, tujon, fengon, kamfor gibi bilesikler yer alir

(Tirk, 2010; Cellat vd., 2011).
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1.4.2.3 Seskiterpenler

Seskiterpenler ii¢ izopren biriminden olusur (C;5). Seskiterpenler yap1 ve islev
bakimindan monoterpenlere benzer (Bakkali et al., 2008). Terpenlerin en genis sinifini
olusturur (Robbers et al., 1996).

1.4.2.4 Diterpenler

Diterpenler dort izopren birimi, dolayisiyla dallanmis metil gruplariyla 20
karbon atomu igeren terpenlerdir. Oksitlenmis formlar1 diterpenoid olarak adlandirilir
(Dubey et al., 2003). Diterpenler asiklik, monosiklik ve bisiklik diterpenler olmak iizere
lic gruba ayrilabilir. Asiklik diterpenler 20 karbon ve icerdigi siibstitiientlere bagl
olarak 20’den fazla karbon atomu iceren doymus ya da doymamis yapilardir. Asiklik
diterpenler halkali yapiya sahip degildir. Asiklik diterpenlere 6rnek olarak E ve K;
vitaminlerinin onciisii olan fitol verilebilir. Ozellikle deniz yosunlarindan elde edilen
monosiklik diterpenler karasal bitkilerde yaygin degildir. Bu diterpenlere 6rnek olarak
Viridolis A verilebilir (Hanson, 1998). Bisiklik diterpener iki grupta incelenir;
Labdanlar ve Kloredanlar. Geranil-geranil pirofosfatin enzimatik siklizasyonu sonucu
bisiklik yapidaki labdan ara iriinii olusur. Manool ve Sclareol labdan yapidaki
diterpenlere 6rnektir (Goren, 2002). Genel olarak cift ¢enekli bitkilerden izole edilen
Kloredanlar bocek oldiiriicii  etki  gostermektedir. Trisiklik diterpenler bisiklik
diterpenlerin halkalagmasi sonucu olusmaktadir. Trisiklik diterpenler 4 farkli iskelet
yapisina sahiptir; pimaran, abietan, kassan ve rosan (Karabacak, 2007). Regine asitleri
olarak da adlandirilan pimaranlar, kozalakli agaglarin reginelerinde bulunur. Olduk¢a
yaygin olan bu diterpenlerin en ¢ok bilinen tiirevleri izopimarik asit ve
sandarakopimarik asittir. Pimarandan metil grubunun ayrilmasi sonucu abietanlar
olusur. Abietik asit bu grubun en yaygin sekilde bilinen bir iiyesidir. Aromatik
abietanlarin antibakteriyel ve antitliberkiiloz aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Ertas,
2005; Karabacak, 2007). Kassanlarda abietanlardan farkli olarak metil grubu C-14’ ¢
gocer. Rossanlar, Friedo veya Backbone tipi diizenlenme igeren alternatif bir

halkalasma ile olusur (Ertas, 2005).
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Diterpenler mevalonik ve non-mevalonik asit yolaklarinin her ikisiyle de
sentezlenebilir (Dubey et al., 2003). Diterpenler retinol, retinal, taksol, fitol gibi
biyolojik agidan 6nemli bilesiklerin temelini olusturur. Yaygin olarak yiyeceklerde ve
kozmetikte katki maddesi olarak kullanilir. Bunun yani sira diterpenlerin anti-
karsinojenik, anti-inflamatuar, antioksidan, antimikrobik, anti-kanser, yara iyilestirici,
antihipertansif, analjezik ve norofarmakolojik aktivitelerinin  oldugu ¢esitli
arastirmalarda rapor edilmistir (Chang et al., 2007; Costa et al., 2012; Costa et al.,
2014).

Diterpenlerin biyolojik aktiviteleri

Diterpenler daha ¢ok antioksidatif ve sitotoksik 6zellik gostermektedir. Bununla
birlikte test edilen konsantrasyonlara bagli olarak degisken aktiviteler gosterebilir
(Bakkali et al., 2008).

Antioksidan aktivite

Peroksidatif siirecler ve serbest radikaller, kardiyovaskiiler hastaliklar, bazi
kanser tiirleri, inflamatuvar hastaliklar ve noérodejeneratif bozukluklar gibi sayisiz
hastalikta rol oynamaktadir (Vendemiale et al., 1999); Halliwell et al., 1999). Serbest
radikallerin bozucu etkisi yiyeceklerde bulunan dogal antioksidanlarla azaltilabilir
(Ramos et al., 2003). Bu nedenle antioksidan kaynagi olan tibbi bitkiler ilgi konusu
olmustur (Atawodi et al., 2005; Maiga et al., 2006). Yapilan in vivo ve in vitro
caligmalarda karnozol (Carvalho et al., 2015)), karnozik asit, rosmadial, rosmarinik asit
(Petiwala and Johnson, 2015), lobokompaktol A ve B (Minh et al., 2011), foliol,
linearol, sidol (Gonzalez-Burgos et al., 2013) ve jatrofan (Chen et al., 2014) gibi bazi

onemli diterpenlerin potansiyel antioksidan kapasiteleri rapor edilmistir.

Antimikrobiyal, antiviral ve antimalarial aktivite

Bir veya daha fazla aktif -OH grubuna sahip antioksidan aktivite gdsteren
maddeler, bakteri, mantar ve virlis gibi c¢esitli organizmalarin zar gegirgenligini

arttirabilir. Yiksek konsantrasyonlardaki diterpen bilesenleri, yiiksek lipofitelerinden
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dolay1 hiicre i¢ene kolayca niifuz edebilir ve dylece organelleri de iceren temel hiicresel
bilesenlerin kaybedilmesine ve hiicre &liimiine neden olabilir (Islam et al., 2016). Bu
Ozelliklere sahip diterpenler arasinda ent-beyer-15-en-19-ol (Drewes et al., 2006),
kasban ve pirazol ile kaynasmis trisiklik diterpenler yer almaktadir (Yu et al., 2015).
Yapilan arastirmalarda ent-pimaran, ent-pimara-8(14),15-dien-19-oic asit (PA), PA
sodyum tuzu, ent-8(14), 15-pimaradien-3beta-ol, ent-15-pimaran-8 beta,19-diol, ent-
8(14),15-pimaradien3beta-asetoksi diterpenlerinin antibakteriyel; 16-a-hidroksikleroda-
3,13(14)Z-dien-15,16-olid diterpeninin antifungal ve ent-labden ve dolabelan
diterpenlerinin antiviral aktiviteye sahip oldugu kaydedilmistir (Pardo-Vargas et al.,
2014; Bhattacharya et al., 2015).

Antikanser aktivite

Diterpenler sitotoksik o6zelliklere sahip oldugu gibi hiicresel hedefleme
yetenegine de sahiptir. Bdylelikle programlanmis hiicre dliimiinii etkileyebilir. /n vivo
ve in vitro bazi ¢alismalar, diterpenlerin timor ve kanserli hiicrelerin biiylimesinin
kontrol altina alinmasi i¢in umut vadeden maddeler oldugunu gostermektedir. Bitkisel
kaynakli diterpenlerin bir tiirii olan taksonlar, kemoterapdtik ajan olarak (6rnegin;
meme, yumurtalik, akciger, mesane, prostat, melanoma ve diger kati1 tiimorler igin)
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Taxus sumatran (Shen et al., 2005) ve (+)-7-
deoksinimbidiol’den izole edilen bes taksan diterpen esterinin bir dizi insan kanser
hiicre hattina karsi 6nemli antikanser aktivite sergiledigi gozlenmistir (Xiong et al.,
2006). Antioksidan ve sitotoksik ozelliklere sahip diterpenler kanser tedavileri i¢in 1yi
bir ara¢ olabilir. Premna serratifolia L'nin metanolik 6ziinden izole edilen bir diterpen
[11,12,16-trihidroksi-2-okso-5-metil-10-demetil-abiyeta-l ~ (10),  6,8,11,13-penten]
SHSY-5Y noroblastomasi ve B16 melanoma hiicreleri tizerinde test edildiginde, 6nemli
antikanser aktivitesi gostermistir (Habtemariam and Varghese, 2015). Ayrica trisiklik
biyoaktif klerodan diterpenoidlerin, insan ve farelerden tiireyen bir dizi kanser
hiicresinde apoptozise yol agan bir anti-proliferatif harekete neden oldugu gosterilmistir

(dos Santos et al., 2010; Ferreira et al., 2016).
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1.4.2.5 Sesterpen, triterpen, tetraterpen ve politerpen

Geranil-geranil pirofosfata bir izopren birimi eklenmesiyle olusan sesterpenler
CasHyo formiiliine sahiptir. Triterpenler C3oHsg molekiil formiiliine sahiptir ve 6 izopren
molekiiliiniin birlesmesiyle olusur. 8 izopren molekiilii igeren tetraterpenler CsoHsg
molekiil formiiliine sahiptir. Politerpenler ise bir¢cok izopren iinitesinin baglanmasi

sonucu olusur (Goren, 2002).

1.5 Aromatik Bilesikler

Aromatik bilesikler benzen halkasi ihtiva eden organik bilesiklerdir.
Fenilpropandan tiiretilen aromatik bilesikler terpenlerden daha az siklikla meydana
gelir. Aromatik bilesikler; aldehitler, alkoller, fenoller, metoksi tiirevleri ve metilen
dioksi bilesikleri olarak gruplandirilabilir. Bu bilesiklerin baslica bitki kaynaklari,
anason, tar¢in, karanfil, rezene, hindistan cevizi, maydanoz, yildiz anason, tarhin ve bazi

botanik ailelerdir (Bakkali et al., 2008).

1.6 Tez Kapsaminda Test Edilen Diterpen Tiirevi Bilesikler

Tez kapsaminda 2 adet diterpen tirevi bilesik kullanilmistir; napellin ve
talatisamin. Bu bilesiklerin kimyasal formiilleri ve kimyasal yapilari Cizelge 1.5°te

gosterilmistir.
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Cizelge 1.5 Tez kapsaminda kullanilan diterpen tiirevi bilesikler (Turabekova et al.,
2008; Song et al., 2008’den alinmustir).

Bilesigin Ad1 Kimyasal Formiilii Kimyasal Yapisi
OH
: CH-
Napellin C22H33NO3 ,
Talatisamin C24H39NOs
H,C—O0
Napellin

Napellin ~ Aconitum genus, Ranunculaceae bitkilerinden elde edilen
diterpenoid alkaloittir. Giliglii bir antiaritmid olan napellinin antinosiseptif ve
antiepileiform 6zelliklere sahip olduklart da bildirilmistir (Turabekova et al., 2008).
Napellin, mezenkimal kok hiicreleri harekete gecirerek yaralarin 1yilesmesini
hizlandirir. Ayrica diterpenoid alkaloidler antiinflamatuar, antikanser, antiepileiform ve

antiparazitik etkiye sahiptir (Kiss et al., 2017).

Talatisamin

Talatisamin Aconitum talassicum bitkisinden ekstrakte edilen bir delphinine tip
alkaloittir (Cherney and Baran, 2011). Yeni tanimlannus bir K* kanal engelleyicidir.
Voltaj-kapili K* (Ky) kanallar1 hiicrenin elektriksel aktivitesini diizenlemede &nemli rol
oynar. Ky kanallar1 hiperpolarizasyonu indiikler, membran uyarilabilirligini azaltir ve
periferal ve merkezi néronlarda K™ akisini arttirir (Song et al., 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Kumar et al. (2004) geleneksel olarak Hindistan, Cin ve Giineydogu Asya' daki
farkli hastaliklar1 tedavi etmek igin bir ilag olarak kullanilan Andrographis paniculata
bitkisinden izole edilen andrografolid diterpeninin HT-29 (kolon kanseri) hiicreleri

tizerinde antikanser etki sergiledigini rapor etmislerdir.

Trisonthi et al. (2014) Litsea cubeba meyvelerinin metanol ekstraktindan izole
edilen bir diterpenik yapida kubelinin insan servikal adenokarsinoma (HeLa)
hiicrelerinde hiicre canlilifini ve proliferasyonu azalttigi kaydedilmistir. Kubelin ayrica
hiicrelerin niikleer morfolojilerinde apoptotik hiicre Oliimiiniin gdstergeleri olan

degisikliklere neden olmustur.

Dhanasekaran et al. (2009) Tinospora cordifolia bitkisinden izole edilen bir
diterpen olan (5R, 10R) -4R, 8R-dihidroksi-2S, 3R: 15,16-diepoksisiloda-13 (16),
17,12S: 18,1S-dilaktonun kemopreventif etkisi dietilnitrosamin ile indiiklenen
hepatoselliiler karsinom siganlarinda aragtirmislardir. (5R, 10R) -4R, 8R-dihidroksi-2S,
3R: 15,16-diepoksisiloda-13 (16), 17,12S: 18,1S-dilaktonun in vivo da kemopreventif
etkiye sahip oldugu kaydedilmistir.

Huang et al. (2004) Casearia membranacea bitkisinden izole edilen 6 farkli
kaseamembrin diterpen tiirevlerinin PC-3 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu iizerine ve
apoptotik  etkilerini  arastirmislardir.  Aragtirmanin  sonucunda kaseamembrin
diterpenlerinin hiicre proliferasyonu inhibe ettigi sulforodamin B yontemi ile
belirlenirken, kaspaz-3 ve kaspaz-9’u aktiflestirerek ekstrinsik ve intrensek apoptozu

indiikledigi rapor edilmistir.

Sai Prakash et al. (2002) Casearia lucida bitkisinin kabugundan izole ettikleri 11
yeni klerodan diterpenin ve 3 klerodan diterpenoidlerin yumurtalik kanseri (A2780)
hiicre hattina kars1 sitotoksisiteye neden olarak antikanser aktivite sergilediklerini tespit

etmislerdir.
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Islam et al. (2015); islam et al., 2016) klorofil kaynakli bir diterpen olan fitoliin,
antioksidan, sitotoksik, antimutajenik, antibiyotik-kemoterapotik ve norofarmakolojik

aktiviteleri igceren gesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Sharma et al. (2018) Tinospora cordifolia bitksinden ziole edilen ve yeni bir
klerodan furano diterpenoidin kolon kanseri hiicrelerinde (HCT116 )mitokondri aracili
apoptoz, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ve otofajiyi indiikleyerek antianser aktiviteye

sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Morita et al. (1991) Croton lechleri' den izole edilen klerodan tiirevlerinin

prostat kanserinde anti-tiimor ve apoptotik aktivite gosterdigini ortaya koymuslardir.

Zhou et al. (2007) triptolidin in vitro pankreatik kanser hiicrelerinin (ASPC-1,
PANC-1 ve SW1990) proliferasyonu ve apoptozu iizerindeki etkilerini arastirmislardir.
Triptolidin ASPC-1, PANC-1 ve SW1990 hiicre hatlarinda belirgin bir sekilde
biiylimeyi inhibe edici etkiye sahip oldugu ve bazi genlerin ekspresyonunu degistirerek

(5-LOX ve BCL2 gibi ) apoptozu indiikledigi kaydedilmistir.

Block et al. (2005) Croton zambesicus'un yapraklarindan izole edilen bir
diterpen bilesik olan entravraviloban-3-beta-ol'tiin HL-60 hiicrelerinde hiicre canliligini

azaltarak sitotoksik aktivite gosterdigini bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyaller

Tez kapsaminda kullanilan U-87 MG insan glioblastoma hiicre hattt ATCC®

hiicre kiiltiirii koleksiyonundan temin edildi. Calismada kullanilan kitler ve kimyasal

maddeler Cizelge 3.1°de, cihazlar ise Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan kit ve kimyasal listesi.

Kitler Temin Edildigi Firma

Total Antioxidant Status (TAS) kiti Rel Assay Diagnostics®
Total Okxidant Status (TOS) Kkiti Rel Assay Diagnostics®
MTS Cell Proliferation Assay Kit Promega®

LDH Cytotoxicity Assay Kit Thermo Scientific®
cDNA sentez kiti Applied Biosystems®
RT* Profiler PCR Array Kit Qiagen®

I Kimyasal Maddeler i Temin Edildigi Firma i

DMEM Sigma-Aldrich® (Germany)

Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich® (Germany)
Fetal Bovin Serum (FBS) Gibco®

Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma-Aldrich® (Germany)
Penisilin/Streptomisin Gibco®

Tripsin/EDTA Sigma-Aldrich® (Germany)

Etil alkol Sigma-Aldrich® (Germany)

Kloroform Sigma-Aldrich® (Germany)

Triton-X 100 Cell Biolabs (Chinese)
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Cizelge 3.2 Arastirmada kullanilan cihaz listesi.

Cihazin Ad1 Modeli

+4 °C buz dolab1 Edesa
Ultra saf su cihazi Millipore, Q-3W
Flow sitometrisi Partec
Qiagen Rotor gene Qiagen
-80 °C derin dondurucu ESCO Lexicon
-20 °C derin dondurucu Templow
Oktoklav JSR, JSAC-60
CO, inkiibator ESCO Celculture
Vorteks Wisd Wisemix VM-10
Su banyosu Daihan
Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R
Mini santrifiij WiseSpin
Hassas terazi Shimadzu ATX224
Inverted Mikroskop Leica DFC450C Model: CH-9435
Biyogiivenlik Kabini ESCO NordicSafe™
Spektrofotometre Biotek EPOCH
3.2  Yontem

3.2.1 Hiicre kiiltiirii

3.2.1.1 U87-MG hiicre hattinin kiiltiir edilerek ¢cogaltilmasi

Calismada insan glioblastoma hiicresi olan U-87 MG hiicre hatt1 kullanildu.
Hiicreler steril flasklarda (25 cm?’lik) % 10 FBS, % 1 penisilin/streptomisin ve % 1 L-
glutamin iceren DMEM igerisinde (5 ml), 37 °C’de % 5 CO; igeren ortamda 2 giinde bir
besiyeri degistirilerek biyiitiildi. % 80 yogunluga ulasan hiicreler pasajlanarak
cogaltildi. U-87 MG hiicrelerinin mikroskop goriintiisii Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1 U-87 MG hiicrelerinin mikroskop goriintiileri (4X, 10X).
3.2.1.2 Hiicrelerin deneye alinmasi

Yeterli yogunluga ulasan hiicreler tripsinle tutunduklart yiizeyden kaldirilarak
besiyeri icerisinde ¢0ziildii. Hemositometre kullanilarak hiicre sayimi yapildi. 96
kuyucuklu platelere her bir kuyuda 3000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler
yiizeye tutunmasi i¢in 37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatérde 24 saat inkiibe edildi. 24
saatin sonunda kuyucuklardaki mediumlar pipet yardimiyla yiizeyden uzaklastirild.
Yiizeye tutunmus halde bulunan hiicrelere % 0.1 DMSO ve suda ¢oziinen 2 ayr1 bilesik
belirlenen dozlarda (1, 2.5, 5, 10, 25, 50 100, 200, 400, 800, 1000 pg/mL) 5 tekrar
olacak sekilde uygulandi ve 37 °C’de %5 CO; igeren inkiibatorde (24 ve 48 saat)
kiiltire edildi. Kiiltiirler sonlandirildiktan sonra Toplam Oksidan Durum (TOD),
Toplam Antioksidan Durum (TAK), Hiicre Canlihginin Olgiimii (MTS) ve Laktat
dehidrogenaz (LDH) yontemleri uygulandi. Her iki bilesik igin LCsp degerleri
hesaplandi.

Apoptoz ve gen ekspresyon profillerin tespiti igin ise, yeterli yogunluga ulasan
U-87 MG hiicreleri tripsinle tutunduklar ylizeyden kaldirilarak hemisitometre ile sayim
yapildi ve her bir kuyucuk i¢in 100.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plate’e ekim
yapildi. Hiicreler ylizeye tutunmalari i¢in 37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat
inkiibe edildi. Her iki bilesik i¢in de belirlenen LCsy dozlarinda ekim yapildi, 37 °C’de
% 5 CO; igeren inkiibatorde 48 saat inkiibe edildi.
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3.2.2 Toplam oksidan durum

Bu yontemin temel prensibi, incelenilen 6rnekte bulunan ferroz iyon baglayict
molekiil kompleksinin ferrik iyona oksitlenmesidir. Ferrik iyonu asidik ortamda
kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Rengin yogunlugu 6rnekte bulunan oksidan
molekiillerinin ~ toplam  miktartyla  iliskilidir ~ ve  spektrofotometrik  olarak
Olgiilebilmektedir. Calismada Rel Assay Diagnostics® firmasina ait Total Oxidant

Status (TOS) kiti kullanildi. Uygulama kitte yer alan prosediire gére yapildi.

Belirlenen siire ve dozlarda bilesikler ile muamele edilen her bir hiicrenin
mediumu alinarak yeni bir 96 kuyucuklu plate’e her kuyuda 37,5 pl olacak sekilde
aktarildi. Orneklerin iizerine kitte yer alan Reagent 1 soliisyonundan 250’ser pL
eklendi. Iyice karigmasi saglanarak oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Siire sonunda 530
nm dalga boyunda birinci absorbans degeri okundu. Daha sonra kitte yer alan Reagent 2
solisyonundan 12,5’er ul eklenerek ikinci absorbans degeri okundu. Elde edilen

absorbans degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi.

Sonuglar=(AAbs Ornek)/(AAbs Standart) xStandartin Konsantrasyonu (3.1)

A2-Al= Standart veya 6rnegin absorbans degerlerinin farki (AAbs)
Birim: pmol / L
Standartin konsantrasyonu: 10 pmol/L

3.2.3 Toplam antioksidan durum

Bu yontemde temel olarak, ornekteki antioksidan olan koyu mavi-yesil renkli
ABTS, renksiz ABTS formuna indirgenmektedir. 660 nm dalga boyundaki absorbans
degisimi Ornekteki toplam antioksidan seviyesiyle iliskilidir. Calismada Rel Assay
Diagnostics® firmasina ait Total Antioxidant Status (TAS) kiti kullanildi. Uygulama

kitte yer alan prosediire gore yapildi.

Belirlenen siire ve dozlarda bilesikler ile muamele edilen her bir hiicrenin

mediumu alinarak yeni bir 96 kuyucuklu plate’e her kuyuda 15 ul olacak sekilde
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aktarildi. Orneklerin iizerine kitte yer alan Reagent 1 soliisyonundan 250’ser ul eklendi.
Iyice karigmasi saglanarak oda sicakhiginda 30 dk bekletildi. Siire sonunda 660 nm
dalga boyunda birinci absorbans degeri okundu. Daha sonra kitte yer alan Reagent 2
soliisyonundan 37.5’er pl eklenerek ikinci absorbans degeri okundu. Elde edilen

absorbans degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi.

Sonuglar=[(AAbs H,0)-(AAbs 6rnek)] / [(AAbs H,0)-(AAbs standart)] (3.2)

A2-Al = Standart veya 6rnegin absorbans degerlerinin farki (AAbs)

Birim: mmol / L

3.2.4 Hiicre canlih@imn olgiilmesi ve MTS analizi

Metabolik aktivite temelli proliferasyon testi olan bu yontemde mitokondri
enzimlerinin substrati olan maddeler hiicrelere verilerek kolorimetrik analiz
yapilmaktadir. Yontem, canli hiicreler tarafindan mitokondrinin MTS boyasinin
tetrazolium halkasin1 pargalayarak renkli formazan bilesigini olusturmasi ilkesine

dayanmaktadir.

MTS analizi i¢in Promega® firmasina ait CellTiter 96® AQ,.0us One Solution
Cell Proliferation Assay kiti kullanildi. Analiz kitteki prosediire gére uygulandi.
Belirlenen konsantrasyonlarda bilesikler ile muamele edilen 96 kuyucuklu plate’teki
hiicreler 24 saatlik ve 48 saatlik kiiltiir siirelerinin sonunda, yiizeydeki hiicrelere zarar
vermeyecek sekilde tiim kuyucuklardaki mediumlar uzaklastirildi (pozitif kontrol olarak
Triton-X kullanildi). Her bir kuyucuk igin 10 ul MTS soliisyonu 50 ul besiyeri olacak
sekilde karisim hazirlandi. Hazirlanan karisimdan her kuyucuga 60 pul olacak sekilde
karanlik ve steril ortamda eklendi. Hucreler 37 °C’de 2,5-3 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda absorbans degeri elde
edildi. Uygulanan her bilesik ve konsantrasyon igin yiizde canlilik ve sitotoksisite

degerleri hesaplandi.
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3.25 LDH analizi

LDH yonteminde, Oli veya hasarli hiicrelerden ortama salinan laktat
dehidrogenaz (LDH) enzim seviyesi kantitatif ve kolorimetrik olarak saptanmaktadir.
Bu analizde, spektrofotometrik olarak Olgiilebilen kirmizi bir formazan iirlinii ile
sonuglanan bir enzimatik reaksiyon ile kiltiir ortamindaki hiicre dist LDH seviyesi

Olciilmektedir.

Bu calismada Thermo Scientific® firmasi tarafindan iiretilen Pierce LDH
Cytotoxicity Assay Kit kullanildi. Analiz kitte yer alan prosediire gore uygulandi. 96
kuyucuklu plate’lere ekilen hiicreler her iki bilesik ile belirlenen konsantrasyonlarda 24
saat ve 48 saat muamele edildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda plate’lerdeki
besiyerinin 50 ul’si yeni bir 96 kuyucuklu plate’ e alindi. Her bir kuyucuga kitte yer
alan reaksiyon karisimindan (Reaction Mixture; kitteki prosediire gore hazirlandi) 50 ul
eklendi ve yarim saat karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildi. Yarim saatin
sonunda her bir kuyucuga kitte yer alan stop soliisyonundan 50 pl eklendi. 490 nm ve
680nm dalga boylarinda okutularak absorbans degerleri elde edildi. Uygulanan her
bilesik ve her konsantrasyon i¢in asagidaki formiile gore yiizde canlilik ve sitotoksisite

degerleri hesaplandi.

Bilesik ile muamele edilen LDH aktivitesi-Spontane LDH aktivitesi
Maksimum LDH aktivitesi-Spontane LDH aktivitesi

% Sitotoksisite= x100 (3.3)

3.2.6 Apoptozis

Napellin ve talatisaminin hiicre apoptozunun iizerine etkilerini belirlemek icin 6
kuyucuklu plate’e her kuyuda 100.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. U-87 MG
hiicreleri belirlenen LCsy dozlarinda bilesikler ile muamele edilerek 37 °C’de %5 CO,
iceren inkiibatorde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler tutuntuklar:
yiizeyden tripsinle kaldirilarak eppendorf tiiplere alindi ve PBS ile yikama islemi
yapildi. Hiicrelerdeki apoptotik aktivite degisimi Annexin V-FITC Apoptosis Kiti ile
iretici firmanin protokolii takip edilerek CyFlow® Cube 6 akim sitometri cihazi ile

olciildii.
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3.2.7 Molekiiler toksisite tayini

RNA izolasyonu

6 kuyucuklu plate’e her kuyuda 100.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Hiicreler belirlenen LCsg dozlarinda bilesikler ile muamele edilerek 37 °C’de %5 CO;
iceren inkiibatorde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler
tutuntuklart yiizeyden tripsinle kaldirilarak eppendorf tiiplere alindi. Hiicreler mini
santrifiijde, 8000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi, slipernatant atildi. Tiipte kalan hiicrelerin
tizerine 1 ml PBS eklenerek 8000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi, PBS uzaklastirildi.
Pelletin tizerine 500 pl trizol eklenerek 5 dk oda sicakliginda bekletildi. 5 dk’nin
sonunda 100 pl kloroform eklenerek c¢alkalandi, 2-3 dk oda sicakliginda bekletildi.
Bekleme siiresinin sonunda +4 °C’de, 10.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda 3 ayr1 faz olusumu gozlendi; RNA, DNA+Protein ve organik faz. RNA’nin
oldugu iist faz yeni bir eppendorf tiipe aktarildi. Uzerine 250 pl izopropanol eklenerek
3-5 defa alt st edildi. 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Ardindan +4 °C’de 12.000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi1 ve pelletin {izerine 1 ml %70’lik etanol
eklendi. +4 °C’de 7500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve 50 pl niikleaz

free saf su eklenerek RNA ¢oziildii. Coziilen RNA’lar buz iizerine alindi.

cDNA reaksiyonu

Napellin ve talatisamin’in U-87 MG hiicreleri iizerine etkisinin daha genis bir
ornek setinde dogrulanmasi i¢in RNA ornekleri kullanilarak cDNA sentezi yapildi.
Orneklerden elde edilen total RNA’ lar konsantrasyonlart 1000 ng/ul olacak sekilde
seyreltildi. cDNA sentez islemleri High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

kullanilarak kitte yer alan prosediire gore gergeklestirildi.

RT? Profiler PCR Array yéntemi

RT? Profiler PCR array yontemi ¢ok sayida genin ekspresyonunun es zamanlt
olarak belirlenebildigi, microarray ve gergek zamanli PCR tekniginin kombine edildigi

bir yontemdir. RT? Profiler PCR dizileme bir hastalik veya biyolojik siireglerle iligkili
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genlerin bir levha iizerinde analiz edilmesi i¢in tasarlanmistir. Qiagen® firmasindan
temin edilen RT? Profiler PCR dizileme kiti kullamlarak PCR isglemi yapildi.
ThermoFisher® firmasindan temin edilen Power SYBR Green PCR Master Miksinin
icine cDNA oOrnekleri eklendi ve elde edilen bu karisim ile gergek-zamanli PCR array
yapildi. Son olarak, elde edilen veriler AACT metodu kullanilarak genlerin ekspresyon
diizeyleri tespit edildi. Molekiiler Toksikoloji RT® Profiler PCR Array yontemi ile
ekspresyon profilleri belirlenen, 13 farkli biyolojik yolaktaki 84 anahtar gen Cizelge

3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Molekiiler Toksikoloji RT2 Profiler PCR Array yontemi ile ekspresyon
profilleri belirlenen genler ve biyolojik yolaklar.

Biyolojik Yolak Genler
Apoptozis AKT1, BCL2, BCL2L1, CASP8, CASP9
FASLG
Nekrozis CYLD, GRB2, MAG, PARP2, PVR,
TXNL4B
DNA Hasar1 ve Tamiri ATM, BRCA1, CDKN1A, ERCC2,
MDM2, RAD51

Mitokondriyal Enerji Metabolizmasi

ARRDCS, ASB1, CYB561D1, DNAJB1,
HSPA1A, HSPA1B, SLC25A25

Yag Asidi Metabolizmasi

ACADM, ACADVL, ACOX1, CPT1A,
CPT1B, CPT2

Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistemler

AKR1C2, FHL2, GCLM, HMOX1,
NCOA7, NQO1, SLC7A1l

Is1 Soku Protein Metabolizmasi

HSF1, HSP90B1, HSPA4, HSPAS,
HSPB1, HSPD1,

Endoplazmik Retikulum Stres ve
Katlanmamis Protein Yaniti

ADM2, ASNS, DNAJB9, HERPUD1,
INHBE, TRIB3, UHRF1

Sitokrom P450 ve Faz | Metabolizmasi

CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C9,

CYP2D6

Steatoz CD36, FASN, LPL,PPARA, SCD,
SREBF1

Kolestaz ABCB4, ABCC2, ABCC3, ATP8B1,

OSTalpha, PDYN, RDX

Fosfolipitozis

ASAH1, HPN, LSS, SERPINAS,
SLC2A3, TAGLN, WIPI1

Immiinotoksisite

ADHIC, F2, HPX, LYZ, METAP2,
MKI167, NR5A2, TRIM10
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istatistiksel analiz

Istatiksel analizler Student’s t-test testi Microsoft Excel 2011 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) kullanilarak tespit edildi. Istatistik analizler

sirasinda giiven araligi 0.05 olarak belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Test Edilen Diterpenlerin In Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu Biyokimyasal

Analiz Degerleri

24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarla U-87 MG hiicrelerine uygulanan napellinin
kontrole kiyasla TAK degerlerini degistirmedigi gézlemlenirken; uygulanan en yiiksek
konsantrasyonun (1000ug/mL) hem 24 hem de 48 saat’lik kiiltiirlerde TOD degerini
arttirdig1 tespit edilmistir. Napellinin 24 ve 48 saatlik U-87 MG Kkiiltiirlerinde
olusturdugu TAK ve TOD degerleri Sekil 4.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.1 In vitro sartlar altinda napellinin U-87 MG hiicrelerindeki 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonu sonucu olugan TAK ve TOD degerleri (A: 24 saat TAK degerleri; B: 48
saat TAK degerleri; C: 24 saat TOD degerleri; D: 48 saat TOD degerleri)

*Degerler ortalama + Standart sapma olarak sunulmugtur (*<0,005, n=5).

24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarla U-87 MG hiicrelerine uygulanan talatisaminin
kontrole kiyasla TAK ve TOD degerlerini degistirmedigi tespit edilmistir. Talatisaminin
24 ve 48 saatlik U-87 MG Kkiiltiirlerinde olusturdugu TAK ve TOD degerleri Sekil
4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 In vitro sartlar altinda talatisaminin U-87 MG hiicrelerindeki 24 ve 48 saatlik

inkiibasyonu sonucu olusan TAK ve TOD degerleri (A: 24 saat TAK degerleri; B: 48

saat TAK degerleri; C: 24 saat TOD degerleri; D: 48 saat TOD degerleri)
*Degerler ortalama + Standart sapma olarak sunulmustur (*<0,05, n=5).

42  Test Edilen Diterpenlerin in Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu Sitotoksisite

Analiz Degerleri

Napellinin uygulandigi U-87 MG hiicreleriyle yapilan MTS testi sonucunda, 24
saatlik inkiibasyon sonrast uygulanan maddenin 800 ve 1000 pg/mL’> lik
konsantrasyonlarinin; 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise 400, 800 ve 1000 ng/mL’ lik
konsantrasyonlarinin hiicre canliligim1 azalttigi gozlemlenmistir. Ayrica elde edilen
MTS sonuglart kullanilarak napellin i¢in LCsy degeri 757, 358 upg/mL olarak

hesaplanmistir. Napellinin hiicre canlilig1 iizerine etkileri Sekil 4.3’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.3 U-87 MG hiicrelerinde napellinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
gozlenen % canlilik degerleri (A: 24 saat B: 48 saat)

*Degerler ortalama + Standart sapma olarak sunulmustur (*<0,05, n=5).

Napellin uygulanan U-87 MG hiicrelerinden elde edilen LDH testi sonuglarina
gore; 24 saatlik kiiltlirlerde hiicrelerden salinan LDH miktarmin 800 ve 1000 ng/mL’ lik
konsantrasyonlarda; 48 saatlik kiiltirlerde ise 400, 800 ve 1000 pg/mL’ lik
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla istatiksel agidan anlamli olarak artis gosterdigi
tespit edilmistir. Napellinin U-87 MG hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisite degerleri
Sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Sekil 4.4 U-87 MG hiicrelerinde napellinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
gozlenen sitotoksisite (A: 24 saat B: 48 saat)
*Degerler ortalama + Standart sapma olarak sunulmustur (*<0,05, n=5).

Talatisaminin uygulveigi U-87 MG hiicreleriyle yapilan MTS testi sonucunda,
24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi uygulanan maddenin 1000 pg/mL’ lik
konsantrasyonunun; hiicre canliligin1 azalttig1 gézlemlenmistir. Ayrica elde edilen MTS
sonuclar1 kullanilarak napellin i¢in LCsg degeri 2593,997 ng/mL olarak hesaplanmistir.

Talatisaminin hiicre canliligi tizerine etkileri Sekil 4.5°te gosterilmistir.
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Sekil 4.5 5 U-87 MG hiicrelerinde talatisaminin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
gbzlenen % canlilik degerleri (A: 24 saat B: 48 saat)
*Degerler ortalama + Standart sapma olarak sunulmustur (*<0,05, n=5).

Talatisamin uygulanan U-87 MG hiicrelerinden elde edilen LDH testi
sonuglarmma gore; 24 saatlik kiiltiirlerde hiicrelerden salman LDH miktarinin
degismedigi konsantrasyonlarda; 48 saatlik kiiltiirlerde ise 1000 pg/mL’ lik
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla istatiksel agidan anlamli olarak artig gosterdigi
tespit edilmistir. Talatisaminin U-87 MG hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisite

degerleri Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6 U-87 MG hiicrelerinde talatisaminin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
gozlenen sitotoksisite degerleri (A: 24 saat B: 48 saat)
*Degerler ortalama =+ Standart sapma olarak sunulmustur (*<0,05, n=5).

4.3 Test Edilen Diterpenlerin in Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu Apoptoz

Analizleri

U-87 MG hiicrelerinde napellin ve talatisamin i¢in belirlenen LCsy degerleri,
hiicrelere uygulanarak 48 saatlik inkiibasyondan sonra apoptotik hiicre oranlar1 flow
sitometrisi Anneksin V-FITC Analizi ile belirlendi. Test bilesigi uygulanmayan kontrol
grubunda 48. saatte erken apoptotik hiicre oran1 % 0,285; ge¢ apoptotik hiicre oran1 %
0,2 olarak bulundu. Napellin uygulanan grupta 48. saatte erken apoptotik hiicre oran1 %
4,305, ge¢ apoptotik hiicre oran1 % 1,02 olarak bulunurken; talatisamin uygulanan
grupta 48. saatte erken apoptotik hiicre oran1 % 3,68, ge¢ apoptotik hiicre oran1 % 0,405

olarak bulundu. Napellin ve talatisaminin apoptoza giden hiicre oranini kontrole kiyasla
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istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig: tespit edildi. Napellin ve talatisamin ile
muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde Anneksin V-FITC yontemine gore elde edilen

apoptoz analiz sonuglar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7 Napellin ve talatisamin ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde Anneksin
V-FITC yontemine gore elde edilen apoptotik indeks.
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Sekil 4.8 Napellin ve talatisamin ile indiiklenmis hiicrelerde Anneksin V-FITC analizi.
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4.4  Test Edilen Diterpenlerin In Vitro Sartlar Altinda U-87 MG Hiicrelerinde
Olusturdugu Gen Ekspresyon Profillerinin Tespiti

U-87 MG hiicrelerinde napellin ve talatisamin diterpenleri tarafindan indiiklenen
toksisite mekanizmalarini belirlemek i¢cin Human Molecular Toxicology PathwayFinder
RT? Profiler PCR Array kiti kullanildi. U-87 MG hiicrelerinde napellin ve talatisamin
(LCso konsantrasyonlarinda) 48 saatlik maruziyet sonrasi gen ifadesindeki degisimler
gozlemlendi. Elde edilen sonuglara gore, U-87 MG hiicrelerinde napellin ve
talatisaminin Ozellikle oksidatif stres ve antioksidan sistemler ve apoptoz gibi hiicresel
olaylarda rol alan genlerin ekspresyonunda yiiksek seviyede degisime neden olmustur.
Napellin ve talatisaminin U-87 MG hiicrelerinde olusturdugu gen ekspresyon

degisimleri Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Napellin ve talatisaminin U-87 MG hiicrelerinde olusturdugu gen ekspresyon
degisimleri.
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Giliniimiizde kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinya genelinde en
yaygin 0liim nedeni olarak gosterilmektedir. Muhtemelen bu durumun temel sebebi;
glinlimiiz insanlarinin potansiyel olarak ¢esitli karsinojen, mutajen ve toksik ajanlara
maruz kalmasidir. Gliomalar, 6liimciil kanserler arasinda birinci sirada yer almaktadir.
Beyin tiimorlerin en agresif tiirii olan gliomalar, mevcut kemoterapoétiklere direng
gostermektedir (Rahmani vd., 2014). Klinikte kullanilan yaklasik 60 kemoterapi ilacina
bliyiik katki saglayan dogal bitki {irtinleri kemoterapotik tedavide onemli rol
oynamaktadir (Kinghorn et al., 1999). Bu nedenle yeni dogal kemoterapétik ajanlarin
kesfi gliomalarin tedavisinde biiyiik 6nem arz etmektedir. Son yillarda yiiriitiilen bircok
calismada, dogal bitki iirlinlerinin ¢esitli kanser tiirlerinde kemoterapotik ajanlar olarak
etkili oldugu rapor edilmektedir (Aydin vd., 2013). Bu dogal bitki iiriinlerinin en temel
smiflar1 flavonoidler, terpenler, alkaloidler, saponinler ve kumarinlerdir (Cowan, 1999).
Bunlarin arasinda terpenler, bilinen yaklagik 50.000 yapisiyla en biiyiik dogal bitki
irtinii grubunu olusturmaktadir (Conolly ve Hill, 1991). Birgok ¢alismada, 4 izopren
biriminden olusan diterpenler de dahil olmak iizere, terpenlerin, farkli kanser hiicreleri
tizerinde oksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Lee-Hilz et al., 2006).
Kemoterapotik  ajanlarin kanser  hiicrelerini  6ldiirmek  i¢in  kullandiklar
mekanizmalardan biri oksidatif stres olusturmaktir (Chen et al., 2007). Vinblastin,
doksorubisin, kamptotesin ve sisplatin gibi bir ¢ok kemoterapétik ajan oksidatif stres
aracili antikarsinojenik etki gostermistir (Simizu et al., 1998). Mevcut tezde yapilan
biyokimyasal arastirmalar sonucunda, Napellinin 24 saat ve 48 saalik U-87 MG hiicre
kiiltiirlerinde uygulanan en yiiksek konsantrasyonunda TOD degerinin arttig1
belirlenmistir. Talatisaminin ise doza ve zamana bagli olarak TOD degerlerini
degistirmedigi gozlemlenmistir. Diterpen tiirevlerinin kanser hiicreleri {izerindeki
oksidatif etkileri lizerine literatiirde ¢ok az arastirma yapilmasina ragmen terpen
tiirevleri iizerinde ¢ok sayida galisma yapilmistir. Hong et al. (2012), tarafindan yapilan
calismada, bizim bulgularimiza benzer olarak, deniz yumusak mercan1 olan
Lobophytum tiirlerinden izole edilen (1S, 2S, 3E, 7E, 11E) -3,7,11,15 Cembratetraen-
17,2-olit, deniz cembrenolid diterpeninin reaktif oksijen tiirleri (ROS) {ireterek insan
kolon adenokarsinoma hiicrelerinde (HT29) biiyiimeyi inhibe etti§i ve apoptozu
indiikledigi bulunmustur. N2a néroblastoma hiicrelerinde yiiriitiilen caligmalarda, ¢esitli

monoterpenlerin (alfa-pinen, karvakrol, karvon, terpinolen ve timol) TOD degerlerini
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arttirarak oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir (Aydin vd., 2013 a, b; Aydin vd.,
2014 a, b; Aydmn vd., 2015). Yine, seskiterpen tiirevleri olan Zingiberen ve
Guaiazulenin yiiksek konsantrasyonlarinin N2a noéroblastom hiicrelerinde TOD degerini
arttirdigr  kaydedilmistir (Togar et al., 2015 a, b). Diger yandan, Napellin ve
talatisaminin TAK degerleri arasindaki farkin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

O6nemsiz oldugu gorilmiistiir.

Dogal bitki {iriinlerinin antikanser aktivitesinin saptanmasi i¢in hiicre
canliligmin  ve sitotoksisitenin degerlendirilmesi ¢ok Onemlidir. Mevcut tez
calismasinda, test bilesiklerinin hiicre canliligin1 ve sitotoksik etkisini saptamak igin
sirastyla MTS ve LDH yontemleri kullanilmistir. MTS yontemini kullanilarak, canli
hiicre sayisi1 ¢ok kisa siirede basit bir prosediirle belirlenebilmektedir (Patel et al., 2005).
LDH analizi, hiicresel membran hasarin1 takiben sitotoksisitenin oOl¢iilmesi igin
kullanilan bir tekniktir (Heeg et al., 1985). Her iki test de in vitro hiicre kiiltiir
caligmalarinda toksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Fotakis ve Timbrell, 2006). Bulgularimiza gore, napellin, 24 saatlik kiiltiirlerde 800 ve
1000 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini azaltmis ve LDH salimini arttirmigtir; 48
saatlik kiiltiirlerde ise 400 ug/mL konsantrasyonda hiicre canliligin1 azaltmis ve LDH
salimini arttirmistir. Hem 24 saat hem de 48 saatlik kiiltiirlerde talatisaminin en yiiksek
konsantrasyonunun, hiicre canlihigmi azaltign ve LDH salimmini arttirdigi
kaydedilmistir. Bu calismadaki bulgular literatiirdeki diger c¢alismalarla benzerlik
gostermektedir. Geleneksel Cin tibbinda uzun yillardir kullanilan Tripterygium wilfordii
bitkisinden izole edilen triptolid diterpeninin antikanser etkileri, farkli kanser hiicre
hatlar1 lizerinde aragtirtlmigtir.  Triptolid muamelesi, promiyelositik 16semi (HL-60), T
hiicre lenfomas1 (Jurkat), insan hepatocelluar karsinom (SMMC 7721) ve noroblastom
(N2a ve SKNSH) hiicrelerinde, XXT ve MTT analizleri kullanilarak hiicre canliligini
azalttigr gosterilmistir (Chan et al., 2001; Antonoff et al., 2009). de Oliveira et al.
(2016) Salvia officinalis dan izole edilen bir diterpen bilesigi olan manolun, farkli hiicre
hatlarina karsi: B16F10 (sigan melanoma), MCF-7 (insan g6giis adenokarsinomast),
HeLa, HepG2 (insan hepatoseliiler karsinom), ve MOS59J, U343 ve U251 (insan
glioblastomasi), hiicre canliligini1 azaltarak sitotoksik aktivite sergiledigini bildirmistir.
Wang et al., 2015 bir bitki diterpeni olan sklareoliin, osteosarkom kanser hiicrelerinde,
apoptoz uyarimi, mitokondriyal membran potansiyel kaybt ve LDH artis1 yoluyla

antiproliferatif etki sergiledigini bildirmistir. Block et al. (2005), Croton zambesicus'un
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yapraklarindan izole edilen, bir diterpen bilesigi olan entravraviloban-3-beta-ol'iin, HL-
60 hiicrelerinde hiicre canliligini azaltarak sitotoksik aktivite gdsterdigini bildirmistir.
Cin ve Kore geleneksel tibbinda kullanilan bir bitki olan Daphne genkwa 'dan izole
edilen yuanhahine diterpen esterinin insan akciger kanseri hiicreleri (A549) tizerindeki
sitotoksik etkileri, sulforo-Damin B (SRB) protein boyama yontemi kullanilarak
arastirilmistir. Arastirma sonucunda yuanhahine esterlerinin hiicre canliligini azalttigi
belirtilmistir (Hong et al., 2010). Antikanser aktivitelerin degerlendirildigi bir baska
caligmada, karnozol diterpen'in insan gogiis, yumurtalik, prostat ve bagirsak timor
hiicre hatlarinda hiicre canliligini azalttig: bildirilmistir (Johnson et al., 2008; Vergara et
al., 2014).

Apoptoz mekanizmasi, yliksek yapili organizmalarda homeostazin korunmasi
icin son derece énemli, programli hiicre 6liim siirecidir (Czabotar et al., 2017). Yetersiz
veya inhibe edilmis apoptoz, habis hiicrelerin en Onemli Ozelliklerinden biridir
(Renehan et al., 2001). Kemoterapdtik ajanlarin etki mekanizmalarindan biri hiicre
canliligini azaltmak igin apoptoz mekanizmasini aktive etmektir (Peng et al., 2003).
Flow sitometrisi ile elde edilen sonuglar hem napellinin hem de talatisaminin apoptozu
tetikledigini gostermistir. Kondoh et al. (2004) kauren diterpeninin, HL-60 hiicrelerinde
kaspaz-8 ve 9’u aktiflestirerek apoptozu indiikledigini rapor etmistir. Bir ¢alismada,
kahve diterpeni tiirevi olan kafestoliin, bobrek kanser hiicrelerindeki apoptotik
potansiyeli degerlendirilmis ve indiiklenen apoptozun, kafestoliin dozuna baglh oldugu
bildirilmistir (Choi et al., 2011). Andrographis paniculata’den izole edilen
andrographolid diterpeni, prostat kanser hiicrelerinde (PC-3), kaspaz-3’iin aktivasyonu,
bax geninin ekspresyonunun artigi ve bcl-2 geninin ekspresyonunun azalisi ile apoptozu
indiiklemistir (Zhao et al., 2008). Yine, bir baska arastirmada, HL-60, Jurkat ve
SMMC-7721 hiicrelerinde, triptolidin apoptozu indiikledigi kaydedilmistir (Chan et al.,
2001). Hindistan’da geleneksel otlardan biri olan Coleus forskohlii’den izole edilen 3-
epi-sklareol, in vitro meme ve uterin kanserlerinde apoptozu indiikleyerek
antiproliferatif etki gostermistir (Sashidhara et al., 2007). Noroblastoma hiicre hatlari
(N2a ve SKNSH) iizerinde yapilan bir ¢aligmada, triptolidin, fosfotidilserin
eksternalizasyonunda doza bagli bir artisla, ndroblastoma hiicrelerinde apoptoza neden
olarak hiicre 6limiine yol agtig1 gosterilmistir (Antonoff et al., 2009). Tez kapsaminda
yapilan gen ekspresyonu profillemesi ile apoptosis, nekrozis, DNA hasar1 ve tamiri,

mitokondriyal enerji metabolizmasi, yag asidi metabolizmasi, oksidatif stres ve
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antioksidan sistemler, 1s1 soku protein metabolizmasi, endoplazmik retikulum stres ve
katlanmamis protein yaniti, sitokrom P450 ve faz-1 metabolizmasi, steatoz, Kolestaz,
fosfolipidozis ve immiinotoksisite gibi hiicrede temel metabolik siireglerde aktif rol
oynayan 84 farkli genin ekspresyon dinamigi ortaya ¢ikarildi. Gen ekspresyon
profilleme ¢aligmalarinin bir sonucu olarak, napellin, apoptoz (BCL2L1, CAS8, CAS9
ve FASLG) gibi hiicresel olaylarla ilgili genlerin ekspresyonunu degistirirken,
talatisamin, oksidatif stress ve antioksidan sistemler (AKR1C2, FHL2, GCLM,
HMOX1 ve NCOA7) gibi hiicresel olaylarda rol oynayan genlerin ekspresyonunu
degistirmistir. Nitekim andrographolid, PC-3 hiicrelerinde, kaspaz-3’iin aktivasyonu,
bax geninin ekspresyonunun artisint ve bcl-2 geninin ekspresyonunun azalisini
indiikleyerek apoptoza neden olmustur (Zhao et al., 2008). Antonoff et al. (2009)
triptolidin apoptoz ile kaspaz-3 ve 9’un ekspresyonunu arttirarak hiicrelerin 6liimiine

neden oldugunu rapor etmistir.
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5. SONUC

Mevcut tez caligmasinda U87MG hiicrelerinde napellin ve talatisaminin
biyokimyasal etkileri, sitotoksisitesi, apoptotik etkileri ve genotoksisite potansiyelleri
TAS, TOS, MTT, LDH, Annexin V-FITC ve gRT-PCR yontemleri kullanilarak
degerlendirildi. Bulgularimiz, hem napellin hem de talasitaminin yiliksek dozlarda
sitotoksik ve apoptotik etkilere sahip oldugunu ve her bir diterpenin, hiicrelerdeki
metabolik siire¢lerde yer alan farkli genlerin ifadelerini degistirdigini sergiledi. Sonug
olarak, napellin ve talatisaminin, glioblastomalar1 kemoterapotik bir ajan olarak orta

dereceli tedavi etme potansiyeline sahip oldugu goriisiindeyiz.
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