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ÖZET 

Doktora Tezi 
 

PARAOKSONAZ (PON1) ENZĠMĠNĠN ÜÇ FAZ AYRIMI (ÜFA)YÖNTEMĠYLE 

SAFLAġTIRILMASI, KARAKTERĠZE EDĠLMESĠ VE KARADUT (Moris nigra) 

EKSTRAKTLARI ĠMMOBĠLĠZE EDĠLMĠġ γ-Fe2O3 NANOPARTĠKÜLLERĠNĠN 

PON1, GLĠOBLASTOMA VE PRĠMER RAT KORTEKS SĠNĠR HÜCRELERĠ 

ÜZERĠNE ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI  
 

Semra ÇĠÇEK 
 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Tarımsal Biyoteknoloji Bölümü  

Hayvansal Biyoteknoloji Anabilim Dalı 
 

DanıĢman: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROĞLU 
 

Bu çalıĢmanın birinci aĢamasında paraoksonaz enzimi ilk olarak üç fazlı ayrıĢtırma yöntemi 

(ÜFA) ile insan serumundan saflaĢtırılarak üzerinde kinetik ve karakterizasyon çalıĢmaları 

yapılmıĢtır. ÇalıĢmanın ikinci aĢamasında γ-Fe2O3 nanopartikülleri üzerine karadutun (Morus 

nigra) alkol ve su ektraksiyonu immobilize edilmiĢtir. OluĢturulan grupların glioblastoma hücre 

hattı (U87MG) ve primer rat korteks sinir hücrelerindeki sitotoksik etkisi araĢtırılmıĢtır. Yine bu 

grupların GRIN2C ve SLC1A2 genleri üzerinden real time PCR uygulamaları ile glutamat 

toksisitesi üzerine etkileri çalıĢılmıĢtır. ÜFA saflaĢtırma iĢlemi 3 aĢamada gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġlk aĢamada PON1 %60-80 amonyum sülfat çöktürmesine maruz bırakılmıĢtır, ikinci aĢamada 

1,0:0,5 oranında insan serumu/t-bütanol ve % 20‟lik amonyum sülfat doygunluğu kullanılmıĢtır. 

Üçüncü aĢamada ise ara faz üzerinden yapılan ikinci ÜFA aĢamasında sabit insan serumu:t-

bütanol oranı kullanılarak %49, 87 verim ve 182,66 saflaĢtırma katsayısı ile PON1 enzimi insan 

serumundan saflaĢtırılmıĢtır.  SaflaĢtırılan enzimin kinetik özelliklerine yönelik yapılan 

çalıĢmalarda optimum pH 8,1, stabil pH 7.0, optimum sıcaklık 37°C, stabil sıcaklık 20°C olarak 

belirlenmiĢtir. SDS-PAGE‟de yürütülen enzimin moleküler ağırlığı, 45 kDa olarak 

bulunmuĢtur. Karadut ekstraktlarının γ-Fe2O3 nanopartiküllerine immobilizasyonuna ait yapılan 

optimizasyon çalıĢmalarında optimum immobilizasyon süresi ve optimum materyal 

konsantrasyonu her iki ekstrakt için sırasıyla 60 dk, 10mg/mL olarak tespit edilmiĢtir. Optimum 

pH ve optimum sıcaklık KSE ve KAE için sırasıyla; pH 7,0, 30°C ve pH 6,0, 20°C olarak 

belirlenmiĢtir. Karadut ekstraktları kullanılarak oluĢturulan grupların nöron hücreleri üzerindeki 

toksisite etkisine dair yapılan çalıĢmada; KSE1, KSE2 ve KSEF1 grupları nöron hücrelerinde 

kontrol gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı bir toksisiteye sebep olmazken U87MG 

kanser hücre kültüründe KSE1 (%73,7), KSE2 (%58,7) anlamlı azalmalara yol açmıĢtır. Real 

Time PCR çalıĢmalarında nöron kültüründe KSE2, KAE2, KAEF2 grupları, SLC1A2‟nin 

ekspresyonunu kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttırırken GRIN2C ekspresyonunu KSE2, 

KSEF2, KAE2, KAEF2 ve T grupları anlamlı olarak azaltmıĢlardır. U87MG kanser hücre 

kültüründe ise, KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2 grupları Slc1a2 ekspresyonunu kontrol grubuna 

göre anlamlı olarak arttırırken, KSEF2, KAE2, KAEF2 ve T grupları ise GRIN2C 

ekspresyonunu kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaltmıĢlardır. 

2016, 137 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Karadut, γ-Fe2O3, Paraoksonaz (PON1), ÜFA, U87MG, nöron kültürü, 

GRIN2C, SLC1A2 
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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 γ-Fe2O3 NANOPARTICLES ON PON1, GLIOBLASTOMA AND PRIMARY RAT 

CORTEX NERVE CELLS 
 

Semra ÇĠÇEK 
 

Atatürk University 

Natural Sciences Institute 

Department of Agricultural Biotechnology 

Department of Animal Biotechnology 
 

Supervisor: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROĞLU 
 

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 γ-Fe2O3 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 γ-Fe2O3 

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 SLC1A1 

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, γ-Fe2O3, Paraoxonase (PON1), TPP, U87MG, neuronal culture,  

GRIN2C, SLC1A2 
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1. GĠRĠġ 

Kanser, kontrolsüz hücre bölünmesi ve hücrelerin orjinden veya primer bölgeden 

vücudun diğer bölgelerine invazyonu (çevre dokulara yayılma ve iĢlevlerini bozma 

anlamında kullanılan tıbbi bir terim) ile karakterize olan bir hastalık grubudur. Kanserin 

büyüme sinyallerinin kendi kendini yönetmesi, hücrelerin büyüme inhibisyon 

sinyallerinden ve apoptosisten kaçması, limiti olmayan bölünme potansiyeli, 

anjiogenez, invazyon ve metastaz olmak üzere ayırıcı özellikleri olduğu bilinmektedir 

(Pecorino 2006). Kanser tüm dünyada hızla artmakta ve ölüm nedenlerinin baĢlıca 

sebepleri arasında yer almaktadır. Son istatistiksel bilgilere göre 2020 yılında dünyadaki 

kanser hastası sayısının 15 milyondan fazla olacağı belirtilmiĢtir (Kairemo et al. 2008). 

Bugün için kanser tedavilerinin temelini cerrahi müdahale, radyasyon ve kemoterapi 

oluĢturmaktadır. Bu yaklaĢımlar fiziksel olarak tümörlü alanı ortadan kaldırmayı 

amaçlamaktadır. Bu Ģekilde sağlıklı hücrelerin etkilenmesini en aza indirmek 

hedeflenmektedir. Ancak geleneksel tedavi yöntemlerinin sınırlı etkiye sahip olması, 

düĢük biyouyumluluk, toksisite ve yan etkiler gibi olumsuzlukları nedeniyle ilaçların 

tedavi edici etkisi ciddi Ģekilde azalmaktadır. Ayrıca hedef olmayan bölgelerin bu 

ilaçlara maruz kalması sonucu belirli dokularda bu maddeler birikmektedir. Bunun 

sonucunda istenmeyen doku tahribatları oldukça sık olarak karĢımıza çıkmaktadır (Chen 

et al. 2008; Sahoo and Labhasetwar 2003). Ayrıca bu hastalığın doğası, bütün tümörlü 

hücreler yok edilmediği sürece daha agresif ve tedaviye daha dirençli bir Ģekilde geri 

dönecek biçimdedir. Bu nedenle, yan etkileri olmayan etkinliği ve spesifikliği yüksek 

tedavi yöntemleri ile bu tedavilerin uygun zamanlı ve etkili olabilmesi için en iyi fırsatı 

sağlayacak erken teĢhis mekanizmalarına yönelik araĢtırmalar oldukça önemli bir 

gerekliliğe sahiptir. 

Kanser ve diğer hastalıkların tedavisinde alınan ilaçlara karĢı geliĢtirilen tolerans ve 

direnç, günümüz modern tıp dünyasının en önemli sorunu haline gelmektedir. Bu sorun 

bilim adamlarını yeni ilaçların sentezi, proteomiks (Qadir 2010), polimer (Khalid et al. 

2009; Hussain et al. 2011) ve nanoteknolojinin kullanımı (Naz et al. 2011; Ehsan et al. 
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2012) gibi alternatif yöntemlerin araĢtırılmasına yöneltmiĢtir. Aynı zamanda bu sorun 

için laktik asit bakterileri ya da deniz mikroorganizmaları tarafından ilaç sentezleme 

(Masood et al. 2011) ve hastalıklı hedef alana ilaç dağıtımının arttırılması gibi 

yöntemlerin kullanımı mevcuttur. Bununla birlikte hastalıkların kontrolü için bitki 

ürünlerinin ve ekstraktlarının kullanımına doğru artan bir eğilim söz konusudur. Çok 

sayıda bitki araĢtırmacılar tarafından anti-enflamatuar (Qadir 2009), hipoglisemik, 

amoebisidal, anti-verimlilik, sitotoksik, antibiotik (Amin et al. 2012), spazmolitik, 

bronchodilator, antioksidant (Janbaz et al. 2012) ve karaciğer koruyucu özellikleri 

(Ahmad et al. 2012) gibi farmakolojik değerleri açısından taranmaktadır. 

Bu araĢtırılan bitkiler arasında Morus nigra (Karadut) önemli bir yer tutmaktadır. 

Morus nigra (Moraceae) yaygın olarak Asya, Afrika, Avrupa ve Amerika'da 

yetiĢmektedir. Yapılan çalıĢmalarda; farmakolojik olarak M. nigra'nın 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 sağlığı için etkili (Volpeto et al. 2011), kurt 

döktürücü ve anti kanser (Kumar and Chauhan 2008) etkinliği rapor edilmiĢtir. Ayrıca 

geleneksel olarak halk arasında; M. nigra sarılık tedavisi (Abbasi et al. 2009), ağız ve 

diĢ hastalıkları, hipertansiyon, artrit ve anemiyi tedavi etmede yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Ozgen vd 2009). 

Fenolik bileĢikler serbest radikalleri nötralize edebildiklerinden dolayı antioksidantların 

önemli bir kaynağıdırlar (Breyera et al. 2007). Serbest radikaller bir veya birden çok 

eĢleĢmemiĢ elektrona sahip, molekül ağırlığı düĢük, kısa ömürlü, kararsız ve çok etkin 

moleküller olarak tanımlanmıĢtır. Stabil moleküllerin dıĢ yörüngesinde birbirine zıt 

yönde dönen elektron çiftleri vardır. Serbest radikaller oldukça reaktiftir ve elektron 

eĢlemek amacıyla diğer moleküller ile reaksiyona girmek için yarıĢ içindedirler 

(Dormandy 1980).  Serbest radikaller hücreye birkaç farklı mekanizma ile zarar verirler; 

membrane lipitlerinin peroksidasyonu, protein hasarı, disülfit bağı oluĢumu, DNA 

hasarı (Hsu et al. 2006; Yapar et al. 2007; Wu et al. 2010). Bu zararlar sonucunda 

bireyde dejeneratif hastalıkların oluĢması (Alzheimer, katarakt, diyabet, kardiovasküler 
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rahatsızlıklar, kanser…) söz konusu olabilmektedir (He and Giusti 2010; Gioti et al. 

2007). Vücutta serbest radikallerin etkilerini kaldırmak için geliĢtirilen antioksidan 

savunma sisteminde görev alan antioksidanlar; hedef moleküllerin hasar sonrası tamiri 

ya da temizlenmesi, serbest oksijen radikallerinin enzim reaksiyonları aracılığıyla ya da 

doğrudan giderilmesi, metal iyonların bağlanması ve radikal oluĢum reaksiyonlarının 

engellenmesi ve serbest oksijen radikallerinin oluĢumunu baskılama yoluyla 

engellenmesi gibi görevleri vardır (Rangan and Bulkley 1993). 

Birçok çalıĢma antosiyaninlerin antioksidant aktivite gösterdiğini önceden rapor etmiĢtir 

(Wang et al. 1997; Stinzing et al. 2002). Antosiyoninler birçok meyvede pigment olarak 

zengin konsantrasyonlarda bulunmakla birlikte; insanlarda rastlanan birçok hastalığa 

karĢı koruyucu ve tedavi edici rolü olduğuna dair anekdotsal ve epidemiyolojik 

çalıĢmalar bulunmaktadır. Flavonoidlerin felçleri önlemeye yardımcı olduğu, kroner 

kalp hastalıklarından ölüm oranını azaltabileceği, tümör geliĢimini kısıtlayabileceği 

gösterilmiĢtir (Seeram 2008). 2009'da yapılan bir çalıĢmaya göre antosiyaninlerin nöron 

koruyucu ve anti-enflamatuar aktivitelerinin yanı sıra analjezik özelliklere sahip 

olabileceği gösterilmiĢtir (Korte et al. 2009). In vitro olarak yapılan bir çalıĢmada; hem 

MAO-A hem de MAO-B (MAO fonksiyonu nörodejeneratif hastalıklar, depresyon ve 

anksiyete ile iliĢkilidir) için antosiyaninlerin MAO inhibitör aktivitesine sahip olduğu 

belirlenmiĢtir (Dreiseitel et al. 2009). 

Bazı çalıĢmalarda karadut ekstraktlarındaki flavonoid ve antosiyanin gibi fenolik madde 

ile karotenoid içerikleri araĢtırılmıĢtır (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; Özgen vd 2009). 

Dimitrijević et al. (2013) yaptıkları çalıĢmada karadut meyvesindeki fenolik içerik ve 

antioksidant kapasitesini araĢtırmıĢlardır. Buldukları sonuçlara göre; karadut 

meyvesinin GAE/100 g'ında 90,26 dan 118,84 mg'a kadar değiĢen toplam fenol bileĢiği 

ve siyanidin-3-O glikozid/ 100 gr taze meyvede 114,83 ile 128,68 mg arasında değiĢen 

antosiyanin içerdiği belirtilmiĢtir. ġtefănuţ et al. (2013) tarafından yapılan bir çalıĢmada 
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ise karadut'un antosiyanin içeriği 1197±6,1 mg/L fenolik madde içeriği 2323±4,0 mg 

GAE/L ve antioksidant aktivite ise 8,9±0,3 meq Trolox olarak belirtilmiĢtir. 

Nanoteknoloji, yapı taĢları olarak atom veya moleküllerin kullanımıyla insan yapımı 

0,1-100 nm boyutundaki yapıların iĢlevsel olarak tasarlanıp imal edilmesi Ģeklinde 

tanımlanmaktadır (Thrall 2004; Xu et al. 2007). Nanoteknoloji hemen hemen her alanda 

potansiyel bir uygulama alanına sahip olup bu alanlara öne çıkarıcı yenilikler 

kazandırmaktadır. Tıp biliminde ise nanoteknolojinin kullanım alanı “nanotıp” olarak 

isimlendirilmektedir ve tanı, tedavi, hastalık ve travmatik yaralanmaların önlenmesi, 

ağrının giderilmesi ve insan sağlığının korunup geliĢtirilmesi amaçlı vücudun moleküler 

bilgileri ile moleküler araçların kullanılmasını içermektedir (Freitas 2005; Yula ve 

Deveci 2010; Gupta 2011; Syed et al. 2013). Nanoteknolojideki geliĢmelerin tıp alanına 

uygulanmasıyla nano-ölçek seviyesinde biyo-uyumluluk gösteren yapılar tasarlanmakta 

ve bu Ģekilde teröpatik ajanların hastalıklı dokulara ve hatta hücrelere kolayca ulaĢması 

sağlanmaktadır. Bununla birlikte; terapötik amaçlı kullanılacak nano sistemlerde nano 

malzemenin hastalıklı bölgeye hedeflenebilir olması, yüksek biyo dolaĢım ve 

farmakokinetik özelliklerine ek olarak düĢük toksisite göstermesi oldukça önemlidir 

(Tan vd 2012). 

Nano ölçekli ilaçlar yüzey alanı arttığı için mevcut ilaçlara göre daha etkilidir ve bunun 

sonucunda hastaya tedavi amaçlı verilmesi gereken ilaç miktarında birkaç kat kadar 

azalma sağlanır. Kanserli hücrelerin teĢhisi ve tedavisinde nanopartikül kullanımına dair 

elde edilen umut verici sonuçlar modern tıp için heyecan vericidir. Nanopartiküllerin; 

yükleme kapasitesinin fazla olması, immün sistem tarafından tanınmaması dolayısıyla 

hedefe daha etkili bir biçimde ulaĢmak amacıyla yüzeylerinin çeĢitli moleküller ile 

modifiye edilebilmesi, kan beyin bariyeri ve hücreler arası sıkı bağlantılar gibi 

fizyolojik bariyerlerden geçiĢi sağlayabilecek Ģekilde dizayn edilebilmesi, polimer kaplı 

süperparamanyetik materyallerin manyetik rezonans görüntülemeye olanak sağlayarak 

partiküllerin diagnostik uygulamalarda kullanılabilmesi, bir ligand ile konjugasyon 

aracılığıyla oldukça spesifik doku hedeflendirmesini mümkün kılması gibi özellikleri 

bulunmaktadır (Soloviev 2007; Ak 2010). 
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Demir nanopartiküllerin sentezi ve kanserli hücrelerin teĢhisinde ve tedavisinde 

kullanımı sahip olduğu özellikler ile büyük önem kazanmaktadır. Demir nanopartiküller 

hacimsel yapılarından farklı manyetik özellik göstermekle birlikte olağandıĢı fiziksel ve 

kimyasal özellikler sergilemektedirler. Son yıllardaki çalıĢmalar bu malzemelerin düĢük 

ergime ve sinterleme sıcaklığı, süperplastik davranıĢ, yüksek süneklik ve tokluk, yüksek 

ısıl genleĢme katsayısı, farklı termofiziksel özellikler ve yüksek self difüzyon katsayısı 

gibi özellikler gösterdiğini ortaya koymuĢtur. Fe3O4 nano yapıları demirin oksitlenerek 

pasifleĢmesi (yüzey reaktivitesinin azalması) sonucu oluĢan bir yapıdır. Demir bilindiği 

gibi sahip olduğu yüksek doyum mıknatıslanma değeri nedeni ile teknolojik pek çok 

alanda vazgeçilmez bir yapıdır. Demir nano parçacıkları özellikle, karbon-karbon 

bağlarının oluĢumu ve parçalanmasında etkin bir rol almaktadır (Kommareddi et al. 

1996; Fauconnier et al. 1996). Birçok endüstriyel uygulamada kullanım alanı bulan 

Fe2O3, , ,  ve  olmak üzere dört farklı kristal yapısına sahiptir. Bu kristal yapılardan  

-Fe2O3 ve -Fe2O3 kristal yapıları endüstriyel uygulamalarda kendilerine yer 

bulmaktadırlar ancak -Fe2O3 ve -Fe2O3 kararsız olduklarından dolayı uygulama 

alanları yok gibidir. Rombohedral faz (hematit) demir oksit ve bir n-tipi yarı iletken 

olan -Fe2O3 (Bant aralığı enerjisi, Eg2,1 eV) çevre koĢullarında termodinamik olarak 

en kararlı demir oksit fazı olarak ifade edilmektedir. Kübik spinel faz (maghemit) demir 

oksit ve n-tipi yarı iletken olan -Fe2O3, (Eg2,43 eV)  ise çevre koĢullarında -

Fe2O3‟dan sonra en kararlı demir oksit fazıdır. Hematit ve maghemitler katalizör, gaz 

sensörü, manyetik kayıt ortamları, biyosensörler, magnetoptik cihazlaar, lityum-iyon 

pilleri, korozyon önleyici, sensör, su arıtma ve pigmentleri kapsayan birçok alanda 

uygulamalara sahiptirler (Bacri et al. 1997; Ilievski et al. 2003; Perez et al. 2004; Jing 

et al. 2006; Cao et al. 2008). 

Glioblastoma (GBM) eriĢkinlerde en sık rastlanan ve en hızlı büyüyen astrosit denilen 

yıldız Ģeklindeki destek hücrelerinden kaynaklanan kötü huylu bir primer beyin 

tümörüdür (Ohgaki et al. 2004). 4. derecedeki astrositom olarak sınıflandırılır. Primer 

beyin tümörlerinin yaklaĢık olarak 1/3‟ünü oluĢturmaktadır (Galanis and Buckner 2000; 

DeAngelis 2001). Diğer kanser türlerine göre sık görülmemesine rağmen hastalarda 

yaĢam kalitesini ve yaĢam süresini olumsuz etkileyen GBM‟de tedavi seçenekleri uzun 
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yıllar çok fazla değiĢmemiĢtir. Optimal tedavi modalitesi, mümkün olan en geniĢ cerrahi 

sonrasında adjuvan radyoterapi (RT) ve seçilmiĢ olgularda kemoterapi (KT) eklenmesi 

Ģeklindedir. Semptomlar daha çok tutulan beyin bölümüne bağlıdır. Ne yazık ki bu 

tümörler genellikle büyük boyutlara ulaĢmadan belirti vermezler. GBM‟de belirti ve 

bulgular arasında nöbetler, bulantı ve kusma, baĢ ağrısı, hafıza kaybı, kısmi felç yer 

almaktadır. Temporal ve frontal lob bu hastalıktan etkilendiğinde ileri düzeyde hafıza 

kaybı, kiĢilik değiĢiklikleri ve nörolojik fonksiyon kaybı görülmektedir (Ohgaki et al. 

2004). 

Glioblastoma tedavisi standart tedavilere karĢı tümör hücrelerinin direnç göstermesi, 

sağlıklı beyin bölgelerinin tedaviden zarar görme olasılığı, beynin kendini yenileme 

kapasitesinin düĢük olması, kan beyin bariyerinden birçok ilacın geçememesi gibi 

nedenlerden dolayı oldukça zordur.  Hastaların tanısı konduktan sonra en geç 2 yıl 

içinde ölümü gerçekleĢir (Jonhson et al. 2011). Bu nedenle glioblastoma tedavisi için 

araĢtırmalar alternatif tıbbın odağı olan bitkiler ve çağımızın en önemli bilimsel 

geliĢmesi olarak lanse edilen nanoteknolojinin tıp alanındaki sunduğu olanaklar 

üzerinde giderek yoğunlaĢmaktadır. Bu amaçla birçok bitkinin etken maddesi veya 

ekstraktı farklı glioblastoma hücre hatlarında sitotoksik testlere tabi tutulmaktadır ve bir 

çok etken madde taĢıyıcısı olarak nanopartiküllerin kullanımı denenmektedir. 

Glutamat beyinde heyecan duygularına yönelik sinir hücrelerindeki iletimi sağlayan en 

önem sahibi eksitatör nörotransmitter maddedir. Ancak aynı zamanda nörotoksik bir 

maddedir. Beyinde meydana gelen normal durum dıĢı oluĢumlar sayesinde glutamat 

konsantrasyonundaki değiĢiklikler nörotoksisiteye ve bu durumu takiben hücre ölümüne 

neden olmaktadır. Bu hücre ölümleri geri dönüĢümsüzdür. Bu nedenle oluĢan hasarlar 

sıklıkla kalıcı olmaktadır. Örneğin; hipoksik hasar, hipoglisemi, inme ve epilepsiyle 

alakalı konularda glutamat reseptörlerinin gereğinden fazla uyarımı mevcuttur. Beyinde 

meydana gelen hasarlar ile glutamat reseptörlerinin gereğinden fazla uyarılması 

arasında oldukça güçlü bir iliĢki bulunmaktadır (Schipke et al. 2001; Kabadere 2002; 

Hacımuftuoglu 2007). 
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Glutamat reseptörleri N-metil-D-aspartat (NMDA), Kainat, alfa-amino 3-hidroksi-5-

metilisokzasole-4-propionik asit (AMPA), metabotropik glutamat reseptörleri Ģeklinde 

sınıflandırılmaktadırlar. Üzerine en fazla ilgiyi çeken NMDA reseptörleri hipokampus 

ve serebral kortekste oldukça fazla miktarda yer almaktadırlar. NMDA reseptörlerinde 

Na
+ 

ve Ca
2+

 „un ilgili hücrelere eriĢimini gerçekleĢtiren yüksek iletimli bir kanal, ilaçlar 

ve ajanlar için bağlanma alanları olarak görev yapan glisin bağlanma bölgesi, 

Fensiklidin ile yarıĢmasız antagonistler için (ketamin, MK 801) bağlanma bölgesi,  

voltaja bağımlı olmayan blok yapan 2 değerlikli katyon bölgesi, poliamin düzenleyici 

bölgesi ve son olarak voltaj bağımlı-Mg
2+

 bağlanma bölgesi bulunmaktadır (Güven 

2009). 

Grin2c geni, iyonotropik glutamat reseptörlerinin bir sınıfı olan NMDA reseptörlerini 

bir alt birimini kodlamaktadır. Çözünür taĢıyıcı ailesinin bir üyesi olan Slc1a2 (GLT 1) 

ise yüksek afiniteli glutamat taĢıyıcısıdır. Glutamat taĢıyıcıları glial hücrelerde ve/veya 

presinaptik glutamaterjik sinir uçlarında bulunan membrana bağlı proteinlerdir. Bu 

proteinler hücre dıĢı alanda gereğinden fazla bulunan glutamatı ortamdan 

uzaklaĢtırmakla görevlidirler (Karki et al. 2015). 

Serbest radikaller aminoasitlerin yan zincirlerini okside ederek veya lipit 

peroksidasyonu, glikasyon ürünleri gibi oksidasyon yan ürünlerinin proteinlere kovalent 

olarak bağlanması ile bu proteinlerde hasara neden olabilmektedirler. Zarar görmüĢ 

çapraz bağlar ile oluĢturan proteinler proteozomal yıkıma gönderilmekle birlikte 

nörodejeneratif hastalıklarda görülen protein birikimlerini oluĢtururak hücresel hasarlara 

da yol açabilmektedirler (Markesbery 1997; Chauhan and Chauhan 2006). Literatürde 

glutamat ve oksidatif stres iliĢkisine dair araĢtırmalar mevcuttur (Blandini et al. 1996; 

Obrenovitch and Urenjak 1997; Pereira and De Oliveira 2000). Serbest oksijen 

radikalleri glutamat alım inhibisyonu ve NMDA reseptör aktivasyonunu sağlayarak 

süperoksit salınımına, hücre içi Ca
2+

 artıĢına, NO oluĢumuna neden olabilmektedirler. 

Bu nedenle araĢtırmacılar antioksidan maddeler ile glutamat toksisitesi üzerine 

araĢtırmalar yapmaya baĢlamıĢlardır. Lipoik asit (Han et al. 1997), N-asetilsistein amid 

(Penugonda et al. 2005), kateĢin (Torres et al. 2005), vitamin C, vitamin E, kuersetin, 
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(Farombi and Onyema 2006), 7,8-dihidroksiflavon (Chen et al. 2011), likopen (Sadek et 

al. 2016) bu çalıĢmalarda araĢtırılan bazı antioksidan maddelerdir. 

Enzimler canlı sistemlerde spesifik olarak kimyasal tepkimeleri katalizleyen, metabolik 

reaksiyon basamaklarını katalizleyen çoğunluğu protein yapısındaki 

makromoleküllerdir. Enzimlerin canlı sistemlerdeki önemi düĢünüldüğünde üzerine 

yapılan çalıĢmaların her zaman bir gereklilik oluĢturduğu ortaya çıkmaktadır. Sağlık 

bilimleri dalı olan tıp alanında bazı hastalardaki genetik bozukluklar enzimlerin 

yetersizliğine veya tam yokluğuna atfedilebilmektedir.  Vucüt dengesinin bozulması 

spesifik bir enzimin normalden daha fazla veya daha az aktivite göstermesi nedeniyle 

karĢımıza çıkabilmektedir. Bu nedenle en önemli canlı konumundaki insanın kanında, 

kan serumunda,  eritrositlerde ve doku örneklerinde bulunan enzimlerin farklı bilimsel 

yöntemlerle saflaĢtırılması, karakterize edilmesi tıp alanında ve enzimoloji alanında 

önemli olmaktadır. 

Enzim saflaĢtırma yöntemleri olarak çöktürme, kromotografik yöntemler, diyaliz, 

filtrasyon yöntemleri öne çıkmaktadır. Ancak bu yöntemler oldukça fazla adımlı 

prosesleri, zaman kaybını, uygulama zorluğunu, yüksek verim kaybını içermektedir. 

Son zamanlarda üçlü faz sistemleri (TPP- Three-phase partitioning, ÜFA) enzim 

saflaĢtırma çalıĢmalarında kullanılan birden fazla amonyum sülfat çöktürme basamağını 

kollektif olarak içeren bir ayırım yöntemidir (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 PON3 ile çoklugen ailesinin bir üyesi olup 

kalsiyum-bağımlı serum esterazdır. PON1 43-45 kDa molekül ağırlığına sahiptir ve 

dolaĢımda HDL‟ye bağlı olarak taĢınır (Précourt et al. 2011). PON1'in izoelektrik 

noktası 5,1'dir. PON1 enzimi, paraoksonun hidrolizini sağlayan paraoksonaz 

aktivitesine, fenilasetatın hidrolizini sağlayan arilesteraz aktivitesine ve laktonların 

hidrolizini sağlayan laktonaz aktivitesine sahiptir (Draganov et al. 2005; Gan et al. 

1991). 
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Paraoksonazın son yıllarda özellikle arterosklerozisin önlenmesinde ve ilaç 

metabolizmasında önemli derecede rol oynadığı anlaĢılmıĢtır (Mackness et al. 2001; 

Draganov et al. 2004). Paraoksonaz, sahip olduğu laktonaz aktivitesi ile arterosklerozise 

karĢı koruyuculuğunu hem LDL ve HDL lipitlerinin yükseltgenmesini önleyerek hem 

de lipit peroksitlerini metabolize ederek göstermektedir (Deakin et al. 2002; Teiber et 

al. 2003). PON1 enzim düzeyi ve aktivitesinin kardiyovasküler hastalıklarda, 

hiperkolesterolemi hastalarında, ileri yaĢtaki insanlarda, obezitede, menopozda, Ģeker 

hastalığında, Parkinson hastalığında ve böbrek yetmezliklerinde azaldığı belirlenmiĢtir 

(Mackness et al. 1998; Kondo and Yamamoto 1998; Ikeda et al. 2001; Gugliucci et al. 

2012). Nishio et al. yaptıkları in vitro çalıĢmalarda, sigarada bulunan toksik maddelerin 

PON1‟in enzimatik aktivitelerini inhibe ettiğini göstermiĢlerdir (Nishio and Watanabe 

1997). 

Oksidatif stres karsinogenezde önemli etyolojik faktörlerden birisidir. Buna karĢın 

PON1, endojen serbest radikal temizleyici sistemler arasında yer aldığından farklı 

kanserlerin etyoloji ve önlenmesindeki rolüne ilgi duyulmuĢtur. Elkıran vd (2007) 

tarafından yapılan çalıĢmada, serum PON1 aktivitesinin akciğer kanserli hastalarda 

sağlıklı kiĢilerden anlamlı derecede düĢük olduğu bulunmuĢtur (Elkiran vd 2007). Lee 

et al. (2005) tarafından yapılan benzer bir vaka-kontrol çalıĢmasında sağlıklı kontrol 

gruplarına göre gastrik veya pankreas kanseri olan hastalarda serum paraoksonaz 

seviyeleri düĢük çıkmıĢtır (Akcay vd 2003a; 2003b). 

Kanser araĢtırma derneğine göre; antosiyaninler gibi fitokimyasalların insan 

diyetlerinde bulunmasının olumlu etkilerinin olduğu belirlenen çalıĢmalar bulunmasıyla 

birlikte kanseri tedavi edici ya da önleyici olduğunun kesin olarak belirleyen herhangi 

bir fitokimyasal üzerine güçlü bir çalıĢma bulunmadığı belirtilmektedir (Anonim 2013). 

GeliĢen teknolojik geliĢmelere paralel olarak bilim dünyasındaki beklentiler 

artmaktadır. Artık morfolojik olarak ölçülebilen parametrelerin yanında etken maddenin 

etkinliğinin moleküler olarak kanıtlanması gerekmektedir. Özellikle sağlık alanında 

yapılan çalıĢmalarda kullanılacak hayvan modellerinde mRNA seviyesinde verilerin 

değerlendirilmesi etken maddenin etkisini gerçek anlamda ortaya koymaktadır. Ancak 
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bu Ģekilde araĢtırmalardan olumlu sonuçlar elde edildiğinde; etken maddenin insan 

üzerinde denenmesine daha güvenilir olarak yaklaĢılabilmektedir.  Bu çalıĢmada 

antosiyaninlerin kanser üzerine etkisinin hangi düzeyde olduğunun kesin olarak ortaya 

konması amaçlanmaktadır. Ġlaç taĢıyıcı olarak manyetik demir nanopartiküller 

kullanılarak hastalıklı alana ulaĢmada minimum kayıp hedeflenmekte ve sağlıklı 

alanların etkilenmesi minimum seviyeye çekilmektedir. 

Yapılan çalıĢma kapsamında ilk olarak karadut bitkisinden antosiyanin içeriği fazla olan 

ekstraktlar farklı çözücüler (alkol ve su) kullanılarak elde edilmiĢtir. Elde edilen bitki 

ekstratları γ-Fe2O3 nanopartiküller üzerine iyonik bağ ve absorbsiyon yöntemlerinden 

yararlanılarak immobilize edilmiĢtir. PON1 enzimi sağlıklı insan serumundan üçlü faz 

ayırımı yöntemiyle saflaĢtırılmıĢtır, saflaĢtırma optimizasyonu ve bazı antioksidant 

bileĢikler ve hazırlanan karadut ekstraktlarının bu enzim üzerindeki aktivatör/inhibitör 

etkileri araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmanın moleküler aĢamasında hem serbest hem de γ-Fe2O3 

nanopartiküller yüzeyine immobilize edilmiĢ olan bitki ekstratlarının Glioblastoma 

(U87MG hücre hattı), primer rat korteks sinir hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Ayrıca uygulanan dozların real time PCR uygulamaları Grin2c ve Slc1a2 

genleriyle ilgili olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

2.1. Kanser 

Kanser, terim olarak kullanılmamıĢ olmasına rağmen insanlık yaĢamı boyunca tarih 

sayfalarında tarif edilmiĢtir. Mısır‟da bulunan travma cerrahisi ile ilgili eski bir Mısır 

kitabı parçasının kopyası olan Edwin Smith Papirüsü‟nde ateĢ matkabı adı verilen bir 

alet ile tümörlerin ve göğüs yaralarının yakılarak tedavi edildiğine dair 8 vaka 

açıklanmaktadır. Hastalıkla ilgili olarak “bir tedavisi yoktur” Ģeklinde bir ifade yer 

almaktadır (Anonymous 2016a). 

Portekiz‟in baĢkenti Lizbon‟daki Ulusal Arkeoloji Müzesi‟nde muhafaza edilen “M1” 

adlı mumya üzerinde radyolojik incelemeler yapan araĢtırmacılar, mumyada boyutları 

0,1 ila 1,5 cm arasında değiĢen ve metastatik prostat kanserine iĢaret eden tümörler 

tespit etmiĢlerdir. AraĢtırma sonucunda M1′in, Mısır‟da bilinen en eski ve dünyada ise 

kayıtlara geçen ikinci en eski prostat kanseri vakası olduğunu belirtmiĢlerdir (Prates et 

al. 2011). 

“Carcinos ve karsinom‟‟ kelimelerini kullanan ve tümörleri iyi huylu (belign) ve kötü 

huylu (malign) olarak ayıran ilk kiĢi Hipokrat (M.Ö. 460-370) olarak kabul 

edilmektedir. Hipokrat Doktrini olarak bilinen belgede cilt kanseri tanımlanmıĢ ve 

kanser tedavileri belirtilmiĢtir. Romalı hekim Celcus (M.Ö. 28-50) carsinos kelimesini 

latinceye çevirerek cancer (yengeç) demiĢtir. Bir baĢka Romalı hekim Galen (MS 130-

200), tümörleri tanımlamak için oncos (Yunancada ĢiĢlik) kelimesini kullanmıĢtır 

(Anonymous 2016a). 
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15.yy'da Rönesans döneminde bilim adamları insan vucudu üzerinde büyük bir anlayıĢ 

geliĢtirmiĢtir. Galileo ve Newton gibi bilimsel metot kullanmaya baĢlayan bilim 

adamları daha sonra hastalık incelemelerine baĢlamıĢlardır. Harvey (1628) tarafından 

yapılan otopsiler kalp ve vucut boyunca kan dolaĢımının anlaĢılmasına yol açtı. 1761'de 

Giovanni Morgagni hastanın hastalığıyla iliĢkilendirmek amaçlı patolojik bulgular için 

otopsiler yapmıĢtır. Bu otopsiler bilimsel onkoloji ve kanser çalıĢmaları için temel 

olmuĢtur (Harvey 1974; Diamandopoulus 1996). 

Ünlü Ġskoç cerrah John Hunter (1728-1793) “Eğer tumör yakınındaki dokuları istila 

etmemiĢse ve hareket edebiliyorsa tümörü oradan çıkarmada hiç bir uygunsuzluk 

yoktur” ifadesini kullanarak bazı kanserlerin cerrahi operasyonla tedavi edilebileceğini 

öne sürmüĢtür. Bir yüzyıl sonra anestezinin geliĢtirilmesi ameliyatların geliĢmesine izin 

vermiĢtir ve radikal mastektomi (memenin herhangi bir nedenle alınması) gibi klasik 

kanser iĢlemleri geliĢtirilmiĢtir (Diamandopoulus 1996; Hajdu 2011a, 2011b). 

19. yüzyılda modern mikroskobun kullanımı ile hastalıklı dokuların çalıĢılmasında 

bilimsel bir atak meydana gelmiĢtir. Hücresel patolojinin kurucusu olarak anılan Rudolf 

Virchow kanserli dokularda modern patoloji çalıĢmalarıyla bilimsel temeller 

sağlamıĢtır. Bu çalıĢmalar ile kanserin olumsuz etkileri daha iyi anlaĢılmıĢ ve kanser 

operasyonları geliĢtirilmiĢtir. Bu dönemde cerrah tarafından alınan vucut dokuları artık 

muayene edilebilir ve kesin tanı yapılabilir hale gelmiĢtir (Diamandopoulus 1996; 

Hajdu 2011a, 2011b). 

Günümüzde kanser en genel tanımıyla vücudun herhangi bir yerinde baĢlayabilen, bir 

hücre veya hücre grubunun kontrol dıĢı büyümesiyle normal hücrelere göre sayıca daha 

fazla çoğalması (hücre proliferasyonu) ve bu hücrelerin yer değiĢtirerek farklı alanlarda 

faaliyetlerini sürdürmesi (metastaz) Ģeklinde tanımlanmaktadır. Ancak kontrolsüz 

çoğalan hücreler farklı bölgelere yerleĢme eğilimi göstermiyorsa benign tümör, farklı 

bölgelere yerleĢme ve yayılma eğilimi gösteriyorsa malign tümör olarak 

adlandırılmaktadır. 
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Kanserler, hastalığın vuku bulduğu organa veya köken aldıkları hücre-doku tipine göre 

isimlendirilirler. Organlara göre akciğer, karaciğer, rahim, beyin, mide, cilt kanseri gibi 

isimler alırken, hücre tipine göre karsinom, sarkom, lösemi ve lenfoma gibi isimlerle 

ifade edilirler. Sonuçta; mide adenokarsinomu, akciğer küçük hücreli karsinomu, kemik 

sarkomu gibi isimlerde söz konusu olmaktadır. 

Kanser vakalarının kayıt altına alınması amacıyla yapılan ilk çalıĢma 1728 yılında 

Londra genel nüfus sayım idaresince gerçekleĢtirilmiĢtir. Diğer ülkelerde bu yaklaĢım 

farklı tarihlerde uygulamaya konulmuĢtur. Danimarka‟da 1943, Macaristan‟da 1952, 

Finlandiya ve Almanya‟da 1953 yıllarında halk tabanlı kanser kayıt sistemleri ile veri 

toplanmaya baĢlanılmıĢtır. Dünya Sağlık Örgütü aracılığıyla yapılan standardizasyon 

çalıĢmaları ve 1948 yılında yayınlanan ICD (International Classification of 

Diseases)‟nin 6. baskısı sonrasında kodlama sisteminin farklı ülkelerde uygulanması ile 

1992 yılı itibariyle 52 ülkede 266 adet halk tabanlı kanser kayıt sistemi oluĢmuĢtur. Bu 

ülkelerdeki çalıĢmalar düzenli olarak "5 Kıtada Kanser Ġnsidansı" (Cancer Incidence in 

Five Continents) isimli Dünya Sağlık Örgütü yayınında özetlenmektedir (Anonim 

2016a). Amerikan Kanser Derneği'nin 2016 yılındaki sunulan kanser istatistikleri 

verilerine göre, Amerika BirleĢik Devletleri'nde bu yıl içerisinde 1.685.210 yeni kanser 

vakası ve 595.690 kanser ölümlerinin gerçekleĢmesi muhtemeldir (Siegel et al. 2016). 

Ülkemizde 1982 yılında 1593 sayılı Umumi Hıfzısıhha Kanunu‟nun 57. Maddesi 

gereğince „bildirimi zorunlu hastalıklar listesi‟ne alınmıĢ olmasına rağmen ülkemizde 

gerçek kanser insidansı hiç bilinmemektedir. Sağlık Bakanlığı 1983‟te yurt genelinde 

“Pasif Kanser Kayıt Sistemi‟‟ kurmuĢ fakat bildirime dayalı bu sistemde beklenenin 

4‟te 1‟i kadar veri elde edilmiĢtir. Bu nedenle ülke çapında ama güvenirliği olmayan 

veri toplamak yerine coğrafi sınırları ve nüfusu belirlenen bir alanda aktif olarak 

toplanacak verilerle bir kanser kayıt sistemi oluĢturulması amacıyla 1992 yılında 

“Kanser Kayıt ve Ġnsidans‟‟ projesi baĢlatılmıĢ ve Trabzon, Edirne, Ġzmir, Ankara, 

Bursa, Diyarbakır, Sivas ve Erzurum‟da kanser kayıt merkezi kurulmuĢtur. Kanserin 

kayıt altına alınması 1992 yılında baĢlamasına rağmen, aktif merkezlerin verilerinden 

elde edilen insidans raporu ilk kez 2002 serisi ile sunulmuĢtur. Fakat bu sistemin ilk 
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sonuçlarında da beklenen ve rapor edilen hastalar arasında büyük farklılıklar olduğu 

görülmüĢtür (Anonim 2016a). 

20 yıllık geçmiĢi olan ve süreklilik gösteren Ġzmir Kanser Kayıt Merkezi 2013 yılında 

Uluslararası Kanser Ajansı (IARC) tarafından Kuzey Afrika ve Doğu Akdeniz 

bölgesinde yer alan Kanser Kayıt Merkezleri için eğitim merkezi olarak seçilmiĢtir. Bu 

aĢamada Türkiye, “Kanser Kayıtçılığında Standartlar El Kitabı”nda belirtilen ve 

Ortadoğu Kanser Konsorsiyum‟un (MECC) bir üyesi olarak bu konsorsiyumda kabul 

edilmiĢ kurallar dahilinde kanser verisi toplamaktadır. Ülkemizde, Malign kanserlerin 

tamamı (primer kanserler), in situ neoplazmlar, santral sinir sistemi ve medulla 

spinalis‟te yer alan benign/borderline neoplazmlar toplanmaktadır. ToplanmıĢ olan 

veriler Uluslararası Kanser Ajansı tarafından kanser kayıt merkezleri için özel olarak 

geliĢtirilmiĢ bir bilgisayar programı olan Can-Reg 4 programına girilmektedir. Kanser 

insidans hızları bu program üzerinden hesaplanmaktadır. Çizelge 2.1‟de Globocan 2012 

verilerine göre Türkiye için yaĢa göre kanser hızları verilmiĢtir. Türkiye‟de 2013 yılında 

yaĢa standardize edilmiĢ kanser hızı erkeklerde 267,9 kadınlarda ise 186,5‟dir (100000 

kiĢide). 2013 yılı kanser istatistiklerine göre ülkemizde 103,070 erkeğin ve 71,233 

kadının kanser hastalığına yakalandığı öngörülmüĢtür (Gültekin vd 2016). 

Çizelge 2.1. Uluslararası Kanser Ajansı (IARC) tarafından yayınlanan Globocan 2012 verilerine 

göre Türkiye‟nin durumu (Deri dıĢında kalan kanserlerin yaĢa göre standardize edilmiĢ hızları) 

(Ferlay et al. 2013) 

 Erkek* Kadın* 

Dünya 205,4 165,3 

IARC‟a üye 24 ülke 236,4 192,5 

AB (28 ülke) 314,9 243,2 

ABD 347,0 297,4 

Türkiye** 241,7 169,3 

*YaĢa göre standardize edilmiĢ hız 100.000 kiĢide ** Türkiye BirleĢik Veri Tabanı, 2013 
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2.2. Kanser AraĢtırmalarında Bitkisel Ġlaçlara Yönelik Eğilimler 

Kanser üzerine yapılan araĢtırmalarda hastalığın tek bir sebeple meydana gelmediği 

birçok sebeple ortaya çıkan ve geliĢen hastalık grubu olduğu anlaĢılmıĢtır. Bu nedenle 

bugün kansere neden olan sebepleri belirleme, daha etkili tedavi amaçlı yöntemler 

geliĢtirme konusunda araĢtırmalar devam etmektedir (ACS 2009). Bu araĢtırmalar 

sırasında ortaya çıkan ve oldukça büyük bir ilgi ve ekonomik pazar haline gelen 

tamamlayıcı ve alternatif tıp oldukça ön plandadır. 

Tamamlayıcı ve Alternatif Tıp Ulusal Merkezi, Tamamlayıcı ve Alternatif Tıp'ı (TAT)'' 

Ģu anda geleneksel tıbbın bir parçası olarak kabul edilemeyen çeĢitli medikal ve sağlık 

uygulamaları, ürünler veya disiplinlerin bir grubu'' olarak tanımlamaktadır. Yeni yapılan 

bir analize göre kanser tedavisinde TAT kullanımında 1970'lerde %25, 1980'lerde 

%32'den daha fazla ve 2000‟den sonra %49'lara varan bir artıĢ bulunmaktadır (Horneber 

et al. 2012). 

TAT bitki ve terapilerin geniĢ bir yelpazesini kapsamaktadır. BütünleĢtirici tedavi 

standart bakım ile TAT‟ın birleĢimini ifade etmektedir. TAT kullanımı üzerine yapılan 

ve 2007'de yayınlanan Ulusal Sağlık AraĢtırması raporunda en sık kullanılan tedaviler 

olarak doğal ürünler ve derin nefes alma egzersizleri öne sürülmüĢtür (Gansler et al. 

2008; Barnes et al. 2009).  En çok kullanılan terapiler dua, manevi uygulama (%61), 

gevĢeme (%44), inanç ve ruhsal iyileĢme (%42), besin takviyeleri ve vitaminler 

(%40)‟dir. TAT terapileri klinik uygulamaların içinde ve dıĢında, kanserli çocuklarda 

%31 ile %84 oranında kullanılmaktadır. TAT‟lar aynı zamanda ağrıyı ve halsizliği 

azaltmada (%10,9), iyatrojenik menopozun yan etkilerini azaltmada (%8,8), anksiyete 

ve depresyonu iyileĢtirmede (%5,9), mide bağırsak bozukluklarında (%5), uyku 

bozuklukları ve nöropati iyileĢtirmede (%3,8) baĢvurulan yöntemlerdendir (Rossi et al. 

2015). TAT terapileri kanser ve kanser tedavilerinin neden olduğu yan etkilerin 

tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Kelly 2004; Ndao et al. 2013). 
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Tamamlayıcı tıp olarak masaj (Cassileth et al. 2007), shiatsu (Khorshid and Yapucu 

2005), refleksoloji (Gürkan ve Bilge 2006), aromaterapi (Jennings 2004),  teropatik 

dokunma (Potter and Perry 2009), homeopati, bitkisel terapiler, beslenme terapileri, 

hipnoterapi,  Ģiropraksi (Cassileth et al. 2007), akupunktur (Horasanlı vd 2008) gibi 

uygulamalar söz konusudur. 

Amerika‟da yaĢayan Kızılderililerin cilt kanseri ile veneral siğillerin tedavisi için 

ördekotundan (Podophyllum peltatum) hazırladıkları mayapple ekstraktı araĢtırmacıların 

ilgisini çekmiĢ ve üzerine yapılan çalıĢmalar sonucunda antikanser ajan olan 

podofillotoksin varlığı tespit edilmiĢtir. Madagaskar ve Asya‟nın birçok yerleĢkesinde 

hipoglisemik ajan olarak kullanılan Catharanthus roseus çiçeği‟nde, 1958 yılında 

sitotoksik özelliği sahip olan vinblastin ve vinkristin içeriği bulunmuĢtur. Bu ajanlar 

çeĢitli kanser tiplerinde baĢarıyla kullanılmıĢtır (Mann 2002; IĢık ve Akçay 2014). 

Zamanımızda kullanılan antikanser ilaçların yaklaĢık %50‟si doğal ürünler ya da doğal 

ürünlerden elde edilen kimyasallardan oluĢmaktadır. 1960 yılında Amerikan Ulusal 

Kanser Enstitüsü tarafından yeni antikanser ilaçların araĢtırılması amacıyla baĢlatılan 

geniĢ çaplı çalıĢmalar sonucunda faydalı olabileceği tespit edilmiĢ Ģifalı bitkilerin sayısı 

oldukça fazladır.  Paclitaxcel (Taxol), Etoposid, Teniposid, Avemar bu çalıĢmalarda 

bulunan antikanser ilaçlardır (Goodman and Walsh 2001; Jakab et al. 2003; Tansey 

2003). 

2.3. Karadut (Morus nigra) 

Karadut (Morus nigra), dutgiller (Moraceae) familyasından kalın dallara ve 10-15 m 

kadar boya sahip olabilen Ġran kökenli olmakla birlikte Avrupa, Kuzey ve Güney 

Amerika, Afrika‟da yetiĢebilen ve yüksek kromozoma (2n=154) sahip bir dut türüdür 

(ġekil 2.1) (He et al. 2013). Esmer gri renkte gövdeli (kalın ve uzunlamasına çatlak) 

olmakla birlikte sürgünleri tüylüdür. Yapraklarını döken bir ağaçtır. Yapraklar geniĢ 

yumurta biçiminde 6-12 cm boyundadır. Yaprak uçları kısa damla dip kısım derin yürek 

biçimindedir. Kenarları kaba diĢli ve çoğunlukla parçalıdır (Yiğit vd 2007). 
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ġekil 2.1. Karadut 

Karadut meyve ağacı olarak kullanımının yanında idrar söktürücü, müshil, öksürük 

kesici, balgam söktürücü, yatıĢtırıcı, anksiyolitik, yüksek tansiyon düĢürücü, diĢ ağrsını 

giderici, antelmintik ve emetik olarak kullanımı ile de bir halk ilacı olarak kabul 

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

Uygur özerk bölgesinde karadut tıbbi dut olarak adlandırılmaktadır. Uygurlar et süt gibi 

protein ağırlıklı sebze tüketimi sınırlı olan bir beslenme tarzına sahiptirler. Bu nedenle 

bölge halkı solunum ve sindirim sistemiyle ilgili hastalıklara oldukça duyarlıdırlar. 

Tıbbi dut olarak karadut bu bölgede bademcik iltihabı ve boğaz ağrısını tedavi etmek 

amacıyla kullanılmaktadır (Jiang and Nie 2015; Chen et al. 2016). Uygurlar hala bir yıl 

boyunca kullanılabilecek tıbbi dut kremi yapma geleneğini korumaktadırlar. 

Birçok çalıĢmada karadutun polifenoller, flavonoidler ve antosiyaninlerce zengin 

olduğu bulunmuĢtur. Tıbbi karadutun antosiyanin içeriğinin kırmızı ve beyaz dut 

türlerinden daha yüksek olduğu belirtilmiĢtir (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). Kökleri pankreas üzerine etkiliyken meyve suyu formu diyabetik hastalarda kan 

Ģekeri düzeyini düĢürür. Kök kabuğu ekstraktı AIDS virüsüne karĢı etkiye sahip olduğu 

söylenen bir alkoloid olan Deoxyjirimycini (DNJ) içerir.  Yaprakların demlenmesi kan 

Ģekerinde bir azalmaya, bazen diüreze ve arter basıncında bir azalmaya neden olur 

(Singh and Ghosh 1992; Kumar and Chauhan 2008). Morus nigra meyve suyu yapılan 

bir çalıĢmada oksidatif stresi bastırarak düĢük malondialdehit (MDA) oluĢumuna yol 
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açmıĢtır ve hepatosit zehirlenmesine %80 oranında önleyici etki göstermiĢtir (Naderi et 

al. 2004). Morus nigra meyvesi bakır iyonları ile indüklenen LDL lipit 

peroksidasyonuna karĢı koruyucu bir etkiye sahiptir (Huang et al. 2013). 

Ma (2002) tarafından yapılan çalıĢmada tıbbı karadut meyvelerinin farenjit hastalığının 

tedavisinde kullanıldığı bildirilmiĢtir. BaĢka bir çalıĢmada dut antosiyoninlerinin anti-

inflamatuar etkilere sahip olduğu kanıtlanmıĢtır (Wang et al. 2009) 

2.4. Karadut ve Kanser 

Karadut ekstraktları yüksek seviyede antosiyaninleri içerir. TanımlanmıĢ antosiyaninler 

esas olarak siyanidin-3-glukozit (C3G) ve minör seviyede siyanidin-3-rutinosid ve 

pelorgonidin türevleridir (Hassimotto et al. 2007). Karaduttan elde edilen antosiyanince 

zengin ekstrakt insanda oral alımla birlikte plazma antioksidan kapasitesini ve plazma 

katalaz aktivitesini arttırmıĢtır (Hassimotto et al. 2008). Aynı zamanda antosiyanince 

zengin ekstrakt insan akciğer kanser hücresinin yayılımı ve göçünü önleyici etki 

göstermiĢtir (Chen et al. 2006). 

Jeong et al. (2010) tarafından yayınlanan rapora göre; metil alkol ile hazırlanan karadut 

ektraktı, A172 insan glioma hücre hattı üzerindeki antiproliferatif ve moleküler 

mekanizma etkisini belirlemek için kullanılmıĢtır. Hücreler 24 ve 48 saat boyunca 1 ile 

50 mg/mL konsantrasyonlarda karaduta maruz bırakılmıĢtır. Rapora göre hücre canlılığı 

doza ve zamana bağlı olarak azalmıĢtır. Hücreler 48 saat boyunca 10, 30, 50 mg/mL 

konsantrasyonlardaki karadut ekstraksiyonuna maruz bırakıldığında, hücre 

canlılığındaki azalma sırasıyla %53, %42, %26 olarak belirlenmiĢtir. Karadut 

ekstraktının A172 glioma hücrelerinde reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini artırıcı 

rol oynayıp oynamadığını değerlendirmek için karaduta maruz bırakılan hücreler ve 

DCF (diklorofloressein) floresanstaki değiĢimler akıĢ sitometresi ile ölçülmüĢtür. ROS 

üretimi 60 dk için 30 mg/ mL konsantrasyondaki karadut uygulamasında en erken 10 dk 

sonra artıĢ göstermeye baĢlamıĢtır. Karadut ekstraktının yayılma (glioma hücrelerinin 

göçü) üzerine etkisi çizik yara testi (scratched wound assay) kullanılarak dolaylı olarak 
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tahmin edilmiĢtir. Yaralı alana taĢınan kontrol hücrelerinin sayısı 24 saat sonra 169,25± 

14.26 iken karadut ekstraktı uygulamasından sonra yaklaĢık olarak 13 hücre taĢınmıĢtır. 

Bu verilere dayanarak araĢtırmacılar karadut ekstraktının glioma hücre göçünü belirgin 

olarak inhibe ettiğini savunmuĢlardır. 

Qadir et al. (2014) tarafından yayınlanan çalıĢmada Morus nigra yapraklarının anti 

kanser aktivitesi insan servikal kanseri hücre hattına (HeLa) karĢı araĢtırılmıĢtır. Anti 

kanser aktivite metil-tiyazolil-tetrazolyum (MTT) deneyi ile değerlendirilmiĢtir ve 

hücrelerin yüzde inhibisyonu hesaplanmıĢtır. 1300 gram toz haline getirilmiĢ Morus 

nigra yaprakları 4 mL n-hekzan ve %70'lik sulu methanol içinde 7 gün boyunca arada 

sırada çalkalanarak birleĢtirilmiĢtir. Maserasyondan sonra liyofize edilerek 1, 10, 25, 50 

ve 100 μg/mL olacak Ģekilde tartılmıĢlardır. MTT sonuçlarına göre 100 μg/mL Morus 

nigra sulu metanol ekstraktı HeLa hücre hattını %89,50-%31,99 oranında inhibe 

etmiĢtir. 

Turan vd (2016) tarafından yayınlanan çalıĢmada, toz haline getirilen 1 gr Morus 

nigra’nın 20 mL DMSO ile hazırlanan ekstraksiyonu (DEM) 45°C‟de manyetik 

karıĢtırıcıda 24 saat boyunca karıĢtırılmıĢtır. Cisplatin (0–10 μg/mL) ve DEM (0–1000 

μg/mL), insan prostat adenokarsinomu (PC-3, ATCC-CRL-1435)  ile insan normal 

sünnet derisi fibroblast hücreleri (ATCC-CRL-2522) üzerinde sitotoksik etkileri 

araĢtırılmıĢtır. PC-3 hücrelerinde DEM ve cisplatinin IC50 değerleri sırasıyla 370,1±5,8 

ve 0,608±0,05 olarak belirlenmiĢken fibroblast hücrelerinde bu değerler yine sırasıyla 

424,9±7,3 ve 5,29±0,24 olarak bulunmuĢtur. DEM‟in 370 µg/mL ve 666 µg/mL 

konsatrasyonları G0/G1 fazında hücre sayılarını arttırmıĢtır (p<0,01). DEM‟in bu iki 

konsantrasyonu S fazında ise hücre sayılarını azaltmıĢtır (p<0,01). Annexin V 

sonuçlarına göre 666 µg/mL konsantrasyonundaki DEM canlı hücre sayısını önemli 

ölçüde azaltmıĢtır ve nekrotik/geç apoptotik ve erken apoptotik hücrelerin bu ölümlerini 

arttırmıĢtır (p<0.001). 250, 500 ve 1000 μg/mL DEM konsantrasyonları için kaspaz 3 ve 

kaspaz 7 (Aktif merkezlerinde sistein aminoasidi taĢırlar ve hedefledikleri proteinleri 

aspartik asit birimlerinden kestikleri için kaspaz ismini almıĢlardır (C-Asp-ase; C:sistein 
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aminoasiti simgesi, Asp:aspartik asit, -ase:kesici enzim eki) enzim aktivitelerinin yüzde 

indüksiyonları sırasıyla %3, %11 ve %70 olarak belirtilmiĢtir. 

2.5. Kanser AraĢtırmalarında Nanoteknolojinin Getirdiği Eğilimler 

Bir ölçek bilimi olan nanoteknoloji, maddelerin atomik ve moleküler seviyede yeniden 

düzenlenip ve özelliklerinin değiĢtirilmesi yoluyla, yeni nanoyapıların tasarlanıp 

sentezlenmesidir. Nanoteknoloji kelimesi ilk olarak Norio Taniguchi (1974) tarafından 

“Nano-teknoloji genel olarak malzemelerin atom atom ya da molekül molekül 

iĢlenmesi, ayrılması, birleĢtirilmesi ve bozulmasıdır‟‟ Ģeklindeki ifadesi ile yazılı 

kayıtlara geçmiĢtir. Tıp, enerji, tüketim malzemeleri, bilgi teknolojileri, çevre 

iyileĢtirmeleri gibi ana alanlar altındaki bütün alt birimlerde nanoteknoloji resmen bir 

sıçrama meydana getirmektedir. 

Biyolojik sistemler nanoboyutta iĢlev görmektedirler. Bu nedenle nanoteknolojinin 

sağlık alanındaki kullanımına yönelik çalıĢmalar oldukça önem arz etmektedir. 

Nanoteknolojinin sağlık alanındaki kullanımı nanotıp olarak ifade edilmektedir. 

Nanotıp, nano cihazlar veya nano yapılar kullanarak, insanın biyolojik sistemlerini 

moleküler boyutta izleme, tedavi etme ve yeniden yapılandırma olarak 

tanımlanmaktadır. Kanser tedavisi, ilaç geliĢtirilmesi ve taĢınması, görüntüleme 

metodları, kemik yapı oluĢturulması, tıbbi cihaz ve tanı testleri geliĢtirilmesi nanotıpın 

çalıĢma konularındandır. 

Kanser tedavisinde erken tanı ve teĢhisin, tedavide kötü huylu hücrelere ilaç taĢınımının 

etkin olarak gerçekleĢtirilmesinin öneminin bilinmesi özellikle bu aĢamalarda nanotıp 

kullanımını ön plana çıkarmaktadır. Nanodiagnostik (erken teĢhis)  için biyosensörler ve 

minyatür araçlar, Quantum dot‟lar, nanoküreler, nanokapsüller, nanosüngerler, 

nanopartiküler sistemler, emülsiyonlar, nano veziküller, nanoporlar, nanorobotlar, 

nanofibriller çalıĢmalarda kullanılan baĢlıca nano ürünlerdir. 
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Kanser nanoteknolojisi tüm bilimsel alanların birleĢtirilmesiyle kansere karĢı verilen 

savaĢta yeni tasarımlar ve ürünler sağlayan bir alandır.  Nanotıbbın alt çalıĢma 

konularından olan kanser nanoteknolojisinde genellikle nanopartiküllerin kullanımı söz 

konusudur. 

American Society for Testing and Materials (ASTM) tarafından yapılan standart tanıma 

göre nanopartiküller boyutları iki ya da üç boyutlu olarak 1-100 nm uzunluktaki 

parçacıklar olarak ifade edilmektedir (ASTM 2006). Ancak tıpta kullanılan 

nanopartüllerin boyut aralığı 5-200 nm olarak verilmektedir. Nanopartiküller daha 

hassas analizler yapmak amacıyla biyomarkır tabanlı proteomik ve genomik 

uygulamalarda, manyetik rezonans, ultrason, floresan, nükleer ve bilgisayarlı tomografi 

gibi radyolojik alanlarda moleküler görüntüleme amacıyla, ilaç geliĢtirme sistemleri, 

hedefe yönelik tedavi, aĢı geliĢtirilmesi gibi amaçlarla kullanılmaktadır (Medina et al. 

2007; Berk ve Akkurt 2012). Sağlık alanında kullanılan nanopartiküller bizlere artmıĢ 

ilaç çözünürlüğü, parçalanmaya karĢı koruma, toksik etkilerin azalması, uzatılmıĢ etki, 

biyoyararlanım geliĢtirilmesi, farmokokinetik ve dağılım özelliklerinin düzenlenmesi,  

hedefleme (hücre/doku) gibi birçok avantaj sunmaktadır. 

Kanserli dokulara nanopartiküller ile antikanser ilaçlarının iletimi pasif ya da aktif 

hedefleme ile gerçekleĢtirilmektedir. Kanserli dokulara pasif hedeflemede anjiyojenik 

kan damarları ile endotel hücreleri arasında var olan 600–800 nm arasında değiĢen 

geniĢliğe sahip boĢluklardan yararlanılarak nanopartiküllerin kanserli dokularda 

birikimi yapılmaktadır (Allen and Cullis 2004; Torchilin 2010; 2011; Erdoğan ve Özkan 

2013). Ancak yüksek ozmotik basınç pasif hedeflemede kullanım sınırlılığına neden 

olur. Nanopartiküllere bir hedefleme ligandının, antikorunun bağlanması ile kanserli 

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

Nanopartiküllere dayalı taĢıyıcılar kanserli dokulara ilaç dağıtımını kolaylaĢtırabilir ve 

ilacın tedavi edici etkinliğini arttırabilirler (Lammers et al. 2008; Zhu et al. 2012). 

Kanser nanoteknolojisinde ilaç taĢımada kullanılan nanopartiküller Çizelge 2.2‟de 

tanımları ile birlikte verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.2. Kanser nanoteknolojisinde ilaç taĢımada kullanılan nanopartiküller 

(Erdoğan ve Özkan 2013) 

Nanopartiküller Tanım Örnek 

Hidrojeller Ġlaç ve terapötik protein 

dağıtımında hidrofobik  

polisakkaritlerin kullanımıdır 

Genexol-Pm, NK105, NC-6004, 

NC-4016, NK012, NK911, SP1049C 

Miseller Amfilik polimerlerin küresel 

partiküllerdir 

SP1049C, NC6004, NC4016, 

NK105, NK1012 NK911 ve 

Genexol-PM 

Lipozomlar Sulu bir merkezi alanı çevreleyen 

kendiliğinden  bir araya gelen 

küresel,  kapalı kolloidal, çift katlı 

lipit tabakalardır 

DaunoXome, Doxil/Caelyx, Myocet 

Dendrimerler Dallanma eğilimi gösteren sentetik 

polimerlerdir 

OksitlenmiĢ polietilen, Folat-

dekstran ve galaktoz-bağlantılı poli 

(propilen imin) yapısındaki 

dendrimerler 

Nanohücreler Bakterilerin sitoplazmanın uç 

bölgelerinden bölünmeye 

zorlanmasıyla elde edilen küçük  

tomurcuklardan üretilen 400 nm 

boyutundaki hücrelerdir 

Salmonella typhimurium (S. 

typhimurium)‟dan oluĢturulan 

nanohücreler 

Nanotüpler Karbon atomlarından  oluĢan 

graphene formundaki silindirlerdir 

Karbon nanotüpler 

Manyetik 

nanopartiküller 

Manyetik özelliğe 

sahip nanopartiküllerdir 

Fe3O4, Fe2O3, MgFe2O4, FePt 

2.6. Glioblastoma (Beyin Kanseri) 

Beyin kanseri; bu bölgede kontrolsüz olarak artıĢ gösteren hücrelerin oluĢturduğu 

kanser türüdür (McKinney 2004; Smeltzer and Bare 2005; ġimĢek and Dicle 2013). 

Beyin kanseri, bu bölgedeki hücre ve yapılardan kaynaklanan primer beyin kanseri ve 

bu bölge dıĢındaki vücudun herhangi bir alanında baĢlayıp daha sonra beyine yayılım 

gerçekleĢtiren sekonder (metastik) beyin kanseri olarak iki kısımda incelenmektedir 

(Armstrong et al. 2004; Boss and Wilkerson 2006; ġimĢek ve Dicle 2013).  120‟den 

fazla beyin kanseri çeĢidi vardır. En yaygın beyin kanserleri olarak astrositom, atipik 

teratoid rhaboid tümör, kondrosarkom, koroid pleksus, kraniyofarenjiyom, kistler, 

ependimom, germ hücreli tümör, glioblastoma, gliyom, hemanjiom, çocuk pilositik 
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astrositom, lipom, lenfoma, medulloblastom, meningioma, metastatik, neurofibroma, 

nöronal ve karıĢık nöronal-glial tümörler, oligoastrositom, oligodendroglioma, pineal 

tümör, hipofiz tümörü, primitif nöroektodermal tümörler (PNET), schwannoma ön 

plana çıkmaktadır. 

2000 yılında Dünya Sağlık Örgütü tarafından astrositik tümörler tümörün hücre 

bazındaki özelliklerine göre pilositik astrositom (GI), diffüz astrositom (GII), anaplastik 

astrositom (GIII) ve glioblastoma multiforme (GIV) olarak derecelendirilmiĢtir 

(Kleihues et al. 2002; Durmaz ve Vural 2007). 

Beynin glial hücrelerinden kökenlenen herhangi bir tümör glioma olarak anılır. 

Glioma'nın bir tipi astrositomdur. Astrositomun en habis Ģekli olan Glioblastoma ya da 

Glioblastoma multiforme ( 'multiforme' ifadesi artık WHO'da kullanılmamasına rağmen 

glioblastome hala "GBM'' olarak kısaltılır) en yüksek dereceli (IV) glioma tümörüdür. 

Diğer tüm sınıflardan globlastomu ayırt edici histolojik özellikler nekrozun (ölü 

hücreler) varlığı ve tümör çevresindeki kan damarlarındaki artıĢtır. IV dereceli tümörler 

daima hızlı büyüyen ve son derece kötü huylu tümörlerdir (Anonymous 2016b). 

Çevresel ve genetik faktörlerin etkisi altında meydana gelen GBM‟e iyonize ıĢık, 

pestisit, sigara,  kimyasal madde üretimi yapan fabrikalarda çalıĢma ve 10. kromozomda 

heterozigosite ya da bu kromozomun q kolunda PTEN/MMAC 1‟de (fosfataz ve tensin 

homolog, tümör baskılayıcı gen) mutasyon, p53 gen mutasyonu, 7. kromozomda EGFR 

(epidermal büyüme faktörü reseptörü) ekspresyonundaki artıĢ sebep olabilmektedir 

(Wrensch et al. 2002; Larsen 2010; Watts et al. 2014). 

BaĢ ağrısı, kusma, bulantı, hafıza kaybı, motor iĢlev bozukluğu (kısmi felç), artmıĢ kafa 

içi basıncı, değiĢken kiĢilik, görsel bozukluklar, konuĢma bozuklukları bu hastalığın 

teĢhis edildiği insanlarda öne çıkan belirtiler olarak ifade edilmiĢtir. GBM MRI 

(Manyetik Rezonans Görüntüleme), tomografi, T1 (Z aksında net manyetizasyonun 

baĢlangıçtaki değerinin %63'ne ulaĢması için gereken zaman) ve T2 (eksponansiyel bir 
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azalma sabitesidir ve x-y aksındaki net manyetizasyonun %37'sine düĢmesi için gerekli 

olan zamanı) görüntüleme ile teĢhis edilmektedir (Wen and Kesari 2008). 

Damarlı bir yapı sergileyen GBM dokusu genel olarak subkortikal, parietal, frontal, 

temporal bölgelerin sınırlarında görünmektedir. Frontal bölgede bulunan GBM 

tiplerinin diğer bölgelerde bulunan GBM tiplerine göre daha bening (iyi huylu) olduğu 

ifade edilirken Corpus collusum bölgesinde yer alan GBM tiplerinin daha malign (kötü 

huylu) olduğu ifade edilmiĢtir. GBM tipi kanserlerde metastaz pek görülmemekle 

birlikte baĢarısız cerrahi müdahale metastaza neden olabilmektedir (Burger et al. 1986, 

1988; Halperin et al. 1989). 

2.7. Glioblastoma Hastalığında Genel Tedavi YaklaĢımları 

Glioblastoma tanısı konulan hastaların çoğu genellikle bir-iki yıl içerisinde kaybedilir. 

Tedavi prosedürünün belirlenmesinde tümörün tipi, evresi, cerrahi olarak müdahalenin 

olup olmayacağı, tekrarlama riski, hastanın genel sağlık durumu rol oynamaktadır. Bu 

hastalığa karĢı uygulanan en genel tedavi cerrahi yaklaĢımdır. Cerrahi rezeksiyon 

sonrasında adjuvant radyoterapi ve seçilen uygulamalarla kemoterapi tedavi sürecine 

eklenmektedir. Ancak bu tedaviler çoğunlukla destekleyici konumundadır. Çünkü beyin 

tümörü söz konusu olduğunda bu tedavilerin etkinliği düĢüktür (DeAngelis 2001). 

Glioblastoma beyinde yer alan bir hastalık olduğu için cerrahi yaklaĢım diğer 

organlardaki kanser türlerine göre etkin olamamaktadır. Dolayısıyla hastalığın yeniden 

oluĢması çoğu zaman beklenen bir durum olmaktadır (Nagane et al. 1999; Bozkurt vd 

2013). Ayrıca operasyon sırasında kiĢinin sağlıklı dokularına zarar verilmesiyle birlikte 

kiĢide duyu kaybı, kiĢilik değiĢikliği gibi problemlerin oluĢumu, beyinde ödem veya 

enfeksiyon riski oluĢumu gibi riskler de vardır (Wastphal et al. 2003). 

Radyoterapi kanserli hücrelerin yüksek enerji uygulanarak elimine edilmesi esasına 

dayanmaktadır. Cerrahi müdahale sonrasında geride kalan artık kanser hücrelerinin 

temizlenmesi amacıyla uygulanır. Saç dökülmesi, kafa derisinde kızarıklık, çocuklarda 
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öğrenme güçlüğü ve geliĢim bozuklukları gibi yan etkileri söz konusu olabilmektedir 

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

Kemoterapi de cerrahi müdahale sonrası kalan kanser hücrelerinin temizlenmesinde 

kullanılır. Beyin tümörlerinin kan beyin bariyeri nedeniyle ve beyinin vücuttaki diğer 

organlara göre çok daha ulaĢılması güç bir organ olması bu terapinin etkinliğini oldukça 

düĢürmektedir. Küçük moleküllü ilaçlarının %2‟lik bir kısmı bu bariyeri 

geçebilmektedir. Bu yüzden tedavide kullanılan ilaçlarının beyine ulaĢtırılmasında farklı 

stratejiler araĢtırılmakta, tedavi etkinliği artırılmaya çalıĢılmaktadır (Tomita 1991; 

Pardridge 1997, 2007). 

Glioblastoma multiforme tedavisinde son zamanlarda gen tedavisi, antiangiogenez 

tedavi, lokal polimer ilaç uygulaması gibi bazı deneysel ve klinik çalıĢmalar 

yürütülmüĢ, az sayıdaki bazı serilerde tüm hastaların bir yıllık, %30 kadarının da 2 

yıllık yaĢam süresine ulaĢabildiği ifade edilmiĢtir (Aksoy 2005). 

Glioblastoma hastalarında radyoterapi ile faydayı artırmak amaçlı olarak eĢ zamanlı 

uygulanacak diğer tedavi stratejilerini geliĢtirmek için bilimsel çalıĢmalar 

yapılmaktadır. Bu çalıĢmalar kapsamında karmastin, vinkristin bevacizumab gibi anti 

kanser ilaçları ve kloroetilnitrosüreler, paklitaksel, cisplatin ve alfa diflorometil ornitin 

poliamin inhibitörlerinden oluĢan ajanlar tek ya da kombine olarak kullanılmaktadır. 

Temozolomid yine bu çalıĢmalar kapsamında araĢtırılan ve katı tümörlere karĢı 

etkinliğe sahip oral yolla vücuda alınan alkilleyici bir ajandır (Yung et al. 1999). 

Temozolomid radyo terapi ile eĢ zamanlı uygulandığında tek baĢına radyo terapi 

uygulamasına göre daha üstün tedavi sonuçları vermiĢtir (Buatti et al. 1996). 

2.8. Glioblastoma Tedavisi Ġçin Bitki Ekstraksiyonu ÇalıĢmaları 

Shah et al. (2009) tarafından yapılan çalıĢmaya göre; Hint ginsengi olarak bilinen 

Ashwagandha (Withania somnifera) yapraklarının alkolik ekstraktının (i-ekstraktı), 

farklı bileĢenlerinin (Withaferin A, Withanone, Withanolide A) ve bunların 
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kombinasyonunun glioma hücre hatlarına ait (C6 ve YKG1) büyüme inhibisyonu ve 

farklılaĢma potansiyeli üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢtır. Hücrelere i-ekstraktı (0,8–5,0 

µg/mL), Withaferin A (0,1–0,5 µM), Withanone (i-faktör) (5–10 µg/mL), Withanolide 

A (5–10 µg/mL) ve bu bileĢiklerin kombinasyonları 48-72 saat boyunca uygulanmıĢtır. 

C6 rat gliomalarında elde edilen IC50 değerleri i-ekstrakt için 5 µg/mL, Withaferin A 

için 0,2 µM, Withanone için 40 µg/mL ve Withanolide A için 35 µg/mL olarak 

belirlenirken YKG-1 insan gliomalarında IC50 değerleri i-ekstrakt için 2.5 µg/mL, 

Withaferin A için 0,1 µM, Withanone için 30 µg/mL ve Withanolide A için 20 µg/mL 

olarak belirlenmiĢtir. Withaferin A, Withanone, Withanolide A ve i-Ekstraktı doza bağlı 

olarak glioma hücrelerinin proliferasyonunu belirgin olarak inhibe etmiĢlerdir ve 

morfolojilerini astrositik tipe doğru değiĢtirmiĢlerdir. 

Schild et al. (2010) tarafından yayınlanan bir çalıĢmaya göre; Jiaogulan (Gynostemma 

pentaphyllum) etanol ekstraktının hücresel H2O2 konsantrasyonu ve C6 glioma 

hücrelerinin proliferasyonu üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. 0, 24, 120 ve 240 μg/mL 

etanolik Gynostemma pentaphyllum ekstraktı ile büyüme medyumu varlığında C6 

glioma tümör hücreleri 72 saate kadar inkübe edilmiĢtir ve 1-2 saat sonra hücresel H2O2 

içeriği analiz edilmiĢtir. Ekstrakt ilave edildikten sonra doza bağlı bir Ģekilde hücresel 

H2O2‟de bir azalma görülmüĢtür. Floresans yoğunlukları DMSO medyumu varlığında 

(0 μg/mL ekstrakt) 58±7 birimden 240 μg/mL ekstrakt ile 14±4 birime azalmıĢtır. Bu 

etkinin ekstraktın bilinen antioksidatif potansiyeli ile aynı doğrultuda olduğu ifade 

edilmiĢtir. 

Lee et al. (2011) tarafından yayınlanan çalıĢmaya göre; Tithonia diversifolia methanol 

ekstraktı (TDM), insan glioblastoma hücre hatlarından biri olan U373 hücrelerine karĢı 

59,2±3,7 μg/mL
 
olan IC50 dozu ile antiproliteratif aktivite göstermiĢtir. Bu ekstrakt 

silika jel kromotografisinden geçirilmiĢtir ve EtOAc/heksanın farklı oranları ile elüe 

edilmiĢtir. Diğerlerine kıyasla daha yüksek antiproliteratif etki gösteren (%10/60) 

EtOAc/heksan alt fraksiyonları izole edilmiĢtir ve daha sonra yapı tanımlaması 
1
H 

nükleer manyetik rezonans (
1
H-NMR) ile yapılmıĢtır. Ġzole edilen bileĢik tagitinin C 

olarak tanımlanmıĢtır. Tagitinin C ile muamele edilmiĢ U373 hücrelerde IC50 değeri 
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6,1±0,1 μg/mL olarak verilmiĢtir. AkıĢ sitometri analizinde ve pan-kaspaz (bütün 

kaspaz enzimlerini inhibe eden molekül) inhibisyonunda elde edilen sonuçlara göre 

araĢtırmacılar anti-glioblastoma etkisinin apoptozisten bağımsız olduğunu ifade 

etmiĢlerdir. 

Idassi et al. (2012) tarafından yayınlanan çalıĢmada U-251 MG, U-1242MG ve A-172 

olan GBM hücre hatlarında KuĢburnu (Rosa canina) ekstraktının anti-proliteratif ve 

anti-göçme (anti-migration) etkisi incelenmiĢtir. 25 ng/mL ve 1mg/mL arasında değiĢen 

oranlarda kuĢburnu ekstraktı uygulanan bu hücre hatlarında hücre proliferasyonunda bir 

azalma gözlenmiĢtir. Bu hücre proliferasyonundaki azalma GBM‟de hücre 

proliferasyonunda önleyici olarak kullanılan U0126 (10 µM)‟nin sağladığı azalma ile 

eĢitlik göstermiĢtir. ÇalıĢma kapsamında ayrıca floresana dayalı bir etiketleme stratejisi 

olan Canlı-Ölü testi ile kuĢburnu ekstraktının hücre proliferasyonunu baĢlangıç 

apoptozu ile azaltıp azaltmadığı araĢtırılmıĢtır. KuĢburnu ekstraktı ile GBM hücre 

hatlarının ön muamelesi apoptozu teĢvik etmeden hücre proliferasyonunun 

inhibisyonunu indüklerken, apoptoz indükleyici olarak bilinen starosporin (1 µM) ile 

muamele edilen hücrelerde hücre apoptozu artıĢ göstermiĢtir. Ayrıca kuĢburnu 

ekstraktının aktin yeniden biçimlenmesini (remodeling) düzenleyerek GBM 

hücrelerinde hücre göçünü önlediği yine çalıĢma kapsamında belirtilmiĢtir. 

Tezcan vd (2014) tarafından yayınlanan çalıĢmada T98G, U-138MG ve U87MG GBM 

hücre hatlarında Zeytin (Olea europaea) yaprak ekstraktının (OLE) antikanser etkileri 

incelenmiĢtir. ÇalıĢma sonuçlarına göre OLE GBM hücre hatlarında apoptoz ve nekroz 

aracılığı ile anti-proliferatif etki göstermiĢtir. Annexin V analizine göre, 1mg/mL OLE 

uygulamasından sonra T98G, U-138MG ve U87MG hücrelerinin apoptoz yüzdesi 

sırasıyla %42,7, %29,2 ve %34,9‟dir; 2 mg/mL OLE uygulamasından sonra ise bu 

oranlar yine sırasıyla %67,7, %38,6 ve %25,6 Ģeklindedir. Ayrıca OLE miR-153, miR-

145 ve miR-137 ekspresyonunu önemli oranda indüklerken GSC‟lerde (Glioblastoma 

tümörünün kök benzeri hücreleri) bu miRNA‟ların hedef genlerinin ekspresyonunu 

azaltmıĢtır (p<0,05). 
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Azar vd (2015) tarafından yayınlanan çalıĢmada, bir hidroalkolik Zataria multiflora 

ekstraktının in vitro ortamda iyonize radyasyon ile tetiklenen insan glioblastoma hücre 

hattı A172‟deki hücre ölümü üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢma kapsamında Zataria 

multiflora’nın toprak üstünde kalan kısmının hidroalkolik ekstraktının farklı 

konsantrasyonları ile (25, 50, 100, 150 ve 200 µg/mL) A172 hücreleri muamele 

edilmiĢtir. Ardından hücreler iyonize radyasyona tabi tutulmuĢtur. Sonuçlara göre 

Zataria multiflora ile A172 hücre proliferasyonu önemli ölçüde engellenmiĢtir. A172 

hücrelerinde radyasyona bağlı apoptoz 200 µg/mL Zataria multiflora uygulamasını 

takiben önemli ölçüde artmıĢtır.  Hücrelerin canlılık oranı sadece 200 µg/mL Zataria 

multiflora uygulanmıĢ hücrelerde 91,8±8,57 iken Zataria multiflora ve iyonize 

radyasyon uygulamasında (3 Gy ve 6 Gy için) sırasıyla bu oran 76,0 ±4,27 ve 66,2±8,42 

olarak bulunmuĢtur. 

Ramachandran et al. (2015) tarafından yayınlanan çalıĢmada U87MG insan 

glioblastoma hücre hattı üzerine Mango zencefilin süperkritik CO2 ekstraktının etki 

mekanizması ve antikanser etkisi araĢtırılmıĢtır. Mango zencefil IC50, IC75 ve IC90 

değerleri (sırasıyla 4,92 μg/mL, 12,87 μg/mL ve 21,30 μg/mL) ile temozolomid, 

etoposid, kurkumin ve zerdeçaldan daha yüksek sitotoksik etki göstermiĢtir. ÇalıĢma 

kapsamında Mango zencefil yalnız uygulandığında ve temozolomid ve etoposid ile 

kombine bir Ģekilde uygulandığında yalnız uygulanan ajanlara göre daha etkili bir 

Ģekilde hücre ölümünü %90‟nın üzerinde indüklediği ifade edilmiĢtir. Annexin V testi 

Mango zencefilin doza bağlı olarak apoptozu indüklediğini göstermiĢtir. 10, 50 ve 100 

μg/mL konsantrasyonlarındaki Mango zencefil uygulaması 48 saat içinde apoptozu 

sırasıyla %8,7, %11,4 ve %23,7 oranlarında arttırmıĢtır. U87MG hücrelerine Mango 

Zencefil uygulaması pro-apoptik proteinlerin (Bax, Bak, Bad ve Kaspaz 3) 

ekspresyonunu doza bağlı olarak arttırmıĢtır. 

2.9. Glioblastoma Ġçin Kullanılan Ġlaç Yüklü Nananopartikül Uygulamaları 

%80'den daha yüksek bir ilaç yükleme etkinliği ile tamamen-trans retinoik asit (ATRA) 

enkapsüle edilmiĢ polimerik miseller beyin tümörü için ilaç dağıtımı amacıyla 
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araĢtırılmıĢtır. Misellerin U87MG hücreleri kullanılarak yapılan in vitro hücre 

sitotoksisite çalıĢmasında serbest ATRA ile benzer sitotoksisite gözlenmiĢtir. Ancak 

yayılma testi (migration) misellerin tümör hücrelerinin yayılmasını serbest ATRA'ya 

göre daha etkin olarak inhibe ettiği görülmüĢtür (Jeong et al. 2006). 

Odriozola et al. (2008) platin bileĢiklerini taĢıyıcı olarak inorganik oksit 

nanopartikülleri sentezlediklerini ve bu platin yüklü inorganik oksit nanopatiküllerinin 

C6 glioma hücreleri aĢılanmıĢ hayvan modellerinde tedavi edici etkisini incelediklerini 

belirtmiĢlerdir. TiO2 içeren Pt(NH3)4Cl2 komplekslerini sol-jel yöntemi kullanarak 

sentezlemiĢlerdir. Plantin türlerini kimyasal olarak TiO2'ye bağlamıĢlardır. TiO2-Pt 

nanopartiküllerini hayvan modellerine uyguladıklarında tümör büyüme oranının %56'ya 

kadar azaldığını ifade etmiĢlerdir. 

Hadjipanayis et al. (2010) tarafından yapılan çalıĢmada insan glioblastoma hücreleri 

üzerinde bulunan epidermal büyüme faktör reseptörü (EGFR) silme mutantına seçici 

olarak bağlanan saflaĢtırılmıĢ bir antikor (2 mg/mL stoktan 50 μL) konjuge edilmiĢ 

demir oksit nanopartikülleri (IONP; 10 nm çekirdek boyutlu; EGFRvIIIAb-IONP) 

terapötik hedefleme için kullanılmıĢtır. Glioblastoma hücre canlılığında nanopartikül 

uygulamasından sonra önemli bir azalma meydana gelmiĢtir ve insan astrositlerinde 

uygulama sonrasında herhangi bir toksisite gözlenmemiĢtir (P<0,001). EGFRvIIIAb-

IONP uygulamasından sonra glioblastoma hücrelerinde daha düĢük EGFR 

fosforilasyonu bulunmuĢtur. EGFRvIIIAb-IONP‟nın glioblastoma kök hücre içeren 

nöroküreler ve GBM hücrelerine muamelesi sonrasında apoptoz, hücre ölümü modu 

olarak belirlenmiĢtir. 

Maier-Hauff et al. (2011) tarafından yayınlanan çalıĢmada yaĢam ömrü en az 3 ay 

olarak belirlenen 66 GBM hastasında yaklaĢık 12 nm çekirdek çapına sahip Fe3O4 

manyetik nanopartikülün  (112 mg/mL) sulu çözeltisini cm3 tümör hacmi baĢına 0,28 

mL olacak Ģekilde enjeksiyon yapılmıĢtır. Daha sonra tümör bölgesine 43°C‟yi 

aĢmayacak Ģekilde termoterapi uygulaması yapılmıĢtır. Tekrarlayan GBM ile 59 hasta 

arasında ilk tümör tekrarının tanısından ortalama sağ kalım 13,4 aya çıkmıĢtır. Bu 
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çalıĢmada sadece manyetik nanopartikül kullanılmıĢ ve GBM hastalarının yaĢam süresi 

uzatılmıĢtır. 

Glioblastoma (GBM) hastalarında temozolomide dayalı kemoterapiye karĢı direnç DNA 

tamir proteini O6-metilguanin-DNAmetiltransferazın (MGMT) artıĢına bağlanmaktadır. 

O6-benzilguanin (BG) kullanarak bu enzimin inhibisyonu bu hastalara umut vaad 

etmekle birlikte kabul edilemeyecek toksisiteye neden olan zayıf farmakokinetik 

özellikleri tarafından kullanımı sınırlıdır. BG'nin biyolojik dağıtımını ve etkinliğini 

arttırmak için Zhang et al. (2014) GBM'e BG'nin hedeflenmiĢ geliĢtirilmiĢ dağıtımı için 

süperparamanyetik demir oksit nanopartiküllerini geliĢtirmiĢlerdir. Superparamanyetik 

demir nanopartikülleri (SPDN) BG ve tümör hedefleme peptid klorotoksin (CTX) ile 

kovalent olarak modifiye edilmiĢtir. in vitro insan GBM hücrelerine BG'nin uygun giriĢi 

gösterilmiĢtir. Lokalize ve kontrollü bir Ģekilde BG salınımı indirgeyici hücre içi 

koĢullar altında gerçekleĢtirilmiĢtir. SPDN- BG-CTX uygulanmıĢ hücrelerde MGMT'de 

önemli bir azalma ve temozolomid toksisitesinin güçlendiği gösterilmiĢtir. 

VarĢova YaĢam Bilimleri Üniversitesi‟nde yapılan bir çalıĢmada, U87 hattı olan insan 

GBM hücreleri tavuk embriyo koriyoalantoik membran üzerine yerleĢtirilmiĢtir. 8 gün 

sonra, tümörler üç gruba ayrılmıĢtır: Kontrol (tedavi uygulanmamıĢ), kolloidal Ag 

nanopartikül (40 mu g/mL) uygulanmıĢ tümör grubu ve plasebo (yalnızca taĢıyıcı 

takviye edilmiĢ) tümör grubu. Deneyin sonunda, bütün tümörler izole edilmiĢtir. Hücre 

proliferasyonu ve hücre apoptozu değerlendirilmesi histolojik, immünohistokimyasal ve 

Western blot analizleri ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Sonuçlar Ag nanopartiküllerin GBM 

büyümesini etkileyebileceğini göstermiĢtir. Ag nanopartiküller GBM hücrelerin 

çoğalmasını inhibe ettiği ve proapoptik özelliklere sahip olduğu gözlenmiĢtir (Urbańska 

et al. 2015). 

Zhang et al. (2015) yaptıkları çalıĢmada fluorescein ve paklitaksel yüklü siklodekstrin 

ve klorotoksin konjuge edilmiĢ polietilen glikol kaplı manyetik demir oksit 

nanopartikülleri oluĢturmuĢlardır. YaklaĢık 44 nm uniform boyuta sahip nanopartiküller 

glioblastoma hücre kültüründe yüksek stabilite göstermiĢlerdir. Klorotoksinin varlığı 
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nanopartiküllerin glioblastoma hücreleri tarafından alımını arttırmıĢtır ve paklitakselin 

hem glioblastoma hem de antitümöre karĢı dirençli hücrelerin öldürülmesinde etkinliği 

artmıĢtır. 

Glioblastoma tedavisi amacıyla nanopartikül yüklü ilaç çalıĢmalarında ciddi 

yoğunlaĢma bulunmaktadır. Gemstabin (gemzar) ve klorotoksin konjuge edilmiĢ demir 

oksit nanopartikülleri PEG'lenmiĢ (polietilenglikol) skualen-gemsitabin nanopartiküller, 

fitokimyasal yüklü nanopartiküller, hyaluronik asit-konjüge lipozom nanopartiküller, 

kafeik asit ile konjuge demir oksit nanopartikül, gadolinyum bazlı nanopartiküller bu 

çalıĢmalardan sadece birkaçıdır (Mu et al. 2016; Gaudin et al. 2016; Pistollato et al. 

2016; Hayward et al. 2016; Richard et al. 2016; Štefančíková et al. 2016), 

2.10. Paraoksonaz (PON1; EC 3.1.8.1) 

Abraham Mazur (1946) hayvan dokularında 19 organofosfat bileĢiğini hidrolize 

edebilen bir enzimin varlığını rapor eden ilk kiĢidir. 1950‟lerin baĢında aynı enzim p-

nitrofenil asetat, propiyonat ve bütirat‟ı hidroliz eden A-esteraz olarak ifade edilmiĢtir 

(Aldridge et al. 1953a, 1953b).  Enzim daha sonra oldukça toksik olan organofosfat 

tarım ilacı olan parationun toksik metaboliti paraoksonu hidrolizleyebilmesinden 

kaynaklı olarak insan serum paraoksonazı (PON1) olarak tanımlanmıĢtır (Van 

Himbergen et al. 2006). 

HUMPONA olarak adlandırılan insan geni paraoksonaz ile ilgili gen olup, paraoksonaz 

gen ailesi, insanlarda 7q 21,3-22,1 kromozomunun uzun kolunda, memeliler arasında 

%60 dizilim homolojisi gösteren PON1, PON2 ve PON3 Ģeklinde üç üyeden 

oluĢmaktadır. Molekül ağırlığı 43 kDa olan ve 354 amino asitten oluĢan bir glikoprotein 

olan PON1 insanda karaciğerde sentezlenmekte ve buradan kana salınmaktadır 

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

Molekül ağırlığının %15,8‟ini 4 farklı bölgede proteine bağlı olan karbohidrat üniteleri 

oluĢturur. Aminoasit bileĢimine göre lösin içeriği yüksek olmakla birlikte 42, 284 ve 
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353. alanlarda sistein atıkları yer alır. Polipeptit zinciri tek disülfit bağından kaynaklı 

olarak siklik yapıdadır (BaĢkol ve Köse 2004) 

Her yaprağında 4 β-tabakası bulunan 6 yapraklı β-tabakası içeren PON1 merkez 

kısmında iki Ca
2+

 atomu bulundurur. Yapısal Ca
2+

 zarar gördüğünde enzim dönüĢümsüz 

denatürasyona uğrar. Katalitik Ca
2+

‟nin bir su molekülüyle ve fosfat iyonunun oksijeni 

ile etkileĢim halinde olduğu ifade edilmiĢtir (Harel et al. 2004). 

PON1‟in literatür araĢtırmalarında öne çıkan iĢlevleri; 

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

- PON1 LDL‟nin lipid oksidasyonunu inhibe eder, böylece aterosklerozu baĢlatan ve 

ilerleten okside lipid seviyelerini azaltır (Harel et al. 2007). 

- PON1 makrofaj kolesterol biyosentezini inhibe eder ve makrofajlara kolesterol akıĢını 

stimüle eder (Rozenberg et al. 2003; Rosenblat et al. 2005). 

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

- PON1, HDL‟nin glikasyon ve homosisteinilasyon yatkınlığında modülatör etkiye 

sahiptir (Gupta et al. 2009). 

PON1 endojen serbest radikal temizleyici sistemler arasında yer almaktadır. Bu nedenle 

bilim adamları kanser araĢtırmalarında PON1‟in önleyici rolü üzerinde çalıĢmalar 

yapmıĢlardır. 

Elkıran vd (2007) tarafından akciğer kanserine yakalanmıĢ hastalar üzerinde yapılan bir 

çalıĢmada, bu hastalarda serum PON1 aktivitesinin sağlıklı kiĢilere göre anlamlı derece 

düĢük olduğu bulunmuĢtur. Lee et al. (2005) PON1 gen Q/Q genotipini taĢıyan 177 

hasta üzerinde yaptıkları çalıĢmada akciğer kanserinin geliĢme riskinin önemli derece 

arttığını bildirmiĢlerdir. Ayrıca yapılan diğer araĢtırmalarda gastrik veya pankreas 

kanseri olan hastalarda sağlıklı kontrol gruplarına göre PON1 seviyeleri düĢük çıkmıĢtır 

(Akçay vd 2003a, 2003b). 
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Camuzcuoğlu vd (2009) tarafından yayınlanan bir çalıĢmada, oluĢturulan epitelyal over 

kanserli insan grubunda ve kontrol grubunda serum PON ve arilesteraz aktivite 

ölçümleri gerçekleĢtirilerek bir mukayese yapılmıĢtır. Epitelyal over kanserli 

insanlardaki PON ve arilesteraz aktivitesi diğer gruba oranla düĢük bulunduğu 

belirtilmiĢtir. Ayrıca hastalığın derecesi ve CA-125 (kanser antijen-125) düzeyi ile PON 

aktivitesi arasında ters iliĢkinin olduğu bildirilmiĢtir. 

Literatür incelemesinde beyin kanseri ile PON1 iliĢkisi üzerinde duran çalıĢmalara da 

rastlanmaktadır. Beyin kanserinin geliĢiminde, antioksidanların serum PON1 enzimi 

bağlantısına dair araĢtırmalar yapılmıĢtır. 

Kafadar vd (2006) tarafından yayınlanan çalıĢmada; 42 yüksek dereceli glioma ve 42 

meningiomas hasta grupları ile 50 sağlıklı insan kontrol grubunda PON 192 

polimorfizminin (insan paraoksonaz Gln/Arg (glutamin/arjinin) polimorfizmi) etkisi 

incelenmiĢtir. Serum paraoksonaz aktivitesi ölçümleri yapılarak gruplarda karĢılaĢtırma 

yoluna gidilmiĢtir. Her iki kanser grubunda da kontrol grubuna kıyasla serum PON1 

aktivitesi p<0,001 olarak anlamlı bir Ģekilde düĢük çıkmıĢtır. Ancak iki kanser grubu 

arasında anlamlı bir farklılık bulunmamıĢtır. ÇalıĢma sonucunda PON1 aktivitesinin 

beyin tümörlerinde tümör oluĢumuyla ilgili olabileceği öne sürülmüĢtür. 

Martin et al. (2010) tarafından yapılan bir çalıĢmaya göre; yaĢları 21 ile 76 arasında 

değiĢen 71 beyin kanserli ardıĢık hastaya (43 astrositom II/III dereceli hasta ve 28 

meningiomlu hasta) ve 220 sağlıklı kiĢi ile oluĢturulan kontrol grubu benzerlik 

göstermeyen PON1 genotipleri olan L55M rs854560 ve Q192R rs662'in sıklığı 

açısından analize tabi tutulmuĢlardır. PON1 genotipleri ve PON1 L55M ile PON1 

Q192R polimorfizimlerinin alellik varyantlarının sıklıklarıyla ilgili olarak hasta ve 

kontrol grubunda anlamlı bir farklılık elde edilmemiĢtir. Minör allel sıklıkları PON1 

55L için astrositom hastalarında 0,398, meningioma hastalarında 0,328 ve kontrol 

grubunda 0,286 iken PON1 192 R için astrositom hastalarında 0,341, meningioma 

hastalarında 0,362 ve kontrol grubunda 0,302 olarak ifade edilmiĢtir. ÇalıĢma 
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sonucunda araĢtırmacılar benzerlik göstermeyen PON1 polimorfizimlerinin astrositom 

ve meningioma geliĢim riskiyle ilgisi bulunmadığını öne sürmüĢlerdir. 

Zhao et al.  (2012) yayınladıkları bir çalıĢmada 384 glioma hastasında ve 384 sağlıklı 

kontrol grubunda 9 antioksidant genin (GPX1, CAT, PON1, NQO1, SOD2/MnSOD, 

SOD3 ve NOS1*2*3) 16 tek nükleotit polimorfizimini (SNP) incelemiĢlerdir. SOD2 

V16A, SOD3 T58A, GPX1 -46 C/T ve NOS1 3‟-UTR olarak belirlenen 4 SNP‟in 

gliomanın geliĢme riskiyle bağlantılı olduğu ancak PON1 rs854552 ve rs662‟nin 

gliomanın geliĢme riskiyle iliĢkili olduğuna dair anlamlı bir veri elde edilemediği 

bildirmiĢlerdir. 

Gönüllü vd (2012) tarafından Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi‟nde yapılan bir çalıĢmada 

yaĢları 45-75 arasında değiĢen 16 glioblastoma multiforme ve 9 anaplastik astrositom 

hastası olan 25 maling gliomlu hasta grubu ve 25 sağlıklı insandan oluĢan kontrol 

grubunda paraoksonaz (PON) ve prolidaz (PR) aktivite ölçümleri yapılmıĢtır. PON ve 

PR aktivitesi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında malign gliomlu hasta grubunda 

anlamlı olarak düĢük bulunmuĢtur (p<0,05). EĢik değeri PON ve PR için sırasıyla 

104,69 ve 0,99 olarak ifade edilmiĢtir. 

2.11. Üçlü Faz Sistemi Ġle Enzim SaflaĢtırma Yöntemi (ÜFA) 

Üçlü faz sistemi (ÜFA) proteinlerin saflaĢtırılmasında son yıllarda öne çıkan ve 

kullanımı kolay bir yöntemdir. ÜFA ile iki veya daha fazla bileĢiğin tek basamaklı 

ekstraksiyon ile ayırımını gerçekleĢtirmek mümkündür. Üç farklı katmanın sahip 

oldukları farklı fizikokimyasal özelliklerden yararlanarak bu sistemlerin tek bir 

ekstraksiyonla ayrılması bu sistemin getirilerindendir. ÜFA yöntemi salting out, 

izoiyonik çöktürme, yardımcı çözücü ile çöktürme, osmolitik çöktürme ve kozmotropik 

çöktürme tekniklerini birarada kullanabilen bir tekniktir. ÜFA‟de proteinlerin 

çöktürülmesi için amonyum sülfat çöktürmesi ve üçlü faz katmanları oluĢturmak, 

lipitlerin, fenolik bileĢiklerin, bazı deterjanların uzaklaĢtırılması için t-bütanol 



35 
 

 

kullanılmaktadır (Roy and Gupta 2002; Narayan et al. 2008; Kat ve Keskin 2013; 

Duman ve Kaya 2014). 

Narayan vd (2008) tarafından yayınlanan çalıĢmada Ipomoea palmata yapraklarından 

peroksidaz enzimi ÜFA yöntemi ile saflaĢtırılmıĢtır. ÜFA‟nın ilk aĢamasında ham bitki 

ekstraktı/t-bütanol oranı olarak 1,0:1,0 kullanılmıĢtır ve %30 amonyum sülfat 

çöktürmesi 37°C‟de gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk aĢama sonucunda yapılan aktivite 

ölçümlerinde sulu fazda %160 aktivite verimi ve 2 kat saflaĢtıma elde edilmiĢtir. 

ÜFA‟nin ikinci aĢaması sulu faz üzerine gerçekleĢtirilmiĢtir ve yaklaĢık %81 aktivite 

verimi ile 18 kat saflaĢtırma baĢarılmıĢtır. SaflaĢtırılan enzim SDS-PAGE‟de 

yürütülmüĢtür ve molekül ağırlığı 20,1 kDa bulunmuĢtur. ÇalıĢmadan elde edilen 

verilere dayanarak araĢtırmacılar ÜFA yöntemini peroksidaz enziminin 

saflaĢtırılmasında etkin bir saflaĢtırma yöntemi olarak kabul etmiĢlerdir. 

Chaiwut et al. (2010) yaptıkları bir çalıĢmada kurutulmuĢ papaya kabuklarından proteaz 

enzimlerini izole etmek için ÜFA yöntemini kullanmıĢlardır. Ġlk ÜFA aĢamasında ham 

ekstrakt/t-bütanol oranı olarak 1,0:0,5‟i ve %20 amonyum sülfat çöktürmesini 

kullanmıĢlardır. Bu aĢama sonunda alt fazda %253,5 oranında proteolitik aktivite verimi 

ve 15,8 kat saflaĢtırma elde etmiĢlerdir. ÜFA‟nin ikinci aĢamasında birinci aĢamada 

elde ettikleri alt faz üzerine %55 amonyum sülfat çöktürmesi yaparak devam etmiĢlerdir 

ve %89,4 aktivite verimi ile 10,1 kat saflaĢtırma sağlamıĢlardır. 

Duman ve Kaya (2014) tarafından yapılan çalıĢmada patates (Solanum tuberosum) 

yumrularından invertaz enzimi ÜFA yöntemi ile saflaĢtırılmıĢtır ve saflaĢtırılan enzimin 

kinetik özellikleri incelenmiĢtir. Ġki aĢamalı olarak uygulanan ÜFA yönteminde ilk 

aĢamada 1,0:1,0 ham ekstrakt/t-bütanol oranı, %20 amonyum sülfat doygunluğunda 

gerçekleĢtirilmiĢ ve sulu fazda %121 verim ile 5,67 kat saflaĢtırma elde edilmiĢtir. 

Ġkinci aĢamada sulu faz üzerinden %25 amonyum sülfat doygunluğu ve 1,0:1,0 ham 

ekstrakt/t-bütanol oranı kullanılmıĢtır ve %156 verim ile 12,8 kat saflaĢtırma 

sağlanmıĢtır. SaflaĢtırılan enzim üzerinde yapılan kinetik çalıĢmalar sonucunda 
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optimum pH 4,5, stabil pH aralığı 4,0-6,0, optimum sıcaklık 37°C, stabil sıcaklık aralığı 

30-55°C olarak gözlenmiĢtir. 

Literatürde yapılan incelemelerde paraoksonaz (PON1) enziminin saflaĢtırılmasında 

ÜFA yönteminin kullanımına yönelik bir çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır. Bu çalıĢmada 

PON1 enzimi insan serumundan ÜFA yöntemi ile ilk kez saflaĢtırılmıĢtır ve saflaĢtırılan 

enzim üzerinde kinetik çalıĢmalar ve karakterizasyon çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.12. Glutamat 

Beyindeki en önemli nörotransmitter olan glutamat bu alandaki uyarıcı iletimin 

%75‟inden sorumludur. Merkezi sinir sisteminde hem glia hücreleri hem de nöronlar bu 

molekülü içermektedirler. Merkezi sinir sistemindeki glutamat molekülü kan beyin 

bariyeri nedeni ile serumdan elde edilemez bu nedenle sentezi beyin içerisinde 

gerçekleĢtirilir. ġekil 2.2‟de nöronlarda ve astrositlerdeki glutamat eldesi verilmiĢtir. 

Astrositlerde glutamatın hücre içi konsantrasyonu 50 μM, glutamaterjik nöronlarda ise 

10 μM‟dır. Uygun glutamaterjik iletimin sağlanması ve eksitotoksisiteden muhafa 

edilmesi için hücre dıĢı glutamat konsantrasyonu 1-3 μM seviyesinde olmalıdır 

(Hansson et al. 2000). 
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ġekil 2.2. Nöron ve astrositlerdeki glutamat sentezi (Hertz 1990) 

Glioblastoma tümör hücreleri eksitotoksik seviyelerde glutamatın ve glutamat 

reseptörlerinin salınımını yapmaktadır (Roslin et al. 2003; De Groot et al. 2008; Brocke 

et al. 2010). Bazı çalıĢmalarda glioma hücrelerinden glutamat salınımı GLT1 glutamat 

taĢıyıcısının ekspresyonunun eksikliğine bağlanmıĢtır. Bu durumda glutamat salınması 

peritümöral nöron, nekroz oluĢumunun, lokal enflamasyonun ve gliomayla ilgili 

nöbetlerdeki ölümlerde kilit bir rol oynayabilmektedir. Ayrıca, tümördeki yükselmiĢ 

glutamat seviyeleri glioblastoma tümör hücrelerinde glutamat reseptörlerini aktive 

etmek için parakrin ve otokrin biçimde faaliyet gösterebilmektedir (De Groot and 

Sontheimer 2011; Oh et al. 2012). 

ÇeĢitli glutamat reseptör tipleri bulunmaktadır. Glioma hücrelerinin aktif olarak α-

amino-3-hidroksi-5-metil-4- -izoksazol propiyonik asit (AMPA), kainat ve N-metil-D-

aspartat (NMDA) reseptörlerini içeren iyonotropik glutamat reseptörlerini eksprese 

ettikleri belirtilmiĢtir (Ishiuchi et al. 2002; Stepulak et al. 2009; Oh et al. 2012). Bu 
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reseptörler eksisatör ve inhibitör reseptörler Ģeklinde ifade edilirler. NMDA, AMPA ve 

kainat reseptörleri eksisatör reseptörler grubundandır. Metabotropik glutamat reseptörü 

olan AP-4 ise inhibitör reseptördür. Bu reseptörlerin içerisinde NMDA reseptörü 

üzerine çok fazla ilgi çekilmiĢtir, bu reseptör üzerinde yoğun bir Ģekilde araĢtırmalar 

yapılarak hafıza oluĢumu, geliĢimsel plastisite, epilepsi, beyin iskemisinin nörotoksik 

etkileri gibi nörofizyolojik ve patolojik çalıĢmalarda rolü ortaya konmuĢtur (Li and 

Tsien 2009). 

NMDA reseptörü sinir hücrelerinde bulunan iyon kanallarıdır. Reseptör kendisine iki 

molekül glutamat ya da aspartat veya glisin bağlandığında aktive olur. Reseptör aktif 

hale geçtiğinde hücre zarı boyunca pozitif yüklü iyonların akmasına izin verir (Hiroyasu 

et al. 2005). NMDA reseptörlerinin aktivasyonu katyonlara seçici olmayan bir iyon 

kanalının açılmasıyla sonuçlanır. Ġyon kanalının açılması ve kapanması öncelikle ligand 

bağlanması ile meydana gelirken iyon kanalı boyunca akan akım voltaja bağımlıdır. 

Hücre dıĢı magnezyum (Mg
2+

) ve çinko (Zn
2+

) iyonları reseptör üzerinde spesifik 

alanlara bağlanabilirler ve açık iyon kanalı boyunca diğer katyonların geçiĢini bloke 

ederler. Hücre depolorizasyonu gözenekten Mg
2+

 ve Zn
2+

 iyonlarını çıkarır ve iter, bu 

Ģekilde hücre içine voltaja bağımlı sodyum (Na
+
) ve az miktarda kalsiyum (Ca

2+
) 

iyonlarının hücre dıĢına potasyum (K
+
) iyonunun akıĢına izin verir (Dingledine et al. 

1999; Liu and Zhang 2000; Cull-Candy et al. 2001; Paoletti and Neyton 2007). 

NMDA reseptör fonksiyonu 'redoks modülatör alanı' olarak ifade edilen kimyasal 

indirgeme ve oksidasyon ile güçlü bir Ģekilde düzenlenmektedir. Bu alan aracılığıyla, 

redüktanlar NMDA kanal aktivitesini bariz bir Ģekilde arttırırken oksidanlar ya 

redüktanların etkisini tersine çevirirler ya da doğal yanıtları bastırırlar. Genellikle 

NMDA reseptörlerinin glutatyon, lipoik asit ve pirolokinolin kinon gibi endojen redoks 

ajanlar tarafından modüle edildiğine dair çalıĢmalar 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 SLC1A2 Genleri 

GRIN2C geni, iyonotropik glutamat reseptörlerinin bir sınıfı olan N-metil-D-aspartat 

(NMDA) reseptörlerinin bir alt birimini kodlamaktadır. Merkezi sinir sisteminde 

bulunan NMDA reseptörleri katyonları geçirme ve öğrenme, hafıza, sinaptik geliĢim 

gibi fizyolojik süreçlerde önemli rol oynamaktadır. Reseptör farklı alt birimlerden 

oluĢan bir tetramerdir (genellikle 2A-D alt birimlerinin bir ya da daha fazlası ile 1 alt 

biriminin heterodimeri) ve kalsiyum, potasyum ve sodyum için geçirgen olan bir kanal 

oluĢturur. Reseptörün alt birim kompozisyonundaki değiĢiklikler Parkinson hastalığı, 

Alzheimer hastalığı, depresyon ve Ģizofreni gibi patofizyolojik koĢullarla iliĢkilidir 

(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) tarafından bir çalıĢmada GRIN2C‟yi kodlayan cDNA‟lar izole 

edilmiĢtir ve NR2C olarak adlandırılmıĢtır. Northern Blot analizleri 4,4 kb GRIN2C 

mRNA‟larının beyincikte en üst seviyeyle birlikte beyinde yaygın olarak eksprese 

olduğunu göstermiĢtir. Bu transkript ayrıca çeĢitli diğer dokularda da gösterilmiĢtir. 

Belirlenen 1,233 amino asitlik protein dizisi, rat ve fare NR2C‟deki belirlenen amino 

asit protein dizisi ile %88 özdeĢlik göstermektedir. GRIN2C üzerine yapılan hidropathy 

analizleri sayesinde büyük bir N terminali, 4 hidrofobik bölge ve büyük bir C terminali 

öngörülmüĢtür (Lin et al. 1996). 

Takano et al. (1993) 17q25 insan NMDA reseptör kanalının epsilon-3 alt birimini 

kodlayan Grin2c geninin haritası için floresans in situ hibridizasyonunu kullanmıĢlardır. 

Kalsi et al. (1998) somatik hücre hibrit panelinin PCR'ı ile bu lokalizasyonu 

doğrulamıĢlardır. 

Gielen et al. (2009) allosterik inhibitörleri bağlayan hücre dıĢı kabuk gibi alanı olan 

NR2N terminal alanı (NTD) ile oluĢturulan bölge ile NMDA reseptörlerinin altbirim-

spesifik ayrımcılığının kontrol edildiğini ve NTD'nin agonist-bağlayan alanına kısa 

bağlayıcı ile bağlandığını göstermiĢlerdir. Gielen et al. (2009) elde ettikleri sonuçlar ile 
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NR2 NTD 'kapatıcı' ya da 'açıcı' moleküler hareketlerin kullanılarak NMDA 

reseptörlerinin ilaç tabanlı çift yönlü kontrolü için kanıt sağladıklarını öne sürmüĢlerdir. 

Çözünür taĢıyıcı ailesinin bir üyesi olan SLC1A2 yüksek afiniteli glutamat taĢıyıcısıdır. 

Glutamat taĢıyıcıları glial hücrelerde ve/veya presinaptik glutamaterjik sinir uçlarında 

bulunan membrana bağlı proteinlerdir. Bu taĢıyıcılar hücre dıĢı alanda aĢırı glutamatı 

tasfiye etmekle görevlidirler (Karki et al. 2015). BaĢlangıçtaki çalıĢmalarda GLT1 

ekspresyonunun beyinde astrositlerde lokalize olduğu ifade edilmiĢtir. GLT1'nin en 

güçlü ekspresyonu hipokampüs ve serebral korteksde gözlenmiĢtir (Kanai and Hediger 

2004). Daha sonraki çalıĢmalarda astrosit haricinde de eksprese oldukları ortaya 

konmuĢtur. Örneğin, GLT1‟in mRNA ve proteini ön beyinde nöronların alt 

gruplarında bulunmuĢtur ve Ģu anki görüĢ GLT1'in salınımdan sonra sinaptik aralıktan 

glutamatı uzaklaĢtıran uzun zamanlı presinaptik glutamat taĢıyıcısını temsil ettiğidir  

(Chen et al. 2004). GLT1 aynı zamanda epifiz ve hipofiz bezinin yanı sıra üçüncü 

ventriküldeki tanisitlerin seçili bir grubunda da ekprese olur (Berger and 

Hediger 2001, 2006). 

Shashidharan et al. (1994) SLC1A2 geninden sorumlu cDNA‟yı izole etmiĢlerdir. 565-

amino asitlik proteinin rat beyni sodyum bağımlı glutamat/aspartat taĢıyıcısı ile 

homolog olduğu gösterilmiĢtir (Krishnan et al. 1993). 

Somatik hücre hibritleri ve floresans in situ hibridizasyonu (FISH) kullanılarak 

kromozom 11p13-p12'de insan SLC1A2 geni belirlenmiĢtir (Li and Francke 1995). 

Takai et al. (1996) genin haritasını elde etmiĢlerdir ve glutamat transporter1 (GLT1) 

olarak isimlendirmiĢlerdir. 

GLT1 hücre dıĢı alandan fazla nörotransmitter glutamatı aktif bir Ģekilde uzaklaĢtıran 

bir taĢıyıcıdır. Hücre dıĢı glutamat konsantrasyonu sinaptik aktivasyon sırasında yüksek 

sinyal-gürültü oranını sağlamak ve glutamat reseptörlerinin aĢırı aktivasyonundan nöral 

hasarı önlemek için düĢük tutulmak zorundadır. AĢırı glutamat nörotoksisiteye neden 

olabilir ve felç, travma, Alzheimer hastalığı, 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 hastalığı, bipolar bozukluk gibi nörolojik bozukluklarda hücresel hasara 

sebep olabilir (Choi 1988; Kanai et al. 1993; Trotti et al. 2001; Dallaspezia et al. 2012). 

Çizelge 2.3‟de insan gen veritabanından (Anonymous 2016c) yararlanılarak oluĢturulan 

GRIN2C ve SLC1A2 genlerine ait bazı özellikler verilmiĢtir. 

Çizelge 2.3. GRIN2C ve SLC1A2‟ye ait bazı özellikler 

 GRIN2C SLC1A2 

Diğer adlandırmalar  Glutamat reseptör, iyonotropik, 

N-metil D-aspartat 2C  

Glutamat [NMDA] Reseptör  

Subünit Epsilon-3  

N-metil D-aspartat reseptör alt-2C  

NMDAR2C  

GluN2C  

NR2C  

N-metil-D-aspartat reseptör alt 2C  

Sodyum-Bağımlı Glutamat 

Aspartat Transporter 2  

Glutamat Aspartat  

Transporter II  

EAAT2  

Eksitotoksik Amino  

Asit Transporter 2  

GLT-1  

HBGT  

Bazı gen  

sitelerindeki 

ID numaraları  

HGNC: 4587  

Entrez Gene: 2905  

Ensembl: ENSG00000161509  

OMIM: 138254  

UniProtKB: Q14957 

HGNC: 10940 

Entrez Gene: 6506 

Ensembl: ENSG00000110436 

OMIM: 600300 

UniProtKB: P43004 

Genomik Konum  Kromozom: 17 

BaĢlangıç: 74,842,021 bp 

Son: 74,861,514 bp 

Boyut: 19,494 baz 

Oryantasyon: Negatif (eksi) Zincir 

Kromozom: 11 

BaĢlangıç: 35,251,205 bp  

Son: 35,420,063 bp 

Boyut: 168,859 baz 

Oryantasyon: Negatif Zincir 

Protein Bilgileri Protein Sembolü: Q14957- 

NMDE3-HUMAN 

Protein EriĢimi: Q14957, B2RTT1 

Boyut: 1233 amino asit 

Moleküler Kütle: 134,209 Da 

ProteinSembolü:P43004-

EAA2_HUMAN 

B4DQE9, Q14417 

Boyut:574 amino asit 

Moleküler Kütle: 62,104 Da 

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 ĠliĢkisi Üzerine Yapılan ÇalıĢmalar 

Bu baĢlık altında çalıĢmada kullanılan karadutun HPLC analizlerine dayalı olarak tespit 

edilen etken maddeler ile glutamat iliĢkisi üzerinde yapılan çalıĢmalar incelenmiĢtir. 

Martini et al.  (2000) tarafından yayınlanan bir çalıĢmada Phyllantus bitkisinden 

ekstrakte edilen bazı bileĢiklerin (rutin, geraniin, kuersetin) rat beyin membranında [
3
H] 

glutamat ve [
3
H] GMP-PNP (glutamaterjik iletiminin modülasyonunu yapan hücre dıĢı 

alanları bağlayan bir GTP analoğu) bağlanması üzerine doğal olarak oluĢan 

antinosiseptif etkileri araĢtırılmıĢtır. 800 nM glutamat ve 800 nM GMP-PNP 

bağlanması üzerine 160 µM‟ye kadar olan konsantrasyonlarda rutin etki göstermezken 

(30-500 µM) kuersetin doza bağımlı olarak etkide bulunmuĢtur. [
3
H] glutamat 

bağlanmasının kuersetin inbisyonu için hesaplanan IC50 değeri 216 µM olarak 

verilmiĢtir. [
3
H] GMP-PNP‟nin GTP analoğu bağlanmasının kuersetin inhibisyonu için 

ise hesaplanan IC50 değeri 396 µM olarak belirtilmiĢtir. ÇalıĢma sonuçlarına göre 

araĢtırmacılar bu doğal bileĢiklerin antinosiseptif aktiviteyle ilgili olarak muhtemelen 

nörokimyasal bir parametre gösterebileceğini öne sürmüĢlerdir. 

Siu et al. (2008) tarafından yayınlanan bir çalıĢmada kateĢinin glutamatla muamele 

edilmiĢ retina üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢtır. DondurulmuĢ domuz retinası çözünmüĢ 

ve 20 mM Tris (pH 7,40; 1:15 v/w) ile homojenize hale getirilmiĢtir. Ardından 4°C‟de 5 

dak boyunca 1000×g‟de santrifüj edilmiĢtir. 300 µL olarak ayarlanan retina 

homojenatları 5, 10, 15, 20,  25 nmol konsantrasyonlardaki glutamat ile 37°C‟de bir saat 

boyunca inkübe edilmiĢtir. KateĢinin 0,5, 1, 2, 4, 8 nmol konsantrasyonları 20 nmol 

glutamat uygulanmıĢ retina homojenatı ile 37°C'de bir saat boyunca inkübe edilmiĢtir. 

Malondialdehit (MDA) düzeyleri lipit peroksidasyonunun bir göstergesi olarak 

belirlenmiĢtir. ÇalıĢma sonucunda elde edilen verilere göre glutamatın retinal MDA‟yı 

arttırdığı (p<0,0001) ve kateĢinin bu etkiyi tersine çevirdiği (p<0,0001), glutamat 

uygulamasından sonra yedi proteinde (Heterojen ribonükleoprotein, tioredoksin 

peroksidaz, 5-hidroksitriptamin reseptörü, piruvat dehidrojenaz, ARHA protein (GTP 

bağlayıcı),  proteazom ve peroksiredoksin 6) önemli değiĢiklikler olduğu (p<0,05) ve 
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kateĢinin bu değiĢiklikleri tioredoksin peroksidaz, 5-hidroksitriptamin reseptörü, 

peroksiredoksin 6 ve pirüvat dehidrogenaz için tersine çevirdiği  (p< 0,05) belirtilmiĢtir. 

Lavoie et al. (2009) tarafından yayınlanan çalıĢmada E16-17 OF1 fareden hazırlanan 

kortikal nöron kültürleri ve P1-3 OF1,  C57BL/6 doğal fenotip ve C57BL/6 GCLM-KO 

farelerden hazırlanan astrosit kültürleri kullanılarak kuersetinin glutatyon seviyeleri 

üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır. Bunun için; bu kültürler 24 saat boyunca 5, 10, 20, 50, 

100 µM konsantrasyonlarında kuersetine maruz bırakılmıĢtır. Medyum olarak kullanılan 

nörobazal medyuma 500 µM glutamin eklenmiĢtir. ÇalıĢma sonuçlarına göre kuersetin 

astrositlerde glutatyon seviyelerini arttırmıĢtır, nöronlarda ise glutatyonu azaltmıĢtır ve 

hücre ölümüne yol açmıĢtır. Ayrıca 20 µM kuersetin GCLC (glutamat sistein ligaz 

katalitik altbirim), GCLM (glutamat sistein ligaz modifiye edici alt birim) ve GSS‟nin 

(glutatyon sentetaz) mRNA seviyelerini arttırmıĢtır. 

Lu et al. (2013) tarafından yayınlanan çalıĢmada kuersetinin rat serebral korteks sinir 

terminallerinde (sinaptozomlar) glutamat salınımını etkileyip etkilemediği ve olası 

mekanizmalar araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢma sonuçlarına göre kuersetin rat serebral korteks 

sinir uçlarında glutamat salınımını inhibe etmektedir. Glutamat salınımı 3-200 mM 

kuersetin varlığında ya da yokluğunda (kontrol) 4-aminopridin (4-AP) ve 15 mM KCI 

ile uyarılmıĢtır. Kuersetin K
+
 kanalı bloke edici 4-AP ile uyarılan glutamat salınımını 

inhibe etmiĢtir ve bu etki hücre dıĢı Ca
2+

 iyonlarının Ģelatlanması ile önlenmiĢtir. 

Kuersetin sitosolik serbest Ca
2+

 konsantrasyonunda depolarizasyona bağlı artıĢı 

azaltmıĢtır ancak 4-AP aracılı depolarizasyonu ve Na
+
 geçiĢini değiĢtirmemiĢtir. 

Glutamat salınımının kuersetin aracılı inhibisyonu hücre içi Ca
2+

 salınımını bloke 

ederek değil N-tipi kalsiyum kanalı alfa 1B alt birimi olan Cav2.2 ve P/Q voltaja-bağlı 

kalsiyum kanalı olan Cav2.1 kanalları bloke edilerek önlenmiĢtir. Aynı zamanda Protein 

kinaz C (PKC) ve protein kinaz A'nın (PKA) kombine inhibisyonu uyarılmıĢ glutamat 

salınımı üzerindeki quersetinin inhibitör etkisini önlemiĢtir. Ayrıca, kuersetin 4-AP 

indüklü PKC ve PKA'nın fosforilasyonunu azaltmıĢtır. AraĢtırmacılar bütün bu 

sonuçların kuersetinin rat kortikal sinaptozomlardan glutamat salınımını inhibe ettiğini 
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ve bu etkinin perisinaptik voltaj bağımlı Ca
2+

 giriĢinde bir azalmaya ve PKC ile PKA 

aktivitesinin baskılanmasına bağlı olduğunu ifade etmiĢlerdir. 

Mikami and Yamazawa (2015) tarafından yayınlanan çalıĢmada glutamat ile indüklenen 

nöronal hücre ölümüne karĢı klorojenik asidin koruyucu etkisinin moleküler 

mekanizmasının açıklanması hedeflenmiĢtir. Bunun için; öncelikle primer kültürdeki 

kortikal nöronlar 10 μM CGA (klorojenik asit) ya da 10 μM MK-801 varlığında ve 

yokluğunda 300 μM L-glutamik asit ile muamele edilmiĢtir. 16 saat sonra, primer 

kültürler propidyum iyodür (PI)/Heschst ya da kalsein ile boyanmıĢtır. PI ve Hoechst ile 

çift boyama glutamat ile indüklenen hücre ölümünün apoptotik olup olmadığını 

doğrulamak için yapılmıĢtır. Ayrıca, Ca
2+

'nin hücre içi konsantrasyonları Ca
2+

 

indikatörü fura-2 kullanılarak gözlenmiĢtir. ÇalıĢma sonuçlarına göre araĢtırmacılar 

klorojenik asit muamelesi ile glutamat ile indüklenen nöronal hücre ölümünü inhibe 

edildiğini, nöron kültürüne glutamat ilavesinin sebep olduğu hücre içi Ca
2+ 

konsantrasyonundaki artıĢının önlendiğini öne sürmüĢlerdir. 

Vidak et al. (2015) tarafından yayınlanan derlemede gıdalardaki bazı flavonoidlerin 

glial ve glioblastoma üzerindeki etkilerine dair yapılan çalıĢmalar incelenmiĢtir. Bu 

derlemeye göre; glial hücreleri üzerindeki kuersetinin koruyucu etkileri çoğunlukla C6 

hücreleri ve in vitro deneylerde astrosit kültürleri kullanılarak yoğun bir Ģekilde 

çalıĢılmıĢtır. C6 hücrelerinin oksidatif strese maruz kalması lipit peroksidasyonu, 

glutatyon azalması, DNA zincirlerindeki kırılmanın artması ve kalsiyum iyonlarının 

akıĢındaki artıĢ ile sonuçlanmaktadır. Ancak bu olumsuz etkiler eğer hücreler quercetin 

ile muamele edilirse hafiflemektedir. C6 hücreleri üzerindeki kuersetinin anti-

inflamatuar etkileri rapor edilmiĢtir. Bu hücre hattında, kuersetin TNF-α ve interlökin 

1α sitokinlerinin ekspresyonunu azaltır. Ġnflamatuar süreçlerinin inhibisyonu sonucu 

nöronların apoptozunda azalma meydana gelmektedir. Ayrıca, kuersetin heme 

oksigenaz 1 indüksiyonu ile C6 hücrelerinin apoptozunu inhibe eder. Kuersetin C6 glial 

hücrelerde ve nöronda apoptozu inhibe etmesine rağmen, insan glioblastoma T98G 

hücrelerinde mitokondriyal ölüm yolunu aktive ederek apoptozu indükler. T98G 

hücrelerinin kuersetin maruziyeti kaspaz 3 ve 9'un aktivasyonuna, mitokondriden 
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sitokrom c'nin salınımına ve mitokondrial membran potansiyelinde bir azalmaya yol 

açar. Kuersetin aynı zamanda mitokondriyal apoptotik yolu dahil olan ısı Ģok proteinleri 

olan HSP27 ve HSP72'yi inhibe eder. 

Yine bu derlemeye göre; kateĢin türevleri beyinde anti enflamatuar etki göstermektedir. 

Glial hücrelerde kateĢin pro enflamatuar sitokin TNF-α‟nın ekspresyonunu düzenleyen 

mitojen ile aktive edilen protein kinazların sinyalleme kaskadını inhibe ederek kinaz 

sinyal yolaklarını modüle etmektedir. KateĢin aynı zamanda COX-2 ekspresyonunu 

inhibe ederek prostaglandin sentezini azaltmaktadır ve ROS ile RNS üretimini 

baskılamaktadır. Böylelikle, glial hücrelere enflamasyon ve oksidatif strese karĢı ilave 

koruma sağlanmıĢ olunmaktadır. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. AraĢtırmada kullanılan cihazlar 

Elektroforez (BioRad) 

Hassas Terazi (KERN ABS) 

pH Metre (WTW Series pH 720) 

Vorteks (Heidolp) 

Steril Kabin  (ESCO) 

Etüv (P Selecta Cod:2001248) 

Otoklav (P Selecta) 

Soğutmalı santrifüj (J.P. Selecta Cenrtrofriger-BL) 

Buz Dolabı (Bosch KAN62V70NE-Ever Med Medical Refrigeration) 

Su Banyosu (P Selecta) 

UV-Visible Spektrofotometre (PG Instrument T80 UV/VIS Spectrometer) 

Distile su cihazı (GFL 2004) 

Manyetik karıĢtırıcı (Wise Stir MSH-20D, Stuart SB162-Are) 

Nanodrop UV VIS Spektrofotometre (Epoch) 

Real Time PCR (Roche) 

CO2 Ġnkübatörü (Newbrunswick Scientific Innova) 

3.1.2. ÇalıĢmada kullanılan biyolojik materyaller 

AraĢtırmada kullanılan karadut (Morus nigra) bitkisi Türkiye, Erzurum‟da yerel bir 

satıĢ noktasından temin edilmiĢtir. Alınan karadut Atatürk Üniversitesi Biyoloji 

Bölümü‟nde taksonomistlerce tanımlanmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan sağlıklı insan kanı 

serumu Atatürk Üniversitesi, AraĢtırma Hastahanesi, Biyokimya Laboratuvarı‟ndan 
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temin edilmiĢtir. Glioblastoma hücre hattı olarak bilinen U87MG kanser hattı Van 

Üniversitesi‟nden temin edilmiĢtir. 

3.1.3. ÇalıĢmada kullanılan kimyasal materyaller 

Amonyum Sülfat ((NH4)2SO4), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-sulfonicacid) 

diammonium salt  (ABST), Sodyum Asetat (C2H3NaO2), Sodyum Fosfat (Na3PO4), 

Sodyum Karbonat (Na2CO3), Sodyum Hidroksit (NaOH), Hidroklorik Asit (HCl), 

Temodal (C6H6N6O2), Trizma (NH2C(CH2OH)3·HCl, Sodyum Dodesil Sülfat (SDS: 

CH3(CH2)11OSO3Na), Amonyum Persülfat ((NH4)2S2O8), TEMED 

((CH3)2NCH2CH2N(CH3)2), Comassie Blue R250 (C45H44N3NaO7S2), Brom Timol 

Mavisi (C27H28Br2O5S), Gliserin (C3H8O3), β-merkaptaetanol (C2H6OS), Akrilamid 

(C3H5NO), N‟N‟_Metilen_Bis-akrilamid ((H2C=CHCONH)2CH2, Glisin (C2H5NO2), 

Paraokson (C10H14NO6P) çalıĢmada kullanılan kimyasal materyallerdendir. 

Nöron Kültürü için; Bir günü dolmamıĢ Sprague Dawley sıçan 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) 

kullanılmıĢtır. 

U87MG Kültürü için; DMEM, FBS, Penisilin–Streptomisin, amphotricin B (Life 

Technology GIBCO 15240-062), %1 L-Glutamine (Life Technology 25030-081) 

kullanılmıĢtır. 

MTT Sitotoksisite Testi için; 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 kullanılmıĢtır. 

Moleküler çalıĢmalar için; Roche high pure RNA Tissue Kit No:12033674001, Roche 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit No:04896866001, Roche Fast Start 
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Essential DNA Probes Master Kit (Roche), Grin2c, Slc1a2 primerleri, Beta aktin 

kullanılmıĢtır. 

3.1.4. ÇalıĢmada kullanılan nano γ-Fe2O3 yapı ve özellikleri 

Çizelge 3.1‟de çalıĢmada kullanılan nano γ-Fe2O3‟a ait veriler gösterilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. ÇalıĢmada kullanılan nano γ-Fe2O3‟a ait veriler 

Kimyasal isim nano γ-Fe2O3 

CAS No. 1309-37-1 

Ürün numarası 544884 

Molekül ağırlığı g/mol 159,69 

Partikül boyutu nm <50 (BET) 

Yüzey alanı m
2
/g 50-245 

Erime noktası °C 1,538 

Nispi yoğunluk g/cm
3
 5,15  

Su içinde çözünürlüğü Çözünmez 

Form Nano toz 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Karadut alkol ve su ekstraktlarının hazırlanması 

-20°C‟de saklanan karadut alkol ve su ekstraktının hazırlanması için oda sıcaklığında 

yavaĢ çözülmeye bırakılmıĢtır. Daha sonra belirli ağırlıklarda tartılarak blendırda ve 

mikserde küçültme iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Üzerini örtecek Ģekilde alkol (etanol) ve 

saf su eklenmiĢtir ve 24 saat boyunca manyetik karıĢtırıcı üzerinde magnet ile karıĢtırma 

iĢlemi yapılmıĢtır. Daha sonra süzme iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.1). Karadutun 
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alkol ekstraksiyonunda alkol evaporatör ile uzaklaĢtırılırken karadutun su ekstraksiyonu 

da su liyofilizatör ile uzaklaĢtırılmıĢtır. Elde edilen ekstraktlar için UV-VIS 

spektrofotometre kullanılarak dalga boyu taraması yapılmıĢtır. Kör olarak saf su 

kullanılmıĢtır. Daha sonra ekstraktlar bir sonraki kullanım için -20°C‟de muhafaza 

edilmiĢtir. 

   

ġekil 3.1. Karadut ekstraklarının hazırlanması sırasındaki iĢlemler 

3.2.2. Karadut alkol ve su ekstraktlarının HPLC analizi 

Karadut alkol ve su ekstraktlarının Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

ile analizi Malatya ilinde Kayısı AraĢtırma Enstitüsü Müdürlüğü‟nde yapılmıĢtır. 

Karadut su ekstraktından 0,1093 g, karadut alkol ekstraktından 0,1012 g tartılarak 5 ml 

çözücüde (metanol: su: HCl (70: 29,9: 0,1)) çözülmüĢtür. Bu örnekler bir gece boyunca 

karanlıkta bekletilmiĢtir. Daha sonra sırasıyla santrifüjleme ve filtreleme iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Enjeksiyona verilerek analiz sonuçları elde edilmiĢtir. Mobil faz 

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

3.3.3. Karadut alkol ve su ekstraktlarının nano γ-Fe2O3’e immobilizasyonları 

γ-Fe2O3 nanopartiküllerin üzerine alkol ve su karadut ekstraktları ayrı ayrı immobilize 

edilmiĢtir. Bu amaçla aynı beher içerisine son hacim saf su ile 10 mL olacak Ģekilde 

karadut ve demir nanopartikülleri belirli oranlarda konularak 2 saat boyunca bir magnet 
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yardımıyla manyetik karıĢtırıcı üzerinde ve ardından 1 saat süre ile ultrasonik banyoda 

karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra immobilizasyonun optimum immobilizasyon süresi, 

optimum materyal konsantrasyonu, optimum pH, optimum sıcaklık çalıĢmaları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3.4. Optimum immobilizasyon süresinin belirlenmesi 

Karadut ekstraktı ve belirli miktardaki magnetik nanopartiküller 2 saat boyunca 

manyetik karıĢtırıcı kullanılarak magnet yardımı ile karıĢtırılmıĢtır. 30, 45, 60, 75, 90, 

105 ve 120.dk‟da her ekstrakt için önceden belirlenen dalga boyunda spektrofotometrik 

ölçüm yapılarak absorbanslar belirlenmiĢtir. Bu absorbans ölçümleri dikkate alınarak 

optimum immobilizasyon süreleri alkol ve su ekstraktları için ayrı ayrı belirlenmiĢtir. 

3.3.5. Optimum materyal konsantrasyonunun belirlenmesi 

2,5, 5, 10, 15, 20 mg/mL konsantrasyonları elde edilecek Ģekilde kullanılan ekstraklar 

0,01 g magnetik nanopartikül kullanımı ile immobilize edilmiĢtir. Burada her ekstrakt 

için belirlenen optimum immobilizasyon süresi kullanılmıĢtır ve her ekstrakt için 

önceden belirlenen dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçüm yapılmıĢtır. Okunan 

absorbans değerleri dikkate alınarak her ekstrakt için optimum materyal konsantrasyonu 

belirlenmiĢtir. 

3.3.6. Optimum pH değerinin belirlenmesi 

Belirlenen optimum materyal konsantrasyonunda ekstraktlar pH 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 

8,0, 9,0 ortamlarında nano γ-Fe2O3‟e immobilize edilmiĢlerdir. Optimum 

immobilizasyon süreleri sonunda spektrofotometrik ölçüm alınarak absorbans 

okumaları yapılmıĢtır ve bu veriler değerlendirilerek her ekstrakt için optimum pH 

değeri belirlenmiĢtir. Ortamın pH‟sı aĢırı seyreltik HCl ve NaOH kullanılarak 

ayarlanmıĢtır. 
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3.3.7. Optimum sıcaklık değerinin belirlenmesi 

Daha önce tespit edilen optimum immobilizasyon süresi, optimum materyal 

konsantrasyonu ve optimum pH değerleri esas alınarak hazırlanan ekstraklar ile 10°C, 

20°C ve 30°C sıcaklıklarda immobilizasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra 

spektrofotometrik ölçüm yapılarak ilgili absorbans değerleri elde edilmiĢtir. Bu veriler 

değerlendirilerek her ekstrakt için optimum sıcaklık değerleri belirlenmiĢtir. 

3.3.8. Karadut ekstraktları immobilize edilmiĢ γ-Fe2O3 nanopartiküllerinin SEM, 

EDX, FT-IR karakterizasyonu 

Karadut ekstrakları immobilize edilmiĢ manyetik nanopartiküllerin yüzey morfolojisinin 

görüntülenmesi için  Zeiss marka Sigma 300 model Taramalı Elektron Mikroskobu ile 

SEM görüntüleri, kimyasal yapısı hakkında bilgi sahibi olmak için EDX grafikleri ve 

son olarak kristal yapısının anlaĢılması için Brucker VERTEX 80/80v markalı FT-IR 

cihazı ile FT-IR grafikleri elde edilmiĢtir. Bu çalıĢmalar Atatürk Üniversitesi Daytam 

bünyesinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3.9. Paraoksonaz (PON1) enziminin insan serumundan saflaĢtırılması 

Paraoksonaz enziminin saflaĢtırılması amacıyla Atatürk Üniversitesi, AraĢtırma 

Hastahanesi Biyokimya Laboratuvarı‟ndan sağlıklı kiĢilere ait kan örneklerinden 

toplanan serumlar Erzurum MYO, Gıda ĠĢleme Bölümü Laboratuvar ortamına soğuk 

zincir korunarak getirilmiĢtir ve +4°C‟de muhafaza edilmiĢtir. Paraoksonaz enziminin 

saflaĢtırılması üç fazlı saflaĢtırma tekniği ile yapılmıĢtır. Ġlk olarak n-bütanol 

optimizasyonu ve daha sonra amonyum sülfat optimizasyonu çalıĢılmıĢtır. Bunun için 

10 mL‟lik serum örneği içeren 4 behere 1:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0 oranlarında 1-

bütanol ve 4 gr amonyum sülfat ilave edilmiĢtir. 30 dk boyunca manyetik karıĢtırıcıda 

karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra elde edilen çözeltiler 5000 xg‟de 10 dk boyunca 

santrifüjleme iĢlemine tutulmuĢtur. Santrifüjden çıkarılan tüplerde üst faz alkol, orta faz 

çökelek, alt faz su olmak üzere 3 faz oluĢumu gözlenmiĢtir (ġekil 3.2). Orta faz olan 
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çökelek 1 mM CaCl2 içeren 50 mM Tris/HCl tamponundan (pH 8,1) 3 mL alınarak 

çözündürülmüĢ ve 3 saat boyunca aynı tampona karĢı diyaliz edilmiĢtir. Aynı koĢullarda 

ve sürede alt faz da 3 saat boyunca diyaliz edilmiĢtir. 3 saat sonunda enzim aktivite 

tayini amacıyla 1 mM fenilasetat substratı kullanılmak suretiyle 279 nm‟de aktivite 

ölçümü yapılmıĢtır. Numune, 0,5 mL substrat ve 0,4 mL 50 mM Tris-HCl tamponuna 

ilave olarak 0,1 mL enzim kullanılarak hazırlanmıĢtır. Kör, enzim yerine saf su 

kullanılarak hazırlanmıĢtır. Aktivite ölçümü yapılmadan önce hazırlanan tüpler 15 dk 

boyunca 37°C‟deki su banyosunda inkübe edilmiĢtir. 

   

ġekil 3.2. Paraoksonaz enziminin ÜFA yöntemiyle saflaĢtırılma aĢamaları 

Amonyum sülfat optimizasyonu için; 10 mL serum ve belirlenen optimum n-bütanol 

miktarı (1,0:0,5 oranı korunarak) 4 behere %20, %40, %60, %80 oranlarında amonyum 

sülfat eklenmiĢtir. Yarım saat boyunca manyetik karıĢtırıcıda çöktürme iĢlemi, 10 dk 

5,000xg‟de santrifüjleme ve orta fazın Tris-HCl tamponu ile çözülmesi iĢlemlerini 

takiben en yüksek aktivite gösteren amonyum sülfat oranının bulunduğu beherde 2. 

amonyum sülfat çöktürmesi yapılmıĢtır. 2. Amonyum sülfat çöktürmesi son hacime 

göre %25, %30, %35, %40, %45, %50 oranlarında tekrarlanmıĢtır. Amonyum sülfatla 

çöktürme iĢlemi, 10 dk 5,000xg‟de santrifüjleme ve orta fazın Tris-HCl tamponunda 

çözülmesi ve 3 saat boyunca diyaliz edilmesi iĢlemleri gerçekleĢtirilerek enzim 

saflaĢtırması için etkin oran belirlenmiĢtir. 

Amonyum sülfat çöktürmesinde kullanılacak amonyum sülfat miktarının 

belirlenmesinde aĢağıdaki eĢitlik kullanılmıĢtır. 
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V: Serum+n-bütanol toplam hacmi 

S1:1‟in kesri Ģeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2:1‟in kesri Ģeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu 

3.3.10. Kantitatif protein tayini 

Paraoksonaz enziminin saflaĢtırılmas aĢamasında elde edilen çözeltilerdeki mevcut 

protein miktarı Bradford yöntemi ile belirlenmiĢtir. Bu yöntem proteinlerin fosforik asit 

varlığında Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifi ile birleĢik yapı oluĢturması ve 

oluĢan birleĢik yapının 595 nm‟de maksimum absorbans vermesi esasına dayanır. Çok 

kısa sürede uygulanması, oluĢan birleĢik yapının (protein-boya) çözeltilerde uzun süre 

kalabilmesi bu yöntemin üstünlüklerindendir. 5 mL Coomassie brillant çözeltisi içine 10 

µL enzim konulmuĢtur. Kör olarak saf su kullanılmıĢtır. Vorteksleme iĢlemini takiben 

10 dk bekletildikten sonra 595 nm‟de UV-VIS spektrofotometresinde ölçüm yapılmıĢtır 

(Bradford 1976). 

3.3.11. Enzim aktivite tayini 

Enzimin arilesteraz aktivitesi 1 mM CaCl2 (pH 8,0) içeren 50 mM Tris/HCl tamponu 

kullanılarak 37°C‟deki su banyosunda 15 dk bekletildikten sonra belirlenmiĢtir. Substrat 

olarak 1 mM fenilasetat kullanılmıĢtır (ġekil 3.3). Hidroliz oranı 279 nm‟de 

spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür. Aktivite ölçümü için molar absorpsiyon katsayısı 

(ε: 1310 M
-1

cm
-1

) olarak alınmıĢtır. Arilesteraz aktivitesinin bir unitesi dk baĢına 

hidrolize olan fenil asetatın mikromol miktarı olarak tanımlanmıĢtır. 
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ġekil 3.3. PON1 katalizi ile oluĢan arilesteraz tepkimesi 

ÜFA yöntemi ile saflaĢtırılan enzimin paraoksonaz aktivitesi 1mM CaCl2 içeren 50 mM 

Tris/HCl tamponu (pH 8,0) kullanılarak 37°C‟de su banyosunda 15 dk inkübe 

edildikten sonra belirlenmiĢtir.  Substrat olarak 1 mM paraokson kullanılmıĢtır. Aktivite 

ölçümü paraokson ve PON1 arasındaki reaksiyonun sonucu olarak oluĢan 

paranitrofenolün 412 nm‟deki absorbansına dayanmaktadır. Aktivite ölçümü için 

paranitrofenolün molar absorpsiyon katsayısı (ε: 18,000 M
-1

cm
-1

, pH 8,0) kullanılmıĢtır. 

Paraoksonaz enzim aktivitesi her dk‟da hidrolize olan paraoksonun mikromol miktarı 

olarak tanımlanmıĢtır (Reneault et al. 2006). 

Elde edilen enzim üzerinde optimum pH, stabil pH, optimum sıcaklık, stabil sıcaklık 

aralığı ölçümleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3.12. SaflaĢtırılan PON1 enzimi için optimum pH ve stabil pH değerlerinin 

belirlenmesi 

Enzimin optimum pH değerinin tespiti için enzim, farklı pH değerleri için farklı 

tamponlarda 37°C sıcaklıktaki su banyosunda 15 dk bekletilmiĢ daha sonra 279 nm‟de 

spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapılmıĢtır. pH 3,0, 4,0, 5,0 değerleri için asetat 

tamponu (10 mM), pH 6,0, 7,0, 8,0 değerleri için Tris/HCl tamponu (10 mM), pH 9,0, 

10,0 değerleri için Glisin tamponu (10 mM) kullanılmıĢtır. 

Enzimin stabil pH değeri için değiĢen pH değerlerinde (3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 

10,0) yukarıdaki paragrafta verilen ilgili tamponlar kullanılarak hazırlanan örnekler 7 

gün boyunca +4°C‟de muhafaza edilmiĢtir. Örnekler 500 µL ilgili pH değeri için 
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kullanılan tampon ve 500 µL enzim kullanılarak hazırlanmıĢtır. Kör olarak hazırlanan 

örneklerden enzim yerine saf su kullanılmıĢtır. Her gün için aynı saat diliminde 

hazırlanan bu örneklerde 100 µL alınarak 1,4 mL substrat ilave edilmiĢtir. Daha sonra 

37°C sıcaklıktaki su banyosunda 15 dk bekletildikten sonra 279 nm‟de 

spektrofotometrik olarak ölçüm yapılmıĢtır. 

3.3.13. SaflaĢtırılan PON1 enzimi için optimum sıcaklık ve stabil sıcaklık 

değerlerinin belirlenmesi 

Enzimin optimum sıcaklık değerinin tespiti için hazırlanan örnekler farklı sıcaklıklarda 

(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 tüm örneklerde aktivite tayini yapılmıĢtır. Farklı sıcaklıklarda bekletilen 

örneklerin hepsi önceki çalıĢmada belirlenen optimum pH dikkate alınarak 

hazırlanmıĢtır. 

Enzimin stabil sıcaklık değerinin belirlenmesi için örnekler farklı sıcaklıklarda 1 saat 

bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda 279 nm‟de spektrofotometrik olarak ölçüm alınmıĢtır. 

Örnekler 100 µL tampon+enzim ve 1,4 mL substrat içerecek Ģekilde hazırlanmıĢtır. Kör 

olarak enzim yerine saf su kullanılmıĢtır. 

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

enzim saflığının tayini 

Paraoksonaz enziminin üç fazlı ayrım tekniği ile saflaĢtırılmasından sonra enzimin alt 

birim sayısı yığma jeli %3, ayırma jeli %10 olacak Ģekilde kesikli sodyum dodesil sülfat 

jel elektroforezi (SDSPAGE) ile kontrol edilmiĢtir. Bunun için ilk olarak su ve etil alkol 

kullanılarak elektroforez cam plakaları temizlenmiĢtir. TemizlenmiĢ plakalar arasına 

aralık oluĢturucusu (plastik, cam) yerleĢtirilerek iki cam plaka birbiri üzerine konulmuĢ 

jel dökme aparatına sabitlenmiĢtir. Üstten 2-3 cm kalacak Ģekilde plaka arasına ayırma 

jeli dökülmüĢtür. Polimerizasyon tamamlanınca boĢ bırakılan 2-3 cm‟lik boĢluğa yığma 

jeli dökülmüĢtür. Yığma jelinin üzerine tarak dikkatlice yerleĢtirilerek 1-1,5 saat 
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boyunca jelin polimerlesmesi beklenilmiĢtir. Jel kasetleri elektroforez tankına 

yerleĢtirilmiĢtir. 300 µL numune tamponu (0,65 mL 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 3 mL 

%1‟lik SDS, 1 mL %100 gliserin, 1mL/10mL %0,1‟lik brom timol, 50 µL β-

merkaptoetanol/1 mL numune tamponu)  içerisine saflaĢtırılan enzimden 500 µL 

konularak 5 dk boyunca sıcak su içerisinde bekletilmiĢtir. Protein markırları olarak 

miyozin (200 kDa), β-galaktosidaz (125 kDa), sığır serum albümini (BSA) (66 kDa), 

ovalbümin (45 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa), lizozim (14,3 kDa)  kullanılmıĢtır. 

Örnekler soğutularak kuyucuklara 30 µL yükleme yapılmıĢtır. Tankın alt ve üst kısmına 

yürütme tamponu (1,5 gr Tris, 7,2 gr glisin, 5 mL %10‟luk SDS (500 mL için)) 

konulmuĢtur. Güç kaynağı 80 volta ayarlanmıĢ, bantlar ayırma jeline ulaĢtıklarında 120 

volta yükseltilmiĢtir. Yürütme iĢlemi tamamlandıktan sonra protein bantlarını içeren 

ayırma jeli boyama çözeltisi (0,1 gr Coomassie Brillant Blue R250, 50 mL metanol, 10 

mL asetik asit, 40 mL saf su) içine konulmuĢtur ve 0,5-1 saat boyunca çalkalayıcı 

üzerine bırakılmıĢtır. Süre sonunda jel boyama çözeltisinden çıkartılarak yıkama 

çözeltisine (100 mL asetik asit, 300 mL metanol, 600 mL saf su) konulmuĢtur. Bir gün 

boyunca farklı zaman dilimlerinde protein bantları gözlemlenip fotoğraf çekimi 

yapılmıĢtır. 

3.3.15. SaflaĢtırılan PON1 enzimi üzerine bazı antioksidan bileĢiklerin inhibisyon 

etkilerinin araĢtırılması 

ÇalıĢma için belirlenen antioksidanların 10 mM‟lık, 50 mL‟lik stok çözeltileri 

hazırlanmıĢtır. 500 µL 1 mM CaCl2 içeren 10 mM Tris/HCl tamponu (pH 8,0), 300 µL 

2,5 mL asetonda çözünen ve konsantrasyonu 3 mM olacak Ģekilde hazırlanan paraoksan 

çözeltisi, 50 µL enzim ve ilgili antioksidan bileĢikler için tablolarda belirtilen değiĢken 

miktarlar kullanılarak son hacim 1 mL olacak Ģekilde örnekler hazırlanmıĢtır. 37°C‟deki 

su banyosunda 15 dk bekletilen örneklerle bu süre sonunda paraoksan substratı 

kullanılarak 412 nm‟de spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapılmıĢtır. ÇalıĢmada 

kullanılan antioksidan bileĢikler Ģunlardır: 
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1) 4-Hidroksi-3-metoksisinnamik asit 

2) 4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit 

3) 2,6-dimetoksifenol 

4) Öjenol 

5) 5-Ġzopropil-2-metilfenol 

6) 3,4-dihidroksisinnamik asit 

7) Sinapik asit 

8) 4-hidroksibenzoik asit 

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

Alınan ölçümlere dayalı olarak antioksidan bileĢikler için %Aktivite-[I] grafikleri 

çizilmiĢ, eğri denklemleri kullanılarak IC50 değerleri hesaplanmıĢtır. Bu bileĢiklerin Ki 

değerlerinin tespiti için saflaĢtırılan PON1 enzim aktivitesini yarıya indiren bileĢiklerin 

konsantrasyonu kullanılarak 3 farklı inhibitör konsantrasyonu belirlenmiĢtir. Seçilen bu 

üç farklı konsantrasyonda ilgili bileĢiklerin stok çözeltileri hazırlanmıĢtır. Her 

antioksidan bileĢik için 500 µL 10 mM Tris/HCl tamponu (pH 8,0), 50 µL enzim, 

değiĢen değerlerde (50 µL, 90 µL, 140 µL, 190 µL, 230 µL) 3 mM paraoksan, değiĢken 

miktarlarda saf su ve antioksidan bileĢik ilave edilerek son hacim 1 mL olacak Ģekilde 

örnekler hazırlanmıĢtır. Daha sonra örnekler 37°C‟deki su banyosunda 15 dk 

bekletilmiĢtir ve 412 nm‟de spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür. Elde edilen veriler ile 

inhibitörler için Lineweaver-Burk grafikleri çizilmiĢtir (Demir vd 2011). 

3.3.16. Kanser hücre dizileri ve çoğaltılması 

Glioblastoma hücre hattı olarak bilinen U87MG kanser hattı Van Üniversitesi‟nden 

temin edilmiĢtir. Hücre hattı 37°C‟de çözünmüĢtür. Çözünen medyum ve bu medyum 

içindeki hücreler 2 mL‟lik yeni medyumla karıĢtırılarak +4°C‟de 172 xg‟de Ģartları 

kullanılarak 5 dk süre ile santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrası üst faz atılmıĢtır ve dipte 

yer alan kanserli hücreler DMEM, 1/FBS, %1 antibiyotik (pensilin-streptomisin-

amfotrisin B), %1 L-Glutamat içeren medyum ile muamele edilmiĢtir ve 25 cm
2
 alana 

sahip flasklara ekim yapılmıĢtır. Her 3 günde bir hücreler mikroskop altında 
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incelendikten sonra medyumları yenilenmiĢtir. Yapılan kontrollerde kanserli hücrelerin 

flask kaplarının %70‟ini kapladığı anlaĢıldığında pasaj iĢlemi uygulanmıĢtır. Pasaj 

iĢleminde ilk olarak hücrelerin medyumu uzaklaĢtırılmıĢtır (Wang, Sun et al. 2015). 

Flaskda Ca
2+

 ve Mg
2+

 içermeyen steril PBS ile yıkama iĢlemi yapılmıĢtır. Yıkama 

iĢleminden sonra PBS uzaklaĢtırılıp 0,4 mL Tripsin/EDTA eklenmĢtir ve 5 dk boyunca 

inkübe edilmiĢtir. Bu süre sonunda flaska 1:1 oranında FBS eklenmiĢtir. Steril falcon 

tüplere flask içindeki solüsyon aktarılarak tripsin tarafından kaldırılan hücrelerin eldesi 

için +4°C‟de 172 xg‟de 5 dk boyunca santrifüj edilmiĢtir. Üst faz atıldıktan sonra dipte 

kalan hücre üzerine yeni medyum eklenmiĢtir ve 96‟lık plate kullanılarak her kuyucuğa 

100 µL gelecek Ģekilde hücre dağılımının homojen olmasına dikkat edilerek hücrelerin 

ekimi yapılmıĢtır. Thoma camı kullanılarak yapılan sayımlara göre kuyucuk baĢına 

1×10
5
 hücrenin geldiği tespit edilmiĢtir. Peletler 37°C ve %5 CO2 Ģartlarında 

inkübatörde muhafaza edilmiĢlerdir. 

3.3.17. Nöron kültürünün hazırlanması 

Sinir hücre kültürünün hazırlanması için ilk olarak 9 adet yeni doğan rat yavrusu (ġekil 

3.4) Batikon ile yıkanarak steril petri kablarına alınmıĢlardır.  Burada seri bir Ģekilde 

dekapite edilmiĢlerdir (Buyukokuroglu, Gepdiremen et al. 2003). Rat yavrularının kafa 

kısımları gazlı bez üzerine alındıktan sonra deri ve kafatasları ince makas kullanılarak 

açılmıĢtır. Korteks, beyin kaĢığı kullanılarak alınarak 2 mL DMEM (Dulbecco‟s 

Modified Eagle Medium) solüsyonu içeren tüpe aktarılmıĢtır. Bütün korteksler 

alındıktan sonra tüpün dibine çökme gösteren beyinler petri kabına alınmıĢ ve sonra çift 

bisturi ile 20 dk süreyle sert olmayan hafif dokunuĢlarla makro parçalanma iĢlemi 

yapılmıĢtır. Mikro parçalama aĢaması için parçalanmıĢ korteksler yeniden DMEM 

solüsyonu içine alınmıĢtır. Bu solüsyona 1/4 oranında tripsin EDTA ilave edilerek 30 dk 

etüvde inkübe edilmiĢtir (Sengul et al. 2011). Saf nöron hücreleri elde etmek için 

inkübasyon sonunda hücreler 1200 rpm‟de 5 dk santrifüj edilmiĢtir. Bu iĢlem 3 kez 

tekrarlanmıĢtır ve her defasında üst faz atılarak yeni medyum ilave edilmiĢtir. Dibe 

çöken saf nöron hücreleri NBM, 1/10 FBS, 1/50 B27, 1/1000 antibiyotik içeren nöron 

solüsyonuna konulmuĢtur.  96‟lık poli-lisin kaplı poli stiren kaplara kuyucuk baĢına 
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1×10
5
 hücre gelecek Ģekilde ekim yapılmıĢtır. Her 3 günde bir hücreler mikroskop 

altında kontrol edilip medium değiĢikliği yapılmıĢtır. Numuneler, 37°C, %5 CO2 

ortamında muhafaza edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.4. Nöron kültürü hazırlanmasında kullanılan 1 günlük rat yavruları 

3.3.18. Sitotoksisite testi 

ÇalıĢmada MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testi ile 

sitotoksisite değerlendirilmesi yapılmıĢtır. Kültür ortamı olarak %10 (h/h) FBS, 50 

μg/mL penisilin-streptomisin ve 2 mM L-glutamin içeren DMEM kullanılmıĢtır. 96 

kuyucuklu plaklara ekilen hücreler 37°C, %5 CO2 ortamında inkübatörde 24 saat 

bekletilmiĢtir. 24 saat sonunda kültür ortamı uzaklaĢtırılarak Çizelge 4.9‟da belirtilen 

ilgili dozlardaki gruplar yeni kültür ortamında çözündürülerek kuyucuklara 2,5 mL 

eklenmiĢtir (n=6). Örnekler 24 saat CO2 inkübatöründe inkübe edilmiĢ ve 25 μL MTT 

çözeltisi (5 mg/mL) ilave edilmiĢtir. 4 saat süre ile 37°C, %5 CO2 ortam Ģartlarında 

inkübasyon yapılmıĢtır. Her kuyucuktaki canlı hücre sayısı ELISA mikroplaka okuyucu 

ile 570 nm dalga boyunda ölçülmüĢtür. Bu iĢlemler hem U87MG hücreleri hem de 

nöron hücreleri için yapılmıĢtır. 

MTT solüsyonu hazırlamak için; 5 mg toz halinde MTT, 1 mL saf PBS içinde 

çözündürülmüĢtür ve 0,22 μm çaplı filtreden süzüldükten sonra kullanılmıĢtır. 
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3.3.19. RNA Ġzolasyonu 

25 cm
2
‟lik flasklar içindeki hücrelere ilgili dozlardaki gruplar 2,5 mL mediumda 

çözündürülerek verilmiĢtir. 37°C ve %5 CO2 ortamında 24 saat boyunca inkübe 

edilmiĢtir. Bu süre sonunda flasklar mikroskop altında incelenmiĢtir ve 4X boyutunda 

fotoğraf çekimi yapılmıĢtır. Flask içindeki solüsyon vakum pompası ile çekilmiĢtir. 

Daha sonra her flask için 2 mL HBSS (Hank‟s Balanced Salt Solution Lot RNBC8958) 

kullanılarak yıkama iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Yıkama solüsyonu vakum pompasıyla 

çekilmiĢtir. Her flaska pastör pipeti ile 1 mL Tripsin-EDTA solüsyonu (T4049-100 mL) 

ilave edilmiĢtir. Enzim aktivasyonunun daha hızlı gerçekleĢmesi için CO2 

inkübatöründe 3 dk bekletilmiĢtir. Mikroskop altında flasklardaki hücrelerin 

kalktığından emin olduktan sonra örneklerle aynı numaraları içeren 15 mL‟lk steril 

falcon tüplere hücreleri içeren solüsyonlar alınmıĢtır. Falcon tüplere ayrıca 1:1 oranında 

tripsin enzimini inaktif hale getirmek için FBS (Fetal Bovine Serum) ilave edilmiĢtir. 

1200 rpm‟de 5 dk boyunca santrifüjleme yapılmıĢtır. Falcon tüplerde üst faz atılarak 

üzerine 400 µL Lizis bağlama tamponu ilave edilmiĢtir. Pipetaj yapılarak 1,5 mL 

ependorf tüpüne aktarılmıĢtır. Ependorf tüpleri 2 dk boyunca 38,759 xg‟de 

santrifüjleme iĢlemine tabi tutulduktan sonra 200 µL saf ethanol ilavesi yapılmıĢtır. 

Vorteksleme iĢleminden sonra içerikler numaralandırılmıĢ high pure spin filter tüplerine 

aktarılmıĢtır ve 13.000xg‟de 30 sn santrifüjleme yapılmıĢtır. Altta toplanan fazlar 

atılmıĢtır. 

Her bir örnek için 90 µL DNase Incubation Buffer + 10 µL DNase I working solüsyonu 

olacak Ģekilde ayrı bir tüpte karıĢım yapılmıĢtır ve vortekslenmiĢtir. Bu karıĢımdan 100 

µL alınarak high pure spin filter tüplerine ilave edilmiĢtir. Oda sıcaklığında santrifüj 

içerisinde 15 dk inkübe edilmiĢtir. Daha sonra bu tüplere 500 µL Wash Buffer I ilave 

edilerek 15 sn süre ile 8.000xg‟de santrifüjlenmiĢtir. Alt faz atılarak 500 µL Wash 

Buffer II ilave edilmiĢtir. 15 sn süre ile tekrar 8.000xg‟de santrifüjleme iĢlemi yapılarak 

alt faz atılmıĢtır. Bu sefer 300 µL Wash Buffer II ilave edilerek 2 dk süre ile 

13.000xg‟de santrifüjleme yapılmıĢtır. 1,5 mL‟lik steril ependorf tüpleri altlık olarak 

kullanılarak 100 µL Elüsyon Buffer ilave edilmiĢtir ve 1 dk süre ile 8.000xg‟de 
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santrifüjlenmiĢtir. Alt faz elimine ettiğimiz RNA‟dır. Örnekler üzerinde kantitatif analiz 

yapılmıĢtır. 

3.3.20. RNA’nın kantitatif analizi 

260 nm ve 280 nm‟deki absorbans oranı RNA ve DNA‟nın saflığının değerlendirilmesi 

için kullanılmaktadır. DNA için bu oran 1,8 civarında ve RNA için bu oran 2,0 

civarında ise saf olduğu kabul edilmektedir. Ġzole edilen RNA‟ların kantitatif analizi 

Epoch
TM

 Multi volume spectrophotometer System ile yapılmıĢtır.  Örrnekler temizlenen 

plate sıralı olarak 2 µL miktarında konulmuĢtur ve okuma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Veriler kayıt altına alınmıĢtır. Örnekler sonraki aĢamada gerçekleĢtirilecek olan cDNA 

sentezi için -20°C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

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

Elde edilen izole total RNA örnekleri buz üzerinde 5 dk tutularak çözünmeleri 

sağlanmıĢtır. Ayrıca bu sentez için gerekli olan kimyasallar da buz üzerinde 

çözünmüĢtür. Daha sonra hem total RNA örnekleri hem de kimyasallar için 

mikrosantrifüj iĢlemi yapılmıĢtır. Kullanılacak olan kimyasallarla birlikte hacim 20 µL 

olacağı için 0,2 mL'lik PCR tüpleri kullanılarak bu tüplere 1 µL 50 pmol/µL Anchored 

Oligo (dT)18 primer, 11-x  µL ddH2O ve total RNA'dan x  µL konularak hafif pipetaj 

yapılmıĢtır. (Toplam örnek miktarı 13 µL olacağı için ddH2O miktarı 11-x µL'dir). 

Hazırlanan karıĢım 65°C‟de 10 dk ısıtılmıĢtır ve buz üzerinde en az 1 dk inkübe 

edilmiĢtir. Daha sonra kısa süreli (5-10 sn) mikrosantrifüj yapılmıĢtır ve üzerine 4 μL 

Transcriptor Reverse Transkriptaz Reaction Buffer, 2 μL 10 mM Deoxynucleotide mix, 

0,5 μl Protector RNase Inhibitor, 0,5 μl Transcriptor Reverse Transcriptase ilave 

edilmiĢtir. 25°C‟de 10 dk, 55°C‟de 30 dk ve 85°C‟de 5 dk olarak inkübasyon iĢlemi 

yapılmıĢtır. cDNA sentezi bu Ģekilde tamamlanmıĢtır ve kantitatif tayin yapılmıĢtır. 

Sentezlenen cDNA diğer analizler yapılana kadar -20°C‟de muhafaza edilmiĢtir. 
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3.3.22. Sentezlenen cDNA’nın kantitatif analizi 

Sentezlenen cDNA‟ların kantitatif analizi Epoch
TM

 Multi volume spectrophotometer 

System ile yapılmıĢtır.  Örnekler temizlenen plate sıralı olarak 2 µL miktarında 

konulmuĢtur ve okuma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Veriler kayıt altına alınmıĢtır. 

3.3.23. Real time PCR uygulamaları 

Real Time PCR uygulamaları ekspresyon ürününün kantitasyonu amacı için kullanılan 

hassas moleküler bir yöntemdir. Real time PCR ile RNA örnekleri nitel ve nicel olarak 

çok kısa sürede incelenebilmekte, çok sayıda düĢük hacimli örnekler yüksek güvenirlik 

ile çalıĢılabilmektedir. Real time PCR‟da örneklerin analizi reaksiyon esnasında eĢ 

zamanlı olarak yapılmaktadır. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, PCR ürününün UV 

altında görüntülenmesi gibi ek çalıĢmalar gereksiz kalmaktadır. Bu çalıĢmada Roche 

Light Cycler Nano cihazında real time uygulamaları yapılmıĢtır. Real time polimeraz 

zincir reaksiyonu veri analizi için 2
-ΔΔCT

 yöntemi kullanılmıĢtır (Livak and Schmittgen 

2001). Çizelge 3.2‟de çalıĢmada kullanılan real time PCR reaksiyon karıĢımı (bir tüp 

için) verilmiĢtir. Çizelge 3.3‟de PCR protokolü verilmiĢtir. 

Çizelge 3.2. ÇalıĢmada kullanılan real time PCR reaksiyon karıĢımı 

Kullanılan Materyal                                Hacim (µL) 

Master Mix                                                    10 

F primer                                                         0,25 

R primer                                                         0,25 

Prop                                                                0,15 

cDNA                                                             5 

dH2O                                                              4,35 

 

 



63 
 

 

Çizelge 3.3. ÇalıĢmada izlenen real time PCR protokolü 

Denatürasyon                                                95°C 10 dk 

Amplifikasyon (45 döngü)                           95°C 15 sn  

                                                                      60°C 45 sn 

ÇalıĢmada kullanılan Grin2c ve Slc1a2‟ye ait primer ve prop dizilimleri Çizelge 3.4‟te 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3.4. ÇalıĢmada kullanılan primer ve prop dizilimleri 

Grin2c 

Forward Primer ATACCAATCCCAGCAGCATC 

Revers Primer TGTCCACGTTGTCCTCAAAG 

Tagman Prop Fam-CAAATCTGCGGGCTTCTGGGTG-
Tamra

 

Slc1a2 

Forward Primer AGGAATCATGTCACCCAAGC 

Revers Primer TGTGGGAATCTGGTGAAACA 

Tagman Prop Fam-TGCATCCAGCATGGTGGGAC-
Tamra

 

Housekeeping gen olarak Southampton, UK tarafından primer dizaynı yapılan β-actin 

(Actb) (Rn00667869-m1) hazır olarak kullanılmıĢtır. 

3.3.24. Verilerin istatistiksel analizi 

Verilerin analizi IBM SPSS 23,0 bilgisayar programı ile yapılmıĢtır. Elde edilen veriler 

tek faktörlü varyans analizi olan One-Way Anova yöntemi ile değerlendirilmiĢtir ve 

Tukey testi kullanılarak karĢılaĢtırılmıĢtır. 
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4. ARAġTIRMA SONUÇLARI ve TARTIġMA 

4.1. Karadut Su ve Alkol Ekstraktları Ġçin Yapılan Dalga Boyu Tarama Sonuçları 

ÇalıĢmada kullanılan ekstraktların γ-Fe2O3 nanopartiküller üzerine immobilizasyonuna 

yönelik spektrofotometrik ölçümler sırasındaki her bir ekstrakta özgü dalga boyunun 

belirlenmesi için 200-900 nm arasında dalga boyu taraması yapılmıĢtır. Ölçümlerde kör 

numune olarak saf su kullanılmıĢtır. Dalga boyu tarama verilerine göre elde edilen her 

materyale özgü kullanılan dalga boyları ve bu dalga boylarında okunan absorbans 

değerleri Çizelge 4.1‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Materyallere özgü kullanılan dalga boyları 

Kullanılan  

materyal  

Dalga boyu tarama aralığı  

(nm) 

Kullanılan Dalga Boyu 

 (nm)  

Karadut /Su 190-900 258 nm 

Karadut/Alkol 190-900 596 nm 

Kutlu vd (2001) tarafından yayınlanan çalıĢmada karadutun asitlendirilmiĢ metanol, 

asitlendirilmiĢ su ve asitlendirilmemiĢ metanol/su karıĢımı ekstraksiyonları 

hazırlanmıĢtır. Bu ekstraksiyonların UV-vis spektrofotometre kullanılarak 200-800 nm 

arasında dalga boyu taraması yapılmıĢtır. ÇalıĢma sonuçlarına göre ekstraktlar UV-vis 

spektrumlarında ~280 ve ~520 nm dalga boyu bölgelerinde baĢlıca iki pik vermiĢtir. Bu 

veriler antosiyaninlerin UV spektrumlarındaki piklerle yakınlık göstermektedir (500-

600 nm) (Harborne 1998). Bizim bulgularımız bu değerlere yakınlık göstermektedir. 

Karadutun alkol ekstraksiyonunun daha yüksek absorbans değerinde pik vermesi 

antosiyaninlerin çözünürlüğünün metanole göre suda daha düĢük olarak gerçekleĢmesi 

nedeniyle açıklanabilmektedir (Kähkönen and Heinonen 2003). 
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4.2. Karadut Ġçin Yapılan HPLC Analizindeki Veriler 

Karadut alkol ekstraktı için yapılan HPLC analiz sonuçları Çizelge 4.2‟de ve karadut 

alkol ekstraktına ait HPLC kromotogramı ġekil 4.1‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.2. Karadut alkol ekstraktı için HPLC analiz sonuçları 

Ġsim Alıkoyma 

Süresi 
Alan Yükseklik Conc. Birim 

KateĢin 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 

 

   

ġekil 4.1. Karadut alkol ekstraktına ait HPLC kromotogramı 
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Karadut su ekstraktı için yapılan HPLC analiz sonuçları Çizelge 4.3‟de ve karadut su 

ekstraktına ait HPLC kromotogramı ġekil 4.2‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.3. Karadut su ekstraksiyonu için HPLC analiz sonuçları 

Ġsim Alıkoyma 

Süresi 

Alan Yükseklik Conc. Birim 

KateĢin 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 

 

ġekil 4.2. Karadut su ekstraktının HPLC kromotogramı 

Çizelge 4.2 ve Çizelge 4.3 birlikte incelendiğinde kateĢinin, rutinin ve kuersetinin 

karadut alkol ekstraktında ve karadut su ekstraktında birbirine yakın konsantrasyonlarda 
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bulunduğu ancak klorojenik asidin karadut su ekstraktından ziyade karadut alkol 

ekstraktında daha fazla bulunduğu anlaĢılmaktadır. 

Gündoğdu vd (2011) tarafından yapılan çalıĢmada çeĢitli dutların (Morus nigra, Morus 

alba, Morus rubra) HPLC ile fenolik maddeleri incelenmiĢtir. KateĢin, klorojenik asit, 

rutin, kuersetin gibi bazı fenolik maddeler açısından elde edilen veriler 3 tür dut için 

karĢılaĢtırılmalı olarak verilmiĢtir. Bu çalıĢmada 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 kateĢin, 3.106 ± 0.004 

mg/g fw klorojenik asit bulunmuĢtur. 

4.3. Karadut Ekstraktlarının γ-Fe2O3 Nanopartikülleri Üzerine Ġmmobilize 

Edilmesinde Optimum Ġmmobilizasyon Süresi ve Optimum Materyal 

Konsantrasyonu ÇalıĢmalarının Sonuçları 

Ġmmobilizasyon iĢlemi belirli konsantrasyonlarda (2,5, 5, 10, 15, 20 mg/mL) hazırlanan 

materyallerin 0,01 gr γ-Fe2O3 nanopartikül ile aynı beher içerisinde 2 saat boyunca 

manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırılmasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. 15. dk ve bu zaman 

diliminden sonraki her 15 dk‟da bir spektrofotometrik ölçüm alınmıĢtır. ġekil 4.3‟de 

karadut sulu ekstraktına ġekil 4.4‟te ise karadut alkol ekstraktına ait immobilizasyon 

süresi ve materyal konsantrasyonu optimizasyon çalıĢmalarına yönelik grafikler 

sunulmuĢtur. Çizelge 4.4‟te ise kullanılan her materyal için belirlenmiĢ olan optimum 

immobilizasyon süresi ve optimum materyal konsantrasyonu verilmiĢtir. 
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ġekil 4.3. Karadut su ekstraktına ait konsantrasyona bağımlı zamana karĢı                              

% immobilizasyon oranları 

ġekil 4.3 incelendiğinde karadut su ekstraktının bütün konsantrasyonları 30. dk‟da 

yaklaĢık %80 immobilizasyon oranı ile ortak bir sonuç sağladıkları görülmektedir. 

Ancak bütün konsantrasyonlardaki karadut su ekstrakları özellikle 60.dk‟dan sonra 

immobilizasyon oranında bir azalma göstermektedir. 60. dk‟dan sonra ise bütün 

konsantrasyonlarda immobilizasyon oranında az da olsa düĢüĢ gözlenmektedir. 10 

mg/mL konsantrasyondaki karadut su ekstraksiyonu 60. dk‟da %93,7‟lik 

immobilizasyon oranı ile öne çıkmıĢtır. 

 

ġekil 4.4. Karadut alkol ekstraktına ait konsantrasyona bağımlı zamana karĢı                 

% immobilizasyon oranları 
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ġekil 4.4 incelendiğinde 30. dk‟da 2,5 mg/mL, 5 mg/mL ve 10 mg/mL 

konsantrasyondaki karadut alkol ekstraktlarının %85‟in üzerinde immobilizasyon oranı 

gösterirken 15 mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonundaki karadut alkol ekstraktlarının 

sırasıyla yaklaĢık %60 ve %45 immobilizasyon oranı gösterdikleri görülmektedir. 45.dk 

ile 100.dk arasında bütün konsantrasyonlarda % immobilizasyon oranlarında az da olsa 

artıĢ gözlenmektedir. Ancak 120. dk‟da bütün konsantrasyonlardaki ekstraktların 

immobilizasyon oranlarında düĢüĢ olmuĢtur. Elde edilen veriler doğrultusunda 10 

mg/mL konsantrasyonundaki karadut su ektraktıyla uyumlu olarak 10 mg/mL karadut 

alkol ekstraktının çalıĢma için uygun olacağı ve yüksek verimde immobilizasyon için 60 

dk sürenin yeterli olduğu görüĢü tarafımızdan kabul edilmiĢtir. 

Çizelge 4.4. Kullanılan materyallerinin belirlenmiĢ olan optimum immobilizasyon 

süreleri ve optimum materyal konsantrasyonları 

Materyal 
Karadut Ekstraktları 

Su Alkol 

Ġmmobilizasyon süresi  60 dk 60 dk 

Materyal konsantrasyonu  10 mg/mL 10 mg/mL 

4.4. Karadut Ekstraktlarının γ-Fe2O3 Nanopartikülleri Üzerine Ġmmobilize 

Edilmesinde Optimum pH ve Optimum Sıcaklık ÇalıĢmalarının Sonuçları 

Ġmmobilizasyonun maksimum düzeyde gerçekleĢtiği ortam pH değerinin bulunması için 

pH optimizasyonu çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. pH optimizasyon çalıĢmalarında pH 

3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 ortamlarında immobilizasyonlar gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Numune olarak saf su kullanılmıĢtır. ġekil 4.5‟de karadut su ektraktı, ġekil 4.6‟de 

karadut alkol ektraktına ait pH optimizasyon çalıĢmalarında elde edilen % 

immobilizasyon-pH grafikleri verilmiĢtir. Çizelge 4.5‟de ise pH optimizasyon 

çalıĢmalarından sonra karadut alkol ve su ekstraktlarının sabit immobilizasyonunda 

belirlenen optimum pH değerleri verilmiĢtir. 
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ġekil 4.5. Karadut su ekstraktına ait pH değerlerine karĢı % immobilizasyon oranları 

ġekil 4.5‟de görüldüğü gibi 10 mg/mL konsantrasyondaki karadut su ekstraktı ile 

immobilizasyonda ortam pH 7,0 ve pH 8,0 olduğunda diğer ortam pH değerlerine göre 

oldukça yüksek % immobilizasyon oranları elde edilmiĢtir (Sırasıyla, %70,2 ve 

%69,32). pH 3,0 ve pH 6.0 arasında % immobilizasyon oranında gittikçe bir artıĢ 

gözlenmesine rağmen bu oranların en yükseği %42,15 olmuĢtur. pH 7,0 değerinden 

önceki ortam pH değerlerinde %50 immobilizasyona ulaĢılamamıĢtır. pH 7,0 ortamında 

en yüksek immobilizasyon oranı elde edilirken pH 7,0 üzerinde ise immobilizasyon 

oranında tekrar bir azalma meydana gelmiĢtir. 

 

ġekil 4.6. Karadut alkol ekstraktına ait pH değerlerine karĢı % immobilizasyon oranları 
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Karadut alkol ekstraktının γ-Fe2O3 nanopartiküllerine immobilizasyonu üzerine ortam 

pH‟sının etkileri araĢtırıldığında elde edilen verilere göre pH 5,0 ve pH 6,0 değerlerinde 

immobilizasyon oranının %85‟in üzerinde olduğu belirlenmiĢtir. Ancak ortam pH 

değeri pH 6,0‟dan yükseldikçe immobilizasyon oranı yaklaĢık %35‟e kadar düĢüĢ 

göstermiĢtir. pH 6,0 nört pH‟ya yakınlığı ve %90,21 immobilizasyon oranı göstermesi 

nedeniyle tercih edilmiĢtir. 

Çizelge 4.5. ÇalıĢmada kullanılan materyallere ait belirlenmiĢ optimum pH değerleri 

Materyal Karadut Ekstraktları 

Su Alkol 

Optimum pH 7.0 6.0 

 

Ġmmobilizasyonun maksimum verimle gerçekleĢtiği optimum ortam sıcaklığını 

belirlemek için 10°C, 20°C ve 30°C‟deki sıcaklıklarda immobilizasyon 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 30°C‟nin üzerindeki sıcaklıklar denenmemiĢtir. Çünkü materyaller 

sıcaklığa duyarlı olduğundan dolayı çalıĢmamız için gerekli olan bileĢenlerin denatüre 

olma ihtimali vardır. ġekil 4.7‟de karadut su ekstraktı, ġekil 4.8‟de karadut alkol 

ekstraktına ait sıcaklık optimizasyon çalıĢmalarında elde edilen grafikler verilmiĢtir. 

Çizelge 4.6‟da ise sıcaklık optimizasyon çalıĢmalarında her materyal için kabul edilen 

optimum sıcaklık değerleri verilmiĢtir. 
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ġekil 4.7. Karadut su ekstraktına ait sıcaklığa karĢı % immobilizasyon oranları 

10°C, 20°C, 30°C ortam sıcaklıklarında gerçekleĢtirilen immobilizasyon çalıĢmalarında 

her 10°C‟lik artıĢta % immobilizasyon oranında artıĢ gözlenmiĢtir. 10°C, 20°C ve 

30°C‟lik ortam sıcaklıklarında sırasıyla %77,13, %83,8, %86,94 immobilizasyon 

oranları elde edilmiĢtir. Bu veriler oda sıcaklığı olan 25°C‟de immobilizasyon oranının 

en az %80‟nin üzerinde olacağını göstermektedir. Bu ekstra bir ortam sıcaklığı için 

herhangi bir enerji harcaması gerekmediği için avantajlı bir durum olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. 

 

ġekil 4.8. Karadut alkol ekstraktına ait sıcaklığa karĢı % immobilizasyon oranları 
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Karadut alkol ekstraktının farklı ortam sıcaklıklarındaki elde edilen immobilizasyon 

oranları karadut su ekstraktı için yapılan çalıĢma verileri ile farklılık göstermektedir. 

Karadut su ekstraktında sıcaklık artıĢıyla immobilizasyon oranları paralel bir artıĢ 

gösterirken karadut alkol ekstraksiyonunda 20°C‟nin altındaki ve üstündeki sıcaklık 

değerlerinde immobilizasyon oranlarında ciddi azalmalar meydana gelmiĢtir. En yüksek 

immobilizasyon oranı (%88,9) 20°C ortam sıcaklığında elde edilirken en düĢük 

immobilizasyon oranı (%39,72) ile 30°C ortam sıcaklığında gözlenmiĢtir. 

Çizelge 4.6. ÇalıĢmada kullanılan materyallere ait belirlenmiĢ optimum sıcaklık 

değerleri 

Materyal 
Karadut Ekstraktları 

Su Alkol 

Optimum Sıcaklık 30°C 20°C 

 

4.5. Karadut, γ-Fe2O3 ve Karadut Ġmmobilize EdilmiĢ γ-Fe2O3 Nanopartiküllerinin 

SEM, EDX, FT-IR Karakterizasyonu 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) tungsten uçtan kaynaklanan elektronların 

incelenecek numune üzerine düĢürülmesi ile oluĢan etkiĢimlerin toplanması ve 

incelenmesi esasına göre çalıĢır. Bu Ģekilde incelenen numunenin yüzey topografisi, 

yapısı hakkında bilgi sahibi olunmaktadır. Karadut, γ-Fe2O3 ve karadut immobilize 

edilmiĢ γ-Fe2O3 nanopartiküllerine ait SEM görüntüleri ġekil 4.9‟da verilmiĢtir. 

SEM görüntüleri 10000x büyütme ile 10 µm boyutunda alınmıĢtır. Karadut (K) için 

alınan SEM görüntüsünde dağınık olarak dağılmıĢ ve parçalanmıĢ bloklar göze 

çarpmaktadır. γ-Fe2O3 (Fe) için alınan SEM görüntüsünde ise birbiri üzerine yığılmıĢ 

yumuĢak toz parçacıklarını andıran bir yapı yer almaktadır. Karadut su ekstraktı 

immobilize edilmiĢ γ-Fe2O3 nanopartiküllerine (KSFe) ait görüntüde Fe grubunun 

yumuĢak toz parçacıklarının dağınık blokları birleĢtirip düzgün ve büyük bir blok 

oluĢturduğu, karadut alkol ekstraktı immobilize edilmiĢ γ-Fe2O3 nanopartiküllerine 
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(KAFe) ait görüntüde ise Fe grubunun yine bazı kırılmaları ve çatlamalarıyla birlikte 

aynı bloğu oluĢturduğu görülmektedir. 

 

   

   

ġekil 4.9. Karadut (K) , γ-Fe2O3 (Fe),  karadut su ekstraktı immobilize edilmiĢ γ-Fe2O3 

nanopartiküller (KSFe) ve karadut alkol ekstraktı immobilize edilmiĢ γ-Fe2O3 nanopartiküllerine 

(KAFe) ait SEM görüntüleri 

Enerji Dağılımı X-ıĢını analizi (EDX) ile incelenen numunelerin elemental 

kompozisyonunun tanımlanması mümkün olmaktadır. EDX analizi ile oluĢturulan 

veriler analiz edilen numunenin gerçek kompozisyonunu oluĢturan elementlere karĢılık 

gelen pikleri gösteren spektrumdan oluĢmaktadır. ġekil 4.10‟da karadut ve γ-Fe2O3‟a ait 

K

1 

KSFe 

Fe KAFe 
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EDX spektrumları ve ġekil 4.11‟de karadut su ekstraktı+ γ-Fe2O3 ve karadut alkol 

ekstraktı+ γ-Fe2O3‟a ait EDX spektrumları verilmiĢtir. 

 

 
 

Element %Ağırlık At% 

  C 67.63 79.23 

  O 22.84 20.09 

 Au 09.53 00.68 

 

 
 

Element %Ağırlık At% 

  C 02.40 06.49 

  O 25.51 51.67 

 Fe 72.09 41.84 

ġekil 4.10. Karadut (K) , γ-Fe2O3 (Fe)  ait EDX spektrumları ve verileri  

K grubu için alınan EDX spektrumunda C, O ve Au elementlerinin pik verdiği 

görülmektedir. C atomu %67,63‟lik oran ile örnekte en fazla miktarda bulunan element 

K 

Fe 
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olarak karĢımıza çıkmaktadır. Fe grubu için alınan EDX spektrumunda Fe,  O ve C 

elementleri pik vermiĢtir. Numune Fe2O3 olduğu için O elementi daha yüksek pik 

vermesi beklenen bir analiz olmuĢtur. Fe atomunun numarası 26 g/mol olduğundan 

dolayı % ağırlık oranında O (16 g/mol) elementine göre daha yüksek bir orana sahip 

olmuĢtur. 

 

 

Element %ağırlık At% 

  C 01.55 04.12 

  O 27.67 55.33 

 Fe 70.79 40.55 

 

 

Element %Ağırlık At% 

  C 03.38 09.13 

  O 25.71 52.18 

 Fe 64.80 37.68 

 Au 06.10 01.01 

ġekil 4.11. Karadut su ekstraktı immobilize edilmiĢ γ-Fe2O3 nanopartiküller (KSFe) ve karadut 

alkol ekstraktı immobilize edilmiĢ γ-Fe2O3 nanopartiküllerine (KAFe) EDX grafikleri ve verileri 

KAFe 

KSFe 
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KSFe grubuna ait EDX spektrumunda Fe grubuna ait EDX spektrumunda gözlenen 

pikler görülmektedir. Ancak elementlerin oranlarında farklılıklar bulunmaktadır. K 

grubunda pik veren Au elementi KAFe grubuna ait EDX spektrumunda da pik 

vermiĢtir. C elementi K grubunda baskın olarak pik verirken, immobilize gruplarda 

çekinik olarak pik vermiĢtir. 

Fourier DönüĢümlü Infrared Spektrofotometre (FTIR) ile 4000-450 cm
-1 

IR (kızılötesi-

infrared) alanında ölçüm yapılarak numunelerin moleküllerindeki çeĢitli bağların 

titreĢim frekanslarını ölçmek suretiyle numunedeki fonksiyonel gruplar hakkında bilgi 

sahibi olunabilmektedir. ġekil 4.12‟de K, Fe, KSFe, KAFe‟e ait FTIR spektrumları 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.12. K, Fe, KSFe, KAFe‟e ait FTIR spektrumları 

ġekil 4.12‟de 1870-1650 cm
-1

 değerleri arasındaki alanlarda C=O, 3640-3250 cm
-1

 

değerleri arasındaki alanlarda O=H, 1160-1030 cm
-1

 değerleri arasındaki alanlarda C-

OH, 1665-1635 cm
-1

 değerleri arasındaki alanlarda C=C cis-izomer, 1675-1665 cm
-1

 

değerleri arasındaki alanlarda C=C trans-izomer gerilmeleri, 610-545 cm
-1

 değerleri 

arasındaki alanlarda SO2 makasları bulunmaktadır. 
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4.6. Paraoksanoz Enzim SaflaĢtırılma Basamaklarına Ait Sonuçlar 

ġekil 4.13‟de n-bütanol optimizasyonuna ait ġekil 4.14‟de birinci amonyum sülfat 

optimizasyonuna ġekil 4.15‟de ise ikinci amonyum sülfat optimizasyonuna ait 

çalıĢmalarda elde edilen grafikler verilmiĢtir. Amonyum sülfat optimizasyonu 

sonrasında %20 amonyum sülfat oranı en uygun oran olarak belirlenmiĢtir. %20 

amonyum sülfat oranlı örnek tekrar 2. Amonyum sülfat optimizasyonuna tabi 

tutulmuĢtur. 

 

ġekil 4.13. PON1 enziminin saflaĢtırılması çalıĢmalarındaki n-bütanol optimizasyonu 

Paraoksonaz enziminin saflaĢtırılmasında kullanılan insan serumu hacmine göre 1,0:0,5, 

1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0 oranlarında n-bütanol kullanılmıĢtır. Yapılan aktivite 

ölçümlerinde paraoksonaz enzimi için maximum aktivite değeri (51,89) veren n-bütanol 

oranı ġekil 4.13‟de görüldüğü gibi 1,0:0,5 oranı olmuĢtur. 1,0:2,0 oranındaki n-bütanol 

kullanımı aktiviteyi oldukça olumsuz etkilemiĢtir ve minimum aktivite değeri (2,62) 

vermiĢtir. 
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ġekil 4.14. PON1 enziminin saflaĢtırılması çalıĢmalarındaki 1. Amonyum sülfat 

optimizasyonu 

ġekil 4.14. incelendiğinde paraoksonaz enziminin saflaĢtırılmasında toplam hacmin 

(serum ve n-bütanol) %20‟lik amonyum sülfat çöktürmesi ile elde edilen enzimin 

aktivitesi en yüksek değeri verdiği görülmektedir. %60 ve %70‟lık amonyum sülfat 

çöktürmeleri ile enzim aktivitelerinde paralel giden bir azalma meydana gelmiĢtir.  

 

ġekil 4.15. PON1 enziminin saflaĢtırılması çalıĢmalarındaki 2. Amonyum sülfat 

optimizasyonu 

Aktivite ölçümlerinde en iyi sonucu veren %20‟lik amonyum sülfat çöktürmesi 

yapılmıĢ örnek ikinci defa amonyum sülfat çöktürmesine tabi tutulmuĢtur. Bu aĢamada 
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%25, %30, %35, %40, %45, %50‟lik amonyum sülfat çöktürmeleri denenmiĢtir. 

%25‟lik ikinci amonyum sülfat çöktürmesi en yüksek aktivite değerini vermiĢtir. 

4.7. ÜFA ile SaflaĢtırılan Ġnsan Serum Paraoksonaz Enzimi (PON1) için 

SaflaĢtırma ve Verim Profili 

ÜFA ile paraoksonaz enziminin saflaĢtırılma aĢamalarında hem aktivite tayini hem de 

protein tayini yapılmıĢtır. Yapılan ölçümler sonucunda elde edilen veriler ile aktivite, 

toplam aktivite, spesifik aktivite, saflaĢtırma katsayısı, % verim gibi parametreler 

hesaplanmıĢtır. Çizelge 4.7‟de ÜFA ile saflaĢtırılmıĢ olan PON1‟e ait hesaplanmıĢ 

parametreler verilmiĢtir. 

Çizelge 4.7. ÜFA ile saflaĢtırılan insan serum PON1‟e ait saflaĢtırma ve verim profili 

Basamaklar 
Hacim 

(mL) 

Aktivite 

(EU/mL) 

Toplam             

Aktivite         

    

(EU/mL)             % 

Spesifik  

Aktivite 

(EU/mL) 

Protein  

 

(mg protein 

/ mL) 

SaflaĢtırma 

Katsayısı 

Serum 50 821,42 4,11. 10
4 
       ----- 0,088 9,32.10

3
 ------ 

A.  Sülfat  

(%60-80) 
15 1216,22 1,82.10

4            
24,42 2,85 427 2,53 

1.ÜFA 15 1266,69 1,9.10
4        

     46,23 7,24 175 3,11 

2.ÜFA 15 1368,63 2,05.10
4     

    49,87 575,8 2,377 182,66 

 

Sinan vd (2006a) tarafından yapılan çalıĢmada paraoksonaz 1 enzimi amonyum sülfat 

çöktürmesi (%60-80), Sefaroz 4B, L-tirozin ve 1- naftilamin içeren hidrofobik 

interaksiyon kromotografisi ile insan serumundan saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan PON1 

enzimiyle ilgli olarak 1730,45 U/mg spesifik aktivite, %72,54 verim, 227 kat 

saflaĢtırma değerleri elde edilmiĢtir. 

Demir vd (2008) tarafından yapılan çalıĢmada paraoksonaz enzimi sefaroz-4B-L-

tirosin-1-naftilamin afinite kromotografisi kullanılarak insan serumundan 

saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan enzime dair yapılan aktivite ölçümlerinde 0,616 EU/mL 
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aktivite, 5,69 EU toplam aktivite, %19,29 verim, 7,51 EU/mg, 1797,18 saflaĢtıma 

katsayısı elde edilmiĢtir. 

Samra et al. (2010) tarafından yapılan çalıĢmada paraoksonaz enzimi Triton X-100 ve 

amonyum sülfat çöktürmesi  (%60-%70), Tris-HCl (pH 8,0, 1 mM CaCl2 ) tamponuna 

karĢı 2 saat diyaliz ve kolestrol konjuge edilmiĢ Fe3O4 nanopartikül afinitesi, Sephadex- 

G75 kolonu iĢlem sırası uygulanarak insan serumundan saflaĢtırılmıĢtır. Elde edilen 

saflaĢtırılmıĢ enzim ile ilgili olarak 0,89 mg protein, 390 U toplam aktivite, 438,20 

U/mg spesifik aktivite, 72,89 %verim ve 515,52 saflaĢtırma katsayısı verileri elde 

edilmiĢtir. 

Erzengin vd  (2012) tarafından yayınlanan çalıĢmada insan serumundan PON1 enzimi 

%60-80 oranından amonyum sülfat çöktürmesi ve hidrofonik etkileĢim kromotografisi 

yöntemleri ile saflaĢtırılmıĢtır. %60-80 amonyum sülfat çöktürmesinde yapılan enzim 

aktivite ölçümlerinde 83,588 U/mL aktivite, 1,504,58 U toplam aktivite, 0,0783 U/mg 

spesifik aktivite, %45,37 verim ile 1,74 saflaĢtırma katsayısı elde edilmiĢtir. Hidrofobik 

etkileĢim kromotografisi ile 131,404 U/mL aktivite, 394,21 U toplam aktivite, 11,76 

U/mg spesifik aktivite, %11,89 verim ile 150,19 saflaĢtırma katsayısı elde edilmiĢtir. 

Demir vd (2016) tarafından yayınlanan çalıĢmada paraoksonaz 1 enzimi amonyum 

sülfat çöktürmesi (%60-80), hidrofobik interaksiyon kromotorafisi yöntemleri ile insan 

serumundan saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan PON1 enzimi ile ilgili olarak son aĢamada 

440,84 EU/mL.dak aktivite, 881,68 EU toplam aktivite, 0,0002 mg protein, 219,14 

saflaĢtırma katsayısı, %10 verim değerleri elde edilmiĢtir. 

Bizim çalıĢmamızda insan serumundan ÜFA yöntemi ile saflaĢtırılan PON1 enzimiyle 

ilgili olarak yapılan aktivite ve protein ölçümleri dikkate alınarak yapılan 

hesaplamalarda %60-80 amonyum sülfat çötürülmesi basamağında 1216,22 EU/mL 

enzim aktivitesi, 1,82x10
4 

EU/mL toplam aktivite, 2,85 EU/mL spesifik aktivite, 427 

mg/mL protein, 2,53 saflaĢtırma katsayısı ve %24,42 verim  %24,42 verim, 2,53 

saflaĢtırma katsayısı elde edilmiĢtir. 2. ÜFA aĢamasında saflaĢtırılmıĢ PON1 enzimiyle 
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ilgili olarak 1368,63 EU/mL enzim aktivitesi, 2,05x10
4 

EU/mL toplam aktivite, 575,8 

EU/mL spesifik aktivite, 2,377 mg/mL protein, 182,66 saflaĢtırma katsayısı ve %49,87 

verim elde edilmiĢtir. Ġyon değiĢim kromotoğrafisinde %48,56 verimle 25,95 

saflaĢtırma katsayısı elde edilmiĢken ÜFA‟nin ikinci aĢamasında %49,87 verimle 

182,66 saflaĢtırma katsayısı elde edilmiĢtir. 

4.8. Ġnsan Serum Paraoksonaz Enziminin SDS-PAGE Sonuçları 

ġekil 4.16‟de insan serumundan ÜFA yöntemi ile saflaĢtırılan PON1‟e ait SDS-PAGE 

görüntüsü verilmiĢtir. 

 

  

 

 

 

 

ġekil 4.16. ÜFA ile saflastırılan paraoksonaz enziminin SDS-PAGE görüntüsü. I:  standart 

protein miyozin (200 kDa), β-galaktosidaz (125 kDa), sığır serum albümini (BSA) (66 kDa), 

ovalbümin (45 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa), lizozim (14.3 kDa) II ve III saflaĢtırılan 

PON1 enzimi 45 kDa. 

PON1 enzimi için yapılan insan serumundan saflaĢtırma çalıĢmalarında molekül ağırlığı 

tayininde 43-45 kDa arasında değerler bulunmuĢtur (Sinan vd 2006b; Demir vd 2008). 

Bizim çalıĢmamızda insan serumundan ÜFA yöntemiyle saflaĢtırılan PON1 enziminin 

molekül ağırlığı da yaklaĢık 45 kDa olarak tespit edilmiĢtir. 

45 kDa 

          I        II   III    
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4.9. Paraoksanoz Enzim SaflaĢtırılmasına Ait Optimum pH, Optimum Sıcaklık, 

Stabil pH Aralığı ve Stabil Sıcaklık ÇalıĢmalarında Elde Edilen Değerler 

pH 3,0, 4,0, 5,0 için asetat tamponu (10mM) , pH 6,0, 7,0, 8.0 için Tris/HCl tamponu 

(Trizma, 10 mM) ve pH 9.0 ve 10.0 için Glisin tamponu (10,5 mM) hazırlamıĢtır. Elde 

edilen verilere göre ġekil 4.17‟da optimum pH, ġekil 4.18‟de optimum sıcaklık, ġekil 

4.19‟de stabil pH, ġekil 4.20‟de stabil sıcaklığa ait grafikler verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.17. PON1 enzimini saflaĢtırma çalıĢmalarında elde edilen optimum pH grafiği 

Optimum pH çalıĢmalarında elde edilen verilere göre en yüksek enzim aktivitesi 

(%19,8) pH 8,1‟de elde edilmiĢtir. Sayın (2009) tarafından yapılan çalıĢmada sığır 

serum paraoksonaz enzimini saflaĢtırmıĢtır ve aktivitenin pH ile değiĢimi araĢtırılmıĢtır. 

pH 8,0‟da sığır serum paraoksonaz enzimi için en yüksek % aktivite değeri bu 

çalıĢmada bulunmuĢtur. Demir vd (2008) tarafından yayınlanan çalıĢmada insan 

serumundan saflaĢtırılan PON1 enziminin optimum pH değeri 8,0 olarak ifade 

edilmiĢtir. Ancak AĢkın vd (2012) tarafından yapılan çalıĢmada sığır karaciğerinden 

saflaĢtırılan bu enzimin pH 7,0-7,5 aralığında aktivitesinin yüksek olduğu ve bu aralıkta 

maksimum aktiviteyi pH 7,1‟de gösterdiği ifade edilmiĢtir. 
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ġekil 4.18. PON1 enzimini saflaĢtırma çalıĢmalarında elde edilen optimum sıcaklık 

grafiği 

SaflaĢtırılan enzimin optimum sıcaklık çalıĢmalarında elde edilen verilere göre 37°C‟de 

%32,81 ile en yüksek aktivite değeri elde edilmiĢtir. 40°C‟de bu değere yakın olarak 

%31,85‟lik bir aktivite ölçümü yapılmıĢtır. Ancak bu sıcaklıkların altında ve üstündeki 

sıcaklıklarda enzimin % aktivite değerinde önemli düĢüĢler gözlenmiĢtir. 40°C‟nin 

üzerinde enzimin protein yapısından kaynaklı olarak sıcaklıkla denatürasyona meyilli 

olmasından dolayı aktivitede düĢüĢ beklenen bir durumdur. Sayın (2009) tarafından 

yapılan çalıĢmada serbest paraoksonaz enziminin 38ºC‟de en yüksek aktivite değerine 

sahip olduğu ve bunun yanında paraoksonaz‟ın 45°C‟de denature olduğu belirtilmiĢtir. 

AĢkın vd (2012) tarafından yayınlanan çalıĢmada paraoksonaz enziminin bazı kinetik 

özellikleri incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada PON1 enziminin aktivitesi 37°C‟de 2,228 

absorbans ortalaması ile en yüksek değere ulaĢmıĢtır. Bu değerler bizim çalıĢmamızda 

elde ettiğimiz verilerle uyum göstermektedir. 
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ġekil 4.19. PON1 enzimini saflaĢtırma çalıĢmalarında elde edilen stabil pH grafiği 

Stabil pH çalıĢmalarında elde edilen verilere göre bütün ortam pH‟larında ilk güne göre 

7 gün boyunca enzim aktivitesinde azalma meydana gelmiĢtir. 1. gün en yüksek 

aktiviteyi veren (50,94) pH 7,0 ortamı olmuĢken 7. gün en yüksek aktiviteyi veren 

(14,79) pH 8,0 ortamı olmuĢtur.  pH 7.0 ortamı saflaĢtırılan paraoksonaz enzimi için 

stabil pH değeri olarak kabul edilmiĢtir. 

 

ġekil 4.20. PON1 enzimini saflaĢtırma çalıĢmalarında elde edilen stabil sıcaklık grafiği 

SaflaĢtırılan enzimle ilgili olarak yapılan stabil sıcaklık çalıĢmalarında 20°C sıcaklık 

ortamı stabil sıcaklık olarak kabul edilmiĢtir. 
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4.10. ÇalıĢmada Kullanılan Antioksidantların SaflaĢtırılan PON1 Enzimi 

Aktivitesi Üzerindeki Etkilerine Dair Veriler 

0,01 M konsantrasyonda hazırlanan antioksidant çözeltileri 500 µL Tris/HCl tamponu 

(1 mM CaCl2 ihtiva eder, pH 8,0), 330 µL 3 mM paraoksan çözeltisi ve 50 µL 

saflaĢtırılmıĢ enzim içeren deney tüplerine toplam hacmi 1 mL olacak Ģekilde 0, 15, 40, 

70, 90 ve 120 µL hacimlerde eklenmiĢtir. Toplam hacim saf su ile 1 mL‟ye 

tamamlanmıĢtır. Kör olarak enzim yerine saf su kullanılmıĢtır. 15 dk 37°C‟de 

inkübasyondan sonra 412 nm‟de spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapılmıĢtır. Bu 

prosedür çalıĢmada kullanılan bütün antoksidan bileĢikler için uygulanmıĢtır. Elde 

edilen veriler doğrultusunda inhibitör konsantrasyonu ve % aktiviteye karĢı grafikler 

çizilerek her bir antioksidan bileĢik için IC50 değerleri hesaplanmıĢtır. 

ġekil 4.21‟te 5-izopropil-2-metil fenolün, ġekil 4.22‟de 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoik 

asit)‟in, ġekil 4.23‟de 4-hidroksibenzoik asitin, ġekil 4.24‟da Öjenol‟un, ġekil 4.25‟de 

4-hidroksi-3-metoksisinnamik asidin, ġekil 4.26‟de Sinapik asidin, ġekil 4.27‟da 4-

hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asidin, ġekil 4.28‟da 2,6-dimetoksifenol‟ün, ġekil 

4.29‟de 3,4-dihidroksisinnamik asidin IC50 değerlerinin belirlenmesi için kullanılan 

grafikler verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.21. 5-izopropil-2-metilfenolün insan serum PON1 enzim aktivitesi üzerine etkisi 
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5-izopropil-2 metil fenol bilinen ismi ile karvakrol bir monoterpenoid fenoldür (Ultee et 

al. 2000). Karvakrol E.coli ve Bacillius cereus gibi bazı bakteri suĢlarının büyümesini 

inhibe etmektedir (Du et al. 2008). Karvakrol üzerine yapılan bazı in vitro ve in vivo 

çalıĢmalarda bu maddenin antibakteriyel, antioksidant, antiseptik, büyüme faktörü, 

antifungal, antiviral, anti inflamatuar, balgam söktürücü, öksürük kesici, rumen 

mikrobiyal düzenleyici, metan emisyonunu azaltıcı olduğuna dair tanımlamalar 

yapılmıĢtır (Luna et al. 2010; Soltanab et al. 2011; Hashemipour et al. 2013; Bravo et 

al. 2014). ġekil 4.21‟den faydalanarak 5-izopropil-2 metil fenol için IC50 değeri 0,865 

mM olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.22. 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoik asit)‟in insan serum PON1 enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 

Ellman reaktifi olan 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) George L. Ellman tarafından 

geliĢtirilmiĢ bir örnekteki tiyol gruplarının konsantrasyonunu ve sayısını belirlemek için 

kullanılan kimyasal maddedir (Ellman 1959). ġekil 4.22‟den yararlanılarak 5,5'-

dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) için IC50 değeri 0,250 mM olarak hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 4.23. 4-hidroksibenzoik asitin insan serum PON1 enzim aktivitesi üzerine etkisi 

4-hidroksibenzoik asit benzoik asidin fenolik türevi olan bir monohidroksibenzoik 

asittir. DüĢük toksisiteye sahip olması nedeniyle 4-hidroksibenzoik asit popüler bir 

antioksidanttır. Farelerde LD50 değeri 2200 mg/kg‟dır (Lewis 1996). ġekil 4.23‟ten 

yararlanılarak 4-hidroksibenzoik asit için IC50 değeri 1,885 mM olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.24. Öjenol‟ün insan serum PON1 enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Öjenol fenilpropanoid sınıfı bir bileĢiktir ve karaciğere zarar verebilmektedir yani 

hepatotoksiktir. Öjenolun aĢırı dozuna maruz kalınmasında ishal, bulantı, bilinç kaybı, 

baĢ dönmesi, hızlı kalp atıĢı gibi semptomlar görülebilmektedir (Thompson et al. 1998; 
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Fujisawa et al. 2002). Akut toksisite 1,190-3,000 mg/kg-gün arasında değiĢen LD50 

değerleri oral yolla alındığında düĢüktür (WHO). ġekil 4.24‟ten yararlanılarak Öjenol 

için IC50 değeri 1,43 mM olarak hesaplanmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.25. 4-hidroksi-3-metoksisinnamik asidin insan serum PON1 enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 

4-hidroksi-3-metoksisinamik asit diğer adıyla ferulik asit bir organik bileĢiktir. Çoğu 

zaman klorojenik asit formunda elde edilmiĢtir. Ferulik asit oksidatif stresi ve deride 

timin dimerlerinin oluĢumunu azaltmaktadır (Luthria and Pastor-Corrales 2006). Ferulik 

asit (100 mg/kg) ratlarda ICAM-1 mRNA'sını inhibe ederek serebral 

iskemi/reperfüzyon yaralanma sonrası oksidatif strese bağlı apoptoza karĢı nörokoruma 

sağlamaktadır (Cheng et al. 2008). ġekil 4.25‟den yararlanılarak ferulik asit için IC50 

değeri 0,938 mM olarak hesaplanmıĢtır. 

Sinapik asit doğal olarak meydana gelen küçük bir hidroksisinnamik asittir ve 

fenilpropanoid ailesinin bir üyesidir (Tian et al. 2009). Sinapik asit için enfeksiyon, 

oksidatif stres, enflamasyon, kanser, diabet, nörodejenerasyon karĢıtı olduğuna dair 

çalıĢmalar mevcuttur. Sinapin aktivitesi (sinapik asidin bir türevi) ratlarda kan 

serumundan (IC50 22,1 µM) ziyade serebral homojenatta (IC50 3,66 µM) daha etkindir 

(Chen 2016).  ġekil 4.26‟dan yararlanılarak sinapik asit için IC50 değeri 0,093 mM 

olarak hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 4.26. Sinapik asidin insan serum PON1 enzim aktivitesi üzerine etkisi 

 

ġekil 4.27. 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asidin insan serum PON1 enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 

4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit diğer adıyla syringic asit üzerine yapılan 

çalıĢmalarda kemo-koruyucu, antimikrobiyal aktivite, düĢük ağırlıklı lipoprotein 

oksidasyonunu önleyici, serbest radikallere karĢı destekleyici, malondialdehitin 

üretimini azaltıcı gibi özellikler öne çıkarılmıĢtır (Güven vd 2015). ġekil 4.27‟den 

yararlanılarak 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit için IC50 değeri 0,623 mM olarak 

hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 4.28. 2,6-dimetoksifenol‟ün insan serum PON1 enzim aktivitesi üzerine etkisi 

2,6 dimetoksifenol diğer adıyla Syringol doğal olarak oluĢan bir aromatik organik bir 

bileĢiktir ve pirogallolun bir dimetil eteridir. 2,6 dimetoksifenol için ratlarda LD50 

değeri (oral) 550 mg/kg iken farelerde LD50 (oral) 2500 mg/kg olarak ifade edilmiĢtir 

(Rasulev et al. 2010). ġekil 4.28‟den yararlanılarak 2,6 dimetoksifenol IC50 değeri 

0,489 mM olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.29. 3,4-dihidroksisinamik asidin insan serum PON1 enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 

3,4-dihidroksisinamik asit diğer adıyla kafeik asit hidroksisinamik asit olarak 

sınıflandırılan organik bileĢiktir. kafeik asit in vitro ve in vivo olarak bir antioksidanttır. 
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Ratlarda kafeik asidin yüksek dozlarda alımı mide papillomlarına neden olmaktadır 

(Hirose et al. 1998). ġekil 4.29‟dan yararlanılarak 3,4-dihidroksisinamik asit için IC50 

değeri 1,35 mM olarak hesaplanmıĢtır. 

SaflaĢtırılan insan serum PON1 enziminin yukarıda değinilen antioksidant substratları 

için Ki değerlerini ve inhibisyon türünü belirlemek amacıyla Lineweaver-Burk grafikleri 

çizilmiĢtir (ġekil 4.30- ġekil 4.38). Bu grafiklerden yararlanılarak substratlar için Ki 

değerleri ve inhibisyon türü belirlenmiĢtir (Lineweaver and Burk 1934). Ki değerinin 

hesaplanmasında yarıĢmalı inhibisyon türlerinde     
   

(  
   

  
)
 formülü 

kullanılırken yarıĢmasız inhibisyon türlerinde       
    

(  
   

  
)
 formülü 

kullanılmıĢtır. 

 

ġekil 4.30. Ġnsan serum PON1 enzimi için 5-izopropil-2-metilfenolün inhibisyon türünü 

gösteren grafik 

ġekil 4.30 incelendiğinde 5-izopropil-2-metilfenolün yarıĢmalı inhibisyon türü 

sergilediği görülmektedir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 0,25 mM, 

0,35 mM ve 0,45 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafiği 

çizilmiĢtir ve sırasıyla Ki değerleri 0,254, 0,702, 0,488 olarak hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 4.31. Ġnsan serum PON1 enzimi için 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoik asit)‟in 

inhibisyon türünü gösteren grafik 

ġekil 4.31 incelendiğinde 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoik asit)‟in yarıĢmalı inhibisyon türü 

sergilediği görülmektedir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 0,2 mM, 

0,35 mM ve 0,5 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafiği 

çizilmiĢtir ve sırasıyla Ki değerleri 1, 1,342, 1,096 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.32. Ġnsan serum PON1 enzimi için 4-hidroksibenzoik asidin inhibisyon türünü 

gösteren grafik 

ġekil 4.32 incelendiğinde 4-hidroksibenzoik asidin yarıĢmasız inhibisyon türü 

sergilediği görülmektedir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 2 mM, 
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2,5 mM ve 3,5 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafiği 

çizilmiĢtir ve sırasıyla Ki değerleri 0,148, 0,148, 0,143 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.33. Ġnsan serum PON1 enzimi için Öjenol‟ün inhibisyon türünü gösteren grafik 

ġekil 4.33 incelendiğinde öjenolün yarıĢmalı inhibisyon türü sergilediği görülmektedir. 

Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 1 mM, 1,7 mM ve 2,7 mM olmak 

üzere üç farklı konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafiği çizilmiĢtir ve sırasıyla Ki 

değerleri 0,095, 0,178, 0,527 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.34. Ġnsan serum PON1 enzimi için 4-hidroksi-3-metoksisinnamik asidin 

inhibisyon türünü gösteren grafik 
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ġekil 4.34 incelendiğinde 4-hidroksi-3-metoksisinamik asidin yarıĢmalı inhibisyon türü 

sergilediği görülmektedir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 0,4 mM, 

0,5 mM ve 0,6 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda 1/V-1/[S] çizilmiĢtir ve 

sırasıyla Ki değerleri 0,370, 0,770, 0,314 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.35. Ġnsan serum PON1 enzimi için Sinapik asidin inhibisyon türünü gösteren 

grafik 

ġekil 4.35 incelendiğinde sinapik asidin yarıĢmalı inhibisyon türü sergilediği 

görülmektedir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 0,06 mM, 0,08 mM 

ve 0,1 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafiği çizilmiĢtir 

ve sırasıyla Ki değerleri 0,390, 4,608, 0,961 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.36. Ġnsan serum PON1 enzimi için 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asidin 

inhibisyon türünü gösteren grafik 
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ġekil 4.36 incelendiğinde 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asidin yarıĢmalı inhibisyon 

türü sergilediği görülmektedir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 0,66 

mM, 0,76 mM ve 0,86 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda Lineweaver-Burk 

grafiği çizilmiĢtir ve Ki değerleri sırasıyla 0,274, 0,836, 0,5 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.37. Ġnsan serum PON1 enzimi için 2,6-dimetoksifenolün inhibisyon türünü 

gösteren grafik 

ġekil 4.37 incelendiğinde 2,6-dimethoksifenolün yarıĢmalı inhibisyon türü sergilediği 

görülmektedir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 0,35 mM, 0,45 mM 

ve 0,55 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafiği çizilmiĢtir 

ve Ki değerleri sırasıyla 1,582, 2,262, 4,717 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

ġekil 4.38. Ġnsan serum PON1 enzimi için 3,4-dihidroksisinamik asidin inhibisyon 

türünü gösteren grafik 
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ġekil 4.38 incelendiğinde 3,4-dihidroksisinamik asidin yarıĢmalı inhibisyon türü 

sergilediği görülmektedir. Yapılan hesaplamalar doğrultusunda bu bileĢiğe ait 0,8 mM, 

1,1 mM ve 1,3 mM olmak üzere üç farklı konsantrasyonda Lineweaver-Burk grafiği 

çizilmiĢtir ve Ki değerleri sırasıyla 3,15, 1,92, 1,64 olarak hesaplanmıĢtır. 

Çizelge 4.8‟de ise antioksidan bileĢiklere ait hesaplanan IC50, Ki değerleri ve belirlenen 

inhibisyon türleri birlikte verilmiĢtir. 

Çizelge 4.8. Antioksidan bileĢiklerin hesaplanan IC50 ve Ki değerleri ve inhibisyon 

türleri 

Antioksidan BileĢik IC50  

(mM) 

Ki Ki  

Ortalama 

Ġnhibisyon  

Türü 

5-izopropil-2-metilfenol 0,865 0,254 

0,702 

0,488 

0.481 YarıĢmalı 

5,5-dithiobis (2-nitro-benzoik asit) 0,250 1 

1,342 

1,096 

1,146 YarıĢmalı 

4-Hidroksibenzoik asit 1,885 0,148 

0,148 

0,143 

0,439 YarıĢmasız 

Öjenol 1,43 0,095 

0,178 

0,527 

0,267 YarıĢmalı 

4-hidroksi-3-metoksisinamik asit 0,938 0,370 

0,770 

0,314 

0,485 YarıĢmalı 

Sinapik asit 0,093 0,390 

4,608 

0,961 

1,986 YarıĢmalı 

4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit 0,623 0,274 

0,836 

0,5 

0,537 YarıĢmalı 

2,6-dimetoksifenol 0,489 1,582 

2,262 

4,717 

2,854 YarıĢmalı 

3,4-dihidroksisinamik asit 1,35 3,150 

1,920 

1,640 

2,740 YarıĢmalı 
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4.11. Sitotoksisite Testi Sonuçları 

Yapılan MTT testinde kullanılan gruplar Çizelge 4.9‟da verilmiĢtir. Hazırlanan dozlar 

2,5 mL medyum içinde konularak vortekslenmiĢtir. Hazırlanan solüsyonlardan herbir 

kuyucuk için 150 µL örnek kullanılmıĢtır. Hem nöron kültürü hem de U87MG hücre 

hattı için sitotoksisite testi yapılmıĢtır. 

Bir günlük ratların primer korteksleri kullanılarak hazırlanan nöron hücre kültürü 

üzerine yukarıda verilen gruplar n=5 ve n=6 olacak Ģekilde muamele edilmiĢtir. 24 saat 

sonunda 25 μl MTT çözeltisi (5 mg/mL) ilave edilmiĢtir. 4 saat süre ile 37°C, %5 CO2 

ortam Ģartlarında inkübasyon yapılmıĢtır. Her kuyucuktaki canlı hücre sayısı 570 nm 

dalga boyunda bir ELISA mikroplaka okuyucu ile ölçülmüĢtür. ġekil 4.39‟de ilgili 

dozların nöron hücre kültüründeki sitotoksisite testi sonuç grafiği, Çizelge 4.10‟da ilgili 

dozların nöron hücre kültüründeki sitotoksisite verilerine göre elde edilen istatistiksel 

sonuçları verilmiĢtir. 

Çizelge 4.9. Sitotoksisite testinde kullanılan gruplar 

 

Grup ismi Konsantrasyon 

Karadut su ekstraktı (KSE1) 

Karadut su ekstraktı (KSE2) 

Karadut su ekstraktı+ γ-Fe2O3 (KSEF1) 

Karadut su ekstraktı+ γ-Fe2O3 (KSEF2) 

Karadut alkol ekstraktı (KAE1) 

Karadut alkol ekstraktı (KAE2) 

Karadut alkol ekstraktı+γ-Fe2O3 (KAEF1) 

Karadut alkol ekstraktı+γ-Fe2O3 (KAEF2) 

Temozolomid  (T) 

12,5 mg/2,5 mL 

25 mg/2,5 mL 

12,5 mg+0,005 g/2,5 mL 

25 mg+0,005 g/2,5 mL 

12,5 mg/2,5 mL 

25 mg/2,5 mL 

12,5 mg+0,005 g/2,5 mL 

25 mg+0,005 g/2,5 mL 

100 µg/2,5 mL 
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ġekil 4.39. Kullanılan grupların nöron hücre kültürü üzerindeki sitotoksisite çalıĢma 

sonuçları (n=5) (*:p<0,05, *:p<0,001) 

ġekil 4.39 incelendiğinde KSE1, KSE2, KSEF1 grupları nöron hücreleri üzerinde 

anlamlı bir toksisiteye neden olmadığı anlaĢılmıĢtır. KSEF2, KAE1, KAEF1 ve T 

grupları nöron hücrelerinde p<0,05 seviyesinde anlamlı bir toksisiteye neden olurken 

KAE2, KAEF2 ve Fe grupları nöron hücrelerinde p<0,001 seviyesinde anlamlı 

toksisiteye sebep olmuĢtur. 

Çizelge 4.10. Nöron hücreleri üzerinde ilgili grupların 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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ġekil 4.39 ve Çizelge 4.10 birlikte incelendiğinde KSE1, KSE2, KSEF1 grupları kontrol 

grubuna göre nöron hücrelerinde anlamlı bir toksisiteye neden olmamıĢlardır. Ancak 

karadut su ekstraktının γ-Fe2O3 nanopartiküller üzerine immobilize edilmesiyle 

oluĢturulan yüksek dozlu grup (KSEF2) nöron hücrelerindeki canlılık oranını kontrol 

grubuna göre %64,9‟a düĢürerek istatistiksel olarak p<0,05 seviyesinde anlamlı bir 

toksisiteye neden olmuĢtur. Karadut su ekstraktının her iki dozu da nöron hücreleri 

üzerinde kontrol grubuna göre anlamlı bir toksisiteye sebep olmamıĢlardır. Bu durum 

karadut ekstraktı içeriğinin nöron kültüründe koruyucu etkide bulunduğunu iĢaret 

etmektedir. ÇalıĢmamızda kullandığımız karadut su ekstraktı ile oluĢturulan gruplar ise 

nöron hücre kültüründe herhangi bir anlamlı toksisiteye sebep olmamıĢtır. HPLC analizi 

sonuçlarında bulunan kuersetin, rutin, kateĢin gibi aktif bileĢenlerin nörokoruyucu 

etkisine dair ciddi çalıĢmalar bulunmaktadır (Mandel and Youdim 2004; Ban et al. 

2006; Bournival et al. 2012; Nath et al. 2012; Ghosh et al. 2013) . 

ġekil 4.40‟de nöron hücrelerinin görüntüsü verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.40. Nöron hücrelerinin görüntüsü 

Karadut alkol ekstraktı ile oluĢturulan gruplar (KAE1 ve KAE2) doza bağımlı olarak 

kontrol grubuna göre nöron hücrelerinin canlılığını sırasıyla %67,4 ve %56,5‟ düĢürerek 

sırasıyla p<0,05 ve p<0,001 seviyelerinde anlamlı toksisitelere neden olmuĢlardır. 
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Karadut alkol ekstraktının γ-Fe2O3 nanopartiküller üzerine immobilize edilmesiyle 

oluĢturulan gruplar (KAEF1 ve KAEF2) nöron hücrelerinde doza bağımlı olarak artan 

bir toksisiteye yol açmıĢlardır. KAEF1 grubu nöron hücrelerinde hücre canlılığını 

%64,7‟ye düĢürerek kontrol grubuna göre p<0,05 seviyesinde anlamlı bir toksisiteye 

neden olmuĢtur. KAEF2 grubu sahip olduğu yüksek doz ile nöron hücrelerindeki % 

canlılığı %57,3‟e düĢürerek p<0,001 seviyesinde anlamlı bir azalmaya yol açmıĢtır.  

Dut meyveleri yüksek miktarda antosiyanin içermekle birlikte antosiyanin olmayan 

nörokoruyucu dahil birçok biyoaktif iĢlevlere sahip rutin ve kuersetin gibi fenolik 

bileĢikleri de içermektedir (Kang et al. 2006; Shih et al. 2010; Kim et al. 2010). Kim et 

al. (2010) dut meyveleri ile hazırladıkları ekstraksiyonun (100 µg/mL) 150µM 6-

hidroksidopamin (6-OHDA) muamelesine karĢı SH-SY5Y hücrelerini p<0,001 

seviyesinde koruduğunu belirtmiĢlerdir. 

ġekil 4.39 ve Çizelge 4.10 incelendiğinde GBM hastalarında kemoterapide kullanılan 

piyasadaki en önemli ilaç konumundaki Temozolomid (T) grubunun nöron hücrelerinde 

canlılığı kontrol grubuna göre %67‟ye düĢürdüğü ve bu hücrelerde p<0,05 seviyesinde 

anlamlı bir toksisiteye neden olduğu görülmektedir. 

Genel olarak nöron hücreleri üzerindeki sitotoksisite çalıĢmalarını değerlendirdiğimizde 

karadut alkol ekstraktı kullanılarak hazırlanan grupların (KAE1, KAE2, KAEF1, 

KAEF2) doza bağımlı olarak nöron hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı toksisitelere 

yol açtığı görülmektedir. Karadut su ekstraktı ile hazırlanan gruplaradan KSEF2 grubu 

dıĢındaki diğer gruplar nöron hücrelerinde kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak 

anlamlı bir toksisiteye yol açmamıĢtır. KSEF2 grubu bu hücreler üzerinde kontrol gruna 

kıyasla p<0,05 seviyesinde anlamlı bir toksisite göstermiĢtir.  

Bu sıralamayı dikkate aldığımızda nöron hücrelerinde en yüksek toksisiteyi KAE2 

grubunun gösterdiğini ve kullandığımız bazı grupların ticari kemoterapi ilacı olan T 

grubundan bile daha yüksek toksisiteye neden olduğunu, karadut alkol ekstraktı ile 

hazırlanan gruplardan sadece KAE1 grubunun T grubundan daha az toksisiteye yol 

açtığını ve karadut su ekstraktı ile hazırlanan gruplardan KSEF2 grubu hariç diğer 
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grupların ise nöron hücrelerinde anlamlı bir toksisite göstermeyip bu sıralamaya dahil 

olmadıklarını ifade edebilmekteyiz. 

96 kuyucuklu plaklarda U87MG hücre kültürü üzerinde gruplar n=5 ve n=6 olacak 

Ģekilde muamele edilmiĢtir. 24 saat sonunda 25 μl MTT çözeltisi (5 mg/mL) ilave 

edilmiĢtir. 4 saat süre ile 37°C, %5 CO2 ortam Ģartlarında inkübasyon yapılmıĢtır. Her 

kuyucuktaki canlı hücre sayısı 570 nm dalga boyunda bir ELISA mikroplaka okuyucu 

ile ölçülmüĢtür. ġekil 4.41‟de ilgili dozların U87MG hücre hattındaki sitotoksisite testi 

sonuç grafiği, Çizelge 4.11‟de ilgili dozların U87MG hücre hattındaki sitotoksisite 

verilerine göre elde edilen istatistiksel sonuçları verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.41. Kullanılan grupların U87MG hücre hattı üzerindeki sitotoksisite çalıĢma 

sonuçları (n=5) (*:p<0,05, **:p<0,001) 

 

ġekil 4.41 incelendiğinde KSE1 grubunun U87MG kanser hücrelerinin % canlılık 

oranını kontrol grubuna kıyasla p<0,05 seviyesinde anlamlı olarak azalttığı 

görülmektedir. KSE2, KAE2, KAEF2, T grupları kanser hücrelerinin % canlılık oranını 

p<0,001 seviyesinde anlamlı olarak azaltmıĢtır. KSEF1, KSEF2, KAE1, KAEF1 
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grupları ise kanser hücreleri üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

sağlamıĢlardır. ġekil 4.42‟te GBM hücre kültürü gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.42. GBM hücre kültürü  

Çizelge 4.11. U87MG hücre hattı üzerinde ilgili grupların 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 

 

ġekil 4.41 ve Çizelge 4.11 birlikte incelendiğinde kontrole (%100 canlılık) göre KSE1 

grubu GBM hücrelerinde canlılığı %73,7‟ye düĢürerek p<0,05 düzeyinde bir anlamlılık 
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göstermiĢtir. Bu durum KSE1 grubunun GBM kanser hücrelerini öldürme konusunda 

etkinliğini göstermektedir. KSE2 grubu hücre canlılığını  %58,7‟ye düĢürerek kontrol 

grubuna göre p<0,001 düzeyinde bir anlamlılık ortaya koymuĢtur. KSE grupları kendi 

aralarında mukayese edildiğinde GBM kanser hücrelerinin canlılık oranının doza 

bağımlı olarak azaldığı ortaya çıkmaktadır. Antosiyaninlerin ve fenolik bileĢiklerin 

kanser ve kardiovasküler hastalık riskini azalttığına dair literatürde çalıĢmalar 

bulunmaktadır (Middleton et al. 2000; Chen et al. 2006). Yapılan pek çok çalıĢma ile 

karadutun polifenoller, flavonoidler, antosiyaninlerce zenginliği kanıtlanmıĢtır (Ercisli 

ve Orhan 2007; Jiang and Nie 2015). Antosiyaninler suda çözünen glikozit yapısındaki 

bileĢiklerdir ve kanser hücresinde apoptozu indüklerler (Reddivari et al. 2007). Karadut 

su ekstraktında antosiyaninlerin alkol ekstraktına göre daha iyi çözünmesi karadut su 

ekstraktı ile oluĢturulan grupların (KSE1, KSE2) GBM kanser hücreleri üzerinde düĢük 

dozda bile daha fazla etkide bulunmalarına neden olarak gösterilebilir. 

KSEF1 grubu (%96,8‟lik canlılık oranı) ve KSEF2 grubu  (%86,3‟lük canlılık oranı) ile 

kontrol grubuna göre kanser hücrelerine önemli bir etkide bulunmamıĢlardır. Bu durum 

karadut su ekstraktının γ-Fe2O3 nanopartiküller üzerine immobilize edilmesinin GBM 

kanser hücrelerindeki canlılık oranını azaltılmasında önemli etkisinin olmadığını 

göstermektedir. Veriler incelendiğinde karadutun her iki dozdaki su ekstraktları bu 

ekstraktların immobilize edildiği γ-Fe2O3 nanopartikül gruplarına göre GBM kanser 

hücrelerinin canlılık oranını azaltmada daha etkili bulunmuĢtur. 

Karadut alkol ekstraktıyla ilgili gruplara ait veriler incelendiğinde KAE2 grubunun 

GBM kanser hücrelerindeki canlılık oranını %47,9‟a indirerek p<0,001 seviyesinde 

anlamlı bir azalmaya neden olduğu anlaĢılmaktadır. KAE1 grubu ise canlılık oranını 

%87,5‟ indirmekle birlikte kanser hücrelerinde kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

bir anlamlılık sağlamamıĢtır. Jeong et al. (2010) tarafından yayınlanan çalıĢmada 

metanol ile hazırlanan karadut ekstraktının 10, 30, 50 mg/mL konsantrasyonunları A172 

insan glioma hücre hattı üzerinde sırasıyla canlılık oranlarını %53, %42, %26‟ya 

düĢürmüĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda kullanılan grupların sahip olduğu en yüksek 

konsantrasyon 25 mg/2,5 mL‟dir (10 mg/mL). KAE2 grubu (10 mg/mL) ile U87MG 
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glioma hücre kültürü üzerinde canlılık oranını kontrol grubuna göre %47,9‟a indirerek 

Jeong et al. (2010) tarafından yapılan çalıĢmada kullanılan 10 mg/mL karadut alkol 

ekstraktının sağladığı %53 canlılık oranına yakın bir değer ortaya koymuĢtur. 

Karadut alkol ektraktlarının γ-Fe2O3 nanopartiküller üzerine immobilize edilmesiyle 

oluĢturulan gruplardan en yüksek doz olan KAEF2 grubu GBM kanser hücrelerindeki 

canlılık oranını %63,2‟ye düĢürerek kontrol grubuna göre p<0,001 seviyesinde anlamlı 

bir azalmaya yol açmıĢtır. Bu durum karadut alkol ekstraktı ile oluĢturulan gruplarda 

kullanılan doza bağımlı olarak % canlılık oranında anlamlı bir azalma elde edildiğini 

göstermektedir. DüĢük dozda karadut alkol ekstraktı ile oluĢturulan gruplara kıyasla 

aynı dozdaki karadut su ekstraktı ile oluĢturulan gruplar kanser hücrelerini öldürme 

konusunda daha fazla etkin olmuĢlardır. 

Kanser nanoteknolojisinde Fe2O3, Fe3O4, MgFe2O4 gibi manyetik özelliğe sahip pek 

çok nanopartikül, ilaç taĢıma amaçlı olarak birçok çalıĢmada kullanılmaktadır (Erdoğan 

ve Özkan 2013). Hadjipanayis et al. (2010) tarafından yapılan çalıĢmada, antikor 

konjüge edilmiĢ demir oksit nanopartiküllerinin GBM hücre canlılığındaki azalmayı 

p<0,001 seviyesinde anlamlı olarak artırdığı ve astrositlerde herhangi bir toksisite 

oluĢturmadığı ifade edilmiĢtir. Ancak bizim çalıĢmamızda; ilaç taĢıma amaçlı 

kullandığımız nanopartiküllü gruplar, nanopartikül kullanılmadan kullanılan gruplara 

göre istenilen baĢarıyı gösterememiĢtir. Çünkü nanopartikül kullanılmadan hazırlanan 

karadut-su ekstraktı ve karadut-alkol ekstraktı grupları, GBM hücrelerindeki % canlılık 

oranını, kontrol grubuna göre aynı konsantrasyonlarda koruyarak nanopartikül ile 

hazırlanan karadut-su ve karadut-alkol ekstraktlarına göre daha fazla azaltmıĢtır. 

Temozolomid GBM hastalarının kemoterapi tedavisinde kullanımı ön plana çıkan FDA 

onaylı antikanser ilaçtır. Alkilleyici bir ajan olan Temozolomid ikinci nesil imidazo 

tetrazin ilaçtır ve glioma kanser hücrelerinde apoptozu indüklemektedir (Günter et al. 

2003). ÇalıĢmada bu gruba yer verilmesinin nedeni oluĢturulan grupların piyasadaki 

GBM hastaları için kullanılan bir ilaçla kıyaslanması amacıdır. Markiewicz-Zukowska 

et al. (2013) tarafından yayınlanan çalıĢmada 10, 20, 50, 100 µM 
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konsantrasyonlarındaki Temozolomid (T) U87MG hücre hattına uygulanmıĢtır ve 24, 

48, 72 saat sonra % canlılık oranındaki değiĢimler incelenmiĢtir. 100 µM 

konsantrasyondaki T grubu 24, 48, 72 saat sonunda % canlılık oranlarını kontrol 

grubuna göre sırasıyla %79, %54,90, %8,6‟ya kadar azaltmıĢtır. Bu çalıĢmada hem doza 

bağlı hem de zamana bağlı olarak kanser hücrelerinde % canlılık oranında azalmalar 

meydana gelmiĢtir. Shi et al.  (2010) tarafından yapılan çalıĢmada 100 µM 

Temozolomid‟in U87MG hücrelerinde hem büyümeyi durdurduğu hem de U87MG 

hücrelerinde nekroz ve apoptozu indüklediği ifade edilmiĢtir. 100 µM Temozolomid 

uygulaması ile U87MG hücrelerinde % canlılık oranı yaklaĢık %50 oranında anlamlı 

azalma yakalarken % apoptoz oranı %4‟ten %53‟e kadar çıkmıĢtır. Bizim çalıĢmamızda 

T grubunun konsantrasyonu 100 µM‟dır. 24 saat sonra yapılan % canlılık oranında % 

32,5‟ e kadar anlamlı bir azalma olmuĢtur. T grubu ile sağlanan anlamlı azalmaya en 

yakın grup %47,9 canlılık oranı ile KAE2 grubu olmuĢtur. 

ġekil 4.41 ve Çizelge 4.11 incelendiğinde genel olarak karadut ekstraktları ile 

oluĢturulan grupların yine bu grupların γ-Fe2O3 nanopartiküller üzerine immobilize 

edilmesiyle oluĢturulan gruplara kıyasla GBM kanser hücrelerini öldürmede daha etkin 

olduğu anlaĢılmaktadır.  

Bizim için avantaj sağlayan gruplar U87MG hücre hattında % canlılık oranını kontrol 

grubuna göre mümkün olduğunca düĢüren ancak nöron hücre kültürü üzerinde kontrol 

grubuna göre anlamlı bir toksisite oluĢturmayan gruplardır. Yani aradığımız gruplar 

kanser hücrelerine maksimum seviyede zarar verirken nöron hücrelerinde minumum 

toksisite oluĢturmalıdır. Bu bakımdan karadut su ekstraktı ile hazırlanan KSE1 ve KSE2 

grubu kanser hücrelerindeki etkinlikleri ve nöron hücrelerinde anlamlı bir toksisite 

göstermemeleri açısından öne çıkmaktadırlar. Karadut alkol ekstraktı ile hazırlanan 

gruplardan yüksek doza sahip gruplar olan KAE2 ve KAEF2 grupları kanser hücrelerini 

öldürmede etkili olmakla beraber nöron hücrelerinde T grubuna kıyasla daha fazla 

toksisiteye sebep olmuĢlardır. Bu sonuç bu grupların karadut su ekstraktı ile hazırlanan 

gruplara kıyasla dezavantajlı olarak karĢımıza çıkmalarına neden olmaktadır. KAE1 

grubu nöron hücrelerinde T grubuna kıyasla daha az toksisiteye sebep olmakla birlikte 
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kanser hücrelerinde % canlılık oranlarında anlamlı bir azalmaya neden olamamıĢtır. 

KSEF1 grubu nöron hücrelerinde anlamlı bir toksisiteye sahip olmamakla birlikte 

kanser hücrelerinde herhangi bir anlamlı azalmaya yol açamamıĢtır. Bu 

değerlendirmeler altında sitotoksisite sonuçlarına göre kanser hücrelerini öldürmede 

anlamlı olarak etkide bulunarak ve nöron hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı 

toksisite oluĢturmayarak öne çıkan gruplar KSE1 ve KSE2 gruplarıdır. 

4.12. U87mg Hücre Hattı ve Nöron Kültüründen Elde Edilen Total RNA ve 

cDNA’nın Kantitatif Analiz Sonuçları 

Çizelge 4.12‟de U87MG hücre hattı ve nöron kültüründen elde edilen total RNA ve 

cDNA‟ya ait A260/A280 oranları verilmiĢtir. RNA için A260/A280 oranının 2 civarında ve 

DNA için A260/A280 oranının 1,8 civarında olması elde edilen ürünlerin saf olduğunu 

göstermektedir. 

Çizelge 4.12. ÇalıĢmada kullanılan hücre kültürlerinden elde edilen total RNA ve 

cDNA‟ya ait A260/A280 oranları 

Gruplar 
U87MG hücre hattı Nöron Kültürü 

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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Çizelge 4.12 incelendiğinde moleküler çalıĢmaların total RNA izolasyonunun ve elde 

edilen total RNA‟lardan cDNA sentezinin baĢarılı bir Ģekilde yapıldığı herhangi bir 

kontaminasyonun söz konusu olmadığı anlaĢılmaktadır. U87MG hücre hattında 

çalıĢmada kullanılan grupların muamelesi sonrasında izole edilen total RNA‟ların 

A260/A280 oranı minimum 1,923 iken maksimum 2,115 olmuĢtur. A260/A280 oranı 2‟ye en 

yakın değer olarak 2,008 ile KSE2 grubu olmuĢtur. KSE2 grubunun kullanıldığı 

U87MG hücre hattından izole edilen total RNA‟lardan sentezlenen cDNA‟nın A260/A280 

oranı bu analizi destekler nitelikte 1,804 değerini alarak 1,8‟e en yakın değer olmuĢtur. 

U87MG hücre hattında grupların muamelesi sonrasında izole edilen total RNA‟lardan 

sentezlenen cDNA‟ların A260/A280 oranı minimum 1,741 iken maksimum 1,832 

olmuĢtur. 

Nöron hücre kültüründe çalıĢmada kullanılan grupların muamelesi sonrasında izole 

edilen total RNA‟ların A260/A280 oranı minimum 1,610 iken maksimum 2,307 olmuĢtur. 

RNA‟lar için uygun A260/A280 oranı olan 2‟ye en uzak değer olan 1,610 KSE2 grubuna 

aittir. KSE2 grubunun kullanıldığı nöron hücre kültüründen elde edilen cDNA‟ya ait 

A260/A280 oranı 1,785 olmuĢtur. Bu değer RNA izolasyonunda 2‟ye yakın bir değer 

alınamasına sebep olan etkenin cDNA sentezi ile ortamdan uzaklaĢtırıldığını 

göstermektedir. Nöron hücre kültüründe grupların muamelesi sonrasında izole edilen 

total RNA‟lardan sentezlenen cDNA‟ların A260/A280 oranı minimum 1,727 iken 

maksimum 1,840 olmuĢtur. Sentezlenen cDNA‟lardan A260/A280 oranının 1,8‟e en yakın 

olarak 1,802 değerine sahip olan gruplar kontrol ve KAE1 gruplarıdır. 

4.13. Real Time PCR Uygulamalarında Elde Edilen Veriler 

Real time PCR uygulamalarında, nöron hücre kültürü ve U87MG hücre kültüründen 

izole edilen RNA‟lardan elde edilen cDNA‟lar ile GRIN2C ve SLC1A2 gen 

ekspresyonundaki değiĢimler incelenmiĢtir. Real time PCR uygulamalarında çalıĢmada 

kullanılan karadut ekstraktları ile oluĢturulan gruplardan yüksek doza sahip olan gruplar 

(KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2) ve T grupları çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢmalardan nöron 
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kültürü üzerinden elde edilen veriler Çizelge 4.13‟de, U87MG hücre kültürü üzerinden 

elde edilen veriler Çizelge 4.14‟te verilmiĢtir. 

Çizelge 4.13. Nöron hücre kültüründen elde edilen cDNA‟lar ile yapılan Real Time 

PCR uygulamalarında 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** 

Çizelge 4.13 incelendiğinde nöron hücrelerinde ilgili grupların muamelesinin kontrol 

grubuna göre SLC1A2‟nin ekspresyonunu arttırdığı anlaĢılmaktadır. KSEF2 grubu hariç 

diğer gruplar SLC1A2 ekspresyonunu istatistiksel olarak p<0,001 seviyesinde anlamlı 

olarak attırmıĢtır.  KSE2 grubu nöron hücrelerinde SLC1A2‟nin ekspresyonunu kontrol 

grubuna göre yaklaĢık 3,6 kat arttırarak SLC1A2‟nin en fazla ekspresyonunun 

görüldüğü grup olmuĢtur. 

Nöron hücrelerinde kullanılan gruplar GRIN2C ekspresyonunu kontrol grubuna göre 

p<0,001 seviyesinde anlamlı olarak azaltmıĢlardır. KSEF2 grubu GRIN2C 

ekspresyonunu diğer gruplara kıyasla en fazla azaltan grup olarak karĢımıza çıkmıĢtır. 

Nöron hücrelerinde SLC1A2 ekspresyonunu kontrol grubuna kıyasla arttıran gruplar 

GRIN2C ekspresyonunu azaltmıĢlardır. KAE2 grubu ile T grubu GRIN2C 

ekspresyonunu kontrol grubuna göre birbirine çok yakın olarak azaltmıĢlardır. 
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Çizelge 4.14. U87MG hücre kültüründen elde edilen cDNA‟lar ile yapılan Real Time 

PCR uygulamalarında 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 hücrelerinde KSE2 grubu muamelesi SLC1A2‟nin ekspresyonunu kontrol 

grubuna göre yaklaĢık 2,5 kat arttırarak p<0,001 seviyesinde istatiksel olarak anlamlı 

artıĢa neden olmuĢtur. Ancak KSE2 grubu GRIN2C‟nin ekspresyonunda kontrol 

grubuna göre bir değiĢikliğe yol açmamıĢtır. 

SLC1A2 hücre dıĢında bulunan fazla nörotransmitter glutamatı uzaklaĢtıran bir 

glutamat taĢıyıcısıdır. Kanser hücrelerinde KSE2 grubunun muamelesi ile SLC1A2‟nin 

ekspresyonunun kontrol grubuna göre 2,5 kat artması KSE2 grubunun U87MG kanser 

hücrelerindeki sitotoksik etkisini (%58,7) açıklamaktadır. GBM kanser hücreleri 

eksitoksik seviyede glutamatın ve glutamat reseptörlerinin salınımını yapmaktadır 

(Brocke et al. 2010). SLC1A2‟nin  (GLT1) ekspresyonundaki sağlanan artıĢ ile birlikte 

kanser hücrelerinde yüksek miktarda salınımı yapılan glutamat ortamdan 

uzaklaĢtırılmıĢtır. GRIN2C NMDA reseptörlerinin bir alt birimini kodlar. KSE2 

grubunun GRIN2C ekspresyonunda herhangi bir etkide bulunmamasıyla kanser 

hücreleri üzerindeki sitotoksik etkinin nedeni SLC1A2‟nin aĢırı uyarımı ile apoptozu 

indüklemesi olabilir. 



111 
 

 

U87MG hücre hattında kullanılan ilgili grupların hepsi kontrol grubuna göre 

SLC1A2‟nin ekspresyonunu p<0,001 seviyesinde arttırmıĢlardır. Ancak KAE2 grubu 

SLC1A2‟nin ekspresyonunu kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık 5 kat arttırarak öne 

çıkmaktadır. GRIN2C ekspresyonunu ise bu grup (KAE2) kontrol grubuna göre p<0,05 

seviyesinde anlamlı olarak bir azalmaya neden olmuĢtur. KAE2 grubu ile kanser 

hücrelerindeki % canlılık oranı kontrol grubuna göre %47,9‟a indirilmiĢtir. Burada 

SLC1A2‟nin ekspresyonunun yaklaĢık 5 kat arttırılması ile ortamdaki glutamatın hemen 

uzaklaĢtırılması ve SLC1A2‟nin aĢırı eksprese olmasıyla apoptozun indüklenmesi bu 

canlılık oranındaki baĢarıyı doğrulamaktadır. 

Kanser hücre kültüründe SLC1A2‟nin ekspresyonunda kontrol grubuna göre artıĢa 

neden olan KSEF2, KAE2, KAEF2 grupları GRIN2C ekspresyonunda kontrol grubuna 

göre azalmaya neden olmuĢlardır. GRIN2C ekspresyonunu en fazla azaltan grup T 

grubu olmuĢtur 
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5. SONUÇ 

PON1 enzimi üç fazlı ayrım sistemi (ÜFA) ile insan serumundan ilk kez 

saflaĢtırılmıĢtır. Bu amaçla ilk basamakta %60-80 amonyum sülfat çöktürmesi, ikinci 

basamakta sabit %20 amonyum sülfat konsantrasyonunda n-bütanol oranı olarak 1,0:0,5 

(serum:t-bütanol) belirlenmiĢ ve son basamakta ikinci amonyum sülfat oranı olarak 

%25 amonyum sülfat konsantrasyonunda 1,0:0,5 serum:n-bütanol ortamında PON1 

enzimi ara fazda elde edilmiĢtir. 3. saflaĢtırma aĢamasında 1368,83 EU/mL aktivite, 

2,05.10
4 

EU/mL toplam aktivite, %49,87 verim, 575,8 EU/mL spesifik aktivite, 2,377 

mg/mL protein, 182,66 saflaĢtırma katsayısı elde edilmiĢtir. SDS-PAGE yapılarak 

PON1 enziminin MA‟sı yaklaĢık 45 kDa olarak tespit edilmiĢtir. ÜFA ile saflaĢtırılmıĢ 

PON1 enziminin optimum pH‟sı 8,1, stabil pH‟sı 7,0, optimum sıcaklığı 37°C, stabil 

sıcaklığı 20°C olarak belirlenmiĢtir. PON1 enziminin karakterizasyon çalıĢmalarında 

kullanılan antioksidanlardan 4-hidroksibenzoik asitin yarıĢmasız, 5-izopropil-2-

metilfenol, 5,5-dithiobis (2-nitro-benzoik asit), Öjenol, 4-hidroksi-3-metoksisinamik 

asit, Sinapik asit, 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit, 2,6-dimetoksifenol, 3,4-

dihidroksisinamik asidin ise yarıĢmalı inhibisyon gösterdiği tespit edilmiĢtir.  

Karadut su ektraktı (KSE) için 258 nm, karadut alkol ekstraktı (KAE) için 596 nm dalga 

boyunda spektrofotometrik ölçümler alınmıĢtır. Karadut ekstraktlarının γ-Fe2O3 

nanopartiküllerine immobilizasyonuna ait yapılan optimizasyon çalıĢmalarında 

optimum immobilizasyon süresi ve optimum materyal konsantrasyonu her iki ekstrakt 

için sırasıyla 60 dk, 10 mg/mL olarak tespit edilmiĢtir. Optimum pH ve optimum 

sıcaklık KSE ve KAE için sırasıyla pH 7,0, 30°C ve pH 6,0, 20°C olarak belirlenmiĢtir. 

Çizelge 4.9‟da yer alan grupların nöron hücreleri üzerindeki toksisite etkisine dair 

yapılan çalıĢmada; KSE1, KSE2 ve KSEF1 grupları nöron hücrelerinde kontrol 

gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı bir toksisiteye sebep olmazken U87MG 

kanser hücre kültüründe KSE1 (%73,7), KSE2 (%58,7) anlamlı azalmalara yol açmıĢtır 

(parantez içi değerler % canlılık oranı‟dır). 
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Real Time PCR çalıĢmalarında nöron kültüründe KSE2, KAE2, KAEF2 grupları 

SLC1A2‟nin ekspresyonunu kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttırmıĢken GRIN2C 

ekspresyonunu KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2 ve T grupları anlamlı olarak azaltmıĢtır. 

U87MG kanser hücre kültüründe ise KSE2, KSEF2, KAE2, KAEF2 grupları SLC1A2 

ekspresyonunu kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttırırken, KSEF2, KAE2, KAEF2 

ve T grupları GRIN2C ekspresyonunu kontrol grubuna göre anlamlı azaltmıĢlardır. 

Antioksidatif bir meyve olan karadutun hem alkol ve su ekstraktlarının direk 

kullanımının γ-Fe2O3 nanopartiküllere immobilize halinden daha etkili olduğu 

belirlenmiĢtir. 

Sonuç olarak, ÜFA yöntemi kullanılarak, insan serumundan PON1 enzimi daha kısa 

sürede ve daha yüksek verimle saflaĢtırılmıĢtır. Enzimin aktivite geri kazanımı, 

kromatografik yöntemlerle PON1 enziminin saflaĢtırılması çalıĢmalarından daha yüksek 

bulunmuĢtur. SaflaĢtırma aĢamalarının, özellikle yüksek aktivite kazancının yanında 

hızlı, ucuz ve üç basamakta yapılabilir olması bu sürecin potansiyelini göstermekte 

endüstriyel ölçekteki enzim saflaĢtırma uygulamaları için büyük avantaj taĢımaktadır. 

ÇalıĢmanın ikinci aĢamasında ise karadut alkol ve karadut su ekstraktlarının U87MG 

kanser hücrelerinde ve sinir hücrelerinde etkili oldukları belirlenmiĢtir ve kanser 

tedavisi için taĢıdığı önemi moleküler çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. 
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