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OZET

Enes, D., Momordica charantia L. Ekstrelerinin I¢eriginin ve Melanoma Kanser
Hiicreleri Uzerine Etkisinin Metabolomik Cahsmalarla Incelenmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya Programm Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara, 2023. Bu tez calismasinda, yara bakiminda kullanilan Momordica
charantia L. (kudret nar1) Sivi Kromatografisi/Kuadrapol Ugus Zamanlh Kiitle
Spektrometrisi (LC/Q-TOF MS) temeline dayanan metabolomik ¢aligmalarla
metabolom diizeyinde incelenmis ve de bu bitkinin B16-F10 melanom hiicre hatti
tizerinde in vitro etkisi LC/Q-TOF MS ile arastirilmistir. Bu amagla Momordica
charantia L. bitkisinin olgunlagsmis meyve ve tohumunun metanol ekstraktlari
hazirlanmistir. Elde edilen ekstraktlar LC/Q-TOF MS cihazi kullanilarak C18 kolon
ile gradiyent eliisyon programi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen ham veriler
cesitli veri analiz yontemleri kullanilarak incelenmistir. Tespit edilen piklerin
normalizasyonu yapilmistir ve meyve ve tohum arasindaki fark incelenmistir.
Arastirma sonucunda meyve ve tohum arasinda metabolom diizeyinde farklilik
oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Momordica charantia L.’nin cilt kanserinde etkinligini
incelemek amaciyla meyve ve tohum ekstraktlar1 B16-F10 melanom hiicre hatlarina
uygulanmistir. Kontrol grubu, tohum ve meyve gruplari arasindaki farklar
gozlemleyebilmek i¢in LC/Q-TOF MS cihaz1 kullanilarak analiz yapilmistir.
Kontrol, meyve ve tohum gruplar1 arasinda ekstraklarimin hiicre hatlarina
inkiibasyonu sonucu 48 saat ve 72 saat inkiibasyonunun sonucundaki farklar ayri
olarak incelenmistir. Sonu¢ olarak, meyve (hiicrede) ve tohum (hiicrede)
ekstraktlarinin metabolitlerinin hem 48 saat inkiibasyon sonrasi i¢in hem de 72 saat
inkiibasyon sonrasi i¢in kontrole gore farkli oldugu goriilmiistiir. Bu bitkinin yara

bakiminda kullanilmak {izere umut vaad edici oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Sivi kromatografisi, kiitle spektrometrisi, yara bakim, biyobelirteg,

metabolom ve fitoterapotik
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ABSTRACT

Enes, D., Evaluation of the Content of Momordica charantia L. Extracts and the
Effect on Melanoma Cancer Cells by Metabolomic Studies, Hacettepe
University Graduate of School Health Sciences Analytical Chemistry Program
Master's Thesis, Ankara, 2023. In this thesis study, Momordica charantia L. (bitter
gourd) used in wound healing was investigated at the metabolome level with
metabolomic studies based on Liquid Chromatography/Quadrapol Time-of-Flight
Mass Spectrometry (LC/Q-TOF MS) and the in vitro effect of this plant on B16-F10
melanoma cell line was investigated by LC/Q-TOF MS. For this purpose, methanol
extracts of the ripe fruit and seed of Momordica charantia L. were prepared. The
extracts were analyzed using a gradient elution program with a C18 column using an
LC/Q-TOF MS instrument. The raw data obtained were analyzed using various data
analysis methods. The detected peaks were normalized and the difference between
the extracts of fruit and seed was examined. As a result of the research, it was seen
that there was a difference in the metabolome level between fruit and seed. In
addition, fruit and seed extracts were applied to B16F-10 melanoma cell lines to
examine the efficacy of Momordica charantia L. in skin cancer. In order to observe
the differences between the groups of control, fruit and seed, analysis was performed
using LC/Q-TOF MS device. The differences between the control group and the
results of the incubation of fruit and seed extracts in cell lines for 48 hours and 72
hours incubation were examined separately. As a result, it was observed that the
metabolites of fruit (in cell) and seed (in cell) extracts were different from the control
both for 48 hours incubation and after 72 hours incubation. It was concluded that this

herb is promising for use in wound healing.

Keywords: Liquid chromatography, mass spectrometry, wound healing, biomarker,

metabolome and phytotherapeutic
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1. GIRIS

Yiizyillar boyunca bitkiler, birgok faydali ozelliginden dolay1 insanlarin
giinliik yasaminda gida ve ilag olarak onemli bir rol oynamistir. Cesitli hastaliklarda
kullanilan bitkiler, dogal ila¢ olarak 6nem tasimaktadir. Geleneksel halk ilaglar ile
tedavi, Ozellikle modern saglik hizmetlerine erisimi olmayanlar tarafindan hala
kullanilmaya devam etmektedir. Tibbi bitkiler, modern ilaglarin 6nemli bir
kaynagidir ve Diinya ¢apinda recete edilen ilaglarin yaklasik %25'i bitkisel
kaynaklidir (1). Diinya ¢apinda geleneksel tibbi bitki kullanimina dayali yeni ilag¢
kesifleri i¢in biiylik bir alan vardir (2). Bitkiler (50.000'den fazla tiir), farmasétik ve
kozmetik iirlinlerde kullanilmaktadir (3). Bunlarin disinda gida takviyeleri, bitki
caylart olarak ve saglik ve kisisel bakimla ilgili diger g¢esitli amaglar i¢in satilan
bircok ilgili bitkisel iiriin vardir (4). Diinya Sagligma Orgiitiine (DSO) gore,
gelismekte olan {ilkelerin niifusunun yaklasik %380'1 geleneksel bitkisel ilaglar
kullanilmaktadir. Iliman kusakta yer alan ve zengin bitki oOrtiisiine sahip olan
Tiirkiye’de yaklasik 12.000 bitki tirii ve 3000'den fazla endemik bitki tiirii
bulunmaktadir, tibbi amagli kullanilan bitki sayisinin 500 civarinda oldugu tahmin
edilmektedir ve son yillarda tibbi amaclh kullanilan bitkilere verilen 6nem artmigtir
(5). Tiirkiyede tibbi bitkiler, geleneksel kullanimlar disinda bitkisel tibbi {iriin olarak
satilacaksa ruhsatlandirilmaktadir. Tarim ve Orman Bakanligi'ndan ruhsatl iiriinler
genellikle besin takviyesi olarak c¢ikmaktadir ve endikasyon dahil degilken Saglik
Bakanlig izinlerinde endikasyon dahildir (6). Ozetle, bitkilerin énemli bir terapdtik
veya iyilestirmede yardimci kaynak oldugu bilinmektedir. Cesitli hastaliklara
alternatif bir tedavi olarak kullanilmakta ve tiim diinyada kullanimi giderek
yayginlagmaktadir (7, 8). Ayrica bitkilerden izole edilen aktif bilesikler, ilag kesfine
katki saglamaktadir (9).

Omik bilimler, genomik, transkriptomik, proteomik veya metabolomik gibi
calisma alanlarinmi ifade eder (10). Genlerin (genomik), mRNA'nin (transkriptomik),
proteinlerin  (proteomik) ve metabolitlerin (metabolomik) kapsamli analizi
hedeflenmektedir (11). Genomik, genetik bilginin kapsamli bir de tanimlanmasin;
transkriptomik bir hiicre veya organizma i¢indeki mRNA'nin incelenmesini;

proteomik, proteinlerin o6zellikle yapilarmin ve islevlerinin tanimlanmasini ve



metabolomik, bir hiicre veya organizmanin tim disiik molekiiler agirlikli
metabolitlerinin ve bunlarin biyolojik sistemlerdeki dinamiklerinin niteliksel ve

niceliksel analizini amaglar (12, 13). Sekil 1.1.’de baslica omik bilimler verilmistir.

TRANSKRIPTOMIK PROTEOMIK METABOLOMIK
‘g Transkripsiyon Translasyon . Metabolizma
DNA mRNA PROTEIN METABOLIT

Sekil 1.1. Baslica omik bilimler.

Son zamanlarda, LC ile birlestirilmis Q-TOF MS, tam kiitle aralig1 algilama
hassasiyeti, veri toplama hiz1 yiliksek ve kiitle dogrulugundan yararlanarak bilgi
acisindan zengin veriler saglayabildigi i¢in metabolit tespiti ve tanimlamasi igin

onemli bir analiz yontemi haline geldi (14).

Bu tez kapsaminda, yara iyilestirici 6zelligi bulunan ve piyasada satilan bazi
ilaglarin, tibbi cihazlarin hatta yara olusmasi sonucu bdlgedeki kozmetik
deformasyonu giderici bazi iriinlerin de bitkisel igeriginden yola c¢ikarak, halk
arasinda yara iyilestirici olarak kullanilan Momordica charantia L. bitkisinin yara

tyilestirici ve antikanser aktivitesi molekiiler diizeyde incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Momordica charantia Linn. (Kudret Nar1, KN) ve Genel Ozellikleri

Momordica charantia Linn. genellikle ac1 kavun veya ac1 kabak olarak bilinir
ve Cucurbitaceae familyasindan olan tropikal ve subtropikal tirmanici bir bitkidir.
Momordica Latince adi1 "1sirmak" anlamina gelir (yapraklarin 1sirilmis gibi goriinen
plriizlii kenarlarina atifta bulunur) (15). Momordica charantia L.’nin yaygin
isimlerine ac1 kavun, papilla, aci kabak, salsamino, corrila or karela, hanzal,
assorossie, ampalaya, nigauri or goya, pare, kho gua, sora, balsam apple, pear or
balsamina 6rnek olarak verilebilir (16). Momordica L. cinsi, Asya'ya 6zgidiir ve
Amazon, Dogu Afrika, Karayipler ve Giiney Amerika'da yetistirilmektedir (17).
Tiirkiye'de, mayis ayinda daha c¢ok Yalova, Bursa cevresi ve Ege bolgesinde
tohumdan yetistirilir ve olgun meyveler agustos ayinda hasat edilir (18). Olgunlugu
meyvenin sertligine, kabugunun rengine ve c¢ekirdek tanesinin rengine gore
tanimlanabilir. Tohum tanesinin rengi beyaz-sarimsidan sarimsi-turuncuya degisir ve
KN olgunlastiginda kirmiziya doner. Meyve yesil, soluk yesil ve koyu yesil
rengindedir. Yesil renkli ise olgunlagmamis, turuncu renkli ise olgunlagmistir (19).

Sekil 2.1.”de olgunlagmis meyve ve yaprak goriilmektedir.

Sekil 2.1. Olgunlasmis meyve ve yaprak.
2.1.1. Yan Etkileri

Bir vaka raporu, diyabetik olmayan iki gen¢ ¢ocuga KN cay1 verildikten

sonra hipoglisemik koma ve nébet oldugunu gdstermektedir (20). KN tohumlar1 ve



meyvelerin dis kabugu, bagirsak duvarinda protein sentezini engelleyen toksik bir
lektin igerir (21). Hem kemirgenlerde hem de primatlarda yapilan ¢aligmalar, bitki
Oziinlin abortif etkiye neden oldugunu gostermektedir. Erkeklerde, Momordica
charantia L. tohum ekstraktlari, spermatogenez icin gerekli olan hipofiz
gonadotroplarinin mevcudiyetinin azaldigina dair dolayl kanitlar gostermistir (22).
KN tohumlar1 yenildikten sonra favizm gelistirme riski bulunmaktadir (23). KN
meyve suyu ve tohum ekstraktinin oral yoldan verilmesinden sonra hayvanlarda y-
glutamiltransferaz ve alkalin fosfatazda 6nemli artislar gozlenmistir. Ancak bu

artiglar karacigerdeki onemli histopatolojik degisikliklerle iligkilendirilmemistir (24).

2.1.2. Fizikokimyasal Ozellikler

Momordica charantia L.’nin major biyoaktif bisenlenleri polisakkaritler,
peptitler, proteinler, lipidler, terpenoidler, saponinler, fenolikler ve sterollerdir (Tablo

2.1.) (25).

Tablo 2.1. Momordica charantia L.’nin major biyoaktif bilesenleri.

Galaktoz, arabinoz , ramnoz, ksiloz, glukoz,
Polisakkaritler o o (25, 26)
mannoz, glukuronik asit, galakturonik asit

Major doku uygunluk kompleksi-1 (MCH-1) ve
MCH-2, MC6, p-insiilin, Lektin, MAP30,

a-momorkarin (a-MMC), B-momorkarin (25, 27)
(B-MMC), y-momorkarin, anti-HIV protein

(MAP30), polipeptit-P

Peptitler ve

proteinler

Germakren, trans-nerolidol apiol ve cis-
Lipidler (28)
dihidrokarveol, alfacleostearik asit

Sarantin, goyaglikozitler, goyasaponinler,
Terpenoidler ve ‘g y © . .g VAP o (25, 28,
momordikozit, momordisin, kuguaglikosit,
Saponinler 29)
kugua saponinler, kukurbitasin

Fenolikler Katesin ve epikatesin, kinik asit (25)




Tablo 2.1. (Devam) Momordica charantia L.’nin major biyoaktif bigenlenleri.

Gallik asit, gentisik asit, protokatesik asit,

vanilik asit, klorojenik asit, siringik asit, p-
Fenolik asitler o o o (25)
kumarik asit, benzoik asit ve o-kumarik asit,

trans sinnamik asit

a-pinen , B-pinen, octanal, 1,8-sineol, -
felandren, C-dihidrokarveol
transdihidrokarveol, karvon, (E)-anetol, safrol,
Ucucu yaglar (30)
metil-eugenol, germakren D, [-selinen, a-
selinen, miristisin, d-kadinen, transnerolidol,
spatulenol, sedrol, B-bisabolol, apiol

C10-0 (Kaprik acit), C12-0 (Laurik asit), C16-0
(Palmitik asit), C18-0 (Stearik asit), C18-1
(Oleik asit), C18-2 (Linoleik asit), C20-0
(Arasidik asit), a-eleostearik asit, sitosterol, (30, 31)

Steroller ve Yag

asitleri
kompesterol, daukosrerol ve momordenol,

obtusifoliol, siklodkalenol, 4a-metilzimosterol,

lofenol ve desmetilsterol, spinasterol

Halk arasinda Momordica charantia L. antidiyabetik, antikanser, antiobezite,
anksiyolitik, antidepresan, antiinflamatuvar, antiviral, antigenotoksik, yara
tyilestirici, antioksidan, hepatoprotektif, antibakteriyel, antifungal, abortif ve gebelik
Onleyici, antiiilser, immiinomodiilator, hipotansif ve antiprotrombin, antihelmintik,
antibiyotik, antimutajenik, antilosemik, antioksidan, antiiilser, afrodizyak, kanama

durdurucu, idrar soktiiriicii ve tonik olarak kullanilmaktadir (32, 33).

2.1.3. Momordica charantia L.’nin Yara lyilestirici Etkileri

Momordica charantia L.'nin meyvelerinin tozundan elde edilen merhemi,
yara bliziilmesi, yara kapanma siiresi, epitelizasyon siiresi, yaranin gerilmesi ve yara
bolgesinde doku rejenerasyonunda kontrol grubuna kiyasla daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Momordica charantia L. yara iyilesme hizin1 olumlu yonde etkiler,
yaranin kasilmasini arttirir, yaranin kapanma siiresini kisaltir, epitelizasyon siirecini

hizlandirir ve yaranin gerginligini arttirir (34).



Momordica charantia L. yara iyilestirici Ozelliklere sahiptir. Yara modeli
tizerinde yapilan bir ¢alismada KN merheminin bir eksizyon ve insizyon iizerinde
olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir. Baska bir ¢alismada, KN ekstraktinin, farkl
hiicre tiplerinde hepatosit biiyiime faktori (HGF) iiretimini ve insan dermal
fibroblastlarinin ¢gogalmasini 6nemli dl¢iide uyardigi bildirilmistir (19).

Antiinflamatuvar etki; Momordica charantia L. meyve 6zleri, proliferasyonu
ve lenfositlerin aktivitesini ve ayrica indiiklenmis IL-7 sekresyonunu biiyiik Olclide

baskilar (35).

2.1.4. Momordica charantia L’nin Antikanser EtKileri

Birka¢ in vivo calisma, KN bitkisinin tamaminin antitimor aktivitesi
gostermistir  (36). KN ve KN ekstraktlar1 kanser ve timér olumusunu
engellemektedir. Hem viral hem de konak hiicre RNA's1 ve protein sentezi iizerinde
inhibitor etkisi vardir (31).

KN meyvesinin su ekstrakti, meyve ve yapragin metanol ekstraktr, meyveden
kukurbitan tipi triterpenler cilt kanserini 6nleme ve tedavisinde etkindir (37).

Momordica charantia L. ile gesitli 6n ¢alismalar (in vitro ve in vivo) ve MAP
30 dahil olmak iizere cesitli saflastirilmis fraksiyonu, lenfoid l6semi, lenfoma,
koryokarsinom, melanom, meme kanseri, cilt tiimori, prostat kanseri, dil ve girtlak
skuamo6z karsinomu, insan mesane karsinomlari ve Hodgkin hastaligina kars:
antikanser aktivite gostermistir (38).

Isvigre albino fareleri; melanom fareleri iizerinde yapilan calismada,
Momordica charantia L.’nin meyve, meyve kabugu, pulp(meyve etli kismi), yaprak,
tohumundan elde edilen ekstrakttaki kukurbitan tipi triterpen glikozitlerin cilt kanseri
tizerinde etkili oldugu goriismiistiir (35).

Momordica charantia L. meyve ve yaprak 6zleri ayrica melanom farelerinde
(melanom hiicre hatti implante edilmis C57BL hibrit fareler), Isvigre albino
farelerinde benzo-(a)-piren kaynakli 6n mide tiimor olusumunda ve cilt tiimorlerinde
kanser onleyici etki gostermistir (35).

Tablo 2.2.”de Momordica charantia L.’nin antiinflamatuvar ve antikanser etki

mekanizmasi goriilmektedir (39).



Tablo 2.2. Momordica charantia L.’nin antiinflamatuvar ve antikanser etki
mekanizmasi.

Etki Mekanizma
1TGF-B, IL-10, IFN-y
| TGF-a, IL-6, IL-7, NF-xB, IL-1 B, NO, PGE>
TApoptoz, Totofaji, fAMPK aktivasyon
| Proliferasyon, | Akt, |ERK1/2, |protein sentezi

Antiinflamatuvar

Antikanser

TGF-B, Doniistiiriicli biiyiime faktorii beta; ERK, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen
kinazlar; IL, interlokin; NF-kB, Aktiflestirilmis B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-
hafif zincir giiclendiricisi; NO, Nitrik oksit; TNF-a, Tiimo6r nekroz faktorii-alfa; IFN-
v,Interferon gamma; PGE,, Prostaglandin E2; AMPK, Aktive edilmis protein kinaz;
AKT, Aktive olan protein kinaz; ERK1/2, Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz.
2.1.5. Momordica charantia L. Bitkisinde Bulunan Yara Iyilesmesi ve Cilt

Kanserinde Etkin Bilesenler

Triterpen Glikozitler

Saponin maddeleri, triterpenoidal saponinler (6rn., kukurbitasin tipi, oleanan
tipi, ursan tipi) ve steroidal saponinler igeren ¢esitli bitkilerde yaygin olarak bulunan
bilesenlerdir (25).

Momordica charantia L.’da, oleanan ve kukurbitan tipi triterpenoidler olarak
tanmman iki saponin smifin1 igeren c¢esitli biyoaktif bilesikler bulunur (28).
Triterpenoid glikozitleri, triterpenoid saponinlerdir (40). Kukurbitan tipi triterpen
glikozitler ve kukurbitan tipi momordikozidler meyvedeki biyoaktif bilesenlerdir
(35). Kukurbitan tipi triterpen glikozitler ve kukurbitan tipi momordikozidler KN’nin
meyvelerindeki biyoaktif bilesenlerdir (35).

Ozellikle yogun ac1 bir tada sahip olan kukurbitasin, Momordica charantia L.
’da bol miktarda bulunur. 18'den fazla kukurbitasin tiirii vardir ve bunlar arasinda
kukurbitasin B tipik bir bilesendir (41).

Kukurbitasin

Cucurbitaceae ve diger birka¢ bitki familyasinin iiyelerinde bulunan yapisal
olarak ¢esitli tetkrasiklik triterpenlerdir. Olgun bitkilerin meyvelerinde ve koklerinde
bulunabilirler. Kukurbitasinlerin iiretildigi meyvelerde en yiiksek derisime
olgunlukta ulasilir. Tohumlar genellikle ¢ok diisiik derisimde kukurbitasin igerir.

Tiim kukurbitasinler, temel bir 19-(10->9p)—abeo--10a—lanost— 5--ene halka iskeleti



(kukurbitan) icerir (42, 43). Temel kukurbitasin halka iskeleti Sekil 2.2.°de
goriilmektedir (44). Kukurbitasin tiirleri arasinda, kukurbitasin B, D, E, 1 ve
tiirevlerinin, gili¢lii antikanser aktiviteleri goriilmektedir. Ayrica, kukurbitasin F, O,
P, Q ve bunlann tirevlerinin orta diizeyde antikanser aktiviteleri oldugu

bilinmektedir (45).

Sekil 2.2. 19-(10>9pB)—abeo--10a—lanost— 5--ene kimyasal yapisi.

Anti-inflamasyon aktiviteleri g6z Oniine alindiginda, lenfositlerde ve
makrofajlarda tiimor nekroz faktorii alfa ekspresyonunun inhibisyonunu saglamakta
ve niikleer faktor-kappa-B 'nin aktivitesini engellemektedir. Ayrica, kukurbitasinler,
COX2 aktivitesini inhibe edebilir ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz yoluyla
proinflamasyon aracilarinin iiretimini inhibe edebilir (46).

Kukurbitasin B

Kukurbitasin B, ¢esitli biyolojik aktiviteler sergileyen, yaygin olarak bulunan
tetrasiklik triterpenoid bilesiktir. Kukurbitasin B’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.3.°de
goriilmektedir. Kukurbitasin B (C32H460s), 558.7 g/mol molekiiler agirliga sahiptir.
Antifungal, antibakteriyel, antipiretik, anti-inflamatuvar ve antikanser, hepatokiiratif

ve hepatoprotektif etkilere sahiptir (47-49).



Sekil 2.3. Kukurbitasin B’nin kimyasal yapisi.
Kimyasal ad1 (23,98,10a,160,23E)-25-(asetiloksi)-2,16,20-trihidroksi-9-
metil-19-norlanosta-5,23-dien-3,11,22-trion’dur (50).
Cilt kanseri hiicre hatlarinda kukurbitasin B ve kii¢iik molekiillii ilaglarin

sinerjik etkisi Tablo 2.3.’de gdsterilmistir (51).

Tablo 2.3. Kanser hiicre hatlarinda kukurbitasin B ve kii¢lik molekiillii ilaglarin
sinerjik etkisi.

Kiiciik Molekiillii Sinerjik Etkinin
. Kanser Hiicre Hatti
Ilaclar Mekanizmasi
Apoptozu indiiklenir ve
Dosetaksel Hep-2
hiicre dongiisii durur.
_ ' Kutan6z skuamoz hiicreli Hiicre proliferasyonu
Sisplatin ) o
karsinom inhibe olur.
Hiicre biiylimesini inhibe
_ _ olur, hiicre dongiisii
Sisplatin Hep-2
durur ve apoptozu
indiiklenir.
Kukurbitasin E

Kukurbitasin E, esas olarak Cucurbitaceae'de bulunan tetrasiklik triterpenoid
bilesiktir (52). Kukurbitasin E (C32H440s), 556.7 g/mol molekiiler agirhiga sahiptir
(53). Kukurbitasin E’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.4.”de goriilmektedir.



10

Sekil 2.4. Kukurbitasin E’nin kimyasal yapist.

Kimyasal ad1 (9B,10a,160,23E)-25-(asetiloksi)-2,16,20-trihidroksi-9-metil-
19-norlanosta-1,5,23-trien-3,11,22-trion (a-elaterin)’dur (50).

Hidroksisteroid dehidrojenaz benzeri 2 (HSDL2), melanomda asir1 eksprese
edilir ve ERK ve AKT yollarin1 aktive ederek melanom ilerlemesini destekler.
Yapilan bir ¢calismanin sonucunda, Kukurbitasin E'nin HSDL2'nin mRNA ve protein
ekspresyonunu engelleyebilecegi gosterilmistir. Kukurbitasin E, HSDL2’yi azaltarak
ERK ve AKT yollarint inhibe edebilecegi; bu nedenle Kukurbitasin E, in vitro ve
in vivo olarak melanom biiylimesini inhibe edebilecegi goriilmiistiir (54).

Momordica charantia L. olgun meyve ekstraktinin RP-HPLC ile analizi
sonucu Kukurbitacin E miktar1 0.0523 (a/a)’diir (55).

Momordikozid

Momordica cinsi bitkiler, momordicosides adi verilen 6zel bir kukurbitasin
grubu igerir. Ozel bir kukurbitasin grubu, Momordica charantia L. daki
olusumlarindan sonra momordikozid olarak adlandirilir (56).

Momordikozit A ve B, momordikozit C, D ve E, momordikozit F ve I,
momordikozit G ve F2, momordikozit K ve L, momordikozit Q ve R, momordikozit
S ve T’nin Momordica charantia L. i¢inde oldugu tespit edilmistir (19).

Kukurbitasinler, Momordica charantia 1L..’da da bulunmalarindan dolay1
adlandirilan momordikozitler olarak adlandirilir. Momordikozidler baska higbir bitki
tiriinde tespit edilmemistir. Momordikozitlerin ortak 6zelligi, C19'un bir aldehit
grubuna oksitlenmesidir (42).

Kukurbitan tipi momordikozid (M, N ve O) ve momordikozid L, taze

Momordica charantia L. meyvelerinden izole edilmektedir (35).



Momordikozid A; Momordikosid Fl1

momordikozid G; momordikozid I;

momordikozid Q KN meyvelerinde bulunmaktadir (57).

Momordica charantia L.’nin meyvesinden ekstre edilen momordikozid G’nin
antiiflamatuar etkisi bulunmaktadir (58).
Momordica charantia L. meyvesinden izole edilen bes kukurbitan tipi

triterpenoidin kantitatif tayini i¢in basit ve spesifik bir analitik yontem (HPLC)

aglycone;

momordikozid F2;

momordikozid K; momordikozid L;

gelistirilmistir ve 3 farkli popiilasyon analiz edilmistir (Tablo 2.4.) (59).

Tablo 2.4. Momordica charantia L.'"min {i¢ popiilasyonunda bulunan triterpenoidlerin

igerigi.
Analit Popiilasyon-1 Popiilasyon-1 Popiilasyon-1
Momordikozit A 0.234 Tayin edilemedi. | Tayin edilemedi.
Miktar tayini
Momordikozit L 0.152 0.437 limitleri altinda
tespit edildi.
Miktar tayini
Momordikozit F2 0.086 0.194 limitleri altinda
tespit edildi.
Miktar tayini Miktar tayini
Momordikozit A 0.110 limitleri altinda limitleri altinda
tespit edildi. tespit edildi.
3B,7B,25-
Miktar tayini
trihidroksi
0.035 limitleri altinda Tayin edilemedi.
kukurbita-5, o
tespit edildi.
(25E)-dien-19al

Degerler mg/100 mg kuru bitki materyali agirlig1 cinsindendir.

Sri Lanka’daki Momordica charantia L.’nin kurutulmus meyvesinden (6,6
kg) elde edilen metanolik ekstrakt (325 g) normal faz ve ters faz kromatografisi ve

tekrarlanan HPLC analizleri ile momordikozid miktarlar1 (%) belirlenmistir (Tablo

2.5.) (60).
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Tablo 2.5. Momordica charantia L.’nin kurutulmus meyvesindeki momordikozid
miktarlari.

Momordikozit Yiizde (%) Miktar (mg)
Momordikozit F1 0.0083 268 mg
Momordikozit F2 0.0005 17 mg
Momordikozit G 0.0043 140 mg
Momordikozit K 0.0012 33 mg
Momordikozit L 0.0011 24 mg

2.2. Deri ve Yapisi

Deri, organizma ve ¢evre arasinda patojenlerin istilasini 6nler ve kimyasal ve
fiziksel saldirilarin yani sira diizensiz su ve ¢oziinen kaybini engelleyen etkili bir
bariyerdir (61). Deri viicudun en biiyiik ve viicudun ¢evresiyle en yakin etkilesimini
saglayan organdir. Derinin koruyucu, homeostaziyi siirdiirme veya algilama gibi

islevleri vardir (62).

Deri epidermis, dermis ve hipodermis olmak {izere ii¢ katmandan olusur (63).
Bu katmanlar Sekil 2.5.’de verilmistir. Epidermis, ana hiicre tipi keratinosit olan
terminal olarak farklilasmis ¢ok katli bir epiteldir. Bu alt katmanlar Stratum bazale,
Stratum spinosum, Stratum graniillozum ve Stratum corneum’dur. Keratinositler
ayrica yaralanmaya yanit olarak sitokinler {iretir. Dermis, epidermis tabakasinin
bitiminden itibaren subkutan yagi da kapsayan bir tabakadir. Viicudu mekanik
yaralanmalara kars1 koruyan ve 6zel bir yapi iceren sert, esnek bir tabakadir (64).
Hipodermis (deri altt doku), kolajen ve kan damarlarindan olusan fibroz septa ile
ayrilmis adiposit lobiillerinden olusan endokrin organdir (65). Derinin en derin
tabakasidir ve kil folikiilleri, duyusal noronlar ve kan damarlar1 ile birlikte yag

lobiilleri igerir (66).
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} Dermis

} Hipodermis

Sekil 2.5. Derinin katmanlari.

Yara, normal anatomik yap1 ve fonksiyonda hasar veya bozulma olarak
tanimlanir. Bu, cildin epitel biitiinliigiindeki basit bir kirilmadan daha derine inebilir
yani tendonlar, kaslar, damarlar, sinirler, parankimal organlar ve hatta kemik gibi
diger yapilara zarar vererek deri alt1 dokuya kadar uzanabilmektedir. Yaralar, ilgili
organ icinde harici veya dahili olarak baglayan patolojik siire¢lerden kaynaklanabilir.
Kazara veya kasitli bir nedene sahip olabilirler veya bir hastalik siirecinin sonucu
olabilirler. Yaralanma, nedeni ve sekli ne olursa olsun dokuya zarar verir ve dokunun

icindeki lokal ¢evresini bozar (67).
2.3. Yaralarin Patolojisi

Yaralar, derinin acilmasina veya c¢atlamasina neden olan yaralanmalardir.
Derinin bozulmus anatomik devamliliginin ve bozulmus fonksiyonel durumunun
restorasyonu igin yaralarin uygun de iyilesmesi esastir (68). lyilesme, cilt veya
dokunun normal yapisinin ve fonksiyonunun eski haline getirilmesindeki karmasik
bir stiregtir (69).

Iyilesme; trombosit agregasyonu ve kan pihtilasmasi, fibrin olusumu,
yaralanmaya karst inflamatuvar bir yamt, zemin maddelerinde degisiklik,
anjiyogenez ve Yyeniden epitelizasyonu igerir ve bozulan yiizeylerin kolajen
tarafindan sikica kaplanmasiyla tamamlanir (70).

Tilim yaralarin iyilesmesi icin temel gereksinim, enfeksiyon, nekrotik doku ve
yabanct madde igermeyen temiz, yeterince perflize edilmis bir yara ortamidir.

Beslenme ve immiinolojik durum, stres, sigara kullanimi1 ve bdbrek yetmezligi ve
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diyabet gibi sistemik faktorlerin tiimii yara iyilesmesini etkiler. Optimal yara
iyilesmesi i¢in bu faktorlerin etkin bir sekilde yonetilmesi gerekir (71).

Kutandz yara onarimi itihaplanma, doku olusumu ve doku yeniden
sekillenmesini igeren dinamik bir stiregtir (72).

Akut yanitin bir pargasini olusturan iltihaplanma, yara bolgesinde koordineli
bir nétrofil akisina neden olur. Bu hiicreler, karakteristik “solunum patlamas1”
yoluyla aktivite, serbest radikaller {iretir. Yara ile ilgili fagositik olmayan hiicreler de
fagositik olmayan NAD(P)H oksidaz mekanizmasini1 dahil ederek serbest radikaller
tiretirler. Boylece yara bolgesi hem oksijen hem de nitrojen merkezli reaktif tiirler
ile bunlarin tiirevleri acisindan zengindir. Bu radikallerin varligi, lipid
peroksidasyonuna, deoksiribo niikleik asit (DNA) kirilmasina ve serbest radikal
siiptiriici  enzimler dahil enzim inaktivasyonuna yol acgan oksidatif stres ile
sonuclanacaktir. Hastalarda serbest radikal siipiiriicii 6zelliklere sahip bilesiklerin
topikal uygulamalarinin, yara iyilesmesini 6nemli dlgiide iyilestirdigi ve dokulari

oksidatif hasardan korudugu gdosterilmistir (73).
2.4. Yara lyilesmesi Asamalar

Yara iyilesmesi, dort asamadan olusan dinamik bir siirectir. Bu asamalar

Tablo 2.6.” da 6zetlenmistir (74).

Tablo 2.6. Yara iyilesmesi asamalari.

Asama Hiicresel ve Biyofizyolojik Olaylar
1. Vasokonstriksiyon

1. Hemostaz 2. Trombosit agregasyonu, degraniilasyonu ve fibrin olusumu
(trombiis)

1. Nétrofil infiltrasyonu
2. Enflamasyon 2. Monosit infiltrasyonu ve makrofaj farklilagmasi

3. Lenfosit infilt rasyonu

. Yeniden epitelizasyon

. Anjiyogenez
3. Proliferasyon o8

. Ekstraselliiler matris (ECM) olusumu

. Kolajen yeniden olusumu

1
2
3. Kollajen sentezi
4
1
4. Yeniden olgunlagsma 5

. Vaskiiler olgunlasma ve gerileme
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Ik asama olan hemostaz, yaralanma aninda meydana gelir ve genellikle

saatler icinde tamamlanir. Ikinci asama, inflamasyon, hemostazdan kisa bir siire

sonra baglar ve genellikle yaralanmadan sonraki ilk 24 ila 72 saat i¢inde tamamlanir;

ancak, yaralanmadan sonra 5 ila 7 giin kadar siirebilir. Ugiincii asama, proliferasyon,

tipik olarak yaralanmadan 1 ila 3 hafta sonra ortaya ¢ikar. Dordiincli ve son agama

olan yeniden lenme, yaralanmadan yaklagik 3 hafta sonra baslar ve fizyolojik

tamamlamanin saglanmasi aylar ile birkag yil arasinda siirebilir (69). Yara iyilesmesi

asamalar1 Sekil 2.6.’da goriilmektedir.

@ Kanama ve hemostaz

Epidermis —

@ Inflamasyon

Yara
kabugu

7 N

Dermis —

Kan
damarn

- _— OO
< D ~ y L
— - \ : -
\\ ’,/ Epitel hiicre
Yaralanma \ vy 996U

Makrofaj— |
Notrofil—4® »—— Fibroblast

~

Cogalan ——=. =
fibroblastlar =~ _ _— Granlilasyon

- dokusu

Ay,

R s

Yeniden
sekillenme

Yara ——
dokusu

.

Sekil 2.6. Yara iyilesmesi asamalari.

2.4.1. Vaskiiler Tepki: Hemostaz ve Pihtilasma

Hemostatik sistem, kan damarlari, trombositler ve fibrinolitik faktorler ve

bunlarin inhibitorlerini iceren plazma pihtilasma

sisteminden olusur (75).

Vazokonstriksiyondan hemen sonra, birincil hemostaz ve daha sonrada ikincil

hemostazin olugmasi ile lic agsamali bir siirectir (76).

Hemostaz, kan pihtist olusumu ile kanamay1 durduran ve iki ana asamali bir

mekanizma ile gerceklesen siirectir. Hemostazin birincil asamasinda trombositler,
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aktive olduklar1 yarali bolgeye yapisir. Aktive trombositler ayrica serbest
trombositleri aktive eder ve bir trombosit tikact olusturmak icin toplar. Hemostazin
ikincil asamasinda, digsal ve igsel pihtilasma yollar tarafindan iiretilen trombin,
fibrinojeni fibrine doniistiiriir, bu daha sonra trombosit pihtilar1 ve kan hiicreleri ile
bir trombiis olusturur (77).

Yara olusumu sirasinda agiga c¢ikan kolajen, inflamatuvar fazi baglatan
pihtilagma kaskadini (hem i¢sel hem de dissal yollar) aktive eder (78).

Ug mekanizma ile elde edilen bir piht1 olusumu;

1. igsel yol: Pihtilasma kaskadimin i¢sel yolu (temas aktivasyonu yol) doku
hasarmin bir sonucu olarak endotel hasari, subendotelyal dokular1 kana maruz birakir
ve bu da faktor XII'nin aktivasyonu ile sonuglanir. Bu, protrombini trombine
dontistiiren faktér X'in aktivasyonu ile sonuglanan proteolitik boliinme kaskadini
baslatir ve bu da fibrinojenin fibrine doniisiimii ve bir fibrin tikact olusumu ile
sonuglanir (79).

2. Dissal yol: Pihtilasma kaskadinin digsal yolu (doku faktorii yolu) endotel
hasari, doku faktoriiniin (¢ogu hiicrede bulunur) dolasimdaki kana maruz kalmasiyla
sonuclanir. Bu, faktér VII'nin aktivasyonu ve nihayetinde trombin aktivasyonu ile
sonuglanan pihtilagsma kaskadinin ekstrinsik yolunun geri kalani ile sonuglanir (80).

3. Platelet aktivasyonu: Trombin, tromboksan veya adenosin difosfat
aktivasyonunu takiben trombosit aktivasyonu ile trombositler morfolojide bir
degisiklige ugrar ve alfa ve yogun graniillerinin igerigini salgilar. Aktive
trombositler, bir trombosit tikaci olusturmak ve kanamay1 gecici olarak durdurmak
icin aciga ¢ikan kollajen bolgelerine yapisir ve kiimelenir. Bu tikag, trombositlerdeki
aktin ve miyozin filamentlerinin yani sira fibrin ve von Willebrand faktorii tarafindan

giiclendirilir (79).

2.4.2. Hiicresel Yanit: Enflamasyon

Yara iyilesme kaskadinin enflamatuar fazi, hemostaz ve pihtilasma fazi
sirasinda aktive olur. Kabaca noétrofil alimi ile erken bir faza ve monositlerin
gbriinlimii ve doniisiimii ile ge¢ bir faza boliinebilmektedir (81).

Notrofiller, doku hasar1 bolgelerinde ¢ok sayida birikir. Deri veya mukoza

yaralanmalar1 dig ortama kars1 bariyerleri bozar ve notrofiller bakterisidal etkileri ile



17

mikrobiyal istilayr Onlemektedir. Ayrica yarali bolgeye dolasimdan alinan ilk
hiicrelerdir (82). Dogustan gelen bagisiklik hiicresi olan nétrofil, ilk savunma hattina
aracilik eder ve yara iyilesmesinin enflamatuar yanitinin baglamasini saglar.
Notrofillerin yara bolgesindeki ana islevi, istilact mikroplar1 yok ederek agik yarayi
dekontamine etmek yani temizlemektir. Notrofiller, interlokin-8 (IL-8) ve Vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii-8 gibi yarali dokunun revaskiilarizasyonunu ve onarimini
destekleyebilecek ¢esitli bliylime faktorlerini salgilar (83).

Notrofiller yaraya si1zdiktan hemen sonra apoptoza girer ve bu apoptotik siire¢
sirasinda sitokinlerin salinimi makrofaj aliminda 6nemli bir bilesendir. Makrofajlar,
yaralanmadan 2 giin sonra yaraya kitlesel olarak sizar ve bu asamada yogun bir
fagositik aktiviteyi siddetlendirir (84).

Notrofil seviyesi diistiikce, kisa siirede doku makrofajlarina aktive olan bir
monosit akis1 olur. {ltihabin ge¢ evresine girilmis olunur ve makrofajlar fagositoz ile
debridman (yaradaki biitiin yabanci cisimleri ¢ikartma) islemine devam eder ve oli
notrofil hiicrelerini uzaklastirir (85).

Makrofajlar, enflamatuar ve debridman siireglerine katilir ve bunlar
tamamlar. Antimikrobiyal islevleri fagositoz ve nitrik oksit, oksijen ve peroksit gibi
reaktif radikallerin {iretimi ile gergeklestirilir. Makrofajlarin yara iyilesmesine en
bliyiik katkist sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin salgilanmasidir. Bu sitokinler,
diger makrofajlar veya lenfositler gibi yara iyilesmesinde rol oynayan diger hiicreleri
aktive etmek ve toplamak i¢in parakrin bir de hareket eder. Sitokinler ve bilylime
faktorleri ayrica fibroblast kemotaksisini, proliferasyonunu ve kollajen sentezini ve
endotel hiicreleri gibi onarim siirecinde yer alan diger hiicreleri de diizenler (86).

T hiicreleri, yara iyilesmesinde modiilator bir rol oynamaktadir (87). Yarada
lenfositler ortaya ¢ikmasiyla hiicre dig1 matris yapr iskelesi tiretimi ve kolajenin
yeniden lenmesi yoluyla yara iyilesmesini diizenlenmektedir. T-lenfositlerin
inhibisyonu ile yara giiciiniin azalir ve kollajen birikimi bozulur (79). Lenfositlerin
yara iyilesmesindeki en onemli islevi, T hiicrelerinin belirli bir alt kiimesinin, bir

grup ¢oziiniir hiimoral araci olan lenfokinleri sentezleme yetenegidir (88).
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2.4.3. Proliferasyon ve Onarim

Yeniden epitelizasyon (Reepitelizasyon)

Reepitelizasyon, yara yiizeyini bir epitel tabakasiyla kaplamay1 amaglar ve
epidermal keratinositlerin farklilasmasina, ¢ogalmasina ve gogiine dayanir. Yara
yatagi, cogalan fibroblastlar, yeni bir kolajen matrisi ve yeni damarlar ile diizgilin bir
de olusturulduktan sonra, yeniden epitelizasyon siireci baslar. Keratinositler aktive
olur ve yara bolgesine go¢ eder. Bu islem yara kenarlarindaki epitelyal ve epitelyal
olmayan hiicrelerin, sayisiz farkl sitokin ve biiylime faktoriinii serbest birakan sinyal
yolaklariyla, 6rnegin epidermal biitlime faktorii keratinosit biiylime faktoriive gibi
aktive edilir (89).

Neovaskiilarizasyon/Anjiyogenez

Vaskiiler yenilenme kan akisi degisikliklerine neden olur. Anjiyogenez,
endotelyal hiicresel proliferasyonu, bazal membranin riiptiiriinii ve yeniden
diizenlenmesini, tlibiiler yapilarda migrasyon ve birlesmeyi ve perivaskiiler
hiicrelerin toplanmasini igeren koordineli bir siirectir (90).

Kolojen Sentezi

Lezyondan yaklasik 4 giin sonra graniilasyon dokusu olusmaya baslar. Adini
yeni olusan dokunun graniiler goriiniimiinden alir. Graniilasyon dokusu sirasiyla;
fibroblastik proliferasyonda bir artig; {ic boyutlu bir hiicre dis1 bag dokusu agi
olusturan kolajen ve elastik biyosentez; ve fibroblastlar tarafindan kemotaktik
faktorlerin ve IFN-betamin iiretimi mekanizmalarindan olusur. Fibroplazi, yeni
matrisin birikmesinden sorumlu ana ajanlar olan fibroblastlarin proliferasyonu ile
karakterize edilen graniilasyon dokusunun olusumu ile baglar. Olgun bir bag dokusu
skarmin ana bileseni kolajendir. Kollajen iireten fibroblastlar, bu proteini
sentezlemek i¢in yara siirinin dermisinden toplanir. Epidermis ve dermis arasinda
saglam bir bazal membranin olusumu, biitiinliigiiniin ve fonksiyonunun yeniden
olusmasi oOnemlidir. Onarmmin bu ilk asamasinda, graniilasyon dokusundaki
fibroblastlar tarafindan sentezlenen tip III kollajen baskindir (90).

ECM olusumu

ECM, kimyasal ve mekanik sinyaller kullanarak hiicrelerin davranigini
kontrol eden biyoaktif bir ortam saglar. ECM, hiicre dig1 matris, integrinler, sitokinler

ve biiyiime faktorleri araciligiyla hiicre farklilagmasi ve 6liimiiniin diizenlenmesinde
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rol oynar ve glikoproteinler (fibronektin, proteoglikanlar, laminin) ve lifli proteinler
(kollajen, elastin)i igerir. Ayrica fibrin; fibronektin; vitronektin; elastin; fibrillin;
integrinler (hiicre zar ile iliskili reseptorler); ve lamininleri (bazal membranin bir
parcasini olusturan salgilanan molekiiller) igerir.

Fibrin, fibronektin ve vitronektin, yara iyilesmesinde hemostaz ve hiicre
goclinlin anahtar aracilaridir. Fibrin yaralardaki ilk fibroz yapidir. Coziinlir kan
plazma fibrinojeninden olusur ve yara iyilesmesi sirasinda gegici bir pithti matrisi
olusturur. Fibroblastlar yara bolgesine goc ettiginde, fibroblastlar fibrin matriksini
sikigtirir ve onu migrasyon ve doku yenilenmesi i¢in bir ylizey olarak kullanir, onu
kollajen ve diger ECM proteinleri ile degistirir. Yara iyilesmesi sirasinda,
fibronektin, hiicre dis1 matrisin organizasyonu ve stabilizasyonunda yer alir. Kollajen
I ve diger hiicre dis1 matris proteinlerinin birikmesi i¢in gereklidir ve ayrica kolajen
liflerinin gli¢lendirilmesinde rol oynayan lisil oksidazin aktivitesini diizenlemek i¢in

de gereklidir (91).

2.4.4. Yeniden Olgunlasma

Lezyonun baslangicindan 2 ile 3 hafta sonra baslayan ve bir yil veya daha
fazla siirebilen son asama yeniden olgunlagsmadir. Yeniden olgunlasma asamasinin
temel amaci, yeniden diizenleme, bozunma ve hiicre disi matrisin yeniden sentezidir.
Lezyonun iyilesmesinin bu son asamasinda, normal doku yapisini geri kazanma
girisimi meydana gelir ve graniilasyon dokusu yavas yavas yenilenir, daha az
hiicresel ve vaskiiler olan ve kollajen liflerinin miktarlarinda ilerleyici bir artig
sergileyen skar dokusu olusturur.

Bu asamada, hiicre dis1 matristeki degisikliklerle elementlerin olgunlagsmasi
ve ilk iltthaplanmanin ¢oziilmesi ile isaretlenir. Lezyonun yiizeyi tek tabaka
keratinositlerle kaplanir kaplanmaz epidermal gocii durur ve altinda bir bazal lamina
bulunan yeni tabakali epidermis, yaranin sinirlarindan i¢ kismima dogru yeniden
olusturulur. Bu agsamada, matrisin birikmesi ve ardindan bilesiminde degisiklik olur.
Yaranin kapanmasi ile tip III kollajen bozulmaya ugrar ve tip I kollajen sentezi artar.

Yeniden olgunlasma boyunca, hiicreler ve plazmatik metalloproteinaz
tarafindan pargalanan hyaluronik ve fibronektik asitte bir azalma olur ve biiyiiyen tip

I kollajen ekspresyonu eszamanli olarak islenir (90). Daha sonra miyofibroblastlar
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kollajene c¢oklu tutunarak yara kontraksiyonlarina neden olur ve gelisen skar
ylizeyinin kiigiilmesine yardimci olur. Ayrica, anjiyojenik siirecler azalir, yara kan
akis1 azalir ve akut yara metabolik aktivitesi yavaglar ve sonunda durur. Olusan
skarin epidermisi, normalde alttaki bag dokusu matriksine sabitlenen ve epidermisin
dermise siki bir de baglanmasindan sorumlu olan rete peglerin (bag dokunun papiller
tabakasinin epitel doku igerisine yaptig1 parmaksi uzant1) olmamasi nedeniyle yara
iyilesmesinden sonra yaralanmamis deriden farklidir (92).

Ozetle bu asamada, cildin iyilesmesine ve estetik restorasyonuna yol agan
doku yenilenmesi ve farklilasmasi olmaktadir. Dermisin yeniden yapilandirilmasi,
matris  kollajeninin  yeniden diizenlenmesi ile gerceklesir. Fibroblastlarin
miyofibroblastlara farklilasmasi, yaranin kasilmasini ve kapanmasini saglamaktadir

(93).
2.5. Yaralarin Simiflandirilmasi
Tablo 2.7.’de ¢esitli yara olusum bigimleri siniflandirilmistir (94-97).

Tablo 2.7. Yaralarin siniflandirilmasi.

Ac¢ik yaralar
Kesikler
Siyriklar
Yirtilmalar
Ampulasyonlar

1. Dis ortam maruziyetine gore

Avulsiyonlar

yaralar )
Delinmeler

Kapah yaralar
Kontiizyonlar ve morluklar
Ezilme yaralanmalar1

Hematomlar ve timorler

Yiizeysel yaralar

2. Derinlige gore yaralar Kismi kalinliktaki yaralar

Tam kalinliktaki yaralar
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Tablo 2.7. (Devam) Yaralarin siiflandirilmasi.

Birinci derece yaralar
Ikinci derece yaralar

3. Yaniklar .
Uglincii derece yaralar

Dordiincii derece yaralar

4. Yara iyilesme siirecine gore | Akut yaralar

yaralar Kronik yaralar

Smif I-Temiz yaralar
5. Kontaminasyon ve postoperatif | Sinif I[I-Temiz/kontamine yaralar
enfeksiyon riskine gore yaralar Sinif III-Kontamine yaralar

Smif [V-Kirli yaralar

2.5.1. D1s Ortam Maruziyetine Gore Yaralar

Acik yaralar: Alttaki dokunun maruz kalmasiyla cilt tabakasinin hasar
gordiigii yaralardir.
Kapah yaralar: Alttaki dokunun travmatize oldugu ancak derinin

kesilmedigi yaralardir (97).

2.5.2. Derinligine Gore Yaralar

Yiizeysel yaralar: Yiizeysel yaralar, sadece epidermisi ve papiller dermisi
tutan yaralar olarak tanimlanir. Onemli bir skar olusumu ve yara kontraksiyonu
yoktur. Bu yara derinligi, enfeksiyon onlenir ve uygun yara ortami saglanirsa 10 giin
icinde iyilesir (95).

Kismi kalinhktaki yaralar: Sadece derinin epidermal tabakasini igeren veya
yaray1 kapatmak i¢in ihtiya¢ duyulan yeni epidermisi olusturmak i¢in dermis en
azindan kismen bozulmamis haldedir ve epidermisten dermise uzanan yaralardir.

Tam kalinhktaki yaralar: Deriden alttaki dokulara tamamen niifuz eder ve
yag dokusu, kas, tendon veya kemigi aciga cikarabilir. Bunlar, daha fazla viicut
kaynag1 ve zaman gerektiren graniilasyon ve kasilma ile iyilesir (97).

Sonug olarak derinin yiizeysel kalinliktaki yaralarinda, hasar epidermise ve dermisin
yilizeysel kisimlarina yayilirken, kismi kalinliktaki yaralar dermisin daha biiyiik

kisimlarini ve tam kalinliktaki yaralarda deri alt1 doku tabakasini bile igerir (98).
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2.5.3. Yaniklar

Birinci derece yaniklarda: Deri vezikiilasyon (kabarcik) olmadan eritemli
(kizarik) olan yaniklardir.

Ikinci derece yamiklar: Epidermis ve dermisin degisken kalinligma gore
2’ye ayrilir. ikinci derece-yiizeysel yaniklarda vezikasyon ve iltihap sadece papiller
dermis tutuldugu igin deride gériiliir. ikinci derece-derin yaniklarda yara kabugu
olusumu derin retikiiler dermisi tuttugunda gortiliir.

Uciincii derece yamiklar: Tam kalinlikta yaniklar olarak da bilinir bu
yaniklarda yara kabugu olusumu vardir (99).

Dordiincii derece yaniklar: Siklikla 6liimciil yaralanma ile iligkilendirilir.
Bu yaralanmalar, tendon veya kemik gibi canli dokularin maruz kalmasiyla

karakterize edilir ve zorlu yara kapanmasi ile iliskilidir (100).

2.5.4. Yara lIyilesme Siirecine Gore Yaralar

Akut yaralar: Normalde anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiin stirekli
restorasyonu ile sonuglanan diizenli ve zamaninda bir onarim siirecinden gecen
yaralardir (101). Akut yaralar tipik olarak kiint veya delici (cerrahi kesikler, atesli
silahlar, hayvan 1siriklar1 vb.) olabilen bir tiir travmadan kaynaklanir (80).

Kronik yaralar: Anatomik ve fonksiyonel biitiinliik olusturmak i¢in diizenli
ve zamaninda bir siirecten gecememistir veya siirekli bir anatomik ve fonksiyonel
sonu¢ olusturmadan onarim siirecinden gegmistir (101).

Kronik yaralar, iyilesmenin normal agamalarinda ilerlemeyen ve bu nedenle
patolojik bir inflamasyon durumuna giren yaralardir. lyilesme siireci gecikir,
tamamlanmaz ve koordineli olarak ilerlemez, bunun sonucunda zayif anatomik ve
fonksiyonel sonuglara neden olur. Bu yaralar biiylik bir sakatliga neden olur ve
kroniklik ve sik tekrarlama ile karakterize edilir. lyilesmeyen bir yaranin altinda
yatan etiyolojinin ayirict tanis1 genistir, ancak iilserlerin ¢oguna (~%70) diyabetes
mellitus, venoz staz ve sekonder iskemi neden olur (102).

Akut yaralar genellikle travma veya iltihaplanmay1 takip eder ve genellikle
alt1 hafta icinde iyilesirken kronik yaralar alt1 hafta sonra iyilesme gostermemektedir

(103).
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2.5.5. Kontaminasyon ve Postoperatif Enfeksiyon Riskine Gore Yaralar

Sinif I-Temiz yaralar: Enflamasyonla karsilasilmayan ve solunum,
beslenme, genital veya enfekte olmayan idrar yollarina girilmeyen enfekte olmamis
cerrahi yaralardir. Bunlar oncelikle kapatilir ve gerekirse kapali drenaj ile drene
edilir.

Sinif II-Temiz/Kontamine yaralar: Kontrollii kosullar altinda ve olagan dis1
bir kontaminasyon olmaksizin solunum, beslenme, genital veya idrar yollaria girilen
operasyonlu bir yaradir. Spesifik olarak, safra yollari, apendiks, vajina ve orofarenks
iceren operasyonlar, enfeksiyon kanit1 veya steril bir teknikte biiyiik bir kirilma ile
karsilasilmamasi kosuluyla bu kategoriye dahil edilir.

Sinif III-Kontamine yaralar: Acik, taze, kaza sonucu olusan yaralardir.
Ayrica, steril teknikte biiyiik bir bozulma olan veya gastrointestinal kanaldan biiyiik
bir dokiilme olan cerrahi islemler ve akut, piiriilan olmayan iltihapla karsilasildig:
kesiler bu kategoriye girer.

Siif IV/-Kirli yaralar: Canliligim1 kaybetmis dokuya sahip eski travmatik
yaralar ve mevcut klinik enfeksiyonu veya perfore i¢ organlari iceren yaralardir. Bu
tanim, postoperatif enfeksiyona neden olan organizmalarin operasyondan once
operasyon alaninda bulunur (104).

Ingiltere'de yaygin olarak kullanilan yara smiflandirma prosediirii, ilk olarak
1970'lerin ortalarinda Lederle adli bir sirket tarafindan baslatilan pembe, kirmizi,
sarl, yesil ve siyahtan olusan sistemdir. Lederle, Varidase'in nekrotik yaralarda
kullanim i¢in endike oldugunu ve tanitim literatiirlinde yaralar1 tanimlamak icin bir
renk sistemi kullanmaktadir (Tablo 2.8.). Bu halen uygulamada ve 6gretim amacl

kullanilan en yaygin yontemdir (105).

Tablo 2.8. Yara tanimlanmasindaki renk sistemi (105).

Bu, iyilesmenin son asamalarindaki saglikli dokudur. Pembemsi beyaz
Pembe | epitel dokusu yara kenarlarindan goc¢ eder ve doku dermiste kil folikiili

kalintilar1 igerecektir.

Bu doku koyu kirmizi veya pembedir ve dokuya "etli bir goriinim"
Kirmiz1 | veren diizensiz kirmizi graniilleri yiikseltmistir. ince kilcal halkalar

bulunur ve sonug olarak bu doku kolayca kanayabilir.
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Tablo 2.8. (Devam) Yara tanimlanmasindaki renk sistemi [105].

Yesil eksiida Pseudomonas spp. yara yataginda bulunur. Patojenik
organizmalar yara iyilesmesini geciktirebilir ve yara, iltthaplanma gibi
klinik enfeksiyon belirtileri gosterebilir.

Yesil | Klinik olarak enfekte yaralardan gelen eksiidalar sari, yesil, koyu
kirmizi/kahverengi veya gri arasinda degisir. Bir enfeksiyondan
siipheleniliyorsa, enfeksiyona neden olan organizmayi belirlemek i¢in

bir striinti alinmalidir.

Bu doku, yara ylizeyinden 0lii hiicrelerin kalintilarini igerir. Kalint1 ¢ok
miktarda 6li 16kosit, bakteri ve lifli doku igerir ve bunlar dokuya sar1
Sant | kremsi bir goriiniim verir. Kabuk varligi yaranin saglikli olmadiginin
degil, yaranin saglikli dokuya yer ag¢mak i¢in Oli dokuyu

uzaklastirdiginin bir gostergesi olarak alinmamalidir.

Sivah Bu doku sert siyah/kahverengi kdsele doku (eskardan) olusur. Bu doku
iya

cikarilmalidir.

Yara iyilestirme siirekliligi, yaranin i¢inde bulunan doku tipi ve ilerleyisi
anlamak icin bir yardimcidir. Onemli olan hangi doku tipinin birincil éneme sahip
oldugunu belirlemektir. En siddetli “yayilan yara enfeksiyonu” en solda olmak iizere
soldan saga dogru ilerleyen dort asama vardir. Yani soldan saga, siyahtan pembeye
dogru takip edildiginden, iyilesen bir yarada goriilen renklerle bagintilidir. Yara
tyilestirme siirekliligini kullanirken, once siirekliligin en solundaki renk belirlenir.
Ornegin, yara sar1 kabuk ve kirmizi graniilasyon dokusu iceriyorsa, 'sari/kirmizi yara'
olarak tamimlanir. Yara iyilestikge, siireklilik boyunca saga ve 'pembe/iyilesme’
durumuna dogru ilerleyebilir (106). Ayrica birgok yara, ¢esitli farkli renkli dokularla
da ortaya ¢ikmaktadir (107).

2.6. Yara lIyilesmesinin Tiirleri

Yara iyilesmesi tiirleri primer iyilesme, gecikmis primer iyilesme, sekonder

tyilesme ve ylizeysel (kismi kalinlikta) yaralarin iyilesmesidir (108).
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Primer iyilesme: Yaralar temizdir ve doku onarimi genellikle
komplikasyonsuz ilerler ve hizla iyilesme egilimindedir. Ornek olarak cerrahi kesiler
verilebilir (109).

Gecikmis primer iyilesme: Yaranin kontamine olmasi ve enfeksiyonu
onlemek icin agik birakilmasi ve yara kapanmasinin birka¢ gilin sonra yapilmasi
gecikmis primer iyilesme olarak adlandirilir (80).

Sekonder iyilesme: Primer iyilesmeye gore doku kaybi daha fazladir ve
sekonder iyilesmede yara kenarlar1 yakinlasamaz. Proliferasyon asamasindaki
patolojinin bir sonucu olarak, yaralar genis bir graniilasyon dokusu ile dolar. Enfekte
yaralar ve yaniklar bu de iyilesebilir (109).

Yiizeysel (kismi kalinlikta) yaralarin iyilesmesi: Ornegin yiizeyel yaniklar
gibi, kismi kalinlikta donér greft bolgeleri ve yaralanmanin epiteli ve dermisin
yiizeysel (papiller) kismin1 kapsadigi styriklar gibi yaralanmalarda goriiliir. Bazal
hiicre tabakas1 zarar gormeden kalir ve dermal uzantilar, sa¢ folikiilleri ve yag bezleri
icindeki epitel hiicreleri, agikta kalan dermisi 6rtmek i¢in ¢ogalir; hiicreler yarayi

cevrelemek i¢in bazal tabakadan birbirlerine dogru gog¢ ederler (108).
2.7. Cilt Kanseri

Kanser yasa, cinsiyete, irka, sosyoekonomik duruma, cografi konuma ve
zamana gore defisen kompleks bir hastaliktir (110). Insan viicudundaki hiicre
tiplerinin ve organlarinin ¢ogundan kaynaklanan ve normal doku sinirlarini agabilen
ve uzak organlara metastaz yapabilen hiicrelerin nispeten sinirsiz ¢ogalmasiyla
karakterize edilmektedir (111).

Cilt kanseri, diinya ¢apinda en yaygin kanser tiiriidiir ve insidansi artmaya
devam etmektedir. Genis bir de melanositlerden (melanom) ve epidermal olarak
tiretilmis hiicrelerden (melanom dis1 deri kanserleri) kaynaklanan kanserler olarak
ikiye ayrilir. Yiiksek prevalanslari ve sik goriilmeleri cilt kanserini 6énemli bir halk
saglig1 sorunu haline getirmektedir. Cilt kanseri gelisme riski, genetik ve cevresel
faktorlerin bir kombinasyonundan kaynaklanir; en yaygin neden, ultraviyole (UV)

151ga uzun siire maruz kalmaktir (112).
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2.7.1. Cilt Kanseri Risk Faktorleri

Cilt kanserinin genetik ve ¢evresel risk faktorleri bulunmaktadir (Tablo 2.9.).

Genetik Faktorler

Hastanin ten rengi fenotipi 6nemlidir yani diisiik Fitzpatrick fototipine sahip
bireyler yiiksek risk altindadir. Kizil sacli ve ¢illi hastalar, melanokortin-1 reseptorii
geninin R alel varyantinin iki kopyasinmi tasirlar ve cilt kanseri goriilme riski
yuksektir. Nadir otozomal resesif durum xeroderma pigmentosa, UV 1s18inin neden
oldugu hasar1 onarma yeteneginin kusurlu oldugu bir DNA onarim bozuklugudur.
Bu, hastalar ¢illenme, giines yanig1 ve erken ¢ocukluk cilt malignitelerinde artisa
yatkin hale getirir. Bazal hiicre naevus sendromu, tiimor baskilayict protein haynakli
homolog 1 genindeki bir mutasyonun neden oldugu otozomal dominant bir
durumdur. Bu, hiicrelerin kontrolsiiz bir de ¢ogalmasina izin verir ve hastalar ¢oklu
bazal hiicreli karsinomlarla (BCC'ler) ortaya ¢ikar (112).

Cevresel Faktorler

Gilines maruziyetinden kaynaklanan UV radyasyonun cilt kanserinin en
o6nemli nedenidir. Giines yanig1 ve giinese ve bronzlasma lambalarina asir1 maruz
kalma, cilt kanserinin patogenezinde yer alan immiinosupresyona neden olan hasara
yol agarlar. Ozon incelmesi, UV 15181 seviyeleri, enlem, ylikseklik ve ayrica hava
kosullari, diinya yilizeyine ulasan UV radyasyonunun emisyonunu etkiler. Ayrica
cevresel kirleticiler, kimyasal karsinojenler ve karsinojenlere mesleki maruziyet, cilt

kanseri ile iligkilendirilmistir (113).

Tablo 2.9. Cilt kanserini etkileyen genetik ve ¢evresel faktorler.

Genetik Faktorler Cevresel Faktorler
Ten rengi Ozon incelmesi
_ Yiizey UV radyasyonu ve
Sac rengi o
hava kirliligi

Nadir otozomal resesif durum ‘
] Arsenik
xeroderma pigmentosa

Naevus sendromu Iklim degisikligi
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2.7.2 Cilt Kanseri Tiirleri

Cilt kanseri, melanom ve melanom dis1 cilt kanseri olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Bazal ve skuamdz hiicreli karsinomlar melanom dis1 cilt kanseridir
(114). Melanom Dis1 Cilt Kanseri ve Melanom bagliklar altinda anlatilan cilt kanseri

tiirleri Tablo 2.10.’da 6zetlenmistir.

Tablo 2.10. Cilt kanseri turleri.

Cilt tl.:iigsen Olusum yeri Goriiniim Siddet Sikhk
Deri Genellikle En sik
. .. | epidermisinin | kirmizi renkli | Diger 2 tiirden .
Bazal Hiicreli goriilen
Karsinom bazal lekeler daha az Kanser
hiicrelerinde seklinde siddetlidir. e g
.. e tlrtddr.
geligir. gOrlintr.
N . Der} .. I.anZl VeYa 1 Bazal hiicreli | Bazal hiicreli
Skuamoz epidermisinin | siyahimsi sar1 . .
. 1 i karsinomdan | karsinomdan
Hiicreli skuamoz lekeler
. . . . daha daha az
Karsinom hiicrelerinde seklinde . . o et
.. e siddetlidir. gortliir.
gelisir. gOriiniir.
Melanosit ad1 Cok renkli, Oliimciil cilt
Melanom verilen deri asimetrik, kanseri olarak Nadiren
hiicrelerinde | boyut 6 mm'ye | adlandirilan en olusur.
gelisir. ulasabilir. siddetli tiptir.

Melanom Dis1 Cilt Kanseri

Melanom dis1 cilt kanseri, beyaz irkta en sik goriilen malignitedir ve insidansi
her yi1l artmaya devam etmektedir. UV radyasyonuna maruz kalma, melanom dist cilt
kanserinin yaklasik %90'in1 baslatarak keratinositlerin malign transformasyonuna ve
inflamatuvar yanitin baskilanmasina neden olur (115).

- Bazal Hiicreli Karsinomlar (BCC)

Tiim melanom dis1 cilt kanseri vakalarin yaklasik %80'ini olusturan en
yaygin cilt kanseri tiiriidiir. BCC, agik ten tipine sahip bireylerde en sik goriilen iyi
huylu olmayan tiimordiir. Tiimor yavas biiylir ve nadiren metastaz yapar (116). Bu
kanser tiirlinlin en sik goriildiigii yerler yliz ve kafa derisidir. Genellikle kirmizi
renkli lekeler seklinde goriiniir (117). Tedavi edilmezse veya yetersiz tedavi edilirse,
BCC ozellikle yiizde olmak {izere genis doku tahribatina neden olabilir. BCC'nin ilk

basamak tedavisi genellikle cerrahi eksizyondur. Kiiretaj, kriyocerrahi, lazer tedavisi,
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klinik olarak normal dokudan onceden belirlenmis smirlar ile cerrahi eksizyon,
frozen kesit kontrolii altinda eksizyon, Moh's mikrografik cerrahi, radyoterapi,
topikal tedavi, lezyon i¢i tedavi, fotodinamik terapi, immiinomodiilatorler ve
kemoterapi dahil bir¢ok alternatif mevcuttur (118).

- Skuaméz Hiicreli Karsinom

Cildin skuamdz hiicreli karsinomu, erkeklerde daha sik goriilen ve 6zellikle
glinese maruz kalan agik tende yaygin olan ikinci en yaygin cilt malignitesidir.
Derinin "ytiksek riskli" skuamdz hiicreli karsinomlarinin metastaz ve niiks riski daha
yiiksektir (119). Tiim bazal hiicreli karsinomlarin aksine, kutanéz skuamoz hiicreli
karsinomlar, 6nemli bir metastaz riski ile iligkilidir (120). Bu kanser daha ¢ok cildin
kuru ve piiriizlii bolgelerinde gelisir. Kirmizi veya siyahimsi sari lekeler
seklinde goriiniir (117). Tedavisi, cerrahi eksizyon, Mohs mikrografik cerrahi,
elektrodesikasyon ve kiiretaj, kriyoterapi, radyoterapi, fotodinamik terapi, topikal

ajanlarin uygulanmasi ve sistemik kemoterapiyi igerir (121).
2.8. Melanom

Melanom, viicutta bulunabilen (deri, iris ve rektum dahil) néroektodermal
kokenli pigment iireten hiicreler olan melanositlerin bir malignitesidir (122).
Melanom, tiim dermatolojik kanserlerin yalnizca ylizde 4'iinii olusturmasina ragmen,
cilt kanserinden &liimlerin yiizde 80'inden sorumludur (123). Oliimciil bir cilt kanseri
tiirlii olmasina ragmen, melanom erken teshis edilirse tedavi edilebilir (124).

Cilt kanserinin teshisi i¢cin geleneksel yaklasim ABCDE sistemidir. A,
asimetrik sekil (Alanin yarisinda diger yaris1 eslesmez.); B, diizensiz sinir (Kenarlar
diizensiz veya daginiktir.); C alacali renk (Renk her yerde aymi degildir ve birden
fazla golge veya renge sahip olabilir.), D, ¢apt 6 mm'den biiyiik boyut (Boyut bir
kursun kalem silgisinden daha biiyiiktiir, 6 mm) ve E renkli lezyonda degisiklik
(Leke; boyut, veya renk olarak degisiyor.) ile ilgili olan bir lezyonun bes temel
ozelligini ifade etmektedir (124). Melanomu tanimlamada kullanilan ABCDE sistemi

Sekil 2.7.”de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Melanomu tanimlamada kullanilan ABCDE sistemi.

2.8.1. Melanom Patogenezi

Melanom, dendritik morfolojiye sahip néroektodermal kdkenli hiicreler olan
melanositlerden kaynaklanan bir malignitedir. Melanositik transformasyonun,
genetik ve molekiiler degisikliklerin ardisik olarak birikmesiyle meydana geldigi
diistiniilmektedir. Melanomun gelisiminin, ilerlemesinin ve tedaviye direncinin
altinda yatan patogenetik mekanizmalar hala biiylik 6l¢iide bilinmemekle birlikte,
birka¢ gen ve hiicre sinyal yolagi iliskilendirilmistir. Bunlar arasinda, ii¢ ana genetik
ag ¢ok onemli bir rol oynamaktadir: Sikline Bagimli Kinaz Inhibitdrii 2A
(CDKN2A) giidiimlii yol ve iki RAS giidiimlii yol; Mitojenle Etkinlesen Protein
Kinaz (MAPK) ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)-AKT (125).

Sikline Bagimh Kinaz Inhibitorii 2A (CDKN2A);

CDKN2A geni, pl6™&4A ve pl14ARF proteinlerini kodlar. p16™X4A proteini,
sikline bagimlhi kinazlara, CDK4 ve CDK6'ya baglanarak bunlarin Siklin D ile
iligkisini inhibe eder ve boylece CDK/Siklin D komplekslerinin olusumunu engeller.
Bu kompleksler, hiicrenin G1 hiicre dongiisii kontrol noktasinda ilerlemesine izin
verir. Boylece p16™4A  bir tiimor baskilayici gorevi goriir ve G1 fazindaki hiicreleri

durdurarak hiicre biiyiimesini negatif olarak diizenler (126).
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pl4ARF proteini, MDM2 yoluyla hem p53 hem de retinoblastoma (Rb)
yollarinda etki eder. p14*%, MDM2'ye baglanir, onu niikleolde ayirir ve p53 veya

Rb'ye baglanmay1 onler, bu da p53 aktivasyonuna ve hem G1 hem de G2'nin
durmasina neden olur (126). Rb proteini, hiicre dongiisiiniin negatif kontroliinde ve
tiimoriin ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir rol oynayan bir tiimor baskilayicidir (127). pS3
proteini, hem hiicre dongiisii ilerlemesini hem de apoptozu etkileyen bir gen iiriinii
ornegidir (128).

RAS giidiimlii yol: Mitojenle Etkinlesen Protein Kinaz (MAPK);

RAS sinyal kaskadinin, MAPK yolu ve PI3K yolu olmak {izere iki yol
aracilifiyla cogalmayi, hayatta kalmay1 ve istilay1 destekledigi bilinmektedir. NRAS,
bu yolda aktive oldugu bulunan ilk bilesendir ve tiim melanomlarin %15-20'sinde
mutasyona ugramistir (129). RAS proto-onkogen ailesi, biiylime faktorlerine ve diger
hiicre dis1 uyaranlara yanit olarak etkinlestirilen ve mitojenle etkinlestirilen protein
kinaz (MAPK) gibi akis asagi sinyal kaskadlarmi indiikleyen bir grup kiiglik
Guanozin trifosfataz (GTPaz)'1 kodlar. Mutasyona ugradiginda, onkojenik RAS
tercihen aktif, GTP'ye bagli durumda kalir ve GTPaz isleviyle GTP hidrolizinde kalir
ve GTPaz'1 aktive eden proteinler gibi enzimler tehlikeye girer. Ortaya ¢ikan RAS
aracilt sinyal kaskadlari, 6rnegin proliferasyonu artirarak ve apoptozu baskilayarak
ve ayni zamanda hiicresel metabolizmay1r yeniden diizenleyerek ve timor
mikrogevresindeki degisiklikleri tesvik ederek anahtar hiicresel siirecleri serbest
birakarak tiimoriin  baglatilmasini,  slrdiiriilmesini  ve ilerlemesini saglar.
Metabolizmanin RAS sinyali ile etkilesimi ile, glutamin metabolizmasinin
hedeflenmesi ayrica melanom hiicrelerinde MAPK inhibitdrlerine karsit kazanilmis
direnci baskilamaktadir (130).

RAS giidiimlii yol: Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)-AKT;

RAS ile aktivasyon, PI3K aktivasyonuna katkida bulunmaktadir. PI3K
sinyali, hiicre-hiicre adezyonunun stabilitesindeki degisiklikleri ve hiicre
motilitesinin diizenlenmesi i¢in Onemli sonuglarla hiicre-ekstraselliiler matriks
etkilesimini kontrol eder. Uveal melanomda, PI3K yolu, hiicre adezyon molekiilleri
E-kadherin ve b-katenin'in asagi regiilasyonu yoluyla artan motilitenin énemli bir
aracidir, boylece hiicre-hiicre adezyonunu zayiflatir ve tipik olarak bu kanser

hiicrelerinde goriilen gelismis motiliteyi ve migrasyonu destekler (131).
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2.8.2. Melanom Epidemiyolojisi

Melanom diinyada 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Etnik ve cografi
faktorler ile insidansi degismektedir. Erkeklerde kadinlardan yaklasik 1,5 kat daha
fazla goriilmektedir. Avusturalya diinyada en yiiksek melanom insidansina sahip tilke
olup her y1l 11000’nin iizerinde olgu tan1 almaktadir (132).

Diinya Saglik Orgiiti (DSO)’ne gére 2020 yilinda melanom insidansi
Avusturalya’da 36.56, Yeni Zelanda’da 31.57, Danimarka’da 29.73 ve Hollanda’da
27.03’dir. Tirkiye’de ise bu deger 1.73°diir (133). 2020’de melanom insidans

oranina ait orijinal goriintli Sekil 2.8.’de verilmistir.

Ranking (Melanoma of skin), estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, both sexes, all
ages (excl. NMSC)
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-
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Sekil 2.8. 2020°de melanom insidans oranina ait orijinal goriintii (Diinya), (Erkek ve
Kadin, yas; 0-85+) (133).

DSO’ne gore 2020 yilinda melanom 6liim orani Yeni Zelanda’da 4.65,

Karadag’da 3.04, Norvecte 3.18 ve Avustralya’da 2.38dir. Tiirkiye’de ise 6liim orani

0.83’tlir (133). 2020°de melanom O6liim oranina ait orijinal goriinti Sekil 2.9.°da

verilmistir.

Ranking (Melanoma of skin), estimated age-standardized mortality rates (World) in 2020, both sexes, all
ages (excl. NMSC)

Sekil 2.9. 2020’de melanom 6liim oranina ait orijinal goriintii (Diinya), (Erkek ve
Kadin, yas; 0-85+) (133).
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Diinya Saglik Orgiitii - Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC)’a gore

tiim diinyadaki 2020'den 2040'a kadar tahmini yeni melanom vaka sayis1 (Erkek ve
Kadin, yas; 0-85+) Sekil 2.10.’de ve Tablo 2.11.”de gosterilmistir (133).

300 ~

250

200 -

150 4

Tahmini yeni vaka sayisi (bin olarak)

100

Erkekler

284

+63.5%

Kadinlar

+49.4%

Sekil 2.10. Diinyada 2020'den 2040'a kadar tahmini yeni melanom vaka sayis1 (133).

Tablo 2.11. 2020-2040 yillar1 arasinda tiim diinyadaki tahmini vaka sayilar1 (DSO)

(133).
.. 2020°deki . Risk Risk
Cinsiyet vaka v Tahmin | sisikligi | yiizdesi (%)
173344 2020 173344 0 0
173844 2025 198895 25051 14.41
Erkek 173344 2030 226093 52249 30.0551
173344 2035 255022 31178 46.6959
173344 2040 284321 110477 63.5495
150791 2020 150791 0 0
150791 2025 168467 17676 11.7222
Kadin 150791 2030 187039 36248 24.0386
150791 2035 206272 55481 36.7933
150791 2040 225287 74496 49.4035

Diinya Saglik Orgiitii - Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajans1 (IARC)’a gore

Tiirkiye’de 2020'den 2040'a kadar tahmini yeni melanom vaka sayis1 (Erkek ve
Kadin, yas; 0-85+) Sekil 2.11.’de ve Tablo 2.12.’de gosterilmistir (133).
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Erkekler Kadinlar
% ' +66.6%
—;4; 1.1 +57.7%
Sekil 2.11. Tiirkiye’de 2020'den 2040'a kadar tahmini yeni melanom vaka sayisi
(133).
Tablo 2.12. 2020-2040 yillar1 arasinda Tiirkiye’deki tahmini vaka sayilar1 (DSO)
(133).
Lt . Risk
Cinsiyet 2020°deki Yil Tahmin VR l.Sk.,. yiizdesi
vaka degisikligi o
(%)
890 2020 890 0 0
890 2025 1010 120 13.4832
Erkek 890 2030 1146 256 28.764
890 2035 1306 416 46.7416
890 2040 1483 593 66.6292
866 2020 866 0 0
866 2025 976 110 12.7021
Kadin 866 2030 1096 230 26.5589
866 2035 1229 363 41.9169
866 2040 1366 500 57.7367

2.8.3. Melanom Tedavisi

Cerrahi tedavi

Primer ve lokorejyonal melanom i¢in ilk tedavi cerrahidir (134). Uzak

metastazlarin rezeksiyonu, medikal tedavi yerine cerrahi tedavi ile sagkalim

yarar1 beklenebilecek hastalarda distiniilebilir. Cerrahi, tamamen ¢ikarilabilir

oligometastatik hastalig1 olan hastalarda sonuglar1 potansiyel olarak iyilestirebilir

(135).
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Kemoterapi

Kemoterapi su anda ii¢ ana klinik ortamda kullanilmaktadir; Birincisi,
ilerlemis hastalik veya kanserler i¢in birincil indiiksiyon tedavisi baska etkili tedavi
yaklasimi olmayan; ikincisi, cerrahi veya radyasyon veya her ikisi gibi lokal tedavi
bicimlerinin kendi baslarina yetersiz kaldigi, lokalize hastaligi olan hastalar i¢in
neoadjuvan tedavi; liclinclisli, cerrahi, radyasyon tedavisi veya her ikisi de dahil
olmak tizere lokal tedavi yontemlerine adjuvan tedavidir (136). Melanoma karsi
ilaglar ve ajanlar; DNA'y1 alkilleyerek kanser hiicrelerinin biiyiimesini engelleyen
kemoterapidir. Bunlara 6rnek olarak dakarbazin ve temozolomid verilebilir (129).

Adjuvan tedavi

Cerrahi rezeksiyonun ardindan evre III ve IV melanomlu hastalar igin
adjuvan tedavi kademeli olarak onaylanmistir. Tiimoriin tam ¢ikarilmasindan sonra,
bu hastalar adjuvan tedaviden onemli fayda saglayabilir. Cikarilamayan ilerlemis
veya metastatik melanomlu hastalarin uzun siireli sagkalimini iyilestiren yeni
tedaviler, su anda niikssiiz sagkalimi ve genel sagkalimi artirmak i¢in adjuvan
tedavide degerlendirilmektedir. En uygun adjuvan ig¢in radyoterapi, sistemik
immiinoterapiler, molekiiler hedefli terapiler 6rnek olarak verilebilir (137).

- Radyoterapi

Birgok melanom hiicre dizisi, yaygin olarak radyoterapi ile basarili bir de
tedavi edilen diger tiimorler kadar radyosensitiftir. Radyoterapi kullanimi, normal
dokularin yeterli diizeyde korunmasiyla tiimor hiicrelerine bir tiimdrisidal dozun
uygulanmasiyla sonuglanan dikkatli bir planlama gerektirir. Radyoterapi primer
tedavi, rezeksiyon sonrasi adjuvan tedavi ve semptomatik melanomun palyasyonu
i¢in kullanilmaktadir (138).

- Immiinoterapi

Interferon (IFN)

IFN, melanom hiicrelerinin proliferasyonunu da inhibe eder (139). Evre
IIB/III'deki melanom hastalar1 icin yiiksek doz Interferon-a2b (IFN-a2b) adjuvan
tedavisi, ECOG1684 c¢alismasinda hem niikssiiz hayatta kalma hem de toplam
sagkalim lizerinde faydalar gdstermistir. Yiiksek doz IFN-02b, 1996 yilinda ABD,
FDA tarafindan yiiksek riskli melanom tedavisi i¢in adjuvan tedavi olarak

onaylanmistir (140).
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Bagusiklik kontrol noktasi inhibitorleri

CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4, Sitotoksik T lenfosit
iliskili antijen 4) karsiti kontrol noktasi inhibitorleri

CTLA-4, T hiicresi aktivasyonunun negatif geri besleme kontrol faktoriidiir.
Anti-CTLA-4 antikorlari, antitimor immiin reaksiyonlarini tesvik etmek igin T
hiicrelerine giden diizenleyici sinyali bloke eder ve diizenleyici T hiicrelerinin
aktivitesini inhibe eder.

2011 yilinda ipilimumab (4 doz i¢in 3 mg/kg her 3 haftada bir), FDA ve
Avrupa Ilag Ajanst (EMA) tarafindan gpl00 asis1 ile karsilastirildiginda
ipilimumab'in rezeke edilemeyen veya metastatik melanom tedavisi olarak
onaylanmustir (140).

Anti-PD-1 (Programmed death-1, programlanmis o6liim-1) kontrol noktasi
inhibitorleri

Hiicre yiizeyi PD-1 reseptorli, T hiicreleri iizerinde eksprese edilir ve
bagisiklik fonksiyonlarini negatif olarak diizenler. Anti-PD-1 antikorlari, PD-1/PD-
L1 baglanmasin1 bloke ederek tiimorlere karsi immiin yaniti giiclendiren, PD-1
reseptoriine yonelik monoklonal antikorlardir. 2014 yilinda nivolumab ve
pembrolizumab, kemoterapi veya ipilimumab ile karsilastirildiginda Onemli
etkinliklerini gosteren calismalara dayanarak FDA ve EMA tarafindan rezeke
edilemeyen veya metastatik melanomun tedavisi i¢in onaylandi (140).

Molekiiler hedefli tedaviler

RAS/RAF/MEK olarak da bilinen MAPK icin sinyal iletim yolunun
diizensizligi, melanom da dahil olmak {izere bir¢ok insan kanserinde dnemli bir rol
oynar. Yapisal aktivasyonuna yol acan MAPK yolundaki baskin mutasyonlar, BRAF
(sitoplazmik serin/treonin protein kinaz)'taki mutasyonlardir. Tiim maligniteler
arasinda, BRAF'taki aktive edici mutasyonlar en yiiksek siklikta (%27-68)
melanomlarda mevcuttur. Melanomdaki tiim BRAF mutasyonlarinin ¢ogunlugundan
(%60-%100) sorumlu olan mutasyon, 600 pozisyonunda (V600OE) valin yerine bir
glutamat igerir. Bu, MAPK'nin asag1 akis aktivasyonuna ve nihayetinde melanomun
cogalmasina ve hayatta kalmasina neden olur. Bu nedenle BRAF V600E, melanom

tedavisi i¢in molekiiler hedefi temsil eder.
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Dabrafenib, Faz I/II ¢alismalarinda metastatik melanomlu hastalarda anlamli
aktivite gosteren baska bir selektif BRAF inhibitoriidiir. BRAF inhibitorleri
vemurafenib ve dabrafenib'in beyin metastazi olan hastalarda yarar gosteren ilk
tedavi secenekleridir (141).

Neoadjuvan

Neoadjuvan, ameliyattan Once veya radyasyon tedavisinden once uygulanan
kemoterapidir (142). Neoadjuvan tedavinin melanom hastalarindaki 6énemli etkisi,
bolgesel hastaliin kontroliinii ve cerrahi olarak ¢ikarilmasini iyilestirmektir.
Kemoterapi ve immiinoterapinin bir kombinasyonudur ve genellikle dakarbazin ve

IFN-a2b veya interlokin-2'yi igerir (140).
2.9. Yara lyilesmesi ve Kanser iliskisi

Fibroblastlar, hem yara iyilesmesinde hem de tiimor stromasinda rol alan bir
hiicre tipidir. Fibroblastlar, yaralanma sonrast doku onarimi i¢in kritik dneme sahiptir
ve yara kontraksiyonunda, graniilasyon dokusunun birikmesinde, ECM bilesenlerinin
tiretiminde ve doku yeniden modellenmesinde rol oynar. Tiimorlerde fibroblastlar,
kanser hiicreleri ve parakrin sinyal ile dogrudan temas yoluyla mikrogevreyi etkiler,
neoplaziye karsi bagisiklik yanitin1 diizenler, c¢esitli ECM bilesenlerini depolar,
neoanjiyogenezi uyarir ve timoriin ilerlemesi i¢in bir yapi iskelesi saglar (143).

a-kemokin ailesinin bir {iyesi olan Melanom biiylime uyarict aktivite
(MGSA), cesitli dermal ve epidermal hiicreler tarafindan iiretilir ve parakrin ve
otokrin tarzda hareket edebilir. MGSA'nin yara iyilesmesindeki 6nemi hakkinda bir
calisma yapilmistir ve bu calismada yanik kabarciklar1 ve dondr bolgesi yara
stvilarindaki MGSA protein seviyeleri Ol¢iilmistiir. Kabarcik sivilart 0.79 ng/mL
MGSA icermektedir. 1. giinden 5. giine kadar dondr bolgesi sivilarinda, postoperatif
5. giinde ortalama seviyeler 1.77 ila 103 ng/mL arasinda degisen onemli miktarda
MGSA bulundu; bu, artan tiimor nekroz faktorii o miktarlariyla iligkilidir. Ayrica
topik olarak uygulanan MGSA'nin (50 ng/cm?) atimik fareler iizerinde agl béliinmiis
kalinlikta insan derisi greftlerinin iyilesmesi iizerindeki etkisini de incelenmistir. Bu
yaralarda MGSA, epitelizasyon oranini uyarmistir ve mitotik keratinosit oraninin

arttig1 gozlemlenmistir. Yara kontraksiyonu, MGSA ile tedavi edilen grupta 7. ve 14.
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giinlerde o6nemli Olglide azalmistir. Bu sonuglar, MGSA'nin keratinosit
proliferasyonunu uyararak yara iyilegsmesine katki sagladigini gostermektedir (144).
Histatinler ve oOzellikle histatin-1, oral keratinositlerde, dis eti ve dermal
fibroblastlarda, oral olmayan epitel hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde hiicre
adezyonunu ve gociinii destekler. Bu 6zellikle alakali, histatin-1, epitel ve endotel
hiicre gociinii artirarak yeniden epitelizasyon fazini ve anjiyojenik tepkileri tesvik
eder. Bir c¢alisma, Histatin-1'in melanom hiicre hatlarinda ve klinik numunelerde
yuksek oranda eksprese edildigini gostermistir, bu da onun bu malignite i¢in

potansiyel bir prognostik belirte¢ oldugunu gostermektedir (145).
2.10. Yara Iyilesmesinde ve Cilt Kanserinde Kullanilan Uriinler

2.10.1 Yara Iyilesmesinde Kullamlan Uriinler

Yara lyilesmesinde Kullanilan Sentetik Kimyasal Maddeler

2-benzazepin tiirevlerinin yara iyilestirici etkileri vardir (146).

Fenitionin, topikal fenitoinin dekiibit iilserlerinin, vendz staz iilserlerinin,
diyabetik iilserlerin, travmatik yaralarin, yaniklarin ve cilizzaml trofik iilserlerin
tyilesmesinde etkildir (147).

n-biitil-siyanoakrilat cilt yaralarinda 6dem, iltihaplanma ve graniilasyon
dokusu miktariin biiyiik 6l¢iide azalmasini saglar (148).

Yapilan bir calismada 2-oktil siyanoakrilat, geleneksel yara kapanmasina
kiyasla, Total diz artroplastisisonrasi yara sizintisi, yara ayrilmasi, gecikmis yara
lyilesmesi ve yiizeysel enfeksiyon insidansini azalttii gosterilmigstir (149).

Gliglii antioksidan ozelliklere sahip sentetik E vitamini analogu olan
raksofelast, yara iyilesmesini uyaraktadir ve deneysel yanik yaralarinda yara
tyilesmesini gelistirerek lipid peroksidasyonunu inhibe etmistir (150).

Nitrik oksit (NO), hiicresel ve fizyolojik seviyelerde etki gosteren kisa
Oomiirlii bir serbest radikaldir ve yara iyilesme siirecinde 6nemli bir unsurdur (151).
NO'nun yara iyilesmesi tizerindeki olumlu etkileri, anjiyogenez, inflamasyon, hiicre
proliferasyonu, matriks birikimi ve yeniden lenme {izerindeki fonksiyonel etkilerine
baglanabilir (152).

Molsidomin, yara iyilesmesinde inflamasyonu modiile eden NO dondriidiir

(153).
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Yapilan bir ¢aligmada yara onariminin erken evresinde NO donérii olan
S-nitrosoglutatyonun topikal uygulamasiin, yara kontraksiyonunu ve yeniden
epitelizasyonu iyilestirerek ve hizlandirarak sican kutanéz yara onarimini
hizlandirdigini gostermektedir. (154).

Yara Iyilesmesinde Kullanilan Dogal Uriinler

Niikleik asitler, amino asitler, karbonhidrat, yag vb. gibi birincil (primer)
metabolitlerden ayrilan, bitkilerden elde edilen ikincil metabolitler son derece
cesitlidir. Ikincil (sekonder) metabolitler genellikle birincil metabolitten modifiye
edilmis sentetik yollar ile olusturulabilir veya birincil metabolit orijinli substratlar
paylasabilir. Ikincil metabolitler terpenoidler, alkaloidler ve fenolikler olarak
simiflandirilir. Glikozitler, tanenler ve saponinler, spesifik yapilarina gére bunlarin
bir pargasidir (155).

Terpenoidler

Sekonder metabolitler arasinda terpenoidler, kimyasal yapilar1 baglaminda
onemli Ozelliklere sahip en ¢esitli olanlardir. Bu bilesikler, bes karbonlu oncii
molekiill olan izoprenden (CsHs) ve bunun fonksiyonel izomeri dimetilalil
pirofosfattan sentezlenir (156). Geleneksel olarak ucucu yaglarin Cio bilesikleri
"terpenler" ve daha sonra "monoterpenler (CioHie)" olarak adlandirilir. Terpenoid
ailesinin diger tiyeleri, hemiterpenler (CsHsg), seskiterpenler (CisHa4), diterpenler
(C20H32), triterpenler (CsoHas), tetraterpenler (CaoHse, baslica karotenoidler) ve
politerpenler (yiiksek molekiiler agirlikli)’dir (157).

Cay agaci1 yagi, Avustralya yerli bitkisi Melaleuca alternifolia'dan buharla
damitilmis ugucu bir yagdir. Minimum terpinen-4-ol igerigine ve maksimum 1,8-
sineole icerigine sahiptir. ZTerpinen-4-ol, giiclii antimikrobiyal ve antienflamatuar
ozellik sergileyen 6nemli bir ¢ay agaci yag: bilesenidir. Ayrica yara iyilesme siirecini
hizlandirir (158).

Gentiana lutea L. bitkisinin koklerinde bulunan sekoiridoid glikozitleri ve
Melaleuca alternifolia bitkisinin ugucu yag formlar1 yara bakiminda kullanilmaktadir
(159).

Anredera diffusa’dan, elde edilen oleanolik asit, geleneksel Peru tibbinda

yara iyilestirici olarak kullanilir (160).
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Peperomia galioides Kunth, aromatik bir bitkidir ve Brezilya'da halk arasinda
"lingua-de-sapo" olarak bilinir. Peru'da yara iyilestirici olarak kullanilir. Liyofilize
ekstraktlarin ve bu ekstraktlarin izole edilmis bir bilesigi olan (+)-epi-abisabololiin
tyilestirici 6zelligini degerlendirildi ve bu seskiterpenin biyolojik aktiviteden
sorumlu oldugu gosterilmistir (161).

Saponinler

Saponinler ugucu olmayan, yiizey aktif bilesikler olup hidroliz oldugunda bir
triterpen veya steroid yapida aglikon ile bir veya daha fazla glukoz, glukuronik asit
gibi seker zinciri igeren yapilar tagir (162-164). Steroidal sapogeninler 6 halkali bir
spirostan veya 5 halkali bir furostan iskeletine sahip olabilirken, yapisal olarak ¢ok
daha cesitli olan triterpenoid sapojeninlerde, temel halka sistemi ¢ogunlukla bes veya
daha nadiren dort halkadan olusur (165).

Panax notoginseng fibroblastlar {izerindeki anti-proliferatif etkisinden dolay1
yara iyilesmesini saglamaktadir. Kirmizi ginseng kokiinden yiiksek yara iyilestirme
aktivitesine sahip alt1 ginsenosid izole edilmistir. Bunlar, Ginsenosid Rbl,
Ginsenosid Rb2, Ginsenosid Rc, Ginsenoasid Rd, Ginsenosid Re, Ginsenosid
RgI’dir. Ginsenosid Rb 1 yanik yarasinin iyilesmesini de arttirmaktadir (166, 167).

Aloe vera, bir saponin olan aloegenin igerir ve bu da yara iyilestirmede
etkindir (168).

Alkaloidler

Alkaloidler, heterosiklik halkada nitrojen atomuna sahip olan ve amino
asitlerden tiiretilen, yapisal olarak cesitlendirilmis bilesiklerin 6nemli bir sinifini
olusturur. Bu bilesikler diisiik molekiiler agirlikli yapilardir ve bitkisel ikincil
metabolitlerin yaklasik 9%20'sini olustururlar (169). Biyosentetik Onciileri ve
heterosiklik halka sistemleri temelinde, bilesikler indol, piperidin, tropan, piirin,
pirolizidin, imidazol, kuinolozidin, izokinolin ve pirolidin alkaloitlerini iceren ¢esitli
kategorilerde siniflandirilmistir (170).

Fumaria parviflora L. izokinolin alkaloitlerinin insan derisi fibroblastina
kars1 sitotoksisitesi ve in vitro kullanilarak yara iyilestirici aktivitesi goriilmiistiir

(171).
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Aconitum  baikalense'den elde edilen alkoloidler (mnapelin, songorin,
mesakonitin, hipakonitin, 12-epinapelin, N-oksit)  fibroblast artis1 ve cilt
yenilenmesi tizerinde etkilidir (172).

Taspin, bati Amazon bolgesindeki Croton (Euphorbiaceae familyasi)
agaclarindan elde edilen alkaloidtir. Yara iyilesmesinin erken evrelerini
etkilemektedir (173). Bu alkaloid, fibroblast tarafindan doniistiiriicii biliylime
faktori-betal (TGF-betal) ve epidermal biiylime faktOriiniin otokrinini artirarak
yara iyilesmesini artirir (174).

Fenolikler

Fenolikler, rapor edilen 10.000'den fazla molekiil ile bitkilerde bulunan en
onemli ikincil metabolit gruplarindan biridir. Fenolikler, agirlikli olarak fenilalanin
olmak {izere aromatik amino asitlerden sentezlenir ve bu nedenle, bir veya daha fazla
hidroksil grubunun bagli oldugu en az bir aromatik halkaya sahip olmalar ile
karakterize edilmektedir (175).

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidlerden olusan temel yapilarina
gore siniflandirilabilir (176). Ayrica fenolik maddeler ¢ok ¢esitli kimyasal bilesikler
grubudur. Bu bilesikler ¢esitli sekillerde siniflandirilabilmektedir. Buna gore Cg basit
fenolikler, Cs-C; fenolik asitler, C¢C> asetofenonlar ve fenilasetik asit, C¢C3
Sinamik asitler, sinnamil aldehitler ve sinnamil alkoller, C¢C3 kumarinler ve
izokumarinler, Cis kalkonlar, auronlar, dihidrokolonlar, C 15 flavanlar, C isflavonlar,
Cis flavanonlar, Cs flavanonollar, Cis antosiyanidin, C1s antosiyanin, C3o biflavonil,
Cs-C1-Cs ve Cs-Cr-Cs benzofenonlar, ksanton, stilbenler, C¢C ,C  kinon,
Cis betasiyanin, lignan ve neolignanlar yapisini igerenler dimer Veya1 0oligomerler,
lignin yapisini igerenler polimerler, tanen yapisini icerenler oligomerler veya
polimerler ve filobafenler yapisini igerenler polimerler sinifindadir (177).

Chromolaena odorata L.’dan elde edilen ekstraktta fenolik asitler
(protokatesik, -hidroksibenzoik, p-kumarik, ferulik ve vanilik asitler) ve lipofilik
flavonoid aglikonlarin (flavanonlar, flavonoller, flavonlar ve kalkonlar) kompleks
karigimlart bulunmaktadir. C. odorata'dan elde edilen ekstrakt, yara iyilesmesine
katkida bulunan potansiyel mekanizmalardan biri olabilecek giiclii antioksidan

bilesiklerin bir karistmini igerir (178).
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Achillea kotschyi Boiss. subsp. kotschyi’de onemli antioksidan, sitotoksik
aktivitelere sahip flavonoidler (hiperosid, apigenin, hesperidin, rutin, kemferol ve
luteolin ve klorojenik asit) bulunmaktadir (179).

Yapilan bir ¢alismaya gore Bletilla striata'nin sadece polisakarit bilesimi
nedeniyle degil, ayn1 zamanda polifenol aktivitesi nedeniyle de yara iyilesmesini
desteklemektedir (180).

Geleneksel tipta yara iyilesmesinde kullanilan Achillea millefolium L.,
Hyssopus officinalis L., Equisetum arvense L. ve Echinacea purpurea L. adli
bitkilerin etanol ekstraktlar1 arastirilmistir. Bu karisim genel olarak fenolik asit
(gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, kumarik asit ve ferulik asit) ve flavonoid
(rutosid, mirisetin, luteolin, kersetin ve apigenin) icermektedir (181).

Potentilla erecta’da 17 adet standart fenolik bilesik (gallik asit, protokatesik
asit, klorojenik asit, p - OH benzoik asit, kafeik asit, vanilik asit, siringik asit,
ellagik asit, rutin, p-kumarik asit, ferulik asit, mirisetin, fisetin, kersetin, apigenin,
kaempferol ve isorhamnetin) bulunmaktadir ve diyabetik yarada kullanilmaktadir
(182).

Embelin, Embelia ribes bitkisinin etanol ile ekstraktindan elde edilen bir
kinondur. Embelinin yara iyilestirme aktivitesi oldugu goriilmiistiir (183).

Emodin, yara iyilesmesi i¢in yaygin olarak ve geleneksel olarak kullanilan
Rheum officinale Baill'in koklerinden elde edilen bir antrakinon tiirevidir (184).

Yara iyilesmesinde kullanilan sentetik ve dogal flriinler Tablo 2.13.°de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.13. Yara iyilesmesinde kullanilan tirtinler.

Yara Iyilesmesinde Kullanilan Uriinler
Dogal Uriinler Sentetik Kimyasal Maddeler
Terpenoidler Kinonlar 2-benzazepin tlirevleri
Asiatik asit Embelin Fenitoin
Madekassik asit Emodin 2-oktil-siyanoakrilat
Asiatikosid Alkaloidler n-biitil-siyanoakrilat
Oleanolik asit Taspin Raksofelast
(+)-Epi-a-bisabolol Saponinler Nitrik oksit
a-bisabolol Ginsenosid Rbl Molsidomin
a-terpineol Ginsenosid Rc S-nitrosoglutatyon
Trans-nerolidol
Trans,trans-farnesol
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Yara Temizleme Ajanlart

Yara temizleme islemi, yara iyilesmesi i¢in optimal bir ortam yaratmak
amaciyla 6li veya hasarli dokulardan kaynaklanan organik atiklari, yara ekslidasini
ve metabolik atiklar1 uzaklastirmak icin toksik olmayan bir sivinin uygulanmasidir.
Sorunlu asir1 dokularin disina ¢ikan kan sivisit (eksiida) oldugunda, eksiida agikca
enfekte oldugunda, yabanci cisim kontaminasyonunda, kir veya bakteri tarafindan
bliyiik kontaminasyon oldugunda ve kabuklu veya nekrotik doku mevcut oldugunda
bir yaranin temizlenmesi gerekmektedir.

Antiseptik ozelliklere sahip miistahzarlar ¢ogunlukla kullaniimaktadir (185,
186). Alkoller (etanol), anilidler (triklokarban), biguanidler (klorheksidin),
bisfenoller (triklosan), klor bilesikleri, iyot bilesikleri, glimiis bilesikleri,
peroksijenler ve kuaterner amonyum bilesikleri dahil olmak {izere cesitli antiseptik
kategoriler mevcuttur. Gilinlimiizde klinik pratikte en sik kullanilan {irtinler povidon-
iyot, klorheksidin, alkol, asetat, hidrojen peroksit, borik asit, giimii nitrat, giimiis
siilfadiazin ve sodyum hipoklorittir (187).

Cogu durumda, yara yiizeyini temizlemek icin su veya tuzlu su yeterlidir.
Yara ile temizleme soliisyonu arasindaki sinirli temas siiresi nedeniyle soliisyonun
1zotonik (%0,9 sodyum kloriir) olmas1 sart degildir. Musluk suyu, uygun sekilde

islenmis bir igme kaynagindan geliyorsa temizlik i¢in kullanilabilmektedir (188).

2.10.2 Melanomda Kullamilan Uriinler

Melanomda Kullanilan Sentetik Uriinler
Melanom i¢in cerrahi ve radyasyon tedavisi dahil olmak lizere geleneksel
tedavilerin disinda, kemoterapi 6nemli bir rol oynamaktadir. Melanomda kullanilan

sentetik tlrtinler Sekil 2.12.’de verilmistir (129).
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Melanomda Kullamlan Sentetik Uriinler

|

Iimmiinoterapi

Kemoterapi

Hedeflenmis tedavi Topikal tedavi Nanoteknoloji

Dakarbazin ipilimumab Sorafenib Karbon nanotiipler

Temozolomid Vemurafenib Bakar nanopartikiiller

Interlokin-2 Dabrafenib

Altin nanopartikiiller

Lipid nanopartikiiller

Trametinib ve lipozomlar

Nanoemiilsiyon

Sekil 2.12. Melanomda kullanilan sentetik iiriinler (129).

Kemoterapi

- Dakarbazin

Dakarbazin, ilerlemis metastatik melanomun tedavisi icin en aktif
tek ajandir ve uzun siiredir bu malignite igin standart kemoterapi olarak
kullanilmaktadir. Dakarbazin, niikleik asitlerin metilasyonu ile biiyiimenin durmasi
ve hiicre oliimiiyle sonuclanan DNA hasarina neden olur (189). Dakarbazin, dogal
oldiirticti hiicrelerin ve T hiicrelerinin lokal aktivasyonunu indiikleyerek immiino-
uyarict etkiler gostermektedir (190).

- Temozolomid

Temozolomid, imidazotetrazinler olarak bilinen bir alkilleyici madde arasinda
yer alir. Kan ve dokularin hafif bazik pH"1 ile temas ettiginde, temozolomid
kendiliginden aktif metabolit metiltriazenoimidazol karboksamide hidrolize ugrar ve
bu, reaktif metildiazonyum iyonunu olusturmak i¢in hizla parcalanir.
Metildiazonyum iyonu, Oncelikle DNA molekiiliindeki guanin kalintilarini
metilleyerek O6- ve N7-metilguanin olusumuna neden olur. O6-metilguanin
olusumu, temozolomid ve dakarbazinin sitotoksik etkilerinden sorumludur. DNA
uyumsuzlugu onarim enzimleri, O6-metilguanin'i ¢ikarmaya calistiklarinda, DNA'da
tek ve cift sarmalli kirilmalar olusturarak apoptotik yollarin aktivasyonuna yol

acarlar (191).
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Immiinoterapi

- Ipilimumab

Ipilimumab, sitotoksik T-lenfosit antijen-4'ii hedef alan ve bdylece antitimor
immiin yanitlarini artiran insan monoklonal bir antikordur. Sitotoksik T-lenfosit
antijen-4, endojen T hiicresi aracili yanitlarin anahtar negatif diizenleyicisidir, dogal
bir fren mekanizmasit olarak islev goriir ve bir bagisiklik tepkisini takiben
homeostaza geri doniise izin verir (192).

- [FN-a

Molekiiler seviyede, IFN-a'nin, antianjiyojenikten gii¢lii immiin diizenleyici,
farklilasmaya neden olan, antiproliferatif ve proapoptotik etkilere kadar degisen
cesitli malignitelerde ¢oklu etkileri vardir. Tiimoér immiinojenisitesini tesvik etme ve
timore dendritik hiicre tepkisini arttirma, dendritik hiicre polarizasyonu veya
olgunlagmasi, hayatta kalma ve antitimor bagisikligmma yol agan onemli etkileri
vardir. IFN-o0, hiicre aracili sitotoksisiteyi arttirarak, tlimorlere karsi konakei
bagisikliginda bir yardimci T-1 hiicresi kaymasinda ve yardimci T-1 hiicresi
lenfositlerin tiimore ulasmasinda 6nemli bir rolii vardir (193).

- Interlékin-2

Interlokin-2 bir T-hiicresi biiyiime faktdrii olarak tanimlanir ve yardimer T-1
hiicrelerinin ana iirliniidiir. Preklinik ¢alismalarda, rekombinant interlokin-2'nin, tek
basina veya lenfokinle aktive olan Oldiiriicii hiicreler veya tiimor infiltre eden
lenfositlerin varliginda tiimoérlerin gerilemesine neden oldugu kaydedilmistir (194).

Hedeflenmis Tedavi

- Sorafenib

Sorafenib, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorleri vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii reseptorii 1,2,3 ve trombosit kaynakli biiylime faktorii
reseptOrii dahil olmak tizere ¢oklu kinazi hedefleyerek tiimor proliferasyonunu inhibe
eden ve fms geni ile ilgili reseptor tirozin kinaz 3'ii inhibe ederek tiimdr ilerlemesini
hedefleyen, oral olarak kullanilabilen ¢oklu kinaz inhibitoriidiir (195).

- Vemurafenib

Vemurafenib, mutasyona ugramis BRAF’in giicli bir kiiciik molekiilli
inhibitoriidiir. BRAF V600E mutasyonuna sahip melanom hiicre hatlarina karsi

belirgin antitiimdr etkilere sahiptir (196).
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- Dabrafenib

Kutan6z melanomlarin %50’si BRAF'ta mutasyonlara sahiptir ve bu da
mitojenle aktive olan protein kinaz sinyal yolunun yiiksek aktivitesine neden olur.
Dabrafenib, BRAF V600E ve BRAF V600K genotipleri ile melanomlarda mutant
BRAF proteinini inhibe eder (197).

- Trametinib

Trametinib, BRAF V600 mutasyonu tasiyan metastatik melanoma karsi
antikanser aktiviteye sahip, geri doniisiimlii ve oldukga secici bir mitojenle aktive
olan protein kinaz 1 ve 2 allosterik inhibitortidiir (198).

Topikal Tedavi

- Imikimod

Imikimod, dendritik hiicreler ve periferik kan mononiikleer hiicreleri {izerinde
toll-like reseptor 7 igin giiclii bir agonist olarak baglanir ve islev goriir. Bagisikligin
T yardimci-1 lenfosit agirlikli antitimor ve antiviral immiin yanitini arttirir.
Adenozin reseptdr sinyal yolu ile imikimod aracili girisim proinflamatuvar
sitokinlerin yukar1 regiilasyonunu artirir. Imikimodun ayrica kaspaz aktivasyonu
yoluyla, proapoptotik bir kayma ile tiimor hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi
gosterilmistir. Son olarak, imikimodun antianjiyojenik bir ajan oldugu ve 6zellikle
bazal hiicreli karsinom ve melanom gibi anjiyogeneze bagimli neoplazmlarda
antitimor etkisini daha da arttirdigi bulunmustur (199).

Nanoteknoloji

Nanotasiyicilar yardimiyla melanom hedefli ilag iletimi, terapotik ilaglarin
timor dokularinda yiiksek derisimlerde birikmesine izin verir, ila¢ yikli
nanopartikiillerin  timoér hiicreleri tarafindan alimmi ve igsellestirilmesini
kolaylastirir, ciddi yan etkilere yol acabilecek hedef dis1 dagilimi onler. Ek olarak,
kemoterapoétik ilaglar, metaller veya manyetik pargaciklar, proteinler, niikleik asitler
ve asilar gibi terapotik ajanlarin dahil edilmesi, metastatik melanomun klinik tedavisi
icin ideal bir dagitim sistemi olusturur (200).

Melanomda Kullanilan Dogal Uriinler

Kurkumin, anti-kanser etkileri de dahil olmak iizere ¢esitli farmakolojik
aktiviteler gosteren dogal bir polifenoldiir. Kurkumin'in anti-kanser etkileri, anti-

anjiyojenik, pro-apoptotik ve immiinomodiilatdr 6zelliklerinin bir sonucudur. Her ne
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kadar in vitro ve in vivo c¢aligmalar, kurkumin ve analoglarinin melanomda yeni
terapOtik ajanlar olarak kullanilabilecegini gostermis olsa da kurkumin klinik
uygulamada heniiz melanoma kars1 test edilmemistir (201).

Berberin, bir izokinolin alkaloididir, berberin kaynakli bir Aktive edilmis
protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ile Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK)
aktivitesinde ve siklooksijenaz-2'nin (COX-2) protein seviyelerinde azalma yoluyla
melanom hiicrelerinin metastatik potansiyelini inhibe etmektedir (202).

Harmin, Peganum harmala bitkisinden elde edilen bir beta-karbolin
alkaloididir. B16-F10 melanomunda Kaspaz-8 ve BH3 etkilesimli alan 6liim
agonistini yukari regiile ederek, i¢sel ve digsal apoptoz yollarini aktive etmistir (203).

Ipomoea obscura'dan izole edilen bir indol alkaloid fraksiyonu olan
ipobskurin'in B16-F10 melanom kaynakli metastatik nodiillerin olusumunu
azaltabilecegi ve B16-F10 melanom hiicrelerinin in vitro ¢ogalmasini, gogiinii ve
istilasini engelleyebilecegi gosterilmistir (204).

Patates filizlerinde dogal olarak olusan bir steroidal glikoalkaloid olan
a-solanin'in metastaz lizerindeki etkisini in vitro olarak incelenmistir. a-solanin'in
insan melanom hiicre dizisi A2058'in proliferasyonunu doza bagl bir sekilde inhibe
ettigi goriilmustiir (205).

Boerhaavia diffusa'dan 1izole edilen bir alkaloid olan punarnavin'in
B16-F10 melanom hiicrelerinde apoptoz iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. NF-kB
Sinyalini Engelleyerek B16F-10 melanom hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
goriilmiistiir (206).

Soya fasulyesinden izole edilen bir izoflavon olan genistein’in uveal
melanom hiicre biiylimesinin zaman ve doza bagh bir sekilde 6nemli 6l¢iide inhibe
edildigi goriilmiistiir (207).

Hibiscus sabdariffa'dan elde edilen fenolik yapiya sahip olan antosiyanin’in
B16-F1 melanom hiicrelerinde hiicre gociinii onemli Ol¢lide engelledigi, Rho
ailesinin, Ras/MAPK'nin ve PI3K/Akt sinyalinin asag: regiilasyonu yoluyla melanom
gdclinii ve anjiyogenez gelisimini inhibe ettigi goriilmiistiir (208, 209).

Silybum marianum'dan elde edilen bir bitki flavanoid karisimi olan
silimarin’in insan melanom hiicre dizilerinin tedavisinde, p-katenin niikleer

birikimini azaltirken, sitosolik [-katenin birikimi ile iligkili hiicre gogiiniin
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derigimine bagli inhibisyonu ile sonuglandig1 ve insan melanom hiicre migrasyonunu
inhibe ettigi bulunmustur (210).

Polifenol yapili apigenin ve kersetin’in B16-BL6 melanom hiicrelerinin
in vivo biiylimesi ve metastatik potansiyeli lizerindeki etkilerini arastirilmastir.
Melanom biiylimesini ve metastatik potansiyeli inhibe ettigi goriilmiistiir (211).

Camellia sinensi'dan elde edilen bir bitki flavanoidi olan katesinlerin insan
melanom hiicrelerinin invaziv potansiyeli lizerindeki etkisi ve bu etkilerin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar1 A375 (BRAF mutasyona ugramis) ve Hs294t (BRAF
olmayan) kullanilarak belirlenmistir. Katesinler, COX-2, PGE 2 reseptorlerini ve
epitelyal-mezenkimal gecisi hedefleyerek insan melanom hiicrelerinin invaziv
potansiyelini azaltirlar. Hiicre invazyon deneylerini kullanarak, yesil cay
katesinlerinin hiicre gogii lizerindeki inhibitor etkileri; (-)-epigallokatesin-3-gallat >
(-)-epigallokatesin > (-)-epikatesin-3-gallat > (—)-gallokatesin > (—)-epikatesin
seklinde oldugu gorilmiistiir (212, 213).

Biophytum sensitivum dan elde edilen biyoflavonoid olan amentoflavon, bcl-
2, p53 ve kaspaz-3 genlerini diizenleyerek B16-F10 melanom hiicrelerinde apoptozu
uyarir ve B16F-10 melanom hiicrelerinde, tiimorle iliskili makrofajlarda ve
peritoneal makrofajlarda nitrik oksidin yani sira proinflamatuvar sitokin iiretimini
diizenler (214).

Resveratrol, Polygonum cuspidatum W.’de bulunan, antioksidan ve
inflamatuvar 6zelliklere sahip dogal bir fenoldiir. Melanom hiicrelerine karst go¢
onleyici ozellikleri in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (215).

G.morella ve G.hanburyi dahil  olmak {izere ¢esitli Garcinia tiirlerinde
bulunan fenolik yapili ksantonoid olan gambojik asit, Bax ve Bcl-2 ekspresyonunu
diizenleyerek ve insan malign melanom A375 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesini
artirarak apoptozu indiikler (216-218).

Ampelopsis grossedentata'nin yapraklarindan yapilan rattan ¢ayindaki ana
flavonoid bilesik olan ampelopsin anti-metastatik etkiye sahiptir (219).

Plasmodium  falciparum'da bulunan seskiterpenoid yapili artemisin’in
melanom hiicre dizilerinin (sirasiyla A375P ve A375M, diisiik ve orta metastatik
ozellikler) go¢ kabiliyeti {izerindeki inhibe edici etkilerini analiz edilmistir.

Artemisin’in A375M'de hiicre biiyiimesinin durmasini indiikledigini ve sitotoksik ve
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biiylimeyi inhibe edici etkilerle A375P hiicrelerinin yasayabilirligini etkiledigini
gosterirken, diger tiimor hiicre dizilerinin (MCF7 ve MKN) proliferasyonunun aksine
etkili olmadig1 gosterilmistir (220).

B-karoten, Daucus carota L. gibi bir¢ok yenilebilir meyve ve sebzede
bulunan fotosentetik ve A vitamini aktivitesine sahip bir tetraterpenler yapili
karotenoiddir. B16-F10 melanom hiicrelerinde transkripsiyon faktorlerinin niikleer

translokasyonunu engeller (221).
2.11. Metabolit, Metabolom ve Metabolomik Kavramlar

Metabolitler molekiil agirliklart 1.500 Da’un altinda olan kii¢iik molekiiller
peptitler, oligoniikleotidler, sekerler, niikleozidler, organik asitler, ketonlar,
aldehitler, aminler, amino asitler, lipitler, steroitler, alkaloidler ve ilaglar, insan-
bakteri {tirlinleridir (222). Metabolom, bir hiicre veya organizmada bulunan kiiciik
molekiiler agirlikli bilesiklerin yani metabolitlerin tamamidir (223). Metabolitler,
sistem homeostazinin ana diizenleyicileridir. Bu nedenle, belirli metabolit gruplarinin
derisim degisiklikleri, ¢evresel, terapdtik veya genetik miidahalelere verilen sistemik
tepkileri  yansitabilir.  Metabolitlerin  incelenmesi, karmasik  fenotiplerin
karakterizasyonu ve ayrica belirli fizyolojik tepkiler i¢in biyobelirteglerin

gelistirilmesi i¢in onem tagimaktadir (224).

Metabolomik, kiiciik molekiillerin (metabolit) tanimlanmas1 ve miktarinin
belirlenmesi ¢alismalaridir (225). Metabolomik ¢aligsmalar, metabolit hedef analizi,
metabolik profil olusturma ve metabolik parmak izi i¢in ¢esitli teknoloji
platformlarin gelistirilmesi; veri hazirlama, depolama, iyilestirme ve analizlerdeki
tyilestirmeler; transkriptomik ve proteomik ile karsilastirmali entegre ¢alismalar ve
insan, hayvan, bitki ve mikrobiyolojide metabolomik uygulamasin1 amaglamaktadir
(226). Metabolomik analiz, hedeflenmis ve hedeflenmemis metabolomik olmak
tizere ikiye ayrilir. Hedeflenmis metabolomikte, analiz edilmek icin segilen
metabolitler onceden bilinmektedir. Hedeflenmemis metabolomik ise miimkiin
oldugunca cok sayida metaboliti belirlemek icin kullanilir ve hem metabolit

miktarini hem de bunlarin tanimlanmasini igerir (227).
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2.12. Metabolomik Calismalarda Kullanilan Analitik Yontemler

Peptidler, amino asitler, niikleik asitler, karbonhidratlar, organik asitler,
vitaminler, polifenoller, alkaloidler ve inorganik tiirler dahil olmak iizere bu kiiciik
molekiiller; bir hiicre, doku veya organizmadaki fonksiyonel fenotipi temsil eden
kiigiik molekiillii biyobelirtegler olarak islev goriir. Bu kiigiik molekiillerin ayrilmast
ve tanimlanmasi i¢in Gaz Kromatografisi (GC), Kiitle Spektrometrisi (MS), Niikleer
Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi, Kapiler Elektroforez (CE), Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile metabolitler tespit edilebilmektedir.
Her teknigin avantajlar1 ve dezavantajlart vardir. NMR’1n bir¢ok avantaji vardir,
ancak NMR'in duyarliligi, MS yontemleriyle karsilastirildiginda nispeten zayiftir ve
potansiyel derisimleri biyobelirtegler tayin siirinin altinda olabilir. GC-MS, ugucu
bilesikler olusturmak i¢in numunenin tiirevlendirilmesini gerektirir. Tiirevlenmeyen
ucucu olmayan bilesikler ve biiyiik veya 1siya duyarli bilesikler GC-MS analizinde
gozlenmez. LC-MS ise numunelerin tiirevlendirme gibi 6n islem gerektirmemektedir

(228). Metabolomik ¢alismalarda kullanilan analitik yontemler Sekil 2.13.°de

Gaz Kromatografisi
(GO)

Kiitle Spektrometrisi
(MS)

verilmistir.

Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR)
Spektroskopisi

Metabolomik
Cahsmalarda
Kullamilan
Analitik
Yontemler

Yulfse!( Performans!l Kapiler Elektroforez
Sivi Kromatografisi (CE)
(HPLC)

Sekil 2.13. Metabolomik ¢alismalarda kullanilan analitik yontemler (228).
2.13. Sivi Kromatografisi - Kiitle Spektrometrisi (LC-MS)

LC-MS, LC ve MS’in birlesimidir. LC’nin MS’ye baglanmasi, numune
karmagikligin1 azaltarak ve tayinden 6nce metabolit ayrimina izin vererek metabolit

tanimlamasin1 ve miktar tayinini kolaylastirir. HPLC ise genis bir polarite
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araligindaki bilesiklerin ayrilmasini saglar. HPLC ayrimmin MS tespiti ile
birlestirilmesinin avantajlar1 arasinda, numune karmasikligini azaltarak, boylece
iyonizasyon siirecindeki matris girisimlerini hafifleterek gelistirilmis MS hassasiyeti
ve sinyal tekrar tiretilebilirligi yer alir (229). MS, diger teknikler tarafindan kolayca
elde edilemeyen hem nitel hem de nicel verileri saglayabilen giiglii bir analitik
yontemdir. Ozellikle molekiiler agirlik, ampirik formiil (kesin kiitle dl¢iimii yoluyla),
izotop oranlari, fonksiyonel gruplarin ve diger siibstitiientlerin saptanmasini ve bazi
durumlarda stereokimyasal Ozellikler dahil olmak {iizere yapinin aydinlatilmasini
saglayabilir (230).

LC-MS’in prensibi;

Numune o6nce LC ile ayrilir ve ayrilan numune bilesenleri, gaz fazinda
iyonlara dontstiiriildiikleri atmosferik basingli iyon kaynagina piiskiirtiiliir. Daha
sonra kiitle analizorii iyonlarn kiitle/yiik oranlarina (m/z) gore siralamak igin
kullanilir ve dedektor, kiitle analizorii cihazindan ¢ikan iyonlar1 sayar ve ayrica her
bir iyondan iiretilen sinyali ylikseltebilir. Sonug olarak, bir numunenin, pargaciklarin
ve molekiillerin kiitlelerini belirlemek ve molekiillerin kimyasal yapilarini agiklamak
icin kullanilan kiitle spektrumu (kiitle-yiik oraninin bir fonksiyonu olarak iyon

sinyalinin bir grafigi) olusturulur (231). LC-MS cihaz1 Sekil 2.14.’de verilmistir.

LR TR

Sekil 2.14. LC-MS cihazi.
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2.13.1. Sivi Kromatografisi

"Kromatografi" kelimesi ilk olarak Rus botanik¢i Michael Tswett (1906)
tarafindan kalsiyum karbonat tanecikleri ile dolu bir kolondan yesil yaprak oziitiiniin
gecirilmesiyle gercgeklestirilen bitki pigmentlerinin ayrilmasimi tanimlamak igin
kullanilmistir. Ayrilma sonucunda bir dizi renkli bdlge olustugu igin, Yunanca
"renk" ve "yazmak" anlamina gelen chromatus ve graphein kelimelerinden tiiretilen
"kromatografi" adini kullanmistir (232).

Kromatografi, ylizeye veya kati ve akigkan sabit faz igerisine uygulanan
karisim halindeki molekiillerin hareketli bir faz yardimiyla hareket ederken
birbirinden ayrilmasi esasina dayanir. Bu ayirma isleminde etkili olan faktorler,
adsorpsiyon (s1vi-kati), partisyon (s1vi-sivi) ve molekiiler agirliklar arasindaki afinite
ilgili molekiiler 6zellikleri icerir. Bu farkliliklardan dolay1 karisimin bazi bilesenleri
sabit fazda daha uzun siire kalarak kromatografi sisteminde yavas hareket ederken,
digerleri hizla hareketli faza gecerek sistemden daha hizli ayrilir (233).

HPLC, asidik, bazik ve nétr analitler dahil ancak bunlarla sinirli olmamak
tizere c¢esitli kimyasal numuneleri analiz etme, ayirma ve saflagtirmasi sayesinde
kimyasal, farmasétik ve biyomedikal analizde ve ayrica ilag tedavisi izlemede yaygin
olarak kullanilir. Ters fazli stvi kromatografisinde analiz i¢in bir polar olmayan sabit
faz ve bir polar hareketli faz kullanilirken normal fazli sivi kromatografisinde sabit
faz, hareketli fazinkinden daha yiiksek derecede polariteye sahiptir (234). HPLC'de
temel prensip, hareketli fazin yiiksek basing uygulanarak dolgulu bir kolondan
pompalandigi kolon kromatografisine dayanmaktadir (235). Ayirma ilkesi, ¢6ziinen
maddenin sabit faza olan afinitesine bagl olarak sabit faz iizerinde adsorpsiyonudur.
Bu cihazin kisimlari; ¢oziicli, pompa, enjektor, kolon, dedektdr ve kaydedicidir.

HPLC’nin sematik gosterimi Sekil 2.15.”de verilmistir (236).
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Sekil 2.15. HPLC sematik gosterimi.

Coziicii: Hareketli faz, analiti kolon boyunca hareket ettiren ¢oziiciidiir.
Analitler, numune hazirlandiktan sonra kromatografik sisteme enjekte edilmek tizere
uygun bir ¢oziicli i¢inde bulunur. Analitler i¢in ¢oziicii (hareketli faz), HPLC'de
hareketli faz ile uguculuk ve karisabilirlik gibi 6zel gereklilikleri karsilamak icin
numune hazirlama sirasinda segilebilir. Analitlerin hareketli fazdaki ¢oziintirliigii de
kolon se¢iminde onemli rol oynar. Suda veya kismen sulu ¢oziiciilerde ¢oziinen
bilesikler igin, ters fazli bir HPLC'nin seg¢ilmesi bir problem degildir, ancak polar
coziiclilerde ¢oziinmeyen bilesikler i¢in genellikle normal fazli bir kolon gereklidir
(237).

Pompa: Genellikle c¢oziici dagitim sistemi olarak adlandirilan HPLC
pompasi, belirli bir bilesimdeki hareketli fazlarin kolona gecisini saglar (238).

Enjektor: Bir HPLC sistemi i¢in bir enjektor, 0,1-100 pLL hacim araliginda
stvi numune enjeksiyonu saglamaktadir. Enjektor ayrica sivi sisteminin yiiksek
basin¢larina dayanabilmelidir. Otomatik Ornekleyici, analiz edilmesi gereken cok
sayida numune varliginda veya manuel enjeksiyonun pratik olmadigi durumlarda
kullanilan otomatik bir enjektor ¢esididir (239).

Kolon: Sabit fazin pargaciklariyla dolu bir kolondan gegen hareketli bir siv1
akisina az miktarda sivi numunenin enjeksiyonu ile gergeklestirilir ve karigimin
bilesenlerine ayrilmasi kolonda gergeklesir ve ayrilma kolonda farkli alikonma
derecelerine baglhidir (239).

Dedektor: Bir HPLC sisteminde dedektor, fiziksel veya kimyasal bir niteligi
derisime veya kimlige karsilik gelen ol¢iilebilir bir sinyale goniistiirmektedir (240).
Bu sinyaller kaydedici tarafindan goériilmektedir (241).
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2.13.2. Kiitle Spektroskopisi

MS, organik molekiil parcalanmasiyla ortaya ¢ikan karakteristik fragmanlari
veya iyonlar1 belirler. Temel ilke, pozitif yilikli iyonlar iiretmek igin organik
bilesiklerin bir elektron demeti ile bombardiman edilmesini igerir. Ayrica molekiiler
iyon, baglar1 kirmak i¢in elektronlarin enerjisi kullanilarak pargalanir ve pozitif
yikli tiirler veya parca iyonlar1 verir. Olusan pozitif iyonlar veya parga iyonlar,
manyetik alan kullanilarak dairesel bir yolda daha da hizlandirilir ve saptirilir ve
ardindan kiitlelerine ve yiiklerine gore dedektdre odaklanir. Her iyon, skala lizerinde
ayr1 bir ¢izgiyi temsil eder ve pik yogunlugu seklinde kaydedilir. lyon sapmas: yiike,
kiitleye ve hiza dayalidir, iyon ayrimi m/z oranina baghdir ve saptama iyon
bolluguyla orantilidir (242).

MS cihaz1 6rnek verme sistemi, iyon kaynagi, kiitle analizorii, dedektor ve
veri iglemcisi ve vakum sistemi kisimlarindan olusmaktadir (243). Sekil 2.16.’da

MS’in sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 2.16. MS’in sematik gosterimi.

Ornek verme sistemi: Bir numuneyi iyon kaynagina aktarir.

Iyon kaynagi: Notr numune molekiillerini gaz fazindaki iyonlarma
dontistiirlir. Bu amagla ¢esitli iyonizasyon teknikleri gelistirilmistir.

Kiitle analizorii: Iyonik tiirleri aymrir ve kiitle analizi yapar. Kiitle
analizorlerinde iyonlarin hareketini kontrol etmek icin manyetik ve/veya elektrik
alanlar kullanilir.

Dedektor: Kiitlesel ¢oziinmiis iyonlarin iyon akimimn dlger ve ytikseltir.
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Veri islemcisi: Verileri kolayca tanimlanacak bir bigimde (bilgisayar ekrani
veya yazici ¢iktist) kaydeder, igler, depolar ve goriintiiler.

Vakum sistemi: Kiitle spektrometresinde ¢ok diisiik bir basing saglar. Iyon
kaynagi bolgesi genellikle 10 ila 10® torr basmngta tutulur; kiitle analizorii
bolgesinde biraz daha diisiik basing gereklidir (yaklasik 10® torr). Cogu cihaz,

optimum vakumu korumak i¢in bir diferansiyel pompalama sistemi kullanir.

2.14. Kuadrapol Ucus Zamanh Kiitle Spektrometresi

Q-TOF MS, dort kutuplu teknolojilerin ugus zamanh kiitle analizorii ile
birlestirilmesi ile olusan 'hibrit' bir cihazdir.

Q-TOF MS cihazi, ii¢li dort kutuplu bir kiitle spektrometresininkine ¢ok
benzer, ancak {iciincii dért kutuplunun yerini bir ugus siiresi tiipii almustir. Ik dort
kutuplu (Q1), m/z’ye dayali olarak belirli iyonlarin se¢imi icin bir kiitle filtresi olarak
veya tiim iyonlarin dort kutuplu araciliiyla iletildigi yalnizca radyofrekansi (RF)
modunda ¢alisabilir. ikinci dért kutuplu (Q2), iyonlarm nitrojen veya argon gibi nétr
gaz molekiilleri tarafindan bombardimana tutuldugu ve carpisma kaynakli ayrigma
olarak bilinen bir islemle iyonlarin par¢alanmasina neden olan bir ¢arpisma hiicresi
gorevi gorlir. Q2 ayrica iyonlarin daha sonra parcalanmasi olmadan sadece RF
modunda da hareket edebilir. Dort kutuptan ayrildiktan sonra iyonlar, ugus siiresi
analizOriinlin iyon modiilatér bolgesine yeniden hizlandirilir ve burada bir elektrik
alani tarafindan darbelendirilirler ve orijinal yonlerine dikey olarak hizlandirilirlar.
Ayni kinetik enerjiye sahip olan tiim iyonlar, artik kiitle ayriminin meydana geldigi
alandan bagimsiz siiriiklenme bolgesi olan ugus tiipline girer. Daha hafif bir kiitle
sergileyen iyonlarin ucus siiresi daha kisa olurken, daha agir iyonlarin ucus yolunu
dedektore dogru kat etmesi daha uzun siirer. Modern ugus siiresi analizorleri ayrica,
ayn1 m/z'yi sergileyen, ancak degisen hizlara sahip iyonlarin kinetik enerji dagilimini
ve uzaysal yayilmasini diizeltmeye yarayan bir reflektor cihazindan yararlanir. Bu
yansima diizeltmesi, ayn1 m/z'deki iyonlarin dedektore ayni1 anda ulasmasini saglar.
Reflektor cihazi ayrica kiitle ¢oziiniirliigiinii iyilestiren ugus yolu uzunlugunu da
arttirir (244).

QTOF’ un sematik diyagrami Sekil 2.17.’de verilmistir.
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Sekil 2.17. QTOF’un sematik diyagramau.
2.15. Metabolomik Analiz Siireci
Metabolomik analiz siireci temel olarak numune hazirlama, metabolit
ekstraksiyonu, tlirevlendirme, ayirma ve tayin ve veri isleme asamalarindan
olusmaktadir. Bu analiz siireci Sekil 2.18.’de verilmistir.
@ Numune hazirlama @ Metabolit ekstraksiyonu @ Tiireviendirme @ Ayirma ve tayin @ Veri igleme
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Sekil 2.18. Metabolomik analiz siireci.

Numune hazirlama: Numune hazirlama, metabolomik ¢alismanin ilk
adimidir. Hazirlanan numunelerin kalitesi, metabolomik analiz i¢in 6nemlidir. Bu
nedenle farkli numuneler i¢in uygun hazirlama yontemini se¢mek gerekmektedir.
Kati numuneler i¢in sirastyla numunelerdeki nemi azaltmak ve metabolitlerin
salimimini artirmak i¢in dondurarak kurutma ve o6giitme gerekir. Kati1 faz mikro
ekstraksiyon, sivi numunelerin hazirlanmasi i¢in siklikla kullanilmaktadir.

Metabolit ekstraksiyonu: Hedef metabolitlerin sayisini, tiiriinii ve derisimini
en st diizeye ¢ikarmak i¢in farkli numune tiirleri i¢in farkli ekstraksiyon yontemleri

vardir. Ekstraksiyon ¢6zeltisinin se¢imi de geri kazanim orani ve metabolik profiller
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tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Yaygin olarak kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciileri
arasinda su, kloroform, perklorik asit, metanol, asetonitril yer alir. Polar metabolitler
i¢cin su-alkol ¢6zeltileri gibi hidrofilik ¢oziiciiler ve polar olmayan metabolitler i¢in
hidrofobik ¢oziiciiler se¢mek gerekir.

Tiirevlendirme: Her zaman gerekli degildir. Metabolitlerin analizini
kolaylagtirmak ve GC-MS kullaniliyorsa metabolitlerin saptanmasini arttirmak ve
gelistirmek i¢in ugucu olmayan bilesikleri ugucu bilesiklere doniistiirmek icin
metabolitlerin tlirevlendirilmesi gerekir.

Ayirma ve tayin: Yaygin olarak kullanilan tayin teknikleri NMR ve MS'dir.
NMR'in duyarlilig: diisiik olmasina ragmen, pM seviyelerinde ¢esitli metabolitlerin
non-invaziv, hizli ve tekrarlanan analizi i¢in kullanilabilir. MS'in duyarlilig1 cok daha
yiiksektir ve analiz i¢in yalnizca birka¢ pL numune gerektirir. GC-MS esas olarak
ucucu ve yart ugucu metabolitleri tanimlamak i¢in kullanilirken, ugucu 06zelligi
olmayan maddelerin GC-MS tarafindan tespit edilmeden Once tlirevlendirilmesi ve
ayrilmas1 gerekir. Ancak GC-MS herhangi bir sekonder metaboliti tantyyamaz. LC-
MS numuneler i¢in karmasik bir 6n islem gerektirmez ve ekstraksiyondan sonra
metabolitleri dogrudan ayirabilir ve saptayabilir. LC-MS primer metabolitlerin yan1
sira flavonoidler gibi sekonder metabolitleri de belirleyebilir.

Veri isleme: Metabolit degisikliklerinin gorsellestirilebildigi ve bu
degisikliklere yol acan olas1 metabolik yollarin KEGG (Kyoto Genler ve Genomlar
Ansiklopedisi) veri taban1 kullamlarak aragtirilabildigi asamadir. Insan Metabolom
Veritaban1 (HMDB), KNApSack ve MassBank gibi bircok metabolom veri tabani
vardir. Bilgiler bu giivenilir veritabanlartyla ve ¢ok degiskenli istatistiksel analizlerle
hizalandiktan sonra elde edilen ham veriler, biyobelirtecler gibi daha anlamli
sonuclara doniistiiriilebilir. Temel Bilesen Analizi (PCA) ve Kismi En Kiigiik Kareler
Ayirma Analizi (PLS-DA), metabolomik alaninda en sik kullanilan istatistiksel
yontemlerdir. PCA, daha biiylik varyans elde etmek i¢in veri setini daha az boyuta
indirgeyen, metabolit nicelik analizi i¢in yaygin olarak kullanilan boyutluluk azaltma
yontemidir. PLS-DA, degiskenler arasindaki korelasyonu maksimize eden denetimli
bir istatistiksel analiz yOntemidir ve siklikla metabolitleri taramak ve gruplar

arasindaki genel metabolik degisiklikleri analiz etmek i¢in kullanilir (245).
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2.16. Metabolomik Cahsmalarda Veri Isleme

Metabolik bir ¢alisma tasarimi secildikten sonra, numune alma, numune 6n
isleme ve analitik 6l¢iimden olusan veri liretimi gerceklesir (246).

Veri islemenin temel amaci, ham veri dosyalarini, gozlenen her bir iyonun
Ozelliklerine kolay erisimi kolaylastiran temsillere doniistiirmektir. Bu o6zellikler
arasinda m/z ve iyonun alikonma zamani ve her bir ham veri dosyasindan bir iyon
yogunlugu ol¢iimii yer alir. Bu temel 6zelliklere ek olarak, veri isleme, iyonun izotop
dagilimi gibi ek bilgileri ¢gikarabilir (247).

Ham verilerin 6n islenmesi: Analitik araclar, basit ve karsilagtirilabilir
metabolit listeleri saglamaz. Kullanilabilir bir veri matrisi olusturmak igin ham
veriler ¢esitli sekillerde islenmelidir. Bu adimda karmasiklig1 azaltmak ve metabolik
olarak anlaml sinyalleri artirmak i¢in veri analizindeki varyansi ve yanlilig1 ortadan
kaldirmak amaclanir. Bunun i¢cin XCMS, Mzmine, OpenMS ve MetAlign gibi
uygulanabilirlikleri ve etkililikleri sayesinde kullanilirlar.

Giiriiltii filtreleme ve baseline diizeltme: Glriiltii filtreleme, bilesen
sinyallerini kimyasal matristen veya enstriimantal girisimden kaynaklanan arka
plandan ayirmak, 6l¢iim giiriiltiisiinli veya temel bozulmalari ortadan kaldirmak i¢in
tasarlanmistir.

Pik tespiti: Pik tespitinin amaci, bir numunedeki molekiillere (Orn.
metabolitler) karsilik gelen sinyalleri belirlemek ve dlgmektir.

Hizalama: Farkli 6rnek setlerinde olusan varyansin piklere ait alikonma
zamani ve de m/z oranlar lizerinden iliskilendirilerek diizeltilmesi ve de tek bir
ortalama degerlerle ¢izilmis kromatogram {izerinden verinin tiim Orneklere
uyarlanmasidir.

Normalizasyon: Normalizasyon, analitik giiriiltii veya deneysel kaynaklar
sebebiyle olusan varyasyonlar1 ortadan kaldirir. Metabolitlerin ¢ogunlugunun sinyali
kararliysa, analit bollugunun birim norm ve medyan yogunluk normalizasyonu gibi
diger tiim pik noktalarina goreli oran1 hesaplanarak basit ve verimli normallestirme

elde edilebilir (248).
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2.17. Metabolomik Calismalarda Kullanilan Yazilim ve Veri Bankalari

LC-MS tabanli hedeflenmemis metabolomik deneylerden elde edilen veriler
oldukca karmasiktir. Bu nedenle, sonuglarin islenmesi i¢in tipik olarak
biyoinformatik yazilim gerekir. Su anda, pek ¢ok giivenilir yazilim bulunmaktadir
(249).

XCMS

XCMS, ham MS verilerinden metabolik Ozellikleri ¢ikarmak ve istatistiksel
analiz gergeklestirmek icin bir metabolomik veri isleme algoritmasi olarak
gelistirilmistir (250). XCMS kisaltmasindaki 'X', yazilimin herhangi bir kromatografi
bicimine uygulanabilecegini belirtmek i¢in kullanilir (249).

MSDIAL

MSDIAL, en popiiler genel metabolomik analiz platformlarindan biridir
(251). Veriden bagimsiz edinim (DIA), molekiiler verilerin kapsamli hedeflenmemis
calismalar1 saglar. MS-DIAL i¢in veriler ilk olarak Analiz Temel Dosyasi (ABF)
formatina doniistiiriiliir. Alikonma zamani (Rt) ve kiitle (m/z) tespit edilir ve her
nokta, saptanan bir piki temsil eder (252).

MetaboAnalyst

MetaboAnalyst, kolayca metabolomik veri analizi, gorsellestirme ve islevsel
yorumlama yapmasina yardimci olmak i¢in tasarlanmis kapsamli bir web tabanl arag
paketidir. MetaboAnalyst, herhangi bir islevsel analiz gerceklestirmeden Once
KEGG, HMDB, ChEBI, METLIN ve PubChem dahil olmak {izere c¢ok cesitli
veritaban1 tanimlayicilarina ortak bilesik adlarinin eslemesini gergeklestirir (253).
PCA ve PLS-DA dahil olmak tiizere cesitli modiillerdeki etkilesimli grafikleri
sistematik olarak vermektedir (254).

Insan Metabolom Veritabam (HMDB, The Human Metabolom
Database)

HMDB, metabolitler, bunlarla iliskili enzimler veya tasiyicilar ve bunlarin
hastalikla ilgili o6zellikleri hakkinda kantitatif, analitik veya molekiiler olgekli
bilgilere giiclii bir de odaklanan ¢ok amagli bir biyoinformatik-kimya-bilisim-tibbi
bilisim veritabanidir (255). 2007'den beri insan metabolitleri ve bunlarla iligkili
biyolojik, fizyolojik ve kimyasal ozellikler hakkinda kapsamli referans bilgileri

saglamaktadir. HMDB'nin ilk siiriimii (stirim 1.0), yalnizca 2.180 insan metaboliti
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hakkinda smirli biyolojik, fizyolojik ve fiziko-kimyasal veri vermekteydi. HMDB'nin
son siirlimiinde (siirlim 5.0) 217.920 agiklamali metabolit girisinin yani sira GC-MS

icin baska 1.581.537 tiiretilmis metabolit girisi de vardir (256).
2.18. Metabolomikte Istatiksel Analiz

PCA ve PLS-DA gibi boyut indirgeme yontemlerinin amaci, verileri
olabildigince kiiciik bir hatayla daha diisiik boyutlu bir uzaya doniistiiren dogrusal bir
dontistime ulagmaktir. PLS-DA ve PCA’da secilen ozelliklerin yiizdesine iliskin
degisken bir esik, X ekseninde gosterilir. Y ekseni, o kesme noktasindaki en iyi
ozellikler tarafindan elde edilen 6zgiilliikk indekslerinin toplamin1 temsil eder (257).

Temel olarak, PLS-DA tahmine dayali modelleme iki ana prosediirii kapsar:
(a) PLS bilesen yapis1 (yani, boyut kiiciiltme); ve (b) tahmin modeli olusturma (yani,
ayrim analizi) dir (258).

Cok degiskenli analizde, bagimsiz degiskenler genellikle birbiriyle iligkilidir
ve bu da regresyon modellerinde ¢oklu baglantiya neden olabilir. Bu sorunu ¢6zmek
i¢in bir yaklagim, bu degiskenler lizerinde PCA uygulamaktir. Bu yontem, dogrusal
olarak iliskisiz olan temel bilesenlerle (PC) potansiyel olarak iligkili degisken
kiimelerini temsil etmek icin ortogonal déniisiimii kullanir. Ilk PC miimkiin olan en
bliyiik varyansa sahip olacak ve iliskili degiskenleri temsil etmek i¢in yalnizca bazi
bilesenler se¢ilecek de siralanir. Sonug olarak, degisken uzayin boyutu kiigiiliir (259).

PCA, genellikle ¢cok boyutlu veri kiimelerini analiz i¢in daha diisiik sayida
boyuta indirgemek i¢in kullanilir. PCA, alt siradaki temel bilesenleri (verilerde
mevcut olan varyansin biiyiik bir boliimiinii agiklayanlar) tutarak ve yiiksek dereceli
olanlar1 (verilerde bulunan varyansin ¢ogunu agiklamayan) goz ardi ederek, veri

setinin varyansina en ¢ok katkida bulunan 6zelliklerini korur (260).
2.19. Bitki Metabolomigi

Bitkiler, bitki biiylimesinde, gelismesinde ve ortamlara tepki vermede dnemli
roller oynayan cok sayida cesitlendirilmis yap1 ve bol miktarda metabolit iiretir
(261). Bitki metabolomu primer ve sekonder metabolitler olmak iizere iki
metabolitten olusur. Primer metabolitler, bitkilerde lipitlerin, sekerlerin ve amino

asitlerin biyosentezi i¢in 6nemlidir. Bitki metabolomu ayrica fenolikler (~10000),
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alkaloitler (~21000) ve terpenoidler (>25000) gibi bazi sekonder metabolitlerden
olusur.

Primer ve sekonder metabolitlerin metabolik profili, bitki metabolizmasi
sirasinda ortaya ¢ikan biyokimyasal siirecler hakkinda kapsamli bilgi saglamaktadir.
Bu metabolitlerin basarili bir sekilde saptanmasi, tanimlanmasi ve degerlendirilmesi,
GC-MS, LC-MS ve NMR gibi metabolomik yontemlerle miimkiindiir (262).

Bitkilerde, metabolomdaki biiyilik cesitliligin biiylik bir kismi, genellikle
primer metabolitlerin sayisim1 biiyiik 6l¢iide asan ¢ok ¢esitli ikincil metabolitlerin
varligindan kaynaklanmaktadir. Tespit edilen metabolitlerin bilesimi ve miktari
biiyiikk ol¢iide secilen numune hazirlamaya baghdir. Bitkilerdeki biiylik kimyasal
cesitlilik, yalnizca farkli bitki tiirleri arasinda degil, ayn1 zamanda tek bir bitkinin

farkli dokular1 arasinda da mevcuttur (263).
2.20. Tedaviye Cevap Siirecinin izlenmesinde Metabolomik

Mangifera indicanin etil asetat ve metanol ekstraktlarinin fare
miyoblastlarinin hiicre farklilasmas1 ve in vivo yara iyilestirme 6zellikleri i¢in Ultra
Performansli S1vi Kromatografisi/Elektrosprey Iyonizasyon-Kuadrpol Ugus Zamanli-
Kiitle Spektrometresi (UPLC/Q-TOF MS) ile kapsamli metabolik analizi sonucu
bilesiklerin fenoller, flavonoidler, fenoller, polifenoller, diterpenler, triterpenler,
seskiterpenler gibi ¢esitli siniflara ait oldugunu gostermistir. M. indica'nin ¢ozelti
ekstraktlari, oksidatif stres olusturarak ve PI3K, Akt, mTOR, MyoG ve MyoD gibi
miyojenik isaret proteinlerini diizenleyerek fare miyoblast hiicrelerinin ¢ogalmasini
ve farklilagsmasini arttirmistir (264).

Periploca forrestii Schltr.’nin yara iyilestirme aktivitesi, L929 hiicreleri
kullanilarak fibroblast proliferasyonu, migrasyon ve kollajen {retimi ile
degerlendirilmistir. Ana bilesenlerin  sistematik olarak tanimlanmasi1 ve
karakterizasyonu i¢in HPLC/Q-TOF MS/MS yontemi olusturulmustur. HPLC/Q-
TOF-MS/MS analizine gore 65 etanol fraksiyonu kardiyak glikozitler agisindan
zengindir. Bu nedenle, kardiyak glikozitleri yara iyilesmesi ile iligkili potansiyel aktif
bilesenler olarak tanimlanmistir (265).

Reynoutria japonica Houtt rizomlarmiin ekstraktlarinin fibroblastlarin

proliferasyonu, migrasyonu ve kollajen III iiretimi iizerinde gbzlenen uyarici etkileri,
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ekstraktlardaki bilesiklerin yapisina baglidir. Bilesiklerin yapisini ve bazilarinin
icerigini belirlemek icin ekstraktlarin kalitatif ve kantitatif HPLC/DAD/ESI-HR-Q-
TOF MS analizleri yapilmistir. R. japonica rizomlarindan %60 aseton, %40 etanol ve
%25 etanol ekstraklarinin HPLC/Q-TOF MS analizi ile toplam 54 farkli bilesik
belirlenmistir (266).



62

3. GEREC ve YONTEM
3.1. Momordica charantia L. Bitki Materyali

Yerli bitki Momordica charantia L., Eylil 2022'de Bursa ili Niliifer
ilgesinden toplanarak Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Ogretim
Uyeleri tarafindan kontrol edilmistir. Toplandiginda meyvelerin rengi turuncu,

tohumlarin rengi kirmiziydi (Sekil 3.1.).

'f\f\
¥ P

4

Sekil 3.1. Olgunlagsmis meyve (1), olgunlasmis meyve ve tohum (2), kirmizi zarh
tohum (3), olgunlagmis tohum (4).

3.2. Momordica charantia L. Ekstraktlarinin Hazirlanisi

Cekirdekler meyvelerden ayrilarak (Sekil 3.2.-a) oda sicakliginda golgede
kurutulmugstur. Ekstraksiyondan once tohumlar 6giitiicide 6giitiilmiistiir ve meyveler
kiiciik pargalar halinde kesilmistir. Meyve ve tohumun miktarlari sirasiyla 79.68 g ve
67.33 g’dir. Materyaller tek tek %70 metanol ile 40°C'de 8 saat siireyle siirekli
ekstraksiyona tabi tutulmus ve islem her seferinde taze c¢oziicii ile 3 kez
tekrarlanmigtir (Sekil 3.2.-b). Tekrarlanan ekstraktlar bir araya getirilmistir ve
40°C'de vakumda kuruyana kadar konsantre edilmistir (Sekil 3.2.-c). Meyve ve
tohumlarin ekstraktlar1 ayr1 ayri liyofilize edilmistir (Sekil 3.2.-d) ve 5,14 g meyve
ve 4,27 g tohum ekstraktlar1 elde edilmistir (Sekil 3.2.-e). Verim, meyve ve tohum
icin sirastyla %6.5 ve %6.3 olarak tespit edilmistir. Sekil 3.3.de Momordica

charantia L.'nin ekstraktlar1 goriilmektedir.
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Momordica charantia L. ekstraktlarinin  hazirlanmasinda  kullanilan

kimyasallar, cihaz ve sarf malzemeler Tablo 3.1. ve 3.2.’de verilmistir.

Sekil 3.2. Momordica charantia L. ekstraktlarinin hazirlanmasi.
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Tohum Meyve

Sekil 3.3. Momordica charantia L.'nin sulu ekstraktlari.

Tablo 3.1. Momordica charantia L. ekstraktlarinin hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar.

Kimyasal Marka Kullanim Amaci
Suyun kaynama noktasinin
1-Biitanol Merck .
diisiiriilmesi
Metanol Sigma Bitki ekstraksiyonu
milliQ Su Barnstead Bitki ekstraksiyonu

Tablo 3.2. Momordica charantia L. ekstraktlarinin hazirlanmasinda kullanilan cihaz
ve sarf malzemeler.

Cihaz ve Sarf
Marka Kullanim Amaci
Malzemeler
. ' o Sulu ekstratlarin kuru
Liyofilizator Virtis Benchtop K . )
hale getirilmesi
Ogiitiicii AEG (VDE0530/72) | Tohumlarm &giitiilmesi
BUCHI (Vakum Pompast )
Coziiciilerin diistik
V-700, V-500, Vakum Wik altind
sicaklik altinda
Rotavapor Kontrol Sistemi V-800,
buharlagtirilmasi
Isitict Banyo B-490)

3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, B16-F10 fare melanom hiicre hatti (ATCC
CRL- 6475) kullamlmistir. B16-F10, melanomlu bir farenin deri dokusundan izole
edilmis, igsi ve epitel benzeri hiicre morfolojisine sahip bir hiicre hattidir. Hiicreler

icin besiyeri olarak %10 fetal sigir serumu (FBS), penisilin (100 U/mL) ve
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streptomisin (100 mg/mL) iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
kullanilmistir. Hiicreler 37 °C ve %5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir.

Meyve ve tohum ekstraktlarinin ICso (Yari maksimum inhibitor derisimi)
degerlerinin belirlenmesi amaciyla hiicreler, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina
her bir kuyucuga 100 pL DMEM iginde 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir ve
tutunmalar1 i¢in 24 saat etiivde inkiibe edilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler
tizerindeki besiyeri uzaklastirilmistir. Meyve ve tohum ekstraktlarinin her birisinden
5 mg tartilarak balon jojeye alinip iizerine 1 Ml Dimetil siilfoksit (DMSO) eklenerek
vorteksde karistirilmistir ve sonrasinda 20 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek
¢oziilmiistiir. Uzerine 4 mL tamamlanmis besiyeri (FBS+penisilin+streptomisin)
eklenerek 1000 pg/mL c¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢dozeltiler
kullanilarak, hiicreler DMEM ile seyreltilmis farkli derisimlerde (1000.0, 500.0,
250.0, 125.0, 62.5, 31.25 ve 15.625 pg/mL) meyve veya tohum ¢dozeltisi ile 48 saat
ve 72 saat inkiibe edilmistir (n=6). Ardindan Suda ¢6ziiniir tetrazolyum tuzu (WST-
1) testi ile hiicre canliligi belirlenmis ve ICso degeri GraphPad Prism version 6
programi kullanilarak hesaplanmistir. Bu amagla, inkiibasyon siiresi sonunda
hiicreler tizerindeki 6rnek igeren besiyeri uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 100 pL.
DMEM icinde WST-1 (0.1 mg/mL) eklenmis ve 4 saat etiivde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrast 450 nm’de absorbans degerleri multiplaka okuyucu ile
belirlenmistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kontrol grubu olarak sadece besiyerinde inkiibe
edilmis hiicreler kullanilmistir ve kontrol grubundaki hiicre canliligi %100 olarak
kabul edilerek diger gruplardaki canlilik hesaplanmistir. Hiicrelerin ekilmesi ve

WST-1 Testi ile hiicre canlili§inin belirlenmesi asamalari Sekil 3.4.”de gdsterilmistir.
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___ Hiicre besiyeri uzaklagtinlip

@ Kuyucuklara hiicrelerin ekilmesi @ inkiibasyon @/ meyve ve tohum ekstreleri @ ) Inkiibasyon
eklenmesi
Edﬂ saat
—p |] Woasaat —> —
- ! 872 saat
(5) WST-1 reaktifinin eklenmesi ((6)) Hiicre canliliim belirlemek gin kolorimetrik reaksiy (7) Absorbans okuma
i ) |
. ) [/ > —
Y | g
—> &) | Mitokondriyal 5

}fﬂehidmgml
Farmazan'_-'.-:_:‘:.'.' w HY > I

Sekil 3.4. WST-1 Testi ile hiicre canliliginin belirlenmesi.

Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda kullanilan biyolojik materyaller, kimyasallar,
hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan cihaz ve sarf malzemeler Tablo 3.3.-3.5.’de

verilmistir.

Tablo 3.3. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan biyolojik materyaller.

Biyolojik Materyal Marka Kullanim Amaci

B16-F10 Fare melanom Amerikan Tipi Kiiltiir Metabolomik ¢alismalarda
hiicre hatt1 (CRL- 6475) Koleksiyonu (ATCC) kullanilan hiicre hatt1

Hiicrelerin tutunabilmeleri
ve ¢ogalmalari i¢in

Fetal s1g1r serumu ) kullanilan ve igerigi tam
Sigma
(FBS) olarak

tanimlanmamis zengin bir

protein ¢ozeltisi




Tablo 3.4. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan kimyasallar.
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Kimyasal

Marka

Kullanim Amaci

DMSO (Hiicre kiiltiiriine
uygun, >%99.5)

Sigma

Hiicre hatt1 i¢in

ekstrelerin ¢ozlilmesi

DMEM High Glucose

Sigma

Hiicre hatt1 i¢in
ekstrelerin seyreltilmesi
(Hiicre kiiltlirlerinde
olmasi gereken temel

aminoasit kombinasyonu)

Penisilin/Streptomisin

Sigma

Hiicre kiiltiiriinde
bakteriyel
kontaminasyonun

Onlenmesi

WST-1

Roche

Hiicre yasayabilirliginin

belirlenmesi

Tablo 3.5. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan cihaz ve sarf malzemeler.

Cihaz ve Sarf
Marka Kullanim Amaci
Malzemeler
Hiicre kiiltiirii
calismalarinda gerekli
Biyogiivenlik kabini Esco ClassIIA-2 )
aseptik caligma ortaminin
saglanmast
Etiiv Phcbi (Sanyo, Panasonic) | Hiicre hatti inkiibasyonu

GraphPad Prism version

6 programi

Ucretsiz yazilim

ICs0 degerinin

hesaplanmasi

Hiicre kiiltira flaski

SPL Tissue Culture Flask,

25 em?

Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda etkin ve
hizl1 bliylimenin

saglanmasi
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Tablo 3.5. (Devam) Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan cihaz ve sarf
malzemeler.

Cihaz ve Sarf
Marka Kullanim Amaci
Malzemeler
Hiicre kiiltiirii
Hiicre kiiltiirii plakasi Greiner BIO-ONE calismalarinda 6rnekleme
yapilmasi
Hiicre kiiltiirii
. . calismalarinda
Hiicre Sayim Cihazi Bio-Rad TC20
kullanilacak yogunlukta
hiicre hazirlanmasi
Kamera Atagmanli ‘ ‘ Hiicrelerin morfolojik
‘ Nikon Eclipse Ts2
Floresans Mikroskop incelenmeleri
) Molecular Devices, Absorbans degeri
Mikroplaka okuyucu '
SpectraMax 1D3 Olclilmesi

3.4. LC/Q-TOF MS Analizlerinde Uygulanan Metodoloji

Analizler, Agilent 6530 Kuadrpol Ugus Zamanlh Kiitle Spektrometresi (Q-
TOF MS) cihazinda gergeklestirilmistir. Cihaz firmanin ‘Agilent MassHunter’ isimli
ticari yazilimi araciligiyla kontrol edilmektedir. 1200 Infinity UPLC sistemi, pompa,
kolon firmi1 ve otomatik enjektorlii bir sistemdir. HPLC sistemi, kiitle spektrometre
cithazi ile baglantiy1 ayn1 zamanda iyonlastirict olarak ¢alisan ESI (Elektrosprey iyon
kaynagi) bashigi araciligi ile gerceklestirir. Sistem kurutucu gaz olarak azot gazim
kullanir ve bu nedenle cihaza bagli bir azot jeneratorii bulunmaktadir. LC/Q-TOF
MS sistemi i¢in gerekli vakum ortamini saglayabilmek amaciyla, birisi kaba vakum
denilen 6n vakum cihazi, ikinci olarak da yiiksek vakum icin bir bagska vakum

sistemi daha kullanilmaktadir.

3.4.1. Momordica charantia L.’nin Analizi

LC/Q-TOF MS cihazinda gerceklestirililen parametreler Tablo 3.6.’da
verilmistir. Analiz i¢in gradient eliisyon programi kullanilmistir. Bu program Tablo

3.7.”de verilmistir.
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Tablo 3.6. Bitki metabolomigin i¢in LC/Q-TOF MS parametreleri.

Parametre Deger
Akis hiz1 0.30 mL/dak
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Ms tarama araligi 100-1700 m/z
Kalpiler voltaj 4000 V
Kolon sicakligt 35°C
Kurutucu gaz sicakligi 350 °C
Kurutucu gaz akisi 10 L/dak
Kurutucu gaz basinci 45 psi

Tablo 3.7. Bitki metabolomigi i¢in gradient eliisyon programi.

Zaman (dak) Su (%) Asetonitril (%)
1 0 90.0 10.0
2 5.0 55.0 45.0
3 15.0 10.0 90.0
4 18.0 90.0 10.0

Momordica charantia L.’nin meyve ve tohum ekstraktlarinin enjeksiyonu

i¢in hazirlanan ¢ozeltiler Tablo 3.8.’de verilmistir.

Tablo 3.8. Meyve ve tohum ekstraktlarinin enjeksiyonu i¢in hazirlanan ¢ozeltiler.

Cozelti Hazirlanisi

10 mg meyve ekstrakti tartilmistir ve balon jojeye
alinmistir. 5 mL asetonitril:metanol 50:50 (v/v)
Meyve ekstrakti eklenerek ¢oziilmiistiir. Daha sonra iizerine 5 mL daha
eklenerek 25 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.

Seyreltmeler distile su ile yapilmistir.

10 mg meyve ekstrakti tartilmistir ve balon jojeye
alinmistir. 5 mL asetonitril:metanol 50:50 (v/v)
Tohum ekstrakti eklenerek ¢oziilmiistiir. Daha sonra iizerine 5 mL daha
eklenerek 25 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.

Seyreltmeler distile su ile yapilmistir.




70

Tablo 3.8. (Devam) Meyve ve tohum ekstraktlarinin enjeksiyonu i¢in hazirlanan

cozeltiler.

Cozelti

Hazirlanisi

Su (%0.1 Formik Asit)

499.5 mL deiyonize suya 500 pL formik asit eklenerek

hazirlanmustir.

Asetonitril (%0.1
Formik Asit)

499.5 mL asetonitrile 500 pL formik asit eklenerek

hazirlanmistir.

Bitki metabolomigi icin tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar,

cihaz ve sarf malzemeler Tablo 3.9. ve 3.10°da verilmistir.

Tablo 3.9. Momordica charantia L.’nin analizi kapsaminda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Marka Kullanim Amaci

Asetonitril Sigma Ekstraktlarin ¢oziilmesi
Metanol Sigma Ekstraktlarin ¢oziilmesi

MilliQ Su Barnstead Meyve ve tohum

cozeltilerinin seyreltilmesi

Ultra saf su

MILLIPORE Direct-Q

Saf su Sistemi

LC-MS hareketli faza

Asetonitril

Sigma

LC-MS hareketli faz1

Formik Asit
(LC-MS Saflikta)

Sigma

LC-MS hareketli faz1

hazirlama

Tablo 3.10. Momordica charantia L.’nin analizi kapsaminda kullanilan cihaz ve sarf

malzemeler.
Cihaz, Yazilim ve Sarf
Marka Kullanim Amaci
Malzemeler
Agilent 6530
Q-TOF MS Agilent Technologies, 184 Santa | Metabolit profilleme
Clara, CA
HPLC Agilent 1260 Infinity Metabolit profilleme
AGT-695775-702 Poroshell
C18 kolon HPLC kolonu
HPH-C18, 2.1x100 mm, 2.7 um
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Tablo 3.10. (Devam) Momordica charantia L.’nin analizi kapsaminda kullanilan

cihaz ve sarf malzemeler.

Cihaz, Yazihm ve Sarf

Malzemeler

Marka

Kullanim Amaci

Hassas terazi

Mettler Toledo AG285

Meyve ve tohum
ekstraktlarinin
kitlelerinin

Olciilmesi

BiyoRender

BiyoRender

Sekillerin

olusuturulmasi

PO

Ucretsiz yazilim

XCMS
parametrelerini

optimize edilmesi

MSDial

Ucretsiz yazilim

Metabolit profilleme

ProteoWizard

Ucretsiz yazilim

MS dosya
uzantisinin

doniistiiriilmesi

‘R’ istatistik programi

Ucretsiz yazilim

XCMS programinin
caligmasi i¢in

kullanilan yazilim

Bandelin, Snorex Super RK 154

Meyve ve tohum

Ultrasonik Banyo ekstraktlarinin
s ¢Ozlinmesi
LABCONCO 7310020 Vacuum Numune ve
Vakum Santrifii Concentrator Refrigerate cozeltilerin
Benchtop ucurulmasi
Meyve ve tohum
Vorteks IKA VORTEX 3 ekstraktlarinin
¢Ozlinmesi
XCMS Ucretsiz yazilim Metabolit profilleme
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3.4.2. Melanom Hiicre Hattinin Analizi

- Omik Calismalarda Hiicre Kiiltiiriinden Numune Alma

Laminar flow kabin igerisinde;

Flaskin igerisindeki besi yeri atilmistir. Flask fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikanmistir. Flaskin i¢ine 1 mL soguk metanol eklenmistir. Eklenen metanoliin tiim
ylizeye degmesi gerekmektedir.

Hiicre kiiltiiriinden hemen cikinca,

Yikanmis kapakli kopiik kutu igerisine sivi azot eklenmistir. Hiicre
kiiltiirtinden alinan flask dnce bir buz akiisiiniin iistiine konulup yaklasik yaklasik 30
saniye — 1 dak soguk ortama aligtirilmistir. Flasklar yavasga azot igerisine
daldirilmistir. Daldirirken flaskin agzi sikica kapali olmamalidir ve flaskin agzindan
azotta girmemelidir. Bu basamagin bittigini anlamak i¢in flaskin i¢indeki hiicrelerin
renginin beyaza donmesi gerekmektedir. Sivi azottan alinan flasklar numune
hazirlama asamasina gegilene kadar -80°C‘de saklanmustir.

Numune hazirlama;

Temiz bir jel kaziyici ile duvardaki hiicreler dahil olmak {izere biitiin
hiicrelerin yilizeyden ayrilmasi saglanmistir ve flaskin ig¢indeki ¢ozeltide toplanmaistir.
Flaskin i¢indeki hiicre siispansiyonunu tamami otomatik pipetle ¢ekilip eppendorfa
alinmistir. Daha sonra flaskin i¢ine soguk metanolden 750 pL duvarlar yikayarak
eklenmistir. Kalan hiicreler tekrar jel kaziyici ile toplanmigtir. Flaskin i¢indeki hiicre
slispansiyonu otomatik pipetle alinip ayni eppendorfa eklenmistir. Eppendorf 1
dakika vorteks yapilmistir. Sogutmali santrifiij cithazinda (-4°C , 15000 rpm) santrifiij
edilmistir. Metabolomik ¢alismalar i¢in siipernatan kismi ayr1 bir eppendorfa 500 pL
alimmistir. Vakum santrifiijde +4°C’de metanol ugurulmustur. Kalinti iizerine 500 pL
hareketli faz (50:50 ACN:Su) eklenmistir. Eppendorf 1 dakika vortekslenmistir.
Santrifiij cihazinda (10.000 rpm, 10 dk) santrifiij edilmistir. Siipernatanttan 150 pL
alinip insert igeren viale konulmustur. Vial kapagi kapatilip 5 sn vorteks yapilmistir.
LC/Q-TOF MS cihazinda gergeklestirililen parametreler Tablo 3.11.’de verilmistir.
Analiz i¢in gradient eliisyon programi kullanilmistir. Bu program Tablo 3.12.°de

verilmistir.
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Tablo 3.11. Hiicre kiiltiirii metabolomigi i¢cin LC/Q-TOF MS parametreleri.

Parametre Deger
Akis hizi 0.35 mL/dak
Enjeksiyon hacmi 5uL
Ms tarama aralig1 100-1700 m/z
Kalpiler voltaj 4000 V
Kolon sicakligi 35°C
Kurutucu gaz sicakligi 300 °C
Kurutucu gaz akist 8 L/dak
Kurutucu gaz basinci 35 psi

Tabloe 3.12. Hiicre kiiltlirii metabolomigi i¢in gradient eliisyon programi.

Zaman (dak) Su (%) Asetonitril (%)
1 0 90.0 10.0
2 3.0 65.0 35.0
3 12.0 10.0 90.0
4 14.0 90.0 10.0

Momordica charantia L.’nin melanom hiicre hattina ekilmesi i¢in hazirlanan

meyve ve tohum ekstraktlarinin ¢ozeltileri Tablo 3.13.’te verilmistir.

Tablo 3.13. Melanom hiicre hattina ekimi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler.

Cozelti Hazirlanisi

Meyve ekstraktinin 5 mg’1 tartilarak balon
jojeye almip iizerine 1 mL DMSO eklenerek
vorteks karistiricida karistirilmistir ve
sonrasinda 20 dak ultrasonik banyoda
bekletilerek ¢oziilmiistiir. Uzerine 4 mL
Meyve ekstrakti
tamamlanmis besiyeri
(FBS+penisilintstreptomisin) eklenerek
1000 pg/mL ¢ozeltiler hazirlanmastr.

Hazirlanan bu stok ¢ozeltiler kullanilarak,

hiicreler DMEM ile seyreltilmistir.
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Tablo 3.13. (Devam) Melanom hiicre hattina ekimi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler.

Cozelti Hazirlanisi

Tohum ekstraktinin 5 mg’1 tartilarak balon
jojeye aliip tizerine 1 mL DMSO eklenerek
vorteks karistiricida karistirilmistir ve
sonrasinda 20 dakika ultrasonik banyoda
Tohum ekstrakt: bekletilerek ¢dziilmiistiir. Uzerine 4 mL
tamamlanmig besiyeri
(FBS-+penisilin+streptomisin) eklenerek
1000 mg/mL ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Hazirlanan bu stok ¢ozeltiler kullanilarak,

hiicreler DMEM ile seyreltilmistir.

499.5 mL deiyonize suya 500 pL formik
Su (%0,1 Formik Asit)
asit eklenerek hazirlanmistir.

499.5 mL asetonitrile 500 pL formik asit
Asetonitril (%0.1 Formik Asit)
eklenerek hazirlanmigtir.

Melanom hiicre hatt1 analizi kapsaminda kullanilan kimyasallar, cihaz ve sarf

malzemeler Tablo 3.14. ve 3.15.’de verilmistir.

Tablo 3.14. Melanom hiicre hatt1 analizi kapsaminda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Marka Kullanim Amaci
Asetonitril Sigma LC-MS hareketli faz1
Dimetil siilfoksit, (Hiicre ] )
Sigma Ekstraktlarin ¢oziilmesi
kiiltiirtine uygun >%99,5)
Fosfat tamponlu salin _ Flask igerisindeki
Sigma
(PBS) besiyerinin yikanmasi
Formik Asit LC-MS hareketli fazi
Sigma
(LC-MS Saflikta) hazirlama

Hiicrelerin flask
Metanol (LC-MS Saflikta) Merck '
ylizeyinden alinmasi

MILLIPORE Direct-Q
Ultra saf su LC-MS hareketli fazi
Saf su Sistemi




Tablo 3.15. Melanom hiicre hatt1 analizi kapsaminda kullanilan cihaz ve sarf

malzemeler.
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Cihaz, Yazilim ve Sarf

Marka Kullanim Amaci
Malzemeler
Agilent 6530
Q-TOF MS Agilent Technologies, 184 | Metabolit profilleme
Santa Clara, CA
AGT-695775-702
C18 kolon Poroshell HPH-C18, HPLC kolonu
2.1x100 mm, 2.7 pm
BiyoRender BiyoRender Sekillerin olugturulmasi

Derin dondurucu

Hettich UNIVERSAL 320
R Masaiistii Sogutmall
Santrifiij, 16000 rpm

Metanoliin sogutulmasi ve
numune hazirlama agamasina
gecilene kadar flasklarin

saklanmasi

Hassas terazi

Mettler Toledo AG285

Meyve ve tohum
ekstraktlarinin kiitlelerinin

Olciilmesi

Hiicre kaziyici

Grainer BIO-ONE 541080
Hiicre Styirici ve Spatiila
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Flaskin duvarindaki hiicreler
dahil olmak tizere biitiin

hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi

MSDial

Ucretsiz yazilim

Metabolit profilleme

Reifycs Analysis Base File

Converter

Ucretsiz yazilim

MS dosya uzantisinin

donistiiriilmesi

Santrifiij cihazi

Hettich UNIVERSAL 320
R Masaiistii Sogutmali
Santriftij

Cokelek ve santrifligatin

ayrilmasi

Ultrasonik banyo

Bandelin, Snorex Super RK
154 BH

Meyve ve tohum

ekstraktlarinin ¢6ziinmesi

Vakum santrifiij

LABCONCO 7310020
Vacuum Concentrator

Refrigerate Benchtop

Numune ve ¢ozeltilerin

ugurulmasi

Vorteks

IKA VORTEX 3

Meyve ve tohum

ekstraktlarinin ¢6ziinmesi
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3.5. Veri Isleme

Metabolit profilleme calismalart C18 kolon ve pozitif MS modunda
gergeklestirilmistir. LC/Q-TOF MS’den ¢ikan “.d” wuzantili ham datalar
“ProteoWizard” yazilimi araciligiyla islenebilir “.mzML” uzantili dosyalara
donistiiriilmiistiir. Bu dosyalar R yazilimi altinda ¢alisan XCMS yazilimina
yuklenerek, ham data parametrelerinin optimizasyonu igin gelistirlen ‘IPO’ yardimci
yazilimindan ayrilmis iyon kromatogramlar1 ve sonuglart gosteren tablo elde
edilmistir. MSDIAL ile yapilan veri analizi i¢in ‘default’ parametreler kullanilmistir.
Ham verilerin korelasyon analizi yapilmistir ve 1r<0.900 olan pikler
degerlendirilmemistir. Daha sonra bu pikler normalize edilmistir. Normalizasyon
islemi i¢in, pik siddetlerinin pikin enjeksiyondaki tiim piklerin ortalamasina
boliinmesiyle normalize degerler bulunmustur. Normalize edilmis pikler tablosu
olusturulmus. Bu degerler ‘t istatistik testi’ ile karsilastirilarak (p<0,05 giiven aralig)
bitki metabolomigi i¢in degisim katsayis1 (DK) 2.0 kattan fazla degisen pikler ve
hiicre kiiltlirii metabolomigi icin DK 1.5 kattan fazla degisen pikler bulunmustur.
Elde edilen sonuglar MetaboAnalyst 5.0 yazilimina yiiklenerek PCA grafikleri

cikarilmistir ve metabolit eslestirilmesi yapilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Momordica charantia L.’nin LC/Q-TOF MS Analizlerine Ait

Bulgular

LC/Q-TOF MS enjeksiyonlar1 i¢in meyve ve tohumun temel pik
kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 4.1.°de verilmistir. Tohum ve meyveler igin
metabolom diizeyindeki farkliliklar1 gosteren PCA grafigi Sekil 4.2.'de verilmistir.

Metabolom diizeyinde meyve ve tohumun Volcana plot grafigi Sekil 4.3.’de

verilmistir.

1108 [#ES188C Scan Frage1 TSV duyguliSd

10° 4231 B5C Scan FrageTS 0 duyqueS

Pik siddeti

S 2 25 3 85 % A

S 15 155 16 165 17 175 18 185 18 195 2 205 21 25 2

05 11 M5 2 105 B oNu5 U oW
Alikonma zamam (dak)

Sekil 4.1. Meyve (a) ve tohum (b) i¢in ekstraktlarinin temel pik kromatogramlari.
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XCMS
© meyve
O tohum
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150 100 50 0 50 100 150
PC 1(50.1%)
MSDial
o meyve
& o tohum
S - &

PC2(9.7%)
0
1
(0]

T T T T T
-20 <10 0 10 20

PC1(824%)

Sekil 4.2. Tohum ve meyvenin metabolom diizeyindeki istatistiksel farkini gosteren
PCA grafigi (XCMS ve MSDial igin)
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* Azahs

Sekil 4.3. Tohum ve meyve metabolomigi arasindaki Volcano plot grafigi (XCMS ve

MSDial igin).



Sekil 4.4.”de veri analizinde kullanilan XCMS ve MSDial yazimlari ile

yapilan veri analizleri sonucu olusan pik sayilari1 verilmistir.

I XCMS | | MSDial I
Ham verideki pik sayis1 > 1178 6063
Tohum ve meyve arasinda istatiksel olarak farkli (p<0.05) pik sayisi 695 338
Tohum ve meyve arasinda istatiksel olarak farkli ve en az 2 kat degisime
g 617 290

ugramus pik sayisi
MetaboAnalyst5.0a yiiklenen pik sayisi > 617 290
Istatiksel hesaplamalar ve metabolik yolak analizleri sonucu
MetaboAnalyst tarafindan eslestirilen metabolit sayis1 (KEGG veri > 188 126
bankasi sonuglari)

>MetaboAnalyst sonucu sunulan listedeki KEGG veri bankasi kodlarinin 97 58

HMDB ile eslestirilmesi sonucu kalan metabolit sayis:
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Sekil 4.4. Bitki metabolomik veri analizinde kulanilan XCMS ve MSDial yazilimlar
sonucu pik sayilari.

Tablo 4.1.°’de XCMS Veri Tabani ile yapilan veri analizi sonucu bulunan

HMDB’de bitkisel igeriklerle eslesen metabolitler, Tablo 4.2.°de MSDial Veri

Tabani ile yapilan veri analizi sonucu bulunan HMDB’de bitkisel iceriklerle eslesen

metabolitler verilmistir.

Tablo 4.1. Bitki metabolomigi sonucu tohum ve meyvede bulunan metabolitler

(XCMS).
Metabolit m/z Rt Eslesen form Metabolit adi MFC™ -
(dak) (T/M)
1 180.1017 1.0 M+H[1+] (R)-Salsolinol 13.5 4
2 2331330 | 7.2 HCOOI\IQI;H[I +] Pantetein 4.1 +
3 147.0442 1.0 M+H[1+] Kumarin 2.2 =
4 347.1541 1.0 M+Na[1+] Triptamin 4.2 +
5 492.3836 | 9.7 M-H,O-+H[1+] LysoPC (0O-18:0) 18.4 -
6 728.4687 9.2 M+HCOOK][1+] Glukozilseramid 9.8 -
7 543.3371 | 15.2 M-COx+H[1+] Preskualen difosfat 2.3 +
8 129.0420 0.9 M[1+] Piroglutamik Asit 10.48 +

" Tohumun (T) meyveye (M) kiyasla metabolit miktarinin +, arttigini; -; azaldigm
ggstermektedir.
MEFC (Miktar degisim oran1), Tohumun meyveye kiyasla metabolit miktarinin kag
kat degistiginin bir dl¢iisiidiir.
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Tablo 4.2. Bitki metabolomigi sonucu tohum ve meyvede bulunan metabolitler

(MSDial).
Metabolit | Pik m/z (;::() Eslesen form Metabolit adi MFC™ | +/-"(T/M)
1 112.9995 1.1 M+K[1+] D-Laktaldehit 3.8 +
2 112.9995 1.1 M+K][1+] Laktaldehit 3.8
3 112.9995 1.1 M+K][1+] Hidroksiaseton 3.8 +
4 1 112.9995 1.1 M+K[1+] Propiyonik asit 3.8 *
5 112.9995 1.1 M-CO2+H[1+] Fosfoglikolik asit 3.8 +
6 112.9995 1.1 M+HO+H[1+] Kloroasetik asit 3.8 +
M- s
7 121.1018 8.3 HCOOH-+H[1+] Perilik asit 11.1 4
8 ) 132.1020 1.0 M+H[1+] L-Lésin 4.9
9 132.1020 1.0 M-+H[1+] L-izolésin 4.9 +
10 134.0606 0.9 M-H4O2+H[1+] Norepinefrin 4.6
M- . . .
11 3 134.0606 0.9 HCOOH-+H[1+] Hippurik asit 4.6 +
12 134.0606 0.9 M-H4O>+H[1+] Piridoksin 4.6 s
13 4 145.0510 0.9 M-H4O2+H[1+] Paraksantin 8.7 +
14 145.0510 0.9 M-H4O2+H[14] R-Teobromin 8.7 +
15 5 154.1344 0.9 M-+H+Na[2+] Stearik asit 13.6 4
5_
16 156.0447 0.9 M-H4O2+H[1+] Hidroksiindoleasetik 3.0 -
6 asit
5-Fenil-1,3-
17 156.0447 0.9 M-H4O2+H[1+] oksazinan-2.4-dion 3.0 -
18 163.0614 0.9 M-H>O+H[1+] Paraksantin 11.1
19 7 163.0614 0.9 M-H>O+H[1+] Teobromin 11.1 s
M- . .
20 163.0614 0.9 HCOOH-+H[1+] Dihidrolipoat 11.1 +
21 ¢ 166.0858 1.0 M-+H[1+] L-fenilalanin 9.4
22 166.0858 1.0 M-H>O+H[1+] Epinefrin 9.4
23 9 168.0686 0.9 M+H>O+H[1+] L-Metionin 17.5
24 10 | 1910426 | 09 M+HCO]ONa[1+ Niasinamid 8.6 +
25 211.0863 0.9 M+NaCl[1+] Perilil alkol 40.0 +
26 " 211.0863 0.9 M+NaCl[1+] (+)-trans-Carveol 40.0 i
27 211.0863 0.9 M+NaCl[1+] Alfa-pinen-oksit 40.0 i
28 211.0863 0.9 M+NaCl[1+] (-)-trans-Carveol 40.0 4
29 12 244.0935 0.9 M+H[1+] Sitidin 3.8 +
30 13 289.0739 0.9 M+H,O+H[1+] Nordiazepam 2.5 4
31 14 296.0582 0.9 M+3H[3+] Fenilasetil-CoA 7.3 +
32 337.0974 0.9 M+NaCl[1+] Pantetein 3.7 4
33 15 337.1916 11.8 M+NaCl[1+] gama-linolenik asit 4.2 -
34 337.1916 11.8 M+NaCl[1+] alfa-linolenik asit 4.2 =
35 419.3296 15.8 M+Na[l+] 5-dehidroepisterol 5.4 -
16 _keto-4-
36 4193296 | 158 M-Na[1+4] 3-keto-4 0.0 -

metilzimosterol

* Tohumun (T) meyveye (M) kiyasla metabolit miktarmin +, arttidimi; -; azaldigini gostermektedir.

** MFC, Tohumun meyveye kiyasla metabolit miktariin kag¢ kat degistiginin bir 6l¢iisiidiir.
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4.2. Melanom Hiicre Hatti LC/ Q-TOF MS Analizlerine Ait Bulgular

Cesitli enzim inhibe edici bilesiklerin bagil giiglerini karsilagtirmak i¢in nicel
bir Ol¢iim yapilmalidir, ICso degerleri siklikla kullanilmaktadir (267). 1Cso, yari
maksimum inhibe edici derisim olarak bilinmektedir (268).

Sitotoksisite, hiicre canlilifi ve hiicre proliferasyonunun belirlenmesi ig¢in
birgok yontem kullanilmaktadir. Kolorimetrik ydntemler ucuz, givenirlilikleri
yiiksektir, tekrarlanabilir yiiksek ve hizlidir. Birgok hiicre kiiltiirli ¢aligmasinda 1Cso
degerleri kullanilarak analiz yapilmaktadir (269). 24 saat, 48 saat ve 72 saat i¢in

derisime kars1 hiicre canliligini (%) gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.5., 4.6. ve

4.7.”de verilmistir.

120
Tohum
100 f 1Cs0:
11 71.21 pug/mL
*Hﬁ'\ —— Meyve
~ bt
§ 80 | 1Cso:
5o \ “\ 106.7 pg/mL
= L
g 60 \\
i \
P
= * s
o 40 \
e g st FETRE — = =
20
0
0 200 400 600 800 1000

Derisim (ng/mL)

Sekil 4.5. Derisime kars1 hiicre canliligi (%) degisimleri (24 saat).
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~— Tohum
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Sekil 4.6. Derigsime kars1 hiicre canliligi (%) degisimleri (48 saat).
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Sekil 4.7. Derigsime kars1 hiicre canliligi (%) degisimleri (72 saat).
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Melanom hiicre hattinin 48 saat inkiibasyon sonucu LC/Q-TOF MS
enjeksiyonlari i¢in kontrol, meyve ve tohumun temel pik kromatogramlari sirasiyla
Sekil 4.8., 4.9. ve 4.11.de verilmistir. Tohum, meyve ve kontrol i¢cin metabolom
diizeyindeki farkliliklar1 gosteren PCA grafigi Sekil 4.14.’de verilmistir. Veri analizi
sirasindaki pik sayilari meyve ve tohum ig¢in sirastyla Sekil 4.10. ve 4.12.°de
verilmistir. Kontrol/meyve ve kontrol/tohum arasinda istatiksel olarak farkli ve en az
1.5 kat degisime ugramis pik sayilart Sekil 4.13.’de verilmistir. MetaboAnalyst
sonucu sunulan listedeki KEGG veri bankasi kodlarmin HMDB ile eslestirilmesi

sonucu kalan metabolitler meyve ve tohum igin sirasiyla Tablo 4.3. ve 4.4.°de

verilmigtir.

|
I \

M A e o VAN

o - \Ilkonmammnm(dal\} "

Sekil 4.8. Kontrol (48 saat) i¢in temel pik kromatogramlari.
—Ath
PM‘J&—E - A e S L ‘ |

'.-\h‘komrm zamam (da‘;) C

Sekil 4.9. Meyve (48 saat) icin temel pik kromatogramlari.
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157

134

134

24

14

Sekil 4.10. Meyve/Kontrol i¢in veri analizi sonucu pik sayilari (48 Saat).

Ham verideki pik sayis1

J

"
Kontrol (48 saat) ve meyve (48 saat) arasinda istatiksel olarak

farkli (p<0.05) pik sayis1
o
-
» Kontrol ve meyve arasinda istatiksel olarak farkli ve en az 1.5
kat degisime ugramis pik sayisi
J
.
* MetaboAnalyst5.0’a yiiklenen pik sayis1
4
* 134 pikin istatiksel hesaplamalar ve metabolik yolak analizleri
sonucu MetaboAnalyst tarafindan eslestirilen metabolit sayisi
(KEGG veri bankas1 sonuglar) )
* MetaboAnalyst sonucu sunulan listedeki KEGG veri bankas1
kodlarimin HMDRB ile eslestirilmesi sonucu kalan metabolit
sayist )

85
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s 9 95 w wWs n 1S5 2 12§ 19 X
Alkonma zamam (dak)

Sekil 4.11. Tohum (48 saat) i¢in temel pik kromatogramlari.

%
* Ham verideki pik sayis1
4077 )
"
» Kontrol (48 saat) ve tohum (48 saat) arasinda istatiksel olarak
229 farkli (p<0.05) pik say1s1 )
-
* Kontrol ve tohum arasinda istatiksel olarak farkli ve en az 1.5
97 kat degisime ugramis pik sayisi
J
N
= * MetaboAnalyst5.0’a yiiklenen pik sayisi
J
* 97 pikin istatiksel hesaplamalar ve metabolik yolak analizleri )
sonucu MetaboAnalyst tarafindan eglestirilen metabolit sayisi
18 (KEGG veri bankasi sonuglari) )
* MetaboAnalyst sonucu sunulan listedeki KEGG veri bankast )
kodlarinin HMDB ile eslestirilmesi sonucu kalan metabolit
5 sayisl )

Sekil 4.12. Tohum/Kontrol i¢in veri analizi sonucu pik sayilar1 (48 Saat).

1 165 17 175 1 185 19 WS
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48 Saat Meyve - Kontrol 48 Saat Tohum - Kontrol

95 39 38

Sekil 4.13. Kontrol/meyve ve kontrol/tohum arasinda istatiksel olarak farkli ve en az
1.5 kat degisime ugramis pik sayilari (48 saat).
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PC 1 ( 46.8 %)

Sekil 4.14. Metabolom diizeyinde kontrol, meyve ve tohumun istatistiksel farkini
gosteren PCA grafigi (48 saat).
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72 saat inkiibasyon sonucu LC/Q-TOF MS enjeksiyonlari i¢in kontrol, meyve
ve tohumun temel pik kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.15., 4.16. ve 4.18.°de
verilmistir. Tohum, meyve ve kontrol i¢in metabolom diizeyindeki farkliliklar
gosteren PCA grafigi Sekil 4.21.’te verilmistir. Veri analizi sirasindaki pik sayilari
meyve ve tohum i¢in sirastyla Sekil 4.17. ve 4.19.’da verilmistir. Kontrol/meyve ve
kontrol/tohum arasinda istatiksel olarak farkli ve en az 1.5 kat degisime ugramis pik
sayilar1 Sekil 4.20.’de verilmistir. MetaboAnalyst sonucu sunulan listedeki KEGG
veri bankasi kodlarinin HMDB ile eslestirilmesi sonucu kalan metabolitler meyve ve
tohum icin sirastyla Tablo 4.5.ve 4.6.’da verilmistir. Meyve ve tohum i¢in ortak olan

metabolitler Tablo 4.7.’de verilmistir.

Pik siddeti _

i, I
w\““ — “~)~"&—“%~"“*~”’*J ‘N\’J/ \““

;\‘l’lkﬂl;m; ;nm;nl }dnk) ’

Sekil 4.15. Kontrol (72 saat) i¢in temel pik kromatogramlari.

Pik siddeti

) Ailko;l;ﬂl iam’am (;lnk)

Sekil 4.16. Meyve (72 saat) i¢in pik temel pik kromatogramlari.
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Sekil 4.17. Meyve/Kontrol icin veri analizi sonucu pik sayilar1 (72 Saat).

Ham verideki pik sayis1
J

"
Kontrol (72 saat) ve meyve (72 saat) arasinda istatiksel olarak
farkli (p<0.05) pik sayis1

J
Kontrol ve meyve arasinda istatiksel olarak farkli ve en az 1.5
kat degisime ugramus pik sayisi

2

-
MetaboAnalyst5.0’a yiiklenen pik sayisi

J

143 pikin istatiksel hesaplamalar ve metabolik yolak analizleri )
sonucu MetaboAnalyst tarafindan eslestirilen metabolit sayis1

(KEGG veri bankasi sonuglar) )

MetaboAnalyst sonucu sunulan listedeki KEGG veri bankast )
kodlarmin HMDB ile eslestirilmesi sonucu kalan metabolit

sayis1 )
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Sekil 4.18. Tohum (72 saat) i¢in temel pik kromatogramlari.

.
* Ham verideki pik sayis1
5484 )
.
» Kontrol (72 saat) ve tohum (72 saat) arasinda istatiksel olarak
174 farkl1 (p<0.05) pik sayis1 )
.
» Kontrol ve tohum arasinda istatiksel olarak farkli ve en az 1.5
143 kat degisime ugramis pik sayisi
4
"\
055 * MetaboAnalyst5.0’a yiiklenen pik sayis1
J
* 143 pikin istatiksel hesaplamalar ve metabolik yolak analizleri )
sonucu MetaboAnalyst tarafindan eslestirilen metabolit sayis1
41 (KEGG veri bankasi sonuglari) J
* MetaboAnalyst sonucu sunulan listedeki KEGG veri bankas1 )
kodlarinin HMDB ile eslestirilmesi sonucu kalan metabolit
25 sayis1 )

Sekil 4.19. Tohum/Kontrol i¢in veri analizi sonucu pik sayilari (72 Saat).
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72 Saat Meyve - Kontrol 72 Saat Tohum - Kontrol

69 74 69

Sekil 4.20. Kontrol/meyve ve kontrol/tohum arasinda istatiksel olarak farkli ve en az
1.5 kat degisime ugramis pik sayilari (72 saat).

Scores Plot
o O Kontrol
= > Meyve
o © Tohum
O
5 O
@
o8
2
5 7 o — ®
& C6) o
g © o
o o)
O
O
g O
ﬂ. I I T I
-20 -10 0 10

PC 1 (38.9 %)

Sekil 4.21. Metabolom diizeyinde kontrol, meyve ve tohumun istatistiksel farkini
gosteren PCA grafigi (72 saat).

MetaboAnalyst sonucu sunulan listedeki KEGG veri bankasi kodlarinin
HMDB ile eslestirilmesi sonucu kalan metabolit sayisi 48 saat ve 72 saat igin
sirastyla Sekil 4.22. ve 4.23.de verilmistir. Kontrol (48 saat) ve kontrol (72 saat);
meyve (48 saat) ve meyve (72 saat) ve tohum (48 saat) ve tohum (72 saat) temel pik

kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.24., 4.25. ve 4.26.’da verilmistir.
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48 Saat Meyve - Kontrol 48 Saat Tohum - Kontrol

N

14

Sekil 4.22. Kontrol/meyve ve kontrol/tohum arasinda MetaboAnalyst sonucu
sunulan listedeki KEGG veri bankasi kodlarinin HMDB ile eslestirilmesi sonucu
kalan metabolit sayis1 (48 saat).

72 Saat Meyve - Kontrol 72 Saat Tohum - Kontrol

24 14 11

Sekil 4.23. Kontrol/meyve ve kontrol/tohum arasinda MetaboAnalyst sonucu
sunulan listedeki KEGG veri bankasi kodlarinin HMDB ile eslestirilmesi sonucu
kalan metabolit sayis1 (72 saat).

Meyve ve tohumun melanom hiicre hatlarinda 48 ve 72 saat inkiibasyon
sonucu kromatogramlar1 ayri1 ayr1 verilmistir ancak karsilastirmak i¢in ayni
kromatogram igerisinde tist {liste ¢akistirilmis halde Sekil 4.24.’de kontrol (48 saat)
ve kontrol (72 saat) icin temel pik kromatogrami, Sekil 4.25.”de meyve (48 saat) ve
meyve (72 saat) icin temel pik kromatogramlar1 ve Sekil 4.26.’da tohum (48 saat) ve

tohum (72 saat) i¢in temel pik kromatogramlar1 verilmistir.
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5. TARTISMA

Halihazirda piyasada bulunan ilaglarin birgogu (afyon, aspirin, digitalis ve
kinin) dogal ilaglardir. DSO’ye gére, ABD’de kullanilan mevcut ilaglarm yaklasik
%25'1 bitkilerden elde edilmektedir. Farmakopede yaklasik 7000 restoratif karigim
bitkilerden elde edilmektedir (270). Giris kisminda da bahsedildigi gibi cesitli
hastaliklarda kullanilan bitkiler, dogal kaynaklar olarak 6nem tasimaktadir. Bitkiler,
potansiyel terapoOtik etkiye sahiptir ve c¢esitli hastaliklarin tedavisi amaciyla
kullanilmaktadirlar. Bu tez kapsaminda yara bakim o&zelligi olabilecek bitkiler
incelenmis ve literatiir taramasi dogrultusunda yara iyilestirici Ozelligi sinirh
kaynakta belirtilmis, icerigi iizerine sayili arastirma yapilmig, temel aktif bilesen
olarak kukurbitasin grubu bilesenler iceren Momordica charantia L. nin melanom
lizerine ¢cogalmay1 onleyici (antiproliferatif) etkisinin B16-F10 fare melanom hiicre
hatlarinda in vitro incelenmesine karar verilmistir. Cogalmay1 onleyici etki
mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in bitki metabolomigi ¢alismalar1 gerceklestirilmis
ve de in vitro ¢ogalmay1 Onleyici etki hedeflenmemis metabolomik calismalarla
molekiiler diizeyde incelenmistir. Genel Bilgiler’in Yara Iyilesmesinde ve Cilt
Kanserinde Kullanilan Uriinler baslhig: altinda yara iyilestirici olarak kullanilan Aloe
vera gibi gesitli bitkilere yer verilmistir. Bu durum agik¢a ortaya koymaktadir ki;
yara iyilestime ozelligi sebebiyle Aloe vera vb. pek c¢ok bitki yukarida anlatildig:
tizere halihazirda tedavi kullanilmaktadir hatta bir kismi ruhsatlanmistir.  Genel
Bilgilerin Momordica charantia L.’mn Yara lyilestirici Etkileri ve Momordica
charantia L.’nin Antikanser Etkileri kisimlarinda anlatildig gibi yara iyilestirici ve
kanserle iliskili az sayida caligmasi bulunmaktadir ve molekiiller mekanizmasi
neredeyse hi¢ aydmlatilmamistir. Tablo 2.10.°da Momordica charantia L.’nin
antiinflamatuvar ve antikanser etki mekanizmasina yonelik caligmalar verilmistir.
Tiim bunlar motive edici olmustur ve yara iyilestirici olarak kullanilabilecek
Momordica charantia L. bitkisi molekiiler diizeyde arastirilmak icin secilmistir.

Ik olarak Momordica charantia L. bitkisinin olgun meyvesi toplanmistir ve
meyve ve tohum ekstre edilmistir. Metanol, bitkideki sekonder metabolitleri de
iceren bir¢ok maddeyi ¢ozebilmektedir. Gere¢ ve Yontem kisminda anlatildigi gibi
metanol kullanilarak hem polar ve hemde apolar bilesenlerin bir¢ogunun ekstre

edilmesi amaclanmistir. Metanol ekstraktlari daha sonra C18 kolon kullanilarak
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LC/Q-TOF MS yontemi ile analiz edilmistir. C18 kolon, hem polar hem de apolar
bilesenlerin analizini kapsayabilmek amaciyla kullanilmistir. Bu analiz yapilirken
gradient eliisyon programi kullanilmistir (Bkz. Tablo 3.7.). Bu eliisyonda ilk olarak
su faz1 %55 iken, daha sonra kolonda kalan ve eliie olmayan organik ve apolar
bilesenlerin eliie edilmesi ic¢in asetonitril fazinin ylizdesi enjeksiyonun 15.
dakikasinda %90’a ¢ikarilmistir. Buna gore yapilan analiz sonucunda meyve ve
tohum metanol ekstraktlarinin temel pik kromatogramlari iist iiste ortiismiistiir ve 10.
dakikadan sonra degisiklik gozlenmistir. 10. dakikadan sonra kolondan genelde
apolar bilesikler eliie oldugu i¢in apolar bilesenler bazinda meyve ve tohum
birbirinden farkli goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.1.). Bu farklilig: istatiksel olarak ortaya
koyabilmek i¢in PCA kullanilmistir. PCA, metabolomik analizlerde gruplar arasi
farklilagsmay1 gostermek i¢in sik kullanilan yontemlerden bir tanesidir (271). PCA
grafiginden de anlasildig1 gibi meyve ve tohumun metabolom diizeyinde birbirinden
farkli oldugu gorilmiistiir (Bkz. Sekil 4.2.). Bu farkliligin neler oldugunu ortaya
koyabilmek i¢in Volcano plot grafigi cizilmistir (Bkz. Sekil 4.3.). Volcano plot da
metabolomik analizlerde siklikla kullanilan bir grafik gosterme yontemidir (272). Bu
grafigin ortasindaki dikey ¢izgiler arasinda kalan kisimlar ve asagidaki yatay ¢izginin
altinda kalan kisimlar meyve ve tohumda ortak olan metabolitlerdir. Mavi ve kirmizi
kisimlar ise meyve ve tohumdaki miktar1 artmis veya azalmis metabolitleri
gostermektedir. Azalmis olanlar mavi, artmis olanlar kirmizi ile gosterilmistir ve m/z
degerleri Volcano plot iizerinde isaretlenmistir. Ham veri tek basina bir sey ifade
etmeyecegi icin ham veri lizerinden eslesen metabolitlerin listesi ortaya cikarilarak
bu listeden, bitkilerde bulunan metabolitler lizerine tartisma yoluna gidilmistir. Bitki
metabolomiginde veri isleme hem XCMS ile hem de MSDial ile yapilmistir. XCMS
icin optimum parametreler IPO ile bulunurken (Bkz. EK-1), MSDial i¢in herhangi
bir optimizasyon gergeklestirilmeden “default” parametrelerden yararlanilmistir. Her
ikisinde de PCA grafigi ile ayrim net bir sekilde goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.2.).
Ancak MSDialde tohumdaki goreceli miktar1 meyveye gore daha fazla olan
metabolitlerin sayist XCMS’e gore daha fazla bulunmustur. Bu sonuglar bir akis
semasina gecirilmistir (Bkz. Sekil 4.4.). Metabolik yolak analizleri sonucu
MetaboAnalyst tarafindan eslestirilen metabolit sayist XCMS’te 188, MSDial’de
126°dir. KEGG veri bankasi kodlarinin HMDB ile eslestirilmesi ile XCMS’de 97,
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MSDial’de 58 metabolitin eslestirilmesi olmustur. Bunun sonucunda 8 adet, meyve
ve tohumda bulunan metabolitin énemli oldugu sonucuna varilmis (Tablo 4.1.) ve
Bunlarin bazilar1t meyvede bazilari tohumda farklilasmistir.

XCMS yazilimi ile yapilan bitki metabolomiginin veri analizinin sonucunda;

Sonu¢ olarak 8 metabolit [(R)-Salsolinol, Pantetein, Kumarin, Triptamin,
LysoPC(0O-18:0), Glukosilseramid, Preskualen difosfat, Piroglutamik asit] bulunmus
ve literatlir arastirmasi ile dogrulanmistir. Momordica cinsinde var oldugu bilinen
metabolitler, tohum ve meyve 6zelinde karsilastirilmistir.

Ooi ve ark. tarafindan yaymlanan bir c¢aligmada tip 2 diabetes mellitus
tedavisi i¢in KN kullanimi gézden gecirilmistir (273). Baska bir ¢calismada, Tang ve
ark. tip 2 diabetes mellitus tedavisinde Morus alba Linne etanol ekstraktinin
farmakolojik aginmi degerlendirmistir (274). Morus alba'min aktif bir bileseni olan
Salsolin'in beta-1 ve beta-2 adrenerjik reseptorler ve ¢oziinen tasiyici aile 6 iiyesi 2, 3
ve 4 proteinleri ile etkilesime girdigini belirtmiglerdir. Salsolin, salsolinoliin
monometillenmis metabolitidir ve deneylerimizde, KN'nin hem tohumlarinda hem de
meyvelerinde salsolinol (m/z: 180.1017, M+H[1+]) olarak tanimlanmistir. Yakin
zamanda yayinlanan bir ¢calismada Su ve ark. tip 2 diyabetik farelerde salsolinoliin
hipoglisemik etkisini bildirmistir (275).

Pantetein (m/z: 233.1330, M-HCOOH+H[1+]), BS5 vitamininin en gii¢lii
formu olarak kabul edilir ve KN’da tanimladigimiz bir diger bilesiktir. Diabetes
mellitus, hiperlipidemi ve ateroskleroz tedavisinde kullanilmasi uzun zamandir
kullanilan bir bilesik olmustur (276, 277). Hem salsolinol hem de pantethein, meyve
Ozlerine kiyasla tohumlarda daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir. Salsolinol,
daha iyi bilinen sitotoksik aktivitesinin (278) yani sira yara iyilestirici etkisi (279)
bildirilen bir bilesiktir.

Deneysel  sonuglarimiza  dayanarak, KN’da bulundugu bildirilen
metabolitlerden biri olan kumarin (m/z: 147.0442, M+H[1+]), tohumlarda meyvelere
gore daha yiliksek miktarlarda bulunmustur (280). Li ve digerleri tarafindan
bildirildigi tlizere kumarinler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve esas olarak
antikoagiilasyon ve antitrombotik tedavide kullanilan ikincil metabolitlerdir. Bununla
birlikte, kumarinler ve tiirevlerinin diyabet ve komplikasyonlar: iizerindeki etkileri

ile ilgili artan sayida literatiir bulunmaktadir (281).
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Yakin tarihli bir ¢calismada, Japonya'da yaygin olarak kullanilan taze meyve
ve sebzelerde serotonin, triptofan ve triptamin diizeylerinin es zamanli analizi
yapilmistir (282). KN’da triptamin diizeyi 0,3740,04 pg.g”! olarak rapor edilmistir.
Calismamizda, triptamin (m/z: 347.1541, M+Na[l+]) diizeyinin, tohumlarda
meyvelere gore 4,2 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Literatiirde triptamin ve
tiirevlerinin diyabete karsi glikoz seviyesini diisiirmek i¢in kullanildig1 bildirilmistir
(283, 284). Bu sonuglar, KN’ nin tip 2 diabetes mellitusa kars1 etkisini gosteren yakin
zamanda yayinlanan ¢alismalar1 (273) dogrulamaktadir.

Aremu ve ark. KN meyvesinin 12,62 g/100 g lizofosfatidilkolin ve fosfatidik
asit icerdigini bildirmistir (285). KN’da konjuge yag asidi metabolizmasi ile iligkili
genlerin degerlendirilmesine yonelik bagka bir calismada, lizofosfatidilkolin'in
varligt genom seviyesinde dogrulanmistir (286). Calismamizda yara iyilestirici
ozellige sahip bir fosfokolin olan LysoPC(O-18:0) (m/z: 492.38360, M-H,O-+H[1+])
hem tohumda hem de meyvelerde belirlenmis, ancak miktar1 nispeten daha diisiik
bulunmustur. Tohumlarda meyvelere gore daha diisiik oldugu goriigsmiistiir (18.4 x).
(287). Calismamizda, Momordica charantia L.'da glukozilseramid (m/z: 728.4687,
M+HCOOK][1+]) belirlenmistir ve glukozilseramid miktarinin beklendigi gibi
meyvelerde tohumlardan daha yiiksek oldugu goriilmiistir (9.83 x). Bu bitkide
glukosilseramidin varligi, yara iyilestirme 6zellikleriyle iliskilendirilebilir.

1991 yilinda yayinlanan bir ¢alismada Cucurbitaceae familyasina ait
bitkilerin sitma Onleyici aktivitelerinden bahsedilmistir. Bu calismada, Cucurbita
maxima ve Momordica charantia L.'dan elde edilen etanolik ekstraktlar, 4-d
baskilayici test (288) ile antimalaryal aktivite agisindan test edilmistir. Cucurbitaceae
familyasinin sitma Onleyici aktivitesini degerlendirmek i¢in bildirilen ilk
caligmalardan birinin iizerinden 30 yildan fazla zaman ge¢mesine ragmen, sitma
Onleyici ozellikler icin rapor edilen birgok calisma, esas olarak kukurbitasinler ile
iliskilendirilmistir (289-291).

Yara iyilesmesinde glutamik asit kullanimi1 daha Onceki ¢aligmalarda
bildirilmistir (292, 293). 2012 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, KN tohumlarindan
izole edilen polipeptit-k'nin amino asit bilesiminin glutamik asit icerdigi bildirilmistir
(294). Du ve arkadaslann tarafindan yayinlanan yakin tarihli bir calismada

Momordica dioica'dan siklik ve asiklik tripsin inhibitorlerinin karakterizasyonu
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yapilmistir ve piroglutamik asitten bahsedilmistir (295). Bu 6nceki bulgular, KN’ nin
hem tohumlarmin hem de meyvelerinin piroglutamik asit (m/z: 129.0420, M[1+])
icerdigi yoniindeki bulgularimizi desteklemektedir, ancak bilesigin miktarinin,
deneysel sonug¢larimiza gore tohumlarda meyvelere gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Momordica charantia L.'nin hem tohumlarinin hem de meyvelerinin
antidiyabetik tedavide kullanildigi bildirilen salsolinol, kumarin, triptamin,
presqualen  difosfat, triptamin igerdigi  sOylenebilir. Bu antidiyabetik
fitokimyasallarin miktarlari, tohumlarda meyvelere gore daha yiiksekti. Ote yandan
yara 1iyilestirici 0zelligi olan bilesiklerin (glukosilseramid, LysoPC(O-18:0)
miktarlart meyvelerde tohumlara gore daha yiiksek bulunmustur. KN meyvelerinin
yara iyilesmesinde potansiyel olarak aktif oldugunu, ancak tohumlarinin anti-
diyabetik tedavide kullamldigmni gosterebilir. ileriki ¢aligmalarda hedefe yonelik
analizler yapilmalidir. Metabolomik analiz sonucu bulunan metabolit listesi alfabetik
olarak EK-2’de verilmistir.

Yara iyilestirme 6zelligi bulunan iriinlerin bir kismi cilt kanserinde tedavi
amacli ya da semptomlarin giderilmesi amaciyla kullanilabilmektedir (Bkz. Bolim
2.21.4.). Bu amagla, Momordica charantia L. bitkisinde meyvenin mi yoksa
tohumun mu cilt kanserinde etkin oldugu arastirilmak istenmistir. Bu amagla; Gereg
ve Yontem boliimiiniin 3.2 ve 3.3.1. basliklar altinda anlatildig: {izere hiicre kiiltiirii
caligmalar1 yapilmistir. Meyve ve tohum ekstraktlari, 48 saat ve 72 saat melanom
hiicre hatlarinda inkiibe edilmistir. Akut ve kronik etkiyi karsilastirmak icin de 48. ve
72. saatler uygun bulunmustur.

24 saat, 48 saat ve 72 saat sonucunda derisime karsi hiicre canlihigi (%)
bulunmustur (Bkz. Sekil 4.5., 4.6. ve 4.7.). Bu grafiklerden yola ¢ikarak doz sec¢imi
ICso’ye gore yapilmistir. Bu deger yart maksimum inhibe edici derigimidir. IC
degeri 50.0 pg/mL se¢ilmistir. Hiicrelerin metabolom diizeyinde analizi, LC/Q-TOSIg
MS yontemi ile yapilmistir. Analiz, C18 kolon kullanilarak ve gradient eliisyon
programiyla gerceklestirilmistir (Bkz. Tablo 3.12.). Meyve ve tohum ekstraktlarina
maruz birakilan melanom hiicre hattinda, 48 saat ve 72 saat siireyle miktar1 degisen
metabolitler incelenmistir. Bulunan metabolit listesi alfabetik olarak EK-3’de

verilmistir.
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MSDial yazilimi ile yapilan hiicre metabolomiginin veri analizinin
sonucunda,

Meyve-Kontrol (48 saat)

48 saat i¢in kontrol ve meyve temel pik kromatogramlarinin neredeyse ayni
oldugu goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.8., 4.9.). Fakat 11. dakikadan sonra kromatogram
profillerinde degisiklik gézlenmistir. Bu degisiklik, 4077 adet pikin tespitine ragmen
veri analizleri sonucu farklilagan metabolit sayisinin 14 metabolite diismesi ile
aciklanabilir. 14 metabolit ise 9 adet pikle eslesmistir (Bkz. Tablo 4.3.).

1 numarali pik L-karnitin (m/z: 162.1126, M+H[1+]) ve malonil-karnitin
(m/z: 162.1126, M[1+]) ile eslesmistir. Karnitin biyosentezi, melanomlarda inhibe
olmaktadir (296). L-Karnitin ve Malonil-karnitin miktarlar1 kontrol grubuna gore
azalmistir (Bkz. Tablo 4.3.) Bu durum tedavi siireci veya hiicre ¢ogalmasinin
onlenmesi ile ilgili etkiyle iligkilendirilmistir.

2 numarali pik dopamin (m/z: 176.0685, M+Na[1+]) ile eslesmistir. Melanin
iireten biyosentetik yol bir¢ok melanomda mevcuttur. Bu yoldaki ara iirlinlerin (L-
dopa, dopamin ve bunlarin analoglar1) farmakolojik seviyelerinin, baz1 doku kiiltiirii
melanom hiicre hatlarinda makromolekiiler sentezi inhibe edebilecegini ve timor
tagtyan farelerde hayatta kalma siiresini uzatabilecegi One siiriilmiistiir (297).
Dopamin miktarlar1 kontrol grubuna gore artmistir (Bkz. Tablo 4.3.). Bu artis, ilgili
calismada da belirtilidgi iizere hiicre c¢ogalmasina negatif yonde bir etki
saglayabilecektir.

3 numaral pik L-arjinin (m/z: 197.1010, M+Na[l+]) ve D-arjinin (m/z:
197.1010, M+Na[1+]) ile eslesmistir. Melanom hiicreleri siklikla arjinin sentezi i¢in
gerekli bir enzim olan arjininosiiksinat sentetazdan yoksundur ve sonug¢ olarak
eksojen arjinine bagimli hale gelirler (298). Malign melanom tedavisi i¢in arjinin
yoksunlugunun potansiyel klinik uygulamalari arastirilmis ve uygulanabilir ve etkili
oldugu kanitlanmistir. Arjininosiiksinat sentaz 1 normal dokularda yiiksek oranda
ifade edilir. Malign melanom tamamen eksik oldugu yapilan bir c¢alismayla
goriilmiistiir (299). Ancak L-arjinin ve D-arjinin miktarlar1 kontrol grubuna gore
artmistir (Bkz. Tablo 4.3.). Bu artis, hiicrenin kanser hiicresi formundan saglikli

hiicre yapisina doniisiiyle ilgili molekiiler mekanizmalarla iliskilendirilebilir.
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5 numarali pik N-metiltriptamin (m/z: 233.0824, M-+NaCl[1+]) ile
eslesmistir. SK-Mel-147 melanom hiicrelerinde LC-MS/MS analizi yapismis olup
triptamin metabolitlerine rastlanmistir (300). N-Metiltriptamin miktarmin kontrol
grubuna artt1g1 gorilmiistiir (Bkz. Tablo 4.3.). Dolayisiyla ekstraktin etkisiyle birlikte
kanser hiicrelerinde goriilen bu metabolit grubu i¢in baskilanma saglanabilmistir.

6 ve 7 numarali pikler CE(12:0) (m/z: 335.2836, M+H+Na[2+]) , 3-beta-
hidroksi-4-beta-metil-5-alfa-kolest-7-en-4-alfa-karboksilat (m/z: 409.3462, M-
H4O+H[1+]), latosterol (m/z: 409.3462, M+Na[1+]), 5a-Kolest-8-en-3b-ol (m/z:
409.3462, M+Na[l+]) ve kolesterol (m/z: 409.3462, M+Na[l+]) ile eslemistir.
Kolesterol metabolizmasi, yiiksek seviyelerde metabolik aktivite, membran
biitiinligli ve sinyal iletimini siirdiirmek icin gerekli yiiksek seviyeler ile kanser
hiicresinin hayatta kalmasi icin dnemlidir. Hiicresel kolesterol eksikligi, melanom
hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan onkojenik AKT sinyal yolunun
inhibisyonuna yol agmaktadir (301). CE(12:0), 3-beta-hidroksi-4-beta-metil-5-alfa-
kolest-7-en-4-alfa-karboksilat, latosterol, 5a-Kolest-8-en-3b-ol ve kolesterol
miktarmin kontrole gore arttig1 goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.3.). EK-3’de goriildigii
gibi CE(12:0) (Kolesteril laurik asit) bir kolesterol esteridir, 3-beta-hidroksi-4-beta-
metil-5-alfa-kolest-7-en-4-alfa-karboksilat bir steroid biyosentez ara maddesidir, Sa-
Kolest-8-en-3b-ol kolesterol sentezinin ara maddesidir, latosterol sterol yapilidir, Sa-
kolest-8-en-3b-ol kolesterol sentezinin bir ara maddesidir. Bu durum, metanol
ekstresindeki bilesenlerin steroid hormon mekanizmas: iizerine etkili oldugunu ve bu
durumun kanser hiicrelerinde immun sistemin aktivasyonu ile sonug¢landigini ortaya
koymaktadir.

9 numarali pik LysoPC(O-18:0) (m/z: 568.3492, M+NaCl[1+]) ile
eslesmistir. Lizofosfatidilkolin (LPC), insan plazmasinda bol miktarda bulunan bir
bilesendir. Malign kanser hastaliklar1 olan hastalar i¢in lizofosfatidilkolin plazma
seviyeleri azdir ve bu nedenle lizofosfatidilkolin, kanser i¢in metabolik bir
biyobelirte¢ olarak incelenmistir (302). Lizofosfatidilkolin yapili LysoPC(O-18:0)
miktarinin kontrole gore arttig1 goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.3.). Bu durum, ¢cogalmay1

Onleyici etki ile paralel bir sonug olarak gdze ¢arpmaktadir.
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Tohum-Kontrol (48 saat)

48 saat i¢in kontrol ve tohum temel pik kromatogramlari neredeyse ayni
oldugu gortlmiistiir (Bkz. Sekil 4.8., 4.11.). Fakat 11. dakikadan sonra kromatogram
profillerinde degisiklik gozlenmistir. Bu degisiklik, 4077 adet pikin pikin tespitine
ragmen veri analizleri sonucu farklilagan metabolit sayisinin 5 metabolite diismesi ile
aciklanabilir. 5 metabolit ise 1 adet pikle eslesmistir (Bkz. Tablo 4.4.).

1 numarali pik serotonin (m/z: 177.1024, M+H[1+] ), L-triptofan (m/z:
177.1024, M-CO+H[1+] ), D-triptofan(m/z: 177.1024, M-CO+H[1+]), 5-hidroksi-L-
triptofan (m/z: 177.1024, M-CO>+H[1+])ve 6-Hidroksimelatonin (m/z: 177.1024, M-
C3H402+H[1+4]) ile eslesmistir. Melanom hiicreleri, katekolaminleri (seratonin (5-
HT), dopamin) sentezleme yetenegine sahiptir (303). Seratonin miktarinin kontrole
gore arttig1 goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.4.).

Azalmis serum triptofan derisimlerinin malign melanom hastalarinda kotii
prognozu O6ngoriilmiistiir. Azalmis serum triptofan derisimleri melanom hastalarinda
belirtegler olarak kullanilabilir (304). L-triptofan, D-triptofan, 5-hidroksi-L-triptofan
miktarlarinin kontrole gore arttig1 goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.4.).

Melatonin, insan melanom hiicrelerinin proliferasyonunu, hiicre dongiistiniin
durdurulmast ve hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi yoluyla istilasini engeller
(305). Kontrole kiyasla melatonin miktarinin arttigi goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.4.).
Bu tez caligmasi kapsaminda KN’nin “antikanser aktivitesi” ile ilgili en c¢arpict
sonuclardan birisi olarak degerlendirilebilecek olan pik eslesmesi, KN tohumu
metanol ekstrakstinin molekiiler diizeyde birincil seviye akut etkisini gozler oniine
sermektedir.

Meyve-Kontrol ve Tohum-Kontrol Ortak (72 saat)

Metiyonin enkefalinin (MENK) B16 melanom hiicreleri i¢in in vivo ve
in vitro sitotoksisitesi arastirilmistir. Bu calismanin sonucunda, MENK'in B16
hiicrelerinin  proliferasyonunu diizenledigi, G0/G1 fazinda hiicre dongiisiiniin
durmasina ve S ve G2/M fazlarinda hiicre yilizdesinde azalmaya neden oldugu
sonucuna varilmistir (306). Hem meyve hem tohumda kontrole gére metiyonin
miktar1 artmistir (Bkz. Tablo 4.7.). Bu dolayl: etki sayesinde miktar1 artan metiyonin

tizerinden olusacak etki incelemeye degerdir ve yoruma agiktir.
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Deneysel melanom modellerine karsi 6nemli antitiimor aktiviteye sahip gesitli
analoglar hazirlanmistir ve bunlar arasinda levodopa, dopamin ve ndrotoksik
olmayan analog 3,4-dihidroksibenzilamin bulunmaktadir. Dopaminin, tedavi edilen 4
hastada tiimoriin 6nemli bir biyokimyasal inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir
(307). Dopamin miktarinin tohumda kontrole kiyasla arttigi ve meyvede kontrole
kiyasla azaldig1 goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.7.). Bu sonug degerlendirmeye agiktir ve
yorumlanamamuistir.

Sistin/sistein  dongiisii antioksidan sistemlerdir ve baskilanmasi melanom
hiicreleri i¢in Oldiiriiciidiir (308). L-sistin miktarin kontrole gore azaldigi
goriilmiistiir, tohum/kontrol’de meyve/kontrole goére daha fazla azalma olmustur
(Bkz. Tablo 4.7.).

Cesitli tokoferol formlarinin (E vitamini) kiiltiirdeki fare melanom (B-16) ve
fare fibroblast (L-hiicreleri) hiicrelerinin biiylimesi ve farklilasmasi tizerindeki
etkileri incelenmistir. Alfa-tokoferol asit siiksinat, melanom hiicrelerinde morfolojik
degisikliklere ve biiylime inhibisyonuna neden olmustur (309). Alfa-tokoferol
miktariin kontrole gore azaldigi goriilmiistlir, tohum/kontrol’de meyve/kontrole
gore daha fazla azalma olmustur (Bkz. Tablo 4.7.). Vitamin E miktar1 iizerinden
cogalmay1 Onleyici etkiyi degerlendirmek hatali sonuglara sebebiyet verebilir.

Bitki kaynakli steroller fitosterollerdir. Bunlarin arasindaki sitosterol kanser
Onleyici aktivite sergilemektedir (310). Sterol yapili avenasterol ve delta7-
avenasterol miktarlarinin  kontrole azaldigi  goriilmiistiir, tohum/kontrol’de
meyve/kontrole gore daha fazla azalma olmustur (Bkz. Tablo 4.7.). Sterollleri kanser
ile 1iliskilendirmektense hiicreye ait immun mekanizmanin baskilanmas1 ile
iliskilendirmek daha dogru bir yaklasim olabilir.

Yapilan bir ¢aligmada sekonder metabolitlerinden bir tiir ergosterol olan 4,4-
dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-dien-3p-ol(1) (LH-1) ekstrakte edilmistir ve melanoma
kars1 biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Ergosterollerin  spesifik  biyolojik
aktiviteleri ve kanser tedavisinde etkileri vardir. LH-1'in proliferasyonu ve gogii
engelleyebilecegi, apoptozu indiikleyebilecegi goriilmiistiir. Mitokondri apoptotik
yolu ve melanom hiicrelerinde obscurin gen ekspresyonunu yukari regiile eder (311).
EK-3’de belirtildigi gibi ergosterol olan 24-metilenlofenol miktarlarinin kontrole

gore azaldigr goriilmiistiir ve tohum/kontrol’de meyve/kontrole gore daha fazla
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azalma olmustur (Bkz. Tablo 4.7.). Yine ayni sekilde bu etkinin steroid hormon
metabolizmasinda ve dolayli olarak immiin sistem {izerinde degisim ile
iliskilendirilmesi gerekmektedir.

Diisiik dereceli glial tiimorii olan hastalarda yiiksek behenik asit seviyeleri,
doku biitlinligiiniin ve doku direncinin kaliciligini gosterdigi i¢in dnemlidir. Behenik
asit seviyeleri glial tiimorlerde prognostik bir faktor olabilir (312). Behenik asit
miktarlarinin  kontrole gore azaldigi goriilmiistiir ve tohum/kontrolde ve
meyve/kontrolde gore neredeyse esit miktarda azalma olmustur (Bkz. Tablo 4.7.).

K vitamininin melanom hiicreleri tizerindeki etkilerini arastiran ¢ok az
calisma vardir. K3 ve K5 vitaminleri dahil olmak iizere ¢esitli K vitamini formlari,
melanom hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder ve apoptozu arttirir. in vivo
olarak, K vitamini analogu menadion, melanom ksenogreft tlimorlerinin biiytimesini
inhibe etmektedir (312). K1 Vitamini miktar1 miktart meyve/kontrol ve
tohum/kontrole gore miktarlariin arttigini goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.7.).

Skualen, cilt yiizeyi lipidlerinin ana bilesenlerinden (yaklasik %13) biri olan,
yapisal olarak bir triterpen bilesigidir. Deneysel calismalar, skualenin kimyasal
olarak indiiklenen deri, kolon ve akciger tiimor olusumunu etkili bir gekilde inhibe
edebildigini gostermistir (313). Skualen miktar1 kontrole gore artmistir (Bkz. Tablo
4.7.). Meyve/kontrol’iin, tohum/kontrole kiyasla daha fazla miktarlariin arttigini
goriilmiistiir.

Meyve-kontrol (72 saat)

72 saat i¢in kontrol ve meyve temel pik kromatogramlarinin neredeyse ayni
oldugu goriilmistir (Bkz. Sekil 4.15., 4.16.). Fakat 11. dakikadan sonra
kromatogram profillerinde degisiklik gozlenmistir. Bu degisiklik, 5484 adet pikin
tespitine ragmen veri analizleri sonucu farklilasan metabolit sayisinin 38 metabolite
diismesi ile agiklanabilir. 38 metabolit ise 14 adet pikle eslesmistir (Bkz. Tablo 4.5.).

6 numarali pik 3-Ketosfinganin (m/z: 300.2890, M+H[1+]), Sfingosin
(m/z: 300.2890, M+H[1+])ve Fitosfingosin (m/z: 300.2890, M-H>O+H[1+]) ile
eslesmistir. 3-Ketosfinganin, dihidrosfingolipidlerin birikmesini tetikler ve kanser
hiicrelerinde otofajiye neden olur (314). Kontrole kiyasla miktarlarinin arttigini
goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.5.). Ilerlemis melanomlarda sfingosin kinaz-1'in (SPHK1)

artan aktivitesinden kaynaklanan yiiksek sfingosin-1-fosfat (S-1-P) diizeylerinin
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ortaya ciktigin1 gdstermektedir (315). Sfingosin ve Fitosfingosin miktarlarinin
kontrole kiyasla arttig1 goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.5.). Bu durum “kanseri iyilestirici
akktivite” iizerinden diistintildiiglinde beklenmeyen bir sonugctur.

7 numarali pik Prostaglandin D2 (m/z: 325.2380, M-CO+H[1+]), 20-
Hidroksi-Lokotrien B4 (m/z: 325.2380, M-CO+H[1+]), Lipoksin B4 (m/z: 325.2380,
M-CO+H[1+] ), Lipoksin A4 (m/z: 325.2380, M-CO+H[1+]), Prostaglandin E2
(m/z: 325.2380, M-CO+HJ[1+]), 6-Ketoprotaglandin El(m/z: 325.2380, M-
COx+H[1+4]), (13E)-11a-hidroksi-9,15-dioksoprost-13-enoik asit (m/z: 325.2380, M-
CO+H[1+]), 13,14-Dihidro-15-keto-PGE2(m/z:  325.2380, @ M-CO+H[1+]),
Prostaglandin 12 (m/z: 325.2380, M-CO+H[1+]), Prostaglandin G2(m/z: 325.2380,
M-CO,+H[1+]) ,T romboksan B2 (m/z: 325.2380, M-HCOOH+H[ 1+ ), Tromboksan
A2 (m/z: 3252380, M-CO+H[1+]), Prostaglandin H2 (m/z: 325.2380, M-
CO+H[1+]))ile eslesmistir. Bu metabolitler EK-3’de belirtildigi eikozonoid
yapidadirlar. Prostaglandinler ve lokotrienler dahil olmak iizere eikozanoidler,
iltihaplanma ve kanser gibi ¢esitli patolojik siireglerde yer alan biyolojik olarak aktif
lipitlerdir (316). Bu metabolitlerin miktarlarinin kontrole kiyasla arttig1 gortilmiistiir
(Bkz. Tablo 4.5.). Bu artis zaten halihazirda hem kontrol hem de ekstraktlar ile islem
gormiis gruplarla ¢alisildigr dikkate alinirsa disaridan miidahaleye karst bir immun
tepki olarak diisiiniilebilir.

12 numarali pik (S)-2,3-Epoksiskualen (m/z: 427.3926, M+H[1+]) ile
eslesmistir. Skualen cilt yiizeyi lipidlerinin ana bilesenlerinden (yaklasik %13) biri
olan, yapisal olarak bir triterpen bilesigidir. Deneysel ¢alismalar, skualenin kimyasal
olarak indiiklenen deri, kolon ve akciger tiimor olusumunu etkili bir de inhibe
edebildigini gostermistir (313). (S)-2,3-Epoksiskualen miktarinin kontrole kiyasla
daha fazla miktarlarinin arttigin1 gortilmiistiir (Bkz. Tablo 4.5.). Doku biitiinliigiine
giden siirecin takibi agisindan incelenmeye deger bir sonug olarak goriilmektedir.

Tohum-kontrol (72 saat)

72 saat i¢in kontrol ve tohum temel pik kromatogramlarinin neredeyse ayni
oldugu goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.15., 4.18.). Fakat 11. dakikadan sonra
kromatogram profillerinde degisiklik gézlenmistir. Bu degisiklik, 5484 adet pikin
tespitine ragmen veri analizleri sonucu farklilasan metabolit sayisinin 38 metabolite

diismesi ile agiklanabilir. 25 metabolit ise 13 adet pikle eslesmistir (Bkz. Tablo 4.6.).
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3 numarali pik {rokanik asit (m/z: 207.0368, M+HCOONa[l+]) ile
eslesmistir. Derinin endojen bir bilesigi olan cis-lirokanik asit (cis-UCA) , protonlari
hiicrelere tasiyarak sitozolii asitlestirebilir. cis-UCA, zayif asidik hiicre dis1 pH'da
canli insan melanomu, servikal karsinom ve fibrosarkom hiicrelerinin sayisin1 doza
bagh olarak azalttign goriilmiistir (317). Urokanik asidin, kontrole kiyasla
miktarlarinin azaldig1 goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.6.).

6 numarali pik SM(D18:1/18:0) (m/z: 244.8751, M+3H[3+]) ile eslesmistir.
Sfingolipid (SL) metabolizma degisiklikleri, kotii prognozlu bir cilt kanseri olan
melanom da dahil olmak iizere kanserde siklikla rapor edilmistir. Normal hiicrelerde,
de novo sentezlenen seramid, sirasiyla SGMS1 ve SGMS2 genleri tarafindan
kodlanan sfingomyelin sentaz 1 (SMS1) ve daha az da olsa SMS2 tarafindan en ¢ok
bulunan SL olan sfingomyelin'e (SM) donustiiriiliir. SMSI1, insan melanom
biyopsilerinin ¢ogunda diisiikk seviyelerde ifade edilmistir. Ayrica, diisiik SMS1
ekspresyonu, metastatik melanom hastalarinda daha kot bir prognoz ile
iligkilendirilmistir (318). SM(D18:1/18:0) miktarinin kontrole kiyasla azaldig:
gorlilmiistiir (Bkz. Tablo 4.6.). Bu durum, g¢ogalmay1 Onleyici etkiyi destekler
niteliktedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bitki metabolom veritabanlari, metabolomik arastirma i¢in ¢ok sinirlidir. Bu
sinirlilik, bitki metabolomik ¢alismalarinin 6niindeki en biiyiik engellerden birisidir.
Bitkiye 0zgii ayrintilara sahip veritabanlar1 olsaydi daha fazla metabolit tespit
edilebilirdi. Bu calismada s6z konusu Cucurbitaceae bitki familyasinin KEGG veri
tabanlarinda kayitli herhangi bir kiitiiphanesi bulunmamaktadir. Oryza sativa
japonica (Japon pirinci) ve Arabidopsis thaliana (thale teresi) i¢in veri setleri ve
dolayisiyla bu bitkilere ait KEGG kodlar1 Metaboanalyst 5.0'da bulunmaktadir. Ote
yandan, HMDB'de oldukca fazla metabolit vardir, ancak bitki metabolitleri i¢in
sitnirhidir.  Klinik uygulamalarda kendini kanitlamis olan bu metodoloji, veri
tabanlarinin yetersiz olmast nedeniyle bitki ekstraktlarina uygulandiginda ayni
Olciide islevsel bir sekilde calismamaktadir. Calismanin zayif noktast bu olsa da
bulunan metabolitler HMDB’de tek tek arandiktan sonra dnemli olanlar ayristirilarak
detayli bir literatiir taramasi yapilmis ve bu eksiklik kapatilmaya calisilmistir.
Calismanin giicii, ilk kez Momordica cinsi i¢in tohum ve bitki metabolitlerinin
hedeflenmemis olarak karsilastirilmasidir. Sonug olarak 8 metabolit ([(R)-Salsolinol,
Pantetein, Kumarin, Triptamin, LysoPC(O-18:0), Glukosilseramid, Preskualen
difosfat, Piroglutamik asit)] bulunmus ve literatiir arastirmasi ile dogrulanmistir.

Melanom tehlikeli bir cilt kanseridir ve cilt kanserlerinin en nadir goriilen
tiridiir. Bu nedenle tedavisi de Onem tasimaktadir. Bitkisel igerikli topikal
krem/merhem/jel yara bakiminda siklikla kullanilmaktadir. Melanom tedavisinde
kullanilabilecek olan topikal alternatif sayis1 azdir ve Momordica charantia L. bitki
formiilasyonu topikal uygulama i¢in hazirlanirsa bu amagla kullanilir hale gelebilir.

Hedeflenmis c¢aligma yapmak teorik olarak kolay goriinse de pratikte
tartismaya agiktir; cilinkii triterpen glikozitler ve bilinen bazi metabolitlere ait
standartlarin temini miimkiin olsa da beklenen etkinin triterpen glikozitler tizerinden
gerceklestigine ait bir kanit yoktur ve triterpen glikozit (6rnegin kukurbitasin)
miktarlar1 (meyve ve tohum i¢in) analiz edildiginde elde edilecek sonuglarin
dogrudan ¢ogalmay1 Onleyici etki ile iliskilendirilmesi cok dogru bir yaklasim
olmayabilir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalart icin hedeflenmis analizlerle dogrulanmaya

ihtiyag duymaktadir. Tez kapsaminda hedeflenmemis metabolomik ¢alisma
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yaptigimiz i¢in bir sonraki calismamizda hedeflenmis metabolomik analizlere
gidilecektir.

Veri analizi sonuglarina bakacak olursak 48 saat tohum inkiibasyonu sonucu
alinan biyobelirtegler 6nem tasimaktadir.

Sinerjik etkinin de sonucu olarak miktarinin diismesini bekledigimiz bazi
bilesenlerin miktar1 artmistir. Ancak in vivo arastirma yapilmadan kesin bir sey
s0ylememiz de miimkiin degildir.

Momordica charantia L. dogrudan bir sitotoksik bir bilesen degildir ve yara
bakimi1 tedavisinde de oOnemlidir. Bu nedenle sadece sitotoksik olsaydi yara
iyilesmesinde istenen sonuglar alinamayabilirdi.

Cilt kanseri tedavisinde literatiir arastirmalarina goére tek bir etkin maddenin
etkili oldugu gorilmiistiir.

Biitiin bu literatiir taramasi ve elde edilen sonuglar 1s18inda Onerilebilecek
yegane sonug; KN’na ait calismalarin metabolomik yaklasimlar ile desteklenerek
artmasi ve de melanom tedavisi ve yara bakim uygulamalarinda alinan sonuglarin
molekiiler diizeyde desteklenmesi ile cilt kanseri i¢in ve yara bakim i¢in uluslararasi

standartlarda essiz bir formiilasyonun eldesinin dniiniin agilacagidir.
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8. EKLER
EK-1: IPO Optimizasyon Kodu ve Optimizasyon Parametreleri

Optimizasyon Kodu
library(IPO)
# use centwave if you use obitrap
peakpickingParameters <- getDefaultXcmsSetStartingParams(‘matchedFilter')
#setting levels for min peakwidth to 10 and 20 (hence 15 is the center point)
peakpickingParameters$min_peakwidth <- ¢(10,20)
peakpickingParameters$max peakwidth <- ¢(26,42)
#setting only one value for ppm therefore this parameter is not optimized
peakpickingParameters$ppm <- 20
resultPeakpicking <-
optimizeXcmsSet(params = peakpickingParameters,

nSlaves =4,

subdir = 'rsmDirectory")
optimizedXcmsSetObject <- resultPeakpicking$best_settings$xset
retcorGroupParameters <- getDefaultRetGroupStartingParams()
retcorGroupParameters$profStep <- 1
resultRetcorGroup <-

optimizeRetGroup(xset = optimizedXcmsSetObject,

params = retcorGroupParameters,

nSlaves = 4,

subdir = "rsmDirectory")
writeRScript(resultPeakpicking$best settings$parameters,

resultRetcorGroup$best_settings,

nSlaves=12)



Optimizasyon Parametreleri
library(xcms)

library(Rmpi)

xset <- xcmsSet(

method = "matchedFilter",

fwhm =25,
snthresh = 3,
step  =0.05,
steps =1,

sigma =10.616612875828]1,

mzdiff =0.75,
index =FALSE)

xset <- retcor(

Xxset,

method = "obiwarp",
plottype = "none",
distFunc = "cor_opt",
profStep =1,

center =1,

response =1,

gaplnit =0.8704,

gapExtend =2.688,
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factorDiag =2,
factorGap =1,
localAlignment = 0)
xset <- group(
Xxset,
method = "density",
bw  =0.879999999999999,
mzwid =0.02122,
minfrac =1,
minsamp = 1,
max = 50)

xset <- fillPeaks(xset)

reporttab<-diffreport(xset,"M",
w=640)

"T"
9

"centwave",10000, metlin=0.005,
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h=480,
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EK-2: Bitki Metabolomiginde Eslesme Saglanan Metabolitlerin HMDB (insan
Metabolom Veribankasi) Bilgisi

(R)-Salsolinol

Salsolinol, insanlarda bulunan endojen bir katekol izokinolindir. L-DOPA
uygulanan parkinson hastalarinin idrarinda salsolinol saptanmistir. Salsolinol birinci
konumda asimetrik bir merkeze sahiptir ve (R)- ve (S)-enantiyomer olarak bulunur.
Salsolinol'iin (R) enantiyomeri, saglikli goniilliilerden alinan idrarda baskindir. Insan
beyninde, beyin omurilik sivisinda (BOS) ve intraventrikiiler sivida (IVF) yalnizca
Salsolinol ve N-metillenmis Salsolinol'iin (R)-enantiomerleri bulunur ve (S)-

enantiomerleri tespit edilmemistir [1]

HO

HO

CHj
(R)-Salsolinol genel yapisi.
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(R)-Salsolinol metabolitine ait ayrilmis iyon kromatogrami.
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Glukozilseramid

GlcCer(d18:1/18:0), seker zincirine bagh bir veya daha fazla sialik asit (yani
n-asetilndraminik asit) iceren bir glikosfingolipid (seramid ve oligosakarit) veya
oligoglikosilseramiddir. Hiicre sinyal iletim olaylarin1 modiile eden hiicre plazma
zarinin bir bilesenidir. Gangliositlerin immiinolojide olduk¢a ©nemli oldugu
bulunmustur. Dort tip glikosfingolipid vardir; serebrositler, siilfatidler, globositler ve
gangliositler. Serebrositler, seramide bagli tek bir seker grubuna sahiptir. En yaygin
olanlar1  galaktoserebrositlerdir, en az yaygin olan1 glukoserebrositlerdir.
Galaktoserebrositler agirlikli olarak noronal hiicre zarlarinda bulunur. Aksine,
glukoserebrositler normalde zarlarda bulunmaz. Bunun yerine, tipik olarak daha
karmagik glikosfingolipidlerin sentezinde veya bozunmasinda ara maddelerdir.

Galaktoserebrositler, seramid ve UDP-galaktozdan sentezlenir. [2].

Glukozilseramid genel yapisi.
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147

Kumarin

Kumarin, kromonlar olarak bilinen kimyasallar siifina aittir. Kumarin ayrica
bir benzopiron olarak tanimlanir ve bir lakton olarak kabul edilir. Basta varfarin
olmak {izere bir¢cok antikoagiilanin onciisii olarak klinik 6neme sahiptir. Farmasotik
olarak kumarin, ¢ok ¢esitli dozlama rejimleri ile ¢esitli uygulamalarda kullanilmistir.
Kumadin ve diger kumarin tiirevlerinin aksine, kumarinin pihtilasmay1 onleyici etkisi
yoktur. Bununla birlikte, diisilk dozlarda kumarin damar sagligini ve kiigiik veniil
kan akisini desteklemek i¢in 'venotonik' olarak kullanilmistir. Ayrica kumarin, gesitli
etiyolojilerden kaynaklanan yiiksek proteinli lenfodem tedavisinde klinik olarak

kullanilmaktadir [3].

N

Kumarin genel yapisi.
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LysoPC(0-18:0/0:0)

1-Oktadesil-sn-glisero-3-fosfokolin, eter lipid metabolizma yolundaki bir ara
maddedir, 1-Oktadesil-sn-glisero-3-fosfokolin, bir eter fosfo-eter lipididir.
Plazmalojenler, gliserol eter fosfolipitleridir. Lizofosfatidilkolinler, hiicre ici
kalsiyum mobilizasyonunu indiikler ve farkli hiicre sistemlerinde artan glikozla
uyarilan insiilin sekresyonuna yol agar. Kanda veya plazmada lizofosfatidilkolinler
esas olarak albiimine ve daha az 6lgiide lipoproteinlere baglanir. Enflamasyon, hiicre
hasar1 ve diger patofizyolojik durumlar, artan LPC iiretimi veya azalan plazma
albiimin seviyeleri yoluyla serbest ve albiimine bagli LPC oranini degistirebilir.
Artmis 6liim riski ile iligkili olduklar1 romatoid artrit, diyabet, sizofreni, polikistik
over sendromu, Alzheimer hastalii, pulmoner arteriyel hipertansiyon, yaslanma,
astim ve karaciger sirozu dahil olmak {lizere sepsisin Otesinde bir dizi baska
enflamatuar durumda lizofosfatidilkolin seviyelerinde azalma gozlemlenmistir.
Lizofosfatidilkolinlerin bir dizi koruyucu veya anti-enflamatuar etkisi vardir. Daha
yiiksek lizofosfatidilkolin seviyeleri, endotelyal hiicrelerde siklooksijenaz-2 ve
endotelyal nitrik oksit sentaz ekspresyonunu indiikler, bunlarin her ikisi de
prostasiklin veya nitrik tretimi yoluyla vazoprotektif etkilere sahip olabilir.
Lizofosfatidilkolinlerin dogustan gelen bagisiklik sistemi {izerinde bir dizi etki ortaya
cikarmaktadir ve etkili bir de c¢ift aktiviteli ligand molekiilleri olarak hizmet

etmektedirler [4].

- H c\'/CH‘
H{(;/\/\/\/\/\/\/\/\/\r I AR _l_;/\/ N
= Il Chy

LysoPC(0-18:0/0:0) genel yapisi.

492.38 - 492.42 m/z

6000

000
=
|

Pik siddeti

2000 3000 4000 5

1000

0
= |

T T
500 &80 A0D 650
Alhkonma zamam (saniye)

LysoPC(0-18:0/0:0) metabolitine ait ayrilmis iyon kromatograma.
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Pantetein

Pantetein, beta amino asitler ve tlirevleri olarak bilinen organik bilesikler
sinifina aittir. Bunlar, beta karbon atomuna bagl bir (-NH2) grubuna sahip amino
asitlerdir. Bu bilesigin dimeri olan pantetin daha yaygin olarak bilinir ve BS
vitamininin en gili¢lii formu olarak kabul edilir. Pantetein, viicut tarafindan koenzim
A iretiminde bir ara maddedir. Pantetein, bakterilerden insanlara kadar tiim canli
organizmalarda bulunur. Pantetein, panteteinaz enziminin etkisiyle pantotenik asit
ve sisteamine doniistiiriilebilir. Ek olarak pantetein, pantotenat kinaz 1 enzimi ile
etkilesimi yoluyla pantetein 4'-fosfata doniistiiriilebilir, Pantetein, insanlarda
pantotenat ve koenzimA biyosentezinde yer alir. Pantetein, pantotenik asidin (BS5

vitamini) sisteamin amid analogudur [5].

HO

HO

CHj
Pantetein genel yapisi.
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Pantetein metabolitine ait ayrilmis iyon kromatograma.
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Piroglutamik asit

Piroglutamik asit (5-oksoprolin), L-glutamik asidin siklize bir tiirevidir.
Glutamik asidin serbest amino grubunun bir laktam olusturmak iizere siklize oldugu
nadir bir amino asit tiirevidir. Yiiksek kan seviyeleri, glutamin veya glutatyon
metabolizmas1 problemleriyle iliskilendirilebilir. Bu bilesik, beyin dokusunda ve
diger dokularda, ozellikle ciltte, bagli formda onemli miktarlarda bulunur. Bitki
dokularinda da bulunur. Kronik olarak yiiksek piroglutamik asit seviyeleri en az bes
kalitsal metabolizma bozuklugu ile iligkilidir. Piroglutamik asit organik bir asittir.
Kanda, idrarda, beyinde ve diger dokularda anormal derecede yiiksek organik asit
seviyeleri genel metabolik asidoza yol agar, Asidoz tipik olarak arteriyel pH 7,35'in
altina diistiiglinde ortaya cikar. Yetiskinlerde asidoz veya asidemi, bas agrisi, kafa

karisiklig1, yorgun hissetme, titreme, uyku hali ve ndbetlerle karakterizedir [6].

HO O
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Piroglutamik asit genel yapisi.
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Piroglutamik asit metabolitine ait ayrilmig iyon kromatograma.
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Preskualen difosfat

Preskualen difosfat, triterpenoidler olarak bilinen organik bilesikler sinifina
aittir. Bunlar alt1 izopren birimi igeren terpen molekiilleridir. Presqualene difosfat

pKa'sina gore orta derecede asidik bir bilesiktir [7].

Preskualen difosfat genel yapisi.
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Preskualen difosfat metabolitine ait ayrilmis iyon kromatogramau.

Triptamin

Triptamin, bagirsak mikrobiyotas: tarafindan doniistiiriilen bir triptofan
katabolitidir. Triptofan katabolitleri, bagirsak epitelinden emildikten sonra kan
dolasimina girer ve daha sonra idrarla atilir. Triptamin, bircok hormon ve
norotransmitter i¢in ortak bir Oncli molekiil olan bir monoamin bilesigidir.
Biyosentez genellikle amino asit triptofandan ilerler ve triptamin diger bilesikler i¢in
bir Oncii gorevi goriir. Triptamin molekiiliine yapilan ikameler, toplu olarak
triptaminler olarak bilinen bir grup bilesige yol acar. En iyi bilinen triptaminler,

onemli bir norotransmiter olan serotonin ve uyku-uyaniklik dongiisiiniin
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diizenlenmesinde yer alan bir hormon olan melatonindir. Triptamin, sogan
familyasindan sebzeler, aserola, Japon cevizi, muhallebi elmalar1 ve yesil kabaklar

gibi birkag farkli gidada tespit edilmis ancak miktar1 belirlenmemistir [8].

HN
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Triptamin genel yapist.
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Triptamin metabolitine ait ayrilmis iyon kromatograma.
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EK-3: Hiicre Kiiltiirii Metabolomiginde Eslesme Saglanan Metabolitlerin
HMDB (insan Metabolom Veribankasi) Bilgisi

(13E)-11a-hidroksi-9,15-dioksoprost-13-enoik asit

(13E)-11a-hidroksi-9,15-dioksoprost-13-enoik asit, Karbonil rediiktaz 1 igin
bir substrattir [1].

(13E)-11a-Hidroksi-9,15-dioksoprost-13-enoik asit genel yapisi.
(S)-2,3-Epoksiskualen

2,3-oksidoskualen veya (S)-skualen-2,3-epoksit olarak da bilinen (S)-2,3-
Epoksiskualen, triterpenoidler olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir. (S)-2,3-
epoksiskualen bir izoprenoid lipit molekiilidiir. (S)-2,3-Epoksiskualen, terpenoidin
biyosentezinde bir ara maddedir. Skualen monooksijenaz ve lanosterol sentaz i¢in bir

substrattir [2].

0 CH, CH, CH,
H.C
~ = CH,

H.C
CH, CH,

(S)-2,3-Epoksiskualen genel yapisi.
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13,14-dihidro-15-keto-PGE2

13,14-dihidro-15-keto-PGE2, prostaglandin E2 metabolitlerinden biridir. In
vitro insan fetal akcigeri, gebeligin 12. haftas1 kadar erken bir donemde kendini
farklilagtirma yeterliligine sahiptir ve fetal akcigerde inaktif metabolit 13,14-dihidro-
15-keto-PGE2'nin PGE2'ye gore yiiksek diizeylerinin varligi, aktif prostaglandin
katabolizmasimnin, PGE2 mevcudiyetini sinirlayarak in vivo olgunlagsmanin bu

asamasini geciktiren mekanizmalardan biridir [3].

13,14-dihidro-15-keto-PGE2 genel yapisi.
1-Naftaldehit

Alfa-naftal veya I-formilnaftalin olarak da bilinen 1-Naftaldehit, naftalinler
olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir. 1-Naftaldehit, bakterilerden insanlara

kadar tiim canli organizmalarda bulunur [4].

@)
g

1-Naftaldehit genel yapisi.
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20-hidroksi-Lokotrien B4

20-hidroksi- Lokotrien B4, insan noétrofillerinde 16kotrien B4'iin omega-
hidroksillenmis bir metabolitidir. Lokotrien B4, notrofil polimorfoniikleer
l16kositlerdeki ana metabolittir. Lokotrienler, 5-lipoksijenazin etkisinden tiiretilen
arasidonik asidin metabolitleridir. 5-lipoksijenazin ani iiriinii, Lokotrien A4 hidrolaz
tarafindan enzimatik olarak lokotrien B4’e veya lokotrien C4 sentaz tarafindan
lokotrien C4’e doniistiiriilen 16kotrien A4’tiir. Lokotrien iiretiminin diizenlenmesi, 5-
lipoksijenazin ekspresyonu, 5-lipoksijenazin periniikleer bolgeye translokasyonu ve
S-lipoksijenazin aktivitesini arttirmak veya inhibe etmek icin fosforilasyon dahil
olmak iizere cesitli seviyelerde gergeklesir. Biyolojik olarak aktif Lokotrien B4,
spesifik sitokrom P450'ler tarafindan gerceklestirilen w-oksidasyonu ve ardindan w-
karboksi konumundan ve koenzimA ester olusumundan sonra beta oksidasyonu ile

metabolize edilir [5].

OH OH O

20-Hidroksi-Lokotrien B4 genel yapisi.
24-Metilenlofenol

24alfa-metilepisterol veya gramisterin olarak da bilinen 4-Metilenlofenol,
ergosteroller ve tlirevleri olarak bilinen organik bilesikler smifina aittir. 24-

metilenelofenol bir sterol lipit molekiilii olarak kabul edilir [6].

24-Metilenlofenol genel yapisi.
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2-Hekzaprenil-3-metil-5-hidroksi-6-metoksi-1,4-benzokinon

2-Hekzafrenil-3-metil-5-hidroksi-6-metoksi-1,4-benzokinon, ubikinon
biyosentez yolunda rol oynar. 2-Hekzafrenil-3-metil-5-hidroksi-6-metoksi-1,4-
benzokinon, ubikinon biyosentez monooksijenaz Coq2 tarafindan 4-Hekzafrenil-7-

metil-1-metoksi-14,13-benzokinondan olusturulur [7].

2-Hekzafrenil-3-metil-5-hidroksi-6-metoksi-1,4-benzokinon genel yapisi.
2-Naftaldehit

2-Formilnaftalin olarak da bilinen 2-Naftaldehit, naftalinler olarak bilinen
organik bilesikler sinifina aittir. 2-Naftaldehit, bakterilerden insanlara kadar tiim
canli organizmalarda bulunur. Bunlar, iki benzen halkasinin birlesmesiyle olusan bir

naftalin yapisi igeren bilesiklerdir [8].

2-Naftaldehit genel yapisi.
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3-beta-Hidroksi-4-beta-metil-5-alfa-kolest-7-en-4-alfa-karboksilat

3-beta-Hidroksi-4-beta-metil-5-alfa-kolest-7-en-4-alfa-karboksilat, bir steroid

biyosentez ara maddesidir. Ayrica metilsterol hidroksilaz tarafindan tiretilir [9].

CH,

3-beta-Hidroksi-4-beta-metil-5-alfa-kolest-7-en-4-alfa-karboksilat genel yapisi.
3-Dehidrosikimat

3-Dehidrosikimat, sikloheksenonlar olarak bilinen bilesikler smnifinin bir
tiyesidir. Sikloheksenonlar, bir keton tasiyan ve bir endosiklik ¢ift baga sahip alt1
tiyeli alifatik bir halka olan bir sikloheksenon pargasi igeren bilesiklerdir [10].

o @)

HO (@)

OH

3-Dehidrosikimat genel yapist.
3-Hekzaprenil-4-hidroksi-5-metoksibenzoik asit

3-Hekzafrenil-4-hidroksi-5-metoksibenzoik asit, 2-poliprenil-6-
metoksifenoller olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir. 2-poliprenil-6-
metoksifenoller, 2-metoksifenol grubunun 6-pozisyonuna bagli bir poliizopren

zinciri igeren bilesiklerdir [11].

OH CH, CH, CH, CH, CH, CH

3-Hekzaprenil-4-hidroksi-5-metoksibenzoik asit genel yapisi.
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3-Ketosfinganin

Ketodihidrosfingosin olarak da bilinen 3-Dehidrosfinganin, beta-hidroksi
ketonlar olarak bilinen organik bilesikler smifina aittir. 3-dehidrosfinganin, bir
sfingoid bazli lipid molekiilii olarak kabul edilir. 3-Dehidrosfinganin, mayadan
insanlara kadar tiim Okaryotlarda bulunur. 3-dehidrosfinganin ve karbon dioksit,
serin palmitoiltransferaz 1 enziminin etkisiyle palmitil-CoA ve L-serinden

biyosentezlenebilir. 3-Dehidrosfinganin, sfinganin'den biyosentezlenebilir [12].

H,

2

HOWCH3

0]

alll z

3-Ketosfinganin genel yapisi.
4,4-Dimetil-5a-kolesta-8,24-dien-3-b-ol

4,4-Dimetil-5a-kolesta-8,24-dien-3-b-ol (14-demetillanosterol), sterol
biyosentezinde bir ara maddedir. Ozellikle, lanosteroliin  zimosterole

dontistiiriilmesinde bir ara maddedir [13].

H:Cp,,

CH,

HO

H,C CH,

4,4-Dimetil-5a-kolesta-8,24-dien-3-b-ol genel yapisi.
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4alfa-Metilfekosterol

4alfa-Metilfekosterol, ergosteroller ve tiirevleri olarak bilinen organik
bilesikler sinifina aittir. 4alfa-metilfekosterol bir sterol lipit molekiilii olarak kabul

edilir. 4alfa-Metilfekosterol steroidlerin biyosentezinde rol oynar [14].

HO

4alfa-Metilfekosterol genel yapisi.

Salfa-Kolest-8-en-3beta-ol

Zimostenol olarak da bilinen 5alfa-Cholest-8-en-3beta-ol, normal bir insan
metaboliti ve kolesterol sentezinin bir ara maddesidir. Serebrotendindz
ksantomatozlu hastalarin hem serum hem de safrasindaki zimostenol miktarlari,
kontrollere veya kenodeoksikolik asit 1ile tedavi edilen serebrotendindz
ksantomatozlu hastalara kiyasla daha yiiksektir. Hiperkolesterolemik c¢ocuklar
tarafindan yayilan bitki stanol esteri tiiketimi sirasinda, plazmadaki bitki sterolleri

azalir ve zimostenol gibi kolesterol oncti sterolleri artar [15].

My, CH,

CH,

CH,

HO

H

Salfa-Kolest-8-en-3beta-ol genel yapisi,
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5-Hidroksi-L-triptofan

5-Hidroksi-L-triptofan, esansiyel amino asit L-triptofandan viicut tarafindan
dogal olarak dretilen aromatik bir amino asittir. 5-Hidroksi-L-triptofan,
ndrotransmitter serotoninin Onciisiidiir ve beyinde degismis serotonin seviyeleri
birikebilir ve bu da anormal sinirsel sinyallesmeye yol agar. Serotonine doniislim,
monoamin norotransmitterlerinin metabolizmasinda 6nemli bir enzim olan aromatik
L-amino asit dekarboksilaz enzimi tarafindan katalize edilir. 5-Hidroksi-L-triptofan,
kan-beyin bariyerini kolayca geger ve serotoninin merkezi sinir sistemi sentezini
etkili bir de arttirir. 5-hidroksi-L-triptofan ile takviyenin, antidepresan 6zellikleriyle
iligkili oldugu serotonin sentezini etkilemektedir. Yeterince yiiksek seviyelerde
mevcut oldugunda, 5-hidroksitriptofan bir nérotoksin ve metabotoksin olabilir. Bir
norotoksin, sinir hiicrelerini veya dokularini bozan veya saldiran bir bilesiktir. Bir
metabotoksin, kronik olarak yiiksek seviyelerde olumsuz saglik etkilerine neden olan

endojen olarak iiretilen bir metabolittir [16].

HO

OH

NH
HN _

5-Hidroksi-L-triptofan genel yapisi.
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6-Hidroksimelatonin

6-Hidroksimelatonin, hidroksiindoller olarak bilinen organik bilesikler
sinifina aittir, 6-Hidroksimelatonin, insan karaciger ve bobrek dokularinda ve ayrica
idrar ve kan gibi biyolojik sivilarda bulunur. Hiicre i¢inde, 6-Hidroksimelatonin
oncelikle sitoplazmada bulunur. 6-Hidroksimelatonin, sitokrom P450 (CYP) 1A2
enzimi ile etkilesimi yoluyla melatoninden sentezlenen ana primer metabolittir.

Insanlarda, 6-hidroksimelatonin triptofan metabolizmasinda rol oynar [17].

CH,
HN/<
0
CH;,
|
o)
- NH

6-Hidroksimelatonin genel yapisi.

6-Ketoprostaglandin E1

6-Ketoprotaglandin E1, biyolojik olarak aktif ve stabil bir prostasiklin
metabolitidir ve Adenilat siklaz tip III i¢in bir substrattir. 6-keto-prostaglandin El
giiclii bir koroner vazodilatordiir. Trombosit zarlar1 seviyesinde, 6-keto-PGE1, PGI2
tarafindan etiketlenen baglanma bolgeleri ile etkilesime girer. Bununla birlikte, hem
trombositlerde hem de mezenterik arter miyositlerinde, 6-keto-prostaglandin El,

baglanma veya adenilat siklaz caligmalari ile gosterilir [18].

6-Ketoprotaglandin E1 genel yapist.
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alfa-Tokoferol

alfa-Tokoferol, insanlarda E vitamininin en aktif formudur ve giiclii bir
biyolojik antioksidandir. Dogal E vitamini sekiz farkli formda veya izomerde

bulunur. Bunlar dort tokoferol ve dort tokotrienoldiir [19].

alfa-Tokoferol genel yapisi.

Avenasterol (Izofiicosterol)

Delta5-avenasterol olarak da bilinen izofucosterol, bir fitosteroldiir.
Fitosteroller veya bitki sterolleri, dogal olarak olusan ve kolesterole yakin yapisal
benzerlik gosteren, ancak farkli yan zincir konfigilirasyonlarina sahip bilesiklerdir.
Fitosteroller  farmasotiklerle  (terapotik — steroidlerin  iiretimi), beslenmeyle
(fonksiyonel gidalarda anti-kolesterol katki maddeleri, anti-kanser 6zellikleri) ve
kozmetiklerle (kremler, ruj) ilgilidir. Fitosteroller, bitkisel yaglardan elde edilebilir.
Izofiikosterol, kalitsal bir metabolizma kusuru olan fitosterolemi ile iliskili

bulunmustur [20].

Avenasterol genel yapisi.
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Behenik asit

Behenik asit, ayn1 zamanda dokosanoik asit, bir karboksilik asittir ve
C21H43COOH formiiliine sahip bir yag asididir. Behenik asit insan plasentasinda

tanimlanmistir [21].

0]

HO)‘j\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\CH

Behenik asit genel yapisi.

3

Biyotin

Biyotin, her canli hiicrede ¢cok az miktarda bulunan bir enzim kofaktoriidiir.
Biyotin ayn1 zamanda koenzim R ve vitamin H veya B7 olarak da bilinir. Esas olarak
proteinlere veya polipeptitlere bagli olarak olusur ve karaciger, bobrek ve pankreasta
bol miktarda bulunur. Biyotin eksikligi ndrolojik belirtiler, deri dokiintiisii, sag
dokiilmesi ve cesitli karboksilaz eksiklikleri ile iligkili oldugu diisiiniilen metabolik
bozukluklara yol agar. Spesifik olarak, hiicre sinyallesmesi, gen ekspresyonu ve
kromatin yapisinda biyotin rol oynamaktadir. Insan hiicreleri biyotin biriktirir.
Biyotinidaz ve holokarboksilaz sentetaz, biyotinin histonlara (DNA baglayict
proteinler) kovalent baglanmasina aracilik ederek kromatin yapisini etkilemektedir.
Histonlarin biyotinilasyonunun, hiicre ¢ogalmasinda, gen susturulmasinda ve DNA

onarimina hiicresel yanitta rol oynadig1 goriilmektedir [22].

Biyotin genel yapisi.
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CE(12:0)

Kolesteril laurik asit bir kolesteril esterdir. Bir kolesteril ester, bir kolesterol
esteridir. Kolesteroliin yag asidi esterleri, plazmadaki kolesteroliin yaklasik ticte
ikisini olusturur. Kolesterol, tiim viicut dokularinin hiicre zarlarinda bulunan ve tim
hayvanlarin kan plazmasinda tasinan bir sterol (bir kombinasyon steroid ve alkol) ve
bir lipiddir. Arteriyel intimada (akan kanla dogrudan temas halinde olan bir arterin en
icteki tabakasi) kolesterol esterlerinin birikmesi aterosklerozun karakteristik bir
ozelligidir. Ateroskleroz, arteriyel kan damarlarimi etkileyen bir hastaliktir. Bu,
biiylik olctlide lipoproteinlerin (kolesterol ve trigliseritleri tasiyan plazma proteinleri)
birikmesine bagli olarak, atardamar duvarlarinda kronik bir inflamatuvar yanittir.
Laurik asit, toplam kolesterolii biiyiikk Ol¢lide artirir, ancak etkisinin ¢ogu HDL
kolesterol {iizerindedir. Sonu¢ olarak laurik asitten zengin yaglar totalin HDL

kolesterole oranini azaltir [23].

CH,

|
HBCM(> ‘

CE(12:0) genel yapist.
D-Arjinin

D-2-amino-5-guanidinovalerik asit veya (2R)-2-amino-5-guanidinopentanoat
olarak da bilinen D-Arjinin, D-alfa-amino asitler olarak bilinen bilesikler sinifinin bir
tiyesidir. D-alfa-amino asitler, alfa-karbon atomunun D-konfigiirasyonuna sahip alfa
amino asitlerdir. D-Arjinin, insan epidermisinde ve trombosit dokularinda
bulunabilir. Nitrik oksit biyosentezinin onciisiidiir. D-Arjinin, L-formunda fizyolojik

olarak aktif olan temel bir amino asittir [24].

) NH

HO N)J\NHz
H

NH,

D-Arjinin genel yapisi.
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Delta7-Avenasterol

7-Dehidroavenastrol veya 7Z-etilenelathosterol olarak da bilinen delta24-
Avenasterol, stigmastanlar ve tiirevleri olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir.
delta7-Avenasterol bir sterol lipit molekiilii olarak kabul edilir. delta7-Avenasterol,
bahce sogani, ¢emen, vaccinium (yaban mersini, kizilcik, huckleberry), greyfurt /
pummelo melezleri ve bakliyat gibi birka¢ farkli gida tespit edilmis, ancak
Olclilmemistir. delta7-Avenasterol, steroidlerin biyosentezinde bir ara maddedir,
Stigmasterol sentezinde dordiincii ila son adimdir ve 24-etilidenelofenolden
donigtiiriilir. Daha  sonra latosterol oksidaz  enzimi araciligiyla  6-

dehidroavenasterole dontstiiriliir [25].

7-Dehidroavenastrol genel yapisi.

Dopamin

Dopamin, beyindeki katekolamin norotransmitterdir ve epinefrin (adrenalin)
ve norepinefrin (noradrenalin) Onciisiidiir. Dopamin, beynin ekstrapiramidal
sisteminde 6nemli bir vericidir ve hareketin diizenlenmesinde 6nemlidir. Dopamin,
kan damarlarinda norepinefrin salinimini inhibe eder ve bir vazodilatator gorevi
goriir (normal derisimlerde); bobreklerde, sodyum atiliminmi ve idrar ¢ikisini artirir;
pankreasta insiilin iiretimini azaltir; sindirim sisteminde gastrointestinal motiliteyi
azaltir ve bagirsak mukozasim1i korur; ve bagisiklik sisteminde lenfositlerin

aktivitesini azaltir.

Yeterince yiiksek seviyelerde mevcut oldugunda, dopamin bir ndrotoksin ve bir
metabotoksin olabilir. Bir norotoksin, ndral dokuyu bozan veya ona saldiran bir
bilesiktir. Bir metabotoksin, kronik olarak yiiksek seviyelerde olumsuz saglik

etkilerine neden olan, endojen olarak {iretilen bir metabolittir. Kronik olarak yiiksek



167

dopamin seviyeleri, noroblastom, Costello sendromu, losemi, feokromositoma,
aromatik L-amino asit dekarboksilaz eksikligi ve Menkes hastaligt (MNK) ile
iliskilidir. Yiiksek dopamin seviyeleri hiperaktiviteye, uykusuzluga, ajitasyon ve
kaygiya, depresyona, sanrilara, asir1 salivasyona, mide bulantisina ve sindirim

sorunlarina yol agabilir [26].

HO NH,

HO

Dopaminin genel yapist.
D-Triptofan

D-Triptofan, indolil karboksilik asitler ve tiirevleri olarak bilinen organik
bilesikler siifina aittir. D-Triptofan, bakterilerden bitkilere ve insanlara kadar tiim

canli tlirlerinde bulunur. D-Triptofan sekonder bir metabolittir [27].

HN

D-Triptofan genel yapisi.
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Fitosfingosin

Fitosfingosin bir fosfolipiddir. Fosfolipidler, bir lipit smifidir ve tiim
biyolojik zarlarin ana bilesenidir; sfingosin ve seramid gibi sfingolipid metabolitleri,
olduk¢a biyoaktif bilesiklerdir ve hiicre-hiicre etkilesimi, hiicre proliferasyonu,
farklilagsmas1 ve apoptoz dahil olmak iizere c¢esitli hiicre slireglerinde yer alir.
Fitosfingosin ayrica mantarlarda ve bitkilerde bol miktarda bulunan ve ayrica
insanlar dahil hayvanlarda bulunan, en yaygin de dagitilan dogal sfingoid bazlardan
biridir. Fitosfingosin, insan T hiicreli lenfoma ve kiiclik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikler ve mitokondriden kaspazdan bagimsiz
sitokrom ¢ salinimimi indiikler. Kaspaz inhibitorlerinin varliginda, fitosfingosin
kaynakli apoptoz neredeyse tamamen bastirilir, bu da fitosfingosin kaynakl

apoptozun biiyiik dl¢iide kaspaz aktivitelerine baglidir [28].

Fitosfingosin genel yapisi.
Glutatyon

Gama-Glutamilsisteinilglisin, oligopeptitler olarak bilinen organik bilesikler
siifina aittir. Bunlar, peptit baglariyla birlestirilmis ti¢ ila on alfa-amino asit dizisi

iceren organik bilesiklerdir [29].

TN NH,
l N OH
HO B

OH (0]

HO O

HS

Glutatyon genel yapisi.
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K1 Vitamini

Filokinon veya fitonadion olarak da bilinen K1 vitamini, 1-metil ve 4-fitil
bulunduran 2,3-naftokinon yapili polisiklik aromatik bir ketondur. K vitamininin
cesitli formlart tanimlanmistir. Bunlar, Bitkilerden elde edilen K1 vitamini;
bakterilerden ve sentetik naftokinon provitaminlerinden K2 vitamini ve K3
vitaminidir. K1 vitamini, proksimal izopren birimi lizerinde sadece bir ¢ift baga
sahiptir. K1 vitamini, aktif protrombin (faktor II), prokonvertin (faktér VII), plazma
tromboplastin bileseni (faktor IX) ve Stuart faktoriiniin (faktor X) karaciger yoluyla
tiretimi i¢in gerekli olan dogal olarak olusan K vitamini ile ayn1 tip ve aktiviteye

sahiptir. K1 vitamini antithemorajik ve protrombojenik aktiviteye sahiptir [30].

o) CHs CH3

K1 Vitamini genel yapisi.

Kolesterol

Kolesterol, tiim viicut dokularimin hiicre zarlarinda bulunan ve tiim
hayvanlarin kan plazmasinda tasiman bir sterol ve bir lipiddir. Viicutta kolesterol,
serbest formda veya kolesterol halkasinin 3, pozisyonundaki hidroksil grubuna
kovalent olarak bagli tek bir yag asidi ile bir ester olarak bulunabilir. Sentez
mekanizmasi nedeniyle, plazma kolesterol esterleri nispeten yliksek oranlarda ¢oklu
doymamis yag asitleri icerir. Kolesterol, zarlarda ve genel olarak lipid
metabolizmasinda hayati yapisal rollere sahiptir. Safra asitleri, D vitamini ve steroid
hormonlarinin  (glukokortikoidler, 0Ostrojenler, progesteronlar, androjenler ve
aldosteron) biyosentetik Onciisiidiir. Ayrica merkezi sinir sisteminin gelisimine ve
isleyisine katki saglar, sinyal iletimi ve sperm gelisiminde 6nemli gorevleri vardir.
Kolesterol molekiilleri (yani kolesterol esterleri) viicutta lipoprotein partikiilleri
aracilifiyla tagimir. Karacigerde silomikron partikiilleri trigliseritleri ve bir miktar
kolesterolii verir. Daha sonra trigliseritleri ve kolesterolii diger viicut hiicrelerine
tagtyan diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) pargaciklarina doniistiiriiliirler. Saglikli
bireylerde, LDL partikiilleri biiyiiktiir ve sayilar1 nispeten azdir. Oksitlenmis LDL
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partikiillerinin, Ozellikle kiicik LDL partikiillerinin yiiksek derisimlerde oldugu
kosullarda, kolesterol, koroner kalp hastaligi ve diger kardiyovaskiiler hastalik
formlarina 6nemli bir katkida bulunan ateroskleroz olarak bilinen bir durum olan
arter duvarlarinda aterom plak birikimini tesvik eder. Kronik olarak yiiksek
kolesterol seviyeleri, serebrotendindz ksantomatozis, kolesteril ester depo hastaligi,
konjenital lipoid adrenal hiperplazi, hiperkolesterolemi ve Zellweger sendromu gibi
kalitsal metabolizma hastaliklariyla iliskilidir. Kronik olarak yliksek seviyelerde,

kolesterol bir aterojen olarak islev gorebilir [31].

HiCy,

Kolesterol genel yapisi.

Lanosterol

Lanosterin olarak da bilinen lanosterol, triterpenoidler olarak bilinen organik
bilesikler sinifina aittir. Lanosterol, bir sterol lipit molekiiliidiir. Lanosterol, 3-
hidroksi-3-metil-glutaril-KoA reduktaz yolu 1ile asetil-CoA'dan baslayarak
biyokimyasal olarak sentezlenir. Asiklik terpen skualenin 2,3-skualen oksit yoluyla

polisiklik lanosterole enzimatik doniistimiidiir [32].

HiCy,,

HO

a
H,C©  CH,

Lanosterol genel yapist.
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L-Arjinin

L-Arjinin, L-alfa-amino asitler olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir,
Bunlar, alfa-karbon atomunun L-konfigiirasyonuna sahip alfa amino asitlerdir. L-
asparagin, 20 proteinojenik amino asitten biridir, yani proteinlerin biyosentezinde
kullanilan amino asitlerdir. Arjinin, bakterilerden bitkilere ve hayvanlara kadar tim
organizmalarda bulunur. Arjinin, L-formunda fizyolojik olarak aktif olan temel bir
amino asittir. Yetiskinler, lire dongiisiinde arjinini sentezleyebilirler. L-Arjinin,
amonyagin atilmasina yardimci olur, nitrik oksit, kreatin, L-glutamat ve L-prolin gibi
bilesiklerin yapiminda kullanilir ve gerekirse glikoz ve glikojene doniistiiriilebilir.
Arjinin ayrica hiicre boliinmesi, bagisiklik ve yara iyilesmesinde 6nemli bir rol
oynar. Arjinin, sekonder bir haberci olarak hareket edebilen Gnemli bir sinyal
molekiili ve ayni zamanda damar genislemesini diizenleyen hiicreler arasi bir
haberci olan ve ayrica bagisiklik sisteminin enfeksiyona tepkisinde islevlere sahip
olan nitrik oksidin (NO) oOnciisiidiir. Arjinin, kreatin sentezi icin gereklidir ve
poliaminlerin sentezi ic¢in kullanilabilir. Yiiksek dozlarda L-arjinin ayrica insan
bliylime hormonu ve prolaktin dahil olmak iizere c¢esitli hormonlarin salinimini
uyarir. Arjinin ayrica iskelet kasi yag asidi oksidasyonunu ve kas glikoz alimini
uyaran AMP kinazi aktive eder, bdylece pankreatik beta hiicreleri tarafindan insiilin
sekresyonunu arttirir. Sepsis, yaralanma ve kanser gibi katabolik hastalik durumlari,
arjinin kullaniminda normal viicut liretimini asabilen bir artisa neden olarak arjinin

tilkkenmesine yol acar [33].

NH O

PN

HN N OH
H
NH,

L-Arjinin genel yapisi.
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Latosterol

Latosterol, tiim viicut dokularimin hiicre =zarlarinda bulunan ve tiim
hayvanlarin kan plazmasinda tasinan bir sterol ve bir lipiddir. Tiim viicut kolesterol
sentezinin bir gostergesi olarak kullanilir. Safra asidi malabsorpsiyonu olan

hastalarda plazma lathosterol seviyeleri 6nemli ol¢iide yiikselir [34].

CH,

Latosterol genel yapisi.

Lipoksin A4

Lipoksin A4, aktive edilmis 16kositlerin 5-lipoksijenaz etkilesim iiriinii olarak
tanimlanmistir. Lipoksin A4'in endojen transseliiler biyosentezi, 10kositlerin epitel,
endotel veya trombositlerle etkilesimi yoluyla gerceklesir. Lipoksinler veya
lipoksijenaz etkilesim {triinleri, spesifik trihidroksitetraen igeren eikosanoidler
vermek i¢in lipoksijenazlarin reaksiyonlar yoluyla arasidonik asitten {iretilir. Bu
yapilar, hiicre-hiicre etkilesimleri sirasinda olusur ve inflamatuvar yanitlar sirasinda
tiretilen diger eikozanoidlerden hem zamansal hem de uzamsal olarak farkli
bolgelerde hareket eder ve dogal rezoliisyonu uyarir. Lipoksin A4 ve lipoksin B4, her
biri giiclii hiicresel ve in vivo etkilere sahip konumsal izomerlerdir. Aspirin,
lipoksinin giiglii anti-enflamatuar etkilerini paylasan, aspirinle tetiklenen 15-epi-
Lipoksin olarak adlandirilan Lipoksinin endojen epimerlerinin biyosentezini

tetikleyerek LX devresinde dogrudan bir etkiye sahiptir [35].

Lipoksin A4 genel yapisi.
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Lipoksin B4

Lipoksinler ve aspirinle tetiklenen lipoksin, arasidonik asitten iiretilen
trihidroksitetraen igeren eikosanoidlerdir ve diger birgok proinflamatuvar lipid tiirevi
aracilardan yapi, olusum ve fonksiyon bakimindan farklidir. Bu endojen
eikosanoidler, enflamatuar yanitta yer alan birinci sif lipit/kimyasal aracilaridir.
Prostaglandinler ve lokotrienler dahil olmak {izere, arasidonik asitten tiiretilen
eikozanoidlerin ¢ogu, immiin hipersensitivite ve inflamasyonla ilgili ¢ok c¢esitli
eylemler uygulayan yerel aracilar olarak Onemli roller oynar. Aspirinin
prostaglandinleri inhibe etmesine ek olarak, aspirin ayrica siklooksijenaz-2'yi
asetilleyerek, aspirinle tetiklenen Lipoksin A4 olarak adlandirilan 15-epimerik bir
lipoksin formunun olusumunu saglar. Essiz bir trihidroksitetraen yapisina sahip bu
eikosanoidler inflamasyonda 'durma sinyalleri' olarak islev goriir ve inflamasyonu

sona erdirmek i¢in konake1 yanitlarinin azaltilmasini saglar [36].

HO

«111|OH

Lipoksin B4 genel yapisi.
Litokolik asit

3alfa-hidroksi-Sbeta-kolan-24-oik asit olarak da bilinen litokolik asit, ikincil
bir safra asididir. Emilim i¢in yaglar1 ¢6zmek i¢in bir deterjan gorevi goriir ve
kendisi emilir. Kolagog ve koleretik olarak kullanilir. Safra asitleri, agirlikli olarak
memelilerin safrasinda bulunan steroid asitlerdir. Safra asitleri, yaglarin ve sterollerin
bagirsakta ve karacigerde atilimini, emilimini ve tasinmasini kolaylastiran fizyolojik
deterjanlardir. Safra asitleri ayrica kolesterol katabolizmasindan tiiretilen steroidal
amfipatik molekiillerdir. Safra akisin1 ve lipid sekresyonunu modiile ederler, diyet
yaglarinin ve vitaminlerin emilimi i¢in gereklidir ve kolesterol homeostazinda yer

alan tiim anahtar enzimlerin diizenlenmesinde rol oynarlar. Safra asitleri
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enterohepatik bir devre olusturmak i¢in karaciger, safra kanallari, ince bagirsak ve
portal vende yeniden dolasir. Safra asitlerinin gii¢lii toksik 6zellikleri vardir (6rnegin,
zar bozulmasi) ve bunlarin kan ve dokularda birikmesini smirlayan ¢ok sayida
mekanizma vardir. Yeterince yiiksek seviyelerde bulundugunda, litokolik asit bir
onkometabolit gorevi gorebilir. Bir onkometabolit, kronik olarak yiiksek seviyelerde
bulundugunda tiimor biiylimesini ve hayatta kalmasini destekleyen bir bilesiktir.
Kronik olarak ytiksek litokolik asit seviyeleri, kolon kanseri, pankreas kanseri,
0zofagus kanseri ve diger bircok GI kanseri dahil olmak iizere gesitli kanser tiirleri
ile iligkilidir. Yiiksek safra asidi seviyeleri, reaktif oksijen tiirlerinin ve reaktif
nitrojen tiirlerinin olusmasina, hiicre zar1 ve mitokondrinin bozulmasina, DNA
hasarinin indiiklenmesine, mutasyona ve apoptosise ve kronik maruziyet lizerine

azalmis apoptoz kapasitesinin gelismesine yol acar [37].

HAC
*% o

Litokolik asit genel yapisi.
Litokoliltaurin

Litokoliltaurin, karacigerde genellikle sodyum tuzu olarak taurin ile litokolik
asit konjugasyonundan olusan bir safra tuzudur. Emilim i¢in yaglar1 ¢dzer ve kendisi
emilir. Litokolat hem safra asidine bagimli hem de bagimsiz safra akisini azaltir.
Insanlarda, kronik kolestatik karaciger hastaligi olan hastalarda yiiksek seviyelerde
litokolik asit bulunur. Litokoliltaurin, litokoliltaurinin neden oldugu kolestazda
dogrudan kanalikiiler membranlar {izerinde etki ederek hem safra kanalikiiler
kasilmalarint hem de kanalikiiler safra sekresyonunu bozar. Litokoliltaurin, safra
tuzu digsa aktarma pompasinin geri alinmasiyla iligkili akut kolestazi indiikler. Safra
asitlerinin hepatik retansiyonu, hepatosit apoptozu ile karaciger hasarina ve sonunda

kolestatik karaciger hastaliklarinin koétlilesmesine yol acabilir [38].
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Litokoliltaurin genel yapisi.

L-Karnitin

Karnitin, esansiyel olmayan bir amino asit ve bir kuaterner amonyum
bilesigidir. Karnitin ayrica bir alkol olarak da smiflandirilir. Karnitin, iki
stereoizomerden (iki enantiyomer D-karnitin ve L-karnitin) biri olarak bulunur.
Karnitin, lipit metabolizmasinda ve beta-oksidasyonda 6nemli bir rol oynar.
Metiyonin eksikligi, lizin eksikligi, C vitamini eksikligi veya bobrek diyalizi gibi
belirli durumlarda karnitin eksikligi meydana gelebilir [39].

CH; OH 0

L-Karnitin genel yapisi.
Metiyonin

L-metiyonin olarak da bilinen metiyonin, bir alfa-amino asittir. Bunlar, amino
grubunun, karboksilat grubuna (alfa karbon) hemen bitisik karbon atomuna
baglandig1r amino asitlerdir. Metiyonin, bakterilerden bitkilere ve hayvanlara kadar
tiim organizmalarda bulunur. Metiyonin esansiyel bir amino asittir. Insanlarin ve
diger memelilerin normal biiylimesi ve gelismesi i¢in gereklidir. Protein sentezi i¢in
bir substrat olmasiin yani sira, metiyonin, transmetilasyon reaksiyonlarinda, DNA
ve RNA ara iirlinleri i¢in metil gruplar1 da dahil olmak iizere in vivo olarak ana metil
grubu dondrii olarak hizmet veren bir ara maddedir. Metiyonin, sistein i¢in metabolik
onciidiir. Sadece metiyoninden kiikiirt atomu sisteine aktarilir. Hastalikta veya
travma sonrasinda, metiyonin, sistein ve taurin i¢in gereksinimler degisebilir.
Metiyoninin sizofreni hastalarinda psikopatolojik semptomlarini

siddetlendirmektedir. Yiiksek dozda metiyonin 6liimle sonuglanabilir. Yeterince
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yiiksek seviyelerde mevcut oldugunda, metiyonin bir aterojen ve bir metabotoksin
gibi davranabilir. Bir aterojen, kronik olarak yiiksek seviyelerde mevcut oldugunda
ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliga neden olan bir bilesiktir. Bir metabotoksin,
kronik olarak yiiksek seviyelerde olumsuz saglik etkilerine neden olan endojen
olarak tiretilen bir metabolittir. Kronik olarak yiiksek metiyonin seviyeleri, en az on
dogustan gelen metabolizma hatasi ile iligkilidir. Bu metabolik bozukluklar1 olan
bircok birey, daha sonraki yasamlarinda kardiyovaskiiler hastalik gelistirme

egilimindedir [40].

H,C OH
NH,

Metiyonin genel yapisi.
L-Sistin

Sistin, oksitlenmis dimerik bir sistein formudur. -SH gruplar1 arasinda bir
distilfit bag1 yoluyla iki sistein kalintisinin baglanmasiyla olusur. Sistin, sindirim
enzimlerinde ve bagisiklik sistemi hiicrelerinde, iskelet ve bag dokularinda, deride ve
sacta yiiksek derisimlerde bulunur. Sistin, bagisiklik sisteminde yer alan hiicrelerde
(6rnegin makrofajlar ve astrositler) glutatyon sentezi i¢in tercih edilen sistein
seklidir. Lenfositler ve noronlarda, glutatyon iiretimi i¢in sistein kullanilmaktadir

[41].

NH, 0
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L-Sistin genel yapisi.
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L-Triptofan

L-triptofan bir alfa-amino asittir, L-triptofan, 20 proteinojenik amino asitten,
yani proteinlerin biyosentezinde kullanilan amino asitlerden biridir. Triptofan,
bakterilerden bitkilere ve hayvanlara kadar tiim organizmalarda bulunur. Triptofan
hem serotonin hem de melatoninin onciisiidiir. Melatonin, hayvanlarda epifiz bezi
tarafindan tretilen, uyku ve uyanmikligi diizenleyen bir hormondur. Serotonin,
viicuttaki organlarda bulunan bir beyin nérotransmitteri, trombosit pihtilasma faktori
ve norohormondur. Triptofan eksikliginin degerlendirilmesi, idrarda veya kanda
triptofan metabolitlerinin atilimini inceleyerek yapilir. Triptofan, "ziyafet kaynakll"
uyusuklukta rol oynar. Beyin omurilik sivisina girdikten sonra, triptofan serotonine
dontstiiriiliir ve elde edilen serotonin, uykuyu tesvik eden epifiz bezi tarafindan
melatonine metabolize edilir. Triptofan, daha sonra norotransmitter serotonine
doniistiiriilen  5-hidroksitriptofan'a dontistirildigi  igin, tliketiminin beyindeki
serotonin seviyesini artirarak depresyon semptomlarini iyilestirebilecegi One
stiriilmiistiir. Triptofan, Amerika Birlesik Devletlerinde ve Birlesik Krallik'ta
antidepresan, anksiyolitik ve uyku yardimi olarak kullanilmak tiizere bir gida
takviyesi olarak satilmaktadir. Ayrica bazi Avrupa iilkelerinde major depresyon
tedavisi i¢in regeteli bir ila¢ olarak pazarlanmaktadir. Bazi durumlarda, triptofan bir
norotoksin ve bir metabotoksin olabilir. Bir ndrotoksin, beyin ve sinir dokularina
zarar veren bir bilesiktir. Bir metabotoksin, kronik olarak yiiksek seviyelerde
olumsuz saglik etkilerine neden olan endojen olarak iiretilen bir metabolittir.
Triptofan esas olarak Indoleamin-2,3-dioksigenaz-1 ve indoleamin-2,3-dioksigenaz-
2 enzimlerinin aktivitesi yoluyla katabolize edilir. Bu enzimler, triptofan katabolitleri
uretir. Bu triptofan katabolitleri, bagisiklik regiilasyonunda 6nemli bir rol oynayan
aril hidrokarbon reseptoriinii aktive eder. Bu enzimlerin rolii, enfeksiyoz
organizmalar1 6ldiirmek veya biiyiimelerini yavaslatmaktir. Ote yandan, aril

hidrokarbon reseptoriinii aktivasyonu bir immiinosupresyon durumuna yol agar [42].

O

OH

HN NH,

L-Triptofan genel yapisi.
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LysoPC(0-18:0/0:0)

1-Oktadesil-sn-glisero-3-fosfokolin, eter lipid metabolizma yolundaki bir ara
maddedir, 1-Oktadesil-sn-glisero-3-fosfokolin, bir eter fosfo-eter lipididir.
Plazmalojenler, gliserol eter fosfolipitleridir. Lizofosfatidilkolinler, hiicre ici
kalsiyum mobilizasyonunu indiikler ve farkli hiicre sistemlerinde artan glikozla
uyarilan insiilin sekresyonuna yol agar. Kanda veya plazmada lizofosfatidilkolinler
esas olarak albiimine ve daha az 6lgiide lipoproteinlere baglanir. Enflamasyon, hiicre
hasar1 ve diger patofizyolojik durumlar, artan LPC iiretimi veya azalan plazma
albiimin seviyeleri yoluyla serbest ve albiimine bagli LPC oranini degistirebilir.
Artmis 6liim riski ile iligkili olduklar1 romatoid artrit, diyabet, sizofreni, polikistik
over sendromu, Alzheimer hastalii, pulmoner arteriyel hipertansiyon, yaslanma,
astim ve karaciger sirozu dahil olmak {lizere sepsisin Otesinde bir dizi baska
enflamatuar durumda lizofosfatidilkolin seviyelerinde azalma gozlemlenmistir.
Lizofosfatidilkolinlerin bir dizi koruyucu veya anti-enflamatuar etkisi vardir. Daha
yiiksek lizofosfatidilkolin seviyeleri, endotelyal hiicrelerde siklooksijenaz-2 ve
endotelyal nitrik oksit sentaz ekspresyonunu indiikler, bunlarin her ikisi de
prostasiklin veya nitrik tretimi yoluyla vazoprotektif etkilere sahip olabilir.
Lizofosfatidilkolinlerin dogustan gelen bagisiklik sistemi {izerinde bir dizi etki ortaya
cikarmaktadir ve etkili bir de c¢ift aktiviteli ligand molekiilleri olarak hizmet

etmektedirler [43].

)
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LysoPC(0-18:0/0:0) genel yapisi.
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Malonilkarnitin

Malonilkarnitin, uzun zincirli agilkarnitin esterlerinin mitokondriye bozulmus
girisinin ve mitokondriyal solunum zincirinin kompleks 11'deki basarisizliginin ve
malonil-CoA dekarboksilaz eksikliginin neden oldugu yag asidi oksidasyonunun
spesifik olarak bozulmasiyla biriken bir metabolittir. Orta zincirli asil-koenzimA
dehidrogenaz eksikligi olan bazi yenidoganlarda da malonilkarnitin biriktigi

bulunmustur [44].

Malonilarnitin genel yapist.
N-Metiltriptamin

N-Metiltriptamin, triptaminler ve tiirevleri olarak bilinen organik bilesikler
siifina aittir. Triptaminler ve tiirevleri, yapisal olarak 3 konumunda bir etanamin ile
ikame edilmis bir indol halkasi ile karakterize edilen triptamin omurgasini igeren
bilesiklerdir. Insanlarda, N-metiltriptamin, triptofan metabolizma yolunda yer alir.

N-Metiltriptamin primer bir metabolittir [45].

HN-CH;

N\

NH

N-Metiltriptamin genel yapisi.
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Obtusifoliol

Obtusifoliol, ergosteroller ve tiirevleri olarak bilinen organik bilesikler
sinifina aittir. Obtusifoliol bir sterol lipit molekiiliidiir. Obtusifoliol, Sitokrom P5S1A1
enzimi tarafindan katalize edilen kolesteroliin biyosentezinde bir ara maddedir.
Sitokrom P51A1, kolesterol biyosentezinde onemli bir adim olan memelilerin

yasayabilirligi i¢in gerekli olan bir temizlik enzimidir [46].

Obtusifoliol genel yapisi.

Prostaglandin D2

Prostaglandin D2; beyin, dalak, timus, kemik iligi, uterus, yumurtalik,
yumurta kanali, testis, prostat ve epididim gibi ¢esitli organlarda aktif olarak tiretilen
ve bircok fizyolojik olayda yer alan bir prostaglandindir. Prostaglandin D2 uykuyu
destekler; merkezi sinir sisteminde viicut 1sisini, koku alma fonksiyonunu, hormon
salmimini ve nosisepsiyonu diizenler; trombosit agregasyonunu Onler; ve
vazodilatasyon ve bronkokonstriksiyona neden olur. Prostaglandin D2 ayrica mast

hiicrelerinden alerjik ve enflamatuar bir araci olarak salinir [47].

:

HO HO

CH,

Prostaglandin D2 genel yapisi.
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Prostaglandin E2

Dogal olarak olusan prostaglandin E2 dinoproston olarak bilinir ve memeli
prostaglandinleri arasinda en yaygin ve biyolojik olarak en aktif olanidir. Dogum
sirasinda Onemli etkileri vardir ve ayrica osteoblastlari, osteoklastlar (kemigin
mineralize matrisini ¢ikararak kemik dokusunu ortadan kaldiran bir tiir kemik
hiicresi) tarafindan kemik emilimini uyaran faktorleri serbest birakmasi i¢in uyarir.
PGE2 aym1 zamanda atesi indiikleyen prostaglandindir. Prostaglandin E2'nin
vazodilatasyonu ve cAMP {iretimini arttirdigi, bradikinin ve histaminin etkilerini
arttirdigt ve uterus kasilmalarmi ve trombosit agregasyonunu indiikledigi
gosterilmigtir. PGE2 ayni zamanda fetal duktus arteriyozusun agik gecis yolunun
korunmasindan, T-hiicre proliferasyonunu ve lenfosit migrasyonunu azaltmaktan ve
IL-1a ve IL-2 sekresyonunu aktive etmekten de sorumludur. Prostaglandin E2,
ozellikle dendritik hiicreler iizerinde hem pro- hem de anti-inflamatuvar etkiler
sergiler. Prostaglandin E2, dentritik hiicrelerinin olgunlagmasini ve antijen sunma
yeteneklerini azaltan bir inhibitor etki gosterir. Prostaglandin E2'nin ayrica timor
nekroz faktorii-alfa ile kombinasyon halinde verildiginde dentritik hiicreyi uyardigi
ve IL-12 iiretimini destekledigi de gosterilmistir. Farklilagsma, olgunlagsma ve sitokin
salgilama yeteneklerine etki ederek profesyonel dentritik hiicrenin aktivitelerini

modiile eder [48].
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Prostaglandin E2 genel yapisi.
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Prostaglandin G2

Prostaglandin G2, ilk olarak bir siklooksijenaz metabolik yolunda arasidonik
asitten sentezlenir; prostaglandinin COX biyosentezi, 11R konfiglirasyonunda
aragidonik asidin oldukga spesifik oksijenasyonu ile baslar ve Prostaglandin G2'yi
olusturmak i¢in 15S oksijenasyonu ile sona erer. Arasidonik asidin Prostaglandin
G2'ye doniisiimiinii  katalize eden COX bolgesi aktivitesi, nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglar i¢in hedeftir, Peroksidaz bolgesi aktivitesi, karsilik gelen
alkol prostaglandin H2'yi vermek {izere Prostaglandin G2'nin hidroperoksit baginin

iki elektronlu indirgenmesini katalize eder [49].

CH,

HO

Prostaglandin G2 genel yapisi.
Prostaglandin H2

Prostaglandin H2, tiim prostaglandinlerin biyosentezinde ilk ara maddedir.
Prostaglandinler, Prostaglandin H sentaz 1 ve 2 olarak da adlandirilan enzimler
tarafindan arasidonik asitten sentezlenir. Nonsteroidal antienflamatuar ilaglarin ¢ogu

hem Prostaglandin H sentaz 1 hem de 2'yi inhibe eder. Prostaglandinler
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eikosanoidlerdir. Eikosanoidlerin transselliiler biyosentez i¢in énemli 6zelliklerden
biri, Prostaglandin H2 veya Lokotrien A4'iin dondr hiicreden ihrag edilmesi ve bu
reaktif ara irlinlerin alici hiicre tarafindan alinmasidir. Trombositler endojen
arasidonik asitten tromboksan A2 olusturdugunda, Prostaglandin H2, Tromboksan
A2'minkine ¢ok benzer ve gli¢lii trombosit aktivasyonu {liretecek kadar yiliksek
derigsimlere ulasir. Bu nedenle, Tromboksan A2 ile trombosit aktivasyonu,

Prostaglandin H2 tarafindan yapilan bir aktivasyon ile birlikte gitmektedir [50].

\\‘\\:/\/\H/ )
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Prostaglandin H2 genel yapisi.
Prostaglandin 12

Prostaglandin 12, eikosanoidler olarak bilinen lipid molekdilleri ailesinin bir
tiyesidir. Prostasiklin sentaz enziminin etkisiyle prostaglandin H2'den endotel
hiicrelerinde iiretilir. Giiglii bir vazodilatatordiir ve trombosit agregasyonunu inhibe
eder. Prostaglandin 12, kan damar1 duvarn tarafindan sentezlenen ana
prostaglandindir. Bu, trombosit aracili trombozun sinirlandirilmasinda énemli bir rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle prostasiklin, primer hemostazda (kan
pthtist olusumunun bir parcasi) yer alan trombosit tikacinin olusumunu esas olarak
onler. Prostasiklin , saglikli endotel hiicreleri tarafindan salinir ve islevini, yakindaki
trombositler ve endotel hiicreleri lizerindeki G proteinine bagl reseptorleri iceren bir
parakrin sinyal kaskad1 yoluyla gergeklestirir. Trombosit Gs proteinine bagl reseptor
(prostasiklin reseptorii), Prostaglandin 12'ye baglandiginda aktive olur, Bu
aktivasyon, sirayla, adenilil siklaza cAMP {iiretmesi i¢in sinyal verir. cAMP, herhangi
bir asir1 trombosit aktivasyonunu inhibe etmeye devam eder (dolagimi tesvik etmek
icin) ve ayrica tromboksan A2 baglanmasindan sonuglanabilecek sitosolik kalsiyum
seviyelerindeki herhangi bir artisa kars1 koyar. PGI2 ayrica endotelyal prostasiklin
reseptOrlerine baglanir ve ayni de sitozoldeki cAMP seviyelerini yiikseltir. Bu cAMP

daha sonra protein kinaz A'y1 aktive etmeye devam eder, P protein kinaz A daha
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sonra diiz kas gevsemesine ve vazodilatasyona yol acan miyozin hafif zincir kinazim

inhibe ederek kaskadi devam ettirir [51].

OH

<.

Prostaglandin 12 genel yapisi.
Serotonin

Serotonin veya S-hidroksitriptamin, indoleaminler olarak bilinen bilesiklerin
sinifina ait bir molekiildiir. Serotonin, bakterilerden bitkilere ve insanlara kadar tiim
canli  organizmalarda bulunur. Memelilerde, serotonin bir monoamin
norotransmitteri, biyokimyasal bir haberci ve diizenleyici olarak islev goriir.
Esansiyel amino asit L-Triptofan'dan sentezlenir. Sinir sistemindeki serotonin,
sinapslarda yerel bir verici olarak ve diflizyon {izerine devrelerin bir parakrin veya
hormonal modiilatorii olarak hareket ederek, farkli uyaranlara karst cok ¢esitli
"duruma bagh" davramigsal tepkilere izin verir. Serotonin, omurgalilarin ve
omurgasizlarin sinir sisteminde davranmigsal etkileri bulunmaktadir. Daha genis ve
cok daha sofistike bir davranis repertuart sergileyen omurgalilarda, serotonin ayrica
uykuyu, uyarilma durumunu, cinsel davranisi ve digerlerini de diizenler. Serotonerjik
sistem eksiklikleri depresyon, obsesif-kompulsif bozukluk, fobiler, travma sonrasi
stres bozuklugu, epilepsi ve yaygin anksiyete bozuklugu gibi bozukluklara neden
olur. Serotoninin sinir sisteminde ii¢ farkli etki modu vardir; birinci etkisi verici
olarak, sinaptik butonlarda lokal olarak hareket eder; ikinci etkisi salinim

bolgelerinden uzakta diflizyon iizerine, parakrin etkiler iiretir ve son olarak kan
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dolasiminda dolasarak hormonal etkiler iiretir. Ug etki tek bir noronal devreyi

etkileyebilir [52].

NH,
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Serotonin genel yapisi.

Sfingosin

(4E)-sfingenin veya sfing-4-enin olarak da bilinen sfingosin, 1,2-
aminoalkoller olarak bilinen organik bilesikler smifina aittir. Sfingosin,
sfingolipidlerin birincil parcasini olusturan, doymamis bir hidrokarbon zincirine
sahip 18 karbonlu bir amino alkoldiir. Sfingolipidler, sfingomyelin i¢eren bir hiicre
zari lipidleri sinifidir. Bu nedenle, sfingosin, bir sfingoid bazli lipid olarak kabul
edilir. Sfingosin, bakterilerden bitkilere ve insanlara kadar tiim canli organizmalarda
bulunur. Sfingosin, dehidrosfingosin elde etmek icin gereken bir yogunlastirmada
palmitoil CoA ve serinden sentezlenir. Dehidrosfingosin daha sonra NADPH
tarafindan dihidrosfingosine (sfinganin) indirgenir ve son olarak FAD tarafindan
sfingosine oksitlenir. insanlarda ve diger memelilerde sfingosin, bir dizi enzimatik
reaksiyona katilir. Ozellikle sfingosin, sfingosin kinaz 2 enzimi ile etkilesimi yoluyla
sfingosin  1-fosfata doniistiirtilebilir. Sfingosin 1-fosfat O6nemli bir sinyal
molekiiliidiir. Ayrica sfingosin, sfingosin 1-fosfattan biyosentezlenebilir; sfingosin-1-
fosfat fosfataz 2 enziminin aracilik ettigi sfingosin ve tiirevi sfinganin, memelilerdeki
sfingolipidlerin ana bazlaridir. insanlarda sfingosin, globoid hiicre 16kodistrofisinde

yer alir [53].

Sfingosin genel yapist.
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Skualen

Skualen, insan sebumunda (%5), ve birgok bitkisel yagda bulunan alt1
konjuge edilmemis ¢ift baga sahip doymamis bir alifatik hidrokarbondur
(karotenoid). Tim gelismis organizmalar, insanlar da dahil olmak {iizere skualen
tiretir. Skualen, tiim steroid ailesinin biyokimyasal bir onciisiidiir. Skualenin terminal
cift baglarindan birinin oksidasyonu, daha sonra kolesterol ve diger steroidlere
detaylandirilan lanosteroliin karsilanmasi i¢in enzim katalizorlii siklizasyonu ile 2,3-

skualen oksit verir. Farmasotiklerin tiretiminde kullanilan bir ara maddedir [54].

CH, CH, CH;
CH,
e X =% =5 AN N N
CH3 CH3 CH3
Skulen genel yapisi.
SM(d18:1/18:0)

Sfengomiyelin (d18:1/18:0) veya SM(d18:1/18:0), hayvan hiicre zarlarinda,
Ozellikle de bazi sinir hiicresi aksonlarini1 ¢evreleyen membrandz miyelin kilifinda
bulunan bir sfingolipid tiiriidiir. Genellikle fosforilkolin ve seramidden olusur. SM
(d18: 1 / 18: 0) bir sfengosin omurgasindan ve bir stearik asit zincirinden olusur.
Insanlarda, sfingomiyelin, gliserolden tiiretilmeyen tek membran fosfolipitidir. Tiim
sfingolipidler gibi, SM de bir seramid ¢ekirdegine sahiptir. Ek olarak, fosfokolin
veya fosfoetanolamin olan bir polar grubu igerir. Hiicrelerin plazma zan
sfingomiyelin bakimindan oldukc¢a zengindir ve biiyiikk o6l¢lide hiicre zarmin
ekzoplazmik kisminda bulunmaktadir. Bununla birlikte, membranin i¢ kisminda bir
sfingomiyelin havuzu vardir. SM'ler sinyal iletiminde rol oynar. Sfingomiyelinler,
sfingomiyelin sentaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda fosforilkolinin

fosfatidilkolinden bir seramide aktarilmasiyla sentezlenir [55].

OH 0 /CH:
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SM(d18:1/18:0) genel yapist.
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Triklorasetik asit

Trikloroasetat olarak da bilinen trikloroasetik asit, alfa-halokarboksilik asitler
olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir. Trikloroasetik asit, bakterilerden
insanlara kadar tiim canli organizmalarda bulunur, Trikloroasetik asit resmi olarak
olas1 bir kanserojen olarak derecelendirilir ve ayrica potansiyel olarak toksik bir

bilesiktir [56].

Cl

Cl Cl

HO O

Triklorasetik asit genel yapisi.

Tromboksan A2

Tromboksan A2, prostaglandin endoperoksitler ve tromboksan B2 arasinda
kararsiz bir ara maddedir. Trombosit agregasyonunun giiclii bir indiikleyicisidir ve
vazokonstriksiyona neden olur. Tromboksanlar eikosanoidlerdir, Eritrositler harig¢
tiim memeli hiicreleri eikosanoidleri sentezler. Bu molekiiller son derece giigliidiir,
cok seyreltik derisimlerde derin fizyolojik etkilere neden olabilirler. Tim
eikosanoidler, reseptor aracili G-proteinine bagli sinyal yollar1 araciligiyla sentez

bolgesinde lokal olarak islev goriir [57].

Tromboksan A2 genel yapisi.
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Tromboksan B2

Tromboksanlar, prostaglandin endoperoksitlerinden in vivo olarak olusan
stabil, fizyolojik olarak aktif bir bilesiklerdir. Trombosit salinim reaksiyonunda
(ADP ve serotonin salmimi) Onemlidir. Tromboksanlar eikosanoidlerdir.
Eikosanoidler prostaglandinler; tromboksanlar, l6kotrienler ve lipoksinlerden olusur.
Prostaglandinler ve lipoksinler toplu olarak prostanoidler olarak tanimlanr.
Prostaglandinlerin baslangicta prostat bezinde, trombositlerden tromboksanlarin ve
l16kositlerden l6kotrienlerin sentezlenmesi nedeniyle isimleri tiiretilmistir. Eritrositler
hari¢ tim memeli hiicreleri eikosanoidleri sentezler. Bu molekiiller son derece
giicliidiir, ¢cok seyreltik derisimlerde derin fizyolojik etkilere neden olabilirler. Tiim
eikosanoidler, reseptdr aracili G-proteinine bagl sinyal yollar1 araciligiyla sentez

bolgesinde lokal olarak islev goriir [58].
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Tromboksan B2 genel yapisi.
Urokanik asit

Urokanik asit, histidinin bir par¢alanma iiriiniidiir. Karacigerde, iirokanik asit,
histidinin glutamik aside doniistiiriilmesinde bir ara maddedir, epidermiste birikir ve
hem Ultraviyole koruyucu hem de immiinoregiilatérdiir. Urokanik asit, cildin stratum
korneum tabakasinda trans izomer olarak bulunur. Trans-iirokanik asit, cildin ikinci
tabakasinin hiicrelerinin metabolik olarak inaktif hale gelmesiyle olusur. Trans-
tirokanik asit, aylik cilt yenileme dongiisii veya ter ile atilana kadar epidermiste
birikir, UV 15181inin emilimi iizerine, dogal olarak olusan trans-lirokanik asit, cis-
tirokanik asite izomerlesir. Alt epidermisteki DNA lezyonlar1 (6rnegin, pirimidin

dimerleri) UV-B emiliminden kaynaklanabileceginden trans-iirokanik asitin, zararlh
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isinlar alt epidermal bolgelere niifuz etmeden 6nce stratum korneumda UV-B'yi
emen dogal bir giines kremi olarak hareket etmektedir, cis-lirokanik asit ayrica temas
asirt duyarlihi@r ve gecikmis asir1 duyarlhiligir baskilar, epidermisteki Langerhans
hiicre sayisimi azaltir, cilt grefti sagkalim siiresini uzattir ve dogal 6ldiiriicti hiicre

aktivitesini etkiledir [59].

N NN
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4

Urokanik asit genel yapist.
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