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ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Anadolu Propolislerinden Elde Edilen
Ucucu Yaglarin Kimyasal Kompozisyonu ve In Vitro Antikanser Ozelliklerinin
Arastirllmasi1” baglikli bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek
bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigmi ve yararlandigim biitiin
kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakcada yoOntemine uygun bi¢cimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Selam GULGEN



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ANADOLU PROPOLISLERINDEN ELDE EDiLEN .
UCUCU YAGLARIN KiMYASAL KOMPOZIiSYONU VE IN VITRO
ANTIKANSER OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Selam GULGEN

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Kimya Anabilim Dali

viii+ 69 sayfa
Danisman: Prof. Dr. Burhan ATES

Propolis, arilarin kovanlarin1 korumak igin trettigi bir karisim olup biyolojik
Ozellikleri nedeniyle ¢ok yonlii kullanim alanlarina sahiptir. Propolisin kimyasal
igerigi tiretildigi bolgenin cografik ozelligine gore tamamen degismektedir. Son
yillarda bitkisel kaynakli ugucu yaglara ve onlarin biyolojik etkilerinin
arastirilmasina biiyiikk bir ilgi vardir. Bu baglamda calisma Anadolu’nun farkh
illerinden (Ankara, Bing6l, Kastamonu, Kirklareli, Konya, Malatya, Mugla ve
Osmaniye) temin edilen propolis drneklerinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal
icerigi ve in vitro antikanser 6zelliklerinin belirlenmesini igermektedir.

Propolis ugucu yag bilesenleri GC-MS ile belirlenmis olup en fazla belirlenen
ucucu yag bilesenleri sirasiyla, Ankara’da kurkumen (%24,90), Bingél’de a-
bisabolol (%9,44), Kastamonu’da &-selinen (%7,54), Kirklareli’nde a-bisabolol
(%25,45), Konya’da y-selinen (% 19,88), Malatya’da naftalin-1,2,3,4-tetrahidro-1,6-
dimetil-4-(1-metiletil) (%]1,54), Mugla’da B-pinen (%16,11) ve Osmaniye’de
cembrene (%0,59) olarak tespit edilmistir.

MCF-7 meme kanser hiicresinde antikanser ozellikleri incelenen propolis
ucucu yaglarinin 1Csy degerleri 108,61-751,40 ve 1C3 degerleri 44,89-411,84 pg/mL
araliginda tespit edilmistir. En diisiik 1C30 ve 1Cso degeri Konya iline ait propolis
ucucu yaglarinda sirasiyla 44,89 ve 108,61 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglara gore en yiiksek antikanser aktiviteyi Konya iline ait propolis ugucu
yaglariin sergiledigi belirlenmistir. Bu aktivitede sadece Konya ili propolis ugucu
yaglarinda yiiksek oranda tespit edilen y-selinen (%19,88) bilesiginin énemli katki
sagladig diistiniilmektedir.

Sonug olarak propolis igeriginin toplanma bolgesine gore farklilik gdstermesi
ucucu yag cesitlerinin ve oranlarinin da farklanmasma yol agmistir. Ayrica bu
calisma ile Anadolu propolislerine ait ugucu yaglarin antikanserojen aktivitesi ve
igerik iligkisi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Propolis, ugucu yag, MCF-7, antikanser



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF CHEMICAL COMPOSITION AND IN VITRO
ANTICANCER PROPERTIES OF ESSENTIAL OIL OBTAINED FROM
ANATOLIA PROPOLIS

Selam GULGEN

Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

viii+ 69 pages
Supervisor: Prof. Dr. Burhan ATES

Propolis, a mixture produced by bees to protect their hives, has multiple uses
due to its biological characteristics. Chemical composition of propolis completely
varies according to the geographical features of the area is produced. In recent years,
there are great interest for plant-derived essential oil and investigation of their
biological activity. In this context, this study consist of the determination of chemical
content and in vitro anticancer properties of essential oils derived from propolis
samples supplied from different city of Anatolia (Ankara, Bing6l, Kastamonu,
Kirklareli, Konya, Malatya, Mugla and Osmaniye).

Maximally measured essential oil components of propolis were determined
by using GC-MS as curcumene (24.90%) in Ankara, a-bisabolol (9.44%) in Bingol,
d-selinene (% 7.54) in Kastamonu, a-bisabolol (25.45%) in Kirklareli, y-selinene
(19.88%) in Konya, naphthalene-1,2,3,4-tetrahydro-1,6 dimethyl-4- (1-methylethyl)
(1.54%) in Malatya, PB-pinene (16.11%) in Mugla and cembrene (0.59%) in
Osmaniye, respectively.

ICso values range from 108.61 to 751.40 ug/ml and IC3 values range from
44.89 to 411.84 ng/mL of propolis essential oils were determined form MCF-7 breast
cancer cells for anticancer properties. The lowest 1C3 and ICsy values were
calculated for essential oils of Konya propolis as 44.89 and 108.61pg/mL,
respectively. According to these results, the highest anticancer activity was
determined from essential oil of Konya propolis. In this activity, it is considered that
y-selinene (19.88%) only detected from essential oil of Konya propolis has an
important contribution.

As a result of, difference of the propolis content according to collecting area
has led to differentiation of the types and proportions of essential oil. In addition, the
anticancer activity of essential oils of the Anatolian propolis and content relationship
has been revealed by this study.

Key Words: Propolis, essential oil, MCF-7, anticancer
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1. GIRIS

Propolis arilar tarafindan ¢esitli bitkilerin tomurcuk, yaprak ve benzeri
kisimlarindan toplanan bilesenlerin metabolizmasi sonucu olusan bir karigimdir.
Kovan i¢ ylizeyinin kaplanmasi, yarik ve c¢atlaklarin kapatilmasi, peteklerin
kenarlarinin sertlestirilip onarilmasi, kovan giris deliginin kolaylikla savunacaklari
duruma getirilmesi ve ayrica kovanda olen canlilart mumyalama amaci ile propolis
arillar tarafindan kullanilir. 10°C’nin altinda sert ve kirillgan, 15-25°C arasinda
mumsu bir yapida elastiki yap1 gostermektedir. 30°C ile 40°C arasinda yapiskan
yumusak bir madde halini almaktadir (Ghisalberti, 1979; Marccuci, 1995).

Propolis farmokolojik 6zelliklerinden dolay1 eski ¢aglardan beri insan sagligi
icin  kullanilmaktadir. ~ Propolisin  antimikrobiyel, antiiilseratif, antiviral,
antiinflamatuar, antitiimor, antikanserojen Ozellikleri birgok ¢alisma ile ortaya
konmustur (Burdock, 1998). Son yillarda yapilan ¢alismalarda propolisin
ekstraklarinin in vitro c¢alismalarda {ist solunum yolu enfeksiyonlarina karsi
bakterileri 6ldiiriicii etkisi incelenmis, ayrica dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe
ederek antiinflamatuar 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Dobrowolski vd., 1991).
Ayrica apiterapi, biyokozmetik ve gida alaninda yaygmn bir hammadde olarak
kullanilmaktadir (Kumova, 2002). Bu baglamda giiniimiizde propolisli kremler, dis
macunlari, oksiiriik suruplari, tabletleri ve gida katki maddeleri olarak ila¢ ve gida
endiistrisinde de yaygin bir kullanimi vardir. Bu kullanim alanlar1 ile dikkat ¢eken
propolis yeni iiriin gelistirme kapsaminda bir¢ok arastirmaya konu olmaktadir.

Propolisin kimyasal bilesimi ve biyolojik o6zelliklerinin cografi farklanma
gostermesi yapilan c¢alismalarda vurgulanmakta ve bu nedenle propolisler elde
edildigi iilkenin veya cografyanin ismine gore adlandirilmaktadir (Engiir 2007;
Castaldo ve Capasso 2002). Bu nedenle Anadolu bdlgesine ait propolislerin hem
kimyasal icerik hem de biyolojik Ozellikler agisindan arastirilmas: gerekliligi
mevcuttur. Bu baglamda Anadolu’nun aricilik yetistiriciligi ile iinlii bolgelerinde
elde edilen propolis 6rneklerinin gesitli 6zellikleri bizim ve farkli arastirmacilarin
ilgisini ¢cekmistir.

Giiglii kokular1 ile karakterize edilebilen ugucu yaglar ikincil metabolitler
olarak bitkiler tarafindan olusturulan ugucu, dogal, kompleks bilesiklerdir. Bitkinin
biitiin dokularinda bulunabildigi gibi bazen de sadece 6zel organ ve dokularinda

meydana gelmektedir.



Bitki tiirlerine gore cesitli tlir ve miktarlarda bulunan ugucu yaglar bitkilerin
korunmasinda ve atik metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Bakkali vd.,
2008).

Bu baglamda ¢alisma ile Anadolu’nun farkli illerinden temin edilen propolis
orneklerinden ugucu yag ekstraktlarinin eldesi, ugucu bilesenlerinin belirlenmesi ve
hiicre kiiltiir sisteminde in vitro antikanser 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmustir.
Calisma kapsaminda Ankara, Bingol, Kastamonu, Kirklareli, Konya, Malatya, Mugla
ve Osmaniye illerinden temin edilen propolis 6rneklerinden ekstrakte edilen ugucu
yaglarin icerigi GC-MS ile belirlenmistir. Propolis ugucu yag ekstraktlarinin hiicre
kiiltir laboratuvarimiz da MCF-7 meme kanser hiicreleri ilizerinde in vitro antikanser

Ozellikleri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Propolis

Yunanllar tarafindan bulunan propolis ¢ok eski ¢aglardan beri dogal bir
antibiyotik olarak kullanilmistir. Propolis kelimesi “pro” savunma ve “polis” sehir
kelimelerinin birlesmesinden olusmustur ve sehir veya kovanin savunmasi anlaminda
kullanilmaktadir (Burdock, 1998).

Arilar propolisi, cesitli agaclarin kozalak ve kabuklarindan, bitkilerin tomurcuk
ve filizlerinden topladiklar1 polenleri, yaglari ve regineleri bas ve toraksi arasinda
bulunan bezlerden salgiladiklart enzimler ile muamele etmesi sonucu
olusturmaktadir (Ghisalberti, 1979; Marccuci, 1995).

Arilar propolisi, kovani dis etkilerden korumak, kovan igerisinde olusan
delikleri kapatmak, ¢esitli hastaliklardan koloniyi korumak ve olusabilecek hastalik
etmenlerini etkisiz hale getirerek gelismesini 6nlemek amaci ile kullanir (Pietta vd.,
2002). Ayrica yarik ve ¢atlaklardan suyun buharlasmasini engellemek amaci ile
yavru yetistirme doneminde de kullanmaktadir. Propolisin arilar i¢in en Onemli
ozelligi kimyasal bir silah olarak kovan igerisinde mikroorganizmalara karsi

kullanilmasidir (Kujumgiev vd., 1999).

- = -

Sekil 2.1. A) Propolisin arilarda depo sekli, B) Propolisin arilar tarafindan

islendikten sonra kovandan toplanmis hali

Propolis biyolojik aktivitelerinden dolay1 eski ¢aglardan beri insan sagligi igin
kullanilmistir. Farmokolojik 6zelliklerinin  yan1 sira antimikrobiyel o6zelligi,
antililseratif, antiviral, antiinflamatuar, antitimér, antikanserojen biyolojik aktiviteye

(Burdock, 1998) sahip oldugundan dolay1 tipta kardiyovaskiiler ve dolagim sistemi



hastaliklarinda, dermotolojide, kanser tedavisinde ve koruyucu etkisi dikkate alinarak
karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanimi bilinmektedir (Silici ve Kutluca,
2005). Ayrica apiterapi, biyokozmetik ve gida alaninda yaygin bir hammadde olarak
kullanilmaktadir (Kumova, 2002).

2.2. Kimyasal Bilesimi

Propolis, ar1 tiiriine, cografik bolgenin ozelliklerine, iklim sartlarina, bitki
cesitliligine ve toplanma tipine gore degiskenlik gosteren kimyasal bir bilesime
sahiptir. Kimyasal icerigi farkli kompozisyonlara sahip olan propolis, genel olarak
%50-55 regine, %30 bal mumu, %10 ucucu yaglar, %5 polen ve %5 diger organik
bilesikler ve minerallerden olugsmaktadir (Engiir 2007; Castaldo ve Capasso 2002).

Propolisin kimyasal bilesimindeki farkliliklarin1 anlamak i¢in bitki kdkeninin
incelenmesi gerekmektedir. Propolis iiretimi igin arilar, bitkilerin farkli bolgelerinde
botanik siire¢ ¢esitliliginden kaynakli materyalleri kullanmaktadir. Bunlar aktif
olarak bitkilerde yara bdlgelerinden disar1 atilan maddeler olabildigi gibi yaprak ve
yaprak tomurcuklarindaki zamk, re¢ine, lateks gibi lipofilik maddeler de
olabilmektedir (Bankova vd., 2014).

Tablo 2.1. Propoliste tanimlanan kimyasal bilesen icerigi ve sayist

Kimyasal bilesen Kimyasal bilesen sayis1 (adet)
Flavonoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik Asit ve Tirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit Tirevleri 2
Sinamil ve Sinamik Asit ile tlirevleri 14
Alkoller, Ketonlar, Fenoller 8
Heteroaromatik Bilesikler 12
Terpen ve Seskiterpen ve Tirevler 7
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Seskiterpen ve Triterpen Hidrokarbonlar 11
Steroller ve Steroid Hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24




Kimyasal kompozisyonu toplama boélgesinin yerel bitki Ortiisiine ve o bolgenin
cografik ve iklim ozelliklerine gore degisen propolisin 1liman bolgelerde ana kaynagi
kavak agacinin tomurcuklaridir (Bankova vd., 2000). Bu nedenle bu bolgelerden
toplanan propolisler kavak agacinda bulunan flavonoidleri ve bunlarin esterleri olan
fenolik bilesikleri igermektedir. Kavak agaglari sadece iliman bdlgelerde yaygin
oldugundan arilar diger habitatlarda propolisin eldesinde farkli bitki kaynaklarini
kullanmak zorundadir. Bu baglamda farkli bitki kaynaklarmin kullanilmasi ile elde
edilen propolisin kimyasal kompozisyonu degiseceginden dolayr biyolojik
aktiviteleri de farkliliklar gosterecektir (Bankova, 2005).

Genel olarak ham propolisin igerigi incelendiginde dogal maddelerin son
derece komplike bir karisimi oldugu goriilmektedir. igeriinde yaklasik olarak
150°den fazla kimyasal bilesik, mineral madde, bal mumu, regine, balzam ve polen
bulunmaktadir. Propolisin regine ve balzam iceren kismini terpenler, polisakkaritler
ve kafeik asit gibi bilesenler olustururken balmumu kismini yag asitleri ve vitaminler
olusturmaktadir. Organik kismin biiyiik bir bolimiinde ise biyolojik aktivitelerde
onemli bir etmen olan serbest radikallere kars1 antioksidan 6zellik gosteren fenolik
bilesikler bulunmaktadir. Ayrica propolis igeriginde %5-10 oraninda disiik
yogunlukta Onemli biyolojik aktiviteye sahip olan ugucu yaglarin varhigida
bilinmektedir (Thomson, 1990) (Tablo 1).

Propolisin ugucu 6zellikteki bu bilesenleri arasinda yiiksek oranda mono ve
seskiterpenoidlerin oldugu tanimlanmistir (Kumova vd., 2002). Bunun yani sira
iliman bolge propolislerinin kimyasal kompozisyonunda sicak bolgelerde varlig
tespit edilemeyen ledol, spatulenol ve germakren gibi seskiterpenoidlerin oldugu da
bilinmektedir. Propolis igerigindeki kimyasal kompozisyon farkliligi propolise farkli
biyolojik aktivite Ozelligi katmaktadir. Bu baglamda propolis ugucu bilesikleri
lizerine yapilan c¢alismalar sonucunda farkli bdlgelere ait propolislerin farkli

mikrorganizmalar ve bakterilere karsi etkili oldugu bildirilmistir (Bankova, 2014).

2.3. Ucucu Yaglar

Ucgucu yaglar ikincil metabolitler olarak aromatik bitkiler tarafindan {iretilen,
giiclii kokular1 ile karakterize edilebilen, kompleks yapidaki dogal bilesiklerdir.
Bitkilerin tomurcuk, ¢icek, yaprak, dal, meyve, kok, kabuk gibi tiim organlarinda

sentezlenebilmekte ve salg1 hiicreleri, kavite ve kanallarda depolanmaktadir.



Bitki tiirlerine gore gesitli tiir ve miktarlarda bulunan ugucu yaglar bitkilerin

korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Bakkali vd., 2008).

2.3.1. Ugucu yaglarin biyolojik aktiviteleri

Ugucu yaglar yaydiklar1 koku sayesinde bitkileri koruyucu etki gosteren ve
artitk riinlerin atilmasinda yani detoksifikasyon olayinda rol oynayan Onemli
bilesiklerdir. Bitkilerden elde edilen bu bilesiklerin antibakteriyel, antioksidan,
antikarsinojenik, antimutajen, antiviral, antiinflamatuar ve antifungal olarak biyolojik

aktiviteye katki sagladigi bilinmektedir (Shaaban vd., 2012).

2.3.1.1. Antioksidan aktivite

Canli organizmada normal metabolizma sirasinda ya da patolojik yollarla
ortaya cikan serbest radikal iirlinleri canli organizmalarin yapisinda bulunan hemen
hemen biitiin siniflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek tersinir veya tersinmez
hasarlar meydana getirmektedir (Cross vd., 1987). Canli organizma cesitli
nedenlerden 6tiirli olusan bu serbest radikal tirlinlerini ve reaksiyonlarini inhibe eden
giiclii bir savunma sistemine sahiptir (Mccord ve Fridowich, 1969). Bazi durumlarda
serbest radikal {irilinlerinin artmasi1 ve savunma sistemi ile arasindaki dengenin
bozulmast disaridan alinabilecek antioksidan 6zellikteki maddelere ihtiyaci
dogurmaktadir. Boylece serbest radikal ve antioksidan savunma sistemi arasindaki
denge yeniden kurulabilmektedir. Bu baglamda ugucu yaglar antioksidan 6zellikteki
fenolik bilesiklerin varligi ile dikkatleri tizerine ¢ekmektedir. (Zarkovic, 2003).

Son zamanlarda bir¢ok arastirmaci dogal antioksidanlar bulmak amaciyla farkl
ucucu yaglarin antioksidan aktivitelerini arastirmistir. Yapilan ilk ¢aligmalar ugucu
yag bilesenlerinin yapisinda yer alan fenolik gruplarin serbest radikallerin olusumunu
azalttig1 dolayisiyla giiclii antioksidan aktivite gosterdigi yoniindedir. Bu baglamda
Farag ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada karaman kimyon, kekik, adagayi, karanfil,
kimyon ve biberiye ucucu yaglarin da linoleik asit oksidasyonunu inceleyerek bu
bitki tilirlerinin antioksidan Ozelliklerini belirlemislerdir. Calisma sonucunda
bitkilerin ucucu yag igeriklerine gore antioksidan ozelliklerinin de farkliliklar
gosterdigi saptanmistir (Farag vd., 1989). Sokmen ve arkadaslart ise Thymus
spathulifolius endemik bitkisinin ugucu yag bilesenlerinin antioksidan 6zelliklerini

incelemistir.



Thymus spathulifolius ugucu yaginin yiiksek oranda timol (36.5%) ve karvakrol
(29.8%) bilesiklerini icermesine bagl olarak yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi
sonucuna varilmistir (Sokmen vd., 2004). Yapilan bir bagka ¢alismada 25 adet ugucu
yag arasindan kekik ugucu yagmin en iyi antioksidan aktiviteyi sergiledigi ve onu
sirastyla karanfil yapragi, tarcin yapragi, okaliptiis ve feslegen ugucu yaglarinin takip
ettigi bildirilmistir (Wei ve Shibamoto, 2010). Ayrica terpen ve terpenoid gibi ugucu
yag bilesiklerinin de antioksidan aktiviteye katkida bulundugu belirlenmistir (Wei ve
Shibamoto, 2010). Cay agacinda (Melaleuca alternifolia) a-terpinen, B-terpinen ve
B-terpinolen; siyah kimyon, tar¢in kabugu ve zencefil de timol, 6jenol ve linalol (EI-
massry ve El-Ghorab, 2006); kekik ve karanfil yapraginda timol ve &jenol (Wei ve
Shibamoto, 2010) bilesiklerinin oldugu tespit edilmistir. Buna ilavetan Thymus
caespititius, Thymus kafurates ve Thymus mastichina yiiksek miktarda linalol ve 1,8-
sineol igeren ugucu yaglarimin a-tokoferol ile karsilastirilabilir diizeyde antioksidan
aktivite gosterdigi belirlenmistir (Mimica-Dukic vd., 2004).

Ucgucu yaglarin in vitro arasgtirmalarimin yani sira in vivo antioksidan
aktiviteleri ile ilgili calismalarda mevcuttur. Yapilan bir ¢aligmada keklik otu
yagmin tavsanlara diyet ile takviyesi sonucunda lipit oksidasyonunu geciktirdigi ve
dokularin antioksidan kapasitesini arttirdigi tespit edilmistir (Botsoglou vd., 2004).
Papageorgiou ve arkadaglari ise keklik otu yaginin hindi beslenmesinde a-tokoferil
asetat ile beraber kullanildiginda lipit oksidasyonu etkisini azalttigin1 gézlemlemistir
(Papageorgiou vd., 2003).

Tim bu bilgiler 1s181nda ugucu yaglarin dogal antioksidanlarca zengin oldugu
ve serbest radikallerin etkisi sonucu olusan ¢esitli dejeneratif hastaliklar1 6nlemede

sentetik antioksidanlara alternatif olusturabilecegi sonucuna varilmaktadir.

2.3.1.2. Antibakteriyel aktivite

Mikroorganizmalarin aktivitelerini azaltmak, biiylimesini kontrol etmek veya
onlemek, mikroorganizmanin neden oldugu bircok hastaligin Oniine gegilmesi
acisindan antibakteriyel ajanlar olduk¢a oOnemlidir. Bu nedenle &zellikle gida
tirtinlerinde mikroorganizmalarin gelisimini dnlemek amaciyla sentetik antibakteriyel
kullanimi tercih edilmektedir. Ancak kimyasal yollarla elde edilen bu maddelerin
toksik etki yaratmasi tiiketicileri sentetik iriinlerin yerini alabilecek dogal

antibakteriyel 6zellige sahip iirlinlere yonlendirmektedir.



Bu baglamda dogal bitkilerde bulunan antibakteriyel bilesikler yillardan beri
gidalarda patojenleri kontrol etmek amaciyla koruyucu katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir. (Shaaban vd., 2012).

Ozellikle son yillarda ¢ogu ucucu yag, sentetik koruyucular icin alternatif
olabilme potansiyelleri nedeniyle bir¢ok arastirmaya konu olmustur. (Bajpai vd.,
2008). Yapilan ¢alismalarda ugucu yaglarin, gida bozulma ve zehirlenmelerine neden
olan Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli, Shigella dysenteria, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, ve S. Typhimurium
bakterilerine kars1 antibakteriyel 6zellik gosterdigi kanitlanmistir (Hulin vd., 1998).
Ugucu yaglarin bilesenleri arasindan izomerik fenol sinifina dahil olan karvakrol ve
timol’tin E. coli, S. enteritidis, S. choleraesuis ve S. Typhimurium tizerine
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu belirlenmistir (Burt, 2004).

Al-Hwiriny, Salvia lanigera (tiiyli adacayi) bitkisi {izerine yaptig
calismasinda ise ugucu yagini ekstrakte ettigi bitki iceriginde ana ugucu yag
bilesenleri olarak 1,8 sineol (%36.2), a-pinen (%10,7), terpin-4-0l(%?7,5), B-pinen
(%6,5), limonen (%5,6) ve bornil asetat (%4,5) bilesenlerinin varligini tespit etmis ve
antibakteriyel ozelliklerini incelemistir. Ugucu yag ekstraktinin Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Mycobacterium smegmatis, Candida
albicans ve Candida vaginalis mikroorganizmalarina karsi olduk¢a iyi inhibitorik
etki gosterdigini, ancak Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa
mikroorganizmalarinin ugucu yag ekstraktina kars1 direngli oldugunu rapor etmistir.

Nostro ve arkarkadaslar1 (2004) inceledikleri ¢alismada Origanum yaginin
etkisinin yani1 sira ana bilesenlerinden karvakrol ve timol’iin etkisini arastirarak
antibiyotige dayanikli bircok bakteriyel etmene karsi antibakteriyel etki gosterdigini
bildirmislerdir. Gutierrez ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada feslegen, melisa,
mercankosk, keklik otu, biberiye, adacay1 ve dag kekiginden elde etikleri ugucu yag
karisimlarinin - Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve
Pseudomonas aeruginosa mikroorganizmalarina karsi  antibakteriyel etki
sergiledigini bildirmislerdir. Ayrica bazi bitkilerdeki ugucu yaglarin antimikrobiyel
aktivite siralamasi keklik otu> karanfil> kisnis> tar¢in> kekik> nane> biberiye>

hardal> adagay1 seklinde azaldig belirtilmistir (Burt, 2004).



2.3.1.3. Antiviral aktivite

Viriislerin hiicre igerisinde gelisimini engelleyerek viriislerin neden oldugu
viral enfeksiyonlarin oniine gegebilme hastaliklarin daha hafif bulgularla atlatilmasi
acisindan olduk¢a 6nemlidir. Giinlimiizde insanlarda yaygin viral enfeksiyonlara
neden oldugu bilinen Herpes simpleks viriisiiniin (HSV 1,2) tedavisi icin sentetik
antiviral ilaglarin yani sira bitki ekstraklarinin anviral etkisi arastirilmaktadir. Bu
baglamda HSV 1,2 neden oldugu viral hastaliklarin bazi ugucu yag bilesenleri ile
tedavi edilebilecegi yapilan ¢alismalar sonucunda gosterilmistir (Shaaban vd., 2012).

Armaka ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada monoterpen alkollerden yaygin
olarak bilinen izoborneol HSV-1’e kars1 antiviral aktivite gosterdigini ve Ozellikle
viral polipeptitlerin glikolizasyonunu inhibe ettigini bildirmistir (Armaka vd., 1999).
Allahverdiyev ve arkadaslar ise yaptiklart ¢alismada M. officinalis L. bitkisine ait
ucucu yag eksraktinin igerigindeki sitral ve sitronellal bilesenlerinin HSV-2
viriisiinlin ¢ogalmasini inhibe ettigini saptamistir (Allahverdiyev vd., 2004). Garcia
ve arkadaslari ise sekiz farkli aromatik bitkiden elde edilen ugucu yag ekstraktlarinin
antiviral 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada, Lippia junelliana ve Lippia turbinate
tiirlerine ait ugucu yag bilesenlerinin Junin virlislinii tamamen inhibe ettigi sonucuna
varmiglardir. (Garcia vd., 2003).

Ucgucu yaglarin giiclii antiviral aktive gosterdigi ¢alismalar kayda deger dlgiide
mevcuttur. Ancak HIV ve Hepatit C olarak bilinen ¢agimizin en biiyiik viriislerine
karst ugucu yaglarin aktiviteleri ile ilgili herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

(Edris, 2007).

2.3.1.4. Antiinflamatuar aktivite

Canli dokunun herhangi bir yabanci etmene kars1 verdigi 6zgiil bir yanit olan
inflamasyon, yiiksek tansiyon, kanser ve fel¢ gibi ¢agimizin 6nemli hastaliklar ile
yakindan iligkilidir. (Schmid-Scheonbein, 2006). Bu a¢idan gii¢lii antiinflamatuar
aktiviteye sahip oldugu bilinen ugucu yaglarin antiinflamatuar ajan olarak kullanimi
oldukg¢a 6nemlidir. Bitki tiirleri arasinda gii¢lii antiinflamatuar aktivitesi nedeniyle
Aloe vera dikkat ¢ekmektedir. Aloe vera antinflamatuar aktiviteleri ile ilgili bircok
calismaya konu olmasina ragmen ugucu yaglar ile ilgili ¢aligmalar sinirh sayidadir

(Reynolds ve Dweck, 1999; Shelton, 1991).



Wei ve Shibamoto farkli bitki tiirlerine ait ugucu yaglarin antioksidan ve
lipoksigenaz  inhibitér  aktivitesini  inceledikleri  ¢alismada, 0,5 pg/mL
konsantrasyonda Aloe vera bitkisinin en yiiksek (%96) lipoksigenaz inhibitor
aktivitesi sergiledigi bildirilmistir. Ayrica aym1 konsantrasyonda Aloe vera yagini
sirastyla kekik yagi (%86) ve bergamot yagi (%85) nin izledigi saptanmistir (Wei ve
Shibamoto, 2010). Tanaka ve Shibamoto, meyan kokii ugucu yagmin antioksidan ve
antiinflamatuar etkisini arastirdiklar1 ¢calisma sonucunda meyan kokii ugucu yagimin
da yiiksek lipoksigenaz inhibitor aktivitesi sergiledigi ve giiclii antiinflamatuar

aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir (Tanaka ve Shibamoto, 2008).

2.3.1.5. Antifungal aktivite

Bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilinen ugucu yaglarin gida kaynakli
patojen mantarlar {izerine Oldiriicii etkiye sahip olmasi antifungal o6zellik
sergilemesine neden olmaktadir. Bitki ekstraktlarinin antifungal etkisi ugucu yaglarin
biyolojik aktivitesinde rol oynayan bilesiklerin miktar ve dagilimi agisindan farklilik
gostermektedir (Bayaz, 2014). Adam ve arkadaslar1 Origanum vulgare ve Lavandula
angustifolia bitki ugucu yaglarin antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
ugucu yag ekstraktinin ana bilesenleri olan karvakrol, linalol, 1,8—cineol, kafur ve a-
terpinen bilesenlerinden karvakrol ugucu yag bileseninin yiiksek antifungal etki
gosterirken, diger bilesenlerin tek baslarma kullanildiginda oldukga diisiik oranda
antifungal etki gosterdigini rapor etmislerdir (Adam vd., 1998).

Bazi bitkilerin ugucu yaglar1 iizerine yapilan bir ¢ok c¢alisma sonucunda
adacayinda (Salvia officinalis) tuyon, kafur ve karyofilen (Pinto vd., 2007), defne
agacinda (Laurus nobilis) 6jenol, mirsen ve limonen (Guynot vd., 2003), tar¢inda
(Cinnamomum zeylanicum) 6jenol ve trans-sinnamaldehit (Wang vd., 2009), kekikte
(Thymus vulgaris) timol, djenol, p-simen ve 1,8-sineol (Rasooli vd., 2006), limon otu
yaginda limonen, sitral, sitronellal (Tzortzakis ve Economakis, 2007), 1sirgan otunda
biitoksi propanol, 4-vinil fenol, karvon, dihidroaktinidiolid, metil miristat, loliolid,
hekzahidrofarnesil aseton, neofitadien, benzil salisilat, metil palmitat, etil palmitat,
fitol ve gama-sitosterol (Sahin vd., 2004) feslegende karyofilen ve neril asetat
(Nguefack vd., 2009) gibi ugucu yag bilesenlerin antifungal aktivitede etkili oldugu
bildirilmistir.
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Razzaghi-Abyaneh ve arkadaslari ¢alismalarinda karvakrol ve timol ugucu yag
bilesenlerinin Aspergillus niger, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus gibi
gida ile tasinan mantarlara karsi etkili oldugunu saptamistir.

Aspergillus parasiticus biiyiimesi ve aflatoksin {iretilmesinin de incelendigi
calismada, Thymus vulgari (kekik) ve Citrus aurantifolia (tatli limon)’dan elde
edilen ugucu yaglarin mantar biiyiimesi ve aflatoksin iiretilmesini inhibe ettigini
Mentha spicata L. (nane), Foeniculum miller (rezene) ve Artemisia dracunculus
(Tarhun) ugucu yaglarinin sadece mantar biliylimesini inhibe ettigini, Carum carvi
(kimyon) ugucu yaginin ise mantar biiylimesi lizerinde etkisi olmaksizin aflatoksin
tiretimini kontrol ettigi belirlenmistir (Razzaghi-Abyaneh vd., 2009).

Karanfil ve tar¢in yaglarindan ekstrakte edilen timol, sinnamik aldehit ve
6jenol antifungal aktivite sergiledigi ve ekstrakte edilen oleoresinin mikotoksin
tireten Aspergillus ve Penicillium tiirlerini inhibe ettigi bildirilmistir (Davidson ve
Naidu 2000). Buna ilaveten tath feslegen ve vanilyadan c¢ikarilan linalol, metil
kavikol ve wvanilinin de aflatoksin iiretimi tiizerinde ayni inhibitér aktiviteyi

sergiledigi saptanmistir (Davidson ve Naidu 2000).

2.3.1.6. Antimutajen aktivite

Mutajenik etki, hiicre ¢ekirdegindeki DNA iizerinde herhangi bir kimyasal ajan
tarafindan veya kendiliginden olusan kalici yapi degisimleridir. Herhangi bir
maddenin mutajenik etkinligi, DNA'nin hatasiz bir sekilde onarimini saglayarak veya
hata egilimli DNA onarimini inhibe ederek etkili olan antimutajenik bilesikler ile
onlenebilir (Kada ve Shimoi, 1987). Son zamanlarda mutasyon kaynakli hastaliklarin
artmasi, mutajenite ve karsinojenitenin birbiri ile iligkilendirilmesi antimutajen
maddelere yonelik arastirmalarin artmasma neden olmustur. Yapilan bir¢ok
aragtirma, Ozellikle ugucu yaglarin, hiicre de meydana gelen mutasyonlara karsi
antimutajenik etki sergiledigi yoniindedir. Bu baglamda yapilan bir c¢alismada,
aromatik bitkilerden ekstrakte edilen a-terpinen, a-terpineol, 1,8-sineol, d-limonen,
kamfor, sitronelal ve sitral gibi ucucu yag bilesiklerinin promutajen veya
prokarsinojen  ksenobiyotik  biyotransformasyonunu  etkileyerek karacigerde

monooksijenaz aktivitesini azalttigi yoniinde sonuglanmistir (De-Oliveira vd., 1997).
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Evandri ve arkadaslari, Lavandula angustifolia (lavanta) yaginin mutajenik ve
antimutajenik etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda ugucu yag ekstraktinin herhangi
bir mutajenik etkisinin olmadigini, ancak gii¢lii bir antimutajenik aktiviteye sahip
oldugunu belirlemistir (Evandri vd., 2005).

Vukovic-Gacic ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, monoterpen bilesiklerince
zengin Salvia officinalis L. (adagay1) ugucu yaginin antimutajenite 6zelligini, UV
1sinna maruz kalan E.coli hiicrelerinin lizerinde incelemistir. Salvia officinalis L.
(adagay1) ugucu yagmin ana bilesenlerini olusturan monoterpenlerin DNA tamir
sistemini diizenleyerek etki gosterdikleri sonucuna varilmistir (Vukovic-Gacic vd.,
2006). Ayrica Bakkali ve arkadaglari UV 1ginlarina maruz kalindiginda meydana
gelen mutasyonlara karst ugucu yaglarin etkili oldugunu bildirmistir (Bakkali vd.,

2008; 2006).

2.3.1.7. Antikarsinojenik aktivite

Cagimizin en biiyiik sorunlarindan biri olan kanser, hiicrelerde DNA'nin hasar1
sonucu hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasi olarak tanimlanir.
Kanser vakalarinin sayisinda goriilen ani artiginin temelinde yemek aliskanliklari,
tiitlin ve alkol kullanimi, kronik enfeksiyonlar, zararli radyasyona ve kimyasala
maruz kalma ve ¢evre Kkirliliginin neden oldugu diistiniilmektedir. Giiniimiizde
hastaligin tedavisine yonelik yontemler bulunmasina ragmen uygulanan tedavilerin
istenilen yanit1 vermemesi, yiiksek maliyet ve istenmeyen yan etkiler olusturmasi
alternatif yaklasimlarin arastirilmasina yonlendirmektedir. Giincel yaklagimlar
arasinda bitkiler sahip olduklar1 kimyasal komposizyon nedeniyle umut verici olup
(Cragg ve Newman, 2005), bitki ugucu yag ekstraktlarmin antikanser Ozellikleri
tizerine ¢alismalar yogun bir sekilde devam etmektedir (Yu vd., 2011, Mitoshi vd.,
2012). Yapilan bir ¢cok calismanin sonucu ugucu yaglarin kanser tedavisi sirasinda
(kemoterepi ve radyoterapi) kullanilmasiyla ilaglarin yan etkilerinde belirgin bir
azalmanin oldugu yoniindedir (Gautam vd., 2014).

Ugucu yag bilesenlerinden karvakrol (Jayakumar vd., 2012), limonen
(Elegbede vd., 1984), geraniol (Carnesecchi vd., 2001; 2002; 2004) mirsen (Mitic-
Culafic vd., 2009), a-humulene (Silva vd., 2008), 3-karyofillen (Legault ve Pichette,
2007), timol (Deb vd., 2011; Jaafari vd., 2012), sitral (Chaouki vd., 2009) yapilarinin

antikanser aktivitesine sahip oldugu yapilan ¢alismalar ile bildirilmistir.
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Ayrica terpinen-4-ol gibi terpen analoglarininda antikanser o6zelliklere sahip
oldugu belirlenmis ve izoprenoidlerin kanser oraninin azaltmasinda Onemli rol
oynadig1 cesitli deneylerle kanitlanmistir (Trichopoulou vd., 2000; Greenwald vd.,
2001). Birg¢ok turunggil ugucu yaglarinin 6nemli bileseni olan limonen kemo-
Onleyici ve ratlarda meme kanseri ve insan mide kanserinin yayilmasina karsi

terapotik etki sergiledigi belirlenmistir (Abdalla vd., 2007).

2.3.1.8. Sitotoksisite

Yiizyillardir c¢esitli hastaliklarin tedavisinde igerigindeki aktif bilesenler
nedeniyle bitkilerin ila¢ olarak kullanimi1 biiylik 6nem arz etmektedir. Bu baglamda
bitkilerin igerigindeki aktif bilesenleri bilinyesinde barindiran ugucu yaglar, sahip
olduklar1 biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve etkinliginin arastirilmasi yoniiyle
bir¢ok ¢aligmaya konu olmustur.

Gilintimiizde bitkilerden elde edilen ugucu yaglardan terapotik ajanlar
kesfetmek sitotoksik ¢alismalarda énemli bir konu haline gelmistir. /n vitro hiicre
kiiltiir sistemlerinde bir sitotoksik bilesik biiyiime oranini etkilemekte veya hiicre
oliimiine neden olmaktadir (Horvath, 1980). /n vitro sitotoksisite veya hiicre canlilig
Olgtimleri i¢in farkli tip deneyler gelistirilmistir (Myers, 1998; Cook ve Mitchell,
1989; Borenfruend ve Puerner, 1985). Sitotoksisite deneyleri ile Olgiilen parametre
hiicre 6liimiiniin derecesini orantili olarak temsil etmektedir. MTT testi (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromid; Tiazolil mavi) sitotoksisite
degerlendirmesinde geleneksel radyo-izotop metodunun yerini almis olup en g¢ok
kullanilan kantitatif analiz yontemidir (Bhardwaj vd, 2013). Hiicrelere aktif olarak
absorbe olan MTT (tetrazolyum tuzu), mitokondriyal rediiktaz enzimine ozgi
davranarak suda c¢oziinmeyen formazana indirgenir. Formazan bilesiginin ¢oziliniir
hale getirilmesiyle olusan mavi-mor renk doniisiimii spektrofotometrik yontemle
Ol¢iilebilen bir absorbans vermektedir. Analiz sonucunda dl¢iilen absorbans degeri
canli hiicre sayisiyla dogru orantili olarak degerlendirilmektedir (Bhardwaj vd,
2013).

Ucucu yaglar lipofilik olarak davrandigindan dolayr hiicre duvar1 ve
sitoplazmik membran icerisinden ge¢cmekte ve polisakkarit, yag asitleri ve
fosfolipitlerin olusturdugu hiicresel tabakanin bozunmasina sebep olmaktadir. Ayrica

okaryotik hiicrelerde Ca*? dongiisiinii ve diger iyonik kanallari etkileyen membran
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potansiyelini diislirerek iyonik mitokondriyal membranin depolarizasyonundan
sorumludur (Richter ve Schlegel, 1993; Novgorodov ve Gudz, 1996). Bunlar pH
gradiyentini azaltma ile birlikte ayn1 zamanda proton pompasin1 ve ATP havuzunu
da etkiler.

Ayrica ugucu yaglarin membran akiskanlhigini artirdigr tespit edilmis ve bu
artisin proteinin ve iyonlarin sizmasina yol agarak apoptozis ve nekroz ile hiicre
Oliimiini tetikledigi ortaya konmustur (Yoon vd., 2000; Armstrong, 2006).

Tablo 2.2 ve Tablo 2.3’de c¢esitli bitkilerden elde edilen ugucu yag
farkli  kanser hiicre hatlarinda

bilesenlerinin sitotoksik  degerlendirmeleri

gosterilmigtir.

Tablo 2.2. Cesitli bitki 6rneklerinin ugucu yag bilesenlerinin MCF-7 hiicre

hattindaki sitotoksik 6zellikleri

Bitki Kaynag Ucgucu yag/Bileseni(%) Hiicre hatti Kaynak
Foeniculum L-limonen (%11,967) Meme kanseri Mohamad vd.,
vulgare (Rezene) (MCF-7) 2011

Satureja
sahendica

Helichrysum
gymnocephalum

Zanthoxylum
zanthoxyloides

Libanotis
transcaucasica

Dorema
ammoniacum
D.Don

(Cadir kusag)

Timol (%40),
y-terpinen (%28),
p-simen (%22)

1,8-Sineol (%47,4),
Bisikloseskuifellandren
(%5,6),

y-kurkumen (%5,6),
a-amorfen (%5,1)
Bisiklogermakren (%5)

Sitronellal
Geraniol

Germakren B (%20,2)
Germakren D (%9,2),
Kessane (%5,5)

(2)-Osimenon (%22,3)
(E)-Osimenon (%18,1)
B —Siklositral (%9,9)
Kurkumen (%6,4)

Meme kanseri
(MCF-7)

Meme kanseri
(MCF-7)

Meme kanseri
(MCF-7)

Meme kanseri
(MCF-7)

Meme kanseri
(MCF-7)

Morteza vd.,
2012

Misra vd., 2013

Shahabipour
vd., 2012

Zarai vd., 2011

Zarai vd., 2012
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Tablo 2.3. Cesitli bitki drneklerinin ugucu yag bilesenlerinin Hela hiicre hattindaki

sitotoksik Ozellikleri

Bitki Kaynag Ugucu Hiicre hatti Kaynak
yag/Bileseni(%)

Rosmarinus 1,8-sineol (%27,23), Servikal (HelLa) Wang vd., 2012

officinalis L. a-pinen (%19,43),

Ocimum basilicum
Linn.

Anemopsis
californica

Eucalyptus
benthamii

Marrubium
vulgare L.

Ricinus communis
L

B-pinen (%6,71)

Metil Servikal (HeLa)
sinnamat(%70,1),

Linalol (%17,5),

B-elemen (%2,6),

Kafur (%1,52)

Simen, Servikal (HeLa)
Limonen,

Piperiton

Timol

a-pinen,

1,8-sineol

Mirtenol

Metildjenol,

Izodjenol ve

Elemisin

a-pinen (%6,82), Servikal (Hela)
Globulol (%20,54),

Aromadendren

(%15,94),

y-terpinen (%5,51)

B-sitronellal (%9,90) Servikal (Hela)
Sitronellil

format(%9,50)

Germakren-D

(%9,37)

y-Eudesmol

(9%11,93)

a-pinen (%16,88), Servikal (Hela)
Kafur (%12,98),

Kamfen (%7,48),

1,8-sineol (%30,98),

a-thujone (%31,71)

Kathirvel ve Ravi,
2012

Silva vd., 2008

Afoulous vd., 2011

Yousefzadi vd.,
2011

Sadeghi vd., 2013
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2.3.1.9. Propolis ucucu yaglarinin biyolojik aktiviteleri

Propolisin kimyasal komposizyonunu olusturan bilesenlerin cografi bolgenin
bitki ortiisiine gore c¢esitlilik kazanmasi propolis ucucu bilesenlerin tiirleri ve
diizeylerinin de farklanmasina neden olmaktadir. Bu baglamda propolisden elde
edilen ugucu yag ekstraktlarinin biyolojik aktivitelerinde ¢esitli 6zellikler
goriilmektedir. Gilinlimiizde propolisden elde edilen ugucu yag ekstraktlarinin
biyolojik etkinliginin incelendigi ¢alismalarin ¢ogu antioksidan, antimikrobiyel ve
antibakteriyel 6zelliklerinin aragtirilmasina yoneliktir. Farkli bolgelerden elde edilen
propolis ugucu yaglarinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili ¢aligmalar Tablo 2.4’de
verilmistir (Bankova vd., 2014).

Melliou ve arkadaslar1 yaptiklart calismada, Yunanistan’in bes farkli
bolgesinden toplanan propolisin, ucucu yag ekstraktlarinda 94 adet ucgucu yag
bileseni tespit etmistir. Ugucu yagin1 ekstrakte ettikleri propolisin igeriginde ana
ucucu yag bilesenleri olarak junipen, a-pinen, manoil oksit, trans-f-terpineol, a-
eudesmol, n-dekanal, guaiol, d-kadinen, a-muurolene, sedrol, n-nonanal ve manool
bilesenlerinin varligi gézlenmis ve bu bilesenlerin bulunma yiizdelerinin bolgeler
igerisinde farklilik gosterdigi bildirilmistir. Ayrica ugucu bilesenlerin antimikrobiyal
aktiviteleri Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerinde ve insan-patojen
mantarlarinda incelenmistir. En yiliksek etkinligin mantarlara karsi oldugu
gozlemlenmis ve en giiclii mantar 6ldiiriicii etki Arta bdlgesine ait propolis ugucu
yag ekstraklarinda saptanmistir (MIC degeri 0,50-5,20 mg/mL). Ayrica Arta
bolgesine ait propolis ugucu yag ekstraklarinin E. cloaceae ve E. coli bakterilerine
kars1 yliksek aktivite gosterdigi ve MIC degerlerinin sirast ile 3.10 mg/ml ve 3.40
mg/ml oldugu bildirilmistir. Sonug olarak farkli bolge propolislerinden elde edilen
ucucu yag bilesenlerinin farklilik gosterdigi ve farkli antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir (Melliou, 2007).

Brezilya propolisleri ile gergeklestirilen calismada ise ucucu yaglarin
antifungal aktiviteleri Ioshida ve arkadaslar1 tarafindan incelenmistir. Analizi
gerceklestirilen propolis ugucu yag ekstraktlarinda yiiksek miktarda bulunan
bilesikler a-pinen (%18,3), B-pinen (%6,5), germakren D (%6.4) ve d&-kadinen
(%7,0) dir. Ugucu yaglarin antifungal aktivitesi C. cladosporioides ve C.
sphaerospermum mantarlar1 kullanilarak yapilmistir. Analizler nistatin ve mikonazol

pozitif kontrolleri ile karsilagtirilmastir.
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Sonug olarak C. cladosporioides ve C. sphaerospermum mantarlarinin
gelisimini inhibe eden ugucu yag konsantrasyonu 5,0 pg olarak belirlenmistir
(loshida, 2010).

Brezilya propolislerinden elde edilen ugucu yaglar iizerine gerceklestirilen bir
baska ¢alismada, Gram-pozitif (S. aureus, S. epidermides, S. pyogenes ) ve Gram-
negatif (E. coli) bakterileri tizerindeki etkileri incelenmistir. Brezilya propolislerinin
sahip oldugu ucucu bilesenlerin bir etkisi olarak antibakteriyel 6zellik gosterdigi
rapor edilmistir (Oliveria, 2010).

Simionatto ve arkadaslar1 Brezilya’nin glineyindeki {i¢ bolgenin propolisinden
elde edilen ucgucu yag -ekstraktlarinin igerigindeki monoterpenlerin varligini
enantiyomerik kompozisyonlarin farkli yiizdeleri ile belirlemistir. a-pinen (%57-63),
B-pinen (%12,5-30.8) ve limonen (%1,5-11,2) her ii¢ bolgede de ortak olarak tespit
edilen monoterpenler oldugu bildirilmistir. Kiral analizi sonucunda (-)-B-pinen
enantiyomerinin (%95,9-97,4) en fazla oldugu belirlenmistir. Monoterpenlerin en
fazla tespit edildigi Santiago bodlgesi propolis ugucu yaglarinin (a-pinen %62,0, -
pinen %29,2, limonen %1,5) antimikrobiyal 6zellikleri S. aureus, E. coli, B. subtilis,
K. pneumoniae, P. aeruginosa iizerinde incelenmis ve bakteri tiirlerinden P.
aeruginosa nin yiiksek direng gosterdigi gozlenirken, S. aureus’nin biiyiik olgiide
inhibe oldugu goriilmiistiir (Stmionatto, 2012).

Kocabas ve arkadaslar1 ise, Erzincan, Yesilyurt ve Sarigicek propolislerden
elde edilen ugucu yaglarin bilesenlerini belirleyerek antimikrobiyel ve antioksidan
aktivitelerini incelemistir. Yesilyurt yoresi propolislerinde fenil etil alkol (%7,7),
benzil alkol (%7,4), dekanal (%6,7), etil benzoat (%6,5), nonanal (%5) ve sedrol
(%4,1) ugucu yag bilesenlerinin yliksek miktarda bulundugu saptanmistir. Sarigicek
yoresi propolisinde yiiksek miktarda belirlenen bilesik sedrol (%15,6) iken Erzincan
yoresi propolisinde belirlenen bilesenler a-bisabolol (%14,3), sedrol (%7), 6-kadinen
(%5,6) ve a-eudesmol (%3,6) oldugu bildirilmistir. Propolis 6rneklerinin antioksidan
aktiviteleri incelendiginde 4,95 pg/mL 1Cso degerine sahip olan Yesilyurt propolis
ucucu yaginin gosterdigi belirlenmistir. Ayrica propolis ugucu yag ekstraktlarinin
uygulandigr Bacillus cereus (0,60-0,12 mg/mL) patojenine karsi en yiiksek
antimikrobiyel aktiviteyi Yesilyurt bdlgesine ait propolis Orneklerini gosterdigi

belirtilmistir (Kocabas vd., 2013).
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Tablo 2.4. Farkli cografik bolgelerden elde edilen propolis ugucu yaglarinin

biyolojik aktiviteleri

Cografi koken Ana bilesenler Biyolojik aktivite Kaynak
Polonya farnesol, Antibakteriyel Patricio  vd.,
(Giiney Bolgesi) dihidro  eudesmol, 2002
guaiol
Yunanistan a-pinen (%7,9-45,8),  Antibakteriyel Melliou vd.,
trans-p-terpineol 2007
(%2,2-6,6), junipen
(%1,5-11,7),
d-kadinen (%0,3-8,4)
Brezilya pB-karyofillen Antibakteriyel Oliveria vd.,
(%12,7), asetofenon 2010
(%12,3)
Brezilya a-pinen (%18,3), B- Antifungal loshida vd.,
(Rio de Janeiro pinen (%6,5), 2010
Eyalet) d-kadinen (%7,0)
Brezilya a-pinen (%57,0-  Antibakteriyel Simionatto
(Rio Grande do 63,0), B-pinen vd., 2012
Sul Eyalet) (%12,5-30,8),
limonen (%1,5-11,2)
Brezilya longipinen (%24,9), Terapotik etkisi Livd., 2012
a-eudesmol (%6,9),  anksiyete lizerinde
B-eudesmol  (%6,1),
B-karyofillen (%5,3)
Tiirkiye sedrol  (%7,0-15,6), Antimikrobiyel, Kocabas vd.,
(Kuzeydogu a-bisabolol (%14,3), antioksidan 2013
Anadolu) 6-kadinen (%2,7-5,6)
Tiirkiye Fenil  etil  alkol Antimikrobiyel, Kocabas vd.,
(Dogu Anadolu) (%7,7), benzil alkol antioksidan 2013
(%7,4), dekanal

(%6,7), etil benzoat
(%6,5)
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Naik ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, hint kokenli propolisden elde edilen
ucucu yag ekstraktlarinda 32 adet ugucu yag bilesenini GC/FID cihazi ile tespit
etmistir. Belirlenen ugucu yaglarin bir balarisi ¢esidi olan Apis flore’ya karsi doza
bagli kovucu aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Ortalama iticilik (AR) ugucu yag
konsantrasyonu 24 pg/mL ye kadar artis gOstermis ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda sabit kaldigi saptanmistir. Sonug¢ olarak ekin alanlarinda

uygulanan pestisit isleminden bal arilarin1 uzak tutmada propolis orneklerinin

kullanilabilecegi ifade edilmistir (Naik, 2013).

2.3.2. Ucucu yag elde etme yontemleri

Ugucu yaglart 1s1 ve suya hassasiyetleri, yogunluklari, sudaki ve organik
cozgenlerdeki ¢oziiniirliiklerine bagli olarak bircok farkli yontemlerle elde etmek
mimkiindiir. Bu yontemleri ii¢ ana baslik altinda toplayabiliriz (Tanker ve Tanker,
2003).

-Distilasyon yontemi
-Ekstraksiyon yontemi

-Mekanik yontem

2.3.2.1. Distilasyon yontemi

Ucucu yaglarin elde edilmesinde genellikle tercih edilen yontem distilasyon
yontemidir. Bu yontemde ucucu yaglarin su buhari ile siiriiklenebilme 6zelliginden
yararlanilarak diger ucucu olmayan bilesiklerden ayrilmasi saglanir. Distilasyon
zamaninin siiresi, distilasyon sicakligi, ¢alisma basinci ve bitki materyalinin tipi ve
kalitesi ugucu yag miktarini degistirmektedir (Kirimer vd., 1999; Viljoen vd., 2004).

Distilasyon ile ugucu yag eldesinde kullanilan yontemler:

-Su distilasyonu (Hidro-distilasyon)

-Buhar distilasyonu

-Su-Buhar distilasyonu

-Hidrodiflizyon
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Su Distilasyonu

Su distilasyonu kurutulmus olan ve 1sitma ile bozulmayan bitki materyalinin su
ile birlikte kaynatilmasi yontemidir (Tanker ve Tanker, 2003).

Kaynama sirasinda buharlasan su ve ucucu yag, Florentin denilen toplama
kabinda yogunluklarinin farkli olmasi nedeniyle birbirinden ayrilir. Kaynayan suyun
dokulara niifuz etmesi ile polar bilesikler ¢oziiliir ve 1s1 etki ile buharlasir. Daha
sonra apolar bilesikler destillenir ve toplama kabina gecer. Bu yontemin dezavantaji

ucucu yaglarin 1s1 etkisi ile bozunmasi ve parcalanmasidir. (Coskan, 2013).

Buhar Distilasyonu

Endiistriyel anlamda en yaygin olarak kullanilan bu yontem taze materyale
uygulanir. Buhar distilasyonunda materyal delikli bir 1zgara iizerine yerlestirilir ve
baska bir yerde tiretilen doygun su buhar1 materyal iizerine piiskiirtiiliir. Su buhari ile
birlikte ugucu yag sivi hale doniistiiriilecek bir sogutma sisteminden gegirilerek

ayrilir (Kirimer vd., 1999).

Su-buhar Distilasyonu

Su-buhar distilasyonu, su distilasyonu ve buhar distilasyonunun birlesimi
seklindedir. Bu yontemde materyal su ile dogrudan temas etmez kabin cidarlarindan
iletilen 1s1 yardimi ile buharlasma meydana gelir. Yontemde buharin neminden
dolay1 elde edilen ucucu yagda islanir ve destilasyon hiz1 yavasladigindan dolay:
dezavantajlidir. Su destilasyon yontemine oranla ugucu yag elde etme verimi daha

yiiksek olan bir yontemdir (Baser, 2009).

Hidrodifiizyon

Distilasyon iglemi sirasinda buhar hiicre membranimna tam olarak niifuz
etmeyebilir. Ugucu yaglar materyalin yiizeyinde bulundugu gibi i¢ dokularda da
bulunur. Difiizyon isleminden sonra i¢ kisimlarda bulunan ugucu yaglar yiizeye
ulasir ve buhar ile birlikte stiriiklenir. Bu yontemin verimi buhar distilasyonu ile elde
edilen ugucu yaglardan daha yiiksektir. Fakat bu yontemde ugucu olmayan veya
ucuculugu az olan lipit, klorofil, yag asitleri ve kumarinler gibi suda ¢6ziinebilen
bilesiklerin yaga geg¢mesi bir dezavantajdir. Bundan dolayr endiistriyel olarak

kullanimi yaygin degildir (Albay, 2008).
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2.3.2.2. Ekstraksiyon yontemi
Ucucu yaglart elde etmede kullanilan diger bir yontem ekstraksiyon

metodudur.

-Organik ¢o6ziicii ile ekstraksiyon
-Sabit yag ile ekstraksiyon

-Sivilastirilmis gazlarla ekstraksiyonu

Organik coziicii ile ekstraksiyon

Taze bitkisel materyaller petrol eteri, heksan, diklormetan, benzen, aseton gibi
saf ¢oOziciilerle ekstrakte edilir. Bu yontem ile 1siya karsi hassas ve buhar
destilasyonu ile elde edilemeyecek kadar kiigiik miktarda bulunan yaglar elde edilir.
Ancak ugucu yaglar ile beraber mum ve boya gibi diger maddelerde organik
¢oziicliye gegeceginden dezavantajlidir. Diger bir dezavantaji da elde edilen madde
de ¢oziicii artigimmin kalmasi ve bunun toksik risk olusturmasidir (Linskens ve

Jackson, 1997).

Sabit yag ile ekstraksiyonu

Bu yontemde sabit yag olarak genellikle kokusuz, renksiz ve uygun kivamda
olan domuz yag kullanilir. Ince bir yiizey iizerine yayilan sabit yag doygun hale
gelinceye kadar iiste yayilan materyal siirekli yenilenir. Elde edilen iiriin alkol ile
oziitlendikten sonra ¢oziinmils durumda olan yag siiziilerek alkol diisiik basingta
destilasyon ile uzaklastirilir. Ugucu yag miktarinin az oldugu durumlarda bu yontem

kullanilir (Thapa, 1989).

Sivilastirilmis gazlarla ekstraksiyonu

Bu yontemde kullanilan ¢o6ziiciiniin kolay bulunabilmesi, saflik oraninin
yiiksek olmasi ve ¢evreye olan etkisinin en az olmasi nedeni ile en ¢ok tercih edilen
ekstraksiyon maddesi sivilastirilmig CO,’dir (Porta,1999).

Basing uygulanarak sivi hale getirilen CO; bitki ile muamele edildikten sonra
buharlastirilarak saf ugucu yag elde edilir. CO;, inert oldugundan ugucu yaglar
yiiksek saflikta elde edilir ve ortamdan wuzaklastirildiginda kalinti birakmaz

(Kaufmann and Christen, 2002).
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2.3.2.3. Mekanik yontem

Distilasyon yonteminde bozunmaya ugrayan maddeleri elde etmek igin
kullanilan bir yontemdir. Bitki keskin ve ¢ikintili bez bir torbaya koyularak ugucu
yaglar1 tagiyan salgi ceplerinin pargalanmasi saglanir. Daha sonra basing uygulanip
sikilarak ucucu yag elde edilir. Bu yontem genelde limon, bergamot, greyfurt,
mandalina ve portakal gibi meyvelerde bulunan ugucu yaglari elde etmede kullanilir

(Ceylan, 1983).

2.3.3. Ucucu yaglarin kimyasal yapilari

Ugucu yaglar genellikle terpen kokenli hidrokarbon ve hidrokarbonlarin
oksijenli tiirevleri olan alkoller, asitler, esterler, aldehitler, fenol ve fenol eterleri,
kinonlar, laktonlar, furan tiirevleri, oksitler, aminler ve kiikiirtlii bilesiklerden
meydana gelmektedir. Ayrica ugucu yaglarin ¢cok az bir kisminda aromatik benzen

tiirevleri de bulunmaktadir (Bakkali, 2008).

2.3.3.1. Terpenler

Ugucu yaglarin en 6nemli kismini olusturan terpenler yapisal ve islevsel
ozelliklerine gore farkli siniflar olusturmaktadir. Bu gruplar 5 karbonlu izopren (2-
metil-1,3-biitadien) halkasinin farkli kombinasyonlar seklinde olusmaktadir. izopren

bas ve u¢ kisim olmak iizere iki kisimdan olugmaktadir. Dallanmanin meydana

geldigi kisim bas kisimdir (Covan, 1999; Masango, 2005).

bas P4 Y\  \
kuyruk

Sekil 2.2. Izoprenin molekiiler modeli

Terpenler izopren gruplarmin sayilarina gore siiflandirilmaktadir. iki izopren
tinitesinin birlesmesi ile olusan monoterpenler ugucu yaglarin %90’1n1 meydana

getirir. Oksijenlenmis haline monoterponoid denir.
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Monoterpenlerin asiklik, bisiklik ve monosiklik gibi ¢esitli tiirevleri mevcuttur.

Tablo 2.5de gesitli monoterpen ve tiirevleri verilmistir.

Bir¢ok ugucu yagin ana bileseni olan monoterpenler tatlandiric1 ve parfiimeride

biiyiik 6neme sahiptir (Wang, 2006).

Tablo 2.5. Monoterpen tiirevleri ve gesitleri

Asiklik Monosiklik Bisiklik
Karbiirler Mirsen Terpinen Pinen
Osimen P-Simen 3-karen
Fellandren Kamfen
Sabinen
Alkoller Geraniol Menthol Borneol
Linalol a-terpineol Fenchol
Sitronellal Karveol Chrysanthenol
Lavandulol Thuyan-3-ol
Nerol
Aldehitler Geranial
Neral
Sitronellal
Keton Tageton Mentones Kafur
Karvon Fenkon
Pulegon Thuyone
Piperiton Ombellulone
Pinokarvon
Esterler Linalil Asetat a-Terpenil asetat Izobornil asetat
Sitronellil Asetat
Eterler 1,8-sineol Mentofuran
Peroksitler Askaridol
Fenoller Timol
Karvakrol
CisHas  kapali  formiiliine sahip seskiterpenler 1i¢ izopren {initesinin

birlesmesinden olugmaktadir. Alkol, keton, lakton, aldehit, asit gibi oksijenli

tiirevleri seskiterpenoid olarak adlandirilir.
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Yapist ve fonksiyonlart bakimmdan monoterpenlere benzemekle beraber bu
bilesenler genellikle yiyecek ve iceceklerde tat, ilag ve kozmetikte koku amagl
olarak kullanilir (Lockwood, 2001).

CH,
7
Z cw, CH,
CH,
CH,OH
H,C CH,
Farnesol (Asiklik) Kadalen (Bisiklik)

Sekil 2.3. Seskiterpenler

CaoH32 kapali formiiliine sahip diterpenler dort izopren {initesinin birlesmesi ile
olusur. Diterpenler bitkilerde monoterpen ve seskiterpenlere nazaran daha az
miktarlarda bulunur (Tarjan vd., 2002).

WOH

CH, CH, CH, CH,
Fitol (asiklik)
e i, CH, CH,
N xR X
OH
CH;
Vitamin A (monosiklik)
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H;C CH, H;C COOH

CH,
OH
CH;, CH,
CH,
CH,
\CH2 CH,
Manool (bisiklik) Abietik asit (trisiklik)

Sekil 2.4. Diterpenler

Altt izoprenli triterpenler genellikle iki seskiterpen iinitesinin birlesmesi ile

olusur (Masango, 2005).

CH;
CH, cH,
CH;
HO
H,C  CH;
Skualen Amirin

CH,

Lanosterol

Sekil 2.5. Triterpenler
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2.3.3.2. Aromatik Bilesikler

Fenilpropan tiirevleri olan aromatik bilesikler terpenlere gére daha az miktarda
bulunur. Amino asit mekanizmasinin yan iriinleri olan fenilpropanlar fenol gibi

aromatik halkaya sahiptir (Bakkali, 2008).

(0]
N CH,
X AN .
O 0 MeO
Kumarin Sinnamik Aldehit Anetol
T
CH
~Z~ 7 HO CH,
\ OH Z
MeO MeO
Sinnamik Asit Metilkavikol Ojenol
OMe
H H o yd
HO (6) OH
OMe \/O
Vanilin Piperonal Metil Salisilat

Sekil 2.6. Ugucu yaglarda bulunan 6nemli aromatik bilesikler

Propolisin  farkli  biyolojik aktiviteler gostermesinde bitki kokeninin
farklilagmasinin yani sira igerigindeki ugucu yaglar1 énemi biiyiiktiir. Bu nedenle
ucucu yaglarin ayrilmasi, tanimlanmasi veya bilesenlerin tek tek izolasyonu igin

etkili kromatografik teknikler gereklidir (Lockwood, 2001).
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Son zamanlarda yapilan aragtirmalara gore ugucu yaglarin analizinde kullanilan
analitik metodlar arasinda gaz kromatografisi (GC), yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ve siiperkritik akiskan kromatografisi (SFC) yontemleri
kullanilmasmin yanmisira GC-MS, HPLC-MS gibi birlestirilmis kromatografik
tekniklerde kullanilmaktadir. Ayrica herhangi bir 6n ayirma yapilmaksizin ugucu
yaglarin tanimlanabilmesi i¢cin MS spektrometresi ve Ozellikle BC-NMR

spektroskopisi de kullanilan teknikler arasindadir (Merfort, 2002).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kullanilan Materyaller

Tez kapsaminda kullanilan propolis ornekleri Anadolu’nun Ankara, Bingol,
Kastamonu, Kiriklareli, Konya, Malatya, Mugla ve Osmaniye illerinde bulunan ar
yetistiricilerinden yas olarak tedarik edilmistir. Ankara ve Konya I¢ Anadolu, Bingél
ve Malatya Dogu Anadolu, Kastamonu Karadeniz, Kirklareli Marmara ve Mugla Ege
bolgesinde bulunmaktadir.

Propolis Ornekleri sonbahar mevsiminde bu illerde bulunan farkli ar1
kovanlarindan toplanmistir. Ayrica ¢alismada propolis ugucu yag ekstraktlarmin in
vitro antikanser aktivitelerinin incelenmesi i¢in MCF-7 meme kanseri hiicreleri

kullanilmustir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar; n-hegzan, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum bromit), penisilin, streptomisin, tripsin, diazo boya, DMSO,

RPMI, FBS ve metanol Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.

3.3. Kullanilan Arag¢-Geregler

Propolis orneklerinden ugucu yaglar1 elde etmek amaciyla Clevenger tipi
hidrodistilasyon apareyi kullanilmistir. Elde edilen ugucu yaglar sonraki analizlerde
kullanmak amaciyla +4°C’de koyu renkli viallerde muhafaza edilmistir.

Propolis ugucu yaglarinin kimyasal bilesenlerinin aydinlatilmasi amaci ile
Agilent 6890 GC spektrometresine bagli 5973N Mass Selective Dedektor’den olusan
GC-MS cihaz1 kullanilmistir.

Ugucu yaglarin in vitro antikanser aktivitelerini incelemek ig¢in hiicre kiiltiir
sisteminde Chemocell LRCX-UV kabin, Niive NF 800R santrifiij, BioTek Eon Eliza
Mikroplate spektrofotometresi, ESCO CO, inkiibator, WiseBath WB-6/-11/-22

Dijital su banyosu ve Olimpus Mikroskop kullanilmstir.
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3.4. Ugucu Yaglarm Eldesi

Ugucu yaglari, 1s1 ve suya hassasiyetleri, yogunluklari, sudaki ve organik
cozgenlerdeki ¢oziiniirliiklerine bagli olarak bircok farkli yontemlerle elde etmek
mimkiindiir. Ugucu yag elde etmede yaygin olarak kullanilan ydntem
hidrodistilasyon yontemidir.

Anadolu’nun Ankara, Bingdl, Kastamonu, Kirklareli, Konya, Malatya, Mugla
ve Osmaniye illerinde ar1 yetistiricilerinden sonbahar mevsiminde yas olarak temin
edilen propolis 6rnekleri kurutulmustur. Kurutulan propolisler 6giitiilerek yaklagik
100 g tartilmis ve 250 mL saf su ilave edilerek silifli balonlara koyulmustur. Ugucu
yaglar Clevenger tipi hidrodistilasyon diizeneginde (Sekil 3.1) ii¢ saat boyunca
distilasyon yapilarak elde edilmistir. Elde edilen ugucu yaglar n-hekzanda ¢oziilerek

havadan ve 1siktan etkilenmemeleri i¢in koyu renkli viallerde agzi kapali sekilde

+4°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Propolis ugucu yaglarinin eldesinde kullanilan Clevenger cihazi ile
hidrodistilasyon
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3.5. Kimyasal Bilesenlerinin Aydinlatilmasi

Ugucu yaglar n-hekzanda ¢oziilerek Agilent 6890 GC spektrometresine bagli
5973N Mass Selective Dedektor’den olusan GC-MS cihazi kullanilarak bilesenler

analiz edilmistir. GC-MS analiz kosullari:

Basing 1 27,54 psi

Split oran1 :30:1

Split akist : 51,0 mL/dk

Tastyic1 gaz : He

Gaz akisi 11,7 mL/dk

Kolon : Kapiler kolon, Agilent 19091N-136 HP-

INNOWax Polietilen glikol
(60,0m*250um*0,25 pm)

Kolon maksimum sicakligi ~ : 260°C

Baslangic sicaklik 1 60°C
Toplam stire : 88 dk
Elektron enerjisi : 70 eV
Kiitle aralig1 : 50-550 m/z

3.6. In Vitro Antikanser Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada ugucu yaglarin in vitro antikanser o6zellikleri MCF-7 meme

kanseri iizerinde incelenmistir.

3.6.1. Hiicre Kkiiltiirii besi yerinin hazirlanis
500 ml RPMI-1640 besi yeri igerisine

- %10 FBS,
- %1 penisilin-streptomisin
- %1 L-Glutamin ¢ozeltileri

eklenerek hazirlanan besi yeri +4°C’de kullanilmak iizere muhafaza edilmistir.
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3.6.2. Stok hiicrelerin ekimi

Hiicre kiiltiir ¢alismalarindan 6nce kullanilacak malzemeler ve kabin %70’lik

etanol ile steril edilmistir.

-80°C’de muhafaza edilen dondurulmus hiicrelerin 37°C’de ¢oziinmesi
saglanmustir.
Flask igerisine alinan stok hiicreler {izerine 5 mL besi yeri koyularak 37°C’

de %70 konflent olacak sekilde cogalmaya birakilmistir.

3.6.3. Hiicrelerin ekimi

%70 konflent olan hiicrelere pasajlama islemi uygulanmustir.

Hiicreler iizerindeki besi yeri atilarak hiicre tabakasina pipet degdirilmeden
PBS (pH:7.4) ile birka¢ kez yikama iglemi yapilmistir.

Uzerine 3 ml tripsin ilave edilen hiicreler, inkiibatdrde (%5 CO,), 5 dakika
inkiibasyona birakilarak hiicrelerin kalkmasi saglanmistir (Mikroskopta
hiicrelerin flaskdan kalkip kalkmadigi kontrol edilir).

Inkiibasyon sonrasi tripsinin etkisini kaldirmak icin igerisinde tripsin
inhibitorleri bulunan besi yeri eklenerek (5 mL) hiicrelerin birbirinden
ayrilmasini saglamak amaci ile pipetaj islemi uygulanmigtir.

Cozelti falkon tiipii alinarak 5 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasi Siipernatant atilarak pellet yeni besi yerine alinmustir.

Plate ekim yapilmadan 6nce hiicre sayimi gergeklestirilmistir.

96-kuyucuklu plate kabina ekilen kiiltiire edilmis kanser hiicreleri (10.000
hiicre/mL) 24 saat 37°C’de, %5 CO,’de inkiibasyona birakilmistir.

Ucucu yaglarin antikanser 06zelligini incelemek amaci ile MTT testi

uygulanmistir.

3.6.4. MTT testi

Hiicrelere aktif olarak absorbe olan MTT (tetrazolyum tuzu), mitokondriyal

rediiktaz enzimine 0Ozgii davranarak suda c¢Oziinmeyen formazana indirgenir.

Formazan bilesiginin ¢6ziiniir hale getirilmesiyle olusan mavi-mor renk doniisiimii

spektrofotometrik yontemle 6lgiilebilen bir absorbans vermektedir.
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Analiz sonucunda 0lgiilen absorbans degeri canli hiicre sayistyla dogru orantili
olarak degerlendirilmektedir.

MTT testi i¢in ugucu yag ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar1 (50, 100, 200,
400 pg/mL) besi yerinde hazirlanmistir. Ekimi gergeklestirilen MCF-7 hiicrelerinin
inkiibasyon siiresi bitiminde {izerindeki besi yerleri atilmig ve ugucu yag ekstraktlar
100 pL/kuyucuk olacak sekilde kuyucuklara pipetlenerek bir gece inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon sonunda ornek ekstraktlar1 kuyucuklardan atilmus,
kuyucuklara 10 uL MTT (5mg/mL, PBS, pH 7.4 igerisinde) ve 90 pL besi yeri
eklenmis ve 3 saat siliresince 37°C’de inkiibe edilmistir. Uygulama sonrasinda
kuyucuklardaki siipernatan atilarak formazon kristallerinin ¢oziinmesi igin 100 uL
DMSO eklenerek 570 nm’de mikroplate okuyucuda absorbans degerleri 6lgiilmiistiir.

Kontrol kuyucuklarinin absorbans degerleri %100 canli olarak kabul edilmis
ve numunelerin % inhibisyon degerleri kontrol grubu karsilastirilmasiyla
belirlenmistir. Uygulanan propolis ugucu yag ekstraklarmin konsantrasyonlarina
kars1 % inhibisyon degerleri grafige geg¢irilerek elde edilen dogrunun denkleminden
IC30 ve ICsq degerleri hesaplanmistir. Malatya iline ait konsantrasyon/% inhibisyon

grafigi ornek hesaplama olarak asagida verilmistir.

100

y =0,2221x + 6,1391

80

o2}
o

% inhibisyon
5

20

0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (ug/mL)

Grafikten elde edilen dogru denklemine gore (y = 0,2221x + 6,1391) Malatya ili
propolis ucucu yag ekstraktlarinin 1C3p ve 1Csp degerleri hesaplanmistir.

Calismamizda, sonuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Propolisin kimyasal komposizyonunu olusturan bilesenlerin cografi bolgelere
gore farklanmasi birgok biyolojik aktiviteyi biinyesinde barindirmasina neden
olmaktadir. Bu baglamda propolisden elde edilen propolis ugucu yag ekstraktlarinin
icerdigi ugucu bilesenlerin antioksidan, antibakteriyel, antiviral, antimikrobiyel,
antifungal ve antikarsinojenik gibi o6zelliklerinin belirlenmesi ve etkinliginin
arastirtlmas1 bir¢ok hastaligin tedavisinde alternatif olustaracaktir. Giiniimiizde
propolisden elde edilen ugucu yag ekstraktlarinin biyolojik etkinliginin incelendigi
caligmalar var olmakla birlikte antikanserojen etkisinin incelendigi calismalar
oldukga smirlidir. Ayrica Anadolu’dan toplanan propolislerden elde edilen ugucu
yaglara yonelik herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu baglamda literatiirdeki
boslugun doldurulmasi amaci ile ilgili tez kapsaminda Anadolu’nun farkli illerinden
toplanan propolis 6rneklerinde var olan ugucu yaglar hidrodistilasyon yontemi ile
elde edilmistir. Elde edilen ucgucu yag ekstraktlarinin bilesenleri GC/MS’de
belirlenmis Ve in vitro antikanser 6zellikleri MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde MTT testi

ile incelenmistir.

4.1. GC/MS Sonuglari

Ankara, Bing6l, Kastamonu, Kiriklareli, Konya, Malatya, Mugla ve Osmaniye
illerinden temin edilen propolis Orneklerinden elde edilen ugucu yag ekstraktlar
GC/MS yontemi ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda propolis ugucu yaglarindan
74 adet ucucu bilesenin yapis1 aydmlatilmistir. Yapis1 aydinlatilan bilesikler
monoterpen, monoterpenoid, diterpen, seskiterpen, seskiterpenoid, benzen tiirevleri,
izopren igermeyenler, aromatikler ve diger bilesenler olmak tizere 9 grup halinde
verilmistir (Tablo 4.1).

Ankara iline ait propolis Orneklerinde gergeklestirilen GC-MS analiz
sonuglaria gore toplam 12 adet ugucu bilesen belirlenmistir. Bu bilesenler arasinda
yiiksek oranda kurkumen (%24,90), 10s,11s-himachala-3(12),4-diene (%13,04), 6-
selinen  (%10,11),  2-izoprofenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-oktahidronaftalin
(%10,11), guaiene (%8,04), heksadekanoik asit (%5,05) bulunmustur (Tablo 4.1).
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Bingol iline ait propolis ugucu yag ekstraktinda belirlenen ucgucu bilesenler
arasinda yiiksek oranda a-bisabolol (%9,44), B-karyofillen (%7,77), tetradekanoik
asit (%7,66), farnesil aseton (%7,17), tetrakosan (%5,47) ve heptadekan (%3,28)
bilesenlerinin varlig1 tespit edilmistir (Tablo 4.1).

Kastamonu iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinda yiliksek oranda bulunan
ucucu bilesenlerin 4-selinen (%7,54), a-pinen (%7,04), B-karyofillen (%6,24), a-
terpineol (%6,71), benzil benzoat (%3,52) ve borneol (%3,19) oldugu belirlenmistir
(Tablo 4.1).

Kirklareli iline ait propolis Orneklerinde gergeklestirilen GC-MS analiz
sonuglarina gore toplam 29 farkli ugucu bilesen tespit edilmistir. Belirlenen bu
bilesenler arasinda yiiksek miktarda a-bisabolol (%25,45), neoizolongifolen
(%14,14). (+)-valencene (%4,16), cyercene (%2,69), sedren (%2,58) ve cis-trans-
nerolidol (%2,26) bulunmustur (Tablo 4.1).

Konya iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinin GC-MS sonuglarina gore
yiiksek oranda y-selinen (% 19,88), cis-trans-nerolidol (%13,46), cyercene (%4,08),
kurkumen (%3,05), a-kopaen-11-ol (%2,66) ve &-kurkumen (%1,98) olmak {izere
toplam 21 farkli bilesen tespit edilmistir. (Tablo 4.1).

Malatya iline ait propolis ucucu yag ekstraktlarin igeriginde ise yiiksek
oranda naftalin-1,2,3,4-tetrahidro-1,6-dimetil-4-(1-metiletil) (%]1,54), a-campholene
aldehit (%0,87), B-kadinen (%0,55), nonanal (%0,43), B-mirsen (%0,28) ve a-kopaen
(%0,26) ugucu bilesenlerinin varlig1 belirlenmistir. (Tablo 4.1).

Mugla iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinda belirlenen bilesenler B-pinen
(%16,11), a-pinen (%13,41), (+)-valencene (%8,88), karyofillen oksit (%5,30), B-
karyofillen (%4,63) ve - a-terpineol (%4,03)’dir (Tablo 4.1).

Osmaniye iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinin iceriginde ise cembrene
(%0,59), B-karyofillen (%0,42), farnesil aseton (%0,55), kurkumen (%0,36), dekanal
(9%0,19) ve linalol (%0,26) ugucu bilesenlerinin oldugu belirlenmistir. (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. GC/MS sonuglarina gére Anadolu’nun farkli illerine ait propolis ugucu yaglarin % bilesenleri

RT Ankara Bingol Kastamonu Kirklareli Konya Malatya Mugla Osmaniye
(dak)

a-pinen 7,09

Mirsen 10,17 - - 0,29 - - - - -

A-3-Carene 12,13 - - - - - - 1,46 -

y-Terpinen 16,43 - - - - - 0,22 0,22 -

B-Mirsen 18,23 - - - - - 0,28 - -

Geranil aseton 36,49 - 1,07 - - - - - 0,13
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Tablo 4.1. GC/MS sonuglarina gore Anadolu’nun farkli illerine ait propolis ugucu yaglarin % bilesenleri (devami)

RT Ankara Bingol Kastamonu Kirklareli Konya Malatya Mugla Osmaniye

(dak)
Linalol 26,13 - 0,36 - 0,66 0,54 - - 0,26
Bornil asetat 27,38 - 0,77 3,19 - 0,61 0,07 - -
o-Fellandren-8-ol 31,17 - - - - - - 0,35 -

Cembrene 56,45 - - - - - - - 0,59
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Tablo 4.1. GC/MS sonuglarina gore Anadolu’nun farkli illerine ait propolis ugucu yaglarin % bilesenleri (devami)

RT Ankara Bingol Kastamonu Kirklareli Konya Malatya Mugla Osmaniye
(dak)

(+)-Valencene 27,60 - 2,24 - 4,16 - - 8,88 -

pB-Karyofillen 28,23 - 7,77 6,24 - 112 - 4,63 0,42

Zengiberen 29,76 - - - - 1,32 - - R

a-Sedren 30,46 - - - 1,94 1,98 - - -

a-Bisabolen 46,91 - - - - 0,20 - - -

Sedren 50,70 - - - 2,58 - - - -

d-Selinen 55,67 10,11 - 7,54 - - - -

B-Kadinen 56,87 - - - - - 0,55 - -

Izoaromadendren 60,87 - - - - - - 0,78 -
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Tablo 4.1. GC/MS sonuglarina gore Anadolu’nun farkli illerine ait propolis ugucu yaglarin % bilesenleri (devami)

RT Ankara Bingol Kastamonu Kirklareli Konya Malatya Mugla Osmaniye
(dak)

Karyofillenoksit 44 54 - 0,58 0,43 - - - 5,30 -

Guaiol 52,03 1,76 - - - - - - -

B-Karyofillen epoksit 61,92 - - - - - - 1,25 -

Benzil benzoat 67,37 - - 3,52 0,84 - - 0,62 -
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Tablo 4.1. GC/MS sonuglarina gore Anadolu’nun farkli illerine ait propolis ugucu yaglarin % bilesenleri (devami)

RT Ankara Bingol Kastamonu Kirklareli Konya Malatya Mugla Osmaniye
(dak)

Terpinil asetat 14,43 - 04

Oktanal 18,10

0,11

o

-

©
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o

w

w
1

1

1

1

1

1

1
=
oo
w

1

o -Campholene aldehit 24,79

&-Kurkumen 30,61 1,98 - - -

Oktanoik asit 49,66 0,16 0,16 - - -

Dekanoik asit 59,10 1,48 - - - -

n-Oktadekane 61,83 - 1,37 - 0,87 - - - -

Tetradekanoik asit 68,34 121 7,66 - - - - - -

Oktadekanoik asit 78,90 0,72 - - - - - - -
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Tablo 4.1. GC/MS sonuglarina gore Anadolu’nun farkli illerine ait propolis ugucu yaglarin % bilesenleri (devami)

RT Ankara Bingol Kastamonu  Kirklareli  Konya Malatya  Mugla Osmaniye
(dak)

B-lonene 4123 - - - 0,36 - - - .

Formosa kafur 27,33 - - 0,50 - 0,50 - - -

Naftalin-1,2,3,4-tetrahidro-1,6- 3599 2,29 0,87 1,93 2,23 - 1,54 - -
dimetil-4-(1-metiletil)

a-Kopaen-11-ol 48,48 - - - - 2,66 - - -

Heneicosane 54,75 - 1,74 - - - - - -

Eicosane 61,64 - 1,37 - 0,87 - - - -

Tetrakosan 70,05 - 5,47 - - - - - -

(3E)-4-(2,6,6-trimetil-1-sikloheksen- 41,23 - - - 0,36 - - - -
1-il)-3-buten-2-on
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4.2. MCF-7 Hiicreleri Uzerinde Propolis Ucucu Yaglarmn In Vitro Antikanser
Ozellikleri

Anadolu’nun Ankara, Bingol, Kastamonu, Kirklareli, Konya, Malatya, Mugla
ve Osmaniye illerine ait propolis 6rneklerinden elde edilen ugucu yaglarin hiicre
kiiltiir sisteminde antikanser Ozellikleri meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7
tizerinde arastirilmistir. Hiicre kiiltlir sisteminde kullanilmak {izere propolis ugucu
yag ekstrakti 50, 100, 200, 400 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Elde
edilen sonuglar ayr1 ayri illerin ve tiim illerin konsantrasyonunun kiyaslanmasini
icerecek sekilde verilmistir. Ayrica bu degerlerden yola ¢ikilarak 24 saatlik

inkiibasyon sonunda IC3g ve ICsq degerleri hesaplanmustir.

4.2.1. Ankara ili propolislerine ait u¢ucu yaglarin antikanser ozelligi

Ankara ili propolislerine ait ucucu yaglarin MCF-7 hiicre hattindaki %
inhibisyon degerleri Sekil 4.1°de verilmistir. Ugucu yag ekstraktinin 50, 100, 200 ve
400 pg/mL konsantrasyonlari i¢cin % inhibisyon degerleri sirasiyla 14,48+2,71,
11,61£0,19, 19,3844,13 ve 62,36+2,90 olarak belirlenmistir. Ayrica bu degerlerden
yola ¢ikilarak ICgp ve 1Cso degerleri 231,03 ve 341,04 pg/mL olarak hesaplanmistir
(Tablo 4.2).

Propolis ugucu yagi (Ankara)
1001

80+

% inhibisyon

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.1. Ankara ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki
% inhibisyon degerleri
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4.2.2. Bingol ili propolislerine ait ucucu yaglarin antikanser 6zelligi

Dogu Anadolu bolgesinin aricilik ile iinlii ili olan Bingol propolislerine ait
ucucu yaglarin MCF-7 hiicre hattindaki % inhibisyon degerleri Sekil 4.2°de
verilmistir. 50, 100, 200 ve 400 pg/mL olarak uygulanan propolis ucucu yag
ekstrakti i¢in % inhibisyon degerlerinin sirasiyla 19,0148,75, 22,79+2,15,
46,87+4,81 ve 76,86+2,44 oldugu belirlenmistir. Bing6l ili propolislerine ait ugucu
yag ekstraktlarmin 1C3y ve 1Cso degerleri sirasiyla 121,04 ve 237,80 pug/mL olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.2).

Propolis ugucu yagi (Bingol)

100+

% inhibisyon
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Sekil 4.2. Bingol ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hatt1 izerindeki
% inhibisyon degerleri
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4.2.3. Kastamonu ili propolislerine ait u¢ucu yaglarin antikanser 6zelligi

Kastamonu iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinin in vitro hiicre kiiltiir
sisteminde MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki % inhibisyon degerleri Sekil
4.3°de verilmistir. Bu %inhibisyon degerleri ¢alisilan konsantrasyonlar i¢in sirastyla
25,45+5,77, 30,60+4,27, 60,11£10,25 ve 95,32+0,32 olarak belirlenmistir. Propolis
ucucu yag oOrneklerinin %inhibisyon degerlerine gore 1C3p degeri 76,67 pg/mL ve
ICsp degeri 173,62 ng/mL olarak hesaplanmistir (Tablo 4.2).

Propolis ugucu yagi (Kastamonu)
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% inhibisyon
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Sekil 4.3. Kastamonu ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki % inhibisyon degerleri
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4.2.4. KirKlareli ili propolislerine ait ucucu yaglarin antikanser ozelligi

Kirklareli iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinda gercgeklestirilen hiicre
kiltiir calismalarina gore belirlenen % inhibisyon degerleri Sekil 4.4° de verilmistir.
50, 100, 200, 400 pg/mL artan konsantrasyonlarina gore % inhibisyon degerleri
strastyla 26,55+7,59, 33,37+4,89, 60,4+5,23 ve 94,35+2,03 olarak hesaplanmistir. Bu
inhibisyon degerlerine gore hesaplanan 1C3p ve ICsy degerleri sirasiyla 68,02 ve

169,03 pg/mL’dir (Tablo 4.2).

Propolis ugucu yagi (Kirklareli)

% inhibisyon

Konsantrasyon (png/mL)

Sekil 4.4. Kurklareli ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki % inhibisyon degerleri
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4.2.5. Konya ili propolislerine ait u¢ucu yaglarin antikanser ozelligi

Konya iline ait propolis ugucu yag ekstraktlart kullanilarak MCF-7 hiicre hatti
lizerine yapilan uygulamalar neticesinde elde edilen % inhibisyon degerleri Sekil
4.5°de verilmistir. % Inhibisyon degerleri calisilan konsantrasyonlarda sirasiyla
31,03+3,56, 48,11+2,89, 78,27+5,71 ve 95,90+0,24 olarak belirlenmistir. Elde edilen
% inhibisyon degerlerine gore IC3y degeri 44,89 ve ICsodegeri 108,61 pg/mL olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.2). Sonuglar degerlendirildiginde ¢alisilan illere ait propolis
ucucu yag ekstraktlar icerisinde en yliksek antikanser aktivitenin Konya iline ait

propolis drneginde oldugu goriilmiistiir.

Propolis ugucu yagi (Konya)
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Sekil 4.5. Konya ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki
% inhibisyon degerleri
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4.2.6. Malatya ili propolislerine ait ucucu yaglarin antikanser o6zelligi

Malatya iline ait propolis ucucu yag ekstraktlarinin % inhibisyon degerleri
Sekil 4.6’da verilmistir. 50, 100, 200, 400 ug/mL konsantrasyonlarina gore sirasiyla
% inhibisyon degerleri 18,07+£2,53, 27,434+3,76, 50,47+£2,36 ve 95,13+0,91 olarak
hesaplanmistir. Propolis ugucu yag ekstraktlarinin ICzp ve ICsy degerleri sirasiyla

107,43 ve 197,48 png/mL olarak belirlenmistir (Tablo 4.2).

Propolis ugucu yagi (Malatya)
100+

fo) ©
9

% inhibisyon
S

20+

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.6. Malatya ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki
% inhibisyon degerleri
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4.2.7. Mugla yoresi propolislerine ait ucucu yaglarin antikanser 6zelligi

Mugla iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinda gergeklestirilen hiicre kiiltiir
caligmalarina gore belirlenen % inhibisyon degerleri Sekil 4.7’ de verilmistir. 50,
100, 200, 400 pg/mL artan konsantrasyonlarda % inhibisyon degerleri sirasiyla
27,79+6,57, 27,03£3,91, 34,64+4,39 ve 83,64+2,12 olarak hesaplanmistir. Bu
inhibisyon degerlerine gore 1C3y ve 1Cso degerleri 139,65 ve 241,33 pg/mL olarak
belirlenmistir. (Tablo 4.2).

Propolis ugucu yagi (Mugla)

% inhibisyon

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.7. Mugla ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki
% inhibisyon degerleri
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4.2.8. Osmaniye ili propolislerine ait ucucu yaglarin antikanser ozelligi

Osmaniye ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hattindaki %
inhibisyon degerleri Sekil 4.8’de verilmistir. Bu %inhibisyon degerleri c¢alisilan
konsantrasyonlar i¢in sirasiyla 13,73+£2,02, 10,80+2,88, 18,79+7,88 ve 28,90+7,34
olarak belirlenmistir. Propolis ugucu yag orneklerinin %inhibisyon degerlerine gore

I1C30411,84 ng/mL ve 1Cs 751,40 pg/mL olarak hesaplanmistir (Tablo 4.2).

Propolis ugucu yagi (Osmaniye)

30+ 1

% inhibisyon
S

QO N} N}
S

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.8. Osmaniye ili propolislerine ait ugucu yaglarin MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki % inhibisyon degerleri
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4.2.9. Anadolu’nun farklh illerine ait propolislerden elde edilen ucucu yaglarimn

MCF-7 hiicre hattindaki antikanser 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Anadolu’nun farkli illerine ait propolislerden elde edilen ugucu yag
ekstraktlarinin MCF-7 hiicre hattindaki % inhibisyon degerleri konsantrasyon
karsilagtirmali olarak Sekil 4.9°da verilmistir. Elde edilen verilere gore farkli illerden

temin edilen propolis ugucu yag ekstraktlar1 doza bagimli olarak hiicreleri inhibe

etmistir.
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Sekil 4.9. Anadolu’nun degisik yorelerine ait propolislerden elde edilen ugucu
yaglarinin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki % inhibisyon degerlerinin karsilastirilmali
grafigi. A) 50 pg/mL propolis ugucu yagi, B) 100 pg/mL propolis ugucu yagi, C)
200 ug/mL propolis ugucu yagi, D) 400 pg/mL propolis ugucu yagi
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MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde propolis ucucu yag ekstraktlarinin uygulanan
konsantrasyonlardaki %inhibisyon sonuclart degerlendirildiginde, Konya iline ait
propolis ugucu yagiin diger illerin propolis ucucu yaglarina gore en yiiksek
%inhibisyon degerine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9). Ayrica propolis ugucu
yag ekstraktlarmin %inhibisyon sonuglarindan yola ¢ikilarak I1Cso ve IC3p degerleri
hesaplanmastir.

IC30 degerlerinin sirasiyla 231,03 ug/mL (Ankara), 121,04 pg/mL (Bingol),
76,67 ug/mL (Kastamonu), 68,02 pug/mL (Kirklareli), 44,89 ng/mL (Konya), 107,43
ug/mL (Malatya), 139,65 ug/mL (Mugla) ve 411,84 pg/mL (Osmaniye) oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.2).

ICsp degerlerinin ise sirasiyla 341,04 pg/mL (Ankara), 237,80 pg/mL (Bingol),
173,62 pg/mL (Kastamonu), 169,03 pug/mL (Kirklareli), 108,61 pug/mL (Konya),
197,48 ng/mL (Malatya), 241,33 pg/mL (Mugla) ve 751,40 pg/mL (Osmaniye)
oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Propolis ugucu yag bilesenlerine ait in vitro antikanserojen aktivite

sonuglari
ICs0 (ng/mL) ICs0 (ng/mL)
Ankara 231,03 341,04
Bingol 121,04 237,80
Kastamonu 76,67 173,62
Kirklareli 68,02 169,03
Konya 44,89 108,61
Malatya 107,43 197,48
Mugla 139,65 241,33
Osmaniye 411,84 751,40

Antikanser aktivitenin bir gostergesi olarak belirlenen IC3y ve ICs degerleri
incelendiginde, Konya iline ait propolis 6rneklerinin en diisiik degere sahip oldugu,
Osmaniye iline ait propolis Orneklerinin ise en yiiksek degere sahip oldugu
goriilmiistiir. Sonug olarak elde edilen bulgular Konya iline ait propolis ugucu yag

ekstraktlariin yiiksek antikanser aktivite sergiledigi yoniindedir.
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5. TARTISMA

Propolis, arilarin dis etmenler sonucu olusabilecek olan ¢esitli hastaliklardan
koloniyi korumak amaciyla iirettigi, farkli kimyasal komposizyona sahip ¢ok yonlii
bir karisimdir (Pietta vd., 2002). Ozellikle son yillarda propolis, biyolojik
Ozelliklerinden dolay1 hastaliklara kars1 koruyucu olabilme potansiyelleri nedeniyle
birgok arastirmaya konu olmustur. Propolisin biyolojik aktivitesinde rol oynayan bu
bilesiklerin miktar ve dagiliminin cografi farklanma gostermesi Anadolu bolgesine
ait propolislerin arastirilmast gerekliligini ortaya koymustur. Ayrica giincel
yaklagimlar propolis ugucu yag ekstraktlarinin igerdigi ugucu bilesenlerin
antioksidan, antibakteriyel, antiviral gibi bir¢cok biyolojik aktiviteyi biinyesinde
barindirmasi nedeniyle ugucu bilesenlerin belirlenmesi ve etkinliginin arastirilmasi
yoniindedir. Bu baglamda calisma Anadolu’nun aricilik yetistiriciligi ile 6ne ¢ikan
bolgelerinden elde edilen propolis orneklerinden ugucu yag ekstraklarinin eldesini,
ucucu bilesenleri ve antikanser Ozelliklerinin belirlenmesini igermektedir. Tez
kapsaminda Ankara, Bingdl, Kastamonu, Kirklareli, Konya, Malatya, Mugla ve
Osmaniye’den temin edilen propolis 6rneklerinden Clevenger tipi hidrodistilasyon
cihaz1 kullanilarak ugucu yaglar elde edilmistir. GC/MS analiz yontemi ile ugucu yag
ekstraktinin igerdigi ugucu bilesenler belirlenmis ve bunlarin in vitro antikanser
ozellikleri MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda incelenmistir.

Caligma sonuglarimiza gére Ankara iline ait propolis drneklerinde ana ugucu
yag Dbilesenleri olarak kurkumen (%24,90), 10s,11s-himachala-3(12),4-diene
(%13,04),  o-selinen (%10,11), 2-izoprofenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-
oktahidronaftalin  (%10,11), guaiene (%8,04), hekzadekanoik asit (%5,05)
belirlenmistir. Ugucu yag bilesenlerinin yapisal gruplart dikkate alindiginda Ankara
iline ait propolis orneklerinde non-izoprenoid bilesenlerinin (%31,88) yiiksek
miktarda bulundugu ve ana bileseni kurkumenin olusturdugu goriilmiistiir. Bu durum
ucucu yag bilesen analizinin gergeklestirildigi diger illere ait propolis Ornekleri ile
kiyaslandiginda en yiiksek miktarin Ankara poropolisine (%24,90 kurkumen) en
diisiik miktarin ise Osmaniye propolisine (%0,36 kurkumen) ait oldugu saptanmustir.

Bingdl iline ait propolis ugucu yag ekstraktinda belirlenen ucgucu bilesenler
arasinda yiiksek oranda a-bisabolol (%9.,44), B-karyofillen (%7,77), tetradekanoik
asit (%7,66), farnesil aseton (%7,17), tetrakosan (%5,47) ve heptadekan (%3,28)

bilesenlerinin varligi tespit edilmistir.
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Bingdl iline ait propolis ugucu yag bilesenlerinin %18,08’ni non-izoprenoid
bilesenleri olusturmakta olup bu grup igerisinde yer alan heptadekan (%3,28) bileseni
diger illere ait propolis ugucu yag ekstraklarinda tespit edilmemistir.

Kastamonu iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinda yiiksek oranda bulunan
ugucu bilesenlerin d-selinen (%7,54), a-pinen (%7,04), B-karyofillen (%6,24), a-
terpineol (%6,71), benzil benzoat (%3,52) ve borneol (%3,19) oldugu belirlenmistir.
Propolis ucucu yag ekstraktinin analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, {i¢ izopren
grubunun Dbirlesmesi ile olusan seskiterpen yapilarindan (%13,78) olustugu
gorilmiistiir.

Kirklareli iline ait propolis orneklerinde gerceklestirilen analiz sonuglarina
gore yiksek miktarda a-bisabolol (%25,45), neoizolongifolen (%14,14). (+)-
valencene (%4,16), cyercene (%2,69), sedren (%2,58) ve cis-trans-nerolidol (%2,26)
olmak tizere toplam 29 farkli ugucu bilesen tespit edilmistir. Ayica bu bilesenler
arasinda Seskiterpenoid grubuna ait olan a-bisabolol ugucu yag bileseni Bingdl iline
ait propolis orneklerinde % 9,44 oraninda bulunurken, Anadolu’nun diger illerine ait
propolis 6rneklerinde bulunmamustir.

Konya iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinin analiz sonuglar
degerlendirildiginde yiiksek oranda y-selinen (% 19,88), cis-trans-nerolidol
(%13,46), cyercene (%4,08), kurkumen (%3,05), a-kopaen-11-ol (%2,66) ve o-
kurkumen (%1,98) olmak iizere toplam 21 farkli bilesenin varligi tespit edilmistir.
Bu bilesenler arasinda %19,88” lik oran ile yiiksek miktarda y-selinen gézlenmesine
ragmen diger illere ait propolis ugucu yag ekstraktlarinda bu bilesen goriilmemistir.

Malatya iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinin igeriginde ise yiiksek
oranda naftalin-1,2,3,4-tetrahidro-1,6-dimetil-4-1-metiletil) (%1,54), a-campholene
aldehit (%0,87), B-kadinen (%0,55), nonanal (%0,43), B-mirsen (%0,28) ve a-
kopaene (%0,26) ugucu bilesenlerinin varligi belirlenmistir. Naftalin-1,2,3,4-
tetrahidro-1,6-dimetil-4-(1-metiletil) ugucu bileseni Konya, Mugla ve Osmaniye
disinda diger illere ait propolis ugucu yag ekstraktlarinda eser miktarda bulunmustur.

Mugla ili propolis ugucu yag ekstraktlarinda belirlenen bilesenler B-pinen
(%16,11), a-pinen (%13,41), (+)-valencene (%8,88), karyofillen oksit (%5,30), B-
karyofillen (%4,63) ve a-terpineol (%4,03)’dir. Mugla iline ait propolis ugucu yag
ekstraktlarinin analiz sonuclar dikkate alindiginda ana bilesenleri monoterpen
yapilarinin olusturdugu belirlenmistir. Monoterpen grubunda yer alan f-pinen

bileseni bu propolis ugucu yag eksraktinda yiiksek miktarda gézlenmistir.
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Ayrica bu bilesen Kastamonu iline ait propolis ugucu yag ekstraktinda eser
miktarda bulunmasina ragmen diger illere ait ucucu yag ekstraklarmda
bulunmamustir.

Osmaniye iline ait propolis ugucu yag ekstraktlarinin igeriginde ise cembrene
(%0,59), B-karyofillen (%0,42), farnesil aseton (%0,55), kurkumen (%0,36), dekanal
(%0,19) ve linalol (%0,26) ugucu bilesenlerinin oldugu belirlenmistir. Ayrica bir
diterpen bileseni olan cembrene ucucu bileseni Osmaniye propolis ugucu yag
ekstraktinda eser miktarda bulunurken diger illere ait ugucu yag ekstraklarinda tespit
edilmemistir.

Melliou ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, Yunanistanin farkli bolgelerinden
temin edilen propolisin, ugucu yag ekstraktlarinda 94 adet ugucu yag bileseni tespit
etmistir. Ucucu yagmi ekstrakte ettikleri propolisin iceriginde ana ugucu yag
bilesenleri olarak junipen, a-pinen, manoil oksit, trans-p-terpineol, a-eudesmol, n-
dekanal, guaiol, 6-kadinen, a-muurolene, sedrol, n-nonanal ve manool bilesenlerinin
varligr goézlenmis ve bu bilesenlerin bulunma yiizdelerinin bolgeler igerisinde
farklilik gosterdigi bildirilmistir. Ayrica farkli bolgelerden temin edilen propolis
orneklerinin ugucu yag ekstraktlariin énemli bir kismini a-pinen ugucu bileseninin
olusturdugu belirlenmistir (Melliou vd., 2007). loshida ve arkadaslar1 ise, Brezilya
propolislerine ait ugucu yag ekstraktlar iizerine yaptiklari ¢aligma sonucunda, %18,3
oraninda a-pinen ugucu bileseninin varligini bildirmistir (loshida vd., 2010). Tiim bu
bilgiler 1s1¢inda Anadolu’nun farkl illerinden temin ettigimiz propolis érneklerinde
gerceklestirilen ugucu bilesen analiz sonuglarimiza gore a-pinen ugucu bileseni
Mugla ve Kastamonu illerine ait propolis 6rneklerinde sirasiyla %13,41 ve %7,04
oraninda bulundugu ve diger illerimize ait propolis 6rneklerinde bulunmadig: tespit
edilmistir.

Biyolojik aktivite Ozellikleri nedeniyle dikkatleri iizerine ¢eken ve birgok
arastirmaya konu olan Brezilya yesil propolislerinde yapilan bir ¢aligmada ise, -
karyofillen (%13,4), cis-trans-nerolidol (17,1), selina-3,7(11)-diene (%10,4) ve
aromadendren (%38,3) ucgucu bilesenlerinin varlig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar
dikkate alinarak ugucu yag bilesenlerini tespit ettigimiz ilerimiz ile kiyaslandiginda
B-karyofillen ugucu bilesenininin Bingol, Kastamonu, Konya, Mugla ve Osmaniye
illerine ait propolis Orneklerinde sirasiyla %7,77, %6,24, %1,12, %4,63, %0,42
oldugu belirlenmistir (Albuquerque vd., 2008).
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Ayrica cis-trans-nerolidol ugucu bileseninin Konya iline ait propolis
orneklerinde %13,46 oldugu tespit edilmis ve bu degerin Brezilya yesil
propolislerine yakin oldugu goriilmiistiir.

Kocabas ve arkadaslar1 ise yaptiklari ¢alismada Erzincan iline ait propolis
orneklerinde belirlenen ugucu bilesenler arasinda yiiksek miktarda o-bisabolol
(%14,3) ugucu bileseninin varligini tespit etmistir (Kocabasg, 2013). Bizim yaptigimiz
analiz sonuglarina gore Bingol iline ait propolis ugucu yag ckstraktlarinda o-
bisabolol %9,44 oraninda bulunurken Kirklareli propolis ugucu yag ekstraktlarinda
bu oran %25,45 olarak belirlenmistir.

Anadolu yoresine ait propolislerin ugucu yag igeriklerinin arastirilmasina
yonelik sinirl sayida ¢alisma mevcut olup antikanser 6zelliklerinin arastirilmasina
yonelik calisma bulunmamaktadir. Tez kapsaminda Anadolu propolislerinden elde
edilen ugucu yaglarin in vitro antikanser aktiviteleri MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1
izerinde arastirilmis olup bu yoniiyle ilk niteligindedir. Hiicre kiiltiir sisteminde
propolis ugucu yag ekstraktlarina ait konsantrasyonlar 50, 100, 200, 400 pug/mL
olarak caligilmistir. Ugucu yaglarm % inhibisyon degerleri hem ayr1 ayri iller hem
de tiim illeri karsilagtirmali olarak verilmistir. Bu degerlerden yola ¢ikilarak IC3q ve
ICso degerleri hesaplanmustir.

50 pg/mL konsantrasyonda Ankara, Bingdl, Kastamonu, Kirklareli, Konya,
Malatya, Mugla ve Osmaniye propolis ugucu yaglarinin %inhibisyon degerleri
sirasiyla 14,48+2,71, 19,01+8,75, 25,45+5,77, 26,55+7,59, 31,03+3,56, 18,07+£2,53,
27,79+6,57 ve 13,7342,02 olarak hesaplanmustir.

100 pg/mL konsantrasyonda Ankara, Bingdl, Kastamonu, Kirklareli, Konya,
Malatya, Mugla ve Osmaniye propolis ugucu yaglarinin %inhibisyon degerleri
sirastyla 11,61+0,19, 22,79+2,15, 30,60+4,27, 33,37+4,89, 48,1142,89, 27,43+3,76,
27,03+3,91 ve 10,80+2,88 olarak hesaplanmustir.

200 pg/mL konsantrasyonda Ankara, Bing6l, Kastamonu, Kirklareli, Konya,
Malatya, Mugla ve Osmaniye propolis ugucu yaglarimin %inhibisyon degerleri
sirastyla 19,38+4,13, 46,87+4,81, 60,11£10,25, 60,4+5,23, 78,27+5,71, 50,47+2,36,
34,64+4,39 ve 18,79+7,88 olarak hesaplanmustir.

400 pg/mL konsantrasyonda Ankara, Bingdl, Kastamonu, Kirklareli, Konya,
Malatya, Mugla ve Osmaniye propolis ugucu yaglarimin %inhibisyon degerleri
sirastyla 62,36+2,90, 76,86+2,44, 95,324+0,32, 94,35+2,03, 95,90+0,24, 83,64+2,12
ve 28,9047,34 olarak hesaplanmustir.
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Anadolu’nun illerinden temin ettigimiz propolis ugucu yag ekstraktlari icin
%inhibisyon degerleri dikkate alinarak hesaplanan ICgp degerleri sirasiyla, 231,03
ug/mL (Ankara), 121,04 ug/mL (Bingol), 76,67 pg/mL (Kastamonu), 68,02 pg/mL
(Kurklareli), 44,89 pg/mL (Konya), 107,43 png/mL (Malatya), 139,65 ug/mL (Mugla)
ve 411,84 pg/mL (Osmaniye) oldugu belirlenmistir. 1Cso degerlerinin ise 341,04
ng/mL (Ankara), 237,80 ug/mL (Bingol), 173,62 pg/mL (Kastamonu), 169,03
ug/mL (Kirklareli), 108,61 png/mL (Konya), 197,48 pg/mL (Malatya), 241,33
ug/mL (Mugla) ve 751,40 pg/mL (Osmaniye) oldugu belirlenmistir.

Propolis ugucu yag ekstraktlarinin iller bazinda hesaplanan % inhibisyon
degerleri karsilastirildiginda en yiiksek degerin Konya iline ait propolis ugucu yag
ekstraklarinda oldugu goriilmistiir. Ayrica antikanser aktivitenin bir gostergesi
olarak belirlenen 1Csy degerinin Konya iline ait propolis orneklerinde en diisiik
degere sahip olmasi, yliksek antikanser aktivitenin bu propolis Orneklerinde
oldugunun bir gostergesidir. Bu propolis ugucu yag ekstraktinda, diger illere ait
orneklerde gozlenmeyen terpen grubuna ait y-selinen (%19,88) ucucu bileseninin
varligimin tespit edilmesi yiiksek antikanser aktivitenin bir gostergesi olarak
diisiiniilebilir. Literatiir incelendiginde terpen grubuna ait ugucu bilesenlerin yiiksek
antikanser aktivite sergiledigi ve kanser oraninin azaltilmasinda 6nemli rol oynadg:
cesitli deneyler ile belirlenmistir (Trichopoulou vd., 2000; Greenwald vd., 2001).
Ayrica diger illere ait ICso sonuglari degerlendirildiginde Kirklareli ve Kastamonu
propolis ugucu yag ekstraktlarinin yiiksek antikanser aktivite sergiledigi goriilmiistiir.
Elde edilen bu sonug yiiksek antikanser aktivitenin goriildiigii propolis 6rneklerinde,
a-bisabolol ugucu bileseninin varliginin tespit edilmesi ve bu bilesenin diger propolis
orneklerinde goriilmemesi ile iliskilendirilebilir.

Sonu¢ olarak Anadolu’nun farkli illerinden temin ettigimiz propolis
orneklerinin kimyasal komposizyonlarinin toplanma bdlgesine gore farklilik
gostermesi ucucu bilesenlerinin ve oranlarmin da farklandigini gostermistir. Ayrica
bu ¢alisma ile Anadolu propolislerinden elde edilen ugucu yaglarin antikanserojen
aktivite ile iliskisi ortaya konmustur. Bu baglamda gergeklestirdigimiz g¢aligma
propolis ugucu yaglarinin antikanser ajan olarak kullanilabilecegi fikrini
kuvvetlendirmekle birlikte, gelecekte kanser tedavilerine yonelik gerceklestirilen

caligmalara yon verecegi de asikardir.
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