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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

WİNTERGREEN YAĞININ ANTİTÜMOROJENİK VE SİTOTOKSİK ETKİLERİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

Kübra ÇELİK 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman:  Doç. Dr. Hasan TÜRKEZ 

Nöroblastom beyin dokusu içerisinde hızlı bir şekilde yayılabilen ve en sık rastlanılan tümör 

çeşididir. Özellikle çocukluk dönemlerinde en ölümcül tümör olduğu kabul edilmektedir.  

Hastalara tedavi yaklaşım protokolleri tek başına veya kombineli uygulanır. Fakat bu tümör 

hücreleri kemoterapide kullanılan ilaçlara karşı direnç kazanmaktadır. Ayrıca kemoterapide 

kullanılan anti-kanserojen ilaçların ciddi yan etkileri söz konusudur ve ilaç kullanımına bağlı 

olarak hastaların sürveyleri oldukça azalmaktadır. Diğer taraftan, özellikle son yıllarda çeşitli 

kanser türlerinin tedavisinde kullanılabilecek doğal ve biyolojik etkili bileşiklerin keşfedilmesi 

en popüler araştırma konuları arasında yer almaktadır. Gaultheria cinsine ait bitkiler 

karakteristik olarak Wintergreen yağı (WGO) üretmektedirler.  WGO halk hekimliğinde, eklem 

iltihabı, obezite, hipertansiyon, ülser, kemik kırıkları ve ezilmeleri gibi çeşitli sağlık 

sorunlarının tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu nedenlerle, yüksek lisans tezi olarak 

sunulan bu çalışma kapsamında WGO’nın normal ve kanserli rat beyin hücre hatları (N2a) 

üzerine in vitro sitolojik ve biyokimyasal etkilerinin doza bağlı olarak ilk defa araştırılması 

amaçlanmıştır. Ayrıca literatürde tez kapsamında test edilecek olan WGO’nın beyin tümörü 

hücrelerinde çoğalmayı baskılayıp baskılamadığı konusunda herhangi bir araştırmaya 

rastlanmamıştır. Çalışmamızda yer alan wintergreen özünün çeşitli konsantrasyonlarda (0-400 

mg/L) kültür ortamına ilave edilerek hücre çoğalması üzerine etkileri 3-(4,5 dimetylthiazol -2-

yl) - 2,5 diphenltetrazolium bromide (MTT) yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. Hücre 

kültürlerinde oksidatif etkilerin değerlendirilmesinde toplam antioksidan kapasite (TAK) ve 

toplam oksidan durum (TOD) parametreleri kullanılmıştır. Bulgularımız WGO’nın düşük 

konsantrasyonlarda antioksidan aktivitelerinin varlığını ve yüksek konsantrasyonlarda ise 

sitotoksik etkili olduğunu açıkça ortaya koymuştur. Ayrıca, WGO nöroblastoma hücrelerine 

karşı zayıf bir antikanser aktivite göstermiştir. Sonuç olarak, mevcut in vitro araştırmalar 

kapsamında elde edilen bulgular doğrultusunda WGO’nın kanserin önlenmesinde ve tedavisinde 

düşük bir potansiyele sahip olduğu gösterilmiştir.  

2012, 55 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Nöroblastom, MTT, Wintergreen yağı, N2a, in vitro, oksidatif durum, 

sitotoksisite, hücre kültürü 
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ABSTRACT 

Master Thesis 

THE INVESTIGATION OF ANTITUMORIGENIC AND CYTOTOXIC PROPERTIES 

BY WINTERGREEN OIL 

Kübra ÇELİK 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan TÜRKEZ 

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. GİRİŞ 

Günümüzde tıbbi bitkilerin ve bu bitkilere ait uçucu yağların saf ve özellikle ana etken 

maddelerinin elde edilmesi hem bilimsel hem de ekonomik açıdan oldukça önemlidir 

(Kırbağ ve Bağcı 2000; Karabacak 2007; Çelik ve Çelik 2007). Bitkiler, kendilerine 

zarar verebilecek çeşitli etmenlere karşı (böcek, virüs, nematod, memeli gibi canlılar) 

kendilerini korumak amacıyla sekonder metabolitler, antimikrobiyal özellikteki 

proteinler, antioksidanlar ve savunma proteinlerini üretmektedirler (Koç ve Üstün 

2008). Bu maddelerin tedavi edici özelliklerini keşfeden insanoğlu eski çağlardan beri 

bitkileri ve ekstraklarını ilaç olarak kullanmaya başlamıştır (Yumrutaş 2007; Newman 

and Cragg 2007). Eski Çin, Mısır, Yunanistan, İran ve diğer bazı Avrupa ülkelerinde 

bitkilerin iyileştirici etkisinden yararlanılmıştır (Yumrutaş 2007). 1900’lerin başlarında 

bitkilerin tedavi edici özellikleri laboratuvarlarda araştırılmaya başlanmıştır (Dorman 

and Deans 2000). Tedavi amacıyla kullanılan ilk etken madde 1805'te Alman kimyacı 

Serturne tarafından bulunan ve afyon bitkisinden elde edilen morfindir (Baytop 1984; 

Kıvrak 2006; Akay Diri 2006).  

Son yıllarda yapılan araştırmalarda, bitkilerin sekonder metabolizma ürünü olan uçucu 

yağların, antimikrobiyal (Guenther 1948; Burt 2004; Skočbušić 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; Akgül and Kıvanç 1988; Jayashree and Subramanyam 

1999; Kaya 2007) özellikler gösterdiği rapor edilmiştir. Bundan dolayı söz konusu 

metabolitler farmakolojide, eczacılıkta, fitopatolojide, tıbbi ve klinik mikrobiyolojide, 

koruyucu madde olarak da gıdalarda kullanılmaktadır (Dorman and Deans 2000; 

Magiatis et al. 2002). Diğer taraftan, bitkilerden elde edilen bu bileşenlerin sentetik 

ilaçlardan daha kolay ve ucuz elde edilmeleri, bitkisel ilaçların birden çok etkiye sahip 
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olmasına karşın sentetik ilaçların tek bir etkiye sahip olmaları ve bazılarında görülen 

ciddi yan etkiler nedeniyle bitkisel tedaviler yoğun olarak araştırılmaktadır (Baytop 

1999; Pervaiz 2004; Işık 2005; Akay Diri 2006; Yumrutaş 2007).  

1.1. Uçucu Yağların Tanımı ve Özellikleri 

Uçucu yağlar, bitkilerden ya da bitkisel droglardan çeşitli yöntemlerle elde edilen, oda 

sıcaklığında sıvı halde olan, su buharı ile sürüklenebilen, kolaylıkla kristalleşebilen 

uçucu özellikte olup kendine has koku, tat, renk ve görünüme sahip homojen karışımlar 

olarak tanımlanır. Uçucu yağlar açıkta bırakıldıklarında oda sıcaklığında bile 

buharlaşabildiklerinden dolayı bunlara ‘’uçucu yağ‘’ veya ‘’eterik yağ‘’ olarak 

isimlendirilmektedir. Ayrıca uçucu yağlar genellikle hoş kokulu olduklarından ve 

parfüm sanayisinde de kullanıldıklarından dolayı da “esans” olarak da 

adlandırılmaktadırlar (Baytop 1983; Tanker ve Tanker 1985; Ceylan 1987; Çelen 2006; 

Başer 2006; Akay Diri 2006; Diri 2006; Çelik ve Çelik 2007; Koltuksuz 2007; Şengezer 

ve Güngör 2008). 

Uçucu yağ terimi ilk kez 16. yüzyılda İsveçli tıp reformcusu olan Paracelsus von 

Hohenheim’ın ilaçların etken bileşiğini “Quinta essentia” olarak isimlendirmesiyle 

ortaya çıkmıştır (Guenther 1948). Uçucu yağlar, bitkinin çiçek, tomurcuk, yaprak, dal, 

tohum, meyve ve köklerinden elde edilmektedir (Dorman and Deans 2000; Burt 2004; 

Çelen 2006). Bitkilerden uçucu yağ elde edebilmek için distilasyon metodu ilk kez 2000 

yıl önce Mısırlılar, Persler ve Hintliler tarafından kullanılmış ve 9. yüzyılda Araplar 

tarafından geliştirilmiştir ( Bauer et al. 2001). 

Uçucu yağlar genellikle suda az çözünürken etenol, benzen, eter,  petrol eteri gibi 

organik çözücülerde ve sabit yağlarda çok çözünürler  (Koltuksuz 2007). Uçucu yağın 

bitkide ya doğrudan doğruya protoplazmasında ya da hücre çeperinin özel bir tabakası 

olan reçinemsi tabakanın dekompozisyonu ile oluştuğu ileri sürülmekle birlikte 

glikozitlerin hidrolizi ile de meydana gelebildiği belirlenmiştir (Baytop 1972, 1986, 

1999; Tanker ve Tanker 1985; Demirçakmak 1994; Çelen 2006). 
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Uçucu yağların bitkilerde neden oluştuğu tam olarak bilinmemektedir. Fakat bitkilerde 

koruyucu, tozlaşmayı kolaylaştırıcı, su kaybını azaltıcı, yaralanmalarda onarıcı 

görevlerde bulunulduğu düşünülmektedir (Baytop 1986; Çelen 2006). 

Uçucu yağlar farmaside farmakolojik ve terapik etkilerine göre de gruplandırılır. Uçucu 

yağların nervinatik (sinir yatıştırıcı), rubefiyen (deriyi kızartan), irritan (uyarıcı), 

ekspektoran (balgam söktürücü), antitussif (öksürüğü kesen), antiromatizmal, diüretik 

(idrar söktürücü), emmenagog (adet söktürücü), stomasik (midevi), karminatif (gaz 

giderici), koleretik (safra sökücü), antihelmintik (solucan düşürücü), antienflamatuar, 

antiseptik (mikrop üremesini önleyici), antibiyotik (bakteri öldürücü), antifungal, 

antioksidan, sedatif (gevşetici), ağrı kesici, stres azaltıcı ve aynı zaman da antikanser 

etkiye sahip oldukları bilinmektedir (Ceylan 1987; Duru 1993; Zeybek ve Zeybek 2002; 

Bagci and Başer 2005; Çelen 2006; Yaylı 2007). 

1.2. Gaultheria Bitkileri 

Gaultheria procumbens, Ericaceae (fundagiller) familyasına ait olup (Dwelley 1977) 

Kuzey Amerika kıtasının kuzeydoğusundan batı Newfoundland, güneydoğu Manitoba 

ve güney Alaboma’ya kadar olan bölgelere özgü bir bitkidir (Mirick and Quinn 1981). 

Gaultheria cinsinin ismi 1753 yılında hekim ve doğa bilimcisi olan Jean-François 

Gaulthier’i adına atfen verilmiştir (Anonim-1 2011). Bitkinin Kuzey Amerika 

kıtasındaki yayılışı Şekil 1.1’de şematik olarak gösterilmiştir. 
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Şekil 1.1. Gaultheria procumbens’in yayılışı (www.plants.usda.gov adresinden 

alınmıştır) 

Gaultheria procumbens genellikle 10-15 cm boyunda olup yavaş büyüyen küçük otsu 

bir çalıdır. Yeşil renkli aromatik yapraklara sahiptir. Yaprakları 2-5 cm uzunluğunda, 1-

2 cm genişliğinde oval–eliptik şekillidir. Çiçekler 5mm uzunluğunda çan şeklinde olup 

beyaz renklidir. Gaultheria procumbens’e ait çiçek resmi Şekil 1.2’de verilmiştir.  

Gaultheria procumbens’in meyvesi 6-9 mm çapında ve parlak kırmızı renkte olup etli 

kaliks ile çevrili kuru bir kapsülü vardır. İlkbaharın sonlarında çiçek açıp, yazında kiraz 

şeklindeki meyveleri bir sonraki ilkbahara kadar devam etmektedir (Chou 1952). Bu 

bitkinin yaprakları ve meyveleri yenilebilmektedir (Gaudet 2011). Gaultheria 

procumbens’e ait meyve resmi Şekil 1.3’de verilmiştir. 
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Şekil 1.2. Gaultheria procumbens’in çiçeği (www.wikipedia.org adresinden alınmıştır) 

 

Şekil 1.3. Gaultheria procumbens’in meyvesi (www.wikipedia.org adresinden 

alınmıştır) 

Gaultheria procumbens toprağın üst kısmının 20-30 mm içinde uzun rizomlar 

vasıtasıyla yayılmaktadır. Genellikle ormanlık arazilerde, asitli topraklarda 

yetişmektedir (Anonim-2 2011). Kuraklığa dayanıklılığın yanı sıra -350C gibi düşük 

sıcaklıklara bile dayanabilen bir bitkidir (Anonim-3 2011; Anonim-4 2011). Yarı 
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gölgeli yerlerden hoşlanmasına rağmen güneşli havalar da meyve vermektedir 

(Robinette 1974; Matlack and Good 1989; Kudish 1992; Anonim-2 2011). Bitkiye ait 

resimler Şekil 1.4 ve Şekil 1.5‘de verilmiştir. 

 

Şekil 1.4. Gaultheria procumbens (www.wikipedia.org adresinden alınmıştır) 

 

Şekil 1.5. Gaultheria procumbens (www.wiseacre-gardens.com adresinden alınmıştır) 
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Gaultheria procumbens bitkisi genellikle ‘’Wintergreen’’ olarak adlandırılmaktadır. 

Wintergreen terimi; genellikle yıl boyunca yeşil kalan bitkiler için kullanılan ‘’yaprak 

dökmeyen (evergreen)’’ kelimesiyle eş anlamlı olarak kullanılmaktadır. Bunun yanı 

sıra, Kanada çayı, Checkerberry, Deerberry, Ground berry (kara dut), Hillberry, Dağ 

çayı, Partridge berry, Spiceberry, Spicy wintergreen (baharatlı pirola), Spring 

wintergreen (bahar pirolası), Wax cluster (Lust 1974), Keklik üzümü ve Teaberry diğer 

yaygın isimleridir.  

Wintergreen yağı (WGO), Gaultheria procumbens’in yapraklarından buhar damıtma 

yoluyla elde edilir. Amerikan Devrimi sırasında, wintergreen yaprakları azalan çay için 

bir alternatif olarak kullanılmıştır (Rister 2011). Wintergreen meyveleri, turta yapmak 

için kullanılmıştır (Duke et al. 1985). Wintergreen’i Kızılderililer romatizmal belirtiler, 

baş ağrısı, soğuk algınlığı belirtileri, ateş, boğaz ağrısı, karın ve kas ağrıları ile çeşitli 

ağrı ve sızıları hafifletmek için yapraklarından çay demlemiştir. Meyvelerinin 

kurutulması sonucu elde edilen çayı, mide bulantısını gidermek için kullanılmaktadır. 

Bunun yanı sıra avcılık veya ağır yükleri taşırken, akciğer kapasitesini artırmak ve 

ayrıca diş çürümelerini önlemek amacıyla da Kızılderililer tarafından yapraklarının 

çiğnendiği bilinmektedir (Dobelis 1986; Chevallier 1996; Rister 2011; Anonim-5 2011). 

1.3. WGO’nın Kullanım Alanları 

WGO, artrit, selülit, obezite, ödem, zayıf kan dolaşımı, baş ağrısı, kalp hastalığı, 

hipertansiyon, romatizma, tentinit, kramplar, enflamasyon, egzama, saç bakımı, sedef 

hastalığı, gut, ülser, kırılmış ya da incinmiş kemikler, kas ve eklem rahatsızlığı için 

tropikal veya aromaterapi olarak kullanılmaktadır (Lawless 1995). Wintergreen, sakız, 

nane şekeri ve diğer nane aromalı ürünler ile şekerlerden snus ve dipping tütün gibi 

dumansız tütünlere kadar değişen Amerikan ürünlerin de yaygın bir tatlandırıcıdır. 

Genellikle şeker tatlandırıcısı olarak kullanılan metil salisilâtın en yüksek miktarı 

%0.04’tür.  Aynı zaman da gargara ve diş macunu gibi diş temizliği ürünleri için de 

yaygın bir tatlandırıcı olarak kullanılmaktadır (Anonim-6 2011). Reçetesiz olarak 

satılan ağrı kesici merhemler de (over the counter), burun tıkanıklığını açmak için 
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solunan buharlarda, nefes spreyleri, Pepto Bismol© gibi ilaçlarda kullanılan bir 

bileşendir (Gaudet 2011; Anonim-7 2011). Suni WGO, metil salisilât, yüksek kırılma 

indisi nedeniyle mikroskopta kıllanılmaktadır (Cecilia 2000). Ayrıca bazı parfümeri 

uygulamalarında ve alkolsüz içecekler (meşrubat) için tatlandırıcı bir ajan olarak 

kullanılmaktadır (Gurung 2007).  

WGO‘nın analjezik, ağrı kesici, anti-romatizmal ve anti–artritik, anti-spazmodik, anti- 

septik, kanamayı durdurucu, gaz giderici, diüretik gibi tıbbi özellikte kullanılmasının 

yanı sıra yılan sokması, köpek ısırığı ile akrep, arı, eşek arısı gibi zehirli böceklerin 

sokmalarını tedavi etmek için de kullanılmaktadır. Aynı zamanda, ısıtma etkisi ile çok 

düşük sıcaklıklarda ve dondan kaynaklanan tıkalı kan dolaşımı mücadelesi için 

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

1.4. WGO’nın Toksisitesi  

Yutulduğu takdirde, diğer uçucu yağlar gibi WGO’da içeriğindeki yüksek 

konsantrasyonlu sıvı metil salisilât nedeniyle çoğu zaman ölümcül zehirlenmelere neden 

olabilmektedir. Böyle bir duruma maruz kalan kişilerin kusması gerekmektedir (Duke et 

al. 1985; Howrie et al. 1985).  

Çocuklar genellikle “şeker” ile wintergreen yağın hoş kokusunu 

ilişkilendirebilmektedirler. Ancak yağ, özellikle çocuklar için zehirli olabilmektedir. Bir 

çay kaşığı (5 ml) WGO, yaklaşık 7000 mg salisilât veya 21,5 yetişkin Aspirin tablete 

eşdeğerdir (Botma et al.2001). Bir yetişkin de 6 ml ve bir çocukta 4 ml kadar az yutma 

ölümcül olmuştur (Howrie et al. 1985; Tyler et al. 1985; Dreisbach and Robertson 

1987). Bitkinin yenilmesi sonucu hiçbir ölüm bildirilmemiştir (Simon 1984). WGO’ın 

küçük oral dozları sindirim ve mide sekresyonunu uyarır (Duke et al. 1985). Başka bir 

vaka raporunda WGO’nın yanlışlıkla alımından sonra larinks ödemi gelişen bir hasta 

belgelenmiştir (Botma et al. 2001). Uçucu yağ ve bileşeni deri yoluyla absorbe 

olabilmektedir; böylece, salisilât zehirlenmesi metil salisilât veya WGO topikal 

uygulama sonrası ortaya çıkmaktadır. Metil salisilât ve asetilsalisilik asit (aspirin) 
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arasındaki yapısal benzerlik nedeniyle uzun süreli dönemlerde yutan kişilerde salisilizm 

de görülen benzer bir toksik sendrom görülmüştür. Bu sendrom, kulak çınlaması, 

bulantı ve kusma ile karakterize edilmiştir (Duke et al. 1985). Sedef hastalığının 

tedavisi için WGO içeren bitkisel cilt kremini uygulayan bir kişi de 1 saat içinde aniden 

hastalanıp hiperpne, kusma, terleme, ateş ve merkezi sinir sistemi bozukluğunun 

ardından kulak çınlaması şikâyetleri meydana gelmiştir (Bell and Duggin 2002). Bir 

başka vaka raporunda ise 70 yaşındaki Asyalı bir kadın kronik diz ağrısı için satın aldığı 

tropikal Yick Hung Fa yağı yutması sonucu metil salisilât zehirlenmesine benzer 

(örneğin, asit-baz bozuklukları, endokrin anormallikler, sıvı ve elektrolit dengesizlikleri, 

CNS toksisitesi) klinik bulgular gelişmiştir (Hofman et al. 1998). Bir diğer vaka 

raporunda ise Wintergreen ile tatlandırılmış bir tartar kontrol diş macunu kullanımından 

sonra hırıltılı nefes alma, kuru öksürük ve bronşiyal ağrıları şikâyeti olan astım hastası 

21 yaşındaki sigara içmeyen kadın da potansiyel aşırı bir duyarlılık reaksiyonu 

belgelenmiştir (McCarthy 1992; Anonim-11 2011). 

1.5. WGO’nın İçeriği  

WGO, ilaç kokusunu andıran kendine has tatlı bir odunsu kokuya sahiptir. Soluk sarı ya 

da pembemsi renkte olup akışkan güçlü aromatik bir sıvıdır. 

Bileşenleri: metil salisilât (yaklaşık %98), α-pinen, mirsen, delta-3 karen, limonen, 3,7- 

guaiadiene ve delta-kadinen olup terpenler grubunda yer alan monoterpen ve 

seskiterpen bileşikleridir (Gurung 2007). Wintergreen yağının içerdiği bileşenler ve 

yüzdelik oranları Çizelge 1.1 ve Çizelge 1.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 1.1. Wintergreen yağının Monoterpen bileşenleri (Juliani et al. 2004) 

SN Bileşenler % 

1 alfa-pinen 0.4 

2 Mirsen 0.2 

3 delta-3-karen 0.9 

4 Limonen 0.5 

5 Metil salisilât 97.4 

Toplam monoterpen 99.4 

Çizelge 1.2. Wintergreen yağının Seskiterpen bileşenleri (Juliani et al. 2004) 

SN Bileşenler % 

1 3,7-Guaiadiene 0.1 

2 delta-Kadinen 0.3 

Toplam Seskiterpen 0.4 

 

1.6. Terpenler 

Terpenler doğal bileşikler içerisinde en yaygın olup yapıları oldukça farklılık gösteren 

küçük organik moleküllerdir. Terpenler çeşitli bitkilerden elde edildikleri gibi bazı 

böceklerin osmeterium’larından (örneğin Papilionidae cinsindeki kelebekler) terpen 

salgılamaları ile de elde edilirler (Çöl 2007).  

Kimyasal anlamda terpenler belli sayıda izopren birimlerinden oluşan (C5H8)n formülü 

ile karakterize edilen bileşikler olarak tanımlanır (Umay 2007; Karahan 2007; 

Karabacak 2007) ve burada n, bağlanmış izopren ünitelerinin sayısını göstermektedir 

(Çöl 2007). İzopren birimi Şekil 1.6’da verilmiştir. 
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Terpenlerin tümü dimetildifosfatın izomerizasyonu sonucu oluşan izopentildifosfattan 

türevlenir  (Davis and Croteau 2000). 

Terpenler fiziksel özelliklerine göre iki grupta incelenir: 

 Uçucu Terpenler: Su buharı distilasyonu ile sürüklenebilen küçük moleküllü 

monoterpenler ve bazı seskiterpenlerdir.  

 Uçucu Olmayan Terpenler: Büyük moleküllü seskiterpenler, diterpenler, 

sesterpenler, triterpenler ve politerpenlerdir (Çöl 2007).  

Terpenler, doğal insektisid olarak kullanılabilmeleri, antimikrobiyal özellikleri, kişisel 

bakım ve ev temizlik maddelerinde kullanılmaları, yiyecek ve içeceklere tat ve aroma 

katmaları, bazı tarım ürünlerinin depolanmasında ve birçok önemli bileşiğin sentezinde 

kullanılmaları nedeniyle ticari olarak da büyük bir öneme sahiptirler (Yılmaz ve Murat 

2010). 

 

 

 

Şekil 1.6. İzopren birimi 

Mevalonik asit, terpenlerin biyosentezinde büyük rol oynamaktadır. Mevalonik asidin 

su (H2O) ve karbondioksit (CO2) kaybetmesi sonucu izopren birimleri oluşur. 

Mevalonik asidin başlangıç maddesi asetil koenzimA'dır.  Asetil koenzimA birçok 

doğal bileşiğin yapı taşı iken mevalonik asit sadece terpenlerin yapı taşıdır. Mevalonik 

asitin ATP ile reaksiyona girmesiyle mevalonik asit 5-pirofosfat oluşur ve OH grubunun 

fosforlanması, dekarboksilasyonu ve dehidrasyonu sonucu izopentil pirofosfat (IPP) 

oluşur. IPP'nin izomerizasyonu sonucu dimetilalelil esteri oluşur. Bu iki izomerin 

birleşimi ile geraniol pirofosfat meydana gelir. Geraniol pirofosfatın dehidrasyonu 
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sonucu geraniol oluşur. Geraniol monoterpenlerin biyosentezinde kullanılmaktadır. IPP 

ve geraniol pirofosfatın birleşimi farnesil pirofasfatın oluşumunu sağlar. Bu yapı 

seskiterpenlerin biyosentezinde kullanılmaktadır. Farnesil pirofosfatın IPP ile 

kondenzasyonu geranil-geranil pirofosfatın oluşumunu sağlar. Bu yapı diterpenlerin 

biyosentezinde rol alır (Davis and Croteau 2000; Işık 2005; Karahan 2007). Asetil 

koenzimA’dan başlayarak biyosentez yoluyla oluşan terpenler Şekil 1.7’de 

gösterilmektedir. 

 

Şekil 1.7. Terpenlerin oluşumu (Işık 2005) 
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Terpenlerin Sınıflandırılması  

İzopren ünitelerinin bağlanması sonucu terpenler, izopren ünitesinin büyüklüğüne göre 

hemiterpenler, monoterpenler, seksiterpenler, diterpenler, sesterpenler, triterpenler, 

tetraterpenler ve politerpenler olarak sınıflandırılırlar (Çöl 2007). 

Çizelge 1.3. Terpenlerin sınıflandırılması 

izopren ünitesinin sayısı Sınıfı Karbon Sayısı 

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 küçük birimini içerirler. C5H8 formülüne sahiptirler 

(Kıneci 2005). Hemiterpenler bitkisel dokularda birikmeyen fakat alkoloidler, 

kumarinler ve flavonoidlerle ilişki halinde olan tek izopren biriminden oluşan terpenik 

bileşiktir (Kıvrak 2006). 

Monoterpenler 

Terpenlerin en küçük birimleri olan monoterpenler iki izopren biriminin kondenzasyonu 

sonucu oluşurlar (Karahan 2007). C10 H16 molekül formülüne sahip olan bu terpenler 

yüksek yapılı bitkilerde bulunmakla birlikte Bryophyta (ciğerotları), bakteri, fungus 



14 

 

 

(mantar), deniz canlıları (alg, yosun, yumuşakçalar vb.) ile böceklerin koruma ve 

feromoral salgılarında da bulunmuştur. Bunların yanı sıra timsah ve kunduz gibi 

gelişmiş canlıların salgı organlarında da monoterpen ve türevlerinin bulunduğu 

bildirilmiştir (Connolly and Hıll 1991; Harborne 1991; Robbers et al. 1996; Rohmer 

1999; Başer 2002; Breitmaier 2006; Başer and Demirci 2007; Karahan 2007). 

Monoterpenler yapısal olarak farklı olup yaklaşık 35 farklı yapısı vardır. 

Monoterpenlerin en önemli karekteristik özelliği uçuculuğu ve keskin kokuları olup 

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

Monoterpenler çok eski zamanlardan bu yana birçok hastalığın tedavisinde etkin olarak 

kullanılmıştır. Yaygın kullanımlar arasında; antiseptik (timol, sineol), antibakteriyal, 

antifungal, antiviral, rubefiyan (terementi yağı), kaşıntıya karşı (mentol), acı tonik, iştah 

açıcı, gastrointestinal rahatsızlıklarda, ekspektoran, sedatif, anestezik (öjenol), analjezik, 

antioksidan, antitussif, antiakne, antienflamatuar vb. etkileri bilinmektedir. 

Monoterpenlerin hücre düzeyinde enerji metabolizmalarına etki ettikleri bulunmuş olup, 

son zamanlarda in vitro ve in vivo deneylerle de desteklenen sonuçlara göre, bazı kanser 

türlerinin (meme, karaciğer, akciğer, pankreas, prostat vb.) önlenmesinde ve tedavisinde 

etkin oldukları ispatlanmıştır (Brunke 1986; Connolly and Hıll 1991; Dıplock et al. 

1999; Dorman and Deans 2000; Wagner and Elmadfa 2003; Burt 2004; Fararh et al. 

2005; Berger 2007; Edrıs 2007; Seifried et al. 2007; Wei and Shibamoto 2007). 

Monoterpenler asiklik, monosiklik ve bi-siklik olmak üzere üç grupta incelenirler. 

(Umay 2007).   

Asiklik Monoterpenler: Bu terpenler düz zincir halindedir ve 3 çift bağ taşırlar. 

Optikçe aktiflikleri yapılarında taşıdıkları asimetrik karbon atomundan ileri 

gelmektedir. Mirsen monoterpen bu grupta yer alır (Sakar ve Tanker 1991; Kıvrak 

2006; Akay Diri 2006). Bu bileşik parfüm üretiminde ara ürün olarak kullanılmaktadır 

(Koyuoğlu 2008). Mirsenin kapalı formülü Şekil 1.8’de gösterilmiştir. 
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Şekil 1.8. Mirsen bileşiğinin kimyasal yapısı (www.wikimedia.org adresinden 

alınmıştır) 

Monosiklik Monoterpenler: Bir halka ve iki çift bağ taşırlar (Akay Diri 2006; Kıvrak 

2006; Çöl 2007). Limonen, monosiklik monoterpen sınıfına ait bir hidrokarbondur. 

Renksiz, oda sıcaklığında sıvı olan ve çok keskin portakal kokusuna sahip bir bileşiktir. 

İsmini limondan alır ve diğer narenciye meyvelere kokusunu veren bileşiktir. 

Endüstriyel olarak; gıdalara limon ve portakal tadı vermede, kozmetikte ve temizlik 

ürünlerinde özellikle de el temizliğinde kullanılan ürünlere limon ve portakal kokusunu 

vermek amacıyla kullanılmaktadır (Akay Diri 2006; Çöl 2007). Limonenin kapalı 

formülü Şekil 1.9’da gösterilmiştir. 

 

Şekil 1.9. Limonen bileşiğinin kimyasal yapısı (www.wikimedia.org adresinden 

alınmıştır). 

Bisiklik Monoterpenler: Bisiklik monoterpenler iki halka ve bir çift bağ taşırlar 

(Çarıkçı 2005; Akay Diri 2006; Kıvrak 2006). Bisiklik monoterpen sınıfına ait olan 

pinen, kapalı formülü C10H14 olup hafif çam kokulu, renksiz bir sıvıdır. Bu bileşik 

doğada en bol bulunan ve en kolay elde edilen hidrokarbonlardandır. Kullanım alanları 

çok geniştir. Aynı zamanda pinen, böceklerin kimyasal haberleşme sistemlerinde 
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kullandığı bir bileşiktir. Doğada α-pinen ve β-pinen olmak üzere iki izomeri bulunur. α-

pinene geranil pirofosfattan türetilir (Çöl 2007; Balkancı 2010). α-pinenin kapalı 

formülü Şekil 1.10’da gösterilmiştir. 

α-pinen tat ve koku monoterpenoidlerinin üretimi için substrat olarak kullanılan doğal 

monoterpendir. α-pinenin asit katalizli hidrasyonu ve asetoksilasyonu parfüm ve 

farmasöptik endüstride uygulanabilir değerli terpenik alkoller ve esterlerin önemli 

sentez yollarındandır (Yadav 2008). α-pinenin toksik özelliklerinin tam olarak 

incelenmemiş olmasına rağmen, yüksek konsantrasyonlarda cilt, göz, solunum sistemi 

ve mukoz membranlarında tahrip edici olduğu bilinmektedir (Balkancı 2010).  delta-3-

Karen monoterpeninin kimyasal yapısı Şekil 1.11’de verilmiştir.        

 

Şekil 1.10. α-pinen bileşiğinin kimyasal yapısı (www.wikimedia.org adresinden 

alınmıştır)                                 

 

Şekil 1.11. delta-3-Karen bileşiğinin kimyasal yapısı (www.wikimedia.org adresinden 

alınmıştır) 
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Seskiterpenler 

Seskiterpenler doğada geniş bir dağılıma sahip olup terpenlerin en geniş sınıfını 

oluştururlar (Robbers et al. 1996). Monoterpenlerin yapı taşı olan geranil pirofosfatın 

IPP ile kondenzasyonu sonucu oluşurlar (Çöl 2007).  C15H24 molekül formülüne 

sahiptirler (Tyler et al. 1988). Diğer terpenlere göre nispeten kaynama noktası yüksek 

uçucu yağlardır (Yaylı 2007). 

Seskiterpenler asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik, tetrasiklik olmak üzere 5 farklı 

yapıya sahiptirler (Çöl 2007). 

Seskiterpen laktonları diğer seskiterpenlerden ayıran özellik bir α-metilen-γ-lakton 

sistemine sahip olmalarıdır. Birçoğu α-β doymamış karbonil grupları içerir. 

Antimikrobial ve antitümör aktiviteye sahip oldukları gibi bazı seskiterpen laktonları 

memelilerde toksik etki gösterir (Robbers et al. 1996). Seskiterpen grubuna ait bazı 

bileşiklerin kapalı formülleri Şekil 1.12 ve Şekil 1.13‘de gösterilmiştir. 

 

Şekil 1.12. 3,7-Guaiadiene bileşiğinin kimyasal yapısı (www.chemeo.com adresinden 

alınmıştır) 
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Şekil 1.13. delta-Kadinen bileşiğinin kimyasal yapısı (www.wikimedia.org adresinden 

alınmıştır) 

Diterpenler 

Dört izopren molekülüne sahip olan diterpenler, farmakolojik etkilere sahip 

bileşiklerdir. C20H32 formülüyle gösterilirler. Doğada yaygın olarak bulunurlar. Asiklik, 

monosiklik, bi-siklik, trisiklik, tetrasiklik, makrosiklik olmak üzere altı sınıfa ayrılırlar 

(Gören 1997; Çöl 2007). 

Sesterpenler 

C25H40 formülüne sahip terpenlerdir (Karahan 2007). Beş izopren ünitesinin bir araya 

gelmesi ile oluşurlar. Genellikle mantar kaynaklarından izole edilirler (Yaylı 2007). 

Triterpenler 

C30H48 formülüne sahip terpenlerdir. Tetrasiklik triterpenler ve Pentasiklik triterpenler 

olmak üzere iki gruba ayrılırlar (Robbers et al. 1996; Karahan 2007; Çöl 2007). 
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Tetraterpenler 

Sekiz izopren ünitesi içerirler ve C40H64 formülüne sahip terpenlerdir. Karotenler 

tetraterpenlerdir. Kuyruk kuyruğa bağlanmış iki terpenin birleşimiyle oluşurlar 

(Karahan 2007; Çöl 2007). 

Politerpenler 

Politerpenler birçok izopren ünitesinin bağlanarak uzun zincir oluşturması ile meydana 

gelirler (Yılmaz İskender 2007). (C5H8)n formülüyle gösterilir. Politerpenlerin en bilinen 

üyesi kauçuktur (Karahan 2007). 

1.7. Kanser 

Kanser, hücrenin normal davranışlarını düzenleyen mekanizmaların bozulması sonucu, 

hücrelerin kontrolsüz biçimde sürekli bölünerek çoğalması, normal doku ve organları 

istila etmesi ve tüm vücuda yayılması ile karakterize edilen hastalıklar grubunu 

tanımlamak için kullanılan bir terimdir. Bir başka ifadeyle kanser, klonalite, otonomi, 

anaplazi ve metastaz yapma özellikleri olan hastalıklar grubu olarak da tanımlanabilir 

(Turhan 2008). 

Normalde hücreler ancak vücuda gerekli olduğu zaman bölünür ve daha fazla hücre 

oluştururlar. Fakat bu hücreler gereksiz olarak bölünmeye başlar ise yeni bir doku 

kitlesi oluştururlar. Bu normal dışı kitleye ‘’tümör’’ denir (Baloğlu 2001). 

Tümörler benign (iyi huylu) veya malign (kötü huylu) olabilir. 

 Benign (selim=iyi huylu) tümörler: Benign tümörler, kanser değildirler ve yaşamı 

tehdit etmezler. Sınırlı büyüme potansiyeline sahip olup genellikle bir kapsül içinde 

sınırlı kalırlar ve metastaz özelliği göstermezler. 
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 Malign (habis=kötü huylu) tümörler: Malign tümörler ise kanserlerdir. Kanser 

hücreleri yakındaki dokulara yayılabilirler. Ayrıca bu hücreler kan dolaşımına ve lenf 

sistemine girerek vücudun diğer bölgelerine de metastaz yapabilirler (Cotran et al. 

1989; Birand and Knop 1996; Birol 1998; Baloğlu 2001; Akdemir ve Birol 2004; Soy 

2006; Turhan 2008; Kurt Sadırlı 2008). 

Malign hücreler köken aldıkları normal hücrelerdeki işlev, görünüş ve özellikleri 

yitirirlerse de bazı durumlarda köken aldıkları hücrelerin işlevlerine hiç benzemeyen 

yeni hücresel işlevler de gösterebilirler. Örneğin endokrin bez özelliği olmayan bazı 

tümörler hormon salgılama özelliği kazanabilirler (Birand and Knop 1996; Aslan vd. 

2006; Kurt Sadırlı 2008).  

Kanser anormal çoğalan tek bir mutant hücreden gelişir. Tümörlerin klonal olması, 

tümör gelişmesine neden olan hücrenin başlangıçta, kanser hücresinin bütün 

özelliklerine sahip olduğu anlamına gelmemelidir. Çünkü kanserin gelişmesi tam aksine 

birbirini izleyen değişikler sonucu giderek malign şekle dönüşen çok aşamalı bir 

süreçtir. Birçok kanser türünün geç yaşlarda ortaya çıkması ve geç yaşlarda kanser 

görülme sıklığının daha da artması kanserin çok aşamalı bir süreç olduğunu 

desteklemektedir (Geoffrey et al. 2006; Turhan 2008). Hücresel düzeyde kanser 

gelişimine bakılacak olursa, kanserin mutasyonları içeren çok aşamalı bir süreç sonunda 

çoğalma, sağ kalım, invazyon ve metastaz yetenekleri artan hücrelerin seçilmesi 

şeklinde ortaya çıktığı görülür. Bir tek hücrenin anormal çoğalmasına neden olan 

genetik bir değişiklik ve mutasyon bu çok aşamalı sürecin başlangıcını oluşturur. Bu tip 

mutasyonlar, kanser etiyolojisinde rol oynayan kimyasal, fiziksel veya viral kaynaklı 

karsinojenlerin (kansere yol açan maddeler karsinojen olarak adlandırılmaktadır.) etkisi 

ile ya da kalıtsal olarak oluşabilir (Cotran et al. 1989; Geoffrey et al. 2006; Turhan 

2008). Araştırmacılar insan kanserlerinin %70-80‘inin muhtemelen çevre faktörlerinden 

kaynaklandığına inanmaktadırlar (Turhan 2008). 

Kimyasal karsinojenler etkilerini DNA hasarı yaparak ve mutasyonları uyararak 

gösterirler. Başlıca karsinojenik kimyasal polisiklik aromatik hidrokarbonlar 
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(benzopren), aromatik aminler, nitrozaminler, muhtelif ilaçlar (alkilleyici kemoterapotik 

ajanlar), doğal bulunan bileşikler (Aflatoksin B) ve çeşitli inorganik bileşiklerdir 

(asbest, arsenik, krom, kadmiyum vb). Kişinin böyle bileşiklere maruz kalması; 

diyetinden (uygun koşullarda saklanmayan fıstık ve tahılları kontamine eden 

mantarların oluşturduğu etkin bir karaciğer karsinojeni olan aflatoksin B alımı), yaşam 

tarzından (sigara tiryakiliği), mesleğinden (asbest) ve diğer nedenlerden (tedavi için 

kullanılan dietilstilbestrol gibi bazı ilaçlar) dolayı olabilir (Cotran et al. 1989; Geoffrey 

et al. 2006; Turhan 2008). 

Bazı virüsler de insanda kansere neden olabilmektedir. İnsan T-hücre lösemi virüsü 

izole edilen ilk onkogenik virüstür. Virüslerin neden olduğu kanserlerin başında 

karaciğer ve serviks kanseri yer alır. Hepatit B virüsü ile hepatosellüler karsinom, 

Epstein Barr virüsü ile Burkit lenfoma ve nazofarinks kanseri, insan papilloma virüsü 

(HPV) ile serviks kanseri ve HIV ile Kaposi sarkomu arasında ilişki tespit edilmiştir 

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

Fiziksel karsinojenler ise; iyonize radyasyon, X ışınları (röntgen), noniyonize radyasyon 

(solar), güneşteki ultraviyole (mor ötesi ışınlar), radyoaktif etkenler (alfa, beta, gama 

ışınları), hipertermi, kronik iritasyon ya da inflamasyon ve tütün kullanımı sayılabilir 

(Birand and Knop 1996; Taş ve Aydıner 2000; Akdemir ve Birol 2004; Kurt Sadırlı 

2008). 

Kökenleri, moleküler ve hücresel mekanizmaları birbirlerinden farklı olsa da, kanser 

hücrelerinin altı önemli özelliği vardır. Bunlar; 

1. Kanser hücrelerinin çoğalma sinyallerine gereksinim duymadan çoğalabilmeleri, 

2. Çoğalmayı engelleyen sinyallerde bozukluklar,  

3. Programlı hücre ölümünde (apopitozis) bozukluklar, 

4. Sınırsız replikasyon potansiyeli, 

5. Anjiyogenez, 
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6. İnvazyon ve metastazdır (Hanahan and Weinberg 2000; Geoffrey et al. 2006; Turhan 

2008). 

Kanser hücrelerinde hücre-hücre etkileşimleri açısından görülen bir özellik ise kontakt 

inhibisyonunun kanser hücrelerinde ortadan kalkmasıdır. Ayrıca kanser hücreleri 

normal farklılaşma programını takip etmezler ve sürekli çoğalmaları ile uyumlu bir 

şekilde farklılaşmanın erken aşamalarında kalırlar. Bu duruma en güzel örnek 

lösemilerdir (Geoffrey et al. 2006; Turhan 2008). Genellikle normal hücreler DNA 

hasarına karşı apopitozis ile yok olurken, kanser hücreleri apopitotik sinyallerden 

kaçarlar ve böylece kanser hücreleri normal hücrelerden çok daha uzun yaşarlar 

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

Kanserde temel sorun hücre proliferasyonundaki kontrolün kaybıdır. Günümüzde tüm 

kanser türlerinin somatik hücrelerdeki mutasyon ya da mutasyonlar sonucu oluşmakta 

ve mutasyonlarında bir seri genin ekspresyonunu etkileyerek kansere neden 

olabilmektedir. Kanser oluşumunda etkili üç tip gen bulunmaktadır. Bunlar onkogenler, 

tümör baskılayıcı genler ve DNA tamir genleridir (Turhan 2008). 

 Onkogenler: Protoonkogenler normal hücre büyümesi ve çoğalmasını kontrol eden 

proteinleri kodlayan genlerdir. Eğer bir protoonkogen kendiliğinden gen içindeki bir 

mutasyon ya da dış kontrolün değişmesi sonucu farklılaşır ve normalden daha fazla 

ifade edilmeye başlarsa bu değişiklikler hücrede kontrolsüz büyüme ve malignensiye 

neden olur. Onkogenlerin büyük bir bölümü hücre çoğalması ve farklılaşmasının 

kontrolü ile ilişkili protoonkogen denen normal genlerin mutasyona uğramış formlarıdır 

(Turhan 2008). 

 

 Tümör Baskılayıcı Genler: Tümör baskılayıcı genler, hücre bölünmesinin 

baskılanmasında sorumlu genlerdir. Bozuklukları halinde organizma genetik olarak 

anormal hücreleri yok edemediğinden kanser gelişir. Tümör baskılayıcı genler 

çoğunlukla onkogenler tarafından uyarılan aynı sinyal yollarını baskılar (Geoffrey et al. 

2006; Turhan 2008). 
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 DNA Tamir Genleri: DNA tamir genleri, mutajenik kimyasalların ve ışın gibi 

ajanların sebep olduğu DNA hasarını tamirden ve hücredeki genomik yapının 

korunmasından sorumludur (Wyllie 1997; Turhan 2008). DNA tamir genlerinin 

fonksiyonu mutasyonel hasar veya DNA replikasyonunun her ikisinde oluşan DNA 

hataları ile bağlantılıdır. Hata tamir edilmezse, bu genler apopitozisi indükler veya DNA 

hasarını tamir eder (Kuran 1983; Turhan 2008). 

Dünyadaki ölüm nedenleri arasında ikinci sırada yer alan kanser, hücrenin genetik 

materyali tarafından kontrol edilen hücre döngüsünün normal sürecinde ortaya çıkan bir 

hastalık olup son yıllarda kanser vakalarının artması ve bunun nedenleri arasında 

sentetik ürünlerin gösterilmesi bitkisel kaynaklı ürünlerin kullanımına olan ilgiyi 

artırmıştır. Bunun yanı sıra ilaçların kanser hastalığını iyileştirmedeki yetersizliği ve 

artan ölüm oranı bitkisel maddelerin kansere karşı koruyucu etkilerine yönelik 

çalışmalarının artmasında da etkili olmuştur. Nitekim beyin kanserleri, bütün 

kanserlerin %1.4'ünden ve bütün kansere bağlı ölümlerin %2.4'ünden sorumludur. 

Bununla birlikte bu tümörlerin çoğu ölümcül olup, ölümcül olmayanları da beyin 

fonksiyonlarına zarar verdiğinden günlük yaşamı kötü şekilde etkilemektedir. 

Dolayısıyla beyin tümörleri genel kanser nedeniyle ölümler arasında 10.  sırada yer 

almaktadır. Diğer taraftan nöroblastoma, merkezi sinir sistemi tümörlerinden sonra en 

yaygın ikinci solid tümör olup bebeklik ve erken çocukluk çağı hastalığıdır. Adrenal 

medulla veya sempatik ganglionlarda normalde bulunan primordial nöral krest 

hücrelerinden köken alır ve tüm çocukluk çağı kanserleri arasında  %7.2’lik bir orana 

sahiptir. Ayrıca nöroblastomun insidans oranı bebeklerdeki cinsiyete göre de farklılık 

göstermektedir. Erkek bebeklerde oran milyonda 62.8 iken kızlarda 59.8 olup 

erkeklerde görülme oranı biraz daha fazladır. Tümörün biyolojik davranışındaki 

değişkenlik nedeniyle, nöroblastom spontan regresyonlar, benign transformasyon 

(ganglionöroma’ya değişim) ya da agresif seyir gösterebilmekte, bu durum hastalığın 

prognozunu belirlemede ve tedavisinde sorunlara yol açmaktadır (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; Bağcı 2009; Olgun 2009; Güneş 2009; 

Huang et al. 2010; Yılmaz 2011). 
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Nitekim Yirminci yüzyılda tıp biliminin muazzam bir şekilde gelişmesine rağmen, 

günümüzde ilaç endüstrisinin ürettiği ilaçların yan etkilerinin ortaya çıkması, insanların 

çareyi tekrar doğal bitkisel ürünlerde aramasına neden olmuştur. Dünya geneline 

bakıldığında insanların büyük bir kısmının birçok alanda doğaya dönüş yapmakta ve 

alternatif-destekleyici tedavi yöntemlerinden en az birini kullanmaktadır. Dünya sağlık 

örgütü (WHO) verilerine göre gelişmekte olan ülkelerde insanların %80’nin (yaklasık 

3.3 milyar insan) geleneksel tedavi yöntemlerini kullandığını ortaya koymaktadır. 

Geleneksel halk hekimliğinde kullanılan bitkiler zamanla bilimsel bir süzgeçten 

geçirilerek yeniden değerlendirilmiş olup bitkilerle tedavi (fitoterapi) bir bilim dalı 

haline gelmiştir. Bitkilerin tamamının veya bazı bölümlerinin kullanılması ile 

hazırlanarak elde edilen doğal ilaçlarla hastalıkları bilimsel temele dayalı akılcı bir 

yaklaşımla önlemeyi ve tedavi etmeyi amaçlayan fitoterapi insanlık tarihinin bilinen en 

eski doğal tedavi yöntemlerindendir. Günümüzde de bu bilim dalı giderek gelişmekte ve 

daha fazla önem kazanmaktadır. Sentetik ilaçların neden olduğu ciddi yan etkiler de göz 

önüne alındığında kanser tedavisinde kullanılmak üzere bu doğal ürünlerin incelenerek 

yeni bileşiklerin belirlenmesi son derece önemli ve gerekli olmuştur. Hâlihazırda kanser 

tedavisinde kullanılan ilaçların %60’dan fazlası bitkisel kökenlidir (Cragg et al. 1997; 

Yue and Shu 1998; Jain et al. 2007; Aslantürk 2010). Catharanthus roseus’tan elde 

edilen vinkristin ve vinblastin (Cragg et al. 1994), bunların yarı sentetik analoğu olan 

vinorelbin (Newman et al. 2000), Podophyllum peltatum’dan elde edilen 

epipodophyllotoxin’in (epipodofillotoksin) yarı sentetik türevleri olan etoposide ve 

teniposide, Taxus brevifolis’dan elde edilen taxanlar (taksanlar) ve Camptoteca 

acuminata’dan elde edilen campothecinler (kampotesinler) kanser tedavisinde 

kullanılan bitkisel kökenli ilaçlara örnek olarak verilebilir (Cragg et al. 1994). Bitkisel 

kökenli maddelerin antikanser özelliklerinin araştırılması günümüzde halen daha devam 

eden güncel bir yaklaşımdır. 

Yapılan literatür taramaları sonucu Wintergreen yağının (WGO) N2a nöron hücreleri 

üzerine olan etkilerini değerlendiren herhangi bir araştırmaya rastlanmamıştır. Bu 

nedenle mevcut çalışmada Gaultheria procumbens bitkisinden elde Wintergreen 

yağının sağlıklı ve N2a NB’lı hücreleri üzerindeki etkilerinin in vitro koşullarda 
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araştırılması amaçlanmıştır. Beyin tümör hastalıklarının tedavisinde farklı bir yaklaşım 

ortaya çıkarabilmek amacıyla gerçekleştirilen bu tez çalışmasında, sitolojik ve 

biyokimyasal değişimler, sonuçları oldukça güvenilir ve geçerli 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 

araştırılmıştır.  
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Deney hayvanları kullanılarak yapılan çalışmalarda monoterpenlerin antikanserojenik 

özellikte oldukları rapor edilmiştir (Brunke 1986; Loza-Tavera 1999;  Seifired et al. 

2007; Demirci vd 2008).  

Rezene tohumu metanol ekstratı (FSME)’nın etkinliğinin araştırıldığı bir çalışmada 

FSME‘de en çok bulunan bileşiklerden estragole, gallik asit ve L- limonen’in meme 

kanseri ve karaciğer kanserine karşı antikanserojenik potansiyele sahip olduğu tespit 

edilmiştir. Aynı zamanda oksidatif stresi azaltabileceği ve reaktif oksijen türlerinin 

neden olduğu hasarlara karşı koruyucu olduğu rapor edilmiştir (Mohamad et al. 2011). 

Paulownia tomentosa bitkisinde bulunan Tomentodiplacone B (TOM B) bileşiğinin 

doğrudan insan monositik lösemi hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği 

bulunmuştur. Böylece antikanserojenik etki göstererek lösemi hücrelerin DNA 

sentezinin G1 faz ilerlemesini engellediği rapor edilmiştir (Kollár et al. 2011). 

Campêlo ve arkadaşlarının (2011) yapmış oldukları bir çalışmada anti-inflamatuar, 

antimutajenik, antiviral, antialerjik ve antikanserojenik özellikleri bilinen limonun 

(Citrus limon L.) merkezi sinir sistemi (MSS) üzerinde etkisi araştırılmıştır. C. limon 

esansiyel yağı önemli ölçüde farelerin hipokampusünde lipit peroksidasyon düzeyini ve 

nitrit içeriği azalttığı ve ayrıca indirgenmiş glutatyon (GSH) konsantrasyon seviyesini, 

süperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitelerini 

artırdığı gözlemlenmiş olup oksidatif stresin meydana getirdiği beyin hasarlarına karşı 

koruyucu etki gösterdiği de rapor edilmiştir. 

Limon otu (Cymbopogon citratus Stapf) esansiyel yağının dişi farelerde N-metil-N-

nitrosurea (MNU) ile oluşturulan lökosit DNA hasarına ve 7,12-dimetilbenzoantresin, 

1,2-dimetilhidrazin ve N-butil-N-(4-hydroksibütil) nitrozamin kimyasalları tarafından 
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indüklenen meme kanserine karşı antikanserojenik özellikte olup koruyucu etki 

sağladığı rapor edilmiştir (Bidinotto et al. 2010). 

Siklik monoterpen β-iyodin ve asiklik monoterpen geraniolün antikanserojenik etkileri 

bilindiği ve kolon kanseri üzerine  β-iyodin (16 mg/100g) ile geraniolün (25mg/100g) 

antikanserojenik etkilerinin araştırıldığı çalışmada geraniolün koruyucu olduğu fakat  β-

iyodinin antikanserojen etki göstermediği rapor edilmiştir (Vieira et al. 2011). 

Delta-3-Karen ve -pinen’in sitotoksik ve genotoksik etkilerinin insan akciğer 

adenokarsinoma hücreleri (A549) üzerinde etkisinin araştırıldığı bir çalışma da bu 

bileşiklerin 600mg/m
3
 ve 1800mg/m

3
 konsantrasyona kadar DNA hasarına yol açmadığı 

COMET yöntemi ile tespit edilirken eritrozin-B yöntemi ile de hücre canlılığı oranının 

değişmediği gözlemlenmiştir (Gminski et al. 2010). Wang ve arkadaşlarının (2012) 

yapmış oldukları bir diğer araştırmada ise insan yumurtalık kanseri (SK-OV-3 ve 

HO8910) ve hepatosellular karaciğer kanseri (Bel-7402) hücreleri üzerine -pinen’in 

anti-bakteriyal ve antikanser özellikleri değerlendirilmiştir. Yapılan MTT analizleri 

sonucunda -pinen’in güçlü sitotoksik etkiye sahip olduğu ve artan konsantrasyonu ile 

birlikte hücre canlılığını azalttığı rapor edilmiştir.  

Sebzelerde bulunan indol 3-karbinol ve diindol metanın meme, prostat, yumurtalık 

kanseri gibi hormana duyarlı kanser hücrelerinde antikanser etki gösterdikleri 

kanıtlanmış olup ayrıca limonen ve sineolünde antikanserojen oldukları rapor edilmiştir 

(Acharya et al. 2010). Bunlara ilaveten α-pinen, kanfor, timol, linalol, karvol, 

uroterpenol, sobrerol ve limonen gibi monoterpenlerin iyi bir antioksidan olduğu ve 

kanser gibi hastalıkların tedavisinin önlenmesinde önemli temsilciler olduğu rapor 

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

Mevalonoit türevli izoprenlerin tümör büyümesini baskılamadaki rollerinin araştırıldığı 

çalışmada 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 hücrelerinde tümör büyümesini 
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önlemede güçlü etkiye sahip oldukları rapor edilmiştir (He et al. 1997). Ayrıca perilil 

alkolün, insan baş ve boyun bölgesinde meydana gelen kanserlerin radyoterapi ve 

kemoterapi yöntemlerinde radiosensitizör olarak kullanılabilme potansiyele sahip 

olduğu ve bu konu üzerinde daha fazla çalışmanın gerekli olduğu belirtilmiştir (Samaila 

et al. 2004). 

Yoon ve ark. (2010) yapmış olduğu çalışmada ise D-limonen ve metabolitlerinin farklı 

tümörlere karşı antikanserojen etkileri rapor edilmiştir. Citralinin meme kanseri üzerine 

kanser önleyici etkilerinin araştırıldığı çalışmada kemoprotektif ajan olduğu rapor 

edilmiştir (Chaouki et al. 2009).  

Karvakrolün antikanserojenik etkilerinin araştırıldığı çalışmada da in vitro 

Leiomyosarcoma hücrelerinde karvakrolün antikanserojenik olduğu rapor edilmiştir. 

Yapılan bu çalışmada karvakrolün antikanserojenik etkisini belirlemek için hücrelere 

sırasıyla 90 µM ve 67 µM dozlarda karvakrol uygulanmıştır (Karkabounas et al. 2006).  

4-Metilbenzilidin-kamfor organik güneş koruyucusu olduğundan cilt kanserini 

önlemede yardımcı olabileceği rapor edilmiştir (Mueller et al. 2003). Artemisia 

capillaris bitkisinden elde edilen 1-borneol, kumarin ve akhilinin farelerde epidermal 

kanser tedavisinde antikanserojenik etkiye sahip olduğu gözlemlenmiştir (Kim et al. 

2008).  

Alfa-terpinen ve terpinolenin N-nitrosodimetilamin (insan için muhtemel karsinojen) 

kimyasalının zararlı etkilerini  %80 oranında azalttığı rapor edilmiştir (Sawamura et al. 

1999). Bir başka çalışmada N-nitrosodimetilamin kimyasalının sıçanlarda oluşturduğu 

yemek borusu kanserine karşı perilil alkolün koruyucu etkisi araştırılmış olup tümör 

oluşumunu tam anlamıyla inhibe etmediği rapor edilmiştir (Liston et al. 2003).  

Eucalyptus grandis bitkisinin yapraklarından elde edilen phlorogrucinol monoterpenin 

cilt kanseri hücrelerini inhibe ettiği rapor edilmiştir (Takasaki et al. 2000).  
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7,12-dimetilbenzoantrasinin (DMBA) sebep olduğu kanserlerin önlenmesine yönelik 

araştırmalarda sıçanlara 1000 ve 10000 ppm'lik d-limonen içerikli diet uygulanmıştır. 

Araştırma sonuçlarına göre 10000 ppm'lik d- limonen uygulanan sıçanlarda kanser 

oluşumunun %72 azaldığı rapor edilmiştir (Elegbede et al. 1984). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Kullanılan 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) 

- NaH2PO4, KH2PO4,  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, KCl (Merck, Darmstadt, Germany) 

- BME, Basal Medium (Eagle) (1X), liquid (GİBCO®, Grand Island, NY, USA) 

- B27® (GİBCO®, Grand Island, NY, USA) 

3.2. Kullanılan Laboratuar Gereçleri ve Cihazlar 

- Karbondioksitli doku kültür etüvü (Napco 6500-Su yelekli, Amityville, USA)  

- Etüv (Heraeus FB 420, Memmert, Germany, Nüve NF 200, Ankara) 

- İnvert 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) 

- Santrifüj cihazı (Model HN-S, USA, Nüve NF 200, Turkey) 

- Su banyosu (Nüve NB 5, Turkey)  

- pH metre (Accument model 220- Fischer Scientific, Handylab 2 BNC, Germany) 



31 

 

 

- Otomotik pipet (Finpipette Labsystems, Finland) 

- Buzdolabı (Arçelik ve Bosch) 

- Derin dondurucu (Sanyo Ultra Low, Japan) 

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

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

- 5 cc steril enjektör (Hayat tıbbi aletler, Turkey) 

- 12 ml hücre kültür tüpü (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 Hayvanları ve Nöron Kültürleri  

Bu çalışmada Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Araştırma ve Uygulama 

Merkezi'nden temin edilen yeni doğan Spraque Dawley cinsi deney hayvanları 

kullanıldı. Hayvanlar etik kurallara uygun olarak dekapite edildi ve izole edilen nöronlar 

hücre kültürü ortamında yaşatıldı. N2a nöroblastom hücre hattı Türkiye Şap 

Enstitüsü’nden temin edilmiştir.  

9 adet yeni doğmuş (24 saatini doldurmamış) yavru bireyler alındı. Batikonla 

yıkandıktan sonra steril ortamda dekapite edildi. Baş kısmında önce derisi ve kafatası 

kaldırıldı, ince beyin zarı da ayrıldıktan sonra korteks kısmı dikkatlice beyinden 

çıkarıldı. Korteks kısımları içinde HBSS bulunan tüplere konuldu. Tüpler etüve 

bırakıldı. Daha sonra tüpler sterilizasyona dikkat edilerek etüvden alındı. Dibe çökmüş 

olan beyinlerin üzerindeki HBSS döküldü. Steril petri kabına alınan beyinler 20 

numaralı bistüri ile makro parçalara ayrıldı. Parçalanan beyin parçalarının üzerine 1,5 

ml HBSS ile 0,3 ml tripsin eklendi (1/4 oranında). Enjektörle çekilip 15 ml'lik tüpe 

konuldu. Tripsinin mikro parçalama yapabilmesi için 35 dk.  etüvde bekletildi.  

Tripsinin parçalama etkisini durdurmak amacıyla DNAaz I'in bulunduğu kabın içine, 

tripsin ile muamele edilen korteksler eklendi. DNAaz I'in bulunduğu kabın içine %10 
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oranında Fetal Calf Serum eklendi. DNAaz I'in parçalamayı durdurarak tripsini 

dokulardan ayırması için 10 dk beklendi. Bu sıvının üzerine 6 ml HBSS eklendi ve 800 

rpm’de 19 dk santrifüj edildi. Dibe çöken beyinlerin üzerindeki HBSS döküldü ve 

üzerine 10 ml nöronal base medium konuldu. Üzerine nöronal base medium suplementi 

olan B27, 1/50 oranında eklendi. Üzerine 1/1000 oranında penisilin eklendi. 48'lik 

flaskların her odasına 180 µl kondu ve 37
0
C'de, %5 CO2 içeren etüve bırakıldı. 1 hafta 

sonra odalara yapışmış hücrelerin bulunduğu her odaya hacimlerinin 1/2 oranında 

nörobasal medium +B27+ antibiotik'den oluşan ekim ortamı eklendi ve nöron 

hücrelerinin flask tabanını kaplayacak ve mikroskop altında dallanma gösterecek kadar 

beklendi (Şekil 3.2). In vitro deneylerde WGO’nun yedi farklı dozu (10,25, 50, 75, 100, 

200 ve 400 mg/L) kullanıldı. Onuncu gün kuyucuklara farklı konsantrasyonlarda 

hazırlanmış olan WGO çözeltisi konuldu (şekil 3.1 ve 3.2). 

 

Şekil 3.1. Araştırmalarımızda kullanılan WGO örneği  
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Şekil 3.2. Nöron kültürü hazırlama aşamaları 

3.4. MTT Analizi 

1mL analiz tamponu (şişe #2) şişe #1 içerisine ilave edilip pipetle iyice karıştırılarak 

MTT reaktifi  (şişe #1) çözüldü. Tampon şişe #2'ye geri alındı ve kalan analiz tamponu 

ile karıştırıldı. şişe #1'in bütün içeriği çözülene ve şişe #2'ye aktarılana kadar tekrarlandı 

(Sonuç çözeltinin rengi sapsarı olmalıdır. Eğer sulandırılmış MTT reaktifinin tamamı 

bir analizde kullanılmayacaksa küçük parçalara ayrılıp ~20
0
C'de muhafaza edildiğinde 

hazırlanmış MTT reaktifi bir kaç ay stabil kalır. Tekrarlanan dondurulup çözme 

işleminden kaçınılmalıdır). 

Prosedür 

- Hücreler 48'lik plate'e bölme başına 100 µL kültür mediumu içerisinde 10a (a=5) 
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hücre bulunacak şekilde, muamele edilecek bileşikle birlikte ve muamele edilecek 

bileşikten yoksun olarak ekildi. Hücrelerin CO2 etüvünde 37
0
C'de 24 saat süre ile 

kültürü yapıldı. 

- Her bir bölmeye pipet aracılığı ile 10 µL MTT karışımı eklendi. 

- Dairesel karıştırıcıda 1 dakika hafifçe karıştırıldı. Hücreler CO2 etüvünde 3-4 saat 

37
0
C'de inkübe edildi. İnkübasyon sonucunda oluşan formazan bölmelerin dibinde koyu 

kristaller halinde görüldü. 

- Kültür mediumu hücre tabakasını dağıtmadan dikkatli bir şekilde her bir bölmeden 

aspire edildi. Alternatif olarak dibe yapışmayan hücrelerin çökmesi için aspire 

edilmeden önce plate 400x g'da 10 dakika satrifüjlendi. 

- Her bir bölmeye 100 µL Cistal Çözücü Solüsyon (şişe #3) eklendi (Bu solüsyon 

formazan kristalleri çözecek ve portakal renginde bir solüsyon oluşturacaktır). 

- Her bir numunenin absorbansı 570 nm' de microplate okuyucu kullanılarak ölçüldü. 

 

Şekil 3.3.  MTT solüsyonu eklenmiş plate’in üstten görünüşü  
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3.5. Toplam Antioksidan Kapasite 

TAK düzeyi tespiti ilk olarak Tomasch et al. (2001) tarafından uygulanan bir yöntemdir. 

Bu yöntem 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-sülfonat = ABTS
+
) radikal 

katyonunun oluşumunu inhibe edecek antioksidan kapasitenin tespitini temel 

almaktadır. Kültür ortamında tespit işleminde Rel Assay Diagnostics® firması 

tarafından üretilen TAS (Total Antioxidant Status) kitleri kullanıldı (Erel 2004). 

Kit Bileşenleri 

 

- Reaktif 1 Solüsyonu: 50 ml 

- Reaktif 2 Solüsyonu: 10 ml 

- Standart 1 Solüsyonu: 10 ml 

- Standart 2 Solüsyonu: 10 ml 

30 µl örnek içeren kuyucuklara 500 µl Reaktif 1 solüsyonundan eklenerek 660 nm'de ilk 

absorbans okundu. Daha sonra aynı kuyucuklara 75  µl Reaktif 2 eklenerek 10 dk. oda 

sıcaklığında bekletildi. Bekleme sonunda 660 nm'de ikinci absorbans değeri okundu. 

Elde edilen absorbans değerleri aşağıdaki formülde uygun şekilde yerlerine konularak 

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

TAK (mmol Trolox Equiv./L) = [ (ΔStandart 1’in değeri) - (ΔÖrneğin değeri] / [ 

(ΔStandart 1’in değeri) – (ΔStandart 2’nin absorbansı)] x 20 
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Şekil 3.4. TAK solüsyonu eklenmiş plate’in üstten görünüşü 

3.6. Toplam Oksidan Durum  

Toplam oksidan durum tam otomatik kolorimetrik bir yöntemdir. İncelenen numunede 

bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin yapısını ferrik iyona oksitlerler. Bu 

reaksiyonu ortamda bulunan gliserol yaklaşık üç kez hızlandırmaktadır. Asidik ortamda 

ferrik iyonlar ''xylenol orange'' ile renkli bir kompleks meydana getirirler. Numunede 

bulunan oksidanların miktarıyla ilişkili olan rengin yoğunluğu spektrofotometrik olarak 

ölçülerek değerlendirme yapılır. Çalışmamızda Rel Assay Diagnostics® firması 

tarafından üretilen TOS (Total Oxidant Status) kitleri kullanıldı (Erel 2004; Erel 2005). 

Kit Bileşenleri 

 

- Reaktif 1 Solüsyonu: 50 ml 

- Reaktif 2 Solüsyonu: 10 ml 

- Standart 1 Solüsyonu: 10 ml 

- Standart 2 Solüsyonu: 10 ml 

75 µl plazma örneğinin bulunduğu kuyucuklara 500 µl Reaktif 1 solüsyonundan ilave 

edilerek 530 nm’de ilk absorbansı okundu. Daha sonra aynı küvete 25 µl Reaktif 2 

solüsyonundan eklenerek oda sıcaklığında 10 dk. bekletildi. Bekleme sonunda 530 

nm’de ikinci kez absorbansı okundu. Elde edilen absorbans değerleri ve aşağıdaki 

formül kullanılarak mmol TOD düzeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi. 
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TOD (µmol H2O2 Equiv./L) = (ΔÖrneğin değeri/ΔStandart 2’nin değeri) x (Standart 2 

değeri) 

 

Şekil 3.5. TOD solüsyonu eklenmiş plate’in üstten görünüşü 

3.7. İstatiksel Analizler 

Araştırmalardan elde edilen sayısal verilerin istatiksel analizleri ‘’SPSS®, Version 15.0 

ile gerçekleştirildi. İstatiksel değerlendirme için One Way Anova Testi’ni takiben Post 

Hoc LSD testi kullanıldı. İstatiksel önemlilik düzeyi p<0.05 olarak kabul edildi. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. WGO Maruziyetinin In Vitro Şartlarda Oluşturduğu TAK Değerleri 

Kontrol grubu TAK değeri sağlıklı nöron hücre kültürleri için 34.5±5.0,  N2a 

nöroblastoma hücre kültürleri için 5.9 ± 0.6 olarak saptanmıştır. Sonuçlarımız kontrol 

grubuna kıyasla WGO’nın sağlıklı nöron hücre kültürlerinde 25, 50, 75 ve 100 mg/L 

konsantrasyonlarının TAK düzeyini yükselttiği tespit edilmiştir (Şekil 4.1). N2a 

nöroblastom hücre kültürlerinde ise WGO’nın sadece 25 mg/L konsantrasyonu TAK 

düzeyini yükseltmiştir (Şekil 4.1). Sağlıklı ve N2a hücre kültürlerinde artan 

konsantrasyonlarda gözlenen TAK düzeyleri azalmış ancak bu azalmalar istatistiksel 

açıdan önemli bulunmamıştır (P>0.05).  

 

 

Şekil 4.1.  In vitro koşullarda WGO’nın oluşturduğu toplam antioksidan kapasite 

değerleri  
(* sembolü P<0.05 anlam düzeyinde kontrol grubundan farklılığı ifade etmektedir).  
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4.2. WGO Maruziyetinin In Vitro Şartlarda Oluşturduğu TOD Değerleri 

Kontrol grubu TOD değeri sağlıklı nöron hücre kültürleri için 2,1±0,3, N2a 

nöroblastoma hücre kültürleri için 2,8±0,4 olarak saptanmıştır. WGO (tüm 

konsantrasyonlarda) ile muamele edilen sağlıklı ve NB’lı hücrelerde gözlenen TOD 

değerleri ile kontrol gruplarında gözlenen TOD değerleri arasında istatistiksel bir 

farklılık gözlenmemiştir (Şekil 4.2).  

 

 

Şekil 4.2.   In vitro koşullarda WGO’nın oluşturduğu toplam oksidan durum değerleri 

4.3. In Vitro Şartlarda WGO Maruziyeti Sonrasında Elde Edilen MTT Analiz 

Değerleri  

İn vitro koşullarda MTT analiz sonuçları bütün konsantrasyonlar için sağlıklı nöron 

hücre kültürlerinde 81,7 ± 4,1 ve N2a nöroblastom hücre kültürlerinde 84,8 ± 5,3 olarak 

bulunmuştur. WGO’nın 100, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonları sağlıklı nöron hücre 

kültürlerinde hücre yaşam oranını kontrole göre azaltırken düşük dozları (10, 25, 50 ve 

75 mg/L) çoğalmayı baskılayıcı bir etki göstermemiştir. Ayrıca nöroblastom hücre 

kültürlerinde 75 mg/L ve üzeri WGO konsantrasyonlarının canlı hücre sayısını kontrole 
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oranla önemli ölçüde azalttığı gözlenmiştir (şekil 4.3). 

 

Şekil 4.3.  WGO maruziyeti sonrasında gözlenen hücre canlılık yüzdeleri  
(* sembolü P<0.05 anlam düzeyinde kontrol grubundan farklılığı ifade etmektedir).  
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Mevcut tez çalışması kapsamında yürütülen biyokimyasal araştırmalar (TAK ve TOD 

analizleri) sonucunda WGO’nın düşük konsantrasyonları (25 mg/L) ile muamele edilen 

sağlıklı ve NB’lı hücre kültürlerinde TAK düzeylerinde belirgin artışlar gözlenmiştir. 

Üstelik bu artışlar sağlıklı nöron kültürlerinde 50, 75 ve 100 mg/L WGO 

konsantrasyonlarında devamlılık göstermiştir. Gurung (2007) yapmış olduğu 

çalışmasında WGO içeriğinde yer alan aktif bileşikleri tespit etmiş ve söz konusu 

bileşiklerin başta metil salisilât olmak üzere, α-pinen, mirsen, delta-3 karen, limonen, 

3,7- guaiadiene ve delta-kadinen olduklarını rapor etmiştir. Bulgularımız bu konuda 

literatürde kayıtlı olan sınırlı sayıdaki araştırmalara ait bulgular ile paralellik 

göstermektedir. İnsan sağlığının korunması ve hastalıkların önlenmesinde bitkilerin 

oldukça önemli rolleri olduğu oldukça fazla araştırma bulgusu ile ortaya konmuştur. Bu 

faydalı etkiler ile bitkilerin içeriklerindeki doğal bileşiklerin biyolojik aktiviteleri 

(antiinflamatuar, antilipoperoksidant, antioksidant vb.) arasında doğrudan bir ilişki 

bulunmaktadır (Ferrandız and Alcaraz 1991; Terao et al. 1994; Rice-Evans et al. 1995). 

Bitki muhtevalarındaki doğal bileşikler farklı mekanizmalar aracılığıyla [(I) serbest 

radikal oluşumu ile ilgili enzimleri inhibe etme, (II) metal iyonlarına bağlanma, (III) 

lipid peroksidasyonunu başlatan radikalleri giderme] antioksidan aktiviteler 

sergileyebilirler (Ben Sghaıer et al. 2011). Nitekim toplam WGO içeriğinin antioksidan 

etkinliği hakkında bilinenlerin sınırlı olmasına karşın önceki bulgular WGO içeriğinde 

bulunan metil salisilât (Zhang et al. 2011),  α-pinen (Medini et al. 2011), mirsen (Ciftci 

et al. 2011), delta-3 karen (Ennajar et al. 2009) ve limonen (Zeng et al. 2012) 

bileşiklerinin tek başlarına antioksidan etkili oldukları ortaya konmuştur.  

Araştırmamızda sağlıklı nöron ve N2a nöroblastoma’lı hücre kültürlerinde WGO 

maruziyeti sonrasında canlılığının belirlenmesi amacıyla MTT yöntemi kullanılmıştır. 

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue) 

kültür ortamındaki mitokondrial aktivitesi devam eden canlı hücrelerin kantitasyonunu 

sağlamakta olup sitotoksik ajanların etkinliğinin test edilmesinde sıklıkla 

kullanılmaktadır (Oktar 2009). Proje kapsamında test edilen WGO’nın 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 hakkında bilinenler oldukça sınırlıdır. Üstelik bu özütün sağlıklı nöron hücre 

kültürleri üzerindeki sitotoksik etki potansiyelleri ilk kez bu çalışma ile ele alınmıştır. 

MTT analiz sonuçlarımız WGO’nın (>100 mg/L) yüksek konsantrasyonlarının sağlıklı 

nöronlarda sitotoksik etkili olduğunu ortaya koymuştur. Bu doz seviyelerinde TOD 

düzeylerinin de yükselmemiş olması WGO’nın sitotoksisinde oksidatif stresin etkili 

olmadığını işaret etmektedir. Oksidatif stresin yanı sıra, önceki raporlarda bitkilerdeki 

doğal bileşikler tarafından ortaya konan sitotoksisitenin (I) proteozom inhibisyonu, (II) 

yağ asit sentezi inhibisyonu, (III) topoizomeraz inhibisyonu, (IV) fosfatidil-inozitol 3-

kinaz inhibisyonu, (V) hücre siklusunun engellenmesi, (VI) p53 birikimi, (VII)  c-fos ve 

c-myc ekspresyonlarının artışı gibi farklı mekanizmalar aracılığı ile de 

gerçekleşebileceği kaydedilmiştir (Constantınou et al. 1995; Lepley et al. 1996; 

Plaumann et al. 1996; Agullo et al. 1997; Chen et al. 1998; Kazı et al. 2004; Chen et al. 

2005; Brusselmans et al. 2005). WGO sitotoksisitesinin tam olarak anlaşılabilmesi söz 

konusu mekanizmaların in vitro veya in vivo model sistemlerde detaylı olarak 

araştırılmasını gerekli kılmaktadır.  

In vivo ve/veya in vitro koşullarda gerçekleştirilmiş olan önceki araştırmalarda artemisin 

(Tin et al. 2012), zerumbon (Mukarami et al. 2004), curcufenol (Rodrıgo et al. 2010), 

thieleanin (Taylor et al. 2008) ve izokostunolid (Chen et al. 2007) gibi terpen 

(seskiterpen) yapısındaki doğal bileşiklerin antikanser aktivitelerinin bulunduğu tespit 

edilmiştir. Seskiterpen veya monoterpen yapısındaki çeşitli bileşiklerinin antikanser 

aktivitelerini belirlemek üzere yürütülmüş olan çeşitli araştırmaların varlığına rağmen, 

proje kapsamında test bileşiği olarak kullanılan WGO’nın beyin dokularında antikanser 

aktivitesi henüz araştırılmamıştır. Mevcut çalışmada MTT testi kullanılarak WGO’nın 

nöroblastom hücre kültürleri üzerindeki antikanser aktivitelerinin varlığı incelenmiştir. 

Bileşiklerin sitotoksik etkileri ayrıca sağlıklı nöron kültürleri üzerinde de araştırılmıştır. 

Tez kapsamında yürütülen araştırmalar sonucunda antikanser etkinliği açısından 

WGO’nın potansiyeli yüksek bulunmamıştır. Tez kapsamında elde edilen önemli ve 

orijinal bulgulardan biri de WGO’nın N2a kanser hücrelerinde sağlıklı hücrelere oranla 

daha düşük konsantrasyonlarda hücre proliferasyonunu etkilemesidir. Ayrıca WGO’nın 

nöron kanser hücre hatlarında antikanserojen ajanlar olarak kullanılabileceği ilk kez 
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rapor edilmiştir. Yine bulgularımıza benzer şekilde bitki bünyesinde yer alan bazı 

seskiterpenlerin lösemi hücrelerinde kaspaz bağımlı apoptozisi tetikleyerek büyümeyi 

inhibe ettiği, fakat sağlıklı kan hücrelerinde zayıf sitotoksisite gösterdiği rapor edilmiştir 

(Cotugno et al. 2012). Psidium guajava L. bitkisinin yapraklarından elde edilen 

ekstrelerin kopaen içeriğine bağlı olarak prostat kanserine karşı antikanserojen etki 

gösterdiği ve tedavi amaçlı kullanılabileceği rapor edilmiştir (Ryu et al. 2012). Mevcut 

çalışmada, doza bağlı olarak, WGO’nun antikanser etkilerini sitokrom P-450 enzim 

sistemini inhibe ederek ya da enzimlerin izoformlarını uyararak sergilediği ve bu yolla 

endojen kanserojenlerin metabolik aktivasyonunu azaltmış olabileceği teklif edilmiştir. 

İlaveten tirozin kinaz ve siklin bağımlı kinazlar ile etkileşimi, apoptozun teşviki ve 

mutant p53 seviyesinin düzenlenmesi gibi biyolojik etkilerin kombinasyonlarında 

terpenlerin antiproliferatif aktivitelerine katkı sağlayabileceği kaydedilmiştir (Avıla et 

al. 1994; Ferry et al. 1996; Constantınou et al. 1998; Casgrande and Darbon 2000; Ben 

Sghaıer et al. 2011).  

Mevcut tez çalışmasında WGO’nın pro-oksidan, antioksidan, sitotoksisite ve 

antikanserojenite potansiyelleri TOD, TAK ve MTT testleri ile değerlendirildi. Elde 

edilen bulgular WGO’nın düşük konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesinin varlığını, 

yüksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkili olduğunu ortaya koydu. Ayrıca 

WGO’nın nöroblastoma hücrelerine karşı antikanser aktivitesinin bulunduğu tespit 

edildi. Tez kapsamında elde edilen bulgular ışığında farklı içeriklere sahip olabilen 

WGO’ların N2a beyin tümörü hücre hatlarında antikanserojenik aktivitelerinin 

multidisipliner yaklaşımlar ile belirlenmesiyle, beyin kanserlerinin tedavisinde yeni bir 

yaklaşımın önerilebileceği kanaatindeyiz.   
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