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OZET

ALFA HUMULENIN SH-SY5Y HUCRE HATTI UZERINDE OLUSTURULMUS
IN VITRO KO-KULTUR MODELINDE NOROPROTEKTIF VE
IMMUNOLOJIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Perihan Ezgi TUNCER
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2021
Danisman: Dog. Dr. Zerrin CANTURK

Latince ismi ile Humulus Lupulus’un setbetciotu bitkisinin major etken
maddesi olan Alfa Humulen, ii¢ eslenmemis C=C c¢ift bag iceren li¢ izopren
biriminden olusan monosiklik bir seskiterpendir. Serbetciotundan bagka kenevir,
adacay1, feslegen ve ginseng bitkilerinde de yaygin olarak bulunur. Ayni1 zamanda
Alfa humulen, Alfa Kkaryofilen adiyla da bilinmektedir. Alfa humulenin; anti-
inflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan, antikanserojen ve lokal anestezik gibi
birgok etkisi vardir. Bu tezde, kemik iligi kokenli insan néroblastoma hiicre hatt1 olan
SH-SYS5Y hiicre hattinda Alfa humulenin sitotoksik etkilerinin konsantrasyon araligi
belirlenebilmek icin MTT testi kullanilmistir. Buna ek olarak, H>O» tarafindan
indiiklenen norotoksisite modelinde Alfa humulenin noroprotektif etkileri, gercek
zamanl1 hiicre analiz sistemi (XCELLigence RTCA-DP) ile farklilasmamis SH-SY5Y
iizerinde ICso degeri 221 pg/mL ve farklilasmis SH-SYSY {tizerinde ICso degeri > 400
pg/mL’dir. AO/PI boyama yontemi ile apoptotik etki seviyeleri belirlenmistir. SH-
SY5Y hiicre hattt ve LPS ile stimiile edilmis THP-1 hiicre hatt1 birlikte inkiibe
edilerek in vitro ko-kiiltiir modeli olusturulmustur. Olusturulan in vitro ko-kiiltiir
modelinde LPS stimiilasyonu kullanilarak Alfa humulenin immiinolojik etkilerini
belirlemek amaci ile Cytation 3 Multi-Mode Reader’de floresans ol¢limleri alinmis
ve birden ¢ok bagimsiz goriintii ¢ekilmistir. Apoptotik etkide Alfa humulen H2O2’nin

neden oldugu hiicre hasarin azalttig1 tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Alfa Humulen, Noroprotektif etki, ko-kiiltiir model, RTCA-DP



ABSTRACT

INVESTIGATION OF NEUROPROTECTIVE AND IMMUNOLOGICAL EFFECTS
OF ALPHA HUMULENE IN VITRO CO-CULTURE MODEL ON SH-SY5Y CELL
LINE

Perihan Ezgi TUNCER
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Alpha humulene, the major active ingredient of the Humulus lupulus hops plant
with its Latin name, is a monocyclic sesquiterpene consisting of three isoprene units
containing three unpaired C=C double bonds. Apart from hops, cannabis is commonly
found in sage, basil and ginseng plants. Alpha humulene is also known as alpha-
Caryophyllene. Alpha humulene; it has many effects such as anti-inflammatory,
antimicrobial, antioxidant, anticancer and local anesthetic. In this thesis, the MTT test
was used to determine the concentration range of the cytotoxic effects of alpha humulene
in the SH-SY5Y cell line, a bone marrow derived human neuroblastoma cell line. In
addition, the neuroprotective effects of Alpha humulene in the model of neurotoxicity
induced by HOz, the ICso value of Alpha humulene on undifferentiated and differentiated
SH-SH5Y was determined 221 pg / mL and > 400 pg / mL cells using the Real-time cell
analysis system (XCELLigence RTCA-DP). Apoptotic effect levels were determined by
AO / Pl staining method. The SH-SY5Y cell line and the LPS stimulated THP-1 cell line
were incubated together to establish an in vitro co-culture model. In the in vitro co-culture
model established, fluorescence measurements were taken in Cytation 3 Multi-Mode
Reader to determine the immunological effects of Alpha humulene using LPS stimulation
and multiple independent images were taken. The apoptotic effect caused by cellular
damage caused by H>O> alpha humulene was reduced.

Keywords: Alpha Humulene, Neuroprotective effect, co-culture model, RTCA-DP



TESEKKUR

Bu tez ¢alismasinin gerceklesmesi i¢in hayallerime dokunan, sonsuz giivendigim
bilgi birikimi ile bana 151k tutan, anlayisi ile her zaman destegini hissettigim ve
hissedecegim, akademisyenligi ve kisiligi ile 6rnek aldigim degerli danisman hocam

sayin Dog. Dr. Zerrin CANTURK ’e,

Hem deneyimleri hem de bilgi birikimi ile her zaman bana yardimci olup destegini

hissettigim sevgili hocam sayim Prof. Dr. Miris DIKMEN’e,

Her zaman destegi ve yardimlariyla yanimda olan sayin hocam Aras. Gor. Mustafa
Giiglii OZARDA ’ya; Aras. Gor. Dr. Elif KAYA TILKI’ye,

Adaptasyon siirecim ve sonrasinda edindigi tecriibe ve bilgilerini benimle paylasan
arkadasim Nalan BIRiZ’e; pozitif enerjisi ile bana destek olan arkadasim Fidan

BAYRAMOVA’ya,

Maddi ve manevi desteklerini benden asla esirgemeyen sonsuz sabir ve karsiliksiz
sevgilerini her zaman hissettigim annem Hiilya; babam Vefa ve kardesim Mert
TUNCER’e,

Tesekkiirlerimi sunarim.

vi



ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “’bilimsel intihal tespit programi’’yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

vii



STATEMENT OF COMPLIANCE WITH ETHICAL PRINCIPLES AND RULES

I hereby truthfully declare that this thesis is an original work prepared by me; that
I have behaved in accordance with the scientific ethical principles and rules throughout
the stages of preparation, data collection, analysis and presentation of my work; that |
have cited the sources of all the data and information that could be obtained within the
scope of this study, and included these sources in the references section; and that this
study has been scanned for plagiarism with “scientific plagiarism detection program”
used by Anadolu University, and that “it does not have any plagiarism” whatsoever. | also
declare that, if a case contrary to my declaration is detected in my work at any time, |
hereby express my consent to all the ethical and legal consequences that are involved.

viii



ICINDEKILER

ABSTRACT ititieiuierutrtteretetetetetssessssssssssssssssssnsnsssnsnsassssssses

TESEKKUR ...ouuiuniiiiiiiiitetenienerteneereereseeneeseeneeseeseessesnens

ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI........
STATEMENT OF COMPLIANCE WITH ETHICAL PRINCIPLES

AND RULES ... eiiiiiiiiiiiiiieieietinrererersettesssesessssssssssssssssssnsns

| (0} 110) D) 5Q 1 B9 ) 2 S

TABLOLAR DIZINT ..veeiiiiieieieeiiiiieeeeeeeeeiiee e e eeceeeneeeeeeeeene

SEKILLER DIZINT ...couviiniiiiiiiiiiiiciieiiceiecee e creeneeaenaees

GORSELLER DIZINT ...cevvuiiiiiiiiiiriiiieeecciieeeeceeeeeeeeneeeeeennenn

SIMGELER ve KISALTMALAR ......oettttueertrnnnereerunneeeeennneseennnns

1. GIRIS VE AMAGQ .ouvuiiiniiiiiniiieiierneerernerneeneernernerneennessnn

2. KAYNAK BILGIST ccevvveeeeiiiiiiiiicenereceriieee e eeeeeee

2.1. OKSIAAtif STreS .oouvuiieieiniieierineierineresieesesarersesasessacasens

2.2. NOrodejenerasyon ....ccoceeeeeeieiiecneineieciececnciecsecneescsscenes

2.3. Hiicre Oliim MeKanizmalar: ...........ceevuvenerneennenneennennnenn

P2 T0 R 1= £ 07

ARG IV AN ¢ [o] o ] (0¥

2.3.3. OtOfAJl covverneeniiniiniiniieeneeneinreaceeensenceecescnsencancnces

2.3.4. PIrOPLOZIS cuvveeneenrinreneeeenrenteeeescnsensescescnsensencnsnne

2.3.5. Kaspaz-bagimsiz hiicre 6liimii ........cccoeevvniinennennnnn.

2.4. Norodejeneratif Hastaliklarda Oksidatif Stres ...................

2.4.1. Alzheimer hastalhigi (AH) ve oksidatif stres ...............

2.4.2. Parkinson Hastaligi (PH) ve oksidatif stres ...............

2.4.3. Huntington hastah@ (HH) ve oksidatif stres .............

2.4.4. Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve oksidatif stres ...

© N o o1 o1 W w

U o e e
w N B O O O

[N
SN



Sayfa
2.4.5. Spinoserebellar ataksi hastalhigi (SAH) ve oksidatif

] (1T 14

2.5. Kannabinoidler ....c.cuvuiuiuinininiiiiiiiiiiiiiiiiniiinnneneenees 15
2.5.1. Kannabinoidler ve immiin sistem ...........cccceeevueneen.. 15

2.5.2. Kannabinoidlerin noroprotektif etkisi ..................... 16

2.6. Alfa Humulen (a-HUMUIEN) «ivineiniiniiiiiiiiiiiiiiiecneenennns 17

ST €3 D) 23 D101 I 0 2 19
3.1, Hilicre Hatlarn ...cooevviieineiniiiiniiiiiiiiiieiieiiiiiiieiiecneenenenn 19
3.1.1. SH-SY5Y insan ndéroblastoma hiicre hatti ............... 19

3.1.2. THP-1 insan akut monositik losemi hiicre hatti ......... 19

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler, Geregler ve Cihazlar ......... 19
3.2.1. Kimyasal maddeler, gerecler ve cihazlar .................. 19

3.3. Kullamlan Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi .................. 20
3.3.1. RetinOiK aSit (RA) eeetiiiiieiieeeeerincenceecsensencscnss 20

3.3.2. Hidrojen Peroksit (H202) ...coeveieieieieiniuinininininnnnnn. 21

3.3.3. Alfa HumMuUIEN ...cuvviininiiiiiiiiiiiiiiiiciicc e 21

3.3.4. E.coli 0111:B4 Lipopolisakkarit (LPS) .cccevevureennnnne 21

3.3.5. Akridin Oranj/ Propidyum Iyodiir ..........ccccvvuvennn.. 21

4. YONTEMLER ....ccccottttmmmmmmiiiiiiinnieeeeeeeiitineneennnsess e 22
4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalart ........coovviieiiiniiiiiiieiiinncinenonns 22

4.1.1. SH-SYSY insan nioroblastoma hiicre hattimin kiiltiire
EAIIMEST cuveviiniiiiiiiiiiiiiiiiiircn e 22
4.1.2. SH-SYS5Y insan néroblastoma hiicre hattinin néronal
fenotipe farkhilastirilmasi .......cccoeevievieiniinninnnnaen. 23
4.1.3. THP-1 insan akut monositik 16semi hiicre hattinin
kiiltiire edilmesi ........cccovevuiiuiiiiiiiiiiiieiiiiniiennenen. 23
4.2. MTT Yontemiyle Antiproliferatif Etkinin Belirlenmesi ........ 24
4.2.1. Alfa humulenin SH-SYSY hiicre hatti iizerinde
MTT yontemi ile antiproliferatif etkisinin

DEIITIENMEST eeteiiiiiiiiieeiiiinneeeeeeeeennnseseecennnnnent 25



4.3.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

4.2.6.

4.2.7.

SH-SYSY hiicre hatti iizerinde H20: ile olusturulmus
hiicre hasarimin MTT yontemi ile antiproliferatif
etkisinin belirlenMesi c..ovuveeiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiienen.,
SH-SYS5Y hiicre hatti iizerinde Alfa humulenin
noroprotektif etkisinin MTT yontemi ile
DElirlenNmMESi .oueuiniiiiiiiiiiii e
Noronal fenotipe farkhlastirilmis SH-SYSY hiicre
hatti iizerinde Alfa humulenin MTT yontemi ile
antiproliferatif etkisinin belirlenmesi ........ccceeeueeen....
Noronal fenotipe farkhlastirilmis SH-SYSY hiicre
hatti iizerinde H20: ile olusturulmus hiicre hasarinin
MTT yontemi ile antiproliferatif etkisinin
(o 1=] T [ 0T o TS N
Noronal fenotipe farkhlastirilmis SH-SYSY hiicre
hatt1 iizerinde Alfa humulenin néroprotektif
etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi ....................
Noronal fenotipe farkhilastirilmis SH-SYSY hiicre
hatt1 ve E.coli LPS’si ile uyarilmis THP-1 hiicreleriyle
olusturulmus ko-kiiltiir modelinde Alfa humulenin
noroprotektif etkisinin MTT yontemi

118 DEHTIENMEST veeeeiiiineteeiiiiinneeereeeesennsssecccannnnn.

Gerg¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence
RTCA-DP) Kullanilarak SH-SYSY Hiicre Canhiliginin

Belirlenmesi Calismalart .....cccovviiiiiiiiinniiiiiniieiinniecinnne.

4.3.1.

4.3.2.

SH-SYS5Y hiicreleri iizerinde H202 1Cso Degerlerinin
Gercek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA-DP) ile
Belirlenmesi oueeenenveiniiiiiiiiiiiiiiiinnea,
SH-SYSY hiicre hatt1 iizerinde Alfa humulenin
noroprotektif etkisinin 1Cso Degerlerinin Gergek
zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA-DP) ile

ST T [T T =)

xi

25

26

26

27

27

28

28

28

30



Sayfa
4.4. Akridin Oranj (AO)/Propidium Iyodiir (PT) Boyama ile

Apoptozun BelirleNMEeSi c.ceveeiieiiiiiiiiieiiiieiiniieeneeninncennn 30
4.5, Istatistiksel ANANZ «...cvvnvenreneeneenierneeiierneeneerneererneesnnn 31
5. BULGULAR ve TARTISMA ...ciiiiiiiiiiineiiiinniicsinsscosnsscssnnsns 32

5.1. SH-SYSY Hiicre Kiiltiirii ve Farkhlastirma Calismalarinin
Degerlendirilmesi ....cocovvviiieiiiniiiiiiieieiniiiieieiniesnecennnens 32
5.2. MTT Yontemiyle Antiproliferatif Etkilerin
Degerlendirilmesi ......coovvviiieiiniiiiiiniiiiiiniiiiierieiiienenens 33
5.2.1. MTT yontemiyle SH-SYSY hiicreleri iizerinde
antiproliferatif etkinin degerlendirilmesi ................. 33
5.2.2. Noronal fenotipe farkhilastirilmis SH-SYSY hiicre
hatt1 ve E.coli LPS’si ile uyarilmis THP-1 hiicreleriyle
olusturulmus ko-kiiltiir modelinde Alfa humulenin
noroprotektif etkisinin degerlendirilmesi ................. 39
5.3. Gerc¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (XCELLigence RTCA-
DP) Kullanilarak SH-SYSY ve Hiicre Canlihigi
Calhismalarinin Degerlendirilmesi ........ccovvvviiniiiiniiinnnnnnn. 40
5.3.1. Gercek zamanh hiicre analiz sistemiyle SH-SY5Y
hiicre canlihiginin degerlendirilmesi .........cccceeeeenennen. 41
5.3.2. Gercek zamanh hiicre analiz sistemiyle
farkhlastirilmig SH-SYSY hiicre canhihiginin
degerlendirilmesi .....coovvvviniiiniiiiniiiniiiniiinienneennn. 45

5.4. Akridin Oranj (AO)/Propidium Iyodiir Boyama ile

Apoptozun Degerlendirilmesi .....cccoeevieviniiiiiinnineiinnnnnnne. 47

6. SONUC VE ONERILER ....c.cccvuiiuiiiniiiiinieierneerernerneenennes 54

KAYNAKCA c.oiiieeiiteeiineeetteeetneeenneesesneseesesessssssnessesnessenns 58
OZGECMIS ..coviiiiiiiiiiiiciiieiie ettt eeeeeees

Xii



Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 5.1.
Tablo 5.2.
Tablo 5.3.
Tablo 5.4.
Tablo 5.5.
Tablo 5.6.

Tablo 5.7.

TABLOLAR DIiZIiNi

Endojen Oksidanlar ..............coooiiiiiiiii
ROT ve RNT LiStesi .....o.ovviniiiiiiiiiiieeea
SH-SYS5Y hiicrelenin % canliliklart .......................o .
SH-SYS5Y hiicrelerinin % canliliklart .......................oo....
Farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerinin % canliliklart ..............
Farklilasmis SH-SY5Y hiicrelerinin % canliliklart ..............
Farklilasmis SH-SY5Y hiicrelerinin % canliliklart ..............
Alfa humulenin SH-SYS5Y hiicre hattindaki apoptotik
etkilerinin % canliliklart ................o
Alfa humulenin farklilasmis SH-SY5Y hiicre hattindaki

apoptotik etkilerinin % canliliklari ................................

Xiii

49

55



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.

Sekil 2.5.
Sekil 4.1.
Sekil 5.1.

Sekil 5.2.

Sekil 5.3.

Sekil 5.4.

Sekil 5.5.

Sekil 5.6.

Sekil 5.7.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Apoptoz ve nekroz geciren hiicrelerin yapisal degisiklikleri ... 9
Amiloid-B'in etkileri ...........ooooiiiii 12
PH’de Oksidatif Stres ..........ooovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 13
Huntington hastaliginda (HH) protein agregatlar1 ve Oksidatif
SIS 14
a-Humulenin kimyasal ve ii¢ boyutlu kimyasal yapist ......... 18
MTT boyasinin kimyasal ve ii¢ boyutlu kimyasal yapist ....... 24
Alfa humulen ve H20: konsantrasyonlarinin, SH-SY5Y hiicre
hattinda MTT yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik
degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi ............... 34
Alfa humulen ve H20> konsantrasyonlarinin farklilastirilmis
SH-SYS5Y hiicre hattinda MTT ydntemine gore belirlenen %
hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi ............oooiiiiiiiiii 36
Alfa humulen ve H20: konsantrasyonlarinin, SH-SY5Y hiicre
hattinda ve E.coli LPS’si ile uyarilmis THP-1 hiicreleriyle
olusturulmus ko-kiiltiir modelinde MTT ydntemine gore
belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi ...........ooooiiiiiiiiii 39
SH-SYS5Y hiicrelerinde 1, 10, 100 ve 400 uM H202’nin
konsantrasyonlarinin RTCA-DP analiz sistemi ile 24 saatlik
hiicre proliferasyon egrileri ..............cccocvviviiiiiiiiniinnnn, 41
SH-SYS5Y hiicrelerinde 1, 10, 100 ve 400 uM H202’nin
konsantrasyonlarinin RTCA-DP analiz sistemi ile 48 saatlik
hiicre proliferasyon egrileri ..............ccooeviiiiiiiiiinnann.. 41
RTCA-DP sisteminde SH-SY5Y hiicreleri tizerinde 1, 10,
100 ve 400 uM H20:2 konsantrasyonlarinin slope grafigi’'ne
gore hesaplanan 24. saat ve 48. saatteki ICsg degerleri ......... 42
RTCA-DP Sisteminde SH-SY5Y Hiicreleri Uzerinde
H202’nin Konsantrasyonlarinin 24. saatteki Slope Grafigi ..... 42

Xiv



Sekil 5.8.

Sekil 5.9.

Sekil 5.10.

Sekil 5.11.

Sekil 5.12.

Sekil 5.13.

Sekil 5.14.

Sekil 5.15.

Sekil 5.16.

RTCA-DP Sisteminde SH-SY5Y Hiicreleri Uzerinde
H202’nin Konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatteki Slope
Grafi@l ..o
SH-SYS5Y hiicrelerinde 50, 100, 200 ve 400 pg/mL Alfa
humulenin konsantrasyonlarinin ve 42 uM H202’nin RTCA-
DP analiz sistemi ile 24 saatlik hiicre proliferasyon egrileri ...
RTCA-DP sisteminde SH-SY5Y hiicreleri tizerinde 50, 100,
200 ve 400 pg/mL Alfa humulenin 42 uM H20:>
konsantrasyonlarinin slope grafigi’ne gore hesaplanan 24.
saat ve 48. saatteki ICso degerleri ............ccoeevviiininnn..n.
RTCA-DP Sisteminde SH-SY5Y Hiicreleri Uzerinde Alfa
humulenin Konsantrasyonlarinin +H202’nin 24. saatteki
Slope Grafigi ......ooviiiiiiiii i
RTCA-DP Sisteminde SH-SY5Y Hiicreleri Uzerinde Alfa
humulen Konsantrasyonlariin +H202’nin 24. ve 48. saatteki
S10pe Grafifi ....ooveneineiiii e
Farklilastirilmis SH-SYSY hiicrelerinde 50, 100, 200 ve 400
pg/mL Alfa humulen konsantrasyonlarinin ve 42 uM
H202"nin RTCA-DP analiz sistemi ile 48 saatlik hiicre
proliferasyon egrileri .........c.ovvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeaene,
RTCA-DP sisteminde farklilastirilmis SH-SYS5Y hiicreleri
tizerinde 50, 100, 200 ve 400 pg/mL Alfa humulenin 42 uM
+H20- konsantrasyonlarinin slope grafigi’ne gore hesaplanan
48. saat 1Cs0 deGeri . .ovvneiniiiii i
RTCA-DP Sisteminde farklilastirilmis SH-SYS5Y Hiicreleri
Uzerinde Alfa humulenin Konsantrasyonlarmimn + H202’nin
Slope Grafifi ......oovvviiiiii
Alfa humulen ve H20> konsantrasyonlarinin farklilastirilmis
SH-SYSY hiicre hattinda AO/PI boyama yontemine gore
belirlenen floresans dl¢timlerinin % hiicre canlilik degerleri

ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi ...........................

XV

43

43

44

44

45

45

46

46

49



Sekil 5.17. Noronal fenotipe farklilastirilmis SH-SYSY hiicre hatti ve
E.coli LPS’si ile uyarilmis THP-1 hiicreleriyle olusturulmus
ko-kiiltiir modelinde Alfa humulenin noroprotektif etkisinin
AO/PI boyama yontemine gore belirlenen floresans
6l¢timlerinin % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak

degerlendirilmesi ..........cooviniiiiiiiii e

XVi



GORSELLER DiZzZiNi

Sayfa

Gorsel 4.1.  SH-SYS5Y hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisti ’3
(20K) et

Gorsel 4.2. THP-1 hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii Y
(20X e

Gorsel 4.3.  Gergek zamanli hiicre analizi calismalarinda kullanilan 29

XCELLigence RTCA-DP cihazt ..............cccoeiininnn.n.
Gorsel 5.1.  SH-SYSY insan néroblastoma hiicre hattinin mikroskop
altindaki gorintlist (10X) .....oovvviiiiiiiiiiiiieen 33
Gorsel 5.2.  SH-SYS5Y hiicre hatt1 ve E.coli LPS’si ile uyarilmig THP-1
hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde AO / PI ¢ift
boyama kullanilarak apoptozun mikroskobik tespiti
(10X ettt 50
Gorsel 5.3.  Noronal fenotipe farklilagtirilmis SH-SYSY hiicre hatt1 ve
E.coli LPS’si ile uyarilmig THP-1 hiicreleriyle
olusturulmus ko-kiiltiir modelinde AO / PI ¢ift boyama
kullanilarak apoptozun mikroskobik tespiti (Genel

GOTUNIL) L ovtt e 53

XVii



ACTB
AH
ALS
AO
APP

ATCC

ATP
ATXN1
AP
BDNF
CB1
CB2
DMEM
DMSO
DNA
FBS
GSK-3
HCI
HH
H202
HOO"
LOO’
LPS

LRRK2

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Aktin-beta

: Alzheimer hastalig1

: Amiyotrofik lateral skleroz
- Akridin oranj

: Amiloid prekiirsor proteini

: American Type Culture Collection

(Amerika Tip Kiiltiir Koleksiyonu)

: Adenozin trifosfat

- Ataksin 1

: Amiloid beta

: Beyin-tiirevli norotrofik faktor
: Kannabinoid-1

: Kannabinoid-2

:Dulbecco's Modified Eagle's Medium
: Dimetilsiilfoksit

: Deoksiriboniikleik asit

: Fotal sigir serumu

: Glikojen sentaz kinaz-3

: Hidroklorik asit

: Huntington hastalig1

: Hidrojen peroksit

: Hidroperoksil radikali

- Lipit Peroksil radikali

- Lipopolisakkarit

: Losin agisindan zengin tekrar kinaz 2

Xviii



MHTT
MTT
MSS
NCCD
NFY
NK
NO*
NO>’
Nox2
Oz
OH"
PBS
PCR
PH

Pl
PINK1
RA
ROO
ROT
RNA
RNT
RTCA-DP

RT-PCR

: Mutant huntingtin proteini

: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir
: Merkezi sinir sistemi

: Hiicre 6liimii isimlendirme komitesi
: Norofibriler yumak

: Dogal 6ldiiriicti hiicreler

: Nitrik oksit

- Nitrojen oksit radikali

: NADPH oksidaz 2

: Stiperoksit anyon radikali

: Hidroksil radikali

: Fosfat tamponlu salin soliisyonu

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Parkinson hastalig1

: Propidium iyodiir

: PTEN ile indiiklenen kinaz 1

: Retinoik asit

: Peroksil radikali

: Reaktif oksijen tiirevleri

: Riboniikleik asit

: Reaktif nitrojen tiirevleri

: Gergek zamanli hiicre analiz sistemi

: Gergek zamanli-polimeraz zincir reaksiyon

Xix



SAH : Spinoserebellar ataksi hastalig

SCA : Spinoserebellar ataksi
SOD1 : Stiperoksit dismutaz 1
TNF- a : Timor nekroz faktorii

XX



1. GIRIS VE AMAC

Kannabinoidler, Cannabaceae familyasina ait Eugenia caryophyllus, Humulus
lupulus, Teucrium marum ve Lantana achyranthifola gibi tiirlerin ugugu yaglarinda
bulunan kannabinoid reseptorleri araciligiyla etki gosteren bir grup kimyasal
bilesikleri kapsayan metabolitlerdir. Kannabinoidler, sekonder metabolitlerden olan
terpenlerle birlikte gorev alirlar. Karyofilenler, beta karyofilen, alfa karyofilen (Alfa
humulen) ve izokaryofilen igeren seskiterpenlerdir. Alfa humulen Humulus lupulus
L. Serbet¢i otu bitkisinin ugucu yaglarinda bulunan {i¢ izopiren birimden olusan
monosiklik seskiterpendir (Neuenschwander vd., 2012). Alfa humulenin anti-
inflamatuar, antimikrobiyal, antikanser, antioksidan ve lokal anestezik etkileri vardir
(Legault ve Pichette, 2010).

Evrimsel siirecte insan Omriiniin uzamasiyla birlikte norodejeneratif
hastaliklarin goriilme sikliginda da artis goriilmektedir. Alzheimer hastaligi (AH),
Parkinson hastaligi (PH), Huntington hastaligi (HH), Amiyotrofik lateral skleroz
(ALS) ve Spinoserebellar ataksi hastaligt (SAH) yaygin olarak goriilen
norodejeneratif hastaliklardir (Gitler vd., 2017). Gelisen teknoloji ile birlikte yapilan
bilimsel ¢alismalar sonucunda bile maalesef bu hastaliklar {izerinde etkin bir tedavi

bulunmamaktadir.

Organizmalarin yasamsal faaliyetleri agisindan énemli olan O2 mitokondriyal
redoks tepkimelerinde kullanilir ve bu tepkimeler sonucunda reaktif oksijen tiirevleri
olusmaktadir. ROT f{iretiminin fazla olmasi durumunda oksidatif stres meydana
gelmektedir. Oksidatif stresin durumunda makromolekiiler diizeyde hasarlarin

meydana gelmesi sonucu nérodejeneratif hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Literatiirde kannabinoidlerin toksisitelerinin diisiik olmasindan otiirii yararl bir
terapotik ajan oldugu ve norolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmasinin uygun

oldugu kabul edilmektedir (Olives vd., 2020, Scuderi vd., 2009).

Tez kapsaminda Alfa humulenin antiproliferatif ve antiapoptotik etkilerini
aragtirmak amaciyla oncelikle SH-SYSY hiicreleri iizerinde MTT yontemiyle
toksik/toksik olmayan konsantrasyonlar belirlenmistir. Daha sonra néronal fenotipe
farklilagtiritlmis SH-SYSY hiicreleri lizerinde H20 ile indiiklenen norotoksisite
modeli olusturulmus ve Alfa humulenin néroprotektif etkisinin hiicre canlilik

degerleri hem MTT yontemiyle hem de XCELLigence RTCA-DP gergek zamanl
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hiicre analiz sistemiyle belirlenmistir. Norotoksisite modeline ek olarak, SH-SY5Y
hiicre hatt1 ve LPS ile stimiile edilmis THP-1 hiicre hatt1 birlikte inkiibe edilerek in

vitro ko-kiiltiir modeli olusturulmustur.

Sonug olarak, tez ¢alismasi kapsaminda SH-SY5Y hiicre hatt1 {izerinde Alfa
humulenin antiproliferatif, noroprotektif ve antiapoptotik etkileri belirlenmistir.



2. KAYNAK BILGIiSi
2.1. Oksidatif Stres

Molekiiler oksijenin (O2), hiicresel isleyis ve organizmalarin yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilmeleri agisindan biyolojideki rolii ¢ok 6nemlidir (Singh vd.,
2019). Solunum yoluyla alinan O2’nin biiyiik bir kism1 besinlerden enerji eldesi i¢in
hiicrelerde mitokondriyal redoks tepkimelerinde kullanilmaktadir. Mitokondriyal
redoks tepkimeleri sonucunda yiiksek enerji olusumunun yani sira diisiik miktarda
reaktif oksijen tiirevleri (ROT) ve/veya reaktif nitrojen tiirevleri (RNT) gibi serbest
radikal ¢esitleri olusmaktadir. Oksijen tiim canli hiicreler i¢in hayati nem tasiyor olsa
da diger yandan potansiyel olarak asir1 derecede tehlikeli olabilmektedir (Uttara vd.,
2009). Oksijenin zararli etkilerinin nedeni olarak reaktif oksijen tiirevleri (ROT)
olarak bilinen istenmeyen metabolik yan tiriinlerin olusumu oldugu disiiniilmektedir
(Chiurchiu vd., 2015). ROT’lar, siiperoksit anyon radikali (O2"-), hidroperoksil
radikali (HOQ"), peroksil radikali (ROO"), lipit peroksil radikali (LOO") ve hidroksil
radikali (OH") gibi oksijen radikalleri ile hidrojen peroksit (H202) gibi O2’nin radikal
olmayan tiirlerini igermektedirler (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Reaktif nitrojen
tirevleri (RNT) ise nitrik oksit ve (NO®) nitrojen oksit radikallerini (NO2")
icermektedir. Reaktif oksijen tiirevlerinin tiretimindeki fazlalik ile reaktif ara tiriinleri
detoksifiye etme ve ¢ikan hasar1 onarma yetenegi arasindaki dengesizlik oksidatif
stres olarak tanimlanmaktadir. (Manke vd., 2013). Oksidatif stres makromolekiiler
hasara neden olarak ateroskleroz, diyabet, kanser, norodejeneratif hastaliklara ve

yaslanmaya yol acabilmektedir (Ray vd., 2012).



Tablo 2.1. Endojen Oksidanlar (Birben vd.,2012)

Oksidan Formiil Reaksiyon Denklemi

NADPH + 20; < NADP* + 20, + H*
Stiperoksit anyon (07

Fe2* + O, — Fe?t + Oy

Hipoksantin + H,O + O, «» Ksantin + H,0;
Hidrojen peroksit H.0;

Ksantin + H,0 + O, <> Urik asit+ H,0,
Hidroksil radikal OH Fe?* + H,0, — Fe¥* + OH™+ OH"
Peroksil radikalleri ROO* R+ 02 — ROO*
Hidroperoksil radikali HOO* H20 + O— < HOO" + OH~

Tablo 2.2. ROT ve RNT Listesi (Dasuri vd.,2013)

Isim Sembol
Stiperoksit anyon 02~
Hidrojen Peroksit H20;
Hidroksil OH’
Peroksil ROO
Tekli Oksijen 0,
Nitrik Oksit NO*
Peroksi Nitril ONOO~
Nitroksil HNO
Nitrit NO2~
Nitrat NO3~
Karbon Monoksit Cco




2.2. Norodejenerasyon

Beyin, islevini ger¢eklestirebilmek i¢cin devamli olarak oksijen ve glikoza
ihtiya¢ duymaktadir (Nistico vd., 2008). Toplam viicut agirliginin yaklasik olarak
%?2’sini beyin olusturmaktadir. Solunum yoluyla viicuda alinan total oksijenin
yaklasik %20’den fazlas1 ve glikoz tiiketiminin biiylik bir kism1 beyin tarafindan
kullanilmaktadir. Beyinde meydana gelen metabolik olaylarda ¢ogunlukla néronlar
ve astrositler sorumludur (Halliwell, 2006). Beynin fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi i¢in fazla miktarda oksijen tiiketilmektedir. Hiperoksi olarak
adlandirilan oksijen zehirlenmesi meydana geldiginde oksijen ROT artigina sebep
olarak noronlarda toksik etki olusturmaktadir. ROT {iretiminin artmasi, antioksidan
sisteminin diizensiz islemesi durumunda beyinde hiicre 6liimii ve ndérodejenerasyon
meydana gelmektedir (Angelova ve Abramov, 2018). No6rodejenerasyona neden olan
ROT’lar, H202, Oz ve yiiksek oranda reaktif OH" icermektedir. Reaktif oksijen
tirevlerinden yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali (‘OH), DNA bazlariyla
kolayca reaksiyona girmekte ve hasara yol agmaktadir (Cooke vd., 2003). DNA’da
olusan hasar onarilamayacak diizeye ulastiginda ise hiicre Gliime gitmektedir.
Morfolojik ve biyokimyasal dzelliklerine gore nekrozis ya da apoptozis olarak iki tip
hiicre 6liimii meydana gelmektedir (Saito vd., 2009).

2.3. Hiicre Oliim Mekanizmalar

Organizmada tanimlanan 200’den fazla farkli tipte hiicre bulunmaktadir.
Tanimlanan hiicrelerin her birinin yasam siiresi birbirinden farklilik géstermekle
birlikte 6rnegin; notrofiller i¢in dokuda yasam stireleri 4 giin, eritrositler i¢in kanda
yasam siireleri 120 giin, sinir hiicreleri i¢in ise yaklasik 50-100 yildir. Organizmada,
embriyonik gelisim ile birlikte 6nem tasiyan hiicre 6liimii erigkin siiregte de devam
etmektedir. Programlanmis hiicre 6liimii farkli biyolojik yolaklarda rol oynayan bir
mekanizmadir. Kanser, otoimmiinite, ndrodejenerasyon gibi farkli patolojik
durumlarin meydana gelmesi hiicre Olimiiniin az ya da fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir (EImore, 2007). Yapilan ¢alismalar 15181inda yakin zamana kadar
hiicre 6liimiiniin sadece iki yol ile meydana geldigi diisiiniilmekteydi. Birinci yol,
programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptoz, ikinci yol ise raslantisal

olarak ortaya ¢ikan, proglanmamis hiicre O6liimii olarak tanimlanan nekrozdur.
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Teknolojinin gelisimi ve bilimin ilerlemesi ile birlikte, 1960 yilindan itibaren
programli hiicre 6lim mekanizmasi olarak adlandirilan apoptoza alternatif olarak
baska hiicre 6liim mekanizmalarinin oldugu ortaya ¢ikmistir (ElImore, 2007). Hiicre
olim mekanizmalar1 morfolojilerine, biyokimyasal yapilarina ve fonksiyonel
ozelliklerine gore siniflandirilabilmektedir. Paraptozis, piroptozis, pronekrozis,
onkozis gibi daha pek ¢ok o6lim sekli ise ‘atipik hiicre 6lim modelleri’ olarak
tamimlanmustir (Kroemer vd., 2009). Organizmada, morfolojik olarak ii¢ tip hiicre
0liim mekanizmasi tanimlanmaktadir. Bu mekanizmalar, apoptoz, nekroz ve nekroza
benzer morfolojik 6zelliklere sahip olan non-lizozomal pargalanmadir (Elmore,

2007).

Yapilan caligmalarla elde edilen sonuglara gére apoptoz, nekroz, otofajik hiicre
Olimii ve eksitotoksisite noronal hiicre oliimiine neden olan mekanizmalardir.
Apoptoz, nekroz, otofajik hiicre 6liimii ve eksitotoksisitenin mekanizmalari haricinde
paraptozis, piroptozis, pironekrozis, onkozis gibi hiicre 6lim mekanizmasi da
bulunmasina ragmen ndronlar iizerinde ¢ok fazla g¢alisma yapilmadigr icin
norodejenerasyondaki  hiicre Oliimiinde bu mekanizmalarin  heniiz  roli

bilinmemektedir (Bredesen vd., 2006).
2.3.1. Nekroz

Nekroz, hiicrede meydana gelen yaralanmalar sonucu hasarli hiicrenin siserek
patlamasina neden olan hiicre 6lim mekanizmalarindan biridir. Nekroz sonucunda
hiicre igeriginin dagilmasinin ¢evre hiicrelere zarar vermesi nedeniyle birlikte
inflamasyon da bu duruma eslik etmektedir. Nekrotik siiregte programsiz ve
kontrolsiiz olarak hiicre 6liime gider; fakat nekrozdan farkli bir mekanizma olan
apoptoziste ise hiicre kendi 6liimii sirasinda aktif rol alir ve bu siireci programli,
kontrollii ve diizenli bir bigimde siirdiirmektedir. Nekrozun aksine apoptozda
inflamasyon eslik etmez ve ¢evre hiicreler zarar gérmeden fagositoz yoluyla hiicre
apoptotik cisimcikler halinde elimine edilmektedir (Lakna, 2017). Ancak son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda nekrozun baglatilmasi ve kontroliinde de programli
kontrol mekanizmalarmin oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir. 2005°de
Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD) tarafindan nekroz olayinda hiicre

membran biitiinliigliniin bozuldugu, hiicrede sisme ve organellerde parcalanmanin



goriilmesinden &tiirti bir terim olarak tanimlanmasi uygun gorilmistiir (Kroemer vd.,
2009).

Genellikle beyindeki akut iskemik veya travmatik hasarlar sonucu merkezi sinir
sisteminde reaktif oksijen tiirevleri (ROT), glutamat, kalsiyum ve sitokinler gibi
eksitotoksinlerin olusumuna yol agarak nekrozu meydana getirmektedir (Delegge ve
Smoke, 2008). Hiicre hasar1 sonucunda hiicrede gelisen geri doniisii olmayan hasar,
hiicre o6liimiine neden olmaktadir. Nekrotik hiicre 6liimii veya nekrozun meydana
gelmesinde tanimlanabilen bir biyokimyasal yolak olmadigindan dolay1 programli bir
hiicre olimi degildir. Nekrotik hiicre Oliimii, programli bir hiicre Oliimi
olmamasindan dolay1 genetik olarak belirleyici olmayan bir olay olarak kabul edilse
de timor nekroz faktoriiniin nekrozu indiiklediginin arastirilmas: bu diislincenin

aksini gostermektedir (Chi vd., 2018).
2.3.2. Apoptoz

Kerr ve digerleri tarafindan ilk kez 1972’ de nekrozdan morfolojik olarak
farklilik gosteren hiicre 6liim mekanizmasi olarak apoptozis terimi tanimlanmistir
(Kerr vd., 1972). Cok hiicreli organizmalarin normal gelisim sirasindaki
programlanmis hiicre 6liim mekanizmas1 apoptoz olarak tanimlanmaktadir. Apoptoz,
reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu ile birlikte meydana gelen pek ¢ok hiicrenin
sitoplazmasinda aktif halde bulunan kaspaz gibi enzimlerin aktiflenmesi ile tetiklenen
durumlar sonrasinda veya oksidatif streste hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi
ve apoptotik govde olusumu gibi karakteristik siirecler ile meydana gelmektedir
(Sonmez vd., 2018). Memeli hiicrelerinde kaspaz aktivasyonunu baslatan,
tanimlanmis iki tane yolak vardir. Bunlar intrinsik (veya mitokondriyal) yolak ve
ekstrinsik (veya 6lim reseptorii) yolaktir. Ekstrinsik yolakta, hiicre digt ligandlarin
baglanmast ile 6lim reseptorleri aktive edilmektedir. Her iki yolakta da mitokondriyal
membran gegirgenligi degismektedir. Mikrotiibiil ile iliskili olan Tau onemli bir
patojenik proteindir, dogalar1 geregi yapilandirilmamis olan bu proteinler farkli
hastalik durumlarinda intrinsik yolak ile diizenli yapilar olusturmak i¢in birbirleriyle
etkilesime gegmektedirler (Chang vd., 2018). Apoptoz siireci genel olarak dort
asamada gerceklesmektedir. Ilk olarak, biiyiime faktdrleri, onkogenler ve tiimor

Siipresor genler ile apoptozun baslatilmasi, hiicre i¢i protezlarin aktivasyonu,



biyokimyasal ve morfolojik yapida meydana gelen degisiklikler son asama ise
apoptotik cisimlerin fagositoz yoluyla eliminasyonudur (Kar ve Sivamani, 2015).

Hiicreler fizyolojik ya da patolojik orijinli olarak apoptoza yonelmektedir
(Savitskaya ve Onishchenko, 2015).

v" Fizyolojik nedenler:
e Embriyonik gelisim
e Doku modellemesi

e Immiin hiicre seleksiyonu

v Patolojik nedenler:

e Kronik viral hastaliklar

e Ateroskleroz

e Norodejeneratif hastaliklar

e Tip I diyabet

e Akut miyokard infarktiisii

e Miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasari

o Kazanilmis Bagisiklik Yetersizligi Sendromu (AIDS)

e Malign tiimorler
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Sekil 2.1. Apoptoz ve nekroz gegiren hiicrelerin yapisal degisiklikleri (Lakna, 2017).
2.3.3. Otofaji

Hiicre i¢in alternatif diger bir hiicre 6lim modeli otofajidir. Kelime anlami
olarak kendi kendini (oto) yeme (faji) anlamina gelen, hiicre kendi bilesenlerini kendi
icinde sindirmekte oldugu i¢in bu 6liim modeline otofaji ad1 verilmistir. Otofaji hiicre
biyolojisinde hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin lizozomal enzim
aktivitesiyle yikilma mekanizmasi olarak adlandirilmaktadir. Otofaji genetik olarak
kabul edilmektedir. 1990 yilinda Oshumi ve arkadaslarinin mayalarda yaptiklart bir
calismada 30 ATG (otofaji ile baglantili genler) tanimlanmistir (Gozuacik ve Kimchi,
2004). Son yillarda yapilan ¢alismalarda hiicrelerdeki otofaji bozukluklarinin kas
hastaliklari, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve Huntington, Alzheimer, Parkinson gibi

ndrodejeneratif hastaliklarin etiyolojisinden sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir



(Park vd., 2020) Hiicrede "otofaji olusum merkezi" (Preautophagosomal structure,
PAS) adi verilen ve memelilerde endoplasmik retikulum ile golgi cisimciginin

arasinda oldugu diistiniilen bolgelerdir (Abounit vd., 2012).

Nekroz, apoptoz ve otofaji disinda; diger bir hiicre 6liim mekanizmasi ise
granzim ve kalpain yolagidir. Kalsiyum bagimli sistein proteaz enzim ailesinde yer
alan kalpain kaspazlarin substratlarina benzer substratlar1 ve prokaspazlar1 keserek
onlarin aktive olmasimi saglamaktadir. Granzimler ise T lenfosit ve NK (Dogal
Oldiirlicii hiicreler) hiicreleri viriisle enfekte hiicreleri elemek amaciyla graniilo-

ekzositoz yolaginda kullanilmaktadir.
2.3.4. Piroptozis

Kaspaz-bagimli hiicre 6liim yolaklarindan birisi olan piroptozis, apoptozdan
farkli 6zelliklere sahiptir. Piroptozis apoptoz gibi inflamasyon 6zelligi tasiyan hiicre
oliim yolagi oldugu igin bu ismi almistir. Piroptozis hiicre 6liimiinde meydana gelen
biyokimyasal ve morfolojik degisimler apoptozdan farklidir. Piroptozisin ana
fonksiyonu konak hiicreyi ortadan kaldirarak basit enfeksiyonun kontrol altinda
tutulmasidir. Piroptozisde hiicre siserek aniden plazma membran permeabilizasyonu
gerceklesirken, apoptozda mitokondriyal permeabilizasyon goriiliir ve piroptoziste bu

goriilmez (Bergsbaken vd., 2009).
2.3.5. Kaspaz-bagimsiz hiicre oliimii

Kaspaz bagimsiz hiicre 6liimii apoptozis ile benzerlikler gosterse de morfolojik
ve biyokimyasal agidan farkliliklar gostermektedir. Kaspaz-bagimsiz hiicre 6liimiinde
kaspaz aktivitesi yoktur. Mitokondriyal permeabilizasyonun genellikle doniisii
yoktur. Bununla birlikte mitokodrial dis membran permeabilizasyonu pro-apoptozla
iliskili oldugunda meydana gelen hiicre 6liimiinde kaspaz aktivesinin olmamasindan

dolay1 kaspaz bagimsiz hiicre 6liimii olarak ifade edilmektedir (Tait ve Green, 2008).
2.4. Norodejeneratif Hastaliklarda Oksidatif Stres

Bir yetiskin beyni yaklasik olarak 10'*-10'? noron igermektedir (Emerit vd.,
2004). Norodejeneratif hastaliklar, noronal hiicrelerin disfonksiyonu ile spesifik
olarak karakterize edilmektedir (Singh vd., 2019). Alzheimer hastaligi (AH),
Parkinson hastaligi (PH), Huntington hastaligi (HH), Amiyotrofik lateral skleroz
(ALS) ve Spinoserebellar ataksi hastaligt (SAH) yaygin olarak goriilen
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norodejeneratif hastaliklardir. Serbest radikaller; DNA hasari, enzim aktivitelerinde
meydana getirdikleri degisiklikler, lipid metabolizmasinda neden olduklar
degisiklikler, lipit peroksidasyonu yoluyla zar yapisi ve fonksiyonlarmin bozulmasi,
zar proteinlerinin ve tasiyici proteinlerin deformasyonu sonucunda hiicrelerde ve
dokularda deformasyona yol agmaktadirlar. Serbest radikallerin yaslanma,
ateroskleroz, kanser, iskemi reperfiizyon, inflamasyon, romatoid artrit,
norodejeneratif hastaliklar, karaciger hastaliklar1 gibi bir¢ok patolojik durumda aktif
rol oynadig1 kabul edilmektedir. ROT miktarinin artmasiyla birlikte oksidatif stres,
norodejeneratif hastaliklarda noronal kayiptan sorumlu ana faktorlerden biri
olmaktadir. Genellikle ROT miktarinin normalin istiinde olmasi durumunda
meydana gelen mitokondriyal disfonksiyon ile noérodejenerasyon birbiriyle
iliskilendirilmektedir (Lin ve Beal, 2006). Oksidatif stresin neden oldugu radyasyon,
asirt alkol, sigara tiiketimi ve obeziteden kaginilarak mitokondriyal kofaktdrler olan
riboflavin, koenzim Q yardimi ile mitokondriyal fonksiyonu korumak nérodejeneratif

hastaliklar1 6nlemek agisindan 6nemlidir (Emerit vd., 2004).
2.4.1. Alzheimer hastaligi (AH) ve oksidatif stres

AH; vyaslanan niifusun biiyiik bir bolimiini etkileyen, giinlik yasam
aktivitelerini 6nemli Olciide bozarak yasam kalitesini diisiiren, davranig, bilis ve
islevselligin giderek kaybedilmesi ile iligkili olarak yaygin goriilen ilerleyici bir
demanstir (Terracciano ve Sutin, 2019). AH’nin patolojisi H2O2 ve amiloid beta (AB)
peptidinin norotoksisitesi nedeniyle oksidatif stres ile baglantilidir ve AH’deki
histopatolojik degisiklikler hiicre dis1 AP plaklarinin ve hiicre i¢i tau ndrofibriler
yumaklarin (NFY) birikiminden kaynaklanmaktadir (Gella ve Durany, 2009).
Yapilan son ¢alismalar A peptitlerinin H20> iiretme yeteneginden dolayr oksidatif
stres mekanizmasinda H202’nin yiiksek derecede toksik ROT olusturarak AH ile
iliskisini ortaya koymustur (Tabner vd., 2001; Milton, 2004). Kaspaz-3 ve kaspaz-9
kaspaz ailesinin hiicre i¢i noronal apoptotik sinyal proteinleridir (Jiao vd., 2018).
Literatiirde AH’de kaspaz-3’lin aktif oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir.
AH gelisimine AP peptit tiretimi kaspaz-3’tin amiloid prekiirsor proteini (APP) vy-
sekretaz aracili boliinmesini artirmastyla tetiklenerek, amiloid plaklarinin olusumunu
glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) aktivitesiyle tau fosforilasyonunu arttirarak sebep
olmaktadir (Snigdha vd., 2012).
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2.4.2. Parkinson Hastahg (PH) ve oksidatif stres

Parkinson hastalig1 (PH), beynin substantia nigra'nin pars kompakta boliimiinde
dopaminerjik noronlarin kaybiyla karakterize olan ve yaygin olarak goriilen
norodejeneratif hastaliklarda ikinci sirada yer almaktadir (Eriksen vd., 2005).
Siiperoksit anyon radikali (O2%"), hidroksil radikali ("OH) ve hidrojen peroksit (H202)
ROT ornekleridir ve dopaminerjik noronlarin dejenerasyonundan kaynaklanan
patolojik mekanizmalar, beyindeki agirt ROT veya diger serbest radikallerin {iretimi,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu veya inflamasyondan kaynaklanmaktadir
(Hwang, 2013; Dias vd., 2014). Noronal apoptozun biiyiik bir kismini etkileyen ve
PH ile iliskilendirilen mitokondriyal kompleks I eksikliginin nedeni, solunum
zincirinde serbest radikal iiretiminin artmasi, oksidatif fosforilasyon sistem

bozuklugunun mitokondriyal disfonksiyonundan kaynakli olmasidir (Guo vd., 2018).

12



PINK1, parkin, a-siniiklein ve LRRK2 genlerinde mutasyonlar meydana geldiginde,
ROT artmasiyla oksidatif strese neden oldugu ve ROT un a-siniiklein birikimini ile
proteazomal bozulma meydana getirerek PH gelisiminde 6nemli rol oynadigi
belirlenmistir (Cookson, 2012; Ganguly vd., 2017).
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Sekil 2.3. PH de Oksidatif stres (Akbaywr vd., 2017).

2.4.3. Huntington hastahgi (HH) ve oksidatif stres

Huntington hastalii  (HH), istemsiz hareketler, bilissel bozulma,
noropsikiyatrik semptomlarla birlikte erken 6liim ile karakterize olan kalitimsal
norodejeneratif bir hastaliktir (Browne ve Beal, 2006; Fisher ve Hayden, 2014).
HH’nin genetik olmasinin nedeni, huntingtin geninin bir ekzonunda CAG (sitozin,
adenin, guanin) dizisinin patojenik bir sekilde 35 tekrardan fazla olmasi durumunun
mutasyona yol agmast ile mutant huntingtin proteinin (MHTT) olusmasi ve bunun
beyinde birikmesi ile transkripsiyon siirecini bozmasidir (Andrew vd., 1993). mHTT
mitokondriyal membran ile temas ederek kalsiyum dengesini bozar ve bunun
sonucunda mitokondriyal disfonksiyon meydana gelmesi ile ROT birikimine neden
olarak ROT kaynakli oksidatif stres ve apoptoz ile ndrodejenerasyona neden
olmaktadir (Shirendebvd., 2011).
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Sekil 2.4. Huntington hastaliginda (HH) protein agregatlar: ve oksidatif stres (Jain, 2020).

2.4.4. Amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve oksidatif stres

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), motor ndronlarin kaybi ile karakterize edilen
norodejeneratif bir hastaliktir (Kiernan vd., 2011). ALS hastaligi iki sekilde
smiflandirilir bunlar; ailesel ve sporadiktir. Ailesel ALS hastalar1 total ALS
hastalarinin ortalama %5-10’unu olusturmaktadir (D’Amico vd., 2013). Sporadik
ALS (sALS) sinif1 50-60 yaslar1 arasinda ortaya ¢ikarken, SOD1'deki mutasyonlardan
kaynakli olan ailesel sinif ALS’nin yaklasik olarak %20'sini olusturmaktadir (Ingre
vd., 2015; Kiernan vd., 2011). SOD1'in fonksiyonel olarak O>"’yi O2’ye ve H202’¢
doniistiiren bir enzim oldugu diisiiniilmektedir ve SOD1, motor ndronlarin liimiine
neden oldugu diisiiniilen Nox2’ye bagli ROT iiretimini arttirir ve mitokondriyal

disfonksiyona yol acarak ALS’nin ilerlemesine neden olmaktadir (Li vd., 2011).
2.4.5. Spinoserebellar ataksi hastahg (SAH) ve oksidatif stres

Spinoserebellar ataksi hastaligi (SAH), mutant ATXN1 (ataksin 1) proteininin
asir1 ifadesi sonucu beyincik, beyin sap1 ve omurilikte yavas yavas ilerleyen kusurlar
ile baskin sekilde kalitsal, ilerleyici dejenerasyon ile karakterize otozomal bir
hastaliktir (Akbayir vd., 2017). SAH’a sahip bireylerin beyninde solunum kompleksi
I eksikligi ile oksidatif strese baglt mitokondriyal bozukluklarin SAH’nin ilerlemesi

ile iligkili oldugu 6ne siirtilmektedir (Hakonen vd., 2008).
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2.5. Kannabinoidler

Kannabinoidler, kannabinoid reseptorleri araciligiyla etki gosteren bir grup
kimyasal bilesigi kapsayan bir siniftir. Bu bilesiklerde kannabis bitkisinde de dogal
olarak bulunan fitokannabinoidler, sentetik kannabinoidler ve endojen kannabinoidler
bulunmaktadir (Ulugél, 2014). Kannabinodler, yiizyillardir rekreasyonal ve tedavi
amacl olarak kullanilmaktadir. Agriy1r hafifletmek ve ndrolojik hastaliklar1 tedavi
etmek icin kannabinoidlerin ila¢ olarak kullanilmasi 600.000 yil oncesine kadar
dayanmaktadir (Machado vd., 2018). Kannabinoidler ¢ok sayida terapotik etki
gostermektedirler. Kannabinoidlerin analjezik, ndroprotektif ve anti-inflamatuar
disinda psikiyatrik hastaliklara karsi da terapotik etkileri vardir (Grotenhermen ve
Miiller-Vahl, 2012). Kannabinoid reseptorlerinin, kannabinoid-1 (CB1) ve
kannabinoid-2 (CB2) reseptorleri olarak iki tipi tanimlanmistir (Wiley ve Martin,
2002). CBI reseptorleri omurilikte bazal ganliya, dorsal hipokampiis, amigdala,
substania nigrada dagitilarak noronlarin akson ve terminalleri iizerinde presinaptik
olarak yer alirlar, adenilat siklazi inhibe ederler ve boylelikle nérotransmitterlerin
salinimina aracilik etmektedirler (Lee, 2013). CB2 ise adenilat siklazi inhibe ederek
hiicresel inhibisyon yapan G proteini ile birlikte bulunan bir reseptordiir ve CB2
reseptorleri immiin fonksiyonlarla iligkili periferik dokularda ve ayrica noronal
hiicrelerde de tespit edilmistir (Battista vd., 2013). CB1 ve CB2 reseptorlerinin
aktivasyonunu bloke eden secici kannabinoid reseptdr antagonistleri gelistirilmistir
ve kannabinoid reseptorlerinin antagonistleri klinikte obezitenin tedavisi igin

kullanilmaktadir (Pertwee, 2006; Van Gaal vd., 2005).
2.5.1. Kannabinoidler ve immiin sistem

Immiin sistem, organizmanin zararli olan mikroorganizma ya da hastalik yapan
mikroorganizmalar olarak adlandirilan patojenler ile karsilastiginda reaksiyon
gbsteren savunma sistemidir. Immun sistemin en &nemli fizyolojik gorevi
enfeksiyonlar1 engellemek veya meydana gelen enfeksiyonlar1 ortadan kaldirmaktir.
Immiin sistem, dogal ve edinsel bagisikligi saglayan faktorlerden olusmaktadir
(Goldman, 2002). Dogal immiinite, saglikli bireylerde her zaman bulunan, dogustan
immiinite olarak da adlandirilmaktadir. Edinsel immiinite ise adaptif ya da sonradan
kazanilmis immiinite olarak adlandirilmaktadir. Immiin sistem elemanlarini;

makrofajlar, mast hiicreleri, lenfositler, dogal dldiiriicii hiicreler (NK hiicreler) ve
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sitokinler olusturur. Sitokinler, immiin sistemin diizenlenmesinde ve inflamatuar
durumlarinda hiicreler arasi iletisime aracilik ederek immiin sistemde Gnemli rol
oynayan ve indiiklenebilen proteinlerdir (Esquivel-Velazquez vd., 2015). immiin
sistemin en Onemli sitokinlerini, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 gibi interlokinler
olusturmaktadir. Inflamatuar sitokinlerden 6zellikle IL-1B ndrodejenerasyonda pro-
apoptotik faktor olarak kabul edilmektedir (Fan vd., 2019). IL-1B Alzheimer
hastaliginda (AH) norofibriler patolojiye katkida bulunmaktadir (L. Li vd., 2008). IL-
6 yalnizca bagisiklik sisteminde degil ayn1 zamanda merkezi sinir sisteminde (MSS)
ndronlarin endojen liretiminde gorev almasiyla noéroimmiin tepkide de dnemli bir
sitokindir (Peng vd., 2005). TNF-a, makrofajlar, beyinde astrositler ve bazi néron
popiilasyonlar1 tarafindan sentezlenebilen ve salinabilen sitokinlerden biridir (Figiel,
2008). Kannobinoidler, bagisiklik  hiicrelerindeki DNA  baglanmasinin
diizenlenmesinde gorev alarak immiin sistemini etkileyebilirler ayrica; bagisiklik
hiicreleri, endokannabinoidleri sentezleyebilmektedir. immiin sistem igerisindeki
CB2 seviyesi CB1 seviyesinden fazladir ve insan B lenfosit hiicrelerinde, NK
hiicrelerinde, monositlerde, ve T lenfosit hiicrelerinde CB2 azalan miktarlarda
bulunmaktadir (Tanasescu ve Constantinescu, 2010). Dentritik hiicrelerin antijen
bulundurmast ve bu hiicrelerdeki CB2 varligi, kannbinoidlerin antijen
mekanizmasinda rolii oldugunu gdstermektedir (Matias vd., 2002). Immiin
hiicrelerinin sitokin salinim1 ve merkezi sinir sistemi (MSS) icine veya disina gogiinii

CB2’in immiinitesini etkilemektedir (Cabral vd., 2015).
2.5.2. Kannabinoidlerin noroprotektif etkisi

Kannabinoidler, psikotropik etkilerinin olmamasi ve toksisitelerinin diisiik
olmasi nedeni ile ve merkezi sinir sistemindeki potansiyelinin tanimlanmasiyla
birlikte yararli bir terap6tik ajan olarak kabul edilmis ve bazi nérolojik bozukluklarin
tedavisinde kullanilabilecegi goriisii kabul edilmistir (Echeverry vd., 2021; luvon vd.,
2009). Kemirgenlerde ve insanlarin merkezi sinir sistemindeki (MSS); hipokampus,
amigdala, hipotalamus, beyincik, beyin sap1 ve omurilikteki CB1 reseptdriiniin
lokasyonu belirlenmistir (Mechoulam vd., 2002). Kannabinoidler, reaktif oksijen
turevlerinin  (ROT) temizleyicileri olarak hareket ederek oksidatif hasari
azaltabilmektedirler (Kluger vd., 2015). Kannabinoidler, nérodejenerasyon ve

noroinflamatuar durumlarinda IL-1, TNF-a ve IL-6’y1 modiile ederek makrofaj ve
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mikroglial hiicreler iizerinde bir etki yaratmaktadir (Lastres-Becker vd., 2005).
Kannabinoidlerin, AB’ye kars1 noroprotektif, anti-oksidatif ve anti-apoptotik etkileri
vardir. Apoptotik bir enzim olan kaspaz-3 aktivitesinin inhibisyonunda sinyal

yolaklarina dahil olarak néroprotektif etki saglamaktadir (luvone vd., 2004).
2.6. Alfa Humulen (a-Humulen)

Humulen veya a-Karyofilen olarak da bilinen Alfa humulen, 11 {iyeli halkadan
olusan, ii¢ konjuge olmayan C = C ¢ift bag igeren 3 izopren biriminden olusan
monosiklik bir seskiterpendir. Latince adi ile Humulus lupulus L. Serbetgi otu
bitkisinin olgun kozalaklarindan elde edilen ugucu yaglarinda bulunmaktadir
(Neuenschwander vd., 2012). Alfa humulen, Humulus lupulus’un karakteristik bir
terpeni olmasinin yani sira kenevir, adagay1 ve ginsengde de bulunmaktadir (Hartsel
vd., 2016). Serbetci otu polifenolik bilesikleri ve agil filoroglukozitlerince zengin disi
cicekleri bira koruyucu, biraya 6zgil tat ve aromayi vermek icin ve tedavi edici
amaglar icinde uzun zamandir kullanilmaktadir. Humulen ve oksidasyon iiriinleri
biranin aromasindan sorumludur (Neuenschwander vd., 2012). Alfa humulen ile
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir in vivo ¢alismada Alfa
humulenin, anti-inflamatuar ilag olarak kullanilan Deksametazon kadar etkili anti-
inflamatuar aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Fernandes vd., 2007). Alfa
humulen topikal, oral veya aerosol yolu ile alindiginda ise etkili bir analjezik oldugu
yapilan baska bir ¢alismada bildirilmistir (Rogerio vd., 2009). Alfa humulen, B-
Karyofilenin agik halkali bir izomeridir ve yapilan ¢aligmalarla, Alfa humulen ve f3-
Karyofilenin sinerjistik etki gosterdikleri bildirilmistir (Legault and Pichette, 2010).
Ayrica Alfa humulenin antimikrobiyal - antiviral ve antikanser etkisi oldugu da

literatiirde yer almaktadir (Legault ve Pichette, 2010).
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Sekil 2.5. a-Humulenin kimyasal ve ii¢ boyutlu kimyasal yapisi (PerkinElmer, 2011).
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3. GERECLER
3.1. Hiicre Hatlar
3.1.1. SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hatti

SH-SY5Y (ATCC, CRL-2266) hiicre hattt 1970 yilinda, 4 yasindaki bir kiz
cocugunun kemik iligi dokusuna sigramis SK-N-SH hiicrelerinden elde edilmis olan
bir alt klondur (Xicoy vd., 2017). Hiicre kiiltiirtinde; noroprotektif etki ¢caligmalarinda,
dopaminerjik noronlara farklilasabilme benzerliginden dolay1 néronal hiicre modeli
olarak kullanilan kemik iligi kokenli insan néroblastoma hiicre hattidir. SH-SY5Y

hiicre hatt1 Amerika Tip Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir.
3.1.2. THP-1 insan akut monositik l6semi hiicre hatti

THP-1 (ATCC, TIB-202), monosit / makrofaj fonksiyon ve mekanizmalarin
incelemek icin yaygin olarak kullanilan, bir yasindaki akut monositik 16semi hastasi

cocugun periferik kanindan elde edilip 6liimsiizlestirilmis monosit benzeri bir hiicre

hattidir  (Madeira vd., 2014). THP-1 hiicre hatti, Amerika Tip Kiiltiir

Koleksiyonundan temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Geregler ve Cihazlar

3.2.1. Kimyasal maddeler, gerecler ve cihazlar
10, 100, 1000 ve 5000 pL’lik pipetor Eppendorf Kanada
10, 200, 1000 pL’lik mikropipet ucu Greiner bio-one ABD
12 kanall1 otomatik pipet Axygen Ingiltere
15 ve 50 mL’lik santrifiij tiipleri Isolab Almanya
Penisilin/Streptomisin Gibco ABD
Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm2) Thermo Scientific ABD
Thermo Flask, Filtreli Kapak (25 cm2) Thermo Scientific ABD
2 mL’lik Ependorf tiip Greiner bio-one ABD
5-10 ve 25 mL’lik cam pipet Isotherm Tiirkiye
6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi TPP Isvigre
24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakasi Corning ABD
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi TPP Isvigre
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma—Aldrich Almanya
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Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma-Aldrich Almanya
Cedex Smart Slide Roche Almanya
Parafilm Pechiney Fransa
Sarjl1 pipetor Starlab Almanya
Tripsin-EDTA 10X Pan Biotech Almanya
Tripan mavisi Roche Almanya
Kryotiip (2mL) Greiner Bio-One ABD
Hiicre kaziyici Greiner Bio-One ABD
Phosphate Buffer Saline (PBS) Invitrogen Almanya
Lipopolisakkarit (LPS) Sigma—Aldrich Almanya
HERACcell 150 Steril CO; inkiibatorii Thermo Scientific ABD
Masaiistii sogutmali santrifiij Eppendorf Almanya
Inverted mikroskop Leica Almanya
Hiicre sayimi i¢in Cedex XS Innovatis ABD
Cytation 3 Multi-Mode Reader Bio-Tek ABD
xCELLigence Gergek Zamanl Hiicre Analiz Roche Almanya
Sistemi (RTCA-DP)

Derin dondurucu buzdolab1 Altus Tiirkiye
Hassas terazi Ohaus Avustralya
Inverted mikroskop Leica Almanya
Mikro santrifiij Hettich Almanya
NanoDrop 2000 Spektrofotometre Thermo Scientific ABD
Otoklav Alp Tiirkiye
Otomatik pipetler Eppendorf Almanya
Sterilizator Niive Tiirkiye
Su banyosu Niive Tiirkiye

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi
3.3.1. Retinoik asit (RA)

100 mg’lik renkli ampul igerisinde toz halde bulunan Retinoik asit, %95°1ik etanol

igerisinde ¢Oziilmiis olup 5 mM olarak ana stok hazirlanmistir. Ana stok cam siselerde -
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20 °C’de saklanmis ve deney Oncesinde 10 uM’a taze besiyeri igerisinde seyreltilerek

kullanilmistir (Shipley vd., 2016).
3.3.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Koyu renkli sise i¢erinde sivi halde bulunan %30’luk hacimdeki Hidrojen Peroksit,
steril su icerisinde 100 mM olarak ana stok hazirlanmistir. Ana stok her deney sirasinda
taze olarak ve karanlik ortamda hazirlanmigtir. Ana stoktan 1 mM PBS (Fosfat tamponlu
salin sollisyonu) igerisine almarak 100 pM taze besiyeri igerisinde seyreltilerek

kullanilmustir.
3.3.3. Alfa Humulen

Koyu renkli sise igerisinde sivi halde bulunan Alfa humulen, %70’lik etanol
¢oOzeltisi igerisinde ¢6ziilmiis olup 100 mM olarak ana stok hazirlanmistir. Ana stok
ependorf tiipii icerinde +4 °C’de saklanmis ve deney Oncesinde 500 uM’a taze besiyeri

icerisinde seyreltilerek kullanmigtir.
3.3.4. E.coli 0111:B4 Lipopolisakkarit (LPS)

Liyofilize halde olan LPS, steril distile su ile c¢ozilerek 1000 pg/mL
konsantrasyonda ana stok hazirlanmis ve aliquatlanarak -20 °C’de saklanmigtir. Ana stok
soliisyonundan, taze besiyeriyle cesitli seyreltme islemleri yapilarak deneylerde

kullanilmistir.
3.3.5. Akridin Oranj/ Propidyum Iyodiir

Koyu renkli cam sise igerisinde toz halde bulunan Akridin Oranj (AO) 1 M
hacimdeki HCI igerisinde 1 mg/mL olarak ana stok hazirlanmistir. Koyu renkli sise
igerisinde bulunan Propidyum Iyodiir (PI) PBS igerisinde ¢oziilerek 1 mg/mL olarak stok
hazirlanmistir. Hazirlanan ana stoklar 1000 pg/mL konsantrasyonda karistirilarak 100

pg/mL konsantrasyon olacak sekilde PBS ile seyreltilerek kullanilmistir.
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4, YONTEMLER
4.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
4.1.1. SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hattinin kiiltiire edilmesi

SH-SY5Y, dopamin-B-hidroksilaz aktivitesine sahip olup dopamini nérepinefrine
doniistiirebilen ve bu yiizden de genellikle hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda insan ndronal
hiicre modeli olarak kullanilmakta olan insan kemik iligi kokenli néroblastoma hiicre

hattidir (Dwane vd., 2013).

Noroblastoma hiicreleri 37°C’de %95 bagil nem ve %5 CO- igeren ortamda %10
FBS (Fotal sigir serumu), %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM biiylime besiyerinde
kiiltiire edilerek ¢ogaltilmistir. SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinin %70-80 oraninda
doluluga ulastig1 inverted mikroskopta goriintiilendikten sonra flasklardaki besiyeri
atilmistir ve kalan besiyerini uzaklagtirmak i¢in 5 mL steril PBS ile yikama islemi
yapilmistir. Flask tabanina tutunan hiicreler tripsinizasyon iglemi ile kaldirilmistir.
Tripsinizasyon islemi 25 cm®’liik flasklara 1 mL 3 dakika, 75 cm® ’liik flasklara ise 2 mL
5 dakika tripsin ilave edilerek 37°C’de inkiibatorde inkiibe edilerek yapilmistir. Tabanda
tutunmus kalan hiicrelerin de kalkmasini saglamak i¢in flask tabanina el ile birka¢ kez
vurularak mikroskopta kaldirma islemi kontrol edilmistir. Tiim hiicreler kalktiktan sonra
tripsin enziminin aktivitesini durdurmak i¢in hizl bir sekilde tripsin hacmi kadar besiyeri
eklenmistir ve 1-2 kez pipetaj yapildiktan sonra hiicre siispansiyonu 15 mL’lik falkon
tiipine alinmistir. Falkon tiipii 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve tripsinli
medyum (slipenatant) uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti 1 mL besiyerinde ¢6zdiiriilmiistiir.
Hiicre sayim cihazinda 1x10* hiicre sayilarak 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir (Cheung
vd., 2009).
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Gorsel 4.1. SH-SY5Y hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii (20X)

4.1.2. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hattimin noéronal fenotipe
farkhlastirilmasi
SH-SYS5Y hiicreleri, 47 kromozomdan olusan stabil bir karyotipe sahiptir. Cesitli
farkli mekanizmalarla retinoik asit, forbol esterleri ve beyin-tiirevli norotrofik faktor
(BDNF) gibi spesifik norotrofinler dahil olmak tizere ndroblast benzeri bir durumdan
olgun insan noronlarina farklilagabilmektedirler. SH-SYS5Y hiicreleri retinoik asit ile
mualeme edildigi zaman hiicre béliinmesi durmakta ve boylece farklilasma baslamaktadir

(Péhlman vd., 1995; Xie vd., 2010).

SH-SYSY hiicreleri %10 FBS, %!l penisilin/streptomisin iceren DMEM
besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar biiyiitiilmiis, sonrasinda %1 FBS, %]l
penisilin/streptomisin ve 10 uM retinoik asit igeren farklilasma besiyeri igerisinde 5 giin

inkiibasyona birakilarak farklilasmalari saglanmistir (Shipley vd., 2016).
4.1.3. THP-1 insan akut moneositik losemi hiicre hattinin kiiltiire edilmesi

THP-1 hiicreleri, hem monosit- makrofaj farklilasmasini arastirmada hem de
makrofaj biyolojisini anlamada bir model olarak kullanilmaktadir (Bosshart ve

Heinzelmann, 2016).

Calismalarda kullanilan TPH-1 insan akut monositik 16semi hiicre hatt1 37 °C’de
%95 bagil nem ve %5 CO; igeren ortamda %10 fotal sigir serum (FBS), 0.05 mM 2-
merkaptoetanol, %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 (ATCC, 30-2001)
besiyerinde kiiltiire edilerek g¢ogaltilmistir. THP-1 insan monosit hiicreleri %70-80

oraninda doluluga ulastigi inverted mikroskopta goriintiilendikten sonra flasklardaki
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besiyeri 15 mL’lik falkon tiipiine alinmis, falkon tiipii 1100 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatant atilmistir. Hiicre pelleti 1 mL besiyerinde ¢ozdiiriilmiistiir. Hiicre

sayim cihazinda 5x103 hiicre sayilarak 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir.

100 > g §
< S B> - )

Gorsel 4.2. THP-1 hiicre hattinin mikroskop altindaki gériintiisii (20X)

4.2. MTT Yontemiyle Antiproliferatif Etkinin Belirlenmesi

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  tetrazolyum bromiir (MTT) yontemi,
formazon boyalarmin ya da MTT azalmasina bagl olarak enzimatik aktivitenin
kolorimetrik 6l¢timiine dayanan hiicre ¢ogalma miktarinin tespit edildigi bir yontemdir.
Bu yontemle kullanilacak olan herhangi bir terapotik ajanin hiicre lizerindeki sitotoksik
ya da proliferatif etkileri belirlenebilmektedir. Yontem MTT ajani ile inkiibe edilen
hiicrelerde meydana gelen renk degisiminin kolorimetrik olarak belirlenmesi prensibine
dayanmaktadir. Olusan renk degisikligi sar1 ile renklendirilmis formazon tuzlarinin aktif
hiicre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda olugmaktadir. Bu
bilesiklerin absorbans degeri metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile

orantilidir (Brand ve Nicholls, 2011).

Sekil 4.1. MTT boyasinin kimyasal ve ii¢ boyutlu kimyasal yapist (PerkinElmer, 2011).
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4.2.1. Alfa humulenin SH-SYSY hiicre hatti iizerinde MTT yontemi ile
antiproliferatif etkisinin belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicreleri %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM
besiyerinde 37 °C’ de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicreler %80 yogunluga
ulastiktan sonra Cedex XS (Innovatis, ABD) cihazinda sayim yapilarak 96 kuyucuklu
plakalara her bir kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin plakalara
yapismalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Alfa humulenin stok soliisyonundan
hazirlanan 50, 100, 200 ve 400 pg/mL konsantrasyonlar, taze besiyeri i¢inde SH-SY5Y
hiicreleri tizerine uygulanmigtir. Kontrol grubu madde uygulanmamis sadece hiicrelerden
olusan grup ve %0.1 oraninda etanol i¢eren besiyeri ile uygulanmis ¢oziicii kontroliinden
olusmaktadir. Inkiibasyon siiresi sonunda plakalardaki mevcut besiyerleri uzaklastirilarak
9:1 oraninda DMEM besiyeri ve MTT soliisyonu ilave edilmis hiicreler 4 saat inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda DMEM besiyeri ve MTT soliisyonu igeren
besiyeri uzaklastiritlmis ve plakalara 100 pL DMSO verilmistir. Plakalarin absorbans
degerleri Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader’da 540 nm dalga boyunda, her bir
konsantrasyon i¢in 8 tekrar olacak sekilde okunmustur. Kontrol grubunun absorbans
degerlerinin ortalamast %100 kabul edilmis ve diger konsantrasyonlarin % canlilik

degerleri hesaplanmigtir (Kaya-Tilki vd., 2016).

(4.1)

Ornegin absorbans degeri
% Canlilik = x 100

Kontrolin absorbans degeri

4.2.2. SH-SYSY hiicre hatt1 iizerinde H20: ile olusturulmus hiicre hasarinin MTT
yontemi ile antiproliferatif etkisinin belirlenmesi

H20- nin stok soliisyonundan 1, 10, 100, 400 uM konsantrasyonlarda SH-SY5Y
hiicre hatt1 lizerine uygulanmis ve hiicreler 2 saat siiresince inkiibasyona birakilmistir.
H202’ye maruz birakilmayan hiicreler “kontrol grubu” olarak tanimlanmustir. inkiibasyon
stiresi sonunda plakalardaki mevcut besiyerleri dokiilerek uzaklagtirilmis 9:1 oraninda
DMEM besiyeri ve MTT soliisyonu ilave edilerek hiicreler 4 saat inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda DMEM besiyeri ve MTT soliisyonu igeren
besiyeri yine dokiilerek uzaklastirilmis 100 uL. DMSO ilave edilerek plakalarin absorbans
degerleri her bir konsantrasyon igin 8 tekrar olacak sekilde Cytation 3 Cell Imaging Multi-
Mode Reader’da 540 nm dalga boyunda okunmustur. Kontrol grubunun absorbans
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degerlerinin ortalamas1 %100 kabul edilmis ve diger konsantrasyonlarin % canlilik

degerleri hesaplanmistir (Kaya-Tilki vd., 2016).

4.2.3. SH-SYSY hiicre hatti iizerinde Alfa humulenin noéroprotektif etkisinin
MTT yontemi ile belirlenmesi

Calismamizin bu asamasinda SH-SYSY hiicre hatti iizerinde H202 ile
olusturdugumuz hiicre hasar1 iizerinde Alfa humulenin koruyucu etkisinin belirlenmesini
amagladik. SH-SYSY hiicreleri %80 yogunluga ulastiktan sonra Cedex XS (Innovatis,
ABD) cihazinda sayim yapilarak 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 1x10* hiicre
olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin plakalara yapigmalar i¢in 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Alfa humulenin stok soliisyonundan 50, 100, 200 ve 400 pg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanmis ve 100 pl besiyeri i¢inde yapisan hiicreler ilizerine
uygulanmistir ve hiicreler 24 saat siiresince inkiibe edilmistir. Siire¢ bitiminde daha dnce
yine MTT yontemiyle belirlenen H2O2’nin toksik olmayan konsantrasyonun besiyerine
eklenmesiyle mevcut olan besiyeri ile degistirilmis 2 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda plakalardaki mevcut besiyerleri uzaklastirilmis ve 9:1
oraninda DMEM besiyeri ve MTT soliisyonu eklenen hiicreler 4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda DMEM besiyeri ve MTT soliisyonu iceren besiyeri
uzaklastirilmis ve kuyucuklara 100 ul DMSO ilave edilmis, plakalarin absorbans
degerleri her bir konsantrasyon igin 8 tekrar olacak sekilde Cytation 3 Cell Imaging Multi-
Mode Reader’da 540 nm dalga boyunda okunmustur.

4.2.4. Noronal fenotipe farkhlastirnlmis SH-SYSY hiicre hatti iizerinde Alfa
humulenin MTT ydntemi ile antiproliferatif etkisinin belirlenmesi
SH-SYSY hiicreleri hiicreleri %80 yogunluga ulastiktan sonra Cedex XS
(Innovatis, ABD) cihazinda sayim yapilarak 96 kuyucuklu plakalara %1 FBS, %]l
penisilin/streptomisin ve 10 uM retinoik asit igeren besiyerinde her bir kuyucukta 5x103
hiicre olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin farklilagsmalari i¢in 5 giin siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Inverted mikroskopta farklilasmanin meydana geldigi saptandiktan sonra
Alfa humulenin stok soliisyonundan besiyeri i¢inde yapilan seyreltmelerle hiicrelere 50,
100, 200 ve 400 pg/mL konsansantrasyonlar 100 pl farklilasma besiyeri icinde
uygulanmistir. Kontrol grubundaki hiicrelerden birine %0.1 oraninda etanol igeren
besiyeri kullanilmis ve hiicreler 24 saat siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi

sonunda plakalarda mevcut olan besiyerleri uzaklastirilarak 9:1 oraninda farklilagsma
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besiyeri ve MTT soliisyonu eklenen hiicreler 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda DMEM besiyeri ve MTT soliisyonu igeren besiyeri uzaklastirilmis ve
kuyucuklara 100 ul DMSO ilave edilmis, plakalarin absorbans degerleri her bir
konsantrasyon i¢in 8 tekrar olacak sekilde Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode
Reader’da 540 nm dalga boyunda okunmustur.

4.2.5. Noronal fenotipe farkhlastirilmis SH-SYSY hiicre hatt1 iizerinde H20: ile
olusturulmus hiicre hasarinin MTT yontemi ile antiproliferatif etkisinin
belirlenmesi

Noronal fenotipe farklilastirilmis SH-SYSY hiicrelerine H202’nin  stok
soliisyonundan farklilagsma besiyeri icinde gerekli seyreltmeler yapilmis olan hiicrelere
konsansantrasyonlar 1, 10, 100, 400 uM 100 pl farklilasma besiyerinde uygulanmistir ve

H202’ye maruz birakilmayan hiicreler “kontrol grubu” olarak tanimlanmistir. Hiicreler 2

saat siiresince inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda plakalardaki mevcut

besiyerleri uzaklastirilarak 9:1 oraninda farklilasma besiyeri ve MTT soliisyonu eklenen
hiicreler 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda DMEM besiyeri ve MTT
soliisyonu igeren besiyeri uzaklastirilmis ve kuyucuklara 100 ul DMSO ilave edilmis,
plakalarin absorbans degerleri her bir konsantrasyon igin 8 tekrar olacak sekilde Cytation
3 Cell Imaging Multi-Mode Reader’da 540 nm dalga boyunda okunmustur.

4.2.6. Noronal fenotipe farkhlastirilmis SH-SYSY hiicre hatti iizerinde Alfa
humulenin noroprotektif etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi

Néronal fenotipe farklilastirilmis SH-SYSY hiicreleri her bir kuyucukta 5x103
hiicre olacak sekilde farklilasma besiyeri kullanilarak ekilmistir ve 24 saat siiresince
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda Alfa humulenin stok
soliisyonundan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler yapilmig olan hiicrelere
uygulanan konsansantrasyonlar 50, 100, 200 ve 400 pg/mL 100 ul farklilagsma besiyeri
ile degistirilmistir. Inkiibasyon siireci sonunda daha 6nce yine MTT ydntemiyle
belirlenen H202’nin toksik olmayan konsantrasyonun besiyerine eklenmesiyle mevcut
olan besiyeri dokiilerek 2 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Mevcut besiyerleri
degistirilerek 9:1 oraninda farklilagma besiyeri ve MTT soliisyonu ilave edilerek hiicreler
4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda farklilasma besiyeri ve MTT
soliisyonu igeren besiyeri DMSO ile degistirilerek plakalarin absorbans degerleri her bir

konsantrasyon igin 8 tekrar olacak sekilde Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode
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Reader’da 540 nm dalga boyunda okunmustur. Kontrol grubunun absorbans degerlerinin
ortalamas1 %100 kabul edilmis ve diger konsantrasyonlarin % canlilik degerleri
hesaplanmustir (Kaya-Tilki vd., 2016).

4.2.7. Noronal fenotipe farkhilastirilmis SH-SY5Y hiicre hatti1 ve E.coli LPS’si ile
uyarilmis THP-1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde Alfa
humulenin noroprotektif etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi

Noéronal fenotipe farklilastirilmis SH-SYSY hiicreleri her bir kuyucukta 5x103
hiicre olacak sekilde farklilasma besiyeri kullanilarak ekilmistir ve 5 giin siiresince
inkiibasyona birakilmigve 3. gilin besiyeri taze besiyeri ile degistirilmistir. Alfa humulenin

verilecegi glin uygun yogunluga ulasan THP-1 hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra, 6

kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 2x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Siispanse halde

olan THP-1 hiicrelerinin her kuyusuna 100 ng/mL oraninda E.coli LPS’si ilave edilmis
ve 4 saat inkiibe edilmistir. Stire¢ bitiminde her kuyucuktaki hiicre-besiyeri ayni falkonda
toplanarak 1100 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda Alfa humulenin
stok sollisyonundan hazirlanan 50, 100, 200 ve 400 pg/mL konsantrasyonlar, elde edilen
stipernatant iginde SH-SYS5Y hiicreleri lizerine uygulanmistir. Kontrol grubu madde
uygulanmamis sadece hiicrelerden olusan grup ve %0.1 oraninda etanol igeren besiyeri
ile uygulanmus ¢dziicii kontroliinden olusmaktadir. Inkiibasyon siiresi sonunda daha énce
yine MTT yontemiyle belirlenen H2O2’nin toksik olmayan konsantrasyonun besiyerine
eklenmesiyle mevcut olan besiyeri dokiilerek 2 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda plakalardaki mevcut besiyerleri uzaklastirilarak 9:1 oraninda

farklilasma besiyeri ve MTT soliisyonu ilave edilmis hiicreler 4 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda farklilasma besiyeri ve MTT soliisyonu igeren besiyeri

uzaklastirilmig ve plakalara 100 pL DMSO verilmistir. Plakalarin absorbans degerleri her

bir konsantrasyon igin 8 tekrar olacak sekilde Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode

Reader’da 540 nm dalga boyunda okunmustur.

4.3. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence RTCA-DP)
Kullanilarak SH-SYSY Hiicre Canliliginin Belirlenmesi Calismalar:
4.3.1. SH-SYS5Y hiicreleri iizerinde H202 ICso Degerlerinin Gercek zamanh hiicre
analiz sistemi (RTCA-DP) ile Belirlenmesi
Alfa humulenin ve H2O2’nin MTT yontemiyle belirlenmis olan konsantrasyon
araliginin XCELLigence RTCA-DP ile SH-SY5Y iizerinde ICso degeri belirleme
calismalar1 yapilmistir. XCELLigence RTCA-DP’de, elektriksel sinyalin 6lgiimii ile
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hiicre canliligini tespit ederek gergcek zamanli veriler olusturur. E-plakadan belirlenen
araliklarla sistemden alinan degerler, literatiirde kabul edilen birimsiz hiicre indeksi (CI)
degeri olarak hesaplanir. E-plaka kuyucuklarinda hiicrelerin proliferasyonu arttikca
verilen elektriksel yanitla paralel olarak artmaktadir (Limame vd., 2012; Ozkay vd.,
2016).

XCELLigence RTCA-DP ile 16’lik altin elektrotlar igeren 6zel plakalara 6nce 100
uL besiyeri eklenmis ve cihazda ilk okuma alindiktan sonra E-plakalar cihazdan ¢ikarilip
100 pL besiyeri lizerine 100 pL i¢inde her bir kuyucukta farklilastirilmamais hiicreler i¢in
1x10°, farklilastirilmus hiicreler igin 5x102 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 1 kuyu besiyeri
kontrolii i¢in ayrilmigtir ve bu kuyuya da 100 pL taze besiyeri ilave edilmistir. E-plakanin
tabanina SH-SYSY hiicrelerinin ¢okmesi i¢in 15 dakika steril kabinde bekletilmis daha
sonra cihaza yerlestirilmis ve saatte bir 6l¢liim alacak sekilde programlandiktan sonra
cihazda deney baslatilmistir ve farklilagtirilmamis hiicreler i¢in 24 saat, farklilagtirilmis
hiicreler i¢in 5 giin beklenmistir. Log fazina ulagsan SH-SYS5Y hiicreleri belirli bir hiicre
indeks degerine ulasinca cihaz durdurulmus ve besiyeri kismindan 100 pL ¢ekilip
atilmistir. Hazirlanan H2O2 konsantrasyonlari ¢ift kat uygulanmis (1, 10, 100, 400 uM)
ve program kaldigi yerden devam ettirilmis hiicre canliligi ger¢ek zamanli olarak
izlenmistir. RTCA-DP ile elde edilen hiicre indeks degerlerine gore RTCA-DP Software
1.2.1 programinda 24. ve 48. saatteki ICsq degerleri analiz edilmistir.

A B

Gorsel 4.3.  Gergek zamanli hiicve analizi ¢alismalarinda kullanilan xCELLigence RTCA-DP cihazi
(A), E-plate (B) (http-1)
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4.3.2. SH-SYSY hiicre hatt1 iizerinde Alfa humulenin noroprotektif etkisinin I1Cso
Degerlerinin Ger¢ek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA-DP) ile
Belirlenmesi

XCELLigence RTCA-DP’de 6l¢iim i¢in kullanilacak olan E-plakalarin i¢ine 100 puL
temiz besiyeri eklenmis ve cihazda 6lgiim alinarak cihaz durdurulmustur. 100 pL iginde
her bir kuyucukta farklilastirilmamus hiicreler igin 1x10°, farklilastirilmis hiicreler igin
5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. E-plakanin tabanina SH-SYS5Y hiicrelerinin
cOkmesi i¢in 15 dakika steril kabinde bekletilmis daha sonra cihaza yerlestirilmis ve
saatte bir 6l¢lim alacak sekilde programlandiktan sonra cihazda deney baslatilmistir ve
farklilastirilmamais hiicreler i¢in 24 saat, farklilastirilmis hiicreler igin 5 giin beklenmistir.

Log fazina ulasan SH-SYS5Y hiicreleri belirli bir hiicre indeks degerine ulasinca cihaz

durdurulmus ve besiyeri kismindan 100 pL ¢ekilip atilmistir.Hazirlanan Alfa humulen

konsantrasyonlari ¢ift kat uygulanmis (50, 100, 200, 400 pg/mL) ve program kaldigi
yerden devam ettirilmis hiicre canliligi ger¢ek zamanli olarak izlenmistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonucu daha 6nce RTCA-DP ile elde edilen hiicre indeks degerine gore H20»
uygulanmistir. RTCA-DP Software 1.2.1 programinda 24 ve 48. saatteki 1Cso degerleri

analiz edilmistir.
4.4. Akridin Oranj (AO)/Propidium Iyodiir (P1) Boyama ile Apoptozun Belirlenmesi

Apoptotik ve nekrotik hiicre aktivitesi, akridin oranj (AO) / propidium iyodiir (PI)
boyama ile degerlendirilmistir. AO / PI boyama yesil ve turuncu floresan dalga boylarinin
emisyonuna dayanan bir yontemdir (Zahedifard vd., 2015). AO / PI hiicre ¢ekirdegi
icindeki DNA’y1 boyar ancak AO, canli hiicrelerin ve erken apoptotik hiicrelerin
¢ekirdeklerini floresan olarak isaretleyip yesil floresan yayarken, Pl nekrotik yani 6lii
hiicreleri boyar ve kirmizi floresan yayarak hiicre ¢ekirdeklerini parlak kirmizi renge
boyamaktadir (Ranjitha vd., 2019). AO/PI boyama i¢in her bir kuyuda farklilagmis
hiicreler igin 2x10°, farklilasmamis hiicreler i¢in 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara ekim yapilmistir. Farklilasmamuis hiicreler igin 24 saat, farklilagtirma igin 5 giin
inkiibasyona birakilmistir. Alfa humulenin verilecegi giin uygun yogunluga ulasan THP-
1 hiicrelerin sayim1 yapildiktan sonra, 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 2x10° hiicre
olacak sekilde ekilmistir. Siispanse halde olan THP-1 hiicrelerinin her kuyusuna 100
ng/mL oraninda E.coli LPS’si ilave edilmis ve 4 saat inkiibe edilmistir. Stire¢ bitiminde

kuyucuklardaki besiyeri ayni falkonda toplanarak 1100 rpm’de 5 dakika santrifiij
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edilmistir. Noronal fenotipe farklilastirilmigs SH-SYSY hiicre hatti ve E.coli LPS’si ile
uyarilmis THP-1 hiicreleriyle ko-kiiltiir modeli olusturulmustur. H2O3 ile olusturulmus
hiicre hasarinin, Alfa humulen ile inkiibasyonu sonucu AO/PI boyama yontemine ile
apoptozun belirlenmesi i¢in santrifiij sonunda elde edilen siipernatant ile 1 kuyu kontrol
grubu olarak ayrilmis olan farklilagtirilmis SH-SYSY igeren 6’1 kuyuya Alfa humulenin
farkli konsantrasyonlar1 (50, 100, 200, 400 uM) uygulanarak 24 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. 24 saat sonunda AO / Pl boyama ile apoptoz belirlenmesi igin 2 saat H>O»
ICs0 degeri ile inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda boyama prosediirii
uygulanmistir. Uygulanan prosediir sonunda eksitasyon 525, emisyonu 617 nm dalga
boyunda floresans olgiimleri alinarak Cytation 3 Multi-Mode Reader’de birden g¢ok

bagimsiz goriintii ¢ekilmistir.
Akridin Oranj/Propidium Iyediir (AO/PI) Boyama Prosediir

6’lik plaka igerisindeki her bir kuyudaki besiyeri uzaklastirilmis ve her kuyu oda
sicakligindaki PBS ile 1 kez yikanmistir. Her kuyu 5 dakika %70’lik etanol ile fikse
edilmistir. Etanolii uzaklastirmak i¢in kuyular 6nce 1 kez distile su ardindan yine PBS ile
1 kez yikanmistir. Onceden hazirlanmis olan AO/PI karisimindan 500 pL her kuyuya
eklenmis ve 15-20 dakika plakalar oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir. Eklenmis

olan AO/PI karisimi uzaklastirilmis ve kuyular 1 mL PBS ile yikanmustir.
4.5. Istatistiksel Analiz

[statistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin gizilmesi i¢in GraphPad Prism 6.0
programi kullanilmustir. Elde edilen veriler tek yonlit ANOVA ile post-hoc olarak Tukey
testi uygulanarak analiz edilmistir. Anlamhilik degerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05%,
p<0.01**, p<0.001*** ve p<0.0001**** olarak degerlendirilmistir.

31



5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. SH-SYS5Y Hiicre Kiiltiirii ve Farkhlastirma Cahsmalarinin Degerlendirilmesi

SH-SY5Y hiicreleri noron benzeri hiicreler olarak hem farklilagtirilmamis hem de
farkhlastirilmis olarak in vitro deneylerde kullanilmistir. SH-SY5Y insan noroblastoma
hiicreleri farklilasmamis durumda iken kiimeler halinde geliserek olgunlagmamis néron
belirteglerini ifade ederler ve hizli proliferasyona ugrarlar. Retinoik asit ile
farklilastiklarinda ise proliferasyon azalmakta, kutuplasma ve ndrit olusumu
baslamaktadir. Farklilastirilabilme durumundan otiiri SH-SYS5Y insan ndéroblastona
hiicre hatti sinir-bilim arastirmalarinin ilerlemesinde 6nemli katki saglamaktadir (Datta,
2013). i1k olarak, SH-SY5Y hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM
besiyerinde %80 yogunluga ulasana kadar biiyiitiilmiis, daha sonra %1 FBS, %]l
penisilin/streptomisin ve 10 uM RA bulunan besiyerinde 5 giin inkiibe edilmistir. SH-
SYSY hiicrelerinin kutuplagma ve norit gelisimi sonucunda farklilagmalarinin 5. giinde

oldugu Sekil 5.1.’de goriilmektedir.

SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri, ana hiicre hatti SK-N-SH'den tiiretilmis bir alt
klondur. Farklilasmamus, boliinebilen epitel benzeri SH-SY5Y hiicreleri serumun
azaltilmast ve RA eklenmesi ile yaklasik olarak 3-10 giinde terminal olarak
farklilasmaktadirlar. Terminal olarak farklilasma hiicrelerin artik boliinmedigi ve artik bir
noronal fenotipe sahip oldugunu gostermektedir. Serumun azaltilmasi ile epitel
hiicrelerde apoptozun indiiklendigi bildirilmistir (Schamberger vd., 2005). RA eklenmesi
ve serumun azaltilmasi durumunda epitel hiicreleri azalir ya da yok olur bunun sonucunda
da olgun insan noronlarina benzeyen, farklilasmis SH-SY5Y hiicre hattinin primer néron

hiicre kiiltiir modeli olarak kullanilabilmesini saglamaktadir.
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Gorsel 5.1. SH-SY5Y insan néroblastoma hiicre hattimin mikroskop altindaki goriintiisii (10X)

5.2. MTT Yontemi ile Antiproliferatif Etkilerin Degerlendirilmesi

5.21. MTT yontemi ile SH-SYS5Y hiicreleri iizerinde antiproliferatif
etkinin belirlenmesi

MTT sitotoksisite deneyi sonuglarina gore, farklilagtirllmamis SH-SY5Y

hiicreleri i¢in 50, 100, 200 ve 400 ug/mL Alfa humulen, 1, 10, 100, 400 uM H203,

noroprotektif etki i¢in 50, 100, 200, 400 pg/mL konsantrasyonlar1 kullanilmistir. 24

saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen verilerden olusturulmus grafikler Sekil

5.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.1.  Alfa humulen ve H;O, konsantrasyonlarimin, SH-SYSY hiicre hattinda MTT yontemine gore
belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Ortalama +

Standart Sapma) (n=38) (anlamh farklilik var: p<0.1% p<0.001***; p>0.0001***%*),

SH-SYS5Y hiicre hattt iizerinde Alfa humulenin 100, 200, 400 pg/mL
(p<0.0001****) ve 50 pg/mL (p<0.1*) konsantrasyon gruplarinda anlamlilik
bulunmustur. H20: i¢in 10, 100, 400 uM (p<0.0001****) ve 1 uM (p<0.001***)
konsantrasyon gruplarinda anlamli oldugu goriilmiistiir. Noroprotektif etki icin H202 1Cso
42 uM olarak kullanilmis olup 50, 100, 200, 400 pg/mL+ 42 uM H20> (p<0.0001****)

konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur.

MTT yontemiyle SH-SY5Y hiicre hatt1 izerinde Alfa humulen ve H,O> gruplarinda
400 pg/mL-50 pg/mL, 400 uM-1 uM ve ICso H202 Alfa humulen 400 pg/mL-50 pg/mL
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araliginda anlamli sonuglar elde edilmistir. Bu verilere gore elde edilen hiicre canliliklari
Tablo 5.1. ve Tablo 5.2.’de verilmistir. SH-SYS5Y hiicre hattinda uygulanmis olan Alfa
humulenin 400, 200, 100 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinin % hiicre canliliklar1 sirast ile
%24,52, %28,64, %66,48, %88,07°dir. SH-SYSY hiicre hattinda uygulanmis olan
H202’nin 400, 100, 10, 1 Mm konsantrasyonlarinin % hiicre canliliklar1 sirast ile %34,35,
%353,15, %64,62, %75,01°dir. Noroprotektif etki i¢in H2O2 1Csp 42 uM olarak kullanilmis
olup Alfa humulenin 400, 200, 100 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinin % hiicre
canliliklari siras1 ile %12,83, %33,62, %41,85, %50,15°dir. Hiicre canliliklari, SH-SY5Y
hiicre hattinda Alfa humulen ve H20. igin artan konsantrasyonlarda azalmistir.

Istatistiksel anlamlilik degerleri kontrol grubuna gére hesaplanmustir.

TABLO5.1.  SH-SYSY hiicrelerinin % canliliklar: (kontroliin canliigi %100 olarak kabul

edilmigtir.)
Konsantrasyonlar Madde konsantrasyonlarinin % hiicre canhhklari
pg/mL pM Alfa humulen(%o) H20:2 (%)
400 400 24,52 34,35
200 100 28,64 53,15
100 10 66,48 64,62
50 1 88,07 75,01

TABLO 5.2. SH-SY5Y hiicrelerinin % canliliklar: (Kontroliin Canliligi %100 Olarak Kabul Edilmistir.)

Konsantrasyonlar Madde Konsantrasyonlarinin % Hiicre Canhhiklar:
pg/mL Alfa Humulen + Icso H202
400 12,83
200 33,62
100 41,85
50 50,15

MTT deneyi sonuglarina gore, farklilasmis SH-SYS5Y hiicreleri lizerinde, 50, 100,
200 ve 400 pg/mL Alfa humulen, 1, 10, 100, 400 uM H2O2, néroprotektif etki i¢in 50,
100, 200, 400 pg/mL konsantrasyonlart ve H202 nin ICsp degeri 42 uM kontrol grubuna

gore 24 saatte hiicre canliliginda azalmalar Sekil 5.2.”de gosterilmistir.
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Sekil 5.2.  Alfa humulen ve H;O; konsantrasyonlarinin, farkilagtiriimis SH-SY5Y hiicre hattinda MTT
yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi (Ortalama =+ Standart Sapma) (n=8) (anlamh farkhihik var:
p>0.0001***%*),

Alfa humulen igin 50, 100, 200, 400 pg/mL (p<0.0001****) konsantrasyon
gruplarinda anlamli bulunmustur. H2O2 i¢in 1, 10, 100, 400 uM (p<0.0001****)
konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur. Noroprotektif etki i¢in H2O2 1Cso 42
uM, Alfa humulen 50, 100, 200, 400 pg/mL+ 42 pM H202 (p<0.0001****)

konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur.

MTT yonteminde Alfa humulen ve H2O> gruplarinda 400 pug/mL-50 pg/mL, 400
uM-1 uM ve ICso H202 Alfa humulen 400 pg/mL-50 pg/mL araliginda anlamli sonuglar
elde edilmistir. Bu verilere gore elde edilen hiicre canliliklar1 Tablo 5.3. ve Tablo 5.4.’te

verilmistir. Farklilastirilmis SH-SYSY hiicre hattinda uygulanmig olan Alfa humulenin
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400, 200, 100 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinin % hiicre canliliklar1 sirast %27,97,
%49,65, 9%55,38, %65,69’dur. Farklilastirilmis SH-SYSY hiicre hattinda uygulanmis
olan H2O2’nin 400, 100, 10, 1 uM konsantrasyonlarinin % hiicre canliliklar1 sirasi ile
%33,00, %72,16, %77,92, %80,57°dir. Noroprotektif etki icin H2O2 1Cs0 42 uM olarak
kullanilmis olup Alfa humulenin 400, 200, 100 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinin %
hiicre canliliklar sirasi ile %31,23, %55,73, %69,83, %79,96’dir. Farklilastirilmis SH-
SYSY hiicre hattinda Alfa humulen ve H20: i¢in artan konsantrasyonlarda azalmistir.

Istatistiksel anlamlilik degerleri kontrol grubuna gore hesaplanmustir.

TABLO 5.3.  Farklilastirilmis SH-SYSY hiicrelerinin % canliliklart (kontroliin canliligi %100

olarak kabul edilmistir.)
Konsantrasyonlar Madde konsantrasyonlarinin % hiicre canhhklari
ng/mL pM Alfa humulen(%6) H20: (%)
400 400 27,97 33,00
200 100 49,65 72,16
100 10 55,38 77,92
50 1 65,69 80,57

TABLO 5.4.  Farklilastiriimis SH-SYSY  hiicrelerinin % canliliklart (kontroliin canliligi %100
olarak kabul edilmigtir.)

Konsantrasyonlar Madde konsantrasyonlarinin % hiicre canhhiklari
pg/mL Alfa humulen+ 1Cso H202 (%)

400 31,23

200 55,73

100 69,83

50 79,96

MTT calismamiza benzer sekilde, farklilastirilmis SH-SYSY hiicre hatti tizerinde
Alfa humulenin veya Alfa humulen ile sinerjistik calisan B-karyofilenin sitotoksik

etkilerini arastiran ¢aligmalara iligkin literatiir bilgisine rastlanmamistir.

Alfa humulen ile yapilan sitotoksisite calismasina paralel bulgular, Alfa humulenin,
gesitli insan tiimor hiicre hatlar1 (MCF-7, DLD-1, L-929) iizerindeki sitotoksik etkisinin
arastirildigi  bir calismada elde edilmistir. Sitotoksik olmayan bir B-karyofilen

37



konsantrasyonun, Alfa humulenin ve izokaryofilenin o6nemli 6l¢iide antikanser
aktivitesinin oldugu, Alfa humulen ve izokaryofilenin tek baslarma (32 mg/mL7)’de
hiicre biiyiimesini %50-%69 oraninda, 10 mg/mL? B-karyofilen ile kombine edildiginde
ise %75-%90 oraninda inhibe ettiklerini bildirmislerdir (Legault ve Pichette, 2010).

CBD’nin PC-12 ve SH-SYS5Y hiicre hatlari ile birlikte norit olusumu ve toksisite
calismasinda PC-12 hiicre hattinda 1-10 puM konsantrasyonlardaki CBD’nin diisiik
konsantrasyonlarda (1 uM) daha etkili oldugu ve CBD, SH-SY5Y hiicre hatti, PC-12’nin
ekprese ettigi sinir biiytime faktorii (NGF)’nin trkA reseptorlerini ekprese etmediginden
dolayr norit olusumunu indiikklemedigini ve CBD’nin farklilastirilan SH-SY5Y
hiicrelerinde RA’nin indiikledigi norit olusumunu azalttigi ileri stirilmistiir (Santos vd.,
2015).

Salvia officinalis’ten elde edilen Alfa humulen ve trans-karyofilenin hayvan ve
insan tiimdr hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin MTT ydntemiyle belirlendigi bir
calismada Alfa humulenin HCT-116 ve MCF-7 hiicrelerinde benzer sekilde etkili oldugu
ve ICso degerlerinin sirast ile 64,2 pg/mL, 81,9 pg/mL oldugu belirlenmistir. Alfa
humulenin en yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu RAW264.7 hiicrelerinde ise ICso
degeri 38,4 pg/mL olarak belirlenmistir (EI Hadri vd., 2010).

Labiatae ve Lauraceae familyalarindan elde edilen esansiyel yaglarin in vitro insan
tiimo6r modellerine Karsi sitotoksik aktivitesinin arastirildigi bir calismada Alfa humulenin
LNCaP hiicreleri tizerinde ICso degerinin 11.24 pg/mL oldugu, diger hiicre hatlar ile
kiyaslandiginda en yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ancak Alfa
humulen LNCaP hiicrelerinin aksine MCF-7, C32, ACHN hiicre hatlarina kars1 etkisiz
oldugu ve ICso degerinin > 50 ug/mL oldugu belirlenmistir (Loizzo vd., 2007).

Alfa humulen tarafindan indiiklenen reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminin Balsam
koknar yagmin antitiimor aktivitesinin olast etki mekanizmasinin arastirildigi bir
calismada Alfa humulen 50-200 uM konsantrasyonlarda MCF, PC-3, A-549, DLD-1,
M4BEU, Fibroblast, L-929, CT-26 hiicreleri tizerinde uygulanmis ve 1Cso degeri sirasiyla
73 uM, 73 uM, 68 uM, 71 puM, 55 puM, 85 uM, 50 uM, 53 puM olarak belirlenmistir
(Legault vd., 2003).
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5.2.2. Noronal fenotipe farkhlastirilmis SH-SY5Y hiicre hatti1 ve E.coli LPS’si ile
uyarilmis THP-1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde Alfa
humulenin noroprotektif etkisinin degerlendirilmesi

MTT deneyi sonuglarina gore, farklilasmis SH-SYS5Y hiicre hatti tizerinde E.coli

LPS’si ile uyarilmis THP-1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde néroprotektif

etki i¢cin Alfa humulenin 50, 100, 200, 400 ug/mL konsantrasyonlar:i ve H>O2 nin ICsg

degeri 42 uM uygulanmis, kontrol grubuna gore 24 saatte hiicre canliliginda azalmalar

Sekil 5.4’de gosterilmistir.
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Sekil 5.3.  Alfa humulen ve H;0; konsantrasyonlarinin, SH-SY5Y hiicre hattinda ve E.coli LPS’si ile
uyaridmis THP-1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde MTT ydntemine gére

belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Ortalama +

Standart Sapma) (n=8) (anlamli farklilik var: p>0.0001****).
Noroprotektif etki i¢in H2O2 1Csg 42 uM, THP-1+ LPS ve Alfa humulen 50, 100,

200, 400 pg/mL+ 40 puM H202 (p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda anlamli

bulunmustur.

MTT yonteminde H202’nun ICso degeri ve Alfa humulen 400 pg/mL-50 pg/mL
araliginda uygulanmis, anlamli sonucglar elde edilmistir. Farklilagtirilmis SH-SY5Y
hiicreleri lizerinde néroprotektif etki igin H2O2 1Cso 42 uM olarak uygulanmis olup Alfa
humulenin 400, 200, 100 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinin % hiicre canliliklar1 sirast1 ile
%17,96, %42,13, %49,70, %62,64 olarak belirlenmistir. Farklilastirilmis SH-SY5Y
hiicre hattinda Alfa humulen ve H20: i¢in artan konsantrasyonlarda hiicre canliligi

azalmustir. Istatistiksel anlamlilik degerleri kontrol grubuna gére hesaplanmustir.
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TABLO 5.5.  Farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinin % canliliklari (kontroliin canliligi %100 olarak

kabul edilmigtir.)
Konsantrasyonlar Madde konsantrasyonlarmin % hiicre canhhiklar:
pg/mL Alfa humulen + H202 (%)
400 17,96
200 42,13
100 49,70
50 62,64

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda Alfa humulenin farklilagtirilmig SH-SY5Y
hiicre hattinda ve E.coli LPS’si ile uyarilmig THP-1 hiicreleriyle olusurulmus ko-kiiltiir

modelinde MTT yontemi ile yapilan bir calismaya rastlanmamustir.

Literatiirde, pirazol tiirevlerinin (100, 50, 10, 1,0 puM) konsantrasyonlari
uygulanmis ve LPS ile uyarilmis THP-1 siipernant1 kullanilarak SH-SYSY hiicre hatt1
tizerinde olusturulmus anti-inflamatuar ve noéroprotektif etki modeli olusturulmus, pirazol
tirevlerinin yoklugunda THP-1 hiicre canliliklart %20- %30 oraninda diistigi
bulunmustur. Pirazol tlirevleri SH-SYS5Y hiicre hattina THP-1 siipernatanti ile birlikte
verildiginde 100 uM’da p < 0.01** anlamli bulunmustur (McKenzie vd., 2019).

53. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence RTCA-DP)
Kullamlarak SH-SYSY ve Hiicre Canlihigi Calismalarinin Degerlendirilmesi
Sitotoksik olmayan dozlar1 belirlemek iizere, 16’lik altin ve elektrot kapl plakalara

ayr1 ayr her bir kuyucukta farklilastirma icin 5x10% hiicre, farklilastirilmamis hiicreler

icin 1x10%hiicre olacak sekilde SH-SYS5Y hiicreleri ekilmis ve hiicreler logaritmik

bliylime fazina ulasincaya kadar (24 saat-5 giin) inkiibe edilmistir. Daha sonra 1, 10, 100,

400 pM H202, noroprotektif etki i¢in 50, 100, 200, 400 pg/mL Alfa humulen

konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. H202’nin ICsp degeri 42 pM olan konsantrasyonu

hiicrelere uygulanarak SH-SY5Y+H»02 néroprotektif etki i¢in SH-SY5Y (Sekil 5.9.) ve
farklilagtirilmis noroprotektif etki icin SH-SY5Y (Sekil 5.13.) hiicrelerinin hiicre indeks
degerlerine gore sitotoksisite egrileri gercek zamanli olarak izlenmis, slope grafikleri
cizilmis (Sekil 5.7., 5.8., 5.11., 5.12., 5.15.) ve RTCA-DP Software 1.2.1 programinda
ICs0 degerleri analiz edilmistir (Sekil 5.6., 5.10., 5.14.)
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5.3.1. Gergcek zamanh hiicre analiz sistemiyle SH-SY5Y hiicre canhhginin
degerlendirilmesi
SH-SYS5Y hiicreleri tizerinde, H20. sitotoksik etkileri gergek zamanli olarak
degerlendirildiginde kontrol grubuna gore hiicre canlihigi 1, 10, 100 ve 400 uM
konsantrasyonlarda 24. saatte azalmistir. Hiicre canliligindaki azalma tiim konsantrasyon

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.4. SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10, 100 ve 400 uM H>O:’nin konsantrasyonlarinin RTCA-DP

analiz sistemi ile 24 saatlik hiicre proliferasyon egrileri
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Sekil 5.5. SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10, 100 ve 400 uM H>O;’nin konsantrasyonlarinin RTCA-DP
analiz sistemi ile 48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri

SH-SYSY hiicrelerinde H202’nin gercek zamanli hiicre indeksi verilerine gore
hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla 42 uM ve 38 uM olarak

belirlenmistir.
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Sekil 5.6. RTCA-DP sisteminde SH-SY5Y hiicreleri iizerinde 1, 10, 100 ve 400 uM H>0;
konsantrasyonlarimin slope grafigi’'ne gore hesaplanan 24. saat (kirmizi: 42 uM) ve 48.
saatteki (yesil: 38 uM) ICso degerleri.
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Sekil 5.7. RTCA-DP Sisteminde SH-SYSY Hiicreleri Uzerinde H>O;’nin Konsantrasyonlarimin 24.

saatteki Slope Grafigi
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Sekil 5.9. SH-SY5Y hiicrelerinde 50, 100, 200 ve 400 ug/mL Alfa humulenin konsantrasyonlarinin ve

42 uM H>03 ’nin RTCA-DP analiz sistemi ile 24 saatlik hiicre proliferasyon egrileri
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Sekil 5.11.  RTCA-DP Sisteminde SH-SY5Y Hiicreleri Uzerinde Alfa humulenin Konsantrasyonlarinin

+ H202 ’nin 24. saatteki Slope Grafigi
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Sekil 5.12. RTCA-DP Sisteminde SH-SY5Y Hiicreleri Uzerinde Alfa humulen Konsantrasyonlarimin
+ H202 'nin 24. ve 48. saatteki Slope Grafigi

5.3.2. Gercek zamanlh hiicre analiz sistemiyle farkhlastirilmis SH-SYSY hiicre
canhiligimin degerlendirilmesi
Farklilasmis SH-SYSY hiicreleri lizerinde, noroprotektif etkileri gercek zamanl
olarak degerlendirildiginde farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerinde Alfa humulenin
noroprotektif etkisi ger¢ek zamanli hiicre indeksi verilerine gore hesaplanan 48. saatteki
ICso degeri > 400 pg/mL’dir.
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Sekil 5.13.  Farklilastirilmis SH-SYSY hiicrelerinde 50, 100, 200 ve 400 ug/mL Alfa humulenin
konsantrasyonlarinin ve 42 uM H;02’nin RTCA-DP analiz sistemi ile 48 saatlik hiicre

proliferasyon egrileri
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Sekil 5.15. RTCA-DP Sisteminde farklilastirilmis SH-SYSY Hiicreleri Uzerinde Alfa humulenin

Konsantrasyonlarinin + H>O; 'nin Slope Grafigi

Antiproliferatif etkinin belirlenmesinde MTT yontemine ek olarak hiicresel

biyolojik olaylar1 boya veya bagka bir belirteg ile etiketlemeye gerek duymadan gergek

zamanli olarak analiz edilebilen xCELLigence sistemi de kullanilmistir.

Ayrica xCELLigence sisteminde 16-kuyucuklu, tabaninda hiicre sayisindaki,

canliligindaki veya adezyondaki degisimleri anlik kaydeden altin mikroelektrotlar

bulunan 3 adet plaka ayni anda kullanilabilmektedir (Ozdemir vd., 2014). Bu nedenle

oncelikle MTT c¢alismasiyla yiiksek konsantrasyon araliklarinda Alfa humulen ve H2O>
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icin konsantrasyon taramasi yapilmis ve XCELLigence sisteminde sitotoksisite analizi
yapilarak 24 saatlik hiicre indeksi degerlerine gore ICso degeri belirlenmistir. Elde edilen
ICs0 degerleri ile sonraki deneylerde kullanilacak sitotoksik olmayan konsantrasyon

belirlenmistir.

Myrica rubra yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin i¢erdigi Alfa humulen, p-
Karyofilenin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin1 engelledigi ve bir ¢ok insan bagirsak
hattinda apoptozu indiikledigi XCELLigence sistemini kullanilarak belirlenen bir
calismada Alfa humulen, B-Karyofilen i¢eren ugucu yaglarin HCT8, SW620, SW480,
HT29 ve Caco2 hiicrelerinde ICso degerlerinin 1.5 pg/mL oldugu belirlenmistir
(Langhasova vd., 2014).

5.4. Akridin Oranj (AO)/Propidium Iyodiir Boyama ile Apoptozun

Degerlendirilmesi

AO/PI boyama ile apoptozun belirlenmesi i¢in her bir kuyuda farklilagmig hiicreler
icin 2x10°, farklilasmamis hiicreler igin 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalarina ekim yapilmistir. Farklilagmamais hiicreler i¢in 24 saat, farklilasma icin 5 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda LPS ile uyarilmis THP-1
hiicrelerinin siipernatant1 ile Alfa humulenin (50, 100, 200, 400 pM) konsantrasyonlari
verilerek 1 kuyu kontol grubu olacak sekilde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
sonunda H202’nin ICsg degeri verilerek 2 saat sonra floresans 6l¢timleri alinmig, Cytation

3 Multi-Mode Reader’de birden ¢ok bagimsiz goriintii ¢ekilmistir.

AO/PI boyama prosediirli uygulanan farklilagtirllmamis ve farklilagtirilmig SH-
SYS5Y hiicrelerinin morfolojik degisiklikleri ve apoptotik 6zelliklerini gézlemlemek igin
floresan mikroskobu kullanilmistir. AO hiicre cekirdeklerini yesile boyayarak canli
hiicreleri gosterir, PI ise ¢ekirdekleri kirmiziya boyayarak hasarli ve nekrotik hiicreleri

gosterir (Nur Hanisah vd., 2013).

Literatiir taramasi1 yapilarak elde edilen verilere gore Alfa humulenin SH-SY5Y
hiicre hatt1 tizerinde AO/PI boyamasi yapilarak apoptozun belirlenmesine dair bir

calismaya rastlanmamuistir.

Azmi ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢calismada, SH-SYSY hiicre hatt1 iizerinde
H20- ile olusturulmus hiicre hasarinin ¢imlendirilmis kahverengi pirincin etil asetat
ekstrelerinin noroprotektif etkisinin incelenmesi ve apoptozun belirlenmesi amaci ile

ekstraklarmin (1-30 ppm) konsantrasyonlarda ve 250 uM H20- verilerek AO/P1 boyama
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yontemi ile anti-apoptotik etkileri degerlendirilmis ve bunun sonucunda ¢imlendirilmis
kahverengi pirincin etil asetat ekstrelerinin hiicre canliligini arttirarak hiicrelerin anti-
apoptotik etki gosterdigini ve hiicrelerin daha az apoptoza yoneldikleri bildirilmistir (Nur
Hanisah vd., 2013).

Literatiir taramasi sonucu Mohamed ve digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada ise 7-
Geraniloksisinamik’in H20> ile olusturulmus hiicre hasar1 ile SH-SYSY hiicre hatti
tizerindeki koruyucu etkisi arastirilmig, 7- Geraniloksisinamik’in 1.04-16.67 uM
konsantrasyonlarinda sitotoksik etkisine bakilmis, ardindan SH-SYSY hiicreleri 72 saat
inkiibe edilen 2.08 uM 7-Geraniloksisinamik ile, 72 saat 2.08 uM 7-Geraniloksisinamik
ve 300 uM H20», 72 saat 5.97 uM kurkumin ve 300 uM H20- 4 saat inkiibe edilmis,
AO/PI boyama prosediirii uygulanarak elde edilen sonuglar dogrultusunda 7-
Geraniloksisinamik ve kurkuminin koruyucu etkisi ile apoptozu onleme yeteneginin
iliskili olabilecegini bildirmistir (Mohamed vd., 2020).

Jaafaru ve digerleri tarafindan Moringa oleifera tohumlarindan elde edilen
glukomoringin izotiyosiyanatin (GMG-ITC) SH-SY5Y hiicreleri tizerinde H2O> ile
olusturulmus hiicre hasariin noéroprotektif etkisinin arastirildigi ¢alismada 1.25 pg/ml
GMG-ITC ile 72 saat ve ICso degeri 300 uM H20: ile 4 saat muamele edilmis olan SH-
SYS5Y hiicreleri iizerindeki koruyucu etkisini AO/PI boyama yontemi ile belirlemislerdir.
AOQO hiicre zarindan gecerek, hiicre c¢ekirdigini yesile boyayarak canli hiicreleri ortaya
cikarmigtir. PI ise hasarli hiicreler tarafindan tutularak c¢ekirdeklerini kirmiziya
boyamistir. Sonug olarak, GMG-ITC, H20: ile olusturulan hasara bagl hiicresel 6liime

kars1 yiiksek néroprotektif aktivite gostermistir (Jaafaru vd., 2018).

48



Alfa Humulen- SH-SY5Y

150~

:\Z

B 100-

é o
(éso- e Hkkk —

8 - TR s
= —
AN m

o{;{- S &

»
‘60

YOS

Konsantrasyonlar (ng/mL)

ekil >.16. a humulen ve H202 konsantrasyonlarinin, - ucre nattinda oyama

kil 5.16. Alfa h I H20; ki yonl SH-SY5Y hiicre h da AO/PI boy
yontemine gore belirlenen floresans dlgiimlerinin % hiicre canlilik degerleri ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Ortalama + Standart Sapma) (n=8) (anlamh

Sfarkliik var: p<0.1% p<0.001***; p>0.0001****)
Noroprotektif etki igin H2O2 1Cs0 42 uM konsantrasyonda Alfa humulen 50, 100,

200, 400 pg/mL+ 42 uM H202 (p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda anlamli

bulunmustur.

Farklilastirilmis SH-SY5Y hiicreleri tizerinde antiapoptotik etki i¢in H2O2 1Cso 42
UM olarak kullanilmis olup H202 kontrol grubu ve Alfa humulenin 400, 200, 100 ve 50
pug/mL konsantrasyonlarinin % hiicre canliliklart sirast ile %56,53, %42,70, %43,05,
%77,64, %50,78 dir.

Tablo5.6.  Alfa Humulenin SH-SY5Y Hiicre Hattindaki Apoptotik Etkilerinin % Canliliklar:
(Kontroliin Canliligi %100 Olarak Kabul Edilmistir.)

Konsantrasyonlar Madde konsantrasyonlarinin % hiicre canhiliklari
pg/mL Alfa humulen + H20:
1Cs0 H202 Kontrol 56,53
400 42,70
200 43,05
100 77,64
50 59,78
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200 pm

Gorsel 5.2. SH-SYS5Y hiicre hatti ve E.coli LPS’si ile uyarilmig THP-1 hiicreleriyle olusturulmus ko-
kiiltiir modelinde AO (Akridin oranj, yesil) / PI (Propidium Iyodiir, kirmizi) ¢ift boyama
kullanilarak apoptozun mikroskobik tespiti (10X) A)Kontrol B)H,0, Kontrol C)400 ug /
mL D)200 ug / mL E)100 ug / mL F)50 ug / mL SH:Saghkl hiicre GA: Geg¢ apoptoz
SN:Sekonder nekrozis EA: Erken apoptoz

Akridin Oranj (AO) / Propidium Iyodiir boyalar1 kullanilarak apoptozun
belirlenmesinde floresans Ol¢iimleri alinarak Cytation 3 Multi-Mode Reader’de cekilen
goriintiiler sonucunda Alfa humulen ve H20: ile muamele edilmeyen kontrol hiicrelerinin
yesil renkli, saglikli ve saglam ¢ekirdeklere sahip oldugu goriintiilenmistir. 2 saat 42 pM
H20> ile muamele edilmis H202 kontrol hiicrelerinde yesil renkli ¢ekirdekler yasayan
hiicreleri gosterirken ayni zamanda kirmiziya boyananlar H>O> kaynakli sitotoksisitede

apoptozu ifade etmektedir.

400 pg / mL konsantrasyonda Alfa humulen ile hiicre muamelesinden sonra, nekroz

hiicreleri kirmizi renkte goriintiilenmistir.
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Alfa humulenin 200 pg / mL konsantrasyon ile hiicre muamelesinde, turuncu renkli
hiicrelerle 6nemli 6l¢iide arttig1 buna baglh olarak da ge¢ apoptoza neden oldugu tespit

edilmistir.

Alfa humulenin 100 pg / mL konsantrasyon ile hiicre muamelesinden sonra

kromatin yogunlagsmasini i¢eren erken apoptoz 6zellikleri gézlemlenmistir.

Alfa humulenin 50 pg / mL konsantrasyon ile hiicre muamelesinden sonra apoptoz

kirmizi-turuncu renkli hiicrelerle arttigi tespit edilmistir.

Alfa humulen ve H20, ile muamele edilmeyen hiicrelerin yesil renkli saglikli
cekirdeklere sahip oldugunu, erken apoptozun belirtileri olan 24 saat 100 pg / mL Alfa
humulen ve 2 saat 42 uM H20; ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinde membran
kabarciklanmas1 ve kromatin yogunlasmasinin tespit edildigi belirlenmistir. Apoptoz
veya nekrozun ge¢ asamasi olarak belirlenen yiiksek ve uygulanan en diisik Alfa
humulen konsantrasyonu (400 ve 200 ve 50 pug / mL) ile muamele edilen hiicrelerde

kirmizimsi-turuncu renk varligi tespit edilmistir.

Alfa Humulen ve H20> ile muamele SH-SYS5Y hiicrelerinde AO (Akridin oranj) /
PI (Propidium Iyodiir) ¢ift boyama kullanilarak apoptozun belirlenmesinde hem farkli
konsantrasyonlara (400, 200, 100, 50 pg / mL) bagh bir sekilde floresans dl¢iimlerinin %
hiicre canlilik degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesiyle ve konsantrasyona

bagl bir sekilde apoptozun morfolojik 6zelliklerini géstermistir.
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Sekil 5.17.  Néronal fenotipe farklilastirilmis SH-SY5Y hiicre hatti ve E.coli LPSsi ile uyarilmig THP-
1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde H>O; ile olusturulmug hiicre hasarmin,
Alfa humulen ile inkiibasyonu sonucu AO/PI boyama yontemine gore belirlenen floresans
ol¢iimlerinin % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi

(Ortalama + Standart Sapma) (n=8) (anlaml farkhilik var: p<0.1%* p<0.001**%*;
p>0.0001****)

Noronal fenotipe farklilastirilmis SH-SYSY hiicre hattt ve E.coli LPS’si ile
uyarilmig THP-1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde néroprotektif etki igin
H202 1Cs0 42 uM kullanilmis olup, Alfa humulen 50, 100, 200, 400 ug/mL+ 42 uM H»0>

(p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur.

Noronal fenotipe farklilastirilmis SH-SY5Y hiicre hatti ve E.coli LPS’si ile
uyartlmig THP-1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde antiapoptotik etkileri
icin H202 ICso 42 uM konsantrasyonda kullanilmis olup H202 konrtol grubu ve Alfa

humulenin 400, 200, 100 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinin % hiicre canliliklari sirasi ile
%41,18, %2291, %26,35, %64,96, %46,35tir.
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Tablo 5.7. Farkidastiriimis SH-SYSY Hiicre Hattindaki Apoptotik Etkilerinin % Canliliklar:
(Kontroliin Canlilig1 %100 Olarak Kabul Edilmistir.)

Konsantrasyonlar Madde konsantrasyonlarinin % hiicre canhhiklari
pg/mL Alfa humulen + H20:
I1Cso H202 Kontrol 41,18
400 22,91
200 26,35
100 64,96
50 46,35

Gorsel 5.3.  Noronal fenotipe farklilastirilmig SH-SY5Y hiicre hatti ve E.coli LPS’si ile uyarilmis THP-
1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde AO (Akridin oranj, yesil) / PI (Propidium

Iyodiir, kirmizi) ¢ift boyama kullamilarak apoptozun mikroskobik tespiti (Genel goriintii)
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6. SONUC VE ONERILER

Norodejeneratif bozukluklar, beynin farkli bolgelerinde meydana gelen makro ve
mikro degisikliklerle birlikte bir¢ok hastalik ile karakterize edilmektedir (Fratiglioni ve
Qiu, 2009). Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligi (PH), Huntington hastaligi
(HH), Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Spinoserebellar ataksi hastaligi (SAH)
yaygin olarak goriilen norodejeneratif hastaliklardir. AH, giinliik yagam kalitesini 6nemli
ol¢iide diisiiren davranis, hafiza, bilis ve islevselligin giderek kaybedilmesiyle karakterize
edilen norodejeneratif bir hastaliktir (Sutin vd., 2019). AH’de yas, birincil risk faktorii
olarak diisiiniilse de hastaligin patolojisi serbest radikallerden koken almaktadir (Clark
vd., 2010). AH’deki histopatolojik degisiklikler hiicre dis1 amiloid beta (AP) plaklarin ve
hiicre i¢i tau norofibriler yumaklarin (NFY) birikiminden kaynaklanarak AH’nin
patolojisinin H202 ve AP peptidinin norotoksisitesi ile birlikte oksidatif stres ile baglantili
oldugu diistiniilmektedir (Gella ve Durany, 2009). Norodejeneratif hastaliklarda yaygin
olarak ikinci sirada yer alan Parkinson hastlig1 ise beynin substantia nigra'nin pars
kompakta boliimiinde dopaminerjik noronlarin kaybiyla karakterize edilir (Eriksen vd.,
2005). ROT ve dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonundan kaynaklanan patolojik
mekanizmalar, beyindeki asir1 ROT veya diger serbest radikallerin iiretimi, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu veya inflamasyondan kaynakli olmakla birlikte ROT artmasinin
oksidatif strese neden oldugu ve ROT un a-siniiklein birikimini ile proteazomal bozulma
meydana getirerek PH gelisiminde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Cookson, 2012;
Ganguly vd., 2017; Guo vd., 2018). Norodejeneratif hastaliklardan bir digeri olan
Huntington hastaligt (HH), istemsiz hareketler, biligsel bozulma, noropsikiyatrik
semptomlar ile erken 6liim ile karakterize olan mitokondriyal disfonksiyon meydana
gelmesi ile ROT kaynakli oksidatif stres ve apoptoz ile nérodejenerasyon sonucu olusan
kalitimsal norodejeneratif bir hastaliktir (Browne vd., 1999; Fisher and Hayden, 2014;
Shirendeb vd., 2011). Nérodejeneratif hastaliklardan bir digeri olan Amyotrofik lateral
skleroz (ALS), motor néronlarin kaybi ile karakterize edilen ROT iiretiminin artmassiyla
mitokondriyal disfonksiyon ile birlikte ilerleyen bir hastaliktir (Kiernan vd., 2011; Y. Li
vd., 2011).

Spinoserebellar ataksi (SCA), mutant ATXNI1 (ataksin 1) proteininin asir1 ifadesi

sonucu beyincik, beyin sap1 ve omurilikte yavas yavas ilerleyen kusurlar ile baskin
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sekilde kalitsal, ilerleyici dejenerasyon ile karakterize oksidatif strese bagli mitokondriyal

bozukluklar ile ilerleyen otozomal bir hastaliktir (Akbay1r vd., 2017; Hakonen vd., 2008).

Kannabinoidlerin, literatiirde toksisitelerinin diisiik olmasindan kaynakli olarak
yararli bir terapdtik ajan oldugu ve norolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmasinin
uygun oldugu kabul edilmistir (luvone vd., 2009; Petrosino vd., 2018). Tez kapsaminda
yapmis oldugumuz bu ¢alismada Humulus lupulus’un karakteristik terpeni olan Alfa
humulenin in vitro ko-kiiltiir modelinde antiproliferatif, antiapoptotik ve noéroprotektif

etkilerini arastirdik.

Yapilan literatlir taramas1 sonucunda, insan noroblastoma hiicre hatti olan SH-
SY5Y ve THP-1 monosit hiicre hattinda benzeri ¢alismalara rastlanmakla beraber Alfa

humulen ile yapilan in vitro ko-kiiltiir caligmasina rastlanmamustir.

Alfa humulenin SH-SY5Y hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmak i¢in
oncelikle MTT testi kullanilmistir. SH-SYS5Y hiicreleri farklilastirilmadan 24 saat,
farklilagmalari i¢in 5 giin siire ile inkiibe edilmistir. MTT testi SH-SY5Y hiicreleri i¢in
konsantrasyon araligi belirlenmesi amagli yapilmig olup, sitotoksisite sonuglarindan elde
ettigimiz ICso degerlerini XCELLigence ger¢ek zamanl hiicre analiz sistemi RTCA-DP

kullanarak belirledik.

XCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sisteminde SH-SYS5Y hiicreleri 5 giin
sireyle cihazin igerisinde farklilastirilmis ve farklilagsma siirecinin bitiminde
konsantrasyon gruplariyla muamele edildikten sonra, deney Oncesinde H20O: ile hiicre

hasar1 saglanmustir.

Elde ettigimiz MTT sonuglarina gére hem Alfa humulen hem de H.O: ile
olusturulmus hiicre hasarinda 400-50 pg/mL araliginda SH-SYSY hiicreleri iizerinde
anlamli sonuglar vermis olup, RTCA-DP’de H202 400-1 uM araliginda, H2O: ile
olusturulmus hiicre hasarinda daha 6nce hesaplanan 42 uM H20 ve Alfa humulen 400-
50 ug/mL araliginda ¢alisilmistir. RTCA-DP ile elde edilen sonuglar RTCA-DP Software
1.2.1 programi tarafindan hesaplanmis olup H202 igin SH-SY5Y’nin ICso degeri 24.
Saatte 42 uM, 48. saatte ICso degeri 38 pM’dir. Noroprotektif etki i¢in Alfa humulen i¢in
farklilastirilmamis SH-SY5Y 'nin ICso degeri 24. saatte 221 pg/mL, 48. saatteki 1C50
degeri ise 209 pg/mL’dir. Noroprotektif etki icin Alfa humulen i¢in noronal fenotipe
farklilastirilmig SH-SY5Y ’nin ICso degeri> 400 ug/mL olarak hesaplanmustir.
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Alfa humulen ile yapilan sitotoksisite caligmasina paralel bulgular, Alfa humulenin,
cesitli insan tiimdr hiicre hatlar1 (MCF-7, DLD-1, L-929) iizerindeki sitotoksik etkisinin
Legault ve Pichette MTT yontemi ile arastirdigi bir ¢alismada elde edilen 1Cso degerleri
Alfa humulenin MCF-7 hiicre hatt1 i¢in ICso degeri 10 mg/mL™, DLD-1 hiicre hatt1 igin
ICso degeri > 40 pg/mL™* L-929 hiicre hatt1 icin ICso degeri > 40 mg mL ! olarak
bulunmustur (Legault ve Pichette, 2010)

Literatiirde, LPS gibi indiikleyici bir madde araciligiyla aktive edilen
mikroglialarin, SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hatti ile in vitro ko-kiiltiir modeli
olusturulan néroprotektif etki ¢aligmasilar1 yer almaktadir (DaSilva vd., 2019; Lo vd.,
2011; Ma vd., 2015). E.coli lipopolisakkaritlerinden elde edilen ve noroinflamasyon
modellerinde siklikla kullanilan LPS, genellikle liyofilize halde ticari olarak satin

alinabilmektedir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada ICsp degerlerini bulmus oldugumuz Alfa humulenin
SH-SY5Y hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerini de degerlendirdik. Bu kapsamda
yapilan AO/PI boyama yontemi ile ndronal fenotipe farklilastirilmis SH-SYSY hiicre
hatt1 ve E.coli LPS’si ile uyarilmig THP-1 hiicreleriyle olusturulmus ko-kiiltiir modelinde
noroprotektif etki i¢in yapilan apoptozun belirlenmesinde floresans Ol¢limleri alinarak
Cytation 3 Multi-Mode Reader’de birbirinden bagimsiz goriintiiler ¢ekilmistir. Floresans
Olctimlerle elde edilen sonuglara gore H2O2 1Csp 42 uM, Alfa humulen 50, 100, 200, 400
pg/mL+ 42 uM H202 (p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur.
Apoptozun belirlenmesinde floresans Olgtimleri alinarak Cytation 3 Multi-Mode
Reader’de ¢ekilen goriintiiler sonucunda Alfa humulen ve H20> ile muamele edilmeyen
kontrol hiicrelerinin yesil renkli, saglikli ve saglam c¢ekirdeklere sahip oldugu belirlenerek
goriintiilenmistir. 2 saat 42 uM H20: ile mualeme edilmis H202 kontrol hiicrelerinde yesil
renkli ¢ekirdekler yasayan hiicreleri gosterirken ayni zamanda kirmiziya boyananlar
H20:> kaynakli sitotoksisitede apoptozu ifade eder. Apoptoz veya nekrozun ge¢ asamasi
olarak belirlenen yiiksek ve uygulanan en diisiik Alfa humulen konsantrasyonu (400 ve
200, 50 pg / mL) ile muamele edilen hiicrelerde kirmizimsi-turuncu renk varlig tespit

edilmistir.

Literatiir taramasi1 yapilarak elde edilen verilere gore Alfa humulenin SH-SY5Y
hiicre hatt1 iizerinde AO/PI boyamas1 yapilarak apoptozun belirlenmesine dair bir

caligmaya rastlanmamakla birlikte, Mohamed ve digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada 7-
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Geraniloksisinamik’in  (1.04-16.67 pM) konsantrasyonlarinda sitotoksik etkisine
bakilmis, 5.97 uM kurkumin ve 300 uM H:O: 4 saat inkiibe edilmis, AO/PI boyama
prosediirii uygulanarak elde edilen sonuglar dogrultusunda 7- Geraniloksisinamik ve
kurkuminin koruyucu etkisi ile apoptozu Onleme yeteneginin iligkili olabilecegini

bildirmislerdir (Mohamed vd., 2020).

Sonug olarak, bu tez caligmasi kapsaminda literatiir taramasi sonucu elde edilen
bilgiler 1s18inda antimikrobiyal, antikanser ve lokal anestezik Ozellikleri olan Alfa
humulenin H.O; ile olusturulmus hiicre hasarina kars1 néroprotektif 6zelligi oldugu ve
E.coli LPS’si ile uyarilmis THP-1 hiicreleriyle olusturulmus in vitro ko-kiiltiir modelinde
Alfa humulenin farkli konsantrasyon araliklar ile meydana gelen etkilerinin apoptotik
evreleri morfolojik olarak goriilmiis ve floresans olglimler ile elde edilen sonuglara gore
de Alfa humulenin koruyucu etkisi ile apoptozu 6nledigi tez kapsaminda elde edilen
bilgiler arasindadir. Literatiirde Alfa humulenin noroprotektif 6zelligi ile ilgili yeterli
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle 6zellikle Alfa humulenin noroprotektif etkisi
tizerine Western blot ve Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler biyoloji
teknikleri ile molekiiler diizeyde ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle bu tezin
Alfa humulenin noroprotektif etkisi {izerine yapilacak olacak ¢aligmalara katki saglar

nitelikte oldugunu diisiinmekteyiz.
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