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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

KARVAKROL TUREVLERININ GLIOBLASTOMA TEDAVISINDE
KULLANIM POTANSIYELLERININ DEGERLENDIRILMESI

Aysenur OZDEMIR
Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Hasan TURKEZ

Glioblastoma multiforme (GBM), diinya genelinde yaygin goriilen, 6liimciil etkili
bir beyin kanseri tiiriidiir. Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi yontemleri ise hastaligin
tedavisinde yeterli olamamaktadir. Diger yandan, giiniimiizde kanser tedavisinde dogal
bilesikler ve bu dogal bilesiklerden tiirevlenmis bilesiklerin kullanilmasi 6nemli arastirma
alanlar1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu baglamda, tez ¢alismasinda GBM hiicre modeli
olarak U87-MG hiicre hatt1 se¢ilmis ve antikanser 6zelligi kanitlanmis olan karvakroliin
direkt kodrug yaklasimi ile tiirevleri sentezlenerek, bu tiirevlerin antikanser potansiyelleri
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrasodium bromide (MTT) ve Laktat
Dehidrogenaz enzimi (LDH) analizleri ile ilk kez aragtirnllmistir. Arastirmamiz
bulgularina gore, test edilen karvakrol tiirevi bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarda
oldiirticii etki yaptig, diisilk konsantrasyonlarda ise sitotoksik etki gostermedigi
bulunmustur. Bulgularimiz dogrultusunda, test edilen 8 adet karvakrol tiirevi bilesik
igerisindeki 8. Karvakrol tiirevinin, molekiiler yaklagimlarla desteklenmesi durumunda
GBM’ye kars1 kullanilabilecek yeni bir terapotik etkili bilesik olabilecegi goriisiindeyiz.

2015, 60 sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EVALUATION OF CARVACROL DERIVATIVES ON TREATMENT OF
GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Aysenur OZDEMIR
Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Associate Prof. Hasan TURKEZ

Glioblastoma Multiforme (GBM) is one of the most common agressive malignant
cancer type that is affected deadly all over the world. Surgery, chemotherapy and
radiotherapy approaches are not sufficient to treat the GBM. On the other hand, natural
compounds and their derivatives are very crucial research area to treat cancer, nowadays.
Taken in this context, in thesis, U87-MG cell line was choosen as GBM model and
carvacrol has proved to be very effective on cancer treatment in previous studies. Some
carvacrol derivatives are synthesized and their anticancer effects are first time evaluated.
Anticancer effects of these carvacrol derivatives were evaluated with 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl  tetrasodium bromide (MTT) and Lactate
Dehydrogenase (LDH) assay. Our results demonstated that the carvacrol derivatives
exhibited cytotoxicity effects on high concentration and there is no toxic effects on low
concentration. In conclusion, our results shown that 8. carvacrol derivative are the best
compound for GBM between other carvacrol derivatives. Therefore, 8. carvacrol
derivative can be new therapeutic agent for the treatment of GBM.

2015, 60 pages

Keywords: Glioblastoma, carvacrol derivatives, MTT, LDH, U87-MG
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin normal biiyiime ve farklilasma 6zelliklerini kaybetmesi sonucu
kontrolsiiz cogalan hiicrelerden olusan ¢ok yonlii bir hastaliktir. Diinya genelinde yaygin
olarak goriilen bu hastalik insan 6liim nedenlerinin de basinda gelmektedir. Kanser
gelisimi ¢cok basamakli bir siirecte gerceklesir. Baslangi¢c hiicresinde meydana gelen
mutasyonlar, kontrolsiiz biiylime ve ¢ogalmay1 takiben invazyon, kanser olusumunun

genel basamaklarini olugturmaktadir (Pflaum vd., 2014).

Kanser risk faktorleri ve hiicresel stres nedenleri ¢evresel ve kalitsal olarak iki grup
altinda toplanmaktadir. Cevresel nedenler arasinda sigara kullanimi, alkol tliketimi,
sagliksiz beslenme, hareketsizlik, ultraviole 1sinlar, komiir tozlari, arsenik, asbestos,
benzen, kadmiyum gibi kimyasal toksinler bulunmaktadir (Pflaum vd., 2014;Vineis ve
Wild, 2014). Kalitsal risk faktorleri ise polimorfizmler, epigenetik degisimler, somatik
mutasyonlar gibi nedenleri kapsamaktadir (Brokaw, 2000; Gopisetty vd., 2006).

Kanser ile ilgili aragtirmalar, Insan Genom Projesinin tamamlanmasinin ardindan
hiz kazanmis olup, Kanser Genom Atlas1 (The Cancer Genome Atlas), Uluslar Arasi
Kanser Genom Konsorsiyumu ( The International Cancer Genome Concortium)
projeleriyle devam ederek cok fazla bilgi ve ornek birikimi ile kanserin molekiiler
mekanizmalarim1 aydinlatmaya yoneliktir. S6z konusu bu projeler araciligryla, mRNA
ekspresyon seviyesi ve degisimi, kodlama yapan boélgelerde olusan somatik mutasyon
birikimi, kopya sayis1 degisimi ve DNA metilasyon degisimleri gibi konularda 6nemli

bilgilerin kesfedilmesi saglanmistir (Gao vd., 2014).

1.2. Kanserin Molekiiler Mekanizmalari

Kanser hiicreleri farkli sekillerde olusabilir. Olusumlarinin ardinda ise benzer

Ozellikler tasirlar. Bu 6zellikler;

1. Hiicresel ve genomik olarak instabilite,

2. Kendi kendilerini idame ettirebilme,

3. Telomeraz enzimi iireterek, telomerlerini stabil halde tutabilme,
4

Ekstraselliiler anti-proliferatif sinyallere kars1 duyarsiz olma,



Intraselliiler kontrol mekanizmalarinin kusursuzlugu,
Genellikle apoptozise girmeme egilimi,
Metastazik 6zellik gostererek farkli dokulara go¢ etme edebilme,

Anjiogenesis mekanizmasi ile beslenebilme,

© 0 N oo O

Stres kosullarina karst davranig degistirebilme.

Kanser, hiicresel ve genomik instabilite sonucu meydana gelen bir g¢esit hiicre
hastaligidir. DNA hasarlari, epigenetik degisimler, DNA tamir mekanizmasindan
sorumlu proteinlerde meydana gelen mutasyonlar, apoptoz yolaklarindaki mutasyonlar,
RNA metabolizmasindaki bozukluklar ve hiicre siklusunun kontrol noktalarindaki hatalar
kanser hiicresi olusumuna neden olmaktadir (Gopisetty vd., 2006; Zhi vd., 2014; Ouadid-
Ahidouch vd., 2015).

DNA hasar1 ultraviole 1sinlar, iyonize isinlar ve g¢esitli kimyasallar yoluyla
olusabilecegi gibi spontan bir sekilde de gelisebilmektedir. Hiicrelerde olusan DNA
hasar1, DNA onarim mekanizmasi ile diizeltilebilmektedir. DNA hasarinin kontroli hiicre
siklusunun her asamasinda ¢ok siki bir sekilde yapilmaktadir. DNA replikasyonu veya
DNA onarmmi sirasinda hasar ve mutasyon meydana geldigi durumda ise genetik

kararsizlik olusmaktadir ( Debeleg Biitiiner ve Kantarci, 2006).

DNA tamir mekanizmasinda gorevli proteinlerde meydana gelen mutasyonlar
kanser olusumunda rol oynamaktadir. DNA tamiri; apoptoz, hiicre siklusu, mutasyonlar,
genomik stabilite ve replikasyon hatalar1 gibi tim biyolojik siireclerde gorevli bir
mekanizmadir. Epigenetik mekanizmalarda oldugu gibi, timor supresor genlerde
meydana gelen mutasyonlar da kanser olusumu ile dogrudan iliskilidir. Bir hiicrede
meydana gelen farkli bir ok mutasyon kanser gelisimi i¢in 6nemlidir (Debele¢ Biitiiner

ve Kantarci, 2006).

1.2.1. Hiicre Siklusu

Hiicre siklusu ardisik olarak devam eden 4 asamadan olusur. Sekil 1.1°de
gosterildigi gibi, G1 evresi; hiicre boliinmesinden ¢ikildiktan sonra, hiicrenin normal

metabolik faaliyetlerini siirdiirdiigii, biiylime ve gelisme gosterdigi evredir. Bu evrede



RNA ve protein sentezi yapilir. G1 evresinden sonra hiicre DNA replikasyonunun
gerceklestigi S evresine girer. RNA ve protein sentezi devam ederken, hiicre hatasiz bir
sekilde replikasyonu yapmaya calisir. G2 evresi, S evresinin hemen ardindan ve
replikasyon tamamlandiktan sonra hiicrelerin girdigi evredir. RNA ve protein sentezi
devam eder. Hiicre bu asamada mitoz bolinmeye hazirlanir. M evresi, hiicrenin mitoz
boliinme asamasidir. Bu asamada karyokinez ve sitokinez gerceklesir (Williams ve

Stoeber, 2012).

Sekil 1.1: Hiicre Dongiisii Sematik Gosterimi

(Nature Education, 2013’ten alinmistir.)

Hiicre dongiisiiniin regiilasyonu, kanserlesme siirecinde dnemli rol oynar. Hiicre
siklusunun ilerlemesi ve kontrol asamalari, CDK olarak adlandirilan sikline bagl
proteinler tarafindan diizenlenir. Siklusun farkli evrelerinde, farkli tipte CDK proteinleri
sentezlenir. CDK proteinlerinde meydana gelen mutasyonlar hiicrenin apoptozdan

kagmasina ve kanserlesmesine sebep olmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012).



1.2.2. Epigenetik Degisimler

Epigenetik  degisimler, primer DNA dizisinde degisim olmaksizin gen
ekspresyonunda meydana gelen kalitsal degisimler olarak tanimlanir. Embriyonik gelisim
stireci, X inaktivasyonu ve genomik imprinting gibi bir¢cok biyolojik olayda kritik role
sahiptir. Biyolojik stire¢lerde 3 dnemli epigenetik degisim mekanizmasi vardir. Bunlar,
DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kromozomun yeniden modellenmesi
mekanizmalaridir. Sitozin bazina metil grubu eklenmesi sekliyle DNA metilasyonu,
histon proteinlerinin post-translasyonel degisimleri ile histon modifikasyonlar1 ve
niikleozomlarin  pozisyonlarinin  degismesidir. Normal hiicrelerde bulunan bu
mekanizmada meydana gelen epimutasyonlar, kanser hiicresi olusumunda kritik bir
Ooneme sahiptir. Epimutasyonlar, timor supressor genlerin sessizlesmesine, onkogenlerin

ise aktiflesmesine yol agabilmektedir (Sharma vd., 2009)

1.2.3. Apoptoz

Apoptoz, fizyolojik olarak gerceklesen ve onceden programlanmis olan hiicre
oliimidiir. Organizmada homeostasiyi ve hiicreler arasindaki dengeyi saglayan onemli
bir mekanizmadir. Embriyonik gelisim sirasinda ve yetigskinlerde doku turnover ile
immun cevaplar sirasinda meydana gelir. Sekil 1.2°de gosterildigi gibi, apoptoz i¢
(intrinsik) ve dis (ekstrinsik) yollar olmak tizere 2 farkli yol ile baslatilmaktadir
(Gopisetty vd., 2006). Kanser hiicreleri genellikle apoptoz mekanizmasindan kagis

ozelligi gosterirler.
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Sekil 1.2: Apoptoz Mekanizmasina Yol Agan Molekiiler Yolaklarin Ozeti (Favaloro
vd., 2012'den uyarlanmustir).

Apoptozis genel olarak, hiicre kiigiilmesi, kromotin kondensasyonu, niikleer
fragmentasyonu ve membran par¢alanmasi ile karakterize edilmektedir (Su vd., 2015).
Apoptozise neden olan intrinsik yolaklar, DNA hasari, Ca** seviyesi degisimi ve oksidatif
stres gibi hiicre i¢i uyarilar ile baslatilan bir siirectir. Bu yolda gorevli molekiiller Bel-2
protein ailesidir. Bu protein ailesinde pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler beraber
bulunmaktadir (Gopisetty vd., 2006). Bu proteinler arasindaki denge, apoptoz olusumunu
veya hiicrenin hayatta kalimini diizenlemektedir.

Intrinsik yolakda pro-apoptotik proteinlerden olan Bid, anti-apoptotik Bcl-2
proteinini inaktif hale getirir. Bcl-2’nin inaktiflesmesi ile Bax ve Bak proteinleri
aktiflesir. Mitokondri membran zar potansiyelinin degismesi ile mitokondriden Sitokrom
C salinimi baglatilir. Sitozole ¢ikan Sitokrom C, burada bulunan Apaf-1 proteinine
baglanarak onun inaktif hale gelmesine neden olur. Bu inaktiflesme olay1 sitozolde
apoptozom olarak adlandirilan bir protein kompleksi olusumunu, ardindan da Prokaspaz

9’un aktif Kaspaz-9’a doniisiimiine sebep olur. Bu sekilde baslatilan kaspaz kaskati en



sonunda aktif Kaspaz-3 olusumu ile tamamlanir ve hiicrenin 6lime gitmesine yol agar
(Atagiin, 2011; Paul, 2002; Ozgur ve Coskun, 2011).

Ekstrinsik yolakta ise, hiicre membraninda bulunan TNF reseptor ailesine 6lim
ligand: (Fas Ligand, TRAIL, TNF-a) baglanmasi ile apoptoz baslatilir. Oncelikle hiicre
icinde Oliim iliskili protein kompleksi (DISC) olusur. DISC efektor kaspaz proteinlerini

aktiflestirerek hiicrenin 6liime gitmesine yol acar (Su vd., 2015).

1.2.4. RNA Metabolizmasi

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda kanserin molekiiler mekanizmasinda RNA
molekiillerinin de 6nemli rol oynadig1 ortaya ¢ikarilmaya baslanmistir (Hauptman ve
Glavac, 2013). Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak mRNA kirpilma
mekanizmasinda degisiklikler tagimaktadir. Kanser gelisiminde kritik bir siire¢ olarak,
Ozellikle hiicre membran proteinlerde farkli tipte protein meydana gelmesi, bu

proteinlerin onkogenik 6zellik gostermesine sebep olmaktadir (Kim vd., 2009).

1.3. Beyin Kanserleri

Beyin kanserleri, beyin ve merkezi sinir sisteminde olusan, glial hiicrelerden
astrosit, oligodentrosit, ependimal hiicreleri ve ndronlar1 igeren tiimor ¢esitleridir. Bazi
beyin tiimorlerinin kaynagi direk beyin olup, bunlara primer beyin tiimérleri denir. Bazi
tiimorler ise sekonder beyin tiimorleridir ve baska organlardan koken alan kanserli

hiicrelerin metastazi sonucu olusmaktadir (Kheirollahi vd., 2015).

Beyin kanserlerinin tanisinda kullanilan en etkili yontemler magnetik rezonans
goriintiileme (MRI) ve tomografi teknikleridir. Bunun yaninda bazi nérolojik hastaliklar,

biling kaybi ve siddetli bas agrisi beyin kanserleri teshisinde 6nemli bulgulardir.

Primer beyin tiimorleri her yil diinya genelinde ortalama 200.000 kiside
goriilmektedir. Diger kanser tiirleri ile kiyaslandiginda ise olugum siklig1 daha azdir.
Yetiskinlerde goriilme siklig1 ¢cocuklara gore 4 kat daha fazladir (Haciyakupoglu vd.,
2014).
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Sekil 1.3: Beyin Tiimorlerinin Ana Gruplari

Diinya Saglik Orgiitii kaynaklarina gore primer beyin tiimorlerinin 120 farkli grubu
ve bu gruplarin da birbirinden farkl: alt tipleri bulunmaktadir. Bu alt tipler sekil 1.3°te
gosterilmistir. Bu gruplar, malignansi 6zelliklerine gore grade I, IL, III ve IV olmak tizere
siniflandirilirken; ayr1 bir gruplandirma sistemi ile de histolojik olarak ayrilirlar. Grade I
kanserleri genellikle bening 6zelikte olurken, Grade IV kanserleri metastazik 6zellikte ve

en tehlikeli olanlaridir (Huttner, 2012).

1.3.1. Genetik Risk Faktorleri

Cocukluk ve yetiskinlik donemi beyin kanserlerinin molekiiler biyolojisi
birbirinden farklidir (Haciyakupoglu vd.,2014). Beyin timdrlerinin molekiiler yapisi
incelendiginde, primer beyin tiimdrlerinin % 5-10’unun genetik hasar ve mutasyon
sonucu olustugu goriilmektedir. Ayrica, primer beyin tiimorlerinin nedenleri arasinda

cevresel faktorler de goriilmektedir (States ve Registry, 2001).



Genetik faktorlerden tiimor supresor protein 53 (p53) mutasyonu, apoptoz ve sitrik
asit dongiisiinde gorevli Izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) ve izositrat dehidrogenenaz 2
(IDH2) genlerindeki mutasyonlar gliomada risk faktorii olusturmaktadir (Kheirollahi vd.,
2015).

17. kromozomun uzun kolunda meydana gelen anomaliler noéroblastomada
gorilmektedir. Spinal kord ve beyin arasinda bulunan meningeden koken alan
meningiomada 22. kromozomun kisa kolunda bulunan NF2 genindeki mutasyonlar, 1, 6,
18, 14. kromozomlarda parga kayiplari ve 1, 9, 12, 15, 17 ve 20. kromozomlarda parga
kazanimlar1 ile karakterize edilmektedir (Kheirollahi vd., 2015). Meningiomada
hormonlara ait metabolik yolakta ve DNA tamir mekanizmasi proteinlerine ait genlerde

meydana gelen delesyonlar gézlenmektedir (Barnholtz Sloan ve Kruchko, 2007).

1.4. Glioma

Merkezi sinir sisteminde astrosit, gliodentrosit ve ependimal hiicreler glial kdkenli
olan hiicrelerdir. Bu glial hiicrelerden kokenlenen ve beyin tiimdrleri icerisinde en yaygin
goriilen malignant kanser tipleri glioma olarak adlandirilir. Glioma merkezi sinir
sisteminin herhangi bir yerinde goriilebilir. Fakat primer olarak goriildiigii yer beyindir
(Ostrom vd., 2014). Malignant beyin tiimérlerinin % 81’1 Glioma’dir (Ostrom vd., 2014).
Diinya saglik orgiitii tarafindan yapilan histolojik siiflandirmaya gore gliomalar, kendi
iclerinde Grade I, II, III, IV olmak tizere 4 farkli alt tipten olusmaktadir.

Grade I gliomalar, genellikle ¢cocuklarda serebellum’da goriiliir. Bening timor
tipinde olusur ve ¢ok yavas biiylime gosterir. Grade Il astrosartoma, oligodentroglioma
ve oligoastrosartoma kanserlerini igeren ve diisiik hizda ilerleyen tiimérlerdir. 20 ile 50
yaslari arasinda sik goriiliir ve serebellum hemisferden kaynaklanir. Grade 111, malignant
ozellik gosteren ve hizli ilerleyen bir glioma tiiriidiir. Cevre dokulara invazyon yapma
ozelligi tasir. Grade IV ise en tehlikeli ve en yaygin goriilen beyin kanseri tiirii olan

glioblastomadir. Sekil 1.4°te glioblastoma olusumu gosterilmektedir.



1.4.1.Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma multiforme (GBM), heterojenik 6zellikte olup, Grade IV glioma
smifinda, yaygin goriilen primer beyin timoriidir. Tiim gliomalarin ortalama % 45°1ik
kismmi GBM olusturmaktadir. Kanser Genom Atlas1 Arastirma Isbirligi (The Cancer
Genome Atlas Research Network) tarafindan c¢alisilmis ilk beyin kanseri tiirii olan
GBM’nin belirlenmis kesin bir etiyolojisi bulunmamaktadir. Genellikle 40 yaslarindan
sonra goriiliir ve erkeklerde goriilme sikligi daha fazladir (Jhanwar-Uniyal vd., 2015).

GBM olusumu teknolojik gelismelere bagl olarak artis gostermistir. Japonya ve
Amerika’da goriilme siklig1 az gelismis iilkelere gore daha fazladir.

GBM tanist koyulan hastalar genellikle 3-6 ay igerisinde hayatlarini
kaybetmektedirler. Hastalarin ancak % 5-10’u yaklagik iki y1l yasayabilmektedirler.

Grade IT

Primer Glioblastoma
Multiforme

(Grade IV)

Sekonder Glioblastoma
Multiforme
(Grade TV)

Sekil 1.4: Glioblastoma multifomenin primer ve sekonder alt tipinin olusum semasi



1.4.1.1.Etiyoloji

GBM olusumu ve gelisiminde ¢evresel risk faktorleri dnemli bir yer tutar. Iyonize
radyasyon, pestisit, vinil klorit ve sigara kullanimi gevresel risk faktorleridir (Alifieris ve
Trafalis, 2015). Ayrica, GBM gelisiminde biiyiime faktorii tirozin kinaz reseptor (TKR)
yolagi, Ras yolagi, PTEN/AKT yolagi, PI3K yolagi, pS3/MDM?2 yolag1 gibi hiicre i¢i ve
dis1 sinyal yolaklarinda meydana gelen genetik degisimlerde bulunur (Crespo vd., 2015).

Glioblastoma’da 3 temel sinyal yolaginda degisimler s6z konusudur. Bu yolaklar,
retinoblastoma (RB) sinyal yolu, TP53 sinyal yolu ve reseptor tirozin kinaz sinyal
yolagidir. Glioblastomalarda ortak olarak goriilen genetik degisimlere bakildiginda ise 6,
9, 10, 13, 17, 22 ve Y kromozomlarinda kayiplar goriiliir. Kromozom 7, 12 ve 19°da
amplifikasyonlar bulunur (Crespo vd., 2015).

1.4.1.2. Glioblastoma Multiforme’de Genetik Degisimler

Glioblastoma multiforme ¢ok hizli gelisim gosteren malignant ve agresif beyin
tiimoriidiir. Primer ve Sekonder glioblastoma olarak iki alt gruba ayrilir. Bu iki grup
glioblastoma birbirinden farkli genetik profil icermektedir (Crespo vd., 2015). Sekil
1.5’te glioblastomada goriilen genetik degisimler gosterilmektedir.

Biiylime Faktor Tirozin Kinaz (TKR) hedefli yolak, Ras Sarkoma yolagi, Tensin
(PTEN)/Akt yolagi, Retinoblastoma (RB)/Siklin bagimli kinaz (CDK) N2A-p16'NK4
yolag1, Fosfoinositid 3 kinaz/Fosfataz yolagi ve TP53/MDM2/MDM 4/CDKN2A-p14ARF
yolaklarindaki degisimler glioblastomada goriilen genetik degisimleri olusturmaktadir
(Crespo vd., 2015; Jhanwar-Uniyal vd., 2015).

Primer glioblastomada, Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) ve Platelet Kokenli
bliylime faktorii (PDGF), Tirozin kinaz hedefli yolakta ve tiimor olusumunda 6nemli rol
oynayan proteinlerdir. EGFR amplifikasyonu, PTEN mutasyonu, p16INK4a delesyonu
ge¢ yasta goriilen glioblastomadaki genetik degisimlerdir. PI3K/PTEN/AKT yolag,
glioblastomadaki 6nemli bir patogenezdir. Hiicre membraninda PI3K birikimini, AKT ve
rapamisin proteinlerini aktive eder. Bu aktivasyon hiicrenin proliferasyonunu uyarir.
PTEN tiimor supresor geni hiicre membraninda PI3K birikimini diizenler.

Glioblastomada PTEN geninin bulundugu bdlge olan 10923.3’te goriilen
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heterozigotlugun azalmasi, bu genin fonksiyonunu kaybetmesine yol agarak genetik
bozukluk olusturur (Kalkan ve Atli, 2015).

Sekonder glioblastomada ise, TP53 genindeki (17p) mutasyonlar primer
glioblastomaya gore daha sik goriilmektedir. MGMT DNA tamir geninin promotoriinde
meydana gelen metilasyonlar ve IDH1-2 genlerine meydana gelen mutasyonlar sekonder
glioblastomada goriilen degisimlerdir. IDH1 ve IDH2 genlerinin mutasyonlari
genomdaki tiimor supresor genlerin promotdr bolgelerinin metilasyonuna yol agarak,
diger genlerde de genetik kararsizlik ve mutasyon olusumunu tetiklemektedir (Jhanwar-
Uniyal vd., 2015). Proapoptotik Bcl-2 iligkili Harakiri (HRK) geninin bu sekilde
hipermetilasyonu hiicrenin apoptozdan kagisini uyarmaktadir (Crespo vd., 2015). 10, 13,
19 ve 22. kromozomlarda heterozigotik bolgelerin azalmasi sekonder glioblastomada ¢ok
stk goriilen degisim olayidir (Crespo vd., 2015; Jhanwar-Uniyal vd., 2015; Parker vd.,
2015).

Glial Onciil Hiicre

4 N~ N

* P53 mutasyonu,
e * CDK4 amplifikasyonu,
* EGFR gen amplifikasyonu,
* Rb mutasyonu,
* LOH 13q,

* 5g ve 10q mutasyonlari,

* p16 geni kaybi,
* MDM2 protein lretimi,

* PTEN mutasyonu,

. * PDGF proteini Gretiminin azalmasi,
10. kromozomlarda kayiplar * DDC genin ekspresyon kaybi

* PTEN mutasyonu

\ L /
Primer Glioblastoma Sekonder Glioblastoma

Sekil 1.5: Glioblastoma alt tiplerinde meydana gelen mutasyonlarin genel 6zeti

(Durmaz ve Vural, 2007'den uyarlanmastir.)
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1.4.1.3. Teshis ve Tanis1

GBM'’li hastalarinda bag agrisi, zihinsel karisiklik, hafiza kayiplar1 ve odaklanma
bozukluklari gériilmektedir. Hastalik tanis1 ve tedaviye cevap olusumu MRI teknigi veya

bilgisayarli tomografi ile belirlenir (Alifieris ve Trafalis, 2015).

1.4.1.4. GBM Tedavisi

GBM tedavisinde hastanin yasi, cinsiyeti, tiimdriin biiytikliigii, tiimoriin olustugu
yer gibi prognostik faktorler 5nem tagimakta ve tedavi siirecini etkilemektedir (Abacioglu
vd., 2003). Tedavi yaklasimi olarak cerrahi yontem ve bunu takiben kemoterapi ve
radroterapi yontemleri uygulanmaktadir. Fakat tiimériin lokalizasyonu sebebiyle cerrahi
yontem ile tiimor tamamen ¢ikarilamamaktadir. Bu durum tiimoriin tekrarlamasina yol
acarak, kemoterapi ve radyoterapi yontemlerini zorunlu kilmaktadir (Bozkurt vd., 2013).

Kemoterapi ilaci olarak karmustin, 5-florourasil, prokarbazin, nitroziire, vinkristin
gibi antitimor etkiye sahip bilesikler kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin kan beyin
bariyerini agmalart zor oldugundan beyinde belirli konsantrasyona ulagsmalar1 oldukca
giictiir. Kan beyin bariyerini daha kolay gecen temozolomid ise alkilleyici ajan olarak
kemoterapi ilaci seklinde kullanilmaktadir (Mamati vd., 2006).

Kemoterapi uygulamasinda tiimor hiicreleri zaman igerisinde ilaca direng
kazanarak, tedavi siirecinin yavaslamasina yol agmaktadir. Ozellikle, ilacin kan beyin
bariyerini gecisi ve hedef bdlgeye ulasmasi yavaslamaktadir. Membran transport
proteinlerinde olusan mutasyonlar da yine ilacin tiimor hiicrelerine gegisini
engellemektedir (Bozkurt vd., 2013).

Radyoterapi yontemi de genellikle cerrahi miidahale sonucunda kalan timor
hiicrelerinin yok edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu {i¢ tedavi yaklasimi sonucunda
hastanin yasam siiresi 1-2 ay veya daha fazla uzatilabilmektedir. Ancak tedavi

yaklagimlar1 kesin ¢6ziim olamamaktadir (Abacioglu vd., 2003).
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1.5. Kodrug Yaklasimi

Kodrug, iki yada daha fazla terapotik bilesigin kovalent baglar yardimiyla
birlesmesi sonucu olusturulmaktadir (Strasinger vd., 2008). Prodrug yaklasimindan farkli
olarak, bilesikler aktif gruplarin1 tasirken, hedef bolgeye kolay bir sekilde
tagiabilmektedir. Bu sekilde, ilacin absorbsiyonu arttirilabilmektedir. Gastrointestinal
asamada birlikte bulunan bilesikler, hedefe geldiklerinde hidroliz olarak birbirlerinden

ayrilirlar ve iki farkli bilesik olustururlar (Das vd., 2010).

Son yillarda kodrug yaklasimi antibakteriyal molekiillerden norodejeneratif
hastaliklara ve kansere kadar bir ¢cok arastirma alaninda ilgi ¢eken bir ilag tipi olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Das vd., 2010). Sekil 1.6’da kodrug uygulama alanlari

gosterilmistir.
Transdermal
Hastaliklar
Noﬁ(;ggﬁ?g;?tlf G0z Hastaliklar1
< o
Kodrug
Uygulama
Anti-inflamatuar Alanlari Gastrointestinal
Ilaglar Hastaliklar
Antibakteriyal

Ajanlar Antikanser Ilaglar

Sekil 1.6: Kodrug Uygulama Alanlar1 (Das vd., 2010'dan uyarlanmaistir.)
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Cok Hedefli Direk Ligand Stratejisi, iki farkli bilesigin birlikteligi sonucu olusur.

Hibrit molekiil ve kodrug olmak tiizere iki alt gruba ayrilir. Hibrit molekiil yaklasiminda

iki farkli bilesik birbirine siki bir sekilde baglanarak ikili etki gosterir. Kodrug

yaklasiminda ise direk ve aralikli baglantili molekiiller olmak iizere ikiye ayrilir. Her iki

grupta kovalent baglarla birine bagh iki yada daha fazla molekiilden olusur. Hedefe

ulastiklarinda enzimatik olarak biyotransformasyon sonucu birbirlerinden ayrilirlar

(Cacciatore vd., 2015; Strasinger vd., 2008). Sekil 1.7°de kodrug molekiillerinin

olusumlar1 6zetlenmistir.

——>

Hibrit molekiil
yaklasimi; Iki ilag
molekiili  sik1  sekilde
birbirine baglanir.

Direkt baglantih kodrug
molekiil yaklasgimi; ki
ilag  molekiilii birbirine
kovalent baglar ile
baglanir.

Aralikh baglantih kodrug
molekiil yaklasgimi; Iki
ilag  molekiili  birbirine
enzimatik olarak
yikilabilen aracilar ile
baglanirlar.

Sekil 1.7: Cok Hedefli Direkt Ligand Stratejisi’nin Sematik Gdsterimi (Fornasari

vd., 2014'den uyarlanmaistir.)
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1.6. Karvakrol ve Ozellikleri

Karvakrol, diger adi ile 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol, Origanum vulgare ve
Origanum dictammus gibi bir¢ok aromatik bitkide bulunan ug¢ucu monoterpenik bir
fenoldiir. (Zotti vd., 2013) Sekil 1.8’de kimyasal yapis1 goriilmektedir. Karvakrol’iin
biyosentezi dogada y-terpenden p-cymene yolu ile yapilir. Karvakroliin sentetik {iretimi
ise 1900’li yillarin baslarinda denenmeye baslanmis olup, alkali fiizyon klorilasyon

reaksiyonlari ile yapilmistir (Gibbs ve Phillips, 1920; Ritter ve Ginsburg, 1950).

OH

Sekil 1.8: Karvakrol’iin Kimyasal Yapisi

Karvakrol, Eski Misir ve Antik Yunan donemlerinden beri kullanilan aromatik bir
bitki olan ve iilkemizde de kekik olarak bilinen bitki tiirinde bol miktarda bulunur.
Karvakrol’lin kullanim alanlarina baktigimizda ise ¢ok genis bir yelpaze gormekteyiz.
Gida endiistrisinde bozulmay1 dnleyici paketleme malzemesi ve ilag endiistrisinde anti-
inflamator, anti-karsinojenik ve anti-oksidan madde olarak, ayni1 zamanda da anti-fungal,
anti-mikrobiyal, anti-insekt ve antibiyofilm aktivitesi gibi ozellikleri bakimindan
biyoteknoloji alaninda gérmekteyiz (Ramos vd., 2013) (Suntres vd., 2015).

Karvakrol, gida paketleme materyali olarak kullanilan yiiksek yogunluklu
polietilen polimerine ek olmaktadir. Antioksidan, antimikrobiyal ve polietilen {izerinde
yayitlim gosterme Ozelliklerinden dolayr raf omriinii uzatmak ve {riinlin kalitesini

arttirmak amagli olarak kullanilmaktadir (Peltzer vd., 2009; Ramos vd., 2013).
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Karvakrol E. coli gibi birgok bakteri tiiriiniin {iremesini inhibe etmektedir. Insan
hiicrelerine olan toksisitesinin az olmasi (Tiirkez ve Aydin, 2013) nedeniyle, bakteriyel
kontaminasyonu engellemek amaciyla antibakteriyel ajan olarak gida katki maddesi ve
paketleme bileseni olarak kullanilmaktadir.

Cevresel uyarilara kars1 biyolojik sensor olarak gdrev yapan transient reseptor
potential (TRP) kanallari, fotoreseptor, feromon hissi, tat algisi ve agr1 algis1 gibi bir¢cok
onemli biyolojik olayda gorev yapar. Ca** iyonlarina kars1 gegirgen olan bu reseptorlerin
isleyisi karvakrol tarafindan diizenlenir ve Ca™ homeostasisi dengelenir (Suntres vd.,
2015).

Karvakrol insan glioblastoma hiicre hattinda konsantrasyona bagli olarak sitotoksik
etki gdstermistir. Ayrica karvakrol intraselliiler Ca™ depolarini bozarak Ca*™ seviyesini
ylikseltir ve ekstraselliiler ortama Ca*™ ¢ikisina neden olur. Bu sekilde apoptoz ve nekroz
yolaklarindan birini uyararak hiicre 6liimiine yol agar (Liang ve Lu, 2012).

Karvakrol’in 6nemli bir 6zelligi de sinir sistemi tizerindedir. Alzheimer hastalig
icin prodrug olma 6zelligi tasimaktadir. Asetilkolin, beyinde hafiza ve bellek olusumu ile
iligkili bir norotransmitterdir. Asetilkolinesteraz bu nérotransmitter molekiilii parcalayan
bir enzimdir ve Alzheimer tedavisinde 6nemli bir markir olarak kullanilmaktadir. Tedavi
yaklasimi olarak asetilkolinesteraz inhibitdrleri kullanilmaktadir. Fenolik hidroksil
gruplart  varlifindan dolay1r karvakrol, Asetilkolinesteraz enzimine baglanarak
fonksiyonunun kaybolmasina yol agar ve inhibitdrii olarak prodrug yaklasiminda
kullanilabilir (Jukic vd., 2007). Ayrica, Karvakrol ndronal apoptosisi azaltir. Bu da
beyinin serebral bolgesinde meydana gelen felglerde, karvakrol’lin apoptosisi azaltma
ozelligi ve PI3K/Akt sinyal yolu ile dogrudan iligkilidir (Yu vd., 2012).

Karvakrol, aromatik amino asitlerin sentezlendigi shikimate yolaginda 6nemli bir
rolii olan Chorismate mutaz enziminin inhibitorii olma &zelligi tasir. Mycobacterium
tuberculosis’te yapilan bir ¢alismada, karvakroliin aktif bolgesi enzimin Argl34 ve
Arg72 amino asitleri ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Alokam vd., 2014).

Karvakrol, biyolojik olarak aktif bir molekiil oldugundan dolay1 geleneksel tipta
oldukca fazla kullanilmaktadir. Modern tipta da 6zellikle antimutajenik ve antikanserojen
ozelliklerinden dolayi ilgi ¢ceken bir molekiil durumundadir. Karvakroliin bu ¢ok yonlii
ozelligi, karvakrol ve tiirevlerine olan ilgiyi arttirmistir. Bu baglamda, dogada

kendiliginden bulunan ve bunlarin yaninda yeni karvakrol tiirevlerinin dizayni, sentezi ve
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karakterizasyonu c¢alismalar1 yapilmis ve bunlarin biyolojik aktiviteleri incelenmeye

calisiilmaktadir.

1.7. Karvakrol Tiirevi Bilesikler

Dogal bilesiklerin biyolojik aktivitelerindeki zenginlik, bilim insanlarini, bu
bilesiklerin kimyasal modifikasyonlarini ve modifiye biyolojik aktivitelerini aragtirmaya
sevk etmistir. Biyolojik aktivite agisindan bakildiginda karvakrol bilesigi ¢cok yonlidiir

ve karvakrol bilesiginin de tlirevleri sentezlenmistir.

Son yillarda karvakroliin farkli 6zelliklerde eter ve ester tiirevleri sentezlenmistir.
Karvakroliin eter ve ester tlirevlerinin molekiiler formiilleri Sekil 1.9°da gosterilmistir.
Bu bilesiklerin antibakteriyal, antifungal, antibiyofilm ve antikanser etkileri

arastirilmaktadir.

Karvakrol tiirevlerinde karvakrole gore biyolojik potansiyelde degisiklikler
mevcuttur. Cizelge 1.1°de literatiire kazandirilmis ve biyolojik aktiviteleri tespit edilmis
karvakrol tiirevlerinin listesi gosterilmistir. Biyolojik aktivite bilesikteki fonksiyonel

grubun bulundugu yere gore degisiklik gostermektedir (Nikumbh vd., 2003).

Ester karvakrol tiirevlerinin antibakteriyal potansiyeli, eter tiirevlerinden daha iyi
oldugu c¢alismalarda gosterilmistir. Ester tiirevlerinden olan Karvakril benzoat ve
Karvakril sinnemat B. japonicum, B. megaterium, B. subtilis, B. polymyxa tiirlerine kars1
bakterisidal etki gostermistir. Bu sonuglar, aromatik fenil zinciri ve olefinik zinciri
varligmmin ester tiirevi karvakrol bilesiklerinde antibakteriyal o6zelligi arttirdigini

gostermektedir (Nikumbh vd., 2003).

Karvakrol Ester Tiirevleri Eter Tiirevleri

Sekil 1.9: Karvakroliin Eter ve Ester Tiirevleri
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Karvakril benzil eter ve Karvakril eter bilesikleri ile yapilan calismalarda eter
karvakrol bilesiklerinde alifatik yan zincirdeki metilen gruplarinin artis1 antibakteriyal

szellige etki etmedigi bildirilmistir (Nikumbh vd., 2003).

Karvakroldeki hidroksil grubu yerine eter grubunun eklendigi Karvakrol metil eter
ve ester grubunun eklendigi Karvakrol asetat ile yapilan ¢alismalarda bu bilesiklerin
mikroorganizmalarin biiylimesini inhibe etmedigi goOsterilmistir. S. cerevisiae’nin
biiyiimesi eter grubu tagiyan Karvakrol metil eter tarafindan inhibe edilmedigi de ayni

calismada bildirilmistir (Ben Arfa vd., 2006).

Izopropoksi karvakrol (Karvakrol izopropil eter) karvakrolden alkillesme
reaksiyonu ile tiretilmis sentetik bir karvakrol tiirevidir (More vd., 2007). Yapilan in vivo
bir ¢alismada bu bilesigin antioksidan ozellikte olup, farmakolojik aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Ayrica aym calismada, Izopropoksi-karvakrol’iin anti nosiseptif
etkili oldugu da gosterilerek agri olusumuna neden olan nosiseptdr aracilarin azalmasina

yol ac¢tig1 bildirilmistir (Bonfim vd., 2014).

Biyolojik aktivite bakimindan 6zellikle inflamasyon tizerinde ¢alisiimis bir baska
Karvakrol tiirevide Karvakrol asetat (5-isopropyl-2-methyl-phenyl)’tir. Hiicresel hasar
veya doku yaralanmalarina karsi organizmanin gelistirdigi dinamik bir siire¢ olan
inflamasyon, organizmay: hastaliklara karsi koruyan bir reaksiyondur. Inflamasyon
makrodlgekte hiicrenin sitokinin, biiylime faktorii, biyoaktif aminler gibi bir¢ok
molekiiler kaskadin sentezini ve salinimi uyarir. Anti-inflamator 6zellikteki bilesikler ise
agri olusumu sirasinda olusan bu molekiiler kaskadin sentezini ve salinimini
azaltabilirler. Bu molekiillerden birinin de Karvakrol asetat oldugu 2014 yilinda yapilan
bir calismada bildirilmistir. Karvakrol asetat’ta karvakrol’iin hidroksil grubu yerine ester
grubu gecmistir. Karvakrol asetat anti-nosiseptif ve anti-inflamator 6zelliklere sahiptir
(Damasceno vd., 2014). Baska bir ¢alismada bu bilesigin anksiolitik benzeri aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur (Pires vd., 2013).

Dogada bulunan karvakrol tiirevi bilesiklerden olan Timokinon ve
Timohidrokinon’un biyolojik aktiviteleri in vivo ve in vitro kosullar altinda
degerlendirilmistir. Timohidrokinon konsantrasyona bagli olarak, asetilkolinesteraz

inhibisyon testi sonuglarina gore, giiglii bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Ayrica
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asetilkolinesteraz inhibitori etkilerine gore Timohidrokinon > Karvakrol > Timokinon >
Timol olarak siralanabilir. Bu bilesikler genel anti-inflamatér mekanizmasina katilirlar

ve bu 6zelliklerinden dolay1 Alzheimer hastaligi igin potansiyel ilag 6nciilleridir (Jukic

vd., 2007).

Cizelge 1.1: Literatiire Kazandirilmis Onemli Karvakrol Tiirevi Bilesikler

Karvakrol Molekiiler Formiilii Biyolojik Aktivitesi  Referanslar
Tiirevleri
Merkezi ve peripheral
)\ sinir siteminde agr1
Izopropoksi 0 uyarisini  engelleyici  (Bonfim vd.,
Karvakrol ozellige sahiptir. 2014)
(Karvakrol Ayrica, inflamator
izopropil eter) etkili araci
molekiillerin  olusunu
azaltmaktadir.
Davranissal
mekanizma bozuklugu
Karvakril Asetat o 0 olan aksiyete iizerine (Damasceno
(5-isopropil-2- Y anksiolitik benzeri  vd., 2014;
metil-fenil) aktiviteye sahiptir. Pires vd.,
Anksiyete hastaligina 2013)
kars1 alternatif bir ilag
olarak onerilmistir.
Anti-inflamator 6zellik
tasir.
Karvakrol metil Maya biiylimesini
eter inhibe etmez. Etkili bir ~ (Ben Arfa
(2-metoksi-1- antimikrobiyal o6zellik  vd., 2006)
metil-4-propan-2- tasimadigi rapor
benzen) edilmistir.
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Cizelge 1.1: Literatiire Kazandirilmis Onemli Karvakrol Tiirevi Bilesikler (Devami)

OH Diistik
4-hidroksi-5- konsantrasyonlarda
izopropil-2- HO (0,5-1 mM) (Mastelic vd.,
metilfenol mitokondri aktivitesini 2008)
uyarir. Karvakrole
gore daha az toksiktir.
Antioksidan aktivitesi
vardir.
4,4’-metilenbis(5- Ho o4 Etkili antioksidan olma
izopropil- O O ozelligi tasir. HeLa (Mastelic vd.,
2metil)fenol hiicrelerinin biiyiimesi 2008)
ilizerine diisiik inhibitor
etki tagir.
4-kloro-5- OH Karvakroliin Kloro
izopropil-2- Tirevi Karvakrolden (Alokam vd.,
metilfenol daha az olmak iizere 2014)
anti-tiiberkiiloz etkili
bilesik olma 06zelligi
tasir.
H4C
Timokinon
(2-metil-5- Genel anti-inflamator
propan-2- H« aktiviteye  katilarak,  (Jukic vd.,
siklohekza-2,5- Alzheimer’a kars1 2007).
dien-1,4-dion) HaC koruyucu etki gosterir.
o}
Timohidrokinon HO Giicli (Jukic vd.,
(2-metil-5- Asetilkolinesteraz 2007)
propan-2-benzen- inhibitoridiir.
1,4-diol) OH




1.7.1. Tez Kapsaminda Test Edilen Karvakrol Tiirevi Bilesikler
Tez kapsaminda 8 adet direkt kodrug yaklasimi ile sentezlenen karvakrol tiirevi

kullanilmistir. Cizelge 1.2°de bu bilesiklerin kimyasal formiilleri gésterilmistir.

Cizelge 1.2: Karvakrol Tiirevi Bilesikler

Karvakrol Tiirevi Bilesikler

Ac
0 5
o
1 ACHNQ/ AcHN
o o

P
6
2 AcHN © AcHN ©
o o}

b

’

By
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Bu tez calismasinda, Insan Glioblastoma hiicre modeli olan U87MG hiicre
hatlarinda yeni sentezlenmis olan Karvakrol Tiirevi bilesiklerin antikanser 6zelliklerinin
olup olmadig1 arastirilmistir. Bu dogrultuda glioblastoma hastalik modeline yeni bir

tedavi yaklagimi gelistirilmesi hedeflenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Nikumbh ve arkadaglar1 (2003) sentezledikleri bir seri eter ve ester karvakrol
tiirevlerinin antibakteriyal 6zelliklerini incelemislerdir. Karvakril sinnemat, Karvakril
benzoat ve Karvakril asetatin antibakteriyal 6zellikleri oldugunu bildirmislerdir.

Koparal ve Zeytinoglu (2003) calismalarinda karvakroliin Akciger hiicre hatt1 A549
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Artan konsantrasyonlarda AS549 hiicrelerinin
bliylimelerini inhibe ettigini gostermiglerdir. Ayrica ayni g¢alismada karvakroliin
hiicrelerin morfolojilerini degistirdigi ve apoptozise yol actigi bulunmusgtur.

Arfa ve arkadaslar1 (2006) karvakrolde bulunan serbest hidroksil grubunun
antimikrobiyal 6zellige olan katkisini aragtirmislardir. Karvakrol asetat ve karvakrol metil
eter ile yaptiklart karsilastirmalar sonucu, serbest hidroksil grubu tagimayan karvakrol
tiirevlerinin anti mikrobiyal 6zellik géstermedigini bildirmislerdir.

Xu ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 bir c¢alismada, karvakroliin deri epitel
hiicrelerinde, dilde ve burunda bulunan TRPV3 kanalin1 aktive ederek G-protein iligkili
sinyal kaskatin1 baglattigin1 géstermislerdir. Calismada, Karvakrole cevap olarak hiicre
icindeki Ca™ seviyesinin arttigi, ayrica karvakrolin TRPA1 kanalii aktive ettigi
bildirilirken, mentol tarafindan aktive edilen kanallar ve TRPMS kanali ise karvakrol
tarafindan aktiflestirilemedigi gosterilmistir.

Jukic ve arkadaglar1 (2007) karvakrol tlirevleri olan Timokunin ve
timohidrokunin’in gii¢lii bir asetilkolinesteraz inhibitorii oldugunu bildirmislerdir.

More ve arkadaglari. (2008) caligmalarinda polimer destekleyici metot (Polymer
Supported mehodologies) kullanarak c¢esitli eter ve ester karvakrol tiirevlerini
sentezlemislerdir. Bu ¢alismada Amberlite IRA 400’1 en iyi destekleyici ajan olarak
belirlemislerdir. Aseton, asetonitril, etanol, tetrahidrofuran, diklorometan gibi
destekleyici resin i¢in kullanilan solventler arasinda en iyi solventin deneysel olarak
aseton oldugu bulunmustur.

More ve arkadaslar1 (2008) pestsitlere karsi biyolojik aktivitesi olan karvakroliin
ilk defa sentezledikleri eter ve ester tiirevi bilesikleri asagidaki gibidir:

1. Ethyl-1,2-bis[2-methyl-5-(1-methylethyl)phenyl] ether

2. Butyl-1,2-bis[2-methyl-5-(1-methylethyl)phenyl] ether

3. Ethanedioic acid-1,2-bis[2-methyl-5-(1-methylethyl)phenyl] ester
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Propanedioic acid-1,2-bis[2-methyl-5-(1-methylethyl)phenyl] ester

4

5. Butanedioic acid-1,2-bis[2-methyl-5-(1-methylethyl)phenyl] ester

6. Pentanedioic acid-1,2-bis[2-methyl-5-(1-methylethyl)phenyl] ester

7. Hexanedioic acid-1,2-bis[2-methyl-5-(1-methylethyl)phenyl] ester

Silva V. B ve Cavalcanti S. C. H. (2008) yapmis olduklar1 bir ¢alismada gesitli
karvakrol tirevi bilesiklerin Aedes aegypti’ye karsi larvacidal aktivitelerini
incelemislerdir. Eter tiirevi olan Metil Karvakrol’de en iyi larvasidal aktivite oldugunu
bildirmislerdir. Ester karvakrol tlirevlerinde ise larvasidal etki gdzlememislerdir.

Landa ve arkadaslar1 (2009) ¢alismalarinda, in vitro kosullarda karvakroliin anti-
inhibitor etkisini gostererek prostaglandin E2 biyosentezinde gorevli COX-2 enzimi ile
karvakroliin iligkisini gostermislerdir. Karvakrol inflamator durumda seviyesi artan
COX-2 enzimini inhibe ederek, agriya neden olan prostaglandin E2 iiretimini azaltmistir.

Mehdi ve arkadaslar1, (2011) yaptiklart bir ¢aligmada, karvakroliin insan serviks
kanser hiicrelerine olan sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Karvakrolii potansiyel
antikanser ajani olarak tanimlayip, biiylimeyi inhibe ettigini gostermislerdir.

Yin ve arkadaslar (2012) calismalarinda karvakroliin HepG2 hiicrelerini Kaspaz-
3’1 aktive ederek apoptoza gotiirdiiglinii tespit etmislerdir. Arastirmacilar, Karvakrolii
karaciger hastaliklari i¢in potansiyel bir molekiil olarak 6nermisleridir.

Yilmaz ve arkadaslari (2012) yaptiklar1 ¢alismada, Glioblastoma tedavisinde
kullanilan kemoterapi ve radyoterapi yontemlerinin hastanin sag kalim siiresi lizerinde
esit etkili oldugunu klinik yontemlerle gostermislerdir (Yilmaz vd., 2012).

Damasceno ve arkadaslar1 (2013) ¢alismalarinda, karvakrol asetat’in inflamasyon
olusumunu saglayan aract molekiillerin miktarin1 azaltarak hiicre igerisinde anti-
inflamatdr molekiil olarak davrandigini bildirmislerdir (Damasceno vd., 2014).

Pires ve arkadaslar1 (2013) karvakrol asetatin bir baska 6zelligi olan anti-anksiyetik
molekiil olmasmi ortaya c¢ikarmiglardir. Karvakrol asetat, karvakrol gibi anksiyete
hastalig1 i¢in yeni bir terapoétik bilesik olarak onerilmistir (Pires vd., 2013).

Tiirkez ve Aydin (2013) calismalarinda, 100 mg/L {izeri konsantrasyonlarda, d-
limonene, a-pinene, linalool gibi birgok monoterpenin sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostererek, karvakroliin de 150-200 mg/L konsantrasyonlarinda, insan kan hiicre

kiiltiirlerinde, hiicre canliligini 6nemli 6l¢iide azalttigini MTT ve LDH testleri ile
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belirlenmislerdir. Bu sitotoksisitenin nedeninin ise oksidatif stres oldugu diisiiniilmiis,
genotoksik ve mutajenik etkisine ise rastlanmamustir.

Liang ve arkadaslar1 (2013) calismalarinda OC2 insan oral kanser hiicreleri
lizerinde karvakroliin sitozolde serbest halde bulunan Ca™ {izerine etkilerini
incelemislerdir. Karvakroliin intraselliiler Ca™ stoklarin1 bozarak, hiicre i¢i Ca™
seviyesini yiikselttigini bildirmislerdir.

Bonfirm ve arkadaslar1 (2014) calismalarinda, karvakrol tiirevi olan izopropoksi
karvakroliin antinosiseptif ve antiinflamatuar 6zelliklerinin oldugunu goéstermislerdir. Bu

caligsma ile izopropoksi karvakrolii yeni bir terapotik bilesik olarak dnermiglerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Tez kapsamindaki aragtirmalarda kullanilan U87MG insan Glioblastoma hiicre
modeli Atatiirk Universitesi, Tibbi Farmakoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.
Calismada kullanilan kitler ve diger kimyasal malzemeler Tablo 3.1°de, cihazlar ise Tablo

3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Arastirmada Kullanilan Kit ve Kimyasal Listesi

Kitler Alindigr Firma

MTT Cell Proliferation Assay Kit ~ Chemicon® (Germany)
LDH Assay Kit Cell Biolabs (Chinese)
Kimyasallar Alindigr Firma

DMEM Sigma-Aldrich® (Germany)
FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco® (USA)
L-Glutamine Gibco® (USA)

PBS Sigma-Aldrich® (Germany)
Tripan Blue Sigma-Aldrich® (Germany)
DMSO Sigma-Aldrich® (Germany)
Tripsin/EDTA Sigma-Aldrich® (Germany)
Etanol Sigma-Aldrich® (Germany)
Triton-X-100 Cell Biolabs (Chinese)
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Cizelge 3.2: Arastirmada Kullanilan Cihaz Listesi

Cihazin Adi Modeli

Spektrofotometre Biotek EPOCH, Mikroplate
Spectrofotometer Visible/UV

Biyogiivenlik Kabini ESCO NordicSafe™ Class II
Biological Safety Cabinet

CO’li Inkiibator ESCO Celculture CO2 Incubator
CCL-170B-8

Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal
320R

Invert Mikroskop Leica DFC450C Model: CH-9435

Vorteks Wisd Wisemix VM-10

3.2. Metod

3.21.Tez Kapsaminda Test Edilecek Karvakrol Tiirevlerinin Sentez ve

Karakterizasyonu

Test kapsaminda test edilen karvakrol tlirevi bilesiklerin antimikrobiyal 6zellikleri
2015 yilinda Ivana Cacciatore ve arkadaslar tarafindan yapilmis bir calismada
belirlenmistir. Ayn1 karvakrol tiirevleri, antikanser etkinliklerinin arastirilmasi i¢in Ivana
Cacciatore rehberliginde yeniden sentezlenmistir. Bilesiklerin sentezlenme metodlar1 ve

asagida agiklanmigtir. Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’te sentezlenme basamaklar1 gosterilmistir.
Genel Asetilasyon Metodu

Asetik anhidrid (6,6 mmol) asetik asit icerisindeki alkilli sistein tiirevlerine
karigtirilarak eklendi. Bu reaksiyon karisimi 1 saat oda sicakliginda karistirilarak inkiibe
edildi. Siire sonunda vakum yardimiyla solvent uzaklastirilarak N-asetilli amino asit elde
edildi.
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N-Ac-Cys(Trt)-OH (16)

Verim: 59%; Rs = 0.11, CH,Cl2:MeOH (9:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-
ds): 6 = 1.80 (s, 3H, Ac), 2.32-2.46 (m, 2H, Cys B-CH2), 4.05-4.18 (m, 1H, Cys a-CH),
7.20-7.34 (m, 15H, Ar), 8.22-8.24 (d, 1H, Cys NH): ¥C-NMR (300 MHz, 298.2 K,
DMSO-ds): 6 =23.3 (Ac), 33.91 (Cys B-CH2), 52.34 (Cys a-CH), 66.43 (C Trt), 126.12-
143.98 (Ar), 178.6 ve 178.8 (2 x CO).

N-Ac-Cys(Methyl)-OH (17)

Verim: 99%; Rs = 0.11, ACOEt:MeOH (9:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-
ds): 6 =1.83 (s, 3H, Ac), 2.04 (s, 3H, Cys S-CHa), 2.66-2.84 (m, 2H, Cys B-CH2), 4.36-
4.40 (m, 1H, Cys 0-CH), 8.21-8.24 (d, 1H, Cys NH); *C-NMR (300 MHz, 298.2 K,
DMSO-dg): 6 = 15.88 (Cys S-CHz), 23.04 (Ac), 35.74 (Cys B-CH2), 52.20 (Cys a-CH),
173.05 ve 178.31 (2 x CO).

N-Ac-Cys(Ethyl)-OH (18)

Verim: 97%; R = 0.24, CH2Cl2:MeOH (9:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-
de): 6 = 1.11-1.19 (t, 3H, Cys S-CH.CHa), 1.82 (s, 3H, Ac), 2.51-2.55 (q, 2H, Cys S-
CH2CHg), 2.67-2.90 (m, 2H, Cys p-CH2), 4.32-4.36 (m, 1H, Cys a-CH), 8.22 (d, 1H, Cys
NH); 3C-NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-dg): & = 15.22 (Cys S-CH,CHj3), 23.02 (Ac),
26.06 (Cys S-CH2CHs3), 33.10 (Cys B-CH2), 52.70 (Cys a-CH), 169.99 ve 172.96 (2 x
CO).

N-Ac-Cys(Allyl)-OH (19)

Verim: 97%; Rs = 0.62, CH2Cl2:MeOH (9:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-
de): & = 1.81 (s, 3H, Ac), 2.59-2.80 (m, 2H, Cys p-CH2), 3.13-3.15 (d, 2H, Cys S-
CH>CHCH>), 4.35-4.39 (m, 1H, Cys a-CH), 5.07-5.12 (m, 2H, Cys S-CH,CHCH>), 5.63-
5.80 (m, 1H, Cys S-CH2CHCHy>), 8.20-8.23 (d, 1H, Cys NH), 12.60 (br s, 1H, COOH);
13C-NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-ds): & = 23.03 (Ac), 32.18 (Cys p-CH2), 34.66
(Cys S-CH2CHCHy), 52.35 (Cys a-CH), 118.09 (Cys S-CH,CHCH>), 134.88 (Cys S-
CH>CHCH>), 169.94 ve 172.94 (2 x CO).
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N-Ac-Met(Se)-OH (23)

Verim: 99%; Rs = 0.11, AcCOEt:MeOH (9:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-
ds): 6 =0.92 (s, 3H, Met Se-CH3), 1.33 (m, 2H, Met y-CH2), 1.84 (s, 3H, Ac), 1.95-2.15
(m, 2H, Met B-CH2), 4.48-4.55 (m, 1H, Met 0-CH), 8.05-8.08 (d, 1H, Met NH); 3C-
NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-ds): & = 11.91 (Se-CHs), 22.74 (Met B-CH2), 23.35
(Ac), 25.42 (Met y-CH2), 57.18 (Met a-CH), 174.57 ve 179.11 (2 x CO).

Genel Alkilasyon Metodu

Ticari olarak mevcut olan NAC (6,13 mmol) ve KOH (13,48 mmol) 1 ml Metanol
icerisinde hazirland1 ve Propargalik bromid (7,36 mmol) igerisine eklendi. 1 saat refliiks
edildi. Solventin ugurulmasinin ardindan kalan maddeler su ile alindi. Bu madde 1 N pH:2
HClI ile asitlestirilerek AcOEt ile ekstrakte edildi. Organik faz susuz Na>SO™ ile kurutuldu

ve vakum altinda buharlastirildi.
N-Ac-Cys(Propargyl)-OH (20)

Verim: 99%. R¢ = 0.1, CH,Clo:MeOH (9:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, DMSO-
de): & = 1.85 (s, 3H, Ac), 2.78 (d, 2H, Cys B-CH2), 3.18 (s, 1H, S-CHCCH), 3.33 (s, 2H,
S-CH2CCH), 4.39 (m, 1H, Cys 0-CH), 8.24-8.26 (d, 1H, NH). 3C-NMR (300 MHz, 298.2
K, DMSO-de): § = 22.52 (Cys S-CH2CCH), 23.18 (Ac), 32.04 (Cys B-CH2), 52.45 (Cys
a-CH), 73.91 (Cys S-CH.CCH), 77.03 (Cys S-CH2CCH), 178.66 ve 178.81 (2 x CO).

Genel Coupling Reaksiyon Metodu

16-20, 23-26 ve 28 numarali bilesikler (5,1 mmol) 2 ml DMF ve 10 ml DCM
icerisinde ¢oziildiiler. Ardindan 5,1 mmol DCC eklenerek 1 saat oda sicakliginda
karistirildi. Bu reaksiyon karisimina DMAP (0,16 mmol) ve karvakrol (5,1 mmol) eklendi
ve bir gece oda sicakliginda karistirildi. Basing filtrasyonun azaltilmasindan sonra,
solvent ucuruldu ve kalan maddeler AcOEt/NaCl ile ekstrakte edildi. Organik faz susuz
Na:SO4 ve vakum yardimiyla kurutuldu. DCM/AcOEt ile kromotografik saflastirma
gergeklestirildi.
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N-Ac-Cys(Methyl)-CAR (2)

Verim: 30%. Ri = 0.62, DCM:AcOEt (1:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): &
= 1.19-1.23 (d, 6H, 2 x CHa, i-Pr), 2.04 (s, 3H, SCHa), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.22 (s, 3H,
Ac), 2.78-2.91 (m, 1H, i-Pr), 3.08-3.21 (m, 2H, Cys B-CH>), 5.08-5.15 (m, 1H, Cys o-
CH), 6.55-6.57 (d, 1H, NH), 6.68-7.16 (m, 3H, Ar). 3C-NMR (300 MHz, 298.2 K,
CDCl3): & = 15.75 (SCHs), 16.69 (CHs), 23.29 (Ac), 24.13-24.29 (2x CHs, i-Pr), 33.91
(CH i-Pr), 36.58 (Cys B-CH2), 52.25 (Cys o-CH), 113.26-148.50 (Ar), 169.83 ve 170.66

(2 x CO).

N-Ac-Cys(Ethyl)-CAR (3)

Verim: 32%; R¢ = 0.67, DCM:AcOEt (1:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): &
=1.21 (d, 6H, 2 x CHg, i-Pr), 1,29 (t, 3H, SCH2CHa), 2.08 (s, 3H, CH3), 2.15 (s, 3H, Ac),
2.60-2.68 (M, 2H, SCH2CHs3), 2.82-3.07 (m, 2H, Cys B-CH>), 5.08-5.12 (m, 1H, Cys o-
CH), 6.38-6.41 (d, 1H, NH), 6.87-7.16 (m, 3H, Ar). 3C-NMR (300 MHz, 298.2 K,
CDCl3): & = 14.97 (SCH2CHs), 16.13 (CHs), 23.40 (Ac), 24.13 (CAR, 2 x CHg, i-Pr),
27.15 (SCH2CHs), 33.78 (CH i-Pr), 34.05 (Cys B-CH2), 52.31 (Cys a-CH), 119.67-148.46

(Ar), 162.81 ve 170.63 (2 x CO).

N-Ac-Cys(Allyl)-CAR (4)

Verim: 35%; R¢ = 0.79, DCM:AcOEt (1:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): &
= 1.19-1.21 (d, 6H, i-Pr), 2.09 (s, 3H, Ac), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.78-2.83 (m, 1H, i-Pr),
2.85-3.08 (M, 2H, Cys B-CHy), 3.17 (d, 2H, SCH,CHCH?>), 5.02-5.09 (m, 1H, Cys a-CH),
5.10-5.19 (m, 2H, SCH2CHCH,), 5.71-5.82 (m, 1H, SCH2CHCH,), 6.24-6.27 (d, 1H,

NH), 6.83-7.18 (m, 3H, Ar). *C-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): § = 15.76 (CHs),
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23.30 (AC), 24.14-24.29 (2 x CHs, i-Pr), 32.25 (CH i-Pr), 32.93 (Cys B-CHy), 35.59 (S-
CH2CHCH;), 58.62 (Cys a-CH), 118.52 (SCH2CHCHy), 121.44-131.33 (Ar), 133.59

(SCH2CHCHS), 170.95 ve 199.09 (2 x CO).

N-Ac-Met-CAR (5)

Verim: 47%; Ry = 0.74, DCM:AcOEt (1:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCla): 3
=1.20-1.25 (d, 6H, 2 x CHa, i-Pr), 2.04 (s, 3H, Ac), 2.08 (s, 3H, CHa), 2.11 (s, 3H, SCHs),
2.11-2.44 (m, 2H, Met B-CH), 2.63-2.68 (m, 2H, Met y-CH), 2.82-2.91 (m, 1H, CH i-
Pr), 4.97-5.04 (m, 1H, Met a-CH), 6.25-6.27 (d, 1H, NH), 6.85-7.16 (m, 3H, Ar). 13C-
NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): § = 15.81 (SCHs), 16.10 (CHs), 23.39 (Ac), 24.13 (2
X CHa, i-Pr), 30.39 (CH i-Pr), 32.06 (Met y-CHy), 33.79 (Met B-CHy), 51.99 (Met a-CH),
119.64-149.02 (Ar), 170.52 ve 170.90 (2 x CO).

N-Ac-Met(Se)-CAR (6)

Verim: 35%; Rr = 0.65, DCM:ACOEt (1:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCla): 3
= 1.20-1.23 (d, 6H, 2 X CHs, i-Pr), 2.04 (s, 3H, Ac), 2.08 (s, 3H, CHa), 2.13 (s, 3H,
SeCHs), 2.17-2.46 (m, 2H, Met B-CHy), 2.64-2.69 (m, 2H, Met y-CHy), 2.85-2.90 (m, 1H,
CH i-Pr), 4.97-5.04 (m, 1H, Met a-CH), 6.25-6.27 (d, 1H, NH), 6.85-7.16 (m, 3H, Ar).
13C-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): 8 = 4.64 (SeCHs), 16.12 (CHz), 20.59 (Met p-
CHa), 23.45 (Ac), 24.12 (2 x CHs, i-Pr), 33.34 (Met y-CHy), 33.79 (CH i-Pr), 52.79 (Met
a-CH), 119.65-149.0 (Ar ), 170.34 ve 170.79 (2 x CO).

LA-CAR (7)
Verim: 38%; Rr = 0.81, DCM; *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): § = 1.21-
1.24 (d, 6H, 2 X CHs, i-Pr), 1.54-1.97 (m, 8H, 4 x CHy), 2.13 (s, 3H, CH3), 2.45-2.52 (m,

1H, CH i-Pr), 2.57-2.62 (t, 2H, CHy), 2.85-2.89 (m, 1H, SCH), 3.11-3.20 (m, 2H, SCH5),
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6.84-7.15 (m, 3H, Ar). 3C-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCl3): § = 16.12 (CAR CHa),
24.16 (2 X CHs, i-Pr), 25.03 (CH2), 29.07 (CH2), 33.79 (CH i-Pr), 34.27 (CH>), 34.87
(CH>), 38.76 (SCHa), 40.48 (CHy), 56.56 (SCH), 119.99-149.43 (Ar), 171.99 (CO).
N-Ac-Cys(Propargyl)-CAR (9)

Verim: 42%; Rt = 0.23, DCM:AcOEt (1:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): &
=1.21-1.23 (d, 6H, 2 x CHs, i-Pr), 1.63-1.88 (m, 2H, Cys B-CHz), 2.08 (s, 3H, Ac), 2.15
(s, 3H, CHs), 2.31-2.33 (s, 1H, SCH2CCH), 2.84-2.89 (m, 1H, i-Pr), 3.13-3.38 (2H, m,
SCH2CCH), 5.14 (m, 1H, Cys a-CH), 6.49-6.51 (d, 1H, NH), 6.89-7.15 (m, 3H, Ar). 13C-
NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): & = 16.15 (CHs), 20.31 (SCH2CCH), 23.36 (Ac),
24.13 (2 x CHs, i-Pr), 33.78 (Cys p-CHy), 34.14 (CH i-Pr), 52.11 (Cys a-CH), 72.50
(SCH2CCH), 79.45 (SCH,CCH), 119.68-149.04 (Ar), 169.58 ve 170.41 (2 x CO).
OTC-CAR (10)

Verim: 33%; Rt = 0.78, DCM:AcOEt (9:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): &
=1.21-1.23 (d, 6H, 2 x CHs, i-Pr), 2.11 (s, 3H, CHa), 2.85-2.89 (m, 1H, i-Pr), 3.77-3.87
(m, 2H, OTC B-CHy), 4.66-4.71 (m, 1H, OTC a-CH), 6.86-7.17 (m, 3H, Ar), 6.91 (s, 1H,
NH). 3C-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCl3): & = 16.00 (CHs), 24.12 (2 x CHs, i-Pr),
32.28 (CH, i-Pr), 33.80 (OTC B-CHy), 56.44 (OTC o-CH), 119.47-148.82 (Ar), 168.83
ve 175.08 (2 x CO).

N-Ac-Cys(Trt)-CAR (21)

Verim:33%; Ry = 0.18, DCM:AcOEt (1:1); *H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls3): § =
1.20 (d, 6H, i-Pr), 1.99 (s, 3H, Ac), 2.08 (s, 3H, CH3), 2.67-2.95 (m, 2H, Cys B-CHy),
4.81-4.88 (m, 1H, Cys a-CH), 6.57 (d, 1H, NH), 6.88-7.46 (m, 18H, Ar). 3C-NMR (300
MHz, 298.2 K, CDCls): § = 16.15 (CHs), 23.34 (Ac), 24.13 (2x CHs, i-Pr), 34.16 Cys (B-

CHy), 51.48 (Cys a-CH), 67.34 (C Trt), 119.76-149.11 (Ar), 168.79 ve 170.34 (2 x CO).

32



Boc-TCA-CAR (27)

Verim: 40%; R¢ = 0.64, DCM; H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): § = 1.21-1.25
(d, 6H, 2 x CHg, i-Pr), 1.48 (s, 9H, Boc), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.85-2.90 (m, 1H, i-Pr), 3.43-
3.49 (m, 2H, TCA B-CH.), 4.50-4.75 (m, 2H, TCA 6-CH2), 4.96-5.16 (m, 1H, TCA a-
CH), 6.85-7.15 (m, 3H, Ar). C-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): & = 16.07 (CHz),
24.16 (2 x CHg, i-Pr), 28.55 (Boc), 33.67 (CH i-Pr), 35.01 (TCA B-CH>), 48.39 (TCA 6-
CHz2), 62.02 (TCA o-CH), 81.53 (Boc), 119.44-148.39 (Ar), 153.56 (OCONH), 169.23
(CO).

Korunmus Gruplarim Cikarilmasi

100 mg, 0,17 mmol olacak sekilde 21 numarali bilesik 0,3 ml DCM igerisinde
soliisyon haline getirilir. Bu soliisyon nitrojen atmosfer ortaminda TIPS (0,27 ml, 0,21
mmol) ve TFA (0,52 ml, 6,8 mmol) igerisine eklendi. Oda sicakliginda 48 saat boyunca
karistirildi.  Ardindan vakum altinda kurutuldu. Kalan bilesik DCM/MeOH

kromotografik kolon kullanilarak piirifiye edildi.

Verim: 88%; 'H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): § = 1.21-1.23 (d, 6H, i-Pr), 2.07 (s,
3H, Ac), 2.15 (s, 3H, CHa), 2.87 (m, 1H, i-Pr), 3.17-3.23 (m, 2H, Cys p-CHy), 5.16-5.19
(m, 1H, Cys a-CH), 6.57-6.60 (d, 1H, NH), 6.87-7.17 (m, 3H, Ar). *C-NMR (300 MHz,
298.2 K, CDCl3): & = 16.19 (CHs), 23.35 (Ac), 24.12 (2 x CHs, i-Pr), 27.21 (CH i-Pr),

33.79 (Cys B-CHy), 53.91 (Cys a-CH), 119.70-148.97 (Ar), 169.08 ve 170.32 (2 x CO).

27 numarali bilesik 327 mg, 0,9 mmol olacak seklide 1,35 ml TFA igerisinde

soliisyon olarak hazirland1 ve 2 saat oda sicakliginda karistirildi.
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Verim: 100%; Rf =

0.21, DCM; H-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): § = 1.21-

1.25 (d, 6H, 2 x CHs, i-Pr), 2.09 (s, 3H, CH3), 2.84-2.90 (m, 1H, i-Pr), 3.54-3.64 (m, 2H,
TCA B-CHj), 4.35-4.52 (m, 2H, TCA 5-CH), 5.04-5.08 (m, 1H, TCA a-CH), 6.85-7.16
(m, 3H, Ar), 9.48 (s, 2H, NH,). 3C-NMR (300 MHz, 298.2 K, CDCls): & = 15.69 (CHs),
24.00 (2 X CHs, i-Pr), 33.45 (CH i-Pr), 33.77 (TCA B-CH2), 49.09 (TCA 5-CHy), 62.82
(TCA a-CH), 119.44-148.99 (Ar), 166.24 (CO).

R R

S

e
NHR' COOH AcHN COOH

Pl

MR=Trt;R =H 16 R=Trt 21R=Trt =
12 R = Methyl; R'=H 17 R= Methyl 2 R = Methyl

13 R =Ethyl;R'=H 18 R = Ethyl 3 R = Ethyl

14 R =Allyl; R'=H 19 R = Allyl 4R = Allyl

15R=H;R'= Ac 20 R = Propargyl 9 R = Propargyl

Sekil 3.1: 1. ve 4. Karvakrol Tiirevinin Sentezi (Cacciatore vd., 2015)

~
f - J\) b
—_— O
H,N~ ~COOH AC‘N COOH AcHN
H O
22 X = Se 24 X=S 5:X=S
23 X=Se 6: X= Se

Sekil 3.2: 5. ve 6. Karvakrol Tiirevinin Sentezi (Cacciatore vd., 2015)
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S COOH S
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Boc R 0
26
27 R=Boc
8 R=TFA
S S
O:< a OJ\N]WO
HN"NeooH H
0
28 10

Sekil 3.3: 7. ve 8. Karvakrol Tiirevinin Sentezi (Cacciatore vd., 2015)

3.2.2.Karvakrol Tiirevlerinin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Karvakrol Tirevlerinin literatiir bilgisine (Aydin vd., 2014; Tiirkez ve Aydin,
2013b) uygun olarak 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 pg/ml konsantrasyonlarinda olacak
sekilde hiicre kiiltiiriine ekimi yapildi. Bilesikler DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Sartlar

GBM ig¢in in vitro model olarak U87MG hiicre hatt1 segilmistir. U87MG hiicreleri
epitel hiicre morfolojisi gosterip, ylizeye tutunma 6zelligi tagirlar. Bu hiicreler 37 °C ve
% 5 karbondioksit ortaminda biiyiitiildiiler. Bazal medyum olarak DMEM kullanildi.
Biiyiime medyumu, % 10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 Penisilin-Streptomisin

icerecek sekilde hazirlanarak kullanildi.
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3.2.4.Hiicre Canhihginin Olgiilmesi ve MTT Analizi

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrasodium bromide) canli
hiicreler tarafindan koyu mavi-mor renkli formazanlara [(2E,4Z)-4,5-Dimethylthiazol-
2yl)3,5-diphenylformazan] doniistiiriilen sar1 renkli bir substrattir. Bu reaksiyon canli
hiicrelerde bulunan aktif mitokondriler tarafindan gerceklestirilir ve hiicre canliligini

Olgmek amaci ile kullanilir. Sekil 3.4°te MTT reaksiyonu gosterilmektedir.

NADH NAD'
N ~ NH
N— N |
| *~</ — N
4 = N
N)\I I N = \\4
Br /
3-(4.5-dimethylthiazol-2-y1)2,5-diphenyl (2E.47)-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)3,5-
tetrasodium bromide diphenylformazan

Sekil 3.4: MTT Testinin Temel Prensibi

(Sekil, Yazar Tarafindan Cizilmistir.)

Hiicre canliligi ve kullanilan karvakrol tiirevi bilesiklerin sitotoksik etkilerini
incelemek amaciyla MTT analizi Chemicon® MTT Cell Growth Assay Kit protokoliine
gore yapildi. Kisaca, 96-well plate’te biiyiitiilen hiicrelere belirlenen dozlarda bilesik
uygulamasinin ardindan, 48 saat sonra her kuyuya 10 pl MTT soliisyonu eklendi. 37 °C
de 3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda her kuyuya 100 ul 0,04 N HCI
iceren isopropanol eklendi ve 570 nm’de 6l¢lim alindi. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde

yapildi.
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3.2.5.LDH Analizi

Laktat Dehidrogenaz (LDH) hemen hemen her hiicrede bulunan sitozolik bir
enzimdir. Hiicre membran biitiinliigii bozuldugu durumlarda ise ekstraselliiler ortama
salmir. Sekil 3.5’te gosterildigi gibi ekstraselliiler ortamda bulunan LDH enzimi
hiicrelerin membran biitiinliigliniin bozuldugunu ve O6liime gittigini gostermektedir

(Lynch ve Sempowski, 2013).

T+
Laktat NAD
LDH Sal
i T LDH Elektron
Hiicre Membran Hasar Aracilar
Piruvat NADH WST-1

(LDH Assay
reagent icerisinde
bulunan madde )

Sekil 3.5: LDH Analizi Temel Prensibi
(Cytoselect™ Kit Protokoliinden uyarlanmustir.)

LDH Analizi, Cell Biolabs (Chinese) Cytoselect™ kiti kullanilarak gerceklestirildi.
Kisaca, ml’de 1x 10° hiicre olacak sekilde 48 kuyulu platelere hiicre ekimi yapildi.
Hiicrelerin yiizeye tutunmalarinin ardindan, bilesik uygulamasi gercgeklestirildi. 48 saat
37°°de %5 CO2 ortaminda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda besiyerlerinin 90
ul’si yeni bir plate’e alind1. Pozitif kontrol olarak 15 ul TritonX-100 kullanild1. Uzerine
10 ul LDH sitotoksisite testi bileseni eklendi. Plate 30 dakika 37°’de inkiibe edildi. Siire

sonunda 450 nm’de 6l¢tim alindi.
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3.2.6.Istatistiksel Degerlendirmeler

Bu tez calismasinda yapilmis olan MTT ve LDH analizi sonuglar1 SPSS 15.0
programu ile degerlendirilmistir. Programda ICzo, ICso Ve 1Cgo degerlerinin belirlenmesi
icin Probit Analizi ve ortalamalar arasindaki farkliligin tayininde Duncan Testi

kullanilmistir. p<0,05 diizeyi anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. MTT Analizi Bulgular

U87MG hiicre hattina sekiz farkli karvakrol tiirevi i¢in belirlenen doz araliklarinda
MTT analizi uygulanmistir. Azalan konsantrasyonlarda uygulanan Karvakrol Tiirevleri
icin, hiicrelerin canliliklar1 degerlendirilmis ve kontrole gore karsilastirilmistir. Bu
bilesiklerin ICsgo, 1Cso Ve 1C2o degerleri cizelge 4.1°de belirtilmistir. ICgo, 1Cs0 Ve 1C20
degerleri, bilesiklerin sirastyla %80, %50 ve %20 oranlarinda hiicrelerin tiremelerini

inhibe eden degerlerdir.

Cizelge 4.1: Karvakrol Tiirevlerinin inhibitér Etkili Konsantrasyonlar1 (ng/ml)

Karvakrol Karvakrol Karvakrol Karvakrol
Tiirevi 1 Tiirevi 2 Tiirevi 3 Tiirevi 4
1C20 122,04 50,35 41,19 50,36
1Cso 367,78 129,08 105,12 125,03
O ICs 613,53 207,82 169,05 199,71
>
N~
°D° Karvakrol Karvakrol Karvakrol Karvakrol
Tiirevi 5 Tiirevi 6 Tiirevi 7 Tiirevi 8
1C20 47,73 67,62 31,16 13,18
1Cso 105,65 542,07 142,67 77,66
I1Cso 163,57 1016,51 254,17 142,14




1.Karvakrol Turevi

1.Karvakrol Tirevi igin konsantrasyon-% hiicre canliligi grafigi Sekil 4.1°de
gosterilmistir. % canlilik degerleri belirlemede, negatif kontroliin canlilifi 100 kabul
edilerek belirlenmistir. Negatif kontrol bilesik uygulanmamis deney grubudur. 1.
karvakrol tiirevi artan konsantrasyonlarda belirgin bir farklilifa yol agmamistir. Sekil

4.2°de probit analizi sonuglar1 gosterilmistir.

1. Karvakrol Trevi

100 ‘
0 50 100

3125 6,25 12,5 25

Konsantrasyonlar (pug/ml)

% Hiicre Canlihg
N o) %)
S o o

N
o

o

Sekil 4.1: 1. Karvakrol Tiirevinin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canlilig1

Uzerine Etkileri.

Gruplar SD
Kontrol | 1002
3,125 ug/ml | 91,76+1,54°¢

L R 6,25 ug/ml | 86,82+0,38"
E 1 . 12,5 ug/ml | 86,26+1,17¢
| 25 ug/ml | 73,25+0,65¢
e 50 ug/mi | 87,36+0,69°

100 pg/ml | 83,52+1,209

T T T T T
oo 20,00 4000 60,00 50,00 10000

Sekil 4.2: 1.Karvakrol Tiirevinin Probit Analizi Sonuglari, Duncan Testine Gore
Hesaplanan Ortalama Degerler. P<0,05 degerine gore belirlenmistir. SD: Standart
Sapma
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2.Karvakrol Tiirevi

2.Karvakrol Tiirevi i¢in konsantrasyon-% hiicre canliligi grafigi Sekil 4.3’de
gosterilmistir. % canlilik degerleri negatif kontroliin canliligi 100 kabul edilerek
2. karvakrol

tiirevinin artan konsantrasyonlarda canliligr diistirdiigii belirlenmistir. Sekil 4.4’te probit

belirlenmistir. Negatif kontrol bilesik uygulanmamis deney grubudur.

analizi sonucu gosterilmistir.

2. Karvakrol Tarevi

% Hiicre Canlilig
S (o)) (0]
o o o

N
o

o

3,125 6,25 12,5 25
Konsantrasyonlar (pg/ml)

100 ‘ ‘
0 50 100

Sekil 4.3: 2. Karvakrol Tiirevinin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canlilig1

Uzerine Etkileri

Gruplar

-050

SD

Kontrol
075 3,125 ug/ml
6,25 ug/ml
o 12,5 ug/ml

Probit

1,00

ppu 2 25 ug/ml
50 ug/ml
100 wg/ml

1,50+

T T T T T
it 20,00 4000 60,00 80,00 100,00

Sekil 4.4: 2 Karvakrol Tiirevinin Probit Analizi Sonuglari, Duncan Testine Gore

Hesaplanan Ortalama Degerler. P<0,05 degerine gore belirlenmistir. SD: Standart

Sapma
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89,24£0,34°
86,27+0,46¢
79,28+0,57°
73,05+0,89
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3.Karvakrol Tiirevi

3.Karvakrol Tiirevi i¢in konsantrasyon / % hiicre canliligi grafigi Sekil 4.5°de
gosterilmistir. % canlilik degerleri negatif kontroliin canliligi 100 kabul edilerek
belirlenmistir. Negatif kontrol bilesik uygulanmamis deney grubudur. 3. karvakrol

tiirevinin artan konsantrasyonlarda canliligr diisiirdiigii belirlenmistir. Sekil 4.6’te probit

analizi sonucu gosterilmistir.

3. Karvakrol Bilesigi

% Hiicre Canlihg
S © o

o

3,125 6,25 12,5 25

Konsantrasyonlar (pl/ml))

100
8
6
4
2
0
0 50 100

Sekil 4.5: 3. Karvakrol Tiirevinin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canlilig

Uzerine Etkileri

02 Gruplar

SD

° Kontrol
3,125 ug/ml
6,25 ug/ml
° 12,5 ug/ml
25 ug/ml
50 ug/ml
oo 100 ug/ml

T T T T T
0o 2000 40,00 60,00 60,00 10000

Probit
o

Sekil 4.6: 3.Karvakrol Tiirevinin Probit Analizi Sonuglari, Duncan Testine Gore

Hesaplanan Ortalama Degerler. P<0,05 degerine gore belirlenmistir. SD: Standart

Sapma
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93,06+0,53"
93,22+0,48"
82,70+0,35°
81,05+0,81¢
63,99+0,75°
60,06+0,84"



4 Karvakrol Tiirevi

4 Karvakrol Tiirevi i¢in konsantrasyon / % hiicre canliligi grafigi Sekil 4.7°de
gosterilmistir. % canlilik degerleri negatif kontroliin canliligi 100 kabul edilerek
belirlenmistir. Negatif kontrol bilesik uygulanmamis deney grubudur. 4. Karvakrol tiirevi

artan konsantrasyonlarda belirgin bir farkliliga yol agmamistir. Sekil 4.8’de probit analizi

sonucu gosterilmektedir.

4, Karvakrol TUrevi

100 ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100

3,125 6,25 12,5 25

Konsantrasyonlar (pl/ml)

% Hiicre Canlihg
IN oy 0
o o o

N
o

o

Sekil 4.7: 4. Karvakrol Tiirevinin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canlilig1

Uzerine Etkileri

j Gruplar SD
] ’ Kontrol | 100
’ 3,125 ug/ml | 93,13+0,56¢
6,25 ug/ml | 94,22+0,79°

Probit

12,5 ug/mi | 93,09+0,57¢
25 ug/ml | 65,89+0,55f

1254

1,50 o

. 50 ug/ml | 75,28+0,54¢
100 ug/ml | 70,42+0,52¢

1754

T T T T T
00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Sekil 4.8: 4 Karvakrol Tiirevinin Probit Analizi Sonuglari, Duncan Testine Gore
Hesaplanan Ortalama Degerler. P<0,05 degerine gore belirlenmistir. SD: Standart
Sapma
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5.Karvakrol Tiirevi

5.Karvakrol Tiirevi i¢in konsantrasyon / % hiicre canliligi grafigi Sekil 4.9°de
gosterilmistir. % canlilik degerleri negatif kontroliin canliligi 100 kabul edilerek
belirlenmistir. Negatif kontrol bilesik uygulanmamis deney grubudur. 5. karvakrol

tirevinin artan konsantrasyonlarda canliligi diisiirdigi belirlenmistir. Sekil 4.10°da

probit analizi sonucu gosterilmektedir.

5. Karvakrol Tlrevi

100 ‘ ‘ ‘
0 50

3,125 6,25 12,5 25

Konsantrasyonlar (ul/ml)

% Hiicre Canlilig
S [e)] 0]
o o o

N
o

o

100

Sekil 4.9: 5. Karvakrol Tiirevinin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canlilig1

Uzerine Etkileri

Gruplar

SD

° Kontrol
R 3,125 ug/ml
6,25 ug/ml
e 12,5 ug/ml
77 25 ug/ml
50 ug/ml

Probit
=)
1

oo 2000 1000 5000 3000 100,00 100 ,ug/ml

Sekil 4.10: 5.Karvakrol Tiirevinin Probit Analizi Sonuglari, Duncan Testine Gore

Hesaplanan Ortalama Degerler. P<0,05 degerine gore belirlenmistir. SD: Standart

Sapma
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6.Karvakrol Tiirevi

6.Karvakrol Tiirevi igin konsantrasyon / % hiicre canliligi grafigi Sekil 4.11°de
gosterilmistir. % canlilik degerleri negatif kontroliin canliligi 100 kabul edilerek
belirlenmistir. Negatif kontrol bilesik uygulanmamis deney grubudur. 6. karvakrol
tiirevinin artan konsantrasyonlarda belirgin bir farklilia yol agmadigi belirlenmistir.

Sekil 4.12°da probit analizi sonucu gosterilmektedir.

6. Karvakrol Turevi
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0
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o

Sekil 4.11: 6. Karvakrol Tiirevinin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canlilig
Uzerine Etkileri

Gruplar SD

ool Kontrol | 100

3,125 ug/ml | 86,27+0,94
oed 6,25 ug/ml | 75,86+0,42¢
12,5 ug/ml | 70,00+0,78°

Probit

o ° 25 ug/ml | 83,57+0,51°¢
50 ug/ml | 69,36+1,27¢
e 100 ug/ml 65,01+0,44F

T T T T T T
00 20,00 40,00 60,00 60,00 100,00

Sekil 4.12: 6.Karvakrol Tiirevinin Probit Analizi Sonuglari, Duncan Testine Gore
Hesaplanan Ortalama Degerler. P<0,05 degerine gore belirlenmistir. SD: Standart
Sapma
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7.Karvakrol Tiirevi

7.Karvakrol Tiirevi igin konsantrasyon / % hiicre canliligi grafigi Sekil 4.13’de
gosterilmistir. % canlilik degerleri negatif kontroliin canlilifi 100 kabul edilerek
belirlenmistir. Negatif kontrol bilesik uygulanmamis deney grubudur. 7. karvakrol
tiirevinin artan konsantrasyonlarda belirgin bir farklilik olusturmadigi gézlenmistir. Sekil

4.14’da probit analizi sonucu gosterilmektedir

7. Karvakrol Tirevi

100 ‘ ‘ ‘
0 50 100

3,125 6,25 12,5 25

Konsantrasyonlar (ul/ml)

% Hiicre Canhhg
IS o) o
o o o

N
o

o

Sekil 4.13: 7. Karvakrol Tiirevinin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canlilig

Uzerine Etkileri

Probit Transformed Responses

Gruplar SD

0,50 o o

o o Kontrol | 1002

ors] 3,125 ug/ml | 99,85+0,252
6,25 ug/ml | 82,25+1,64°
12,5 ug/ml | 68,15+2,55f
125 25 ug/ml | 72,20+0,67¢
50 ug/ml | 93,71+0,96°
o 100 upg/ml | 76,68+1,58¢

T T T T T
00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Probit

1,00

1,50

Sekil 4.14: 7.Karvakrol Tiirevinin Probit Analizi Sonuglari, Duncan Testine Gore
Hesaplanan Ortalama Degerler. P<0,05 degerine gore belirlenmistir. SD: Standart
Sapma
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8.Karvakrol Tiirevi

8.Karvakrol Tiirevi i¢in konsantrasyon / % hiicre canliligi grafigi Sekil 4.15°de
gosterilmistir. % canlilik degerleri negatif kontroliin canliligi 100 kabul edilerek
belirlenmistir. Negatif kontrol bilesik uygulanmamis deney grubudur. 8. karvakrol

tirevinin artan konsantrasyonlarda canliligi diistirdiigii belirlenmistir. Sekil 4.16’da

probit analizi sonucu gosterilmektedir

8. Karvakrol Turevi
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Sekil 4.15: 8. Karvakrol Tiirevinin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canlilig

Uzerine Etkileri

100

Gruplar SD
° Kontrol | 1007
0z ’ 3,125 ug/ml | 88,51%0,12°
s ’ 6,25 ug/ml | 84,27+0,31°
® e ’ 125 ug/ml | 63,27+0,15¢
25 ug/ml | 70,79+0,43¢
e 50 ug/ml | 52,62+1,23f
gl - 100 ug/ml | 46,19+0,659

T T T T T
oo 2000 4000 50,00 50,00 100,00

Sekil 4.16: 8.Karvakrol Tiirevinin Probit Analizi Sonuglari, Duncan Testine Gore

Hesaplanan Ortalama Degerler. P<0,05 degerine gore belirlenmistir. SD: Standart

Sapma
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Karvakroliin sitotoksik etkilerinin karvakrol tiirevleri ile karsilagtirilmasi amaciyla
artan konsantrasyonlardaki karvakrol, US87MG hiicreleri ilizerine uygulanmustir. Sekil
4.17°deki MTT analizi grafiginde goriildiigii gibi karvakrol artan konsantrasyonlarda

sitotoksik etki gostermistir. Sekil 4.18’de karvakrol tiirevlerinin karsilastiriimasi

verilmigtir.

Karvakrol
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Sekil 4.17: Karvakroliin Artan Konsantrasyonlarda Hiicre Canliligi Uzerine Etkileri

=—4&— 1. Karvakrol Tiirevi == 2. Karvakrol Tlirevi ==#= 3. Karvakrol Tlrevi
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Sekil 4.18: Karvakrol Tiirevlerinin Artan Konsantrasyonlar Sitotoksik Etkilerinin

Karsilastirilmasi
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4.2. LDH Analizi Bulgular:

LDH analizi hiicre membran hasarin1 gosteren hizli ve giivenilir bir yontemdir.
Ekstraselliiler ortamda bulunan LDH enzimi seviyesi bu yontemde indikator olarak
kullanilmaktadir (Fotakis ve Timbrell, 2006). MTT analizi bulgularina gére belirlenen
IC20 degerlerine i¢in, karvakrol tiirevlerinin sitotoksik ve hiicre membran biitiinliigii
tizerine etkileri LDH analizi ile dogrulamasi gergeklestirilmistir. Sekil 4.19°de bulunan

grafikte LDH analizi sonuglar1 gosterilmistir.

LDH Analizi
Sitotoksisite Degerlendirmesi

100
80
60
40
20

% Sitotoksisite

Karvakrol Tiirevleri

Sekil 4.19: LDH Analizi Sitotoksisite Degerlendirmesi. Pozitif kontrol olarak
Triton X-100 ile muamele edilmis 6rnek kullanilmistir. Pozitif kontroliin sitotoksik

etkisi % 100 kabul edilmistir. (PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol)
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Karvakrole ait LDH Analizi sonucuna gore, Karvakrol konsantrasyona bagli olarak
sitotoksik etki gostermistir. Sekil 4.20°da goriildigii gibi, 100 pg/ml konsantrasyonda

karvakrol uygulandiginda hiicre canliligini %50°nin tizerinde bozdugu ortaya ¢ikmustir.

Karvakrol

100

80
2
3 60
3
S
S a0
v
x

20

0 O N
PK NK 100 50 25 12,5 6,25 3,125

Konsantrasyonlar (pg/ml)

Sekil 4.20: Karvakroliin LDH Analizi Sonuglari. Pozitif kontrol olarak Triton X-
100 ile muamele edilmis 6rnek kullanilmistir. Pozitif kontroliin sitotoksik etkisi %

100 kabul edilmistir. (PK: Pozitif Kontrol; NK: Negatif Kontrol)
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5. TARTISMA ve SONUC

Gliniimiizde, kanser biiyilk bir saglik problemidir. Diinyada insan Olim
nedenlerinin de basinda gelmektedir. Genetik bir hastalik olan kanserin tedavisinde,
bitkisel bilesikler, hayvansal kaynaklar, mineraller ve ¢esitli bilesikler terapotik bilesik
olarak 6nemli aragtirma alanlaridir (Sawadogo vd., 2015). Son yillarda dogal bilesikler
ve dogal bilesiklerden tiirevlenmis bilesikler tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal
bilesiklerden biri olan karvakrol ile yapilan ¢alismalarda, karvakroliin antimikrobiyal,
antikanser ve antiinflamator 6zellikleri bulunan 6nemli bir molekiil oldugu gosterilmistir
(Baser, 2008).

Giiclii bir antimikrobiyal 6zellikte olan karvakroliin hidroksil grubunda olusturulan
degisimlerle elde edilen eter ve ester tiirevlerinin de karvakrole benzer antimikrobiyal,
antinosiseptif, antiinflamatuvar ve asetilkolinesteraz inhibitorii olma 6zellikleri, yapilan
calismalarla gosterilmistir Paul, 2002; Nikumbh vd., 2003; Pires vd., 2013; 2005).

Tez kapsaminda, antimikrobiyal ve antibiyofilm 6zellikleri bilinen direkt kodrug
yaklasimi ile sentezlenmis sekiz farkli karvakrol tiirevinin antikanser aktivitelerinin
varligr ilk kez arastirilmistir. Bu bilesiklerin antikanser aktiviteleri U87MG hiicre
hattinda gosterilerek GBM’ye kars1 antikanser aktiviteye sahip bilesik bulunmasi
amaclanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda, arastirilan karvakrol tiirevleri ile kanser
tedavilerine yeni bir terapotik etkili bilesik gelistirilmesi hedeflenmistir. Ayrica
calismamizda sekiz farkli karvakrol tlirevi ile karvakroliin sitotoksik etkilerinin
karsilagtirilmas1 amaglanarak bilesikler arasindaki biyolojik farklilik tespit edilmeye
caligilmistir.

Tez kapsaminda c¢alisilan karvakrol tiirevlerinin  oOnceki ¢alismalarda,
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkileri incelenmistir (Cacciatore vd., 2015). 4. Karvakrol
Tiirevinin en iyi antimikrobiyal 6zellik tasidigi ayni ¢aligmada tespit edilmistir.

Calismamizda, MTT ve LDH analizleri sitotoksisite belirlemede arastirma metodu
olarak se¢ilmistir. Nitekim bu testler, hiicre canlilifinin 6l¢tilmesi i¢in kullanilan hizli ve
giivenilir metodlardir.

MTT analizi ilk kez 1983 yilinda T. Mosmann tarafindan uygulanmistir.
Radyoizotop gibi zararli maddelerin kullanimina gerek kalmadan hizli bir sekilde

kolorimetrik olarak hiicre canliligi bu yontem ile belirlenmektedir (Mosmann, 1983).
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MTT analizi ile beyin kanserleri ig¢in yapilmis olan sitotoksisite analizleri 1990’11
yillardan itibaren kullanilmaya baslanmistir. Cesitli ¢alismalarda, U251, U87, T98 ve
LN229 glioblastoma hiicre hatlarinda ¢esitli maddelerin hiicre canlilig izerindeki etkileri
MTT analizi ile tespit edilmistir (Shang vd., 2015; Shidfar vd., 2015; Wang vd., 2014).
Bizim calismamizda da U87-MG glioblastoma hiicre hatt1 kullanilarak hiicre canlilig
MTT analizi ile tespit edilmistir.

Hiicre membran biitiinliigiiniin belirlenmesi i¢in yapilan diger yontem LDH
analizidir. LDH analizi, nekrotik hiicre varliginin belirlenmesi amaciyla kullanilan hizli
ve radyoaktif olmayan bir yontemdir. Nekroz, molekiiler yontemler ve plazma membrani
hasari ile tespit edilebilen bir hiicresel 6liim yoludur. Bu baglamda, sitozolik olan LDH
enziminin, hiicre besiyerinin icerisinde tespit edilmesi hiicrelerin nekroza bagli 6limiinii
gostermektedir (Lynch ve Sempowski, 2013). Bizim ¢alismamizda da, sentezlenmis
karvakrol tiirevlerinin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi LDH analizi ile tespit
edilmistir.

Kanser ¢alismalarinda siklikla tercih edilen MTT ve LDH analizi yontemleri hizl
ve giivenir sonuclar vermesi bakimindan tez ¢alismasinda tercih edilmistir. Ayrica bu tez
caligmasi, test edilen sekiz karvakrol tlirevi i¢in On caligma niteligi tagimaktadir. Bu
bakimdan, MTT ve LDH analizleri sitotoksisite belirleme ve dogrulama bakimindan
siklikla kullanilan metodlardir. Oldukg¢a popiiler olan bu yontemler disinda karvakrol
tiirevlerinin biyolojik aktivitelerine ve hiicrede etki ettigi molekiiler yolaklara iligkin ileri
molekiiler caligmalara ihtiyag vardir.

MTT ve LDH analiz yontemleri sonucunda karvakrol tiirevi bilesikler U87-MG
hiicre hattinda biiyiilk metabolik degisiklie yol agmadan, hiicre proliferasyonunu
etkiledigi bulunmustur. Ayrica bu durum, LDH analizi ile dogrulanmaistir.

2, 3, 5 ve 8. karvakrol tiirevlerin artan konsantrasyon degerlerinde (3,125 pg/ml;
100 pg/ml) sitotoksik etkili oldugu ve hiicre canliligin1 azalttigi bulunmustur.

Bu tez ¢alismasinda, US7MG hiicre hattina uygulanan karvakrol tiirevleri arasinda
ICs0 degerlerine gore en iyi antikanser Ozellikte olan 8. Karvakrol Tiirevi oldugu
belirlenmistir. Yine ICso degerlerine gore 3. ve 5. karvakrol tiirevleri yakin antikanser
Ozellikte oldugu bulunmustur. Diger karvakrol tiirevlerinin ise antikanser Ozellikleri
olmadig: tespit edilmistir. Ayrica yapilan ¢aligmada, karvakrol tiirevlerinin sitotoksik

aktivitelerinin, karvakrol ile karsilastirilmasi yapilmistir. Calisilan karvakrol tlirevleri
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arasinda 100 pg/ml konsantrasyonunda karvakrolden daha etkili antikanser 6zellikte olan
karvakrol tiirevi ise tespit edilememistir.

Mevcut tez caligmasinda, farkli kimyasal yapilara sahip sekiz karvakrol tiirevinin
sitotoksisite potansiyelleri degerlendirilmistir. Bulgularimiza gore test edilen 2, 3, 5 ve 8.
Karvakrol tiirevlerinin artan konsantrasyonlarda sitotoksik etkili oldugu, diger karvakrol
tiirevlerinin ise zayif etkili sitotoksik potansiyellerinin oldugu belirlenmistir. Tez
kapsaminda ortaya konulan bulgular dogrultusunda, 8. karvakrol tiirevinin, molekiiler
yaklasimlarla desteklenmesi durumunda, GBM’ye kars1 kullanilabilecek yeni bir

terapotik bilesik olabilecegi goriislindeyiz.
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