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TESEKKUR

Tez calismamin konusunun belirlenmesinden, calismalarimin siirdiiriilmesine
kadar bana her konuda yardimci olan, yogun programi olmasina ragmen ilgi ve destegini
esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, beni sabir ve anlayisla
karsilayan, ¢alismami bilimsel temeller 15181nda sekillendiren kendisini her zaman 6rnek
alacagim, Pamukkale Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda gorev yapan degerli tez
danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Giilsah GUNDOGDU” ya, Anabilim Dali Baskanimiz
saym Prof. Dr. Mustafa GUL’e, ¢aligmami yapmam igin gerekli laboratuvar imkanlari
sunan Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Bagkani saym Prof. Dr. Ahmet
HACIMUFTUOGLU’na, ¢alismam icin gerekli olan deneyimin temelini olusturan
materyalin temininden kullanimina kadar tiim asamalarda yardimlarini esirgemeyen
gdnlii yiice insan olan Eczacilik Fakiiltesi‘nde gorev yapan Dr. Ogr. Uyesi Songiil
KARAKAYA’ya, ¢alismamin yiiriitiilmesi i¢in gerekli olan laboratuvar ¢aligmamda ve
diger bir cok konuda bana desteklerini esirgemeyen Ars. Gor. Kemal Alp NALCIya, esi
Ozge NALCI’ya ve Ars. Gor. Seymanur YILMAZ TASCIya, tezimin yazim asamasinda
gerekli yardimlar1 gosteren Tiilay GENC’e ve yillardir iizerimden ellerini ¢ekmeyen
egitimim adma seferber olan aile bireylerim kiymetli annem, babam, ablalarim ve
agabeyime, maddi ve manevi destegi ve umut dolu fikirleriyle beni hep zirvede tutan
kiymetli esim Lokman TOPTAS’a tesekkiirii bir bor¢ biliyorum ve tezimi 11 aylik oglum

Ali Egemen TOPTAS’ a hayati boyunca 11k tutmasi i¢in hediye ediyorum.

Sibel Inik Toptas



OZET

Astrodaucus Orientalis (L.) Drude Meyve Metanol Ekstraktimin ve Umbelliferonun
SH-SY5Y Insan Noéroblastom Hiicre Hatt1 Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Noroblastom, cocuklarda kansere bagli Oliimlerin yaklasik % 15’ini
olusturan, beyin dokusu igerisinde hizli bir sekilde yayilabilen tiimorlerinden biridir.
Tirkiye’de “Gimmi, havyildiz” adiyla bilinen Astrodaucus Drude (Apiaceae) cinsi,
Tiirkiye ve Iran’da gida maddesi olarak tiiketilmektedir. Bu bitkiden izole edilen
Umbelliferon (UMB) bir kumarin tiirevi bilesiktir ve anti-oksidan, anti-kanser, anti-
inflamatuvar ve noroprotektif etkileri bulunmaktadir. Bu ¢alismada, A. orientalis (L.)
Drude’nin meyvelerinden metanol ekstresinin elde edilmesi, bu ekstreden UMB izole
edilmesi ve ekstre ile birlikte UMB’un SH-SY5Y insan Noroblastom hiicrelerinde
sitotoksite ve oksidatif stres tizerine etkilerinin arastirilmast amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Astrodaucus orientalis meyvelerinin metanol ekstresi
hareketli maserasyon ile elde edildi ve metanol ekstresinden kolon kromatografisi ile
UMB bilesigi izole edildi. Izole edilen UMB’un yapisi, spektroskopik yéntemler (1D,
2D-NMR ve HRESIMS) ile belirlendi. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
F12’inde biiyiitiilmiis SH-SY5Y hiicrelerine elde edilen ekstrenin (101-10° mg/mL) ve
UMB’un (10 uM™* mM) farkl1 doz araliklar1 eklenerek 24 ve 72 saat siireyle inkiibasyona
birakildi ve daha sonra hem ekstrenin hem de UMB’un SH-SY5Y insan noroblastom a
hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi zamana ve doza bagl olarak MTT yontemi ile
ol¢iildii. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini degerlendirmek i¢in ise total oksidan diizeyi
(TOS) ve total antioksidan diizeyi (TAS) analizleri ger¢eklestirildi.

Bulgular: MTT analiz sonuglarina gore, Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen UMB’un [Csp konsantrasyonlari, sirasiyla 72.
saatte 102 mg/mL ve 250 uM olarak belirlendi. TAS ve TOS analiz sonuglarina gore ise
antioksidan seviyeyi, yiiksek konsantrasyonlarda hem bitki ekstresinin hem de UMB’un
azalttig1 gozlendi.

Sonu¢: Bu calismada SH-SY5Y insan Noroblastom hiicrelerinde Astrodaucus
orientalis meyve metanol ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen UMB’un sitotoksik ve
oksidan etkileri oldugu tespit edildi. Elde ettigimiz bu veriler 1s18inda UMB’un tek basina
veya diger ilaglar ile kombinasyonu halinde noroblostom tedavisinde kemoterapotik
ilaglara alternatif olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Astrodaucus orientalis, hiicre kiiltiirii, noroblastom,
umbelliferon



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Astrodaucus Orientalis (L.) Drude Fruit Methanol
Extract and Umbelliferon on SH-SY5Y Human Neuroblastoma Cell Line

Aim: Neuroblastoma is one of the tumors that can spread rapidly in brain tissue,
and causes 15% of cancer-related deaths in children. Astrodaucus the Drude genus
(Apiaceae), is known as "Gimmi, havyildiz" in Turkey, is consumed as food in Turkey
and Iran. Umbelliferone (UMB) 1solated from this plant a coumarin derivative compound
and has anti-oxidant, anti-cancer, anti-inflammatory and neuroprotective effects. In this
study, it was aimed to obtain methanol extract from A. orientalis (L.) Drude fruit, to isolate
UMB from this extract and to investigate the effects of UMB on cytotoxicity and
oxidative stress in SH-SY5Y human neuroblastoma cells.

Material and Method: The methanol extract of Astrodaucus orientalis (L.) Drude
fruits was obtained by mobile maceration and the UMB compound was isolated from the
methanol extract by column chromatography. The structure of the isolated UMB was
determined by spectroscopic methods (1D, 2D-NMR and HRESIMS). Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) was added to SH-SY5Y cells grown in F12 (10-10-
® mg / mL) and UMB (10 uM™* mM) by adding different dose intervals for 24 and 72
hours. The cytotoxic effect of both extract and UMB on the SH-SY5Y human
neuroblastoma cell line was measured by MTT method depending on time and the dose.
Total oxidant level (TOS) and total antioxidant level (TAS) analyzes were performed to
evaluate the production of reactive oxygen species.

Results: According to MTT analysis results, 1Cso concentrations of fruit methanol
extract of A. orientalis and UMB isolated from this extract were determined respectively
as 102 mg / mL and 250 pM at 72 hours. According to the results of TAS and TOS
analysis, it was observed that antioxidant level decreased by both plant extract and UMB
at high concentrations.

Conclusion: In this study, it has been determined that fruit methanol extract of
Astrodaucus orientalis and UMB isolated from this extract showed the cytotoxic and
antioxidant effects on SH-SY5Y human neuroblastoma cells. In the light of these data, it
was concluded that UMB can be used alone or in combination with other drugs as an
alternative to chemotherapeutic drugs in the treatment of neuroblostoma.

Key Words: Astrodaucus orientalis, cell culture, neuroblastoma, umbelliferone
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AIDS . Edinilmis Bagisiklik Yetmezlik Sendromu

Bcl-2 . B hiicre lenfoma-2

BOS - Beyin Omurilik Stvisi

DF - Diliisyon Faktorii

DMEM :  Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO . Dimetilsiilfoksit

DNA . Deoksiribo Niikleik Asit

EDTA :  Etilendiamin Tetra Asetik Asit

ELISA . Enzim Bagl Immiinosorbent Deneyi

FBS :  Fotal Sigir Serum

GNR . Ganglionérom

ITK . Ince Tabaka Kromatografisi

MIBG :  Metaiyodobenzilguanidin

MTT : [3-(4,5-Dimethyldiazol-2-Y1)-2,5 Diphenyl Tetrazolium
Bromid]

PBS . Fosfat Tomponu

ROS :  Reaktif Oksijen Tiirleri

TAS :  Total Antioksidan Diizeyi

TAT - Tamamlayici Alternatif Tip

TOS :  Total Oksidan Diizeyi

UMB : Umbelliferon
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1. GIRIS

Noroblastom, adrenal medulla ve sempatik ganglionlarda goriilen, ndral
hiicrelerden koken alan pediatrik bir tiimordiir. Noroblastom, ¢ocukluk ¢aginda siklikla
gbzlenen ve tiim pediatrik kanser Oliimlerinin yaklasik %15' inden sorumlu olan
ekstrakranial bir tiimdrdiir. Noroblastom tedavisi miimkiin olsa da kotii prognozludur ve
sag kalim oran1 diisiiktiir. Noroblastomun sag kalim oraninin diisiik olmasi ve etkili bir
farmakolojik tedavinin bulunmamasindan dolayr bilim insanlari Noroblastom i¢in yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilmekte ve alternatif bir tedavi arayisi icindedir. Bitkisel
kokenli bilesiklerin bir¢ok hastaligin tedavisinde ve prognozunun azaltilmasinda etkin
oldugunu gosteren ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur. Bu baglamda, tiim diinyada,
noroblastomu da igeren farkli hastaliklarin tedavi protokollerinde bitkisel kokenli
bilesiklerin yer almasi ile ilgili arastirmalar giderek 6nem kazanmaktadir.

Astrodaucus orientalis (L.) Drude Iran’m farkli bdlgelerinde yetisen Apiaceae
familyasina ait bir bitkidir. Bu aromatik bitki bir¢ok kumarin bilesiklerini icermekte ve
[ran ve Tiirkiye'nin bazi bolgelerinde salata, sebze ve gida katki maddesi olarak
tiiketilmektedir. Fenolik bilesiklerin genis bir yelpazesini olusturan kumarinler genellikle
bitkilerden elde edilmekte ve bu bilesiklerin antioksidan, antitiiberkiiloz, antikanser,
antibakteriyel ve antienflamatuvar gibi bircok etkiye sahip oldugu bilinmektedir.
Kumarin bilesiklerinden biri olan Umbelliferon (UMB), 7-hidroksikumarin ve beta-
umbelliferon adlar1 ile de anilir. UMB’un o6zellikle antioksidan etkisinin oldugu
bilinmekte ve bu anti-oksidan 6zelliginden dolay1 bazi biyokimyasal yolaklarini bloke
ederek antikanser 6zellik gosterdigini belirten gesitli calismalar mevcuttur. Astrodaucus
orientalis yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin MCF7 insan gogiis kanser hiicresi ve Hep
G2 hepatoselliiler kanser hiicresi lizerine antikanser etkisi oldugu rapor edilmistir.

Kumarin tiirevi bir bilesik olan UMB’nun hepatoselliiler kanser hiicresi iizerine



antioksidan ve antikanser etkisini gosteren caligmalar mevcut olmasina ragmen, SH-
SY5Y noroblastom hiicreleri {izerine antikanser ve antioksidan aktivitelerini
degerlendiren herhangi bir caligmaya rastlanmamastir.

Bu bilgilerin 15181 altinda, bu ¢alismada, Astrodaucus orientalis meyvesinden
metanol ekstresinin elde edilmesi, bu ekstreden UMB izole edilmesi ve SH-SY5Y
Noroblastom hiicre hatti kullanilarak, elde edilen ekstre ve UMB’nun sitotoksisite ve

oksidatif hasar iizerindeki etkilerinin incelenmesi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, genetik ve ¢evresel kosullarin etkisi altinda hiicrelerin hizli ve kontrolsiiz
boliinmesi ve cogalmasi sonucu meydana gelen kompleks bir hastaliktir. Insan
viicudundaki saglikli hiicreler, viicudun ihtiyacina gore yeni hiicreler olusturmak
amaciyla stirekli olarak bolliniir ve biiyiirler. Hiicreler yaslanmaya basladikca, cesitli
sinyaller ve yolaklar ile programli bir sekilde O6lmekte ve yerini yeni hiicrelere
birakmaktadirlar. Ancak kanser hiicrelerinde kromozomal anormallikler ve genomik
kararsizlik (instabilite) gdstermelerinden dolayi, hiicre ¢ogalmasi, programli hiicre 6liimii
(apoptoz) ve hiicre-hiicre baglantilarini kontrol eden 6zel genlerde mutasyonlar meydana
gelmektedir. Bunun sonucu hiicrenin anormal bir sekilde cogalmasina neden olmaktadir.*
Bu anormal olusumlar sonucunda hiicrede, translokasyon, andploidi, kromozom kayba,
DNA (Deoksiribo niikleik asit) cogalmasi (amplifikasyonu) ve delesyonlar gibi oldukg¢a
onemli ve biiyiikk genetik kusurlarin olusumu goézlemlenir. Olusan bu yeni hiicreler
kontrolsiiz béliinme gostererek tiimdr olusumunu baslatirlar. 2

Tiimdrlerin diger dokulara ve organlara yayilmasi durumuna bagli olarak bening
(iy1 huylu) ve malign (kotii huylu) olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Benign
tiimdrler, ¢evre dokulara veya viicudun farkli bolgelerine yayilma 6zelligi géstermeden,
olustuklar1 bolgelerde kalma egilimi gostermelerine ragmen malign tiimorler ¢evre
dokulara veya kan ve lenf dolasim sistemi aracilifiyla viicudun diger bdlgelerine
tasinarak gogalmalar (metastaz) ile karakterize edilmektedirler. ®* Olusan tiimorlerin
yayilmasi ise kanser dliimlerinin %90'in1 olusturmaktadur. 4

Geligen tan1 ve tedavi yontemlerine ragmen kanser, gliniimiizlin en 6nemli saglik
problemleri arasinda bulunmaktadir ve kardiyovaskiiler sisteme ait hastaliklardan sonra,

sebebi bilinen 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir.® Uluslararasi Kanser



Aragtirmasi Ajansi’nin 2018 yilinda yaymlamis oldugu verilerine gore; diinya capinda
kanser vakalariin 18,1 milyona ve kansere bagli 6liim oranin1 9,6 milyona yiikseldigi
ortaya konulmustur. Diinyadaki morbidite ve mortalitenin énemli nedenlerinden biri
oldugu belirtilen raporda, her 5 erkekten 1’inde ve her 10 kadindan 1'inde kanser teshisi
konuldugu vurgulanmaktadir. Bunun yani sira kanser teshisi konulmus her 8 erkekten 1’1
ve her 11 kadindan 1’1 hayatin1 kaybetmektedir. Yine Uluslararas1 Kanser Arastirmasi
Ajansi1 verilerine goére 5 yillik kanser prevelansinin 43.8 milyon oldugu tahmin
edilmektedir.® Tiirkiye’de de kanser gelisim siklig1 diinya ile paralellik gostermektedir.’

2.1.2. Apoptoz

Apoptoz; belirli bir uyaran ile aktiflesen, hiicreler arasi iliskilerde gerek
duyulmayan, islevselligini kaybetmis, biyolojik gorevini yerine getirmis ve gorevi
tamamlanmis hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayan ve hiicre biiyiimesinde 6nemli
bir role sahip olan programli hiicre 6liimiidiir.> Apoptoza ugrayan hiicrelerde; kromatin
yogunlagsmasi, niikleer pargalanma ve niikleozomal enzimler tarafindan DNA
parcalanmas1 gibi morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler meydana gelmektedir.? °
Apoptozun indiiksiyonu apoptotik reseptorlerin uyarilmasi (ekstrinsik yol) ve
mitokondriyal uyaranlar (intrinsik yol) olmak iizere iki ana yolak tarafindan aktive
edilmektedir.*°

Apoptoz, doku homeostazinda ve zararli hiicrelerin uzaklastirilmasinda énemli bir
role sahiptir.!* Apoptoza ugrayan hiicre sayisinin normalden fazla olmasi ya da hiicrelerin
apoptoza hi¢ ugramamasi organizma i¢in olduke¢a tehlikeli sonu¢larin dogmasina neden
olmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, bu dengenin bozulmasiin bir¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynadig: tespit edilmistir.’> Kanser hiicrelerinde, hiicre

proliferasyonu ve hiicresel 6liim arasindaki homeostazi bozulmakta ve hiicreler apoptozu



gergeklestirecek Oliim sinyallerini alamamaktadirlar. Bu durum, apoptotik yolaklarin
herhangi bir adiminda meydana gelen problemden kaynaklanmaktadir.*®
Cogu kanser hiicresi, apoptozdan kurtulmak i¢in, antiapoptotik molekiillerin

seviyesini artirarak veya proapoptotik hiicre 6liim komponentlerinin inaktivasyonunu
saglayarak, ¢esitli mekanizmalar gelistirmektedir. Genellikle, bu mekanizmalar;

1. B hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) protein ailesinde meydana gelen bozulma,

2. Kaspaz enzime ait islevlerin degismesi ya da azalma,

3. Reseptor yolaklarinda meydana gelen bozulma,

4. Inhibitdr apoptoz protein ailesi molekiillerine ait  genlerin

ekspresyonlarinda artisin gézlemlenmesi,

5. p53 geninde meydana gelen defektler ve mutasyonlardir. (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Apoptotik yolak 11 Bid ve Bax: Bcl-2 ailesi iiyeleri; t-Bid: Bid’in c-terminal
bolgesinin kesilerek olusan aktif formu; Apaf-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktor-
1; Apoptozom: dATP, sitokrom-c ve Apaf-1’den olusan ¢oklu protein kompleksi.



2.1.3. Beyin Tiimorleri

Beyin dokularinda meydana gelen anormal ve kontrolsiiz biiyiime sonucunda
beyin tiimérleri olusmaktadir.**® Beyin tiimérleri primer ve sekonder olmak iizere iki
ana gruba ayrilmaktadirlar. Primer beyin tiimori genellikle noroglial dokudan, beynin
kendi kan damarlarindan, hipofizden, meninkslerden ve kaynak dokuya gore adlandirilan
sinir liflerinden koken alarak beyinde baslar. Beyinde lenfatik kanallar bulunmadigindan
dolay1 metastaz goriilme siklig1 diisiiktiir. Metastaz gozlenen primer beyin tiimérlerinde,
genellikle beyin omirilik sivis1 (BOS), serebral kandolasimi, kranial cerrahi ve yapay
shuntlar aracihigryla diger dokulara yayilim gozlenmektedir'®. Sekonder beyin timdérii
diye adlandirilan metastatik beyin tlimorii ise, viicudun herhangi bir yerinde baslayip daha
sonra beyine yayilma egilimi gostermektedir.1”-?° Ozellikle arteriyel dolasim araciligiyla
yayilan gogis, akciger, kolon, pankreas, bobrek ve cilt kanserleri sekonder beyin
tiimdriine neden olmaktadir.

Beyin tiimdrlerinin gortilme siklig1 diger kanser tiirlerine nazaran daha az olmakla
birlikte 6zellikle cocuklar basta olmak {izere 6liim orani oldukga yiiksek olan bir kanser
tiiriidiir.2 2015 yilina ait verilere gére, Amerika Bilesik Devletleri’nde beyin tiimérleri,
tim kanser olgularinin yaklasik %1.5°lik kismini olusturdugu gosterilmistir. Ayrica
yapilan birka¢ calismaya gore, Amerika da her yil 100.000 insanin yaklasik olarak
yirmisinde beyin tiimérii tanis1 konmaktadir.?+%2

2.1.3.1. Cocukluk Cag1 Beyin Tiimorleri

Santral sinir sistemine ait tiimorler eriskinlerde oldugu gibi ¢ocuklarda da en sik
goriilen kanser olgulari arasinda yer almaktadir.®?° Cocukluk ¢ag kanserlerinin
%20’sini beyin tiimérleri olusturmaktadir.?® 27 Amerika’da yapilan arastirmalara gore
cocuklarda santral sinir sistemi tiimorlerinin goriilme orani 100.000’de 1.12-5.14 arasinda

oldugu tespit edilmistir.®2 2014 yili Tiirkiye Kanser Istatistikleri’ne gore ise 0-14 yas



arast erkek ¢ocuklarda merkezi sinir sistemi tiimérleri %18.2; kiz ¢ocuklarinda %18.9
oraninda goriilme sikligina sahip oldugu ve ¢ocukluk cagi kanserleri arasinda ikinci
sirada yer aldig1 vurgulanmistir. Buna ek olarak 15-24 yas gruplarinda bu oran erkeklerde
%8.3; kizlarda %7.6 ile {iciincii sirada yer almaktadir.?® Bu tiimérlerin ¢ogu malign
olmakla birlikte 5 yillik sag kalim oran1 %50 nin iizerine ¢ikabilmektedir.*°

Cocukluk ¢ag1 beyin tiimorleri; histopatolojik goériiniim, davranis, sitogenez,
fizyolojik durum ve beyin gelisimi {izerindeki etkileri agisindan eriskinlerdeki tiimorlere
gore oldukea farklidirlar.®! Bu tiimérler baslangic donemlerinde yerlestikleri bolgeden
dolay1 veya belli bir boyuta ulagsamamalarina bagl olarak ¢ok belirgin belirti ve bulgular
gostermeyebilirler. Gosterdigi belirti ve bulgularin ise ventrikiiler tikanma veya kafa igi
basincin artmasindan dolayr oldugu diisiiniilmektedir.33* Ayrica tiimériin kafatas1 gibi
smnirli bir alanda biiylimesi, tedaviye verdigi yanitin sinirli olmast ve beynin her
boliimiinilin farkli gérevi olmasi nedeniyle, her ¢ocukta tiimoriin yerlesim yerine bagh
olarak bulgularda bireysel farkliliklar gézlemlenmektedir. En sik rastlanan bulgular ise
sabahlar1 gelen bas agrisi, bulant1, kusma ve uyusukluktur.3+3’

Embriyonel donem c¢ocuk tlimorleri bes gruptan olusmaktadir. Bunlar;
medullaepitelyom, ependimoblastom, atipik teratoid / rabdoid tiimor, medullablastom ve
supratentoryel primitif noroektodermal tiimorlerdir. Noroblastom ise supratentoryel
primitif noroektodermal tiimdr grubu igerisinde yer almaktadir.

2.2. NOROBLASTOM

Noroblastom, embriyonik gelisimin dordiincii haftasinda goriilmeye baglayan,
normalde adrenal medulla veya sempatik gangliyonlarda bulunan ve primordial néral
krest hiicrelerinden kdken alan bir kanser tiiriidiir.®® (Sekil 2.2) Cocukluk ¢aginda en sik
karsilasilan ekstrakranial solid tiimor cesitlerinden biridir ve goriilme sikligi tiim

cocukluk c¢agi tiimdrlerinin %8-10’unu olusturmaktadir. Bu siklik erkek ¢ocuklarinda



biraz daha fazladir.3®4° Gériilme siklig1 7000 dogum igerisinde 1 ve yayginligi 15 yas alt1
cocuklarda, yillik milyonda 10.54’tiir. Son zamanlarda yapilan olgu g¢alismalarinda,
noroblastoma sahip ¢ocuklarda 5 yillik sag kalim orani, 1 yas alti donemde %86’dan
%95’e ve 1-14 yas grubu icerisinde %34’ten %68’e yiikseldigi gézlemlenmistir. 5 yillik

genel sag kalim oran1 ise %14’ ten %52.4’¢ yiikselmistir.*!
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Sekil 2.2 Noral krest hiicrelerinin gogii ve farklilasmasi °

Noroblastom adrenal medulla ve paraspinal veya boyundan pelvise kadar herhangi
bir diizeydeki paravertebral sempatik gangliyonlarin bulundugu periaortik bélgelerden

kaynaklanmaktadir.*? (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Noroblastomun koken aldig1 bélge ve dokular 42

2.2.1. Semptomlar

Klinik bulgu ve semptomlar: timérin bulundugu primer bolgeye, metastatik
duruma veya paraneoplastik sendrom gelisimine bagl olarak degisiklik gdstermektedir.*?
Semptom gostermeyen vakalarda tani konulmasi olduk¢a zordur. Bunula birlikte
noroblastomlu ¢ocuklarda ortaya ¢ikan semptomlar, tiimorlerin sayisina ve konumuna
gore degismektedir ve hem lokal hem de sistemik semptomlari igerebilmektedir. Klinik
olarak hasta periorbital ekimoz, huzursuzluk, ates, kemik agrilari, kilo kayb1 mavimsi
subkutan nodiiller gibi belirti ve bulgular gosterebilecegi gibi, sadece kitle etkisine bagl
olarak basi semptomlar1 (siiperior vena kava sendromu, spinal kord basisi, vs.) ile de
karsimiza ¢ikabilmektedir. 4

Noroblastom tanist konmus olan ¢ocuklarda siklikla istahsizlik, buna bagl olarak
viicut kitlelerinde azalma, kizariklik, bas agrisi, carpintt ve hipertansiyon gibi belirtiler

gozlenmektedir. Bu belirtiler adrenal medullanin kromofin hiicrelerinde, beyin ve



sempatik noronlarda sentezlenen adrenalin, norepinefrin ve dopamin (katekolaminler)
yapimindaki artisa bagli olarak meydana gelmektedir. Ayrica tiimoriin kemik iligine
metastaz yapmasindan dolay1 anemide gozlenebilmektedir.**

Noroblastom ile birlikte bildirilen semptomlardan bazilari da sindirim sistemi
anormallikleri, norolojik ve gelisimsel anormallikler, otozomal resesif gecisli tirogenital
ve kardiyak anomaliler, Turner sendromu ve Beckwith-Wiedemann Sendromu ve fotal
alkol sendromudur.*34

2.2.2. Noroblastom Histopatolojisi ve Evreleme:

Periferal noroblastik  timorler, noroblastom, ganglionéroblastom  ve
gangliondromlardan (GNR) meydana gelmektedir. Noroblastomlar, hiperkromatik
nikleuslu, dar sitoplazmali kiigiik hiicrelerden olusurlar. Bunlar siklikla ince
fibrovaskiiler semptalarla birlikte gruplar olusturan tiimor hiicreleridirler. In vitro
calismalarda 3 farkli tip noéroblastoma hiicresi oldugu bulunmustur. Bunlar; S tip
Schwannian/ melanoblastik onciil hiicreler, N tip noéroblastik hiicreler ve 1 tip kok
hiicrelerdir. Bu hiicreleri digerlerinden ayiwran karakteristik 6zellikler; molekiiler
ozellikler ve davranislaridir.*®

Noroblastom vakalar1 1988 yilinda yeniden gozden gegirilmis, tiimoriin boyutu,
orta cizgiye gore yerlesim yeri, metastatik 6zelligi ve metastaz derecesi dikkate alinarak
International Neuroblastoma Staging System- INSS (Uluslararasi Néroblastom Evreleme
Sistemi) hazirlanmustir. (Tablo 2.1.) Metastaz gézlenmeyen olgularda cerrahi ile ¢ikarilan
tiimortin genisligi bu sistemin belirleyici unsurunu olusturmaktadir. 2004 yilinda ise 1988
yilina ait evreleme sistemi Cocuk Onkolojisine ait Calisma Gruplarini temsil eden bilim
insanlar1 tarafindan yeniden diizenlenmis ve bu sistem International Neuroblastoma Risk
Group Staging System - INRGSS (Uluslararasi Noroblastom Risk Grubu Evreleme

Sistemi) olarak adlandirilmistir. (Tablo 2.1) Bu yeni evreleme sisteminde, timdriin
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cerrahi ozellikleri ve tlimoriin orta ¢izgiye gore durumu evrelemenin disinda birakilmis
ve goriintiileme ile elde ettikleri verilere gore risk faktorleri belirlenmistir. Bunun yani
sira kemik iligi ve tiimoriin tedavi edilmeden 6nceki durumu evrelemede kullanilacak
Ozellikler arasinda bulundurulmustur. INRGSS’nin belirlemis oldugu tiimdriin
gorlintiilenmesi sonucu ortaya ¢ikabilecek risk faktorleri Tablo 2.2’de gdsterilmistir.
Lokalize olmus tiimorler bu risk faktorlerinden herhangi birini igermiyorsa L1, en az bir
risk faktoriinii igeriyorsa L2 olarak degerlendirilmektedir. M, metastatik 6zellik gosteren
timori temsil etmekte ve MS ise eski sistemde 4S evresine esdeger olarak kabul

edilmektedir.

Tablo 2.1. Noroblastoma ait uluslararas1 eski (INSS) ve yeni (INRGSS) evreleme
sistemleri ve bu sistemlerin karsilastirmasi

INSS 1993 INRGSS 2009

Evre Tamm Evre Tanim

1 Timor lokalize olmus ve mikroskobik |1 ~ Yasamsal faaliyete sahip organlar
kalint1 disinda cerrahi islem ile tamamen etkilememis ve tek viicut boslugunda
¢ikarilmistir.  Lenf diiglimlerinde ise lokalize olan timér (Goruntiileme ile
tiimorlesme gozlenmez belirlenmig risk faktorii

bulunmamuistir)

2A  Lokalize tiimor fakat cerrahi olarak tamamen |2 Bir ya da daha fazla risk faktori
cikarilmig, aynm bolgede bulunan lenf tagidign  goriintiileme ~ sistemi ile
diigiimlerinde tiimor gézlemlenmemis belirlenmis ve belirli bir bolgeye

lokalize olan timor

2B Lokalize olan ve cerrahi islem ile bir tam
olarak ya da bir kismi1 alinmig timor, ayn lenf
digiimlerinde tiimorlesme gozlemlenirken,
karsi tarafta bulunan lenf diigiimlerinde ise
biiyiime tespit edilmis fakat timor 6zellikleri
goriilmemistir.

3 1-Tek bir bolgede yerlesmis, orta ¢izgi hattin
gecmis ve cerrahi islem ile ¢ikartilamaz timor
2-Timor bir bolgede lokalize olmustur fakat
kars1 tarafta bulunan lenf digiimleri timor
Ozelligi tagimaktadir.
3-Her iki bolgede de ilerlemis veya lenf
digimine kadar yayilmis orta ¢izgi

timoridiir
4 Uzak bolgede bulunan lenf diigiimiing, kemik M MS evresi Ozellikleri hari¢ uzak
iligine, kemik, karaciger, cilt gibi diger bolgelerde metastaz yapmis timor

organlara kadar (4S evresinde tanimlanan
Ozellikler hari¢) metastaz gdstermis tiimor
4S lyas alt1 olgularda, 1, 2A, 2B evrelerine ait NMS 18 aylik ya da daha kiigiik cocuklarda
bulgularin yani sira cilt, karaciger ya da kemik sadece kemik iligi, cilt ve karaciger
iligine kadar yayilim gdsteren timor gibi organlarda metastatik 6zellik
gosteren tUmor.
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2.2.3. Noroblastom Tedavisi

Noroblastom hastalarinin  tedavisi farkli risk gruplarma gore ¢esitlilik
gostermektedir. Ornegin, yiiksek riskli hastalarn tedavisi sisplatin, vincristine,
karboplatin, etoposid ve siklofosfamid igeren yogun indiiksiyon kemoterapi rejimidir.*"*
Indiiksiyon terapisini hematopoetik kok hiicrelerin dezenfeksiyonu ve lokal radyoterapi
ile birlestirilen cerrahi islemler ve miyeloablatif rejim tedavisi izlemektedir.*%-2

Orta risk grubuna kategorize edilen hastalara, kalan tiimor kitlesinin cerrahi
rezeksiyonu ile devam eden daha hafif kemoterapi verilir. Disiik riskli néroblastomlarin
tedavisi minimal kemoterapiyi igerir ve bazi ¢ocuklar sadece cerrahi ile tedavi edilir veya
spontan tiimdr regresyonunun goriildiigii durumlarda tedavi yapilmaz.%>*

Yiiksek riskli olmayan noéroblastom, yeni tani alan hastalarin yarisindan biraz
fazlasini temsil eden diisiik ve orta riskli hastalardan olusan, heterojen bir gruptur. Bu
grup, MYCN olmayan lokalize tiimorlere sahip hastalar1 ve ayrica metastatik hastalig
olan bebekleri igerir. Sonuglar sadece ¢ocuklar i¢in gdézlem, cerrahi rezeksiyon veya
cerrahi rezeksiyon ile orta doz kemoterapi gibi degisken tedavi stratejilerini ierir.3®

Yiiksek riskli noroblastomlu g¢ocuklar, ndroblastom teshisi konan hastalarin
yaklagik yarisini olusturmaktadir. Yillar boyunca yiiksek riskli néroblastomlu hastalar
icin tedavi stratejisinde cesitli degisiklik olmasmna ragmen, bu grup tedavisi en zor
olanlardan biri olmaya ve kotii sonuglar vermeye devam etmektedir. yiiksek riskli
noroblastomlu ¢ocuklar i¢in uzun siireli tedavilere ragmen sag kalim oranlart su anda
%40-50 civarindadir. Lokalize, rezeksiyon edilebilir boyutta tiimdre sahip olan hastalar

icin, tek bagina cerrahi rezeksiyon genel olarak kiiratiftir ve kemoterapi rezeksiyon

sonrasi relaps olanlar icin etkili bir kurtaricidir.3®
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2.2.3.1. Noroblastom Tedavisinde Alternatif Yaklasimlar

Modern ve bilimsel tedaviler disinda hastaliklarin ortadan kaldirilmasi amaciyla
kullanilan bir¢ok tedavi yontemleri genellikle tamamlayici alternatif tip (TAT) veya
tamamlayici olarak ifade edilen tedavi yontemlerini igermektedir. Alternatif tedavi, etkisi
heniiz bilimsel olarak kanitlanmamis, tibbi bilimlerin geleneksel yontemleri yerine
uygulanan tedavi—yontemleridir. Tamamlayic1 tedavi ise, ilaglarin yan etkilerini ve
semptomlar1 azaltmak ya da ortadan kaldirmak, yasam kalitesini diizeltmek ve psikolojik
ve fizyolojik olarak hastaya destek saglamak amaciyla kullanilan tedavi yontemidir.
Gilintimiizde kanser tedavilerinde, alternatif tedavi ve tamamlayici tedavi yontemlerinin
kullanim1 giderek yayginlasmaktadir.>® Alternatif ve tamamlayici tedavilerinde yaygin
olarak kullanilan dogal iiriinler araciligiyla kanser hiicrelerinin biiyiimesini engellenmesi,
metastaz yetenegini azaltilmasi, kanser hiicresinin apoptotik siirecinin artirilmasi gibi
mekanizmalarla bu hastaligin ortadan kaldirilmas1 amaglanmaktadir.*®

Bitkisel kokenli bilesiklerin bir¢ok hastaligin tedavisinde ve prognozunun
azaltilmasinda etkin oldugu diisiintildiigiinden bitkilerden gesitli yontemlerle elde edilen
etkili bilesikler giinlimiizde olduk¢a 6nem kazanmistir. Noroblastom tedavisinde de sag
kalim oranmin diigiik olmasi ve etkili bir tedavinin bulunmamasindan dolayr bilim
insanlarini alternatif bir tedavi arayisina yoneltmistir. Bu nedenle bitki ekstratlar1 ve etken
maddeleri ile insan noroblastom hiicre dizisi olan ndroblastom-1691 ve SH-SY5Y hiicre
hatlar1 tizerine cesitli calismalar mevcuttur.>’->°
2.3. Apiaceae Familyasinin Tiirkiye’deki Durumu
Apiaceae familyas: lilkemizde 109 cins ve 450 tiirle temsil edilmektedir. Ayrica,

Apiaceae familyas1 Tiirkiye’de en ¢ok cins iceren 3. biiyiik familyadir.®
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2.3.1. Apiaceae Familyasi Uyelerinin icerdigi Kimyasal Bilesikler
Apiaceae familyas1 kumarin ve ugucu yag bakimindan zengin bir familyadir.®1:62
Ayrica familyanin bazi iiyelerinin flavonoitler, sinnamik asitler, saponinler ve alkaloitler
tasidig1 rapor edilmistir.®3

2.3.2. Astrodaucus Drude Cinsinin Sistematikteki Yeri

Boliim : Spermatophyta

Alt Boliim  : Angiospermae

Simif : Dicotyledone

Takim : Apiales (Umbelliflorae)
Familya : Apiaceae (Umbelliferae)
Cins : Astrodaucus Drude

2.3.3. Familyadaki Ana Etken Madde Gruplarindan Kumarinler

Kumarinler 2H-1-benzopiran-2-on yapisina sahip fenolik bilesiklerin genis bir
sinifini olusturmaktadir.®* 6°

2.3.4. Kumarinler ve Biyolojik Aktiviteleri

Kumarinlerin  antienflamatuvar, antibakteriyel, antikoagiilan, antifungal,
antikanser, antihipertansif, antiadipojenik, noéroprotektif, antiviral, sitotoksik,
antikonviilsan, antitiiberkiiloz, antihiperglisemik, antioksidan, sitokrom P450 inhibitor
etkileri olup multipl skleroz tedavisinde de kullanildig: bildirilmisgtir.%°

2.3.5. Astrodaucus orientalis (L.) Drude Cinsinin Deskripsiyonu

Astrodaucus orientalis (L.) Drude, Engler & Prantl, Natiirl. Pflanzenfam. 3(8):
157 (1898). Sin: Caucalis orientalis L., Sp. PI. 241 (1753); Daucus pulcherrimlls Koch,

DC., Prodr. 4:210 (1830). Sekik 13, p. 525 (Davis, 1972). Astrodaucus Drude, Nat.

Pflanzenfam. [Engler & Prantl] 3, 8: 156 (1898) / havyildiz. Lektotip tiir: A. orientalis
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(L.) Drude, (Caucalis orientalis L.), Pimenov & Tikhomirov’a gore: “Novosti Sist. Vyssh.
Rast. 16: 156 (1979).”

Tek yillik, govde dik, tiiysiiz ve 100 cm uzunlugundadir. Yapraklar ¢cok dar lineer
parcal1, kisa yumusak tiiylii veya tiiysiizdiir. Petaller beyaz, 2-2.5 mm uzunlugundadir.
Meyveler elipsoit- fusiform (ig seklinde), hafifce yassilmis, 3.5-5.2 mm uzunlugunda,
tiim yiizey papillidir; primer sirtlar 1 sira basit yayik veya yildiz seklinde tiiylerle kapli;
sekonder sirtlar 1 sira basit yayik sekilli, tiiyler glosit gibi fakat tepede bir kancali,
genislemis ancak tabanda birlesmemistir. Cigeklenme doénemi 5.-8. aylardadir. Tarla,
bayir, bozkir, yol kenar1 gibi yerlerde 350-2700 m. yiikseklikte yetismektedir.®’
Tiirkiye’de yetisen Astrodaucus cinsi tek tiirle (Astrodaucus orientalis ile) temsil
edilmektedir.®

2.3.6. Bitkinin Halk Arasindaki Kullanim

Astrodaucus Drude (Apiaceae) cinsi iran, Irak, Suriye ve Tiirkiye (Asya) ve
Ukrayna'ya (Dogu Avrupa) 6zgiidiir.®® Bu aromatik bitki geleneksel olarak iran ve
Tiirkiye'nin bazi1 bolgelerinde salata, sebze olarak tiiketilmektedir ve katki maddesi olarak

» 6 ye fran'da ise “Havij-ekohi

gidalara katilmaktadir.®® Tiirkiye'de “Gimmi, havyildiz
(dag havucu anlamina gelir)” olarak bilinmektedir.®

2.4. Umbelliferon Bilesigi

UMB, farmakolojik olarak aktif bir ajan olan 7-hidroksikoumarin tiirevi bir
bilesiktir. (Sekil 2.6) Rutaceae ve Apiaceae (Umbelliferae) bitki familyalarinda yaygin
olarak bulunmaktadir ve en verimli ekstresi metanol kullanilarak elde edilmektedir.
UMB, aynm1 zamanda giinesten koruyucu ajan olarak kullanilan bir fliioresan bilesiktir.
Rezorsinol, malik asit veya etil asetoasetat tiirevlerinin siilfiirik asit veya inorganik asit

varliginda Pechmann yogunlasma reaksiyonu kullanilarak sentezlenmektedir. Ayni

zamanda diger kumarinler ve heterosiklikler igin bir senfon olarakta kullanilmaktadir.®®
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Sekil 2.4. Umbelliferon "

UMB sicak suda hafif bir ¢ozliniirliige, etanolde ise yiiksek ¢oziiniirlige sahip
olan sarims1 beyaz kristalli bir yapiya sahiptir.®® UMB molekiiler formiilii CoHgOs'tiir ve
kloroformdan yeniden kristallestirilen igne kristalleri 224-227°C'de erir. -OH grubu olup
kriyostat islemi ile yetistirilen tek bir kristalin boyutlar1 5.4 mm 4.2 mm 1.85 mm'dir.’*
72

UMB familyasi, sanicle, alexander, angelica, asafoetida, kereviz, kimyon, rezene,
maydanoz ve dev hogweed gibi ekonomik agidan 6nemli bitkilerde bulunur. Bitki
kaynakli fenolik kumarinlerin meyve ve sebzelerde insan beslenmesinde tiiketilmeleri
nedeniyle diyet antioksidanlar1 olarak rol oynadigi, UMB'nin de antioksidan 6zelliklere
sahip oldugu bildirilmistir.”

UMB sekonder metabolitlerle farkli bitkilerde bulunur ve insanlar tarafindan ilag
ve besin takviyesi olarak yaygin sekilde tiiketilmektedir.”* Ayrica UMB'nin, saglikla ilgili
cesitli kosullara kars1 farmakolojik aktiviteler sergiledigi gosterilmistir. Bunlar kanser
hiicreleri, pro-oksidanlar ve reaktif oksijen tiirleri nedeniyle olusan dejeneratif hastaliklar
ve mikrobiyal enfeksiyonlardir.”® Makrofajlar, mezenkimal kok hiicre ve insan
lenfositleri icin antioksidan etkilere sahiptir. Bunun yani sira, meme ve prostat kanseri

hiicreleri i¢in de anti-kanser etkileri gosterilmistir.”®
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Giliniimlizde kanser tedavisinde c¢esitli yaklagimlar bulunmasina ve tedavi
seceneklerinin oldukca genislemesine ragmen noroblastom tedavisi heniiz tam olarak
yapilamamaktadir ve noroblastom kanseri teshisi konulan bireylerde sag kalim orami
oldukca diistiktiir. Bitkisel kokenli bilesiklerin birgok hastaligin tedavisinde ve prognozunun
azaltilmasinda etkin oldugu diisiiniildiigiinden bitkilerden cesitli yontemlerle elde edilen
etkili bilesikler glinlimiizde olduk¢a 6nem kazanmistir. Fakat elde edilen bu bilesiklerin ilag
hazirlanmasinda etkin madde olarak kullanilabilmesi, ilk olarak klinik oncesi (preklinik)
caligmalarinin yapilmas: gerekmektedir. Bitkisel kokenli kumarin tiirevi olan UMB’ nin
farkli kanser hatlar1 tizerine antikanser, antitiimoral ve antioksidan etkilerini gosteren
cesitli calismalar bulunmaktadir.”””® Ancak UMB’nin SH-SY5Y insan néroblastom
hiicre hatt1 lizerine antitimor etkisinin varligimi kanitlayan bir ¢alismaya literatiirde
mevcut degildir. Literatiirdeki bu eksiklikten yola ¢ikarak ¢alismamizda Astrodaucus
orientalis meyve metanol ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen UMB’nin SH-SY5Y
insan nodroblastom hiicre hatti iizerinde sitotoksisite ve oksidatif hasar iizerindeki

etkilerinin belirlenmesi amaglanmastir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Astrodaucus orientalis Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Astrodaucus orientalis meyveli ve ¢i¢ekli donemlerinde Palandéken Dagi’ndan
(Erzurum) 2017 ve 2018 yillarinda Dr. Ogr. Uyesi Songiil Karakaya tarafindan toplanmus
ve teshisi Prof. Dr. Hayri Duman tarafindan yapilmistir. Herbaryum ornekleri Atatiirk
Universitesi Herbaryum, Eczacilik Fakiiltesi'nde (AUEF 1279 ve AUEF 1287)

saklanmaktadir.

Sekil 3.2. Astrodaucus orientalis bitkisinin herbaryum &rnekleri
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3.2. Ekstraksiyon ve izolasyon Calismalari

3.2.1. Bitkinin Meyvelerinden Metanol Ekstraksiyonun Hazirlanisi

Astrodaucus orientalis bitkisinin meyvelerinden (250 g) toplanip kurutulduktan
sonra toz edildi. Toz edilen numune 8 saat boyunca oda sicakliginda metanol (800 ml)
igerisinde hareketli maserasyona (Maserasyon: Heidolph MR3001) tabi tutuldu. Siire
sonunda siizlilen ekstre kuruluga kadar uguruldu (Rotavapor: Heidolph VV2000,
Almanya) ve bu islem kalan posalar ile 3 kez tekrarlandi. Toplamda 250 g meyveden
47.45 g metanol ekstresi elde edildi. Metanollii ekstreden bir kismi biyolojik aktivite
calismalari i¢in ayrildiktan sonra kalan ekstre izolasyon calismasinda kullanildi.

3.2.2. Izolasyon ¢alismalar

3.2.2.1. Kolon Kromatografisi

Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinin 25 g’1 kolon kromatografisine
uygulandi. Kuru yonteme gore doldurulan kolona silika jel emdirilerek kurutulan toz
halindeki ekstre eklendi. Kullanilan kolonun ve dolgu maddesinin 6zellikleri asagidaki
gibidir:

Kolon boyu: 52.7 cm

Kolon i¢ ¢ap1: 6.8 cm

Dolgu maddesi: Silika jel 70-230 Mesh (Merck-737, Almanya)

Diklorometan ile eliisyona baglandi ve polarite %S5’lik oranlarda metanol
eklenmesi suretiyle artirilarak devam edildi. Metanol oran1 %100’e ulastiktan sonra farkl
bilesik gelmeyinceye kadar bir siire daha eliisyona devam edildi ve %100 metanol ile
bitirildi. Elde edilen fraksiyonlari ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edildikten
sonra benzer icerige sahip oldugu diisiiniilenler birlestirildi. Diklorometan: metanol:
65:35 solvan sisteminde ¢oken bilesikler metanolde ¢ozdiiriilerek silikajel kolona tatbik

edildi. Tekrar diklorometan ile eliisyona baslandi ve polarite %2’lik oranlarda metanol
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eklenmesi ile devam edildi. Boylece fraksiyon 75-91 (diklorometan: metanol: 58:42) ile

“Umbelliferon” bilesigi elde edildi.

3.2.2.2.izole Edilen Umbelliferon Bilesiginin Yap1 Tayini

Saflastirilan UMB bilesiginin yapisi spektroskopik yontemle tayin edildi.

NMR Spektrometrisi

Bilesiklerin ddtoro metanol (CD3sOD) icinde hazirlanan ¢dzeltinin *H-NMR ve

13C-NMR, HMBC, HMQC, COSY, TOCSY spektrumlar1 Atatiirk Universitesi Fen

Fakiiltesi’nde bulunan Varian Mercury 400 MHz, NMR Spektrometre cihazi kullanilarak

alindi.

3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Calismamiz, hiicre kiiltiirti yontemlerini kullanilarak in vitro kosullarda SH-SY5Y

insan noéroblastom hiicre hatt1 Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji

stoklarindan kullanilmis olup Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji

A.B.D. hiicre kiiltiirii labaratuarinda gerceklestirilmistir.

3.3.1. Hiicre Kiiltiirii Deneyinde Kullamlan Kimyasallar, Cihazlar ve

Malzemeler

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

CIHAZLAR MARKA
CO;’ 1i inkiibator Esco
Otomatik mikropipetler (10, 20, 100, 200, Eppendorf
1000 pL lik)

Laminar air Flow Esco

Otoklav Leica

Invert Floresan Mikroskop Leica ebq 100-04
Distilator Thermo
Santrifuj Allegra X-30R
Steril kiiltiir kaplar1 (flask 25-75°1ik) Corning

Cok kuyucuklu kiiltiir plateleri (6,96°11k) Corning

0.22 pm PVDF filtre Merck

Enzim Bagli Immiinosorbent Deneyi Biotek

(ELISA) Cihaz1 (Spektrofotometre)
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Tablo 3.2. Deneyde kullanilan kimyasal maddeler

MADDE MARKA
Dulbecco's Modified Eagle's medium Sigma
(DMEM) F12

Dimetil stilfoksit (DMSO) Sigma
Fosfat Tamponu (PBS) Sigma
Fotal Sigir Serum(FBS) Sigma
L-Glutamine Sigma
Pen-strep soliisyonu Sigma
Tripsin-EDTA Sigma
(Ethylenediaminetetraacetic acid)

MTT [3-(4,5-Dimethyldiazol-2-Y1)-2,5 Sigma

Diphenyl Tetrazolium Bromid]

3.3.2. SH-SYS5Y Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

UMB’un sitotoksite, oksidatif stres lizerine etkilerinin gosterilmesi amaglanan bu
calismada hiicre kiiltiiri yontemlerini kullanilarak in vitro kosullarda yapildi.
Calismamizda noéroblastom modeli olarak SH-SYSY hiicre hatti kullanildi. In vitro
kosullarda ger¢eklestirilen hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan besi ortami hiicrelerin
biiyiiyebilmeleri, yasayabilmeleri ve proliferasyonu i¢in uygun olan gerekli maddeleri
icermeleri gerekir. Bu nedenle bu ¢alismada, %10 FBS, %1 L-glutamin, 100 IU/ml
penisilin ve 10 mg/ml streptomisin iceren DMEM F12 besi ortami1 kullanildi.

SH-SYS5Y hiicrelerinde oncelikle sirasi ile hiicrelerin ¢oziilmesi, ¢ogaltilmasi,
pasajlanmasi1 ve dondurulmasi gibi rutin hiicre kiiltlir basamaklar1 gerceklestirildi.

3.3.2.1. SH-SYSY Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi

%10 DMSO ile dondurulmus SH-SY5Y insan noroblastom hiicreleri igeren
kriyotiipler s1v1 azottan ¢ikarilip ¢oziinmesi igin birkag dakika 37°C de %5 CO;’lik etiive
koyuldu. DMSO’nun hiicre canlilig1 {izerinde negatif etkisi bulundugundan zarar gérme
stirecisini azaltmak amaciyla hizl bir sekilde besi ortami ilave edilip 1500 g’de 5 dakika

santrifiij edildi. Daha sonra, siipernatant uzaklastirilip ve ¢dken hiicrelerin iizerine 5 ml
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DMEM F12 besi yeri eklenip 25 cm?’ lik flasklara almarak etiivde (37°C, %95 nem ve
%5 COy) inkiibasyona birakildi.

3.3.2.2. SH-SYSY Hiicrelerinin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

Etiivde (37°C, % 95 nem ve % 5 CO; igeren) inkubasyona birakilan SH-SY5Y
noroblastom hiicreleri iki giine bir besi ortamlar1 degistirilerek ¢ogaltildi. Tiim flask
yiizeyini kaplayan hiicrelerin canliligin1 korumak ve devamliligini saglamak i¢in pasaj
yapildi. SH-SY5Y hiicreleri monolayer hiicrelerdir. Bu nedenle bu hiicreleri pasajlamak
icin ilk olarak yapistiklar1 yiizeyden ayrilmalar1 gerekir. Bu nedenle, flask i¢inde bulunan
besi ortami alinarak flasklar PBS ile yikandi. Yikama isleminin ardindan flask igine
tripsin ilave edilip, 5 dakika boyunca inkiibatérde bekletildi. Tiim hiicreler kalktiktan
sonra, lizerine besi ortami ilave edilip santrifiij tiipii icerisine alinip 1500 g’de 5 dakika
stireyle santrifuj edildi. Daha sonra siipernatant uzaklastirilip ¢éken hiicrelerin {izerine 1
ml besi yeri eklendi. Hiicrelerin homojen olarak dagilabilmeleri saglandi ve 75 cm?” lik
flasklara ekim yapildi. Hiicrelerin yiizeye yapisip tiremeye devam edebilmeleri igin
flasklar etiivde (37°C, %95 nem ve %5 COg) inkiibasyona birakildi ve gogalmalari
saglandi.

3.3.2.3. SH-SYSY Hiicrelerinin Dondurulmasi

Flask ylizeyinde yapismis halde bulunan hiicrelere tripsinizasyon islemi
uygulandiktan sonra flask ylizeyinden kaldirildi ve iizerine besi ortami eklenerek 1500 g’
de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santifuj edildikten sonra siipernatant uzaklastirilip
¢Oken hiicrelerin iizerine 9:1 oraninda (%10’ luk), serum: DMSO karisimindan olusan
ortam eklendi. 1,5 ml’ lik kriyotiiplere i¢ine koyularak 6nce -80 °C’ye daha sonra da sivi
azot tankina kaldirilan hiicrelerin dondurulma iglemi tamamland.

Rutin hiicre kiiltiir basamaklar1 gerceklestikten sonra asagidaki deney prosediirii

asamalar1 gerceklestirildi;
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e Hiicrelerin sayilmasi ve 96’11k plakalara ekilmesi
e Astrodaucus orientalis (L.) Drude ekstresi ve umbelliferon uygulanmasi ve
MTT sitotoksisite testlerinin ¢aligilmasi

e Total oksidan ve antioksidan diizeylerine bakilmasi

e Verilerin istatistiksel analizlerin yapilmasi

3.3.3. SH-SY5Y Hiicrelerinin Sayilmasi ve 96’lik Plakalara Ekilmesi

Flask ylizeyini tamamen kaplayan hiicreler 3 dakika boyunca etiiv igerisinde
tripsinizasyon islemine tabi tutuldu. Hiicreler flask ylizeyinden ayrildiktan sonra falkona
alinarak 5 dakika 1500 g’de santrifuj edildi. Santrifiij sonras1 olusan siipernatant ortamdan
uzaklastirilarak ¢oken hiicreler tizerine 1 mL besi ortami eklenerek hiicrelerin homojen
bir sekilde medyum icerisinde dagilmasi saglandi. Homojen sekilde dagilan hiicrelerden
100 puL alinadi ve tizerine 400 uL PBS maddesi eklendi en son 1 pL tripan maviside
eklenerek 5 kat diliie edildi. Thoma laminda canli hiicrelerin sayimi yapmak amaciyla bu
homojen karigimdan 10 pL alindi ve lama konularak sayim yapildu.

Tripan mavisi hiicrelerin sayilmasini kolaylastirmak amaciyla kullanilmaktadir ve
sadece olii hiicrelerin membranlarindan gegebilir. Olii hiicreler mavi (boya almuis) olarak
gortiliirken canli hiicreler (boya almamis) renksizdirler. Hiicre sayimi thoma lamina
konularak gerceklestirildi. Hiicre siispansiyonu, mikro pipetler yardimiyla sayma
odacigina aktarildi. Karelerin {i¢li cizgilerle ¢cevrelenmis oldugu merkezi bolmelerde
mevcut olan hiicreler sayilirken kose ¢izgilerinde olan hiicreler sayima dahil edilmez.

Thoma laminda toplam sayim hacmi = 0.00025 mm?® x 400 = 0.1 mm®diir. 8!
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Sekil 3.3. Thoma lam1

Bu alandaki tiim hiicreler sayilirsa (N):

1 mL yani Imm?*’ teki hiicre sayis1 = N x DF x10* olarak hesaplanir.

DF= Diliisyon Faktorii

N=0.1mm?** te mevcut hiicre say1s1

Deney standardizasyonunu saglamak amaciyla tiim deney basamaklarinda hiicre
sayimlar1 yapildi. Hiicreler, her kuyucukta 5x10° hiicre bulunacak sekilde 96 kuyucuklu
plakalara ayr1 ayr1 ekildi.

3.3.4. Astrodaucus orientalis (L.) Drude Ekstresi ve Umbelliferon
Uygulanmasi ve MTT Sitotoksisite Testlerinin Calisilmasi

MTT analizi suda eriyebilir bir bilesik olan MTT’ yi canli hiicrelerce mavi mor

renkli formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir. (Sekil 3.2.)

@ Enzymatic reduction _NH
e T e
=] - a
BrS g N \{ /
5
34, S-dimethylthiazol-2-yi)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide {22 4E)-5-{4 5-dimethylhiazol-2-yl}-1 3-diphanylformazan
(MTT) (formazan)

Sekil 3.4. MTT’ nin formazana doniigiimii
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Kullanilan boya suda ¢oziinebilme o6zelligine sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde
boyanin yogunlugu spektrofotometre ile verilen dalga boylarinda okutulabilmektedir.
Aktif hiicrelerin sayisi ile formazan olusumu, ile orantilidir, boylece bir cok 6rnegin hizli
bir sekilde ¢alisilip sonuglarinin degerlendirilmesine avantaj saglamaktadir.

SH-SY5Y noéroblastoma hiicreleri 24 saat 37°C’de %5 CO: igeren ortamda
inkiibasyona birakildiktan sonra hiicrelere ¢esitli konsantrasyonlarda Astrodaucus
orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresi (her bir kuyucukta final konsantrasyonu
101-10® mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde) ve Astrodaucus orientalis (L.) Drude
meyve metanol ekstresinden izole edilen UMB (her bir kuyucukta final konsantrasyonu
10-1000 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde) uygulandi ve hiicre canlilig1 tizerinde 24
ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkisi MTT kiti ile Giretici firmanin (Cayman Chemical, Ann
Arbor, M1, USA) kullanim talimatina gére uygulandi. . Steril PBS i¢inde hazirlanan stok
MTT solusyonundan %10’luk konsantrasyonda 96 kuyucuklu plaklara ilave edildi.
37°C’de %5 COz igeren ortamda 4 saat inkubasyona birakildiktan sonra 100 uhL DMSO
ilave edilerek formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saglandi. Formazan absorbanst ELISA
reader MicroQuant, Reader, BioTek, Winooski, VT, USA) ile 570 nm dalga boyunda
degerlendirildi.

3.3.5. Total Oksidan ve Antioksidan Diizeylerine Bakilmasi

Organizmanin canlilig1 siiresince olugan metabolik ve fizyolojik siirecler boyunca
reaktif nitrojen ve oksijen tiirleri aciga cikar. Boylece organizmada zararli oksidatif
reaksiyonlar ortaya ¢ikar. Olusan oksidatif reaksiyonlar enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan ortamdan uzaklagtirilir.

Farkli ozelliklerde ki oksidan tiirlerin serum (plazma) konsantrasyonlarini
laboratuarlarda ayr1 ayr1 6lgme imkanimiz vardir. Fakat bu 6l¢timler, pahali, zaman alan,

yogun ig giicli gerektiren ve karmasik teknikleri olan bir durumdur. Bu sebeple bir
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numunenin toplam oksidan ve antioksidan durumu 6lgiilmesi pratikte daha yararl ve daha
dogru sonuglarin alinmasina saglar. Total oksidan diizeyi (TOS) 6l¢limiiniin prensibi
sOyle aciklanabilir; 6rnegin i¢cindeki oksidanlarin ferr6z iyon selatdr kompleksinin ferrik
iyona doniisiinii ger¢eklesmesi ve bunun da asidik bir ortamda kromojenle reaksiyona
girip absorbans artigina sebep olmasidir. Spektrofotometrik olarak izledigimiz absorbans
artis1 Ornekteki oksidan molekiillerle dogru orantilidir. Total antioksidan testinin
calismasindaki temel prensip; numune igeriginde yer alan mavi-yesil renkli ABTS [2,2’-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-siilfonik  asit)] radikallerinin renksiz formatta
radikallere c¢evrilmesi temeline dayanmaktadir. Total oksidan ve antioksidan seviye
Olclimiiniin bir¢ok avantajlar1 vardir. Bunlari siralayacak olursak, kolay uygulanabilmesi,
giivenilir ve duyarli olmasi, kisa siirmesi, yiiksek dogrusallik gdstermesi, serum ve
plazma 6rnekleriyle, beyin omurilik sivisi, plevra sivisi, amnion s1visi, semen plazmasi,
idrar ve tiikriik gibi viicut sivilarinda, doku 6rneklerinde calisilabilmesini siralayabiliriz.

3.3.5.1. Total Oksidan Diizeyine Bakilmasi

Serum TOS diizeyi -80° de bekletilen serum &rnekleri kullamlarak solid faz
sandwich enzim immunoassay (ELISA) prensibine dayanan TOS (REELASSAY) hazir
Olgim kiti kullanilarak yapildi. Standart soliisyonlari hazirlandi. 96 ‘lik kuyucuklu
plaklara her kuyucuga 300 pL reagent 1°den koyuldu. Uzerine ilk iki kuyucuga hazirlanan
standart sollisyonundan, diger kuyucuklara her numuneden 2 kuyucuk olacak sekilde 45
puL numune eklendi ve ELISA Reader ile 530 dalga boyunda okunan degerler 1.
Absorbans olarak kaydedildi. Ardindan her kuyucugun iizerine 15 pL reagent 2 eklenerek
10 dakika karanhik ortamda inkiibasyona birakildi. Inkubasyonu takiben 530 dalga
boyunda okunan degerler 2. Absorbans olarak kaydedildi.

Her kuyucuktaki A absorbans 6rnek (Ornegin 2. Absorbans degeri — 6rnegin 1.

Absorbans degeri) ve A absorbans standart (Std’in 2. Absorbans degeri — Std’in 1.
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Absorbans degeri) degerleri hesaplandi. Daha sonra TOS degeri asagidaki formiille
hesaplandi1 ve sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi. Elde edilen
absorbans degerleri umol H2O2 Equiv./L cinsinden tespit edildi.

A absorbans O0rnek

TOS Degeri = x 20

A absorbans standart

3.3.5.2. Total Antioksidan Diizeyine Bakilmasi

Serum total antioksidan diizeyi (TAS) diizeyi -80° de bekletilen serum &rnekleri
kullanilarak solid faz sandwich enzim immunoassay (ELISA) prensibine dayanan TAS
(REELASSAY) hazir 6l¢iim kiti kullanilarak yapildi. Standart soliisyonlar1 hazirlandi. 96
‘lik kuyucuklu plaklarda her kuyucuga 300 pL reagent 1°den koyuldu. Uzerine ilk iki
kuyucuga hazirlanan standart soliisyonundan, sonra iki kuyucuga H20, diger kuyucuklara
ise her numune i¢in 2 kuyucuk olacak sekilde 18 pL numunelerden eklendi. ELISA
Reader ile 660 dalga boyunda okunan degerler 1. Absorbans olarak kaydedildi. Ardindan
her kuyucugun iizerine 45 pL reagent 2 eklenerek 10 dakika karanlik ortamda
inkiibasyona birakildi. Inkubasyonu takiben 660 dalga boyunda okunan degerler 2.
Absorbans olarak kaydedildi.

Her kuyucuktaki, A absorbans &rnek (Ornegin 2. Absorbans degeri — drnegin 1.
Absorbans degeri), A absorbans H>O (H20’un 2. Absorbans degeri — H2O’un 1.
Absorbans degeri) ve A absorbans standart (Std’in 2. Absorbans degeri — Std’in 1.
Absorbans degeri) degerleri hesaplandi. Daha sonra TAS degeri asagidaki formiille
hesaplandi1 ve sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi. Elde edilen

absorbans degerleri mmol Trolox Equiv./ L cinsinden tespit edildi.

[(A abs H20) - (A abs 6rnek)]
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TAS Degeri = x 20
[(A abs H20) - (A abs std)]

3.3.6. Verilerin Istatistiksel Analizlerin Yapilmasi

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS 20.0 software programi (SPSS
Inc,Chicago, Illinois, USA) kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatistik olarak
ortalama+tstandart sapma kullanildi. Gruplar aras1 karsilagtirmalarda One-Way ANOVA,
Tukey ve Duncan ¢oklu karsilastirma testleri uygulandi. %95 giiven araliginda 0.05'in

altindaki p degerleri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresi elde edildi ve bu ekstreden UMB
izole edildi. Elde edilen Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresi ve
UMB’un sitotoksite etkileri ve oksidatif stres tizerine etkileri ndroblastom hiicre dizininde
calisildi. Bu model i¢in SH-SY5Y insan noroblastom hiicreleri kullanildi

4.1. Umbelliferonun Bilesiginin NMR Degerleri

Krem rengi toz, CoHsOs. 3C NMR (100 MHz, CDCl3) § 162.37 (C-2), 110.90 (C-
3), 144.58 (C-4), 129.33 (C-5), 113.13 (C-6), 161.77 (C-7), 102.04 (C-8), 155.85 (C-9),
111.76 (C-10). *H NMR (400 MHz, CDCls) & 6.17 (1H, d, J = 9.3 Hz, H-3), 7.79 (1H, d,
J =9.3 Hz, H-4), 7.34 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-5), 6.74 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-6), 6.65 (1H,

s, H-8). ESIMS m/z 163.24 [M*H]".
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Sekil 4.1. Umbelliferonun *3C-NMR (CDCls, 100 MHz) spektrumu®
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Sekil 4.2. Umbelliferonun *H-NMR (CDCls, 400 MHz) spektrumu

LEFT{50)

T T T T T T T T T T T T g T T T T T T T T T
200 450 480 170 160 150 440 430 120 410 400 90 &0 TO €0 G0 40 30 20 10 4 ppm

DEFT {133}

.

SE—

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 480 970 460 450 140 430 120 190 00 90 B0 O &0 5O 40 30 o W0 O ppm

Sekil 4.3. Umbelliferonun DEPT (CDCls, 100 MHz) spektrumu®®
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Sekil 4.5. Umbelliferonun 2D-H-3C-Heteroniikleer COSY (HMQC) spektrumu®
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Sekil 4.6. Umbelliferonun 2D-1H-13C-Heteroniikleer COSY (HMBC) spektrumu®

4.2. Sitotoksisitenin Belirlenmesi

4.2.1. Astrodaucus orientalis Meyve Metanol Ekstresi Sitotoksisitesinin
Belirlenmesi

SH-SY5Y noroblastom hiicre serisinde ¢esitli konsantrasyonlarda kullanilan
Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresinin (her bir kuyucukta final
konsantrasyonu 107%-10° mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde) 24-72 saatlik
inkiibasyonu takiben sitotoksisitesi MTT testi ile degerlendirildi ve 24 ve 72. saatteki
sitotoksisite sonuglari sirasiyla sekil 4.7 ve sekil 4.8°de gosterildi. MTT sonuglarina gore

ICso konsantrasyonu 72. saatte 102 mg/mL olarak belirlendi.
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MTT 24h

120

100
80
60
40
20

Hiicre Canlihgi (%)

K DMSO 10°¢ 1075 10 107 107 10™

Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresi
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Sekil 4.7. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinin
24 saat inkiibasyonunu takiben MTT Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin
yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi. (K: kontrol, 102-10® mg/mL: Astrodaucus
orientalis meyve metanol ekstresine maruz kalan SH-SY5Y insan néroblastom hiicre
dizini konsantrasyonlart )

MTT 72h
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Sekil 4.8. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinin
72 saat inkiibasyonunu takiben MTT Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin
yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi. (K: kontrol, 101-10"°® mg/mL: Astrodaucus
orientalis meyve metanol ekstresine maruz kalan SH-SY5Y insan noroblastom hiicre
dizini konsantrasyonlari )
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4.2.2. Astrodaucus orientalis Meyve Metanol Ekstresinden izole Edilen
Umbelliferonun Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

SH-SYS5Y insan noroblastom hiicre serisinde ¢esitli konsantrasyonlarda kullanilan
Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinden izole edilen UMB’un (her bir
kuyucukta final konsantrasyonu 10-1000 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde) 24-72
saatlik inkiibasyonu takiben sitotoksisitesi MTT testi ile degerlendirilmis ve 24 ve 72.
saatteki sitotoksisite sonuglari sirastyla sekil 4.9. ve sekil 4.10.’da gosterilmistir. MTT

sonuglarina gore 1Csp konsantrasyonu 72. saatte 250 uM olarak belirlenmistir.

180
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40
20
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Umbelliferon Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.9. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinden izole edilen umbelliferonun 24 saat inkiibasyonunu takiben MTT Testi ile
degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi. (C:
kontrol, 10-1000 pM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan néroblastom hiicre
dizini konsantrasyonlart )
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Sekil 4.10. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinden izole edilen umbelliferonun 72 saat inkiibasyonunu takiben MTT Testi ile
degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi. (K:
kontrol, 10-1000 pM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan nroblastom hiicre
dizini konsantrasyonlar1)

4.3. Oksidatif Stres indeksinin Belirlenmesi

4.3.1. Astrodaucus orientalis Meyve Metanol Ekstresi Total Oksidan
Seviyesinin Belirlenmesi (TOS)

SH-SY5Y noroblastom hiicre serisinde oksidan stresin roliinii arastirmak igin
cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresini
(her bir kuyucukta final konsantrasyonu 10-10® mg/mL konsantrasyonlarda olacak
sekilde) sectigimiz deneyde total oksidan diizeyi 24-72 saatlik inkiibasyonu takiben
ELISA prensibine dayanan TOS hazir 6l¢lim kiti kullanilarak degerlendirildi ve 24 ve 72.
saatteki TOS diizeyleri sirastyla sekil 4.11 ve 4.12°de gosterildi. TOS sonuglarina gore;

yiiksek konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresinin

TOS diizeyini arttirdig1, bu artisin istatiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi (p>0.05).
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TOS 24h
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Astrodaucus orientalis (L.) Drude Meyve Metanol Ekstresi
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TOS pmol H202 Equiv./mg

Sekil 4.11. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinin 24 saat inkiibasyonunu takiben ortalama total oksidan seviyesi (K: kontrol,
10110 mg/mL: Astrodaucus orientalis Drude meyve metanol ekstresine maruz kalan

SH-SY5Y insan noroblastom hiicre dizini konsantrasyonlari )

TOS 72h

o P N W B~ O O

TOS pmol H202 Equiv./mg

K DMSO 107 1075 10 107 107 107"
Astrodaucus orientalis (L.) Drude Meyve Metanol Ekstresi
Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.12. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinin 72 saat inkiibasyonunu takiben ortalama total oksidan seviyesi (K: kontrol,
101-10® mg/mL: Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresine maruz kalan SH-
SY5Y insan noroblastom hiicre dizini konsantrasyonlari )
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4.3.2. Astrodaucus Orientalis Meyve Metanol Ekstresi Total Antioksidan
Seviyesinin Belirlenmesi (TAS)

SH-SY5Y noroblastom hiicre serisinde oksidan stresin roliinii arastirmak igin
cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresini (her bir
kuyucukta final konsantrasyonu 10-10°% mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde)
sectigimiz deneyde total antioksidan diizeyi 24-72 saatlik inkiibasyonu takiben ELISA
prensibine dayanan TAS hazir 6l¢tim kiti kullanilarak degerlendirildi ve 24 ve 72. saatteki
TAS diizeyleri sirastyla sekil 4.13 ve 4.14°de gosterildi. TAS sonuglarina gore; yiiksek
konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinin TAS diizeyini
azalttign goriildii. Sadece 10 mg/mL konsantrasyonda uygulanan ekstrenin TAS

diizeyini kontrole gore istatiksel olarak anlamli derecede azalttig1 tespit edildi (p<0.05).

TAS 24h
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S 8-
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K  DMSO 107 10°° 107 107 107 107
Astrodaucus orientalis (L.) Drude Meyve Metanol Ekstresi
Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.13. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinin 24 saat inkiibasyonunu takiben ortalama total antioksidan seviyesi (*:
p<0.05: istatiksel olarak kontrole gore anlamlilik; K: kontrol, 102-10® mg/mL: A.

orientalis meyve metanol ekstresine maruz kalan SH-SY5Y insan néroblastom hiicre
dizini konsantrasyonlart )

37



TAS 72h

N
ol
)

pmol Trolox Eq/ mg

[
10 10* 107 1072 10™
Astrodaucus orientalis (L.) Drude Meyve Metanol Ekstresi
Konsantrasyonu (mg/mL)

K DMSO 10°

Sekil 4.14. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinin 72 saat inkiibasyonunu takiben ortalama total antioksidan seviyesi (K:
kontrol, 10"2-10 mg/mL: Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresine maruz

kalan SH-SY5Y insan noroblastom hiicre dizini konsantrasyonlari )

4.3.3. Astrodaucus Orientalis Meyve Metanol Ekstresinden Izole Edilen

Umbelliferonun Total Oksidan Seviyesinin Belirlenmesi (TOS)

SH-SY5Y noroblastom hiicre serisinde oksidan stresin roliinii arastirmak ig¢in
cesitli konsantrasyonlarda UMB’nin (her bir kuyucukta final konsantrasyonu 10-1000
uM konsantrasyonlarda olacak sekilde) sectigimiz deneyde total oksidan diizeyi 24-72
saatlik inkiibasyonu takiben ELISA prensibine dayanan TOS hazir 6l¢iim kiti kullanilarak
degerlendirildi ve 24 ve 72. saatteki TOS diizeyleri sirasiyla sekil 4.15 ve 4.16’de
gosterildi. TOS sonuglarina gore; yiiksek konsantrasyonlarda UMB’nin TOS diizeyini

arttirdig, bu artisin istatiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi (p>0.05).
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TOS 24h
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Sekil 4.15. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinden izole edilen umbelliferonun 24 saat inkiibasyonunu takiben ortalama total
oksidan seviyesi (K: kontrol, 10-1000 uM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan
noroblastom hiicre dizini konsantrasyonlari )
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Sekil 4.16. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinden izole edilen umbelliferonun 72 saat inkiibasyonunu takiben ortalama total
oksidan seviyesi (K: kontrol, 10-1000 uM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan

noroblastom hiicre dizini konsantrasyonlart )
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4.3.4. Astrodaucus Orientalis Meyve Metanol Ekstresinden Izole Edilen
Umbelliferonun Total Antioksidan Seviyesinin Belirlenmesi (TAS)

SH-SY5Y noroblastom hiicre serisinde oksidan stresin roliinii arastirmak igin
cesitli konsantrasyonlarda UMB’nin (her bir kuyucukta final konsantrasyonu 10-1000
uM konsantrasyonlarda olacak sekilde) sectigimiz deneyde total antioksidan diizeyi 24-
72 saatlik inkiibasyonu takiben ELISA prensibine dayanan TAS hazir 6l¢iim kiti
kullanilarak degerlendirildi ve 24 ve 72. saatteki TAS diizeyleri sirasiyla sekil 4.17 ve
4.18’de gosterildi. TAS sonuglarina gore; yiiksek konsantrasyonlarda UMB’nin TAS

diizeyini azalttig1, bu azalmanin istatiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi (p>0.05).

TAS 24h
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Sekil 4.17. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol
ekstresinden izole edilen umbelliferonun 24 saat inkiibasyonunu takiben ortalama total

antioksidan seviyesi (K: kontrol, 10-1000: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan
noroblastom hiicre dizini konsantrasyonlari )
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Sekil 4.18. Cesitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis Drude meyve metanol

ekstresinden izole edilen umbelliferonun 72 saat inkiibasyonunu takiben ortalama total
antioksidan seviyesi (K: kontrol, 10-1000 uM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y
insan noroblastom hiicre dizini konsantrasyonlari )
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5. TARTISMA

Noroblastom, ¢ocukluk caginda en sik karsilasilan solid timérlerden biridir. bu
hastaliga kars1 gelistirilmis mevcut tedavilerin cevap oranlar1 oldukga diisiiktiir ve son
yillarda yapilan ¢alismalara gore noroblastomlu hastalarda sag kalim orani ancak %50
civarindadir. Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi islemler ile birlikte uygulanan tedavilere
ragmen tatmin edici diizeyde cevap alinamamaktadir. Bu nedenle ndroblastom
tedavisinde de alternatif yeni tedavi arayislarina gidilmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda bitkisel kokenli bilesikler birgok hastaligin tedavisinde ve prognozunun
azaltilmasinda oldukca Onem kazanmistir. Fakat elde edilen bu bilesiklerin ilag
hazirlanmasinda etkin madde olarak kullanilabilmesi i¢in ilk olarak klinik dncesi (preklinik)
caligmalarinin yapilmasi gerekmektedir. Son zamanlarda yapilan in vitro ve preklinik
calismalar sonucu kumarin tiirevi bilesiklerin antikanser ve oksidatif hasar iizerine etki
gosterdigi bildirilmistir.®10

Calismamizda SH-SY5Y insan noroblastom hiicre hatti kullanarak hiicre
6liimiinden sorumlu olabilecek ve bize yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 151k
tutabilecek alternatif tedavi yontemleri bulmay1 hedeflemekteyiz. Literatiirde bir¢cok
kanser hatti tizerinde sitotoksik ve oksidan etkisi gosterilen Astrodaucus orientalis (L.)
Drude ve UMB’nin SH-SY5Y insan noéroblastom hiicre hatt1 tizerine etkisini gosteren
calisma tesbit edilememistir.> 8 Bu amacla ¢alismamizda, SH-SY-5Y né&roblastom
hiicre hatt1 tizerinde Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresi ve bu ekstreden elde
edilen UMB’nin sitotoksik ve oksidatif hasar tizerinde etkileri aragtirilmustir.

MTT analizi yaygin olarak, hiicre 6liimiinii tetikleyen mitokondriyal ve lizozom
membranlarinda meydana gelen hasar nedeniyle test edilen (kanser) hiicrelerin sitotoksik
potansiyelini degerlendirmek ve yasayabilirligini 6l¢gmek amaciyla kullanilan testlerden

biridir.2* Bu nedenle ¢alismamizda SH-SY5Y insan noroblastom hiicre hatt1 {izerine
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Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresi ve bu ekstreden elde edilen
UMB’nin olas1 sitotoksik etkisi kalorimetrik bir yontem olan MTT analizi ile
degerlendirilmistir. Ayrica hiicre kiiltiirlerinden elde edilen silipernatanlardan oksidatif
hasar tizerine etkileri TAS-TOS analizleri ile belirlenmistir.

Cesitli bitki ekstrelerinin ve bu ekstrelerden elde edilen kumarin tiirevi bilesiklerin
antikanser ve sitotoksik etkileri cesitli kanser hatlar1 lizerinde Rhodiola crenulata
ekstraktlarinin insan néroblastom hiicreleri tizerindeki anti-neoplastik potansiyellerinin
degerlendirildigi bir ¢calismada, MYCN amplifikasyonuna sahip bir insan ndroblastom
hiicre dizisi olan néroblastom-1691 hiicreleri {izerinde Rhodiola crenulata ekstraktinin
onemli sitotoksik etkileri gdzlemlenmistir.>® Bir baska calismada SH-SYS5Y hiicre hatti
tizerinde Paris polyphylla bitkisi kullanilarak bu bitkinin anti-tiimor etkisinin olup
olmadig1 arastinlmis ve sonugta hiicreleri apoptotik yolaga sokarak hiicre
proliferasyonunu azalttig1 tespit edilmistir.?® Benzer sekilde bir calismada ise bergamot
esansiyel yaginin SH-SYSY hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etki gdsterdigi
kamitlanmistir.%¢ Moringa oleifera tohumlarindan elde edilen Morinjin ekstresinin de SH-
SYS5Y  hiicrelerinin gelisimini durdurdugu ve hiicreleri apoptoza siiriikledigi
gdzlemlenmisti.¥” Bunlarin yani sira yaygin kullamlan kemoterapotik ajanlar arasinda
bulunan doksorubisin, kurkumin ile kombine kullanilmasi ile doksorubisinin anti kanser
etkisini artird131,%® baska bir ¢alismada ise AKT ve Foxo3a genlerinin inhibisyonu ile
noroblastom hiicrelerini apoptoza yonelttigi tespit edilmistir.®® Benzer sekilde, bu
calismada da, Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresi SH-SY5Y insan
noroblastom hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisi incelenmis ve Astrodaucus orientalis
meyve metanol ekstresi uygulamasindan 24 saat ve 72 saat sonra Slgiillen MTT analiz
sonuclarimiza gore yiiksek konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore hiicre canliliini

azalttig1 ve 1Cso konsantrasyonu 72. saatte 102 mg/mL olarak tespit edilmistir.
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UMB, farmakolojik olarak aktif bir ajan olan 7-hidroksikoumarin tiirevi bir
bilesiktir. Sekonder metabolitlerle farkli bitkilerde bulunan UMB, insanlar tarafindan ilag
ve besin takviyesi olarak yaygin sekilde tiiketilmektedir.”* UMB’nin antikanser ve
sitotoksik etkileri gesitli kanser hatlar1 iizerinde gosterilmistir. Finn ve ark.”®, kumarin
ekstresinin insan malign melanom hiicrelerinde mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) yolunu ve melanogenezini diizenledigini gostermislerdir. Jayakumar ve ark.””
ise, UMB’den elde edilen kumarin ekstresinin radyasyona maruz kalma sonucunda
meydana gelen genotoksik etkileri ve saglikli dokularda apoptozu azalttigini tespit
etmislerdir. UMB'nun prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki kemoprotektif etkisinin
arastirlldigr bagka bir calismada, primer evre (LnCap) ve son evre (PC3) prostat
kanserlerinin apoptozisin indiiklenmesi ve hiicre sikliisliniin durmasi tizerindeki degisim
Western blot analizi kullanilarak calisilmis ve calismada 50,100 ve 200 pM
konsantrasyonlarda UMB kullanilmistir. UMB uygulamasindan 48 saat sonra MTT
analizi yapilmis ve en yiiksek konsantrasyonda hiicre canliliginda azalmanin anlamli
olarak meydana geldigi tespit edilmistir.®® Kandil S. ve ark.*! tarafindan yapilan bir
calismada ise 7-siibstitlie edilmis UMB tiirevlerinin potansiyel olarak faydali androjen
reseptOr antagonisti olduklar1 gosterilmistir. Bu bilesigin insan prostat kanseri hiicre
hattinda (22Rv1) submikromolar inhibe edici aktiviteye sahip oldugu ve prostat kanseri
tedavisinde klinik olarak kullanilan anti-androjenlerden bikalutamide gore 50 kat,
enzalutamide gore 30 kattan fazla iyilestirme potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir.
Ilging bir sekilde, bu bilesik, insan meme kanseri hiicre hatti iizerinde (MCF-7) de daha
1yi aktivite gosterdigi farkli bir ¢alismada gosterilmistir. Mevcut ¢calismada ise UMB’nin
doz araligim1 daha genis tutarak farkli konsantrasyonlar arasi olas1 degisiklikleri SH-
SY5Y insan noroblastom hiicre hattinda gozlemlemeyi planladik. Bu amagla 10-1000 uM

konsantrasyonlarda UMB hiicrelere verilmistir. 24 ve 72 saat inkiibasyonu takiben
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sitotoksik etkisini incelemek amaciyla MTT analizi kullanilmistir. MTT analiz
sonuglarimiza gore ise yiiksek konsantrasyonlarda UMB’nin kontrol grubuna goére hiicre
canliligini azalttig1 ve 1Cso konsantrasyonu 72. saatte 250 uM olarak belirlenmistir.

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS) artisina bagli olarak meydana gelen
doku hasarinin gostergesidir. ROS’lar viicutta endojen ve ekzojen yolla siirekli olarak
iiretilmekte ve hiicre i¢i uyarilma ve hiicre i¢i yikimi gibi ¢esitli fizyolojik siireclere neden
olmaktadir.®? ROS’lar tarafindan olusturulan oksidan etki antioksidan savunma sistemi
tarafindan bloke edilir ve bu durum fizyolojik kosullarda normal denge halinde
stirdiiriiliir. Serbest radikallerin artmasi veya antioksidanlarin azalmasi sonucu, serbest
radikallerle antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif strese
ve oksidatif hasara neden olmaktadir.% %

ROS, hiicre membranlarina ve protein, lipid, lipoprotein, DNA gibi diger yapilara,
hidroksil radikali ve peroksinitrit 6zellikle hiicre membranlarina ve lipoproteinlere zarar
verir. Notralize edilemeyen ROS ile baslayip, kontrol edilemeyen hiicresel ve molekiiler
degisikliklere kadar ilerleyen siire¢ kanser gibi ciddi hastaliklarin gelisiminde biiyiik rol
oynar.%> 9

Bitkilerle tedavi, modern tibbin antik ¢aglardan iyilestirilmesi i¢in geleneksel bir
siirectir.”% Bitkisel ilaglarin kullanimi diinya genelinde artmaktadir ve bazi olumsuz
etkileri olmasina ragmen, tiiketiciler geleneksel bitkisel ilaglarin giivenli olduguna
inanmaktadir.” Giiniimiizde, anti-nérodejeneratif hastaliklar potansiyeli ile kumarinlerin
izolasyonunda kullanilabilecek mahsul ve tibbi bitkiler arasinda dogal kumarin
kaynaginin aranmasi uygun olacaktir.'% Kumarin tiirevlerinin, anti-enflamatuar,
antioksidan olmak iizere ¢ok sayida terapotik uygulamaya sahip oldugu ve bazilarinin

anti-kanser ajanlar olarak aktif oldugu bildirilmisgtir.10%192
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UMB, farmakolojik olarak aktif bir ajan olan 7-hidroksikoumarin tiirevi bir
bilesiktir ve saglikla ilgili gesitli kosullara kars1 (kanser hiicreleri, pro-oksidanlar ve
reaktif oksijen tiirleri nedeniyle olusan dejeneratif hastaliklar ve mikrobiyal enfeksiyonlar
gibi) farmakolojik aktiviteler sergiledigi gosterilmistir.”® 7,12-dimetiloenz antrasen
kaynakli oral karsinojenezde UMB'nin glikokonjugatlar ve immiinolojik belirtegler
tizerindeki etkinligi arastirildigi bir ¢alismada, UMB’nin bukkal dokularin yiizeyinde
karsenogenez sirasinda olusan anormal yapilart ortadan kaldirdigi ve kanserogenezi
tetikleyen 7,12-dimetilbenz’e kars1 sitokeratin ekspresyonunu artirdigi boylece de kanser
hiicrelerinin glikoprotein sentezini ve glikosiltransferaz aktivitesini inhibe ettigi tespit
edilmistir.”® Benzer sekilde 7,12- dimethylbenz kaynakli oral karsinojenezde UMB'nin
lipid peroksidasyonu, antioksidan ve ksenobiyotik metabolizmasi lizerinde doza duyarl
etkinligi arastirilmis. Sonugta 7,12-dimetilbenz grubunda yiiksek timor hacmi, timor
yiikii ve asir1 mutant p53, PCNA ve siklin D1 ekspresyonu ile %100 timor olusumu
gozlemlenmistir. 7,12-dimetilbenz ile muamele edilmis hamsterlere viicut agirligimnin 30
mg/kg dozunda UMB oral yoldan verilmesi sonucunda timoér olusumunun tamamen
Oonlenmis ve plazma, karaciger ve bukkal mukozadaki biyokimyasal markorlerin
durumunu diizelttigi gosterilmistir. Bu nedenle, bu ¢alisma UMB'nin deneysel oral
karsinogenezde azalmis hiicre proliferasyonu ve indiiklenen apoptoz ile faz I ve faz II
detoksifikasyon sistemi lizerinde modiile edici etkisinin yani sira giiclii kemopreventif,
anti-lipid peroksidatif ve antioksidan potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.'%
Wang ve ark.1% tarafindan yapilan bir baska calismada, UMB’nin insan renal karsinomu
tizerinde PI3Ky'nin pl110y katalitik alt iinitesinin diizenlenmesi yoluyla antitimor
aktivitesi tizerinde etkisi arastirllmig ve sonugta UMB’nin konsantrasyon artigsina bagli
olarak hiicre proliferasyonunu azalttigin1 ve apoptotik olaylar1 indiikledigini ortaya

konulmustur. EK olarak UMB, oksidatif stresi artirarak, GO / G1 fazindaki hiicre
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dongiisiinii de durdurmakta ve muhtemelen oksidatif DNA hasari yoluyla insan oral
karsinomu (KB) hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir.’%® Yu ve ark. *° ise UMB’nin
HepG2 hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin S fazinda durmasina neden oldugunu tespit
etmislerdir. HepG2 kanser hiicrelerinde meydana gelen 6liimiin nedenini; UMB’nin
apoptozu indiiklenmesi, hiicre dongiisiinii durdurmasi ve DNA fragmantasyonu yoluyla
bir antikanser ajan olarak islev gérmesine baglamaktadirlar.*® Mevcut ¢alismada da,
oksidatif hasar iizerine etkisini degerlendirmek i¢in TAS-TOS analizini kullanilmistir.
MTT analizlerimizle korele bir sekilde TOS seviyesinde yiikselis TAS seviyesinde ise bir
diisiis gozlemlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada da literatiirle uyumlu sekilde, doz artisina
bagli olarak oksidatif stresin arttig1 ve bdylece hiicrede 6liim meydana geldigi tespit
edilmistir. Literatiir calismalarindan da anlasilacag: iizere muhtemel hiicresel 6liimlerin

nedeni hiicre dongiisiinde meydana gelen aksakliklardan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

SH-SY5Y hiicre hatt1 {izerinde yaptigimiz ¢alismalar sonucunda literatiirde heniiz
calisiilmamis olan Astrodaucus orientalis metanol ekstresi ve bu ekstreden izole edilen
UMB kullanarak hiicre canliligi, TOS-TAS diizeyi incelenmistir Astrodaucus orientalis
metanol ekstresi ve UMB’nin yiiksek konsantrasyonlarinin hiicre canliligini anlamli bir
sekilde azalttig1 tesbit edilmistir. Yine MTT testi ile uyumlu olarak oksidatif stresi
arttirdigi gézlemlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore Astrodaucus orientalis (L.)
Drude metanol ekstresi ve UMB’nin SH-SY5Y hiicre hatt1 iizerinde anti-kanser etkisinin
bulundugu tespit edilmistir. Elde ettigimiz bu veriler, UMB’nin tek basina ve/veya
kombine olarak kemoterapotik ilaglara alternatif olarak  kullanilabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, gelecekte mevcut sonuglari dogrulamak icin
Astrodaucus orientalis metanol ekstresi ve UMB’nin ndroblastom tizerindeki anti-kanser
etkisini kesin olarak kanitlamaya yonelik in vivo calismalarin yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.
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