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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

WINTERGREEN YAGININ ANTITUMOROJENIK VE SITOTOKSIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Kiibra CELIK
Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Hasan TURKEZ

Noroblastom beyin dokusu igerisinde hizli bir sekilde yayilabilen ve en sik rastlanilan tiimor
cesididir. Ozellikle cocukluk donemlerinde en oliimciil timédr oldugu kabul edilmektedir.
Hastalara tedavi yaklasim protokolleri tek basina veya kombineli uygulanir. Fakat bu tiimor
hiicreleri kemoterapide kullanilan ilaglara karsi direng kazanmaktadir. Ayrica kemoterapide
kullanilan anti-kanserojen ilaglarin ciddi yan etkileri séz konusudur ve ilag kullanimina bagl
olarak hastalarin siirveyleri olduk¢a azalmaktadir. Diger taraftan, dzellikle son yillarda gesitli
kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilabilecek dogal ve biyolojik etkili bilesiklerin kesfedilmesi
en popiler arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Gaultheria cinsine ait bitkiler
karakteristik olarak Wintergreen yagi (WGO) iiretmektedirler. WGO halk hekimliginde, eklem
iltihab1, obezite, hipertansiyon, {ilser, kemik kiriklar1 ve ezilmeleri gibi cesitli saglik
sorunlariin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenlerle, yiiksek lisans tezi olarak
sunulan bu c¢alisma kapsaminda WGO’nin normal ve kanserli rat beyin hiicre hatlar1 (N2a)
tizerine in vitro sitolojik ve biyokimyasal etkilerinin doza bagli olarak ilk defa arastirilmasi
amaglanmigtir. Ayrica literatiirde tez kapsaminda test edilecek olan WGO’nin beyin timdri
hiicrelerinde ¢ogalmay1 baskilaylp baskilamadigi konusunda herhangi bir arastirmaya
rastlanmamigtir. Calismamizda yer alan wintergreen 6ziinilin gesitli konsantrasyonlarda (0-400
mg/L) kiiltiir ortamina ilave edilerek hiicre ¢ogalmasi tizerine etkileri 3-(4,5 dimetylthiazol -2-
yl) - 2,5 diphenltetrazolium bromide (MTT) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Hiicre
kiiltiirlerinde oksidatif etkilerin degerlendirilmesinde toplam antioksidan kapasite (TAK) ve
toplam oksidan durum (TOD) parametreleri kullanilmistir. Bulgularimiz WGO’nin diisiik
konsantrasyonlarda antioksidan aktivitelerinin varligint ve yiiksek konsantrasyonlarda ise
sitotoksik etkili oldugunu acik¢a ortaya koymustur. Ayrica, WGO noroblastoma hiicrelerine
kars1 zayif bir antikanser aktivite gostermistir. Sonug¢ olarak, mevcut in vitro arastirmalar
kapsaminda elde edilen bulgular dogrultusunda WGO’nin kanserin 6nlenmesinde ve tedavisinde
diistik bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.

2012, 55 sayfa

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, MTT, Wintergreen yagi, N2a, in vitro, oksidatif durum,
sitotoksisite, hiicre kiiltiirii



ABSTRACT

Master Thesis

THE INVESTIGATION OF ANTITUMORIGENIC AND CYTOTOXIC PROPERTIES
BY WINTERGREEN OIL

Kiibra CELIK

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Neuroblastoma could invade into brain tissues quickly and the most coincided tumor species.
Especially, they are accepted as most fatal tumours in childhood. The treatment protocols for
these patients are applied single or combined. But these tumour cells usually attempt to offer
resistance to the drugs that used in chemotherapy. Also the anti-neoplastic drugs used in
chemotherapy have serious adverse effects and the patients have poor chances to live due to
drug usage. On the other hand, discovering of the naturel and biologically effective compounds
in treatments of various cancer types becomes one of the most popular research topics. The
Gaultheria species share the common characteristic of producing oil of wintergreen.
Wintergreen oil (WGO) is commonly used as a folk remedy for several health problems
including arthritis, obesity, edema, hypertension, inflammation, ulcers and broken or bruised
bones. For these reasons, it was aimed to search the cytological and biochemical effects of
WGO on healthy cells (neuron) and N2a brain cell lines in relation with the dose for the first
time in the extent of this master thesis. Notwithstanding, there were no investigation on whether
WGO supressed the cell proliferation in brain tumour cells. The effects of WGO at various
concentrations (0-400 mg/L) on cell proliferation were determined by 3-(4,5 dimetylthiazol -2-
yl) - 2,5 diphenltetrazolium bromide (MTT) assay. And total antioxidant capacity (TAC) and
total oxidative stress (TOS) parameters were used for the assesments of oxidative effects in cell
cultures. Our results clearly revealed that WGO exhibited antioxidant activities at their low
doses and cytotoxic at high doses. Again, WGO showed weak anticarcinogenic activitiy against
neuroblastoma cells. In conclusion, within the light of the findings of this in vitro study, it is
possible to denote that WGO has low potential in cancer prevention and therapy.

2012, 55 pages

Keywords: Neuroblastoma, MTT, Wintergreen oil, N2a, In vitro, Oxidative status, Cytotoxicity,
Cell culture.
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1. GIRIS

Glintimiizde tibbi bitkilerin ve bu bitkilere ait ugucu yaglarin saf ve 6zellikle ana etken
maddelerinin elde edilmesi hem bilimsel hem de ekonomik ag¢idan oldukg¢a 6nemlidir
(Kirbag ve Bagcr 2000; Karabacak 2007; Celik ve Celik 2007). Bitkiler, kendilerine
zarar verebilecek cesitli etmenlere karsi (bocek, viriis, nematod, memeli gibi canlilar)
kendilerini korumak amaciyla sekonder metabolitler, antimikrobiyal o6zellikteki
proteinler, antioksidanlar ve savunma proteinlerini iiretmektedirler (Kog¢ ve Ustiin
2008). Bu maddelerin tedavi edici 6zelliklerini kesfeden insanoglu eski ¢aglardan beri
bitkileri ve ekstraklarini ilag olarak kullanmaya baslamistir (Yumrutag 2007; Newman
and Cragg 2007). Eski Cin, Misir, Yunanistan, iran ve diger bazi Avrupa iilkelerinde
bitkilerin iyilestirici etkisinden yararlanilmistir (Yumrutas 2007). 1900’lerin baslarinda
bitkilerin tedavi edici 6zellikleri laboratuvarlarda aragtirillmaya baglanmistir (Dorman
and Deans 2000). Tedavi amaciyla kullanilan ilk etken madde 1805'te Alman kimyaci
Serturne tarafindan bulunan ve afyon bitkisinden elde edilen morfindir (Baytop 1984;
Kivrak 2006; Akay Diri 2006).

Son yillarda yapilan arastirmalarda, bitkilerin sekonder metabolizma iiriinii olan ugucu
yaglarin, antimikrobiyal (Guenther 1948; Burt 2004; Skocbusic et al. 2006; El Bouzidi
et al. 2012), antibakteriyal (Deans and Ritchie 1987; Dorman and Deans 2000; Mourey
and Canillac 2002; Rasooli and Mirmostafa 2002), antifungal (Mari et al. 2003),
antiviral (Bishop 1995; Wu et al. 2010), antiparazitik (Pandey et al. 2000; Pessoa et al.
2002), antioksidan (Wang et al. 2011; Boligon et al. 2012), antikarsinojenik (Jo et al.
2012; Wang et al. 2012), insektisidal (Guenther 1948; Konstantopoulou et al. 1992;
Karpouhtsis et al. 1998; Mahmoud and Croteau 2002; Burt 2004) ve antimitotik
(Azzoua and Bullerman 1982; Akgiil and Kivang 1988; Jayashree and Subramanyam
1999; Kaya 2007) ozellikler gosterdigi rapor edilmistir. Bundan dolayr s6z konusu
metabolitler farmakolojide, eczacilikta, fitopatolojide, tibbi ve klinik mikrobiyolojide,
koruyucu madde olarak da gidalarda kullanilmaktadir (Dorman and Deans 2000;
Magiatis et al. 2002). Diger taraftan, bitkilerden elde edilen bu bilesenlerin sentetik

ilaglardan daha kolay ve ucuz elde edilmeleri, bitkisel ilaglarin birden ¢ok etkiye sahip



olmasina karsin sentetik ilaclarin tek bir etkiye sahip olmalar1 ve bazilarinda goriilen
ciddi yan etkiler nedeniyle bitkisel tedaviler yogun olarak arastirilmaktadir (Baytop
1999; Pervaiz 2004; Isik 2005; Akay Diri 2006; Yumrutas 2007).

1.1. Ucucu Yaglarin Tanmim ve Ozellikleri

Ugucu yaglar, bitkilerden ya da bitkisel droglardan cesitli yontemlerle elde edilen, oda
sicakliginda sivi halde olan, su buhar ile siiriikklenebilen, kolaylikla kristallesebilen
ucucu Ozellikte olup kendine has koku, tat, renk ve goriiniime sahip homojen karisimlar
olarak tanimlanir. Ucgucu yaglar agikta birakildiklarinda oda sicakliginda bile
buharlagabildiklerinden dolayr bunlara ‘“ugucu yag®’ veya ‘’eterik yag‘’ olarak
isimlendirilmektedir. Ayrica ucucu yaglar genellikle hos kokulu olduklarindan ve
parfim sanayisinde de kullanildiklarindan dolayr da “esans” olarak da
adlandirilmaktadirlar (Baytop 1983; Tanker ve Tanker 1985; Ceylan 1987; Celen 2006;
Baser 2006; Akay Diri 2006; Diri 2006; Celik ve Celik 2007; Koltuksuz 2007; Sengezer
ve Gilingor 2008).

Ugucu yag terimi ilk kez 16. yiizyilda Isvecli tip reformcusu olan Paracelsus von
Hohenheim’in ilaglarin etken bilesigini “Quinta essentia” olarak isimlendirmesiyle
ortaya ¢ikmistir (Guenther 1948). Ugucu yaglar, bitkinin ¢igek, tomurcuk, yaprak, dal,
tohum, meyve ve kdklerinden elde edilmektedir (Dorman and Deans 2000; Burt 2004;
Celen 20006). Bitkilerden ugucu yag elde edebilmek i¢in distilasyon metodu ilk kez 2000
y1l once Misirlilar, Persler ve Hintliler tarafindan kullanilmis ve 9. yiizyilda Araplar

tarafindan gelistirilmistir ( Bauer et al. 2001).

Ucucu yaglar genellikle suda az ¢oziiniirken etenol, benzen, eter, petrol eteri gibi
organik ¢oziiciilerde ve sabit yaglarda ¢ok ¢oziiniirler (Koltuksuz 2007). Ugucu yagimn
bitkide ya dogrudan dogruya protoplazmasinda ya da hiicre ¢eperinin 6zel bir tabakasi
olan reg¢inemsi tabakanin dekompozisyonu ile olustugu ileri siiriilmekle birlikte
glikozitlerin hidrolizi ile de meydana gelebildigi belirlenmistir (Baytop 1972, 1986,
1999; Tanker ve Tanker 1985; Demirgcakmak 1994; Celen 2006).



Ugucu yaglarin bitkilerde neden olustugu tam olarak bilinmemektedir. Fakat bitkilerde
koruyucu, tozlasmayr kolaylastirici, su kaybmi azaltici, yaralanmalarda onarici

gorevlerde bulunuldugu diisiiniilmektedir (Baytop 1986; Celen 2006).

Ugucu yaglar farmaside farmakolojik ve terapik etkilerine gore de gruplandirilir. Ugucu
yaglarin nervinatik (sinir yatistirici), rubefiyen (deriyi kizartan), irritan (uyarici),
ekspektoran (balgam soktiiriicii), antitussif (Okstiriigii kesen), antiromatizmal, ditiretik
(idrar soOktiiriicii), emmenagog (adet soktiiriicii), stomasik (midevi), karminatif (gaz
giderici), koleretik (safra sokiicii), antihelmintik (solucan diisiiriicii), antienflamatuar,
antiseptik (mikrop tiremesini Onleyici), antibiyotik (bakteri 6ldiriicii), antifungal,
antioksidan, sedatif (gevsetici), agr1 kesici, stres azaltict ve ayn1 zaman da antikanser
etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir (Ceylan 1987; Duru 1993; Zeybek ve Zeybek 2002;
Bagci and Baser 2005; Celen 2006; Yayli 2007).

1.2. Gaultheria Bitkileri

Gaultheria procumbens, Ericaceae (fundagiller) familyasina ait olup (Dwelley 1977)
Kuzey Amerika kitasinin kuzeydogusundan bati Newfoundland, giineydogu Manitoba
ve gliney Alaboma’ya kadar olan bolgelere 6zgii bir bitkidir (Mirick and Quinn 1981).
Gaultheria cinsinin ismi 1753 yilinda hekim ve doga bilimcisi olan Jean-Frangois
Gaulthier’i adina atfen verilmistir (Anonim-1 2011). Bitkinin Kuzey Amerika

kitasindaki yayilis1 Sekil 1.1°de sematik olarak gosterilmistir.



Sekil 1.1. Gaultheria procumbens’in yayilis1 (www.plants.usda.gov adresinden
alinmistir)

Gaultheria procumbens genellikle 10-15 cm boyunda olup yavas biiyiiyen kiigiik otsu
bir ¢alidir. Yesil renkli aromatik yapraklara sahiptir. Yapraklar1 2-5 cm uzunlugunda, 1-
2 cm genisliginde oval—eliptik sekillidir. Cigekler Smm uzunlugunda ¢an seklinde olup
beyaz renklidir. Gaultheria procumbens’e ait ¢igek resmi Sekil 1.2°de verilmistir.
Gaultheria procumbens’in meyvesi 6-9 mm capinda ve parlak kirmizi renkte olup etli
kaliks ile ¢evrili kuru bir kapsiilii vardir. {lkbaharin sonlarinda ¢igek acip, yazinda kiraz
seklindeki meyveleri bir sonraki ilkbahara kadar devam etmektedir (Chou 1952). Bu
bitkinin yapraklart ve meyveleri Yyenilebilmektedir (Gaudet 2011). Gaultheria

procumbens’e ait meyve resmi Sekil 1.3’de verilmistir.



Sekil 1.3. Gaultheria procumbens’in meyvesi (www.wikipedia.org adresinden
alinmistir)

Gaultheria procumbens topragin st kismmin 20-30 mm i¢inde uzun rizomlar
vasitastyla yayillmaktadir. Genellikle ormanlik arazilerde, asitli topraklarda
yetismektedir (Anonim-2 2011). Kurakliga dayanikliligm yani sira -35°C gibi diisiik
sicakliklara bile dayanabilen bir bitkidir (Anonim-3 2011; Anonim-4 2011). Yari



golgeli yerlerden hoslanmasina ragmen giinesli havalar da meyve vermektedir
(Robinette 1974; Matlack and Good 1989; Kudish 1992; Anonim-2 2011). Bitkiye ait

resimler Sekil 1.4 ve Sekil 1.5°de verilmistir.

Sekil 1.5. Gaultheria procumbens (www.wiseacre-gardens.com adresinden alinmistir)



Gaultheria procumbens bitkisi genellikle “’Wintergreen’’ olarak adlandirilmaktadir.
Wintergreen terimi; genellikle yi1l boyunca yesil kalan bitkiler i¢in kullanilan “’yaprak
dokmeyen (evergreen)’’ kelimesiyle es anlamli olarak kullanilmaktadir. Bunun yani
sira, Kanada g¢ay1, Checkerberry, Deerberry, Ground berry (kara dut), Hillberry, Dag
cayl, Partridge berry, Spiceberry, Spicy wintergreen (baharatli pirola), Spring
wintergreen (bahar pirolast), Wax cluster (Lust 1974), Keklik tiziimii ve Teaberry diger

yaygin isimleridir.

Wintergreen yagi (WGO), Gaultheria procumbens’in yapraklarindan buhar damitma
yoluyla elde edilir. Amerikan Devrimi sirasinda, wintergreen yapraklari azalan ¢ay igin
bir alternatif olarak kullanilmistir (Rister 2011). Wintergreen meyveleri, turta yapmak
icin kullanilmigtir (Duke et al. 1985). Wintergreen’i Kizilderililer romatizmal belirtiler,
bas agrisi, soguk alginlig1 belirtileri, ates, bogaz agrisi, karin ve kas agrilar ile ¢esitli
agrt ve sizilar1 hafifletmek i¢in yapraklarindan cay demlemistir. Meyvelerinin
kurutulmas1 sonucu elde edilen ¢ayi, mide bulantisint gidermek i¢in kullanilmaktadir.
Bunun yani sira aveilik veya agir yiikleri tasirken, akciger kapasitesini artirmak ve
ayrica dis ciirimelerini 6nlemek amaciyla da Kizilderililer tarafindan yapraklarinin

c¢ignendigi bilinmektedir (Dobelis 1986; Chevallier 1996; Rister 2011; Anonim-5 2011).

1.3. WGO’nin Kullanim Alanlari

WGO, artrit, seliilit, obezite, ddem, zayif kan dolasimi, bas agrisi, kalp hastaligi,
hipertansiyon, romatizma, tentinit, kramplar, enflamasyon, egzama, sa¢ bakimi, sedef
hastaligi, gut, ilser, kirilmis ya da incinmis kemikler, kas ve eklem rahatsizlig1 igin
tropikal veya aromaterapi olarak kullanilmaktadir (Lawless 1995). Wintergreen, sakiz,
nane sekeri ve diger nane aromali iiriinler ile sekerlerden snus ve dipping tiitiin gibi
dumansiz tiitiinlere kadar degisen Amerikan iirlinlerin de yaygin bir tatlandiricidir.
Genellikle seker tatlandiricist olarak kullanilan metil salisilatin en yliksek miktar
%0.04’tlir. Ayn1 zaman da gargara ve dis macunu gibi dis temizligi iiriinleri ig¢in de
yaygin bir tatlandirict olarak kullanilmaktadir (Anonim-6 2011). Regetesiz olarak

satilan agr1 kesici merhemler de (over the counter), burun tikamikligin1 agmak igin



solunan buharlarda, nefes spreyleri, Pepto Bismol© gibi ilaglarda kullanilan bir
bilesendir (Gaudet 2011; Anonim-7 2011). Suni WGO, metil salisilat, yiikksek kirilma
indisi nedeniyle mikroskopta killanilmaktadir (Cecilia 2000). Ayrica bazi parfiimeri
uygulamalarinda ve alkolsiiz i¢ecekler (mesrubat) i¢in tatlandirici bir ajan olarak

kullanilmaktadir (Gurung 2007).

WGO‘nin analjezik, agn kesici, anti-romatizmal ve anti-artritik, anti-spazmodik, anti-
septik, kanamay1 durdurucu, gaz giderici, diiiretik gibi tibbi 6zellikte kullanilmasinin
yant sira yilan sokmasi, kopek 1sirig1 ile akrep, ari, esek arisi gibi zehirli boceklerin
sokmalarini tedavi etmek i¢in de kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda, 1sitma etkisi ile ¢ok
diisiik sicakliklarda ve dondan kaynaklanan tikali kan dolasimi miicadelesi igin

kullanilabilmektedir. (Anonim-8 2011; Anonim-9 2011; Anonim-10 2011).

1.4. WGO’nin Toksisitesi

Yutuldugu takdirde, diger wugucu yaglar gibi WGO’da igerigindeki yiiksek
konsantrasyonlu sivi metil salisilat nedeniyle ¢ogu zaman 6liimciil zehirlenmelere neden
olabilmektedir. Boyle bir duruma maruz kalan kisilerin kusmasi1 gerekmektedir (Duke et
al. 1985; Howrie et al. 1985).

Cocuklar  genellikle  “seker” ile  wintergreen  yagin  hos  kokusunu
iliskilendirebilmektedirler. Ancak yag, 6zellikle cocuklar igin zehirli olabilmektedir. Bir
cay kasigi (5 ml) WGO, yaklagik 7000 mg salisilat veya 21,5 yetiskin Aspirin tablete
esdegerdir (Botma et al.2001). Bir yetiskin de 6 ml ve bir ¢ocukta 4 ml kadar az yutma
olimciil olmustur (Howrie et al. 1985; Tyler et al. 1985; Dreisbach and Robertson
1987). Bitkinin yenilmesi sonucu higbir 6liim bildirilmemistir (Simon 1984). WGO’1n
kiiciik oral dozlan sindirim ve mide sekresyonunu uyarir (Duke et al. 1985). Baska bir
vaka raporunda WGO’nin yanlislikla alimindan sonra larinks 6demi gelisen bir hasta
belgelenmistir (Botma et al. 2001). Ugucu yag ve bileseni deri yoluyla absorbe
olabilmektedir; boylece, salisilat zehirlenmesi metil salisilit veya WGO topikal

uygulama sonrasi ortaya c¢ikmaktadir. Metil salisilat ve asetilsalisilik asit (aspirin)



arasindaki yapisal benzerlik nedeniyle uzun siireli donemlerde yutan kisilerde salisilizm
de goriilen benzer bir toksik sendrom goriilmiistiir. Bu sendrom, kulak c¢inlamasi,
bulanti ve kusma ile karakterize edilmistir (Duke et al. 1985). Sedef hastaliginin
tedavisi igin WGO igeren bitkisel cilt kremini uygulayan bir kisi de 1 saat i¢cinde aniden
hastalanip hiperpne, kusma, terleme, ates ve merkezi sinir sistemi bozuklugunun
ardindan kulak ¢inlamasi sikayetleri meydana gelmistir (Bell and Duggin 2002). Bir
baska vaka raporunda ise 70 yasindaki Asyali bir kadin kronik diz agris1 i¢in satin aldig1
tropikal Yick Hung Fa yag yutmas: sonucu metil salisilat zehirlenmesine benzer
(6rnegin, asit-baz bozukluklari, endokrin anormallikler, sivi ve elektrolit dengesizlikleri,
CNS toksisitesi) klinik bulgular gelismistir (Hofman et al. 1998). Bir diger vaka
raporunda ise Wintergreen ile tatlandirilmis bir tartar kontrol dis macunu kullanimindan
sonra hiriltili nefes alma, kuru 6ksiiriikk ve brongiyal agrilart sikayeti olan astim hastasi
21 yasindaki sigara igmeyen kadin da potansiyel asir1 bir duyarlilik reaksiyonu

belgelenmistir (McCarthy 1992; Anonim-11 2011).

1.5. WGO’nin icerigi

WGO, ila¢ kokusunu andiran kendine has tatli bir odunsu kokuya sahiptir. Soluk sar1 ya

da pembemsi renkte olup akiskan gii¢lii aromatik bir sividir.

Bilesenleri: metil salisilat (yaklasik %98), a-pinen, mirsen, delta-3 karen, limonen, 3,7-
guaiadiene ve delta-kadinen olup terpenler grubunda yer alan monoterpen ve
seskiterpen bilesikleridir (Gurung 2007). Wintergreen yaginin igerdigi bilesenler ve
yiizdelik oranlar1 Cizelge 1.1 ve Cizelge 1.2°de verilmistir.
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Cizelge 1.1. Wintergreen yagimin Monoterpen bilesenleri (Juliani et al. 2004)

SN Bilesenler %

1 alfa-pinen 0.4
2 Mirsen 0.2
3 delta-3-karen 0.9
4 Limonen 0.5
5 Metil salisilat 97.4
Toplam monoterpen 99.4

Cizelge 1.2. Wintergreen yagimin Seskiterpen bilesenleri (Juliani et al. 2004)

SN Bilesenler %
1 3,7-Guaiadiene 0.1
2 delta-Kadinen 0.3
Toplam Seskiterpen 0.4

1.6. Terpenler

Terpenler dogal bilesikler igerisinde en yaygin olup yapilar1 oldukca farklilik gdsteren
kiicik organik molekiillerdir. Terpenler ¢esitli bitkilerden elde edildikleri gibi bazi
boceklerin osmeterium’larindan (6rnegin Papilionidae cinsindeki kelebekler) terpen
salgilamalar ile de elde edilirler (Co1 2007).

Kimyasal anlamda terpenler belli sayida izopren birimlerinden olusan (CsHg), formiilii
ile karakterize edilen bilesikler olarak tamimlanir (Umay 2007; Karahan 2007,
Karabacak 2007) ve burada n, baglanmis izopren {initelerinin sayisin1 gostermektedir
(Co61 2007). izopren birimi Sekil 1.6’da verilmistir.
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Terpenlerin tiimii dimetildifosfatin izomerizasyonu sonucu olusan izopentildifosfattan

tirevlenir (Davis and Croteau 2000).
Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore iki grupta incelenir:

e Ucucu Terpenler: Su buhar distilasyonu ile siiriiklenebilen kiigiik molekiillii

monoterpenler ve bazi seskiterpenlerdir.

e Ucucu Olmayan Terpenler: Biiyilkk molekiilli seskiterpenler, diterpenler,

sesterpenler, triterpenler ve politerpenlerdir (C61 2007).

Terpenler, dogal insektisid olarak kullanilabilmeleri, antimikrobiyal 6zellikleri, kisisel
bakim ve ev temizlik maddelerinde kullanilmalari, yiyecek ve i¢eceklere tat ve aroma
katmalari, bazi tarim iriinlerinin depolanmasinda ve bir¢cok 6nemli bilesigin sentezinde
kullanilmalar1 nedeniyle ticari olarak da biiyiik bir 6neme sahiptirler (Y1lmaz ve Murat

2010).

CH,

|

Sekil 1.6. Izopren birimi

Mevalonik asit, terpenlerin biyosentezinde biiyiik rol oynamaktadir. Mevalonik asidin
su (H,0) ve karbondioksit (CO,;) kaybetmesi sonucu izopren birimleri olusur.
Mevalonik asidin baslangic maddesi asetil koenzimA'dir. Asetil koenzimA bircok
dogal bilesigin yapi tas1 iken mevalonik asit sadece terpenlerin yapi tasidir. Mevalonik
asitin ATP ile reaksiyona girmesiyle mevalonik asit 5-pirofosfat olusur ve OH grubunun
fosforlanmasi, dekarboksilasyonu ve dehidrasyonu sonucu izopentil pirofosfat (IPP)
olusur. IPP'nin izomerizasyonu sonucu dimetilalelil esteri olusur. Bu iki izomerin

birlesimi ile geraniol pirofosfat meydana gelir. Geraniol pirofosfatin dehidrasyonu
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sonucu geraniol olusur. Geraniol monoterpenlerin biyosentezinde kullanilmaktadir. IPP

ve geraniol pirofosfatin birlesimi farnesil pirofasfatin olusumunu saglar. Bu yapi

seskiterpenlerin  biyosentezinde

kullanilmaktadir.

Farnesil pirofosfatin IPP ile

kondenzasyonu geranil-geranil pirofosfatin olusumunu saglar. Bu yap1 diterpenlerin
biyosentezinde rol alir (Davis and Croteau 2000; Isik 2005; Karahan 2007). Asetil

koenzimA'dan

gosterilmektedir.

baslayarak biyosentez

Azsetil Co A

r
Mevalonat

T
- TPP, A -TPP

T

Geranil-PP { C-10)

v

Fameal -PP{C- 13}

T

Geranil-geranil- PP ( C-20 )

/N

Karotenoidler

yoluyla olusan terpenler Sekil 1.7°de

+ MMonoterpenler

» Seskiterpenler “:JJ\,J’

Skualen —— Sterondler

-,
-

e,
T

Triterpenler

Dlte:pem@

Sekil 1.7. Terpenlerin olusumu (Isik 2005)
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Terpenlerin Siniflandirilmasi

Izopren {initelerinin baglanmasi sonucu terpenler, izopren iinitesinin biiyiikliigiine gore
hemiterpenler, monoterpenler, seksiterpenler, diterpenler, sesterpenler, triterpenler,

tetraterpenler ve politerpenler olarak siniflandirilirlar (C61 2007).

Cizelge 1.3. Terpenlerin siniflandiriimasi

izopren iinitesinin sayis1  Sinifi Karbon Sayisi
1 hemiterpenler 5

2 monoterpenler 10

3 seksiterpenler 15

4 diterpenler, 20

5 sesterpenler 25

6 triterpenler 30

8 tetraterpenler 40

N politerpenler (5)n

Hemiterpenler

Hemiterpenler terpenlerin en kiiclik birimini igerirler. CsHg formiiliine sahiptirler
(Kineci 2005). Hemiterpenler bitkisel dokularda birikmeyen fakat alkoloidler,
kumarinler ve flavonoidlerle iliski halinde olan tek izopren biriminden olusan terpenik

bilesiktir (Kivrak 2006).

Monoterpenler

Terpenlerin en kiigiik birimleri olan monoterpenler iki izopren biriminin kondenzasyonu
sonucu olusurlar (Karahan 2007). Cyo Hig molekiil formiiliine sahip olan bu terpenler

yiiksek yapili bitkilerde bulunmakla birlikte Bryophyta (cigerotlari), bakteri, fungus
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(mantar), deniz canlilar1 (alg, yosun, yumusakgalar vb.) ile boceklerin koruma ve
feromoral salgilarinda da bulunmustur. Bunlarin yani sira timsah ve kunduz gibi
gelismis canlilarin salgi organlarinda da monoterpen ve tiirevlerinin bulundugu
bildirilmistir (Connolly and Hill 1991; Harborne 1991; Robbers et al. 1996; Rohmer
1999; Baser 2002; Breitmaier 2006; Baser and Demirci 2007; Karahan 2007).

Monoterpenler yapisal olarak farkli olup yaklasik 35 farkli yapist vardir.
Monoterpenlerin en 6nemli karekteristik 6zelligi uguculugu ve keskin kokular1 olup

bitkilerde tat ve kokudan sorumlu olan bilesenlerdir (Robbers et al.1996).

Monoterpenler ¢ok eski zamanlardan bu yana birgok hastaligin tedavisinde etkin olarak
kullanilmistir. Yaygin kullanimlar arasinda; antiseptik (timol, sineol), antibakteriyal,
antifungal, antiviral, rubefiyan (terementi yagi), kasintiya karsi (mentol), ac1 tonik, istah
acici, gastrointestinal rahatsizliklarda, ekspektoran, sedatif, anestezik (6jenol), analjezik,
antioksidan, antitussif, antiakne, antienflamatuar vb. etkileri bilinmektedir.
Monoterpenlerin hiicre diizeyinde enerji metabolizmalarina etki ettikleri bulunmus olup,
son zamanlarda in vitro ve in vivo deneylerle de desteklenen sonuglara gore, bazi kanser
tiirlerinin (meme, karaciger, akciger, pankreas, prostat vb.) dnlenmesinde ve tedavisinde
etkin olduklari ispatlanmistir (Brunke 1986; Connolly and Hill 1991; Diplock et al.
1999; Dorman and Deans 2000; Wagner and Elmadfa 2003; Burt 2004; Fararh et al.
2005; Berger 2007; Edris 2007; Seifried et al. 2007; Wei and Shibamoto 2007).

Monoterpenler asiklik, monosiklik ve bi-siklik olmak iizere ii¢ grupta incelenirler.
(Umay 2007).

Asiklik Monoterpenler: Bu terpenler diiz zincir halindedir ve 3 ¢ift bag tasirlar.
Optikce aktiflikleri yapilarinda tasidiklart asimetrik karbon atomundan ileri
gelmektedir. Mirsen monoterpen bu grupta yer alir (Sakar ve Tanker 1991; Kivrak
2006; Akay Diri 2006). Bu bilesik parfiim tiretiminde ara {irin olarak kullanilmaktadir
(Koyuoglu 2008). Mirsenin kapali formiilii Sekil 1.8’de gosterilmistir.
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H;C CH,

Sekil 1.8. Mirsen bilesiginin kimyasal yapist (www.wikimedia.org adresinden
alinmistir)

Monosiklik Monoterpenler: Bir halka ve iki ¢ift bag tasirlar (Akay Diri 2006; Kivrak
2006; Col 2007). Limonen, monosiklik monoterpen sinifina ait bir hidrokarbondur.
Renksiz, oda sicakliginda sivi olan ve ¢ok keskin portakal kokusuna sahip bir bilesiktir.
Ismini limondan alir ve diger narenciye meyvelere kokusunu veren bilesiktir.
Endiistriyel olarak; gidalara limon ve portakal tadi vermede, kozmetikte ve temizlik
tirtinlerinde 6zellikle de el temizliginde kullanilan iiriinlere limon ve portakal kokusunu
vermek amaciyla kullanilmaktadir (Akay Diri 2006; Co6l 2007). Limonenin kapali

formiilii Sekil 1.9°da gdsterilmistir.

CHs

HaC /I\ CH,

Sekil 1.9. Limonen bilesiginin kimyasal yapist (www.wikimedia.org adresinden
alinmastir).

Bisiklik Monoterpenler: Bisiklik monoterpenler iki halka ve bir ¢ift bag tasirlar
(Carik¢1 2005; Akay Diri 2006; Kivrak 2006). Bisiklik monoterpen sinifina ait olan
pinen, kapali formiilii CioH14 olup hafif ¢am kokulu, renksiz bir sividir. Bu bilesik
dogada en bol bulunan ve en kolay elde edilen hidrokarbonlardandir. Kullanim alanlar1

cok genistir. Aynt zamanda pinen, boceklerin kimyasal haberlesme sistemlerinde
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kullandig1 bir bilesiktir. Dogada a-pinen ve B-pinen olmak iizere iki izomeri bulunur. o-
pinene geranil pirofosfattan tiiretilir (C61 2007; Balkanci 2010). a-pinenin kapali

formilii Sekil 1.10°da gosterilmistir.

a-pinen tat ve koku monoterpenoidlerinin {iretimi i¢in substrat olarak kullanilan dogal
monoterpendir. a-pinenin asit katalizli hidrasyonu ve asetoksilasyonu parfiim ve
farmasOptik endiistride uygulanabilir degerli terpenik alkoller ve esterlerin Snemli
sentez yollarindandir (Yadav 2008). a-pinenin toksik oOzelliklerinin tam olarak
incelenmemis olmasina ragmen, yiiksek konsantrasyonlarda cilt, goz, solunum sistemi
ve mukoz membranlarinda tahrip edici oldugu bilinmektedir (Balkanct 2010). delta-3-

Karen monoterpeninin kimyasal yapisi Sekil 1.11°de verilmistir.

Sekil 1.10. o-pinen bilesiginin kimyasal yapisi (www.wikimedia.org adresinden
alinmistir)

CH

CH
CH

Sekil 1.11. delta-3-Karen bilesiginin kimyasal yapist (www.wikimedia.org adresinden
alinmustir)
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Seskiterpenler

Seskiterpenler dogada genis bir dagilima sahip olup terpenlerin en genis sinifini
olustururlar (Robbers et al. 1996). Monoterpenlerin yap1 tasi olan geranil pirofosfatin
IPP ile kondenzasyonu sonucu olusurlar (C61 2007). CisHz4 molekiil formiiliine
sahiptirler (Tyler et al. 1988). Diger terpenlere gore nispeten kaynama noktasi yiiksek
ucucu yaglardir (Yayl 2007).

Seskiterpenler asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik, tetrasiklik olmak iizere 5 farkli
yapiya sahiptirler (C61 2007).

Seskiterpen laktonlar1 diger seskiterpenlerden ayiran ozellik bir o-metilen-y-lakton
sistemine sahip olmalaridir. Bircogu a-f doymamis karbonil gruplar igerir.
Antimikrobial ve antitimor aktiviteye sahip olduklar1 gibi bazi seskiterpen laktonlari
memelilerde toksik etki gosterir (Robbers et al. 1996). Seskiterpen grubuna ait bazi
bilesiklerin kapali formiilleri Sekil 1.12 ve Sekil 1.13°de gosterilmistir.

Sekil 1.12. 3,7-Guaiadiene bilesiginin kimyasal yapis1 (www.chemeo.com adresinden
alinmistir)
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H

Sekil 1.13. delta-Kadinen bilesiginin kimyasal yapis1 (www.wikimedia.org adresinden
alinmustir)

Diterpenler

Dort izopren molekiiliine sahip olan diterpenler, farmakolojik etkilere sahip
bilesiklerdir. CaoHs, formiiliiyle gosterilirler. Dogada yaygin olarak bulunurlar. Asiklik,
monosiklik, bi-siklik, trisiklik, tetrasiklik, makrosiklik olmak tizere alt1 sinifa ayrilirlar
(Goren 1997; Col 2007).

Sesterpenler

CasHygo formiiliine sahip terpenlerdir (Karahan 2007). Bes izopren {initesinin bir araya

gelmesi ile olusurlar. Genellikle mantar kaynaklarindan izole edilirler (Yayl1 2007).

Triterpenler

CsoHyg formiiliine sahip terpenlerdir. Tetrasiklik triterpenler ve Pentasiklik triterpenler

olmak tizere iki gruba ayrilirlar (Robbers et al. 1996; Karahan 2007; Co1 2007).
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Tetraterpenler

Sekiz izopren tinitesi igerirler ve CyoHgs formiiliine sahip terpenlerdir. Karotenler
tetraterpenlerdir. Kuyruk kuyruga baglanmis iki terpenin birlesimiyle olusurlar

(Karahan 2007; Col 2007).

Politerpenler

Politerpenler bir¢ok izopren iinitesinin baglanarak uzun zincir olusturmasi ile meydana
gelirler (Yilmaz Iskender 2007). (CsHsg), formiiliiyle gosterilir. Politerpenlerin en bilinen
tiyesi kauguktur (Karahan 2007).

1.7. Kanser

Kanser, hiicrenin normal davranislarint diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi sonucu,
hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde siirekli boliinerek ¢ogalmasi, normal doku ve organlari
istila etmesi ve tiim viicuda yayimas: ile karakterize edilen hastaliklar grubunu
tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Bir bagka ifadeyle kanser, klonalite, otonomi,
anaplazi ve metastaz yapma ozellikleri olan hastaliklar grubu olarak da tanimlanabilir

(Turhan 2008).

Normalde hiicreler ancak viicuda gerekli oldugu zaman bdliiniir ve daha fazla hiicre
olustururlar. Fakat bu hiicreler gereksiz olarak boliinmeye baslar ise yeni bir doku

kitlesi olustururlar. Bu normal dis1 kitleye “’tiimo6r’” denir (Baloglu 2001).

Tiimdrler benign (iyi huylu) veya malign (kotii huylu) olabilir.

¢ Benign (selim=iyi huylu) tiimérler: Benign tiimérler, kanser degildirler ve yasami
tehdit etmezler. Siurli biiylime potansiyeline sahip olup genellikle bir kapsiil icinde

siirl kalirlar ve metastaz 6zelligi gostermezler.
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e Malign (habis=koétii huylu) tiimorler: Malign tiimorler ise kanserlerdir. Kanser
hiicreleri yakindaki dokulara yayilabilirler. Ayrica bu hiicreler kan dolagimina ve lenf
sistemine girerek viicudun diger bolgelerine de metastaz yapabilirler (Cotran et al.
1989; Birand and Knop 1996; Birol 1998; Baloglu 2001; Akdemir ve Birol 2004; Soy
2006; Turhan 2008; Kurt Sadirl1 2008).

Malign hiicreler koken aldiklari normal hiicrelerdeki islev, goriiniis ve ozellikleri
yitirirlerse de bazi durumlarda koken aldiklari hiicrelerin islevlerine hi¢ benzemeyen
yeni hiicresel islevler de gosterebilirler. Ornegin endokrin bez &zelligi olmayan bazi
timorler hormon salgilama 6zelligi kazanabilirler (Birand and Knop 1996; Aslan vd.
2006; Kurt Sadirli 2008).

Kanser anormal ¢ogalan tek bir mutant hiicreden geligir. Tiimorlerin klonal olmast,
timor gelismesine neden olan hiicrenin baglangicta, kanser hiicresinin biitiin
ozelliklerine sahip oldugu anlamina gelmemelidir. Ciinkii kanserin gelismesi tam aksine
birbirini izleyen degisikler sonucu giderek malign sekle donilisen ¢ok asamali bir
stiregtir. Birgok kanser tiirliniin gec¢ yaslarda ortaya ¢ikmasi ve ge¢ yaslarda kanser
gorilme sikliginin daha da artmasi kanserin ¢ok asamali bir siire¢ oldugunu
desteklemektedir (Geoffrey et al. 2006; Turhan 2008). Hiicresel diizeyde kanser
gelisimine bakilacak olursa, kanserin mutasyonlari iceren ¢ok agsamali bir siire¢ sonunda
cogalma, sag kalim, invazyon ve metastaz yetenekleri artan hiicrelerin se¢ilmesi
seklinde ortaya ciktigr goriliir. Bir tek hiicrenin anormal ¢ogalmasina neden olan
genetik bir degisiklik ve mutasyon bu ¢ok asamali siirecin baslangicini olusturur. Bu tip
mutasyonlar, kanser etiyolojisinde rol oynayan kimyasal, fiziksel veya viral kaynakli
karsinojenlerin (kansere yol acan maddeler karsinojen olarak adlandirilmaktadir.) etkisi
ile ya da kalitsal olarak olusabilir (Cotran et al. 1989; Geoffrey et al. 2006; Turhan
2008). Arastirmacilar insan kanserlerinin %70-80°inin muhtemelen ¢evre faktorlerinden

kaynaklandigina inanmaktadirlar (Turhan 2008).

Kimyasal karsinojenler etkilerini DNA hasar1 yaparak ve mutasyonlart uyararak

gosterirler. Baglica karsinojenik kimyasal polisiklik aromatik hidrokarbonlar
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(benzopren), aromatik aminler, nitrozaminler, muhtelif ilaglar (alkilleyici kemoterapotik
ajanlar), dogal bulunan bilesikler (Aflatoksin B) ve g¢esitli inorganik bilesiklerdir
(asbest, arsenik, krom, kadmiyum vb). Kisinin bdyle bilesiklere maruz kalmasi;
diyetinden (uygun kosullarda saklanmayan fisttk ve tahillar1 kontamine eden
mantarlarin olusturdugu etkin bir karaciger karsinojeni olan aflatoksin B alimi), yasam
tarzindan (sigara tiryakiligi), mesleginden (asbest) ve diger nedenlerden (tedavi igin
kullanilan dietilstilbestrol gibi baz1 ilaglar) dolay1 olabilir (Cotran et al. 1989; Geoffrey
et al. 2006; Turhan 2008).

Bazi viriisler de insanda kansere neden olabilmektedir. insan T-hiicre 16semi viriisii
izole edilen ilk onkogenik viriistiir. Virlislerin neden oldugu kanserlerin baginda
karaciger ve serviks kanseri yer alir. Hepatit B viriisii ile hepatoselliiler karsinom,
Epstein Barr viriisii ile Burkit lenfoma ve nazofarinks kanseri, insan papilloma viriisii
(HPV) ile serviks kanseri ve HIV ile Kaposi sarkomu arasinda iligki tespit edilmistir

(Cotran et al. 1989; Geoffrey et al. 2006; Turhan 2008).

Fiziksel karsinojenler ise; iyonize radyasyon, X 1sinlari (rontgen), noniyonize radyasyon
(solar), giinesteki ultraviyole (mor Gtesi 1sinlar), radyoaktif etkenler (alfa, beta, gama
1sinlart), hipertermi, kronik iritasyon ya da inflamasyon ve tiitiin kullanim1 sayilabilir
(Birand and Knop 1996; Tas ve Aydiner 2000; Akdemir ve Birol 2004; Kurt Sadirl
2008).

Kokenleri, molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 birbirlerinden farkli olsa da, kanser

hiicrelerinin alt1 6nemli 6zelligi vardir. Bunlar;

. Kanser hiicrelerinin ¢ogalma sinyallerine gereksinim duymadan ¢ogalabilmeleri,

. Cogalmay1 engelleyen sinyallerde bozukluklar,

1
2
3. Programli hiicre 6liimiinde (apopitozis) bozukluklar,
4. Sinirsiz replikasyon potansiyeli,

5

. Anjiyogenez,
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6. invazyon ve metastazdir (Hanahan and Weinberg 2000; Geoffrey et al. 2006; Turhan
2008).

Kanser hiicrelerinde hiicre-hiicre etkilesimleri agisindan goriilen bir 6zellik ise kontakt
inhibisyonunun kanser hiicrelerinde ortadan kalkmasidir. Ayrica kanser hiicreleri
normal farklilasma programini takip etmezler ve siirekli ¢ogalmalar1 ile uyumlu bir
sekilde farklilagmanin erken asamalarinda kalirlar. Bu duruma en giizel O6rnek
l6semilerdir (Geoffrey et al. 2006; Turhan 2008). Genellikle normal hiicreler DNA
hasarina kars1 apopitozis ile yok olurken, kanser hiicreleri apopitotik sinyallerden
kacarlar ve boOylece kanser hiicreleri normal hiicrelerden ¢ok daha uzun yasarlar

(Kazancigil 1982; Cotran et al. 1989; Geoffrey et al. 2006; Turhan 2008).

Kanserde temel sorun hiicre proliferasyonundaki kontroliin kaybidir. Giinimiizde tiim
kanser tiirlerinin somatik hiicrelerdeki mutasyon ya da mutasyonlar sonucu olugmakta
ve mutasyonlarinda bir seri genin ekspresyonunu etkileyerek kansere neden
olabilmektedir. Kanser olusumunda etkili ii¢ tip gen bulunmaktadir. Bunlar onkogenler,

tiimdr baskilayici genler ve DNA tamir genleridir (Turhan 2008).

e Onkogenler: Protoonkogenler normal hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini kontrol eden
proteinleri kodlayan genlerdir. Eger bir protoonkogen kendiliginden gen i¢indeki bir
mutasyon ya da dis kontroliin degismesi sonucu farklilasir ve normalden daha fazla
ifade edilmeye baglarsa bu degisiklikler hiicrede kontrolsiiz biiylime ve malignensiye
neden olur. Onkogenlerin biiyiik bir bolimii hiicre ¢ogalmasit ve farklilasmasinin
kontrolii ile iligkili protoonkogen denen normal genlerin mutasyona ugramis formlaridir

(Turhan 2008).

e Tiimor Baskilayic1 Genler: Timor baskilayict genler, hiicre boliinmesinin
baskilanmasinda sorumlu genlerdir. Bozukluklari halinde organizma genetik olarak
anormal hiicreleri yok edemediginden kanser gelisir. Timdr baskilayict genler
cogunlukla onkogenler tarafindan uyarilan ayni sinyal yollarini baskilar (Geoffrey et al.
2006; Turhan 2008).
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e DNA Tamir Genleri: DNA tamir genleri, mutajenik kimyasallarin ve 1sin gibi
ajanlarin sebep oldugu DNA hasarim1 tamirden ve hiicredeki genomik yapinin
korunmasindan sorumludur (Wyllie 1997; Turhan 2008). DNA tamir genlerinin
fonksiyonu mutasyonel hasar veya DNA replikasyonunun her ikisinde olusan DNA
hatalar1 ile baglantilidir. Hata tamir edilmezse, bu genler apopitozisi indiikler veya DNA

hasarini tamir eder (Kuran 1983; Turhan 2008).

Diinyadaki 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan kanser, hiicrenin genetik
materyali tarafindan kontrol edilen hiicre dongiisiiniin normal siirecinde ortaya ¢ikan bir
hastalik olup son yillarda kanser vakalarinin artmasi ve bunun nedenleri arasinda
sentetik irlinlerin gosterilmesi bitkisel kaynakli iiriinlerin kullanimima olan ilgiyi
artirmigtir. Bunun yani sira ilaglarin kanser hastaligini iyilestirmedeki yetersizligi ve
artan Olim oram1 bitkisel maddelerin kansere karsi koruyucu etkilerine yonelik
calismalarinin artmasinda da etkili olmustur. Nitekim beyin kanserleri, biitiin
kanserlerin %]1.4'linden ve biitlin kansere bagli dliimlerin %2.4'linden sorumludur.
Bununla birlikte bu tiimdrlerin ¢ogu 6liimciil olup, Sliimciil olmayanlart da beyin
fonksiyonlarmma zarar verdiginden giinlik yasami kotii sekilde etkilemektedir.
Dolayisiyla beyin tiimorleri genel kanser nedeniyle Oliimler arasinda 10. sirada yer
almaktadir. Diger taraftan noroblastoma, merkezi sinir sistemi tiimdrlerinden sonra en
yaygin ikinci solid tiimor olup bebeklik ve erken ¢ocukluk ¢agi hastaligidir. Adrenal
medulla veya sempatik ganglionlarda normalde bulunan primordial noral krest
hiicrelerinden koken alir ve tiim ¢ocukluk ¢agi kanserleri arasinda %7.2’lik bir orana
sahiptir. Ayrica néroblastomun insidans orani1 bebeklerdeki cinsiyete gore de farklilik
gostermektedir. Erkek bebeklerde oran milyonda 62.8 iken kizlarda 59.8 olup
erkeklerde goriilme orami biraz daha fazladir. Tiimoriin biyolojik davramisindaki
degiskenlik nedeniyle, ndroblastom spontan regresyonlar, benign transformasyon
(gangliondroma’ya degisim) ya da agresif seyir gosterebilmekte, bu durum hastaligin
prognozunu belirlemede ve tedavisinde sorunlara yol agmaktadir (Brodeur and Fong
1989; Brodeur and Saylors 1991; Matthay 1997; Mora et al. 2001; Reddy et al. 2003;
Jemal et al. 2005; Olshan 2005; Diri 2006; Bagc1 2009; Olgun 2009; Giines 2009;
Huang et al. 2010; Yilmaz 2011).
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Nitekim Yirminci yiizyillda tip biliminin muazzam bir sekilde gelismesine ragmen,
giintimiizde ilag¢ endiistrisinin iirettigi ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi, insanlarin
careyi tekrar dogal bitkisel iirlinlerde aramasina neden olmustur. Diinya geneline
bakildiginda insanlarin biiyiik bir kismimnin bir¢ok alanda dogaya doniis yapmakta ve
alternatif-destekleyici tedavi yontemlerinden en az birini kullanmaktadir. Diinya saglik
orgiiti (WHO) verilerine gore gelismekte olan iilkelerde insanlarin %80’nin (yaklasik
3.3 milyar insan) geleneksel tedavi yontemlerini kullandigini ortaya koymaktadir.
Geleneksel halk hekimliginde kullanilan bitkiler zamanla bilimsel bir siizgegten
gecirilerek yeniden degerlendirilmis olup bitkilerle tedavi (fitoterapi) bir bilim dali
haline gelmistir. Bitkilerin tamaminin veya bazi bdlimlerinin kullanilmasi ile
hazirlanarak elde edilen dogal ilaglarla hastaliklar1 bilimsel temele dayali akiler bir
yaklagimla 6nlemeyi ve tedavi etmeyi amaclayan fitoterapi insanlik tarihinin bilinen en
eski dogal tedavi yontemlerindendir. Giiniimiizde de bu bilim dali giderek gelismekte ve
daha fazla 6nem kazanmaktadir. Sentetik ilaglarin neden oldugu ciddi yan etkiler de g6z
Oniine alindiginda kanser tedavisinde kullanilmak iizere bu dogal {iriinlerin incelenerek
yeni bilesiklerin belirlenmesi son derece dnemli ve gerekli olmustur. Halihazirda kanser
tedavisinde kullanilan ilaglarin %60’dan fazlas1 bitkisel kokenlidir (Cragg et al. 1997,
Yue and Shu 1998; Jain et al. 2007; Aslantiirk 2010). Catharanthus roseus tan elde
edilen vinkristin ve vinblastin (Cragg et al. 1994), bunlarin yar1 sentetik analogu olan
vinorelbin  (Newman et al. 2000), Podophyllum peltatum’dan elde edilen
epipodophyllotoxin’in (epipodofillotoksin) yar1 sentetik tiirevleri olan etoposide ve
teniposide, Taxus brevifolis’dan elde edilen taxanlar (taksanlar) ve Camptoteca
acuminata’dan elde edilen campothecinler (kampotesinler) kanser tedavisinde
kullanilan bitkisel kokenli ilaglara 6rnek olarak verilebilir (Cragg et al. 1994). Bitkisel
kokenli maddelerin antikanser 6zelliklerinin arastirilmasi gliniimiizde halen daha devam

eden giincel bir yaklagimdir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucu Wintergreen yagimin (WGO) N2a ndron hiicreleri
tizerine olan etkilerini degerlendiren herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu
nedenle mevcut c¢alismada Gaultheria procumbens bitkisinden elde Wintergreen

yagiin saglikli ve N2a NB’li hiicreleri iizerindeki etkilerinin in vitro kosullarda
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arastirilmasi amaglanmistir. Beyin tiimor hastaliklarinin tedavisinde farkli bir yaklasim
ortaya c¢ikarabilmek amaciyla gerceklestirilen bu tez calismasinda, sitolojik ve
biyokimyasal degisimler, sonuglar1 olduk¢a giivenilir ve gegerli olan (3-[4,5-
Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue) (MTT),
Toplam antioksidan kapasite (TAK) ve Toplam oksidan durum (TOD) parametreleri ile

arastirilmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Deney hayvanlart kullanilarak yapilan ¢alismalarda monoterpenlerin antikanserojenik
Ozellikte olduklar1 rapor edilmistir (Brunke 1986; Loza-Tavera 1999; Seifired et al.
2007; Demirci vd 2008).

Rezene tohumu metanol ekstratt (FSME)’nin etkinliginin arasgtirildigi bir ¢alismada
FSME‘de en ¢ok bulunan bilesiklerden estragole, gallik asit ve L- limonen’in meme
kanseri ve karaciger kanserine karsi antikanserojenik potansiyele sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda oksidatif stresi azaltabilecegi ve reaktif oksijen tiirlerinin

neden oldugu hasarlara kars1 koruyucu oldugu rapor edilmistir (Mohamad et al. 2011).

Paulownia tomentosa bitkisinde bulunan Tomentodiplacone B (TOM B) bilesiginin
dogrudan insan monositik 16semi hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
bulunmustur. Bdylece antikanserojenik etki gostererek 16semi hiicrelerin  DNA

sentezinin G1 faz ilerlemesini engelledigi rapor edilmistir (Kollar et al. 2011).

Campélo ve arkadaglarmin (2011) yapmis olduklar1 bir ¢alismada anti-inflamatuar,
antimutajenik, antiviral, antialerjik ve antikanserojenik oOzellikleri bilinen limonun
(Citrus limon L.) merkezi sinir sistemi (MSS) {izerinde etkisi arastirilmistir. C. limon
esansiyel yagi 6nemli ol¢iide farelerin hipokampusiinde lipit peroksidasyon diizeyini ve
nitrit igerigi azalttigi ve ayrica indirgenmis glutatyon (GSH) konsantrasyon seviyesini,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitelerini
artirdig1 gézlemlenmis olup oksidatif stresin meydana getirdigi beyin hasarlarina karsi

koruyucu etki gosterdigi de rapor edilmistir.

Limon otu (Cymbopogon citratus Stapf) esansiyel yagnin disi farelerde N-metil-N-
nitrosurea (MNU) ile olusturulan 16kosit DNA hasarina ve 7,12-dimetilbenzoantresin,

1,2-dimetilhidrazin ve N-butil-N-(4-hydroksibiitil) nitrozamin kimyasallari1 tarafindan
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indiiklenen meme kanserine kars1 antikanserojenik 0Ozellikte olup koruyucu etki

sagladig1 rapor edilmistir (Bidinotto et al. 2010).

Siklik monoterpen B-iyodin ve asiklik monoterpen geranioliin antikanserojenik etkileri
bilindigi ve kolon kanseri tizerine B-iyodin (16 mg/100g) ile geranioliin (25mg/100g)
antikanserojenik etkilerinin arastirildig1 ¢calismada geranioliin koruyucu oldugu fakat B-

iyodinin antikanserojen etki gostermedigi rapor edilmistir (Vieira et al. 2011).

Delta-3-Karen ve a-pinen’in sitotoksik ve genotoksik etkilerinin insan akciger
adenokarsinoma hiicreleri (A549) iizerinde etkisinin arastirildigi bir ¢alisma da bu
bilesiklerin 600mg/m® ve 1800mg/m? konsantrasyona kadar DNA hasaria yol agmadig
COMET yontemi ile tespit edilirken eritrozin-B yontemi ile de hiicre canlili§1 oraninin
degismedigi gozlemlenmistir (Gminski et al. 2010). Wang ve arkadaslarinin (2012)
yapmis olduklari bir diger aragtirmada ise insan yumurtalik kanseri (SK-OV-3 ve
HO8910) ve hepatosellular karaciger kanseri (Bel-7402) hiicreleri {izerine a-pinen’in
anti-bakteriyal ve antikanser ozellikleri degerlendirilmistir. Yapilan MTT analizleri
sonucunda o-pinen’in giiglii sitotoksik etkiye sahip oldugu ve artan konsantrasyonu ile

birlikte hiicre canliligin1 azalttig1 rapor edilmistir.

Sebzelerde bulunan indol 3-karbinol ve diindol metanin meme, prostat, yumurtalik
kanseri gibi hormana duyarli kanser hiicrelerinde antikanser etki gosterdikleri
kanitlanmis olup ayrica limonen ve sineoliinde antikanserojen olduklari rapor edilmistir
(Acharya et al. 2010). Bunlara ilaveten a-pinen, kanfor, timol, linalol, karvol,
uroterpenol, sobrerol ve limonen gibi monoterpenlerin iyi bir antioksidan oldugu ve
kanser gibi hastaliklarin tedavisinin 6nlenmesinde 6nemli temsilciler oldugu rapor

edilmistir (Crowell 1997; Gould 1997; Arcila-Lozano et al. 2004).

Mevalonoit tiirevli izoprenlerin tiimor biiylimesini baskilamadaki rollerinin arastirildig:
calismada ise D-limonen ve perilil alkol (LC50; 450- 250 mikromolar), siklik
monoterpenler (perilaldehit, timol ve karvakrol), bi-siklik monoterpen (geraniol) ve

beta-iyononun (LC50; 120-150 mikromolar) melanom hiicrelerinde tiimor biiyiimesini
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onlemede giiclii etkiye sahip olduklart rapor edilmistir (He et al. 1997). Ayrica perilil
alkoliin, insan bas ve boyun bolgesinde meydana gelen kanserlerin radyoterapi ve
kemoterapi yontemlerinde radiosensitizor olarak kullanilabilme potansiyele sahip
oldugu ve bu konu lizerinde daha fazla ¢alismanin gerekli oldugu belirtilmistir (Samaila

et al. 2004).

Yoon ve ark. (2010) yapmis oldugu calismada ise D-limonen ve metabolitlerinin farkl
tiimorlere kars1 antikanserojen etkileri rapor edilmistir. Citralinin meme kanseri iizerine

kanser Onleyici etkilerinin arastirildigt calismada kemoprotektif ajan oldugu rapor

edilmistir (Chaouki et al. 2009).

Karvakroliin antikanserojenik etkilerinin aragtirildigi ¢alismada da in vitro
Leiomyosarcoma hiicrelerinde karvakroliin antikanserojenik oldugu rapor edilmistir.
Yapilan bu c¢alismada karvakroliin antikanserojenik etkisini belirlemek igin hiicrelere

sirasiyla 90 uM ve 67 uM dozlarda karvakrol uygulanmistir (Karkabounas et al. 2006).

4-Metilbenzilidin-kamfor organik giines koruyucusu oldugundan cilt kanserini
onlemede yardimci olabilecegi rapor edilmistir (Mueller et al. 2003). Artemisia
capillaris bitkisinden elde edilen 1-borneol, kumarin ve akhilinin farelerde epidermal
kanser tedavisinde antikanserojenik etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir (Kim et al.
2008).

Alfa-terpinen ve terpinolenin N-nitrosodimetilamin (insan i¢in muhtemel karsinojen)
kimyasalinin zararli etkilerini %80 oraninda azalttig1 rapor edilmistir (Sawamura et al.
1999). Bir baska calismada N-nitrosodimetilamin kimyasalinin siganlarda olusturdugu
yemek borusu kanserine karsi perilil alkoliin koruyucu etkisi arastirilmis olup timor

olusumunu tam anlamiyla inhibe etmedigi rapor edilmistir (Liston et al. 2003).

Eucalyptus grandis bitkisinin yapraklarindan elde edilen phlorogrucinol monoterpenin

cilt kanseri hiicrelerini inhibe ettigi rapor edilmistir (Takasaki et al. 2000).
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7,12-dimetilbenzoantrasinin (DMBA) sebep oldugu kanserlerin 6nlenmesine yonelik
aragtirmalarda siganlara 1000 ve 10000 ppm'lik d-limonen igerikli diet uygulanmigtir.
Aragtirma sonuglarina gore 10000 ppm'lik d- limonen uygulanan siganlarda kanser

olusumunun %72 azaldig1 rapor edilmistir (Elegbede et al. 1984).
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3. MATERYAL ve YONTEM

.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Fetal calf serum (PAN Biotech, Germany)

Penicillin -Streptomycin (PAN Biotech, Germany)

Dubbelco modifieded eagles medium (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

Hank's Blanced salt solution (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

NaH,PO,4, KH,PO,, EDTA, Triton-X-100, Tris, DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Germany)

Low melting point agarose, Normal melting point agarose, (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Germany)

NaHCO3, KH2PO4 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

Wintergreen oil (SAFC, Kosher, China)

Total antioxidant status, Total oxidant status kits (Rel Assay Diagnostics® Turkiye)
NaCl, KCI (Merck, Darmstadt, Germany)

BME, Basal Medium (Eagle) (1X), liquid (GIBCO®, Grand Island, NY, USA)
B27® (GIBCO®, Grand Island, NY, USA)

3.2. Kullanilan Laboratuar Gerecleri ve Cihazlar

Karbondioksitli doku kiiltiir etiivii (Napco 6500-Su yelekli, Amityville, USA)
Etiiv (Heraeus FB 420, Memmert, Germany, Niive NF 200, Ankara)

Invert mikroskop (Euromex-Holland)

Spektrofotometre (Beckman DU 500, USA)

Elektronik hassas terazi (Precisa XB 320 M, Ohaus, Ep 213, USA)

ELISA okuyucu (Bio-Tek, PW XS, USA)

Santrifiij cihazi (Model HN-S, USA, Niive NF 200, Turkey)

Su banyosu (Niive NB 5, Turkey)

pH metre (Accument model 220- Fischer Scientific, Handylab 2 BNC, Germany)
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- Otomotik pipet (Finpipette Labsystems, Finland)

- Buzdolab1 (Argelik ve Bosch)

- Derin dondurucu (Sanyo Ultra Low, Japan)

- Distile su cihaz1 (Easypure RF compact ultarpure ws, USA)

- 48 kuyucuklu plate (Costar, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

- 5 cc steril enjektor (Hayat tibbi aletler, Turkey)

- 12 ml hiicre kiiltir tiipii (Grenier Bio-one, Germany)

- Laminer flow bench (Turkey)

- Pipet Ucu 0,1-10ul, Pipet Ucu 5-100ul, Pipet Ucu 5-200 ul, Mikropipet 0,1-10ul
Mikropipet 10-100ul (Eppendorf, Hamburg, Germany)

3.3. Deney Hayvanlar ve Noron Kiiltiirleri

Bu calismada Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edilen yeni dogan Spraque Dawley cinsi deney hayvanlari
kullanildi. Hayvanlar etik kurallara uygun olarak dekapite edildi ve izole edilen néronlar
hiicre kiiltiirii ortaminda yasatildi. N2a noroblastom hiicre hatt1 Tirkiye Sap

Enstitiisii’'nden temin edilmistir.

9 adet yeni dogmus (24 saatini doldurmamis) yavru bireyler alindi. Batikonla
yikandiktan sonra steril ortamda dekapite edildi. Bas kisminda once derisi ve kafatasi
kaldirildi, ince beyin zar1 da ayrildiktan sonra korteks kismi dikkatlice beyinden
cikarildi. Korteks kisimlari icinde HBSS bulunan tiiplere konuldu. Tiipler etiive
birakildi. Daha sonra tiipler sterilizasyona dikkat edilerek etiivden alindi. Dibe ¢okmiis
olan beyinlerin tlizerindeki HBSS dokiildii. Steril petri kabina alinan beyinler 20
numaral bistiiri ile makro pargalara ayrildi. Pargalanan beyin parcalarinin {izerine 1,5
ml HBSS ile 0,3 ml tripsin eklendi (1/4 oraninda). Enjektorle cekilip 15 ml'lik tiipe

konuldu. Tripsinin mikro par¢alama yapabilmesi i¢in 35 dk. etiivde bekletildi.

Tripsinin parcalama etkisini durdurmak amaciyla DNAaz I'in bulundugu kabin igine,

tripsin ile muamele edilen korteksler eklendi. DNAaz I'in bulundugu kabin igine %10
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oraninda Fetal Calf Serum eklendi. DNAaz I'in parcalamayr durdurarak tripsini
dokulardan ayirmasi i¢in 10 dk beklendi. Bu sivinin iizerine 6 ml HBSS eklendi ve 800
rpm’de 19 dk santrifiij edildi. Dibe ¢oken beyinlerin {lizerindeki HBSS dokiildii ve
iizerine 10 ml noronal base medium konuldu. Uzerine noronal base medium suplementi
olan B27, 1/50 oraminda eklendi. Uzerine 1/1000 oraninda penisilin eklendi. 48'lik
flasklarin her odasina 180 ul kondu ve 37OC'de, %5 CO; igeren etiive birakildi. 1 hafta
sonra odalara yapigsmis hiicrelerin bulundugu her odaya hacimlerinin 1/2 oraninda
norobasal medium +B27+ antibiotik'den olusan ekim ortami eklendi ve néron
hiicrelerinin flask tabanini kaplayacak ve mikroskop altinda dallanma gosterecek kadar
beklendi (Sekil 3.2). In vitro deneylerde WGO’nun yedi farkli dozu (10,25, 50, 75, 100,
200 ve 400 mg/L) kullanildi. Onuncu giin kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis olan WGO ¢ozeltisi konuldu (sekil 3.1 ve 3.2).

Wintergreen Oil

Sekil 3.1. Arastirmalarimizda kullanilan WGO 6rnegi



Sekil 3.2. Noron kiiltiirii hazirlama agamalari

3.4. MTT Analizi

ImL analiz tamponu (sise #2) sise #1 igerisine ilave edilip pipetle iyice karistirilarak
MTT reaktifi (sise #1) ¢oziildli. Tampon sise #2'ye geri alind1 ve kalan analiz tamponu
ile karistir1ldi. sise #1'in biitiin igerigi ¢oziilene ve sise #2'ye aktarilana kadar tekrarlandi
(Sonug ¢ozeltinin rengi sapsart olmalidir. Eger sulandirilmis MTT reaktifinin tamami
bir analizde kullanilmayacaksa kii¢iik parcalara ayrilip ~20°C'de muhafaza edildiginde
hazirlanmis MTT reaktifi bir ka¢ ay stabil kalir. Tekrarlanan dondurulup ¢ozme

isleminden kaginilmalidir).

Prosediir

- Hiicreler 48'lik plate'e bolme basma 100 pL kiiltiir mediumu igerisinde 10a (a=5)



34

hiicre bulunacak sekilde, muamele edilecek bilesikle birlikte ve muamele edilecek
bilesikten yoksun olarak ekildi. Hiicrelerin CO, etiiviinde 37°C'de 24 saat siire ile
kiiltiirii yapildi.

- Her bir bolmeye pipet araciligi ile 10 pL MTT karisimi eklendi.

- Dairesel karistiricida 1 dakika hafifce karistirildi. Hiicreler CO; etiiviinde 3-4 saat
37°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda olusan formazan bdlmelerin dibinde koyu

kristaller halinde goriildii.

- Kiiltiir mediumu hiicre tabakasin1 dagitmadan dikkatli bir sekilde her bir bolmeden
aspire edildi. Alternatif olarak dibe yapismayan hiicrelerin ¢okmesi i¢in aspire

edilmeden Once plate 400x g'da 10 dakika satrifiijlendi.

- Her bir bolmeye 100 pL Cistal Coziicii Soliisyon (sise #3) eklendi (Bu soliisyon

formazan kristalleri ¢6zecek ve portakal renginde bir soliisyon olusturacaktir).

- Her bir numunenin absorbansi 570 nm' de microplate okuyucu kullanilarak ol¢iildii.

Sekil 3.3. MTT soliisyonu eklenmis plate’in {istten goriiniisii
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3.5. Toplam Antioksidan Kapasite

TAK diizeyi tespiti ilk olarak Tomasch et al. (2001) tarafindan uygulanan bir yontemdir.
Bu yoéntem 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-siilfonat = ABTS") radikal
katyonunun olusumunu inhibe edecek antioksidan kapasitenin tespitini temel
almaktadir. Kiiltiir ortaminda tespit isleminde Rel Assay Diagnostics® firmasi

tarafindan tretilen TAS (Total Antioxidant Status) kitleri kullanildi (Erel 2004).

Kit Bilesenleri

- Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
- Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
- Standart 1 Soliisyonu: 10 ml
- Standart 2 Sollisyonu: 10 ml

30 pl 6rnek iceren kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan eklenerek 660 nm'de ilk
absorbans okundu. Daha sonra ayn1 kuyucuklara 75 pl Reaktif 2 eklenerek 10 dk. oda
sicakliginda bekletildi. Bekleme sonunda 660 nm'de ikinci absorbans degeri okundu.
Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde uygun sekilde yerlerine konularak

mmol Trolox Equiv./L cinsinden TAK diizeyleri tespit edildi.

TAK (mmol Trolox Equiv./L) = [ (AStandart 1’in degeri) - (AOrnegin degeri] / [
(AStandart 1°in degeri) — (AStandart 2’nin absorbansi)] x 20
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’ o >

1.0KUMA 2.0KUMA

Sekil 3.4. TAK soliisyonu eklenmis plate’in istten goriiniisii

3.6. Toplam Oksidan Durum

Toplam oksidan durum tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir. incelenen numunede
bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin yapisin1 ferrik iyona oksitlerler. Bu
reaksiyonu ortamda bulunan gliserol yaklasik {i¢ kez hizlandirmaktadir. Asidik ortamda
ferrik iyonlar "xylenol orange” ile renkli bir kompleks meydana getirirler. Numunede
bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak
Olciilerek degerlendirme yapilir. Calismamizda Rel Assay Diagnostics® firmasi

tarafindan tiretilen TOS (Total Oxidant Status) kitleri kullanildi (Erel 2004; Erel 2005).

Kit Bilesenleri

- Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
- Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
- Standart 1 Sollisyonu: 10 ml
- Standart 2 Sollisyonu: 10 ml

75 ul plazma 6rneginin bulundugu kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan ilave
edilerek 530 nm’de ilk absorbansi okundu. Daha sonra aym kiivete 25 ul Reaktif 2
soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Bekleme sonunda 530
nm’de ikinci kez absorbansi okundu. Elde edilen absorbans degerleri ve asagidaki

formiil kullanilarak mmol TOD diizeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi.



37

TOD (umol H,0, Equiv./L) = (AOrnegin degeri/AStandart 2’nin degeri) x (Standart 2
degeri)

1.0KUMA 2.0KUMA

Sekil 3.5. TOD soliisyonu eklenmis plate’in iistten goriiniisii
3.7. Istatiksel Analizler

Arastirmalardan elde edilen sayisal verilerin istatiksel analizleri *’SPSS®, Version 15.0
ile gerceklestirildi. Istatiksel degerlendirme icin One Way Anova Testi’ni takiben Post
Hoc LSD testi kullanildi. Istatiksel dnemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. WGO Maruziyetinin In Vitro Sartlarda Olusturdugu TAK Degerleri

Kontrol grubu TAK degeri saglikli noron hiicre Kkiiltiirleri i¢in 34.5+£5.0, N2a
noroblastoma hiicre kiiltiirleri i¢in 5.9 + 0.6 olarak saptanmistir. Sonuglarimiz kontrol
grubuna kiyasla WGO’nin saglikli noron hiicre kiiltiirlerinde 25, 50, 75 ve 100 mg/L
konsantrasyonlarinin TAK diizeyini yiikselttigi tespit edilmistir (Sekil 4.1). N2a
noroblastom hiicre kiiltiirlerinde ise WGO’nin sadece 25 mg/L konsantrasyonu TAK
diizeyini yikseltmistir (Sekil 4.1). Saglikli ve N2a hiicre Kkiiltirlerinde artan
konsantrasyonlarda gozlenen TAK diizeyleri azalmis ancak bu azalmalar istatistiksel

acidan onemli bulunmamistir (P>0.05).

50
MNGron

45 = " M N6roblastoma

40 T T

30 -

25 -

20

TAK {mmol Trolox
Equiv./L)

15 4

Kontrol 10 25 50 75 100 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.1. In vitro kosullarda WGO’nin olusturdugu toplam antioksidan kapasite

degerleri
(* sembolii P<0.05 anlam diizeyinde kontrol grubundan farklilig1 ifade etmektedir).
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4.2. WGO Maruziyetinin In Vitro Sartlarda Olusturdugu TOD Degerleri

Kontrol grubu TOD degeri saglikli noron hiicre kiiltlirleri i¢in 2,1+0,3, N2a
noroblastoma hiicre kiiltiirleri icin 2,840,4 olarak saptanmisti. ' WGO (tiim
konsantrasyonlarda) ile muamele edilen saglikli ve NB’l1 hiicrelerde gozlenen TOD
degerleri ile kontrol gruplarinda gozlenen TOD degerleri arasinda istatistiksel bir

farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.2).

MNGron
M N6roblastoma
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=
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Kontrol 10 25 50 75 100 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.2. In vitro kosullarda WGO’nin olusturdugu toplam oksidan durum degerleri

4.3. In Vitro Sartlarda WGO Maruziyeti Sonrasinda Elde Edilen MTT Analiz

Degerleri

In vitro kosullarda MTT analiz sonuglar1 biitiin konsantrasyonlar igin saglikli ndron
hiicre kiiltiirlerinde 81,7 + 4,1 ve N2a noroblastom hiicre kiiltiirlerinde 84,8 + 5,3 olarak
bulunmustur. WGO’nin 100, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlar1 saglikli ndron hiicre
kiltlirlerinde hiicre yasam oranini kontrole gore azaltirken diisiik dozlar1 (10, 25, 50 ve
75 mg/L) cogalmayr baskilayict bir etki gdstermemistir. Ayrica noroblastom hiicre

kiiltiirlerinde 75 mg/L ve iizeri WGO konsantrasyonlarinin canlt hiicre sayisini kontrole
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oranla 6nemli dl¢lide azalttig gozlenmistir (sekil 4.3).

120 MNGron
M N6roblastoma

100

% Hiicre canlhilig
(23] o
o (=]
il il

iy
o
|

%)
o
|

Kontrol 10 25 50 75 100 200 400
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.3. WGO maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik yilizdeleri
(* sembolii P<0.05 anlam diizeyinde kontrol grubundan farklilig1 ifade etmektedir).
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5. TARTISMA ve SONUC

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda yliriitiilen biyokimyasal arastirmalar (TAK ve TOD
analizleri) sonucunda WGO’nin diisiik konsantrasyonlar1 (25 mg/L) ile muamele edilen
saglikli ve NB’l1 hiicre kiiltiirlerinde TAK diizeylerinde belirgin artislar gézlenmistir.
Ustelik bu artislar saghikli ndron kiiltiirlerinde 50, 75 ve 100 mg/L WGO
konsantrasyonlarinda devamlilik gostermistir. Gurung (2007) yapmis oldugu
calismasinda WGO igeriginde yer alan aktif bilesikleri tespit etmis ve soz konusu
bilesiklerin basta metil salisilat olmak tizere, a-pinen, mirsen, delta-3 karen, limonen,
3,7- guaiadiene ve delta-kadinen olduklarini rapor etmistir. Bulgularimiz bu konuda
literatiirde kayitli olan smirli sayidaki arastirmalara ait bulgular ile paralellik
gostermektedir. Insan sagligmin korunmasi ve hastaliklarin dnlenmesinde bitkilerin
olduk¢a 6nemli rolleri oldugu oldukca fazla arastirma bulgusu ile ortaya konmustur. Bu
faydali etkiler ile bitkilerin iceriklerindeki dogal bilesiklerin biyolojik aktiviteleri
(antiinflamatuar, antilipoperoksidant, antioksidant vb.) arasinda dogrudan bir iliski
bulunmaktadir (Ferrandiz and Alcaraz 1991; Terao et al. 1994; Rice-Evans et al. 1995).
Bitki muhtevalarindaki dogal bilesikler farkli mekanizmalar araciligiyla [(I) serbest
radikal olusumu ile ilgili enzimleri inhibe etme, (II) metal iyonlarina baglanma, (III)
lipid peroksidasyonunu baglatan radikalleri giderme] antioksidan aktiviteler
sergileyebilirler (Ben Sghaier et al. 2011). Nitekim toplam WGO igeriginin antioksidan
etkinligi hakkinda bilinenlerin sinirli olmasina karsin dnceki bulgular WGO igeriginde
bulunan metil salisilat (Zhang et al. 2011), o-pinen (Medini et al. 2011), mirsen (Ciftci
et al. 2011), delta-3 karen (Ennajar et al. 2009) ve limonen (Zeng et al. 2012)

bilesiklerinin tek baslarina antioksidan etkili olduklar1 ortaya konmustur.

Arastirmamizda saglikli néron ve N2a noroblastoma’li hiicre kiiltiirlerinde WGO
maruziyeti sonrasinda canliliginin belirlenmesi amaciyla MTT yontemi kullanilmastir.
MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue)
kiiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli hiicrelerin kantitasyonunu
saglamakta olup sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesinde siklikla

kullanilmaktadir (Oktar 2009). Proje kapsaminda test edilen WGO’nin sitotoksik


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668911001098#bib0215
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668911001098#bib0215
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668911001098#bib0435
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etkileri hakkinda bilinenler oldukca sinirhidir. Ustelik bu 6ziitiin saglikli ndron hiicre
kiiltiirleri tizerindeki sitotoksik etki potansiyelleri ilk kez bu galisma ile ele alinmistir.
MTT analiz sonuglarimiz WGO’nin (>100 mg/L) yiiksek konsantrasyonlarmin saglikli
noronlarda sitotoksik etkili oldugunu ortaya koymustur. Bu doz seviyelerinde TOD
diizeylerinin de yiikselmemis olmasi WGO’nin sitotoksisinde oksidatif stresin etkili
olmadigini igaret etmektedir. Oksidatif stresin yani sira, 6nceki raporlarda bitkilerdeki
dogal bilesikler tarafindan ortaya konan sitotoksisitenin (I) proteozom inhibisyonu, (II)
yag asit sentezi inhibisyonu, (III) topoizomeraz inhibisyonu, (IV) fosfatidil-inozitol 3-
kinaz inhibisyonu, (V) hiicre siklusunun engellenmesi, (VI) p53 birikimi, (VII) c-fos ve
c-myc ekspresyonlarinin artisi  gibi farkli mekanizmalar araciligi ile de
gergeklesebilecegi kaydedilmistir (Constantinou et al. 1995; Lepley et al. 1996;
Plaumann et al. 1996; Agullo et al. 1997; Chen et al. 1998; Kazi1 et al. 2004; Chen et al.
2005; Brusselmans et al. 2005). WGO sitotoksisitesinin tam olarak anlasilabilmesi s6z
konusu mekanizmalarin in vitro veya in vivo model sistemlerde detayli olarak

arastirilmasini gerekli kilmaktadir.

In vivo ve/veya in vitro kosullarda gergeklestirilmis olan 6nceki arastirmalarda artemisin
(Tin et al. 2012), zerumbon (Mukarami et al. 2004), curcufenol (Rodrigo et al. 2010),
thieleanin (Taylor et al. 2008) ve izokostunolid (Chen et al. 2007) gibi terpen
(seskiterpen) yapisindaki dogal bilesiklerin antikanser aktivitelerinin bulundugu tespit
edilmistir. Seskiterpen veya monoterpen yapisindaki gesitli bilesiklerinin antikanser
aktivitelerini belirlemek tizere yiiriitiilmis olan gesitli arastirmalarin varligina ragmen,
proje kapsaminda test bilesigi olarak kullanilan WGO’nin beyin dokularinda antikanser
aktivitesi heniiz arastirnlmamistir. Mevcut ¢alismada MTT testi kullanilarak WGO’nin
noroblastom hiicre kiiltiirleri tizerindeki antikanser aktivitelerinin varlig1 incelenmistir.
Bilesiklerin sitotoksik etkileri ayrica saglikli ndron kiiltiirleri iizerinde de aragtirilmistir.
Tez kapsaminda yiiriitiilen aragtirmalar sonucunda antikanser etkinligi agisindan
WGO’nin potansiyeli yiiksek bulunmamigstir. Tez kapsaminda elde edilen dnemli ve
orijinal bulgulardan biri de WGO’nin N2a kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere oranla
daha diislik konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu etkilemesidir. Ayrica WGO’nin

noron kanser hiicre hatlarinda antikanserojen ajanlar olarak kullanilabilecegi ilk kez
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rapor edilmistir. Yine bulgularimiza benzer sekilde bitki biinyesinde yer alan bazi
seskiterpenlerin 10semi hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozisi tetikleyerek biiylimeyi
inhibe ettigi, fakat saglikli kan hiicrelerinde zay1f sitotoksisite gosterdigi rapor edilmistir
(Cotugno et al. 2012). Psidium guajava L. bitkisinin yapraklarindan elde edilen
ekstrelerin kopaen igerigine bagli olarak prostat kanserine karsi antikanserojen etki
gosterdigi ve tedavi amagh kullanilabilecegi rapor edilmistir (Ryu et al. 2012). Mevcut
calismada, doza bagl olarak, WGO’nun antikanser etkilerini sitokrom P-450 enzim
sistemini inhibe ederek ya da enzimlerin izoformlarini uyararak sergiledigi ve bu yolla
endojen kanserojenlerin metabolik aktivasyonunu azaltmis olabilecegi teklif edilmistir.
flaveten tirozin kinaz ve siklin bagimli kinazlar ile etkilesimi, apoptozun tesviki ve
mutant p53 seviyesinin diizenlenmesi gibi biyolojik etkilerin kombinasyonlarinda
terpenlerin antiproliferatif aktivitelerine katki saglayabilecegi kaydedilmistir (Avila et
al. 1994; Ferry et al. 1996; Constantinou et al. 1998; Casgrande and Darbon 2000; Ben
Sghaier et al. 2011).

Mevcut tez c¢alismasinda WGO’nin pro-oksidan, antioksidan, sitotoksisite ve
antikanserojenite potansiyelleri TOD, TAK ve MTT testleri ile degerlendirildi. Elde
edilen bulgular WGO’nin diisiik konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesinin varligini,
yiiksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkili oldugunu ortaya koydu. Ayrica
WGO’nin ndroblastoma hiicrelerine karsi antikanser aktivitesinin bulundugu tespit
edildi. Tez kapsaminda elde edilen bulgular 1s18inda farkli iceriklere sahip olabilen
WGO’larin N2a beyin timorii hiicre hatlarinda antikanserojenik aktivitelerinin
multidisipliner yaklagimlar ile belirlenmesiyle, beyin kanserlerinin tedavisinde yeni bir

yaklasimin Onerilebilecegi kanaatindeyiz.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668911001098#bib0035
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668911001098#bib0035
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668911001098#bib0220
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668911001098#bib0160
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