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Noroblastom beyin dokusu igerisinde hizli bir sekilde yayilabilen ve en sik rastlanilan tiimor
cesididir. Bu tiimor hiicreleri kemoterapide kullanilan ilaglara karsi diren¢ kazanmaktadir.
Ayrica kemoterapide kullanilan anti-kanserojen ilaglarin ciddi yan etkileri s6z konusudur ve ilag
kullanimina bagli olarak hastalarin siirveyleri olduk¢a azalmaktadir. Diger taraftan, son yillarda
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilabilecek dogal ve biyolojik etkili bilesiklerin
kesfedilmesi en popiiler arastirma konulari arasinda yer almaktadir. Seskiterpenler dogal
iriinlerin en yaygin gruplarindan biridir. Bitkilerde ve hayvanlarda bir¢ok farkli islevleri
bulunurken gidalarda aroma bilesenleri olarak yer almaktadirlar. Bu nedenlerle, tez kapsaminda
bazi 6nemli seskiterpen bilesiklerin normal ve kanserli fare beyin hiicre hatlar1 (N2a) iizerine in
vitro sitolojik, biyokimyasal ve genetik etkilerinin aragtirilmasi amaglanmustir. Ayrica literatiirde
tez kapsaminda test edilecek olan farkli seskiterpenlerin beyin tiimorii hiicrelerinde ¢ogalmay1
baskilayip baskilamadigi konusunda herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Calismamizda
yer alan seskiterpenler (farnesen (FNS), zingiberen (ZNG), gayazulen (GYZ), kopaen (KOP) ve
siklosativen (SSV)) ¢esitli konsantrasyonlarda kiiltlir ortamina ilave edilerek hiicre ¢ogalmasi
tizerine etkileri 3-(4,5 dimetylthiazol -2-yl) - 2,5 diphenltetrazolium bromid (MTT) yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Hiicre kiiltiirlerinde oksidatif etkilerin degerlendirilmesinde toplam
antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan durum (TOD) parametreleri kullanilmigtir. Ayni
zamanda, seskiterpenlerin normal ve kanserli beyin hiicreleri iizerine olan genetik etkileri tek
hiicre jel elektroforezi (Comet testi) yontemi ile ilk kez degerlendirilmistir. Bulgularimz
sozkonusu bilesiklerin (GYZ hari¢) diisiik konsantrasyonlarda antioksidan aktivitelerinin
varligimi ve yiiksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkili olduklarini ortaya koydu. Test edilen
tiim bilesikler non-genotoksik etkili bulundu. Basta ZNG olmak iizere KOP ve SSV N2a
noroblastom hiicrelerine karsi antikanserojenik aktivite gosterdi. Tez kapsaminda elde edilen
bulgular 1s18inda farkli yapida seskiterpenlerin N2a beyin tiimorii hiicre hatlarinda
antikanserojenik aktivitelerinin multidisipliner yaklagimlar ile belirlenmesiyle, beyin
kanserlerinin tedavisinde yeni bir yaklasimin 6nerilebilecegi kanaatindeyiz.
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Neuroblastoma could invade into brain tissues quickly and the most coincided tumor species.
These tumour cells usually attempt to offer resistance to the drugs that used in chemotherapy.
Also the anti-neoplastic drugs used in chemotherapy have serious adverse effects and the
patients have poor chances to live due to drug usage. On the other hand, discovering of the
naturel and biologically effective compounds in treatments of various cancer types becomes one
of the most popular research topics. Sesquiterpenes are one of the most common naturel
products. They have not only several functions in plants and animals, but also take place in
nutrients as aromatic compounds. For these reasons, it was aimed to search the cytological,
biochemical and genetic effects of some important sesquiterpen compounds on healthy cells
(neuron) and N2a brain cell lines in the extent of thesis. Notwithstanding, there were no
investigation on whether different sesquiterpenes, which were tested in this thesis, supressed the
cell proliferation in brain tumour cells. The effects of selected sesquiterpenes (farnesene (FNS),
zingiberene (ZNG), guaiazulene (GYZ), copaene (COP) and cyclosativene (CSV)) at various
concentrations on cell proliferation were determined by 3-(4,5 dimetylthiazol -2-yl) - 2,5
diphenltetrazolium bromide (MTT) assay. And total antioxidant capacity (TAC) and total
oxidative stress (TOS) parameters were used for the assesments of oxidative effects in cell
cultures. Besides, the genetic effects of sesquiterpenes on healthy and cancerous brain cells
were assessed by singel cell gel electrophoresis (SCGGE or Comet assay) firstly. Our results
revealed that the sesquiterpenes (except for GYZ) exhibited antioxidant activities at their low
doses and cytotoxic at high doses. All tested compounds were found to be non-genotoxic.
Primarily ZNG and then COP and CSV showed anticarcinogenic activities against
neuroblastoma cells. We think that, it is possible to suggest the novel approaches to treatments
of brain cancers by the multidisciplinary establishment of the anticarcinogenic effects of
different sesquiterpene compounds on N2a brain tumour cells within the light of the findings of
this thesis.
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1. GIRIS

Noroblastom noral krestten koken alan, sempatik sinir sisteminden orijinli embriyonik
sinir hiicrelerinden olusan c¢ocukluk cagimin sik goriilen ekstrakranial solid malign
timordiir (Maris et al. 1999; Demirkaya et al. 2008; Aktas vd 2010). Malign timor ve
hastaliklar ¢ocuklardaki 6liim sebepleri arasinda travmadan sonra ikinci sirada yer alir.
Cocukluk yas grubundaki malign timér ve hastaliklarin 2/3’lnii solid tlimorler
olusturur. En sik goriilen tiimorler 16semi, lenfoma ve ndroblastom’dur Intrakranial
timorler tiim primer sinir sistemi tiimorlerinin %85-90’1m1 olusturmaktadir (Karlsson et
al. 2004). Intrakranial tiimérler glial dokudan, meninkslerden, noronlardan, endokrin
hiicrelerden veya damarlardan kaynaklanabilir. Noroblastom ve ganglionéroma,
embriyonik noral krest’den kaynaklanan hiicrelerden geligir. Bu hiicreler esas olarak
sempatik sinir sistemi ve siirrenal medulla’da bulunur. Timor kafatasi kaidesinden
presarkal bolgeye kadar bu zincir boyunca her yerde gelisebilir. Noroblastom’un
erkeklerde goriilme oran1 daha fazladir (Levin et al. 2001). Histopatolojik
incelemelerde, hiicreden zengin stromada neoplastik hiicrelerin pleomorfizm 6zellik
gosterdikleri ve anaplazik indifferansiye oOzellikler tasidiklari izlenebilir. Timoriin
patogenez, genetik ve biyolojisinin daha iyi anlagilmasi, bu hastalarin prognozunda
diizelme saglanabilmesi igin gerekli temel kosullardan biridir. Son yillarda timor
biyolojisi hakkinda bilgilerin artis1 tedavilerde basari olasiligini artirmaktadir (Tiirk
Pediatrik Onkoloji Grubu 2003). Bununla birlikte, multimodel tedavilerde gelismelere
karsin ilerlemis hastaliklarda sagkalim kotiidiir (Mora and Gerald 2004; Maris 2005;
Aktas 2010).

Bitkilerde ve bazi omurgasiz hayvanlarda organizma igeriginde yer alan bazi dogal ve
aktif biyolojik bilesikler noroblastom hiicrelerine karsi farkli derecelerde etkili
bulunmuslardir. Bu bilesiklerden bazilar1 farnesil pirofosfat (Hooff et al. 2010),
bilobalid (Shi et al. 2010), fenil biitirik asit (Wiley et al. 2010), artesunat (Michaelis et
al. 2010), katekol (Lima et al. 2008), dsideamin (Suna et al. 2009), bisfosfonat,
zoledronik asit (Backman et al. 2008), huperzin (Hemendinger et al. 2008), maprotilin
(Hsu et al. 2004) ve artemisinin (Smith et al. 2001)’dir.



Diger taraftan terpenler, hidrokarbonlarin genis ve ¢esitli bir sinifi olup, baslica bitkiler;
ozellikle igne yapraklilar, tarafindan iiretilmekle beraber bazi bdcekler tarafindan da
salgilanabilmektedirler. Ugucu yaglarin ¢ogunda bol miktarda terpenik hidrokarbon
bulunmaktadir. Terpenler, yapilar1 izopren birimlerine béliinebilen dogal iirtinler olarak
tanimlanmaktadir. Bitkide herhangi bir biyolojik olaya katilmayan ugucu yaglarin hangi
amagla salgilandigi tam olarak bilinmemekle birlikte yaralanmalara karst olusan
recineye karsi ¢oziicii gorevi gordiigli, genellikle ugucu yag tasiyan bitkilerin sicak
iklimlerde fazla sayida yetismesi nedeniyle bitkinin ugucu yagi iizerindeki havayi
baglayarak fazla su kaybin1 dnlemek amaciyla salgilandigi da diisiiniilmektedir (Isik
2005; Kivrak 2006; Karahan 2007).Terpenler biyosentetik olarak izopren birimlerden
iiretilirler ve bu birimin adi izopren olup kimyasal formiilii CsHg’dir. Iki izopren
molekiilinden olusan on karbonlu terpenler monoterpen (CioHig), li¢ izopren
molekiiliinden olusan onbes karbonlu terpenler seskiterpen (CisHz), dort izopren
molekiilinden olusan yirmi karbonlu terpenler diterpen (CpzoHsz) olarak adlandirilir.
Seskiterpenler, asiklik seskiterpenler, monosiklik seskiterpenler, bisiklik seskiterpenler,
trisiklik seskiterpenler, tetrasiklik seskiterpenler olmak iizere bes gruba ayrilmaktadir
(Kineci 2005). Yurdumuzda 133 kadar cinsi ve 1156’dan fazla tiirii olan Compositae
familyas:1 (Tosun and Ozkal 2000) ve Umbelliferae familyas: (Tosun and Ozkal 2003)
bol miktarlarda seskiterpen yapisindaki bilesiklerden igermektedir.

Bilindigi gibi genetik degisiklikler ve kanser arasindaki nedensel bir iligkinin varligi
bircok deneysel ve epidemiyolojik veri ile desteklenmektedir. Timor baskilayici
genlerin mutasyonel inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu, bir¢ok kanser tiiriiniin
gelisimi ile baglantilidir. Mutajenite ve karsinojenite arasindaki iligski, hem karakteristik
mutasyonlara neden olan kimyasal maddelere maruz kalma sonucu gelisen kanserlerle,
hem de deoksiribonukleikasit (DNA) onarim hatalari sonucu artan kanser riski ile
anlagilabilir. Mutajenite kanser gelisiminin hem baglangi¢, hem de gelisme evresinde rol
oynamaktadir (Lehman 1997; Chu 2001; Biitiiner and Kantarc1 2006). Kanser
olusumlar1 anti-genotoksik ajanlarla engellenebilmektedir. Nitekim bu 6zelliklerinden
dolayr kanser tedavisinde bitkisel materyaller ve etkin bilesikler siklikla tercih

edilmektedir (Frontling and Bulmer 1998).



Giliniimilize kadar yiiriitiilmiis olan sinirli sayidaki arastirmalarda bazi seskiterpenlerin
meme (Costarelli et al. 2010), prostat (Kawasaki et al. 2009), karaciger (Taha et al.
2010), akciger (Rasheed et al. 2010) ve kemik (Sung et al. 2009) kanserlerinin
olusumunu engelledigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda, son yillarda bazi seskiterpen
bilesiklerinin kan beyin bariyerinden gecebildigi veya bu yapiy1 etkileyebildigi bilgisi,
seskiterpenlerin beyin kanserlerinin olusumunun engellenmesinde de kulanilabilecegini

disiindiirmustiir (Coleman et al. 2008; Wu et al. 2009).

Bugiin bitki iceriklerinde seskiterpen yapisinda 1000 kadar bilesik bulundugu
bilinmektedir (Umay 2007). Tez kapsaminda dogada olduk¢a yaygin bulunan, kimyasal
ozellikleri ve gruplart farkli olan asiklik (farnesen), monosiklik (zingiberen), bisiklik
(gayazulen), trisiklik (kopaen) ve tetrasiklik (siklosativen) seskiterpen bilesiklerinin
noroblastomlu noron hiicre kiiltiirleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
Bilgilerimize gore bu onemli bes seskiterpen bilesiginin N2a nodroblastom hiicreleri
izerine olan etkileri heniiz arastirilmamistir. Bu bilesiklerin toksik etkileri hakkinda
bilinenlerin oldukg¢a sinirli olusu, ustelik norotoksisite bulgularinin heniiz kayith

olmayisi calisma kapsaminda test bilesikleri olarak secilmelerini saglamistir.

Tez kapsaminda planlanan g¢aligmalar gerceklestirildikten sonra elde edilecek olan
bulgular 1s18inda insan sagligi i¢in Onemli sonuglar ortaya c¢ikarilacaktir. Nitekim
hayvan beyin tiimdrleri, insan beyin tiimérleriyle olan benzerliklerinden dolay1 klinikte
parametrelerin tanimlanmas1 ve dogru tedavinin uygulanabilmesi agisindan oldukga
onemli kabul edilmektedir. Bu nedenle ¢aligmamiz kapsaminda hayvan tiimdér modeli
olarak sigan N2a hiicre hatlar1 kullanilmigtir. N2a néroblastom hiicreleri yiiksek mitotik
aktivite, niikleer pleomorfizm, timor nekroz odaklari, timor igi kanama gibi gesitli
malign glioblastoma karakteristiklerine sahip hiicreler olarak kanser arastirmalarinda
siklikla kullanilmaktadir. Tez bulgular1 ile kimyasal tedavi yaklagimlarimin yerinin
biyolojik aktif bilesiklerle doldurulabilmesi ve kimyasallara karsi gelisen istenmeyen
direncin ortadan kaldirtlmasi hedeflenmistir. Diger taraftan, test edilen Seskiterpen
bilesiklerinin norotoksik etkilerinin belirlenmesi ile literatiirdeki bu 6nemli boslugu
doldurulmas1 da planlanmigtir. Beyin tiimor hastaliklarinin tedavisinde farkli bir

yontemi ortaya ¢ikarabilmek icin hazirlanan bu tez kapsaminda, sitolojik, biyokimyasal



ve genetik degisimler, sonuglar1 oldukg¢a giivenilir ve gegerli olan 3-(4,5 dimetylthiazol -
2 —yl) — 2,5 diphenltetrazolium bromid (MTT), toplam antioksidan kapasite (TAK),
toplam oksidan durum (TOD) ve tek hiicre jel elektroforezi (SCGE ya da Comet)

analizleri ile arastirilmustr.

Tezin ana amaci beyin tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayict ve nodronlari
koruyucu biyolojik materyaller Onerebilmektir. Ancak, bu bilesikler koruyucu
bulunamazlar ise seskiterpen bilesiklerin toksik olduklari doz araliklar1 daha genis bir
bicimde belirlenecektir. Boylece oldukga biiyiik insan populasyonlarinin maruz kaldigi

bu bilesiklerin toksisite mekanizmalarini aydinlatmaya yonelik bulgular saglanacaktir.

1.1. Kanser

Kanser, insanda hiicrelerin bagimsiz (otonomi) ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi
(kontak inhibisyon kaybi), normal doku ve organlari istila etmesi ve tiim viicuda
yayilmasi ile karakterize edilen ve halen gelismis iilkelerde kalp-damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer alan oldiiriicii bir hastaliktir (Tozkoparan ve Aytag 2007; Turhan
2008; Celik 2012).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore 2004 yilinda 7,4 milyon kisinin kanserden
oldiigi ve bu rakamin 2020 yilinda 15 milyon kisiye ¢ikacagi tahmin edilmektedir
(Glizey 2007; Bayrak vd 2010). Tiirkiye’de ise her y1l yaklasik yiizbinin iizerinde yeni
kanser olgusuna rastlanmaktadir. 2020 yilinda kanserin sebep oldugu oliimlerin
hastaliklarindan 6liimde %75 ile %100 oraninda artacagi Ongoriilmektedir (Glizey

2007).

Kanser hastaliginin nedenleri arasinda, alkol ve tiitlin kullanim1 aliskanliklari, ¢evre
kirliligi, ¢esitli enfeksiyonlar, ilaglar, cinsel davranig, meslek tiirleri, jeofizik etkenler,
genetik yatkinlik ve beslenme aligkanliklar1 yer almaktadir (Cotran et al. 1989; Geoffrey
et al. 2006; Celik 2012).



Normal hiicreler ve kanserli hiicreler

Normal (saglikll) hiicreler Olen hiicrelerin yenilenmesi, yaralarin ve dokularin
onarilmasi i¢in bdliinme yeteneklerini kullanirlar. Ne zaman ve nerede bdliinecegini
bilme vyetenegine sahiptirler. Sonsuz boliinmezler. Sinirli mitotik  boliinmelere

sahiptirler. Béliinmeye ve biliylimeye uygun olmadiklarinda yaslanirlar (Anonim 2013).

Saglikli hiicrelerde telomerler her boliinmeden sonra kisalirken, kanser hiicrelerinde
telomerler telomeraz enzimiyle yenilenmektedir. Sonug olarak telomer uzunlugu siirekli
sabit kalmakta ve kanser hiicresi sinirsiz bir seklide gogalmaktadir (Karp 1999; Barutga
2006; Giizey 2007).

Kanser hiicreleri anaeropturlar. Solunum enzimleri, sitokromlar ve sitokrom oksidaz
gibi vital proteinlerinin azhigiyla dikkat c¢ekerler. Ayrica glikozu laktik asite
dontistiirerek oksijenden bagimsiz beslenme yetenegine sahiptirler. Bu hiicrelerin diger
bir 6zelligi ise saglikli hiicrelere gore %40 daha az kalsiyuma sahip olmalaridir. Bu
durum hiicrelerin birbirinden daha ¢cabuk kopmasina ve dolasim yoluyla baska dokulara

taginmasina sebep olmaktadir (Karp 1999).

Kanserli dokular {i¢ grup altinda incelenmektedir. Bunlar, benign (iyi huylu), premalign

(intermediyer) ve malign (kotii huylu) dir.

Benign tiimorler sinirli biiyime potansiyeline sahip olan metastaz olusumuna sebep
olmayan iyi huylu tiimérlerdir. Herhangi bir dokuda olusabilme yetenegine sahiptirler.
Kenarlar1 diizenlidir. Tek zararlari bulundugu bélgede basing olusturmalaridir (Franks
and Teich 1996; Klug and Cummings 2002; Gilizey 2007). Kokenini aldigi hiicrelere
yapisal ve fonksiyonel olarak benzeyen tiimorlerdir. Genel olarak yavas biiyiirler.
Infiltrasyon (madde birikimi ve dokuya sizma), invazyon (tiimdriin doku ve organa
yayilmasi) ve metastaz yapmazlar. Tiimoriin kaynaklandigi hiicre tipine, mikroskobik ve
makroskobik 6zelliklerine ya da kdken aldiklari hiicrelerin sonuna —om ya da —oma eki
getirilerek isimlendirilirler (Livolsi et al. 1992; Vander et al. 1994; Ozekinci 2003).



Premalign (intermediyer) tiimorler iyi huylu (benign) tiimorlerin kotii huylu (malign)
timorlere donlismesiyle olusan tiimorlerdir  (Franks and Teich 1996; Klug and
Cummings 2002; Karp 2005; Giizey 2007).

Malign tiimorler ise kanser olarak adlandirilan metastaz olusumuna sebep olan koti
huylu tiimoérlerdir. Cevre dokuya yayilarak tahribat gosterirler. Lenfotik yayilim,
hemotojen yayilim ve viicut bosluklarina ekilme olarak {i¢ yoldan yayilim yaparlar.
Malign tiimorler isimlendirilmesinde timor epitel kokenli ise ‘karsinoma’, bag ve
destek doku kokenli ise ‘sarkoma’ kan hiicrelerinde goriiliiyorsa ‘16semi’, immiin

sistemde goriiliiyorsa ‘lenfoma’ adin1 alir (Livolsi et al. 1992; Vander et al. 1994).

Kanser hastaligi tek bir mutant hiicrenin ¢ogalmasi sonucu gelismektedir. Fakat bu
durum tiimor gelismesine neden olan hiicrenin baslangigtaki kanser hiicresinin biitiin
ozelliklerine sahip oldugu anlamina gelmemelidir. Ciinkii kanserin gelismesi ¢ok
asamal1 bir siirectir. Hiicresel diizeyde kanser gelisiminde kanserin mutasyonlar1 igeren
¢ok agamali bir siire¢ sonunda ¢ogalma, sag kalim, invazyon ve metastaz yetenekleri
artan hiicrelerin se¢ilmesi seklinde ortaya ¢iktigi goriilmiistiir (Geoffrey et al. 2006;
Turhan 2008; Celik 2012).

Tek bir hiicrede meydana gelen herhangi bir genetik degisiklik ya da mutasyon
kimyasal, fiziksel veya viral kaynakli karsinojenlerden kaynaklanabilmektedir (Cotran
et al. 1989).

Kimyasal karsinojenler etkilerini DNA’da hasar yaparak ya da mutasyonlar1 uyararak
gostermektedir. Baglica kimyasal karsinojenler nitrozaminler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar  (benzopren), aromatik aminler, muhtelif ilaglar (alkilleyici
kemoterapotik ajanlar), dogal bulunan bilesikler (Aflatoksin B) ve ¢esitli inorganik
(asbest, arsenik, krom, kadmiyum vb) bilesiklerdir (Cotran et al. 1989; Geoffrey et al.
2006; Turhan 2008).

Fiziksel karsinojenler olarak X 1sinlari (rontgen), noniyonize radyasyon (solar),



hipertermi, iyonize radyasyon, giinesteki ultraviyole (mor Otesi isinlar), radyoaktif
etkenler (alfa, beta, gama 1sinlar1), kronik irritasyon, inflamasyon ve tiitiin kullanimi

sayilabilir (Birand and Knop 1996; Akdemir ve Birol 2004; Kurt 2008).

Bazi kanserler ise viral kaynaklidir. Viriislerin neden oldugu kanserlerin basinda
karaciger ve serviks kanseri gelmektedir. Yapilan calismalarda Hepatit B viriisii ile
hepatoselliiler karsinom, Epstein Barr viriisii ile Burkit lenfoma ve nazofarinks kanseri,
insan papilloma viriisii (HPV) ile serviks kanseri ve HIV (Insan Bagisiklik Yetmezlik
Viriisii) ile Kaposi sarkomu arasinda iliski tespit edilmistir (Cotran et al. 1989; Geoffrey
et al. 2006; Turhan 2008).

1.1.1. Kanserin molekiiler temeli

Kokenleri, molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 birbirlerinden farkli olsa da, kanser

hiicrelerinin dort 6nemli 6zelligi vardir. Bunlar;

1. Hiicresel cogalmay sinirlayan faktorler inaktiftir.

2. Farklilagsma diizensizdir. Anormal hiicre olusumu goézlenir.

3. Kromozomal ve genetik stabilite bozulmustur. Invazyon ve metastaz yapabilen farkli
hiicre olusumlar1 gozlenir.

4. Apoptozis (hiicre Oliim programi) denetlenemez hale gelmistir (Hanahan and
Weinberg 2000; Geoffrey et al. 2006; Turhan 2008).

Hiicresel dongii ve kontrol noktalar

Hiicrelerin ¢ogalmasi hiicre dongiisii adi1 verilen bir dizi olaymn sonucunda
gerceklesmektedir. Bir hiicrenin mitoz boliinmeyle iki yeni hiicre meydana getirmesi G1
(gap 1), S (sentez), G2 (gap 2) ve M (mitoz) olmak lizere dort asamadan olusmaktadir.
Mitoz disindaki evrelerin tiimii interfaz olarak adlandirilmaktadir. G1 basamagi
mitozdan hemen sonra baslayan ve pek cok sitoplazmik elementin sentezlendigini

basamaktir. Ikinci basamak olan S basamaginda DNA replikasyonu ile kromozom sayisi



iki katina ¢ikar. G2 basamaginda ise biiyiime ve sentez olaylar1 devam eder ve hiicre
mitoza hazirlanir. Ayrica bunlara ilaveten mitozdan ¢ikan hiicrenin hiicresel dongiiden
cikarak dinlenme evresine gectigi GO basamagida bulunmaktadir (Giines 1999; Toprak
2001; Klug and Cummings 2002).

Interfaz sathasinda sayilan bu evreler birbirini izleyen ve aralarinda inhibe edici ve
aktive edici etkenlerin bulundugu kontrol noktalar1 olan sistematik ve programlanmis
bir dizi siiregten meydana gelmektedir olmaktadir (Andreeff et al. 2000; Lodish and
Berk 2000; Vermeulen et al. 2003).

Hiicresel dongiide ii¢ ana kontrol noktasi (G1/S, G2/M ve M) bulunmaktadir. G1/S ve
G2/M kontrol noktalarinda siklinler ve protein kinazlar rol oynamaktadir. Siklinler
siklin bagimli kinazlarla birleserek protein kinazlarin fosforile edecegi hedef proteinini
secerler. Protein kinazlar ise hiicre dongiisiine katilan bu proteinlerin fosforilasyonuna
yol acarak aktivitelerini diizenler. M kontrol noktasinda ise kromozomlarin ig ipliklerine
baglanmasi engellenir ve hiicrenin anafaza girmesi inhibe edilir. Bu kontrol
noktalarindan birinde meydana gelen bir hasar ve ayrica kinazlar1 ve siklinleri meydana
getiren genlerdeki herhangi bir mutasyon normal hiicrenin kanser hiicresine
dontigiimiine sebep olmaktadir (Andreeff et al. 2000; Lodish and Berk 2000; Vermeulen
et al. 2003a). Hiicre siklusu kontrol noktalar1 Sekil 1.1°de gosterilmistir (Aktas 2010).



Kromozomun
yanhs siralanmasi

Replike olmamis
ya da hasarh
DNA

) Hasarli DNA

Sekil 1.1. Hiicre siklusu kontrol noktalar1

Apoptozis

Organizmadaki hiicre sayisi homeostasinin korunmasinda olduk¢a Onemlidir. Yeni
hiicreler sentezlenirken var olan hiicrelerin bir kismi 6lmekte ve bu sayede homeostazi
saglanmaktadir. Iki cesit hiicre 6liimii vardir bunlar apoptozis ve nekrozdur. Apoptozis
genler tarafindan kontrol edilen, dokularin dengesi ve gelisimi i¢in gerekli olan 6lim
mekanizmasidir. Apoptozis esnasinda kaspazlar (sistein-proteaz grubu enzimler) 6nemli

rol oynamaktadir. Apoptoziste li¢ biyokimyasal yolak bulunmaktadir.

1. yolak Bcl-2 ailesinin aracilik ettigi mitokondriyal sitokrom C yolagidir. Apaf-1
aktive olmasi sonucu, kaspaz—9 ve sonra da kaspaz—3 aktive olmaktadir.

2. yolakta timor nekroze edici faktor (TNF) reseptor ailesinin hiicreye baglanmasi
kaspaz-8’i ve kaspaz-3’ii aktive etmektedir.

3. yolakta granzime B (sitotoksik T hiicresi iiriinii) bir takim kaspazlari aktive etmekte
ve apoptozis baslamaktadir (Andreeff et al. 2000; Hostanska et al. 2003; Yin et al.
2004; Glizey 2007).
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Apoptozis sirasinda ¢ekirdek biiziiliir ve kromatin yap1 yogunlasir. DNA nukleazlarca
pargalanir. Hiicrenin diger hiicrelerle baglantisi kopar ve hiicre apoptotik pargalara
ayrilir. Bu parcalar komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir. Bu slire¢te meydana gelen
bir bozukluk Olmesi gereken hiicrenin yasamasi genetik bozukluga ve mutasyonlu
hiicrelerin olusmasina sebep olmaktadir (Lodish and Berk 2000; Vermeulen et al.
2003b; Guimaras and Linden 2004).

Diger bir 6liim mekanizmasi ise nekrozdur. Nekroz (kontrolsiiz hiicre 6liimii) hiicre
sismesi ve hizli dejenerasyon olarak tanimlanmaktadir. Nekrozda apoptozisin tersine
hiicre biitiinliigii bozulmakta ve hiicre igerigi dis ortama yayilmaktadir (Lodish and Berk
2000; Vermeulen et al. 2003; Guimaras and Linden 2004).

Protoonkogenler, onkogenler ve tiimor baskilayici genler

Protoonkogenler normal hiicrelerde biiylime ve farklilasmayr ve ayni zamanda
biyokimyasal olaylar1 yoneten proteinleri sifreleyen genler olarak tanimlanmaktadir.
Uretilen bu proteinler ¢ogunlukla biiyiime faktdrleri, hiicrede uyarilar: alan reseptorler
ve uyart ileten molekiillerdir. Bazi protoonkogenler ise transkripsiyonda etkili
olmaktadir. Bu genlerin herhangi birinde meydana gelen mutasyon protoonkogenlerin
onkogenlere doniisiimiine sebep olmaktadir. Onkogenler kontrolsiiz hiicre boliinmesine
sebep olan genler olarak tanimlanmaktadir. Protoonkogenlerin onkogenlere
donilisiimiine mutasyonlar, translokasyonlar ve asir1 gen ifadesi mekanizmalar1 sebep

olmaktadir (Verimli 1996; Fiskin 2002; Aktas 2010).

Tiimor baskilayict genler hiicre boliinmesini durduran genler olarak tanimlanmaktadir.
Onkogenlerin tersi yoniinde haraket ederler. Inaktif olmalari halinde timér olusumunu
sebep olurlar. Tiimor baskilayict genlere 6rnek olarak hiicre siklusu kontrol proteinleri,
DNA tamir proteinleri, hiicreleraras1 iletisimde gorevli proteinler ve antiapoptotik
proteinler verilebilir. En iyi bilinen tiimor baskilayict gen p53 genidir p53 geni hiicre
dongiisiinde G1°den S fazina gecisi kontrol etmektedir (DeVita et al. 1997; Kopnin
2000; Ar1 2008; Aktas 2010).
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Invazyon, metastaz, anjiyogenez

Invazyon metastaz olusumunun baslangi¢ asamasidir ve ii¢ basamaklidir. Bunlar
mekanik baski, litik enzimlerin salimi ve tiimor hiicrelerinin hareketliliginin artmasi

seklindedir (Franks and Teich 1996; Baloglu 2001; Aktas 2010).

Timorlesen hiicrelerden ayrilan kanser hiicrelerinin kan ve lenf yoluyla baska bolgelere
taginmast ve orada tiimor olusturmasi metastaz olarak tanimlanmaktadir (Franks and

Teich, 1996; Baloglu 2001; Aktas 2010).

Anjiyogenez ise mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlar1 olugsmasi anlamina
gelmektedir. Anjiyogenez organizmanin biitiinliigiiniin korunmasi ve devam etmesinde
(mentsrual siklus, doku rejerenasyonu, embriyogenez ve organ gelisimi) olduk¢a 6nemli
bir siiregtir (Maharaj et al. 2007). Anjiyogenez damar endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF), anjiyogenin, anjiyotropin, transforme edici
biiylime faktorii (TGF a ve B) ve epidermal biiyiime faktorii gibi birgok faktor
tarafindan uyarilmakta ve angiostatin, endostatin ve trombospondin-1 gibi faktorlerle
inhibe edilmektedir. Timor hiicrelerinde goriilen anjiyogenez ise tiimoriin metastaz
potansiyelini arttirmaktadir. Anjiyogenez olmadigi durumlarda ise timor anaerop
metabolizma yoluyla yasamini siirdiirebilmektedir (Fidler et al. 2001; Kenemans et al.
2004).

1.1.2. Kanser tedavisi

Kanser tedavisinde cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi yontemleri ve yeni
tedavi yontemleri olan immunoterapi, gen tedavisi, sinyal ileti sistemi inhibitorleri ve
anjiyogenez inhibitorleri tedavileri kullanilmaktadir (Tiirker ve Kayaalp 2000; Gate and
Tew 2001; Tozkoparan ve Aytac 2007).

Kanser tedavisinde cerrahi miidahale ile erken tani konmus ve heniiz viicuda

yayilmamis tiimorlii dokunun alinmasi amaglanmaktadir (Dilsiz 2004; Barutca 2006).



12

Radyoterapi yonteminde kanserli hiicrelere gonderilen X 1sinlariyla hiicrelerin 6lmesi
amaglanmaktadir. Bu tedavide kanser hastalarinda tiimoriin yayilmasimi 6nlemek ve

timoral kitlenin kiigiiltiilmesi amaglanmaktadir (Dilsiz 2004; Barutga 2006).

Kemoterapi hastanin ya da konak¢inin normal hiicrelerine zarar vermeden mikrop ya da
timor hiicresini 6ldiiriilmeyi ya da boliinmesini durdurmayi amaglayan kimyasal tedavi

seklidir (Kayaalp 2000; Barutga 2006).

Insan viicudunun bagisiklik sistemi, kanser hiicrelerini yabanci hiicre olarak
algilamaktadir. Bu sebeple immunoterapi yonteminde dogal bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesi  amaglanmaktadir. Tedavide antikorlarin  {rettigi  lenfokinler

kullanilmaktadir (Kirkwood et al. 2012).

Gen tedavisi yontemi kalitsal veya kazanilmis insan hastaliklarini tedavi etmek
maksadiyla, genlerin kiicik DNA ve riboniikleikasit (RNA) molekiillerinin insan

hiicrelerine organ ve dokularina transfer edilmesine dayanir (Kars 2004).

1.1.3. Beyin tiimérleri

Beyin kanserleri, biitiin kanserlerin %1,4’linden ve biitiin kansere bagli oliimlerin
%?2,4’tinden sorumludur. Bununla birlikte bu tiimdrlerin ¢ogu oliimeiil olup, Sliimciil
olmayanlar1 da beyin fonksiyonlarina zarar verdiginden giinliik yasami koti sekilde
etkilemektedir. Dolayisiyla beyin tiimorleri genel kanser nedeniyle 6liimler arasinda 10.
sirada yer almaktadir (Jemal 2005).

1.1.4. Embriyonal tiimérler

Embriyonal totipotent ve pluripotent hiicreler doku diferansiyasyonu gdsteren
hiicrelerdir. Dogumdan sonraki ilk yillarda giderek kaybolurlar. Bu nedenle tiimorleride
genellikle gocukluk donemi tiimérleridir. Ayni tiimoérde birden fazla dokuya diferansiye

olabilirler. Genellikle malign nitelik tasirlar (Yachnis and Perry 2009). Embriyonel
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tiimorlerin histolojik siniflandirilmasi Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Tugcu 2004).

Cizelge 1.1. Embriyonal tiimorlerin histolojik siniflandirmasi

Noroepitelyal doku tiimorleri

Embriyonal tiiméorler

1.Medullaepitelyom

2.Ependimoblastom

3.Atipik teratoid/rabdoid tiimor

4.Supratentoryel primitif noroektodermal | a.No6roblastom
timorler b.Gangliondroblastom

5.Medullablastom a.Desmoblastik medullablastom
b.Large cell medulloblastom
c.Medullomyoblastom
d.Melanositik medulloblastom

1.1.5. Noroblastom

Noral tiimorler noral kreste giren embriyonik ektodermin normal sinyallere cevap
vermemesi ve normal gelisimini tamamlayamamasi sonucu olusmaktadir. Noral
tiiplerdeki noroektodermal hiicrelerden noroektodermal tiimorler, noral kreste giren
noroektodermal hiicrelerden ganglia ve noroblastom, kemik ve yumusak dokuyu
olusturan noroektodermal hiicrelerden ise periferik noroektodermal tlimoérler meydana

gelmektedir (Olgun 1997).

Noroblastom embriyonik gelisimin dordiincii haftasindan sonra ortaya ¢ikan, ilkel noral
krest hiicrelerinden orjin alan adrenal medulla ve sempatik ganglionlarda goriilen bir
tiimordiir (Demirkaya ve Sevinir 2006). Ilk kez 1861°de Wright tarafindan
tamimlanmistir (Hayes 1989; Olgun 1997; Saydere 2009). Cogukluk ¢aginin en sik

goriilen esktrakranial (kafatas1 disinda) solid tiimoriidiir. N6roblastom bir yas altindaki
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cocuklarda kendiliginden gerileyerek iyt huylu timoér (gangliyonorom) haline
dontigebildigi gibi bir yas listii cocuklarda agresif davranarak diger organlarda metastaz

yapma potansiyeline sahip bir tiimor ¢esididir (Brodeur 2003; Saydere 2009).

Risk faktorleri

Noroblastom’un risk faktorleri arasinda elektronik, tarim, paketleme islerinde ¢alisanlar
ile i3 nedeniyle bocek zehiri, elektromanyetik alan, boya, radyasyona maruz kalanlar,
annenin yasi, kullandig ilag ve hormonlar, alkol alimi, sigara i¢cimi, hamilelik sirasinda
sa¢ boyast kullanimi, diisiik, tekrarlayan sezeryan, bebegin diisiik dogum agirligi ve
preterm dogum yer almaktadir (Goodman et al. 1975; Chatten et al. 1997; Haase et al.
1999; Maris et al. 1999; Aydin 2006).

Noroblastom tanisi konmus cocuklarda istahsizlik, agirlik kaybi, terleme, kizarma,
solukluk ataklari, bas agrisi, c¢arpinti, irriabilite (hizli ve ¢abuk &fkelenme) ve
hipertansiyon gibi belirtiler goriilmektedir. Terleme, irriabilite ve hipertansiyon
katekolamin (adrenal medullanin kromafin hiicrelerinde, beyin ve sempatatik
noronlarda sentezlenen adrenalin, norepinefrin ve dopamin) yapimina bagl olarak

gelismektedir. Ayrica, tlimoriin kemik iligine metastaz yapmasiyla anemi goriilebilir

(Alp 2012).

Noroblastom ile birlikte bildirilen semptomlarin basinda yiiz ve nérolojik ve gelisimsel
anormallikler, sindirim sistemi anomalileri, otozomal resesif gegisli lirogenital ve
kardiyak anomaliler, fotal alkol sendromu, Beckwith-Wiedemann sendromu ve Turner
sendromu gelmektedir (Goodman et al. 1975; Chatten et al. 1997; Haase et al. 1999
Maris et al. 1999; Aydin 2006).

Epidemiyoloji

Tim cocukluk cagi kanserlerinin %8-10 kadarini olugmaktadir (Gurney et al. 1997;
Saydere 2009). Yeni dogan ve bir yas alt1 cocuklarda goriilme olasilig1 milyonda 64, 1-4
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yas i¢in milyonda 19,6, 5-9 yas icin milyonda 2,9 ve 15 yas altinda milyonda 7-12’dir
(Haase et al. 1999; Cheung and Cohn 2005; Aydin 2006).

Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’da yapilan istatistiklere gore her yil 7000 canli
dogumdan 700’linde goriilmiistiir. Avrupa’da ise bu oran yaklasik iki kat1 (yilda 1500
vaka) olarak bildirilmistir. No6roblastom ABD, Kanada ve Avrupa’da tiim kanser

tiirlerinin yaklasik %28’ini olusturmaktadir (Spix et al. 2006; Saydere 2009).

Patogenez

Noroblastom sempatik sinir sisteminin herhangi bir boélgesinden kaynaklandigi i¢in
timor lokalizasyonu ve klinik bulgular1 farklilik gostermektedir. Tiimdr olusumunun
%651 abdomen kaynaklidir. Bu durum bir yas altinda %25 iken bir yas iistiinde %40’a
¢cikmaktadir (Olgun 1997).

Tiimor olusumu iki nokta hipotezi ile agiklanmaktadir. Dogustan bir kromozomdaki alel
kaybimin noroblastom olusumuna zemin hazirladigi ve ayni genin alelinde meydana
gelen nokta mutasyonun kanser olusumuna sebep oldugu diisiiniilmektedir (Cheung and
Cohn 2005; Aydin 2006).

Noroblastom hiicresindeki DNA miktar1 normal veya artmis olabilir. DNA miktar1
artmig timor hiicreleri normal tiimor hiicrelerinden daha iyi prognoz gostermektedir.
Noroblastom’un en 6nemli onkogeni 2. kromozomun kisa kolunda 2p24 bolgesinde
yerlesmis MYCN onkogenidir. MYCN amplifikasyon sikliginin artmasi kotii prognozla
anlamli olarak iliskilidir. Ayrica noroblastomlarin yaklasik olarak yarisinda 17.
kromozomun uzun kolundaki alelik fazlalik k&tii prognozla iligkilidir. Bununla birlikte
1p delesyonu tiimor dokusunun %25-35’inde saptanirken 11q delesyonu timor
dokusunun %35,2 sinde saptanmaktadir (Aksoylar 2007). Noral krest hiicrelerinin gogii
ve farklilagsmasi Sekil 1.2°de gosterilmistir (Aydin 2006).



16

Noral katlanti hlcreleri

Melanositler

Duyu naronlan

—_—{MASH1, Phox 2a, Phox 2b, HuD |
~—— MYCN, I1d-2, p73 |
o TrkB, TrkC |

Sempatik ndronlar
Kromafin hicreler

| Noéroblastom |

Notokord .

[Enterik nGronlar

Sekil 1.2. Noral krest hiicrelerinin gogii ve farklilasmasi

1.2. Ucgucu Yaglar

Ucgucu yaglar bitkilerden elde edilen, oda sicakliginda sivi halde olan, kolaylikla
kristallesebilen, kendine ait kokusu, tadi, rengi olan su buhari ile siiriiklenebilen yagimsi
karisimlar olarak tanimlanmaktadir (Akay 2006; Diri 2006; Celik ve Celik 2007,
Sengezer ve Giingdr 2008). Ucgucu yag karistminin i¢inde terpenik hidrokarbonlar ve
bunlarin oksijenli tiirevleri, alifatik hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleri,
aromatik hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleri bulunmaktadir. Ugucu yaglarin
yaklasik %90’1 terpenik maddelerden olusmaktadir (Ceylan 1987; Yal¢in 1993;
Giivenalp 1993; Diri 2006; Umay 2007). Bitkinin yaprak, kok, rizom sap, tohum, ¢icek
gibi kisimlar1 ugucu yag eldesi olarak kullanilmaktadir. Su ile karismayan ugucu yaglar
alkol, eter, benzen ve petrol eteri gibi organik c¢oziiciilerde ¢o6ziinebilmektedirler.
Bitkilerde koruyucu, tozlagsmayi kolaylastirici, su kaybimi azaltici, yaralanmalarda
onarict gorevleri bulunmaktadir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar ilag, gida,
kozmetik, aromaterapi ve fitoterapi sektorlerinde kullanilmaktadir (Sengezer ve Glingdr
2008; Edris 2009). Agr kesici, sindirim ve solunum diizenleyici, stres azaltici, bakteri
ve mantar Oldiiriicii ve aym1 zamanda antikanser etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir

(Yayl1 2007).
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1.2.1. Ugucu yaglarin izolasyonu

Son yillarda bitkilerden elde edilen ugucu yag bilesiklerinin kullanim alanlarinin gok
genis olmasi nedeniyle, ucucu yaglarin izolasyonu ve saflastirilmasi biiyiikk 6nem

tasimaktadir (Kivrak 2006).

Cizelge 1.2. Ugucu yag elde etme yontemleri

Mekanik Yontem Ekstraksiyon Yontemi Destilasyon Yontemi
Organik ¢oziicii ile tilketme  Su destilasyonu
Sabit yag ile tiiketme Buhar destilasyonu

Su buhar1 destilasyonu

Mekanik yontemde presleme yontemi kullanilir. Elde edilen yaglar berrak degildir.
Berraklagtirmak i¢in siizme, santrifiijleme ve alkol ile seyreltme islemleri kullanilir

(Diri 2006).

Ekstraksiyon yonteminde ugucu yag uygun ¢oziiciilerle bitkiden alinmakta ve ¢oziiciiye

gecen esans destilasyon yolu ile ¢oziiciiden ayrilmaktadir (Diri 2006; Kivrak 2006).

Destilasyon yontemi kurutulmus ve 1sitmakla bozulmayan bitkilerden ugucu yag elde
etme yontemidir. Su destilasyonu ile ugucu yag elde edilmesi sirasinda ugucu yag bitki
membranlarindan sicak su ile diffiizlenmektedir. Kaynar su dokulara niifuz ederek
oncelikle kuvvetli polar maddeleri ¢ozmekte, karisim hiicre cidarlarindan difuzyona

ugramakta ve 1s1 etkisiyle hemen buharlagsmaktadir (Diri 2006; Kivrak 2006).

1.2.2. Terpenler

Terpenler yapisal olarak farkli ve dogal bilesikler icinde genis bir alana sahip olan
yaklagik olarak 30000’i agkin farkli ¢esidi bulunan bitkiler tarafindan iiretilen dogal
bilesiklerdir (Davis and Croteau 2000). Kimyasal anlamda terpenler belli sayida izopren

(Sekil 1.3) birimlerinden olusan (CsHg), formiilii ile karaterize edilen bilesikler olarak
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tamimlanmaktadir (Umay 2007; Karabacak 2007; Karahan 2007). Ugucu yaglar,
karetenoit pigmentleri ve dogal kauguk da dahil olmak iizere terpenlerin bir ¢ogu
ekonomik 6neme sahiptir. Terpenlerin tiimii dimetildifosfatin izomerizasyonu sonucu
olusan izopentil pirofosfat (IPP)’tan tiirevlenir (Davis and Croteau 2000). Ucucu
terpenler su buhari distilasyonu ile siiriiklenebilen monoterpenler ve bazi seskiterpenler
iken ucucu olamayan terpenler seskiterpenler, diterpenler, sesterpenler, triterpenler ve
politerpenlerdir (Karahan 2007). Terpenlerin etki mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemekle beraber lipofilik yapida olduklari igin membran igine girerek etkili
olduklar1 diistiniilmektedir (Vishwakarma 1990; Kizilkegili 2007). Yapilan ¢alismalarda
terpenoid tiirevlerinin  oksidatif stres sirasinda hiicrelerin redoks durumunu
diizenleyerek kansere karsi koruyucu ozellik gosterdigi rapor edilmistir (Shukla and
Gupta 2005; Acharya et al. 2010). Ayrica nitrik oksitin (NO) viicutta artmasina bagl
olarak gelisen Kkolit ve gastrit gibi pek¢ok iltihabi hastalik ve birgok kanser tiirliniin
olusumunda terpenlerin antiinflamatuar ve antikanserojenik etkiler gosterdigi rapor

edilmistir (Murakami 2009). izopren birimi Sekil 1.3.’te gosterilmistir (Istk 2005).

CH

CH,—CH—C=—CH,

Y

T

Sekil 1.3. Izopren birimi

1.2.3. Terpenlerin biyosentezi

Terpenler mevalonik asidin su ve karbondioksit kaybetmesi sonucu meydana gelen
izopren birimlerinden olusmaktadir. Mevalonik asidin baslangic maddesi asetil
koenzimA’dir. Asetil koenzimA bir¢cok dogal bilesigin yapr tagi iken mevalonik asit
sadece terpenlerin yapi tasidir. Mevalonik asitin ATP ile reaksiyona girmesiyle
mevalonik asit 5-pirofosfat olusmaktadir. Mevalonik asit 5-pirofosfat’in OH grubunun
fosforlanmasi, dekarboksilasyonu ve dehidrasyonu sonucu IPP olusur. IPP’nin

izomerizasyonu sonucu dimetilalelil esteri olusmaktadir. Bu iki izomerin birlesimi ile
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geraniolpirofosfat (GPP) meydana gelmektedir. GPP’nin dehidrasyonu sonucu geraniol
olusmaktadir. Geraniol monoterpenlerin biyosentezinde kullanilmaktadir. IPP ve
GPP’nin  birlesimi farnesil pirofasfatin olusumunu (FPP) saglar. Bu yapi
seskiterpenlerin biyosentezinde kullanilmaktadir. FPP’nin IPP ile kondenzasyonu
sonucu geranil-geranil pirofosfat olusmaktadir. Bu yapi ise diterpenlerin biyosentezinde
rol almaktadir (Davis and Croteau 2000; Isik 2005; Karahan 2007; Yilmaz ve Murat
2010). Terpenlerin biyosentezi Sekil 1.4, 1.5, 1.6, 1.7, 1.8 ve 1.9’ da gosterilmistir.

ATP
3 CH;COOH —> g
HOOC  CH,0H HOOC  cH,0PP
Sekil 1.4. Mevalonik asit-5-pirofosfat olusumu
HO CHj3 PPO  CH3
SEIa A
HOOC CH,OPP HOOC  CH2OPP OPP
Mevalonik Asit-5-Pirofosfat ~ Mevalonik Asit-3,5-difosfat  Izopentenil Pirofosfat

Sekil 1.5. Izopentil pirofosfat (IPP) olusumu

)KOPP = /:\—OPP

2 N

Sekil 1.6. izopentil pirofosfat (IPP)’mn izomerizasyonu
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CH3;  opp CH3 CH;3
M T W o
CHz CHo OPP oy oPp
H

Dimetilallil Pirofosfat Izopentil Pirofosfat Geranil Pirofosfat Geranil Pirofosfat

)\/\/I\/\
OH

Geraniol
Sekil 1.7. Geraniolpirofosfat (GPP) ve geraniol olusumu
————————
CH,OPP
S
CH2OPP
CH>OPP
Geranil Pirofosfat Izopentil Pirofosfat Farnesil Pirofosfat
Sekil 1.8. Farnesil pirofosfat (FPP) olusumu
CH20PP CH,OPP
5/ oo™
CH>OPP >\
Famesil Pirofosfat  Izopentil Pirofosfat Geranil-geranil Pirofosfat

Sekil 1.9. Geranil-geranil pirofosfat olusumu
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1.2.4. Terpenlerin simiflandirilmasi

Mono-, seski- ve diterpenler izoprenlerin bas-kuyruk seklinde birlesmeleriyle olusurken
triterpenler iki Cis, karetenoitler iki Cyo biriminin birlesmesiyle olusmaktadir (Umay
2007; Karabacak 2007).Terpenlerin simiflandirilmast Cizelge 1.3’de gosterilmistir
(Karahan 2007).

Cizelge 1.3. Terpenlerin siniflandirilmasi

Terpenler Izopren birimleri Karbon atomlar:
Hemiterpenler 1 5
Monoterpenler 2 10
Seskiterpenler 3 15
Diterpenler 4 20
Sesterpenler 5 25
Triterpenler 6 30
Tetraterpenler 8 40
(Karotenoidler)

Politerpenler >100 >500

Hemiterpenler

Hemiterpenler bitkisel dokularda birikmeyen fakat alkoloidler, kumarinler ve
flavonoidlerle iliski halinde olan tek izopren biriminden olusan terpenik bilesiklerdir

(Kivrak 2006).

Monoterpenler

Yiiksek yapili bitkilerde bulunmakla birlikte deniz organizmalarinda ve bdceklerin
koruma ve feromoral salgilarinda da bulunan monoterpenlerin yaklasik olarak 150’den

fazla ¢esidi vardir (Umay 2007). Bitkilerde tat ve kokudan sorumlu keskin kokulu
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ucucu bilesenlerdir. Terpenlerin en kiigiik birimleri olan monoterpenler iki izopren
biriminin kondenzasyonu sonucu olusmaktadirlar (Karahan 2007). Monoterpenler
asiklik, monosiklik ve bisiklik olmak {izere ti¢ grupta incelenirler. (Umay 2007).
Bitkileriden su buhar1 destilasyonu ile izole edilirler. (Isik 2005). Biyolojik ve
farmakolojik aktivilerinden dolay1 kullanimlarinin yani sira gida katki maddesi (Seifried
et al. 2007), aroma ve koku kimyasali (Swift 2002; Berger 2007), insektisidal ve
pestisidal (Janmaat et al. 2001; Sampson et al. 2005) olarakta kullanilabilmektedirler.

Diterpenler

Dort izopren molekiiliine sahip olan diterpenler, farmakolojik etkilere sahip
bilesiklerdir. CpoH3, formiiliiyle gosterilirler. Dogada yaygin olarak bulunurlar. Asiklik,
monosiklik, bisiklik, trisiklik, tetrasiklik, makrosiklik olmak tizere alt1 sinifa
ayrilmaktadirlar (Goren 1997; Kosedag 2005). Taxus cinsi bitkilerden elde edilen

trisiklik diterpenler giiniimiizde prostat, yumurtalik, akciger ve meme kanseri

tedavisinde kullanilmaktadir (Di Costanzo et al. 2009; Cetin 2011).

Sesterpenler

CosHap formiiliine sahip terpenlerdir (Karahan 2007).

Triterpenler

CsoHys formiiliine sahip terpenlerdir. Tetrasiklik triterpenler ve pentasiklik triterpenler
olmak tiizere iki gruba ayrilmaktadirlar (Robbers et al. 1996; Kosedag 2005; Karahan
2007).

Tetraterpenler (Karotenoidler)

CqoHss formiiliine sahip terpenlerdir. Karotenler tetraterpen grubu iiyelerindendir.

Kuyruk kuyruga baglanmis iki terpenin birlesimiyle olusurlar (Karahan 2007).
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Politerpenler

(CsHg), formiilityle gosterilir. Politerpenlerin en bilinen iiyesi kauguktur (Karahan

2007).

Seskiterpenler

Terpenlerin en genis sinifi olan seskiterpenler {i¢ izopren biriminden olusurlar ve CisHaq4
molekiil formiilii ile gosterilirler. GPP’nin IPP ile kondenzasyonu sonucu olusan
FPP’den tiirevlenirler. Metil gruplart genelikle fonksiyonludur. Doymamis, okside
edilmis veya rediiklenmis olabilirler (C6l 2007; Yilmaz ve Murat 2010). Seskiterpenler,
asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve tetrasiklik olmak {izere bes gruba ayrilmaktadir
(Kmeci 2005; Co61 2007). Yurdumuzda 133 kadar cinsi ve 1156’dan fazla tiirii olan
Compositae familyast iiyeleri (Tosun and Ozkal 2000), baz1 Juniperus tiirleri (Tiimen ve
Hafizoglu 2003), bazi1 Salvia tiirleri (Bagci ve Kogak 2008), Umbelliferae
familyasindaki Seseli tiirleri (Tosun and Ozkal 2003), Centaurea tiirleri (Arif et al.
2004), Prunella L. tiirleri (Ahmed ve Ezer 2008), Satureja tiirleri (Azaz vd 2002) bol
miktarlarda seskiterpen yapisindaki bilesiklerden i¢ermektedir. Diger terpenlere gore

nispeten kaynama noktas1 yiiksek ugucu yaglardir (Yayli 2007).

Seskiterpen laktonlar ise genellikle mantarlarda, Bryophyta iiyelerinde, Apiaceae,
Lauracaeae, Menispermaceae ve Asteraceae familyasina ait bitkilerde bulunmaktadir.
Seskiterpen laktonlarini seskiterpenlerden ayiran 6zellik a-metilen-y-lakton sistemine
sahip olmalandir. Bircogu o-fp doymamis karbonil gruplar igerir. Antitliimdral,
antilosemik aktiviteye sahip olduklar1 gibi bazi seskiterpen laktonlarin memelilerde
toksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Karahan 2007; Col 2007; Yilmaz ve Murat
2010).
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1.2.5. Tez kapsamnda kullanilan seskiterpenler

Farnesen

Farnesen (FNS) asiklik seskiterpenler grubundandir (Akay 2006). 3,7,11-trimetil-
1,3,6,10-dodekatetran yapisindadir (Bazemore et al. 2012). 1k olarak elma kabuklarinda
kesfedilen FNS’nin bitkide savunma sisteminde herbivorlara kars1 miicadelede rol aldig1
tespit edilmistir. (Kikuta et al. 2011; Wang et al. 2011). Matricaria recutita L. bitkisinde
%15,9 (Can et al. 2011), Artemisia lavandulaefolia’ da %12,5 (Liu et al. 2010), Asarum
insigne’de %5,91 (Qu et al. 2011), Vitex agnus castus bitkisinde %5,40 (Sarikurkcu et
al. 2009), Artemisia biennis bitkisinde %40 (Lopes-Lutz et al. 2008), Grammosciadium
scabridum tiirtinde %5,3 oraninda (Sonboli et al. 2005) FNS tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda - FNS’nin antioksidan, antifungal (Al-Maskri et al. 2011), antimikrobiyal
(Chehregani et al. 2010) ve antibakteriyal (Bajpai et al. 2009) etkilerinin bulundugu
rapor edilmistir. Bununla birlikte %4,96 a-FNS iceren Ficaria kochii bitki ekstraktinin
giiclii antioksidan kapasite sergiledigi rapor edilmistir (Tavakoli et al. 2012). Ayrica
FNS’nin damar agici etkiye sahip oldugu kanmitlanmistir (Roberts et al. 2013).FNS
bilesiginin kimyasal yapist Sekil 1.10°da gosterilmistir (Anonymous 2013a).

N = Xy NCH,

CHs CHs; CHj;

Sekil 1.10. Farnesen bilesiginin kimyasal yapis1

Zingiberen

Zingiberen (ZNG) Zingiber officinale roscae (Zingiberaceae) bitkisinden izole edilen,
ila¢ endiistrisinde kullanilan bir monosiklik seskiterpendir. Zingiber officinale roscae

bitkisi Giliney Asya’da yetisen ¢ok yillik bir bitkidir. Rizomlarinin baharat ve ilag¢ olarak
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kullanilmas1 sebebiyle giliniimiizde bir¢ok iilkede kiiltiirii yapilmaktadir. Ginger yagi
iceriginde geranil asetat (%18,8), ZNG (%16,3), 3-seskifellandren (%2,8), (+)-ar-
curcumen (%1,5), monoterpenlerden de geranial (%8,2) ve neral (%1,2) ugucu yaglari
bulunmaktadir (Anasori and Asghari 2008; Sasidharan et al. 2011). Yapilan ¢alismalarda
ZNG’nin antioksidan etkilerinin bulundugu rapor edilmistir (Conforti et al. 2008; El-
Ghorab et al. 2010). ZNG bilesiginin kimyasal yapis1 Sekil 1.11°de gosterilmistir.

CH

3

Sekil 1.11. Zingiberen bilesiginin kimyasal yapist

Gayazulen

Gayazulen (GYZ) bir¢ok saglik bakim iirlinlerinde yaygin olarak kullanilan bisiklik
seskiterpendir (Fiori et al. 2011; Giines et al. 2013). GYZ’nin sigir embriyolarinda
antioksidan kapasiteyi destekleyebildigi (Dovolou et al. 2011), bakterilerde
fotomutajenik aktiviteyi arttirdigt (Wang et al. 2003; Struwe et al. 2011), tiimor
hiicrelerinde toksik etki gosterdigi (Wakabayashi et al. 2003) rapor edilmistir. GYZ
bilesiginin kimyasal yapist Sekil 1.12°de gosterilmistir (Anonymous 2013c).
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HsG CHg
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Sekil 1.12. Gayazulen bilesiginin kimyasal yapis1

Kopaen

Yapilan gaz kromotogrofisi kiitle spektrofotometrisi ¢alismalarinda Teucrum tiirlerinde
(Yayli 2007), Artemisia annua bitkisinin yapraklarinda (Picaud et al. 2005), Cyperus
rotundus bitkisinin rizomlarinda %4,36 (Chen et al. 2011), Melia azedarac bitkisinde
%5,04 (Yang et al. 2011), yara iyilesmesinde, anti-inflamatuar ajan, antianksiyete, anti-
stres, anti-mutajenik, spazmolitik ajan olarak kullanilan Annona reticulata bitkisinde
%35,40 (Chavan et al. 2011) oraninda trisiklik seskiterpen Kopaen (KOP) bulunmustur.
Mevcut ¢aligmalarda KOP igerikli ugucu yaglarin antikanserojenik etki gosterdigi rapor
edilmistir (Ryu et al. 2012). Ayrica KOP’un insan lenfosit kiiltiirlerinde yiiksek dozlarda
zay1f sitotoksik etki gosterdigi, uygulanan higbir dozda (10-400 mg/L) genotoksik
olmadig1 ve diisiik dozlarda antioksidan kapasiteyi arttirdig1 rapor edilmistir (Tiirkez et
al. 2013). KOP bilesiginin kimyasal yapist Sekil 1.13’te gosterilmistir (Anonymous
2013d).
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H

Sekil 1.13. Kopaen bilesiginin kimyasal yapisi

Siklosativen

Siklosativen (SSV) Helminthosporium sativum bitkisinde bulunan tetrasiklik
seskiterpendir (Akay 2006; Kivrak 2006; Lodewyk et al. 2008).Yapilan literatiir
taramalarina gore SSV nin sitolojik, biyokimyasal ve genetik etkileri heniiz hi¢bir hiicre
hattinda ¢alistilmamistir. SSV bilesiginin kimyasal yapist Sekil 1.14’te gosterilmistir
(Anonymous 2013e).

C_)H3 CHs

Sekil 1.14. Siklosativen bilesiginin kimyasal yapis1
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1.3. Sitotoksisite ve Testleri

Sitotoksisite bir kimyasal bilesigin ya da ajanin hiicre Oldiirme 06zelligi olarak
tanimlanmaktadir (Atmaca 2008). Giinlimiizde sitotoksisite testleri, hiicre canliligi,
hiicre poliferasyonu, membran secici gecirgenligi, DNA sentezi ya da hiicresel
metabolizma gibi toksisiteyi belirleyen gOsterge parametrelerin  dlglilmesinde

kullanilmaktadir (Gad 2000; Barutga 2006).

Sitotoksisiteyi 6lgmede kullanilan yontemler mebran biitiinliigiine dayanan yontemler

ve metabolik aktiviteye dayanan yontemler olmak iizere ikiye ayrilir (Barutca 2006).

Membran biitiinliigline dayanan yontemlerden biri laktat dehidrogenaz (LDH) salinim
yontemidir. Laktat dehidrogenaz tiim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir.
Hiicre zar1 hasar gordiigiinde hiicre disina kolaylikla salinabilmektedir (Haslam et al.
2000; Wolterbeek and Van der Meer 2005). Bu yontemde hiicre membran biitiinliigiiniin
bir gostergesi olarak kullanilan LDH aktivitesi kimyasal bilesikler ya da gevresel toksik
bilesiklerden kaynaklanan sitotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir. LDH
analizinde kiltiir medyumuna salgilanan LDH miktar1 hiicre 6liim oranini vermektedir

(Y1lmaz and Tagkiran 2010).

Metabolik aktiviteye dayanan yontemler ise Neutral Red (NR), MTT, 2,3-bis (2-
metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-5 [(fenilamino) karbonil]-2H-tetrazolyum hidroksit (XTT)
ve WST-1 yontemleridir. Bu test yontemlerinde kiiltiir ortamlarina tetrazolyum tuzu
eklenerek metabolik aktivite 6l¢iimii yapilmaktadir (Fent 2001; Fotakis and Timbrell
2005).

Ik olarak Mosmann (1983) tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley et al. (1988)
tarafindan gelistirilen MTT testi hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in sikga tercih edilen
kalorimetrik bir yontemdir. MTT testi sik sik hiicre proliferasyonunu 6l¢en bir indikator
olarak kullanilmasina ragmen asil amact mitokondriyal aktivasyonu 6l¢en bir indikator

olmasidir (Wu et al. 2005; Nilay 2009). MTT testi canli hiicreleri belirlemek igin bir
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tetrazolyum tuzu olan MTT boyasinin indirgenme 6zelligine dayanir. Bu testte, 6li
hiicrelerin bu boyay1 indirgeme 6zelligini yitirmesi prensibinden yararlanilmaktadir. Bir
baska deyisle saglam hiicrelerdeki mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolyum halkasini

pargalayabilme 6zelligine dayanmaktadir (Wu et al. 2005).

1.4. Oksidatif Stres

Oksijen aerobik yasam i¢in gerekli olmasina ragmen canlilarda dejenerasyon ve hastalik
olusumuylada iliskilidir (Marx 1985; Durmus 2003). Cesitli ¢alismalarda oksijenin
meydana getirdigi hasarin serbest oksijen radikalleri olarak adlandirilan hidrojen
peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikallerin iiretiminden kaynaklandigi rapor edilmistir.
Bu radikaller makromolekiillerle (lipid, karbonhidrat, aminoasit, niikleik asitler, organik
asitler) reaksiyona girerek hiicrelerde hasar meydana getirmektedir. Oksijenin toksik
etkisi elektron ve enerjinin oksijen molekiiliine transferinden kaynaklanmaktadir (Marx
1985; Durmus 2003). Bu olaylar sirasinda olusan toksik bilesiklere reaktif oksijen
metabolitleri (ROM) adi verilmektedir. Reaktif oksijen metabolitleri ve kimyasal
formiilleri Cizelge 1.4’de gosterilmistir (Halliwell et al. 1996).

Cizelge 1.4. Reaktif oksijen metabolitleri ve kimyasal formiilleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit 0, Hidrojen Peroksit H,0,
Hidroksil OH' Singlet Oksijen Ag '0,, 210,
Peroksil RO, Hipoklorik Asit HOCI
Alkoksil RO’ Hipobromik Asit HOBr

Perhidroksi HO," Ozon O3
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Siiperoksit (02%)

Molekiiler oksijenin indirgeyici bir ajandan bir elektron almasi sonucu siiperoksit
radikali (02*) olusmaktadir (Nordberg and Arner 2001; Kotan 2010). Reaktif 6zelligi
fazla olmamakla birlikte direk olarak fazla hasar vermeyen bir metabolittir. Bu radikalin
en Oonemli ozelligi H,O, kaynagi olma ve ge¢is metalleri iyonlarini indirgemesidir
(Weiss and LoBuglio 1982; Tiirkez 2007). Siiperoksit radikal olusumuna en iyi 6rnek
olarak askorbik asidin oksitlenmesi verilebilir (Mercan 2004; Kotan 2010).

Askorbik asit + (0;*) —— Askorbik asit radikali + H O,

Hidrojen peroksit (H20,)

H,O, radikali oksijenin iki elektronunun indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin
dismutasyonu sonucu olugmaktadir. Yapisinda eslenmemis elektron bulunmadiginda
reaktif Ozellik tasimamaktadir. Fakat H,0O, ile siiperoksit radikali = veya Cu*?
katalizorliigiinde Haber-Weis tepkimesini vererek oldukc¢a toksik olan hidroksil
radikalini meydana getirmektedir (Tiirkez 2007; Kotan 2010).

+3

Fe

0,*" + H,0, O,+ OH®+ OH*

Hidroksil (OH")

Biyolojik sistemlerin en reaktif tirii hidroksil (OH") radikalidir. Ortamda rastladig1 her
molekiille tepkimeye girme yetenegine sahiptir. Bu 6zelligi dis yoriingesinde elektron
alma isteginden kaynaklanmaktadir. Yarilanma omrii oldukga kisadir. OH’ radikalinin
en 6nemli hasari lipid peroksidayonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur

(Nishiyama et al. 1998; Tiirkez 2007; Kotan 2010).
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H—-O0—-H ——— H* + *OH

Singlet oksijen (*O5)

Singlet oksijen siiperoksit radikali ile OH" radikalinin reaksiyona girmesiyle meydana
gelmektedir. Molekiiler oksijenin yiiksek enerjiyle uyarilmis formudur. Singlet oksijen
reaktif bir metabolittir. Molekiiliinde eslesmemis iki elektron tasir. Sahip oldugu
enerjiyi dalga enerjisi seklinde gevreye vererek tekrar oksijene doniisebilmektedir (Stahl

and Sies 2002).

Peroksil (ROy") ve alkoksil (RO

Karbon merkezli radikallerin oksijenle tepkimeye girmesi sonucu peroksil radikali
olusmaktadir. Peroksil (RO;") radikalinden de alkoksil (RO") radikali olusmaktadir.
Perhidroksi, RO, ve RO’ radikallerinin lipidlerde ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu
hizlandirdig1 rapor edilmistir (Arslan ve Diindar 2000; Tiirkez 2007).

Hipoklorik Asit (HOCI), Hipobromik asit (HOBY)

Hipoklorik Asit (HOCI) ve hipobromik asit (HOBr) miyeloperoksidaz enzimi tarafindan
sirasiyla kloriir ve bromiir iyonlarmin H,0, ile birlesmesi sonucu olusan, biyolojik
olarak onemli molekiillerle etkilesime girerek dokularda hasar olusturan giiglii
oksidanlardir (Isbilir 2008).

Ozon (O3)

Ozon (O3) bir radikal olmamasina ragmen bir¢ok organik molekiille reaksiyona girdigi
bildirilmistir. Ozon’un serbest radikal olusumuna sebep oldugu ve lipid
peroksidasyonuna yol actigi yapilan caligmalarda ortaya konmustur (Halliwel and
Gutteridge 1989).
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1.4.1. Oksidatif stres ve kanser

Oksidatif stresin basta kanser olmak iizere arterioskleroz (Halliwell and Gutteridge,
1990), hipertansiyon, diyabet (Akkus 1995), Alzheimer ve Parkinson (Dauer and
Przedborski 2003; Mosley et al. 2006), hiicre yipranmasi, yaslanma (Hipkiss 2007),
sistik fibroz, asttm ve Down sendromu gibi birgok hastaligin olusumuna sebep oldugu
bilinmektedir (Halliwell and Gutteridge 1990; Halliwell 1994; Anderson 2007; Ardag
2008).

Bugiine kadar yapilan bir¢ok ¢alisma kanser olusumunda serbest radikallerin ve diger
reaktif metabolitlerin etkili oldugunu rapor etmistir. Yapilan c¢alismalarda DNA’nin
guanin bazi iceren bdlgelerinin bu reaktif molekiillere maruz kaldigi ve bu bolgelerde
yer alan ras ve p53 timor baskilayict genlerde mutasyonlara yol actigi bildirilmistir
(Turkez 2007). Ayrica ROM ve ROM olusumuna yol acan karsinojenlerin biiylime
inhibisyonuna ve apoptotik sinyal yolaklarini etkileyerek tiimér olumusuna sebep
oldugu bildirilmistir (Yokus ve Cakir 2012). Feig et al. (1994), ROM’larin CC—TT
transversiyonlarina sebep oldugunu rapor etmislerdir. Bununla birlikte, beyin, akciger,
kolon ve ovaryum kanserlerinde kanserli hastalarin oksidatif strese bagl olarak iiriner
8-OH-G ve diger lezyonlarin seviyelerinde dnemli yiikselmeler belirlenmistir (Evans et

al. 2004).

1.5. Antioksidan Sistem

Antioksidan savunma sistemleri veya antioksidanlar, ROM olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 dnleyici savunma mekanizmalardir (Yildirrm 2003). Biitiin

canlilarin oksidatif stresten korunmasi antioksidan sistemle alakalidir (Nagai et al.

2005).

Antioksidanlarin dort farkl etki sekli vardir. Bunlar;

-Toplayicr etki: Olusmus serbest radikalleri tutma ya da daha zayif bir molekiile
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gevirme

-Baskilayiel etki: Serbest radikallerle etkileserek onlara bir H" aktarma ve inaktif hale
doniistiirme

-Zincir kiricr etki: Serbest radikalleri baglayarak reaksiyonun zincirini kirma

-Onanici etki: Tamir etme (Akkus 1995; Yildirim 2003; isbilir 2008).

Iyi bir aktioksidan da bulunmasi gereken dzellikler sunlardir;

-Ortamdaki serbest radikalleri gidermeli,

-Redoks metallerinin selatorii olarak gorev yapabilmeli,

-Antioksidan sistemdeki diger antioksidanlarla etkilesimler yapabilmeli,

-Gen ekspresyonu tlizerinde olumlu etkileri olmali,

-Emilimi oldukga hizli olmali,

-Dokulardaki ve biyolojik sivilardaki konsantrasyonlar1 fizyolojik agidan uygun
seviyelerde olmali

-Hem membranlarda hem de su igeren ortamlarda fonksiyonel olmalidir (Valko et al.
2006).

Viicudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer alan baslica elemanlar endojen
antioksidanlar ve ekzojen antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Antioksidanlarin

simiflandirilmasi Cizelge 1.5’te gosterilmistir (Halliwell 1994; Tirkez 2007).
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Cizelge 1.5. Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar Ekzojen Antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik Olmayan Dogal Dogal
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar | Olmayan
Antioksidanla
r
Stiperoksit Lipid fazda bulunanlar Vitamin A Biitil hidroksi
dismutaz (SOD) toliien
Glutatyon a-tokoferol [3-karoten Vitamin E Biitil hidroksi
peroksidaz (GSH- anizol
PX) Sivi fazda bulunanlar Vitamin C Tert-biitil
hidrokinon
Katalaz Glutatyon | Laktoferrin Flavonoidler Propil gallat
Glutatyon-S- Askorbik | Albumin Diger  fenolik | Oktil gallat
trasferaz (GST) asit bilesikler Dodesil gallat
Glutatyon rediiktaz | Melatonin | Hemoglobin Sodyum
(GR) benzoat
Urat Bilurubin Etoksilin
Glukoz-6-fosfat Sistein Miyoglobin Troloks
dehidrojenaz Metiyonin | Ferritin 3-oksi piridin
(G-6-PDH) Trasferrin | Seruloplazmn Antabuse

1.5.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) oksidatif strese karsi ilk savunma enzimidir. Siiperoksiti
H20, ve molekiiler oksijene cevirir. Bu enzim sayesinde siiperoksit miktar1 kotrol

altinda tutulur (Landis and Tower 2005; Buettner et al. 2006; Kotan 2010; Demir 2013).

Katalaz

Katalaz bir hemoproteindir. Karacigerde ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir.
Katalaz enzimi SOD’nin trettigi H,O,’yi su ve oksijene pargalar (Scibior and Czeczot
2006; Tiirkez 2007; Ardag 2008).
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Katalaz
2HO>» ————» 2Z2HO + O-

Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksit enzimi H,O, ve biiyiik molekiillii hidroperoksitlerin indirgenmesini
saglar. HyO, varliginda glutatyonu okside glutatyona doniistiiriircken ayni zamanda

H20,-de suya doniistiiriir (Armstrong 1998; Tiirkez 2007; Kotan 2010).

GPx
H,O>, + 2GSH —* GSSsSG + 2ZH.O0

Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz enzimi NADPH varliginda okside olmus glutatyonu rediikte
glutatyona dontstiiriir (Halliwell 1994; Demir 2013).

el + GR —— +
GSSG+-NADPH-—H —————» 2GSH +NADP

Glutatyon-S-transferaz (GST)

Lipid peroksitlerine karst selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi
gosteririler. Ayrica ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu ve detoksifikasyonunda
onemli rolleri vardir. (Candan 2002; Tiirkez 2007; Ardag 2008). Enzimatik savunma
mekanizmalart Sekil 1.15°te gosterilmistir (Tiirkez 2007).

ROOH + 2GSH ﬂh GSSG +~ROH + H,O
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— SOD Fe:’* F&"'FF
20, — H,0, —— . OH-
2GSH NADP
2H* 0,
Katalaz GSH-R, GSH-Red Go-PD
GSSG
H-O + 05 H-0 NADPH
H 1

Sekil 1.15. Enzimatik savunma mekanizmalari

1.5.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

Glutatyon sistein igeren bir tripeptitdir. H,O,’yi veya organik asitleri kimyasal olarak
detoksifiye eder. GSH, GSH-transferaz ve peroksidazlar igin bir substrat olup
ksenobiyotik ve ROM’larin detoksifikasyonuna katilir (Kotan 2010). Hasarli DNA
parcalarinin onarilmasinda, zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriilmesinde, serbest

radikallerin olas1 hasarlarinda gorev alir (Kotan 2010).

Vitamin C

Suda ¢oOzlinen vitamindir. Bir¢ok bilesik icin indirgeyici 06zellige sahiptir. Bu
Ozelliginden dolay1 giiglii bir antioksidandir. Serbest radikalleri tutarak lipid
peroksidasyonunun baslamasini engeller (isbilir 2008).

a-tokoferol

E vitamini ailesinin ana bilesenidir. Lipid peroksidasyonuna kars1 hiicre membranlarinin
ve plazma lipoproteinlerinin en 6nemli zincir kiric1 antioksidamidir (Akkus 1995). In

vivo ve in vitro calismalarda o-tokoferol ile GPx’in serbest radikallere karsi birbirini
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tamamlayici etkisi oldugu rapor edilmistir (Isbilir 2008).

Karotenoidler

Bitkilerde bulunan renk pigmentleridir. Singlet oksijen ve peroksil radikallerini
gideririler (Stahl and Sies 1999; Isbilir 2008 ).

Flavonoidler

Bitki sekonder metabolitleridir. Flavonoidlerin siiperoksit, lipid alkoksil (RO®), lipid
peroksil (ROO®) ve nitrik oksit (NO®) radikallerini temizleme, Fe ve Cu selatlama, o-

tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlar: bulunmaktadir (Isbilir 2008).

Urik asit

Urat piirin metabolizmasinin son {iriiniidiir. Suda ¢dziinen bir bilesiktir. Hidroksil,

stiperoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijeni giderir (Akkus 1995).

Bilurubin

HEM metabolizmasinin memelilerdeki son {iriiniidiir. Diislik konsantrasyonlarda lipid

peroksidasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir (Yesilkaya vd 1998).

Melatonin

Melatonin karanlikta epifizden salgilanan antioksidan &zellikte bir nérohormon olup

cesitli organlarin fonksiyonlarini diizenlemektedir (Tiirkez 2007).
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1.6. Genetik Toksisite ve Testleri

Genetik toksisite terimi genotoksinlerin (organizmada genetik farklilagma olusturan
maddeler) DNA yapisinda meydana getirdigi hasar olarak tanimlanmaktadir. DNA
yapisinda meydana gelen bu hasarlar gen mutasyonlari, DNA eklentileri, DNA zincir
kiriklari, klastojenite, anoploidi ve kromozom anormallikleridir (Sekeroglu ve

Sekeroglu 2011).

DNA iizerinde hasarlara yol acan fiziksel ve kimyasal ajanlar etkilerini ya dogrudan
DNA iizerine ya da dolayli olarak genomik bilgiye goére sentezlenen proteinlere
baglanarak gostermektedirler. Meydana gelen bu hasarlar kanser, yaslanma, dogum
defektleri ve infertilite gibi birgok hastaliga yol agmaktadir (Volders et al. 2003;
Mateuca et al. 2006; Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

Son yillarda insan populasyonlarinin genetik biitiinliigii, kimyasal ve fiziksel ajanlara
maruz kalmayla sonuglanan endiistriyel etkinliklerden dolayr giderek artan bir tehdit
altindadir (Karabiyik 2007). Bu nedenle, ¢evremizde bulunan ve biyolojik etkileri heniiz
bilinmeyen pek ¢ok sentetik ve dogal maddenin mutajenik veya kanserojenik potansiyel
acisindan test edilmesi saglik agisindan gerekmektedir. Ancak laboratuar hayvanlari ile
yapilan deneyler hem ¢ok pahali hem de ¢ok zaman almaktadir. Bu nedenle in vivo
hayvan deneyleri yerine kimyasal maddelerin kanserojenik ve mutajenik
potansiyellerini 6l¢ebilmek i¢in son yillarda birgok in vitro test sistemleri gelistirilmistir.
Kisa zaman iginde sonuglanan bu testlerle, kimyasal maddelerin belirli genetik
ozelliklerde olusturdugu sonuclar Slgiilmekte ve elde edilen sonucglarla maddelerin
mutajenik veya kanserojenik potansiyelleri arasinda iligkiler kurulmaktadir (Boyacioglu

2004; Karabiyik 2007; Tiirkez 2007; Togar 2010; Aydin 2011; Demir 2013).

Genetik toksisite testleri fiziksel ve kimyasal ajanlarin mutajenite potansiyellerinin
belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Genetik toksikoloji alaninda kullanilan
baslica testler, kromozom diizeyinde mikrogekirdek (MC) kromozom aberasyonu (KA)

ve kardes kromatit degisimi (KKD), gen diizeyinde Ames ve molekiiler diizeyde
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tekhiicre jel elektroforezi (SCGE veya Comet) testleridir (Tiirkez 2007).

Comet testi hiicresel seviyede DNA sarmal kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan oldukga
hizli, ucuz ve duyarl bir testtir. Bu testle az sayida hiicre (<10.000) kullanilarak ¢ok
diisiik seviyelerdeki DNA hasarlar1 bile tespit edilebilmektedir (Tice et al. 2000;
Miyamae et al. 2000; Lee and Steinert 2003). Bu yontem sirasinda DNA kirik
iceriyorsa, gevsemis ve kirilmis DNA fragmanlar1 nedeni ile elektrik yiik kazanmis olan
DNA, c¢ekirdekten anoda dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz gériiniimiine sebep olur ve
olusan hasarl1 hiicre comet olarak adlandirilir (Dikilitas ve Kogyigit 2010). Bu yontemle
hem tek zincir hem de c¢ift zincir kiriklar1 belirlenebilir ve aym1 zamanda oksidatif
stresin sebep oldugu hasarlar1 ve besin bilesiklerinin koruyucu etkilerini arastirmak

icinde kullanilmaktadir (McArt et al. 2009; Tiirkez et al. 2012).
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2. KAYNAK OZETLERI

Pratsinis and Haroutounian (2002) 3-vinilgayaluzen (GYZ tiirevi) seskiterpeninin

DPPH analiz sonuglarina gore antioksidan kapasiteyi arttirdigini rapor etmislerdir.

Ma et al. (2007) dihidroartemisin seskiterpeninin si¢an glioma C6 hiicrelerin ¢ogalmasi
ve apoptozu iizerine etkilerini MTT yontemi kullanarak arastirdiklar1 caligmada
dihidroartemisinin doza ve zamana bagli olarak sitotoksik etki gosterdigi ve bunun

sebebinin ROM’larin artmasina bagl oldugunu kanitlamislardir.

Suna et al. (2009) Endonezya deniz siingeri Dysidea tiirlerinden izole ettikleri disidamin
ve bolinakuinon seskiterpenlerinin 10 mM’lik konsantrasyonlarinin fare HT22
hipokampal ndronal hiicrelerinde indoasetikasit (IAA) bagimli hiicre dliimiine kars

noroprotektif olduklarini rapor etmislerdir.

Buskuhl et al. (2010) Vernonia scorpioides bitkisinden izole ettikleri seskiterpen
laktonlarm in vitro tiimor hiicrelerinde genotoksik etkilerini comet analizi kullanarak
arastirdiklar1 calismada hirsutinolid ve glaukolid seskiterpen laktonlariin Hela
hiicrelerinde genotoksik oldugunu ve bu sonuglarin in vivo deneylerle desteklenmesi

gerektigini belirtmislerdir.

Zerumbon Zingiber zerumbet Smith. bitkisinden elde edilen bir seskiterpendir. Al-
Zubairi et al. (2010) insan lenfosit kiiltiirlerinde zerumbonun genotoksik etkilerini KA
ve MC testleri kullanarak arastirdiklari calismada zerumbonun sitotoksik oldugunu

fakat klastojenik olmadigini rapor etmislerdir.

Michaelis et al. (2010) kemoterapi direngli néroblastom hiicre hattinda artesunat ve
dihidroartemisin bilesiklerinin anti kanser aktivitesini arastirmislar. Sonug¢ olarak
artesunatin dihidroartemisine gore hiicre canliligini daha fazla inhibe ettigini ve

antikanser etki gosterdigini bulmuslardir.
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Li et al. (2011) alkalin comet analiz ve ndtral comet analiz yontemlerini kullanarak
akciger kanser hiicrelerinde (A549) B-elemenin ve radyasyon maruziyetinin DNA zincir
kiriklart olusumu ve DNA hasar onarim inhibisyonunu aragtirdiklari c¢alismada [3-

elemenin radyasyonun sebep oldugu hasar olusumunu arttidigini rapor etmislerdir.

Su et al. (2011) bitki tiirevli seskiterpen lakton 6-O-angelolenolinin insan nazofarenjiyal
kanser hiicre hattinda antikanser aktivitesini arastirmis. Yapilan c¢alismada 6-O-
angelolenolinin kanser hiicrelerini S ve G2/M fazinda durdurduktan sonra apoptoza

sebep oldugunu ortaya koymuslardir.

Mesane kanseri kemoteropatik maddelere karsi oldukca direngli bir kanser tilriidiir.
Mollazadeh et al. (2011) seskiterpen kumarin faseloliin kanser hiicre hattinda
sisplastinin sitotoksisitesi iizerine etkilerini arastirmiglar. MTT ve comet analizleri
sonucunda faseloliin tek basina sitotoksik olmadig: fakat sisplastinle birlikte (32 pg/ml
faselol+1 pg/ml sisplastin) sitotoksisiteyi arttirdigin1 ve DNA hasarina sebep oldugunu

rapor etmislerdir.

Nerolidol tat ve aroma arttirici olarak kullanilan bir seskiterpendir. Piculo et al. (2011)
fare kan kiiltiirii ve karaciger hiicrelerinde nerolidoliin genotoksik etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada nerolidoliin doza bagh zayif sitotoksik etki gosterdigini rapor

etmislerdir.

Artesunat artemisin tlirevi semisentetik bir bilesiktir. Antimalaryal olarak
kullanilmaktadir. Mota et al. (2011) artesunatin insan lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik
etkilerini MC testi ve Comet analizi kullanarak aragtirmig. Yapilan deneyler sonucunda
artesunatin insan lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik ve sitotoksik etki gosterdigini rapor

etmislerdir.

Costa et al. (2011) bisiklologermakren (%20,3), (E)-karyofilen (%19,9), delta-kadinen
(%15,3), alfa-kopaen (%10,0) ve allo-aromadendren (%5,7) igeren Annona salzmannii

ucucu yagmin ve bisiklologermakren (%45,4), (E)-karyofilen (%14,6) ve alfa-kopaen



42

(%10,6) iceren Annona pickelii ugucu yaginin antioksidan kapasiteyi arttirdigini oksijen
radikal absorbans kapasite (ORAK) analizi ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

analizi ile ortaya koymuslardir.

Rocha et al. (2011) etanolle indiiklenmis gastrik lezyonlarda (-)-a-bisabololiin ortaya

cikan oksidatif stresi azalttigini kaydetmislerdir.

Wau et al. (2011) H,0, bagimli endotelyal hiicre yaralanmalarinda B-elemenin H,O;’in

yarattig1 zararli etkilere kars1 protektif etki gosterdigini kanitlamiglardir.

Glioblastoma en yaygin ve en agresif malign timordiir ve tedavisi olduk¢a zordur.
Nakabayashi and Shimizu (2012) partenolid seskiterpeninin glioblastoma hiicrelerinde
anti-invaziv, anti-anjiyogenik ve sitotoksik etkilerini aragtirmislardir. Yapmis olduklari
bu calismada partenolidin glioblastoma hiicrelerinde gen ve protein ekspresyonunu

baskiladigini ve inhibisyona sebep oldugunu kaydetmislerdir.

Moghadam et al. (2012) Inula aucheriana bitkisinden izole ettikleri seskiterpen lakton
britanninin hepatoma (HepG2), insan meme adenokarsinoma (MCF-7), Madin Darby
Sigir Bobrek (MDBK) hiicre hatti ve insan akciger adenokarsinoma (A549) hiicre
hatlarinda bitki ekstraktina gore daha fazla sitotoksik etki gosterdigini ortaya

koymuslardir.

B-elemen geleneksel Cin tibbinda antikanser ajan olarak kullanilmaktadir. Hipernefroma
ise kemoteropatiklere ve radyasyon terapisine oldukc¢a direngli bir kanser tiirtidiir. Zhan
et al. (2012) belli konsatrasyonlarda PB-elemeni hipernefroma kanser hiicrelerine
uygulamig ve sitotoksik etkilerini MTT yontemi kullanarak arastirmiglardir. Yapilan
calisma sonunda B-elemenin doza ve zamana bagli olarak hiicrelerde apoptoza sebep

oldugunu rapor etmislerdir.

Khay et al. (2012) Vernonia cinerea bitkisinden izole ettikleri seskiterpen lakton 8alfa-

tigloyloks-hirsutinolid-13-O-asetat bilesiginin insan kolon (HT29) ve HepG2 kanser
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hiicre hatlarinda sitotoksik etki yaptigini kaydetmislerdir.

Gowda et al. (2012) beta-karyofilen, karyofilen oksit, alfa-humulen ve humulen oksit
seskiterpenleri bakimindan zengin Didymocarpus tomentosa bitkisininden izole edilen
esansiyal yagin sitotoksik etkilerini Hela hiicrelerinde MTT yontemi ile degerlendirmis.
Calismanin sonunda seskiterpenler bakimindan zengin esansiyal yagin sitotoksik

aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.

Zerumbon Zingiber zerumbet bitkisinden elde edilen bir seskiterpendir. Yapilan
caligmalarda anti-tiimoral ve antiiflamatuar etkilerinin oldugu kaydedilmistir. Weng et
al. (2012) insan glioblastoma multiform hiicrelerinde zerumbonun apoptotik etki
mekanizmasini aragtirmig, bilesigin glioblastoma multiform hiicrelerinde doza bagh

olarak hiicre 6liimiine sebep oldugunu kanitlamislardir.

Retinoblastoma genellikle genglerde goriilen koti huylu bir tiimordiir. Hsiao et al.
(2012) gossipoliin insan retinoblastoma hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkilerini
aragtirdiklar1 ¢alismada gossipoliin 5, 10 ve 20 puM konsantrasyonlarnin Kkanser

hiicrelerinin hayatta kalma oranini dnemli derecede diisiirdiigiinii rapor etmislerdir.

Rosselli et al. (2012) Tanacetum vulgare ciceklerinden izole ettikleri 6desman iskeletine
sahip bes seskiterpenin in vitro insan akciger epitel ve ¢in hamster akciger fibroblast
kanser hiicre hatlarinda yiiksek doza ve zamana bagli olarak sitotoksik etki gdsterdigini

rapor etmislerdir.

de Oliveira et al. (2012) metansiilfonat ve hidrojen peroksite maruz kalmis V79
hiicrelerinde bakkarinin genotoksik ve antigonotoksik etkilerini belirlemek icin MC ve
comet testleri kullanmislar. Yapilan ¢aligmada bakkarinin mutajen ajanlarin yol actigi

genetik hasari azalttig1 ve antigenotoksik ajan olabilecegini ortaya koymuslardir.

Fitakulosit bir norseskiterpendir. Gil da Costa et al. (2012) insan mononuklear kan

hiicrelerinde fitakulositin genotoksik etkilerini arasgtirmiglardir. Yapilan ¢alismada
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fitakulositin DNA hasarina sebep oldugunu, kromozomal aberasyonlara yol a¢tigini ve
KKD frekansini arttirdigini bulmuslardir. Ayrica Gomes et al. (2012) fitakulositin 60
png/ml konsantrasyonunun insan gastrik epitel hiicrelerinde ve havyan modellerinde

hiicre canliligini azalttigini ve apoptozu tesvik ettigini kanitlamiglardir.

Widdrol ardig tiirlerinden elde edilen antikanser ve antifungal etkiler sergileyen dogal
bir seskiterpendir. Kang et al. (2012) widdroliin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde doza
ve zamana bagli olarak AMP-aktiflestirilmis protein kinaz fosforilasyonunu tetikleyerek

apoptoza sebep oldugunu ortaya koymuslardir.

Nakashima et al. (2012) Melicope denhamii bitkisinden izole edilen zieran tip
seskiterpenlerden melikodenones A-B(1-2), guanin tip seskiterpenlerden melikodenones
C-E(3-5) ve zieron(6) seskiterpenlerinin DLD-1 insan kolon kanser hiicre hattinda
sitotoksik aktivitelerini arastirmis ve melikodenones A’nin orta dercede sitotoksik etki

gosterdigini rapor etmislerdir.

Somwong et al. (2013) Ficus foveolata bitkisinden sentezledikleri seskiterpen
bilesiklerinden foveolid A'nin SW620, HepG2, BT474 ve KATO-III kanser hiicre
hatlarinda, foveolid B’nin SW620 kanser hiicre hattinda sitotoksik aktivite gosterdigini

kanitlamislardr.

Zhang et al. (2013) Alangium chinense bitkisinden elde ettikleri 4 yeni seskiterpen
bilesiginin sitotoksik etkilerini bes tiimdr hiicre hattinda (A549, Be-17402,BGC-823,
HCT-8 ve A2780) MTT yontemi ile degerlendirilmis. Calisma sonucunda seskiterpen
bilesiklerinden higbirinin kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gdstermedigini rapor

etmislerdir.

Liu et al. (2013) germakron seskiterpeninin insan hepatoma kanser hiicre hattinda
antiprolifreratif etkilerini MTT yontemi kullanarak degerlendirmis. Yapilan ¢alismada
germakronun apoptoza yol agarak hepatoma hiicrelerinin inhibisyonuna sebep oldugunu

ve bu sebeple yeni bir kemopreventif ajan olabilecegini 6ne siirmiislerdir.
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Alcantara et al. (2013) artemisin tiirevi artemetirin sitotoksik ve genotoksik etkilerini
hem mide kanser hiicre hattinda hemde insan lenfosit kiiltlirlerinde arastirmislar.
Yapilan MTT ve Comet analiz sonuglarinda artemetirin doz artigin1 bagl olarak her iki
hiicre hattinda da sitotoksik etki gosterdigi ve DNA hasarina yol actig1 rapor edilmistir.
Sonug¢ olarak insan lenfosit hiicrelerinin mide kanseri hiicrelerine gore artemetirinin

artemisine gore daha duyarli oldugu belirtmislerdir.

Wu et al. (2013) Antartika derin denizlerinde bulunan funguslardan izole ettikleri kloro-
trinoreremofilan seskiterpeninin HL-60 ve A549 kanser hiicrelerinde orta derecede

sitotoksik aktivite gdsterdigini rapor etmislerdir.

Hirsutanol-A birgok kanser hiicre hattinda sitotoksik etki gosteren bir seskiterpendir.
Yang et al. (2013) Hirsutanol-A’nin antitiiméor aktivitesi ve molekiiler mekanizmasini
arastirmiglar. Mevcut ¢alismada hirsutanol-A’nin mitokondriyal-bagimsiz reaktif oksijen
tiirlerini arttirarak, mitokondriyal zar potansiyelini degistirerek ve sitokrom ¢ salinimina

sebep olarak kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigini belirtmislerdir.

Cedrelopsis grevei yaprak ugucugu yagi Madagaskar’da halk tibbinda yaygin olarak
kullanilan aromatik ve tibbi amagh bir bilesiktir. Afoulous et al. (2013) bu ugucu
yagdan ¢ogunulugu (E)-B-farnesen (%27,61), 6-kadinen (%14,48), a-kopaen (%7,65)
ve P-elemen (%6,96) bilesiklerini igeren 64 bilesik tanimlamistir. Test edilen

bilesiklerden sadece (E)-p-farnesennin antikanser aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.
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. MATERYAL ve YONTEM

1. Materyal

.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Fetal calf serum (PAN Biotech®, Germany)

Penicillin -Streptomycin (PAN Biotech®)

Dubbelco modifieded eagles medium (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Germany)
Hank’s Blanced salt solution (Sigma-Aldrich®)

Siklosativen, Farnesen, Gayazulen, Kopaen (Sigma-Aldrich®)

Zingiberen (My Guide Chem, China)

Total antioxidant status, Total oxidant status kits (Rel Assay Diagnostics® Turkey)
BME, Basal Medium (Eagle) (1X), liquid (GIBCO®, Grand Island, NY, USA)
B27 (GIBCO®, Grand Island, NY, USA)

.1.2. Kullamilan laboratuar geregleri ve cihazlar

Karbondioksitli doku kiiltiir etiivii (Napco 6500-Su yelekli, Amityville, USA)
Etiiv (Heraeus FB 420, Memmert, Germany, Niive NF 200, Turkey)
Invert mikroskop (Euromex-Holland)

Spektrofotometre (Beckman DU 500, USA)

Elektronik hassas terazi (Precisa XB 320 M, Ohaus, Ep 213, USA)
ELISA okuyucu (Bio-Tek, PW XS, USA)

Santrifiij cihazi (Model HN-S, USA, Niive NF 200, Turkey)

Su banyosu (Niive NB 5, Turkey)

Otomotik pipet (Finpipette Labsystems, Finland)

ELISA okuyucu (Bio-Tek, PW XS, USA)

Buzdolabi (Argelik ve Bosch)

Derin dondurucu (Sanyo Ultra Low, Japan)

Distile su cihaz1 (Easypure RF compact ultarpure ws, USA)
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- 48 kuyucuklu plate (Costar, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Germany)

- 5 cc steril enjektor (Hayat tibbi aletler, Turkey)

- 12 ml hiicre kiiltiir tiipii (Grenier Bio-one, Germany)

- Laminer flow bench (Turkey)

- Pipet Ucu 0,1-10ul, Pipet Ucu 5-100ul, Pipet Ucu 5-200 ul, Mikropipet 0,1-10ul
Mikropipet 10-100ul (Eppendorf, Hamburg, Germany)

3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlamsi

Fosfat tamponlu salin’in (PBS) hazirlanisi

8,0 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 0,2 gr KH,PO4 ve 2,32 gr Na,HPO, alind1 ve 1 litre distile suda

¢oOziildii. Cozelti oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Agaroz ¢ozeltilerinin hazirlanisi

%1’lik LMA: 0,5 g agar 50 ml PBS’de ¢oziildii.
%0,5’lik LMA: 0,25 g agar 50 ml PBS’de ¢oziildii.
%1°lik NMA: 0,5 g agar 50 ml distile su (Milli Q water)da ¢oziildii.

Lizis soliisyonunun hazirlanisi

700 ml saf suya 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA ve 1,2 g Tris eklendi ve iyice karigtirildi.
Daha sonra bu karisima 8 g NaOH eklendi ve yaklasik 20 dk karistirildi (pH: 10° a
ayarlandi). Hacmi saf suyla 890 ml’ye tamamland1 (oda sicakliginda). Kullanimdan
once son olarak: 10ml Triton X-100 (%1) ve 100 ml DMSO (%10) eklendi.
Uygulamadan hemen 6nce en az 30 dk buzdolabinda bekletildi.
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Elektroforez tampon ¢ozeltisinin hazirlanisi

Stok ¢ozeltiler: 200g NaOH (10N NaOH) 500 ml saf suda ¢6ziildii. 14,89 g EDTA (200
mM EDTA) 200 ml (pH:10’a ayarland1) saf suda ¢oziildii. Her bir elektroforez
yiiriitmesi i¢in 30 ml NaOH ve 5 ml EDTA pH>12 ayarlanmak kosuluyla hazirlandi ve

hacim 1200 ml’ye tamamlandi.

Notiirlestirme tamponu hazirlanisi

48,5 g Tris 800 ml saf suda iyice ¢oziildii (pH: 7.5'a ayarlandi) ve son hacim 1000 ml’ye

tamamlandi (oda sicakliginda saklandi).

Boyama soliisyonu hazirlanisi

10 mg EtBr 50 ml saf suda ¢6ziildii ve oda sicakliginda saklandi. Her 1X kullanim igin

hazirlanan bu stoktan 1 ml alind1 9 ml saf su eklendi ve hacim 10 ml ye tamamlandi.

Hank’s Blanced salt solution (HBSS) hazirlanisi

CaCl 0,185 g/L
MgSO4 0,097 g/L
KCL 0,4 g/L
KP (Monobazik) 0,06 g/L
NaCl 8g/L

Yukarida adi verilen kimyasal maddeler karsilarinda belirtilen miktarlarin 1/10'u
tartilarak bir cam behere kondu ve iizerine 100 ml distile su konarak ¢6ziildii ve HBSS

¢oOzeltisi elde edildi.
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3.1.4. Deney hayvanlari ve hiicre kiiltiirleri

Bu calismada Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden temin edilen yeni dogan Sprague Dawley cinsi deney hayvanlari
kullanildi. Hayvanlar etik kurallara uygun olarak dekapite edildi ve noronlar hiicre
kiltirii ortaminda yasatildi.Ayrica N2a noroblastom hiicre hatt1 Tiirkiye Sap

Enstitiisi’nden temin edildi.

3.1.5. Noron kiiltirii hazirlama

9 adet yeni dogmus (24 saatini doldurmamis) yavru bireyler alindi (1). Batikonla
yikandi. Daha sonra steril ortamda dekapite edildi. Bas kisminda 6nce derisi ve kafatasi
kaldirildi. Ince beyin zar1 da ayrildiktan sonra korteks kismu dikkatlice beyinden
cikarildi. Korteks kisimlari iginde HBSS bulunan tiiplere konuldu. Tiipler etiive
birakildi. Daha sonra tiipler sterilizasyona dikkat edilerek etiivden alindi. Dibe ¢6kmiis
olan beyinlerin lizerindeki HBSS dokiildii. Steril petri kabina alinan beyinler 20
numarali bistiiri ile makro parcalara ayrildi. Pargalanan beyin parcalarinin {izerine 1,5
ml HBSS ile 0,3 ml tripsin eklendi (1/4 oraninda). Enjektorle ¢ekilip 15 ml’lik tiipe
konuldu. Tripsinin mikro par¢alama yapabilmesi i¢in 35 dk etiivde bekletildi. Tripsinin
parcalama etkisini durdurmak amaciyla DNAaz I’in bulundugu kabin igine, tripsin ile
muamele edilen korteksler eklendi. DNAaz I’in bulundugu kabin i¢ine %10 oraninda
Fetal Calf Serum eklendi. DNAaz I’in parcalamayr durdurarak tripsini dokulardan
ayirmasi i¢in 10 dk beklendi. Bu sivinin {izerine 6 ml HBSS eklendi ve 800 rpm’de 19
dk santrifiij edildi. Dibe ¢oken beyinlerin lizerindeki HBSS dokiildii ve {izerine 10 ml
noronal base medium (NBM) konuldu. Uzerine NBM suplementi olan B27, 1/50
oraninda eklendi. Uzerine 1/1000 oraninda penisilin eklendi. 48’lik flasklarin her
odasina 180 pl kondu ve 37°C'de, %5 CO; igeren etiive birakildi. 1 hafta sonra odalara
yapismis hiicrelerin bulundugu her odaya hacimlerinin 1/2 oraninda ndérobasal medium
+B27+ antibiotik’den olusan ekim ortami eklendi ve néron hiicrelerinin flask tabanini
kaplayacak ve mikroskop altinda dallanma gosterene kadar beklendi. Deneylerde
seskiterpen bilesiklerinin sekiz farkli dozu (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 400 mg/L)
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kullanildi.

Sekil 3.1. Noron kiiltiirii hazirlama agamalari



o1

3.2. Yontemler

3.2.1. MTT analizi

- Hiicreler 48’lik plate’e bolme basina 100 pL kiiltiir mediumu igerisinde 10a (a=5)
hiicre bulunacak sekilde, muamele edilecek bilesikle birlikte ve muamele edilecek
bilesikten yoksun olarak ekildi. Hiicrelerin CO, etiiviinde 37°C’de 24 saat siire ile
kiiltiirii yapildi (Sekil 3.2.).

- Her bir bolmeye pipet araciligi ile 10 pL MTT karigimi eklendi.

- Dairesel karistiricida 1 dakika hafifce karistirildi. Hiicreler CO; etiiviinde 3-4 saat
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda olusan formazan bolmelerin dibinde
koyu kristaller halinde goriildii.

- Kiiltiir mediumu hiicre tabakasini1 dagitmadan dikkatli bir sekilde her bir bolmeden
aspire edildi. Alternatif olarak dibe yapigsmayan hiicrelerin ¢okmesi igin aspire
edilmeden 6nce plate 400x g’de 10 dK satrifiijlendi.

- Her bir bolmeye 100 pL Cistal Coziicii Soliisyon eklendi (Bu soliisyon formazan
kristalleri ¢ozecek ve portakal renginde bir soliisyon olusturacaktir).

- Her bir numunenin absorbansi1 570 nm’de microplate okuyucu kullanilarak 6l¢iildii.

Sekil 3.2. MTT analiz prosediirii
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3.2.2. Toplam antioksidan kapasite

TAK diizeyi tespiti ilk olarak Tomasch et al. (2001) uygulanan bir yontemdir. Bu
yontem 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-siilfonat = ABTS™) radikal katyonunun
olusumunu inhibe edecek antioksidan kapasitenin tespitini temel almaktadir. Tespit
isleminde Rel Assay Diagnostics® firmasi tarafindan iiretilen TAS (Total Antioxidant

Status) kitleri kullanildi (Erel 2004).

Kit Bilesenleri

- Reaktif 1 Sollisyonu: 50 ml
- Reaktif 2 Soltisyonu: 10 ml
- Standart 1 Soliisyonu: 10 ml
- Standart 2 Soliisyonu: 10 ml

30 ul ornek igeren kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan eklenerek 660 nm’de
ilk absorbans okundu (Sekil 3.3.). Daha sonra aymi kuyucuklara 75 pl Reaktif 2
eklenerek 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Bekleme sonunda 660 nm’de ikinci
absorbans degeri okundu (Sekil 3.3.). Elde edilen absorbans degerleri asagidaki
formiilde uygun sekilde yerlerine konularak mmol Trolox Equiv./L cinsinden TAK

diizeyleri tespit edildi.

TAK (mmol Trolox Equiv./L) = [(AStandart 1’in degeri) - (AOrnegin degeri] /
[(AStandart 1’in degeri) — (AStandart 2’nin absorbansi)] x 20
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1.O0KUMA
Sekil 3.3. TAK analiz prosediirii

2.0KUMA

3.2.3. Toplam oksidan durum

Toplam oksidan durum tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir. Incelenen numunede
bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin yapisin1 ferrik iyona oksitlerler. Bu
reaksiyonu ortamda bulunan gliserol yaklasik {i¢ kez hizlandirmaktadir. Asidik ortamda
ferrik iyonlar "xylenol orange" ile renkli bir kompleks meydana getirirler. Numunede
bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak
Olgiilerek degerlendirme yapilir. Calismamizda Rel Assay Diagnostics® firmasi

tarafindan tiretilen TOS (Total Oxidant Status) kitleri kullanildi (Erel 2004; Erel 2005).

Kit Bilesenleri

- Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
- Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
- Standart 1 Soliisyonu: 10 ml
- Standart 2 Soliisyonu: 10 ml

75 ul plazma 6rneginin bulundugu kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan ilave
edilerek 530 nm’de ilk absorbansi okundu (Sekil 3.4.). Daha sonra ayn1 kuyucuga 25 pl
Reaktif 2 sollisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Bekleme sonunda

530 nm’de ikinci kez absorbans1 okundu (Sekil 3.4.). Elde edilen absorbans degerleri ve
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asagidaki formiil kullanilarak mmol TOD diizeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit
edildi. TOD (umol Hy0, Equiv./L) = (AOrnegin degeri/AStandart 2’nin degeri) x
(Standart 2 degeri)

4

1.0KUMA 2.0KUMA

Sekil 3.4. TOD analiz prosediirii

3.2.4. Tek hiicre jel elektroforezi

- Lamlar metanole batirildiktan sonra mavi bir alev {lizerinden gegcirilerek steril edildi.
Normal erime noktali agaroz (NMA) sicak oldugundan lam daldirilmadan 6nce buzlu
suya daldirilip sonra NMA’ya daldirildi, hafifce ¢ikarildi ve kullanilmayan yiizeyi
temizlendikten sonra kurumasi icin diiz bir kaba kondu (Lamlar ihtiya¢ duyulana kadar
oda sicakliginda saklandi ve yiiksek nemden uzak tutulmasina dikkat edildi).

- Mikrodalgada eritilen diisiik erime noktali agaroz (LMA) (80uL) ile noron kiiltiir
hiicreleri (20uL) ependorf tiipiinde karistirilarak lamlar iizerine yayildi. Lamelle
kapatilan lamlar buz kabininin iizerinde 5-10 dk bekletildi.

- Lamlarim tizerindeki lameller kaldirilarak jel tabakasinin iizerine iigiincii jel tabakasi
(75uL LMA) eklendi. Lamelle kapatilan lamlar buz kabininin iizerinde 5-10 dk
bekletildi.

- Lamlar taze hazirlanmis lizis soliisyonunda (4°C’de) en az 2 saat bekletildikten sonra
hafifce ¢ikarildi. Yatay jel kabinin bir ucuna miimkiin olduk¢a birbirine yakin olacak
sekilde yerlestirildi.

- Tampon haznesi, lamlarin {izeri tamamiyla dolana kadar yeni hazirlanmig (pH>12)
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elektroforez tamponu ile dolduruldu.

- Lamlar DNA’nin ¢6ziilmesi ve degisken alkali hasarin ifadesi i¢in 20 dk (4°C’de)
alkali tamponda bekletildi.

- Tampon seviyesini yiikselterek veya diisiirerek giic kaynagi 24 volt (yaklasik 0.74
V/em) ve 300 mA ayarlandi. Calismanin amact ve kontrol numunelerinin go¢ araligina
bagl olarak, lamlar elektroforezde 30 dk tutuldu (Sekil 3.5.).

- Gli¢ kaynag1 kapatildi. Lamlar tampondan yavasga c¢ikarilip bir kaba yerlestirildi.
Daha sonra uygun kapta lamlar nétiirlestirme tamponunun damla damla muamele
edilmesiyle kaplandi en az 10 dk bekletildi. Bu islem en az 2 kez daha tekrar edildi.

- Lamlar 8 pl 1X EtBr ile boyands, 5 dk bekletildikten sonra boyay1 uzaklastirmak igin
soguk distile su ortamina batirildi. Distile sudan c¢ikarilan lamlarin iizerine lamel

kapatildi ve hemen degerlendirildi.

Sekil 3.5. Elektroforez tampon soliisyonunda yiiriitme asamasi

DNA hasar1 EtBr boyali DNA’nin floresan mikroskopta 40X’lik objektifte
incelenmesiyle gozlemlendi. DNA hasarlarinin tespit edilmesinde Speit and Hartmann
(1999) tarafindan 6nerilen yontem kullanildi. Bu amagla olanaklarimiz biinyesinde bir
Comet analiz programi bulunmadigindan dolay1 analizler goérsel olarak fluoresan

mikroskop altinda gergeklestirildi. Arastirma kapsaminda, her kiiltiir i¢in 100 adet
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niikleoid DNA incelenerek DNA hasarlar1 Sekil 3.7.’deki analiz metodu kullanilarak
hesaplandi. Comet olusumlari, gozlenen kuyruk uzunluklarina gore alti farkli gruba
ayrilarak A’dan F’ye kadar degisen oranlarda puanlandirildi A: hasarsiz (0); B: ¢ok az
hasarli (1), C: az hasarli (2); D: Hasarl1 (3); E: Cok hasarli (4); F: maksimum hasarli (5).
Boylece, 100 comet i¢in elde edilen toplam hasar puani 0-500 arasinda yer aldi. Ayrica,
tim bu islemler, ¢evre kaynaklit DNA hasarini 6nlemek amaciyla karanlik ortamda

yapild.

-
-

Sekil 3.6. DNA hasar tespitinde kullanilan analiz metodu
*A: Hasarsiz (0); B: Cok az hasarli (1), C: Az hasarli (2); D: Hasarli (3); E: Cok hasarli (4);
F: Maksimum hasarli (5))
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3.2.5. istatiksel analizler

Arastirmalardan elde edilen sayisal verilerin istatiksel analizleri S.P.S.S. Version 15.0 ile
gerceklestirildi. Istatiksel degerlendirme i¢in One Way Anova Testi’ni takiben Post Hoc
LSD testi kullanild. Istatiksel énemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. MTT Analiz Degerleri

In vitro kosullarda gergeklestirdigimiz MTT analiz sonuglari ile seskiterpenlerin farkli
hiicre hatlarinda canlilik iizerine etkileri degerlendirilmistir. Sonuglarimiza goére konrol
grubu degerleri saglikli néron hiicre kiiltiirleri i¢in 82,7+4,3 ve N2a ndéroblastom hiicre
kiltiirleri i¢in de 85,3+5,2 olarak belirlenmistir. FNS, GYZ, SSV, KOP ve ZNG’nin
yiiksek dozlar1 (150, 200 ve 400 mg/L) saglikli néron hiicre kiiltiirlerinde canli hiicre
sayisini kontrole kiyasla azaltirken ilgili bilesiklerin diistik dozlar1 (10, 25, 50, 75, 100
mg/L) cogalmayr baskilayic1 bir etki gostermemistir. Ayrica noéroblastom hiicre
kiiltiirlerinde FNS ve GYZ’nin 150 mg/L, SSV ve KOP’un 100 mg/L, ZNG’nin ise 50
mg/L ve lizeri konsantrasyonlart canli hiicre sayisinda kontrole oranla 6nemli Glgiide
azalmalara neden olmugtur. Seskiterpenlerin saglikli néron ve N2a noroblastom hiicre
kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagl olarak ortaya koydugu MTT degerleri FNS, GYZ,
KOP, SSV ve ZNG ig¢in sirastyla Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5’ de gosterilmistir.

E Noron B N2a Noroblastom

100 -

% Hiicre Canhihg

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.1. FNS maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik ytlizdeleri
*Degerler ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur (* <0.05, n=6).
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100 - E Noron EN2a Noroblastom

% Hiicre Canlihg

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.2. GYZ maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri

H Noron B N2a Noroblastom

% Hiicre Canhihg

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.3. KOP maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri
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100 - m Noron = N2a Noroblastom

% Hiicre Canlihg

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.4. SSV maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri

B Noron EN2a Noroblastom

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

% Hiicre Canlihg:

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.5. ZNG maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri
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4.2. Toplam Antioksidan Kapasite Degerleri

Kontrol grubu TAK degeri saglikli noron hiicre kiiltlrleri icin 28,6+£3,0, N2a
noroblastom hiicre kiiltiirleri i¢in 6,1£0,5 olarak saptanmistir. Sonuglarimiz GYZ, KOP
ve ZNG’nin kontrol grubuna kiyasla 10 mg/L konsantrasyonlarmin TAK diizeyini
degistirmedigini ortaya koymustur. Ayrica FNS’nin 25, 50 ve 75 mg/L
konsantrasyonlar1 TAK diizeyini arttirirken GYZ, KOP, SSV ve ZNG’nin sadece 25
mg/L konsantrasyonlarinin TAK diizeyini arttirdi1 tespit edilmistir. Saglikli néron
hiicre kiiltiirlerinde FNS, KOP ve SSV’nin 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlari, ZNG ve
GYZ’nin ise 150, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlari, N2a noroblastom hiicre
kiiltiirlerinde FNS, KOP ve SSV’nin 150, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlari, ZNG ve
GYZ’nin ise 100, 150, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlar1 TAK diizeylerini istatistiksel
acidan 6nemli derecede azaltmistir. Seskiterpenlerin saglikli ndéron ve N2a noéroblastom
hiicre kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu toplam antioksidan
durum degerleri degerleri FNS, GYZ, KOP, SSV ve ZNG i¢in sirasiyla Sekil 4.6, 4.7,
4.8, 4.9, 4.10°da gosterilmistir.

B Noron ® N2a Noroblastom

TAK (mmol Trolox Equiv./L)

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.6. In vitro kosullarda FNS’nin olusturdugu toplam antioksidan kapasite degerleri
*Degerler ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur. (*<0.05,n=6).
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TAK (mmol Trolox Equiv./L)

B Noron = N2a Noroblastom

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.7. In vitro kosullarda GYZ’nin olusturdugu toplam antioksidan kapasite
degerleri
m Noron = N2a Noroblastom
- 45 -
= 40 -
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Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.8. In vitro kosullarda KOP’un olusturdugu toplam antioksidan kapasite degerleri
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E Noron = N2a Noroblastom

TAK (mmol Trolox Equiv./L)

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.9. In vitro kosullarda SSV’nin olusturdugu toplam antioksidan kapasite degerleri

E Noron = N2a Noroblastom

45 ~
40 -
35
30
25
20
15

TAK (mmol Trolox Equiv./L)
o ©

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.10. In vitro kosullarda ZNG’nin olusturdugu toplam antioksidan kapasite
degerleri
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4.3. Toplam Oksidan Durum Degerleri

Kontrol grubu TOD degeri saglikli ndron hiicre kiiltiirleri i¢in 1,7+0,1, N2a ndroblastom
hiicre kiiltiirleri i¢in 2,3+0,2 olarak saptanmistir. Seskiterpen bilesiklerinin 10 mg/L ve
25 mg/L konsantrasyonlar1 her iki kiiltlir ortaminda TOD diizeylerini degistirmemistir.
Ancak saglikli néron hiicre kiiltiirlerinde FNS, SSV, GYZ ve ZNG’nin yiiksek dozlar
(150, 200 ve 400 mg/L) TOD diizeyini kontrole oranla dnemli derecede arttirmistir.
Bununla birlikte N2a noroblastom hiicre kiiltiirlerinde ise FNS ve GYZ’nin 150, 200,
400 mg/L konsantrasyonlari, KOP ve SSV’nin 100, 150, 200 ve 400 mg/L, ZNG’nin 50,
75, 100, 150, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlari TOD diizeylerini énemli derecede
arttirmigtir. Seskiterpenlerin sagliklt ndéron ve N2a noroblastom hiicre kiiltiirlerinde
konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu toplam oksidan durum degerleri
degerleri FNS, GYZ, KOP, SSV ve ZNG i¢in sirastyla Sekil Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14,
4.15’de gosterilmistir.

E Noron EN2a Noroblastom

TOD (mmol H,0O, Equiv. L)

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.11. In vitro kosullarda FNS’nin olusturdugu toplam oksidan durum degerleri
*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. (* <0.05, n=6)
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Sekil 4.12. In vitro kosullarda GYZ’nin olusturdugu toplam oksidan durum degerleri
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Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.13. In vitro kosullarda KOP’un olusturdugu toplam oksidan durum degerleri
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Sekil 4.14. In vitro kosullarda SSV’nin olusturdugu toplam oksidan durum degerleri

TOD (mmol H,0, Equiv. L)
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g B, N T W w
1 1 1 1 1

o
I

H Noron H N2a Noroblastom

200

400

50 75 100 150
Konsantrasyon (mg/L)

Kontrol 10 25

Sekil 4.15. In vitro kosullarda ZNG’nin olusturdugu toplam oksidan durum degerleri
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4.4. Toplam Hasar Puan Degerleri (Comet analizi)

In vitro kosullarda Comet olusumlari esas alinarak hesaplanan toplam hasar puan
degerleri biitiin konsantrasyonlar i¢in 30,4+£3,7 ve 41,2+49 degerleri arasinda
bulunmustur. Kontrol gruplari i¢in tespit edilen toplam hasar puan degeri saglikli néron
hiicre kiiltiirleri (35,6+5,4) ve N2a noroblastom hiicre kiiltiirleri (38,3+4,2) ile deney
gruplarindan elde edilen puan degerleri arasinda istatistiki agidan herhangi bir farklilik
bulunmamuistir. Farkli konsantrasyonlarda kiiltiirlere uygulanan FNS, GYZ, KOP, SSV
ve ZNG hicbir dozda kontrol grubuna kiyasla hasar puan degerlerinde belirgin
degisiklige yol agmamustir. Test teknigine uygun olarak hazirlanan kiiltiirlerde 400
mg/L (ZNG ve KOP) konsantrasyonlarinda bilesik muameleleri yapilan kiiltiirlerde
tireme saglanamamistir. Seskiterpenlerin saglikli néron ve N2a noroblastom hiicre
kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu toplam hasar puan
degerleri FNS, GYZ, KOP, SSV ve ZNG icin sirasiyla Sekil 4.16, 4.17, 4.18, 4.19,
4.20’de gosterilmistir.

= Noron HN2a Noroblastom

50 ~
45 -
40 -
35 -

Toplam hasar puam

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.16. In vitro kosullarda FNS’nin konsantrasyonlara gore olusturdugu toplam
hasar puan degerleri (n=6)
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B Noron EN2a Noroblastom
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Toplam hasar puam

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.17. In vitro kosullarda GYZ’nin konsantrasyonlara gore olusturdugu toplam
hasar puan degerleri

45 - ® Noron mN2a Noroblastom

40 -
35
30
25 -
20 -

Toplam hasar puam

o o
I

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.18. In vitro kosullarda KOP’un konsantrasyonlara gore olusturdugu toplam
hasar puan degerleri
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® Noron EN2a Noroblastom
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Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.19. In vitro kosullarda SSV’nin konsantrasyonlara gére olusturdugu toplam
hasar puan degerleri

® Noron BN2a Noroblastom
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Toplam hasar puam

Kontrol 10 25 50 75 100 150 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.20. In vitro kosullarda ZNG’nin konsantrasyonlara gore olusturdugu toplam
hasar puan degerleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda yapilan epidemiyolojik caligmalar, sagligin korunmasi ve hastaliklarin
onlenmesinde bitkilerin olduk¢a 6nemli rolleri oldugunu ortaya koymustur. Bu etkilerin
bitkilerin icerdikleri dogal bilesiklerin biyolojik aktivitelerine bagli oldugu iyi
bilinmektedir. Nitekim, bitkilerde yer alan ¢esitli dogal bilesiklerin antiiskemik (Rump
et al. 1995), antitrombosit (Tzeng et al. 1991), antiinflamatuar (Ferrandiz and Alcaraz
1991) ve antilipoperoksidant (Terao et al. 1994) aktivitelerinin oldugu rapor edilmistir.
Ayrica, soz konusu bilesikler 5-lipoksijenaz, siklooksijenaz, monooksijenaz ve ksantin
oksidaz gibi oksidasyon sistemleri ile ilgili pek cok enzimin aktivitelerini inhibe
edebilmektedir (Laughton et al. 1991; Siess et al. 1995; Cotelle et al. 1996). Bu
biyolojik etkiler farkli kimyasal gruplara ait dogal bilesiklerin antioksidatif 6zellikleri
ile yakindan iligkilidir (Bors et al. 1990; Rice-Evans et al. 1995).

Bitkiler tarafindan iiretilen dogal bilesiklerden olan terpenlerin 30.000°den fazla
¢esidinin  oldugu ve seskiterpenlerin terpenlerin en genis simifin1  olusturdugu
bilinmektedir. Repetto and Boveris (2010) seskiterpen (CisH24) yapisina sahip olan pek
cok dogal bilesigin antioksidan etkili oldugunu kaydetmislerdir. Bitki muhtevalarindaki
dogal bilesikler farkli mekanizmalar araciligiyla [(I) serbest radikal olusumu ile ilgili
enzimleri inhibe etme, (II) metal iyonlarina baglanma, (III) lipid peroksidasyonunu
baglatan radikalleri giderme] antioksidan aktiviteler sergileyebilirler (Ben Sghaier et al.
2011). Mevcut tez kapsaminda yiiriitiilen biyokimyasal arastirmalar (TAK analizleri)
sonucunda test edilen seskiterpenler antioksidan etkinlikleri ~bakimindan
FNS>SSV>KOP>ZNG>GYZ seklinde siralanmastir. Bilesiklerin diistik
konsantrasyonlar1 (25mg/L) ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde TAK diizeylerinde
belirgin artislar gozlenmistir. Ayrica tez kapsaminda test edilen farkli seskiterpen
bilesiklerinin doza ve hiicre tipine bagli olarak saglikli néron ve N2a ndroblastom hiicre
kiiltiirlerinde TAK diizeyini etkileyebildigi ilk kez ortaya konmustur. Bulgularimiz bu
konuda literatiirde kayitli olan sinirli sayidaki arastirmalara ait bulgular ile paralellik
gostermektedir. Nitekim Al-Maskri et al. (2011) tarafindan yiiriitiilmiis olan bir

calismada Ocimum basilicum bitkisinden izole edilen FNS’nin antioksidan 6zelliginin
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bulundugu ve bu bilesigin gida ve saglik sektoriinde koruyucu olarak kullanilabilecegi
rapor edilmistir. Bagka bir ¢alismada ise 1-2-dimetilhidrazinin’in (DMH) bagirsaklarda
yol actig1 oksidatif stres, inflamatuar etki ve apoptotik doku hasarina kargt FNS’nin
mukozal tabakalarda meydana gelen hiicre hasarlarini ve DMH’in yol ag¢tig1 oksidatif
stresi 6nemli Olgiide azalttigi rapor edilmistir (Khan and Sultana 2011). ORAK ve
DPPH yontemleri kullanilarak Annona salzmannii ve A. pickelii (Annonaceae)
bitkilerinin yapraklarindan izole edilen KOP bilesiginin yliksek antioksidan
kapasitesinin bulundugu ortaya konmustur (Costa et al. 2011). Benzer sekilde,
Centaurea centaurium L. (Asteraceae) kok ekstrelerinin igeriginde bulunan yiiksek
miktarlardaki FNS ve ZNG ugucu yaglarina bagli olarak serbest radikal giderici
aktivitesinin bulundugu kaydedilmistir (Confort1 et al. 2008). Tez kapsaminda test
edilen diger bilesiklerden farkli olarak diisiikk konsantrasyonlarda GYZ ilave edilen
kiiltiirlerde tespit edilen TAK diizeyi artiglari istatistiki acidan anlamli bulunmamustir.
Bulgularimizin aksine, GYZ tiirevi bir seskiterpen olan 3-viningayazulen’in oksidatif
etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada s6z konusu bilesigin DPPH serbest radikalini
giderici 6zelliginin oldugu gozlenmistir (Pratsinis and Haroutounian 2002). Yine, in
vivo kosullarda siganlarda parasetamol hepatoksisitesine karsit GYZ’nin potansiyel
koruyuculugunun arastirildigi calismada ilgili bilesigin lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigi, hidroksil radikallerini temizledigi ve DPPH ile etkilesime girdigi rapor edilmistir
(Kourounakis et al. 1997). Bu karsitliklar GYZ’nin biyokimyasal etkinliginin ortam
kosullarma (in vivo veya in vitro) ve bilesigin tiirev spektrumuna bagli olarak

degisebilecegini isaret etmektedir.

Faydali biyolojik etkilerinin bulunmasina ragmen seskiterpen bilesiklerinin
organizmaya alman miktarma ve tirline bagh olarak olumsuz etkileri de
bulunabilmektedir. Literatiirde kayith pek c¢ok arastirma sonucunda seskiterpen
maruziyetine baglh olarak deney hayvanlarinda hepatoksisite (Bhardwaj et al. 2001),
kardiyotoksisite, nefrotoksisite (Efferth and Kaina 2010), embriyotoksisite (Clark 2009)
ve immiinotoksisite (Moon et al. 2011) rapor edilmistir. Mevcut tezde, bilesiklerin
yiiksek konsantrasyonlari ile muamele edilen hiicre kiiltlirlerinde kontrol gruplarma
kiyasla TOD diizeylerinde belirgin artiglar gozlenmistir. Nitekim saglikli ndron
kiiltiirlerinde 150 mg/L ve {izeri konsantrasyonlarda eklenen FNS, GYZ, SSV ve ZNG
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ile 200 mg/L ve tzeri konsantrasyonlarda eklenen KOP pro-oksidan etki gostermistir.
N2a hiicre hattinda ise 100 mg/L ve iizeri konsantrasyonlarda eklenen KOP, GYZ ve
SSV, 150 mg/L ve iizeri konsantrasyonlarda eklenen FNS ile 50 mg/L ve iizeri
konsantrasyonlarda eklenen ZNG pro-oksidan etki gostermistir. Bulgularimiz test edilen
seskiterpen bilesiklerinin pro-oksidan etkilerinin uygulama dozuna ve uygulanan hiicre
tipine bagli olarak degistigini ve genellikle yliksek konsantrasyonlarinda gozlenen
norotoksisitenin olugmasinda oksidatif stresin énemli rol iistlendigini ilk kez ortaya
koymaktadir. Bulgularimiz1 destekler nitelikte seskiterpen yapida olan artemisinin ve
repin bilesiklerinin mitokondriyal GSH miktarini1 azaltarak, lipid peroksitleri artirarak
ya da antioksidan enzimlerin aktivitelerini degistirerek norotoksisiteye yol agtiklari
kaydedilmistir (Robles et al. 1997; Robles et al. 1998; Schmuck et al. 2002).

Seskiterpenlerin gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina karsin bu bilesiklerin
genotoksisite potansiyelleri hakkinda bilinenlerin oldukga yetersiz oldugu belirtilmistir.
Uzun siireli ve yiiksek dozlarda seskiterpen maruziyetinin genetik acgidan da riskli
olabilecegi rapor edilmistir (Aquino et al. 2011). Gossypol seskiterpeninin
genotoksisitesi hakkinda celigkili bulgular mevcut olmakla birlikte bu bilesigin insan
lenfositlerinde kardes kromatid degisimlerine ve DNA zincir kirilmalarina neden oldugu
rapor edilmistir (Best and Mckenzie 1988; de Peyster and Wang 1993). Yine seskiterpen
yapisindaki atrasitolon bilesiginin mutajenite potansiyeli zamansiz DNA sentez testi ile
incelenmis ve genotoksik etkili olmadig1 gosterilmistir (Hwang et al. 1996). Alt1 farkli
Bacillus subtilis susu iizerinde himenokson, helenalin ve tenulin seskiterpenlerinin
genotoksik etkileri aragtirllmistir. Arastirma sonucunda tenulinin DNA hasarina neden
olmadig1 ancak diger iki bilesigin farkli suslarda genotoksik etkili oldugu gozlenmistir
(Jones et al. 1981). Aquino et al. (2011) Swiss fareleri tlizerinde yapmis olduklart
deneylerinde artesunat bilesiginin in vivo genotoksisite potansiyelini degerlendirmis ve
test edilen seskiterpenin diisiik dozlarda zayif ancak yiiksek dozlarda giiclii bir
klastojeniteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Tsuda et al. (1998) in vitro sartlarda
Chinese Hamster Ovaryum (CHO) hiicreleri ve in vivo sartlarda fare karaciger, bobrek,
kemik iligi, mide, ince ve kalin bagirsak hiicreleri iizerinde Comet teknigi kullanarak
nivalenol seskiterpeninin mutajenik etkisini arastirmislardir. Arastirmalar1 sonucunda

bilesigin dozuna ve maruz kalma bicimine (oral ya da intraperitonal) bagli olarak
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bobrek, kemik iligi ve kalin bagirsak hiicrelerinde DNA hasarina yol agtigini
gbzlemiglerdir. Fareler iizerinde yiiriitilen bir diger arastirmada, aroma artirici ve
tatlandiric1  olarak kullanilan nerolidol seskiterpeninin genotoksisite potansiyeli
degerlendirilmistir. Calisma bulgular1 nerolidoliin kan, karaciger ve kemik iligi
hiicrelerinde ¢ok hafif diizeyde MC olusumunu tesvik ettigini ortaya koymustur (Piculo
et al. 2011). Seskiterpen yapisindaki parthenin bilesiginin genotoksisite potansiyeli (I)
Salmonella typhimurium ve Escherichia coli’de bakteriyal mutajenite testlerini (Ames
ve WP2), (1) KA, (IIT) KKD ve (IV) MC testlerini igeren farkli genetik yaklagimlar ile
degerlendirilmistir. Genetik analizler sonucunda bilesigin olduk¢a zayif bir mutajenite
potansiyelinin oldugu tespit edilmistir (Ramos et al. 2002). Al-Zubairi et al. (2010) KA
ve MC testlerini kullanarak yabani zencefil bitkisinden izole edilen zerumbon
seskiterpeninin DNA hasar1 olusturma potansiyelini arastirmislardir. Arastirma
sonucunda zerumbonun yiiksek dozlarda sitotoksik etkili oldugu ancak genotoksik etkili
olmadigini gostermislerdir. Tez kapsaminda test bilesikleri olarak belirlenmis olan FNS,
SSV, KOP, ZNG ve GYZ seskiterpenlerinin genotoksisite potansiyelleri farkli néron
hiicre kiiltiirlerinde comet testi kullanilarak degerlendirilmistir. Comet teknigi ile tek
zincir kiriklarinin tespiti miimkiin oldugu gibi nétral comet teknigi ile de ¢ift zincir
kiriklariin tespiti miimkiin olmaktadir. Ayrica, tamamlanmamis DNA tamir bolgelerini
de gosteren bu teknik hassas, basit ve hizli bir genotoksisite testi olarak kabul
edilmektedir. Bu yontemle genotoksisite tayininde hemen hemen tiim hiicrelerde DNA
hasar1 direkt olarak belirlenebilmektedir (Aksoy et al. 2008). Degerlendirilen
seskiterpen bilesiklerinin yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkilerinin bulundugu
ancak mutajenite potansiyellerinin bulunmadigi ilk kez ortaya konmustur. Nitekim
seskiterpen dozlarinin ilave edildigi normal ve kanserli beyin hiicrelerinde hesaplanan
toplam hasar puani degerleri ile kontrol grubundan elde edilen degerler arasinda

istatistiksel bir farklilik bulunmamaistir.

Tez kapsaminda saglikli noéron ve N2a ndroblastom hiicre kiiltiirlerinde seskiterpen
maruziyeti sonrasinda canliligmin belirlenmesi amaciyla MTT yontemi kullanilmagtir.
Tez kapsaminda test edilen bes farkli seskiterpen bilesiginin sitotoksik etkileri hakkinda
bilinenler olduk¢a sinirlidir. Ustelik bu bilesiklerin saglikli ndron hiicre kiiltiirleri

tizerindeki sitotoksik etki potansiyelleri ilk kez bu tez ile ele alinmistir. Saglikli hiicreler
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tizerinde farkli zaman araliklarinda (6, 12, 24, 48 ve 72 saat) gerceklestirdigimiz MTT
analizleri s6z konusu tiim bilesiklerin toksik etkilerinin 24 saat sonra ortaya ¢iktigini ve
6. ile 12. saatlerde belirgin toksisite olusturmadiklarini gosterdi. Ustelik bulgularimiz,
24. saat sonras1 gozlenen toksisitenin 48 ya da 72 saat maruziyeti sonrasinda gézlenen
toksisiteden farkli olmadigin1 (p>0.05) ortaya koydu. Bu nedenle in vitro
aragtirmalarimiz 24 saatlik hiicre kiiltiirleri  {izerinde ylriitiildi. MTT analiz
sonuglarimiz FNS, GYZ, SSV ve ZNG (>150 mg/L) ile KOP (>200 mg/L)
seskiterpenlerinin yiiksek konsantrasyonlarinin saglikli néronlarda sitotoksik etkili
oldugunu ortaya koymustur. Bu doz seviyelerinde TOD diizeylerinin de yiikselmis
olmas ilgili bilesiklerin sitotoksisinde oksidatif stresin olduke¢a etkili oldugunu isaret
etmektedir. Oksidatif stresin yani sira, dnceki raporlarda bitkilerdeki dogal bilesikler
tarafindan ortaya konan sitotoksisitenin (I) proteozom inhibisyonu, (II) yag asit sentezi
inhibisyonu, (Ill) topoizomeraz inhibisyonu, (IV) fosfatidil-inozitol 3-kinaz
inhibisyonu, (V) hiicre siklusunun engellenmesi, (V1) p53 birikimi, (VI1) c-fos ve c-myc
ekspresyonlarinin artist gibi farkli mekanizmalar araciligi ile de gerceklesebilecegi
kaydedilmistir (Constantinou et al. 1995; Lepley et al. 1996; Plaumann et al. 1996;
Agullo et al. 1997; Chen et al. 1998; Kazi et al. 2004; Chen et al. 2005; Brusselmans et
al. 2005). FNS, GYZ, SSV ve ZNG bilesiklerinin sitotoksisitesinin tam olarak
anlasilabilmesi s6z konusu mekanizmalarin in vitro veya in vivo model sistemlerde
detayli olarak arastirilmasini gerekli kilmaktadir. Zira FNS, GYZ, SSV, KOP ve ZNG
sitotoksistesinin ¢oklu mekanizmalar ile arastirilmasi, bilesiklerin yapi-aktivite
iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasina ve bu yolla da kanser tedavisinde etkin adaylar olarak

kullanilabilmelerine olanak saglayacaktir (Ben Sghaier et al. 2011).

In vivo ve/veya in vitro kosullarda gergeklestirilmis olan 6nceki arastirmalarda widdrol
(Kang et al. 2012), artemisin (Tin et al. 2012), zerumbon (Mukarami et al. 2004),
deoksielefantopin (Su et al. 2011a), 6-O-angeloylenolin (Su et al. 2011b), curcufenol
(Rodrigo et al. 2010), dehidrokostuslakton (Choi and Kim 2010), millerenolid,
thieleanin (Taylor et al. 2008), izokostunolid (Chen et al. 2007) gibi seskiterpen
yapisindaki dogal bilesiklerin antikanser aktivitelerinin bulundugu tespit edilmistir.
Seskiterpen bilesiklerinin antikanser aktivitelerini belirlemek {izere yliriitiilmiis olan

cesitli aragtirmalarin varligina ragmen, tez kapsaminda test bilesikleri olarak kullanilan
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FNS, ZNG, GYZ, KOP ve SSV bilesiklerinin antikanser aktiviteleri heniiz
arastirilmamisti. Mevcut tezde MTT testi kullanilarak s6z konusu seskiterpen
bilesiklerinin N2a noroblastom hiicre kiiltiirleri lizerindeki antikanser aktivitelerinin
varlig1 incelenmistir. Bilesiklerin sitotoksik etkileri ayrica saglikli noron kiiltiirleri

tizerinde de arastirilmistur.

Tez kapsaminda elde edilen énemli ve orijinal bulgulardan biri de KOP, SSV ve ZNG
bilesiklerinin N2a kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere oranla daha diisiik
konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu etkilemesidir. Diger bir ifade ile FNS ve
GYZ her iki hiicre kiiltiiriinde ayn1 konsantrasyonlarda sitotoksisiteye yol agarken KOP
(100 mg/L), SSV (100 mg/L) ve ZNG (50, 75 ve 100 mg/L) daha diisik
konsantrasyonlarda kanser hiicrelerinde sitotoksik etkili olmustur. N2a hiicre
kiiltiirlerindeki MTT analizleri sonucunda test edilen bilesikler antikanser aktivitelerine
gore ZNG>KOP>SSV>GYZ>FNS seklinde siralandi. Ayrica bu bilesiklerin ndron
kanser hiicre hatlarinda etkili antikanserojenler olarak kullanilabilecegi ilk kez rapor
edildi. Bulgularimiza benzer sekilde seskiterpen lakton koronopilinin 16semi
hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozisi tetikleyerek biiyiimeyi inhibe ettigi, fakat
saglikli kan hiicrelerinde zayif sitotoksisite gosterdigi rapor edilmistir (Cotugno et al.
2012). Karaciger kanseri olusumunun ilk fazlarinda farnesol ve geraniol (GER)
seskiterpenlerinin potansiyel kemopreventif etkilerinin arastirildigi ¢alisma sonrasinda
her iki izoprenoidin antikanserojenik etki gosterdigi rapor edilmistir (Ong et al. 2006).
Psidium guajava L. bitkisinin yapraklarindan elde edilen ekstrelerin KOP igerigine bagli
olarak prostat kanserine kars1 antikanserojen etki gosterdigi ve tedavi amagh
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Ryu et al. 2012). Tezimiz kapsaminda test edilen s6z
konusu seskiterpenlerin sitoprotektif antikanser etkilerini sitokrom P-450 enzim
sistemini inhibe ederek ya da enzimlerin izoformlarin1 uyararak sergiledigi ve bu yolla
endojen kanserojenlerin metabolik aktivasyonunu azaltmis olabilecegi teklif edilmistir.
Ilaveten tirozin kinaz ve siklin bagimli kinazlar ile etkilesimi, apoptozun tesviki ve
mutant p53 seviyesinin diizenlenmesi gibi biyolojik etkilerin kombinasyonlarinda bu
bilesiklerin antiproliferatif aktivitelerine katki saglayabilecegi kaydedilmistir (Avila et
al. 1994; Ferry et al. 1996; Constantinou et al. 1998; Casgrande and Darbon 2000; Ben
Sghaier et al. 2011). Bu bulguyu destekler nitelikte Chaudhary et al. (2009) Cilt
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kanserlerine kars1 FNS’nin kemopreventif etkinliginde oksidatif stres, inflamasyon gibi
biyolojik etkiler ile Ras/Raf/ERK1/2 ve apoptozis yollar1 bir biitiin halinde énemli rol
oynadigin1 kaydetmiglerdir. Timor nekroz faktorii (TNF) ile iligkili apoptozisi
indiikleyen ligand (TRAIL) transforme olmus hiicrelerin yikimina neden olmaktadir. Bu
konuda daha 6nce yiiriitilmiis olan bir ¢alismada Curcuma parviflora bitkisinden elde
edilen dimerik seskiterpenlerin TRAIL reseptorlerini ve TRAIL reseptdr proteinin

ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (Ishibashi and Ohtsuki 2008).

Mevcut tezde farkli kimyasal yapilara sahip bes farkli (FNS, GYZ, KOP, SSV ve ZNG)
seskiterpen bilesiginin pro-oksidan, antioksidan, genotoksisite ve sitotoksisite
potansiyelleri sirasiyla TOD, TAK, Comet ve MTT testleri ile degerlendirildi. Elde
edilen bulgular basta FNS olmak iizere SSV, KOP ve ZNG’in diislik konsantrasyonlarda
antioksidan aktivitelerinin varligini, yliksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkili
olduklarin1 ortaya koydu. Test edilen tiim bilesikler non-genotoksik etkili bulundu.
Basta ZNG olmak tizere KOP ve SSV noroblastoma hiicrelerine karsi antikanser aktivite
gosterdi. Tez kapsaminda elde edilen bulgular 1s18inda farkli yapida seskiterpenlerin
N2a beyin tiimorii hiicre hatlarinda antikanserojenik aktivitelerinin multidisipliner
yaklasimlar ile belirlenmesiyle, beyin kanserlerinin tedavisinde yeni bir yaklagimin

onerilebilecegi kanaatindeyiz.
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