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ÖZET 

Astrodaucus Orientalis (L.) Drude Meyve Metanol Ekstraktının ve Umbelliferonun 

SH-SY5Y İnsan Nöroblastom Hücre Hattı Üzerine Etkilerinin Araştırılması 

Amaç: Nöroblastom, çocuklarda kansere bağlı ölümlerin yaklaşık % 15’ini 

oluşturan, beyin dokusu içerisinde hızlı bir şekilde yayılabilen tümörlerinden biridir. 

Türkiye’de “Gımmi, havyıldız” adıyla bilinen Astrodaucus Drude (Apiaceae) cinsi, 

Türkiye ve İran’da gıda maddesi olarak tüketilmektedir. Bu bitkiden izole edilen 

Umbelliferon (UMB) bir kumarin türevi bileşiktir ve anti-oksidan, anti-kanser, anti-

inflamatuvar ve nöroprotektif etkileri bulunmaktadır. Bu çalışmada, A. orientalis (L.) 

Drude’nin meyvelerinden metanol ekstresinin elde edilmesi, bu ekstreden UMB izole 

edilmesi ve ekstre ile birlikte UMB’un SH-SY5Y insan Nöroblastom hücrelerinde 

sitotoksite ve oksidatif stres üzerine etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot: Astrodaucus orientalis meyvelerinin metanol ekstresi 

hareketli maserasyon ile elde edildi ve metanol ekstresinden kolon kromatografisi ile 

UMB bileşiği izole edildi. İzole edilen UMB’un yapısı, spektroskopik yöntemler (1D, 

2D-NMR ve HRESIMS) ile belirlendi. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

F12’inde büyütülmüş SH-SY5Y hücrelerine elde edilen ekstrenin (10-1-10-6 mg/mL) ve 

UMB’un (10 µM-1 mM) farklı doz aralıkları eklenerek 24 ve 72 saat süreyle inkübasyona 

bırakıldı ve daha sonra hem ekstrenin hem de UMB’un SH-SY5Y insan nöroblastom a 

hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi zamana ve doza bağlı olarak MTT yöntemi ile 

ölçüldü. Reaktif oksijen türlerinin üretimini değerlendirmek için ise total oksidan düzeyi 

(TOS) ve total antioksidan düzeyi (TAS) analizleri gerçekleştirildi.  

Bulgular: MTT analiz sonuçlarına göre, Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen UMB’un  IC50 konsantrasyonları, sırasıyla 72. 

saatte 10-2 mg/mL ve 250 µM olarak belirlendi. TAS ve TOS analiz sonuçlarına göre ise 

antioksidan seviyeyi, yüksek konsantrasyonlarda hem bitki ekstresinin hem de UMB’un 

azalttığı gözlendi. 

Sonuç: Bu çalışmada SH-SY5Y insan Nöroblastom hücrelerinde Astrodaucus 

orientalis meyve metanol ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen UMB’un sitotoksik ve 

oksidan etkileri olduğu tespit edildi. Elde ettiğimiz bu veriler ışığında UMB’un tek başına 

veya diğer ilaçlar ile kombinasyonu halinde nöroblostom tedavisinde kemoterapötik 

ilaçlara alternatif olarak kullanılabileceği sonucuna varıldı. 

Anahtar Kelimeler: Astrodaucus orientalis, hücre kültürü, nöroblastom,  

umbelliferon 
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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, havyıldız" in Turkey, is consumed as food in Turkey 

and Iran. Umbelliferone (UMB) ısolated 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 (10-1-10-

6 mg / mL) and UMB (10 µM-1 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, IC50 concentrations of fruit methanol 

extract of A. orientalis and UMB isolated from this extract were determined respectively 

as 10-2 mg / mL and 250 µM 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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1. GİRİŞ 

Nöroblastom, adrenal medulla ve sempatik ganglionlarda görülen, nöral 

hücrelerden köken alan pediatrik bir tümördür. Nöroblastom, çocukluk çağında sıklıkla 

gözlenen ve tüm pediatrik kanser ölümlerinin yaklaşık %15' inden sorumlu olan 

ekstrakranial bir tümördür. Nöroblastom tedavisi mümkün olsa da kötü prognozludur ve 

sağ kalım oranı düşüktür.  Nöroblastomun sağ kalım oranının düşük olması ve etkili bir 

farmakolojik tedavinin bulunmamasından dolayı bilim insanları Nöroblastom için yeni 

tedavi stratejilerinin geliştirilmekte ve alternatif bir tedavi arayışı içindedir. Bitkisel 

kökenli bileşiklerin birçok hastalığın tedavisinde ve prognozunun azaltılmasında etkin 

olduğunu gösteren çok sayıda çalışma mevcuttur. Bu bağlamda, tüm dünyada, 

nöroblastomu da içeren farklı hastalıkların tedavi protokollerinde bitkisel kökenli 

bileşiklerin yer alması ile ilgili araştırmalar giderek önem kazanmaktadır.  

Astrodaucus orientalis (L.) Drude İran’ın farklı bölgelerinde yetişen Apiaceae 

familyasına ait bir bitkidir. Bu aromatik bitki birçok kumarin bileşiklerini içermekte ve 

İran ve Türkiye'nin bazı bölgelerinde salata, sebze ve gıda katkı maddesi olarak 

tüketilmektedir.  Fenolik bileşiklerin geniş bir yelpazesini oluşturan kumarinler genellikle 

bitkilerden elde edilmekte ve bu bileşiklerin antioksidan, antitüberküloz, antikanser, 

antibakteriyel ve antienflamatuvar gibi birçok etkiye sahip olduğu bilinmektedir. 

Kumarin bileşiklerinden biri olan Umbelliferon (UMB), 7-hidroksikumarin ve beta-

umbelliferon adları ile de anılır.  UMB’un özellikle antioksidan etkisinin olduğu 

bilinmekte ve bu anti-oksidan özelliğinden dolayı bazı biyokimyasal yolaklarını bloke 

ederek antikanser özellik gösterdiğini belirten çeşitli çalışmalar mevcuttur. Astrodaucus 

orientalis yapraklarından hazırlanan ekstrelerin MCF7 insan göğüs kanser hücresi ve Hep 

G2 hepatosellüler kanser hücresi üzerine antikanser etkisi olduğu rapor edilmiştir. 

Kumarin türevi bir bileşik olan UMB’nun hepatosellüler kanser hücresi üzerine 
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antioksidan ve antikanser etkisini gösteren çalışmalar mevcut olmasına rağmen, SH-

SY5Y nöroblastom hücreleri üzerine antikanser ve antioksidan aktivitelerini 

değerlendiren herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

Bu bilgilerin ışığı altında, bu çalışmada, Astrodaucus orientalis meyvesinden 

metanol ekstresinin elde edilmesi, bu ekstreden UMB izole edilmesi ve SH-SY5Y 

Nöroblastom hücre hattı kullanılarak, elde edilen ekstre ve UMB’nun sitotoksisite ve 

oksidatif hasar üzerindeki etkilerinin incelenmesi amaçlanmaktadır.    
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser, genetik ve çevresel koşulların etkisi altında hücrelerin hızlı ve kontrolsüz 

bölünmesi ve çoğalması sonucu meydana gelen kompleks bir hastalıktır. İnsan 

vücudundaki sağlıklı hücreler, vücudun ihtiyacına göre yeni hücreler oluşturmak 

amacıyla sürekli olarak bölünür ve büyürler. Hücreler yaşlanmaya başladıkça, çeşitli 

sinyaller ve yolaklar ile programlı bir şekilde ölmekte ve yerini yeni hücrelere 

bırakmaktadırlar. Ancak kanser hücrelerinde kromozomal anormallikler ve genomik 

kararsızlık (instabilite) göstermelerinden dolayı, hücre çoğalması, programlı hücre ölümü 

(apoptoz) ve hücre-hücre bağlantılarını kontrol eden özel genlerde mutasyonlar meydana 

gelmektedir. Bunun sonucu hücrenin anormal bir şekilde çoğalmasına neden olmaktadır.1 

Bu anormal oluşumlar sonucunda hücrede, translokasyon, anöploidi, kromozom kaybı, 

DNA (Deoksiribo nükleik asit) çoğalması (amplifikasyonu) ve delesyonlar gibi oldukça 

önemli ve büyük genetik kusurların oluşumu gözlemlenir. Oluşan bu yeni hücreler 

kontrolsüz bölünme göstererek tümör oluşumunu başlatırlar. 2 

Tümörlerin diğer dokulara ve organlara yayılması durumuna bağlı olarak bening 

(iyi huylu) ve malign (kötü huylu) olmak üzere iki ana gruba ayrılmaktadırlar. Benign 

tümörler, çevre dokulara veya vücudun farklı bölgelerine yayılma özelliği göstermeden, 

oluştukları bölgelerde kalma eğilimi göstermelerine rağmen malign tümörler çevre 

dokulara veya kan ve lenf dolaşım sistemi aracılığıyla vücudun diğer bölgelerine 

taşınarak çoğalmaları (metastaz) ile karakterize edilmektedirler.1, 3  Oluşan tümörlerin 

yayılması ise kanser ölümlerinin %90'ını oluşturmaktadır. 4 

Gelişen tanı ve tedavi yöntemlerine rağmen kanser, günümüzün en önemli sağlık 

problemleri arasında bulunmaktadır ve kardiyovasküler sisteme ait hastalıklardan sonra, 

sebebi bilinen ölüm nedenleri arasında ikinci sırada yer almaktadır.5 Uluslararası Kanser 
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Araştırması Ajansı’nın 2018 yılında yayınlamış olduğu verilerine göre; dünya çapında 

kanser vakalarının 18,1 milyona ve kansere bağlı ölüm oranını 9,6 milyona yükseldiği 

ortaya konulmuştur. Dünyadaki morbidite ve mortalitenin önemli nedenlerinden biri 

olduğu belirtilen raporda, her 5 erkekten 1’inde ve her 10 kadından 1'inde kanser teşhisi 

konulduğu vurgulanmaktadır. Bunun yanı sıra kanser teşhisi konulmuş her 8 erkekten 1’i 

ve her 11 kadından 1’i hayatını kaybetmektedir. Yine Uluslararası Kanser Araştırması 

Ajansı verilerine göre 5 yıllık kanser prevelansının 43.8 milyon olduğu tahmin 

edilmektedir.6 Türkiye’de de kanser gelişim sıklığı dünya ile paralellik göstermektedir.7 

2.1.2. Apoptoz  

Apoptoz; belirli bir uyaran ile aktifleşen, hücreler arası ilişkilerde gerek 

duyulmayan, işlevselliğini kaybetmiş, biyolojik görevini yerine getirmiş ve görevi 

tamamlanmış hücrelerin ortadan kaldırılmasını sağlayan ve hücre büyümesinde önemli 

bir role sahip olan programlı hücre ölümüdür.2 Apoptoza uğrayan hücrelerde; kromatin 

yoğunlaşması, nükleer parçalanma ve nükleozomal enzimler tarafından DNA 

parçalanması gibi morfolojik ve biyokimyasal değişiklikler meydana gelmektedir.8, 9 

Apoptozun indüksiyonu apoptotik reseptörlerin uyarılması (ekstrinsik yol) ve 

mitokondriyal uyaranlar (intrinsik yol) olmak üzere iki ana yolak tarafından aktive 

edilmektedir.10 

Apoptoz, doku homeostazında ve zararlı hücrelerin uzaklaştırılmasında önemli bir 

role sahiptir.11 Apoptoza uğrayan hücre sayısının normalden fazla olması ya da hücrelerin 

apoptoza hiç uğramaması organizma için oldukça tehlikeli sonuçların doğmasına neden 

olmaktadır. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, bu dengenin bozulmasının birçok 

hastalığın patogenezinde rol oynadığı tespit edilmiştir.12 Kanser hücrelerinde, hücre 

proliferasyonu ve hücresel ölüm arasındaki homeostazi bozulmakta ve hücreler apoptozu 
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gerçekleştirecek ölüm sinyallerini alamamaktadırlar. Bu durum, apoptotik yolakların 

herhangi bir adımında meydana gelen problemden kaynaklanmaktadır.13 

Çoğu kanser hücresi, apoptozdan kurtulmak için, antiapoptotik moleküllerin 

seviyesini artırarak veya proapoptotik hücre ölüm komponentlerinin inaktivasyonunu 

sağlayarak, çeşitli mekanizmalar geliştirmektedir. Genellikle, bu mekanizmalar; 

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

2. Kaspaz enzime ait işlevlerin değişmesi ya da azalma,  

3. Reseptör yolaklarında meydana gelen bozulma, 

4. İnhibitör apoptoz protein ailesi moleküllerine ait genlerin 

ekspresyonlarında artışın gözlemlenmesi,  

5. p53 geninde meydana gelen defektler ve mutasyonlardır. (Şekil 2.1) 

 

Şekil 2.1. Apoptotik yolak 11 Bid ve Bax: Bcl-2 ailesi üyeleri; t-Bid: Bid’in c-terminal 

bölgesinin kesilerek oluşan aktif formu; Apaf-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktör-

1; Apoptozom: dATP, sitokrom-c ve Apaf-1’den oluşan çoklu protein kompleksi.  
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2.1.3. Beyin Tümörleri 

Beyin dokularında meydana gelen anormal ve kontrolsüz büyüme sonucunda 

beyin tümörleri oluşmaktadır.14,15 Beyin tümörleri primer ve sekonder olmak üzere iki 

ana gruba ayrılmaktadırlar. Primer beyin tümörü genellikle nöroglial dokudan, beynin 

kendi kan damarlarından, hipofizden, meninkslerden ve kaynak dokuya göre adlandırılan 

sinir liflerinden köken alarak beyinde başlar. Beyinde lenfatik kanallar bulunmadığından 

dolayı metastaz görülme sıklığı düşüktür. Metastaz gözlenen primer beyin tümörlerinde, 

genellikle beyin omirilik sıvısı (BOS), serebral kandolaşımı, kranial cerrahi ve yapay 

shuntlar aracılığıyla diğer dokulara yayılım gözlenmektedir16. Sekonder beyin tümörü 

diye adlandırılan metastatik beyin tümörü ise, vücudun herhangi bir yerinde başlayıp daha 

sonra beyine yayılma eğilimi göstermektedir.17-20 Özellikle arteriyel dolaşım aracılığıyla 

yayılan göğüs, akciğer, kolon, pankreas, böbrek ve cilt kanserleri sekonder beyin 

tümörüne neden olmaktadır. 

Beyin tümörlerinin görülme sıklığı diğer kanser türlerine nazaran daha az olmakla 

birlikte özellikle çocuklar başta olmak üzere ölüm oranı oldukça yüksek olan bir kanser 

türüdür.12 2015 yılına ait verilere göre, Amerika Bileşik Devletleri’nde beyin tümörleri, 

tüm kanser olgularının yaklaşık %1.5’lik kısmını oluşturduğu gösterilmiştir. Ayrıca 

yapılan birkaç çalışmaya göre, Amerika da her yıl 100.000 insanın yaklaşık olarak 

yirmisinde beyin tümörü tanısı konmaktadır.21,22 

2.1.3.1. Çocukluk Çağı Beyin Tümörleri 

Santral sinir sistemine ait tümörler erişkinlerde olduğu gibi çocuklarda da en sık 

görülen kanser olguları arasında yer almaktadır.23-25 Çocukluk çağı kanserlerinin 

%20’sini beyin tümörleri oluşturmaktadır.26, 27 Amerika’da yapılan araştırmalara göre 

çocuklarda santral sinir sistemi tümörlerinin görülme oranı 100.000’de 1.12-5.14 arasında 

olduğu tespit edilmiştir.28  2014 yılı Türkiye Kanser İstatistikleri’ne göre ise 0-14 yaş 
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arası erkek çocuklarda merkezi sinir sistemi tümörleri %18.2; kız çocuklarında %18.9 

oranında görülme sıklığına sahip olduğu ve çocukluk çağı kanserleri arasında ikinci 

sırada yer aldığı vurgulanmıştır. Buna ek olarak 15-24 yaş gruplarında bu oran erkeklerde 

%8.3; kızlarda %7.6 ile üçüncü sırada yer almaktadır.29 Bu tümörlerin çoğu malign 

olmakla birlikte 5 yıllık sağ kalım oranı %50’nin üzerine çıkabilmektedir.30 

Çocukluk çağı beyin tümörleri; histopatolojik görünüm, davranış, sitogenez, 

fizyolojik durum ve beyin gelişimi üzerindeki etkileri açısından erişkinlerdeki tümörlere 

göre oldukça farklıdırlar.31 Bu tümörler başlangıç dönemlerinde yerleştikleri bölgeden 

dolayı veya belli bir boyuta ulaşamamalarına bağlı olarak çok belirgin belirti ve bulgular 

göstermeyebilirler. Gösterdiği belirti ve bulguların ise ventriküler tıkanma veya kafa içi 

basıncın artmasından dolayı olduğu düşünülmektedir.32-34 Ayrıca tümörün kafatası gibi 

sınırlı bir alanda büyümesi, tedaviye verdiği yanıtın sınırlı olması ve beynin her 

bölümünün farklı görevi olması nedeniyle, her çocukta tümörün yerleşim yerine bağlı 

olarak bulgularda bireysel farklılıklar gözlemlenmektedir. En sık rastlanan bulgular ise 

sabahları gelen baş ağrısı, bulantı, kusma ve uyuşukluktur.34-37 

Embriyonel dönem çocuk tümörleri beş gruptan oluşmaktadır. Bunlar; 

medullaepitelyom, ependimoblastom, atipik teratoid / rabdoid tümör, medullablastom ve 

supratentoryel primitif nöroektodermal tümörlerdir. Nöroblastom ise supratentoryel 

primitif nöroektodermal tümör grubu içerisinde yer almaktadır.  

2.2. NÖROBLASTOM 

Nöroblastom, embriyonik gelişimin dördüncü haftasında görülmeye başlayan, 

normalde adrenal medulla veya sempatik gangliyonlarda bulunan ve primordial nöral 

krest hücrelerinden köken alan bir kanser türüdür.38 (Şekil 2.2) Çocukluk çağında en sık 

karşılaşılan ekstrakranial solid tümör çeşitlerinden biridir ve görülme sıklığı tüm 

çocukluk çağı tümörlerinin %8-10’unu oluşturmaktadır. Bu sıklık erkek çocuklarında 
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biraz daha fazladır.39,40 Görülme sıklığı 7000 doğum içerisinde 1 ve yaygınlığı 15 yaş altı 

çocuklarda, yıllık milyonda 10.54’tür. Son zamanlarda yapılan olgu çalışmalarında, 

nöroblastoma sahip çocuklarda 5 yıllık sağ kalım oranı, 1 yaş altı dönemde %86’dan 

%95’e ve 1-14 yaş grubu içerisinde %34’ten %68’e yükseldiği gözlemlenmiştir. 5 yıllık 

genel sağ kalım oranı ise %14’ten %52.4’e yükselmiştir.41 

 

 

Şekil 2.2 Nöral krest hücrelerinin göçü ve farklılaşması 9 

Nöroblastom adrenal medulla ve paraspinal veya boyundan pelvise kadar herhangi 

bir düzeydeki paravertebral sempatik gangliyonların bulunduğu periaortik bölgelerden 

kaynaklanmaktadır.42 (Şekil 2.3)  
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Şekil 2.3. Nöroblastomun köken aldığı bölge ve dokular 42 

2.2.1. Semptomlar 

Klinik bulgu ve semptomları tümörün bulunduğu primer bölgeye, metastatik 

duruma veya paraneoplastik sendrom gelişimine bağlı olarak değişiklik göstermektedir.43 

Semptom göstermeyen vakalarda tanı konulması oldukça zordur. Bunula birlikte 

nöroblastomlu çocuklarda ortaya çıkan semptomlar, tümörlerin sayısına ve konumuna 

göre değişmektedir ve hem lokal hem de sistemik semptomları içerebilmektedir. Klinik 

olarak hasta periorbital ekimoz, huzursuzluk, ateş, kemik ağrıları, kilo kaybı mavimsi 

subkutan nodüller gibi belirti ve bulgular gösterebileceği gibi, sadece kitle etkisine bağlı 

olarak bası semptomları (süperior vena kava sendromu, spinal kord basısı, vs.) ile de 

karşımıza çıkabilmektedir. 40 

Nöroblastom tanısı konmuş olan çocuklarda sıklıkla iştahsızlık, buna bağlı olarak 

vücut kitlelerinde azalma, kızarıklık, baş ağrısı, çarpıntı ve hipertansiyon gibi belirtiler 

gözlenmektedir. Bu belirtiler adrenal medullanın kromofin hücrelerinde, beyin ve 
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sempatik nöronlarda sentezlenen adrenalin, norepinefrin ve dopamin (katekolaminler) 

yapımındaki artışa bağlı olarak meydana gelmektedir.  Ayrıca tümörün kemik iliğine 

metastaz yapmasından dolayı anemide gözlenebilmektedir.44 

Nöroblastom ile birlikte bildirilen semptomlardan bazıları da sindirim sistemi 

anormallikleri, nörolojik ve gelişimsel anormallikler, otozomal resesif geçişli ürogenital 

ve kardiyak anomaliler, Turner sendromu ve Beckwith-Wiedemann Sendromu ve fötal 

alkol sendromudur.43-45 

2.2.2. Nöroblastom Histopatolojisi ve Evreleme:  

Periferal nöroblastik tümörler, nöroblastom, ganglionöroblastom ve 

ganglionöromlardan (GNR) meydana gelmektedir. Nöroblastomlar, hiperkromatik 

nükleuslu, dar sitoplazmalı küçük hücrelerden oluşurlar. Bunlar sıklıkla ince 

fibrovasküler semptalarla birlikte gruplar oluşturan tümör hücreleridirler. In vitro 

çalışmalarda 3 farklı tip nöroblastoma hücresi olduğu bulunmuştur. Bunlar; S tip 

Schwannian/ melanoblastik öncül hücreler, N tip nöroblastik hücreler ve I tip kök 

hücrelerdir. Bu hücreleri diğerlerinden ayıran karakteristik özellikler; moleküler 

özellikler ve davranışlarıdır.46 

Nöroblastom vakaları 1988 yılında yeniden gözden geçirilmiş, tümörün boyutu, 

orta çizgiye göre yerleşim yeri, metastatik özelliği ve metastaz derecesi dikkate alınarak 

International Neuroblastoma Staging System- INSS (Uluslararası Nöroblastom Evreleme 

Sistemi) hazırlanmıştır. (Tablo 2.1.) Metastaz gözlenmeyen olgularda cerrahi ile çıkarılan 

tümörün genişliği bu sistemin belirleyici unsurunu oluşturmaktadır. 2004 yılında ise 1988 

yılına ait evreleme sistemi Çocuk Onkolojisine ait Çalışma Gruplarını temsil eden bilim 

insanları tarafından yeniden düzenlenmiş ve bu sistem International Neuroblastoma Risk 

Group Staging System - INRGSS (Uluslararası Nöroblastom Risk Grubu Evreleme 

Sistemi) olarak adlandırılmıştır. (Tablo 2.1) Bu yeni evreleme sisteminde, tümörün 
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cerrahi özellikleri ve tümörün orta çizgiye göre durumu evrelemenin dışında bırakılmış 

ve görüntüleme ile elde ettikleri verilere göre risk faktörleri belirlenmiştir. Bunun yanı 

sıra kemik iliği ve tümörün tedavi edilmeden önceki durumu evrelemede kullanılacak 

özellikler arasında bulundurulmuştur. INRGSS’nin belirlemiş olduğu tümörün 

görüntülenmesi sonucu ortaya çıkabilecek risk faktörleri Tablo 2.2’de gösterilmiştir. 

Lokalize olmuş tümörler bu risk faktörlerinden herhangi birini içermiyorsa L1, en az bir 

risk faktörünü içeriyorsa L2 olarak değerlendirilmektedir. M, metastatik özellik gösteren 

tümörü temsil etmekte ve MS ise eski sistemde 4S evresine eşdeğer olarak kabul 

edilmektedir. 

Tablo 2.1. Nöroblastoma ait uluslararası eski (INSS) ve yeni (INRGSS) evreleme 

sistemleri ve bu sistemlerin karşılaştırması  

INSS 1993 INRGSS 2009 
Evre Tanım Evre Tanım 

1 

 

Tümör lokalize olmuş ve mikroskobik 

kalıntı dışında cerrahi işlem ile tamamen 

çıkarılmıştır. Lenf düğümlerinde ise 

tümörleşme gözlenmez 

L1 Yaşamsal faaliyete sahip organları 

etkilememiş ve tek vücut boşluğunda 

lokalize olan tümör (Görüntüleme ile 

belirlenmiş risk faktörü 

bulunmamıştır)  

2A 

 

Lokalize tümör fakat cerrahi olarak tamamen 

çıkarılmış, aynı bölgede bulunan lenf 

düğümlerinde tümör gözlemlenmemiş 

L2 Bir ya da daha fazla risk faktörü 

taşıdığı görüntüleme sistemi ile 

belirlenmiş ve belirli bir bölgeye 

lokalize olan tümör  

2B 

 

Lokalize olan ve cerrahi işlem ile bir tam 

olarak ya da bir kısmı alınmış tümör, aynı lenf 

düğümlerinde tümörleşme gözlemlenirken, 

karşı tarafta bulunan lenf düğümlerinde ise 

büyüme tespit edilmiş fakat tümör özellikleri 

görülmemiştir. 

  

- 

3 

 

1-Tek bir bölgede yerleşmiş, orta çizgi hattını 

geçmiş ve cerrahi işlem ile çıkartılamaz tümör 

2-Tümör bir bölgede lokalize olmuştur fakat 

karşı tarafta bulunan lenf düğümleri tümör 

özelliği taşımaktadır. 

3-Her iki bölgede de ilerlemiş veya lenf 

düğümüne kadar yayılmış orta çizgi 

tümörüdür 

  

 

- 

4 

 

Uzak bölgede bulunan lenf düğümüne, kemik 

iliğine, kemik, karaciğer, cilt gibi diğer 

organlara kadar (4S evresinde tanımlanan 

özellikler hariç) metastaz göstermiş tümör 

M MS evresi özellikleri hariç uzak 

bölgelerde metastaz yapmış tümör 

4S 

 

1yaş altı olgularda, 1, 2A, 2B evrelerine ait 

bulguların yanı sıra cilt, karaciğer ya da kemik 

iliğine kadar yayılım gösteren tümör 

MS 18 aylık ya da daha küçük çocuklarda 

sadece kemik iliği, cilt ve karaciğer 

gibi organlarda metastatik özellik 

gösteren tümör. 
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2.2.3. Nöroblastom Tedavisi  

Nöroblastom hastalarının tedavisi farklı risk gruplarına göre çeşitlilik 

göstermektedir. Örneğin, yüksek riskli hastaların tedavisi sisplatin, vincristine, 

karboplatin, etoposid ve siklofosfamid içeren yoğun indüksiyon kemoterapi rejimidir.47,48 

İndüksiyon terapisini hematopoetik kök hücrelerin dezenfeksiyonu ve lokal radyoterapi 

ile birleştirilen cerrahi işlemler ve miyeloablatif rejim tedavisi izlemektedir.49-52 

Orta risk grubuna kategorize edilen hastalara, kalan tümör kitlesinin cerrahi 

rezeksiyonu ile devam eden daha hafif kemoterapi verilir. Düşük riskli nöroblastomların 

tedavisi minimal kemoterapiyi içerir ve bazı çocuklar sadece cerrahi ile tedavi edilir veya 

spontan tümör regresyonunun görüldüğü durumlarda tedavi yapılmaz.52-54  

Yüksek riskli olmayan nöroblastom, yeni tanı alan hastaların yarısından biraz 

fazlasını temsil eden düşük ve orta riskli hastalardan oluşan, heterojen bir gruptur. Bu 

grup, MYCN olmayan lokalize tümörlere sahip hastaları ve ayrıca metastatik hastalığı 

olan bebekleri içerir. Sonuçlar sadece çocuklar için gözlem, cerrahi rezeksiyon veya 

cerrahi rezeksiyon ile orta doz kemoterapi gibi değişken tedavi stratejilerini içerir.38 

Yüksek riskli nöroblastomlu çocuklar, nöroblastom teşhisi konan hastaların 

yaklaşık yarısını oluşturmaktadır. Yıllar boyunca yüksek riskli nöroblastomlu hastalar 

için tedavi stratejisinde çeşitli değişiklik olmasına rağmen, bu grup tedavisi en zor 

olanlardan biri olmaya ve kötü sonuçlar vermeye devam etmektedir. yüksek riskli 

nöroblastomlu çocuklar için uzun süreli tedavilere rağmen sağ kalım oranları şu anda 

%40-50 civarındadır. Lokalize, rezeksiyon edilebilir boyutta tümöre sahip olan hastalar 

için, tek başına cerrahi rezeksiyon genel olarak küratiftir ve kemoterapi rezeksiyon 

sonrası relaps olanlar için etkili bir kurtarıcıdır.38 
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2.2.3.1. Nöroblastom Tedavisinde Alternatif Yaklaşımlar  

Modern ve bilimsel tedaviler dışında hastalıkların ortadan kaldırılması amacıyla 

kullanılan birçok tedavi yöntemleri genellikle tamamlayıcı alternatif tıp (TAT) veya 

tamamlayıcı olarak ifade edilen tedavi yöntemlerini içermektedir. Alternatif tedavi, etkisi 

henüz bilimsel olarak kanıtlanmamış, tıbbi bilimlerin geleneksel yöntemleri yerine 

uygulanan tedavi yöntemleridir. Tamamlayıcı tedavi ise, ilaçların yan etkilerini ve 

semptomları azaltmak ya da ortadan kaldırmak, yaşam kalitesini düzeltmek ve psikolojik 

ve fizyolojik olarak hastaya destek sağlamak amacıyla kullanılan tedavi yöntemidir. 

Günümüzde kanser tedavilerinde, alternatif tedavi ve tamamlayıcı tedavi yöntemlerinin 

kullanımı giderek yaygınlaşmaktadır.55 Alternatif ve tamamlayıcı tedavilerinde yaygın 

olarak kullanılan doğal ürünler aracılığıyla kanser hücrelerinin büyümesini engellenmesi, 

metastaz yeteneğini azaltılması, kanser hücresinin apoptotik sürecinin artırılması gibi 

mekanizmalarla bu hastalığın ortadan kaldırılması amaçlanmaktadır.56  

Bitkisel kökenli bileşiklerin birçok hastalığın tedavisinde ve prognozunun 

azaltılmasında etkin olduğu düşünüldüğünden bitkilerden çeşitli yöntemlerle elde edilen 

etkili bileşikler günümüzde oldukça önem kazanmıştır. Nöroblastom tedavisinde de sağ 

kalım oranının düşük olması ve etkili bir tedavinin bulunmamasından dolayı bilim 

insanlarını alternatif bir tedavi arayışına yöneltmiştir. Bu nedenle bitki ekstratları ve etken 

maddeleri ile insan nöroblastom hücre dizisi olan nöroblastom-1691 ve SH-SY5Y hücre 

hatları üzerine çeşitli çalışmalar mevcuttur.57-59 

2.3. Apiaceae Familyasının Türkiye’deki Durumu  

Apiaceae familyası ülkemizde 109 cins ve 450 türle temsil edilmektedir. Ayrıca, 

Apiaceae familyası Türkiye’de en çok cins içeren 3. büyük familyadır.60 
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2.3.1. Apiaceae Familyası Üyelerinin İçerdiği Kimyasal Bileşikler  

Apiaceae familyası kumarin ve uçucu yağ bakımından zengin bir familyadır.61,62 

Ayrıca familyanın bazı üyelerinin flavonoitler, sinnamik asitler, saponinler ve alkaloitler 

taşıdığı rapor edilmiştir.63 

2.3.2. Astrodaucus Drude Cinsinin Sistematikteki Yeri  

Bölüm  : Spermatophyta 

Alt Bölüm : Angiospermae 

Sınıf  : Dicotyledone 

Takım  : Apiales (Umbelliflorae) 

Familya : Apiaceae (Umbelliferae) 

Cins  : Astrodaucus Drude 

2.3.3. Familyadaki Ana Etken Madde Gruplarından Kumarinler 

Kumarinler 2H-1-benzopiran-2-on yapısına sahip fenolik bileşiklerin geniş bir 

sınıfını oluşturmaktadır.64, 65 

2.3.4. Kumarinler ve Biyolojik Aktiviteleri 

Kumarinlerin antienflamatuvar, antibakteriyel, antikoagülan, antifungal, 

antikanser, antihipertansif, antiadipojenik, nöroprotektif, antiviral, sitotoksik, 

antikonvülsan, antitüberküloz, antihiperglisemik, antioksidan, sitokrom P450 inhibitör 

etkileri olup multipl skleroz tedavisinde de kullanıldığı bildirilmiştir.60 

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). Şekik 13, p. 525 (Davis, 1972). Astrodaucus Drude, Nat. 

Pflanzenfam. [Engler & Prantl] 3, 8: 156 (1898) / havyıldız. Lektotip tür: A. orientalis 
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(L.) Drude, (Caucalis orientalis L.), Pimenov & Tikhomirov’a göre: “Novosti Sist. Vyssh. 

Rast. 16: 156 (1979).” 66 

Tek yıllık, gövde dik, tüysüz ve 100 cm uzunluğundadır. Yapraklar çok dar lineer 

parçalı, kısa yumuşak tüylü veya tüysüzdür. Petaller beyaz, 2-2.5 mm uzunluğundadır. 

Meyveler elipsoit- fusiform (iğ şeklinde), hafifçe yassılmış, 3.5-5.2 mm uzunluğunda, 

tüm yüzey papillidir; primer sırtlar 1 sıra basit yayık veya yıldız şeklinde tüylerle kaplı; 

sekonder sırtlar 1 sıra basit yayık şekilli, tüyler gloşit gibi fakat tepede bir kancalı, 

genişlemiş ancak tabanda birleşmemiştir. Çiçeklenme dönemi 5.-8. aylardadır. Tarla, 

bayır, bozkır, yol kenarı gibi yerlerde 350-2700 m. yükseklikte yetişmektedir.67 

Türkiye’de yetişen Astrodaucus cinsi tek türle (Astrodaucus orientalis ile) temsil 

edilmektedir.66 

2.3.6. Bitkinin Halk Arasındaki Kullanımı  

Astrodaucus Drude (Apiaceae) cinsi İran, Irak, Suriye ve Türkiye (Asya) ve 

Ukrayna'ya (Doğu Avrupa) özgüdür.68 Bu aromatik bitki geleneksel olarak İran ve 

Türkiye'nin bazı bölgelerinde salata, sebze olarak tüketilmektedir ve katkı maddesi olarak 

gıdalara katılmaktadır.68 Türkiye'de “Gımmi, havyıldız” 66 ve İran'da ise “Havij-ekohi 

(dağ havucu anlamına gelir)” olarak bilinmektedir.68 

2.4. Umbelliferon Bileşiği 

UMB, farmakolojik olarak aktif bir ajan olan 7-hidroksikoumarin türevi bir 

bileşiktir. (Şekil 2.6) Rutaceae ve Apiaceae (Umbelliferae) bitki familyalarında yaygın 

olarak bulunmaktadır ve en verimli ekstresi metanol kullanılarak elde edilmektedir. 

UMB, aynı zamanda güneşten koruyucu ajan olarak kullanılan bir flüoresan bileşiktir. 

Rezorsinol, malik asit veya etil asetoasetat türevlerinin sülfürik asit veya inorganik asit 

varlığında Pechmann yoğunlaşma reaksiyonu kullanılarak sentezlenmektedir. Aynı 

zamanda diğer kumarinler ve heterosiklikler için bir senfon olarakta kullanılmaktadır.69 



 

16 

 

Şekil 2.4. Umbelliferon 70 

UMB sıcak suda hafif bir çözünürlüğe, etanolde ise yüksek çözünürlüğe sahip 

olan sarımsı beyaz kristalli bir yapıya sahiptir.69 UMB moleküler formülü C9H6O3'tür ve 

kloroformdan yeniden kristalleştirilen iğne kristalleri 224-227°C'de erir. -OH grubu olup 

kriyostat işlemi ile yetiştirilen tek bir kristalin boyutları 5.4 mm 4.2 mm 1.85 mm'dir.71, 

72  

UMB familyası, sanicle, alexander, angelica, asafoetida, kereviz, kimyon, rezene, 

maydanoz ve dev hogweed gibi ekonomik açıdan önemli bitkilerde bulunur. Bitki 

kaynaklı fenolik kumarinlerin meyve ve sebzelerde insan beslenmesinde tüketilmeleri 

nedeniyle diyet antioksidanları olarak rol oynadığı, UMB'nin de antioksidan özelliklere 

sahip olduğu bildirilmiştir.73 

UMB sekonder metabolitlerle farklı bitkilerde bulunur ve insanlar tarafından ilaç 

ve besin takviyesi olarak yaygın şekilde tüketilmektedir.74 Ayrıca UMB'nin, sağlıkla ilgili 

çeşitli koşullara karşı farmakolojik aktiviteler sergilediği gösterilmiştir. Bunlar kanser 

hücreleri, pro-oksidanlar ve reaktif oksijen türleri nedeniyle oluşan dejeneratif hastalıklar 

ve mikrobiyal enfeksiyonlardır.75 Makrofajlar, mezenkimal kök hücre ve insan 

lenfositleri için antioksidan etkilere sahiptir. Bunun yanı sıra, meme ve prostat kanseri 

hücreleri için de anti-kanser etkileri gösterilmiştir.76 
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Günümüzde kanser tedavisinde çeşitli yaklaşımlar bulunmasına ve tedavi 

seçeneklerinin oldukça genişlemesine rağmen nöroblastom tedavisi henüz tam olarak 

yapılamamaktadır ve nöroblastom kanseri teşhisi konulan bireylerde sağ kalım oranı 

oldukça düşüktür. Bitkisel kökenli bileşiklerin birçok hastalığın tedavisinde ve prognozunun 

azaltılmasında etkin olduğu düşünüldüğünden bitkilerden çeşitli yöntemlerle elde edilen 

etkili bileşikler günümüzde oldukça önem kazanmıştır. Fakat elde edilen bu bileşiklerin ilaç 

hazırlanmasında etkin madde olarak kullanılabilmesi, ilk olarak klinik öncesi (preklinik) 

çalışmalarının yapılması gerekmektedir. Bitkisel kökenli kumarin türevi olan UMB’ nin 

farklı kanser hatları üzerine antikanser, antitümöral ve antioksidan etkilerini gösteren 

çeşitli çalışmalar bulunmaktadır.77-79 Ancak UMB’nin SH-SY5Y insan nöroblastom 

hücre hattı üzerine antitümör etkisinin varlığını kanıtlayan bir çalışmaya literatürde 

mevcut değildir. Literatürdeki bu eksiklikten yola çıkarak çalışmamızda Astrodaucus 

orientalis meyve metanol ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen UMB’nin SH-SY5Y 

insan nöroblastom hücre hattı üzerinde sitotoksisite ve oksidatif hasar üzerindeki 

etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Astrodaucus orientalis Bitki Örneklerinin Toplanması 

Astrodaucus orientalis meyveli ve çiçekli dönemlerinde Palandöken Dağı’ndan 

(Erzurum) 2017 ve 2018 yıllarında Dr. Öğr. Üyesi Songül Karakaya tarafından toplanmış 

ve teşhisi Prof. Dr. Hayri Duman tarafından yapılmıştır. Herbaryum örnekleri Atatürk 

Üniversitesi Herbaryum, Eczacılık Fakültesi'nde (AUEF 1279 ve AUEF 1287) 

saklanmaktadır. 

 

Şekil 3.1. Astrodaucus orientalis bitkisinin genel görünüşü80 

 

 

 

 

 

    Şekil 3.2. Astrodaucus orientalis bitkisinin herbaryum örnekleri 
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 3.2. Ekstraksiyon ve İzolasyon Çalışmaları 

3.2.1. Bitkinin Meyvelerinden Metanol Ekstraksiyonun Hazırlanışı 

Astrodaucus orientalis bitkisinin meyvelerinden (250 g) toplanıp kurutulduktan 

sonra toz edildi. Toz edilen numune 8 saat boyunca oda sıcaklığında metanol (800 ml) 

içerisinde hareketli maserasyona (Maserasyon: Heidolph MR3001) tabi tutuldu. Süre 

sonunda süzülen ekstre kuruluğa kadar uçuruldu (Rotavapor: Heidolph VV2000, 

Almanya) ve bu işlem kalan posalar ile 3 kez tekrarlandı. Toplamda 250 g meyveden 

47.45 g metanol ekstresi elde edildi. Metanollü ekstreden bir kısmı biyolojik aktivite 

çalışmaları için ayrıldıktan sonra kalan ekstre izolasyon çalışmasında kullanıldı. 

3.2.2. İzolasyon çalışmaları 

3.2.2.1. Kolon Kromatografisi 

Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinin 25 g’ı kolon kromatografisine 

uygulandı. Kuru yönteme göre doldurulan kolona silika jel emdirilerek kurutulan toz 

halindeki ekstre eklendi. Kullanılan kolonun ve dolgu maddesinin özellikleri aşağıdaki 

gibidir:  

Kolon boyu: 52.7 cm  

Kolon iç çapı: 6.8 cm 

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

Diklorometan ile elüsyona başlandı ve polarite %5’lik oranlarda metanol 

eklenmesi suretiyle artırılarak devam edildi. Metanol oranı %100’e ulaştıktan sonra farklı 

bileşik gelmeyinceye kadar bir süre daha elüsyona devam edildi ve %100 metanol ile 

bitirildi. Elde edilen fraksiyonlari ince tabaka kromatografisi (İTK) ile kontrol edildikten 

sonra benzer içeriğe sahip olduğu düşünülenler birleştirildi. Diklorometan: metanol: 

65:35 solvan sisteminde çöken bileşikler metanolde çözdürülerek silikajel kolona tatbik 

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

“Umbelliferon” bileşiği elde edildi. 

3.2.2.2.İzole Edilen Umbelliferon Bileşiğinin Yapı Tayini 

Saflaştırılan UMB bileşiğinin yapısı spektroskopik yöntemle tayin edildi. 

NMR Spektrometrisi 

Bileşiklerin dötoro metanol (CD3OD) içinde hazırlanan çözeltinin 1H-NMR ve 

13C-NMR, HMBC, HMQC, COSY, TOCSY spektrumları Atatürk Üniversitesi Fen 

Fakültesi’nde bulunan Varian Mercury 400 MHz, NMR Spektrometre cihazı kullanılarak 

alındı. 

3.3. Hücre Kültürü Çalışması 

Çalışmamız, hücre kültürü yöntemlerini kullanılarak in vitro koşullarda SH-SY5Y 

insan nöroblastom hücre hattı Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Farmakoloji 

stoklarından kullanılmış olup Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Farmakoloji 

A.B.D. hücre kültürü labaratuarında gerçekleştirilmiştir. 

3.3.1. Hücre Kültürü Deneyinde Kullanılan Kimyasallar, Cihazlar ve 

Malzemeler  

Tablo 3.1. Deneyde kullanılan cihazlar ve sarf malzemeler 

CİHAZLAR  MARKA  

CO2’ li inkübatör  Esco  

Otomatik mikropipetler (10, 20, 100,   200, 

1000 μL’ lik)  

Eppendorf 

Laminar air Flow  

Otoklav 

Esco 

Leica 

İnvert Floresan Mikroskop  Leica ebq 100-04  

Distilatör  

Santrifuj 

Thermo  

Allegra X-30R  

Steril kültür kapları (flask 25-75’lik)  Corning  

Çok kuyucuklu kültür plateleri (6,96’lık)  

0.22 μm PVDF filtre 

Corning 

Merck 

Enzim Bağlı İmmünosorbent Deneyi 

(ELISA) Cihazı (Spektrofotometre)  

Biotek 
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Tablo 3.2. Deneyde kullanılan kimyasal maddeler 

MADDE  MARKA  

Dulbecco's Modified Eagle's medium 

(DMEM) F12  

Sigma 

Dimetil sülfoksit (DMSO)  Sigma 

Fosfat Tamponu (PBS) 

Fötal Sığır Serum(FBS) 

L-Glutamine 

Pen-strep solüsyonu 

Tripsin-EDTA 

(Ethylenediaminetetraacetic acid) 

MTT [3-(4,5-Dimethyldiazol-2-Yl)-2,5 

Diphenyl Tetrazolium Bromid] 

Sigma  

Sigma  

Sigma  

Sigma 

Sigma 

 

Sigma 

 

3.3.2. SH-SY5Y Hücrelerinin Kültüre Edilmesi 

UMB’un sitotoksite, oksidatif stres üzerine etkilerinin gösterilmesi amaçlanan bu 

çalışmada hücre kültürü yöntemlerini kullanılarak in vitro koşullarda yapıldı. 

Çalışmamızda nöroblastom modeli olarak SH-SY5Y hücre hattı kullanıldı. In vitro 

koşullarda gerçekleştirilen hücre kültürü çalışmalarında kullanılan besi ortamı hücrelerin 

büyüyebilmeleri, yaşayabilmeleri ve proliferasyonu için uygun olan gerekli maddeleri 

içermeleri gerekir. Bu nedenle bu çalışmada, %10 FBS, %1 L-glutamin, 100 IU/ml 

penisilin ve 10 mg/ml streptomisin içeren DMEM F12 besi ortamı kullanıldı.  

SH-SY5Y hücrelerinde öncelikle sırası ile hücrelerin çözülmesi, çoğaltılması, 

pasajlanması ve dondurulması gibi rutin hücre kültür basamakları gerçekleştirildi. 

3.3.2.1. SH-SY5Y Hücrelerinin Çözdürülmesi 

%10 DMSO ile dondurulmuş SH-SY5Y insan nöroblastom hücreleri içeren 

kriyotüpler sıvı azottan çıkarılıp çözünmesi için birkaç dakika 370C de %5 CO2’lik etüve 

koyuldu. DMSO’nun hücre canlılığı üzerinde negatif etkisi bulunduğundan zarar görme 

sürecisini azaltmak amacıyla hızlı bir şekilde besi ortamı ilave edilip 1500 g’de 5 dakika 

santrifüj edildi. Daha sonra, süpernatant uzaklaştırılıp ve çöken hücrelerin üzerine 5 ml 
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DMEM F12 besi yeri eklenip 25 cm2’ lik flasklara alınarak etüvde (37°C, %95 nem ve 

%5 CO2) inkübasyona bırakıldı.  

3.3.2.2. SH-SY5Y Hücrelerinin Çoğaltılması ve Pasajlanması 

Etüvde (37oC, % 95 nem ve % 5 CO2 içeren) inkubasyona bırakılan SH-SY5Y 

nöroblastom hücreleri iki güne bir besi ortamları değiştirilerek çoğaltıldı. Tüm flask 

yüzeyini kaplayan hücrelerin canlılığını korumak ve devamlılığını sağlamak için pasaj 

yapıldı. SH-SY5Y hücreleri monolayer hücrelerdir. Bu nedenle bu hücreleri pasajlamak 

için ilk olarak yapıştıkları yüzeyden ayrılmaları gerekir. Bu nedenle, flask içinde bulunan 

besi ortamı alınarak flasklar PBS ile yıkandı. Yıkama işleminin ardından flask içine 

tripsin ilave edilip, 5 dakika boyunca inkübatörde bekletildi. Tüm hücreler kalktıktan 

sonra, üzerine besi ortamı ilave edilip santrifüj tüpü içerisine alınıp 1500 g’de 5 dakika 

süreyle santrifuj edildi. Daha sonra süpernatant uzaklaştırılıp çöken hücrelerin üzerine 1 

ml besi yeri eklendi. Hücrelerin homojen olarak dağılabilmeleri sağlandı ve 75 cm2’ lik 

flasklara ekim yapıldı. Hücrelerin yüzeye yapışıp üremeye devam edebilmeleri için 

flasklar etüvde (37°C, %95 nem ve %5 CO2) inkübasyona bırakıldı ve çoğalmaları 

sağlandı. 

3.3.2.3. SH-SY5Y Hücrelerinin Dondurulması  

Flask yüzeyinde yapışmış halde bulunan hücrelere tripsinizasyon işlemi 

uygulandıktan sonra flask yüzeyinden kaldırıldı ve üzerine besi ortamı eklenerek 1500 g’ 

de 5 dakika boyunca santrifüj edildi. Santifuj edildikten sonra süpernatant uzaklaştırılıp 

çöken hücrelerin üzerine 9:1 oranında (%10’ luk), serum: DMSO karışımından oluşan 

ortam eklendi. 1,5 ml’ lik kriyotüplere içine koyularak önce -80 °C’ye daha sonra da sıvı 

azot tankına kaldırılan hücrelerin dondurulma işlemi tamamlandı.  

Rutin hücre kültür basamakları gerçekleştikten sonra aşağıdaki deney prosedürü 

aşamaları gerçekleştirildi; 
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 Hücrelerin sayılması ve 96’lık plakalara ekilmesi 

 Astrodaucus orientalis (L.) Drude ekstresi ve umbelliferon uygulanması ve 

MTT sitotoksisite testlerinin çalışılması 

 Total oksidan ve antioksidan düzeylerine bakılması 

 Verilerin istatistiksel analizlerin yapılması 

3.3.3. SH-SY5Y Hücrelerinin Sayılması ve 96’lık Plakalara Ekilmesi  

Flask yüzeyini tamamen kaplayan hücreler 3 dakika boyunca etüv içerisinde 

tripsinizasyon işlemine tabi tutuldu. Hücreler flask yüzeyinden ayrıldıktan sonra falkona 

alınarak 5 dakika 1500 g’de santrifuj edildi. Santrifüj sonrası oluşan süpernatant ortamdan 

uzaklaştırılarak çöken hücreler üzerine 1 mL besi ortamı eklenerek hücrelerin homojen 

bir şekilde medyum içerisinde dağılması sağlandı. Homojen şekilde dağılan hücrelerden 

100 µL alınadı ve üzerine 400 µL PBS maddesi eklendi en son 1 µL tripan maviside 

eklenerek 5 kat dilüe edildi. Thoma lamında canlı hücrelerin sayımı yapmak amacıyla bu 

homojen karışımdan 10 µL alındı ve lama konularak sayım yapıldı.   

Tripan mavisi hücrelerin sayılmasını kolaylaştırmak amacıyla kullanılmaktadır ve 

sadece ölü hücrelerin membranlarından geçebilir. Ölü hücreler mavi (boya almış) olarak 

görülürken canlı hücreler (boya almamış) renksizdirler. Hücre sayımı thoma lamına 

konularak gerçekleştirildi. Hücre süspansiyonu, mikro pipetler yardımıyla sayma 

odacığına aktarıldı. Karelerin üçlü çizgilerle çevrelenmiş olduğu merkezi bölmelerde 

mevcut olan hücreler sayılırken köşe çizgilerinde olan hücreler sayıma dahil edilmez. 

Thoma lamında toplam sayım hacmi = 0.00025 mm3 x 400 = 0.1 mm3'dür. 81 
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Şekil 3.3. Thoma lamı 

Bu alandaki tüm hücreler sayılırsa (N): 

1 mL yani 1mm3’ teki hücre sayısı = N х DF x104 olarak hesaplanır.  

DF= Dilüsyon Faktörü  

N=0.1mm3’ te mevcut hücre sayısı  

Deney standardizasyonunu sağlamak amacıyla tüm deney basamaklarında hücre 

sayımları yapıldı. Hücreler, her kuyucukta 5x103 hücre bulunacak şekilde 96 kuyucuklu 

plakalara ayrı ayrı ekildi. 

3.3.4. Astrodaucus orientalis (L.) Drude Ekstresi ve Umbelliferon 

Uygulanması ve MTT Sitotoksisite Testlerinin Çalışılması  

MTT analizi suda eriyebilir bir bileşik olan MTT’yi canlı hücrelerce mavi mor 

renkli formazan bileşenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadır. (Şekil 3.2.) 

 

Şekil 3.4. MTT’ nin formazana dönüşümü 
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Kullanılan boya suda çözünebilme özelliğine sahiptir. Bu özelliği sayesinde 

boyanın yoğunluğu spektrofotometre ile verilen dalga boylarında okutulabilmektedir. 

Aktif hücrelerin sayısı ile formazan oluşumu, ile orantılıdır, böylece bir çok örneğin hızlı 

bir şekilde çalışılıp sonuçlarının değerlendirilmesine avantaj sağlamaktadır. 

SH-SY5Y nöroblastoma hücreleri 24 saat 37°C’de %5 CO2 içeren ortamda 

inkübasyona bırakıldıktan sonra hücrelere çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus 

orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresi  (her bir kuyucukta final konsantrasyonu 

10-1-10-6 mg/mL konsantrasyonlarda olacak şekilde) ve Astrodaucus orientalis (L.) Drude 

meyve metanol ekstresinden izole edilen UMB (her bir kuyucukta final konsantrasyonu 

10-1000 µM konsantrasyonlarda olacak şekilde) uygulandı ve hücre canlılığı üzerinde 24 

ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkisi MTT kiti ile üretici firmanın (Cayman Chemical, Ann 

Arbor, MI, USA) kullanım talimatına göre uygulandı. . Steril PBS içinde hazırlanan stok 

MTT solusyonundan %10’luk konsantrasyonda 96 kuyucuklu plaklara ilave edildi. 

37°C’de %5 CO2 içeren ortamda 4 saat inkubasyona bırakıldıktan sonra 100 μL DMSO 

ilave edilerek formazan kristallerinin çözünmesi sağlandı. Formazan absorbansı ELISA 

reader MicroQuant, Reader, BioTek, Winooski, VT, USA) ile 570 nm dalga boyunda 

değerlendirildi. 

3.3.5. Total Oksidan ve Antioksidan Düzeylerine Bakılması 

Organizmanın canlılığı süresince oluşan metabolik ve fizyolojik süreçler boyunca 

reaktif nitrojen ve oksijen türleri açığa çıkar. Böylece organizmada zararlı oksidatif 

reaksiyonlar ortaya çıkar. Oluşan oksidatif reaksiyonlar enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidan ortamdan uzaklaştırılır. 

Farklı özelliklerde ki oksidan türlerin serum (plazma) konsantrasyonlarını 

laboratuarlarda ayrı ayrı ölçme imkanımız vardır. Fakat bu ölçümler, pahalı, zaman alan, 

yoğun iş gücü gerektiren ve karmaşık teknikleri olan bir durumdur. Bu sebeple bir 
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numunenin toplam oksidan ve antioksidan durumu ölçülmesi pratikte daha yararlı ve daha 

doğru sonuçların alınmasına sağlar. Total oksidan düzeyi (TOS) ölçümünün prensibi 

şöyle açıklanabilir; örneğin içindeki oksidanların ferröz iyon şelatör kompleksinin ferrik 

iyona dönüşünü gerçekleşmesi ve bunun da asidik bir ortamda kromojenle reaksiyona 

girip absorbans artışına sebep olmasıdır. Spektrofotometrik olarak izlediğimiz absorbans 

artışı örnekteki oksidan moleküllerle doğru orantılıdır. Total antioksidan testinin 

çalışmasındaki temel prensip; numune içeriğinde yer alan mavi-yeşil renkli ABTS [2,2’-

azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sülfonik asit)] radikallerinin renksiz formatta 

radikallere çevrilmesi temeline dayanmaktadır. Total oksidan ve antioksidan seviye 

ölçümünün birçok avantajları vardır. Bunları sıralayacak olursak, kolay uygulanabilmesi, 

güvenilir ve duyarlı olması, kısa sürmesi, yüksek doğrusallık göstermesi, serum ve 

plazma örnekleriyle, beyin omurilik sıvısı, plevra sıvısı, amnion sıvısı, semen plazması, 

idrar ve tükrük gibi vücut sıvılarında, doku örneklerinde çalışılabilmesini sıralayabiliriz.  

3.3.5.1. Total Oksidan Düzeyine Bakılması  

Serum TOS düzeyi -800 de bekletilen serum örnekleri kullanılarak solid faz 

sandwich enzim immunoassay (ELISA) prensibine dayanan TOS (REELASSAY) hazır 

ölçüm kiti kullanılarak yapıldı. Standart solüsyonları hazırlandı. 96 ‘lık kuyucuklu 

plaklara her kuyucuğa 300 μL reagent 1’den koyuldu. Üzerine ilk iki kuyucuğa hazırlanan 

standart solüsyonundan, diğer kuyucuklara her numuneden 2 kuyucuk olacak şekilde 45 

μL numune eklendi ve ELİSA Reader ile 530 dalga boyunda okunan değerler 1. 

Absorbans olarak kaydedildi. Ardından her kuyucuğun üzerine 15 μL reagent 2 eklenerek 

10 dakika karanlık ortamda inkübasyona bırakıldı. İnkubasyonu takiben 530 dalga 

boyunda okunan değerler 2. Absorbans olarak kaydedildi.  

Her kuyucuktaki Δ absorbans örnek (Örneğin 2. Absorbans değeri – örneğin 1. 

Absorbans değeri) ve Δ absorbans standart (Std’ın 2. Absorbans değeri – Std’ın 1. 
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Absorbans değeri) değerleri hesaplandı. Daha sonra TOS değeri aşağıdaki formülle 

hesaplandı ve sonuçlar kontrol grubu ile karşılaştırılarak değerlendirildi. Elde edilen 

absorbans değerleri µmol H2O2 Equiv./L cinsinden tespit edildi.   

          Δ absorbans örnek 

TOS Değeri =                                              x 20 

            Δ absorbans standart 

 

3.3.5.2. Total Antioksidan Düzeyine Bakılması  

Serum total antioksidan düzeyi (TAS) düzeyi -800 de bekletilen serum örnekleri 

kullanılarak solid faz sandwich enzim immunoassay (ELISA) prensibine dayanan TAS 

(REELASSAY) hazır ölçüm kiti kullanılarak yapıldı. Standart solüsyonları hazırlandı. 96 

‘lık kuyucuklu plaklarda her kuyucuğa 300 μL reagent 1’den koyuldu. Üzerine ilk iki 

kuyucuğa hazırlanan standart solüsyonundan, sonra iki kuyucuğa H2O, diğer kuyucuklara 

ise her numune için 2 kuyucuk olacak şekilde 18 μL numunelerden eklendi. ELİSA 

Reader ile 660 dalga boyunda okunan değerler 1. Absorbans olarak kaydedildi. Ardından 

her kuyucuğun üzerine 45 μL reagent 2 eklenerek 10 dakika karanlık ortamda 

inkübasyona bırakıldı. İnkubasyonu takiben 660 dalga boyunda okunan değerler 2. 

Absorbans olarak kaydedildi. 

Her kuyucuktaki, Δ absorbans örnek (Örneğin 2. Absorbans değeri – örneğin 1. 

Absorbans değeri), Δ absorbans H2O (H2O’un 2. Absorbans değeri – H2O’un 1. 

Absorbans değeri) ve Δ absorbans standart (Std’ın 2. Absorbans değeri – Std’ın 1. 

Absorbans değeri) değerleri hesaplandı. Daha sonra TAS değeri aşağıdaki formülle 

hesaplandı ve sonuçlar kontrol grubu ile karşılaştırılarak değerlendirildi. Elde edilen 

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

 

               [(Δ abs H2O) - (Δ abs örnek)] 



 

28 

TAS Değeri =                                                       x 20 

              [(Δ abs H2O) - (Δ abs std)] 

 

3.3.6. Verilerin İstatistiksel Analizlerin Yapılması  

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS 20.0 software programı (SPSS 

Inc,Chicago, Illinois, USA) kullanılarak yapıldı. Tanımlayıcı istatistik olarak 

ortalama±standart sapma kullanıldı. Gruplar arası karşılaştırmalarda One-Way ANOVA, 

Tukey ve Duncan çoklu karşılaştırma testleri uygulandı. %95 güven aralığında 0.05'in 

altındaki p değerleri istatistiksel olarak anlamlı 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 üzerine etkileri nöroblastom hücre dizininde 

çalışıldı. Bu model için SH-SY5Y insan nöroblastom hücreleri kullanıldı 

4.1. Umbelliferonun Bileşiğinin NMR Değerleri 

Krem rengi toz, C9H6O3. 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 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). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 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]+. 

 

Şekil 4.1. Umbelliferonun 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz)  spektrumu60 
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Şekil 4.2. Umbelliferonun 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz)  spektrumu 60     

 

 

 

Şekil 4.3. Umbelliferonun DEPT (CDCl3, 100 MHz) spektrumu60 
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Şekil 4.4. Umbelliferonun 2D-1H-1H-Homonükleer COSY spektrumu60 

 

 

 

Şekil 4.5. Umbelliferonun 2D-1H-13C-Heteronükleer  COSY  (HMQC) spektrumu60 
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Şekil 4.6. Umbelliferonun 2D-1H-13C-Heteronükleer  COSY  (HMBC) spektrumu60 

4.2. Sitotoksisitenin Belirlenmesi  

4.2.1. Astrodaucus orientalis Meyve Metanol Ekstresi Sitotoksisitesinin 

Belirlenmesi  

SH-SY5Y nöroblastom hücre serisinde çeşitli konsantrasyonlarda kullanılan 

Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresinin (her bir kuyucukta final 

konsantrasyonu 10-1-10-6 mg/mL konsantrasyonlarda olacak şekilde) 24-72 saatlik 

inkübasyonu takiben sitotoksisitesi MTT testi ile değerlendirildi ve 24 ve 72. saatteki 

sitotoksisite sonuçları sırasıyla şekil 4.7 ve şekil 4.8’de gösterildi. MTT sonuçlarına göre 

IC50 konsantrasyonu 72. saatte 10-2 mg/mL olarak belirlendi. 
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Şekil 4.7. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinin 

24 saat inkübasyonunu takiben MTT Testi ile değerlendirilen ve kontrol hücrelerin 

yüzdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.  (K: kontrol, 10-1-10-6 mg/mL: Astrodaucus 

orientalis meyve metanol ekstresine maruz kalan SH-SY5Y insan nöroblastom hücre 

dizini konsantrasyonları ) 

 

 

Şekil 4.8. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinin 

72 saat inkübasyonunu takiben MTT Testi ile değerlendirilen ve kontrol hücrelerin 

yüzdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.  (K: kontrol, 10-1-10-6 mg/mL: Astrodaucus 

orientalis meyve metanol ekstresine maruz kalan SH-SY5Y insan nöroblastom hücre 

dizini konsantrasyonları ) 
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4.2.2.  Astrodaucus orientalis Meyve Metanol Ekstresinden İzole Edilen 

Umbelliferonun Sitotoksisitesinin Belirlenmesi  

SH-SY5Y insan nöroblastom hücre serisinde çeşitli konsantrasyonlarda kullanılan 

Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinden izole edilen UMB’un (her bir 

kuyucukta final konsantrasyonu 10-1000 µM konsantrasyonlarda olacak şekilde) 24-72 

saatlik inkübasyonu takiben sitotoksisitesi MTT testi ile değerlendirilmiş ve 24 ve 72. 

saatteki sitotoksisite sonuçları sırasıyla şekil 4.9. ve şekil 4.10.’da gösterilmiştir. MTT 

sonuçlarına göre IC50 konsantrasyonu 72. saatte 250 µM olarak belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.9. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinden izole edilen umbelliferonun 24 saat inkübasyonunu takiben MTT Testi ile 

değerlendirilen ve kontrol hücrelerin yüzdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.  (C: 

kontrol, 10-1000 µM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan nöroblastom hücre 

dizini konsantrasyonları ) 
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Şekil 4.10. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinden izole edilen umbelliferonun 72 saat inkübasyonunu takiben MTT Testi ile 

değerlendirilen ve kontrol hücrelerin yüzdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.  (K: 

kontrol, 10-1000 µM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan nöroblastom hücre 

dizini konsantrasyonları) 

 

4.3. Oksidatif Stres İndeksinin Belirlenmesi  

4.3.1. Astrodaucus orientalis Meyve Metanol Ekstresi Total Oksidan 

Seviyesinin Belirlenmesi (TOS) 

SH-SY5Y nöroblastom hücre serisinde oksidan stresin rolünü araştırmak için 

çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis (L.) Drude meyve metanol ekstresini 

(her bir kuyucukta final konsantrasyonu 10-1-10-6 mg/mL konsantrasyonlarda olacak 

şekilde) seçtiğimiz deneyde total oksidan düzeyi 24-72 saatlik inkübasyonu takiben 

ELISA prensibine dayanan TOS hazır ölçüm kiti kullanılarak değerlendirildi ve 24 ve 72. 

saatteki TOS düzeyleri sırasıyla şekil 4.11 ve 4.12’de gösterildi. TOS sonuçlarına göre; 

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

TOS düzeyini arttırdığı, bu artışın istatiksel olarak anlamlı olmadığı tespit edildi (p>0.05).   
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Şekil 4.11. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinin 24 saat inkübasyonunu takiben ortalama total oksidan seviyesi (K: kontrol, 

10-1-10-6 mg/mL: Astrodaucus orientalis Drude meyve metanol ekstresine maruz kalan 

SH-SY5Y insan nöroblastom hücre dizini konsantrasyonları ) 

 

Şekil 4.12. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinin 72 saat inkübasyonunu takiben ortalama total oksidan seviyesi (K: kontrol, 

10-1-10-6 mg/mL: Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresine maruz kalan SH-

SY5Y insan nöroblastom hücre dizini konsantrasyonları ) 
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4.3.2. Astrodaucus Orientalis Meyve Metanol Ekstresi Total Antioksidan 

Seviyesinin Belirlenmesi  (TAS) 

SH-SY5Y nöroblastom hücre serisinde oksidan stresin rolünü araştırmak için 

çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresini (her bir 

kuyucukta final konsantrasyonu 10-1-10-6 mg/mL konsantrasyonlarda olacak şekilde) 

seçtiğimiz deneyde total antioksidan düzeyi 24-72 saatlik inkübasyonu takiben ELISA 

prensibine dayanan TAS hazır ölçüm kiti kullanılarak değerlendirildi ve 24 ve 72. saatteki 

TAS düzeyleri sırasıyla şekil 4.13 ve 4.14’de gösterildi. TAS sonuçlarına göre; yüksek 

konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresinin TAS düzeyini 

azalttığı görüldü. Sadece 10-1 mg/mL konsantrasyonda uygulanan ekstrenin TAS 

düzeyini kontrole göre istatiksel olarak anlamlı derecede azalttığı tespit edildi (p<0.05).  

 

Şekil 4.13. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinin 24 saat inkübasyonunu takiben ortalama total antioksidan seviyesi (*: 

p<0.05: istatiksel olarak kontrole göre anlamlılık; K: kontrol, 10-1-10-6 mg/mL: A. 

orientalis meyve metanol ekstresine maruz kalan SH-SY5Y insan nöroblastom hücre 

dizini konsantrasyonları ) 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

K DMSO 10ˉ⁶ 10ˉ⁵ 10ˉ⁴ 10ˉ³ 10ˉ² 10ˉ¹

µ
m

o
l 

T
ro

lo
x
 E

q
/ 

m
g

Astrodaucus orientalis (L.) Drude Meyve Metanol Ekstresi 

Konsantrasyonu (mg/mL)

TAS 24h

* 



 

38 

 

Şekil 4.14. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinin 72 saat inkübasyonunu takiben ortalama total antioksidan seviyesi (K: 

kontrol, 10-1-10-6 mg/mL: Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresine maruz 

kalan SH-SY5Y insan nöroblastom hücre dizini konsantrasyonları ) 

 

4.3.3. Astrodaucus Orientalis Meyve Metanol Ekstresinden İzole Edilen 

Umbelliferonun Total Oksidan Seviyesinin Belirlenmesi (TOS) 

SH-SY5Y nöroblastom hücre serisinde oksidan stresin rolünü araştırmak için 

çeşitli konsantrasyonlarda UMB’nin (her bir kuyucukta final konsantrasyonu 10-1000 

µM konsantrasyonlarda olacak şekilde) seçtiğimiz deneyde total oksidan düzeyi 24-72 

saatlik inkübasyonu takiben ELISA prensibine dayanan TOS hazır ölçüm kiti kullanılarak 

değerlendirildi ve 24 ve 72. saatteki TOS düzeyleri sırasıyla şekil 4.15 ve 4.16’de 

gösterildi. TOS sonuçlarına göre; yüksek konsantrasyonlarda UMB’nin TOS düzeyini 

arttırdığı, bu artışın istatiksel olarak anlamlı olmadığı tespit edildi (p>0.05).   
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Şekil 4.15. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinden izole edilen umbelliferonun 24 saat inkübasyonunu takiben ortalama total 

oksidan seviyesi (K: kontrol, 10-1000 µM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan 

nöroblastom hücre dizini konsantrasyonları ) 

 

 

 

Şekil 4.16. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinden izole edilen umbelliferonun 72 saat inkübasyonunu takiben ortalama total 

oksidan seviyesi (K: kontrol, 10-1000 µM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan 

nöroblastom hücre dizini konsantrasyonları ) 
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4.3.4. Astrodaucus Orientalis Meyve Metanol Ekstresinden İzole Edilen 

Umbelliferonun Total Antioksidan Seviyesinin Belirlenmesi (TAS) 

SH-SY5Y nöroblastom hücre serisinde oksidan stresin rolünü araştırmak için 

çeşitli konsantrasyonlarda UMB’nin (her bir kuyucukta final konsantrasyonu 10-1000 

µM konsantrasyonlarda olacak şekilde) seçtiğimiz deneyde total antioksidan düzeyi 24-

72 saatlik inkübasyonu takiben ELISA prensibine dayanan TAS hazır ölçüm kiti 

kullanılarak değerlendirildi ve 24 ve 72. saatteki TAS düzeyleri sırasıyla şekil 4.17 ve 

4.18’de gösterildi. TAS sonuçlarına göre; yüksek konsantrasyonlarda UMB’nin TAS 

düzeyini azalttığı, bu azalmanın istatiksel olarak anlamlı olmadığı tespit edildi (p>0.05).   

 

Şekil 4.17. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis meyve metanol 

ekstresinden izole edilen umbelliferonun 24 saat inkübasyonunu takiben ortalama total 

antioksidan seviyesi (K: kontrol, 10-1000: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y insan 

nöroblastom hücre dizini konsantrasyonları ) 
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Şekil 4.18. Çeşitli konsantrasyonlarda Astrodaucus orientalis Drude meyve metanol 

ekstresinden izole edilen umbelliferonun 72 saat inkübasyonunu takiben ortalama total 

antioksidan seviyesi (K: kontrol, 10-1000 µM: Umbelliferona maruz kalan SH-SY5Y 

insan nöroblastom hücre dizini konsantrasyonları ) 
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5. TARTIŞMA 

Nöroblastom, çocukluk çağında en sık karşılaşılan solid tümörlerden biridir. bu 

hastalığa karşı geliştirilmiş mevcut tedavilerin cevap oranları oldukça düşüktür ve son 

yıllarda yapılan çalışmalara göre nöroblastomlu hastalarda sağ kalım oranı ancak %50 

civarındadır. Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi işlemler ile birlikte uygulanan tedavilere 

rağmen tatmin edici düzeyde cevap alınamamaktadır. Bu nedenle nöroblastom 

tedavisinde de alternatif yeni tedavi arayışlarına gidilmektedir. Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda bitkisel kökenli bileşikler birçok hastalığın tedavisinde ve prognozunun 

azaltılmasında oldukça önem kazanmıştır. Fakat elde edilen bu bileşiklerin ilaç 

hazırlanmasında etkin madde olarak kullanılabilmesi için ilk olarak klinik öncesi (preklinik) 

çalışmalarının yapılması gerekmektedir. Son zamanlarda yapılan in vitro ve preklinik 

çalışmalar sonucu kumarin türevi bileşiklerin antikanser ve oksidatif hasar üzerine etki 

gösterdiği bildirilmiştir.86,101 

Çalışmamızda SH-SY5Y insan nöroblastom hücre hattı kullanarak hücre 

ölümünden sorumlu olabilecek ve bize yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilmesinde ışık 

tutabilecek alternatif tedavi yöntemleri bulmayı hedeflemekteyiz. Literatürde birçok 

kanser hattı üzerinde sitotoksik ve oksidan etkisi gösterilen Astrodaucus orientalis  (L.) 

Drude ve UMB’nin SH-SY5Y insan nöroblastom hücre hattı üzerine etkisini gösteren 

çalışma tesbit edilememiştir.82, 83 Bu amaçla çalışmamızda, SH-SY-5Y nöroblastom 

hücre hattı üzerinde Astrodaucus orientalis meyve metanol ekstresi ve bu ekstreden elde 

edilen UMB’nin sitotoksik ve oksidatif hasar üzerinde etkileri araştırılmıştır.  

MTT analizi yaygın olarak, hücre ölümünü tetikleyen mitokondriyal ve lizozom 

membranlarında meydana gelen hasar nedeniyle test edilen (kanser) hücrelerin sitotoksik 

potansiyelini değerlendirmek ve yaşayabilirliğini ölçmek amacıyla kullanılan testlerden 

biridir.84 Bu nedenle çalışmamızda SH-SY5Y insan nöroblastom hücre hattı üzerine 
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Astrodaucus orientalis  (L.) Drude meyve metanol ekstresi ve bu ekstreden elde edilen 

UMB’nin olası sitotoksik etkisi kalorimetrik bir yöntem olan MTT analizi ile 

değerlendirilmiştir. Ayrıca hücre kültürlerinden elde edilen süpernatanlardan oksidatif 

hasar üzerine etkileri TAS-TOS analizleri ile belirlenmiştir.  

Çeşitli bitki ekstrelerinin ve bu ekstrelerden elde edilen kumarin türevi bileşiklerin 

antikanser ve sitotoksik etkileri çeşitli kanser hatları üzerinde Rhodiola crenulata 

ekstraktlarının insan nöroblastom hücreleri üzerindeki anti-neoplastik potansiyellerinin 

değerlendirildiği bir çalışmada, MYCN amplifikasyonuna sahip bir insan nöroblastom 

hücre dizisi olan nöroblastom-1691 hücreleri üzerinde Rhodiola crenulata ekstraktının 

önemli sitotoksik etkileri gözlemlenmiştir.58 Bir başka çalışmada SH-SY5Y hücre hattı 

üzerinde Paris polyphylla bitkisi kullanılarak bu bitkinin anti-tümör etkisinin olup 

olmadığı araştırılmış ve sonuçta hücreleri apoptotik yolağa sokarak hücre 

proliferasyonunu azalttığı tespit edilmiştir.85  Benzer şekilde bir çalışmada ise bergamot 

esansiyel yağının SH-SY5Y hücre hattı üzerinde sitotoksik etki gösterdiği 

kanıtlanmıştır.86 Moringa oleifera tohumlarından elde edilen Morinjin ekstresinin de SH-

SY5Y hücrelerinin gelişimini durdurduğu ve hücreleri apoptoza sürüklediği 

gözlemlenmişti.87 Bunların yanı sıra yaygın kullanılan kemoterapötik ajanlar arasında 

bulunan doksorubisin, kurkumin ile kombine kullanılması ile doksorubisinin anti kanser 

etkisini artırdığı,88 başka bir çalışmada ise AKT ve Foxo3a genlerinin inhibisyonu ile 

nöroblastom hücrelerini apoptoza yönelttiği tespit edilmiştir.89 Benzer şekilde, bu 

çalışmada da, Astrodaucus orientalis  (L.) Drude meyve metanol ekstresi SH-SY5Y insan 

nöroblastom hücre hattı üzerine sitotoksik etkisi incelenmiş ve Astrodaucus orientalis  

meyve metanol ekstresi uygulamasından 24 saat ve 72 saat sonra ölçülen MTT analiz 

sonuçlarımıza göre yüksek konsantrasyonlarda kontrol grubuna göre hücre canlılığını 

azalttığı ve IC50 konsantrasyonu 72. saatte 10-2 mg/mL olarak tespit edilmiştir. 
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UMB, farmakolojik olarak aktif bir ajan olan 7-hidroksikoumarin türevi bir 

bileşiktir. Sekonder metabolitlerle farklı bitkilerde bulunan UMB, insanlar tarafından ilaç 

ve besin takviyesi olarak yaygın şekilde tüketilmektedir.74 UMB’nin antikanser ve 

sitotoksik etkileri çeşitli kanser hatları üzerinde gösterilmiştir. Finn ve ark.79, kumarin 

ekstresinin insan malign melanom hücrelerinde mitojenle aktive olan protein kinaz 

(MAPK) yolunu ve melanogenezini düzenlediğini göstermişlerdir. Jayakumar ve ark.77 

ise, UMB’den elde edilen kumarin ekstresinin radyasyona maruz kalma sonucunda 

meydana gelen genotoksik etkileri ve sağlıklı dokularda apoptozu azalttığını tespit 

etmişlerdir. UMB'nun prostat kanseri hücre hatları üzerindeki kemoprotektif etkisinin 

araştırıldığı başka bir çalışmada, primer evre (LnCap) ve son evre (PC3) prostat 

kanserlerinin apoptozisin indüklenmesi ve hücre siklüsünün durması üzerindeki değişim 

Western blot analizi kullanılarak çalışılmış ve çalışmada 50,100 ve 200 µM 

konsantrasyonlarda UMB kullanılmıştır. UMB uygulamasından 48 saat sonra MTT 

analizi yapılmış ve en yüksek konsantrasyonda hücre canlılığında azalmanın anlamlı 

olarak meydana geldiği tespit edilmiştir.90 Kandil S. ve ark.91 tarafından yapılan bir 

çalışmada ise 7-sübstitüe edilmiş UMB türevlerinin potansiyel olarak faydalı androjen 

reseptör antagonisti oldukları gösterilmiştir. Bu bileşiğin insan prostat kanseri hücre 

hattında (22Rv1) submikromolar inhibe edici aktiviteye sahip olduğu ve prostat kanseri 

tedavisinde klinik olarak kullanılan anti-androjenlerden bikalutamide göre 50 kat, 

enzalutamide göre 30 kattan fazla iyileştirme potansiyeline sahip olduğu tespit edilmiştir. 

İlginç bir şekilde, bu bileşik, insan meme kanseri hücre hattı üzerinde (MCF-7) de daha 

iyi aktivite gösterdiği farklı bir çalışmada gösterilmiştir. Mevcut çalışmada ise UMB’nin 

doz aralığını daha geniş tutarak farklı konsantrasyonlar arası olası değişiklikleri SH-

SY5Y insan nöroblastom hücre hattında gözlemlemeyi planladık. Bu amaçla 10-1000 µM 

konsantrasyonlarda UMB hücrelere verilmiştir. 24 ve 72 saat inkübasyonu takiben 
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sitotoksik etkisini incelemek amacıyla MTT analizi kullanılmıştır. MTT analiz 

sonuçlarımıza göre ise yüksek konsantrasyonlarda UMB’nin kontrol grubuna göre hücre 

canlılığını azalttığı ve IC50 konsantrasyonu 72. saatte 250 µM olarak belirlenmiştir.  

Oksidatif stres, reaktif oksijen türleri (ROS) artışına bağlı olarak meydana gelen 

doku hasarının göstergesidir. ROS’lar vücutta endojen ve ekzojen yolla sürekli olarak 

üretilmekte ve hücre içi uyarılma ve hücre içi yıkımı gibi çeşitli fizyolojik süreçlere neden 

olmaktadır.92 ROS’lar tarafından oluşturulan oksidan etki antioksidan savunma sistemi 

tarafından bloke edilir ve bu durum fizyolojik koşullarda normal denge halinde 

sürdürülür. Serbest radikallerin artması veya antioksidanların azalması sonucu, serbest 

radikallerle antioksidan savunma sistemi arasındaki dengenin bozulması oksidatif strese 

ve oksidatif hasara neden olmaktadır.93, 94 

ROS, hücre membranlarına ve protein, lipid, lipoprotein, DNA gibi diğer yapılara, 

hidroksil radikali ve peroksinitrit özellikle hücre membranlarına ve lipoproteinlere zarar 

verir. Nötralize edilemeyen ROS ile başlayıp, kontrol edilemeyen hücresel ve moleküler 

değişikliklere kadar ilerleyen süreç kanser gibi ciddi hastalıkların gelişiminde büyük rol 

oynar.95, 96 

Bitkilerle tedavi, modern tıbbın antik çağlardan iyileştirilmesi için geleneksel bir 

süreçtir.97,98 Bitkisel ilaçların kullanımı dünya genelinde artmaktadır ve bazı olumsuz 

etkileri olmasına rağmen, tüketiciler geleneksel bitkisel ilaçların güvenli olduğuna 

inanmaktadır.99 Günümüzde, anti-nörodejeneratif hastalıklar potansiyeli ile kumarinlerin 

izolasyonunda kullanılabilecek mahsul ve tıbbi bitkiler arasında doğal kumarin 

kaynağının aranması uygun olacaktır.100 Kumarin türevlerinin, anti-enflamatuar, 

antioksidan olmak üzere çok sayıda terapötik uygulamaya sahip olduğu ve bazılarının 

anti-kanser ajanlar olarak aktif olduğu bildirilmiştir.101,102 
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UMB, farmakolojik olarak aktif bir ajan olan 7-hidroksikoumarin türevi bir 

bileşiktir ve sağlıkla ilgili çeşitli koşullara karşı (kanser hücreleri, pro-oksidanlar ve 

reaktif oksijen türleri nedeniyle oluşan dejeneratif hastalıklar ve mikrobiyal enfeksiyonlar 

gibi) farmakolojik aktiviteler sergilediği gösterilmiştir.75 7,12-dimetilbenz antrasen 

kaynaklı oral karsinojenezde UMB'nin glikokonjugatlar ve immünolojik belirteçler 

üzerindeki etkinliği araştırıldığı bir çalışmada, UMB’nin bukkal dokuların yüzeyinde 

karsenogenez sırasında oluşan anormal yapıları ortadan kaldırdığı ve kanserogenezi 

tetikleyen 7,12-dimetilbenz’e karşı sitokeratin ekspresyonunu artırdığı böylece de kanser 

hücrelerinin glikoprotein sentezini ve glikosiltransferaz aktivitesini inhibe ettiği tespit 

edilmiştir.78 Benzer şekilde 7,12- dimethylbenz kaynaklı oral karsinojenezde UMB'nin 

lipid peroksidasyonu, antioksidan ve ksenobiyotik metabolizması üzerinde doza duyarlı 

etkinliği araştırılmış. Sonuçta 7,12-dimetilbenz grubunda yüksek tümör hacmi, tümör 

yükü ve aşırı mutant p53, PCNA ve siklin D1 ekspresyonu ile %100 tümör oluşumu 

gözlemlenmiştir. 7,12-dimetilbenz ile muamele edilmiş hamsterlere vücut ağırlığının 30 

mg/kg dozunda UMB oral yoldan verilmesi sonucunda tümör oluşumunun tamamen 

önlenmiş ve plazma, karaciğer ve bukkal mukozadaki biyokimyasal markörlerin 

durumunu düzelttiği gösterilmiştir. Bu nedenle, bu çalışma UMB'nin deneysel oral 

karsinogenezde azalmış hücre proliferasyonu ve indüklenen apoptoz ile faz I ve faz II 

detoksifikasyon sistemi üzerinde modüle edici etkisinin yanı sıra güçlü kemopreventif, 

anti-lipid peroksidatif ve antioksidan potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir.103 

Wang ve ark.104 tarafından yapılan bir başka çalışmada, UMB’nin insan renal karsinomu 

üzerinde PI3Kγ'nın p110γ katalitik alt ünitesinin düzenlenmesi yoluyla antitümör 

aktivitesi üzerinde etkisi araştırılmış ve sonuçta UMB’nin konsantrasyon artışına bağlı 

olarak hücre proliferasyonunu azalttığını ve apoptotik olayları indüklediğini ortaya 

konulmuştur. Ek olarak UMB, oksidatif stresi artırarak, G0 / G1 fazındaki hücre 
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döngüsünü de durdurmakta ve muhtemelen oksidatif DNA hasarı yoluyla insan oral 

karsinomu (KB) hücrelerinde apoptozu indüklemektedir.105 Yu ve ark. 49 ise UMB’nin 

HepG2 hücrelerinde hücre döngüsünün S fazında durmasına neden olduğunu tespit 

etmişlerdir. HepG2 kanser hücrelerinde meydana gelen ölümün nedenini; UMB’nin 

apoptozu indüklenmesi, hücre döngüsünü durdurması ve DNA fragmantasyonu yoluyla 

bir antikanser ajan olarak işlev görmesine bağlamaktadırlar.49 Mevcut çalışmada da, 

oksidatif hasar üzerine etkisini değerlendirmek için TAS-TOS analizini kullanılmıştır. 

MTT analizlerimizle korele bir şekilde TOS seviyesinde yükseliş TAS seviyesinde ise bir 

düşüş gözlemlenmiştir. Yaptığımız çalışmada da literatürle uyumlu şekilde, doz artışına 

bağlı olarak oksidatif stresin arttığı ve böylece hücrede ölüm meydana geldiği tespit 

edilmiştir. Literatür çalışmalarından da anlaşılacağı üzere muhtemel hücresel ölümlerin 

nedeni hücre döngüsünde meydana gelen aksaklıklardan kaynaklandığı düşünülmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

SH-SY5Y hücre hattı üzerinde yaptığımız çalışmalar sonucunda literatürde henüz 

çalışılmamış olan Astrodaucus orientalis metanol ekstresi ve bu ekstreden izole edilen 

UMB kullanarak hücre canlılığı, TOS-TAS düzeyi incelenmiştir Astrodaucus orientalis  

metanol ekstresi ve UMB’nin yüksek konsantrasyonlarının hücre canlılığını anlamlı bir 

şekilde azalttığı tesbit edilmiştir. Yine MTT testi ile uyumlu olarak oksidatif stresi 

arttırdığı gözlemlenmiştir. Elde ettiğimiz sonuçlara göre Astrodaucus orientalis  (L.) 

Drude metanol ekstresi ve UMB’nin SH-SY5Y hücre hattı üzerinde anti-kanser etkisinin 

bulunduğu tespit edilmiştir. Elde ettiğimiz bu veriler, UMB’nin tek başına ve/veya 

kombine olarak kemoterapötik ilaçlara alternatif olarak kullanılabileceğini 

göstermektedir. Bununla birlikte, gelecekte mevcut sonuçları doğrulamak için 

Astrodaucus orientalis  metanol ekstresi ve UMB’nin nöroblastom üzerindeki anti-kanser 

etkisini kesin olarak kanıtlamaya yönelik in vivo çalışmaların yapılmasına ihtiyaç 

duyulmaktadır. 
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