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OZET

Doktora Tezi

PARAOKSONAZ (PON1) ENZIMININ UC FAZ AYRIMI (UFA)YONTEMIYLE
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZE EDILMESi VE KARADUT (Moris nigra)
EKSTRAKTLARI IMMOBILIZE EDILMIS y-Fe,0; NANOPARTIKULLERININ
PON1, GLIOBLASTOMA VE PRIMER RAT KORTEKS SINIiR HUCRELERI
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Semra CICEK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii
Hayvansal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROGLU

Bu ¢alismanin birinci asamasinda paraoksonaz enzimi ilk olarak ii¢ fazli ayristirma yontemi
(UFA) ile insan serumundan saflastirilarak iizerinde Kinetik ve Karakterizasyon calismalari
yapilmigtir. Calismanin ikinci agsamasinda y-Fe,Oz; nanopartikiilleri tizerine karadutun (Morus
nigra) alkol ve su ektraksiyonu immobilize edilmistir. Olusturulan gruplarin glioblastoma hiicre
hattt (U87MG) ve primer rat korteks sinir hiicrelerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir. Yine bu
gruplarin GRIN2C ve SLC1A2 genleri iizerinden real time PCR uygulamalar ile glutamat
toksisitesi iizerine etkileri calisilmistir. UFA saflastirma islemi 3 asamada gerceklestirilmistir.
[lk asamada PON1 %60-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesine maruz birakilmustir, ikinci asamada
1,0:0,5 oraninda insan serumu/t-biitanol ve % 20’lik amonyum siilfat doygunlugu kullanilmustir.
Uciincii asamada ise ara faz iizerinden yapilan ikinci UFA asamasinda sabit insan serumu:t-
biitanol orani kullanilarak %49, 87 verim ve 182,66 saflastirma katsayisi ile PON1 enzimi insan
serumundan saflastirilmigtir.  Saflastirilan enzimin kinetik 6zelliklerine yonelik yapilan
calismalarda optimum pH 8,1, stabil pH 7.0, optimum sicaklik 37°C, stabil sicaklik 20°C olarak
belirlenmistir. SDS-PAGE’de yiiriitiilen enzimin molekiiller agirhgi, 45 kDa olarak
bulunmustur. Karadut ekstraktlarinin y-Fe,O3 nanopartikiillerine immobilizasyonuna ait yapilan
optimizasyon c¢aligsmalarinda optimum immobilizasyon siiresi ve optimum materyal
konsantrasyonu her iki ekstrakt i¢in sirastyla 60 dk, 10mg/mL olarak tespit edilmistir. Optimum
pH ve optimum sicaklik KSE ve KAE igin sirasiyla; pH 7,0, 30°C ve pH 6,0, 20°C olarak
belirlenmistir. Karadut ekstraktlari kullanilarak olusturulan gruplarin néron hiicreleri tizerindeki
toksisite etkisine dair yapilan ¢alismada; KSE1, KSE2 ve KSEF1 gruplar1 néron hiicrelerinde
kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir toksisiteye sebep olmazken U87MG
kanser hiicre kiiltiirinde KSE1 (%73,7), KSE2 (%58,7) anlamli azalmalara yol agmistir. Real
Time PCR c¢aligmalarinda ndron kiiltiiriinde KSE2, KAE2, KAEF2 gruplari, SLC1A2’nin
ekspresyonunu kontrol grubuna gére anlamli olarak arttirirken GRIN2C ekspresyonunu KSE2,
KSEF2, KAE2, KAEF2 ve T gruplart anlamli olarak azaltmiglardir. U87MG kanser hiicre
kiiltiiriinde ise, KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2 gruplar1 Slcla2 ekspresyonunu kontrol grubuna
gore anlamli olarak arttirrken, KSEF2, KAE2, KAEF2 ve T gruplar1 ise GRIN2C
ekspresyonunu kontrol grubuna gore anlamli olarak azaltmiglardir.

2016, 137 sayfa
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ABSTRACT

Mastery Thesis

CHARACTERIZATION AND PURIFICATION OF PARAOXONASE (PON1)
ENZYME BY TPP (THREE PHASE PARTITIONING) AND INVESTIGATION OF
EFFECTS OF BLACK MULBERRY (Moris nigra) EXTRACTS ARE IMMOBILIZED
OF y-Fe,O; NANOPARTICLES ON PON1, GLIOBLASTOMA AND PRIMARY RAT
CORTEX NERVE CELLS

Semra CICEK

Atatiirk University
Natural Sciences Institute
Department of Agricultural Biotechnology
Department of Animal Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROGLU

In the first step of this study, paraoxonase enzyme was first purified from human serum with
three-phase fractionation method and kinetic and characterization studies were performed on
purified enzyme. In the second phase of the study, alcohol and water extraction of black
mulberry (Morus nigra) were immobilized onto y-Fe,O; nanoparticles. It was investigated
cytotoxicity effect of created groups on glioblastoma cell line (U87MG) and primary rat cortex
neurons cells. Also, effects of these ones on glutamate toxicity with real-time PCR applications
via GRIN2C and SLC1A2 gene were studied. TPP purification process was performed in three
stages. In first stege, PON1 was exposed to 60-80% ammonium sulfate precipitation, in the
second stage, 1,0:0,5 ratio of human serum/ t-butanol and 20% ammonium sulfate saturation
were used. In the third stage, the second TPP stage made over the intermediate, PON1 enzyme
was purified from human serum with 49,87% recovery and 182,66 purification fold using
constant ratio of human serum:t-butanol. In studies of the purified enzyme for kinetic properties,
optimum pH, stable pH, optimum temperature, stable temperature were determined as 8,1, 7,0,
37°C, 20°C. Molecular weight of enzyme was found to be 45 kDa from SDS-PAGE. In done
optimization studies belongin to Black mulberry extracts immobilization on y-Fe,O;
nanoparticles, optimum immobilization time and optimum material concentration were
determined 60 min, 10 mg/mL for both extract, respectively. The optimum pH and optimum
temperature were determined as pH 7,0, 30°C and pH 6,0, 20°C for KSE and KAE,
respectively. In the study of toxicity effect of groups forming by used Black Mulberry extracts
on neuronal cells, according to control group, KSE1, KSE2 and KSEF1 groups were not cause
statistically significant toxicity in neuronal cells while KSE1 (73,7%), KSE2 (58,7%) groups
led to a significant decreases in U87MG cancer cell culture. In the studies of Real Time PCR,
according to control group, KSE2, KAE2, KAEF2 groups significantly increased SLC1Al
expression while KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2 and T groups significantly decreased GRIN2C
expression in neuronal cell culture. According to control group, KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2
groups significantly increased SLC1A2 ekspression, while KSEF2, KAE2, KAEF2 and T
groups significantly decreased GRIN2C ekspression in U87MG cancer cell line.

2016, 137 pages

Keywords: Black mulbery, y-Fe,O;, Paraoxonase (PON1), TPP, U87MG, neuronal culture,
GRIN2C, SLC1A2
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1. GIRIS

Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve hiicrelerin orjinden veya primer bdlgeden
viicudun diger bolgelerine invazyonu (¢evre dokulara yayilma ve islevlerini bozma
anlaminda kullanilan tibbi bir terim) ile karakterize olan bir hastalik grubudur. Kanserin
bliyiime sinyallerinin kendi kendini yoOnetmesi, hiicrelerin biiylime inhibisyon
sinyallerinden ve apoptosisten kagmasi, limiti olmayan bdliinme potansiyeli,
anjiogenez, invazyon ve metastaz olmak tizere ayiric1 6zellikleri oldugu bilinmektedir
(Pecorino 2006). Kanser tiim diinyada hizla artmakta ve 6liim nedenlerinin baglica
sebepleri arasinda yer almaktadir. Son istatistiksel bilgilere gore 2020 yilinda diinyadaki

kanser hastas1 sayisinin 15 milyondan fazla olacagi belirtilmistir (Kairemo et al. 2008).

Bugiin i¢in kanser tedavilerinin temelini cerrahi miidahale, radyasyon ve kemoterapi
olusturmaktadir. Bu yaklasimlar fiziksel olarak tiimorlii alani ortadan kaldirmay:
amaglamaktadir. Bu sekilde saglikli hiicrelerin etkilenmesini en aza indirmek
hedeflenmektedir. Ancak geleneksel tedavi yontemlerinin sinirli etkiye sahip olmasi,
diisiik biyouyumluluk, toksisite ve yan etkiler gibi olumsuzluklar1 nedeniyle ilaglarin
tedavi edici etkisi ciddi sekilde azalmaktadir. Ayrica hedef olmayan bdlgelerin bu
ilaglara maruz kalmasi sonucu belirli dokularda bu maddeler birikmektedir. Bunun
sonucunda istenmeyen doku tahribatlar1 oldukga sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Chen
et al. 2008; Sahoo and Labhasetwar 2003). Ayrica bu hastaligin dogasi, biitlin timorli
hiicreler yok edilmedigi siirece daha agresif ve tedaviye daha direngli bir sekilde geri
donecek bicimdedir. Bu nedenle, yan etkileri olmayan etkinligi ve spesifikligi yiiksek
tedavi yontemleri ile bu tedavilerin uygun zamanlh ve etkili olabilmesi i¢in en iyi firsati
saglayacak erken teshis mekanizmalarina yonelik arastirmalar olduk¢ca 6nemli bir

gereklilige sahiptir.

Kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde alinan ilaglara karsi gelistirilen tolerans ve
direng, giiniimiiz modern tip diinyasinin en énemli sorunu haline gelmektedir. Bu sorun
bilim adamlarini yeni ilaglarin sentezi, proteomiks (Qadir 2010), polimer (Khalid et al.
2009; Hussain et al. 2011) ve nanoteknolojinin kullanim1 (Naz et al. 2011; Ehsan et al.



2012) gibi alternatif yontemlerin arastirilmasina yoneltmistir. Ayni zamanda bu sorun
icin laktik asit bakterileri ya da deniz mikroorganizmalar: tarafindan ilag sentezleme
(Masood et al. 2011) ve hastalikli hedef alana ila¢ dagitiminin arttirilmas: gibi
yontemlerin kullanimi mevcuttur. Bununla birlikte hastaliklarin kontrolii igin bitki
tirtinlerinin ve ekstraktlarinin kullanimina dogru artan bir egilim s6z konusudur. Cok
sayida bitki arastirmacilar tarafindan anti-enflamatuar (Qadir 2009), hipoglisemik,
amoebisidal, anti-verimlilik, sitotoksik, antibiotik (Amin et al. 2012), spazmolitik,
bronchodilator, antioksidant (Janbaz et al. 2012) ve karaciger koruyucu ozellikleri

(Ahmad et al. 2012) gibi farmakolojik degerleri agisindan taranmaktadir.

Bu arastirilan bitkiler arasinda Morus nigra (Karadut) 6énemli bir yer tutmaktadir.
Morus nigra (Moraceae) yaygin olarak Asya, Afrika, Avrupa ve Amerika'da
yetismektedir. Yapilan c¢alismalarda; farmakolojik olarak M. nigra'min antioksidant
(Ozgen et al. 2009), anti-nosiseptif (Padilha et al. 2009), anti-enflamatuar (Padilha et al.
2010), anti-diabetik (Husseinzadeh et al. 1999), antibakteriyal (Mazimba et al. 2011),
kardiyak depresan (Malik et al. 2012), anne saglig igin etkili (Volpeto et al. 2011), kurt
doktiiriicii ve anti kanser (Kumar and Chauhan 2008) etkinligi rapor edilmistir. Ayrica
geleneksel olarak halk arasinda; M. nigra sarilik tedavisi (Abbasi et al. 2009), agiz ve
dis hastaliklari, hipertansiyon, artrit ve anemiyi tedavi etmede yaygin olarak

kullanilmaktadir (Ozgen vd 2009).

Fenolik bilesikler serbest radikalleri notralize edebildiklerinden dolayr antioksidantlarin
onemli bir kaynagidirlar (Breyera et al. 2007). Serbest radikaller bir veya birden ¢ok
eslesmemis elektrona sahip, molekiil agirhig diisiik, kisa 6miirlii, kararsiz ve ¢ok etkin
molekiiller olarak tanimlanmustir. Stabil molekiillerin disg yoriingesinde birbirine zit
yonde donen elektron ciftleri vardir. Serbest radikaller oldukca reaktiftir ve elektron
eslemek amaciyla diger molekiiller ile reaksiyona girmek icin yaris icindedirler
(Dormandy 1980). Serbest radikaller hiicreye birkag¢ farkli mekanizma ile zarar verirler;
membrane lipitlerinin peroksidasyonu, protein hasari, disiilfit bagi olusumu, DNA
hasart (Hsu et al. 2006; Yapar et al. 2007; Wu et al. 2010). Bu zararlar sonucunda

bireyde dejeneratif hastaliklarin olusmasi (Alzheimer, katarakt, diyabet, kardiovaskiiler



rahatsizliklar, kanser...) s6z konusu olabilmektedir (He and Giusti 2010; Gioti et al.
2007). Viicutta serbest radikallerin etkilerini kaldirmak i¢in gelistirilen antioksidan
savunma sisteminde gorev alan antioksidanlar; hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri
ya da temizlenmesi, serbest oksijen radikallerinin enzim reaksiyonlar1 araciligiyla ya da
dogrudan giderilmesi, metal iyonlarin baglanmasi ve radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi ve serbest oksijen radikallerinin olusumunu baskilama yoluyla

engellenmesi gibi goérevleri vardir (Rangan and Bulkley 1993).

Bir¢ok caligsma antosiyaninlerin antioksidant aktivite gosterdigini dnceden rapor etmistir
(Wang et al. 1997; Stinzing et al. 2002). Antosiyoninler bir¢ok meyvede pigment olarak
zengin konsantrasyonlarda bulunmakla birlikte; insanlarda rastlanan bir¢ok hastalia
kars1 koruyucu ve tedavi edici rolii olduguna dair anekdotsal ve epidemiyolojik
calismalar bulunmaktadir. Flavonoidlerin felgleri onlemeye yardimci oldugu, kroner
kalp hastaliklarindan 6lim oranimi azaltabilecegi, timdr gelisimini kisitlayabilecegi
gosterilmistir (Seeram 2008). 2009'da yapilan bir calismaya gore antosiyaninlerin néron
koruyucu ve anti-enflamatuar aktivitelerinin yani sira analjezik ozelliklere sahip
olabilecegi gosterilmistir (Korte et al. 2009). In vitro olarak yapilan bir ¢alismada; hem
MAO-A hem de MAO-B (MAO fonksiyonu norodejeneratif hastaliklar, depresyon ve
anksiyete ile iliskilidir) i¢in antosiyaninlerin MAO inhibitor aktivitesine sahip oldugu

belirlenmistir (Dreiseitel et al. 2009).

Bazi ¢alismalarda karadut ekstraktlarindaki flavonoid ve antosiyanin gibi fenolik madde
ile karotenoid igerikleri arastirllmistir (Naderi et al. 2004; Sass-Kiss et al. 2005;
Zadernowski et al. 2005; Dugo et al. 2001; Hassimotto et al. 2007; Lin and Tang 2007;
Ercisli ve Orhan 2007; Pawlowska et al. 2008; Song et al. 2009; Ozgen vd 2009).
Dimitrijevi¢ et al. (2013) yaptiklar1 ¢alismada karadut meyvesindeki fenolik igerik ve
antioksidant kapasitesini aragtirmiglardir. Bulduklar1 sonuglara gore; karadut
meyvesinin GAE/100 g'inda 90,26 dan 118,84 mg'a kadar degisen toplam fenol bilesigi
ve siyanidin-3-O glikozid/ 100 gr taze meyvede 114,83 ile 128,68 mg arasinda degisen
antosiyanin igerdigi belirtilmistir. Stefanut et al. (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada



ise karadut'un antosiyanin igerigi 1197+6,1 mg/L fenolik madde icerigi 2323+4,0 mg
GAE/L ve antioksidant aktivite ise 8,9+0,3 meq Trolox olarak belirtilmistir.

Nanoteknoloji, yap1 taglari olarak atom veya molekiillerin kullaninmiyla insan yapimi
0,1-100 nm boyutundaki yapilarin islevsel olarak tasarlanip imal edilmesi seklinde
tanimlanmaktadir (Thrall 2004; Xu et al. 2007). Nanoteknoloji hemen hemen her alanda
potansiyel bir uygulama alanina sahip olup bu alanlara 6ne c¢ikarict yenilikler
kazandirmaktadir. Tip biliminde ise nanoteknolojinin kullanim alani “nanotip” olarak
isimlendirilmektedir ve tani, tedavi, hastalik ve travmatik yaralanmalarin 6nlenmesi,
agrinin giderilmesi ve insan saglhiginin korunup gelistirilmesi amagli viicudun molekiiler
bilgileri ile molekiiler araglarin kullanilmasini igermektedir (Freitas 2005; Yula ve
Deveci 2010; Gupta 2011; Syed et al. 2013). Nanoteknolojideki gelismelerin tip alanina
uygulanmasiyla nano-6l¢ek seviyesinde biyo-uyumluluk gbsteren yapilar tasarlanmakta
ve bu sekilde terdpatik ajanlarin hastalikli dokulara ve hatta hiicrelere kolayca ulagsmasi
saglanmaktadir. Bununla birlikte; terapotik amacli kullanilacak nano sistemlerde nano
malzemenin hastalikli bolgeye hedeflenebilir olmasi, yiiksek biyo dolasgim ve
farmakokinetik 6zelliklerine ek olarak diislik toksisite gostermesi olduk¢a Onemlidir

(Tan vd 2012).

Nano 0lgekli ilaglar ylizey alani arttig1 i¢in mevcut ilaglara gore daha etkilidir ve bunun
sonucunda hastaya tedavi amacl verilmesi gereken ilag miktarinda birka¢ kat kadar
azalma saglanir. Kanserli hiicrelerin teshisi ve tedavisinde nanopartikiil kullanimina dair
elde edilen umut verici sonuglar modern tip icin heyecan vericidir. Nanopartikiillerin;
yiikleme kapasitesinin fazla olmasi, immiin sistem tarafindan taninmamasi dolayisiyla
hedefe daha etkili bir bicimde ulasmak amaciyla yiizeylerinin g¢esitli molekiiller ile
modifiye edilebilmesi, kan beyin bariyeri ve hiicreler arasi siki baglantilar gibi
fizyolojik bariyerlerden geg¢isi saglayabilecek sekilde dizayn edilebilmesi, polimer kapl
siiperparamanyetik materyallerin manyetik rezonans goriintiilemeye olanak saglayarak
partikiillerin diagnostik uygulamalarda kullanilabilmesi, bir ligand ile konjugasyon
araciligiyla oldukca spesifik doku hedeflendirmesini miimkiin kilmast gibi 6zellikleri

bulunmaktadir (Soloviev 2007; Ak 2010).



Demir nanopartikiillerin sentezi ve kanserli hiicrelerin teshisinde ve tedavisinde
kullanim1 sahip oldugu 6zellikler ile biiyiik 6nem kazanmaktadir. Demir nanopartikiiller
hacimsel yapilarindan farkli manyetik 6zellik gostermekle birlikte olagandisi fiziksel ve
kimyasal 6zellikler sergilemektedirler. Son yillardaki ¢alismalar bu malzemelerin diistik
ergime ve sinterleme sicaklig, sliperplastik davranis, yliksek siineklik ve tokluk, yiiksek
1s1l genlesme katsayisi, farkli termofiziksel 6zellikler ve yiiksek self difiizyon katsayist
gibi ozellikler gosterdigini ortaya koymustur. FesO4 nano yapilart demirin oksitlenerek
pasiflesmesi (ylizey reaktivitesinin azalmasi) sonucu olusan bir yapidir. Demir bilindigi
gibi sahip oldugu yiiksek doyum miknatislanma degeri nedeni ile teknolojik pek ¢ok
alanda vazgegilmez bir yapidir. Demir nano pargaciklari 6zellikle, karbon-karbon
baglarimin olusumu ve pargalanmasinda etkin bir rol almaktadir (Kommareddi et al.
1996; Fauconnier et al. 1996). Bir¢ok endiistriyel uygulamada kullanim alani bulan
Fe,0s, a, B, v ve € olmak iizere dort farkli kristal yapisina sahiptir. Bu kristal yapilardan
o-Fe;0O; ve y-Fe,Oz kristal yapilar1i endiistriyel uygulamalarda kendilerine yer
bulmaktadirlar ancak e-Fe,O3; ve B-Fe,Oz kararsiz olduklarindan dolayr uygulama
alanlar1 yok gibidir. Rombohedral faz (hematit) demir oksit ve bir n-tipi yar1 iletken
olan a-Fe;03 (Bant araligi enerjisi, Eg=2,1 eV) ¢evre kosullarinda termodinamik olarak
en kararli demir oksit fazi olarak ifade edilmektedir. Kiibik spinel faz (maghemit) demir
oksit ve n-tipi yari iletken olan y-Fe;Os, (Eg=2,43 eV) ise g¢evre kosullarinda o-
Fe,Os’dan sonra en kararli demir oksit fazidir. Hematit ve maghemitler katalizor, gaz
sensorli, manyetik kayit ortamlari, biyosensorler, magnetoptik cihazlaar, lityum-iyon
pilleri, korozyon Onleyici, sensor, su aritma ve pigmentleri kapsayan bir¢ok alanda
uygulamalara sahiptirler (Bacri et al. 1997; llievski et al. 2003; Perez et al. 2004, Jing
et al. 2006; Cao et al. 2008).

Glioblastoma (GBM) eriskinlerde en sik rastlanan ve en hizli bilyiliyen astrosit denilen
yildiz seklindeki destek hiicrelerinden kaynaklanan kotii huylu bir primer beyin
timoriidir (Ohgaki et al. 2004). 4. derecedeki astrositom olarak siniflandirilir. Primer
beyin tiimorlerinin yaklasik olarak 1/3’tinti olusturmaktadir (Galanis and Buckner 2000;
DeAngelis 2001). Diger kanser tiirlerine gore sik goriilmemesine ragmen hastalarda

yasam kalitesini ve yasam siiresini olumsuz etkileyen GBM’de tedavi se¢enekleri uzun



yillar ¢cok fazla degismemistir. Optimal tedavi modalitesi, miimkiin olan en genis cerrahi
sonrasinda adjuvan radyoterapi (RT) ve se¢ilmis olgularda kemoterapi (KT) eklenmesi
seklindedir. Semptomlar daha ¢ok tutulan beyin boliimiine baghdir. Ne yazik ki bu
timorler genellikle biiyiik boyutlara ulasmadan belirti vermezler. GBM’de belirti ve
bulgular arasinda nobetler, bulant1 ve kusma, bas agrisi, hafiza kaybi, kismi felg yer
almaktadir. Temporal ve frontal lob bu hastaliktan etkilendiginde ileri diizeyde hafiza
kaybu, kisilik degisiklikleri ve norolojik fonksiyon kaybi1 goriilmektedir (Ohgaki et al.
2004).

Glioblastoma tedavisi standart tedavilere karsi timor hiicrelerinin direng gostermesi,
saglikli beyin bolgelerinin tedaviden zarar gérme olasiligi, beynin kendini yenileme
kapasitesinin diisiik olmasi, kan beyin bariyerinden bir¢ok ilacin gecememesi gibi
nedenlerden dolay1r olduk¢a zordur. Hastalarin tanisi konduktan sonra en ge¢ 2 yil
iginde olimii gergeklesir (Jonhson et al. 2011). Bu nedenle glioblastoma tedavisi igin
arastirmalar alternatif tibbin odagi olan bitkiler ve ¢agimizin en Onemli bilimsel
gelismesi olarak lanse edilen nanoteknolojinin tip alanindaki sundugu olanaklar
tizerinde giderek yogunlagsmaktadir. Bu amagla bir¢ok bitkinin etken maddesi veya
ekstrakt1 farkli glioblastoma hiicre hatlarinda sitotoksik testlere tabi tutulmaktadir ve bir

cok etken madde tastyicisi olarak nanopartikiillerin kullanimi1 denenmektedir.

Glutamat beyinde heyecan duygularina yonelik sinir hiicrelerindeki iletimi saglayan en
onem sahibi eksitatdr norotransmitter maddedir. Ancak ayni zamanda ndrotoksik bir
maddedir. Beyinde meydana gelen normal durum dis1 olusumlar sayesinde glutamat
konsantrasyonundaki degisiklikler norotoksisiteye ve bu durumu takiben hiicre 6liimiine
neden olmaktadir. Bu hiicre Sliimleri geri doniisiimsiizdiir. Bu nedenle olusan hasarlar
siklikla kalict olmaktadir. Ornegin; hipoksik hasar, hipoglisemi, inme ve epilepsiyle
alakali konularda glutamat reseptorlerinin gereginden fazla uyarimi mevcuttur. Beyinde
meydana gelen hasarlar ile glutamat reseptorlerinin gereginden fazla uyarilmasi
arasinda oldukga giiclii bir iliski bulunmaktadir (Schipke et al. 2001; Kabadere 2002;
Hacimuftuoglu 2007).



Glutamat reseptorleri N-metil-D-aspartat (NMDA), Kainat, alfa-amino 3-hidroksi-5-
metilisokzasole-4-propionik asit (AMPA), metabotropik glutamat reseptorleri seklinde
siniflandiriimaktadirlar. Uzerine en fazla ilgiyi ¢eken NMDA reseptorleri hipokampus
ve serebral kortekste oldukga fazla miktarda yer almaktadirlar. NMDA reseptorlerinde
Na*ve Ca?* “un ilgili hiicrelere erisimini gerceklestiren yiiksek iletimli bir kanal, ilaglar
ve ajanlar i¢in baglanma alanlar1 olarak gorev yapan glisin baglanma bdlgesi,
Fensiklidin ile yarismasiz antagonistler i¢in (ketamin, MK 801) baglanma bdlgesi,
voltaja bagimli olmayan blok yapan 2 degerlikli katyon bdlgesi, poliamin diizenleyici

bélgesi ve son olarak voltaj bagimli-Mg?* baglanma bélgesi bulunmaktadir (Giiven
2009).

Grin2c geni, iyonotropik glutamat reseptorlerinin bir siifi olan NMDA reseptorlerini
bir alt birimini kodlamaktadir. Coziiniir tasiyici ailesinin bir iiyesi olan Slcla2 (GLT 1)
ise yiiksek afiniteli glutamat tasiyicisidir. Glutamat tasiyicilari glial hiicrelerde ve/veya
presinaptik glutamaterjik sinir ug¢larinda bulunan membrana bagli proteinlerdir. Bu
proteinler hiicre dis1 alanda gereginden fazla bulunan glutamati ortamdan

uzaklastirmakla gorevlidirler (Karki et al. 2015).

Serbest radikaller aminoasitlerin yan zincirlerini okside ederek veya lipit
peroksidasyonu, glikasyon triinleri gibi oksidasyon yan tiriinlerinin proteinlere kovalent
olarak baglanmas1 ile bu proteinlerde hasara neden olabilmektedirler. Zarar gormiis
capraz baglar ile olusturan proteinler proteozomal yikima gonderilmekle birlikte
norodejeneratif hastaliklarda goriilen protein birikimlerini olustururak hiicresel hasarlara
da yol agabilmektedirler (Markesbery 1997; Chauhan and Chauhan 2006). Literatiirde
glutamat ve oksidatif stres iliskisine dair arastirmalar mevcuttur (Blandini et al. 1996;
Obrenovitch and Urenjak 1997; Pereira and De Oliveira 2000). Serbest oksijen
radikalleri glutamat alim inhibisyonu ve NMDA reseptor aktivasyonunu saglayarak
siiperoksit salinimina, hiicre ici Ca®" artisina, NO olusumuna neden olabilmektedirler.
Bu nedenle arastirmacilar antioksidan maddeler ile glutamat toksisitesi tiizerine
arastirmalar yapmaya baglamislardir. Lipoik asit (Han et al. 1997), N-asetilsistein amid

(Penugonda et al. 2005), katesin (Torres et al. 2005), vitamin C, vitamin E, kuersetin,



(Farombi and Onyema 2006), 7,8-dihidroksiflavon (Chen et al. 2011), likopen (Sadek et

al. 2016) bu ¢alismalarda arastirilan baz1 antioksidan maddelerdir.

Enzimler canli sistemlerde spesifik olarak kimyasal tepkimeleri katalizleyen, metabolik
reaksiyon basamaklarini katalizleyen ¢cogunlugu protein yapisindaki
makromolekiillerdir. Enzimlerin canli sistemlerdeki 6nemi diisiliniildiigiinde iizerine
yapilan caligmalarin her zaman bir gereklilik olusturdugu ortaya ¢ikmaktadir. Saglik
bilimleri dali olan tip alaninda bazi hastalardaki genetik bozukluklar enzimlerin
yetersizligine veya tam yokluguna atfedilebilmektedir. Vuciit dengesinin bozulmasi
spesifik bir enzimin normalden daha fazla veya daha az aktivite gostermesi nedeniyle
karsimiza ¢ikabilmektedir. Bu nedenle en 6nemli canli konumundaki insanin kaninda,
kan serumunda, eritrositlerde ve doku 6rneklerinde bulunan enzimlerin farkli bilimsel
yontemlerle saflastirilmasi, karakterize edilmesi tip alaninda ve enzimoloji alaninda

onemli olmaktadir.

Enzim saflagtirma yontemleri olarak coktiirme, kromotografik yontemler, diyaliz,
filtrasyon yontemleri O6ne ¢ikmaktadir. Ancak bu yontemler olduk¢a fazla adimli
prosesleri, zaman kaybini, uygulama zorlugunu, yiiksek verim kaybini igermektedir.
Son zamanlarda ii¢lii faz sistemleri (TPP- Three-phase partitioning, UFA) enzim
saflagtirma ¢aligsmalarinda kullanilan birden fazla amonyum siilfat ¢oktiirme basamagini

kollektif olarak igeren bir ayirim yontemidir (Kat ve Keskin 2013).

Paraoksonaz (PON) hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2), hem de paraoksonaz (E.C.3.1.8.1)
aktivitesine sahip, PON1, PON2 ve PONS3 ile ¢oklugen ailesinin bir tiyesi olup
kalsiyum-bagimli serum esterazdir. PON1 43-45 kDa molekiil agirligina sahiptir ve
dolasimda HDL’ye bagli olarak tasinir (Précourt et al. 2011). PON1'in izoelektrik
noktast 5,1'dir. PONI enzimi, paraoksonun hidrolizini saglayan paraoksonaz
aktivitesine, fenilasetatin hidrolizini saglayan arilesteraz aktivitesine ve laktonlarin
hidrolizini saglayan laktonaz aktivitesine sahiptir (Draganov et al. 2005; Gan et al.
1991).



Paraoksonazin son yillarda Ozellikle arterosklerozisin Onlenmesinde ve ilag
metabolizmasinda 6nemli derecede rol oynadigi anlasilmistir (Mackness et al. 2001;
Draganov et al. 2004). Paraoksonaz, sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile arterosklerozise
kars1 koruyuculugunu hem LDL ve HDL lipitlerinin ylikseltgenmesini onleyerek hem
de lipit peroksitlerini metabolize ederek gostermektedir (Deakin et al. 2002; Teiber et
al. 2003). PON1 enzim diizeyi ve aktivitesinin kardiyovaskiiler hastaliklarda,
hiperkolesterolemi hastalarinda, ileri yastaki insanlarda, obezitede, menopozda, seker
hastaliginda, Parkinson hastaliginda ve bobrek yetmezliklerinde azaldigi belirlenmistir
(Mackness et al. 1998; Kondo and Yamamoto 1998; lkeda et al. 2001; Gugliucci et al.
2012). Nishio et al. yaptiklari in vitro ¢alismalarda, sigarada bulunan toksik maddelerin
PON1’in enzimatik aktivitelerini inhibe ettigini gostermiglerdir (Nishio and Watanabe
1997).

Oksidatif stres karsinogenezde Onemli etyolojik faktorlerden birisidir. Buna karsin
PONI, endojen serbest radikal temizleyici sistemler arasinda yer aldigindan farkli
kanserlerin etyoloji ve onlenmesindeki roliine ilgi duyulmustur. Elkiran vd (2007)
tarafindan yapilan caligmada, serum PONI1 aktivitesinin akciger kanserli hastalarda
saglikl kisilerden anlamli derecede diisiik oldugu bulunmustur (Elkiran vd 2007). Lee
et al. (2005) tarafindan yapilan benzer bir vaka-kontrol ¢alismasinda saglikli kontrol
gruplarina gore gastrik veya pankreas kanseri olan hastalarda serum paraoksonaz

seviyeleri diisiik cikmistir (Akcay vd 2003a; 2003b).

Kanser arastirma dernegine gore; antosiyaninler gibi fitokimyasallarin insan
diyetlerinde bulunmasinin olumlu etkilerinin oldugu belirlenen ¢alismalar bulunmasiyla
birlikte kanseri tedavi edici ya da onleyici oldugunun kesin olarak belirleyen herhangi
bir fitokimyasal {izerine gii¢lii bir ¢alisma bulunmadigi belirtilmektedir (Anonim 2013).
Gelisen teknolojik gelismelere paralel olarak bilim diinyasindaki beklentiler
artmaktadir. Artik morfolojik olarak 6lgiilebilen parametrelerin yaninda etken maddenin
etkinliginin molekiiler olarak kanitlanmasi gerekmektedir. Ozellikle saglik alaninda
yapilan caligmalarda kullanilacak hayvan modellerinde mRNA seviyesinde verilerin

degerlendirilmesi etken maddenin etkisini gercek anlamda ortaya koymaktadir. Ancak
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bu sekilde aragtirmalardan olumlu sonuglar elde edildiginde; etken maddenin insan
tizerinde denenmesine daha giivenilir olarak yaklasilabilmektedir. Bu ¢aligmada
antosiyaninlerin kanser lizerine etkisinin hangi diizeyde oldugunun kesin olarak ortaya
konmast amaclanmaktadir. Ilag tasiyict olarak manyetik demir nanopartikiiller
kullanilarak hastalikli alana ulagsmada minimum kayip hedeflenmekte ve saglikli

alanlarin etkilenmesi minimum seviyeye ¢ekilmektedir.

Yapilan calisma kapsaminda ilk olarak karadut bitkisinden antosiyanin igerigi fazla olan
ekstraktlar farkli ¢oziiciiler (alkol ve su) kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen bitki
ekstratlar1 y-Fe,O3 nanopartikiiller tizerine iyonik bag ve absorbsiyon yontemlerinden
yararlanilarak immobilize edilmistir. PON1 enzimi saglikli insan serumundan t¢li faz
ayirimi yontemiyle saflastirilmistir, saflagtirma optimizasyonu ve bazi antioksidant
bilesikler ve hazirlanan karadut ekstraktlarinin bu enzim tizerindeki aktivator/inhibitor
etkileri arastirilmistir. Calismanin molekiiler asamasinda hem serbest hem de y-Fe;O3
nanopartikiiller yiizeyine immobilize edilmis olan bitki ekstratlarinin Glioblastoma
(UB7MG hiicre hatt1), primer rat korteks sinir hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi
aragtirtlmistir. Ayrica uygulanan dozlarin real time PCR uygulamalar1 Grin2c ve Slcla2

genleriyle ilgili olarak gerceklestirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kanser

Kanser, terim olarak kullanilmamis olmasina ragmen insanlik yasami boyunca tarih
sayfalarinda tarif edilmistir. Misir’da bulunan travma cerrahisi ile ilgili eski bir Misir
kitab1 parcasinin kopyasi olan Edwin Smith Papiriisii’'nde ates matkab1 ad1 verilen bir
alet ile tiimorlerin ve goglis yaralarinin yakilarak tedavi edildigine dair 8 vaka
aciklanmaktadir. Hastalikla ilgili olarak “bir tedavisi yoktur” seklinde bir ifade yer
almaktadir (Anonymous 2016a).

Portekiz’in bagkenti Lizbon’daki Ulusal Arkeoloji Miizesi’nde muhafaza edilen “M1”
adli mumya iizerinde radyolojik incelemeler yapan arastirmacilar, mumyada boyutlar
0,1 ila 1,5 cm arasinda deg§isen ve metastatik prostat kanserine isaret eden tiimdrler
tespit etmislerdir. Arastirma sonucunda M1'in, Misir’da bilinen en eski ve diinyada ise

kayitlara gecen ikinci en eski prostat kanseri vakasi oldugunu belirtmislerdir (Prates et

al. 2011).

“Carcinos ve karsinom’’ kelimelerini kullanan ve timorleri iyi huylu (belign) ve koti
huylu (malign) olarak aymran ilk kisi Hipokrat (M.O. 460-370) olarak kabul
edilmektedir. Hipokrat Doktrini olarak bilinen belgede cilt kanseri tanimlanmis ve
kanser tedavileri belirtilmistir. Romali hekim Celcus (M.O. 28-50) carsinos kelimesini
latinceye ¢evirerek cancer (yengec) demistir. Bir baska Romali hekim Galen (MS 130-
200), tiimorleri tanimlamak i¢in oncos (Yunancada sislik) kelimesini kullanmustir

(Anonymous 2016a).
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15.yy'da Ronesans doneminde bilim adamlar1 insan vucudu iizerinde biiyiik bir anlay1s
gelistirmistir. Galileo ve Newton gibi bilimsel metot kullanmaya baslayan bilim
adamlar1 daha sonra hastalik incelemelerine baglamislardir. Harvey (1628) tarafindan
yapilan otopsiler kalp ve vucut boyunca kan dolagiminin anlagilmasina yol act1. 1761'de
Giovanni Morgagni hastanin hastaligiyla iliskilendirmek amacli patolojik bulgular i¢in
otopsiler yapmistir. Bu otopsiler bilimsel onkoloji ve kanser galismalar1 i¢in temel
olmustur (Harvey 1974; Diamandopoulus 1996).

Unlii Iskog cerrah John Hunter (1728-1793) “Eger tumér yakinindaki dokular istila
etmemisse ve hareket edebiliyorsa tiimorii oradan g¢ikarmada hi¢ bir uygunsuzluk
yoktur” ifadesini kullanarak bazi kanserlerin cerrahi operasyonla tedavi edilebilecegini
One siirmiistiir. Bir yiizy1l sonra anestezinin gelistirilmesi ameliyatlarin gelismesine izin
vermistir ve radikal mastektomi (memenin herhangi bir nedenle alinmasi) gibi klasik

kanser islemleri gelistirilmistir (Diamandopoulus 1996; Hajdu 2011a, 2011b).

19. ylizyllda modern mikroskobun kullanimi ile hastalikli dokularin ¢alisilmasinda
bilimsel bir atak meydana gelmistir. Hiicresel patolojinin kurucusu olarak anilan Rudolf
Virchow kanserli dokularda modern patoloji ¢aligmalariyla bilimsel temeller
saglamistir. Bu ¢alismalar ile kanserin olumsuz etkileri daha iyi anlasilmis ve kanser
operasyonlart gelistirilmistir. Bu donemde cerrah tarafindan alinan vucut dokulart artik
muayene edilebilir ve kesin tani yapilabilir hale gelmistir (Diamandopoulus 1996;
Hajdu 2011a, 2011b).

Giiniimiizde kanser en genel tanimiyla viicudun herhangi bir yerinde baglayabilen, bir
hiicre veya hiicre grubunun kontrol dis1 biiylimesiyle normal hiicrelere gore sayica daha
fazla cogalmasi (hiicre proliferasyonu) ve bu hiicrelerin yer degistirerek farkli alanlarda
faaliyetlerini siirdiirmesi (metastaz) seklinde tanimlanmaktadir. Ancak kontrolsiiz
cogalan hiicreler farkli bolgelere yerlesme egilimi gdstermiyorsa benign tiimor, farkli
bolgelere yerlesme ve yayillma egilimi gosteriyorsa malign tiimor olarak

adlandirilmaktadir.
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Kanserler, hastaligin vuku buldugu organa veya koken aldiklari hiicre-doku tipine gore
isimlendirilirler. Organlara gore akciger, karaciger, rahim, beyin, mide, cilt kanseri gibi
isimler alirken, hiicre tipine gore karsinom, sarkom, 16semi ve lenfoma gibi isimlerle
ifade edilirler. Sonugta; mide adenokarsinomu, akciger kiigiik hiicreli karsinomu, kemik

sarkomu gibi isimlerde s6z konusu olmaktadir.

Kanser vakalarinin kayit altina alinmasi amaciyla yapilan ilk ¢alisma 1728 yilinda
Londra genel niifus sayim idaresince gerceklestirilmistir. Diger iilkelerde bu yaklagim
farkli tarihlerde uygulamaya konulmustur. Danimarka’da 1943, Macaristan’da 1952,
Finlandiya ve Almanya’da 1953 yillarinda halk tabanli kanser kayit sistemleri ile veri
toplanmaya baslanilmistir. Diinya Saghik Orgiitii araciligiyla yapilan standardizasyon
caligmalart ve 1948 yilinda yayinlanan ICD (International Classification of
Diseases)’nin 6. baskisi sonrasinda kodlama sisteminin farkli tilkelerde uygulanmasi ile
1992 yil1 itibariyle 52 iilkede 266 adet halk tabanli kanser kayit sistemi olugsmustur. Bu
iilkelerdeki calismalar diizenli olarak "5 Kitada Kanser Insidans1" (Cancer Incidence in
Five Continents) isimli Diinya Saglik Orgiitii yayminda 6zetlenmektedir (Anonim
2016a). Amerikan Kanser Dernegi'nin 2016 yilindaki sunulan kanser istatistikleri
verilerine gore, Amerika Birlesik Devletleri'nde bu yil igerisinde 1.685.210 yeni kanser
vakasi ve 595.690 kanser 6liimlerinin gergeklesmesi muhtemeldir (Siegel et al. 2016).

Ulkemizde 1982 yilinda 1593 sayilh Umumi Hifzisthha Kanunu’nun 57. Maddesi
geregince ‘bildirimi zorunlu hastaliklar listesi’ne alinmis olmasina ragmen tilkemizde
gercek kanser insidansi hi¢ bilinmemektedir. Saglik Bakanligi 1983°te yurt genelinde
“Pasif Kanser Kayit Sistemi’” kurmus fakat bildirime dayali bu sistemde beklenenin
4’te 1’1 kadar veri elde edilmistir. Bu nedenle iilke ¢apinda ama giivenirligi olmayan
veri toplamak yerine cografi sinirlart ve niifusu belirlenen bir alanda aktif olarak
toplanacak verilerle bir kanser kayit sistemi olusturulmasi amaciyla 1992 yilinda
“Kanser Kayit ve Insidans> projesi baslatilmis ve Trabzon, Edirne, Izmir, Ankara,
Bursa, Diyarbakir, Sivas ve Erzurum’da kanser kayit merkezi kurulmustur. Kanserin
kayit altina alinmas1 1992 yilinda baglamasina ragmen, aktif merkezlerin verilerinden

elde edilen insidans raporu ilk kez 2002 serisi ile sunulmustur. Fakat bu sistemin ilk
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sonuclarinda da beklenen ve rapor edilen hastalar arasinda biiyiik farkliliklar oldugu

goriilmiistiir (Anonim 2016a).

20 yillik gecmisi olan ve siireklilik gosteren Izmir Kanser Kayit Merkezi 2013 yilinda
Uluslararas1 Kanser Ajanst (IARC) tarafindan Kuzey Afrika ve Dogu Akdeniz
bolgesinde yer alan Kanser Kayit Merkezleri i¢gin egitim merkezi olarak se¢ilmistir. Bu
asamada Tirkiye, “Kanser Kayit¢iliginda Standartlar El Kitabi”nda belirtilen ve
Ortadogu Kanser Konsorsiyum’un (MECC) bir iiyesi olarak bu konsorsiyumda kabul
edilmis kurallar dahilinde kanser verisi toplamaktadir. Ulkemizde, Malign kanserlerin
tamami (primer kanserler), in situ neoplazmlar, santral sinir sistemi ve medulla
spinalis’te yer alan benign/borderline neoplazmlar toplanmaktadir. Toplanmis olan
veriler Uluslararas1 Kanser Ajansi tarafindan kanser kayit merkezleri igin 6zel olarak
gelistirilmis bir bilgisayar programi olan Can-Reg 4 programina girilmektedir. Kanser
insidans hizlar1 bu program iizerinden hesaplanmaktadir. Cizelge 2.1’de Globocan 2012
verilerine gore Tiirkiye i¢in yasa gore kanser hizlar1 verilmistir. Tiirkiye’de 2013 yilinda
yasa standardize edilmis kanser hizi erkeklerde 267,9 kadinlarda ise 186,5’dir (100000
kiside). 2013 yili kanser istatistiklerine gore lilkemizde 103,070 erkegin ve 71,233
kadinin kanser hastaligina yakalandigi 6ngoriilmistiir (Giiltekin vd 2016).

Cizelge 2.1. Uluslararasi Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012 verilerine
gore Tiirkiye’nin durumu (Deri disinda kalan kanserlerin yasa gore standardize edilmis hizlari)
(Ferlay et al. 2013)

Erkek* Kadin*
Diinya 205,4 165,3
[ARC’a liye 24 iilke 236,4 192,5
AB (28 iilke) 314,9 243,2
ABD 347,0 297,4
Tiirkiye** 2417 169,3

*Yasa gore standardize edilmis hiz 100.000 kiside ** Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013
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2.2. Kanser Arastirmalarinda Bitkisel flaclara Yonelik Egilimler

Kanser lizerine yapilan arastirmalarda hastaligin tek bir sebeple meydana gelmedigi
bircok sebeple ortaya ¢ikan ve gelisen hastalik grubu oldugu anlasilmistir. Bu nedenle
bugiin kansere neden olan sebepleri belirleme, daha etkili tedavi amagli yontemler
gelistirme konusunda arastirmalar devam etmektedir (ACS 2009). Bu arastirmalar
sirasinda ortaya ¢ikan ve oldukca biyiik bir ilgi ve ekonomik pazar haline gelen

tamamlayici ve alternatif tip oldukca 6n plandadir.

Tamamlayici ve Alternatif Tip Ulusal Merkezi, Tamamlayict ve Alternatif Tip't (TAT)"
su anda geleneksel tibbin bir parcasi olarak kabul edilemeyen c¢esitli medikal ve saglik
uygulamalari, iirlinler veya disiplinlerin bir grubu" olarak tanimlamaktadir. Yeni yapilan
bir analize gore kanser tedavisinde TAT kullaniminda 1970'lerde %25, 1980'lerde
%32'den daha fazla ve 2000°den sonra %49'lara varan bir artig bulunmaktadir (Horneber

et al. 2012).

TAT bitki ve terapilerin genis bir yelpazesini kapsamaktadir. Biitlinlestirici tedavi
standart bakim ile TAT 1n birlesimini ifade etmektedir. TAT kullanimi iizerine yapilan
ve 2007'de yaymnlanan Ulusal Saglik Arastirmasi raporunda en sik kullanilan tedaviler
olarak dogal triinler ve derin nefes alma egzersizleri one siiriilmiistiir (Gansler et al.
2008; Barnes et al. 2009). En ¢ok kullanilan terapiler dua, manevi uygulama (%61),
gevseme (%44), inang ve ruhsal iyilesme (%42), besin takviyeleri ve vitaminler
(%40)’dir. TAT terapileri klinik uygulamalarin i¢inde ve disinda, kanserli ¢ocuklarda
%31 ile %84 oraninda kullanilmaktadir. TAT lar ayn1 zamanda agriy1 ve halsizligi
azaltmada (%10,9), iyatrojenik menopozun yan etkilerini azaltmada (%8,8), anksiyete
ve depresyonu iyilestirmede (%5,9), mide bagirsak bozukluklarinda (%5), uyku
bozukluklar1 ve noropati iyilestirmede (%3,8) basvurulan yontemlerdendir (Rossi et al.
2015). TAT terapileri kanser ve kanser tedavilerinin neden oldugu yan etkilerin

tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kelly 2004; Ndao et al. 2013).
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Tamamlayici tip olarak masaj (Cassileth et al. 2007), shiatsu (Khorshid and Yapucu
2005), refleksoloji (Glirkan ve Bilge 2006), aromaterapi (Jennings 2004), teropatik
dokunma (Potter and Perry 2009), homeopati, bitkisel terapiler, beslenme terapileri,
hipnoterapi, siropraksi (Cassileth et al. 2007), akupunktur (Horasanli vd 2008) gibi

uygulamalar s6z konusudur.

Amerika’da yasayan Kizilderililerin cilt kanseri ile veneral sigillerin tedavisi igin
ordekotundan (Podophyllum peltatum) hazirladiklar1 mayapple ekstrakti arastirmacilarin
ilgisini ¢ekmis ve {lizerine yapilan calismalar sonucunda antikanser ajan olan
podofillotoksin varligi tespit edilmistir. Madagaskar ve Asya’nin bir¢ok yerleskesinde
hipoglisemik ajan olarak kullanilan Catharanthus roseus cigegi’nde, 1958 yilinda
sitotoksik 6zelligi sahip olan vinblastin ve vinkristin i¢erigi bulunmustur. Bu ajanlar

cesitli kanser tiplerinde basariyla kullanilmistir (Mann 2002; Isik ve Akgay 2014).

Zamanimizda kullanilan antikanser ilaglarin yaklasik %50’si dogal iirlinler ya da dogal
tiriinlerden elde edilen kimyasallardan olusmaktadir. 1960 yilinda Amerikan Ulusal
Kanser Enstitiisli tarafindan yeni antikanser ilaglarin arastirilmasi amaciyla baglatilan
genis capli ¢aligmalar sonucunda faydali olabilecegi tespit edilmis sifali bitkilerin sayist
oldukca fazladir. Paclitaxcel (Taxol), Etoposid, Teniposid, Avemar bu c¢alismalarda
bulunan antikanser ilaglardir (Goodman and Walsh 2001; Jakab et al. 2003; Tansey
2003).

2.3. Karadut (Morus nigra)

Karadut (Morus nigra), dutgiller (Moraceae) familyasindan kalin dallara ve 10-15 m
kadar boya sahip olabilen Iran kokenli olmakla birlikte Avrupa, Kuzey ve Giiney
Amerika, Afrika’da yetisebilen ve yiiksek kromozoma (2n=154) sahip bir dut tiiriidiir
(Sekil 2.1) (He et al. 2013). Esmer gri renkte govdeli (kalin ve uzunlamasina g¢atlak)
olmakla birlikte siirgiinleri tiiylidiir. Yapraklarin1 doken bir agagtir. Yapraklar genis
yumurta bi¢ciminde 6-12 cm boyundadir. Yaprak uclart kisa damla dip kisim derin ytirek
bicimindedir. Kenarlar1 kaba disli ve ¢cogunlukla parcalidir (Yigit vd 2007).
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Sekil 2.1. Karadut

Karadut meyve agaci olarak kullaniminin yaninda idrar soktiiriicli, miishil, oksiiriik
kesici, balgam soktiiriicii, yatistirici, anksiyolitik, yiiksek tansiyon diisiiriicii, dis agrsini
giderici, antelmintik ve emetik olarak kullanimi ile de bir halk ilact olarak kabul

edilmistir (Kumar et al. 2008; Padilha et al. 2010; Feng et al. 2015).

Uygur 6zerk bolgesinde karadut tibbi dut olarak adlandirilmaktadir. Uygurlar et siit gibi
protein agirlikli sebze tiiketimi sinirli olan bir beslenme tarzina sahiptirler. Bu nedenle
bolge halki solunum ve sindirim sistemiyle ilgili hastaliklara olduk¢a duyarhdirlar.
T1ibbi dut olarak karadut bu bolgede bademcik iltihabi ve bogaz agrisin1 tedavi etmek
amaciyla kullanilmaktadir (Jiang and Nie 2015; Chen et al. 2016). Uygurlar hala bir yil

boyunca kullanilabilecek tibbi dut kremi yapma gelenegini korumaktadirlar.

Birgok calismada karadutun polifenoller, flavonoidler ve antosiyaninlerce zengin
oldugu bulunmustur. Tibbi karadutun antosiyanin igeriginin kirmizi ve beyaz dut
tirlerinden daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Ercisli ve Orhan 2007; Gundogdu vd
2011; Jiang and Nie 2015). Karadut toksik olmayan yan etkileriyle birlikte antioksidant,
antikanser ve hipoglisemik etkilere sahiptir (Ozgen vd 2009; Sanchez-Salcedo et al.
2015). Kokleri pankreas lizerine etkiliyken meyve suyu formu diyabetik hastalarda kan
sekeri diizeyini diistiriir. Kok kabugu ekstrakti AIDS viriisiine kars1 etkiye sahip oldugu
sOylenen bir alkoloid olan Deoxyjirimycini (DNJ) igerir. Yapraklarin demlenmesi kan
sekerinde bir azalmaya, bazen diiireze ve arter basincinda bir azalmaya neden olur
(Singh and Ghosh 1992; Kumar and Chauhan 2008). Morus nigra meyve suyu yapilan
bir ¢alismada oksidatif stresi bastirarak diisiik malondialdehit (MDA) olusumuna yol
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acmistir ve hepatosit zehirlenmesine %80 oraninda onleyici etki gostermistir (Naderi et
al. 2004). Morus nigra meyvesi bakir iyonlart ile indiklenen LDL lipit
peroksidasyonuna kars1 koruyucu bir etkiye sahiptir (Huang et al. 2013).

Ma (2002) tarafindan yapilan ¢alismada tibb1 karadut meyvelerinin farenjit hastaliginin
tedavisinde kullanildigr bildirilmistir. Baska bir ¢alismada dut antosiyoninlerinin anti-

inflamatuar etkilere sahip oldugu kanitlanmistir (Wang et al. 2009)

2.4. Karadut ve Kanser

Karadut ekstraktlar1 yliksek seviyede antosiyaninleri igerir. Tanimlanmig antosiyaninler
esas olarak siyanidin-3-glukozit (C3G) ve mindr seviyede siyanidin-3-rutinosid ve
pelorgonidin tiirevleridir (Hassimotto et al. 2007). Karaduttan elde edilen antosiyanince
zengin ekstrakt insanda oral alimla birlikte plazma antioksidan kapasitesini ve plazma
katalaz aktivitesini arttirmistir (Hassimotto et al. 2008). Ayni1 zamanda antosiyanince
zengin ekstrakt insan akciger kanser hiicresinin yayilimi ve goclinii Onleyici etki

gostermistir (Chen et al. 2006).

Jeong et al. (2010) tarafindan yayinlanan rapora gore; metil alkol ile hazirlanan karadut
ektraktl, A172 insan glioma hiicre hatti iizerindeki antiproliferatif ve molekiiler
mekanizma etkisini belirlemek i¢in kullanilmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat boyunca 1 ile
50 mg/mL konsantrasyonlarda karaduta maruz birakilmistir. Rapora gore hiicre canliligi
doza ve zamana bagl olarak azalmistir. Hiicreler 48 saat boyunca 10, 30, 50 mg/mL
konsantrasyonlardaki  karadut ekstraksiyonuna maruz  birakildiginda, hiicre
canliligindaki azalma sirasiyla %53, %42, %26 olarak belirlenmistir. Karadut
ekstraktinin A172 glioma hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini artirici
rol oynayip oynamadigini degerlendirmek i¢in karaduta maruz birakilan hiicreler ve
DCEF (diklorofloressein) floresanstaki degisimler akis sitometresi ile olgiilmiistiir. ROS
tretimi 60 dk i¢in 30 mg/ mL konsantrasyondaki karadut uygulamasinda en erken 10 dk
sonra artis gostermeye baslamistir. Karadut ekstraktinin yayilma (glioma hiicrelerinin

gocli) tizerine etkisi ¢izik yara testi (scratched wound assay) kullanilarak dolayli olarak
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tahmin edilmistir. Yarali alana tasinan kontrol hiicrelerinin sayis1 24 saat sonra 169,25+
14.26 iken karadut ekstrakti uygulamasindan sonra yaklasik olarak 13 hiicre tasginmustur.
Bu verilere dayanarak arastirmacilar karadut ekstraktinin glioma hiicre gogiinii belirgin

olarak inhibe ettigini savunmuslardir.

Qadir et al. (2014) tarafindan yayinlanan ¢alismada Morus nigra yapraklarinin anti
kanser aktivitesi insan servikal kanseri hiicre hattina (HeLa) kars1 arastirilmistir. Anti
kanser aktivite metil-tiyazolil-tetrazolyum (MTT) deneyi ile degerlendirilmistir ve
hiicrelerin yiizde inhibisyonu hesaplanmistir. 1300 gram toz haline getirilmis Morus
nigra yapraklari 4 mL n-hekzan ve %70'lik sulu methanol iginde 7 giin boyunca arada
sirada galkalanarak birlestirilmistir. Maserasyondan sonra liyofize edilerek 1, 10, 25, 50
ve 100 pg/mL olacak sekilde tartilmiglardir. MTT sonuglarina gére 100 pg/mL Morus
nigra sulu metanol ekstrakti HeLa hiicre hattim1 %89,50-%31,99 oraninda inhibe

etmistir.

Turan vd (2016) tarafindan yayimnlanan calismada, toz haline getirilen 1 gr Morus
nigra’nin 20 mL DMSO ile hazirlanan ekstraksiyonu (DEM) 45°C’de manyetik
karigtiricida 24 saat boyunca karistirilmistir. Cisplatin (0-10 pg/mL) ve DEM (0-1000
pug/mL), insan prostat adenokarsinomu (PC-3, ATCC-CRL-1435) ile insan normal
stinnet derisi fibroblast hiicreleri (ATCC-CRL-2522) iizerinde sitotoksik etkileri
aragtirtlmistir. PC-3 hiicrelerinde DEM ve cisplatinin 1Cso degerleri sirasiyla 370,1+5,8
ve 0,608+0,05 olarak belirlenmisken fibroblast hiicrelerinde bu degerler yine sirasiyla
4249+7,3 ve 5,29+0,24 olarak bulunmustur. DEM’in 370 pg/mL ve 666 pg/mL
konsatrasyonlart Go/G; fazinda hiicre sayilarmi arttirmistir (p<0,01). DEM’in bu iki
konsantrasyonu S fazinda ise hiicre sayilarimi azaltmistir (p<0,01). Annexin V
sonuclarina gére 666 pg/mL konsantrasyonundaki DEM canli hiicre sayisin1 dnemli
Olclide azaltmistir ve nekrotik/gec apoptotik ve erken apoptotik hiicrelerin bu 6liimlerini
arttirmistir (p<0.001). 250, 500 ve 1000 pg/mL DEM konsantrasyonlari igin kaspaz 3 ve
kaspaz 7 (Aktif merkezlerinde sistein aminoasidi tasirlar ve hedefledikleri proteinleri

aspartik asit birimlerinden kestikleri i¢in kaspaz ismini almiglardir (C-Asp-ase; C:sistein
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aminoasiti simgesi, Asp:aspartik asit, -ase:kesici enzim eki) enzim aktivitelerinin yiizde

indiiksiyonlari sirastyla %3, %11 ve %70 olarak belirtilmistir.

2.5. Kanser Arastirmalarinda Nanoteknolojinin Getirdigi Egilimler

Bir 6lcek bilimi olan nanoteknoloji, maddelerin atomik ve molekiiler seviyede yeniden
diizenlenip ve Ozelliklerinin degistirilmesi yoluyla, yeni nanoyapilarin tasarlanip
sentezlenmesidir. Nanoteknoloji kelimesi ilk olarak Norio Taniguchi (1974) tarafindan
“Nano-teknoloji genel olarak malzemelerin atom atom ya da molekiil molekiil
islenmesi, ayrilmasi, birlestirilmesi ve bozulmasidir’> seklindeki ifadesi ile yazili
kayitlara gegmistir. Tip, enerji, tliiketim malzemeleri, bilgi teknolojileri, cevre
iyilestirmeleri gibi ana alanlar altindaki biitiin alt birimlerde nanoteknoloji resmen bir

sigrama meydana getirmektedir.

Biyolojik sistemler nanoboyutta islev gormektedirler. Bu nedenle nanoteknolojinin
saglik alanindaki kullanimina yonelik c¢alismalar olduk¢a Onem arz etmektedir.
Nanoteknolojinin saglik alanindaki kullanimi nanotip olarak ifade edilmektedir.
Nanotip, nano cihazlar veya nano yapilar kullanarak, insanin biyolojik sistemlerini
molekiiler boyutta izleme, tedavi etme ve yeniden yapilandirma olarak
tanimlanmaktadir. Kanser tedavisi, ilag gelistirilmesi ve taginmasi, goriintiileme
metodlari, kemik yap1 olusturulmasi, tibbi cihaz ve tani testleri gelistirilmesi nanotipin

calisma konularindandir.

Kanser tedavisinde erken tani ve teshisin, tedavide kotii huylu hiicrelere ilag tasginiminin
etkin olarak gerceklestirilmesinin 6neminin bilinmesi 6zellikle bu asamalarda nanotip
kullanimin1 6n plana ¢ikarmaktadir. Nanodiagnostik (erken teshis) i¢in biyosensorler ve
minyatlir araclar, Quantum dot’lar, nanokiireler, nanokapsiiller, nanosiingerler,
nanopartikiiler sistemler, emiilsiyonlar, nano vezikiiller, nanoporlar, nanorobotlar,

nanofibriller calismalarda kullanilan baslica nano iirtinlerdir.



21

Kanser nanoteknolojisi tiim bilimsel alanlarin birlestirilmesiyle kansere karsi verilen
savasta yeni tasarimlar ve irilinler saglayan bir alandir. Nanotibbin alt ¢alisma
konularindan olan kanser nanoteknolojisinde genellikle nanopartikiillerin kullanimi s6z

konusudur.

American Society for Testing and Materials (ASTM) tarafindan yapilan standart tanima
gore nanopartikiiller boyutlar1 iki ya da li¢ boyutlu olarak 1-100 nm uzunluktaki
parcaciklar olarak ifade edilmektedir (ASTM 2006). Ancak tipta kullanilan
nanopartiillerin boyut araligi 5-200 nm olarak verilmektedir. Nanopartikiiller daha
hassas analizler yapmak amaciyla biyomarkir tabanli proteomik ve genomik
uygulamalarda, manyetik rezonans, ultrason, floresan, niikleer ve bilgisayarli tomografi
gibi radyolojik alanlarda molekiiler goriintiileme amaciyla, ilag gelistirme sistemleri,
hedefe yonelik tedavi, as1 gelistirilmesi gibi amaglarla kullanilmaktadir (Medina et al.
2007; Berk ve Akkurt 2012). Saglik alaninda kullanilan nanopartikiiller bizlere artmis
ilag ¢ozliniirligl, parcalanmaya karsi koruma, toksik etkilerin azalmasi, uzatilmis etki,
biyoyararlanim gelistirilmesi, farmokokinetik ve dagilim ozelliklerinin diizenlenmesi,

hedefleme (hiicre/doku) gibi bir¢cok avantaj sunmaktadir.

Kanserli dokulara nanopartikiiller ile antikanser ilaglarinin iletimi pasif ya da aktif
hedefleme ile gerceklestirilmektedir. Kanserli dokulara pasif hedeflemede anjiyojenik
kan damarlan ile endotel hiicreleri arasinda var olan 600-800 nm arasinda degisen
genislige sahip bosluklardan yararlanilarak nanopartikiillerin kanserli dokularda
birikimi yapilmaktadir (Allen and Cullis 2004; Torchilin 2010; 2011; Erdogan ve Ozkan
2013). Ancak yiiksek ozmotik basing pasif hedeflemede kullanim smirliligina neden
olur. Nanopartikiillere bir hedefleme ligandinin, antikorunun baglanmasi ile kanserli

dokulara aktif hedefleme yapilabilmektedir (Danhier et al. 2010).

Nanopartikiillere dayali tasiyicilar kanserli dokulara ilag dagitimini kolaylastirabilir ve
ilacin tedavi edici etkinligini arttirabilirler (Lammers et al. 2008; Zhu et al. 2012).
Kanser nanoteknolojisinde ilag¢ tasimada kullanilan nanopartikiiller Cizelge 2.2°de

tanimlart ile birlikte verilmistir.
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Cizelge 2.2. Kanser nanoteknolojisinde ila¢ tagimada kullanilan nanopartikiiller
(Erdogan ve Ozkan 2013)

Nanopartikiiller | Tanim Ornek

Hidrojeller Ilag ve terapétik protein Genexol-Pm, NK105, NC-6004,
dagitiminda hidrofobik NC-4016, NK012, NK911, SP1049C
polisakkaritlerin kullantmidir

Miseller Amfilik polimerlerin kiiresel SP1049C, NC6004, NC4016,
partikiillerdir NK105, NK1012 NK911 ve

Genexol-PM
Lipozomlar Sulu bir merkezi alani ¢evreleyen DaunoXome, Doxil/Caelyx, Myocet

kendiliginden bir araya gelen
kiiresel, kapali kolloidal, ¢ift katl

lipit tabakalardir
Dendrimerler Dallanma egilimi gosteren sentetik | Oksitlenmis polietilen, Folat-
polimerlerdir dekstran ve galaktoz-baglantili poli
(propilen imin) yapisindaki
dendrimerler
Nanohiicreler Bakterilerin sitoplazmanin ug Salmonella typhimurium (S.
bolgelerinden béliinmeye typhimurium)’dan olusturulan
zorlanmasiyla elde edilen kiigiik nanohiicreler

tomurcuklardan tiretilen 400 nm
boyutundaki hiicrelerdir

Nanotiipler Karbon atomlarindan olusan Karbon nanotiipler
graphene formundaki silindirlerdir
Manyetik Manyetik 6zellige Fes04, Fe,05, MgFe,0,, FePt

nanopartikiiller | sahip nanopartikiillerdir

2.6. Glioblastoma (Beyin Kanseri)

Beyin kanseri; bu bolgede kontrolsiiz olarak artis gosteren hiicrelerin olusturdugu
kanser tiriidiir (McKinney 2004; Smeltzer and Bare 2005; Simsek and Dicle 2013).
Beyin kanseri, bu bolgedeki hiicre ve yapilardan kaynaklanan primer beyin kanseri ve
bu bolge disindaki viicudun herhangi bir alaninda baglayip daha sonra beyine yayilim
gerceklestiren sekonder (metastik) beyin kanseri olarak iki kisimda incelenmektedir
(Armstrong et al. 2004; Boss and Wilkerson 2006; Simsek ve Dicle 2013). 120’den
fazla beyin kanseri c¢esidi vardir. En yaygin beyin kanserleri olarak astrositom, atipik
teratoid rhaboid tiimor, kondrosarkom, koroid pleksus, kraniyofarenjiyom, Kistler,

ependimom, germ hiicreli timor, glioblastoma, gliyom, hemanjiom, ¢ocuk pilositik
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astrositom, lipom, lenfoma, medulloblastom, meningioma, metastatik, neurofibroma,
noronal ve karigik noronal-glial timorler, oligoastrositom, oligodendroglioma, pineal
tiimor, hipofiz tiimori, primitif néroektodermal tiimdérler (PNET), schwannoma 6n

plana ¢ikmaktadir.

2000 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan astrositik tiimorler tiimériin hiicre
bazindaki 6zelliklerine gore pilositik astrositom (GI), diffiiz astrositom (GllI), anaplastik
astrositom (GIIl) ve glioblastoma multiforme (GIV) olarak derecelendirilmistir
(Kleihues et al. 2002; Durmaz ve Vural 2007).

Beynin glial hiicrelerinden kokenlenen herhangi bir tiimor glioma olarak anilir.
Glioma'ni bir tipi astrositomdur. Astrositomun en habis sekli olan Glioblastoma ya da
Glioblastoma multiforme ( 'multiforme' ifadesi arttk WHO'da kullanilmamasina ragmen
glioblastome hala "GBM" olarak kisaltilir) en yiiksek dereceli (IV) glioma tiimoriidiir.
Diger tiim smiflardan globlastomu ayirt edici histolojik 6zellikler nekrozun (6lii
hiicreler) varligr ve tiimor ¢evresindeki kan damarlarindaki artistir. IV dereceli tiimdrler

daima hizli biiyiiyen ve son derece kotii huylu tiimérlerdir (Anonymous 2016b).

Cevresel ve genetik faktorlerin etkisi altinda meydana gelen GBM’e iyonize 1sik,
pestisit, sigara, kimyasal madde tiretimi yapan fabrikalarda ¢alisma ve 10. kromozomda
heterozigosite ya da bu kromozomun ¢ kolunda PTEN/MMAC 1°de (fosfataz ve tensin
homolog, tiimor baskilayicit gen) mutasyon, p53 gen mutasyonu, 7. kromozomda EGFR
(epidermal biiylime faktorii reseptorii) ekspresyonundaki artis sebep olabilmektedir
(Wrensch et al. 2002; Larsen 2010; Watts et al. 2014).

Bas agrisi1, kusma, bulanti, hafiza kaybi, motor islev bozuklugu (kismi felg), artmis kafa
ici basinci, degisken kisilik, gorsel bozukluklar, konusma bozukluklar1 bu hastaligin
teshis edildigi insanlarda ©ne ¢ikan belirtiler olarak ifade edilmistir. GBM MRI
(Manyetik Rezonans Goriintiileme), tomografi, T1 (Z aksinda net manyetizasyonun

baslangictaki degerinin %63'ne ulagmasi i¢in gereken zaman) ve T2 (eksponansiyel bir
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azalma sabitesidir ve x-y aksindaki net manyetizasyonun %37'sine diismesi i¢in gerekli

olan zamani) goriintiileme ile teshis edilmektedir (Wen and Kesari 2008).

Damarli bir yap1r sergileyen GBM dokusu genel olarak subkortikal, parietal, frontal,
temporal bolgelerin smirlarinda goriinmektedir. Frontal bdlgede bulunan GBM
tiplerinin diger bolgelerde bulunan GBM tiplerine gore daha bening (iyi huylu) oldugu
ifade edilirken Corpus collusum bolgesinde yer alan GBM tiplerinin daha malign (koti
huylu) oldugu ifade edilmistir. GBM tipi kanserlerde metastaz pek goriilmemekle
birlikte basarisiz cerrahi miidahale metastaza neden olabilmektedir (Burger et al. 1986,
1988; Halperin et al. 1989).

2.7. Glioblastoma HastaliZinda Genel Tedavi Yaklasimlari

Glioblastoma tanist konulan hastalarin ¢ogu genellikle bir-iki yil icerisinde kaybedilir.
Tedavi prosediiriiniin belirlenmesinde tiimoriin tipi, evresi, cerrahi olarak miidahalenin
olup olmayacagi, tekrarlama riski, hastanin genel saglik durumu rol oynamaktadir. Bu
hastaliga karsi uygulanan en genel tedavi cerrahi yaklasimdir. Cerrahi rezeksiyon
sonrasinda adjuvant radyoterapi ve se¢ilen uygulamalarla kemoterapi tedavi siirecine
eklenmektedir. Ancak bu tedaviler cogunlukla destekleyici konumundadir. Ciinkii beyin

tiimorii s6z konusu oldugunda bu tedavilerin etkinligi diisiiktiir (DeAngelis 2001).

Glioblastoma beyinde yer alan bir hastalik oldugu icin cerrahi yaklasim diger
organlardaki kanser tiirlerine gore etkin olamamaktadir. Dolayisiyla hastaligin yeniden
olugsmasi ¢ogu zaman beklenen bir durum olmaktadir (Nagane et al. 1999; Bozkurt vd
2013). Ayrica operasyon sirasinda kisinin saglikli dokularina zarar verilmesiyle birlikte
kiside duyu kaybi, kisilik degisikligi gibi problemlerin olusumu, beyinde 6dem veya
enfeksiyon riski olusumu gibi riskler de vardir (Wastphal et al. 2003).

Radyoterapi kanserli hiicrelerin yiiksek enerji uygulanarak elimine edilmesi esasina
dayanmaktadir. Cerrahi miidahale sonrasinda geride kalan artik kanser hiicrelerinin

temizlenmesi amaciyla uygulanir. Sa¢ dokiilmesi, kafa derisinde kizariklik, ¢ocuklarda
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ogrenme giicliigii ve gelisim bozukluklari gibi yan etkileri s6z konusu olabilmektedir

(Leibel and Sheline 1987; Lesniak et al. 2001).

Kemoterapi de cerrahi miidahale sonrasi kalan kanser hiicrelerinin temizlenmesinde
kullanilir. Beyin tiimdrlerinin kan beyin bariyeri nedeniyle ve beyinin viicuttaki diger
organlara gore ¢ok daha ulasilmasi gii¢ bir organ olmasi bu terapinin etkinligini olduk¢a
disiirmektedir. Kiigiik molekiilli ilaglarinin = %2’lik  bir kismi  bu bariyeri
gecebilmektedir. Bu yiizden tedavide kullanilan ilaglarinin beyine ulastirilmasinda farkl
stratejiler arastirilmakta, tedavi etkinligi artirllmaya g¢alisilmaktadir (Tomita 1991;
Pardridge 1997, 2007).

Glioblastoma multiforme tedavisinde son zamanlarda gen tedavisi, antiangiogenez
tedavi, lokal polimer ila¢ uygulamasi gibi bazi deneysel ve klinik ¢aligmalar
yiiriitiilmils, az sayidaki bazi serilerde tiim hastalarin bir yillik, %30 kadarinin da 2

yillik yasam siiresine ulagabildigi ifade edilmistir (Aksoy 2005).

Glioblastoma hastalarinda radyoterapi ile faydayr artirmak amacli olarak es zamanl
uygulanacak diger tedavi stratejilerini  gelistirmek i¢in bilimsel c¢aligsmalar
yaptlmaktadir. Bu ¢aligmalar kapsaminda karmastin, vinkristin bevacizumab gibi anti
kanser ilaglar1 ve kloroetilnitrosiireler, paklitaksel, cisplatin ve alfa diflorometil ornitin
poliamin inhibitorlerinden olusan ajanlar tek ya da kombine olarak kullanilmaktadir.
Temozolomid yine bu c¢aligmalar kapsaminda arastirilan ve kati tiimorlere karsi
etkinlige sahip oral yolla viicuda alman alkilleyici bir ajandir (Yung et al. 1999).
Temozolomid radyo terapi ile es zamanli uygulandiginda tek basina radyo terapi

uygulamasina gore daha {istiin tedavi sonuglar1 vermistir (Buatti et al. 1996).

2.8. Glioblastoma Tedavisi I¢in Bitki Ekstraksiyonu Calismalar

Shah et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismaya gore; Hint ginsengi olarak bilinen
Ashwagandha (Withania somnifera) yapraklarinin alkolik ekstraktinin (i-ekstrakti),
farkli bilesenlerinin (Withaferin A, Withanone, Withanolide A) ve bunlarin
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kombinasyonunun glioma hiicre hatlarina ait (C6 ve YKG1) biiyiime inhibisyonu ve
farklilagsma potansiyeli tizerindeki etkileri arastirilmistir. Hiicrelere i-ekstrakti (0,8-5,0
png/mL), Withaferin A (0,1-0,5 uM), Withanone (i-faktor) (5—-10 pg/mL), Withanolide
A (5-10 pg/mL) ve bu bilesiklerin kombinasyonlar1 48-72 saat boyunca uygulanmustir.
C6 rat gliomalarinda elde edilen ICsy degerleri i-ekstrakt i¢in 5 pg/mL, Withaferin A
icin 0,2 uM, Withanone i¢in 40 pg/mL ve Withanolide A ic¢in 35 pg/mL olarak
belirlenirken YKG-1 insan gliomalarinda ICsy degerleri i-ekstrakt igin 2.5 pg/mL,
Withaferin A i¢in 0,1 uM, Withanone i¢in 30 pg/mL ve Withanolide A i¢in 20 pg/mL
olarak belirlenmistir. Withaferin A, Withanone, Withanolide A ve i-Ekstrakti doza bagli
olarak glioma hiicrelerinin proliferasyonunu belirgin olarak inhibe etmislerdir ve

morfolojilerini astrositik tipe dogru degistirmislerdir.

Schild et al. (2010) tarafindan yayinlanan bir ¢alismaya gore; Jiaogulan (Gynostemma
pentaphyllum) etanol ekstraktinin hiicresel H;O, konsantrasyonu ve C6 glioma
hiicrelerinin proliferasyonu lizerine etkileri arastirilmigtir. 0, 24, 120 ve 240 ug/mL
etanolik Gynostemma pentaphyllum ekstrakti ile biliyiime medyumu varliginda C6
glioma timor hiicreleri 72 saate kadar inkiibe edilmistir ve 1-2 saat sonra hiicresel H,O,
icerigi analiz edilmistir. Ekstrakt ilave edildikten sonra doza bagl bir sekilde hiicresel
H,0;’de bir azalma goriilmiistiir. Floresans yogunluklart DMSO medyumu varliginda
(0 pg/mL ekstrakt) 58+7 birimden 240 pg/mL ekstrakt ile 14+4 birime azalmistir. Bu
etkinin ekstraktin bilinen antioksidatif potansiyeli ile ayn1 dogrultuda oldugu ifade

edilmistir.

Lee et al. (2011) tarafindan yayinlanan ¢alismaya gore; Tithonia diversifolia methanol
ekstrakti (TDM), insan glioblastoma hiicre hatlarindan biri olan U373 hiicrelerine kars1
59,2+3,7 png/mL olan ICsy dozu ile antiproliteratif aktivite gostermistir. Bu ekstrakt
silika jel kromotografisinden gecirilmistir ve EtOAc/heksanin farkli oranlan ile eliie
edilmistir. Digerlerine kiyasla daha yiiksek antiproliteratif etki gosteren (%10/60)
EtOAc/heksan alt fraksiyonlari izole edilmistir ve daha sonra yapi tanimlamasi 'H
niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) ile yapilmstir. izole edilen bilesik tagitinin C

olarak tanimlanmistir. Tagitinin C ile muamele edilmis U373 hiicrelerde 1Cso degeri
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6,1+£0,1 pg/mL olarak verilmistir. Akis sitometri analizinde ve pan-kaspaz (biitiin
kaspaz enzimlerini inhibe eden molekiil) inhibisyonunda elde edilen sonuglara gore
arastirmacilar anti-glioblastoma etkisinin apoptozisten bagimsiz oldugunu ifade

etmislerdir.

Idassi et al. (2012) tarafindan yayinlanan ¢aligmada U-251 MG, U-1242MG ve A-172
olan GBM hiicre hatlarinda Kusburnu (Rosa canina) ekstraktinin anti-proliteratif ve
anti-gé¢me (anti-migration) etkisi incelenmistir. 25 ng/mL ve Img/mL arasinda degisen
oranlarda kusburnu ekstrakti uygulanan bu hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunda bir
azalma gozlenmistir. Bu hiicre proliferasyonundaki azalma GBM’de hiicre
proliferasyonunda onleyici olarak kullanilan U0126 (10 puM)’nin sagladig1 azalma ile
esitlik gostermistir. Calisma kapsaminda ayrica floresana dayali bir etiketleme stratejisi
olan Canli-Olii testi ile kusburnu ekstraktinin hiicre proliferasyonunu baslangic
apoptozu ile azaltip azaltmadigi arastirilmistir. Kusburnu ekstrakti ile GBM hiicre
hatlarmin  6n  muamelesi apoptozu tesvik etmeden hiicre proliferasyonunun
inhibisyonunu indiiklerken, apoptoz indiikleyici olarak bilinen starosporin (1 pM) ile
muamele edilen hiicrelerde hiicre apoptozu artis gostermistir. Ayrica kusburnu
ekstraktinin  aktin yeniden bicimlenmesini (remodeling) diizenleyerek GBM

hiicrelerinde hiicre gd¢iinii 6nledigi yine ¢alisma kapsaminda belirtilmistir.

Tezcan vd (2014) tarafindan yayinlanan ¢aligmada T98G, U-138MG ve US87MG GBM
hiicre hatlarinda Zeytin (Olea europaea) yaprak ekstraktinin (OLE) antikanser etkileri
incelenmigtir. Calisma sonuglarina gore OLE GBM hiicre hatlarinda apoptoz ve nekroz
aracilig1 ile anti-proliferatif etki gostermistir. Annexin V analizine gore, Img/mL OLE
uygulamasindan sonra T98G, U-138MG ve U87MG hiicrelerinin apoptoz yiizdesi
sirastyla %42,7, %29,2 ve %34,9’dir; 2 mg/mL OLE uygulamasindan sonra ise bu
oranlar yine sirastyla %67,7, %38,6 ve %25,6 seklindedir. Ayrica OLE miR-153, miR-
145 ve miR-137 ekspresyonunu 6nemli oranda indiiklerken GSC’lerde (Glioblastoma
timoriiniin kok benzeri hiicreleri) bu miRNA’larin hedef genlerinin ekspresyonunu

azaltmstir (p<0,05).
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Azar vd (2015) tarafindan yayinlanan ¢alismada, bir hidroalkolik Zataria multiflora
ekstraktinin in vitro ortamda iyonize radyasyon ile tetiklenen insan glioblastoma hiicre
hatt1 A172’deki hiicre 6liimii lizerine etkisi arastirilmistir. Calisma kapsaminda Zataria
multiflora’nin  toprak {istiinde kalan kisminin hidroalkolik ekstraktinin  farkli
konsantrasyonlar1 ile (25, 50, 100, 150 ve 200 pg/mL) A172 hiicreleri muamele
edilmistir. Ardindan hiicreler iyonize radyasyona tabi tutulmustur. Sonuglara gore
Zataria multiflora ile A172 hiicre proliferasyonu 6nemli 6l¢tide engellenmistir. A172
hiicrelerinde radyasyona bagli apoptoz 200 pg/mL Zataria multiflora uygulamasinm
takiben 6nemli olgiide artmistir. Hiicrelerin canlilik orani sadece 200 ug/mL Zataria
multiflora uygulanmis hiicrelerde 91,8+8,57 iken Zataria multiflora ve iyonize
radyasyon uygulamasinda (3 Gy ve 6 Gy i¢in) sirasiyla bu oran 76,0 +4,27 ve 66,2+8,42

olarak bulunmustur.

Ramachandran et al. (2015) tarafindan yaynlanan c¢alismada U87MG insan
glioblastoma hiicre hatti lizerine Mango zencefilin siiperkritik CO, ekstraktinin etki
mekanizmas1 ve antikanser etkisi arastirilmistir. Mango zencefil 1Csp, 1C75 ve 1Cqo
degerleri (sirasiyla 4,92 pg/mL, 12,87 pug/mL ve 21,30 pg/mL) ile temozolomid,
etoposid, kurkumin ve zerdegaldan daha yiiksek sitotoksik etki gostermistir. Caligsma
kapsaminda Mango zencefil yalniz uygulandiginda ve temozolomid ve etoposid ile
kombine bir sekilde uygulandiginda yalniz uygulanan ajanlara gore daha etkili bir
sekilde hiicre 6liimiinii %90 nin {izerinde indiikledigi ifade edilmistir. Annexin V testi
Mango zencefilin doza bagli olarak apoptozu indiikledigini gostermistir. 10, 50 ve 100
pg/mL konsantrasyonlarindaki Mango zencefil uygulamasi 48 saat iginde apoptozu
strastyla %8,7, %11,4 ve %23,7 oranlarinda arttirmistir. US7MG hiicrelerine Mango
Zencefil uygulamasi pro-apoptik proteinlerin (Bax, Bak, Bad ve Kaspaz 3)

ekspresyonunu doza bagl olarak arttirmistir.

2.9. Glioblastoma I¢in Kullanilan Ila¢ Yiiklii Nananopartikiil Uygulamalar

%80'den daha yiiksek bir ilag yiikleme etkinligi ile tamamen-trans retinoik asit (ATRA)

enkapsiile edilmis polimerik miseller beyin timoéri icin ilag dagitimi amaciyla
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aragtirtlmistir.  Misellerin  U87MG hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro hiicre
sitotoksisite calismasinda serbest ATRA ile benzer sitotoksisite gozlenmistir. Ancak
yayillma testi (migration) misellerin tiimor hiicrelerinin yayilmasini serbest ATRA'ya

gore daha etkin olarak inhibe ettigi goriilmiistiir (Jeong et al. 2006).

Odriozola et al. (2008) platin bilesiklerini tasiyict olarak inorganik oksit
nanopartikiilleri sentezlediklerini ve bu platin yiiklii inorganik oksit nanopatikiillerinin
C6 glioma hiicreleri asilanmis hayvan modellerinde tedavi edici etkisini incelediklerini
belirtmiglerdir. TiO, igeren Pt(NH3)4sCl, komplekslerini sol-jel yontemi kullanarak
sentezlemiglerdir. Plantin tiirlerini kimyasal olarak TiOj'ye baglamiglardir. TiO,-Pt
nanopartikiillerini hayvan modellerine uyguladiklarinda timor biiylime oraninin %56'ya

kadar azaldigini ifade etmislerdir.

Hadjipanayis et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada insan glioblastoma hiicreleri
tizerinde bulunan epidermal biiylime faktor reseptorii (EGFR) silme mutantina segici
olarak baglanan saflastirilmis bir antikor (2 mg/mL stoktan 50 pL) konjuge edilmis
demir oksit nanopartikiilleri (IONP; 10 nm ¢ekirdek boyutlu; EGFRvVIIIAb-IONP)
terapotik hedefleme igin kullanilmistir. Glioblastoma hiicre canliliginda nanopartikiil
uygulamasindan sonra 6nemli bir azalma meydana gelmistir ve insan astrositlerinde
uygulama sonrasinda herhangi bir toksisite gézlenmemistir (P<0,001). EGFRVIIIAb-
IONP uygulamasindan sonra glioblastoma hiicrelerinde daha diisik EGFR
fosforilasyonu bulunmustur. EGFRVIIIAb-IONP’nin glioblastoma kok hiicre igeren
norokiireler ve GBM hiicrelerine muamelesi sonrasinda apoptoz, hiicre 6limi modu

olarak belirlenmistir.

Maier-Hauff et al. (2011) tarafindan yayinlanan ¢alismada yasam Omrii en az 3 ay
olarak belirlenen 66 GBM hastasinda yaklasik 12 nm ¢ekirdek ¢apina sahip Fe304
manyetik nanopartikiilin (112 mg/mL) sulu ¢ozeltisini cm3 tiimoér hacmi basina 0,28
mL olacak sekilde enjeksiyon yapilmistir. Daha sonra tiimor bolgesine 43°C’yi
asmayacak sekilde termoterapi uygulamasi yapilmistir. Tekrarlayan GBM ile 59 hasta

arasinda ilk tiimor tekrarinin tanisindan ortalama sag kalim 13,4 aya cikmistir. Bu
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calismada sadece manyetik nanopartikiil kullanilmis ve GBM hastalarinin yasam stiresi

uzatilmastir.

Glioblastoma (GBM) hastalarinda temozolomide dayali kemoterapiye kars1 direng DNA
tamir proteini O6-metilguanin-DNAmetiltransferazin (MGMT) artisina baglanmaktadir.
O6-benzilguanin (BG) kullanarak bu enzimin inhibisyonu bu hastalara umut vaad
etmekle birlikte kabul edilemeyecek toksisiteye neden olan zayif farmakokinetik
Ozellikleri tarafindan kullanimi sinirlidir. BG'nin biyolojik dagitimimi ve etkinligini
arttirmak i¢in Zhang et al. (2014) GBM'e BG'nin hedeflenmis gelistirilmis dagitimi igin
stiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerini gelistirmislerdir. Superparamanyetik
demir nanopartikiilleri (SPDN) BG ve tiimor hedefleme peptid klorotoksin (CTX) ile
kovalent olarak modifiye edilmistir. in vitro insan GBM hiicrelerine BG'nin uygun girisi
gosterilmistir. Lokalize ve kontrollii bir sekilde BG salinimi indirgeyici hiicre igi
kosullar altinda gergeklestirilmistir. SPDN- BG-CTX uygulanmis hiicrelerde MGMT'de

onemli bir azalma ve temozolomid toksisitesinin giiclendigi gosterilmistir.

Varsova Yasam Bilimleri Universitesi’nde yapilan bir calismada, U87 hatt1 olan insan
GBM hiicreleri tavuk embriyo koriyoalantoik membran lizerine yerlestirilmistir. 8 giin
sonra, timorler {i¢ gruba ayrilmistir: Kontrol (tedavi uygulanmamis), kolloidal Ag
nanopartikiil (40 mu g/mL) uygulanmig tiimor grubu ve plasebo (yalnizca tasiyici
takviye edilmis) timor grubu. Deneyin sonunda, biitiin tiimdrler izole edilmistir. Hiicre
proliferasyonu ve hiicre apoptozu degerlendirilmesi histolojik, immiinohistokimyasal ve
Western blot analizleri ile gergeklestirilmistir. Sonuglar Ag nanopartikiillerin GBM
bliylimesini etkileyebilecegini gostermistir. Ag nanopartikiiller GBM hiicrelerin
cogalmasini inhibe ettigi ve proapoptik 6zelliklere sahip oldugu gozlenmistir (Urbanska

et al. 2015).

Zhang et al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada fluorescein ve paklitaksel yiikli siklodekstrin
ve klorotoksin konjuge edilmis polietilen glikol kapli manyetik demir oksit
nanopartikiilleri olusturmuslardir. Yaklasik 44 nm uniform boyuta sahip nanopartikiiller

glioblastoma hiicre kiiltiiriinde yiiksek stabilite gostermislerdir. Klorotoksinin varlig
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nanopartikiillerin glioblastoma hiicreleri tarafindan alimini arttirmistir ve paklitakselin
hem glioblastoma hem de antitiimore karst direngli hiicrelerin 6ldiiriilmesinde etkinligi

artmistir.

Glioblastoma tedavisi amaciyla nanopartikiil yiiklii ila¢ ¢alismalarinda ciddi
yogunlagma bulunmaktadir. Gemstabin (gemzar) ve klorotoksin konjuge edilmis demir
oksit nanopartikiilleri PEG'lenmis (polietilenglikol) skualen-gemsitabin nanopartikiiller,
fitokimyasal yiiklii nanopartikiiller, hyaluronik asit-konjiige lipozom nanopartikiiller,
kafeik asit ile konjuge demir oksit nanopartikiil, gadolinyum bazli nanopartikiiller bu
caligmalardan sadece birkagidir (Mu et al. 2016; Gaudin et al. 2016; Pistollato et al.
2016; Hayward et al. 2016; Richard et al. 2016; Stefangikova et al. 2016),

2.10. Paraoksonaz (PON1; EC 3.1.8.1)

Abraham Mazur (1946) hayvan dokularinda 19 organofosfat bilesigini hidrolize
edebilen bir enzimin varligini rapor eden ilk kisidir. 1950’lerin basinda ayni enzim p-
nitrofenil asetat, propiyonat ve biitirat’1 hidroliz eden A-esteraz olarak ifade edilmistir
(Aldridge et al. 1953a, 1953b). Enzim daha sonra oldukga toksik olan organofosfat
tarim ilac1 olan parationun toksik metaboliti paraoksonu hidrolizleyebilmesinden
kaynakli olarak insan serum paraoksonazi (PONI1) olarak tanimlanmistir (Van

Himbergen et al. 2006).

HUMPONA olarak adlandirilan insan geni paraoksonaz ile ilgili gen olup, paraoksonaz
gen ailesi, insanlarda 7q 21,3-22,1 kromozomunun uzun kolunda, memeliler arasinda
%60 dizilim homolojisi gosteren PONI1, PON2 ve PON3 seklinde ii¢ iiyeden
olusmaktadir. Molekiil agirlig1 43 kDa olan ve 354 amino asitten olusan bir glikoprotein
olan PONI1 insanda karacigerde sentezlenmekte ve buradan kana salinmaktadir

(Durrington et al. 2001; Deakin and James 2004; Uysal vd 2011).

Molekiil agirliginin %15,8’in1 4 farkli bolgede proteine bagli olan karbohidrat iiniteleri

olusturur. Aminoasit bilesimine gore 16sin igerigi yiiksek olmakla birlikte 42, 284 ve
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353. alanlarda sistein atiklar1 yer alir. Polipeptit zinciri tek disiilfit bagindan kaynakli
olarak siklik yapidadir (Baskol ve Kose 2004)

Her yapraginda 4 [-tabakasi bulunan 6 yaprakli B-tabakasi iceren PON1 merkez
kisminda iki Ca®* atomu bulundurur. Yapisal Ca*" zarar gordiiglinde enzim doniisiimsiiz
denatiirasyona ugrar. Katalitik Ca®*"nin bir su molekiiliiyle ve fosfat iyonunun oksijeni

ile etkilesim halinde oldugu ifade edilmistir (Harel et al. 2004).

PONT1’in literatiir aragstirmalarinda 6ne ¢ikan islevleri;

- PON1, dolagima giren sinir sistemini organofosfatlardan korur (La Du 1992).

- PON1 LDL’nin lipid oksidasyonunu inhibe eder, bdylece aterosklerozu baslatan ve
ilerleten okside lipid seviyelerini azaltir (Harel et al. 2007).

- PON1 makrofaj kolesterol biyosentezini inhibe eder ve makrofajlara kolesterol akisini
stimiile eder (Rozenberg et al. 2003; Rosenblat et al. 2005).

- PON1 kolesterol esterlerinin peroksitlerini metabolize eder (Uysal et al. 2011)

- PONI1, HDL’nin glikasyon ve homosisteinilasyon yatkinliginda modiilator etkiye
sahiptir (Gupta et al. 2009).

PONL1 endojen serbest radikal temizleyici sistemler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle
bilim adamlar1 kanser arastirmalarinda PONI’in Onleyici rolii ilizerinde calismalar

yapmislardir.

Elkiran vd (2007) tarafindan akciger kanserine yakalanmis hastalar iizerinde yapilan bir
caligmada, bu hastalarda serum PONL1 aktivitesinin saglikli kisilere gére anlamli derece
diisiik oldugu bulunmustur. Lee et al. (2005) PON1 gen Q/Q genotipini tasiyan 177
hasta tlizerinde yaptiklar1 calismada akciger kanserinin gelisme riskinin onemli derece
arttigin1 bildirmislerdir. Ayrica yapilan diger arastirmalarda gastrik veya pankreas
kanseri olan hastalarda saglikli kontrol gruplarina gére PON1 seviyeleri diisiik ¢ikmigtir
(Akgay vd 2003a, 2003b).
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Camuzcuoglu vd (2009) tarafindan yayinlanan bir ¢alismada, olusturulan epitelyal over
kanserli insan grubunda ve kontrol grubunda serum PON ve arilesteraz aktivite
Olgtimleri gerceklestirilerek bir mukayese yapilmistir. Epitelyal over kanserli
insanlardaki PON ve arilesteraz aktivitesi diger gruba oranla disik bulundugu
belirtilmistir. Ayrica hastaligin derecesi ve CA-125 (kanser antijen-125) diizeyi ile PON

aktivitesi arasinda ters iliskinin oldugu bildirilmistir.

Literatiir incelemesinde beyin kanseri ile PONI1 iliskisi lizerinde duran ¢aligsmalara da
rastlanmaktadir. Beyin kanserinin gelisiminde, antioksidanlarin serum PON1 enzimi

baglantisina dair aragtirmalar yapilmstir.

Kafadar vd (2006) tarafindan yayinlanan ¢alismada; 42 yiiksek dereceli glioma ve 42
meningiomas hasta gruplart ile 50 saglikli insan kontrol grubunda PON 192
polimorfizminin (insan paraoksonaz GIn/Arg (glutamin/arjinin) polimorfizmi) etkisi
incelenmistir. Serum paraoksonaz aktivitesi 6l¢iimleri yapilarak gruplarda karsilagtirma
yoluna gidilmistir. Her iki kanser grubunda da kontrol grubuna kiyasla serum PON1
aktivitesi p<0,001 olarak anlaml bir sekilde diisiik ¢ikmigtir. Ancak iki kanser grubu
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir. Calisma sonucunda PON1 aktivitesinin

beyin tiimorlerinde timor olusumuyla ilgili olabilecegi one siirtilmiistiir.

Martin et al. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore; yaslar1 21 ile 76 arasinda
degisen 71 beyin kanserli ardisik hastaya (43 astrositom I1/I11l dereceli hasta ve 28
meningiomlu hasta) ve 220 saglikli kisi ile olusturulan kontrol grubu benzerlik
gostermeyen PONI1 genotipleri olan L55M rs854560 ve QI192R 1s662'in sikligi
acisindan analize tabi tutulmuslardir. PON1 genotipleri ve PON1 L55M ile PON1
Q192R polimorfizimlerinin alellik varyantlarimin sikliklariyla ilgili olarak hasta ve
kontrol grubunda anlamli bir farklilik elde edilmemistir. Minér allel sikliklart PONI
55L igin astrositom hastalarinda 0,398, meningioma hastalarinda 0,328 ve kontrol
grubunda 0,286 iken PON1 192 R igin astrositom hastalarinda 0,341, meningioma
hastalarinda 0,362 ve kontrol grubunda 0,302 olarak ifade edilmistir. Calisma
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sonucunda arastirmacilar benzerlik géstermeyen PON1 polimorfizimlerinin astrositom

ve meningioma gelisim riskiyle ilgisi bulunmadigini 6ne siirmiislerdir.

Zhao et al. (2012) yayinladiklar bir ¢alismada 384 glioma hastasinda ve 384 saglikli
kontrol grubunda 9 antioksidant genin (GPX1, CAT, PON1, NQO1, SOD2/MnSQOD,
SOD3 ve NOS1*2*3) 16 tek niikleotit polimorfizimini (SNP) incelemislerdir. SOD2
V16A, SOD3 T58A, GPX1 -46 C/T ve NOSI1 3’-UTR olarak belirlenen 4 SNP’in
gliomanin gelisme riskiyle baglantili oldugu ancak PONI1 rs854552 ve rs662’nin
gliomanin gelisme riskiyle iliskili olduguna dair anlamli bir veri elde edilemedigi

bildirmislerdir.

Géniillii vd (2012) tarafindan Van Yiiziincii Y11 Universitesi’'nde yapilan bir ¢alismada
yaslar1 45-75 arasinda degisen 16 glioblastoma multiforme ve 9 anaplastik astrositom
hastas1 olan 25 maling gliomlu hasta grubu ve 25 saglikli insandan olusan kontrol
grubunda paraoksonaz (PON) ve prolidaz (PR) aktivite olgtimleri yapilmistir. PON ve
PR aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda malign gliomlu hasta grubunda
anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,05). Esik degeri PON ve PR igin sirasiyla
104,69 ve 0,99 olarak ifade edilmistir.

2.11. Uglii Faz Sistemi ile Enzim Saflastirma Yéntemi (UFA)

Uclii faz sistemi (UFA) proteinlerin saflastirilmasinda son yillarda one ¢ikan ve
kullanim1 kolay bir ydntemdir. UFA ile iki veya daha fazla bilesigin tek basamakli
ekstraksiyon ile aymrmini gergeklestirmek miimkiindiir. Ug farkli katmanin sahip
olduklart farkli fizikokimyasal oOzelliklerden yararlanarak bu sistemlerin tek bir
ekstraksiyonla ayrilmasi bu sistemin getirilerindendir. UFA yontemi salting out,
izoiyonik ¢oktiirme, yardimei ¢oziicii ile ¢oktiirme, osmolitik ¢coktliirme ve kozmotropik
¢oktiirme tekniklerini birarada kullanabilen bir tekniktir. UFA’de proteinlerin
coktiirilmesi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iicli faz katmanlari olusturmak,

lipitlerin, fenolik bilesiklerin, baz1 deterjanlarin uzaklastirilmasi igin t-biitanol
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kullanilmaktadir (Roy and Gupta 2002; Narayan et al. 2008; Kat ve Keskin 2013;
Duman ve Kaya 2014).

Narayan vd (2008) tarafindan yayinlanan ¢alismada Ipomoea palmata yapraklarindan
peroksidaz enzimi UFA yontemi ile saflastirilmistir. UFA’ nin ilk asamasinda ham bitki
ekstrakti/t-biitanol oranit olarak 1,0:1,0 kullanilmistir ve %30 amonyum siilfat
¢oktiirmesi 37°C’de gerceklestirilmistir. Ilk asama sonucunda yapilan aktivite
Olctimlerinde sulu fazda %160 aktivite verimi ve 2 kat saflastima elde edilmistir.
UFA’nin ikinci asamasi sulu faz iizerine gerceklestirilmistir ve yaklasik %81 aktivite
verimi ile 18 kat saflastirma basarilmistir. Saflastirilan enzim SDS-PAGE’de
yirttilmistir ve molekiil agirligt 20,1 kDa bulunmustur. Calismadan elde edilen
verilere  dayanarak  arastirmacilar UFA  yontemini  peroksidaz  enziminin

saflastirilmasinda etkin bir saflagtirma yontemi olarak kabul etmislerdir.

Chaiwut et al. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada kurutulmus papaya kabuklarindan proteaz
enzimlerini izole etmek i¢in UFA yontemini kullanmislardir. ilk UFA asamasinda ham
ekstrakt/t-biitanol oran1 olarak 1,0:0,5’i ve %20 amonyum siilfat ¢oktiirmesini
kullanmiglardir. Bu asama sonunda alt fazda %253,5 oraninda proteolitik aktivite verimi
ve 15,8 kat saflastirma elde etmislerdir. UFA’nin ikinci asamasinda birinci asamada
elde ettikleri alt faz {izerine %55 amonyum siilfat ¢oktiirmesi yaparak devam etmislerdir

ve %89,4 aktivite verimi ile 10,1 kat saflastirma saglamiglardir.

Duman ve Kaya (2014) tarafindan yapilan c¢alismada patates (Solanum tuberosum)
yumrularindan invertaz enzimi UFA ydntemi ile saflastiriimistir ve saflastirilan enzimin
kinetik 6zellikleri incelenmistir. Iki asamali olarak uygulanan UFA yonteminde ilk
asamada 1,0:1,0 ham ekstrakt/t-biitanol orani, %20 amonyum siilfat doygunlugunda
gerceklestirilmis ve sulu fazda %121 verim ile 5,67 kat saflastirma elde edilmistir.
Ikinci asamada sulu faz {izerinden %25 amonyum siilfat doygunlugu ve 1,0:1,0 ham
ekstrakt/t-biitanol oran1 kullanilmistir ve %156 verim ile 12,8 kat saflastirma

saglanmistir. Saflastirilan enzim {izerinde yapilan kinetik ¢aligmalar sonucunda
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optimum pH 4,5, stabil pH aralig1 4,0-6,0, optimum sicaklik 37°C, stabil sicaklik aralig1
30-55°C olarak gozlenmistir.

Literatiirde yapilan incelemelerde paraoksonaz (PONI1) enziminin saflastirilmasinda
UFA yonteminin kullanimina ydnelik bir calismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada
PON1 enzimi insan serumundan UFA yontemi ile ilk kez saflastirilmistir ve saflastirilan

enzim lizerinde kinetik ¢alismalar ve karakterizasyon galigmalar1 gergeklestirilmistir.

2.12. Glutamat

Beyindeki en Onemli norotransmitter olan glutamat bu alandaki uyarici iletimin
%75’inden sorumludur. Merkezi sinir sisteminde hem glia hiicreleri hem de néronlar bu
molekiilii icermektedirler. Merkezi sinir sistemindeki glutamat molekiilii kan beyin
bariyeri nedeni ile serumdan elde edilemez bu nedenle sentezi beyin igerisinde
gerceklestirilir. Sekil 2.2°de noronlarda ve astrositlerdeki glutamat eldesi verilmistir.
Astrositlerde glutamatin hiicre i¢i konsantrasyonu 50 pM, glutamaterjik noronlarda ise
10 uM’dir. Uygun glutamaterjik iletimin saglanmasi ve eksitotoksisiteden muhafa
edilmesi i¢in hiicre dis1 glutamat konsantrasyonu 1-3 pM seviyesinde olmalidir

(Hansson et al. 2000).
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Sekil 2.2. Noron ve astrositlerdeki glutamat sentezi (Hertz 1990)

Glioblastoma timor hiicreleri eksitotoksik seviyelerde glutamatin ve glutamat
reseptorlerinin salinimini yapmaktadir (Roslin et al. 2003; De Groot et al. 2008; Brocke
et al. 2010). Baz1 ¢alismalarda glioma hiicrelerinden glutamat salinimi GLT1 glutamat
tastyicisinin ekspresyonunun eksikligine baglanmistir. Bu durumda glutamat salinmasi
peritimoral nodron, nekroz olusumunun, lokal enflamasyonun ve gliomayla ilgili
nobetlerdeki oliimlerde kilit bir rol oynayabilmektedir. Ayrica, tiimordeki yiikselmis
glutamat seviyeleri glioblastoma tiimor hiicrelerinde glutamat reseptorlerini aktive
etmek i¢in parakrin ve otokrin bi¢imde faaliyet gosterebilmektedir (De Groot and
Sontheimer 2011; Oh et al. 2012).

Cesitli glutamat reseptor tipleri bulunmaktadir. Glioma hiicrelerinin aktif olarak a-
amino-3-hidroksi-5-metil-4- -izoksazol propiyonik asit (AMPA), kainat ve N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorlerini igeren iyonotropik glutamat reseptorlerini eksprese
ettikleri belirtilmistir (Ishiuchi et al. 2002; Stepulak et al. 2009; Oh et al. 2012). Bu
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reseptorler eksisator ve inhibitor reseptorler seklinde ifade edilirler. NMDA, AMPA ve
kainat reseptorleri eksisator reseptorler grubundandir. Metabotropik glutamat reseptorii
olan AP-4 ise inhibitor reseptordiir. Bu reseptorlerin igerisinde NMDA reseptorii
tizerine ¢ok fazla ilgi ¢ekilmistir, bu reseptor iizerinde yogun bir sekilde arastirmalar
yapilarak hafiza olusumu, gelisimsel plastisite, epilepsi, beyin iskemisinin norotoksik
etkileri gibi norofizyolojik ve patolojik ¢alismalarda rolii ortaya konmustur (Li and
Tsien 2009).

NMDA reseptorii sinir hiicrelerinde bulunan iyon kanallaridir. Reseptor kendisine iki
molekiil glutamat ya da aspartat veya glisin baglandiginda aktive olur. Reseptor aktif
hale gegtiginde hiicre zar1 boyunca pozitif yiliklii iyonlarin akmasina izin verir (Hiroyasu
et al. 2005). NMDA reseptorlerinin aktivasyonu katyonlara segici olmayan bir iyon
kanalimin agilmasiyla sonuglanir. Iyon kanalinin agilmasi ve kapanmas: dncelikle ligand
baglanmasi ile meydana gelirken iyon kanali boyunca akan akim voltaja bagimlidir.
Hiicre dis1 magnezyum (Mg2+) ve ¢inko (Zn2+) iyonlar1 reseptor ilizerinde spesifik
alanlara baglanabilirler ve a¢ik iyon kanali boyunca diger katyonlarin gegisini bloke
ederler. Hiicre depolorizasyonu gozenekten Mg2+ ve Zn* iyonlarini ¢ikarir ve iter, bu
sekilde hiicre icine voltaja bagimli sodyum (Na*) ve az miktarda kalsiyum (Ca®")
iyonlarinin hiicre disina potasyum (K*) iyonunun akisina izin verir (Dingledine et al.
1999; Liu and Zhang 2000; Cull-Candy et al. 2001; Paoletti and Neyton 2007).

NMDA reseptor fonksiyonu 'redoks modiilator alani' olarak ifade edilen kimyasal
indirgeme ve oksidasyon ile giiclii bir sekilde diizenlenmektedir. Bu alan araciligiyla,
rediiktanlar NMDA kanal aktivitesini bariz bir sekilde arttirirken oksidanlar ya
rediiktanlarin etkisini tersine cevirirler ya da dogal yanitlar1 bastirirlar. Genellikle
NMDA reseptorlerinin glutatyon, lipoik asit ve pirolokinolin kinon gibi endojen redoks
ajanlar tarafindan modiile edildigine dair ¢alismalar mevcuttur (Choi and Lipton 2000;
Herin et al. 2001; Chen and Lipton 2006; Yang et al. 2010; Sershen et al. 2016).
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2.13. GRIN2C ve SLC1AZ2 Genleri

GRIN2C geni, iyonotropik glutamat reseptorlerinin bir sinifi olan N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerinin bir alt birimini kodlamaktadir. Merkezi sinir sisteminde
bulunan NMDA reseptorleri katyonlar1 gecirme ve Ogrenme, hafiza, sinaptik gelisim
gibi fizyolojik siireglerde 6nemli rol oynamaktadir. Reseptor farkli alt birimlerden
olusan bir tetramerdir (genellikle 2A-D alt birimlerinin bir ya da daha fazlasi ile 1 alt
biriminin heterodimeri) ve kalsiyum, potasyum ve sodyum i¢in gegirgen olan bir kanal
olusturur. Reseptoriin alt birim kompozisyonundaki degisiklikler Parkinson hastaligi,
Alzheimer hastalifi, depresyon ve sizofreni gibi patofizyolojik kosullarla iligkilidir
(Dunah et al. 2000; Gardoni et al. 2006; Brothwell et al. 2008; Gaspar et al. 2009; Tang
et al. 2010; Rauner and Kohr 2011).

Lin et al. (1996) tarafindan bir ¢alismada GRIN2C’yi kodlayan cDNA’lar izole
edilmistir ve NR2C olarak adlandirilmistir. Northern Blot analizleri 4,4 kb GRIN2C
MRNA’larinin beyincikte en ist seviyeyle birlikte beyinde yaygin olarak eksprese
oldugunu gostermistir. Bu transkript ayrica ¢esitli diger dokularda da gosterilmistir.
Belirlenen 1,233 amino asitlik protein dizisi, rat ve fare NR2C’deki belirlenen amino
asit protein dizisi ile %88 6zdeslik gostermektedir. GRIN2C iizerine yapilan hidropathy
analizleri sayesinde biiyiik bir N terminali, 4 hidrofobik bolge ve biiyiik bir C terminali
ongorilmistiir (Lin et al. 1996).

Takano et al. (1993) 17q25 insan NMDA reseptoér kanalinin epsilon-3 alt birimini
kodlayan Grin2c geninin haritasi i¢in floresans in situ hibridizasyonunu kullanmiglardir.
Kalsi et al. (1998) somatik hiicre hibrit panelinin PCR"1 ile bu lokalizasyonu

dogrulamislardir.

Gielen et al. (2009) allosterik inhibitorleri baglayan hiicre disi kabuk gibi alan1 olan
NR2N terminal alan1 (NTD) ile olusturulan bolge ile NMDA reseptorlerinin altbirim-
spesifik ayrimciliginin kontrol edildigini ve NTD'nin agonist-baglayan alanina kisa

baglayici ile baglandigint gostermislerdir. Gielen et al. (2009) elde ettikleri sonuglar ile
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NR2 NTD 'kapatici' ya da ‘agici' molekiiler hareketlerin kullanilarak NMDA

reseptorlerinin ilag tabanli ¢ift yonlii kontrolii i¢in kanit sagladiklarini 6ne siirmiislerdir.

Coziiniir tasiyict ailesinin bir tiyesi olan SLC1A2 yiiksek afiniteli glutamat tasiyicisidir.
Glutamat tastyicilart glial hiicrelerde ve/veya presinaptik glutamaterjik sinir uglarinda
bulunan membrana bagli proteinlerdir. Bu tastyicilar hiicre dis1 alanda agir1 glutamati
tasfiye etmekle gorevlidirler (Karki et al. 2015). Baslangigtaki calismalarda GLT1
ekspresyonunun beyinde astrositlerde lokalize oldugu ifade edilmistir. GLT1'nin en
giiclii ekspresyonu hipokampiis ve serebral korteksde gozlenmistir (Kanai and Hediger
2004). Daha sonraki calismalarda astrosit haricinde de eksprese olduklari ortaya
konmustur. Ornegin, GLT1’in mRNA ve proteini &n beyinde ndronlarin alt
gruplarinda bulunmustur ve su anki goriis GLT1'in salinimdan sonra sinaptik araliktan
glutamat1 uzaklastiran uzun zamanli presinaptik glutamat tasiyicisini temsil ettigidir
(Chen et al. 2004). GLT1 ayn1 zamanda epifiz ve hipofiz bezinin yan1 sira tigiincii
ventrikiildeki tanisitlerin se¢ili bir grubunda da ekprese olur (Berger and
Hediger 2001, 2006).

Shashidharan et al. (1994) SLC1A2 geninden sorumlu cDNA’y1 izole etmislerdir. 565-
amino asitlik proteinin rat beyni sodyum bagimli glutamat/aspartat tasiyicisi ile
homolog oldugu gosterilmistir (Krishnan et al. 1993).

Somatik hiicre hibritleri ve floresans in situ hibridizasyonu (FISH) kullanilarak
kromozom 11p13-pl12'de insan SLC1A2 geni belirlenmistir (Li and Francke 1995).
Takai et al. (1996) genin haritasin1 elde etmiglerdir ve glutamat transporterl (GLT1)

olarak isimlendirmislerdir.

GLT]1 hiicre dist alandan fazla norotransmitter glutamati aktif bir sekilde uzaklastiran
bir tagtyicidir. Hiicre dis1 glutamat konsantrasyonu sinaptik aktivasyon sirasinda yiiksek
sinyal-gliriiltii oranin1 saglamak ve glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonundan noral
hasar1 onlemek i¢in diisiik tutulmak zorundadir. Asir1 glutamat nérotoksisiteye neden

olabilir ve felg, travma, Alzheimer hastaligi, amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve


http://link.springer.com/article/10.1007/s00429-006-0109-x#CR6
http://link.springer.com/article/10.1007/s00429-006-0109-x#CR4
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Huntington hastaligi, bipolar bozukluk gibi norolojik bozukluklarda hiicresel hasara
sebep olabilir (Choi 1988; Kanai et al. 1993; Trotti et al. 2001; Dallaspezia et al. 2012).

Cizelge 2.3’de insan gen veritabanindan (Anonymous 2016c¢) yararlanilarak olusturulan

GRIN2C ve SLC1A2 genlerine ait baz1 6zellikler verilmistir.

Cizelge 2.3. GRIN2C ve SLC1A2’ye ait baz1 6zellikler

GRIN2C

SLC1A2

Diger adlandirmalar

Glutamat reseptor, iyonotropik,
N-metil D-aspartat 2C
Glutamat [NMDA] Reseptor

Sodyum-Bagimli Glutamat
Aspartat Transporter 2
Glutamat Aspartat

Subiinit Epsilon-3 Transporter |l
N-metil D-aspartat reseptor alt-2C | EAAT2
NMDAR2C Eksitotoksik Amino
GIluN2C Asit Transporter 2
NR2C GLT-1
N-metil-D-aspartat reseptor alt 2C | HBGT

Bazi gen HGNC: 4587 HGNC: 10940

sitelerindeki Entrez Gene: 2905 Entrez Gene: 6506

ID numaralari

Ensembl: ENSG00000161509
OMIM: 138254
UniProtKB: Q14957

Ensembl: ENSG000001104:
OMIM: 600300
UniProtkKB: P43004

Genomik Konum

Kromozom: 17

Baslangic: 74,842,021 bp

Son: 74,861,514 bp

Boyut: 19,494 baz

Oryantasyon: Negatif (eksi) Zincir

Kromozom: 11

Baslangig: 35,251,205 bp
Son: 35,420,063 bp

Boyut: 168,859 baz
Oryantasyon: Negatif Zincir

Protein Bilgileri

Protein Sembolii: Q14957-
NMDE3-HUMAN

Protein Erisimi: Q14957, B2RTT1
Boyut: 1233 amino asit

Molekiiler Kiitle: 134,209 Da

ProteinSembolii:P43004-
EAA2_HUMAN

Protein Erisimi:
B4DQE9, Q14417

Boyut:574 amino asit
Molekiiler Kiitle: 62,104 Da

P43004,



http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=10940
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=6506
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000110436
http://omim.org/entry/600300
http://www.uniprot.org/uniprot/P43004
http://www.uniprot.org/uniprot/P43004
http://www.uniprot.org/uniprot/P43004
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2.14. Karadut Etken Maddeleri ve Glutamat iliskisi Uzerine Yapilan Cahsmalar

Bu bagslik altinda ¢alismada kullanilan karadutun HPLC analizlerine dayali olarak tespit

edilen etken maddeler ile glutamat iligkisi iizerinde yapilan ¢alismalar incelenmistir.

Martini et al. (2000) tarafindan yayinlanan bir ¢alismada Phyllantus bitkisinden
ekstrakte edilen bazi bilesiklerin (rutin, geraniin, kuersetin) rat beyin membraninda [3H]
glutamat ve [®*H] GMP-PNP (glutamaterjik iletiminin modiilasyonunu yapan hiicre dist
alanlar1 baglayan bir GTP analogu) baglanmasi {izerine dogal olarak olusan
antinosiseptif etkileri arastirillmistir. 800 nM glutamat ve 800 nM GMP-PNP
baglanmasi iizerine 160 uM’ye kadar olan konsantrasyonlarda rutin etki gostermezken
(30-500 pM) kuersetin doza bagimli olarak etkide bulunmustur. [*H] glutamat
baglanmasinin kuersetin inbisyonu i¢in hesaplanan 1Csq degeri 216 uM olarak
verilmistir. [*H] GMP-PNP’nin GTP analogu baglanmasinin kuersetin inhibisyonu i¢in
ise hesaplanan 1Csy degeri 396 uM olarak belirtilmistir. Calisma sonuglarina gore
aragtirmacilar bu dogal bilesiklerin antinosiseptif aktiviteyle ilgili olarak muhtemelen

norokimyasal bir parametre gosterebilecegini one siirmiislerdir.

Siu et al. (2008) tarafindan yayinlanan bir ¢aligmada katesinin glutamatla muamele
edilmis retina tizerindeki etkileri arastirilmistir. Dondurulmus domuz retinasi ¢éziinmiis
ve 20 mM Tris (pH 7,40; 1:15 v/w) ile homojenize hale getirilmistir. Ardindan 4°C’de 5
dak boyunca 1000xg’de santrifiij edilmistir. 300 pL olarak ayarlanan retina
homojenatlar1 5, 10, 15, 20, 25 nmol konsantrasyonlardaki glutamat ile 37°C’de bir saat
boyunca inkiibe edilmistir. Katesinin 0,5, 1, 2, 4, 8 nmol konsantrasyonlar1 20 nmol
glutamat uygulanmis retina homojenati ile 37°C'de bir saat boyunca inkiibe edilmistir.
Malondialdehit (MDA) diizeyleri lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak
belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gére glutamatin retinal MDA y1
arttirdigr (p<0,0001) ve katesinin bu etkiyi tersine ¢evirdigi (p<0,0001), glutamat
uygulamasindan sonra yedi proteinde (Heterojen riboniikleoprotein, tioredoksin
peroksidaz, 5-hidroksitriptamin reseptdrii, piruvat dehidrojenaz, ARHA protein (GTP

baglayic1), proteazom ve peroksiredoksin 6) énemli degisiklikler oldugu (p<0,05) ve
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katesinin bu degisiklikleri tioredoksin peroksidaz, S5-hidroksitriptamin reseptdrii,

peroksiredoksin 6 ve piriivat dehidrogenaz igin tersine ¢evirdigi (p< 0,05) belirtilmistir.

Lavoie et al. (2009) tarafindan yaymlanan ¢alismada E16-17 OF1 fareden hazirlanan
kortikal néron kiiltiirleri ve P1-3 OF1, C57BL/6 dogal fenotip ve C57BL/6 GCLM-KO
farelerden hazirlanan astrosit kiiltiirleri kullanilarak kuersetinin glutatyon seviyeleri
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bunun igin; bu kiiltiirler 24 saat boyunca 5, 10, 20, 50,
100 uM konsantrasyonlarinda kuersetine maruz birakilmistir. Medyum olarak kullanilan
norobazal medyuma 500 uM glutamin eklenmistir. Caligma sonuclarina gore kuersetin
astrositlerde glutatyon seviyelerini arttirmistir, ndronlarda ise glutatyonu azaltmistir ve
hiicre d6liimiine yol agmistir. Ayrica 20 pM kuersetin GCLC (glutamat sistein ligaz
katalitik altbirim), GCLM (glutamat sistein ligaz modifiye edici alt birim) ve GSS’nin

(glutatyon sentetaz) mRNA seviyelerini arttirmistir.

Lu et al. (2013) tarafindan yayinlanan ¢alismada kuersetinin rat serebral korteks sinir
terminallerinde (sinaptozomlar) glutamat salinimini etkileyip etkilemedigi ve olasi
mekanizmalar arastirilmistir. Calisma sonuglarina gore kuersetin rat serebral korteks
sinir uglarinda glutamat salinimini inhibe etmektedir. Glutamat salinimi 3-200 mM
kuersetin varliginda ya da yoklugunda (kontrol) 4-aminopridin (4-AP) ve 15 mM KCI
ile uyarilmistir. Kuersetin K* kanali bloke edici 4-AP ile uyarilan glutamat salinimin
inhibe etmistir ve bu etki hiicre disi Ca* iyonlarmin selatlanmasi ile Onlenmistir.
Kuersetin sitosolik serbest Ca®* konsantrasyonunda depolarizasyona bagli artisi
azaltmistir ancak 4-AP aracili depolarizasyonu ve Na' gecisini degistirmemistir.
Glutamat salmiminin kuersetin aracili inhibisyonu hiicre ici Ca®* salmmimi bloke
ederek degil N-tipi kalsiyum kanali alfa 1B alt birimi olan Ca,2.2 ve P/Q voltaja-bagh
kalsiyum kanali olan Ca,2.1 kanallar1 bloke edilerek 6nlenmistir. Ayn1 zamanda Protein
kinaz C (PKC) ve protein kinaz A'nin (PKA) kombine inhibisyonu uyarilmis glutamat
salinimi {izerindeki quersetinin inhibitér etkisini onlemistir. Ayrica, kuersetin 4-AP
indiikli PKC ve PKA'nin fosforilasyonunu azaltmistir. Arastirmacilar biitiin bu

sonuglarin kuersetinin rat kortikal sinaptozomlardan glutamat salinimini inhibe ettigini
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ve bu etkinin perisinaptik voltaj bagimli Ca** girisinde bir azalmaya ve PKC ile PKA

aktivitesinin baskilanmasina bagli oldugunu ifade etmislerdir.

Mikami and Yamazawa (2015) tarafindan yayinlanan ¢alismada glutamat ile indiiklenen
noronal hiicre Olimiine kars1 klorojenik asidin  koruyucu etkisinin molekiiler
mekanizmasinin agiklanmast hedeflenmistir. Bunun igin; oncelikle primer kiiltiirdeki
kortikal noronlar 10 uM CGA (klorojenik asit) ya da 10 uM MK-801 varliginda ve
yoklugunda 300 uM L-glutamik asit ile muamele edilmistir. 16 saat sonra, primer
kiiltiirler propidyum iyodiir (PI)/Heschst ya da kalsein ile boyanmustir. PI ve Hoechst ile
¢ift boyama glutamat ile indiiklenen hiicre O6limiiniin apoptotik olup olmadigini
dogrulamak igin yapilmustir. Ayrica, Ca®"nin hiicre i¢i konsantrasyonlar1 Ca®
indikatorii fura-2 kullanilarak goézlenmistir. Calisma sonuclarina gore arastirmacilar
klorojenik asit muamelesi ile glutamat ile indiiklenen noéronal hiicre Sliimiinii inhibe
edildigini, néron kiiltiirine glutamat ilavesinin sebep oldugu hiicre i¢i Ca®

konsantrasyonundaki artisinin 6nlendigini one siirmiislerdir.

Vidak et al. (2015) tarafindan yayinlanan derlemede gidalardaki bazi flavonoidlerin
glial ve glioblastoma iizerindeki etkilerine dair yapilan ¢aligmalar incelenmistir. Bu
derlemeye gore; glial hiicreleri lizerindeki kuersetinin koruyucu etkileri cogunlukla C6
hiicreleri ve in vitro deneylerde astrosit kiiltiirleri kullanilarak yogun bir sekilde
calisilmigtir. C6 hiicrelerinin oksidatif strese maruz kalmasi lipit peroksidasyonu,
glutatyon azalmasi, DNA zincirlerindeki kirilmanin artmasi ve kalsiyum iyonlarinin
akisindaki artis ile sonuglanmaktadir. Ancak bu olumsuz etkiler eger hiicreler quercetin
ile muamele edilirse hafiflemektedir. C6 hiicreleri iizerindeki kuersetinin anti-
inflamatuar etkileri rapor edilmistir. Bu hiicre hattinda, kuersetin TNF-a ve interlokin
lo. sitokinlerinin ekspresyonunu azaltir. Inflamatuar siireglerinin inhibisyonu sonucu
noronlarin apoptozunda azalma meydana gelmektedir. Ayrica, kuersetin heme
oksigenaz 1 indiiksiyonu ile C6 hiicrelerinin apoptozunu inhibe eder. Kuersetin C6 glial
hiicrelerde ve ndronda apoptozu inhibe etmesine ragmen, insan glioblastoma T98G
hiicrelerinde mitokondriyal oliim yolunu aktive ederek apoptozu indiikler. T98G

hiicrelerinin kuersetin maruziyeti kaspaz 3 ve 9'un aktivasyonuna, mitokondriden
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sitokrom c¢'nin salimimina ve mitokondrial membran potansiyelinde bir azalmaya yol
acar. Kuersetin ayn1 zamanda mitokondriyal apoptotik yolu dahil olan 1s1 sok proteinleri
olan HSP27 ve HSP72'yi inhibe eder.

Yine bu derlemeye gore; katesin tiirevleri beyinde anti enflamatuar etki gostermektedir.
Glial hiicrelerde katesin pro enflamatuar sitokin TNF-a’nin ekspresyonunu diizenleyen
mitojen ile aktive edilen protein kinazlarin sinyalleme kaskadini inhibe ederek kinaz
sinyal yolaklarin1 modiile etmektedir. Katesin ayni zamanda COX-2 ekspresyonunu
inhibe ederek prostaglandin sentezini azaltmaktadir ve ROS ile RNS iretimini
baskilamaktadir. Boylelikle, glial hiicrelere enflamasyon ve oksidatif strese karsi ilave

koruma saglanmis olunmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada kullanilan cihazlar

Elektroforez (BioRad)

Hassas Terazi (KERN ABS)

pH Metre (WTW Series pH 720)

Vorteks (Heidolp)

Steril Kabin (ESCO)

Etliv (P Selecta Cod:2001248)

Otoklav (P Selecta)

Sogutmali santrifiij (J.P. Selecta Cenrtrofriger-BL)

Buz Dolab1 (Bosch KAN62V70NE-Ever Med Medical Refrigeration)
Su Banyosu (P Selecta)

UV-Visible Spektrofotometre (PG Instrument T80 UV/VIS Spectrometer)
Distile su cihazi (GFL 2004)

Manyetik karistirici1 (Wise Stir MSH-20D, Stuart SB162-Are)
Nanodrop UV VIS Spektrofotometre (Epoch)

Real Time PCR (Roche)

CO; inkiibatorii (Newbrunswick Scientific Innova)

3.1.2. Caliymada kullanilan biyolojik materyaller

Aragtirmada kullanilan karadut (Morus nigra) bitkisi Tiirkiye, Erzurum’da yerel bir
satis noktasindan temin edilmistir. Alinan karadut Atatiirk Universitesi Biyoloji
Boliimii’nde taksonomistlerce tanimlanmistir. Calismada kullanilan saglikli insan kani

serumu Atatiirk Universitesi, Arastirma Hastahanesi, Biyokimya Laboratuvari’ndan
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temin edilmistir. Glioblastoma hiicre hatt1 olarak bilinen U87MG kanser hattt Van

Universitesi’nden temin edilmistir.

3.1.3. Calismada kullanmilan kimyasal materyaller

Amonyum  Siilfat  ((NH4)2SOQ,), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-sulfonicacid)
diammonium salt (ABST), Sodyum Asetat (C,H3NaO,), Sodyum Fosfat (NaszPO,),
Sodyum Karbonat (Na,CO3), Sodyum Hidroksit (NaOH), Hidroklorik Asit (HCI),
Temodal (C¢HsNgO2), Trizma (NH,C(CH,OH)3-HCI, Sodyum Dodesil Siilfat (SDS:
CH3(CH2)1:0S0O3Na), Amonyum Persiilfat ((NHy),2S20g), TEMED
((CH3)2,NCH,CH;N(CHs)2), Comassie Blue R250 (CssH44N3NaO;S;), Brom Timol
Mavisi (Cp7H28Br,0sS), Gliserin (C3HgO3), B-merkaptaetanol (C,HgOS), Akrilamid
(C3HsNO), N°N’_Metilen_Bis-akrilamid ((H,C=CHCONH),CH,, Glisin (C;HsNO),

Paraokson (C19H14NOgP) ¢alismada kullanilan kimyasal materyallerdendir.

Noron Kiiltiirii i¢in; Bir giini dolmamis Sprague Dawley sigan yavrusu, NBM (Neuro
Basal Medium Sigma GIBCO 21103-049), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium), FBS (Fetal Bovin Serum, Sigma-Aldrich MFCD00132239), Supplement B27
(Life Technology 12587-010), Tripsin (Sigma Aldrich no MFCD00130286)

kullanilmastr.

U87MG Kiiltirii i¢gin, DMEM, FBS, Penisilin—Streptomisin, amphotricin B (Life
Technology GIBCO 15240-062), %1 L-Glutamine (Life Technology 25030-081)

kullanilmastir.

MTT Sitotoksisite Testi i¢in; MTT [3- (4,5-Dimethyldiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl
Tetrazolium Bromid] tozu: Sigma Aldrich, No: MKBR4419V. DMSO (Dimethil
sulfoxide): Sigma Aldrich, No: W29A015 96 kullanilmistir.

Molekiiler ¢alismalar i¢in; Roche high pure RNA Tissue Kit N0:12033674001, Roche
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit No0:04896866001, Roche Fast Start
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Essential DNA Probes Master Kit (Roche), Grin2c, Slcla2 primerleri, Beta aktin

kullanilmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan nano y-Fe,O3 yapi ve ozellikleri

Cizelge 3.1°de calismada kullanilan nano y-Fe;O3’a ait veriler gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan nano y-Fe,O3-a ait veriler

Kimyasal isim nano y-Fe;0;
CAS No. 1309-37-1
Uriin numarasi 544884
Molekiil agirhigr g/mol 159,69
Partikiil boyutu nm <50 (BET)
Yiizey alam m?/g 50-245
Erime noktasi °C 1,538

Nispi yogunluk g/cm3 5,15

Su icinde ¢oziiniirliigii Coziinmez
Form Nano toz

3.2. Yontem

3.2.1. Karadut alkol ve su ekstraktlarinin hazirlanmasi

-20°C’de saklanan karadut alkol ve su ekstraktinin hazirlanmasi i¢in oda sicakliginda
yavas ¢Ozlilmeye birakilmistir. Daha sonra belirli agirliklarda tartilarak blendirda ve
mikserde kiiciiltme islemine tabi tutulmustur. Uzerini drtecek sekilde alkol (etanol) ve
saf su eklenmistir ve 24 saat boyunca manyetik karistirict lizerinde magnet ile karistirma

islemi yapilmistir. Daha sonra stizme islemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.1). Karadutun



49

alkol ekstraksiyonunda alkol evaporatér ile uzaklastirilirken karadutun su ekstraksiyonu
da su liyofilizator ile wuzaklastirilmistir. Elde edilen ekstraktlar igin UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak dalga boyu taramasi yapilmistir. Kor olarak saf su
kullanilmistir. Daha sonra ekstraktlar bir sonraki kullanim icin -20°C’de muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.1. Karadut ekstraklarinin hazirlanmasi sirasindaki islemler

3.2.2. Karadut alkol ve su ekstraktlarinin HPLC analizi

Karadut alkol ve su ekstraktlarinin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)
ile analizi Malatya ilinde Kayis1 Arastirma Enstitiisii Midiirliigii’nde yapilmistir.
Karadut su ekstraktindan 0,1093 g, karadut alkol ekstraktindan 0,1012 g tartilarak 5 ml
¢oziictide (metanol: su: HCI (70: 29,9: 0,1)) ¢6ziilmiistiir. Bu 6rnekler bir gece boyunca
karanlikta bekletilmistir. Daha sonra sirasiyla santrifiijleme ve filtreleme islemi
gerceklestirilmistir. Enjeksiyona verilerek analiz sonuglar1 elde edilmistir. Mobil faz

olarak A:% 4,5 formik asit ve B:Asetonitril kullanilmistir.

3.3.3. Karadut alkol ve su ekstraktlarimin nano y-Fe;O3’e immobilizasyonlari

v-Fe203 nanopartikiillerin iizerine alkol ve su karadut ekstraktlar1 ayr1 ayr1 immobilize
edilmistir. Bu amagla ayni beher igerisine son hacim saf su ile 10 mL olacak sekilde

karadut ve demir nanopartikiilleri belirli oranlarda konularak 2 saat boyunca bir magnet
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yardimiyla manyetik karistirici iizerinde ve ardindan 1 saat siire ile ultrasonik banyoda
karistirtlmistir.  Daha sonra immobilizasyonun optimum immobilizasyon siiresi,
optimum materyal konsantrasyonu, optimum pH, optimum sicaklik ¢alismalari

gergeklestirilmistir.

3.3.4. Optimum immobilizasyon siiresinin belirlenmesi

Karadut ekstrakti ve belirli miktardaki magnetik nanopartikiiller 2 saat boyunca
manyetik karistirict kullanilarak magnet yardimi ile karistirnlmistir. 30, 45, 60, 75, 90,
105 ve 120.dk’da her ekstrakt igin 6nceden belirlenen dalga boyunda spektrofotometrik
Olclim yapilarak absorbanslar belirlenmistir. Bu absorbans Ol¢timleri dikkate alinarak

optimum immobilizasyon siireleri alkol ve su ekstraktlari i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir.

3.3.5. Optimum materyal konsantrasyonunun belirlenmesi

2,5, 5, 10, 15, 20 mg/mL konsantrasyonlar1 elde edilecek sekilde kullanilan ekstraklar
0,01 g magnetik nanopartikiil kullanimi ile immobilize edilmistir. Burada her ekstrakt
icin belirlenen optimum immobilizasyon siiresi kullanilmistir ve her ekstrakt i¢in
onceden belirlenen dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢tim yapilmistir. Okunan
absorbans degerleri dikkate alinarak her ekstrakt i¢in optimum materyal konsantrasyonu

belirlenmistir.

3.3.6. Optimum pH degerinin belirlenmesi

Belirlenen optimum materyal konsantrasyonunda ekstraktlar pH 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0,
8,0, 9,0 ortamlarinda nano vy-Fe;Os’e immobilize edilmislerdir. Optimum
immobilizasyon siireleri sonunda spektrofotometrik Ol¢tim alinarak absorbans
okumalar1 yapilmistir ve bu veriler degerlendirilerek her ekstrakt i¢in optimum pH
degeri belirlenmigstir. Ortamun pH’s1 asir1 seyreltik HCl ve NaOH kullanilarak

ayarlanmugtir.
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3.3.7. Optimum sicaklik degerinin belirlenmesi

Daha oOnce tespit edilen optimum immobilizasyon siiresi, optimum materyal
konsantrasyonu ve optimum pH degerleri esas alinarak hazirlanan ekstraklar ile 10°C,
20°C ve 30°C sicakliklarda immobilizasyon gerceklestirilmistir. Daha sonra
spektrofotometrik Sl¢lim yapilarak ilgili absorbans degerleri elde edilmistir. Bu veriler

degerlendirilerek her ekstrakt i¢cin optimum sicaklik degerleri belirlenmistir.

3.3.8. Karadut ekstraktlar1 immobilize edilmis y-Fe,O3; nanopartikiillerinin SEM,
EDX, FT-IR karakterizasyonu

Karadut ekstraklar1 immobilize edilmis manyetik nanopartikiillerin ylizey morfolojisinin
goriintlilenmesi i¢in Zeiss marka Sigma 300 model Taramali Elektron Mikroskobu ile
SEM goriintiileri, kimyasal yapisi hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in EDX grafikleri ve
son olarak kristal yapisinin anlasilmasi i¢in Brucker VERTEX 80/80v markali FT-IR
cihazi ile FT-IR grafikleri elde edilmistir. Bu calismalar Atatiirk Universitesi Daytam

blinyesinde gerceklestirilmistir.

3.3.9. Paraoksonaz (PON1) enziminin insan serumundan saflagtirilmasi

Paraoksonaz enziminin saflastirilmas1 amaciyla Atatiick Universitesi, Arastirma
Hastahanesi Biyokimya Laboratuvari’ndan saglikli kisilere ait kan Orneklerinden
toplanan serumlar Erzurum MYO, Gida Isleme Béliimii Laboratuvar ortamia soguk
zincir korunarak getirilmistir ve +4°C’de muhafaza edilmistir. Paraoksonaz enziminin
saflagtirilmas1 ii¢ fazli saflastirma teknigi ile yapilmistir. Ilk olarak n-biitanol
optimizasyonu ve daha sonra amonyum siilfat optimizasyonu ¢alisilmistir. Bunun igin
10 mL’lik serum 6rnegi igeren 4 behere 1:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0 oranlarinda 1-
biitanol ve 4 gr amonyum siilfat ilave edilmistir. 30 dk boyunca manyetik karistiricida
karistirtlmistir. Daha sonra elde edilen ¢ozeltiler 5000 xg’de 10 dk boyunca
santrifiijleme islemine tutulmustur. Santrifiijden ¢ikarilan tiiplerde iist faz alkol, orta faz

cokelek, alt faz su olmak iizere 3 faz olusumu gozlenmistir (Sekil 3.2). Orta faz olan
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¢cokelek 1 mM CaCl; igeren 50 mM Tris/HCI tamponundan (pH 8,1) 3 mL alinarak
¢Oziindiiriilmiis ve 3 saat boyunca ayni tampona karsi diyaliz edilmistir. Ayn1 kosullarda
ve stirede alt faz da 3 saat boyunca diyaliz edilmistir. 3 saat sonunda enzim aktivite
tayini amaciyla 1 mM fenilasetat substrati kullanilmak suretiyle 279 nm’de aktivite
Ol¢timii yapilmistir. Numune, 0,5 mL substrat ve 0,4 mL 50 mM Tris-HCI tamponuna
ilave olarak 0,1 mL enzim kullanilarak hazirlanmistir. Kor, enzim yerine saf su
kullanilarak hazirlanmistir. Aktivite dl¢limii yapilmadan 6nce hazirlanan tiipler 15 dk

boyunca 37°C’deki su banyosunda inkiibe edilmistir.

Sekil 3.2. Paraoksonaz enziminin UFA yontemiyle saflastirilma asamalar

Amonyum siilfat optimizasyonu i¢in; 10 mL serum ve belirlenen optimum n-biitanol
miktar1 (1,0:0,5 oran1 korunarak) 4 behere %20, %40, %60, %80 oranlarinda amonyum
stilfat eklenmistir. Yarim saat boyunca manyetik karistiricida ¢oktiirme islemi, 10 dk
5,000xg’de santrifiijleme ve orta fazin Tris-HCI tamponu ile ¢6ziilmesi islemlerini
takiben en yiiksek aktivite gosteren amonyum siilfat oraninin bulundugu beherde 2.
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. 2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi son hacime
gore %25, %30, %35, %40, %45, %50 oranlarinda tekrarlanmistir. Amonyum siilfatla
¢oktiirme islemi, 10 dk 5,000xg’de santrifiijleme ve orta fazin Tris-HCI tamponunda
¢coziilmesi ve 3 saat boyunca diyaliz edilmesi islemleri gerceklestirilerek enzim

saflastirmasi i¢in etkin oran belirlenmistir.

Amonyum siilfat ¢Oktiirmesinde  kullanilacak amonyum  siilfat miktarinin

belirlenmesinde asagidaki esitlik kullanilmistir.
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1,77 xV x (S, — S;)

9(NH),50, = 3,54 — S,

V: Serum+n-biitanol toplam hacmi
S1:1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S2:171n kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.3.10. Kantitatif protein tayini

Paraoksonaz enziminin saflastirilmas asamasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki mevcut
protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir. Bu yontem proteinlerin fosforik asit
varliginda Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifi ile birlesik yapi olusturmasi ve
olusan birlesik yapmin 595 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanir. Cok
kisa siirede uygulanmasi, olusan birlesik yapinin (protein-boya) c¢ozeltilerde uzun siire
kalabilmesi bu yontemin iistiinliiklerindendir. 5 mL Coomassie brillant ¢6zeltisi i¢ine 10
uL enzim konulmustur. Kor olarak saf su kullanilmigtir. Vorteksleme islemini takiben
10 dk bekletildikten sonra 595 nm’de UV-VIS spektrofotometresinde 6lgiim yapilmistir
(Bradford 1976).

3.3.11. Enzim aktivite tayini

Enzimin arilesteraz aktivitesi 1 mM CaCl, (pH 8,0) igeren 50 mM Tris/HCI tamponu
kullanilarak 37°C’deki su banyosunda 15 dk bekletildikten sonra belirlenmistir. Substrat
olarak 1 mM fenilasetat kullanilmistir (Sekil 3.3). Hidroliz oranm1 279 nm’de
spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir. Aktivite dl¢iimil icin molar absorpsiyon katsayisi
(e: 1310 M™cm™) olarak alinmustir. Arilesteraz aktivitesinin bir unitesi dk bagma

hidrolize olan fenil asetatin mikromol miktari olarak tanimlanmustir.
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Asetik asit

Fenil asetat Fenol

Sekil 3.3. PONI katalizi ile olusan arilesteraz tepkimesi

UFA yéntemi ile saflastirilan enzimin paraoksonaz aktivitesi ImM CaCl, igeren 50 mM
Tris/HCI tamponu (pH 8,0) kullanilarak 37°C’de su banyosunda 15 dk inkiibe
edildikten sonra belirlenmistir. Substrat olarak 1 mM paraokson kullanilmistir. Aktivite
Olciimii paraokson ve PONI1 arasindaki reaksiyonun sonucu olarak olusan
paranitrofenoliin 412 nm’deki absorbansina dayanmaktadir. Aktivite Ol¢limii igin
paranitrofenoliin molar absorpsiyon katsayisi (g: 18,000 M™cm™, pH 8,0) kullanilmustur.
Paraoksonaz enzim aktivitesi her dk’da hidrolize olan paraoksonun mikromol miktari

olarak tanimlanmistir (Reneault et al. 2006).

Elde edilen enzim {izerinde optimum pH, stabil pH, optimum sicaklik, stabil sicaklik

aralig1 6l¢timleri gerceklestirilmistir.

3.3.12. Saflastirilan PON1 enzimi icin optimum pH ve stabil pH degerlerinin

belirlenmesi

Enzimin optimum pH degerinin tespiti i¢in enzim, farkli pH degerleri igin farkli
tamponlarda 37°C sicakliktaki su banyosunda 15 dk bekletilmis daha sonra 279 nm’de
spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapilmistir. pH 3,0, 4,0, 5,0 degerleri igin asetat
tamponu (10 mM), pH 6,0, 7,0, 8,0 degerleri i¢in Tris/HCI tamponu (10 mM), pH 9,0,
10,0 degerleri icin Glisin tamponu (10 mM) kullanilmistir.

Enzimin stabil pH degeri i¢in degisen pH degerlerinde (3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0,
10,0) yukaridaki paragrafta verilen ilgili tamponlar kullanilarak hazirlanan 6rnekler 7

giin boyunca +4°C’de muhafaza edilmistir. Ornekler 500 pL ilgili pH degeri icin
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kullanilan tampon ve 500 pL enzim kullanilarak hazirlanmistir. Kor olarak hazirlanan
orneklerden enzim yerine saf su kullanilmistir. Her giin i¢in ayni saat diliminde
hazirlanan bu 6rneklerde 100 pL alinarak 1,4 mL substrat ilave edilmistir. Daha sonra
37°C sicakliktaki su banyosunda 15 dk bekletildikten sonra 279 nm’de

spektrofotometrik olarak Sl¢iim yapilmistir.

3.3.13. Saflastirllan PON1 enzimi icin optimum sicakhk ve stabil sicakhk

degerlerinin belirlenmesi

Enzimin optimum sicaklik degerinin tespiti i¢cin hazirlanan 6rnekler farkli sicakliklarda
(10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C) 15 dk bekletildikten sonra
279 nm’de tiim orneklerde aktivite tayini yapilmistir. Farkli sicakliklarda bekletilen
orneklerin hepsi oOnceki c¢alismada belirlenen optimum pH dikkate alinarak

hazirlanmistir.

Enzimin stabil sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in ornekler farkli sicakliklarda 1 saat
bekletilmistir. Bu siire sonunda 279 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iim alinmistir.
Ornekler 100 puL tampon+enzim ve 1,4 mL substrat icerecek sekilde hazirlanmistir. Koér

olarak enzim yerine saf su kullanilmistir.

3.3.14. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE) ile

enzim safhiginin tayini

Paraoksonaz enziminin {i¢ fazli ayrim teknigi ile saflagtirilmasindan sonra enzimin alt
birim sayis1 yigma jeli %3, ayirma jeli %10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat
jel elektroforezi (SDSPAGE) ile kontrol edilmistir. Bunun igin ilk olarak su ve etil alkol
kullanilarak elektroforez cam plakalar1 temizlenmistir. Temizlenmis plakalar arasina
aralik olusturucusu (plastik, cam) yerlestirilerek iki cam plaka birbiri {izerine konulmus
jel dokme aparatia sabitlenmistir. Ustten 2-3 cm kalacak sekilde plaka arasina ayirma
jeli dokiilmiistiir. Polimerizasyon tamamlaninca bos birakilan 2-3 cm’lik bosluga yigma

jeli dokiilmiistiir. Yigma jelinin lizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek 1-1,5 saat
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boyunca jelin polimerlesmesi beklenilmistir. Jel kasetleri elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 300 pL numune tamponu (0,65 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 3 mL
%1’lik SDS, 1 mL %100 gliserin, 1mL/10mL 9%0,1’lik brom timol, 50 pL pB-
merkaptoetanol/1 mL numune tamponu) igerisine saflastirilan enzimden 500 pL
konularak 5 dk boyunca sicak su igerisinde bekletilmistir. Protein markirlar1 olarak
miyozin (200 kDa), B-galaktosidaz (125 kDa), sigir serum albiimini (BSA) (66 kDa),
ovalbiimin (45 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa), lizozim (14,3 kDa) kullanilmustir.
Ornekler sogutularak kuyucuklara 30 pL yiikleme yapilmistir. Tankin alt ve {ist kismina
yiriitme tamponu (1,5 gr Tris, 7,2 gr glisin, 5 mL %10’luk SDS (500 mL igin))
konulmustur. Gii¢ kaynagi 80 volta ayarlanmis, bantlar ayirma jeline ulastiklarinda 120
volta ylikseltilmistir. Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra protein bantlarini igeren
ayirma jeli boyama cozeltisi (0,1 gr Coomassie Brillant Blue R250, 50 mL metanol, 10
mL asetik asit, 40 mL saf su) i¢ine konulmustur ve 0,5-1 saat boyunca c¢alkalayici
lizerine birakilmistir. Siire sonunda jel boyama ¢ozeltisinden c¢ikartilarak yikama
¢ozeltisine (100 mL asetik asit, 300 mL metanol, 600 mL saf su) konulmustur. Bir giin
boyunca farkli zaman dilimlerinde protein bantlar1 goézlemlenip fotograf ¢ekimi

yapilmustir.

3.3.15. Saflastirilan PON1 enzimi iizerine baz1 antioksidan bilesiklerin inhibisyon

etkilerinin arastirilmasi

Calisma i¢in belirlenen antioksidanlarm 10 mM’lik, 50 mL’lik stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. 500 pL 1 mM CacClj; igeren 10 mM Tris/HCI tamponu (pH 8,0), 300 uL
2,5 mL asetonda ¢6ziinen ve konsantrasyonu 3 mM olacak sekilde hazirlanan paraoksan
¢ozeltisi, 50 uL enzim ve ilgili antioksidan bilesikler i¢in tablolarda belirtilen degisken
miktarlar kullanilarak son hacim 1 mL olacak sekilde 6rnekler hazirlanmistir. 37°C’deki
su banyosunda 15 dk bekletilen orneklerle bu siire sonunda paraoksan substrati
kullanilarak 412 nm’de spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapilmistir. Calismada

kullanilan antioksidan bilesikler sunlardir:
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1) 4-Hidroksi-3-metoksisinnamik asit
2) 4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit
3) 2,6-dimetoksifenol

4) Ojenol

5) 5-Izopropil-2-metilfenol

6) 3,4-dihidroksisinnamik asit

7) Sinapik asit

8) 4-hidroksibenzoik asit

9) 5-5’-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)

Alman Olgimlere dayali olarak antioksidan bilesikler ig¢in %Aktivite-[I] grafikleri
cizilmis, egri denklemleri kullanilarak ICsy degerleri hesaplanmistir. Bu bilesiklerin Ki
degerlerinin tespiti i¢in saflastirilan PON1 enzim aktivitesini yariya indiren bilesiklerin
konsantrasyonu kullanilarak 3 farkli inhibitor konsantrasyonu belirlenmistir. Se¢ilen bu
ti¢ farkli konsantrasyonda ilgili bilesiklerin stok ¢o6zeltileri hazirlanmistir. Her
antioksidan bilesik i¢in 500 uL 10 mM Tris/HCI tamponu (pH 8,0), 50 pL enzim,
degisen degerlerde (50 puL, 90 uL, 140 pL, 190 uL, 230 uL) 3 mM paraoksan, degisken
miktarlarda saf su ve antioksidan bilesik ilave edilerek son hacim 1 mL olacak sekilde
ornekler hazirlanmigtir. Daha sonra Ornekler 37°C’deki su banyosunda 15 dk
bekletilmistir ve 412 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Elde edilen veriler ile

inhibitorler i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir (Demir vd 2011).

3.3.16. Kanser hiicre dizileri ve ¢ogaltilmasi

Glioblastoma hiicre hatt1 olarak bilinen U87MG kanser hatt1 Van Universitesi’'nden
temin edilmistir. Hiicre hatt1 37°C’de ¢ozlinmiistiir. Coziinen medyum ve bu medyum
icindeki hiicreler 2 mL’lik yeni medyumla karistirilarak +4°C’de 172 xg’de sartlari
kullanilarak 5 dk siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iist faz atilmigtir ve dipte
yer alan kanserli hiicreler DMEM, 1/FBS, %] antibiyotik (pensilin-streptomisin-
amfotrisin B), %1 L-Glutamat i¢eren medyum ile muamele edilmistir ve 25 cm? alana

sahip flasklara ekim yapilmistir. Her 3 giinde bir hiicreler mikroskop altinda
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incelendikten sonra medyumlar1 yenilenmistir. Yapilan kontrollerde kanserli hiicrelerin
flask kaplarinin %70’ini kapladigi anlasildiginda pasaj islemi uygulanmistir. Pasaj
isleminde ilk olarak hiicrelerin medyumu uzaklastirilmistir (Wang, Sun et al. 2015).
Flaskda Ca®* ve Mg®" icermeyen steril PBS ile yikama islemi yapilmustir. Yikama
isleminden sonra PBS uzaklastirilip 0,4 mL Tripsin/EDTA eklenmstir ve 5 dk boyunca
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda flaska 1:1 oraninda FBS eklenmistir. Steril falcon
tiiplere flask icindeki sollisyon aktarilarak tripsin tarafindan kaldirilan hiicrelerin eldesi
i¢in +4°C’de 172 xg’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Ust faz atildiktan sonra dipte
kalan hiicre tizerine yeni medyum eklenmistir ve 96’lik plate kullanilarak her kuyucuga
100 pL gelecek sekilde hiicre dagilimimin homojen olmasina dikkat edilerek hiicrelerin
ekimi yapilmigtir. Thoma cami kullanilarak yapilan sayimlara gére kuyucuk basina
1x10° hiicrenin geldigi tespit edilmistir. Peletler 37°C ve %5 CO; sartlarinda

inkiibatorde muhafaza edilmislerdir.

3.3.17. Noron kiltiiriiniin hazirlanmasi

Sinir hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi i¢in ilk olarak 9 adet yeni dogan rat yavrusu (Sekil
3.4) Batikon ile yikanarak steril petri kablarina alinmiglardir. Burada seri bir sekilde
dekapite edilmislerdir (Buyukokuroglu, Gepdiremen et al. 2003). Rat yavrularinin kafa
kisimlar1 gazli bez lizerine alindiktan sonra deri ve kafataslari ince makas kullanilarak
acilmistir. Korteks, beyin kasigi kullanilarak alinarak 2 mL DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) soliisyonu igeren tiipe aktarilmistir. Biitiin korteksler
alindiktan sonra tiipiin dibine ¢okme gosteren beyinler petri kabina alinmis ve sonra ¢ift
bisturi ile 20 dk siireyle sert olmayan hafif dokunuslarla makro pargalanma islemi
yapilmistir. Mikro pargalama asamasi i¢in parcalanmis korteksler yeniden DMEM
soliisyonu i¢ine alimmuistir. Bu soliisyona 1/4 oraninda tripsin EDTA ilave edilerek 30 dk
etiivde inkiibe edilmistir (Sengul et al. 2011). Saf néron hiicreleri elde etmek igin
inkiibasyon sonunda hiicreler 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmigtir ve her defasinda {ist faz atilarak yeni medyum ilave edilmistir. Dibe
¢coken saf ndron hiicreleri NBM, 1/10 FBS, 1/50 B27, 1/1000 antibiyotik iceren ndron

sollisyonuna konulmustur. 96’lik poli-lisin kapli poli stiren kaplara kuyucuk basina
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1x10° hiicre gelecek sekilde ekim yapilmistir. Her 3 giinde bir hiicreler mikroskop
alinda kontrol edilip medium degisikligi yapilmigtir. Numuneler, 37°C, %5 CO;

ortaminda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Noron kiiltiirii hazirlanmasinda kullanilan 1 giinliik rat yavrulari

3.3.18. Sitotoksisite testi

Calismada MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testi ile
sitotoksisite degerlendirilmesi yapilmistir. Kiiltiir ortami olarak %10 (h/h) FBS, 50
pug/mL penisilin-streptomisin ve 2 mM L-glutamin iceren DMEM kullanilmigtir. 96
kuyucuklu plaklara ekilen hiicreler 37°C, %5 CO, ortaminda inkiibatorde 24 saat
bekletilmistir. 24 saat sonunda kiiltiir ortam1 uzaklastirilarak Cizelge 4.9°da belirtilen
ilgili dozlardaki gruplar yeni kiiltiir ortaminda ¢oziindiriilerek kuyucuklara 2,5 mL
eklenmistir (n=6). Ornekler 24 saat CO, inkiibatoriinde inkiibe edilmis ve 25 uL MTT
cozeltisi (5 mg/mL) ilave edilmistir. 4 saat siire ile 37°C, %5 CO; ortam sartlarinda
inkiibasyon yapilmistir. Her kuyucuktaki canli hiicre sayis1 ELISA mikroplaka okuyucu
ile 570 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Bu islemler hem U87MG hiicreleri hem de

ndron hiicreleri i¢in yapilmistir.

MTT soliisyonu hazirlamak i¢in; 5 mg toz halinde MTT, 1 mL saf PBS iginde

¢Oziindiiriilmistiir ve 0,22 pum ¢apli filtreden siiziildiikten sonra kullanilmigtir.



60

3.3.19. RNA izolasyonu

25 cm?lik flasklar i¢indeki hiicrelere ilgili dozlardaki gruplar 2,5 mL mediumda
cOziindiiriilerek verilmistir. 37°C ve %5 CO, ortaminda 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Bu siire sonunda flasklar mikroskop altinda incelenmistir ve 4X boyutunda
fotograf ¢ekimi yapilmistir. Flask igindeki soliisyon vakum pompasi ile g¢ekilmistir.
Daha sonra her flask i¢in 2 mL HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution Lot RNBC8958)
kullanilarak yikama iglemi gerceklestirilmistir. Yikama soliisyonu vakum pompasiyla
cekilmistir. Her flaska pastor pipeti ile 1 mL Tripsin-EDTA soliisyonu (T4049-100 mL)
ilave edilmistir. Enzim aktivasyonunun daha hizli gergeklesmesi icin CO;
inklibatoriinde 3 dk bekletilmistir. Mikroskop altinda flasklardaki hiicrelerin
kalktigindan emin olduktan sonra orneklerle ayni numaralar1 iceren 15 mL’lk steril
falcon tiiplere hiicreleri igeren soliisyonlar alinmistir. Falcon tiiplere ayrica 1:1 oraninda
tripsin enzimini inaktif hale getirmek icin FBS (Fetal Bovine Serum) ilave edilmistir.
1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijleme yapilmistir. Falcon tiiplerde iist faz atilarak
tizerine 400 pL Lizis baglama tamponu ilave edilmistir. Pipetaj yapilarak 1,5 mL
ependorf tiipine aktarilmistir. Ependorf tiipleri 2 dk boyunca 38,759 xg’de
santrifiijleme islemine tabi tutulduktan sonra 200 pL saf ethanol ilavesi yapilmistir.
Vorteksleme isleminden sonra igerikler numaralandirilmis high pure spin filter tiiplerine
aktarilmistir ve 13.000xg’de 30 sn santrifijleme yapilmistir. Altta toplanan fazlar

atilmustir.

Her bir 6rnek i¢in 90 pLL. DNase Incubation Buffer + 10 uL DNase I working soliisyonu
olacak sekilde ayr1 bir tlipte karisim yapilmistir ve vortekslenmistir. Bu karistmdan 100
uL alinarak high pure spin filter tiiplerine ilave edilmistir. Oda sicakliginda santrifiij
icerisinde 15 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra bu tiiplere 500 pL. Wash Buffer I ilave
edilerek 15 sn siire ile 8.000xg’de santrifiijlenmistir. Alt faz atilarak 500 pL. Wash
Buffer II ilave edilmistir. 15 sn siire ile tekrar 8.000xg’de santrifiijleme islemi yapilarak
alt faz atilmigtir. Bu sefer 300 pL. Wash Buffer II ilave edilerek 2 dk siire ile
13.000xg’de santrifiijleme yapilmistir. 1,5 mL’lik steril ependorf tiipleri altlik olarak
kullanilarak 100 pL Elisyon Buffer ilave edilmistir ve 1 dk siire ile 8.000xg’de
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santrifiijlenmistir. Alt faz elimine ettigimiz RNA’dir. Ornekler iizerinde kantitatif analiz

yapilmustir.

3.3.20. RNA’nmin kantitatif analizi

260 nm ve 280 nm’deki absorbans orant RNA ve DNA’nin safliginin degerlendirilmesi
icin kullanilmaktadir. DNA i¢in bu oran 1,8 civarinda ve RNA igin bu oran 2,0
civarinda ise saf oldugu kabul edilmektedir. izole edilen RNA’larin kantitatif analizi
Epoch™ Multi volume spectrophotometer System ile yapilmustir. Orrnekler temizlenen
plate sirali olarak 2 pL miktarinda konulmustur ve okuma islemi gergeklestirilmistir.
Veriler kayit altina alinmistir. Ornekler sonraki asamada gergeklestirilecek olan cDNA

sentezi i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.21. RT-PCR (Reverse transkriptaz) ile cDNA sentezi

Elde edilen izole total RNA oOrnekleri buz iizerinde 5 dk tutularak ¢6ziinmeleri
saglanmistir. Ayrica bu sentez icin gerekli olan kimyasallar da buz {izerinde
¢oziinmiistiir. Daha sonra hem total RNA ornekleri hem de kimyasallar igin
mikrosantrifiij islemi yapilmistir. Kullanilacak olan kimyasallarla birlikte hacim 20 pL
olacagi igin 0,2 mL'lik PCR tiipleri kullanilarak bu tiiplere 1 uL 50 pmol/uL Anchored
Oligo (dT)sg primer, 11-x uL ddH,O ve total RNA'dan x uL konularak hafif pipetaj
yapilmistir. (Toplam 6rnek miktart 13 pL olacagi i¢in ddH,O miktart 11-x plL'dir).
Hazirlanan karisim 65°C’de 10 dk isitilmistir ve buz iizerinde en az 1 dk inkiibe
edilmistir. Daha sonra kisa siireli (5-10 sn) mikrosantrifiij yapilmistir ve ilizerine 4 pL
Transcriptor Reverse Transkriptaz Reaction Buffer, 2 uL 10 mM Deoxynucleotide mix,
0,5 ul Protector RNase Inhibitor, 0,5 pl Transcriptor Reverse Transcriptase ilave
edilmigtir. 25°C’de 10 dk, 55°C’de 30 dk ve 85°C’de 5 dk olarak inkiibasyon islemi
yapilmistir. CDNA sentezi bu sekilde tamamlanmistir ve kantitatif tayin yapilmistir.

Sentezlenen cDNA diger analizler yapilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.3.22. Sentezlenen ¢cDNA’min kantitatif analizi

Sentezlenen ¢cDNA’larin kantitatif analizi Epoch™

Multi volume spectrophotometer
System ile yapilmistir. Ornekler temizlenen plate sirali olarak 2 pL miktarinda

konulmustur ve okuma islemi gergeklestirilmistir. Veriler kayit altina alinmastir.

3.3.23. Real time PCR uygulamalari

Real Time PCR uygulamalar1 ekspresyon {irliniiniin kantitasyonu amaci igin kullanilan
hassas molekiiler bir yontemdir. Real time PCR ile RNA 6rnekleri nitel ve nicel olarak
cok kisa siirede incelenebilmekte, ¢ok sayida diisiik hacimli 6rnekler yiiksek giivenirlik
ile calisilabilmektedir. Real time PCR’da Orneklerin analizi reaksiyon esnasinda es
zamanl olarak yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, PCR iiriiniiniin UV
altinda gortintiilenmesi gibi ek ¢alismalar gereksiz kalmaktadir. Bu ¢alismada Roche
Light Cycler Nano cihazinda real time uygulamalar1 yapilmistir. Real time polimeraz
zincir reaksiyonu veri analizi igin QrAACT yontemi kullanilmistir (Livak and Schmittgen
2001). Cizelge 3.2°de galismada kullanilan real time PCR reaksiyon karisimi (bir tiip
icin) verilmistir. Cizelge 3.3’de PCR protokolii verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan real time PCR reaksiyon karigimi

Kullanilan Materyal Hacim (pL)
Master Mix 10

F primer 0,25

R primer 0,25
Prop 0,15
cDNA 5

dH,0O 4,35
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Cizelge 3.3. Calismada izlenen real time PCR protokolii

Denatiirasyon 95°C 10 dk
Amplifikasyon (45 dongii) 95°C 15sn
60°C 45 sn

Calismada kullanilan Grin2c ve Slcla2’ye ait primer ve prop dizilimleri Cizelge 3.4’te

verilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan primer ve prop dizilimleri

Forward Primer ATACCAATCCCAGCAGCATC
Grin2c Revers Primer TGTCCACGTTGTCCTCAAAG
Tagman Prop ran-CAAATCTGCGGGCTTCTGGGTG-"m"?
Forward Primer AGGAATCATGTCACCCAAGC
Slcla2 Revers Primer TGTGGGAATCTGGTGAAACA
Tagman Prop ran-TGCATCCAGCATGGTGGGAC- "

Housekeeping gen olarak Southampton, UK tarafindan primer dizayni yapilan p-actin
(Actb) (Rn00667869-m1) hazir olarak kullanilmustir.

3.3.24. Verilerin istatistiksel analizi

Verilerin analizi IBM SPSS 23,0 bilgisayar programi ile yapilmistir. Elde edilen veriler
tek faktorlii varyans analizi olan One-Way Anova yontemi ile degerlendirilmistir ve

Tukey testi kullanilarak karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1. Karadut Su ve Alkol Ekstraktlari i¢in Yapilan Dalga Boyu Tarama Sonuclari

Calismada kullanilan ekstraktlarin y-Fe;O3 nanopartikiiller iizerine immobilizasyonuna
yonelik spektrofotometrik Ol¢iimler sirasindaki her bir ekstrakta 6zgii dalga boyunun
belirlenmesi igin 200-900 nm arasinda dalga boyu taramasi yapilmustir. Olgiimlerde kor
numune olarak saf su kullanilmigtir. Dalga boyu tarama verilerine gore elde edilen her
materyale 6zgli kullanilan dalga boylar1 ve bu dalga boylarinda okunan absorbans

degerleri Cizelge 4.1’°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Materyallere 6zgii kullanilan dalga boylar1

Kullanilan Dalga boyu tarama arahgi Kullanilan Dalga Boyu
materyal (nm) (nm)

Karadut /Su 190-900 258 nm

Karadut/Alkol 190-900 596 nm

Kutlu vd (2001) tarafindan yayinlanan g¢alismada karadutun asitlendirilmis metanol,
asitlendirilmis su ve asitlendirilmemis metanol/su karisimi  ekstraksiyonlari
hazirlanmistir. Bu ekstraksiyonlarin UV-vis spektrofotometre kullanilarak 200-800 nm
arasinda dalga boyu taramasi yapilmistir. Calisma sonuglarina gore ekstraktlar UV-vis
spektrumlarinda ~280 ve ~520 nm dalga boyu bolgelerinde baslica iki pik vermistir. Bu
veriler antosiyaninlerin UV spektrumlarindaki piklerle yakinlik géstermektedir (500-
600 nm) (Harborne 1998). Bizim bulgularimiz bu degerlere yakinlik gostermektedir.
Karadutun alkol ekstraksiyonunun daha yiliksek absorbans degerinde pik vermesi
antosiyaninlerin ¢oziiniirliigliniin metanole gore suda daha diisiik olarak gergeklesmesi

nedeniyle agiklanabilmektedir (K&hkonen and Heinonen 2003).



4.2. Karadut I¢in Yapilan HPLC Analizindeki Veriler

Karadut alkol ekstrakti i¢in yapilan HPLC analiz sonuglarn Cizelge 4.2’de ve karadut

alkol ekstraktina ait HPLC kromotogrami Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Karadut alkol ekstrakti i¢in HPLC analiz sonuglari

Isim A.l.lkoyma Alan Yiikseklik | Conc. Birim
Siiresi
Katesin 11.099 280317 8653 22.866 mg/L
Klorojenik | 13.193 2415819 110060 40.711 mg/L
Rutin 19.395 549545 72992 15.989 mg/L
Kuersetin 22.391 14320 1472 0.190 mg/L
uVv
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Sekil 4.1. Karadut alkol ekstraktina ait HPLC kromotogrami
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Karadut su ekstrakti i¢in yapilan HPLC analiz sonuglari Cizelge 4.3’de ve karadut su
ekstraktina ait HPLC kromotogrami Sekil 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.3. Karadut su ekstraksiyonu icin HPLC analiz sonuglari

Isim Alikkoyma | Alan Yiikseklik | Conc. Birim
Siiresi
Katesin 10.972 292095 12161 23.827 mg/L
Klorojenik | 13.035 1468895 68902 24.701 mg/L
Rutin 19.380 626720 83470 18.213 mg/L
Kuersetin | 22.403 11288 1198 0.152 mg/L
uwVv _
250000

150000

100000

Sekil 4.2. Karadut su ekstraktinin HPLC kromotogrami

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3 birlikte incelendiginde katesinin, rutinin ve kuersetinin

karadut alkol ekstraktinda ve karadut su ekstraktinda birbirine yakin konsantrasyonlarda
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bulundugu ancak klorojenik asidin karadut su ekstraktindan ziyade karadut alkol

ekstraktinda daha fazla bulundugu anlagilmaktadir.

Giindogdu vd (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ¢esitli dutlarin (Morus nigra, Morus
alba, Morus rubra) HPLC ile fenolik maddeleri incelenmistir. Katesin, klorojenik asit,
rutin, kuersetin gibi baz1 fenolik maddeler agisindan elde edilen veriler 3 tiir dut igin
karsilagtiritlmali olarak verilmistir. Bu ¢alismada Morus nigra’da 0.113 + 0.021 mg/g fw
kuersetin, 1.423 + 0.036 mg/g fw rutin, 0.075 + 0.000 mg/g fw katesin, 3.106 + 0.004

mg/g fw klorojenik asit bulunmustur.

4.3. Karadut Ekstraktlarn vy-Fe,O3; Nanopartikiilleri Uzerine Immobilize
Edilmesinde Optimum Immobilizasyon Siiresi ve Optimum Materyal

Konsantrasyonu Calismalarinin Sonuclari

Immobilizasyon islemi belirli konsantrasyonlarda (2,5, 5, 10, 15, 20 mg/mL) hazirlanan
materyallerin 0,01 gr y-Fe,O3 nanopartikiil ile ayni beher igerisinde 2 saat boyunca
manyetik karistiricida  karistirilmasiyla  gergeklestirilmistir. 15. dk ve bu zaman
diliminden sonraki her 15 dk’da bir spektrofotometrik 6l¢iim alinmistir. Sekil 4.3°de
karadut sulu ekstraktina Sekil 4.4’te ise karadut alkol ekstraktina ait immobilizasyon
stiresi ve materyal konsantrasyonu optimizasyon ¢alismalarma yonelik grafikler
sunulmustur. Cizelge 4.4’te ise kullanilan her materyal i¢in belirlenmis olan optimum

immobilizasyon siiresi ve optimum materyal konsantrasyonu verilmistir.
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Sekil 4.3. Karadut su ekstraktina ait konsantrasyona bagimli zamana karsi
% immobilizasyon oranlar1

Sekil 4.3 incelendiginde karadut su ekstraktinin biitiin konsantrasyonlar1 30. dk’da
yaklagik %80 immobilizasyon orani ile ortak bir sonu¢ sagladiklart goriilmektedir.
Ancak biitiin konsantrasyonlardaki karadut su ekstraklar1 ozellikle 60.dk’dan sonra
immobilizasyon oraninda bir azalma gostermektedir. 60. dk’dan sonra ise biitiin
konsantrasyonlarda immobilizasyon oraninda az da olsa diisiis gdézlenmektedir. 10
mg/mL  konsantrasyondaki karadut su ekstraksiyonu 60. dk’da %93,7’lik

immobilizasyon orani ile 6ne ¢ikmustir.
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Sekil 4.4. Karadut alkol ekstraktina ait konsantrasyona bagimli zamana Karsi
% immobilizasyon oranlari
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Sekil 4.4 incelendiginde 30. dk’da 2,5 mg/mL, 5 mg/mL ve 10 mg/mL
konsantrasyondaki karadut alkol ekstraktlarinin %85’in iizerinde immobilizasyon orani
gosterirken 15 mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonundaki karadut alkol ekstraktlarinin
sirastyla yaklasik %60 ve %45 immobilizasyon orani gosterdikleri goriilmektedir. 45.dk
ile 100.dk arasinda biitiin konsantrasyonlarda % immobilizasyon oranlarinda az da olsa
artis gozlenmektedir. Ancak 120. dk’da biitlin konsantrasyonlardaki ekstraktlarin
immobilizasyon oranlarinda diisiis olmustur. Elde edilen veriler dogrultusunda 10
mg/mL konsantrasyonundaki karadut su ektraktiyla uyumlu olarak 10 mg/mL karadut
alkol ekstraktinin ¢aligma i¢in uygun olacagi ve yiiksek verimde immobilizasyon i¢in 60

dk siirenin yeterli oldugu goriisii tarafimizdan kabul edilmistir.

Cizelge 4.4. Kullanilan materyallerinin belirlenmis olan optimum immobilizasyon
stireleri ve optimum materyal konsantrasyonlari

Karadut Ekstraktlar:
Materyal
Su Alkol
Immobilizasyon siiresi 60 dk 60 dk
Materyal konsantrasyonu 10 mg/mL 10 mg/mL

4.4. Karadut Ekstraktlarinin vy-Fe,O3; Nanopartikiilleri Uzerine Immobilize

Edilmesinde Optimum pH ve Optimum Sicaklik Calismalarinin Sonuclari

Immobilizasyonun maksimum diizeyde gergeklestigi ortam pH degerinin bulunmast i¢in
pH optimizasyonu calismalar1 gerceklestirilmistir. pH optimizasyon ¢alismalarinda pH
3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 ortamlarinda immobilizasyonlar gerceklestirilmistir.
Numune olarak saf su kullanilmistir. Sekil 4.5°de karadut su ektrakti, Sekil 4.6°de
karadut alkol ektraktina ait pH optimizasyon ¢alismalarinda elde edilen %
immobilizasyon-pH grafikleri verilmistir. Cizelge 4.5’de ise pH optimizasyon
calismalarindan sonra karadut alkol ve su ekstraktlarinin sabit immobilizasyonunda

belirlenen optimum pH degerleri verilmistir.
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Sekil 4.5. Karadut su ekstraktina ait pH degerlerine karst % immobilizasyon oranlari

Sekil 4.5’de goriildiigi gibi 10 mg/mL konsantrasyondaki karadut su ekstrakti ile
immobilizasyonda ortam pH 7,0 ve pH 8,0 oldugunda diger ortam pH degerlerine gore
oldukca yiiksek % immobilizasyon oranlart elde edilmistir (Sirasiyla, %70,2 ve
%69,32). pH 3,0 ve pH 6.0 arasinda % immobilizasyon oraninda gittikge bir artig
gbzlenmesine ragmen bu oranlarin en yiiksegi %42,15 olmustur. pH 7,0 degerinden
onceki ortam pH degerlerinde %50 immobilizasyona ulasilamamistir. pH 7,0 ortaminda
en yliksek immobilizasyon orani elde edilirken pH 7,0 iizerinde ise immobilizasyon

oraninda tekrar bir azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4.6. Karadut alkol ekstraktina ait pH degerlerine kars1 % immobilizasyon oranlari
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Karadut alkol ekstraktinin y-Fe,O3 nanopartikiillerine immobilizasyonu iizerine ortam
pH’sinin etkileri arastirildiginda elde edilen verilere gore pH 5,0 ve pH 6,0 degerlerinde
immobilizasyon oranmin %85’in {izerinde oldugu belirlenmistir. Ancak ortam pH
degeri pH 6,0’dan yiikseldikce immobilizasyon orani yaklasik %35’e kadar diisiis
gostermistir. pH 6,0 nort pH’ya yakinligi ve %90,21 immobilizasyon orani gostermesi

nedeniyle tercih edilmistir.

Cizelge 4.5. Calismada kullanilan materyallere ait belirlenmis optimum pH degerleri

Materyal Karadut Ekstraktlar:
Su Alkol
Optimum pH 7.0 6.0

Immobilizasyonun maksimum verimle gerceklestigi optimum ortam sicakligini
belirlemek i¢in  10°C, 20°C ve 30°C’deki sicakliklarda immobilizasyon
gercgeklestirilmistir. 30°C’nin iizerindeki sicakliklar denenmemistir. Cilinkii materyaller
sicakliga duyarli oldugundan dolay1 ¢aligmamiz i¢in gerekli olan bilesenlerin denatiire
olma ihtimali vardir. Sekil 4.7’de karadut su ekstrakti, Sekil 4.8’de karadut alkol
ekstraktina ait sicaklik optimizasyon g¢alismalarinda elde edilen grafikler verilmistir.
Cizelge 4.6’da ise sicaklik optimizasyon c¢aligmalarinda her materyal i¢in kabul edilen

optimum sicaklik degerleri verilmistir.
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Sekil 4.7. Karadut su ekstraktina ait sicakliga kars1 % immobilizasyon oranlari

10°C, 20°C, 30°C ortam sicakliklarinda gergeklestirilen immobilizasyon ¢aligmalarinda
her 10°C’lik artista % immobilizasyon oraninda artis gozlenmistir. 10°C, 20°C ve
30°C’lik ortam sicakliklarinda sirasiyla %77,13, %83,8, %86,94 immobilizasyon
oranlar1 elde edilmistir. Bu veriler oda sicaklig1 olan 25°C’de immobilizasyon oraninin
en az %80’nin tizerinde olacagimi gostermektedir. Bu ekstra bir ortam sicakligi igin

herhangi bir enerji harcamasi gerekmedigi i¢in avantajli bir durum olarak kargimiza

cikmaktadir.
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Sekil 4.8. Karadut alkol ekstraktina ait sicakliga kars1 % immobilizasyon oranlari
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Karadut alkol ekstraktinin farkli ortam sicakliklarindaki elde edilen immobilizasyon
oranlar1 karadut su ekstrakti i¢in yapilan c¢alisma verileri ile farklilik gostermektedir.
Karadut su ekstraktinda sicaklik artisiyla immobilizasyon oranlari paralel bir artis
gosterirken karadut alkol ekstraksiyonunda 20°C’nin altindaki ve tstiindeki sicaklik
degerlerinde immobilizasyon oranlarinda ciddi azalmalar meydana gelmistir. En ytliksek
immobilizasyon orani (%88,9) 20°C ortam sicakliginda elde edilirken en diisiik

immobilizasyon orani (%39,72) ile 30°C ortam sicakliginda gézlenmistir.

Cizelge 4.6. Calismada kullanilan materyallere ait belirlenmis optimum sicaklik
degerleri

Karadut Ekstraktlar
Materyal
Su Alkol
Optimum Sicakhk 30°C 20°C

4.5. Karadut, y-Fe,O3 ve Karadut immobilize Edilmis y-Fe;O3; Nanopartikiillerinin
SEM, EDX, FT-IR Karakterizasyonu

Taramali elektron mikroskobu (SEM) tungsten uctan kaynaklanan elektronlarin
incelenecek numune tizerine diisiirilmesi ile olusan etkisimlerin toplanmasi ve
incelenmesi esasima gore calisir. Bu sekilde incelenen numunenin ylizey topografisi,
yapist hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir. Karadut, y-Fe,O3; ve karadut immobilize

edilmis y-Fe;O3 nanopartikiillerine ait SEM goriintiileri Sekil 4.9°da verilmistir.

SEM goriintiileri 10000x biiyiitme ile 10 pum boyutunda alinmistir. Karadut (K) i¢in
alman SEM goriintiisiinde dagmik olarak dagilmis ve parcalanmis bloklar goze
carpmaktadir. y-Fe,O3 (Fe) i¢in alinan SEM goriintiisiinde ise birbiri lizerine yigilmisg
yumusak toz parcaciklarin1 andiran bir yapi1 yer almaktadir. Karadut su ekstrakti
immobilize edilmis y-Fe;O3; nanopartikiillerine (KSFe) ait goriintide Fe grubunun
yumusak toz pargaciklarimin daginik bloklart birlestirip diizgiin ve biiyiikk bir blok

olusturdugu, karadut alkol ekstrakti immobilize edilmis y-Fe,O3 nanopartikiillerine
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(KAFe) ait goriintiide ise Fe grubunun yine bazi kirilmalar1 ve ¢atlamalartyla birlikte

ayn1 blogu olusturdugu goriilmektedir.

HY |[mag o WD ¢ — 10 m
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Sekil 4.9. Karadut (K) , y-Fe,O; (Fe), karadut su ekstraktt immobilize edilmis y-Fe,Os
nanopartikiiller (KSFe) ve karadut alkol ekstrakti immobilize edilmis y-Fe,O3; nanopartikiillerine
(KAFe) ait SEM goriintiileri

Enerji Dagilimi  X-151m1  analizi (EDX) ile incelenen numunelerin elemental
kompozisyonunun tanimlanmasi miimkiin olmaktadir. EDX analizi ile olusturulan
veriler analiz edilen numunenin ger¢ek kompozisyonunu olusturan elementlere karsilik

gelen pikleri gosteren spektrumdan olusmaktadir. Sekil 4.10°da karadut ve y-Fe,O3’a ait
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EDX spektrumlart ve Sekil 4.11°de karadut su ekstrakti+ y-Fe,O3; ve karadut alkol

ekstrakti+ y-Fe;O3’a ait EDX spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.10. Karadut (K) , y-Fe;O3 (Fe) ait EDX spektrumlari ve verileri

K grubu i¢in alinan EDX spektrumunda C, O ve Au elementlerinin pik verdigi

goriilmektedir. C atomu %67,63’lik oran ile 6rnekte en fazla miktarda bulunan element



76

olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fe grubu i¢in alinan EDX spektrumunda Fe, O ve C
elementleri pik vermistir. Numune Fe;O; oldugu icin O elementi daha yiiksek pik
vermesi beklenen bir analiz olmustur. Fe atomunun numarasi 26 g/mol oldugundan
dolay1 % agirlik oraninda O (16 g/mol) elementine gore daha yiiksek bir orana sahip

olmustur.
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Sekil 4.11. Karadut su ekstrakti immobilize edilmis y-Fe,O3 nanopartikiiller (KSFe) ve karadut
alkol ekstrakti immobilize edilmis y-Fe,03; nanopartikiillerine (KAFe) EDX grafikleri ve verileri
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KSFe grubuna ait EDX spektrumunda Fe grubuna ait EDX spektrumunda gézlenen
pikler goriilmektedir. Ancak elementlerin oranlarinda farkliliklar bulunmaktadir. K
grubunda pik veren Au elementi KAFe grubuna ait EDX spektrumunda da pik
vermistir. C elementi K grubunda baskin olarak pik verirken, immobilize gruplarda

cekinik olarak pik vermistir.

Fourier Déniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR) ile 4000-450 cm™ IR (kizil6tesi-
infrared) alaninda Olglim yapilarak numunelerin molekiillerindeki c¢esitli baglarin

titresim frekanslarini 6lgmek suretiyle numunedeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi

sahibi olunabilmektedir. Sekil 4.12°’de K, Fe, KSFe, KAFe’e ait FTIR spektrumlari

verilmigtir.
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Sekil 4.12. K, Fe, KSFe, KAFe’e ait FTIR spektrumlari

Sekil 4.12°de 1870-1650 cm™ degerleri arasindaki alanlarda C=0, 3640-3250 cm™
degerleri arasindaki alanlarda O=H, 1160-1030 cm™ degerleri arasindaki alanlarda C-
OH, 1665-1635 cm? degerleri arasindaki alanlarda C=C cis-izomer, 1675-1665 cm?
degerleri arasindaki alanlarda C=C trans-izomer gerilmeleri, 610-545 cm™ degerleri

arasindaki alanlarda SO, makaslar1 bulunmaktadir.
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4.6. Paraoksanoz Enzim Saflastirilma Basamaklarina Ait Sonuclar

Sekil 4.13°de n-biitanol optimizasyonuna ait Sekil 4.14’de birinci amonyum stilfat
optimizasyonuna Sekil 4.15’de ise ikinci amonyum siilfat optimizasyonuna ait
caligmalarda elde edilen grafikler verilmistir. Amonyum siilfat optimizasyonu
sonrasinda %20 amonyum siilfat oran1 en uygun oran olarak belirlenmistir. %20
amonyum siilfat oranli Ornek tekrar 2. Amonyum siilfat optimizasyonuna tabi

tutulmustur.
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Sekil 4.13. PON1 enziminin saflastirilmasi calismalarindaki n-biitanol optimizasyonu

Paraoksonaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan insan serumu hacmine gére 1,0:0,5,
1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0 oranlarinda n-biitanol kullanilmistir. Yapilan aktivite
Olglimlerinde paraoksonaz enzimi i¢in maximum aktivite degeri (51,89) veren n-biitanol
orani Sekil 4.13°de goriildiigii gibi 1,0:0,5 orani olmustur. 1,0:2,0 oranindaki n-biitanol
kullanim1 aktiviteyi olduk¢a olumsuz etkilemistir ve minimum aktivite degeri (2,62)

vermistir.
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Sekil 4.14. PON1 enziminin saflagtirilmast g¢aligmalarindaki 1. Amonyum stilfat
optimizasyonu

Sekil 4.14. incelendiginde paraoksonaz enziminin saflastirilmasinda toplam hacmin
(serum ve n-biitanol) %20°’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen enzimin
aktivitesi en yiiksek degeri verdigi goriilmektedir. %60 ve %70’lik amonyum siilfat

coktiirmeleri ile enzim aktivitelerinde paralel giden bir azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4.15. PONI enziminin saflastirilmasi g¢alismalarindaki 2. Amonyum siilfat
optimizasyonu

Aktivite Ol¢limlerinde en iyi sonucu veren %?20’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi

yapilmis 6rnek ikinci defa amonyum siilfat ¢oktiirmesine tabi tutulmustur. Bu asamada
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%25, %30, %35, %40, %45, %50’lik amonyum siilfat ¢oktiirmeleri denenmistir.

%25’1ik ikinci amonyum siilfat ¢oktiirmesi en yiiksek aktivite degerini vermistir.

4.7. UFA ile Saflastirilan Insan Serum Paraoksonaz Enzimi (PON1) icin

Saflastirma ve Verim Profili

UFA ile paraoksonaz enziminin saflastirilma asamalarinda hem aktivite tayini hem de
protein tayini yapilmistir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda elde edilen veriler ile aktivite,
toplam aktivite, spesifik aktivite, saflastirma katsayisi, % verim gibi parametreler
hesaplanmistir. Cizelge 4.7°de UFA ile saflastirilmis olan PON1’e ait hesaplanmis

parametreler verilmistir.

Cizelge 4.7. UFA ile saflastirilan insan serum PON1 ¢ ait saflastirma ve verim profili

Toplam Spesifik Protein
Hacim | Aktivite Aktivite ResIT Saflagtirma
Basamaklar Aktivite .
(mL) (EU/mL) (EU/ML) (mg protein| Katsayisi
(EU/mL) % / mL)
Serum 50 821,42 4,11.10° - 0,088 |[93210° |-
A. Siilfat 4
(%60-80) 15 1216,22 1,82.10 24,42 | 2,85 427 2,53
1.UFA 15 1266,69 1,9.10° 46,23| 7,24 175 3,11
2.UFA 15 1368,63 2,05.10° 49,87 | 575,8 2,377 182,66

Sinan vd (2006a) tarafindan yapilan ¢alismada paraoksonaz 1 enzimi amonyum siilfat
¢oktiirmesi (%60-80), Sefaroz 4B, L-tirozin ve 1- naftilamin igeren hidrofobik
interaksiyon kromotografisi ile insan serumundan saflastirilmistir. Saflastirilan PON1
enzimiyle ilgli olarak 1730,45 U/mg spesifik aktivite, %72,54 verim, 227 Kkat

saflagtirma degerleri elde edilmistir.

Demir vd (2008) tarafindan yapilan c¢alismada paraoksonaz enzimi sefaroz-4B-L-

tirosin-1-naftilamin  afinite  kromotografisi  kullanilarak  insan  serumundan

saflagtirilmistir. Saflastirilan enzime dair yapilan aktivite 6l¢timlerinde 0,616 EU/mL
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aktivite, 5,69 EU toplam aktivite, %19,29 verim, 7,51 EU/mg, 1797,18 saflastima

katsayisi elde edilmistir.

Samra et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada paraoksonaz enzimi Triton X-100 ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesi (%60-%70), Tris-HCI (pH 8,0, 1 mM CaCl, ) tamponuna
kars1 2 saat diyaliz ve kolestrol konjuge edilmis Fe3;0,4 nanopartikiil afinitesi, Sephadex-
G75 kolonu islem siras1 uygulanarak insan serumundan saflastirilmistir. Elde edilen
saflagtirilmis enzim ile ilgili olarak 0,89 mg protein, 390 U toplam aktivite, 438,20
U/mg spesifik aktivite, 72,89 %verim ve 515,52 saflastirma katsayis1 verileri elde

edilmistir.

Erzengin vd (2012) tarafindan yayinlanan ¢alismada insan serumundan PON1 enzimi
%60-80 oranindan amonyum stilfat ¢oktiirmesi ve hidrofonik etkilesim kromotografisi
yontemleri ile saflastirilmistir. %60-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesinde yapilan enzim
aktivite dlgtimlerinde 83,588 U/mL aktivite, 1,504,58 U toplam aktivite, 0,0783 U/mg
spesifik aktivite, %45,37 verim ile 1,74 saflastirma katsayisi elde edilmistir. Hidrofobik
etkilesim kromotografisi ile 131,404 U/mL aktivite, 394,21 U toplam aktivite, 11,76
U/mg spesifik aktivite, %11,89 verim ile 150,19 saflagtirma katsayisi elde edilmistir.

Demir vd (2016) tarafindan yayinlanan calismada paraoksonaz 1 enzimi amonyum
stilfat ¢oktiirmesi (%60-80), hidrofobik interaksiyon kromotorafisi yontemleri ile insan
serumundan saflagtirilmistir. Saflagtirilan PON1 enzimi ile ilgili olarak son asamada
440,84 EU/mL.dak aktivite, 881,68 EU toplam aktivite, 0,0002 mg protein, 219,14

saflagtirma katsayisi, %10 verim degerleri elde edilmistir.

Bizim ¢alismamizda insan serumundan UFA ydntemi ile saflastirilan PON1 enzimiyle
ilgili olarak yapilan aktivite ve protein Olglimleri dikkate alinarak yapilan
hesaplamalarda %60-80 amonyum siilfat ¢otiiriilmesi basamaginda 1216,22 EU/mL
enzim aktivitesi, 1,82x10* EU/mL toplam aktivite, 2,85 EU/mL spesifik aktivite, 427
mg/mL protein, 2,53 saflastirma katsayis1 ve %24,42 verim %?24,42 verim, 2,53
saflastirma katsayis1 elde edilmistir. 2. UFA asamasinda saflastirilmis PON1 enzimiyle
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ilgili olarak 1368,63 EU/mL enzim aktivitesi, 2,05x10* EU/mL toplam aktivite, 575,8
EU/mL spesifik aktivite, 2,377 mg/mL protein, 182,66 saflastirma katsayis1 ve %49,87
verim elde edilmistir. Iyon degisim kromotografisinde %48,56 verimle 25,95
saflastirma katsayis1 elde edilmisken UFA’nin ikinci asamasinda %49,87 verimle

182,66 saflastirma katsayisi elde edilmistir.

4.8. Insan Serum Paraoksonaz Enziminin SDS-PAGE Sonuglar

Sekil 4.16°de insan serumundan UFA yéntemi ile saflastirilan PON1’e ait SDS-PAGE

gOriintlisti verilmistir.
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Sekil 4.16. UFA ile saflastirilan paraoksonaz enziminin SDS-PAGE goriintiisii. 1: standart
protein miyozin (200 kDa), -galaktosidaz (125 kDa), sigir serum albiimini (BSA) (66 kDa),
ovalbiimin (45 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa), lizozim (14.3 kDa) II ve III saflastirilan
PON1 enzimi 45 kDa.

PONL1 enzimi i¢in yapilan insan serumundan saflastirma ¢alismalarinda molekiil agirlig
tayininde 43-45 kDa arasinda degerler bulunmustur (Sinan vd 2006b; Demir vd 2008).
Bizim ¢alismamizda insan serumundan UFA yéntemiyle saflastirilan PON1 enziminin

molekiil agirligr da yaklasik 45 kDa olarak tespit edilmistir.
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4.9. Paraoksanoz Enzim Saflastirilmasina Ait Optimum pH, Optimum Sicaklik,
Stabil pH Arahg ve Stabil Sicakhik Calismalarinda Elde Edilen Degerler

pH 3,0, 4,0, 5,0 i¢in asetat tamponu (10mM) , pH 6,0, 7,0, 8.0 i¢in Tris/HCI tamponu
(Trizma, 10 mM) ve pH 9.0 ve 10.0 i¢in Glisin tamponu (10,5 mM) hazirlamistir. Elde
edilen verilere gore Sekil 4.17°da optimum pH, Sekil 4.18’de optimum sicaklik, Sekil
4.19°de stabil pH, Sekil 4.20°de stabil sicakliga ait grafikler verilmistir.
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Sekil 4.17. PONI1 enzimini saflastirma ¢aligmalarinda elde edilen optimum pH grafigi

Optimum pH c¢aligmalarinda elde edilen verilere gore en yiliksek enzim aktivitesi
(9%19,8) pH 8,1’de elde edilmistir. Sayin (2009) tarafindan yapilan galismada sigir
serum paraoksonaz enzimini saflastirmistir ve aktivitenin pH ile degisimi aragtirilmistir.
pH 8,0’da sigir serum paraoksonaz enzimi ig¢in en yiiksek % aktivite degeri bu
calisgmada bulunmustur. Demir vd (2008) tarafindan yayimnlanan calismada insan
serumundan saflastirllan PON1 enziminin optimum pH degeri 8,0 olarak ifade
edilmistir. Ancak Askin vd (2012) tarafindan yapilan ¢alismada sigir karacigerinden
saflagtirilan bu enzimin pH 7,0-7,5 araliginda aktivitesinin yiiksek oldugu ve bu aralikta

maksimum aktiviteyi pH 7,1°de gosterdigi ifade edilmistir.
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Sekil 4.18. PONI1 enzimini saflastirma calismalarinda elde edilen optimum sicaklik
grafigi

Saflagtirilan enzimin optimum sicaklik ¢alismalarinda elde edilen verilere gére 37°C’de
%32,81 ile en yiiksek aktivite degeri elde edilmistir. 40°C’de bu degere yakin olarak
%31,85’lik bir aktivite 6l¢iimii yapilmistir. Ancak bu sicakliklarin altinda ve iistiindeki
sicakliklarda enzimin % aktivite degerinde onemli disiisler gozlenmistir. 40°C’nin
tizerinde enzimin protein yapisindan kaynakli olarak sicaklikla denatiirasyona meyilli
olmasindan dolay1 aktivitede diisiis beklenen bir durumdur. Sayin (2009) tarafindan
yapilan ¢alismada serbest paraoksonaz enziminin 38°C’de en yiiksek aktivite degerine
sahip oldugu ve bunun yaninda paraoksonaz’in 45°C’de denature oldugu belirtilmistir.
Askin vd (2012) tarafindan yayimlanan ¢alismada paraoksonaz enziminin bazi kinetik
Ozellikleri incelenmistir. Bu c¢alismada PONI enziminin aktivitesi 37°C’de 2,228
absorbans ortalamasi ile en yliksek degere ulasmistir. Bu degerler bizim ¢alismamizda

elde ettigimiz verilerle uyum gostermektedir.
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Sekil 4.19. PON1 enzimini saflastirma ¢aligmalarinda elde edilen stabil pH grafigi

Stabil pH ¢alismalarinda elde edilen verilere gore biitlin ortam pH’larinda ilk giine gore
7 gliin boyunca enzim aktivitesinde azalma meydana gelmistir. 1. giin en yliksek
aktiviteyi veren (50,94) pH 7,0 ortami olmusken 7. giin en yiiksek aktiviteyi veren
(14,79) pH 8,0 ortami olmustur. pH 7.0 ortami saflastirilan paraoksonaz enzimi igin
stabil pH degeri olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.20. PON1 enzimini saflagtirma ¢aligmalarinda elde edilen stabil sicaklik grafigi

Saflagtirilan enzimle ilgili olarak yapilan stabil sicaklik ¢alismalarinda 20°C sicaklik

ortanmu stabil sicaklik olarak kabul edilmistir.
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410. Cahsmada Kullanilan Antioksidantlarin Saflastirilan PON1 Enzimi

Aktivitesi Uzerindeki Etkilerine Dair Veriler

0,01 M konsantrasyonda hazirlanan antioksidant ¢6zeltileri 500 puL Tris/HCI tamponu
(1 mM CaCl; ihtiva eder, pH 8,0), 330 uL 3 mM paraoksan ¢ozeltisi ve 50 uL
saflagtirilmis enzim igeren deney tiiplerine toplam hacmi 1 mL olacak sekilde 0, 15, 40,
70, 90 ve 120 pL hacimlerde eklenmistir. Toplam hacim saf su ile 1 mL’ye
tamamlanmistir. Kor olarak enzim yerine saf su kullanilmistir. 15 dk 37°C’de
inkiibasyondan sonra 412 nm’de spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapilmistir. Bu
prosediir ¢alismada kullanilan biitiin antoksidan bilesikler i¢in uygulanmistir. Elde
edilen veriler dogrultusunda inhibitér konsantrasyonu ve % aktiviteye karst grafikler

cizilerek her bir antioksidan bilesik icin 1Csg degerleri hesaplanmistir.

Sekil 4.21°te 5-izopropil-2-metil fenoliin, Sekil 4.22°de 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoik
asit)’in, Sekil 4.23’de 4-hidroksibenzoik asitin, Sekil 4.24°da Ojenol’un, Sekil 4.25’de
4-hidroksi-3-metoksisinnamik asidin, Sekil 4.26’de Sinapik asidin, Sekil 4.27°da 4-
hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asidin, Sekil 4.28’da 2,6-dimetoksifenol’iin, Sekil
4.29’de 3,4-dihidroksisinnamik asidin 1Csp degerlerinin belirlenmesi ig¢in kullanilan

grafikler verilmistir.

120
L y = 94:5636-0__?36)(
100 R2=0,9908

Yo Aktivite
(=)}
(=]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1.4
inhibitor Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.21. 5-izopropil-2-metilfenoliin insan serum PON1 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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5-izopropil-2 metil fenol bilinen ismi ile karvakrol bir monoterpenoid fenoldiir (Ultee et
al. 2000). Karvakrol E.coli ve Bacillius cereus gibi baz1 bakteri suslarinin biiyiimesini
inhibe etmektedir (Du et al. 2008). Karvakrol iizerine yapilan bazi in vitro ve in vivo
caligmalarda bu maddenin antibakteriyel, antioksidant, antiseptik, biiyiime faktorii,
antifungal, antiviral, anti inflamatuar, balgam soktiiriicii, Oksiiriik kesici, rumen
mikrobiyal diizenleyici, metan emisyonunu azaltict olduguna dair tanimlamalar
yapilmistir (Luna et al. 2010; Soltanab et al. 2011; Hashemipour et al. 2013; Bravo et
al. 2014). Sekil 4.21°den faydalanarak 5-izopropil-2 metil fenol i¢in 1Csy degeri 0,865

MM olarak hesaplanmistir.

Y= 101:386'2-'822)‘
R2=0,9977

Yo Aktivite
(=)}
(=]

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
inhibitor Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.22. 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoik asit)’in insan serum PONI1 enzim aktivitesi
lizerine etkisi

Ellman reaktifi olan 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) George L. Ellman tarafindan
gelistirilmis bir 6rnekteki tiyol gruplarinin konsantrasyonunu ve sayisini belirlemek icin
kullanilan kimyasal maddedir (Ellman 1959). Sekil 4.22’den yararlanilarak 5,5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) i¢in 1Csp degeri 0,250 mM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.23. 4-hidroksibenzoik asitin insan serum PON1 enzim aktivitesi lizerine etkisi

4-hidroksibenzoik asit benzoik asidin fenolik tirevi olan bir monohidroksibenzoik

asittir. Digiik toksisiteye sahip olmasi nedeniyle 4-hidroksibenzoik asit popiiler bir

antioksidanttir. Farelerde LDsy degeri 2200 mg/kg’dir (Lewis 1996). Sekil 4.23’ten

yararlanilarak 4-hidroksibenzoik asit i¢in 1Csq degeri 1,885 mM olarak hesaplanmustir.

Yo Aktivite

y = 1025836-0__504){
R*=0,9951

1

3

inhibitor Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.24. Ojenol’iin insan serum PON1 enzim aktivitesi {izerine etkisi

Ojenol fenilpropanoid smifi bir bilesiktir ve karaciere zarar verebilmektedir yani

hepatotoksiktir. Ojenolun asir1 dozuna maruz kalinmasinda ishal, bulanti, biling kaybu,

bas donmesi, hizli kalp atis1 gibi semptomlar goriilebilmektedir (Thompson et al. 1998;
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Fujisawa et al. 2002). Akut toksisite 1,190-3,000 mg/kg-giin arasinda degisen LDsg
degerleri oral yolla alindiginda diisiiktiir (WHO). Sekil 4.24’ten yararlanilarak Ojenol
icin 1Csp degeri 1,43 mM olarak hesaplanmustir.

Y= 96.94 1e-0.706x
R2=10,9925

Yo Aktivite
(=)}
(=]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1.4
inhibitor Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.25. 4-hidroksi-3-metoksisinnamik asidin insan serum PON1 enzim aktivitesi
tizerine etkisi

4-hidroksi-3-metoksisinamik asit diger adiyla ferulik asit bir organik bilesiktir. Cogu
zaman klorojenik asit formunda elde edilmistir. Ferulik asit oksidatif stresi ve deride
timin dimerlerinin olusumunu azaltmaktadir (Luthria and Pastor-Corrales 2006). Ferulik
asit (100 mg/kg) ratlarda ICAM-1  mRNA'simi  inhibe ederek serebral
iskemi/reperfiizyon yaralanma sonrasi oksidatif strese bagli apoptoza karsi norokoruma
saglamaktadir (Cheng et al. 2008). Sekil 4.25’den yararlanilarak ferulik asit igin 1Csg
degeri 0,938 mM olarak hesaplanmistir.

Sinapik asit dogal olarak meydana gelen kiiciikk bir hidroksisinnamik asittir ve
fenilpropanoid ailesinin bir {iyesidir (Tian et al. 2009). Sinapik asit i¢in enfeksiyon,
oksidatif stres, enflamasyon, kanser, diabet, norodejenerasyon karsiti olduguna dair
caligmalar mevcuttur. Sinapin aktivitesi (sinapik asidin bir tiirevi) ratlarda kan
serumundan (ICsp 22,1 uM) ziyade serebral homojenatta (ICsp 3,66 nM) daha etkindir
(Chen 2016). Sekil 4.26’dan yararlanilarak sinapik asit i¢in 1Cso degeri 0,093 mM

olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.26. Sinapik asidin insan serum PONI enzim aktivitesi iizerine etkisi

y = 105:496-1,199){
R*=0,9909
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inhibitor Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.27. 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asidin insan serum PONL1 enzim aktivitesi
tizerine etkisi

4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit diger adiyla syringic asit {izerine yapilan
caligmalarda kemo-koruyucu, antimikrobiyal aktivite, diisiik agirliklt lipoprotein
oksidasyonunu Onleyici, serbest radikallere kars1 destekleyici, malondialdehitin
tiretimini azaltict gibi Ozellikler 6ne cikarilmistir (Giiven vd 2015). Sekil 4.27°den
yararlanilarak 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit i¢in 1Cso degeri 0,623 mM olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.28. 2,6-dimetoksifenol’iin insan serum PON1 enzim aktivitesi iizerine etkisi

2,6 dimetoksifenol diger adiyla Syringol dogal olarak olusan bir aromatik organik bir
bilesiktir ve pirogallolun bir dimetil eteridir. 2,6 dimetoksifenol i¢in ratlarda LDsg
degeri (oral) 550 mg/kg iken farelerde LDsy (oral) 2500 mg/kg olarak ifade edilmistir
(Rasulev et al. 2010). Sekil 4.28’den yararlanilarak 2,6 dimetoksifenol 1Csy degeri

0,489 mM olarak hesaplanmustir.

y= 99,3645:-0_.509)(
R2=10,9933

Yo Aktivite
(=)}
(=]
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inhibitor Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.29. 3,4-dihidroksisinamik asidin insan serum PONI1 enzim aktivitesi iizerine
etkisi

3,4-dihidroksisinamik asit diger adiyla kafeik asit hidroksisinamik asit olarak

smiflandirilan organik bilesiktir. kafeik asit in vitro ve in vivo olarak bir antioksidanttir.
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Ratlarda kafeik asidin yiiksek dozlarda alimi mide papillomlarina neden olmaktadir
(Hirose et al. 1998). Sekil 4.29°dan yararlanilarak 3,4-dihidroksisinamik asit i¢in 1Csg

degeri 1,35 mM olarak hesaplanmaistir.

Saflagtirilan insan serum PONI1 enziminin yukarida deginilen antioksidant substratlar
icin K degerlerini ve inhibisyon tiirinii belirlemek amaciyla Lineweaver-Burk grafikleri
cizilmistir (Sekil 4.30- Sekil 4.38). Bu grafiklerden yararlanilarak substratlar i¢in K;

degerleri ve inhibisyon tiirii belirlenmistir (Lineweaver and Burk 1934). K; degerinin
K

hesaplanmasinda  yarismali  inhibisyon tiirlerinde K Ml = TN formiilii
1+
Ky
o : Vm
kullanilirken  yarigmasiz  inhibisyon tiirlerinde VM ax! = % formiili
(1+%)
kullanilmaistir.
> 0,08
= 0,07
0,06 -
0,05 7 #Kontrol
0.04 7 0,25 mM
0,03 - .
0.02 0,35 mM
01 - ©0.45 mM
-10 -5 0 5 10 15
1/[S]

Sekil 4.30. insan serum PON1 enzimi i¢in 5-izopropil-2-metilfenoliin inhibisyon tiiriinii
gosteren grafik

Sekil 4.30 incelendiginde 5-izopropil-2-metilfenoliin  yarigsmali inhibisyon tiirii
sergiledigi goriilmektedir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 0,25 mM,
0,35 mM ve 0,45 mM olmak fizere ii¢ farkli konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafigi

cizilmistir ve sirastyla K; degerleri 0,254, 0,702, 0,488 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.31. insan serum PONI enzimi icin 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoik asit)’in

inhibisyon tiirlinii gdsteren grafik

Sekil 4.31 incelendiginde 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoik asit)’in yarigmali inhibisyon tiirii
sergiledigi goriilmektedir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 0,2 mM,

0,35 mM ve 0,5 mM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafigi

cizilmistir ve sirastyla K; degerleri 1, 1,342, 1,096 olarak hesaplanmuistir.

0,07 -
= 0,06
0,05 - -
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Sekil 4.32. Insan serum PON1 enzimi i¢cin 4-hidroksibenzoik asidin inhibisyon tiiriinii

gosteren grafik

Sekil 4.32 incelendiginde 4-hidroksibenzoik asidin yarismasiz inhibisyon tiirii

sergiledigi goriilmektedir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 2 mM,
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2,5 mM ve 3,5 mM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafigi

cizilmistir ve sirasiyla K; degerleri 0,148, 0,148, 0,143 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.33. insan serum PON1 enzimi i¢in Ojenol’iin inhibisyon tiiriinii gdsteren grafik

Sekil 4.33 incelendiginde jenoliin yarigmali inhibisyon tiirii sergiledigi goriilmektedir.
Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 1 mM, 1,7 mM ve 2,7 mM olmak
tizere U¢ farkli konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir ve sirasiyla K;
degerleri 0,095, 0,178, 0,527 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.34. Insan serum PONI enzimi i¢in 4-hidroksi-3-metoksisinnamik asidin

inhibisyon tiirlinii gdsteren grafik




Sekil 4.34 incelendiginde 4-hidroksi-3-metoksisinamik asidin yarismali inhibisyon tiirii

sergiledigi gorlilmektedir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 0,4 mM,

0,5 mM ve 0,6 mM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda 1/V-1/[S] ¢izilmistir ve

sirastyla K degerleri 0,370, 0,770, 0,314 olarak hesaplanmastir.
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Sekil 4.35. Insan serum PON1 enzimi igin Sinapik asidin inhibisyon tiiriinii gosteren

grafik

Sekil 4.35 incelendiginde sinapik asidin yarigmali inhibisyon tiirii sergiledigi

goriilmektedir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 0,06 mM, 0,08 mM

ve 0,1 mM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir

ve sirastyla K degerleri 0,390, 4,608, 0,961 olarak hesaplanmustir.

0,12 -
= 01 -
0,08 -
¢ Kontrol
0,06 -
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P
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10 15
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Sekil 4.36. Insan serum PONI enzimi igin

inhibisyon tiirlinii gdsteren grafik

4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asidin
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Sekil 4.36 incelendiginde 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asidin yarismali inhibisyon
tiirdi sergiledigi goriilmektedir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 0,66
mM, 0,76 mM ve 0,86 MM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda Lineweaver-Burk

grafigi ¢izilmistir ve K; degerleri sirasiyla 0,274, 0,836, 0,5 olarak hesaplanmustir.

0,25 -
&
= 0,2 -
0,15 + Kontrol
0,1 - H0,35 mM
0,05 - 0,45 mM
T T ‘"'HFEEW T T 1 .0)55 mM
-10 E|] 5 10 15
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Sekil 4.37. Insan serum PONI enzimi igin 2,6-dimetoksifenoliin inhibisyon tiiriinii
gosteren grafik

Sekil 4.37 incelendiginde 2,6-dimethoksifenoliin yarigmali inhibisyon tiiri sergiledigi
goriilmektedir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 0,35 mM, 0,45 mM
ve 0,55 mM olmak tizere li¢ farkli konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir
ve K degerleri sirastyla 1,582, 2,262, 4,717 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.38. Insan serum PONI enzimi igin 3,4-dihidroksisinamik asidin inhibisyon
tiirlinli gésteren grafik
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Sekil 4.38 incelendiginde 3,4-dihidroksisinamik asidin yarigsmali inhibisyon tiirii
sergiledigi gorlilmektedir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda bu bilesige ait 0,8 mM,
1,1 mM ve 1,3 mM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafigi

cizilmistir ve K; degerleri sirasiyla 3,15, 1,92, 1,64 olarak hesaplanmuistir.

Cizelge 4.8’de ise antioksidan bilesiklere ait hesaplanan 1Csy, Ki degerleri ve belirlenen

inhibisyon tiirleri birlikte verilmistir.

Cizelge 4.8. Antioksidan bilesiklerin hesaplanan 1Csy ve Ki degerleri ve inhibisyon
tiirleri

Antioksidan Bilesik 1Cs5 K Ki inhibisyon
(mM) Ortalama | Tiirii
5-izopropil-2-metilfenol 0,865 | 0,254 0.481 Yarismal
0,702
0,488
5,5-dithiobis (2-nitro-benzoik asit) 0,250 |1 1,146 Yarigmal
1,342
1,096
4-Hidroksibenzoik asit 1,885 | 0,148 0,439 Yarismasiz
0,148
0,143
Ojenol 1,43 0,095 0,267 Yarigsmali
0,178
0,527
4-hidroksi-3-metoksisinamik asit 0,938 | 0,370 0,485 Yarigsmali
0,770
0,314
Sinapik asit 0,093 | 0,390 1,986 Yarigsmali
4,608
0,961
4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit 0,623 | 0,274 0,537 Yarismal
0,836
0,5
2,6-dimetoksifenol 0,489 | 1,582 2,854 Yarismal
2,262
4,717
3,4-dihidroksisinamik asit 1,35 3,150 2,740 Yarismali
1,920
1,640
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4.11. Sitotoksisite Testi Sonuglar

Yapilan MTT testinde kullanilan gruplar Cizelge 4.9’da verilmistir. Hazirlanan dozlar
2,5 mL medyum i¢inde konularak vortekslenmistir. Hazirlanan soliisyonlardan herbir
kuyucuk i¢in 150 pL 6rnek kullanilmigtir. Hem néron kiiltiiri hem de U87MG hiicre

hatt1 icin sitotoksisite testi yapilmistir.

Bir gilinlik ratlarin primer korteksleri kullanilarak hazirlanan ndron hiicre kiiltiirii
izerine yukarida verilen gruplar n=5 ve n=6 olacak sekilde muamele edilmistir. 24 saat
sonunda 25 ul MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL) ilave edilmistir. 4 saat siire ile 37°C, %5 CO;
ortam sartlarinda inkiibasyon yapilmistir. Her kuyucuktaki canli hiicre sayisi 570 nm
dalga boyunda bir ELISA mikroplaka okuyucu ile olgtilmistiir. Sekil 4.39°de ilgili
dozlarin néron hiicre kiiltiiriindeki sitotoksisite testi sonug grafigi, Cizelge 4.10°da ilgili
dozlarin ndron hiicre kiiltiiriindeki sitotoksisite verilerine gore elde edilen istatistiksel

sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.9. Sitotoksisite testinde kullanilan gruplar

Grup ismi Konsantrasyon

Karadut su ekstrakti1 (KSE1) 12,5 mg/2,5 mL

Karadut su ekstrakti1 (KSE2) 25 mg/2,5 mL

Karadut su ekstrakti+ y-Fe,O3; (KSEF1) 12,5 mg+0,005 g/2,5 mL
Karadut su ekstrakti+ y-Fe,O3; (KSEF2) 25 mg+0,005 g/2,5 mL
Karadut alkol ekstrakti1 (KAE1) 12,5 mg/2,5 mL

Karadut alkol ekstrakti1 (KAE2) 25 mg/2,5 mL

Karadut alkol ekstrakti+y-Fe,O3; (KAEF1) 12,5 mg+0,005 g/2,5 mL
Karadut alkol ekstrakti+y-Fe,O3 (KAEF2) 25 mg+0,005 g/2,5 mL
Temozolomid (T) 100 pg/2,5 mL
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Noron hiicreleri sitotoksisite testi
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Sekil 4.39. Kullanilan gruplarin néron hiicre kiiltlirli iizerindeki sitotoksisite calisma
sonuglar1 (n=5) (*:p<0,05, *:p<0,001)

Sekil 4.39 incelendiginde KSE1, KSE2, KSEF1 gruplari noron hiicreleri iizerinde
anlamli bir toksisiteye neden olmadigi anlasilmistir. KSEF2, KAE1, KAEF1 ve T
gruplart noron hiicrelerinde p<0,05 seviyesinde anlamli bir toksisiteye neden olurken
KAE2, KAEF2 ve Fe gruplari noron hiicrelerinde p<0,001 seviyesinde anlamli

toksisiteye sebep olmustur.

Cizelge 4.10. Noron hiicreleri lizerinde ilgili gruplarin MTT analizinde elde edilen
istatistiksel veriler (*:p<0,05, **:p<0,001)

Gruplar Ortalama+Standart Sapma %

Kontrol 0,440+0,021 100
KSE1 0,416+0,030 94,6
KSE2 0,373+0,019 84,8
KSEF1 0,362+0,026 82,4
KSEF2 0,285+0,030* 64,9
KAE1 0,296+0,026* 67,4
KAE2 0,248+0,035** 56,5
KAEF1 0,285+0,030* 64,7
KAEF2 0,252+0,019** 57,3
T 0,295+0,008* 67,0
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Sekil 4.39 ve Cizelge 4.10 birlikte incelendiginde KSE1, KSE2, KSEF1 gruplari kontrol
grubuna gore noron hiicrelerinde anlamli bir toksisiteye neden olmamislardir. Ancak
karadut su ekstraktinin y-Fe;O3 nanopartikiiller {izerine immobilize edilmesiyle
olusturulan yiiksek dozlu grup (KSEF2) néron hiicrelerindeki canlilik oranini kontrol
grubuna gore %64,9’a disiirerek istatistiksel olarak p<0,05 seviyesinde anlamli bir
toksisiteye neden olmustur. Karadut su ekstraktinin her iki dozu da néron hiicreleri
tizerinde kontrol grubuna gore anlamli bir toksisiteye sebep olmamislardir. Bu durum
karadut ekstrakti iceriginin ndron kiiltiirinde koruyucu etkide bulundugunu isaret
etmektedir. Calismamizda kullandigimiz karadut su ekstrakti ile olusturulan gruplar ise
ndron hiicre kiiltiiriinde herhangi bir anlamli toksisiteye sebep olmamistir. HPLC analizi
sonuclarinda bulunan kuersetin, rutin, katesin gibi aktif bilesenlerin ndrokoruyucu
etkisine dair ciddi ¢alismalar bulunmaktadir (Mandel and Youdim 2004; Ban et al.
2006; Bournival et al. 2012; Nath et al. 2012; Ghosh et al. 2013) .

Sekil 4.40°de noron hiicrelerinin goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.40. Noron hiicrelerinin goriintiisii

Karadut alkol ekstrakt: ile olusturulan gruplar (KAE1 ve KAE2) doza bagimli olarak
kontrol grubuna gdre ndéron hiicrelerinin canliligini sirasiyla %67,4 ve %56,5 diisiirerek

strasiyla p<0,05 ve p<0,001 seviyelerinde anlamli toksisitelere neden olmuslardir.
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Karadut alkol ekstraktinin y-Fe;Os; nanopartikiiller {izerine immobilize edilmesiyle
olusturulan gruplar (KAEF1 ve KAEF2) noron hiicrelerinde doza bagimli olarak artan
bir toksisiteye yol agmislardir. KAEF1 grubu néron hiicrelerinde hiicre canliligimi
%64,7’ye diisilirerek kontrol grubuna gore p<0,05 seviyesinde anlamli bir toksisiteye
neden olmustur. KAEF2 grubu sahip oldugu yiiksek doz ile noron hiicrelerindeki %
canliligr %57,3’e disiirerek p<0,001 seviyesinde anlamli bir azalmaya yol a¢cmustir.
Dut meyveleri yiiksek miktarda antosiyanin igermekle birlikte antosiyanin olmayan
norokoruyucu dahil bir¢ok biyoaktif islevlere sahip rutin ve kuersetin gibi fenolik
bilesikleri de igermektedir (Kang et al. 2006; Shih et al. 2010; Kim et al. 2010). Kim et
al. (2010) dut meyveleri ile hazirladiklar1 ekstraksiyonun (100 pg/mL) 150uM 6-
hidroksidopamin (6-OHDA) muamelesine karst SH-SYS5Y hiicrelerini p<0,001

seviyesinde korudugunu belirtmislerdir.

Sekil 4.39 ve Cizelge 4.10 incelendiginde GBM hastalarinda kemoterapide kullanilan
piyasadaki en 6nemli ilag konumundaki Temozolomid (T) grubunun néron hiicrelerinde
canlilif1 kontrol grubuna gore %67’ ye diisilirdiigii ve bu hiicrelerde p<0,05 seviyesinde

anlamli bir toksisiteye neden oldugu goriilmektedir.

Genel olarak noron hiicreleri lizerindeki sitotoksisite ¢alismalarini degerlendirdigimizde
karadut alkol ekstrakti kullanilarak hazirlanan gruplarin (KAE1, KAE2, KAEFI,
KAEF2) doza bagimli olarak ndron hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli toksisitelere
yol agtig1 goriilmektedir. Karadut su ekstrakt: ile hazirlanan gruplaradan KSEF2 grubu
disindaki diger gruplar noron hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak
anlamli bir toksisiteye yol agmamistir. KSEF2 grubu bu hiicreler iizerinde kontrol gruna

kiyasla p<0,05 seviyesinde anlaml1 bir toksisite gostermistir.

Bu siralamay1 dikkate aldigimizda noéron hiicrelerinde en yiiksek toksisiteyi KAE2
grubunun gosterdigini ve kullandigimiz bazi gruplarin ticari kemoterapi ilac1 olan T
grubundan bile daha yiiksek toksisiteye neden oldugunu, karadut alkol ekstrakti ile
hazirlanan gruplardan sadece KAE1 grubunun T grubundan daha az toksisiteye yol

actigmm1 ve karadut su ekstrakti ile hazirlanan gruplardan KSEF2 grubu hari¢ diger
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gruplarin ise noron hiicrelerinde anlamli bir toksisite gostermeyip bu siralamaya dahil

olmadiklarini ifade edebilmekteyiz.

96 kuyucuklu plaklarda U87MG hiicre kiiltiirii iizerinde gruplar n=5 ve n=6 olacak
sekilde muamele edilmistir. 24 saat sonunda 25 pl MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL) ilave
edilmigstir. 4 saat stire ile 37°C, %5 CO; ortam sartlarinda inkiibasyon yapilmistir. Her
kuyucuktaki canli hiicre sayis1 570 nm dalga boyunda bir ELISA mikroplaka okuyucu
ile Olgiilmiistiir. Sekil 4.41°de ilgili dozlarin U87MG hiicre hattindaki sitotoksisite testi
sonu¢ grafigi, Cizelge 4.11°de ilgili dozlarin U87MG hiicre hattindaki sitotoksisite

verilerine gore elde edilen istatistiksel sonuglar1 verilmistir.

GBM hiicre hatt1 sitotoksisite testi
120
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Sekil 4.41. Kullanilan gruplarin US7MG hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksisite calisma
sonuglar1 (n=5) (*:p<0,05, **:p<0,001)

Sekil 4.41 incelendiginde KSE1 grubunun U887MG kanser hiicrelerinin % canlilik
oranint kontrol grubuna kiyasla p<0,05 seviyesinde anlamli olarak azalttig
goriilmektedir. KSE2, KAE2, KAEF2, T gruplar1 kanser hiicrelerinin % canlilik oranini
p<0,001 seviyesinde anlamli olarak azaltmistir. KSEF1, KSEF2, KAEl, KAEF1
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gruplart ise kanser hiicreleri iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma

saglamiglardir. Sekil 4.42°te GBM hiicre kiiltiirii gosterilmistir.

Sekil 4.42. GBM hiicre kiiltiirii

Cizelge 4.11. U87MG hiicre hatt1 lizerinde ilgili gruplarin MTT analizinde elde edilen
istatistiksel veriler (*: p<0,05, **:p<0,001)

Gruplar Ortalama+Standart Sapma %

Kontrol 1,506+0,040 100
KSE1 1,109+0,033* 73,7
KSE2 0,884+0,057** 58,7
KSEF1 1,458+0,077 96,8
KSEF2 1,299+0,053 86,3
KAE1 1,318+0,013 87,5
KAE2 0,722+0,036** 47,9
KAEF1 1,353+0,049 89,8
KAEF2 0,951+0,206** 63,2
T 0,490+0,021** 32,5

Sekil 4.41 ve Cizelge 4.11 birlikte incelendiginde kontrole (%100 canlilik) gére KSEI
grubu GBM hiicrelerinde canlilig1 %73,7’ye diisiirerek p<0,05 diizeyinde bir anlamlilik
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gostermistir. Bu durum KSE1 grubunun GBM kanser hiicrelerini 6ldiirme konusunda
etkinligini gostermektedir. KSE2 grubu hiicre canliligini  %58,7’ye diisiirerek kontrol
grubuna gore p<0,001 diizeyinde bir anlamlilik ortaya koymustur. KSE gruplar kendi
aralarinda mukayese edildiginde GBM kanser hiicrelerinin canlilik oraninin doza
bagimli olarak azaldigi ortaya c¢ikmaktadir. Antosiyaninlerin ve fenolik bilesiklerin
kanser ve kardiovaskiiler hastalik riskini azalttigina dair literatiirde c¢aligmalar
bulunmaktadir (Middleton et al. 2000; Chen et al. 2006). Yapilan pek ¢ok calisma ile
karadutun polifenoller, flavonoidler, antosiyaninlerce zenginligi kanitlanmistir (Ercisli
ve Orhan 2007; Jiang and Nie 2015). Antosiyaninler suda ¢6ziinen glikozit yapisindaki
bilesiklerdir ve kanser hiicresinde apoptozu indiiklerler (Reddivari et al. 2007). Karadut
su ekstraktinda antosiyaninlerin alkol ekstraktina gore daha iyi ¢oziinmesi karadut su
ekstrakti ile olusturulan gruplarin (KSE1, KSE2) GBM kanser hiicreleri iizerinde diisiik

dozda bile daha fazla etkide bulunmalarina neden olarak gosterilebilir.

KSEF1 grubu (%96,8’lik canlilik oran1) ve KSEF2 grubu (%86,3’liikk canlilik orani) ile
kontrol grubuna gore kanser hiicrelerine 6nemli bir etkide bulunmamiglardir. Bu durum
karadut su ekstraktinin y-Fe;Os nanopartikiiller iizerine immobilize edilmesinin GBM
kanser hiicrelerindeki canlilik oranmni azaltilmasinda Onemli etkisinin olmadigini
gostermektedir. Veriler incelendiginde karadutun her iki dozdaki su ekstraktlar1 bu
ekstraktlarin immobilize edildigi y-Fe,O3 nanopartikiil gruplarina gére GBM kanser

hiicrelerinin canlilik oranini azaltmada daha etkili bulunmustur.

Karadut alkol ekstraktiyla ilgili gruplara ait veriler incelendiginde KAE2 grubunun
GBM kanser hiicrelerindeki canlilik oranint %47,9’a indirerek p<0,001 seviyesinde
anlamli bir azalmaya neden oldugu anlasilmaktadir. KAE1 grubu ise canlilik oranini
%87,5’ indirmekle birlikte kanser hiicrelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
bir anlamlilik saglamamistir. Jeong et al. (2010) tarafindan yayinlanan calismada
metanol ile hazirlanan karadut ekstraktinin 10, 30, 50 mg/mL konsantrasyonunlar1t A172
insan glioma hiicre hatt1 iizerinde sirasiyla canlilik oranlarmmi %53, %42, %26’ya
diistirmiglerdir. Bizim c¢aligmamizda kullanilan gruplarin sahip oldugu en yiiksek

konsantrasyon 25 mg/2,5 mL’dir (10 mg/mL). KAE2 grubu (10 mg/mL) ile US7TMG
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glioma hiicre kiiltiirii izerinde canlilik oranini kontrol grubuna gore %47,9’a indirerek
Jeong et al. (2010) tarafindan yapilan galismada kullanilan 10 mg/mL karadut alkol

ekstraktinin sagladigi %53 canlilik oranina yakin bir deger ortaya koymustur.

Karadut alkol ektraktlarinin y-Fe;O3 nanopartikiiller tizerine immobilize edilmesiyle
olusturulan gruplardan en yiiksek doz olan KAEF2 grubu GBM kanser hiicrelerindeki
canlilik oranin1 %63,2’ye diisiirerek kontrol grubuna gore p<0,001 seviyesinde anlamli
bir azalmaya yol agmistir. Bu durum karadut alkol ekstrakti ile olusturulan gruplarda
kullanilan doza bagimli olarak % canlilik oraninda anlamli bir azalma elde edildigini
gostermektedir. Diisiik dozda karadut alkol ekstrakti ile olusturulan gruplara kiyasla
aynt dozdaki karadut su ekstrakti ile olusturulan gruplar kanser hiicrelerini dldiirme

konusunda daha fazla etkin olmuslardir.

Kanser nanoteknolojisinde Fe,O3, Fe3O4, MgFe,O4 gibi manyetik 6zellige sahip pek
cok nanopartikiil, ilag tasima amagli olarak bircok ¢aligmada kullanilmaktadir (Erdogan
ve Ozkan 2013). Hadjipanayis et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, antikor
konjiige edilmis demir oksit nanopartikiillerinin GBM hiicre canliligindaki azalmay1
p<0,001 seviyesinde anlamli olarak artirdig1 ve astrositlerde herhangi bir toksisite
olusturmadig1 ifade edilmistir. Ancak bizim c¢alismamizda; ilag tasima amach
kullandigimiz nanopartikiillii gruplar, nanopartikiil kullanilmadan kullanilan gruplara
gore istenilen basariyr gosterememistir. Clinkii nanopartikiil kullanilmadan hazirlanan
karadut-su ekstrakti ve karadut-alkol ekstrakti gruplari, GBM hiicrelerindeki % canlilik
oranini, kontrol grubuna gore ayni konsantrasyonlarda koruyarak nanopartikiil ile

hazirlanan karadut-su ve karadut-alkol ekstraktlarina gore daha fazla azaltmustir.

Temozolomid GBM hastalarinin kemoterapi tedavisinde kullanimi 6n plana ¢ikan FDA
onayl antikanser ilagtir. Alkilleyici bir ajan olan Temozolomid ikinci nesil imidazo
tetrazin ilagtir ve glioma kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir (Giinter et al.
2003). Caligmada bu gruba yer verilmesinin nedeni olusturulan gruplarin piyasadaki
GBM hastalari igin kullanilan bir ilagla kiyaslanmasi amacidir. Markiewicz-Zukowska
et al. (2013) tarafindan yaymnlanan c¢alismada 10, 20, 50, 100 uM
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konsantrasyonlarindaki Temozolomid (T) U87MG hiicre hattina uygulanmistir ve 24,
48, 72 saat sonra % canlilik oranindaki degisimler incelenmistir. 100 puM
konsantrasyondaki T grubu 24, 48, 72 saat sonunda % canlilik oranlarimi kontrol
grubuna gore sirastyla %79, %54,90, %8,6’ya kadar azaltmistir. Bu ¢alismada hem doza
bagli hem de zamana bagl olarak kanser hiicrelerinde % canlilik oraninda azalmalar
meydana gelmistir. Shi et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada 100 uM
Temozolomid’in U87MG hiicrelerinde hem biiyliimeyi durdurdugu hem de U87MG
hiicrelerinde nekroz ve apoptozu indiikledigi ifade edilmistir. 100 uM Temozolomid
uygulamasi ile US7MG hiicrelerinde % canlilik orani yaklasik %50 oraninda anlaml
azalma yakalarken % apoptoz orani %4’ten %53’e kadar ¢ikmistir. Bizim ¢alismamizda
T grubunun konsantrasyonu 100 pM’dir. 24 saat sonra yapilan % canlilik oraninda %
32,5’ e kadar anlaml bir azalma olmustur. T grubu ile saglanan anlamli azalmaya en

yakin grup %47,9 canlilik oran1 ile KAE2 grubu olmustur.

Sekil 4.41 ve Cizelge 4.11 incelendiginde genel olarak karadut ekstraktlari ile
olusturulan gruplarin yine bu gruplarin y-Fe;O3; nanopartikiiller ilizerine immobilize
edilmesiyle olusturulan gruplara kiyasla GBM kanser hiicrelerini 6ldiirmede daha etkin

oldugu anlasilmaktadir.

Bizim i¢in avantaj saglayan gruplar US7MG hiicre hattinda % canlilik oranini kontrol
grubuna goére miimkiin oldugunca diisiiren ancak noron hiicre kiiltiirii tizerinde kontrol
grubuna goére anlamli bir toksisite olusturmayan gruplardir. Yani aradifimiz gruplar
kanser hiicrelerine maksimum seviyede zarar verirken ndron hiicrelerinde minumum
toksisite olusturmalidir. Bu bakimdan karadut su ekstrakti ile hazirlanan KSE1 ve KSE2
grubu kanser hiicrelerindeki etkinlikleri ve néron hiicrelerinde anlamli bir toksisite
gostermemeleri acisindan One c¢ikmaktadirlar. Karadut alkol ekstrakti ile hazirlanan
gruplardan yiiksek doza sahip gruplar olan KAE2 ve KAEF2 gruplar1 kanser hiicrelerini
oldiirmede etkili olmakla beraber néron hiicrelerinde T grubuna kiyasla daha fazla
toksisiteye sebep olmuslardir. Bu sonug¢ bu gruplarin karadut su ekstrakti ile hazirlanan
gruplara kiyasla dezavantajli olarak karsimiza ¢ikmalarina neden olmaktadir. KAEI

grubu noron hiicrelerinde T grubuna kiyasla daha az toksisiteye sebep olmakla birlikte
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kanser hiicrelerinde % canlilik oranlarinda anlamli bir azalmaya neden olamamustir.
KSEF1 grubu néron hiicrelerinde anlamli bir toksisiteye sahip olmamakla birlikte
kanser hiicrelerinde herhangi bir anlamhi azalmaya yol agamamistir. Bu
degerlendirmeler altinda sitotoksisite sonuglarina gore kanser hiicrelerini 6ldiirmede
anlamli olarak etkide bulunarak ve noron hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli

toksisite olugturmayarak one ¢ikan gruplar KSE1 ve KSE2 gruplaridir.

4.12. U87mg Hiicre Hatt1 ve Noron Kiiltiiriinden Elde Edilen Total RNA ve
c¢DNA’nin Kantitatif Analiz Sonuclari

Cizelge 4.12°de U87MG hiicre hatt1 ve noron kiiltiiriinden elde edilen total RNA ve
cDNA’ya ait Aggo/Asgo oranlart verilmistir. RNA i¢in Azgo/Azgp oraninin 2 civarinda ve
DNA igin Ageo/Azgo oraninin 1,8 civarinda olmasi elde edilen iiriinlerin saf oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.12. Calismada kullanilan hiicre kiiltiirlerinden elde edilen total RNA ve
cDNAya ait Azpo/Azgo oranlari

U87MG hiicre hatti Noron Kiiltiirii
Gruplar
Total RNA cDNA Total RNA cDNA

Kontrol 2,048 1,832 2,009 1,802
KSE1 1,930 1,819 1,946 1,818
KSE2 2,008 1,804 1,610 1,785
KSEF1 1,923 1,749 1,857 1,820
KSEF2 2,051 1,814 1,912 1,822
KAE1 2,081 1,816 1,988 1,802
KAE2 1,934 1,808 2,045 1,815
KAEF1 2,069 1,741 2,307 1,840
KAEF2 2,088 1,811 1,895 1,727
T 2,115 1,814 2,013 1,832
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Cizelge 4.12 incelendiginde molekiiler ¢caligmalarin total RNA izolasyonunun ve elde
edilen total RNA’lardan cDNA sentezinin basarili bir sekilde yapildigir herhangi bir
kontaminasyonun s6z konusu olmadigi anlagilmaktadir. U87MG hiicre hattinda
calismada kullanilan gruplarin muamelesi sonrasinda izole edilen total RNA’larin
A0/ Azgo orant minimum 1,923 iken maksimum 2,115 olmustur. Azgo/Azgo orani 2°ye en
yakin deger olarak 2,008 ile KSE2 grubu olmustur. KSE2 grubunun kullanildigi
U87MG hiicre hattindan izole edilen total RNA’lardan sentezlenen cDNA nin A,go/ Azso
orani bu analizi destekler nitelikte 1,804 degerini alarak 1,8’e en yakin deger olmustur.
U87MG hiicre hattinda gruplarin muamelesi sonrasinda izole edilen total RNA’lardan
sentezlenen cDNA’larin Ajgo/Azgp orant minimum 1,741 iken maksimum 1,832

olmustur.

Noron hiicre kiiltiiriinde calismada kullanilan gruplarin muamelesi sonrasinda izole
edilen total RNA’larin Ajgo/Azgp orant minimum 1,610 iken maksimum 2,307 olmustur.
RNA’lar i¢in uygun Ajgo/Azgo orani olan 2’ye en uzak deger olan 1,610 KSE2 grubuna
aittir. KSE2 grubunun kullanildigi néron hiicre kiiltiirinden elde edilen cDNA’ya ait
Azs0/Azgo orant 1,785 olmustur. Bu deger RNA izolasyonunda 2’ye yakin bir deger
alinamasmma sebep olan etkenin cDNA sentezi ile ortamdan uzaklastirildigini
gostermektedir. Noron hiicre kiiltliriinde gruplarin muamelesi sonrasinda izole edilen
total RNA’lardan sentezlenen c¢DNA’larin Ajgo/Azgp orani minimum 1,727 iken
maksimum 1,840 olmustur. Sentezlenen cDNA’lardan Ajgo/Azgo oraninin 1,8’e en yakin

olarak 1,802 degerine sahip olan gruplar kontrol ve KAEI1 gruplaridir.

4.13. Real Time PCR Uygulamalarinda Elde Edilen Veriler

Real time PCR uygulamalarinda, néron hiicre kiiltiirii ve US7MG hiicre kiiltlirlinden
izole edilen RNA’lardan elde edilen c¢cDNA’lar ile GRIN2C ve SLC1A2 gen
ekspresyonundaki degisimler incelenmistir. Real time PCR uygulamalarinda ¢alismada
kullanilan karadut ekstraktlari ile olusturulan gruplardan yiiksek doza sahip olan gruplar

(KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2) ve T gruplar ¢alisilmistir. Bu ¢aligmalardan néron
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kiiltirli iizerinden elde edilen veriler Cizelge 4.13’de, U87MG hiicre kiiltiirii lizerinden

elde edilen veriler Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.13. Noron hiicre kiiltiiriinden elde edilen cDNA’lar ile yapilan Real Time
PCR uygulamalarinda elde edilen veriler (*:p<0,05, **:p<0,001)

SLC1A2 GRIN2C

Gruplar Ortalama+Standart Sapma | Ortalama+Standart Sapma
Kontrol 1,000+0,018 1,000+0,008

KSE2 3,605+0,052** 0,849+0,003**

KSEF2 1,022+0,054 0,363+0,017%*

KAE2 1,552+0,062** 0,459+0,053**

KAEF2 2,428+0,025%* 0,602+0,025%*

T 0,465+0,006**

Cizelge 4.13 incelendiginde noron hiicrelerinde ilgili gruplarin muamelesinin kontrol
grubuna gore SLC1A2’nin ekspresyonunu arttirdigi anlasilmaktadir. KSEF2 grubu harig
diger gruplar SLC1A2 ekspresyonunu istatistiksel olarak p<0,001 seviyesinde anlamli
olarak attirmistir. KSE2 grubu ndron hiicrelerinde SLC1A2’nin ekspresyonunu kontrol
grubuna gore yaklasik 3,6 kat arttirarak SLC1AZ2’nin en fazla ekspresyonunun
gorildiigl grup olmustur.

Noron hiicrelerinde kullanilan gruplar GRIN2C ekspresyonunu kontrol grubuna gore
p<0,001 seviyesinde anlamli olarak azaltmiglardir. KSEF2 grubu GRIN2C

ekspresyonunu diger gruplara kiyasla en fazla azaltan grup olarak kargimiza ¢ikmustir.

Noron hiicrelerinde SLC1A2 ekspresyonunu kontrol grubuna kiyasla arttiran gruplar
GRIN2C ekspresyonunu azaltmiglardir. KAE2 grubu ile T grubu GRIN2C

ekspresyonunu kontrol grubuna gore birbirine ¢cok yakin olarak azaltmiglardir.
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Cizelge 4.14. US7MG hiicre kiiltiirtinden elde edilen cDNA’lar ile yapilan Real Time
PCR uygulamalarinda elde edilen veriler (*:p<0,05, **:p<0,001)

SLC1A2 GRIN2C
Gruplar Ortalama+Standart Sapma | Ortalama+Standart Sapma
Kontrol 1,000+0,017 1,000+0,011
KSE2 2,543+0,035%* 1,021+0,004
KSEF2 1,298+0,018%** 0,492+0,015**
KAE2 5,051+£0,070** 0,916+0,022*
KAEF2 2,134+0,037** 0,593+0,023**
T 0,064+0,001**

Kanser hiicrelerinde KSE2 grubu muamelesi SLC1A2’nin ekspresyonunu kontrol
grubuna gore yaklasik 2,5 kat arttirarak p<0,001 seviyesinde istatiksel olarak anlamli
artisa neden olmustur. Ancak KSE2 grubu GRIN2C’nin ekspresyonunda kontrol

grubuna gore bir degisiklige yol agmamustir.

SLC1A2 hiicre disinda bulunan fazla norotransmitter glutamati uzaklagtiran bir
glutamat tasiyicisidir. Kanser hiicrelerinde KSE2 grubunun muamelesi ile SLC1A2’nin
ekspresyonunun kontrol grubuna gore 2,5 kat artmast KSE2 grubunun U87MG kanser
hiicrelerindeki sitotoksik etkisini (%58,7) aciklamaktadir. GBM kanser hiicreleri
eksitoksik seviyede glutamatin ve glutamat reseptorlerinin saliniminit yapmaktadir
(Brocke et al. 2010). SLC1A2’nin (GLT1) ekspresyonundaki saglanan artis ile birlikte
kanser hiicrelerinde yiiksek miktarda salinimi  yapilan glutamat ortamdan
uzaklagtirnlmistir. GRIN2C NMDA reseptorlerinin bir alt birimini kodlar. KSE2
grubunun GRIN2C ekspresyonunda herhangi bir etkide bulunmamasiyla kanser
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinin nedeni SLC1A2’nin asir1 uyarimi ile apoptozu

indiklemesi olabilir.



111

U87MG hiicre hattinda kullanilan ilgili gruplarin hepsi kontrol grubuna gore
SLC1A2’nin ekspresyonunu p<0,001 seviyesinde arttirmislardir. Ancak KAE2 grubu
SLC1A?’nin ekspresyonunu kontrol grubuna kiyasla yaklasik 5 kat arttirarak One
cikmaktadir. GRIN2C ekspresyonunu ise bu grup (KAE2) kontrol grubuna gére p<0,05
seviyesinde anlamli olarak bir azalmaya neden olmustur. KAE2 grubu ile kanser
hiicrelerindeki % canlilik orani kontrol grubuna goére %47,9’a indirilmistir. Burada
SLC1AZ2’nin ekspresyonunun yaklasik 5 kat arttirilmasi ile ortamdaki glutamatin hemen
uzaklastirilmas1 ve SLC1A2’nin asir1 eksprese olmasiyla apoptozun indiiklenmesi bu

canlilik oranindaki basariy1r dogrulamaktadir.

Kanser hiicre kiiltiirinde SLC1A2’nin ekspresyonunda kontrol grubuna gore artisa
neden olan KSEF2, KAE2, KAEF2 gruplarit GRIN2C ekspresyonunda kontrol grubuna
gore azalmaya neden olmuslardir. GRIN2C ekspresyonunu en fazla azaltan grup T

grubu olmustur
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5. SONUC

PON1 enzimi iic fazi ayrim sistemi (UFA) ile insan serumundan ilk kez
saflagtirllmistir. Bu amagla ilk basamakta %60-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ikinci
basamakta sabit %20 amonyum siilfat konsantrasyonunda n-biitanol orani olarak 1,0:0,5
(serum:t-biitanol) belirlenmis ve son basamakta ikinci amonyum siilfat orani olarak
%25 amonyum siilfat konsantrasyonunda 1,0:0,5 serum:n-biitanol ortaminda PONI1
enzimi ara fazda elde edilmistir. 3. saflastirma asamasinda 1368,83 EU/mL aktivite,
2,05.10" EU/mL toplam aktivite, %49,87 verim, 575,8 EU/mL spesifik aktivite, 2,377
mg/mL protein, 182,66 saflastirma katsayisi elde edilmistir. SDS-PAGE yapilarak
PONL1 enziminin MA’s1 yaklasik 45 kDa olarak tespit edilmistir. UFA ile saflastiriimis
PONI1 enziminin optimum pH’s1 8,1, stabil pH’s1 7,0, optimum sicakligi 37°C, stabil
sicakligr 20°C olarak belirlenmistir. PON1 enziminin karakterizasyon g¢aligmalarinda
kullanilan antioksidanlardan 4-hidroksibenzoik asitin yarismasiz, 5-izopropil-2-
metilfenol, 5,5-dithiobis (2-nitro-benzoik asit), Ojenol, 4-hidroksi-3-metoksisinamik
asit, Sinapik asit, 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit, 2,6-dimetoksifenol, 3,4-

dihidroksisinamik asidin ise yarigmali inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir.

Karadut su ektrakti (KSE) i¢in 258 nm, karadut alkol ekstrakti (KAE) i¢in 596 nm dalga
boyunda spektrofotometrik Olgtimler alinmistir. Karadut ekstraktlarinin  y-Fe;O3
nanopartikiillerine immobilizasyonuna ait yapilan optimizasyon c¢alismalarinda
optimum immobilizasyon siiresi ve optimum materyal konsantrasyonu her iki ekstrakt
icin sirastyla 60 dk, 10 mg/mL olarak tespit edilmistir. Optimum pH ve optimum
sicaklik KSE ve KAE i¢in sirastyla pH 7,0, 30°C ve pH 6,0, 20°C olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.9’da yer alan gruplarin ndron hiicreleri iizerindeki toksisite etkisine dair
yapilan ¢alismada; KSE1, KSE2 ve KSEF1 gruplar1i néron hiicrelerinde kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir toksisiteye sebep olmazken U87MG
kanser hiicre kiiltiiriinde KSE1 (%73,7), KSE2 (%58,7) anlamli azalmalara yol agmistir

(parantez i¢i degerler % canlilik oran1’dir).
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Real Time PCR calismalarinda noron kiiltiirinde KSE2, KAE2, KAEF2 gruplari
SLC1A2’nin ekspresyonunu kontrol grubuna gore anlamli olarak arttirmigken GRIN2C
ekspresyonunu KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2 ve T gruplari anlamli olarak azaltmistir.
U87MG kanser hiicre kiiltiiriinde ise KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2 gruplar1 SLC1A2
ekspresyonunu kontrol grubuna gore anlamli olarak arttirirken, KSEF2, KAE2, KAEF2

ve T gruplart GRIN2C ekspresyonunu kontrol grubuna gore anlamli azaltmislardir.

Antioksidatif bir meyve olan karadutun hem alkol ve su ekstraktlarinin direk
kullaniminin y-Fe;O3 nanopartikiillere immobilize halinden daha etkili oldugu

belirlenmistir.

Sonug olarak, UFA yontemi kullanilarak, insan serumundan PON1 enzimi daha kisa
sirede ve daha yiikksek verimle saflagtirllmistir. Enzimin aktivite geri kazanimi,
kromatografik yontemlerle PON1 enziminin saflastirilmasi ¢alismalarindan daha yiiksek
bulunmustur. Saflastirma asamalariin, 6zellikle yiiksek aktivite kazancinin yaninda
hizli, ucuz ve li¢ basamakta yapilabilir olmasi bu siirecin potansiyelini gostermekte
endiistriyel dlgekteki enzim saflastirma uygulamalar1 i¢in biiylik avantaj tasimaktadir.
Calismanin ikinci agsamasinda ise karadut alkol ve karadut su ekstraktlarinin U87MG
kanser hiicrelerinde ve sinir hiicrelerinde etkili olduklar1 belirlenmistir ve kanser

tedavisi i¢in tagidigr 6nemi molekiiler caligmalarla gosterilmistir.
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