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Noroblastoma beyin dokusu igerisinde hizli bir sekilde yayilabilen ve ¢ocukluk ¢aginda en sik
goriilen Oliimciil timdr cesididir. Buna ragmen, ndroblastomanin etiyolojisi hala tam olarak
bilinmemektedir. Cerrahi ve radyoterapi gibi yontemlerin yani sira, néroblastoma tedavisi igin
tercih edilen bir bagka etkili yol da kemoterapdtik ajanlarin kullanimidir. Bu nedenle, 6zellikle
son yillarda ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilabilecek dogal ve biyolojik etkili
kemoterapotik ajanlarin kesfedilmesi ve gelistirilmesi en popiiler arastirma konular1 arasinda yer
almaktadir. Bu agidan bakildiginda monoterpenler, bitkilerin koku ve rengini saglayan temel
bilesenler olmalarinin yani sira insan sagligina katkilar1 agisindan da Onemli biyoaktif
bilesenlerdir. Monoterpenlerin yararli etkileri antioksidan, antibakteriyal, antifungal,
antikanserojen, anti-inflamatuvar ve anti-iilser 6zellikler olarak siralanabilir. Bu nedenlerle, tez
kapsaminda bazi énemli monosiklik ve bisiklik monoterpen bilesiklerin normal ve kanserli
sican beyin hiicre hatlar1 (N2a) {izerine in vitro sitolojik, biyokimyasal ve genetik etkilerinin ilk
defa arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica literatiirde tez kapsaminda test edilen olan farklh
monoterpenlerin beyin tiimorii hiicrelerinde ¢ogalmayr baskilayip baskilamadigi konusunda
herhangi bir aragtirmaya rastlanmamistir. Caligmamizda yer alan monosiklik (karvakrol, karvon,
terpinolen ve timol) ve bisiklik (alfa-pinen) monoterpenlerin gesitli konsantrasyonlarda kiiltiir
ortamina ilave edilerek hiicre ¢ogalmasi iizerine etkileri 3-(4,5 dimetylthiazol -2-yl) - 2,5
diphenltetrazolium bromide (MTT) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Hiicre kiiltiirlerinde
oksidatif etkilerin degerlendirilmesinde toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan
durum (TOD) parametreleri kullanilmigtir. Ayni zamanda, monoterpenlerin normal ve kanserli
beyin hiicreleri iizerine olan genetik etkileri tek hiicre jel elektroforezi (Comet testi) yontemi ile
ilk kez degerlendirilmistir. Bulgularimiz s6zkonusu bilesiklerin diisiik konsantrasyonlarda
antioksidan aktivitelerinin varligim1 ve yiliksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkili
olduklarini ortaya koydu. Test edilen tiim bilesiklerin genotoksik etkili olmadigi bulundu. Basta
terpinolen olmak iizere tiim monoterpenlerin noroblastoma hiicrelerine kars1 farkli diizeylerde
antikanserojenik aktivite gosterdi. Tez kapsaminda elde edilen bulgular 1s18inda farkli yapida
monoterpenlerin  N2a beyin timorii hiicre hatlarinda antikanserojenik aktivitelerinin
multidisipliner yaklasimlar ile belirlenmesiyle, beyin kanseri tedavisi goren hastalarin tedavi
etkinliklerinin desteklenebilecegini umut etmekteyiz.

2013, 132 sayfa

Anahtar Kelimeler: Noéroblastoma, MTT, monoterpen, N2a, in vitro, oksidatif durum, tek
hiicre jel elektroforezi
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Neuroblastoma could invade into brain tissues quickly and is the most common fatal tumour
species of childhood. But, the etiology of neuroblastoma is still exactly unknown. Besides the
methods such as surgery and radiotherapy, another effective way that preferred for the treatment
of neuroblastoma is the use of chemotherapeutic agents. Thus, discovering and developing of
the naturel and biologically effective chemotherapeutic agents in treatments of various cancer
types becomes one of the most popular research topics. At this point, monoterpenes are
important biologically active compounds in terms of health benefits besides their role in
providing the flavour, and colour. They have beneficial effects on health such as antioxidant,
antibacterial, antifungal, anticarcinogenic, anti-enflamatuar and anti-ulser, etc. For these
reasons, it was aimed to search the cytological, biochemical and genetic effects of some
important monocyclic and bicyclic monoterpen compounds on healthy neuron cells and N2a
neuroblastoma cells in relation with the dose and time in the extent of thesis firstly.
Notwithstanding, there were no investigation on whether different monoterpenes, which were
tested in this thesis, supressed the cell proliferation in brain tumour cells. The effects of selected
monocyclic (carvacrol, carvone, terpinolene and thymol) and bicyclic (alpha-pinene)
monoterpenes 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 monoterpenes on healthy and
cancerous brain cells were assessed by singel cell gel electrophoresis (Comet test) firstly. Our
results revealed that the monoterpenes exhibited antioxidant activities at their low doses and
cytotoxic at high doses. All tested compounds were found to be non-genotoxic. Primarily
terpinolene and all tested monoterpenes showed moderate and weak anticarcinogenic activities
against neuroblastoma cells. We hope that, it will possible to support of treatment activities in
patients undergoing treatment for brain cancer by the multidisciplinary establishment of the
anticarcinogenic effects of different monoterpene compounds on N2a brain tumour cells within
the light of the findings of this thesis.

2013, 132 pages

Keywords: Neuroblastoma, MTT, monoterpen, N2a, in vitro, oxidative status, single cell gel
electrophoresis
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

uM Mikromolar

umol Mikromol

Gy Gray

H.0, Hidrojen peroksit

KCI Potasyum kloriir
KH,PO, Potasyum hidrojen fosfat
mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

NaCl Sodyum kloriir
NaHCO; Sodyum bikarbonat
NaH,PO, Sodyum hidrojen fosfat
OH Hidroksi radikal
Kisaltmalar

ALP Alanin transaminaz
ALT Alkalin fosfataz

AST Aspartat transaminaz
ATP Adenozin trifosfat
BHA Biitil hidroksi anizol
BHT Biitil hidroksi toliien
CAT Katalaz

CDI Siklin-bagimli kinaz inhibitorleri
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CDK
CoA
D-GalN
DNA
DOX
DPPH
FAD
FISH
G-6-PDH
GR

GSH
GSH-GPy
GST
HBSS
KA

KKD
LDH
LDL
LMA

MC
MMC
MTT
NZ2a
NAD
NADPH
NMA
ORAC
PBS
PUFAs
RNA

Serin/treonin protein kinazlar
Koenzim A

D-Galaktozamin

Deoksiribontikleik asit

Doxorubicin
2,2-difenil-1-pikrihidrazil

Flavin adenin diniikleotit
Hibridizasyon teknigi
Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
Glutatyon rediiktaz

Glutatyon

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon-S-transferaz

Hank's blanced salt solution
Kromozom aberasyonlari testi
Kardes kromatid degsimi

Laktat dehidrogenaz

Lipoprotein

Diisiik erime noktali agaroz

Mitoz

Mikrogekirdek testi

Mitomisin C
3-(4,5dimetylthiazol-2-yl)-2,5 diphenltetrazolium bromide
Noroblastoma hiicre hatti
Nikotinamid adenin dintikleotit
Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
Normal erime noktali agaroz
Oksijen radikal abzorbans kapasitesi
Fosfat tamponlu salin

Poliansature yag asitleri

Riboniikleik asit
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ROT
RSC
SCGE
SOD
TAK
TAR
TAS
TBA
TBARS
TBHQ
TEAC
TGSH
TOD
TOS
TRAP
WHO
vGT

Reaktif oksijen tiirleri

Serbest radikal salinim kapasitesi
Tek hiicre jel elektroforez testi
Stiperoksit dismutaz

Toplam antioksidan kapasite
Toplam antioksidan reaktivitesi
Total antioxidant status
Tiyabarbitiirik asit

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
Tert-biitil hidrokinon

Trolox esdeger antioksidan kapasite
Toplam glutatyon

Total oksidan durum

Total oxidant status

Toplam radikal yakalama antioksidan parametresi
Diinya saglik orgiitii

Gamma glutamil transpeptidaz
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1. GIRIS

1.1. Ucucu Yaglar

Son yillarda oksidatif hasar1 engelleyen ve dolayisiyla iltihabi durumlar1 onleyen,
yaslanmaya karsi etkili ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitki,
baharat ve ucucu yaglart iceren dogal antioksidanlarin kullanimina yonelik ilgi her

gegen giin artmaktadir (Fusco et al. 2007; Khanna et al. 2007).

Ugucu yag terimi ilk kez 16. yiizyilda Isvegli bir tip reformcusu olan Paracelsus von
Hohenheim tarafindan Quinta essentia bitkisinin etken maddesi i¢in kullanilmistir
(Guenther 1948). Ucgucu yaglar aromatik bitkiler tarafindan sekonder metabolit olarak
tiretilen ve giiclii bir koku ile karakterize edilen dogal kompleks bilesiklerdir. Genellikle
bu yaglar Akdeniz ve tropikal iilkeler gibi sicak iklime sahip bdlgelerde yetisen
bitkilerden elde edilir. Ugucu yaglar sivi, berrak (nadiren renkli), genellikle sudan daha
disik yogunluga sahip, lipit veya organik ¢oziiciiler igerisinde c¢oziinebilen
karigimlardir. Bu yaglar biitiin bitki organlarindan (cigek, tomurcuk, tohum, meyve,
yaprak, dal, kok, aga¢ kabugu ve agac) sentezlenebilir ve salgi hiicreleri, salgi kanallari,

bosluklar ve epidermal hiicrelerde depolanirlar (Bakkali et al. 2008).

Giliniimiizde kimyasal olarak tanimlanmis yaklasik 3000 tane ugucu yag bilinmektedir
ve bunlarin 300 tanesi 6zellikle ilag, parfiim, kozmetik, saglik, gida ve tarim enddistrisSi
icin Onem tagimaktadir (Bakkali et al. 2008). Ugucu yaglar ve bu yaglarin bazi
bilesenleri kozmetik ve saglik endiistrisinde, dis hekimliginde, gida koruyucusu ya da
katki maddesi olarak gida endiistrisinde ve dogal ila¢ olarak kullanilmaktadir. Ayrica
ucucu yaglar aromaterapide masaj yag1 olarak da kullanilmaktadir. Baz1 ugucu yaglarin
ise tibbi Ozellikleri dolayisiyla bir organ disfonksiyonu ve sistemik diizensizligin
tedavisinde kullanildigi rapor edilmistir (Silva et al. 2003; Perry et al. 2003;
Hajhashemi et al. 2003; Bakkali et al. 2008). Ge¢misten giiniimiize kadar ugucu
yaglarin antimikrobiyal (El Bouzidi et al. 2012), antibakteriyal (Sienkiewicz et al.



2011), antiviral (Wu et al. 2010), antimikotik (Oliva Mde et al. 2011), anti-toksigenik
(Ultee and Smid 2001; Juglal et al. 2002), anti-parazitik (Pessoa et al. 2002),
antioksidan (Wang et al. 2011; Boligon et al. 2012) ve antikanser (Jo et al. 2012; Wang
et al. 2012) etkileri gesitli galismalarda rapor edilmistir.

Ugucu yaglar Cyp veya Cjs ihtiva eden, oksijen molekiilii tagiyabilen diisiik molekiiler
agirlikli ve biyolojik 6zelliklerine gore farkli konsantrasyonlarda yaklagik 20-60 bilesen
igeren kompleks dogal karisimlardir. Bu bilesenler terpenler, terpenoidler, aromatik ve
alifatik bilesenlerdir (Vokou 2005; Bakkali et al. 2008).

1.2. Terpenler

Terpenler izopren olarak isimlendirilen degisik sayidaki 5 karbonlu (Cs) molekiillerin
kombinasyonundan meydana gelmektedir (Koyunoglu 2008). izopren molekiiliiniin

kimyasal yapis1 Sekil 1.1°deki gibidir.

CH;

a

Sekil 1.1. Izopren molekiilii

Oksijen atomu iceren terpenler terpenoid olarak adlandirilir. Terpenler yapisal ve
islevsel bakimdan hemiterpenler (Cs), monoterpenler (Cyg), seskiterpenler (Cis),
diterpenler (Cy), triterpenler (Cgp), tetraterpenler (Ca) ve politerpenler (Cs), olarak
siniflandirilirlar (Karabacak 2007; Bakkali et al. 2008; Koyunoglu 2008).

1.3. Terpenlerin Biyosentezi

Terpenlerin biyosentezi 3 mol asetil koenzim A’nin (CoA) kondenzasyonu sonucu

mevalonik asitin (3-metil-3,5-dihidroksi pentanoik asit) meydana gelmesiyle baslar.



Terpenleri olusturan izopren (2-metil-1,3-butadien) birimleri mevalonik asidin su ve
karbondioksit kaybetmesi ile olusur. Mevalonik asit sentezinin onciil maddesi olarak
sekerlerin oksidasyonu sonucu olusan asetii CoA kullanilir. Iki mol asetil CoA
molekiiliiniin kondenzasyonundan elde edilen asetoasetil CoA’nin bagka bir mol asetil
CoA ile birlesmesiyle 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA meydana gelir. Bu reaksiyonun
devaminda enzimatik heterolitik boliinme ve geri doniisiimsiiz bir reaksiyon olan tiyol
ester grubunun NADPH (nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) ile indirgenmesi
sonucunda mevalonik asit elde edilir. Sekil 1.2’°de mevalonik asidin olusumu

gosterilmektedir (Karabacak 2007).

CH,CO-SCoA

—_—

2 CH,CO-SCOA ==—— CH,COCH,CO-SCOA + CH,CO-SCOA —~—— CH,—C —OH

Asetil CoA i
Asetoasetil CoA CH, COOH

OH ﬂ Enzim
CH,CH-SEnz CH,CC-SEnz

| |
—_—Cc— NADPH NADPH
CH3 c OH - CH_J—C—OH - CHa—C—OH

| |
CH,COOH CH,COOH <|:1-|,c:00|-|
Mevalonik Asit

CH,CH,OH
|

Sekil 1.2. Mevalonik asitin sentezi

Mevalonik asidin 2 ATP molekiili (Adenosin trifosfat) ile fosfatlanmasi sonucu
mevalonik asit-5-pirofosfat bilesigi meydana gelir. Mevalonik asit-5-pirofosfat bilesigi,
yapisinda yer alan tersiyer hidroksil grubunun 1 ATP molekiilii ile fosfatlanmas1 sonucu
daha kolay ayrilabilir hale gelir. Bu bilesikten su ve karbondioksit ¢ikisiyla izopentil
pirofosfat molekiilii olusur. Sekil 1.3’de izopentil pirofosfatin olusumu gosterilmektedir

(Karabacak 2007).



HO CH, HO CH, PPO CH3

2 o IS 1)

HO—C CH,O0H ———®HO—C  CH,0-Pp— H- O—C CH,0-PP

I I
0o o) 0

Mevalonik asit

izopentil pirofosfat

Sekil 1.3. Izopentil pirofosfatin sentezi

izopentil pirofosfat molekiiliiniin enzim izomerizasyonu sonucu dimetil allil ester
olusur. izopentil pirofosfat ve dimetil allilin birbiriyle kondenzasyonu sonucu geranil
pirofosfat olusur. Olusan bu bilesik de monoterpenleri meydana getirir. Sekil 1.4°de
geranil pirofosfatin olusumu gosterilmektedir (Karabacak 2007).

Sekil 1.4. Geranil pirofosfatin sentezi

Geranil pirofosfat ile izopentil pirofosfat molekiiliiniin kondenzasyonu sonucu farnesil
pirofosfat meydana gelir. Olusan bu bilesik seskiterpenlerin gegis bilesigidir. Sekil
1.5°de farnesil pirofosfatin olugmasi gosterilmektedir (Karabacak 2007).



P

CH,OPP

Farnesil pirofosfat

Sekil 1.5. Farnesil pirofosfatin sentezi

Farnesil pirofosfatin tekrar izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu diterpenlerin ve
karotenoitlerin yapi tast olan geranil-geranil pirofosfat bilesigini olusturur. Sekil 1.6’da

geranil-geranil pirofosfatin olusumu gosterilmektedir (Karabacak 2007).

N
\_/%/

—
§ CH,OPP

\,OPP

Geranil-Geranil pirofosfat

Sekil 1.6. Geranil-geranil pirofosfatin sentezi

Geranil-geranil pirofosfat molekiiliiniin bagka bir geranil-geranil pirofosfat molekiilii ile

kondenzasyonu sonucunda ise triterpenler meydana gelir (Karabacak 2007).
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Sekil 1.7. Terpen bilesiklerinin meydana gelisi

1.4. Terpenlerin izolasyonlari

Kiigiik molekiiler

buhart destilasyonu ile, daha biiyiik molekiillii terpenler ise ekstraksiyon yontemleri ile

ayrilabilirler. Terpenlerin elde edilecekleri ilgili materyal kurutularak toz haline

getirildikten sonra

islemin sonunda uygun kromatografik yontemlerle saflastirma islemi gerceklestirilir.

Saflastirmada en

agirhiga sahip terpenler (monoterpenler ve seskiterpenler gibi) su

farkl polaritedeki organik ¢oziiciiler kullanilarak ekstrakte edilir. Bu

cok kullanilan kromatografik yontemler kolon ve preparatif ince

tabaka yontemleridir (Karabacak 2007).




1.5. Terpenlerin Simflandirilmasi

1.5.1. Hemiterpenler

Hemiterpenler (Cs) 5 karbonlu izopentan iskeletine sahip bilesiklerdir. Onemli
hemiterpenler arasinda izoamil alkol, izovaleraldehit, tiglik asit, anjelik asit ve B-furoik

asit sayilabilir (Kumar and Chobra 2005; Koyunoglu 2008).

1.5.2. Monoterpenler

Monoterpenler iki izopren veya izopentan biriminin birlesmesi sonucu meydana
gelmektedirler. Bunlar belirli siniflardaki bazi hayvan ve mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenebilmelerine ragmen genellikle bitkilerin yaprak ve meyvelerinin (nadir olarak
da kabuk ve koklerinin) distilasyonu ya da ¢oziiciilerde ¢6ziindiiriilmesi sonucu elde
edilen ugucu yaglardan izole edilen sekonder metabolizma tirtinleridirler (Simonsen and
Owen 1949; Florkin and Mason 1962; Davies et al. 1964; Whiting and Harper 1968).

Izopren birimlerden sematize edilerek bilesiklerin olusturulabilecegini tasarlayan
Wallach 1887 yilinda monoterpenlerin de bu yontemle sematize edilebilecegini ilk kez
ileri siirmistiir. Yaklasik 30 yil kadar sonra Robinson, limonen ve kafur monoterpenleri
tizerinde gosterdigi basg-kuyruk modeline “izopren kurali” ismini vermistir. Ancak
bir¢ok yiiksek yapili terpen ve baz1 monoterpenler bu kurala uymadigindan Ruzicka ve
arkadaslar1 gliniimiizde de gegerliligini koruyan “biyogenetik izopren kurali” n1 ileri

stirmiiglerdir (Ruzicka et al. 1953; Ruzicka 1959).

Monoterpenler genellikle asiklik, siklik ve diizensiz olmak iizere 3 ana baslik altinda

incelenmektedirler.



1.5.2.a. Asiklik monoterpenler

Asiklik monoterpenlerin genellikle geranil pirofosfat ve neril pirofosfattan tiiredigi
rapor edilmistir (Valenzuela and Cori 1967). Bu grupta yer alan monoterpenlerin
yapilarinda halka yoktur ve ii¢ cifte bag tasirlar (Demirgakmak 1994). Trienler
(mirsen), osimenler, geraniol, nerol, sitrenelol, linalol gibi alkoller 6nemli asiklik

monoterpenlerdendir (Baser ve Demirci 2007).

1.5.2.b. Siklik monoterpenler

Siklik monoterpenlerin ikincil esterlerden sentezlendigi kaydedilmistir (Velenzuela and
Cori 1967). Siklik monoterpenler kimyasal yapilar1 bakimindan 3 farkli grup altinda
incelenmektedirler (Baser ve Demirci 2007). Bunlar; monosiklik, bisiklik ve trisiklik

monoterpenler.

Monosiklik monoterpenler: Monosiklik monoterpenler yapilarinda bir halka ve iki
cifte bag tasirlar. 1-metil-4-isopropil-siklohekzan skelon igeren p-mentan
monoterpenleri dogal olarak meydana gelen monoterpenlerin en biiyiikk grubunu
olusturmaktadir. Limonen, a-terpinen, B-terpinen, terpinolen ve fellandren p-mentan
monoterpenlerindendir (Baser ve Demirci 2007). p-simen ve p-simeninin hidroksil
tirevi olan timol, karvakrol ve y-terpinen aromatik monoterpenlerdir. o-terpineol,
mentol, isoplegol ve cis-hekzahidrokuminil alkol de monoterpen alkollerindendir.
Karvon, dihidrokarvon, izomenton, piperiton, piperitenon ve izoplegon da bu grupta yer
alan aldehitlerdir (Baser ve Demirci 2007).

Bisiklik monoterpenler: Bisiklik monoterpenler yapilarinda iki halka ve bir gifte bag
tasirlar. o-pinen ve B-pinen gibi pinen monoterpenleri bisiklik monoterpenlerdir. Bu
gruba ait diger 6onemli monoterpenler arasinda sabinen, sabinol, kafur ve kamfen

sayilabilir (Baser ve Demirci 2007).



Trisiklik monoterpenler: Trisiklik monoterpenler yapilarinda ii¢ halka tasirlar ancak
cifte baglar1 yoktur. Trisiklin ya da 1,7,7-trimentiltrisikloheptan bu grubun en iyi bilinen

ornekleridir (Baser ve Demirci 2007).

1.5.2.c. Diizensiz monoterpenler

Diizensiz monoterpenler iki biiyiik grup altinda incelenir. Birinci grup troponen olarak
da isimlendirilen sikloheptan monoterpenleridir. Okarvon, nezukon ve y-tujaplisin
sikloheptan monoterpenlerindendir. Diizensiz monoterpenlerin ikinci grubundaki
monoterpenlerin alt birimeri olan izopren molekiillerinde bas-kuyruk eslesmesi yoktur.
Bu grubun en 6nemli iiyeleri artemisia keton, santolinatrin, krizantemol, yomogialkol ve

lavanduloldiir (Baser ve Demirci 2007).

1.5.3. Seskiterpenler

Seskiterpenler (Cis) iki izopren birimi igeren bir monoterpen molekiiliine bir tane daha
izopren biriminin baglanmasi sonucu meydana gelmektedirler. Bu bilesikler lineer, dalli
ve siklik formlarda bulunurlar. Siklik seskiterpenler monosiklik, bisiklik ve trisiklik
olarak bulunabilirler. Ornek olarak B-farnesen (asiklik), zingiberen (monosiklik) ve
kadinen (bisiklik) verilebilir (Baser ve Demirci 2007).

1.5.4. Diterpenler

Diterpenler (Cy) dort izopren biriminden meydana gelen bilesiklerdir. Bu bilesikler
genellikle bitkiler ve mantarlar tarafindan tretilirler. En 6nemli ve en bol bulunan
diterpen tiirevleri abietik asit, d-pimarik asit ve levopimarik asit gibi karboksilik asit
tirevleridir. Diterpenlerin alkol, eter, lakton ve diger oksijenli tiirevleri de dogada

bulunmaktadir (Kumar and Chobra 2005; Karabacak 2007).
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1.5.5. Triterpenler

Triterpenler (Csp), alt1 izopren biriminden olusurlar ve biyosentetik olarak skualenden
meydana gelirler. Triterpenler steroitler, saponinler, steroller, kardiyak glikozitleri,
limoninler ve kukurbitasinleri igerirler. Bazi 6nemli triterpenler arasinda o-amirin,
ursolik asit, limoninen, kukurbitasin D ve skualen sayilabilir (Kumar and Chobra 2005;
Koyunoglu 2008).

1.5.6. Tetraterpenler

Tetraterpenler (C4o) sekiz izopren biriminin birlegsmesi ile meydana gelirler. En yaygin
olarak bilinen tetraterpenler karotenoidlerdir. o-karoten, p-karoten, lutein ve
riodoksantin tetraterpenoidlerin iyi bilinen 6rneklerindendir (Kumar and Chobra 2005;
Koyunoglu 2008).

1.6. Aromatik bilesikler

Aromatik Dbilesikler ugucu yaglarin igerisinde terpenlerden daha az miktarlarda
bulunurlar ve fenilpropandan tiirevlenirler. Fenilpropanik tiirevler ve terpenler bazi
bitkilerde birlikte bulunurken, bazi bitkilerde ise farkli biyosentez yollariyla ayr1 ayri
bulunurlar. Aromatik bilesikler arasinda cesitli aldehitler (sinnamaldehit), alkoller
(sinnamik alkol), fenoller (savikol, &jenol), metoksi tiirevleri (anethol, elemisin,
estragol, metileugenol) ve metilen dioksi bilesikleri (apiol, miristisin, safrol) bulunur.
Bu bilesiklerin bulundugu bitkisel kaynaklar arasinda anason, tarcin, karanfil, rezene,

kiiglik hindistan cevizi, maydanoz ve tarhun sayilabilir (Bakkali et al. 2008).
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1.7. Tez Kapsaminda Test Edilen Monoterpenler

1.7.1. Karvakrol

Karvakrol [2-metil-5-(1-metiletil)-fenol]; Origanum, Satureja, Thymbra, Thymus ve
Corydothymus cinslerini igeren Labiatae familyasinin pek ¢ok iiyesinin esansiyel
(ugucu) yaginda dogal olarak meydana gelen monoterpenik bir fenol Onciisiidiir.
Karvakrol keskin kokulu olup ve oda sartlarinda sividir (Krimer et al. 1995; Jayakumar
et al. 2012). Origanum vulgare bitkisinden elde edilen ugucu yagin %80’i karvakrol

olup kimyasal yapist Sekil 1.8”deki gibidir (Jayakumar et al. 2012).

CH;

OH
HaC

CH4

Sekil 1.8. Karvakroliin kimyasal yapisi

Kekigin biyolojik aktiviteye sahip etken maddesi olan karvakrol uzun yillardir gida
endiistrisinde gida ve gida katki maddesi (tatlilar ve iceceklerde tatlandirici) olarak
kullanilmasinin yanisira gliniimiizde kozmetik sanayinde de kullanilmaktadir (Baser

2008; Liang and Lu 2012).

Libya’da yetisen Satureja thymbra bitkisinin esansiyel yaglarindan elde edilen
karvakrol ve timoliin gii¢lii antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Giweli et al. 2012). Karvakroliin hiicre canliligi lizerine olan etkisi insan
glioblastoma hiicrelerinde tetrazolium yontemi ile aragtinnlmistir. Arastirmanin
sonucunda karvakroliin artan konsantrasyona bagli olarak (200-800 uM) 24 saatte hiicre
canliligin1 azalttigt ve 1000 uM konsantrasyonda ise biitiin hiicreleri oldiirdiigii
kaydedilmistir (Liang and Lu 2012). Fare modelinde bir orta serebral arter

tikanikliginda serebral iskemi/reperfiizyon hasari {lizereine karvakroliin koruyucu etkisi
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arastirtlmistir. Bu aragtirmainin sonucunda karvakroliin anti-apoptotik etki gosterdigi ve
infarkt hacim f{izerine noro-koruyucu etki yaptigi kaydedilmistir (Yu et al. 2012).
Karvakroliin sitotoksik etkileri domuz epitel hiicreleri iizerinde (IPEC-J2) yapilan
deneylerle degerlendirilmistir. Karvakroliin artan konsantrasyona bagli olarak toksik

etki yaptigi ve hiicrelerin 6liimiine neden oldugu gézlemlenmistir (Inamuco et al. 2012).

Yapilan bir ¢aligmada karvakrol ve timoliin demir (III) ve askorbat varliginda fosfolipit
lizozomlarinin peroksidasyonunu azalttig1 ve 1s1¢1n neden oldugu peroksil radikallerinin
temizlenimini arttirdiklar1 rapor edilmistir. Ayrica ayni ¢alismada bu iki bilesigin DNA
hasar1 iizerine olumsuz etki yapmadigi tespit edilmistir (Aeschbach et al. 1994).
Origanum onites bitkisinden elde edilen karvakroliin bir insan N-RAS onkogeni tasiyan
fare miyoblast hiicrelerinde (CO2s5) mutasyona ugramis olan N-RAS onkogeninin aktive
olduktuktan sonra bile hiicre biiyiimesini inhibe ederek antitiimor etki gdsterdigi rapor
edilmistir (Zeytinoglu vd 2003). Biiyiik hiicreli insan akciger kanseri (NSCLC)
hiicreleri (A549) iizerine karvakroliin artan konsantrasyonuna bagli olarak hiicre

sayisini azalttigi rapor edilmistir (Koparal ve Zeytinoglu 2003).

Ratlarda dietilnitrozaminin neden oldugu hepatosellular karsinoma hiicreleri iizerine
karvakroliin etkisini arastirildigi bir ¢alismada karvakrol; seviyeleri artmis olan aspartat
transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), alkalin fosfataz (ALP), laktat
dehidrogenaz (LDH) ve gamma glutamil transpeptidaz (yGT) gibi serum enzimlerinin,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz
(GSH-GPy) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi doku enzimlerinin ve lipit peroksitlerinin
seviyelerini diislirerek hem antioksidan hem de antikanser etki gostermistir (Jayakumar
et al. 2012). Wistar ratlarindan elde edilen leiomiyosarkoma hiicreleri {izerine
karvakroliin antiproliferatif etkisinin arastirildigi bir diger ¢calismada; karvakroliin 24 ve
48 saatlik kiiltlirlerde artan konsantrasyona bagli olarak hiicre biiyiimesini 6nemli
olgtide inhibe ettigi rapor edilmistir (Karkabounas et al. 2006). Metilen mavisi ile etkisi
arttirtlmis olan goriiniir 15181 indiiklemesi sonucu DNA hasar1 olusmus olan rat
hepatosit ve testikiiler hiicrelerinde karvakroliin koruyucu etkisi aragtirilmistir.

Karavakroliin sadece hepatosit hiicrelerinde okside baz seviyesini azalttif1 ve saglikl
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hepatosit hiicrelerinde ise genotoksik olmadigi kromozom aberasyonlar: testi ile tespit
edilmistir. Ayn1 ¢aligmada karvakroliin antioksidan aktivite sergiledigi 2,2-difenil-1-
pikrihidrazil (DPPH) yontemi ile gbézlemlenirken oksidatif DNA hasarina kars1 gii¢lii

hepatoprotektif aktivite sergiledigi gézlemlenmistir (Slamenova et al. 2011).

Thymus caramanicus bitkisinden elde edilen karvakroliin yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip oldugu DPPH yontemi kullanilarak gosterilmistir (Safaei-Ghomi et al. 2009).
Yine karvakroliin antioksidan etkisinin DPPH yoOntemi ile arastirildigi baska bir
calismada da karvakroliin salinmis serbest radikalleri temizleme yetenegine sahip
oldugu tespit edilmistir (Chen et al. 2009). Cin hamsteri akciger fibroblast hiicrelerinde
(V79) timol ve karvakroliin antioksidan etkileri Trolox esdeger antioksidan kapasite
(TEAC) yontemiyle, genotoksik etkileri ise Comet yontemiyle arastirilmistir.
Calismanin sonucunda timol 1, 2.5, 5 ve 10 uM’lik konsantrasyonlarda, karvakrol ise 1,
2.5, 5, 10 ve 15 uM’lik konsantrasyonlarda gii¢lii antioksidan etki gostermistir. Comet
yonteminin sonuglarina gore de timoliin 1 ve 5 uM’a kadar, karvakroliin ise 25 uM’a
kadar DNA zincir kiriklarinda 6nemli bir atisa neden olmadigi tespit edilmistir
(Undeger vd 2009). ipek ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismalarinda kekigin ana aromatik
bileseni olan karvakroliin insan lenfosit hiicrelerinde genotoksik etki yapmadigini
kardes kromatid degsimi (KKD) yontemi kullanarak ortaya koyarken mitomisin C
(MMC) tarafindan indiikklenen KKD frekansini inhibe ederek antigenotoksik etki
yaptigii kaydetmislerdir (ipek vd 2003).

Karvakroliin antidepresan etkisi farelerde zorlu yiizme ve kuyruk siispansiyon testleriyle
arastirilmistir. Arastirma sonucunda oral yolla uygulanan 12.5, 25 ve 50 mg/kg’lik
karvakroliin s6z konusu iki testte de hareketsizlik siiresini azaltarak antidepresan etki
gosterdigi rapor edilmistir (Melo et al. 2011). Tirkiyede yetisen Origanum acutidens
bitkisinden izole edilen karvakroliin antifungal, fitotoksik ve insektisidal etkileri farkl
deney modelleri tizerinde galisilmistir. Calismada bu monoterpenin Alternaria, Botrytis,
Fusarium, Monilinia, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia ve Verticillium
cinslerine ait bazi fitopatojenik mantar tiirlerinin bilylimelerini inhibe ederek antifungal

aktivite sergiledigi tespit edilirken; Amaranthus retroflexus, Chenopodium album ve
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Rumex crispus cinsi bitkilerin tohum ¢imlenmesini ve fide biiylimesini tamamen inhibe
ederek potansiyel bir fitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, karvakroliin
Sitophilus granarius ve Tribolium confusum erginlerine karsi insektisidal etki gosterdigi
kaydedilmistir (Kordali vd 2008).

Rat pankreas adacik hiicrelerinde hidrojen peroksitin (H,O;) indiikledigi hiicresel hasara
kars1 karvakroliin koruyucu etkisinin arastirildig: bir calismada karvakrol muamelesinin
H,O,’nin indiikledigi lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonuna karsi hiicreleri
korudugu gozlemlenmistir (Dagli vd 2013). Karvakroliin anti-inflamatuvar ve anti-tilser
etkileri deneysel modeller iizerinde degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda
karvakroliin 12-O-tetradekanoylphorbol ve arasidonik asit tarafindan indiiklenen 6demi
azalttig1 gbézlemlenirken, asetik asit tarafindan indiiklenen gastrik lezyonlar iizerine de

iyi bir iyilesme etkisi gosterdigi rapor edilmistir (Silva et al. 2012).

Yapilan gesitli ¢alismalarda karvakrol ve timoliin Bacillus cereus, Erwinia amylovora,
Erwinia carotovora, Salmonella typhimurium, Salmonella enterica serovar Enteritidis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Escherichia coli bakterilerine
kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari rapor edilmistir (Juven et al. 1994; Kim et
al. 1995; Horvath et al. 2002; Nostro et al. 2004; Xu et al. 2008; Pei et al. 2009;
Morento et al. 2010). Cetin ve arkadaslar1 yaptiklart bir ¢alismada karvakroliin
Hyalomma marginatum (Acari: Ixodidae) erginlerine karsi akarisidal etkiye sahip
oldugunu kaydetmislerdir (Cetin vd 2010).

1.7.2. Karvon

Karvon (p-mentha-6,8-dien-2-on) nane (Mentha spicata L.), dereotu (Anethum
graveolens L.), kimyon (Carum carvi L.) ve zencefil otu (Lippia alba) gibi bitkilerde
bulunan ¢esitli ugucu yaglarin ana etken maddesi olan monoterpenik bir ketondur
(Gongalves et al. 2010). Yaklasik 70 bitki tarafindan tiretilen bu bilesik ortak bir tat ve
kokuya sahiptir (Burdock 1995). Karvon bitkilerden genellikle hidrodistilasyon, buhar
distilasyon ve ekstraksiyon yoluyla elde edilir (Kallio et al. 1994). iki farkh
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enantiomere ((R)-(-)-karvon ve (S)-(+)-karvon) sahip olan karvon oda sartlarinda sividir

ve kimyasal konfigiirasyonu Sekil 1.9°daki gibidir (Hannah et al. 1999; Morrish and

Daugulis 2008).
0. f 0
PR

Sekil 1.9. Karvonun kimyasal yapist

e~

Her iki karvon enantiomeride (ozellikle (R)-karvon) ¢esitli gida (tursu, ekmek,
dondurma, sekerleme, unlu mamuller, et, peynir, bal, alkolsliz igecekler ve alkollii
icecekler), ilag ve parfiim endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Welsh et al.
1989; Baysal and Starmans 1999). Ayrica karvon Hollanda’da “Talent” adi altinda
patates filiz inhibitorii olarak tarim sanayinde de kullanilmaktadir (Hartmans et al.

1995).

Karvonun antioksidan aktivitesi DPPH ve oksijen radikal abzorbans kapasitesi (ORAC)
yontemleri ile arastirilmistir. Arastirma sonuglarina gére karvonun  yiiksek
konsantrasyonlarinin (60, 80 ve 100 mg/L) DPPH radikallerini temizledigi ve ORAC
metodu ile de antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayni1 arastirmada
karvonun 250 mg/L ve iizeri konsantrasyonlarda meme adenokarsinom (MCF-7) ve
kolon adenokarsinom hiicrelerinin (HT-29) biiyiimesini %50 oraninda inhibe ederek
antiproliferatif etkiye sahip oldugu da rapor edilmistir (Bicas et al. 2011). Disi A/J
fareleri lizerinde yapilan bir ¢aligmada karvonun 6n mide tiimoérlerinin olusumunu %60
oraninda, akciger adenom olusumunu ise %35 oraninda azalttifi kaydedilmistir
(Wattenberg 1989). Karvonun antiproliferatif etkisi insan prostat kanser hiicreleri
(LNCaP) iizerinde MTT yontemi kullanilarak arastirilmistir. Calismanin sonucunda
karvonun artan konsantrasyona bagli olarak hiicre biiylimesini inhibe ettigi rapor

edilmistir (Chen et al. 2006). Yapilan bir ¢calismada d-karvonun A/J farelerinin 5 farkli
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dokusunda (karaciger, ince bagirsak mukozasi, kalin bagirsak mukozasi, 6n mide ve
akciger) glutatyon-S-transferaz (GST) enziminin aktivitesini indiikleyerek giiclii
antikarsinogenik etki gosterdigi tespit edilmistir (Zheng et al. 1992). HL-60 (insan
promiyelositik 16semi) hiicreleri iizerine yapilan bir arastirmada d-karvonun 6, 12 ve 24
saatlik muamelelerde artan konsantrasyona bagli olarak hiicre biiyiimesini inhibe ettigi
ve 100, 200 ve 140 uM’lik konsantrasyonlarda ise hiicre oliimiinii indiikledigi rapor
edilmistir. Ayn1 aragtirmada tripan mavisi boyama yontemi ile d-karvonun 100 uM ve
tizerindeki konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu da tespit edilmistir (Yu et
al. 2008). Karvon ve tiirevlerinin sitotoksik etkilerinin arastirildigi bir bagka ¢alismada
ise bu tiir bilesiklerin artan konsantrasyonuna bagli olarak insan serviks epiteloid kanser
hiicreleri (HeLa hiicre hatti ATCC, CCL-2) ve Cercopithecus aethiops (Afrika yesil
maymunu) bobrek hiicrelerinin (Vero hiicre hattit ATCC, CCL-81) biiyiimelerini inhibe
ettikleri rapor edilmistir (Mesa-Arango et al. 2009). /n vitro yontemler kullanilarak
yapilan bir ¢alismada S(+)-karvon, timol, karvakrol ve sinnamaldehit monoterpenlerinin
insan epidemoid kanser hiicreleri (Hep-2) iizerine sitotoksik etkileri arastirilmistir. Tim
monoterpenlerin doza bagli olarak hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu inhibe ettigi

gozlemlenmistir (Stammati et al. 1999).

Beslenme sonucu hiperlipidemi (kolesterol yiiksekligi) olusmus ratlarda Carum carvi
bitkisinin tohumlarmin sulu ekstrelerinin hipolipidemik etkisini aragtirilmistir.
Aragtirma sonucunda bu bitki ekstresinin hipolipidemi sonucu kanda seviyeleri artmis
olan serum trigliserid, LDL (lipoprotein) ve total kolesteroliin seviyelerini azalttigi
rapor edilmistir. Ayrica Carum carvi bitkisinin bilesenlerinin (6zellikle flavonoidler ve
karvon) hem hipolipidemili hem de saglikli ratlarda giiclii antioksidan etki gosterdigi
kaydedilmistir (Saghir et al. 2012). Drosophila melanogaster tizerine 10 farkli esansiyel
yag igeriginin mutajenik etkisinin arastirildigi bir ¢alismada S-(+)-karvonun herhangi
bir mutajenik etki yapmadigi gozlenirken R-(—)-karvonun diisiik dozlarda bile

mutajenik oldugu rapor edilmistir (Mademtzoglou et al. 2011).

Epoksi-karvonun anti-iilser etkisinin ratlar {izerinde arastirildigi bir ¢aligmada bu

bilesigin 1 mg/kg’lik dozunun etanol tarafindan indiiklenen iilser lizerine etki yapmadigi



17

gozlemlenirken; 10, 30 ve 50 mg/kg’lik dozlarinin hem etanol hem de indometazin
tarafindan indiiklenen {ilsere karsi antitilser etki sergiledigi gézlemlenmistir (Siqueira et

al. 2012)

Bir karvon tiirevi olan S-karvonun bir mantar tiirii olan Botrytis cinerea’e Karsi
antifungal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Hu et al. 2009). Yine, yapilan bir diger
aragtirmada karvon ve timoliin mikotoksigenik bitki patojenleri olan Fusarium
subglutinans, Fusarium cerealis, Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum,
Fusarium oxysporum, Fusarium sporotrichioides, Aspergillus tubingensis, Aspergillus
carbonarius, Alternaria alternata ve Penicillium sp. mantarlarina karsi antifungal

aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Morcia et al. 2012).

1.7.3. Terpinolen

Terpinolen (1-izoprofenil-4-metilsikloheks-3-ene) Manilla elemi, Nectranda elaiophora
ve Dacrydium colensoi gibi bazi koknar ve ¢am tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan
monoterpenik bir bilesiktir (Burdock 1995; Bravss et al. 1999). Bu bilesik bazi oda ve
temizlik spreyleri ile parfiimlerde kullanilabilmektedir (Ma and Marston 2009).
Terpinolenin kimyasal yapis1 Sekill.10’daki gibidir (Corchnoy and Atkinson 1990).

Sekil 1.10. Terpinolenin kimyasal yapist

Pinus mugo bitkisinden izole edilen terpinolenin diisiik yogunluklu LDL-oksidasyonunu
etkili bir sekilde onledigi rapor edilmistir (Grassmann et al. 2005). Tiyobarbitiirik asit
reaktif maddeler (TBARS) yontemi kullanilarak bazi esansiyel yaglar ve onlarin etken

maddelerinin antioksidan kapasitelerinin arastirildig1 bir ¢alismada terpinolenin giiglii
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antioksidan etkiye sahip oldugu kaydedilmistir (Dorman et al. 2000). Yine Avustralya
cay agacindan (Melaleuca alterifolia) izole edilen ve bir terpinolen tiirevi olan a-
terpinolenin antioksidan aktivitesi DPPH ve hekzanal/hekzanoik asit yontemleri ile
arastirtlmistir. Arastirma sonucunda oa-terpinolenin 1800 mM konsantrasyonda DPPH
serbest radikallerinin salinimint giiclii bir sekilde Onleyici aktivite gosterdigi rapor
edilirken, hekzanal/hekzanoik asit oksidasyonuna kars1 da giiglii inhibitor etki gosterdigi
rapor edilmistir (Kim et al. 2004). Ruberto and Baratta (2000) yaptiklar1 bir
calismalarinda tiyabarbitiirik asit (TBA) yontemini kullanarak terpinolenin artan
konsantrasyona bagli olarak giiglii antioksidan aktivite sergiledigini tespit etmislerdir.
Satureja montana L. bitkisinden izole edilen terpinolenin gii¢lii antioksidan aktiviteye
sahip oldugu beta karoten agartma ve TBA yoOntemleri kullanilarak rapor edilmistir

(Radonic and Milos 2003).

Hyptis suaveolens (Lamiaceae) bitkisinin esansiyel yagnin etken maddesi olan
terpinolenin Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) tiirii larvalarina kars1 giiglii larvasidal
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Conti et al. 2012). Terpinolenin bitki patojeni
Botrytis cinerea ve Cladosporium herbarun mantarlarina karsi giiglii antifungal aktivite

sergiledigi rapor edilmistir (Faroog et al. 2002).

1.7.4. Timol

Timol (5-metil-2-izopropifenol) Carum copticum ve Thymus vulgaris gibi turunggil
bitkilerinin ugucu yaglarinda bulunan, simen monoterpeninin tiirevi olan bir cesit
monosiklik monoterpen fenoliidiir (Shan et al. 2005; Bera et al. 2009; Zahin et al. 2010;
Archana et al. 2011). Kekik ve keklik otunun ana bileseni olan timol antibiyotik, damar
biiziicii ve agiz bakim {iriinii gibi tibbi kullaniminin yani sira tarim, kozmetik ve gida
sanayinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Manou et al. 1998; Szentandrassy et al.
2003; Sanchez et al. 2004; Burt et al. 2004; Kabouche et al. 2009; Pandey et al. 2009).
Timoliin kimyasal yapis1 Sekil 1.11°deki gibidir (Yanishlieva et al. 1999).
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Sekil 1.11. Timoliin kimyasal yapisi

Archana ve arkadaslar1 yaptiklart bir ¢alismada 4,5 gamma (Gy) radyasyona maruz
birakilmis Isvigre albino farelerinde timoliin GSH, GST, CAT ve SOD seviyelerini
azaltarak antioksidan etki gosterdigini rapor etmislerdir (Archana et al. 2010). 24 saatlik
memeli hiicre kiiltiirlerinde (insan hepatoma hiicreleri (HepGg), insan kolon hiicreleri
(Caco2) ve hamster akciger hiicreleri (V79)) karvakrol ve timoliin Sitotoksik,
genotoksik ve DNA-koruyucu etkileri arastirilmistir. Arastirma sonucunda tripan mavisi
testi kullanilarak karvakroliin timolden sitotoksisite bakimindan daha az etkili oldugu
gozlemlenirken, bu iki bilesige kars1 Caco2 hiicrelerinin HepG; ve V79 hiicrelerine gore
daha dayanikli olduklar1 gozlemlenmistir. Calisilan bilesiklerin ne HepG, ne de Caco2
hiicrelerinde DNA kiriklarina neden olmadig1 kaydedilmistir. Ayrica, HepG, ve Caco2
hiicrelerinde kuvvetli bir oksidan H,O; tarafindan indiiklenen DNA zincir kiriklarina
kars1 bu bilesiklerin koruyucu etkiye sahip olduklari rapor edilmistir (Slamenova et al.
2007). Timolin hiicre canliligini inhibe edici etkisi kit-8 [WST-8 [2-(2-methoxy-4-
nitrophenyl) -3- (4-nitrophenyl) -5- (2,4-disulfophenyl) -2H-tetrazolium], monosodyum
tuzu] metodu kullanilarak akut promiyelotik 16semi hiicreleri (HL-60) hiicreleri
tizerinde ¢alisilmistir. Calismadan elde edilen veriler sonucunda 24 saatlik kiiltiirlerde
timoliin artan konsantrasyonuna bagli olarak (25, 50, 75 ve 100 uM) hiicre canliligini
azalttig1, 12 saatlik kiiltiirlerde ise timoliin 5 ve 25 uM’lik konsantrasyonlarinin hiicre
canlilif1 iizerinde onemli bir degisiklige yol agmadig1 gozlemlenmistir. Diger taraftan,
timoliin ¢alisilan tiim dozlarinin 24 saatlik kiiltirlerde apoptozisi indiikledigi

kaydedilmistir (Deb et al. 2011).

Nigella sativa bitkisinin yapraklarindan elde edilen esansiyel yaglarinin etken maddesi

olan timoliin antikanser etkisi insan lorinks epidrmoid kanser hiicreleri (Hep2) tizerinde
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aragtirtlmistir. 24, 48 ve 72 saatlik timol muamelesinden sonra 24 saatlik kiiltiirlerde
inhibisyonun basladig1 ve 48 saatlik kiiltiirlerde inhibisyonun en yiiksek diizeye ulastigi
gozlemlenirken, 72 saatlik kiiltiirlerdeki inhibisyonun ise 48 saatlik kiiltiirlerden
farklilik gostermedigi rapor edilmistir (Gany and Mahdi 2008). Timoliin antiinflamatuar
ekisinin arastirildigi bir ¢alismada uygulanan tiim konsantrasyonlarin (0,1, 1, 10, 100
uM) prostaglandin E; (PGE;) olusumunu katalizleyen siklooksijenaz 1 (COX-1) ve
PGE; iiretimini katalizleyen siklooksijenaz 2’yi (COX-2) istatiksel olarak 6nemli 6l¢iide
inhibe ettigi rapor edilmistir (Marsik et al. 2005). Bir diger arastirmada, radyasyona
bagl sitotoksisite olusturulmus Cin hamsteri akciger fibroblastlarinda (V79) timoliin
koruyucu etkisi ¢alisilmistir. Calismadan elde edilen bulgular sonucunda timoliin artan
konsantrasyona bagli olarak DPPH, ABTS ve siiperoksit anyonu gibi salinmis olan
serbest radikalleri temizleme aktivitesini arttirdigi rapor edilmistir. Ayn1 ¢calismada V79
hiicreleri 6nce ¢esitli konsantrasyonlarda timol ile muamale edilmis, daha sonra ise 10
Gy radyasyona maruz birakilmistir. Bu islemler sonucunda yapilan MTT analizlerinde
timoliin hiicre canlili@inini arttirdigi gézlemlenmistir (Archana et al. 2009). Timoliin
artan dozlarina bagli olarak insan glioblastoma hiicrelerinde canlilig1 azalttigi, 800
uM’lik dozda ise hiicreleri tamamen 6ldiirdiigii tetrazolium yontemi kullanilarak tespit

edilmistir (Hsu et al. 2011).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada timoliin rodent pencelerindeki ddem olusumunu

azaltarak antiinflamatuvar etkiye sahip oldugunu kaydedilmistir (Riella et al. 2012).

Yapilan bir ¢alismada timol ve karvakroliin Candida izolatlarina (Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis ve Candida krusei) karsi
giiclii fungisidal etkiye sahip olduklari rapor edilmistir (Ahmad et al. 2011). Zarrini ve
arkadaslar1 timoliin Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
ve Escherichia coli bakterilerine karsi antibakteriyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya
koymuslardir (Zarrini et al. 2010).

Timol ve karvakroliin Culex quinquefasciatus Say larvalari ve Musca domestica L.

erginlerine karsi insektisidal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Pavela 2011). Mendes
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ve arkadaglar1 yaptiklar1 c¢alismalarinda timoliin Amblyomma cajennense (Acari:
Ixodidae) tiiriiniin larva ve nimflerine karsi akarisidal etkiye sahip oldugunu rapor

etmislerdir (Mendes et al. 2011).

1.7.5. Alfa-Pinen

Bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ¢am agaglarinin (Pinus) ugucu yaglarinda
bulunan a-pinen ayn1 zamanda turunggiller gibi pek ¢ok aromatik bitki ve ¢i¢eklerde de
dogal olarak meydana gelen diinyanin en bol {iretilen ugucu yagi olarak bilinen
terebentinin etken maddesi olan monoterpendir. a-pinen bisiklik ve hidrofobik yapida
olan bir monoterpendir (Mallavarapu et al. 1999; Rana et al. 2004; Wang et al. 2007;
Bakkali et al. 2008). a-pinen giiniimiizde parfiim, ilag, gida ve kimya sanayinde siklikla
kullanilmaktadir (Wu et al. 2011). a-pinenin kimyasal yapist Sekil 1.12°deki gibidir
(De-Oliveira et al. 1997).

Hs Ha

Ha

Sekil 1.12. a-Pinenin kimyasal yapisi

Rosmarinus officinalis L. bitkisinden izole edilen o-pinenin antioksidan aktiviteye sahip
oldugu DPPH yontemi ve [-karaten beyazlatma testi kullanilarak ortaya konmustur
(Wang et al. 2008). Yapilan bir arastirmada o-pinenin mutajenik etkisi Salmonella
typhimurium suslar1 (TA97, TA98, TA100, TA1535, TA1537 ve TA1538) lizerinde
Salmonella/mikrozom yontemi ile arastirilmistir. Arastirma sonucunda a-pinenin 1000
ug/plate’lik konsantrasyona kadar mutajenik etki yapmadigi tespit edilmistir (Gomes et
al. 2005). Satureja montana bitkisinden izole edilen o-pinenin insan eritrolokemik

hiicreleri (K562) {izerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu rapor edilmistir
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(Lampbronti et al. 2006). Gminski ve arkadaslar1 o-pinenin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin insan karaciger adenokarsinoma hiicreleri (A549) ilizerinde arastirmalari
sonucunda bu bilesigin 1800 mg/m® konsantrasyona kadar DNA hasarma yol
agmadigint COMET yontemi ile tespit ederken; hiicre canlilig1 oraninin degismedigini
eritrozin-B yontemini kullanarak ortaya koymuslardir (Gminski et al. 2010). Eucalyptus
tereticornis bitkisinin yapraklarindan izole edilen o-pinenin antioksidan aktivite
sergiledigi DPPH, serbest radikal salmim kapasitesi (RSC) ve hidroksi radikal (OH)
salmim aktivitesi metotlar1 kullanilarak rapor edilmistir (Singh et al. 2009). Bir diger
aragtirmada, a-pinenin antibakteriyal ve antikanser etkisi degerlendirilmistir. Insan
yumurtalik kanseri (SK-OV-3 ve HO8910) ve hepatosellular karaciger kanseri (Bel-
7402) hiicreleri lizerinde yapilan MTT analizleri sonucunda o-pinenin giiglii sitoksik
etki gosterdigi ve artan konsantrasyonu ile birlikte hiicre canliligini azalttigi rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda o-pinenin gram pozitif bakterilere (Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus) gram negatif (Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa) bakterilere gore daha giiglii anti-bakteriyal aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir (Wang et al. 2012). Russin ve arkadaslar1 yaptiklar bir ¢alismada o-
pinenin 7,12-dimetillbenz[a]anthrasenin indiikledigi sigan meme kanserine Kkarsi

potansiyel bir kemopreventif ajan olabilecegini rapor etmislerdir (Russin et al. 1989).

Serulein tarafindan indiiklenen akut pankreatitli farelerde a-pinenin koruyucu etkisini
arastirildigi bir ¢calismada, aragtirmacilar o-pinen muamelesinin serumdaki amilaz ve
lipaz enzimlerinin seviyesini azalttigin1 ve pankreas ile karacigerlerdeki histolojik hasari
ve miyeloperoksidaz aktivitesini azalttigini tespit etmislerdir. Ayn1 ¢aligmada o-pinen
on muamelesinin akut pankreatitli farelerde pankreatik tiimor nekroz faktorii-o,
interlokin-1f ve interlokin-6 iiretimini azalttigi; ayrica o-pinenin serulin ile muamele
edilen pankreastan izole edilen pankreas asinar hiicrelerinde sitokinin iiretimini ve

serulinin indiikledigi hiicre 6liimiinii inhibe ettigi rapor edilmistir (Bae et al. 2012)

o-Pinenin Citrobacter freundii, Clostridium sporogenes, Enterococcus faecalis,
Erwinia carotovora, Escherichia coli, Flavobacterium suaveolens, Klebsiella

pneumoniae, Micrococcus luteus, Moraxellasp., Proteus vulgaris, Salmonella
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pullorum, Staphylococcus aureus ve Yersinia enterocolitica bakterilerine karsi

antibakteriyal aktivite sergiledikleri rapor edilmistir (Dorman et al. 2000).

1.8. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii diger bir ifadeyle hiicre siklusu, ¢ogalmak iizere uyarilmis bir hiicreden
bir seri biyokimyasal aktivitenin ve morfolojik degisikligin meydana gelmesi sonucu,
genetik ve morfolojik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicrenin olusumuyla
tamamlanan bir déngiidiir (Engin ve Ozyardimec1 2001; Er 2010). Genellikle hiicre
dongiisii interfaz ve mitoz (M) olmak iizere iki ana boliim halinde incelenmektedir.
Interfaz kendi iginde G1, S, ve G2 olmak iizere gesitli alt fazlardan olusur. Dolayisiyla,
bir hiicre dongiisii sirastyla G1, S, G2 ve M fazlarindan olugsmaktadir. Hiicre
dongiisiiniin en uzun evresi olan G1 fazinda (9-16 saat) hiicre protein ve RNA sentezler.
S fazinda (6 saat) protein ve RNA sentezi devam ederken DNA sentezi baslar. G2
fazinda (3-4 saat) ise DNA sentezi tamamlanmis olur, fakat RNA ve protein sentezi
devam eder. M fazinda, kardes kromatidler diizgiin bir sekilde bir hizaya gelirler ve
ardindan cesitli basamaklardan gegilerek (profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez)
hiicre ikiye boliiniir. Telofazda sitoplazmik boliinme tamamlanir ve ayni genetik
materyalli iki yeni hiicre meydana gelir. Ayrica hiicreler, M fazindan sonra hiicre
dongiisiinden ¢ikararak ¢ogalmanin olmadigi dinlenme fazi olan G0’a girmektedir.
Boliinme uyarisi alan hiicre GO fazindan ayrilarak G1 fazina girer ve dongiiye katilir

(Klug and Cummings 2002; Tiirkez 2007).

Hiicre dongiisiinde G1/S, G2/M ve metafaz/anafaz gecislerinde kontrol noktalari vardir.
Her {i¢ kontrol noktasinda da hiicrenin dongiiye devam edip etmeyeceginin karari
verilmektedir (Cabadak 2008). Hiicre dongiisii, dongiiye 6zgii bir takim proteinler olan
siklinler, siklin-bagimli serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz
inhibitorleri (CDI) tarafindan 6zgiin olarak kontrol edilmektedir. Hiicre dongiisiiniin
cesitli basamaklarinda siklinlerin, CDK ve CDI’lerin diizeyleri farklilik gosterir ve
oldukca karigik bir diizen iginde dongiiniin ilerlemesini diizenlerler (Engin ve

Ozyardimec1 2001). M kontrol noktasinda gérev yapan proteinler ise ig ipliklerinin
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olusumu ve bunlarin kromozom sentromerlerinin kinetoruyla yaptigi baglanmay1

engelleyerek hiicrelerin anafaza girigini inhibe eder (Klug and Cummings 2002).

Apoptozis (programli hiicre 6liimii) hiicrelerin programlanmis 6liim mekanizmasidir.
Doku homeostazisinin bir diizen iginde olusu, proliferasyon/apoptoz dengesinin saglikli
bir sekilde siirdiiriilmesine baghdir (Turner et al. 2004). Apoptozis, hiicrenin canli
kaldig1 siire boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglamasinin yanisira
organizmada hasar gérmiis veya organizma i¢in tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok
edilmesinde de gorev almaktadir. Hasarlt DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir.
Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar, kanser gelisimine neden
olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile yok edilmesi biiyiik dnem
tasimaktadir (Aksit ve Bildik 2008). Ciinkii bu siiregteki herhangi bir bozukluk 6lmesi
gereken bir hiicrenin 6lmemesine, genetik bozukluga ve mutasyonlu hiicrelerin

¢ogalmasina yol acar (Andreeff et al. 2000; Turner et al. 2004).

1.9. Neoplazi

Neoplazi yani tiimor herhangi bir sinirlanma veya sonlanma gdstermeyen, konak
canlinin kontrol mekanizmalarinin etkisinde kalmayan, hizli, sinirsiz ve anormal bir
hiicre ¢ogalmasi ile olusan doku kiitlesi olarak tarif edilmektedir (Altman and Sarg
1992; Kumar et al. 1992). Neoplaziler biyolojik davraniglari bakimindan iki gruba

ayrilir; selim (non-kanser, iyi huylu) ve habis (kanser, kotii huylu) tiimorler.

a. Selim tiimorler

Koken aldiklar1 dokunun hiicrelerine benzer sekilde farklilasmis hiicrelerden olusan
selim tiimorler, genellikle yavas biiylirler ve belirli bir biiyiikliige ulastiktan sonra durur
veya gerilerler (Kumar et al. 1992). Selim tiimorler, kaynaklandigi dokuda sinirh kalir,
invazyon (¢evre dokulara yayilma), infiltrasyon (yabancit madde birikimi) ve metastaz

(uzak dokulara yayilma) yapmazlar (Kumar et al. 1992; Ruddon 1995).
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b. Habis tiimérler

Degisik dokularin o6zelliklerini tasiyabilen, farklilasmis veya hi¢ farklilagsmamis
hiicrelerden olusan habis tiimorler, genellikle ¢cok hizli biiylime yetenegine sahiptirler.
Bu tip tiimorler ileri infiltrasyon, invazyon ve metastaz ile ¢evre dokulara
yayilmaktadirlar. Habis tiimorlerin tiimii “kanser” olarak adlandirilmaktadir. Boliinme
yetenegine sahip hiicre iceren tiim dokularda ortaya cikabilen kanser hiicrelerinin
morfolojileri de oldukca degiskendir. Kanser hiicrelerinin ¢ekirdekleri normal hiicrelere
oranla daha biiyiiktiir, kromatinleri daha belirgindir ve nukleus/sitoplazma orani
genellikle artmistir. Ayrica, hiicre siklusunda mitoza giren hiicre sayisi, normal
hiicrelere gore daha fazladir ve mitoz anomalileri sik goriilmektedir (Kumar et al. 1992;

Ruddon 1995).

Hiicre ve dokulart etkileyen karmagsik bir hastalik olan kanser giiniimiizde bir¢ok
toplumda kalp ve damar hastaliklarindan sonra en fazla oliime yol agan hastalik
grubudur (Klug and Cummings 2002; Ruacan 2003). Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO)
son verilerine gore, Diinyada 2000 yilinda 10 milyon yeni vakada kanser hastalig1 tespit
edilirken, bu rakamim 2020 yilinda 15 milyon kisiye ulasacagi tahmin edilmektedir
(Giizey 2007). Saglik Bakanliginca yapilan calismalardan elde edilen verilere gore,
Tiirkiye’de yillik kanser insidensinin yiliz binde yaklasik 150 oldugu ve her y1l yaklasik
90.000-100.000 civarinda yeni kanser vakalarinin goriilecegi bildirilmistir. Tim bu

verilere gore kanser giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Kayaalp 2009).

1.9.1. Kanser biyolojisi

Kanser olusumu (karsinojenez) ii¢ asamali bir siirectir. Baslangi¢, olusum ve ilerleme.
Bu siire¢ genellikle gen mutasyonu, onkogenlerin aktivasyonu ya da tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonu gibi genetik degisiklikler sonucu baslamaktadir. Baslangi¢
safthasinda hiicre boliinmesinin artist ve hiicre Oliimiiniin azalmasi ile hiicre

poplilasyonu genigler. Olusum sathasinda hiicrede oliimciil olmayan fakat kalitimsal
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olan mutasyonlar meydana gelir. Son safha olan ilerleme de ise iyi huylu lezyonlardan
habis timorler gelisir. Karsinogenezin olusum safhalari Sekil 1.13’de gosterilmistir
(Klauning et al. 1998).

Onarmm Apoptozis
) Prolifarasvon
-—— d—h — —
—»
DNA Hasan Proliferasvon
Normal Hiicre Mutant Hiicre Ana Lezvon Kanser
Baslangic Olusum Tlerleme

Sekil 1.13. Kanserin olusum safhalari

Bu siirecte meydana gelen hiicrelerin boéliinmesi, farklilasmasi ve apoptozis olaylar
normal hiicrelerle kanserli hiicreler arasinda benzerlik gostermektedir. Ancak, kanserli
hiicreleri normal hiicrelerden ayiran, bu asamalarin diizenlenmesi ile ilgilidir. Kanserli

dokuda dort hiicresel fonksiyon diizensizdir. Bunlar;

1) Hiicresel ¢ogalmay1 sinirlayan faktorler inaktiftir.

2) Farklilasma olay1 diizensizdir. Kanser hiicreleri farklilasmanin belli bir noktasinda
bloke olurlar veya anormal hiicre tipine dontistirler.

3) Kromozomal ve genetiksel stabilite bozulmasi sonucu anormal hiicreler olusur.

4) Apoptozis denetlenemez hale gelmistir (McPhee et al. 2000; Klug and Cummings
2002).

Kanserin ana nedeni hala agik olmamakla birlikte karsinojen adi verilen etkenlerin
hiicrede ¢esitli hasarlara neden olarak kanser olusumunu tesvik ettigi bilinmektedir.
Karsinojenler, kimyasal, fiziksel veya viral kaynakli olabilirler. Tiitlin, alkol, boya, gida

katki1 maddeleri, atmosfer ve su kirleticileri kimyasal karsinojen grubuna dahildir.
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Radyasyon giiniimiizde en iyi bilinen fiziksel karsinojendir (Baloglu 2001). Cok sayida
DNA ve RNA viriislerinin canlilarda bazi kanserlere neden oldugu tespit edilmistir
(Cortan et al. 1999; Ruacan 2003). Hiicredeki proteinler, lipitler ve en Onemlisi
hiicrenin genetik materyali olan niikleik asitlerle etkilesim yetenegine sahip olan
karsinojenler 2 gruba ayrilirlar; Baslatici (initiator) karsinojenler ve Artirici (promoter)
karsinojenler. Baslatict karsinojenler genetik degisikliklere sebep olurken, artirici
karsinojenler mutasyona ugramis olan hiicrelerin ¢ogalmasimi uyarirlar. Ayrica,
DNA’nin genetik istikrarsizligi, DNA metilasyonu gibi epigenetik faktorler ve DNA
tamir mekanizmalarindaki bozukluklar da kanser gelisiminde rol oynamaktadir (Sinici
2004). Karsinojenlerin baslica hiicresel hedefleri protoonkogenler, onkogenler ve
timor-baskilayici genlerdir. Cizelge 1.1°de bu hiicresel hedefler ve degisimlerinde
meydana gelen hasarlar 6zetlenmistir (McPhee et al. 2000; Dalay 2003; Junqueira
2003).

Cizelge 1.1. Karsinojenlerin hiicresel hedefleri

Hiicresel Hedef Normal Hiicredeki Karsinojenlerin
Gorevleri Olusturdugu Hasar
Protoonkogenler Normal hiicre ¢ogalmasini Kontrolsiiz  proliferasyon

uyaran proteinleri kodlayan ve farklilasma
gen grubudur.
Onkogenler Hiicre cogalmasini Hiicre siklusunda kontrol
baskilayan, durduran veya kaybi1
kisitlayan proteinleri

kodlayan gen grubudur.

Tiimor-baskilayict genler  Kontrolsiiz hiicre Mutasyon
c¢ogalmasim1 durduran gen
grubudur.

1.9.2. Beyin tiimérleri

Bir sinir sistemi timorii olan beyin tlimorleri, tim kanserler arasinda %]1,4’liik ve
kanserlerle ilgili 6liimler arasinda ise %2.4’liik gibi ¢ok kiigiik bir paya sahip olmasina
ragmen bu timorlerin ¢ogu Olimciil olup, Olimciil olmayanlari da beyin

fonksiyonlarma zarar verdiginden giinliik yasami olumsuz sekilde etkilemektedir
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(Giines 2009). Beyin tiimorlerinin etiyolojisi hakkinda kesin bir sey sdylenememekle
beraber cesitli ¢evresel faktorlerin (radyasyon, pasif veya aktif sigara igiciligi, vb.) ve
genetiksel faktorlerin rol aldigi multifaktoriyel bir durum oldugu gercegi siiphesizdir
(Akyol 1994; Kubota et al. 2001). Sinir sistemi tiimorleri genel olarak 3 grup altinda
toplanmaktadir: 1-Merkezi sinir sistemi parankim hiicrelerinden gelisen primer kafa ici
tiimorleri, 2-Kokeni kafa boslugu olmakla beraber beyin parankiminden geligmeyen
primer kafa i¢i timorleri, 3-Metastatik tiimorler (Kumar et al. 1992). Belirli beyin
timorlerinin insanlarda goriilme sikligi Cizelge 1.2°de gosterilmistir (Laws and Thapar
1993).

Cizelge 1.2. Belirli beyin tiimorlerininin goriilme siklig

m Glioblastom

14 Astrositom

® Meningioma

m Schwannoma

m Hipofiz Adenomu
® Lenfoma

® Diger (Ganglioglioma,
Noroblastom, vb.)

Beyin tiimorlerinin histolojik, patolojik ve morfolojik agidan ¢ok ¢esitlilik gostermesi
nedeni ile herkes tarafindan kabul gérmiis bir siniflama gerceklestirmek olduk¢a zordur.
Glniimiizde hala gecerliligini devam ettiren smiflandirma sistemi WHO tarafindan
1993’de yaymlanmis olan, 2000 yilinda ise yeniden diizenlenerek yayinlanan,
timorlerin iyi huyludan koti huyluya dogru siralandigit WHO 2000 siniflandirmasidir

(Tugcu 2004). Beyin tiimorlerinin siniflandirilmasi Cizelge 1.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 1.3. Beyin tiimorlerinin siniflandirilmasi

A. NOROEPITELYAL DOKU TUMORLERI

_—w 1. Fibriler astrositoma

a. Diffiiz astrositoma — 2. Protoplazmik astrositoma
~— 3. Gemiositik astrositoma

b. Anaplastik astrositoma

c. Glioblastoma multiforme — 1. Dev hiicreli glioblastoma

2. Gliosarkom

d. Pilositik astrositoma

e. Pleomorfik ksantroastrositom

f. Subependimal dev hiicreli astrositom

a. Oligodendrogliom
b. Anaplastik oligodendrogliom

a. Oligoastrositom
b. Anaplastik oligoastrositom

__w 1. Selliiler
a. Ependimoma :: 2. Papiller
3. Clear cell
4. Tanisitik
b. Anaplastik ependimoma
c. Miksopapiller ependimoma
d. Subependimoma

a. Koroid pleksus papillomu
b. Koroid pleksus karsinomu

a. Gangliositom

b. Serebellumun displastik gangliositomu
c. Desmoplastik infantil astrositomu

d. Disembriyoblastik noroepitelyal timor
e. Gangliogliom

f. Anaplastik gangliogliom

g. Santral norositom

h. Serebellar lipondrositom

i. Filum terminalenin paragangliomu

a. Olfaktor noroblastom (estesiondroblastom)
b. Olfaktor néroepitelyom
c. Adrenal gland ve sempatik sinir sistemi ndroblastomu

a. Pineasitom
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Cizelge 1.3 (devam)

b. Pineablastom
c. Orta derecede diferansiasyon gosteren pineal parenkimal timor
9. Embriyonal Tiimérler
a. Medullaepitelyom
b. Ependimoblastom

1. Desmoblastik medullablastom
c. Medullablastom — 2. Large cell medulloblastom

Rs. Medullomyoblastom

4. Melanositik medulloblastom

d. Supratentoryel primitif ndroektdermal tiimorler —» 1. Noroblastoma
T 2. Ganglionéroblastom

e. Atipik teratoid/rabdoid timor
10. Orijini Belirsiz Glial Tiimorler
a. Astroblastom
b. Gliamatosis serebri
c. 3. ventrikiil koroid gliomu
B. MENINGEAL TUMORLER

|
1. Meningotelyal Hiicre Tiimorleri

a. Meningioma i. Metaplastik

b. Meningotelyal J. Lenfoplazmasit zengin
c. Fibroz k. Clear cell

d. Transisyonal |. Kordoid

e. Psammatoz m. Atipik

f. Anjiyomatoz n. Papiller

g. Mikrokistik 0. Rabdoid

h. Sekretuar p. Anaplastik meningiom
2. Mezenkimal Meningotelyal Hiicre Kokenli Olmayan Tiimérler
a. Lipom I. Kondrom

b. Anjiolipom m. Kondrosarkom

c. Hibernom n. Osteom

d. Liposarkom 0. Osteosarkom

e. Soliter fibroz timor p. Osteokondrom

f. Fibrosarkom g. Hemanjiyom

g. Malign fibroz histiositom r. Epiteloid hemanjiyoendotelyom
h. Leiyomyom s. Hemanjiyoperisitom

I. Leiyomyosarkom t. Anjiyosarkom

J. Rabdomyom u. Kaposi sarkomu

k. Rabdomyosarkom

3. Primer Melanositik Doku Tiimorleri
a. Diffliz melanositosis

b. Melanositom

c. Malign melanom

d. Meningeal melanomatosis

4. Belirsiz Histogenez Tiimorleri
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Cizelge 1.3 (devam)

Hemanjiblastom
C. PERIFERIK SiNiR TUMORLERI

a. Selluler
b. Pleksiform
¢. melanositik

a. pleksiform

a. Intrandral perindrom
b. Yumusak doku perindromu

a. Epiteloid

b. Diverjant mezenkimal ve / veya epiteloid farklilasma gosteren MPSNT
c. Melanotik

d. Melanotik psammomatoz

D. LENFOMALAR VE HEMOPOETIK TUMORLER

E. GERM HUCRELI TUMORLER

a. Matir
b. Immatiir
c¢. Malign transformasyon gosteren teratom

F. SELLAR BOLGE TUMORLERI

a. Adamantinomatdz
b. Papiller
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1.9.3. Noroblastoma

Bebeklik caginin en sik rastlanan tiimorii olan noroblastoma, tiim cocukluk c¢agi
kanserlerinin yaklasik %15°1lik bir kismin1 olusturmaktadir (Heck et al. 2009; Mueller
and Matthay 2009). Goriilme siklig1 her yil 7000 canli dogumda 1 olmakla beraber, bu
oran tiim Diinyada benzerlikler gostermektedir (Carlsen 1992). Ulusal Kanser
Enstitiisii’niin verilerine gore noroblastoma, her bir milyon ¢ocuktan 9,5’inde goriilecek
bir insidans gostermektedir. Ayrica, Amerikan Kanser Dernegi’nin verilerine gore
Amerika Birlesik Devletleri’ndeki ¢ocukluk ¢agi tiimorlerinin %7,8’inden sorumlu olan
noroblastomaya, her yil yaklasik 650 yeni ¢ocuk yakalanmaktadir (National Cancer
Institute SEER Pediatric Monograph 2002; Lacayo 2008; Cing6z 2013). Noroblastoma,
cogu iilkede erkeklerde kizlara oranla biraz daha fazla goriilmektedir (Martin et al.
1997; Ries et al. 1999; Wiangnon et al. 2003).

Noroblastoma (ya da ndroblastom) sempatik sinir sisteminin primitif noral krest
hiicrelerinden orjinlenen ekstrakraniyal bir solid tiimordiir. Genellikle adrenal bezlerde
goriilen noroblastoma boyun, gogiis, karin veya pelvis bolgelerindeki sinirlerde de
goriilebilmektedir. Primer tiimorlerin %60°indan fazlasi adrenal medulladan veya

abdomendeki Paraspinal Ganglia’lardan kaynaklanabilir (Kushner 1988; Cingdz 2013).

Su ana kadar yapilan c¢alismalarda ndroblatomaya neden olan herhangi bir ¢evresel
faktor (kimyasal madde, viriis veya radyasyon gibi) tanimlanmamistir. Bu yiizden,
noroblastomanin etyolojisi bilinmemektedir (Bunin et al. 1990; Mueller and Matthay
2009). Ancak erken yas dagilimi olmasi nedeniyle prenatal donemde olan olaylarin
timoriin patogenezinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ebeveynlerin meslegi
(elektronik, tarim, paketleme islerinde calisanlar ile mesleginden otiirii bocek zehiri,
elektromanyetik alan, boya ve radyasyona maruz kalanlar), annenin yasi, gebelik
sirasinda kullanmis oldugu c¢esitli ilaglar ve hormonlar, alkol alimi, sigara i¢imi, diislik
Oykiisti, tekrarlayan sezeryan dogum ile bebegin diisikk dogum agirligi da néroblastoma
ile iligkilendirilmistir (Aydin 2006). Ayrica, ¢ok nadir olarak bazi noroblastoma
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vakalarinda yapilan incelemelerde bu hastaligin otozomal dominant olarak

kalitilabildigi de rapor edilmistir (Maris et al. 1997).

Noroblastoma tiimorlerinden izole edilen ve in vitro kiiltiir ortamlarinda gogaltilan
primer tiimor hiicreleri néronal (N-tip), stromal (S-tip) ve intermediate (I-tip) olmak
tizere ti¢ farkli fenotip sergilemektedirler. Mevcut tez ¢alismasinda da tercih edilen N-
tip hiicreler yavas tutunma gosterip, kiimeler halinde cogalirlar ve norotik bir siireg
izleyerek, norotransmitterlerin sentezlenmesiyle iliskili enzimleri eksprese ederler. S-tip
hiicreler digerlerinin aksine tabanda yayilarak ¢ogalirlar ve norotransmitter sentezinden
sorumlu degillerdir. I-tip hiicreler ise N ve S tipin ortak 6zelliklerini gosterirler (R0SS
1995; Cing6z 2013). N-tip hiicreler S-tiplere gore daha iyi bir prognoz sergilerler ve
MYCN onkogenini, anti-apoptotik Bcl-2 proteinini daha siklikla overeksprese ederler.
Bu 6zelliklerinin yanisira, immun sistemi baskilanmis farelerde yapilan ¢alismalarda N-
tip hiicrelerin S-tiplere gore daha tiimoérojenik olduklart gosterilmistir (Piacentini 1996;
Cingoz 2013).

1.10. Oksidatif Stres

Aerobik organizmalar hayatlarini siirdiirebilmek i¢in molekiiler oksijene ihtiyag
duymaktadirlar. Temel enerji iiretim siireglerinin vazgecilmez elemani olan bu
molekiiliin yararli islevlerinin yani sira, normal metabolizma sirasinda lretilen bazi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) de viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline sahip
oldugu kaydedilmistir (Packer 1984; Diplock 1998; Pekmez 2004). Organizmada
serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin elimine edilme hizi bir denge igerisindedir
ve bu durum “oksidatif denge” olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif denge saglandigi
slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum
hizindaki bir artis ya da ortadan kaldirilma hizindaki bir diisiis bu dengenin bozulmasina
yol agarak oksidatif strese neden olmaktadir (Serafini and Del Rio 2004). Gerek radikal
gerekse radikal olmayan ROT’lar basta proteinler, lipitler ve DNA olmak iizere tiim
biyomolekiillerin zarar gérmesine, bdylece hiicresel fonksiyonlarin aksamasina ve sonu

olimle biten yikim olaylarinin baslamasina neden olmaktadirlar (Lee et al. 1999).
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Oksidatif stres toksisitenin muhtemel bir mekanizmasi olarak son yillarda toksikolojik

aragtirmalarin odag haline gelmistir (Mercan 2004).

1.10.1. Serbest radikaller

Son yillarda yapilan calismalar, artmis serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonun, miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, Alzheimer,
Huntington ve Parkinson gibi nérolojik hastaliklar, romatoid artrit gibi romatolojik
hastaliklar, astim, diabet, hepatit B, iskemi ve reperfiizyon, vitamin E eksikligi,
amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner displazi, arteroskleroz ve kanser benzeri bir¢ok
hastalik ile yaslanma gibi fizyolojik siireclerin patogenezinde rol aldigim
gostermektedir (Cross et al. 1987; Ozdem ve Sadan 1994; Hasanoglu vd 1994;
Ozenirler vd 1994; Engin ve Altan 2000, Engin vd 2003; Yardim vd 2004; Engin vd
2005; Yardim vd 2006; Padurariu et al. 2010; Wang et al. 2012; Xun et al. 2012).
Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirli,
kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve reaktif Ozellik tasiyan molekiiller olarak
tamimlanmaktadirlar (Abdollahi et al. 2003; Abdollahi et al. 2004). Serbest radikaller,
negatif yiiklii elektron sayisinin ¢ekirdekteki pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadig:
molekiiller olduklar i¢in stabil degildirler ve elektron konfigiirasyonlarini pozitif yiikle
dengelemeleri gerekli oldugundan ¢ok reaktiftirler. Oksijen radikali serbest elektronunu
eslestirmek icin bagka bir molekiilden elektron aldiginda diger molekiilii anstabil hale
getirir. Zira o molekiiliin de elektronik diizenini saglamasi i¢in komsu bir molekiilden
elektron almasi gerekir. Bunun sonucunda da serbest radikaller canli viicudunda 6nemli
molekiillerde hasar olusturan zincirleme bir seri reaksiyonun baslamasina neden
olabilmektedirler (Oksidan stres ve hiicre hasar1 kurs notlar1 1993; Ozdemir 1993;
Girgin 1996).

Serbest radikaller baslica 3 yolla olusabilmektedirler (Halliwell and Gutteridge 2001):
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1. Kovalent bagin homolitik yarilmasi: Kovalent baga sahip olan normal bir
molekiiliin, kovalent baginin homolitik yarilmasi sonucu eslenmis elektronlardan her

birinin ayr1 parcada kalmasi ile serbest radikaller meydana gelmektedir.

X:¥Y— X +Y

2. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Normal bir molekiile tek bir

elektronun eklenmesi sonucu olugmaktadir.

X+e — X~
3. Bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Normal bir molekiiliin heterolitik olarak
boliinmesi ya da bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ile olugsmaktadirlar. Heterolitik

boliinme sonucunda kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde

kalmaktadir.
X —» X +¢
1.10.2. Serbest radikal kaynaklari
1.10.2.a. Serbest radikallerin endojen (hiicre ici) kaynaklar:

Kii¢iik molekiillerin otooksidasyonu

Notral sivi  ortaminda oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarina girebilen hiicre
bilesenlerinden birgogu intraselliiler olarak serbest radikalleri aciga g¢ikartmaktadirlar

(Kavas Ozelci 1989).
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Enzimler ve proteinler

Birgok enzim katalitik reaksiyonlar1 esnasinda serbest radikallerin agiga ¢ikmasina
neden olmaktadir. Ornegin; ksantin oksidaz enzimi oksijenin H,0,’e rediiksiyonu

sirasinda siiperoksit radikalini ortaya ¢ikarmaktadir (Kavas Ozelgi 1989).

Mitokondriyal elektron transport zinciri

Hiicrelerin normal yasam sirkiilasyonunda mitokondri, sitokrom oksidaz sistemi ile
oksijeni suya indirgeyerek detoksifiye etmektedir. Elektron transport zincirinde yer alan
pek cok bilesik (NAD, FAD, Koenzim Q gibi) oksijen ile tepkimeye girerek O;
salmimina neden olmaktadir. Bu tek degerlikli oksijen kagagi olarak tanimlanmaktadir.
Bu kacaga neden olan faktorler bilinmemektedir. Normal kosullarda bu kagak hiicrenin
savunma sistemleri ile yok edilebilmektedir. Ancak oksidatif stres durumunda savunma
sistemleri yetersiz kalmakta ve mitokondrilerde hasar olusmaktadir. Bu hasar sonucu
hiicrenin enerji sisteminin etkilenmesi ile ATP kullanimindaki artisa ve ATP
sentezindeki azalmaya bagli olarak hiicrede ATP diizeyi hizla diismektedir (Kavas
Ozelgi 1989; Ozdemir 1993; Akkus 1995).

Endoplazmik retikulum

Bir¢ok hayvan ve bazi bitki dokularinda endoplazmik retikulumlar igerdikleri sitokrom
P450 enzim sistemi sayesinde ksenobiyotikleri okside edebilmekte ve molekiiler
oksijeni indirgeyebilmektedirler. Ksenobiyotiklerin mikrozomal sitokrom P-450 sistemi
ile aktivasyonu sonucu meydana gelen, serbest radikal olan bu elektrofilik iiriin pek ¢ok
endojen makromolekiille (DNA, RNA ve enzimler vb.) kovalent baglanarak toksisiteye
yol agmaktadir (Eken 2003).
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Arasidonik Asit Metabolizmasi

Doymus yag asitleri ile karsilagtirildiginda, poli-doymamis yag asitlerinin hidrojen
koparilmasi sonucu olusan serbest radikalin ¢ift bag konjugasyonuyla kararli hale
getirilmesi ve bdylece hidrojenin daha kolay koparilabilir olmasi nedeniyle,
otooksidasyona daha yatkin olduklar belirtilmektedir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi,
fosfolipaz ve protein kinaz aktivasyonu ile plazma membraninda arasidonik asit
salimimina yol agar. Yag asitlerinden biri olan arasidonik asitin enzimatik oksidasyonu
sonucu membran lipidlerinin farkli serbest radikal ara iriinleri meydana gelmektedir
(Halliwell and Gutteridge 1989; Eken 2003; Mavi 2005).

Peroksizomlar

Giiclii bir H,0, kaynagi olan peroksizomlarin D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz ve L-
alfa hidroksiasit oksidazca zengin olduklari ve H,O, agiga ¢ikarma yetenegine sahip

olduklar1 rapor edilmistir (Kavas Ozelgi 1989).

1.10.2.b. Serbest radikallerin ekzojen (hiicre dis1) kaynaklari

Serbest radikal olusumuna neden olan baglica ekzojen kaynaklar arasinda organizmanin
radyasyona (X iginlari, gama 1sinlar1) maruz kalmasi, bazi antibiyotikler (adriyamisin,
doksorubisin), aligkanlik yapict maddeler (alkol, uyusturucular ve sigara), inhale edilen
ksenobiyotik maddeler (CCl, gibi), ¢evresel ajanlar ve hava kirliligi yapan maddeler
(pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar)
sayllmaktadir. Bu tlir maddeler homeostaziyi bozarak asiri oksidan olusumuna neden

olarak dogal antioksidanlarin tiikketimini arttirmaktadirlar (Ozdemir 1993; Akkus 1995).
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1.10.3. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen metabolitleri

Oksijen atomu yapisinda iki tane eslesmemis elektron bulundurdugundan serbest
radikallerle radikal olmayanlara oranla daha kolay reaksiyona girer. Bu sebeple
biyolojik sistemlerdeki en oOnemli serbest radikaller, oksijen atomundan olusan
radikallerdir. Molekiiler O,’nin H,O’ya indirgenmesi reaksiyonu esnasinda kismi
rediiksiyonla ¢ok sayida reaktif {iriinler olusabilir (Onat vd 2002; Alp 2005). Reaktif
oksijen tiirleri Cizelge 1.4’de verilmistir (Halliwell 1996).

Cizelge 1.4. Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit Hidrojen Peroksit
Hidroksil Singlet Oksijen
Peroksil Hipoklorik Asit
Alkoksil Hipobromik Asit
Perhidroksi Ozon

1.10.4. Reaktif azot tiirleri

Reaktif oksijen tiirlerinin yani sira viicudumuz igerisinde reaktif azot tiirleri de tesekkiil
etmektedir. Bunlardan biri olan nitrik oksit, vaskiiler endotelde, fagositlerde ve beyin
dokusunda iiretilen “relaksin faktor” olarak bilinen ve 6nemli fizyolojik fonksiyonlari
olan bir serbest radikaldir. Fakat bu radikalin fazlasi toksik etkiler gostermektedir.
Biyolojik sistemlerde biitiin reaktif azot tiirlerinin temel kaynagi nitrik oksittir (Patel et

al. 1999; Alp 2005). Reaktif azot tiirleri Cizelge 1.5’de verilmistir (Halliwell 1996).
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Cizelge 1.5. Reaktif azot tiirleri

Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller Radikal Olmayanlar
Nitrik oksit Nitroz Asit
Azot dioksit Peroksi nitrit

Nitrozil Katyonu
Nitrozil Anyonu
Diazot trioksit
Diazot tetraoksit
Peroksinitroz Asit
Alkilperoksi nitrit

1.10.5. Serbest radikallerin hiicresel hasarlar:

Reaktif oksijen ve azot tiirleri pek ¢ok hiicresel yapiy1 etkileyerek hiicre hasarlarina yol
acmaktadirlar. Serbest radikaller, hiicresel savunma mekanizmalarinin kapasitesini
asacak seviyeye ulastiklar1 zaman organizmada farkli hasarlara yol a¢maktadirlar.
Serbest radikallerin hiicresel hedefleri Cizelge 1.6’da 6zetlenmistir (Slater and Del
maesto 1980; Freeman and Crapo 1982; Slater 1984; Rangan and Bulkley 1993).

Cizelge 1.6. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

Hiicresel Hedef Etki Mekanizmasi

Doymamis yag ve tiol Protein denatiirasyonu ve ¢apraz baglarin olusumu, enzim

iceren aminoasitler inhibisyonu ve hiicre zar1 gecirgenliginde degisiklik

Niikleik asit bazlari Baz hidroksilasyonu, mutasyon, hiicre siklusunda degisiklik

Karbonhidratlar Hiicre zar1 reseptor duyarliliginda degisiklik

Doymamus lipidler Kolesterol ve yag asidi oksidasyonu, lipid c¢apraz bag
olusumu, organel ve hiicre zar1 gegirgenliginde degisiklik

Kofaktorler Nikotinamid ve filavin igeren kofaktorlerin miktarinda ve
aktivitesinde azalma

Norotransmitterler Seratonin ve epinefrin gibi ndrotransmitterlerin miktarinda
ve aktivitesinde azalma

Antioksidanlar E vitamini ve B karoten ile katalaz ve SOD enzimlerinin
inhibisyonu, GSH-Px aktivitesinde degisiklik olmamasi

Proteinler Peptid zincirinde kopma, denatiirasyon

DNA Zincir kopmasi, baz degisikligi

Hiyaliironik asit Sinoviyal s1v1 akiskanliginda degisiklik
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1.10.5.a. Membran lipidlerine etkileri (lipid peroksidasyonu)

Hiicre membranlar1 serbest radikaller tarafindan kolaylikla etkilenebilen poliansatur yag

asitlerince (PUFASs) zengindir. Lipid peroksidasyonu temelde PUFAs’nin otokatalitik

bir siiregle oksidasyona ugramalarindan kaynaklanir (Costa and Moradas-Ferreira

2001). Bu siiregle birlikte yag asitlerinin hidroperoksitleri meydana gelir ve bunlar da

pargalanarak, epoksitler, aldehitler ve alkanlar gibi yan iiriinlere doniisiir. Bu tirlinlerden

bazilar1 ¢ok reaktiftir. DNA ve proteinleri hasara ugratarak baslangi¢ serbest radikal

olaylarim1 artirirlar. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri

dontisiimsiizdiir (Candan 2002; Lambeth 2004; Mavi 2005).

Lipit peroksidasyon siireci baslama, uzama ve bitis olmak iizere ii¢ boliimden olusur

(Shewfat and Purvis 1995). Lipit peroksidasyonunun temel asamalar1 ve bu sirada

olusan baz1 toksik bilesikler Sekil 1.14°de goriilmektedir (Pekmez 2004).

PUFA-H + X* — PUFA* + X-H
(lipit radikali)
Baslama PUFA® + 0, — PUFA-0O"
(lipit peroksil radikali)

PUFA-OQO*+ PUFA-H — PUFA-OOH + PUFA®
i} (lipit hidroperoksit)
Uzama Fe2kompleksi + PUFA-OOH — Fe™? kompleksi+OH + PUFA-O*
(lipit alkoksil radikali)

Bii PUFA-OOH — 2-alkenal, heksanal, 2 4- heptadienal, 2- nonenal,
itis . .
malondialdehit

Sekil 1.14. Lipit peroksidasyonunun agamalar1
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1.10.5.b. Proteinlere etkileri (protein oksidasyonu)

Proteinler, tiim reaktif oksijen tiirleri tarafindan hasar gorebilecegi gibi, peroksidasyon
tirtinleriyle reaksiyona girerek de degisiklige ugrayabilirler (Pekmez 2004). Proteinlerin
serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri amino asit igeriklerine, amino asitlerin
yapilarindaki kompozisyonlarina ve olusan hasarin onarilabilirligine gore degisiklik
gostermektedir. Doymamis yag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
reaktiviteleri yiiksektir. Bundan dolay1, yapisinda triptofan, sistein, tirozin, fenil alanin,
metiyonin ve histidin aminoasitlerini bulunduran proteinler serbest radikallerden daha
kolay etkilenmektedirler. Reaksiyon sonucunda olusan siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli radikaller, yapisinda disiilfiir bagi tasiyan IgG ve albumin gibi pek ¢ok
proteinin ii¢ boyutlu yapisini bozarlar. Yapisi bozulan bu proteinler arttk normal
fonksiyonlarii yerine getiremezler. Serbest radikallerden olumsuz etkilenen bir diger
protein grubu da hemo proteinlerdir. H,O,, hemoglobinin degredasyonuna neden olarak
serbest demir iyonunun olusmasina ve sonugta OH tesekkiiliine neden olmaktadir

(Kavas Ozelgi 1989; Halliwell and Gutteridge 1989; Akkus 1995; Yildirim 2003).

1.10.5.c. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O, peroksitler ve okzoaldehidler meydana
gelmektedir. DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz bag
olusturabilme o6zelligine sahip olan okzoaldehidler, antimitotik aktivite gostererek
kanser ve yaslanma olaylarinda rol almaktadir (Halliwell and Gutteridge 1989; Yildirim
2003).

1.10.5.d. Niikleik asitler ve DNA iizerine etkileri

Her bir insan hiicresinin giinde yaklasik 1.5x10™ kez serbest radikallerin oksidatif
saldirisina maruz kaldigi tahmin edilmektedir (Beckman and Ames 1997). DNA
molekiiliiniin tiim bilesenleriyle kolayca reaksiyona girebilen hidroksil radikalinin, hem

plirin hem de pirimidin bazlarn ile deoksiriboz iskeletinde hasarlara neden oldugu
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bilinmektedir (Dizdaroglu vd 2002). Oksidatif stres sonucu genetik materyalde olusan
bu kalict degisimlerin mutajenez, karsinojenez ve yaglanmada ilk basamaklar oldugu
rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalarda ¢esitli kanser dokularinda serbest radikal
maruziyeti sonucu olusmus DNA hasarlar1 gdzlenmistir. DNA nin oksidasyonu sonucu
olugmus olan 100°den fazla iiriin tespit edilmistir. Reaktif oksijen metabolitleri DNA’da
tek veya cift zincir kiriklarina, piirin-pirimidin bazlarinda ve deoksiriboz sekerde
modifikasyonlara ve zincirler arasinda ¢apraz baglanmalara neden olarak genetik hasar
olusturmaktadirlar. Genetik hasar sonucu genomik kararsizlik, replikasyon hatalari,
transkripsiyon ve haberlesme mekanizmalarindaki aksamalar gibi kanser olusumu ile
ilgili olan pek ¢ok durum ortaya c¢ikabilmektedir (Marnett 2000; Cooke et al. 2003).
DNA’da olusan yapisal degisimlerin hangi yollarla mutasyonlara neden oldugu Sekil
1.15°de gosterilmistir (Willcox et al. 2004; Tiirkez 2007).

OKSIDATIF DNA HASARI
Bazlardakimyasal DNA
degismeler konformasyorminda
degismeler
“Hot spot™ Hbaglannda Hatals
mutajenitesi degismeler replikasyon
v

Replikasyormm
engellenmesi

|

Hataya egimli

baypass

NN
=i

Sekil 1.15. Oksidatif stres ve mutasyonlarin olusumu
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Yapilan bir ¢alismada, serbest radikallerin mitokondriyal DNA’da da hasara neden
oldugu ve mitokondriyal DNA’nin ¢ekirdek DNA’sina gore oksidasyona daha duyarl
oldugu tespit edilmistir (Inoue et al. 2003).

1.10.6. Oksidatif stres ve kanser iliskisi

Kanser, oksidatif stresin neden oldugu en onemli hastaliktir. Karsinojenezin gelisim
sathalarinda (baslangig, olusum ve ilerleme) oksidatif mekanizmalarin potansiyel bir
role sahip oldugu bilinmektedir. Karsinojenezin son asamasinda (ilerleme) oksidatif
stres, kanserli hiicrelerin karakteristik 6zelliklerinin (kontrolsiiz biiylime, genomik
kararsizlik, kemoterapi direnci, invazyon ve metastaz) gelismesinde dogrudan rol
almaktadir (Schulte-Hermann et al. 1990; Trush and Kensler 1991; Toyokuni et al.
1995; Ames and Gold 1992; Klauning et al. 1998). Oksidatif stres ile kanser asamalar1
arasindaki iliski Sekil 1.16’da gosterilmistir.

OKSIDATIF STRES
Karsinojen Aktivasyonu Nommal viicut sartlanmda
l gelizen oksidatif stres
DNA hasar:. gen l
mutasyormve Hiicreleraras: Anormmal enzim
vapisal degsikler haberlesmede aktivitesi
kopukluk
Anommal gen Kemoterapiye
ekpresyonu direng
Hiicre Apoptozis
proliferasyom
v v
Kahtsal mutasvon Kontrolsiiz Metastaz ve invazyon
- gogalma
Baslangic » Olusum — Tlerleme

Sekil 1.16. Oksidatif stres ile kanser arasindaki iliski
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Klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalar kanser olusumunda serbest radikallerin ve diger
reaktif metabolitlerin ¢ok etkili oldugu goriisiinii desteklemektedir. Nitekim oksidatif
stresin bir isaret¢isi olan 8-OH-dG’nin memeli hiicrelerinde mutajeniteye yol agtigi
tespit edilmistir. Bu veriyi destekleyen in vivo bir ¢alismada ise akciger ve karaciger
kanseri p53 ile ras baskilayict genlerinde 8-OH-dG’den tiirevlenen GC—TA
transversiyonlarinin oldugu rapor edilmistir (Cooke et al. 2003). Buna karsin, reaktif
metabolitlerin neden oldugu mutasyonlarin CC—TT transversiyonlar1 oldugu bir diger
calismada rapor edilmistir (Feig et al. 1994). Oksidasyon sonucu DNA’da gozlenen
modifikasyonlar sadece baz ve seker seviyesinde kalmayip, kromozomlar seviyesinde
de meydana gelebilmektedir. Bazi kanser tiirlerinde rapor edilmis olan oksidatif DNA

hasar1 6l¢timleri Cizelge 1.7°de verilmistir (Cooke 2003; Evans et al. 2004).

Cizelge 1.7. Baz1 kanser vakalarinda tespit edilmis olan DNA hasar1 dl¢timleri

Kanser Tiirii Bulgular

Akut lenfoblastik 10semi Lenfosit DNA’larinda 8-OH-G, 8-OH-Ade, 5-
OH-Cyt, 5-OH-5-MeHyd ve 5-OHHyd
miktarlarinda yiikselme

Gogiis kanseri DNA’daki 8-OH-G seviyesinde kontrollere
oranla yiikselme

Kolon kanseri DNA’daki 8-OH-G seviyesinde kontrollere
oranla yiikselme

Jinekolojik kanserler Uriner 8-OH-G seviyesinde kontrollere oranla
yiikselme

Servikal kanser DNA’daki 8-OH-G seviyesinde kontrollere
oranla yiikselme

Bobrek kanseri Kanserli ve kanserli olmayan dokulardaki 8-OH-
G seviyelerinin 6nemli derecede farkli olmasi

Akciger kanseri Lenfosit DNA’larindaki ve kanserli hiicrelerdeki
8-OH-G seviyesinin kontrollere oranla yiiksek
olmasi

Karaciger kanseri Kanserli hastalarin 8-OH-G, 8-OH-Ade, 8-OH-

G, 8-OHAde, 5-OH-Cyt, 5-OH-5-MeHyd ve 5-
OH-Hyd miktarlarinda yiikselme

Mide kanseri Atrofik gastrit ve Helicobacter pylori ile enfekte
olmus dokularin DNA’larinda 8- OH-G
seviyelerinin yiiksek olmasi

Beyin kanseri Kanserli hastalarin {iiriner 8-OH-G ve diger
lezyonlarin seviyelerinde 6nemli yilikselmeler




45

1.10.7. Kanser disindaki hastaliklarda oksidatif stresin rolii

Alzheimer, Huntington ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde
oksidatif stres etkin bir bicimde rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan cesitli
arastirmalarda belirtilen bu norodejeneratif hastaliklarda oksidatif DNA hasari
seviyelerinin yiiksek oldugunu rapor edilmistir (Padurariu et al. 2010; Wang et al. 2012;
Xun et al. 2012). Buna karsilik Koppele et al. (1996) ile Alam et al. (2000), bu
hastaliklarda  oksidatif DNA  hasarmin  etkili olmadigim1  kaydetmislerdir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarda oksidatif DNA hasarinin etkili oldugunu kanitlayan az
sayida rapor olmakla birlikte atheroskleroz, koroner kalp hastaliklari, hipertansiyon,
kalp yetmezligi, kardiyomiyopati ve kalp krizi gibi hastaliklarda oksidatif stresin etkili
oldugu rapor edilmistir (Holvoet et al. 1995; Collins et al. 1998). Yine deneysel ve
klinik calismalardan elde edilen sonuglara goére hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabet
hastaliklarinin patojenezinde oksidatif stres dnemli roller tistlenmektedir (Maritim et al.
2003). Genel olarak yaslanma iizerine iki teori vardir: gelisimsel programlanmis
yaslanma ve hasar birikimi sonucu yaslanma (Cooke et al. 2003). ikinci teoriyi
destekler nitelikte, Harman (1956) yaptig1 ¢alismasinda yaglanmanin biyomolekiillerde
serbest radikal hasarlarinin birikerek artmasi sonucunda meydana geldigini ve yaslanma
ile antioksidan savunmanin da azaldigini1 6nesiirmiistiir. Hamilton et al. (2001), niikleer
ve mitokondriyal DNA’da 8-OH-G seviyelerinde yasa bagli artislarin oldugunu
kaydetmislerdir. Ayrica, Down sendromu ve Fankoni anemisi gibi genetiksel
hastaliklar1 tasiyan bireylerde de oksidatif DNA hasar1 diizeyinin yiiksek oldugu
kaydedilmistir (Evans et al. 2004).

Organizmalarda meydana gelebilen zararli oksidatif reaksiyonlar sonucu iiretilen reaktif
oksijen ve nitrojen tiirleri metabolik ve fizyolojik siireclerde organizmalarin
biinyelerindeki enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalarla yok
edilir. Belirli kosullar altinda oksidanlarin artis1 ve antioksidanlarin azalis1 6nlenemez
ve bunun sonucunda ¢esitli hasarlara neden olurlar (Halliwell and Gutteridge 2000).
Farkli oksidan ve antioksidan tiirlerinin serum (ya da plazma) konsantrasyonlar1 ayri

ayr1 laboratuarda o6lgiilebilir. Ancak bu 6l¢limler hem ¢ok zaman alir, hem fazla is giicii
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gerektirir hem de ¢ok pahali ve olduk¢a karmasik teknikler gerektirir (Tarpey et al.
2004). Yani farkli oksidan ve antioksidan molekiillerinin ayr1 ayr1 Sl¢limii pratik
degildir. Bir 6rnegin toplam oksidan durumu (TOD) hazirlanan kitlerle Ol¢tiliir ve bu
total peroksit (TP), serum oksidasyon aktivitesi (SOA), reaktif oksijen metabolitleri
(ROM) vb. seklinde isimlendirilir (Nakamura et al. 1897; Halliwell and Gutteridge
2000; Harma vd 2003; Yanik vd 2004; Ceylan vd 2005; Yeni vd 2005). Ayni sekilde bir
Oornegin toplam antioksidan kapasitesi (TAK) hazirlanan kitlerle 6lgiiliir ve bu total
antioksidan kapasite (TAK), toplam antioksidan aktivite (TAA), toplam antioksidan gii¢
(TAOP), toplam antioksidan yanit vb. sekilde isimlendirilir (Benzie and Strain 1996;
Koracevic et al. 2001; Erel 2004; Aygicek vd 2006).

1.10.8. Beyin metabolizmasinda serbest radikallerin rolii

Sinir sisteminin merkezi olan beyin, viicudun diger organlarmma goére ROT’larin
hasarlarina biyokimyasal, fizyolojik ve anatomik agidan asagida belirtilen nedenlerden

dolay1 daha ¢ok maruz kalmaktadir (Evans 1993):

e Beyinde oksidatif metabolik aktivite hizinin yiiksek olmasi.

e Beyinde PUFAs gibi kolayca okside olabilen substratlarin yiiksek konsantrasyonda
bulunmasi.

e Spesifik baz1 ndrokimyasal reaksiyonlarda ROT’larin endojen olarak iiretilmesi.

e Membran yiizey alaninin sitoplazmik hacme oranla daha fazla olmas:.

Sinir hiicrelerinin akson morfolojisinin periferal hasara uygunlugu.

CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin {iretiminin az olmasi.

Noron hiicrelerinde cogalmanin olmamasi.

1.11. Antioksidan Savunma Sistemleri

Biyolojik sistemlerdeki hiicreler herhangi bir nedenle iiretimi artan serbest radikallerin
zararh etkilerinden korunmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan ¢esitli antioksidan

savunma sistemleri gelistirmiglerdir (Pekmez 2004). Canli hiicrelerin yapitaglarindan
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olan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi serbest radikallerin agik hedefi olan
molekiillerin oksidasyonunu engelleyen veya geciktirebilen maddelere “antioksidan”,
bu olaya da “antioksidan savunma sistemi” denir (Cavdar vd 1997). Tiim antioksidanlar
4 farkli etki mekanizmasi sayesinde serbest radikaller ile miicadele etmektedirler. Bu

etkiler;

-Toplayici (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini tutma ve zayif bir molekiile
dontistiirme islemine “toplayici etki” denmektedir.

-Bastiric1 (quencher) etki: Serbest radikallerle etkilesip onlara bir H' aktararak
etkilerini azaltma veya inaktif sekle doniistirme islemine “baskilayici etki”
denmektedir.

-Onarica (repair) etki: Molekiilde olusan hasar onarilarak serbest radikallerin etkisinin
ortadan kaldirilmasi islemine “onarici etki” denmektedir.

-Zincir kiric1 (chain breaking) etki: Serbest radikalleri kendilerine baglama suretiyle
reaksiyon zincirini kirma islemine “zincir kirict etki” denmektedir (Akkus 1995;

Yildirim 2003).

Iyi bir antioksidanin tasimasi gereken ozellikler; ortamdaki serbest radikalleri
giderebilmeli, redoks metallerinin selatorii olarak gorev yapabilmeli, antioksidan
sistemdeki diger antioksidanlarla etkilesimler yapabilmeli, gen ekspresyonu tizerinde
olumlu etkileri olmali, emilimi oldukga hizli olmali, dokulardaki ve biyolojik sivilardaki
konsantrasyonlar1 fizyolojik agidan uygun seviyelerde olmali, hem membranlarda hem

de su iceren ortamlarda fonksiyonel olmalidir (Valko et al. 2006).

Antioksidanlar endojen  kaynakli ve ekzojen kaynakli olanlar seklinde
siiflandirilabilirler (Cizelge 1.8) (Halliwell and Gutteridge 1989; Candan 2002; Eken
2003; Devasagayam et al. 2004; Willcox et al. 2004; Alp 2005; Mavi 2005; Valko et al.
2006).
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Cizelge 1.8. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz

Lipid fazda bulunanlar

Glutatyon peroksidaz a-tokoferol
Katalaz B-karoten
Glutatyon-S-transferaz S1vi fazda bulunanlar
Glutatyon rediiktaz Glutatyon Seruloplazmin
Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz Albumin Transferrin
Mitokondrial sitokrom oksidaz Askorbik asit Urat
Hidroperoksidaz Hemoglobin Laktoferrin
Epoksit hidrolaz Melatonin Bilirubin
NADPH-kinon oksidorediiktaz Miyoglobin
UDP-glukuronil transferaz Sistein
Siilfonil transferaz Ferritin
Izositrat dehidrojenaz Metiyonin
Ekzojen Kaynaklh Antioksidanlar

Dogal Antioksidanlar Dogal Olmayan (Sentetik)

Antioksidanlar
Vitamin A Biitil hidroksi toliien
[-karoten Biitil hidroksi anizol
Vitamin C Tert-biitil hidrokinon
Vitamin E Propil galat
Flavonoidler Oktil galat
Diger fenolik bilesikler Dodesil galat

Sodyum benzoat

Etoksikin

Troloks

3-oksi piridin

Antabuse

Diger sentetik antioksidanlar

1.11.1. Endojen kaynakh antioksidanlar

1.11.1.a. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD): Oksijeni metabolize edebilen biitiin hiicrelerde bulunan
ve siiperoksitin H,O;’e dismiitasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir (Halliwell and
Gutteridge 1989). Bu enzim siiperoksit radikallerine karsi hiicrenin enzimatik

antioksidan savunmasinda en 6nemli rolii oynamaktadir (Powers and Lennon 1999).
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Dort selenyum atomu ihtiva eden, H,O; ve lipit
peroksitlerinin rediiksiyonunu katalizleyen bir antioksidan enzimdir (Girgin 1996).
Katalaz (CAT): Hayvan, bitki ve aerobik bakteri hiicrelerinde bulunan H,O;’in
dismiitasyonunu katalizleyebilen enzimdir (Girgin 1996; Mates et al. 1999).
Glutatyon-S-transferaz (GST): Viicutta en fazla karacigerde bulunan GST’mn hem
detoksifikasyon hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyict gorevleri vardir (Akkus 1195;
Candan 2002).

Glutatyon rediiktaz (GR): Hiicrede mitokondri ve sitozolde bulunan, glutatyonda
olusan distilfid baginin tekrar siilfidril yapisina indirgenmesinde gorev yapan enzimdir
(Shan et al. 1990; Candan 2002; Onat vd 2002).

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G-6-PDH): G-6-PDH pentoz fosfat yolunun ilk
reaksiyonunu katalizleyen Kkilit bir enzimdir. Bu fonksiyonu ile antioksidan savunma
sisteminde rol almaktadir (Giilgin 2002; Mavi 2005)

Mitokondrial sitokrom oksidaz: Hiicredeki oksijenin %95’ini detoksifiye ederek
antioksidan sistemde rol oynayan bir enzimdir (Girgin 1996).

Hidroperoksidaz: Zararli peroksitlere (H,0, veya organik peroksidler) karst viicudun
korunmasinda gorev alan bir enzimdir (Anonymus 1993; Bairoch 2000).

NADPH-kinon oksidoreduktaz: NADPH + kinon <=> NADP(+) + semikinon
reaksiyonu yoluyla oksidasyon ve rediiksiyon tepkimelerinin gergeklestirilmesinde rol
oynamaktadir (Anonymus 1993; Bairoch 2000).

UDP-glukuronil transferaz: UDP-glukuronat + akseptor <=> UDP + akseptor beta-D
glukuronosit reaksiyonu yoluyla pek ¢ok substratin (fenol, alkol, amin, yag asidi vb.)
kullanmasinda gorev almaktadir (Anonymus 1993; Bairoch 2000).

Siilfonil transferaz: Tiyol, ditiyoller ve alkolleri kapsayan ¢ok sayida grubun substrat
olarak kullanilabilmesini saglayan enzimdir (Anonymus 1993; Bairoch 2000).

izositrat dehidrojenaz: Mitokondri ve sitoplazmada izositrat + NAD(+) <=> 2-
oksoglutarat + CO(2) + NADH reaksiyonunu katalizleyen enzimdir (Anonymus 1993;
Bairoch 2000).
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1.11.1.b. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Lipit fazda bulunanlar

a-tokoferol: Hiicre membranlarinin lipid tabakalari arasinda bulunan ve yagda
eriyebilen bir vitamin olan a-tokoferol, otooksidasyonun baslaticist olan peroksit ve
hidroperoksit radikallerini inhibe etmektedir (Burlakova et al. 1998; Unalacak vd 2005).
B-karoten: Yagda eriyebilen bir baska vitamin olan B-karoten, DNA’y1 oksidatif hasara
kars1 korumaktadir (Astley et al. 2002; Aydilek ve Aksakal 2003).

Sivi fazda bulunanlar

Glutatyon (GSH): Birgok canli tiiriiniin hemen hemen tiim hiicrelerinde bulunan GSH
ya da indirgenmis GSH, icerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre i¢inde redoks potansiyeli
yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara karsi korumaktadir (Meister
1994; Ulakoglu 1998).

Albumin: Protein yapisindaki albumin, serbest radikal gidericisidir (Girgin 1995).
Askorbik asit: Suda eriyebilen bir vitamin olan askorbik asitin antioksidan o6zellik
tasimasinin yani sira peroksidasyon reaksiyonlarma karsi diger antioksidanlarin da
aktiflesmesinde etkinlik gosterdigi bilinmektedir (Halliwell and Gutteridge 1986;
Colakoglu 2005).

Hemoglobin: Oksidanlar1 baglayarak antioksidatif etki gosterdigi rapor edilmistir
(Girgin 1995).

Melatonin: Karanlikta epifizden salgilanan antioksidan 6zellikte bir nérohormon olan
melatonin ¢esitli organlarin fonksiyonlarini diizenlemektedir (Ozbakis-Dengiz ve
Banoglu 2001).

Metiyonin: Tiyol (siilfiir) igeren bir aminoasit olan metiyonin, ¢esitli oksidanlari
indirgeyerek biyolojik sistemleri oksidatif strese karsi korumaktadir (Atmaca 2003).
Sistein: Tiyol (stlfiir) igeren bir baska aminoasit olan sistein organik bilesikleri

indirgemektedir (Kurt 2003).
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Ferritin, Transferrin ve Laktoferrin: Bu {i¢ aminoasit demir iyonlarin1 baglayarak
antioksidan mekanizmada gorev almaktadirlar (Kurt 2003).

Seruloplazmin: %7-8 oraninda karbonhidrat i¢eren bu proteinin lipid peroksidasyonuna
kars1 antioksidadif etki gdsterdigi rapor edilmektedir (Gokmen vd 2004).

Urat, Bilirubin ve Miyoglobin: Bu bilesiklerinde antioksidatif &zelliklerinin
bulundugu kaydedilmistir (Girgin 1995; Kurt 2003).

1.11.2. Ekzojen kaynakh antioksidanlar

1.11.2.a. Dogal antioksidanlar

A, C ve E Vitamini: Bu vitaminlerin bagisiklik sisteminin uyarilmasi, radikal
olusumunun inhibe edilmesi (radikal zincirlerini kirarak) ve oksidatif DNA hasarinin
onlenmesi ile karsinojenlerin metabolik aktivasyonlarinin degistirilmesi gibi pek ¢ok
onemli biyolojik olayda aktif bir sekilde rol aldig1 bilinmektedir (Azzi et al. 2002; Ray
and Husain 2002; Catani et al. 2005).

B-karoten: Yapilan arastirmalarda insanlar tarafindan besin yolu ile alinan -karotenin
oksidatif DNA hasarin1 ve kanser olusumunu Onleyebilecegi tespit edilmistir
(Anonymus 1993; Krajcovicova and Dusinska 2004).

Fenolik bilesikler ve Flavonoidler: Fenolik bilesikler ile flavanol, flavanon, flavon ve
antosiyanidinler gibi flavonoidlerin de siiperoksit, nitrik oksit, lipid alkoksil ve peroksil
radikallerini temizleyerek oksidatif stres olusumunu engelledikleri rapor edilmistir

(Burak ve Cimen 1999).

1.11.2.b. Dogal olmayan (sentetik) antioksidanlar

Giliniimiizde sentetik antioksidanlar gida endiistrisinin vazge¢ilmez katki maddeleri
arasinda yer almaktadir. Biitil hidroksi toliien, biitil hidroksi anizol, tert-biitil hidrokinon
ve propil galat basta olmak iizere bu amagla kullanilan ¢ok sayida bilesik
sentezlenmistir (Cizelge 1.8) (Kahl 1984; Rossing et al. 1985; Kling et al. 1987;
Weinke et al. 1987; Braginskaia et al. 1992; Shahidi 2000). Ayrica, dogal
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antioksidanlarin yani sira sentetik antioksidanlarin da oksidatif stresi engelleyebildigi ve

yaslanmayi geciktirdigi kaydedilmistir (Zinoveva and Spasov 2004).

1.12. Genetik Toksisite

Gelisen diinyada cesitli endiistri alaninda kullanilmakta olan dogal veya sentetik
kimyasallar organizmalar iizerinde genetik hasarlara sebep olabilmektedir. Iste,
herhangi bir organizmada genetik hasar olusturan bu tiir maddeler “genotoksik madde”
olarak tanimlanmaktadir. Genotoksik maddeler hiicrelerin kromozomlarinda veya
genlerinde degismeye (mutasyona) yol agmaktadir (Parali 1994; Tokyay 1999).
Mutasyonlar kromozom ve nokta (gen) mutasyonlart olmak lizere 2 grup altinda

incelenmektedir.

1.12.1. Kromozom mutasyonlari

1.12.1.a. Kromozom sayis1 mutasyonlari

Insan esey hiicrelerinde 23 adet kromozom bulunmaktadir ve bu say1 insan i¢in haploid
(n=23) sayidir. Somatik hiicrelerde ise diploid sayida (2n=46) kromozom bulunur.
Kromozom sayisindaki artis ya da azalisin temel kromozom sayisinin (n) tam katlar
kadar olmasi durumuna Oploidi denir. Hiicrede temel kromozom sayismin ii¢ kati
kromozom bulunmasi (3n=69) olarak bilinen triploidi ve dort kati kromozom bulunmasi
(4n=92) olarak bilinen tetraploidi durumlari baslica 6ploidi tiplerindendir. Farazi olarak
temel kromozom sayisini daha fazla artirmak olasidir, ancak bu -ploidler insanlarda
heniiz gosterilememistir. Temel kromozom sayisinin katlari diginda olan artma ya da
azalmalara ise andploidi denmektedir. Anoplidi durumlar1 6ploidi durumlarina oranla
daha sik goriilmektedir. Kromozom ayrilmamasi (non-disjunction) ve kromozomlarin
anafazda geri kalmasi (anaphase lagging) sonucu andploidi durumlari olusur. Andploidi,
kromozomlardaki artma ya da azalma durumuna goére hiperploidi ve hipoploidi olmak
tizere ikiye ayrilir. Diploid sayidan bir ya da daha fazla sayida kromozom bulunmasi

durumuna hiperploidi adi verilir. Trizomi (2n+1) ve tetrazomi (2n+2) en sik rastlanan
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hiperploidi durumlaridir. Hipoploidi ise diploid kromozom sayisindan bir ya da daha
¢ok kromozom eksilmesidir. Monozomi (2n-1) ve nullizomi (2n-2) bilinen hipoploidi

turleridir.

1.12.1.b. Kromozom yapis1 mutasyonlari

Kimyasal maddeler, radyasyon ve X 1smlar1 gibi farkli etmenlerin neden oldugu
kromozom yapisindaki degisimler genellikle kromozomlarin kirilmast ve anormal
sekilde tekrar kaynasmasi sonucu ortaya ¢ikar. Bu yapisal anormalliklere hem somatik
(viicut) hiicrelerde hem de esey (iireme) hiicrelerinde rastlanabilir. Kromozomlarda

goriilen baslica yapisal anormallikler agagida siralanmistir.

-Translokasyon: iki kromozomun kollar1 arasindaki parca degisimidir.

-Delesyon: Kromozomdan kopan parganin kaybolmasi ve genlerin eksilmesi olayidir.
-Duplikasyon: Bir DNA diziliminde olmasi gerekenden fazla sayida kopyasinin
pargasinin mevcut olmasi durumudur.

-inversiyon: Bir kromozomun herhangi bir bolgesinden kopan pargasmin 180 derece
donerek ayn1 bolgeye yapismasi sonucu meydana gelir.

-izokromozom: Bir kromozomal aberasyon tipi olup kromozom kollarindan birinin

dublikasyonu, diger kolun ise kaybolmasi sonucu meydana gelir.

1.12.2. Nokta (gen) mutasyonlar:

DNA molekiilii izerindeki bazlarin degisimi ile meydana gelen mutasyonlardir. Nokta

mutasyonlar1 agagidaki sekillerde meydana gelmektedir:

-Transisyon: Bir piirin bazinin baska bir piirin baz1 ile veya bir pirimidin bazinin bagka
bir pirimidin baz ile yer degistirmesi olayidir.
-Transversiyon: Bir piirin bazinin yerini bir pirimidin bazinin veya bir pirimidin

bazinin yerini bir piirin bazinin almast durumudur.



54

-Delesyon: Bir veya daha fazla niikleotit ¢iftinin DNA molekiilinden koparak
eksilmesidir (Sayli 1975, Zoller and Michael 1982, Rooney and Czepulkowski 1986,
Tanriverdi 1991, Basaran 1999, Oztas 2000, Bahceci 2002, Eken 2003, Basaran 2003,
Tirkez 2007) .

1.12.3. DNA tamir mekanizmalari

DNA molekiilii, kromozomlar igerisinde siki sikiya paketlenmis ve protein kiliflarla
sartlmis olarak korunuyor olsa da bazi i¢ ve dis etkenlerin bozucu ve yikici etkileri
sonucu hasar gormektedir. Canli organizmalarda bu tiir DNA hasarlarint onaran tamir
mekanizmalar: mevcuttur (Tokyay 1999; Bahgeci 2002). Bu mekanizmalarin yeterli bir
koruma saglayamadigi durumlarda genotoksik maddeler zararli mutasyonlara hatta

hiicre 6liimlerine yol agmaktadirlar (Mahmoudi et al. 2006).

Herhangi bir nedenle DNA’da hasar meydana geldigi zaman bu durum DNA hasari
cevap yolu olarak bilinen ve kompleks bir haberlesme agina sahip olan sistem
tarafindan ¢ok hizli bir sekilde algilanir. Bu sistemde rol alan ii¢ farkli protein grubu
(sensorler, transdiiserler ve efektdrler) DNA’dan gelen hasar sinyallerine kars1 spesifik
hiicresel yanitin olusturulmasini saglar. Hiicre DNA hasarlarina farkli metabolik yollarla
cevap vermektedir. Geri doniislimii miimkiin olmayan DNA hasarlar1 hiicrenin apoptoz
yolunu aktif hale getirerek hiicreyi Oliime gotiiriir. Hiicre DNA hasarlarim1 tamir
mekanizmalar1 ile onarabilir. DNA’daki hasar eger replikasyon esnasinda tamir
edilemez ise hiicrede genomik kararsizlik meydana gelir. Genomik kararsizlik hem
kanserin hem de yaslanmanin temel nedeni olarak kabul edilmektedir. Memeli

hiicrelerinde farklt DNA hasarlar1 farkli tamir mekanizmalari ile onarilmaktadir. Bunlar:

- Hasar1 dogrudan geriye cevirme: DNA’da meydana gelen mutasyonlarin dogrudan
dogruya uzaklastirilabildigi bir tamir mekanizmasidir, ancak her mutasyon bu yolla

onarilamamaktadir.
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- Eksizyon tamir mekanizmalari: Kimyasal olarak degisiklige ugramis veya yanlis
eslesmis bazlarin genomdan kesilerek yerlerine dogru bazlarin eklenmesi seklindeki
tamir mekanizmasidir.

- Mismatch tamir sistemi: DNA replikasyonundan sonra gorev yapan bu sistem hatali
baz eslesmelerini diizeltmektedir.

- Translezyon sentez tamir sistemi: Bu sistemde gorev alan enzimlerin apiirinik veya
apirimidinik (AP-yerleri) bolgelerin giderilmesi ile oksidatif DNA lezyonlarin by pass
isleminde rol oynadiklar1 bilinmektedir.

- Rekombinasyonal tamir sistemi: DNA da doniisiimsiiz hasarlara, kromozom
kiriklarina hatta hiicre 6liimiine yol agabilen DNA’daki ¢ift zincir kirilmalar1 tamir
edilemedigi durumlarda kanser vakalari ortaya c¢ikmaktadir. Hata egilimli onarim
sistemi olarak da bilinen bu tamir sisteminde hasar ¢ok agirsa replikasyon hasar
giderilmeden tamamlanmaktadir (Sayli 1975; Seeberg et al. 1995; Chu 1997; Prakash
and Prakash 2002; Bahgeci 2002; Scharer 2003, Miiftioglu 2003; Kunkel et al. 2003;
Schofield and Hsieh 2003; Christmann et al. 2003; Larsen et al. 2005; Turkez 2007).

1.13. Genotoksisite Testleri

Canlilarda geri doniisiimsiiz hasarlara neden olan mutajen ve kanserojen maddelerin en
onemli oOzelliklerinden biri, c¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi etkilerinin
gozlemlenebilmesidir. Mevcut kimyasal yontemlerle dokularda bulunan bu tiir
maddelerin tespit edilmesi miimkiin olmadig1 i¢in, biyolojik yontem ve indikatdr canli
dokularinda kanserojen ve mutajen madde taramasi esasina dayanan yontemler oldukca

onem kazanmistir.

Son yillarda yapilan pek cok arastirma ile mutajenik olan maddelerin genellikle
kanserojen, kanserojen olan maddelerin de mutajenik oldugu ortaya konmustur.
Yasanilan ¢evreye bagl olarak maruz kalinan ve biyolojik etkileri hakkinda yeteri kadar
bilgi bulunmayan pek ¢ok sentetik veya dogal maddenin mutajenik/kanserojenik
potansiyel bakimindan gesitli biyolojik ve kimyasal test yontemleri ile degerlendirilmesi

saglik agisindan ¢ok gereklidir. Ancak in vivo kosullar altinda laboratuar hayvanlar ile
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yapilan deneyler hem ¢ok pahalt hem de ¢ok zaman almaktadir. Bu nedenle, hayvan
deneyleri yerine kimyasal maddelerin kanserojenik ve mutajenik potansiyellerini
Olgebilmek i¢in son yillarda birgok in vitro test sistemleri gelistirilmistir. Kisa zaman
icinde sonuglanan bu testler sayesinde, test edilen kimyasal maddenin belirli genetik
yapilarda olusturdugu etkiler 6l¢iilmekte ve elde edilen sonuglarla maddenin mutajenik
veya kanserojenik potansiyeli arasinda iliski kurulmaktadir (Boyacioglu 2004).

Genetik toksikoloji alaninda kullanilan baslica testler,

- Tek Hiicre Jel Elektroforez testi (SCGE)
- Kardes-Kromatid Degigimi testi (KKD)
- Kromozom Aberasyonlar testi (KA)

- Mikrogekirdek testi (MC)

- Diger testler (Ames ve FISH)

1.13.1. Tek hiicre jel elektroforez testi (Comet testi, SCGE)

Son yillarda gelistirilen [Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)] teknigi DNA sarmal
kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan hassas, hizli ve ucuz bir yontemdir. SCGE teknigi
“Comet Assay” ya da “Microgel Electrophoretic Technique” olarak da
isimlendirilmektedir (Fairbain et al. 1995).

Comet yontemi diisiik diizeydeki DNA hasarlarinin tespit edilebilmesi, az sayida hiicre
ile analizin gergeklestirilebilmesi, fazla donanim gerektirmemesi, kolaylikla
uygulanabilmesi, degisik hiicre ve doku gruplari ile calisilabilmesi, sonuglarin birkag
saat i¢inde elde edilebilmesi, giivenli ve ekonomik olmasi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir (Singh et al. 1990). SCGE yontemi insan, hayvan ve bitki dahil olmak
lizere tim organizma hiicrelerinde uygulanabilmektedir. En yaygin olarak kullanilan
insan hiicreleri 10kositler ve lenfositler olmakla birlikte, nasal veya gastirik mukoza

hiicreleri, lens, deri, reprodiiktif hiicreler, kolon hiicreleri, neonatal fibroblastlar,
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pankreas hiicreleri, noron hiicreleri ve adenokarsinomlu hiicreler gibi birgok doku

hiicresininde kullanildig1 rapor edilmistir (Fairbain et al. 1995; Martin and Liu 2002).

Comet yonteminin temel prensibi kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan genotoksik ve
sitotoksik ajanlarin canli hiicreleri lizerindeki etkilerini, hiicrelerin alkali pH da farkl
molekiil agirliklarma ve farkli elektrik yiiklerine sahip DNA molekiillerini tek tek
inceleyerek tespit etmektir. Tek hiicreler veya ¢ekirdekg¢ikler agaroza gomiildiikten
sonra yiiksek tuz ve deterjan igceren lizis sollisyonunda hiicrelerin pargalanmalari
saglanir. Daha sonra DNA’lar elektroforezde yiiriitiiliir. Bu sirasinda hasarsiz DNA’lar
biitiinliigiinii kaybetmeden yiiriir ve comet denilen kuyruk olusmaz. Oysa hasarli
DNA’larin fragmentleri olusan hasardan dolayi farkli molekiiler agirliklara ve farkli
elektrik yiiklerine sahip olduklarindan elektriksel alanda farkli hizda hareket eder ve
kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar. incelemeler sonrasinda elde edilen DNA goc
goriintiileri degerlendirilerek bir sonuca varilir (Ostling and Johanson 1984; Singh et al.
1988; Horoz vd 2006). Comet analizinin asamalar1 Sekil 1.17’de gOsterilmistir
(Kogyigit vd 2005).
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1.13.2. Diger genotoksisite testleri

Genetik toksikolojide kimyasallarin mutajenite veya karsinojenite potansiyellerinin
belirlenmesinde Comet testinin disinda farkli testlerde kullanilmaktadir. Bunlarda biri
olan KKD teknigi, gerek in vivo gerekse in vitro sartlarda mutajen veya karsinojenlerin
DNA’da olusturacagi harabiyetin tespit edilmesinde kullanilan bir yontemdir. KKD,
kromozomlarda yapisal degisimle sonuglanmayan, replike olan kromozomlarda
kromatidler arasinda homolog bolgelerin karsilikli degisimidir (Carrona and Natarajan

1988; Tucker et al. 1993; Parali 1994).

Memeli sistemlerinde kromozom aberasyonlar1 incelenebilen hemen hemen her hiicre
ve doku tipinde tespit edilebilmistir. Kromozom aberasyonlarinin cesitli etkenlere
(kimyasallara, iyonize ve iyonize olmayan radyasyona vb.) maruz kalma sonucunda
meydana geldigi pek ¢ok in vivo ve in vitro arastirmalarla ortaya konmustur. Yapilan
caligmalar tiimor hiicrelerinin yapisal ve sayisal kromozom degisiklikleri icerdigini
gostermistir (Lando et al. 1998; Emri et al. 2000; Demiroglu 2003; Sugai et al. 2005;
Pasha et al. 2006).

Mikrogekirdekler hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, ana ¢ekirdege dahil
olmayan tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan
olusumlardir. Insan hiicrelerinde DNA hasarlarinin kromozom seviyesinde giivenilir
olarak degerlendirilmesini saglayan mikrogekirdek yontemi genetik toksikoloji alaninda
¢ok yogun olarak kullanilmaktadir. MC sayisindaki artis ¢esitli kimyasallarin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak

degerlendirilmektedir (Fenech 1993; Lando et al. 1998).

Hizl1 uygulanabilirligi ve diisik maliyetli olmasi nedeniyle siklikla tercih edilen
testlerden biri olan Ames testinin kanserojenik maddeleri tespit etme konusundaki
hassasiyeti oldukc¢a yiiksektir. Bu testin esasi, etkinligi arastirilan kimyasal maddenin

varliginda veya yoklugunda, histidine gereksinim duyan mutant bakterili (Salmonella
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thphimurium mutant suslar1) ortamda geri mutasyon (revertants) sonucu olusan histidine

bagimsiz bakteri ¢cogalmasina dayanmaktadir (Eken 2003; Boyacioglu 2004).

Floresans in situ hibridizasyon (FISH) teknigi de genetik toksikoloji alaninda yaygin
olarak kullanilmakta olup DNA hasarmin sadece mitoz safhasinda degil interfaz

sathasinda da tespitini miimkiin kilmaktadir (Maluszynska et al. 2003).

1.14. Sitotoksisite Testleri

Hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkilerin degerlendirilmesinde kullanilan yéntemler
membran biitiinliigline dayanan ve metabolik aktiviteye dayanan yontemler olmak {izere
ikiye ayrilir (Er 2010). Membran biitiinligiine dayali yontemlerin ana esasi; hiicrelerin
tripan mavisi veya naftalin siyah1 gibi boyalarla boyandiktan sonra mikroskopta
hemositometre ile sayilmasidir. Diger bir membran biitlinliigiine dayali yontem ise,
LDH salinim testidir. Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan bir enzim olan LDH, hiicre
membran biitiinliigli bozulmasi sonucunda ortama salinir. Metabolik aktiviteye dayali
yontemlerin ana esasi ise, canli hiicrelerde metabolik aktivitelerinin 6lii hiicrelerden
daha fazla olmasidir. MTT ve XTT yontemleri ile bu esasa dayali metabolik aktivite

Olgtimii yapilabilmektedir (Sahin vd 2007).

3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) yontemi

Ik olarak 1983 yilinda Mosmann tarafindan tanimlanan, daha sonra Alley ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilen 3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) yontemi hiicrelerin verimlilik, uygulanabilirlik ve aktivasyonunu 6lgen
hassas, nicel ve giivenilir bir kolorimetrik yontemdir. Bu yontem, canli hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesine dayanmaktadir. Hiicre canliligini ileri
derecede azaltan; fakat 6ldiirmeyen 6zellikteki, sar1 renkli, suda ¢oziinebilen tetrazolium
boyast (MTT), canli hiicrelere mitokondriler tarafindan pargalanmasi sonucu aktif
olarak absorbe olur ve suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkli formazana indirgenir. Sonug

olarak, canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta,
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0li ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Formazan
miktari, direk olarak hiicre hatlarindaki canli hiicre sayisiyla orantilidir. Diger bir ifade
ile hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi, hiicre canliligiin 6l¢iitii olarak alinir ve MTT
analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisiyla korelasyon gosterir.

(Griffiths and Doyle 1998; Freshney 2005).

Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii ve Avrupa Birligi direktiflerinde de belirtildigi
tizere preklinik ¢alismalarda hayvan denemeleri yapilmadan once alternatif modeller ve
hiicre kiiltiirleri tizerinde toksisite ve etkinlik denemeleri yapilmaktadir. Bu sekilde
etken maddelerin molekiiler diizeyde olusturduklari etkileri tespit edilerek, canlilar
tizerindeki etkilerine on-yorum getirilebilmektedir. Hiicre hatlar1 tiretimlerinin kolay
olmasi, homojen yapiya sahip olmalar1 ve uzun siire kullanilabilirlikleri bakimindan da
olduk¢a yaygin olarak tercih edilmektedir (Halle et al. 1997; Yurdakok 2007). Bu
nedenle mevcut tez ¢alismasinda hayvan tiimor modeli olarak fare N2a noéroblastoma
hiicre hatlart kullanilirken, saglikli hiicre modeli olarak Sprague Dawley cinsi rat
yavrularindan elde edilen noron hiicreleri kullanilmistir. N2a neuroblastoma hiicreleri
yiiksek mitotik aktivite, niikleer pleomorfizm, tiimor nekroz odaklari, tiimor ici kanama
gibi ceslitli malign glioblastoma karakteristiklerine sahip hiicreler olarak kanser

arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Gilintimiizde ilag, kozmetik, gida ve boya gibi pekc¢ok endiistride yaygin olarak
kullanililan monoterpenlere insanlar siklikla maruz kalmaktadir. Bu yiizden
monoterpenler, farkli kullanim amaglariyla endiistrilere sunulmadan 6nce daha giivenli
ve dogru kullanimlarini1 saglamak amaciyla kalite, giivenlik ve etkinlik yoniinden test
edilmeleri gerekir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, tez kapsaminda test edilen
monoterpenlerin doza bagli sitolojik, biyokimyasal ve genetik etkileri hakkinda
literatiirde sinirh diizeyde bilgi oldugu tespit edilmistir. Bu nedenlerle, mevcut tez
calismasinda; karvakrol, karvon, terpinolen, timol ve alfa-pinen monoterpenlerinin
saglikli néron ve N2a noroblastoma hiicreleri tizerinde antikanser, oksidan/antioksidan

ve mutajenik/non-mutajenik etkilerinin olup olmadiginin tespit edilmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ryu et al. (2001) Paeonia suffruticosa bitkisinden izole edilen monoterpenik bir
glikozit olan alfa-benzoyiloksipaeoniflorinin DPPH radikalleri iizerine giiglii temizleme

yetenegine sahip oldugunu kaydetmislerdir.

Ipek et al. (2003) Origanum onites L. bitkisinden elde edilen karvakroliin mutajenik ve
antimutajenik etkilerini SCE testini kullanarak arastirmislardir. Arastirmanin sonucunda
karvakroliin SCE frekansinda 6nemli bir degisime neden olmadigi ancak MMC’nin
indiikledigi mutajeniteyi giiclii bir sekilde azaltarak antimutajenik etki gdsterdigi rapor

edilmistir.

Raphael and Kuttan (2003) 3 farkli monoterpen bilesiginin (karvon, limonen ve perilik
asit) antimetastatik aktivitelerini C57BL/6 farelerinde B16F-10 melanoma hiicreleri
tarafindan olusturulan akciger metastazi {lizerinde aragtirmiglardir. Biyokimyasal
parametrelerde dikkate alindiginda limonen ve perilik asitin farelerde melanoma
hiicrelerinin metastatik siirecini inhibe ettigi gézlemlenirken karvonun ytiksek dozlarda
(100 pmol/kg) bile metastatik tiimor biiyiimesini higbir sekilde etkilemedigi rapor

edilmistir.

Chen et al. (2004) Melaleuca alternifolia bitkisinin ugucu yagmin etken maddelerinin
(o-terpinen, a-terpinolen, terpinen-4-ol ve y-terpinen) antioksidan ve antiproliferatif
etkilerini arastirmiglardir. Antioksidan etki potansiyeli acisindan o-terpinen>o-
terpinolen>y-terpinen siralamasi oldugu gozlemlenirken, a-terpinen, o-terpinolen ve
terpinen-4-oliin gogiis ve rahim kanser hiicre hatlarina karsi giiglii antikanser etki

gosterdigi kaydedilmistir.

Ipek vd (2005) Origanum onites L. bitkisinin esansiyel yaginin ana bileseni olan
karvakroliin genotoksik/antigenotoksik etkilerini Ames Salmonella/mikrosomal testini

kullanarak arastirdiklar1  ¢alismalarinda  karvakroliin ~ Salmonella typhimurium
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bakterisine TA98 ve TA100 suslarinda (S9 metabolik aktivitesine sahip ve sahip
olmayan) genotoksisiteye yol agmadigini rapor etmislerdir. Ayrica karvakroliin ilgili
suslarda 4-nitro-o-fenilendiamin ve 2-aminofluorenin indiikledigi mutajeniteyi gii¢lii bir

sekilde inhibe ettigi gdzlenmistir.

Jagetia et al. (2005) monoterpenik bir indol alkoloid olan echitamin kloridin sitotoksik
etkisini hem in vitro hem de in vivo olarak Ehrlich ascites kanserli farelerinde
arastirmiglardir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler echitamin kloridin doza bagli olarak
HelLa, HepG2, HL60, KB ve MCF-7 hiicrelerinin 6liimiine neden oldugunu, kanserli
farelerde ise zamana bagli olarak lipit peroksidasyonunu arttirarak ve GSH

konsantrasyonunu azaltarak sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur.

Fuduka et al. (2006) Baccharis dracunculifolia bitkisinin yapraklarindan izole edilen ve
bir monoterpen olan p-metiloksitimol asetatin 16semi hiicreleri tizerine giiglii sitotoksik

etki gosterdigini rapor etmislerdir.

Ravizza et al. (2008) pek ¢ok aromatik bitkinin ugucu yaglarinda bulunan ve bir
monoterpen alkolil olan linalolun antikanser etkisi iki tip insan meme adenokarsinoma
hiicresi (MCF7 WT ve ilaca direngli MCF AdrR) tizerinde hem tek hem de
doksxorubisin (DOX) kombinasyonu ile aragtirmislardir. Arastirma sonuglarina gore
linalol yalniz uygulandiginda hiicre ¢ogalmasini orta dereceli olarak inhibe ederken
subtoksik konsantrasyonlarinin DOX’un indiikledigi sitotoksisiteyi her iki hiicre

hattinda da arttirdig: tespit edilmistir.

Manuele et al. (2008) yapmis olduklari in vitro ¢alismalarinda Tilia * viridis bitkisin
ana bilesenlerinden olan a-pinen, B-pinen ve limonen monoterpenlerinin normal miirin
lenfositlerinin proliferasynunu stimiile ederken, insan lenfoma hiicrelerine karsi

antiproliferatif etki gosterdiklerini rapor etmislerdir.

Khan and Sastry (2009) Karvon monoterpeninin Bacillus megaterium, Staphyllococcus

albus, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli’ye kars1 disk
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difiizyon metodunu kullanarak 1iyi antibakteriyal etkiye sahip oldugunu rapor

etmislerdir.

Miguel et al. (2009) Thymus ve Origanum cinsilerinin esansiyel yaglarinda bulunan
aromatik bilesiklerden karvakrol ve timoliin antioksidan aktivite sergiledigini ORAC,

DPPH ve TEAC yontemlerini kullanarak tespit etmislerdir.

Singh et al. (2009) Eucalyptus tereticornis bitkisinin esansiyel yaginin ana bileseni olan
1,8-sineol ve a-pinen gibi monoterpenlerin antioksidan etkiye sahip olduklarini tesit

etmislerdir.

Roberto et al. (2010) Monosiklik bir monoterpen tiirii olan limonenin antioksidan
aktivitesini fare normal miirin lenfositleri {izerinde arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda, peroksidaz ve CAT enzimleri limonenin diisiik konsantrasyonlarinda (1, 10
ve 50 pg/ml) daha yiiksek aktivite gosterirken; SOD enzimi limonenin yiiksek
konsantrasyonlarinda (100 ve 1000 pg/ml) daha yiiksek aktivite gosterdigi rapor
edilmistir. Ayn1 arastirmada limonenin diisiik konsantrasyonlarinin DPPH radikallerinin
tutulmasinda daha yliksek aktivite gosterdigi ve artan konsantrasyona bagli olarak bu

etkinin giderek azaldigi tespit edilmistir.

Aristatile et al. (2010) sunmus olduklari in vitro ¢aligmalarinda insan lenfositlerinde
ultraviyole B (UVB) 1s1n maruziyeti sonucu olusan oksidatif stres ve DNA hasarina
kars1 karvakroliin koruyucu etkisini aragtirmiglardir. UVB 1511 maruziyeti sonucu
hiicrelerde seviyeleri artmis olan TBARS, lipit hidroperoksitleri, DNA kuyruk uzunlugu
ile azalmis olan hiicre canliligimin ve antioksidan durumun karvakrol ilavesiyle

hiicrelerde tam zitt1 yoniinde gelistigi rapor edilmistir.

Singh et al. (2010) Citrus maxima Burn ve Citrus sinensis (L.) gibi bitkilerin esansiyel
yaglarinin ana bileseni olan ve bir siklik monoterpen olan DL-limonenin 5500 ppm’lik

konsantrasyonda Aspergillus flavus mantarinin biiyiimesini tamamen inhibe ederek
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antifungal aktiviteye sahip oldugunu kaydederken, aflatoksin B; iiretimini de tamamen

inhibe ederek anti-aflatoksigenik etkiye sahip oldugunu kaydetmislerdir.

Mohamed et al. (2010) mandalina, limon ve portakalin esansiyel yaglarinin igerdikleri
etken maddeler (linalol, o-terpinen, a-terpinolen, limonen, a-sitral ve kamfen gibi)
sayesinde Ehrlich ascites kanser hiicrelerine karst GST aktivitesini arttirarak, GSH
seviyesini arttirarak ve lipit peroksidasyonunu inhibe ederek antitiimor etki gosterdigini

rapor etmislerdir.

Sivas ve Tomsuk (2011) Origanum onites L. bitkisinin esansiyel yaginin ve karvakroliin
insan karaciger kanser hiicreleri (Hep-G2) iizerine antiproliferatif etkilerini arastirdiklari
calismada hem esansiyel yagin hem de karvakroliin hiicrelerde 6nemli derecede sitoksik

etki yaptigini ve apoptozisi indiikledigini rapor etmislerdir.

Guarda et al. (2011) timol ve karvakroliin antimikrobiyal 6zelliklerini aragtirdiklar1 bir
calismada her iki bilesiginde hem ayr1 ayri hem de beraber uygulandiklarinda
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Saccharomyces cerevisiae
ve Aspergillus niger gibi mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite

gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Kim et al. (2011) dogal bir asiklik monoterpen olan geranioliin prostat kanseri iizerine
etkilerini arastirmislardir. 72 saatlik MTT analizlerinde geranioliin artan konsantrasyona
bagli olarak PC3 prostat kanseri hiicrelerinde canliligi azalttig1 kaydedilmistir. Ayni
aragtirmada geranioliin yine artan konsantrasyona bagli olarak LDH aktivitesini

arttirarak antikanser etkiye sahip oldugu ortaya konmustur.

Siveen and Kuttan (2011) dogal olarak meydana gelen bir monoterpen olan thujonun
antimetastazik etkisini C57BL/6 farelerindeki B16F-10 melanoma hiicreleri tarafindan
indiiklenen akciger metastazi iizerinde arastirmislardir. Arastirma sonucunda thujonun
metastazik hayvanlarda matriks metalloproteinaz, hiicre dis1 sinyallerle diizenlenen

kinaz, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, metalloproteinazin doku inhibitorii ile pro-
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inflamatuar sitokininlerin seviyelerini diizenleyerek ve timor hiicrelerinin ¢ogalmasini,
adhezyonunu ve yayilmasii baskilayarak B16F-10 hiicrelerinin akciger metastazini

inhibe ettigi rapor edilmistir.

Yang et al. (2011) Sargassum ringgoldianum subsp. coreanum alginden izole edilen ve
bir monoterpen laktonu olan loliolidinin orta dereceli antioksidan aktivite sergiledigini
DPPH, H,0, ve hiicre i¢ci ROT tutma yontemlerini kullanarak gostermiglerdir. Ayrica
ayni c¢alismada H,0,’in indiikledigi hiicresel hasara karsi loliolidinin koruyucu etki
gosterdigi ve 24 saatlik MTT analizlerinde doza bagli olarak hiicre canliligini arttirdig:
kaydedilmistir.

Dar et al. (2011) yapilan deneyler sonucunda hayvan beslenmesinde 6nemli yer tutan
dogal ¢imin (Cymbopogon jawarancusa) esansiyel yagi ile piperiton, a-pinen, -
karyopilen ve B-elemen gibi bilesenlerinin insan 16semi (THP-1), akciger (A-549),
karaciger (HEP-2) ve ovaryum (IGR-OV-1) kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivite
sergilediklerini kaydetmislerdir. Ayrica hem esansiyel yagin hem de tiim bilesenlerin

antioksidan 6zellige sahip oldugunu DPPH yontemi ile tespit etmislerdir.

Ozkan ve Erdogan (2011) Origanum onites L. bitkisinin ugucu yagmin ve onun iki
onemli bileseni olan karvakrol ve timoliin hiicre canlig1 ve hepatoma G2 (Hep G2)
hiicrelerinde H,0;’in indiikledigi sitotoksisite ve membran hasarina karst koruyucu
etkisini arastirmislardir. Test edilen her ii¢ bilesiginde yiiksek konsantrasyonlarda
kanser hiicrelerinin canliligini azalttigin1 gozlemlemislerdir. Hep G2 hiicrelerinin H,O;
uygulamasindan Once, diisiik konsantrasyonlarda O. onites ugucu yagi, karvakrol ve
timol ile 6n uygulamaya maruz birakilmasinin da hiicreleri H,0, tarafindan indiiklenen

sitotoksisiteye karst korudugu rapor edilmistir.

Wu et al. (2012) antitiimor etkiye sahip olan terpinen-4-ol monoterpeninin sitotoksik
etkilerini hem in vitro hem de in vivo olarak calismislardir. [n vitro calismalar
sonucunda, MTT yontemi (24 saatlik) kullanilarak insan akciger adenokarsinoma (A549

ve CLj-o0) iizerine terpinen-4-0liin artan konsantrasyona bagli olarak oOnce hiicre
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proliferasyonun inhibe ettigi, sonra ise daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre dliimiinii
indiikledigi rapor edilmistir. /n vivo sonuglara gore ise terpinen-4-oliin BALB/c nu/nu
farelerindeki A549 hiicrelerinin enjeksiyonu sonucu olusan tiimdriin biiylimesini doza

bagli olarak azalttig1 ve baskiladig1 tespit edilmistir.

Esmaeili and Khodadadi (2012) in vitro olarak yaptiklari ¢alismalarinda timoliin gii¢lii
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve bu 6zelliginden dolayr dogal antioksidan ve

katki maddesi olarak kullanilabilecegini savunmusglardir.

Jaafari et al. (2012) farkli kanser hiicre tipleri [P-815 (miirin mastositoma), K-562
(insan kronik miyeloid 16semi), CEM (akut lenfoblastoid 16semi), MCF-7 (insan meme
kanseri) ve MCF-7 gem (genstabin)] tiizerine karvakrol, karvon, timol, karveol,
isopulegol ve fenil propanoid eugenol monoterpenlerinin antitiimoér etkilerini
arastirmiglardir. Test edilen monoterpenler arasinda en etkili olanin karvakrol oldugu
gozlemlenmistir. Test edilen tiim monoterpenlerin en fazla P-815 ve CEM tiimor
hiicreleri lizerine etkili oldugu kaydedilmistir. Bu ¢alismada karvon ozellikle P-815, K-
562 ve CEM tiimor hiicreleri lizerine yiiksek aktivite gosterirken, MCF-7 ve MCF-7
gem timor hiicreleri lizerine daha diislik aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Diger

taraftan timoliin ise P-815 hiicreleri {izerine etkili oldugu kaydedilmistir.

Saverini et al. (2012) prokaryotik ve okaryotik hiicreler {izerinde 4 farkli monoterpenin
[(¥)a-pinen, (+)B-pinen, (+)3-karen ve R-(+)limonen] genotoksik etkisini
aragtirmiglardir.  Ames testi sonucunda arastirmacilar, monoterpenlerin tek tek
uygulandiginda revertant  frekansinda artisi  indiikklemedigini  g6zlemlerken,
monoterpenlerin beraber uygulanmasi durumunda, TA100 (metabolik aktivite
varliginda) suslarinda revertant artisina neden oldugunu gézlemlemislerdir. Comet testi
sonuglarina gore ise monoterpenlerin hem tek tek hem de beraber uygulandiginda Cin
hamster akciger fibroblast hiicrelerinde (V79) DNA hasarina neden oldugunu rapor

etmislerdir.
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Negi et al. (2013) kekik bitkisinden elde ettikleri karvakrol, timol ve tiirevlerinin

antioksidan o6zellige sahip oldugunu DPPH yo6ntemini kullanarak belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

 Fetal Calf Serum (100 ml) PAN Biotech® (Germany) firmasindan,

« DNAaztip 1 (120 p/ml) Sigma® (St Louis, USA) firmasindan,

« Dubbelco modifieded eagles medium, Hank's Blanced Salt Solution (HBSS),
Sodyum bikarbonat (NaHCO3), Low Melting Agarose (LMA), Normal Melting Agarose
(NMA), Sodyum hidrojen fosfat (NaH,PO,4), Potasyum hidrojen fosfat (KH,PO,),
EDTA, Triton-X-100, Tris, DMSO Sigma-Aldrich® (Steinheim, Germany) firmasindan,
* Penicillin-Streptomycin (10 ml) PAN Biotech® (Germany) firmasindan,

« B27 GIBCO® (Grand Island, NY, USA) firmasindan,

» Total antioxidant status (TAS) ve Total oxidant status (TOS) kitleri Rel Assay
Diagnostics® (Gaziantep, Tiirkiye) firmasindan,

» MTT cell proliferation assay kiti Cayman Chemical Company® (USA) firmasindan,
« Sodyum kloriir (NaCl) ve Potasyum kloriir (KCI) Merck, Darmstadt® (Germany)
firmasindan,

+ Karvakrol SAFC, Sigma-Aldrich® (USA) firmasindan,

» Karvon Fluka, Sigma-Aldrich® (Chine) firmasindan,

» Terpinolen Fluka, Sigma-Aldrich® (Japan) firmasindan,

» Timol (Fluka, Sigma-Aldrich® (Steinheim, Germany) firmasindan,

 Alfa-pinen Aldrich, Sigma-Aldrich® (USA) firmasindan temin edilmistir.

3.2. Kullanmilan Aletler ve Cihazlar

Aragtirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlara ait bilgiler Cizelge 3.1°de
gosterilmistir. Test bilesiklerine ait bilgiler ve mevcut literatiir bilgileri (Zhou et al.
2004; Yu et al. 2008; Buyukleyla ve Rencuzogullar1 2009; Aristatile et al. 2010)

dogrultusunda belirlenmis olan konsantrasyonlari ise Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Arastirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar

Aletler ve Cihazlar

Temin Edildikleri Firmalar

Distile su cihazi

Easypure RF compact ultarpure ws,
(USA)

Karbondioksitli doku kiiltiir etiivii

Napco 6500-Su yelekli (Amityville, USA)

Inverted mikroskop

Euromex-Holland, Nicon Eclips TS 100

Floresan mikroskop

Nicon Eclips E600, (Japan)

Atomik kuvvet mikroskobu

Nanomagnetics Inst. (Turkey)

Spektrofotometre Beckman DU 500 (USA)

Santrifiij Model HN-S, USA, Nive NF 200,
(Ankara)

Su banyosu Niive NB 5 (Ankara)

Elektronik hassas terazi

Precisa XB 320 M, Ohaus, Ep 213 (USA)

Elektroforez seti

Wealtec ELITE 300 Plus (Ankara)

12 ml hiicre kiiltiir tiipti

Granier Bio-one (Germany)

pH metre Accument model 220- Fischer Scientific,
Handylab 2 BNC (Germany)
Buzdolabi Argelik ve Bosch

ELISA okuyucu

Bio-Tek, PW XS (USA)

48 kuyucuklu plate

Costar  (Sigma-Aldrich®,
Germany)

Steinheim,

5 cc steril enjektor

Hayat tibbi aletler (Turkey)

Otomotik pipet

Finpipette Labsystems (Finland)

Laminer flow bench

Ankara

Derin dondurucu

Sanyo Ultra Low (Japan)
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Cizelge 3.2. Test edilen monoterpenler ve uygulanan konsantrasyonlari

Monoterpenler CAS No. Test Edilen Konsantrasyonlari
Karvakrol 499-75-2

(+)-Karvon 2244-16-8

Terpinolen 586-62-9 0,10, 25, 50, 100, 200, 400 mg/L
Timol 89-83-8

(+)-a-Pinen 7785-70-8

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:

Fosfat tamponlu salin’in (PBS) hazirlamis1 (pH:7)

8 gr NaCl; 0,2 gr KCI; 0,2 gr KH,PO4 ve 2,32 gr Na,HPO4 alind1 ve 1 litre distile suda

¢oziildii. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.
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Agaroz ¢ozeltisinin hazirlanisi

%1’lik LMA: 0,5 gr agar 50 ml PBS de ¢oziildii.
%0,5’1ik LMA: 0,25 gr agar 50 ml PBS de ¢oziildii.
%1°lik NMA: 0,5 gr agar 50 ml distile su (Milli Q water) da ¢6ziildii.

Lizis soliisyonun hazirlanisi

146,1 gr NaCl; 37,2 gr EDTA ve 1,2 gr Tris 700 ml saf suya ilave edildi ve iyice
karistirildi. Daha sonra bu karistma 8 gr NaOH eklendi ve yaklasik 20 dk karistirildi.
pH:10 olacak sekilde ayarlandiktan sonra hacim saf suyla 890 ml’ye tamamlandi ve oda
sicakliginda muhafaza edildi. Kullanilmadan 6nce son olarak; 10 ml Triton X-100 (%]1)
ve 100 ml DMSO (%10) eklendi. Uygulamadan hemen dnce en az 30 dk buzdolabinda
bekletildi.

Elektroforez tampon ¢ozeltisinin hazirlanisi

Stok ¢ozeltiler: 200 gr NaOH (10N NaOH) 500 ml saf suda ¢oziildii. 14,89 gr EDTA
(200 mM EDTA ) 200 ml (pH:10 olacak sekilde) saf suda ¢oziildii. Her bir elektroforez
yiirtitmesi i¢in 30 ml NaOH ve 5 ml EDTA pH>12 ayarlanmak kosuluyla hazirland1 ve

hacim saf su ile 1200 ml’ye tamamlandi.

Notiirlestirme tamponun hazirlamsi

48,5 gr Tris 800 ml saf suda iyice ¢oziildii. pH:7,5’e ayarlandiktan sonra hacim 1000

ml’ye tamamland1 ve oda sicakliginda saklandi.

Boyama soliisyonun hazirlanisi

10 mg EtBr 50 ml saf suda ¢o6ziildii ve oda sicakliginda saklandi. Her kullanimda
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hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1 ml alinarak hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

Hank's Blanced Salt Solution (HBSS) hazirlamisi

Kalsiyum kloriir (CaCl) 0,185 gr/LL
Magnezyum siilfat (MgSOy) 0,097 gr/LL
Potasyum kloriir (KCl) 0,4 gr/L
KP (Monobazik) 0,06 gr/L
NaCl 8 gr/L

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

¢oOzeltisi elde edildi.

3.4. Deney Hayvanlar

Bu calismada Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden temin edilen yeni dogan Sprague Dawley cinsi deney hayvanlar
kullanildi. Hayvanlar etik kurallara uygun olarak dekapite edildi ve ndronlar hiicre

kiiltiiri ortaminda yasatildu.

3.5. Noron Kiiltirlerinin Kurulmasi

9 adet yeni dogmus (24 saatini doldurmamis) Sprague Dawley cinsi rat yavrusu alindi.
Batikonla yikandiktan sonra steril ortamda dekapite edildi. Bas kisminda d6nce derisi ve
kafatas1 kaldirildi, ince beyin zar1 da ayrildiktan sonra korteks kismi dikkatlice beyinden
cikarildi. Korteks kisimlari icinde HBSS bulunan tiiplere konuldu ve tiipler etiive
birakildi. Daha sonra tiipler sterilizasyona c¢ok dikkat edilerek etiivden alindi. Dibe
¢Okmiis olan korteks parcalar iizerindeki HBSS dokiildii. Steril petri kabina alinan

korteks parcalart 20 numarali bistiiri ile makro pargalara ayrildi. Pargalara ayrilan
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korteks pargalarinin tizerine 1,5 ml HBSS ile 0,3 ml tripsin eklendi (1/4 oraninda).
Enjektorle cekilip 15 ml’lik tiipe konuldu. Tripsinin mikro pargalama yapabilmesi i¢in
35 dk etiivde bekletildi.

Tripsinin pargalama etkisini durdurmak amaciyla Dnaz I’in bulundugu kabin igine,
tripsin ile muamele edilen korteksler eklendi. Daha sonra Dnaz I’in bulundugu kabin
icine %10 oraninda fetal sigir serum eklendi. Dnaz I’in par¢alamay1 durdurarak tripsini
dokulardan ayirmasi i¢in 10 dk beklendi. Bu sivinin iizerine 6 ml HBSS eklendi ve 800
rpm’de 19 dk santrifiij edildi. Dibe ¢oken korteks pargalarinin {izerindeki HBSS
dokiildii ve iizerine 10 ml ndronal base medium konuldu. Uzerine noronal base medium

suplementi olan B27 (1/50 oraninda) ve penisilin (1/1000 oraninda) ilave edildi.

48’lik plate’lerin her kuyucuguna 180 pl kondu ve 37°C’de, %5 CO, igeren etiive
birakildi. 1 Hafta sonra hiicrelerin bulundugu her kuyucuga hacimlerinin 1/2 oraninda
norobasal medium +B27+ antibiotikden olusan ekim ortami eklendi ve ndron
hiicrelerinin plate tabanini kaplayacak ve mikroskop altinda dallanma gosterecek kadar

gelismesi beklendi. Noron kiiltiirii hazirlama asamalar Sekil 3.1° de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Noron kiiltiirii hazirlama agamalari

3.6. N2a Noroblastoma Kiiltiirlerinin Kurulmasi

N2a noroblastoma hiicre hatt1 Tiirkiye Sap Enstitiisiinden temin edilmistir. Hiicre kiiltiir
deneyleri Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda
gerceklestirildi. N2a noroblastoma hiicreleri plate icinde, 1s1 ile inaktive edilmis %10
fetal sigir serum ve antibiyotikler (penisilin ve streptomisin) i¢ceren medyum iginde

37°C’de %5 CO;, ve %95 hava iceren nemli inkiibatorde biiyiitiildii.
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3.7. MTT Analizi

Hiicre proliferasyonu, sinyal molekiilleri ile iletisim saglayabilme ve hiicre yiizey
reseptorlerince baglanabilme yetenegine sahip biiylime faktorleri tarafindan kontrol
edilmektedir. Hiicre boliinmesi sonucunda proteinlerin iiretilmesiyle form degistirerek
DNA’ya baglanan bu molekiiller aktif transkripsiyon faktorleridir. Bu diizenleyici
stirecin herhangi bir adimindaki fonksiyon bozuklugu anormal hiicre proliferasyonuna
neden olmaktadir. Kanser ve yaslanma gibi bir¢cok patolojikal durumda bu nedenden
dolay1 anormal hiicre proliferasyonu goriilmektedir. Hiicre siklusu siirecindeki bu tiir
degisikliklere neden olan mekanizmalarin tanimlanmasi 6zellikle kanser gibi
hastaliklarin tan1 ve tedavisinde olduk¢a Onemlidir (Suli¢ et al. 2005). Hiicre
proliferasyon yontemleri biiylime faktorleri, sitokinler, mitojenler ve ilaglar gibi hiicre
siklusu diizenleyici faktorlerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Francoeur et al. 1996).

Cayman MTT proliferasyon yontem kiti herhangi bir in vitro modelde hiicre
proliferasyonunun indiiksiyonu ve inhibisyonunun c¢alisilabilmesi i¢in olanak
saglamaktadir. Bu yontemde, MTT pozitif yliklenme ve plazma membran
potansiyelinden dolayr hiicreler tarafindan tutulur. MTT hiicre i¢indeki NAD(P)-H-

oksirediiktazlar tarafindan formazana indirgenir (Berridge et al. 2005).

Kit Bilesenleri

e MTT reaktifi: 25 mg
e Tampon tableti: 1 adet

e Kiristal ¢oziicii soliisyon: 50 ml

Tampon tableti 100 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan bu tampon ¢6zeltisinden
5 ml alinarak icerisinde MTT reaktifi ¢6ziildli. Hiicreler 48’lik plate’e kuyucuk bagsina
100 pL kiiltiir medyumu igerisinde 10° hiicre bulunacak sekilde, muamele edilecek

bilesikle birlikte ve muamele edilecek bilesik olmadan ekildi. Hiicrelerin CO, etiiviinde
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37°C’de 24saat siire ile kiiltiirii yapildi. Kiiltlirler sonlandirildiktan sonra her bir
kuyucuga pipet yardimi ile 10 pL MTT reaktifi ilave edildi. Hiicreler 37°C’lik CO;
etiiviinde 3-4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda olusan formazan kuyucuklarin
dibinde koyu kristaller halinde goriildii. Kiiltiir medyumu hiicre tabakasini dagitmadan
dikkatli bir sekilde her bir kuyucuktan aspire edildi. Alternatif olarak dibe yapismayan
hiicrelerin ¢okmesi i¢in aspire edilmeden dnce plate 400 x g’da 10 dakika satrifiijlendi.
Her bir kuyucuga 100 pL kristal ¢oziicii soliisyon eklendi. Her bir numunenin

absorbansi 570 nm’de mikroplate okuyucu kullanilarak okundu (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. MTT analizi

3.8. Toplam Antioksidan Kapasitesi

Toplam antioksidan kapasite (TAK) diizeyi tespitinde, ilk olarak Tomasch et al. (2001)
tarafindan uygulanan fotomerik yontem kullanildi. 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 tiretilen TAS ticari kitleri kullanildi (Erel 2004).
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Kit Bilesenleri

Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml

Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml

Standard 1 Soliisyonu: 10 ml

Standard 2 Soliisyonu: 10 ml

30 ul plazma 6rneklerinin bulundugu 48°lik plate’in her kuyucuguna 500 pl Reaktif 1
soliisyonundan ilave edilereck 660 nm’de ilk absorbansi okundu (Sekil 3.3A). Daha
sonra ayn1 kuyucuklara 75 pl Reaktif 2 soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk
bekletildi. Bekleme sonunda 660 nm’de ikinci kez absorbansi okundu (Sekil 3.3B). Elde
edilen absorbans degerleri ve asagidaki formiil kullanilarak TAK diizeyleri mmol

Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi.

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

- e /‘.":-/"

P

Sekil 3.3. TAK analiz prosediirii (A: Birinci okuma, B: ikinci okuma)
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3.9. Toplam Oksidan Durum

TOD (total oksidan durum), tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir. Incelenen
numunede bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin yapisini ferik iyona oksitlerler.
Bu reaksiyonu ortamda bulunan gliserol yaklasik ti¢ kat hizlandirmaktadir. Asidik
ortamda ferrik iyonlar “ksilenol orange” ile renkli bir kompleks meydana getirirler.
Numunede bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin yogunlugu
spektrofotometrik olarak oOlgiilerek degerlendirme yapilir. Arastirmamizda Rel Assay

Diagnostics® firmasi tarafindan tiretilen TOS ticari kitleri kullanildu.

Kit Bilesenleri

e Reaktif 1 Sollisyonu: 50 ml
e Reaktif 2 Sollisyonu: 10 ml
e Standard 1 Soliisyonu: 10 ml
e Standard 2 Soliisyonu: 10ml

75 ul plazma 6rneklerinin bulundugu 48’lik plate’in her kuyucuguna 500 pl Reaktif 1
soliisyonundan ilave edilerek 530 nm’de ilk absorbansi okundu (Sekil 3.4A). Daha
sonra ayn1 kuyucuklara 25 pl Reaktif 2 soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk
bekletildi. Bekleme sonunda 530 nm’de ikinci kez absorbansi okundu (Sekil 3.4B). Elde
edilen absorbans degerleri ve asagidaki formiil kullanilarak mmol TOD diizeyleri

Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi.

(AOrnegin degeri)
TOD (umol H,O; Equiv./L) = X (Standart 2 degeri)
(AStandart 2’nin degert)
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Sekil 3.4. TOD analiz prosediirii (A: Birinci okuma, B: Ikinci okuma)

3.10. Tek Hiicre Jel Elektroforezi

e Slaytlar metanolden gegirildikten sonra atesle steril edildi.

e Steril edilen slaytlar uygun sicaklikta seffaflagtiriimis NMA ile dolu olan saleye
daldirildiktan sonra arka taraflar1 temizlendi ve diiz bir zemin iizerinde kurumaya
brrakildu.

e Yaklagik 20 pL hiicre kiiltiirii ile uygun sicaklikta seffaflastirilmis olan 70 uL. LMA
karistirildi. Hazirlanan bu hiicre kiiltiirii ve LMA karisimi slaytlar iizerinde bulunan
kuyucuklara damlatildi ve iizerine lamel kapatilarak 5-10 dk buz akiisii lizerinde
bekletildi.

e Bekleme siiresi sonunda lameller yavasga kaldirildi ve hiicre ilave edilmemis olan
LMA’dan 75 pL kuyucuklar iizerine damlatildiktan sonra tekrar lamel kapatildi. 5-10 dk
jelin katilagmasi i¢in buz akiisii tizerinde bekletildi.

o Jel katilastiktan sonra {izerlerinden lameller kaldirilan slaytlar lizis soliisyonu ile dolu
olan saleye konuldu ve buzdolabinda 2-4 saat kadar bekletildi.

e Yaklasik 3 saatin sonunda slaytlar bir miktar elektroforez soliisyonu igerisine
konularak 30 dk buzdulabinda +4°C de bekletildi.

e Daha sonra slaytlar 24 volt (yaklasik 0,74 V/cm) ve 300 miliamper’de elektroforezde
30 dk ytiriitme islemine tabi tutuldu.

e Elektroforezde yiirlitme isleminden sonra elektroforez tankindan g¢ikarilan slaytlar
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ndtralizasyon soliisyonunda 5 dk bekletilerek fazla jelin giderilmesi saglandi. Bu islem
3 kere tekrar edildildikten sonra slaytlar 1siticida kurutuldu.

e Kuruyan slaytlarin iizerindeki her bir kuyucuga 80 pL etidyum bromiir damlatild1 ve
5 dk bekletildi. Daha sonra soguk su ile dolu sale icerisine yerlestirilerek fazla boyanin
giderilmesi saglandi.

e Sudan ¢ikarilan slaytlarin lizerine lamel kapatilarak hemen degerlendirildi.

Sekil 3.5. Elektroforez tampon soliisyonunda yiiriitme asamasi

DNA hasar1 EtBr boyali DNA’nin floresan mikroskobunda 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 dolayr analizler gorsel olarak fluoresan
mikroskop altinda gergeklestirildi. Arastirma kapsaminda, her kiiltiir icin 100 adet
niikleoid DNA incelenerek DNA hasarlar1 hesaplandi. Comet olusumlari, literatiirden
yararlanilarak gozlenen kuyruk uzunluklarina gore alt1 farkli gruba ayrilarak A’dan F’ye
kadar degisen oranlarda puanlandirildi (Sekil 3.6) (Gopalakrishna and Khar 1995;
Vigreux et al. 1998). A: hasarsiz (0), B: ¢ok az hasarli (1), C: az hasarl1 (2), D: Hasarh
(3), E: Cok hasarli (4), F: maksimum hasarl1 (5). Boylece, 100 comet i¢in elde edilen
toplam hasar puani 0-500 arasinda yer aldi. Ayrica, tiim bu islemler, ¢cevre kaynakli

DNA hasarin1 6nlemek amaciyla karanlik ortamda yapildi.
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-

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))

3.11. istatiksel islemler

Calismadan elde edilen bulgularin istatiksel yonden degerlendirilmesinde S.P.S.S 18
programi kullanildi. Tespit edilen SCGE analizinde belirlenen ortalamalar ile TAK,
TOD ve MTT diizeylerinin kontrol ve deney gruplari arasinda degisiklik gdsterip
gostermedigi varyans analizi kullanilarak belirlendi (Seymen vd 2000; Bukowska and
Kowalska 2004). Varyans analizi i¢in one way Anova testlerinden Duncan testi
kullanildi. Elde edilen veriler p<0,05 anlam seviyesi gz Oniinde bulundurularak

yorumlandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Test Edilen Monoterpenlerin In Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu TAK

Degerleri

Kontrol grubu TAK degeri saglikli noron hiicre kiiltiirleri i¢in 34,5+5,0, NZ2a
ndroblastoma hiicre kiiltiirleri i¢in 5,9+0,6 olarak saptanmistir. Sonuglarimiz saglikli
noron hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubuna kiyasla terpinolen ve timoliin 10, 25 ve 50
mg/L konsantrasyonlarinin; a-pinenin 10 ve 25 mg/L konsantrasyonlarinin; karvakroliin
sadece 10 mg/L ve karvonun sadece 25 mg/L konsantrasyonlarinin TAK diizeyini
yiikselttigi tespit edilmistir. Saglikli néron hiicre kiiltiirlerinde karvakrol, timol ve a-
pinenin 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlari, karvon ve terpinolenin ise sadece 400
mg/L konsantrasyonlari; N2a noroblastoma hiicre kiiltiirlerinde terpinolenin 50 mg/L ve
tizerindeki konsantrasyonlari; karvakrol, karvon ve a-pinenin 100 mg/L ve tizerindeki
konsantrasyonlari; timoliin ise 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlart TAK diizeylerini
istatistiksel agidan 6nemli derecede azaltmistir. Monoterpenlerin saglikli ndron ve N2a
karvakrol, karvon, terpinolen, timol ve a-pinen i¢in sirasiyla Sekil 4.1, 4.1, 4.3, 4.4 ve

4.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. In vitro kosullarda karvakroliin olusturdugu toplam antioksidan kapasite

degerleri
*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. (* <0.05, n=5).
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Sekil 4.2. In vitro kosullarda karvonun olusturdugu toplam antioksidan kapasite
degerleri
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Sekil 4.3. In vitro kosullarda terpinolenin olusturdugu toplam antioksidan kapasite
degerleri
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Sekil 4.4. In vitro kosullarda timoliin olugturdugu toplam antioksidan kapasite degerleri
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Sekil 4.5. In vitro kosullarda a-pinenin olusturdugu toplam antioksidan kapasite
degerleri
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Sekil 4.6. In vitro kosullarda saglikli noron hiicrelerinde test edilen tim
monoterpenlerin olusturdugu toplam antioksidan kapasite degerleri (karsilagtirmali)
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Sekil 4.7. In vitro kosullarda N2a noroblastoma hiicrelerinde test edilen tiim
monoterpenlerin olusturdugu toplam antioksidan kapasite degerleri (karsilagtirmali)
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4.2. Test Edilen Monoterpenlerin In Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu TOD

Degerleri

Kontrol grubu TOD degeri saghikli néron hiicre kiltiirleri i¢in 2,1+0,3, NZ2a
noroblastoma hiicre kiiltiirleri i¢in 2,8+0,4 olarak saptanmistir. Monoterpen
bilesiklerinin 10 mg/L ve 25 mg/L konsantrasyonlar1 her iki kiiltiir ortaminda TOD
diizeylerini degistirmemistir. Ancak saglikli noéron hiicre kiiltiirlerinde karvon,
terpinolen ve timoliin 100, 200, 400 mg/L konsantrasyonlari; a-pinenin 200, 400 mg/L
konsantrasyonlar1 ve karvakroliin ise sadece 400 mg/L konsantrasyonu TOD diizeyini
kontrole oranla onemli derecede arttirmistir. Diger taraftan N2a noroblastoma hiicre
kiiltiirlerinde ise terpinolenin 50 mg/L ve {izerindeki konsantrasyonlari; kavon, timol ve
a-pinenin 100 mg/L ve {lizerindeki konsantrasyonlar1 ve karvakroliin 200 ve 400
mg/L’lik  konsantrasyonlar1 TOD  diizeylerini 6nemli derecede arttirmustir.
Monoterpenlerin  saglikli néron ve N2a ndroblastoma hiicre kiiltiirlerinde
konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu TOD degerleri karvakrol, karvon,

terpinolen, timol ve o-pinen i¢in sirasiyla Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.8. In vitro kosullarda karvakroliin olusturdugu total oksidan durum degerleri
*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (* <0.05,n=5)
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Sekil 4.9. In vitro kosullarda karvonun olusturdugu total oksidan durum degerleri
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Sekil 4.10. In vitro kosullarda terpinolenin olusturdugu total oksidan durum degerleri
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Sekil 4.11. In vitro kosullarda timoliin olusturdugu total oksidan durum degerleri
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Sekil 4.12. In vitro kosullarda a-pinenin olusturdugu total oksidan durum degerleri
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Sekil 4.13. In vitro kosullarda saglikli noron hiicrelerinde test edilen tim
monoterpenlerin olusturdugu total oksidan durum degerleri (karsilastirmali)
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Sekil 4.14. In vitro kosullarda N2a noroblastoma hiicrelerinde test edilen tiim
monoterpenlerin olusturdugu total oksidan durum degerleri (karsilastirmali)
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4.3. Test Edilen Monoterpenlerin in Vitro Kosullar Altinda Toplam Hasar Puan

Degerleri

In vitro kosullarda Comet olusumlar1 esas alinarak hesaplanan toplam hasar puan
degerleri biitiin konsantrasyonlar icin 31,0£3,4 ve 42,1+5,5 degerleri arasinda
bulunmustur. Kontrol gruplari i¢in tespit edilen toplam hasar puan degeri saglikli ndron
hiicre kiiltiirleri (36,2+5,5) ve N2a noroblastoma hiicre kiiltiirleri (39,143,4) ile deney
gruplarindan elde edilen puan degerleri arasinda istatistiki agidan onemli bir farklilik
bulunmamustir. Farkli konsantrasyonlarda kiiltiirlere uygulanan karvakrol, karvon,
terpinolen, timol ve a-pinen higbir dozda kontrol grubuna kiyasla hasar puan
degerlerinde belirgin degisiklige yol agmamistir. Monoterpenlerin sagliklt ndron ve N2a
ndroblastoma hiicre kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagh olarak ortaya koydugu toplam
hasar puan degerleri karvakrol, karvon, terpinolen, timol ve a-pinen i¢in sirasiyla Sekil

4.15,4.16,4.17, 4.18 ve 4.19°da gosterilmistir.
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Sekil 4.15. In vitro kosullarda karvakroliin konsantrasyonlara gore olusturdugu toplam
hasar puan degerleri (n=5)
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Sekil 4.16. In vitro kosullarda karvonun konsantrasyonlara gére olusturdugu toplam
hasar puan degerleri
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Sekil 4.17. In vitro kosullarda terpinolenin konsantrasyonlara gore olusturdugu toplam
hasar puan degerleri
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Sekil 4.18. In vitro kosullarda timoliin konsantrasyonlara gére olusturdugu toplam hasar
puan degerleri
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Sekil 4.19. In vitro kosullarda a-pinenin konsantrasyonlara gére olusturdugu toplam
hasar puan degerleri
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Sekil 4.20. In vitro kosullarda saglikli néron hiicrelerinde test edilen tiim monoterpenlerin
konsantrasyonlara gore olusturdugu toplam hasar puan degerleri (karsilastirmali)
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Sekil 4.21. In vitro kosullarda N2a noroblastoma hiicrelerinde test edilen tiim monoterpenlerin
konsantrasyonlara gore olusturdugu toplam hasar puan degerleri (karsilastirmali)
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4.4. Test Edilen Monoterpenlerin In Vitro Kosullar Altinda Olusturdugu MTT

Analiz Degerleri

In vitro kosullarda MTT analiz sonuglar1 biitiin konsantrasyonlar i¢in saglikli néron
hiicre kiiltlirlerinde 81,7+4,1 ve N2a noroblastoma hiicre kiiltiirlerinde 84,8+5,3 olarak
bulunmugtur. Karvon ve terpinolenin 100, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlart,
karvakroliin 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlar1 ve timol ile a-pinenin ise sadece 400
mg/L konsantrasyonu saglikli néron hiicre kiiltiirlerinde hiicre yasam oranini kontrole
gore azaltirken diisiik dozlar1 (10, 25 ve 50 mg/L) cogalmay:1 baskilayict bir etki
gostermemistir. Ayrica terpinolenin 50 mg/L; karvon ve a-pinenin 100 mg/L; karvakrol
ve timolin ise 200 mg/L ve {izeri konsantrasyonlarinin ndroblastoma hiicre
kiiltiirlerinde canli hiicre sayisin1 kontrole oranla 6nemli Olciide azalttigi gozlenmistir.
Monoterpenlerin  saglikli néron ve N2a noroblastoma hiicre kiiltiirlerinde
konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu MTT analiz degerleri karvakrol, karvon,

terpinolen, timol ve a-pinen igin sirasiyla Sekil 4.22, 4.23, 4.24, 4.25 ve 4.26’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.22. Karvakrol maruziyeti sonrast gézlenen hiicre canlilik yiizdeleri
*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (* <0.05, n=5)
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Sekil 4.23. Karvon maruziyeti sonrasi gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri
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Sekil 4.24. Terpinolen maruziyeti sonrast gézlenen hiicre canlilik yiizdeleri
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Sekil 4.25. Timol maruziyeti sonras1 gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri
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Sekil 4.26. a-Pinen maruziyeti sonrasi gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri
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Sekil 4.27. Saglikli noron hiicrelerinde test edilen tiim monoterpenlerin maruziyeti
sonrast gdzlenen hiicre canlilik yilizdeleri (karsilastirmali)
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Sekil 4.28. N2a ndroblastoma hiicrelerinde test edilen tiim monoterpenlerin maruziyeti
sonrast gdzlenen hiicre canlilik yilizdeleri (karsilastirmali)
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan epidemiyolojik calismalar, sagligin korunmasi ve hastaliklarin
tedavisinde bitkilerin olduk¢a 6nemli rollere sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
etkilerin bitkilerin igerdikleri dogal bilesiklerin biyolojik aktivitelerine bagl oldugu iyi
bilinmektedir. Nitekim bitkilerde yer alan gesitli dogal bilesiklerin anti-iskemik (Rump
et al. 1995), antitrombosit (Tzeng et al. 1991), antiinflamatuar (Ferrandiz and Alcaraz
1991), antikonviilzan (De Sousa et al. 2006), antinosiseptif (Do Amaral et al. 2007) 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 ¢ok 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).

Dogal bitki bilesiklerinin en biiyiilk grubunu olusturan ve 30,000 den fazla g¢esidinin
bulundugu tespit edilen terpenlerin %43’liik bir kismin1 monoterpenlerin olusturdugu
bilinmektedir (Sacchettini and Poulter 1997; Stahl-Biskup and Saez 2002). Youdim et
al. (2002) monoterpen yapisina sahip olan pek ¢ok dogal bilesigin antioksidan etkiye
sahip olduklarin1 rapor etmislerdir. Bitki igeriklerindeki dogal bilesikler farkl
mekanizmalar aracilifiyla [(I) serbest radikal olusumu ile ilgili enzimleri inhibe etme,
(I) metal iyonlarina baglanma, (III) lipid peroksidasyonunu baslatan radikalleri
giderme] antioksidan aktiviteler sergileyebilirler (Ben Sghaier et al. 2011). Mevcut tez
kapsaminda yiiriitiilen biyokimyasal arastirmalar (TAK analizleri) sonucunda test edilen
monoterpenler antioksidan etkinlikleri bakimindan terpinolen>timol>a-
pinen>karvakrol>karvon seklinde siralanmigtir. Test edilen bilesiklerden terpinolen ve
timoliin 10, 25 ve 50 mg/L; a-pinenin 10 ve 25 mg/L; karvakroliin sadece 10 mg/L ve
karvonun ise sadece 25 mg/L konsantrasyonlar1 ile muamele edilen saglikli néron hiicre
kiiltirlerinde TAK diizeylerinde belirgin artislar goézlenmistir. Ayrica tez kapsaminda
test edilen farkli monoterpen bilesiklerinin doza ve hiicre tipine bagl olarak saglikli

noron ve noroblastoma hiicre kiiltiirlerinde TAK diizeyini etkileyebildigi ilk kez ortaya
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konmustur. Bulgularimiz bu konuda literatiirde kayitli olan sinirli sayidaki arastirmalara
ait bulgular ile paralellik gostermektedir. Nitekim Tunus Nigella sativa L. bitkisinden
izole edilen ve bir tepinolen tiirevi olan terpinolen epoksitin normal insan deri fibroblast
(WS1) hiicreleri Tlizerinde giicli antioksidan aktiviteye sahip oldugu 2'.7'-
diklorofloresken diasetat ve ORAC yontemleri kullanilarak rapor edilmistir (Bourgou et
al. 2012). Terpinolenin antioksidan aktivitesinin arastirildigi bir baska c¢aligsmada,
terpinolenin DPPH serbest radikallerinin salinimin1 azaltarak gii¢lii antioksidan etki
gosterdigi belirlenmistir (Choi et al. 2000). Undeger vd (2009) tarafindan yiiriitiilmiis
olan bir ¢alismada timol ve karvakroliin diisiik konsantrasyonlarinin (1, 2.5, 5, 10 ve 15
uM) V79 Cin hamsteri akciger fibroblast hiicreleri tizerinde giiglii antioksidan etki
sergiledigi TEAC yontemi ile tespit edilmistir. Baska bir caligmada timoliin artan
konsantrasyona bagli olarak hem peroksi hem de hidroksi radikal temizleme
kapasitelerini arttirdigi kaydedilirken ayn1 zamanda timoliin TBA yontemi kullanilarak
insan hepatoma hiicrelerinde membran lipit peroksidasyonunu 6nledigi rapor edilmistir
(Phi et al. 2012). DPPH yontemi kullanilarak timol ve karvakrol bilesiklerinin doza
bagli olarak antioksidan etkiye sahip olduklar1 ortaya konmustur (Mastelic et al. 2008).
Benzer sekilde karvakroliin oksidatif etkilerinin arastirildig1 bir diger ¢aligmada toplam
radikal yakalama antioksidan parametresi (TRAP) ve toplam antioksidan reaktivitesi
(TAR) yontemlerinin 6lgiimleri sonucunda karvakroliin giiglii antioksidan kapasiteye
sahip oldugu kaydedilmistir (Guimares et al. 2010). Mentha spicata (Fam. Lamiaceae)
bitkisinden izole edilen bir karvon tiirevi olan S-karvonun DPPH yontemi kullanilarak
doza bagl olarak gii¢lii antioksidan aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Elmastas et al.
2006). Yine Carum carvi bitkisinden izole edilen karvonun zamana bagli olarak ve
antioksidan aktivite gostererek DPPH radikallerinin seviyesini azalttig1 rapor edilmistir
(Samojlik 2010). Youdim et al. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada Thymus zygis
bitkisinden izole edilen timol, karvakrol ve a-pinenin sirasiyla timol>karvakrol>a-pinen

seklinde antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Faydali biyolojik etkilerinin tanimlanmasmin yanisira monoterpen bilesiklerinin
organizmaya alinan miktarina, tiiriine ve alinma siiresine bagli olarak olumsuz etkileri

de bulunabilmektedir. Literatiirde kayith pek c¢ok arastirma sonucunda monoterpen
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maruziyetine bagli olarak deney hayvanlarinda hepatotoksisite (Gordon et al. 1982),
nefrotoksisite (Lehman et al. 1989), embriyofoetotoksisite (Araujo et al. 1996), akciger
toksisitesi (Thorup et al. 1983) ve norotoksisite (Millet et al. 1981; Hiroi et al. 1995;
Hold et al. 2000) rapor edilmistir. Mevcut tezde, bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlari
ile muamele edilen hiicre kiiltlirlerinde kontrol gruplarina kiyasla TOD diizeylerinde
belirgin artiglar gozlenmistir. Nitekim saglikli néron kiiltiirlerinde 100 mg/L ve iizeri
konsantrasyonlarda eklenen karvon, terpinolen ve timol; 200 mg/L ve iizeri
konsantrasyonlarda eklenen a-pinen ile sadece 400 mg/L konsantrasyonda eklenen
karvakrol pro-oksidan etki gostermistir. N2a hiicre hattinda ise 50 mg/L ve {lizeri
konsantrasyonlarda eklenen terpinolen; 100 mg/L ve lizeri konsantrasyonlarda eklenen
karvon, timol ve a-pinen ile 200 mg/L ve iizeri konsantrasyonlarda eklenen karvakrol
pro-oksidan etki gostermistir. Bulgularimiz test edilen monoterpen bilesiklerinin pro-
oksidan etkilerinin uygulama dozuna ve uygulanan hiicre tipine bagli olarak degistigini
ve genellikle yiiksek konsantrasyonlarinda gozlenen ndrotoksisitenin olugmasinda
oksidatif stresin O6nemli rol iistlendigini ilk kez ortaya koymaktadir. Bulgularimizi
destekler nitelikte monoterpen bilesiklerinin yiiksek konsantrasyonlarinin primer si¢an
hepatositlerinde toplam glutatyon (TGSH) seviyelerini azaltarak ve LDH iiretimini

arttirarak norotoksisiteye yol agtiklari kaydedilmistir (Lima et al. 2004).

Monoterpenler giivenilirlik acisindan kabul edilebilir sinirlarin igerisinde olmasina
ragmen, monoterpenoid yapidaki bilesikleri iceren bazi bitki ekstraktlarinin ve bu
bitkilerden izole edilen bazi monoterpenlerin c¢esitli test sistemlerinde genotoksik,
mutajenik ve sitotoksik etkiye sahip olduklari rapor edilmistir (Nishida et al. 2005;
Azirak ve Rencuzogullar1 2008; De Sant’anna et al. 2009). Tez kapsaminda test
bilesikleri olarak belirlenmis olan karvakrol, karvon, terpinolen, timol ve a-pinen
monoterpenlerinin genotoksisite potansiyelleri farkli néron hiicre kiiltiirlerinde SCGE
testi kullanilarak degerlendirilmistir. SCGE teknigi ile tek zincir kiriklarmin tespiti
miimkiin oldugu gibi ndtral comet teknigi ile de ¢ift zincir kiriklarmin tespiti miimkiin
olmaktadir. Ayrica, tamamlanmamis DNA tamir bdlgelerini de gosteren bu teknik
hassas, basit ve hizl1 bir genotoksisite testi olarak kabul edilmektedir. Bu yontemle

genotoksisite tayininde hemen hemen tiim hiicrelerde DNA hasar1 direkt olarak
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belirlenebilmektedir (Aksoy vd 2008). Degerlendirilen monoterpen bilesiklerinin
yiikksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkilerinin bulundugu ancak mutajenite
potansiyellerinin bulunmadigi ilk kez ortaya konmustur. Nitekim monoterpen dozlarinin
ilave edildigi normal ve kanserli beyin hiicrelerinde hesaplanan toplam hasar puani
degerleri ile kontrol grubundan elde edilen degerler arasinda istatistiksel bir farklilik
bulunmamuistir. Bulgularimizi destekler nitelikte, D-Galaktozamin (D-GalN) maruziyeti
sonucu DNA hasar1 olugsmus erkek albino Wistar sicanlarinin hepatosit ve lenfosit
hiicreleri {izerine karvakroliin genoprotektif etki potansiyeli Comet yontemi ile
arastirilmistir. Arastirma sonucunda karvakroliin kontrol gruplarinda (D-GalN’e maruz
kalmayan) DNA hasarina neden olmadigi ve karvakrol ilavesinin D-GaIN’in yaptigi
DNA hasarin1 6nemli oranda azalttigi gézlenmistir (Aristatile et al. 2011). Liu et al.
(2012) Bes farkli Salmonella typhimurium susu tizerinde ve Chinese Hamster akciger
hiicreleri  iizerinde  sikizonepetin  monoterpeninin  genotoksik  potansiyelini
degerlendirmislerdir. Degerlendirme sonucunda sikizonepetinin uygulanan tiim
konsantrasyonlarinin Ames testi kullanilarak DNA hasar1 yapmadigi ve KA’ya neden
olmadig: rapor edilmistir. Gomes-Carneiro et al. 1998 Salmonella/mikrozom ydntemini
kullanarak 6 farkli monoterpenoid yapidaki bilesigin (kafur, 1,-8-sineol, sitral,
sitronellal, mentol ve terpineol) DNA hasart olusturma potansiyelini arastirmislardir.
Arastirma sonucunda terpineol disindaki monoterpenlerin mutajenik olmadigi, ancak
terpineoliin  yiiksek  konsantrasyonlarda mutajenik  etkiye sahip  oldugunu
gostermislerdir. Yine monoterpen yapisindaki [-myrcene, a-terpinen ve o-pinenin
mutajenite potansiyeli Salmonella/mikrozom yontemi ile incelenmis ve mutajenik etkili
olmadiklar1 gosterilmistir (Gomes-Carneiro et al. 2005). Lopez et al. (2011) Lippia alba
bitkisinden izole ettikleri sitral, karvon ve limonen monoterpenlerinin genotoksisite ve
antigenotoksisite etkilerini Escherichia coli {izerinde SOS kromotest yontemini
kullanarak arastirmiglardir. Arastirmalar1 sonucunda bu monoterpenlerin genotoksik
olmadigin1 ancak limonenin yiikksek konsantrasyonlarda genotoksik oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica bakteri hiicrelerini bleomisinin indiikledigi genotoksisiteye
kars1 koruduklarini tespit etmislerdir. Jn vitro olarak yiiriitiilen bir ¢calismada Thymus
cinsine ait fenollerden olan karvakrol ve timoliin insan akut miyelositik 16semi (K562)
hiicrelerinde giiclii oksidan olan H;O, tarafindan indiiklenen DNA hasarin1 6nemli

derecede azalttigt Comet teknigi ile tespit edilmistir (Horvathova et al. 2007).
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Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin aksine, sicanlarin kemik iligi iizerine karvakrol
ve timollin genotoksik etkilerinin arastirildigi bir calismada her iki bilesigin de yiiksek
dozlarda hem vyapisal hem de toplam KA frekansimi indiikleyerek genotoksik
potansiyele sahip oldugu kaydedilmistir (Azirak ve Rencuzogullar1 2008). Yine timoliin
genotoksik etkileri insan periferal lenfositlerinde KA, MC ve KKD yontemleri ile
arastirilmistir. Genetik analizler sonucunda timoliin doza bagl olarak genotoksisiteye
yol actig1 tespit edilmistir (Biiyiikleyla ve Rencuzogullar1 2009). Cotanzaro et al. (2012)
a-pinenin sitogenetik etkilerini KA ve SCGE yontemlerini kullanarak V79 Chinese
hamster hiicreleri iizerinde degerlendirmislerdir. Calisma bulgulari, a-pinenin artan
konsantrasyonu ile birlikte kromozom kiriklarinda ve DNA hasarinda artisa neden
oldugu ortaya konmustur. Bisiklik bir monoterpen olan yapisinda olan 4-thujanoliin
insan lenfositlerinde uygulanan tiim konsantrasyonlarinin (13, 26 ve 52 ug/mL) MC ve
KA olusumunu indiikledigi ancak KKD frekansinda istatiksel agidan Onemli bir
degisime neden olmadigi rapor edilmistir (Kocaman et al. 2011). Pek ¢ok tibbi ve
aromatik bitkinin esansiyel yaginda yaygin olarak bulunan kafur, dkaliptol ve thujon
monoterpenlerinin genotoksik etkilerinin alkali comet yontemi ile incelendigi bir baska
caligmada, test bilesiklerinin diislik konsantrasyonlarda énemli bir etki yapmadig1 ancak
yiiksek konsantrasyonlarda DNA kiriklarinin olusmasini indiikleyerek genotoksisiteye

neden olduklar1 kaydedilmistir (Nikolic et al. 2011).

Mevcut tezde saglikli néron ve N2a ndroblastomali hiicre kiiltiirlerinde monoterpen
maruziyeti sonrasinda canliligin belirlenmesi amaciyla MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-
2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue) yontemi kullanilmistir. Bu
yontem, kiiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli hiicrelerin
kantitasyonunu saglamakta olup sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesinde
siklikla kullanilmaktadir (Nilay 2009). Tez kapsaminda test edilen bes farkh
monoterpen bilesiginin sitotoksik etkileri hakkinda bilinenler oldukga siirhidir. Ustelik
bu bilesiklerin saglikli ndron hiicre kiiltiirleri iizerindeki sitotoksik etki potansiyeli ilk
kez bu tez ile ele alinmistir. MTT analiz sonuglarimiz karvon ve terpinolen (>100
mg/L), timol ve a-pinen (>400 mg/L) ile karvakrol (>200 mg/L) monoterpenlerinin

yiiksek konsantrasyonlarinin saglikli néronlarda sitotoksik etkili oldugunu ortaya
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koymustur. Bu doz seviyelerinde TOD diizeylerinin de yiikselmis olmas: ilgili
bilesiklerin sitotoksisitesinde oksidatif stresin olduke¢a etkili oldugunu isaret etmektedir.
Oksidatif stresin yani sira, onceki 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, (VI) p53 birikimi, (VII) c-fos ve c-
myc ekspresyonlarinin artig1 gibi farkli mekanizmalar araciligi ile de gergeklesebilecegi
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). Karvakrol, karvon, terpinolen, timol ve a-pinen bilesiklerinin
sitotoksisitesinin tam olarak anlasilabilmesi s6z konusu mekanizmalarin in vitro veya in
vivo model sistemlerde detayli olarak arastirilmasini gerekli kilmaktadir. Zira karvakrol,
karvon, terpinolen, timol ve a-pinen sitotoksistesinin ¢oklu mekanizmalar ile
arastirilmasi, bilesiklerin yapi-aktivite iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasina ve bu yolla da

kanser tedavisinde etkin adaylar olarak kullanilabilmelerine olanak saglayacaktir.

In vivo velveya in vitro kosullarda gerceklestirilmis olan Onceki arastirmalarda
vallesiachotamin (Soares et al. 2012), geraniol (Kim et al. 2012), sitolosin (Rassouli et
al. 2011), terpinen-4-ol (Wu et al. 2012), peril alkol (Boon et al. 2000; Garcia et al.
2010), linalool (Ravizza et al. 2008), vinblastin ve vinkristin (Voss et al. 2009),
kamfotetisin (Lorence and Nessler 2004), myrtenol ve nerol (Yamamoto et al. 2008),
echitamin (Jagetia et al.2005), thujon (Siveen and Kuttan 2011) ve limonen (Haag et al.
1992) gibi monoterpen yapisindaki dogal bilesiklerin antikanser aktivitelerinin
bulundugu tespit edilmistir. Mevcut tezde MTT testi kullanilarak s6z konusu
monoterpen bilesiklerinin N2a noroblastoma hiicre kiiltiirleri {izerindeki antikanser
aktivitelerinin varlig1 incelenmistir. Bilesiklerin sitotoksik etkileri ayrica saglikli néron
kiltiirleri lizerinde de arastirilmistir. Tez kapsaminda yliriitiilen arastirmalar sonucunda
antikanser etkileri bakimindan terpinolen>karvon>a-pinen>karvakrol>timol seklinde

siralanmastir.
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Tez kapsaminda elde edilen énemli ve orijinal bulgulardan biri de terpinolen, timol ve
a-pinen bilesiklerinin N2a kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere oranla daha diisiik
konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu etkilemesidir. Diger bir ifade ile karvakrol
ve karvon her iki hiicre kiiltliriinde ayn1 konsantrasyonlarda sitotoksisiteye yol acarken
terpinolen (50 mg/L), timol (200 mg/L) ve a-pinen (100 mg/L) daha diisiik
konsantrasyonlarda kanser hiicrelerinde sitotoksik etkili oldugu tespit edildi. Ayrica bu
bilesiklerin ndéron kanser hiicre hatlarinda etkili antikanserojenler olarak
kullanilabilecegi ilk kez rapor edildi. Bulgularimiza benzer sekilde karvakroliin
antikanser potansiyeli insan hepatoselliilar karsinom hiicreleri tizerinde MTT yontemi
kullanilarak arastirilmistir. Arastirma sonucunda 24 saatlik MTT analizinde karvakroliin
artan konsantrasyona bagli olarak apoptosizi indiikledigi ve hiicre biiylimesini inhibe
ettigi kaydedilmistir (Yin et al. 2012). Malalenca alternifolia bitkisinden izole edilen
terpinolenin meme ve servikal kanserine karsi giiglii antikanserojen etki gosterdigi rapor
edilmistir (Kim et al. 2004). Satooka and Kubo (2012) melanoma hiicreleri iizerine
timollin antikanser aktivitesinin MTT yontemini kullanarak degerlendirmislerdir.
Degerlendirme bulgular1 timoliin doza bagli olarak hiicre canliligini baskiladigi ve 1200
uM’lik konsantrasyonda ise hiicre biiylimesini tamamen inhibe ettigi tespit edilmistir.
Tez calismamiz kapsaminda test edilen s6z konusu monoterpenlerin sitoprotektif
antikanser etkilerini sitokrom P-450 enzim sistemini inhibe ederek ya da enzimlerin
izoformlarim1 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 (Jirtle et al. 1993; Gould 1995;
Ravizza et al. 2008; Chen et al. 2010; Farazuddin et al. 2012). Bu bulguyu destekler
nitelikte Arunasree (2010) metastazik meme kanserine kars1 karvakroliin
konsantrasyona bagli olarak kaspaz aktivasyonunu arttirmasi ve mitokondrilerden
sitokrom c’lerin salinimi  sonucunda hiicrelerdeki mitokondriyal ~membran
potansiyelinin azalmasiyla apoptosizi indiikledigi rapor edilmistir. Yine, Okumura et al.
(2012) yaptiklar1 calismalarinda terpinolenin insan akut miyelositik 16semi (K562)
hiicrelerinde protein kinaz B ekspresyonu azaltarak hiicre proliferasyonunu inhibe

ettigini tespit etmislerdir. Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) bitkisinden
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izole edilen a-pinenin insan melanoma hiicrelerinde mitokondriyal potansiyeli bozarak,
ROT iiretimine yol acarak ve kaspaz-3 aktivitesini arttirarak apoptozisi indiikledigi

rapor edilmistir (Matsuo et al. 2011).

Mevcut tezde farkli kimyasal yapilara sahip bes farkli (karvakrol, karvon, terpinolen,
timol ve a-pinen) monoterpen bilesiginin pro-oksidan, antioksidan, genotoksisite ve
sitotoksisite potansiyelleri sirastyla TOD, TAK, SCGE ve MTT testleri ile
degerlendirildi. Elde edilen bulgular diisiik konsantrasyonlarda basta terpinolen olmak
tizere timol, a-pinen, karvakrol ve karvonun antioksidan aktiviteye sahip oldugunu,
yiiksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkili olduklarini ortaya koydu. Test edilen
tim bilesiklerin genotoksik etkiye sahip olmadig: tespit edildi. Basta terpinolen olmak
lizere calisilan tim bilesikler noroblastoma hiicrelerine karsi orta ve zayif dereceli
antikanser aktivite gosterdi. Sonug¢ olarak, noroblastoma hiicrelerinde ¢aligilan tiim
monoterpenler yiiksek norotoksik etkili o0lmamasina ragmen onemli derecede sitotoksik
aktivite gostermistir. Bu nedenle s6z konusu bilesiklerin bir antikanser ajan olarak beyin

kanserlerinin tedavi potansiyeline sahip olduklarini diisiinmekteyiz.
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