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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

AIDS . Edinsel Bagisiklik Yetmezligi Sendromu
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KENEVIR TOHUMU YAGININ ESANSIYEL YAG ASITLERININ BELIRLENMESI
VE AKCIGER KANSER HUCRESI UZERINDE IN VITRO OLARAK
ANTIKANSEROJENIK OZELLIGININ ARASTIRILMASI

ZEYNEP YAMAN

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisu
Biyoloji Anabilim Dali

68+ XI sayfa
2022

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Songiil AYDEMIR

Kenevir (Cannabis), ana vatan1 Orta Asya olarak bilinen ilk kiiltire edilmis
bitkidir. Bitkinin tim kisimlari kullanim kolayligi sagladigindan endiistriyel bir bitki
olarak taninmaktadir. Kenevirin meyvesi olarak bilinen tohum kismi ise “siiper gida”
olarak kabul edilir. igerisinde yiiksek oranda yag (% 35,5), karbonhidrat (% 27,6) ve
protein (% 24,8) bulunmaktadir. Oran1 % 35,5 olan yaglar ¢ogunlukla presleme yontemiyle
elde edilmektedir. Kenevir tohumu yagi iceriginde yag asitler (FA), esansiyel amino
asitlerce zengin proteinler, karbonhidratlar, vitaminler (E, C, Bl, B2, B3, B6) ve
mineraller (P, K, Mg, S, Ca, Fe, Zn) bulunmaktadir. Kenevir tohumu yagi, esansiyel yag
asitleri ve amino asit igerigi bakimindan ¢ok degerlidir. Tohum yagindaki esansiyel yag
asitlerinden (EFA) ise ¢coklu doymamis yag asitleri olarak bilinen linoleik asit (omega (®)
3) ve a-linolenik asit (omega (w) 6) ideal oranda (3:1) bulunmaktadir. Kenevir tohumu
yagi icerigindeki yag asidi sayesinde, c¢esitli metabolik hastaligin (kanser, norolojik
bozukluk, goz fonksiyonlari, kardiyoloji vb.) tedavisi igin olanak saglamaktadir.

Bu c¢alismada, kenevir tohumundan soguk presleme yontemiyle kenevir tohumu
yag1 eldesi yapilmistir. Elde edilen saf yag, 10 ml n-hekzan ve 0.5 ml 2 N metanol i¢eren
KOH ¢ozeltisi ile muamele edilerek elde ettigimiz metil ester tirevli yagin GC-
kromatogramu ile igerigindeki esansiyel yag asitleri tespit edilmistir. Elimizde bulunan
kenevir tohumu yagi drneginin sonucunu “Supelco Fame mix 37” standardinda belirtilen
referans noktali karsilastirildiginda 19 adet yag asidi belirlenmistir. Analizde elde edilen
sonuglarda ise en yiliksek yag asitleri oranlar1 sirasiyla; linoleik asit (LA) % 55,70, a-
linolenik asit (ALA) % 18,19, oleik asit % 14,12, palmitik asit % 6,49 ve stearik asit %
2,79 olmus diger yag asitler ise % 0,75’in altinda kalmistir. Bu yag asitlerden LA ve
ALA’nm hiicre biiytimesini diizenledigi, lipid peroksidasyonu, hiicre proliferasyonu ve
apoptoza stirikleme gibi antikanser etkileri oldugu ve oleik asidin ise kanser insidansini
azaltmasiyla bilinmektedir.
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Ayrica c¢alismada, kenevir tohumu yagmin akciger kanser hiicresi (A549) ve
saglikli akciger hiicresi (BEAS-2B) iizerindeki etkisi arastirilmigtir. A549 ve BEAS-2B
hiicreleri kiiltiir siselerinde besiyer ortaminda uygun yogunluga gelene kadar inkiibatorde
bekletildi. Kiiltiir sisesindeki hiicreler uygun yogunluguna ulastiktan sonra 96 kuyucuklu
plaklarda fakli yag konsantrasyolarina (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ ml, 50
mg/ml) maruz birakilarak sonuglar incelenmistir. Plak okuyucuda okunan plaklar kontrol
gruplar1  ile karsilastirmalar1  yapildiginda A549 ve BEAS-2B  hiicrelerinin
proliferasyonunda ciddi bir diisiis goriilmiistiir. Bu diisiin anlamli bir disiis oldugunu
belirlemek i¢in yapilan istatistik testi sonucunda A549 hiicrelerine uygulanilan tiim
konsantrasyonlarda p<0,05 oldugu saplanmis ve anlamli olarak kabul edilmistir. Ayrica
hiicre proliferasyonundaki diisiisiin apoptoz iniiklenmesini analiz etmek i¢in ise Flow
sitometri (akan Olger) yonteminde A549 hiicre hattina 10 mg/ml ve 25 mg/ml yag
konsantrasyonu uygulandi ve hiicre canliligin oranin en diisiik oldugu konsantrasyon 25
mg/ml (% 60,65) olmustur. Analiz sonucunda akan sitometrik grafigi sonuglarina
bakildiginda kenevir tohumu yag1 kanser hiicrelerini apoptoza siiriikledigi goriilmiistiir. Bu
sonuglara bakilarak kenevir tohumu yaginin igeriginde 19 esansiyel yag asidi icerigi
belirlenmis ve kenevir tohumu yaginin, akciger kanser hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu
diistirdigii ve hiicre hatlarin1 apoptoza stiriikledigi yani antikanserojenik etki yaptig
saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kenevir tohumu yagi, Esansiyel yag asitleri, Akciger kanseri,
Antikanser
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DETERMINATION OF ESSENTIAL FATTY ACIDS OF HEMP SEED OIL AND
INVESTIGATION OF ITS ANTICARCINOGENIC PROPERTY ON LUNG CANCER
CELL IN VITRO

ZEYNEP YAMAN

Inonu University
Graduate School of Nature and Applied Sciences
Department of biology

68+XI sayfa
2022
Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Songiil AYDEMIR

Hemp (Cannabis) is the first cultivated plant, the homeland of which is known as
Central Asia. It is recognized as an industrial plant, as all parts of the plant provide ease of
use. The seed part, known as the fruit of hemp, is considered a “superfood”. It has a high
content of fats (35.5%), carbohydrates (27.6%) and proteins (24.8%). Oils with a ratio of
35.5% are most often obtained by pressing. The content of hemp seed oil includes fatty
acids (FA), proteins rich in essential amino acids, carbohydrates, vitamins (E, C, B1, B2,
B3, B6) and minerals (P, K, Mg, S, Ca, Fe, Zn). Hemp seed oil is very valuable for its
content of essential fatty acids and amino acids. Seed oil, essential fatty acids (EFA) are
known as polyunsaturated fatty acids, linoleic acid (omega (®) 3) and a-linolenic acid
(omega () 6) the ratio (3:1) are there. Thanks to the fatty acid contained in hemp seed oil,
it is possible to treat various metabolic diseases (cancer, neurological disorder, eye
functions, cardiology, etc.) provides facilities for treatment.

In this study, hemp seed oil was obtained from hemp seed by cold pressing method.
The obtained pure oil was treated with 10 ml of n-hexane and 0.5 ml of 2 N methanol-
containing KOH solution, and the essential fatty acids in its content were determined by
GC-chromatogram of the methyl ester-derived oil we obtained. As a result of the hemp
seed oil sample we have, 19 fatty acids have been determined compared to the reference
points specified in the “Supelco Fame mix 37” standard. In the results obtained in the
analysis, the highest ratios of fatty acids, respectively; linoleic acid (LA) was 55.70%, a-
linolenic acid (ALA) was 18.19%, oleic acid was 14.12%, palmitic acid was 6.49% and
stearic acid was 2.79%, while other fatty acids remained below 0.75%. Of these fatty acids,
LA and ALA are known to regulate cell growth, have anticancer effects such as lipid
peroxidation, cell proliferation, and drift to apoptosis, and oleic acid is known to reduce the
incidence of cancer.

In addition, the effect of hemp seed oil on lung cancer cells (A549) and healthy
lung cells (BEAS-2B) was investigated in the study. A549 and BEAS-2B cells were kept
in culture bottles in the incubator until they reached the appropriate density in the medium.
After the cells in the culture bottle reached their proper density, the results were examined

X



by exposing them to different oil concentrations (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml,
50 mg/ml) in 96-well plates. A significant decrease in the proliferation of A549 and
BEAS-2B cells was observed when the plaques read in the plague reader were compared
with the control groups. As a result of the statistical test conducted to determine that there
was a significant decrease in this value, it was found that p<0.05 was found at all
concentrations applied to A549 cells and was considered significant. The decrease in cell
proliferation, apoptosis inuklenme also for analyzing flow cytometry (flow meter) cell line
A549 in the method 10 mg/mL and 25 mg/mL to the concentration of oil was applied, and
the cell viability ratio is the lowest concentration of 25 mg/ml (% 60,65) has been. As a
result of the analysis, when looking at the results of the flow cytometric graph, it was
found that hemp seed oil leads cancer cells to apoptosis. Based on these results, the content
of 19 essential fatty acids in the hemp seed oil was determined and it was found that hemp
seed oil reduces the cell proliferation of lung cancer cells and causes cell lines to apoptosis,
that is, has an anticarcinogenic effect.

Keywords: Hemp seed oil, Essential fatty acids, Lung cancer, Anticancer
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1. GIRIS

Kenevir (Cannabis) ilk kiiltiire edilmis bitkilerden biri olarak bilinmektedir. Ekimi
ve kullanimi uzun yillara dayandigindan tam olarak kokeni belirlenememistir. Ancak
filogenetik ve arkeobotanik c¢alismalar sonucunda elde edilen eski DNA (deoksiribo
niikleik asit) dizilimleri ve giiniimiizdeki modern DNA dizilimleri karsilastirildiginda
kokeni Orta Asya ve Hindistan’da M.O. 850 yilina kadar dayandig1 kabul edilmektedir.
Kenevir, tibb1 tedavi, lif, kagit, dini ritiieller, ilag gibi kullanim alanlar1 olan endiistriyel bir
bitkidir. Bu bitki biyoaktif metabolitler olan kannabinoidler, terpenler ve flavonoidler
adinda fazlaca kimyasal bilesikler icermektedir. Kimyasal iceriginde psikoaktif maddeler
bulunmasindan dolay1 yetistiriciligi denetim altindadir (Amaducci et al., 2015; Baser &

Bozoglu, 2020; Farinon et al., 2020).

Kenevir bitkisi psikoaktif maddeler icerse de, 400’den fazla kimyasal yapisi ve
19.yy sonlarinda belirlenilen farmakolojik 6zelligi sayesinde arastirmacilar arasindaki
ilgisini korumaktadir. Farmakolojik 6zelligi i¢in yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla bitkinin
yaprak, c¢icek ve tohumlarindan elde edilen bir kimyasal olan kannabinoidler dikkate
alinmig olsa da bitkinin meyvesi olarak bilinen tohumlar iizerinde yapilan detayli
caligmalar sonucunda besin degerinin yiiksek olmasi ve icerdigi bilesenler sayesinde tiim
ilginin tohum da toplanmasina olanak saglamistir. Saglikli bir kiginin yagamini devam
ettirebilecek tiim besin degerlerini tagidigindan zengin bir gida kaynagi oldugu iddia
edilmektedir. Tohumun igerigi incelendiginde ise igerisinde bulundurdugu kimyasallara ek
olarak, yag (% 35,5), karbonhidrat (% 27,6) ve protein (% 24,8) bakimindan zengin oldugu
bilinmektedir. Tohumda igerik olarak en fazla bulunan yaglar da, yiiksek oranda ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA) ve diisiik oranda doymus yag asitleri (SFA) bulundugu
karakteristik o6zellikleri sayesinde kesfedilmistir (Atakan, 2012; Farinon et al., 2020;
Glindiiz et al., 2020).

Kenevir tohumu yagi, esansiyel yag asitleri (EFA) ve aminoasit igerigi bakimmdan
cok degerlidir. Tohum yagindaki esansiyel yag asitlerinden ise ¢oklu doymamis yag asitleri
olarak bilinen linoleik asit (omega (®) 3) ve a-linoleik asit (omega (w) 6) ideal oranda

(3:1) bulunmaktadir. Bu yag asitlerini viicut da tiretilmedigi igin belirli oranlarda disaridan
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alinmasi gerekir, aksi takdirde bazi rahatsizliklara neden olabilir. Hastalik tedavilerinde c-
3/w-6 yag asitleri ise hastalik tiirline gore alinan oranlari degisim gosterir ve dogru
oranlarda alinan yag asitleri, kullanilan ilacin dozunu disiiriir. Bu nedenle ®-3/®-6 yag
asitlerinin orani, hastaligin gelisimi ve saglik belirleyicisi olarak oldukc¢a Oonemlidir. EK
olarak ®-3 yag asitlerinin ise antikanser, antiosteoporotik, kalp-damar sagligin1 korunmasi,
sinir sistemini korunmas1 vb. faydasi oldugu bilinmektedir (Turan et al., 2013; Yildirim &
Koca Caliskan, 2020). Ayrica kanser hastalar1 -3 yag asitlerini kemoterapi ve radyoterapi
sirasinda kullandiginda tedavinin hizini artirdig1 ve hastalarda goriilen halsizlik, zayiflama,

kas kayb1 gibi belirtilerini de yok ettigi ¢caligmalar sonucu kesfedilmistir (Ar1 et al., 2017).

Modern tibbin gelismesi ile birlikte kanser hastalar1 igin kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi yontemleri yerine yardimci alternatif tedavi yontemlerine yonelim baslamistir
(Baykara, 2016). Bu alternatif tedavi yontemlerinden biri de dikkatleri iizerine ¢eken
kenevir bitkisidir. Kenevir bitkisinin, kanser hiicrelerinde in vitro calismalarda bazi
sonuglara varilmistir. Bu sonuglardan bazilari; (1) kannabinoidler gégiis kanser hiicreleri
tizerindeki kannabinoid reseptorlerine (CB1/2) baglanarak antiproliferatif etki gostermistir,
(2) kannabinoidlerin, beyin kanseri hiicrelerinin migrasyon ile yayilmasini engelledigini ve
antiproliferatif etki yaptigi tespit edilmistir ve (3) akciger kanser hiicrelerinin kenevir
tohumu yaginda bulunan -3 ve gama-linolenik asit (GLA) yag asitleri sayesinde kanser
hiicrelerinin biiyiimesini yavaglatmaktadir (Balpmnar & Aytag, 2021; Unal, 2019).
Kannabinoidler kullanarak farkli kanser tiirleri ile hem in vitro hem de in vivo bir¢ok
caligma yapilmig, kannabinoidlerin kanser tiirlerine (akciger, deri, meme, prostat, beyin
vb.) kars1 antiproliferatif ve proapoptotik etkiler sagladigi gosterilmistir. Ek olarak
kannabinoidler; anjiogenez, metastaz, invazyon, ve hiicre gociinii engelleme yetenekleri
kesfedilmistir (Massi et al., 2013). Kannabinoidler ile yapilan umut verici ¢alismalar
sonucunda, agresif kanser hiicrelerine kars1 antikanser aktivitesi varligindan soz edilmeye
baslanmistir. Bazi in vitro c¢alismalar da, kannabinoid ¢esidi olan tetrahidrocannabinol
(THC) ve diger kannabinoidlerin meme kanseri, akciger kanseri, prostat kanserli, glimolar,
cilt kanseri vb. kanser tiirlerine karsida antineoplastik etki etme yeteneginin varligindan da

s0z edilmektedir (Nasir et al., 2017).

Diinyada kanser tanilarinin % 12,8’i ve kanserden Slenlerin % 17,8’ine akciger
kanseri neden olmaktadir (Subak et al., 2020). Akciger kanserine, % 94 oraniyla sigara, %
6 oraninda da yas, ik, cinsiyet, meslek, hava kirliligi, genetik, radyasyon gibi farkli

etkenler sebep olmaktadir (Alar & Sahin, 2012). Akciger kanserinin iki tipi bulunmaktadir.



Bunlar kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) dir. Bu kanser tiiriine cerrahi yontemler, kemoterapi ve radyoterapi ile tedavi
edilse de hastalarinin sagkalimi oldukg¢a diisiikk olmaktadir. Bu neden ile akciger kanserinin
genetik gelisimleri incelenmeli ve yeni tedavi yOntemleri arastirilmasi zorunlu hale
gelmistir (Zamani & Zamani, 2013). Akciger kanser tedavisi igin arastirilan yeni alternatif
yontemlerden biri ise kenevirdir. Bu yeni tedavi yontemi ile olumlu sonuglar elde
edilmistir. Sonuglardan biri ise A549 ve H460 akciger kanser hiicreleri bir kannabinoid
¢esidi olan kannabidioliin (CBD) bir in vivo ¢alisma sonucunda, CBD hiicrelerin canliligini
azaltmig ve akciger kanser hiicrelerinin metastaz yapmasini engelleyerek antimetastatik
ozellik gostermistir (Kis et al., 2019). Bunlara ek olarak kenevir tohumu yagi icerigindeki
antikanser Ozelligi bulunan linoleik asit ve a-linolenik asitin kanserli hiicrelere etki
etmesidir (Leizer et al., 2000).

Bu aragtirmada kenevir tohumu yagin i¢indeki esansiyel yag asitlerinin belirlenmesi
ve akciger kanser hiicreleri tizerindeki antikanser etkisi in vitro olarak arastiriimasi
amagclanmistir. Bu ¢alisma sonucunda narkotikle iliskilendirilen kenevir bitkisinin aslinda
tibbi bir ila¢ olarak kullanimindaki yararlarindan bahsetmek, ayrica kanser hastalar1 igin

yeni bir alternatif tedavi yontemlerine katki saglanmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kenevir (Cannabis)

Ulkemizde ‘kenevir’, ‘kendir’ ve ‘esrar’ olarak tanman, Ingilizcede ‘hemp’ olarak
isimlendirilen bir bitki olan kenevir, Cannabaceae familyasina ait; tohumlu, tek yillik,
otsu, cigekli ve dioikdir. Bitki 0.5-4 m arasi boy uzunluguna ulasabilmek de ve genellikle
iist ile orta kisim arasinda dallanmaktadir. Cigekleri ¢ift evcikli oldugundan erkek ve disi

cigekler farkli bireylerde goriiliir. (Arslan, 2018; Gore & Kurt, 2021).

Kenevirin anavatan1 Orta Asya olarak kabul edilmektedir. Ilk olarak lif {iretimi i¢in
ekimi yapilmig, daha sonradan c¢ay, merhem eldesi i¢inde kullanilmistir. Kenevirin Orta
Asya’dan Avrupa’ya gocii M.O. 1500 ve M.S. 500 kapsamaktadir. M.O 1500 yilinda
Hindistan’da tarim1 yapildig: bilinmek ile beraber ilk olarak narkotik amag¢h kullanilmistir

(Akgiil, 2014; Gonen, 2009).

Bilim insanlar1 arasinda, kenevir cinsinin tiir sayisi ve siniflandirilmasi tartigma
konusu olsa da bilim insanlarin biiyiik ¢cogunlugu keneviri {i¢ ana tiire ayirmislardir. Bu ii¢
tir ise Cannabis sativa, Cannabis indica ve Cannabis ruderalis (Sekil 2.1) olarak
bilinmektedir (Gore & Kurt, 2021). Kenevir tiirlerini morfolojik, kimyasal, genetik gibi
ozelliklerini inceleyen bazi botanikgiler ise C. indica ve C. rawralis’in bir tiir olmadigini,
C. sativa tiiriiniin ¢esitleri olduklarin1 savunmaktadir (Thomas & EISohly, 2016). C. sativa
tirti kiiltiir bitkisi olarak, C. indica icerigindeki tetrahidro kannabinoid (THC) oraninin
fazlaligindan dolay1 narkotik amagla kullanilmaktadir. C. ruderalis ise yabani bir tiir olup
dogada kendiliginden yetismektedir. Temelde farkliliklar1 birbirlerinden kolaylikla
ayrilabilen bu tiirler kendi aralarinda melezlenmesi sonucunda ara formlar olusturabilirler

(Pasl1, 2021).
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Sekil 2. 1: Kenevir bitkisinin ait tiirler (Gore & Kurt, 2021)

Kenevir bitkisinin ekimi sirasinda giibre ve bocek ilaglar1 kullanilmasina
gereksinim olmamasi, kok sisteminin olduk¢a giiclii olmast ve kurakliga karsi direngli
olmasindan dolay1r bir¢ok ortamda iiretim kolayligi sunmaktadir (Chang et al., 2021;
Yildirnm & Koca Caligkan, 2020).

Kenevir, ender bir bitki olarak olduk¢a ¢oklu kullanim alanlarina sahip endiistriyel
bir bitkidir. Gévde kismindan lif, tohumlarindan yag, yaprak ve ciceklerinden narkotik i¢in
iretimi yapilmaktadir. Tip alaninda da ¢ok fazla kullanim saglamasina ek olarak dogal
yasam malzemelerinde (¢at1, duvar, kagit, karton vb.) de kullanilmaktadir (Gonen, 2009).
Ayrica bu 6zellikleri disinda antibakteriyel 6zelligi sayesinde kullanimi i¢in oldukca ¢ekici

bir hal almaktadir (Andradas et al., 2021).

Kenevir bitkisi Cannabinoid (kannabinoid) adinda kimyasal maddeler igerir. Dogal
olarak iiretilen bu kimyasal madde kenevirin hem negatif hem de pozitif etkilerinden
sorumludur (Aldemir et al., 2020). Kenevir bitkisinden izole edilen kimyasallarin ¢gogunun
psiko-aktif bilesen olmasa da FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan psikoaktif
bir madde olarak siniflandirildigindan, 5000 yildan beri terapdtik etkisi bilinmesine
ragmen arastirmacilar tarafindan iizerine g¢alisilmasi ¢ok giic olmustur (Borgelt et al.,
2013). Kenevir, 1990 yilindan bu yana epilepsi, MS, HIV/ADIS ve kanser gibi 6limciil
hastaliklara alternatif terapotik bir tiriin olarak kullanildigi bilinmektedir (Singh et al.,
2021).



C. Sativa bitkisi, kannabinoid, terpen ve flavonoid dahil 500’den fazla sekonder
metabolit icerir (Singh et al.,, 2021). 21. yiizyihn ilact olarak da kabul edilen
kannabinoidler iceriginde tibbi bilesiklere sahiptir. Uzerinde birgok arastirma yapilmis
kannabinoidlerin insan viicudunda bazi ¢alisma mekanizmalar kesfedilmis ve tedavi i¢in

ilag olarak kullanilabilecegi kesinlesmistir (Atl1 et al., 2020)

Giliniimiizde kenevirin evcillestirilmis formu olan Cannabis Sativa L. sadece Asya
iilkeleri ile sinirli olmayip Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa ve Afrika
tilkelerinde de yaygin olarak tarimi yapilmaktadir (Farinon et al., 2020). Kenevir
tilkemizde pamuktan sonra en fazla tarimi yapilan lifli bir bitkidir (Giirel et al., 2000).
Ulkemizde, kenevirin kontrollii bir sekilde farkli iklim kosullarinda 19 ilde tarimmin

yapilmasina izin verilmistir (GTHB, 2016).

2.1.1 Kenevir bitkisinin govdesi

Govde kismi, 1-5 m aras1 uzunluga ve 1-6 cm arasi ¢apa sahiptir. Ayrica diiz ve i¢

kism1 oyuklu bir gévde yapist oldugu bilinmektedir (Sekil 2.2) (Tutus et al., 2020).
_ 1

Sekil 2. 2: Kenevir bitkisinin govde (sap) kismi ve lifli yapis1 (Tutus et al., 2020)

Kenevirin sapi, endistriyel lif yapimi olarak kullanim saglamaktadir. Lif miktar
sapin miktarindan daha fazladir. Bu 6zellik sayesinde kenevir ekimine tesvik icin sap

kismindaki liflerin varligi dikkat g¢ekici olabilmektedir. Kenevir sapinin verimliligini



arastirmak icin liflerin sekil ozellikleri mikroskop altinda detayli bir sekilde bakmak
gerekir. Ek olarak metan ve alkol eldesi igin de kullanilmaktadir (Li et al., 2013).

2.1.2 Kenevir bitkisinin kokii

Kenevirin kokii topragin yapist ve nemine gore farklilik gosterebilmektedir (Sekil
2.3). Gozenekli ve kuru topraklar kokii primer sekilde asagiya dogru biiylirken, sert ve
nemli topraklarda ise asagiya dogru bir biiylime goriilmez. Primer kokler 3 m, sekonder
kokler ise 80 cm derinligine kadar uzama goriilmektedir (Basbag & Ekinci, 2020). Genel
olarak olusan kok uzunlugu 140 cm’dir. Kenevir kokleri fazla suya maruz kalmamalidir.

Aksi takdirde gelisimi durabilmektedir (Ekinci et al., 2020).
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Sekil 2. 3: (A) az su ve yumusak toprakta yetisen kok. (B) ¢ok su ve sert toprakta
yetisen kok. (C) hafif yapili toprakta yetisen kok (Small, 2016).

2.1.3 Kenevir tohumu (cannabis seminibus)

Kenevir tohumu, yaklasik 3000 yildir insanlar ve hayvanlar tarafindan gida olarak
kullanilmaktadir. Ayrica antik Cin’de bes tahildan biri olarak simiflandirildig
bilinmektedir. Cin’de birka¢ kenevir tiirii, atistirmalik yiyecek olarak biiyiik olan tohumlar
secilmesi, insan tiikketimi i¢in kenevir tohumlar1 evcillestirildigine dair bir kanit

sunmaktadir. Son yirmi yilda 6zellikle kenevir tohumlarina olan ilgi artmistir. Kabuklu



tohumlar, konserve olarak veya vakumlanmis sekilde ragbet gormektedir (Cherney &
Small, 2016).

Kenevir tohumlar1 yaklasik olarak, 3-6 mm uzunlugunda, 2-4 mm eninde ve
tiirlerine gore gri, siyah veya yesilimsi renkleri olup ince kabuklu bir yapist vardir (Sekil

2.4) (Yildirim & Koca Caliskan, 2020).

Sekil 2. 4: Kenevir tohumu (cannabis seminibus) (Url-1, n.d.)

Kenevir tohumunun, yiiksek besin degeri nedeni ile eksiksiz bir besin oldugu
savunulmaktadir. Kenevir tohumu, kabugu soyularak yag, un ve protein tozu olarak
tiiketilmesi miimkiin olmaktadir. Tohumun genotipi ile yapilan ¢aligmalar ve cevresel
faktorler ile degisiklige ugramis olsa da, yag asitleri (FA), esansiyel amino asitlerce zengin
proteinleri, karbonhidratlari, vitaminleri (E, C, Bs, B,, B3, Bg) ve mineralleri (P, K, Mg, S,
Ca, Fe, Zn) bakimindan bir eksilme olmamistir (Cizelge 2.1). Ayrica kenevir tohumu,
iceriginde besin degerlerine zarar verecek bazi anti-besin bilesiklerinde bulundurmaktadir.
Bunlar, ¢evresel faktorlerden etkilenen biyoaktif peptitler, fenol bilesikler, karotenoidler,
fitosteroller gibi antioksidanlar ve biyoaktif bilesenler dir (Farinon et al., 2020; Karcier,
2021).



Cizelge 2. 1: Kenevir tohumunun (cannabis seminibus) besin igerigi (%) (Callaway, 2004)

Tohumda
Yag (%) 355
Protein (%) 24.8
Karbonhidrat (%) 27.6
Islaklik (%) 6.5
Enerji (kJ/100 g) 2200
Lif (%) 27.6

Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) incelemelerine gore, 28 gr
kenevir tohumunda, 161 kalori, 3.3 gr karbonhidrat, 9.2 gr protein, 12.3 gr yag, 2 gr lif,
15.4 mg E vitamini, 405 mg fosfor, 3.9 mg demir icerigi oldugu belirtilmistir. Bu yiizden
kenevir tohumu siiper gida olarak kabul edilir (Chauhan, 2021).

2.1.3.1 Kenevir tohumu proteini

Kenevir tohumu proteinleri kolaylikla sindirilmekte ve emilimi yapilmaktadir.
Kenevir tohumu proteinleri, yiiksek oranda benzersiz se¢ilmis depolama proteinleri olan
edestin ve albumin igerir. Bu proteinler esansiyel amino asitlerden olugsmaktadir. Edestin
proteini, tohum protein igeriginin yaklasik % 60-80’nin olusturmaktadir. Bu depolama
proteini yliksek oranda arginin ve glutamik asitleri tasir ayrica sindirimi oldukca kolay ve

temel tiim amino asitleri igerir (Galasso et al., 2016; Lan et al., 2019).

Kenevir tohumu proteinlerin igerdigi besin kalitesi bircok faktdrden
etkilenmektedir. Bunlar, amino asit bilesikleri, genotipteki degisimler, toprak verimliligi,
tohumlara hasat sonrast uygulanan islemlerdir. Ayrica kenevir tohumu protein yapisinda
bulunan proteinler, islem sirasinda antibesin bilesiklerden ve yiiksek 1s1 kullanilmasindan

etkilenmektedir (Galasso et al., 2016)



2.1.3.2 Kenevir tohumu yag1 (Cannabis semen oleum)

Kenevir tohumu igerisinde yaglar kiiciik kiiresel yapilar halinde bulunur. Bu tohum
yaglariin kiitlesi 0.5-2.5 uM arasinda yer alir. Yaglar proteine gomiilii tekli fosfolipit
tabakasindan olusan hidrofobik bir triagilgliserit (TAG) zarla cevrili ¢ekirdekten
olugsmaktadir (Garcia et al., 2021).

Tohumdan elde edilen yaglar, gida, biyoyakit, besin takviyesi ve ¢esitli endiistriyel
uygulamalar icin kullanilmaktadir. Kenevir tohumlari, vidali veya hidrolik presler

kullanilarak kenevir tohumu yagi elde edilebilir. (Cherney & Small, 2016).

Kenevir tohumu yagi, oda sicakliginda sivi halde, sar1 renginde ve yumusak bir tatta
sahiptir (Sekil 2.5). Yagi organoleptik 6zelligi, bitkinin yetisti§i yer, yagin ¢ikarilma
metotlar1 ve tohumun olgunlagsmasimna bagli olarak degisim gdstermektedir. Kenevir

tohumu yaginin, ticari yaglara oranla diisiik erime ve kaynama noktasi vardir (Dunford,
2020).

Sekil 2. 5: Kenevir tohumu yagi (Url-2, n.d.)

Cannabis sativa L. nin tohumundan elde edilen tohum yagi, besleyici, terapotik ve
biyoaktivitesi ile bilinir. Kenevir tohumu yagin1 % 80’ni PUFA (¢oklu doymamis yag
asitleri) olustur ve yiiksek oranda 6nemli ®-3/w-6 yag asitlerini olan linoleik asit (LA) ve
a-linolenik asit (ALA) bulunmakta ve igerigindeki FA sayesinde, ¢esitli metabolik hastalik
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(kanser, norolojik bozukluk, goz fonksiyonlari, kardiyoloji vb.) tedavileri i¢in sayisiz
potansiyel uygulama alan1 sunmaktadir. Kenevir tohumu yagi, yag asitlerine (FA) ek
olarak igeriginde mineraller, fosfolipitler, karotenler vb. bazi bilesiklerce de zengindir (Lan
et al., 2019; Mikulcova et al., 2017). Ayrica esansiyel amino asitin metabolitleri olarak
kabul edilen gamma-linolenik asit (GLA) ve stearidonik asit (SDA) tohum yagmnin
iceriginde bulunmaktadir (Dogan & Dogan, 2021). GLA ve SDA atopik dermatit (egzama)

ve bazi cilt hastaliklarinda semptomlar1 azaltmaktadir (Leson, 2003).

Kenevir tohumu yaginda fazla miktarda bulunan g¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA) ve esansiyel yag asitleri (EFA) insan viicudunda sentezlenmediginden giinliik
olarak ideal oranda besinler ile birlikte kullanildiginda saglik agisindan gelismeler ve
tyilestirme (kanin pihtilagsmasi, tansiyon, agri, 6dem, sindirim sistemi, bazt hormonlarin
yapilmasi ve viicut sicakliginin korunmasini) saglamaktadir. Kenevir tohumu yag1 besin
degerinin yiiksek olmasi nedeniyle gida bileseni olarak da biiyiik bir potansiyel
olusturmaktadir (Celebi et al., 2017; Garcia et al., 2021).

Kenevir tohumu yagi tasidigr fenol ve flavonoid igerigi sayesinde yiiksek
antioksidan kapasitesine sahiptir (Cerino et al.,, 2021). Antioksidanlarin, bagisiklig
giiclendirme ve kanser, kalp hastaligi gibi hastaliklar1 Onleme yetenekleri mevcuttur

(Cadenas & Davies, 2000).

Yag iceriginde eser miktarda da olsa kannabidiol (CBD) ve tetrahidro kannabinoid
(THC) kannabinoidleri bulunmustur. CBD orami lif ve yaglarda THC oraninda daha
yiiksektir. CBD’nin varligi 6nemsenmekte c¢linkli antikonviilsif, antimikrobiyal ve
antiepileptik oldugu kanitlanmig bir kimyasal bilesiktir. Yag icindeki CBD az olsa da
saglik alaninda birgok yarar elde edilebilir (Leizer et al., 2000).

2.2 Kanser

Kanser; klonalite, anaplazi ve metastaz yapma 6zellikleri ile tanimlanan bir hastalik
grubudur. Kanser tek bir mutant hiicreden gelisir (klonalite), g¢evre faktorlerinden
bagimsiz ve kontrolsiiz ¢ogalir (otonomi), diferansiye hiicre O6zellikleri kaybolmustur
(anaplazi) ve biyolojik davranislarina gore farkli zamanlarda metastaz yapan tiirler
olusturur. Kanser, tiim diinyada tarih boyunca insanlar ve hayvanlarin saghigini siklikla
tehdit etmektedir. Kanserin ilk teshisi M.O. 3000 yilina kadar dayandirilmaktadir. Kelime

olarak kanser, Latince “canker” ve “carcinos” kelimelerinden tiiremistir (Baykara, 2016).
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Glinlimiizde kanser vakalarin artiginin nedeni olarak, sanayilesmenin ¢ogalmasi ve
yagama sliresinin uzamasi olarak goriilmektedir (Gencer et al., 2021). Ayrica kanser
hastalig1 olan bireyler, kanser nedeni ile fiziksel, psikolojik ve sosyo-ekonomik sikintilar
yasamaktadir (Kavradim & Ozer, 2014).

Biitiin kanserler, DNA dizisinde olusan birka¢ anormallik sonucunda olusmaktadir.
Kanserin, % 10-15’in kalitsal olarak genler ile aktarildigi, % 85-90’nin ise gevresel
faktorler sonucunda DNA’nin mutajenler ile karsilagsmasi, replikasyon sonucunda olusan
degisimler gibi nedenlerden dolay1 ortaya ¢ikan bilen bir hastaliktir. Kalitmdan daha ¢ok
cevresel faktorlerin kansere yatkinhigr arttirdigi bilinmektedir. Ornegin, tiimdr baskilayict
genlerde olusabilecek herhangi bir deformasyon, karsilagtigi herhangi bir karsinojenik

(sigara vb.) etki bireylerde kansere yatkinlik artirmaya neden olur (Yokus & Cakir, 2012).

Kanser hiicrelerinin, kontrolsiiz ¢ogalma, farklilasma yeteneginin yok olmasi,
apoptoz yetenegini azalmasi, doku yapisinin bozulmasi gibi karakteristik &zellikleri
diizenleyen {ii¢ biyolojik (hiicre siklusu, apoptosis ve diferansiyasyon (farklilasma))
mekanizmalart bulunmaktadir. Bu 6zellikler kanser tipine gore sahip olduklar1 yolaklar
farkli etkiler gostermektedir. Sahip olunan bu farkliliklarda kanser hastalig1 i¢in bireysel
farklilig1 olusturur (Corn & El-Deiry, 2002).

2.2.1 Hiicre siklusu (dongiisii)

Hiicre siklusu (dongiisii), hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi igin programlanmis bir
dongiidiir. Hiicre dongiisiiniin siiresi hiicreler arasinda farklilik (1 dakika ile 1 sene arasi
degismekte) gosterebilmektedir. Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalar1 ve diizenlemesinde
olusan herhangi bir anormallik kanser olusmasini etkileyebilmektedir. Hiicre dongiisii
sirasinda olusan mutasyonlarin insanda c¢esitli kanserlere neden olmaktadir (Yokus &

Cakir, 2012).

Kanser ve normal hiicreler ¢ogalirken baz1 fazlardan gecer. Her hiicrenin ¢ogalma
stiresi ve hiz1 farklilik gosterir. Bu farkliiginda Go fazi belirler. Hiicre dongiisiiniin 5

kontrol noktasi bulunmaktadir. Fazlarin genel 6zellikleri (Sekil 2.6) ise;

Go (Gap 0), bu faz hiicrelerin dinlenme, durma, uyku siiresinin belirlendigi yerdir.

Hiicre yillarca bu fazda bekleyebilir.

G1 (Gap 1), bu fazda DNA sentezine hazirlik igin amino asitlerin, proteinlerin ve

RNA sentezi yapilmaktadir.
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S (sentez), bu faz ise DNA sentezinin yapildig yerdir.

G, (Gap 2), bu fazda da mitoz evresine ve boliinmeye hazirlik yapilir. Protein ve

RNA sentezi devam etmektedir.

M (Mitoz), bu faz son fazdir. Anafaz, telofaz, profaz, metafaz asamalarindan geger
ve sitoplazmik boliinme ile iki hiicre olusur. Hiicre bu fazdan sonra tekrar Go fazina geger

(Kurtman, 2018).

G2

Sekil 2. 6: Hiicre dongiisii fazlar1 (Kurtman, 2018)

Hiicre siklusunda bir faz bitmeden digerine gegilmez gecildigi takdirde hiicrede
hasar meydana gelmektedir. Bu olay ile karsilasilmamasi i¢in fazlar arasinda kontrol
noktalar1 bulunmaktadir. G1-S ve G,-M fazlar arasinda bulunan kontrol noktalari, hiicrenin
dongiiye devam edip edemeyecegini belirler. Kontrol gruplarini dogrudan etkileyen iki gen
grubu vardir (Cabadak, 2008). Bunlar;

1. Onkogenler, hiicrelerin kanserlesme siirecinde 6nemli rol oynayan genlerdir. Bu
genler, genellikle hiicre proliferasyonu ve farklilasmay1 diizenleyen proto-
onkogenlerin endojen veya eksojen mutasyonlar1 sonucu timdr olusmasi
yoniinde degisime ugrarlar. Onkogenler, hiicre proliferasyonunu ve apoptoz

stirecini diizenleyen proteini kodlamak ile gorevlidirler. Aktif hale geldiklerinde
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metabolizma igleyisi {lizerindeki bozulmalar ve klinik olarak goézlenebilecek
aksakliklar meydana getirebilirler. Onkogen aktivasyonlar1 cesitli yapisal
degisimler sonucu (kromozomal diizenleme, mutasyon, gen amplifikasyonu vb.)

olusur (Bireller Iplik & Cakmakoglu, 2018).

2. Tiumor baskilayict (stipresor) genler, normal hiicrelerde hiicre biiyiimesini
diizenleme ve tiimor gelisimini inhibe etmekten sorumlu genlerdir. Cogunlukla
tiimor baskilayict genler, hiicre dongiisiinii inhibe edebilir, hiicre farklilagsmasini
saglayabilir veya apoptozu tetikleyerek hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasini
engelleye bilmektedir. Ayrica bazi timor baskilayict genler, onkogenlerin
aktivasyonlarini inhibe ederler. Tiimor baskilayici genler, somatik mutasyonlar
(nokta mutasyonlari, delesyon vb.), translokasyon, epigenetik degisimler
nedeniyle fonksiyon kaybi, apoptoza karsi direng kazanma, kontrolsiiz
cogalmay1 tetikleyerek kansere yol acarlar (Kiigiiksayan et al., 2018). Timor
baskilayici olarak bilinen Rb (retinoblastom) ve p53 genleri hiicre dongiistinde
bazi kontrol noktalarinda bulunmaktadir. Rb geni hiicre dongiisii M fazindan G
fazina gegiste, p53 geni ise Gy fazindan S fazina geciste ve G, fazindan M
fazina geg¢is kontrollerin etki ettigi bilinmektedir (Akgiin et al., 2018).

Normal hiicreler, onkogenlerin aktiflesmesi ve timor baskilayict genlerin
inaktivasyonu sonucunda, kontrolsiiz ¢ogalma, kontakt inhibisyonun yok olmasi, invazyon

ve metastaz yeteneklerini kazanir ve anormal hiicrelere doniisiirler (Aliustaoglu, 2009).

2.2.2 Apoptoz

Programli hiicre 6liimii olarak bilinir. Hiicre, yaslandiginda, zararl hale geldiginde
kendi otonom mekanizmasi ile enerji harcayarak kendini 6ldiirme islemine apoptoz denir.
Her saniyede hiicrede yapim (mitoz) ve yikim (apoptoz) olaylar1 goriilmektedir. Bu olay
sekteye ugradiginda ¢esitli hastaliklara neden olur. Ornegin kanser hastalarinin hiicreleri
incelendiginde hiicre proliferasyonunda (hiicre ¢ogalmasi (yapim asamasi)) artis,
apoptozda ( hiicrenin programli 6liimii (yitkim asamasinda)) ise azalma goriiliir (Sekil 2.7)

(Kaya et al., 2012).
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Normal ‘

hiicre bélinmesi : .
A Hiicre intihan (Apoptoz)

Hiicre hasan—
onarilamaz

Kanserli
hiicre bélinmesi

ilk ikinci U;un D&rdiinci
yada
sonraki mutasyon

Kontrolsiiz biyime (kanser hiicresi)

Sekil 2. 7: (A) Mutasyon sonucu normal hiicrelerin izledigi yol. (B) Mutasyon sonucu
kanserli hiicrelerin izledigi yol (Berk, 2014)

Bir hiicre apoptoz sinyali aldiginda sirasiyla olusan metabolik ve fizyolojik olaylar;
e Hiicre komsu hiicrelerle olan iletisimi keser ve biiziisiir,
e (Ceckirdek biiziigiir ve kromatitler belirgin hale gelir,
e DNA zincirleri niikleozomlar tarafindan kesilir,

e Hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfolipitler i¢ ylizeyden ayrilarak dis yiizeye

transloke olur,
e (ekirdek pargalara ayrilir,
e Hiicre zan kiiciik cisimcikler halinde koparak uzaklasir,
e Ayrilan kiigiik cisimcikler fagosite edilir (Coskun & Ozgiir, 2011).
Apoptoz sirasinda rol alan genler;

e Bcl-2 gen ailesinin, bir kismi1 (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Boo vb.) apoptoz
inhibitorii, bir kisminda (Bax, Bak, Bad, Hrk vb.) apoptoz aktivitorii olarak
gorev yapmaktadirlar. Bcl-2 genlerinin trlinleri, ¢ekirdek zari, mitokondri ve
endoplazmik retikulum zar tizerinde tek baslarina yada baska proteinler ile bag

yaparak calisirlar.
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e p53 geni, bir tiimor baskilayici gen olarak calisir. Hiicresel hasarlarda DNA’ya
direk baglanarak hasar1 tanir ve onarim igin hiicre dongiisiinii G1 fazinda
durdurarak tamir mekanizmasini devreye sokar ve hasari tamir etmeye caligir.
Ancak hasar tamir edilemeyecek kadar fazla ise hiicreyi apoptoza siiriikler. p53
geni mutasyona ugradigi takdirde hiicrenin yasam siirecini uzatarak hiicrenin

kanserlesmesine yol agabilir.

e Kaspazlar, apoptozdan sorumlu sistein proteazlardir. Kaspaz enzimi ailesi
apoptozun baslamasi ve uygulanmasi i¢in Onemli rollere sahiptir. Sistein
proteaz olan kaspazlar aspartik asitten sonra gelen peptid bagim kirarlar. 100
farkli proteini hedef alarak apoptoza neden olurlar. Kaspazlar apoptoz sirasinda,
DNA tamiri ve replikasyonu i¢in kullanilan enzimleri inaktive eder ve hiicre
zarlarmin tomurcuklanmasim saglarlar (Celepli et al., 2020; Coskun & Ozgiir,

2011; Inci et al., 2009).

2.2.3 Anjiyogenez

Vaskiiler sistemin olusumu, vaskiilogenez ve anjiyogenez olarak iizere iki gesit
stire¢ goriiliir. Vaskiilogenez, embriyo gelisimi sirasinda kan damarlarinin farklilagmasini,
anjiyogenez ise yetiskin bireylerde kan damarlarinda tiireyerek yeni damar yolunun
olugsmasi siirecidir. Anjiyogenez, embriyonik gelisim, yara iyilesmeleri ve iireme
fonksiyonlarinda ¢ok onemlidir. Fakat tiimor gibi patolojilerde yeni damar gelismesi igin
proliferatif siireci yonetmektedir. Anjiyogenez atik maddeleri atmay1 ve besin destegi
vermeyeceginden timor yayilimi smirli (1-2 mm 6tesine gidemez) oldugundan solid

tiimorler ve metastazin yayilmasina yardimei olur (Celik & Mete, 2017).

Anjiyogenez tiimor hiicrelerinde, hiicreler tarafindan veya makrofajlar tarafindan
uyarilirlar. Anjiyogenez tiimor hiicreleri i¢in gerekli olan besin maddelerini, oksijeni ve
metastatik yayilimi saglamada olduk¢a onemli bir yer tutmaktadir. Tiimor hiicrelerinde
organize olma 6zelliginin olmamasi nedeni ile olusan damarlanma fonksiyonunda bozulma
veya farkli damarlanmalar meydana gelebilmektedir (Hamutoglu & Onder, 2017).
Anjiyogenezin timor yayilmasina ek olarak metastazi kolaylastirdigi klinik ¢aligmalar

tarafindan kanitlanmistir (Konukoglu & Turhan, 2014).
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2.2.4 Metastaz

Kanser hiicrelerinin bulunduklar1 dokudan baska bir dokuya, dogrudan veya kan-

lenf damarlariyla sigramasina metastaz denir. Kanserli hiicrelerin bulundugu koloniden

ayrilmasi molekiiler agidan zincir kirma reaksiyonu olarak kabul edilir. Clinkii normal ve

kanserli hiicreler birbirlerine hiicre disi1 protein ag1 (extracellular matrix) ile baglidirlar.

Metastaz yapan hiicreler bir sekilde bu bagi1 kirmayi basarirlar (Inci et al., 2012).

Metastazin olusum mekanizmas sirastyla (Sekil 2.8);

1.

Epitelyal-mezenkimal gecis (Lokal invazyon); tiimor hiicrelerinde patolojik
bir olaydir geri doniisiimsiizdiir. Bu siirecte hiicre-hiicre adezyonu
azalmaya, hiicre-ekstraselliiler matriks ¢oziinmeye ve hiicre polaritesi
azalmaya baslar. Tiimor hiicreleri ekstraseliiler matriks 6zelligini

kaybetmesi sonucunda primer yapili timor koloniden ayrilir.

Intravazasyon; primer yapidan ayrilan tiimor hiicrelerinin kan ve lenf
damarlarina gecmesidir. Bazi molekiiller aracilifiyla tiimdr hiicrelerine

gerekli besin ve oksijene ulagsmasi i¢in anjiyogenez baslar.

Dolasimda sag kalim; tiimor hiicrelerinin kiigiik bir kismu igin gegerlidir.
Ciinkii timor hiicrelerin biiylik bir kistm hemodinamik giligler ve immiin
sistem hiicrelerinin saldirisindan dolayr dolasimdan atilir. Dolasimda sag

kalan tiimor hiicreleri metastaz olusturabilirler.

Ekstravazasyon; dolasimdaki tiimor hiicrelerin kan ve lenf damarlarini
gecerek ilgili organa ulagsmasina denir. Tiimor hiicreleri ilgili organin damar
sistemine ulastifinda liimene yapisarak koloni olustururlar daha sonra

damara delerek organa ulasirlar.

Mikrometastaz; tiimor hiicresinin tutundugu organda hayatta kalabilmesi
icin gerceklestirmesi gereken olaylardir. Tiimor hiicrelerin gelecekte hiicre
proliferasyonunu saglayabilmek i¢in biliyiime faktorii gibi sinyaller

salgilamaya baslar.

Metastatik koloni olusumu; timdr hiicreleri, epitelyal-mezenkimal
olusumunun tersi islemler yaparak c¢ogalirlar ve organda makro koloniler

olusturmaya baslarlar (Ozkara et al., 2020).
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Sekil 2. 8: Metastaz olusum mekanizmasi (Ozkara et al., 2020)
2.2.5 Kanser tedavi yontemler
Genel olarak kanser tedavileri 4 yol ile gergeklestirilmektedir. Bunlar cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi ve alternatif tiptir. Bunlar;

e Cerrahi, kanserli doku ile birlikte invazyon riski tasiyan saglikli dokunun bir
kisminin alinmasidir. Fakat her durumda kullanilmast miimkiin olmayan bir

yontemdir.

e Radyoterapi, kanserli dokular iizerine bir miktar 151 verilmesiyle yapilan

bir tedavidir.
e Kemoterapi ila¢ kullanilmasiyla kanserli dokuyu tedavi yontemine dayanir.

e Alternatif tip ise marjinallige agik olunmasi gereken bir yontemdir. Bu
yontem uygulanan tedaviye destek amaci vardir. Ayrica giivenilir ve

etkinligi kanitlanmis ydntemler olmak zorundadir (Ozenoglu et al., 2013).

Kanser tedavilerinde, cerrahi, radyoterapi ve lokal kemoterapi uygulanmasi genel
yaklasimlardir. Bununla birlikte son yillarda tedaviler hastaya ve tiimor cesidine gore

degisim gostermektedir. Hedefe yonelik calismalar gelistirilmis tedavilerin kisilere
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uygunlugu biyobelirtecler sayesinde kanser tedavilerinde bireysellesmenin yolu acilmistir

(Yalgin & Sart, 2015).

2.2.6 Kanser olusum nedenleri

Kanserden korunma ancak ona sebep olan faktorlerden uzak durmakla miimkiin

olmaktadir. Kanserin olusmasinda, gevresel faktorler (UV, tiitlin, alkol, asir1 kilolu olma,

virtisler, gidalarda, fiziksel-kimyasal ajanlar vb.) genetik risk faktorleri gibi baslica

sebepler neden olmaktadir. Baz1 kanser tiirleri hem ¢evresel hem de genetik faktorler

neden olabilmektedir. Eger ki bir kanser olusumunda, neden olarak iki faktérde (¢cevre ve

genetik) etki etmiyorsa bu kanserin kendiliginden olustugunu sdylemek miimkiindiir

(Erdem et al., 2017; Giiran, 2005).

Baslica kanser olusum nedenleri;

Aile geemisi: Kanserin biiyiikk ¢ogunlugunu genetik mutasyonlar sonucu
olustugu bilinmektedir. Bu mutasyonlar sonucu da genetik materyal

ebeveynlerden ¢ocuga geger ve neslin geri kalaninda siklikla goriiliir.

Tiitlin kullanimi: Yapilan arastirmalar sonucunda tiim akciger kanserlerin %

85’ini ve Oliimlerin % 30’nu nedeni olarak sigara tiiketimi goriilmektedir.
Sigara igenlerin igmeyenlere oranla daha farkli kanser tiirlerine (akciger,

girtlak, bobrek, mide vb. kanserler) yakalanma riskleri yiiksektir.

Glines 15181 ve Radyasyon: Cildin erken yaslanmasina ve kansere yakalanma

riskini artirmasina yol agmaktadir. Fazla giines 1s1gina maruz kalinmasi
halinde gilines yamgi, kanserler, elastik ve kolajen proteinlerinin yok

olmasina yol agmaktadir.

Organik ve inorganik kimyasallar:  Yiiksek konsantrasyonlardaki

kimyasallarin tehlikeli oldugu ortaya ¢ikmasiyla saglik alaninda tehditlere
yol actiklar1 kesinlesmistir. Bu kimyasallarin kansere neden olan kimyasal
ajanlara ise karsinojen adi verilmektedir. Cevremizde analiz edilmis
yaklagik 30 bin kimyasal elementle (bocek ilaci, boya, arsenik, benzen vb.)

etkilesim halinde oldugumuzdan kanser riskleri artmaktadir.
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e Hormonlar: Ostrojen ve progesteron, Kalp Krizi, meme ve rahim kanseri,

felg ve kan pihtilagsma riskini artirdigi bilinmektedir (Parsa, 2012).

2.2.7 Kanser epidemiyolojisi

Kanser, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére 2019 yilinda diinya genelinde
Oliim sebeplerinin ikinci nedeni olarak gdsterilmekte yani kanser insidansi diinyada hizli
bir sekilde artmaktadir. 2020 yili Uluslararasi Kanser Arastirma Ajanst (GLOBOCAN)
verileri incelendiginde yaklasik olarak diinyada 19.3 milyon yeni varaka ve 10 milyon

oliim goriilmistiir (Sung et al., 2021).

2.3 Akciger Kanseri

Akciger kanseri, brons epitelinden koken alan, 60-70 yas araligindaki kadin ve
erkeklerde goriilme siklig1 ¢ok yiiksek olan bir kanser tiiriidiir. Geng yetiskinlerde goriilme
sikligi (50 yas alt1 % 5-10) oldukea diisiiktiir. Erkeklerde ve kadinlarda birlikte goriilmesi
sebebiyle diinyada en ¢ok oldiiriicii kanser tipi olarak bilinmektedir. Akciger kanserinin
bas nedeni olarak sigara goriilmektedir (Alar & Sahin, 2012; Ergelen & Cimsit, 2000).
Giliniimiizde uygulanan tibbi tedaviler sonucunda hasta kisinin ortalama 5 yil sagkalim

oran1 % 16’y1 kapsamaktadir (Ustiiner & Entok, 2019).

Akciger kanseri, Kkitlenin bulundugu yere goére semptomlarda degisiklik
gostermektedir. Fakat ¢cogunlukla, hirilti, hemoptizi (agizdan kan gelmesi), gogiis agrisi,
kilo kaybi, ates, halsizlik, kemik agris1 ve oOksiiriik gibi semptomlart bulunmaktadir.
Akciger kanseri semptomlar1 biiyiik dlgiide spesifik olmayip, kronik olarak devam eden
solunum yolu hastaliklar ile karistirilma olasiligi ¢ok yiiksek oldugundan tanisinin

yapilmasi ¢ok giictiir (Birring & Peake, 2005; Ergelen & Cimsit, 2000).

Farkl1 kanser tiirlerinin tedavilerinde, kanser biyolojisi iizerine yapilan ¢alismalarda
olumlu gelismeler olsa da akciger kanseri tedavisi i¢in yapilan kanser biyolojisi
calismalarindan elde edilen gelismeler yeterli bulunmamaktadir. Ciinkii akciger kanseri,
diinya genelindeki kanser oliimlerin baslica nedeni olmaya devam etmektedir (Arthur et

al., 2020).

Akciger kanseri, tiimoriin olustugu yere gore periferik ve santral olmak iizere ikiye

ayrilir. Bunlar;
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1. Periferik yerlesim, akciger kanserlerin % 42’lik kismini olusturur, olusan

kitleler her boyutta olabilir, segmentlerinin kdkeni bronglardan gelmekte ve
ilk basta 1-3 cm arast smurlart belli yuvarlak sekilde nodiillerden

olusmaktadir.

2. Santral yerlesim, brons i¢i veya perihiler kitle olarak goriiniir, brons iginde

bulundugunda brons duvarinda kalinlagsma, polipoid lezyon, liimen

daralmasi gibi bulgular ile hastalik teshisi yapilir (Balc1 & Altay, 2014)

Akciger kanseri etiyolojisinde en biiyiik pay sigaraya diisse de ¢evresel faktorler
(radyoizotoplar, aromatik hidrokarbonlar, nikel, krom, formaldehitler vb.), genetik
faktorler, yas, cinsiyet, tiikketilen gidalar tetikleyici olarak bilinmektedir (Giinbatar et al.,
2012).

Akciger kanseri 2 ana grupta toplanir. Bu iki grup ise kiiciik hiicreli dis1 akciger

kanseri ve kiigiik hiicreli akciger kanseri olarak isimlendirilir (Isitmangil, 2013).

2.3.1 Kiigciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)

Kiigiik hiicreli dig1 akciger kanseri (KHDAK), akciger kanseri vakalariim % 80°lik
kismi1 olusturmaktadir. KHDAK tanis1 konmus hastalarin genellikle evre 3 (lokal ileri) ve
evre 4 (metastatik) safhalarinda dir. KHDAK i¢in tedavi yontemini segmek biiyiik 6nem
tasir. Erken evrelerde tanis1 konan hastalik igin cerrahi miidahale uygulanir. Ileri evrelerde
ise kemoterapi ve radyoterapi tedavileri uygulanir. Bu hastalarda sagkalim orani gok
diisiiktiir ve durumlar kotiidiir (Balta et al., 2013; Ceylan et al., 2009).

2.3.2 Kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK)

Akciger kanserlerinin % 15°ni  Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK)
olusturmaktadir. KHAK solunum yolu ve sindirim sisteminde ikinci bir timor olugsmasina
yiksek oranda neden olmaktadir. Tedavisi i¢in kemoterapi ve radyoterapi birlikte
kullanilmast uzun bir sagkalim elde edilebilmektedir. Tedaviden sonra sag kalim orani 2
yil i¢in % 30’ dur. Fakat bu tedavi olma sirasinda ikinci primer tiimor olusma riski gok
fazladir (Basoglu et al., 2013; Ergen et al., 2015).

KHAK ’nin, ikinci primer olusumunun hizli olmasi, uzak metastaza erken ulagsmasi,
kemoterapiye ve radyoterapiye dramatik yanitlar vermesinden dolayi KDHAK’dan
farkliliklar1 vardir (Ergen et al., 2015).
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2.3.3 Akciger kanserinin epidemiyolojisi

Kanser, 2020 yilinda yaklasik olarak 10 milyon Olimiin nedeni olarak
bilinmektedir. Akciger kanseri ise 2020°de en fazla vaka siralamasinda 2.21 milyon ile 2.

sirada, en fazla 6liim siralamasinda 1.80 milyon ile 1. sirada yerini almaktadir (Sung et al.,

2021).
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3. MATERYAL-METOT

3.1 Kullamlan Materyaller

3.1.1 Aletler ve cihazlar

Hiicre kiiltliri ¢alismalari, hiicre proliferasyon ¢alismalari, flow sitometri (akan
Olger) ile apoptozis yontemi, MTS testi ve yag asitlerinin belirlenmesi deneyleri igin

kullanilan aletler ve cihazlar ¢izelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3. 1: Calismada kullanilan ekipmanlar

u-Plate 96 Well Black

GC-2010 Plus Gaz Kromatografisi

Inkiibator

Su Banyosu

+40 °C, + 20 °C, -20 °C ve -80 °C Derin Donduruculari

Laminar Akisli Kabin

Hassas Terazi

Inverted (Ters) Mikroskop

Pipet (Pipet Takimi, serolojik pipet ve Pipetor)

Vorteks

Kiiltiir siseleri ( Plastik Flakslar)

Plastik Santrifiij (Falkon, eppendorf) Tiipii

Spektrometre

23



3.1.2 Kimyasal maddeler

Hiicre kiiltlirii ¢aligmalari, hiicre proliferasyon ¢alismalari, flow sitometri (akan
Olger) ile apoptozis yontemi, MTS testi ve yag asitlerinin belirlenmesi deneyleri igin

kullanilan kimyasal maddeler ¢izelge 3.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 3. 2: Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Marka

Besiyer PAN High glucose DMEM besiyeri (L

glutamin igeren)

Fetal Bovin Serum (FBS) PAN Heat inactivated FBS
Tripsin-EDTA PAN % 0,25 Tripsin-EDTA
Kaspaz G7790 Promega Apo-ONE

Homogeneous Caspase-3/7 assay kit

n-Hekzan Sigma
Potasyum Hidroksit (KOH) Sigma
Yag asitleri standardi Supelco Fame Mix 37

3.1.3 Hiicre hatlan

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan

(ATCC) temin edilen hiicre hatlari ¢izelge 3.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 3. 3: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan hiicre hatlari

Hiicre Adx Kategorisi Firma

Insan Akciger Kanser Hiicre ™
A549 - ATCC (CCL-185™)
1Z1S1

Insan Akciger Hiicre
BEAS-2B ATCC (CRL-9609™)
Dizisi

3.1.4 Besiyerler ve soliisyonlari

Kenevir tohumu yaginin eldesi

Kenevir tohumu yag1 soguk sitkim yontemiyle elde edildi. Bu yontemin yapilmasi
icin ilk 6nce kenevir tohumlart 30 °C ‘de kurutuldu. Kuruyan tohumlarin yagim
cikarabilmek icin ogiitiildii. Ogiitme isleminin ardindan preslenerek (soguk pres) elde
edilen yag 2 ile 7 giin arasinda dinlenmeye birakildi. Dinlenen yagda olusan partikiiller bez
filtreden gegirerek berrak bir hale getirildi. Elde edilen berrak yag analizlerde kullanilmak
iizere 20 °C’de sakland: (Sekil 3.1) (Aladi¢ et al., 2014; Jian et al., 2018).

Sekil 3. 1: Soguk pres yontemiyle elde edilen kenevir tohumu yagi
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Kenevir tohumu yaginin konsantrasyonun hazirlanilmasi

Kenevir tohumundan elde edilen saf yagin hiicre hatlar1 tizerindeki etkileri
incelenmesi i¢cin DMSO icinde kenevir tohumu yagi c¢ozdiirilerek 100 mg/ml

konsantrasyon hazirlandi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3. 4: 100 mg/ml konsantrasyonun hazirlanmasi i¢in kullanilan degerler

Kenevir Tohumu Yagi 0,19r

DMSO 1ml

Kiiltiir ortamu icin hazirlanilan besiyer

Dulbecco’s Modified Eagle’s Besiyeri (DMEM) (L glutamin igeren) igerisine, % 10
fetal bovin serum (FBS) ve antibiyotik ¢ozeltisi eklenerek hiicre kiiltlirii igin gerekli

besiyer hazirlandi.
3.2 Metotlar

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii cahismalari

Hiicre hatlarimin ¢ozdiiriilmesi

Calismada kullanilacak, % 10 DMSO (Dimetil Siilfoksit) ve % 1 FBS (Fetal
Bovine Serum) igeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Besiyer) dondurma
besiyerinde bulunan A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 -80 °C dondurucudan ¢ikartilarak, 37
°C su banyosunda calkalanarak 1-2 dakika iginde ¢6zdiirme islemi uygulandi. Hiicre hatlar
¢oziildiikten sonra, hiicre hatlarinin i¢inde bulundugu eppendorf tiiplerine % 70 etanol
puskiirterek dekontamine edildi. Laminar akigh kabinde, eppondorf tiipiindeki hiicre hatlar
serolojik pipet ile iginde DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Besiyer) bulunun falkon
tiiplerine alindi. Falkon tiipleri 15 dakika 1500 RPM’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
falkon tiiplerinin siipernatant kismindaki DMSO (Dimetil Siilfoksit) ve DMEM hiicrelere
zarar vermemesi i¢in ortamdan uzaklastirildi, pellet kismindaki hiicre hatlar1 ise

kullanilmak iizere falkon tiipiinde birakild: (isan et al., 2016).
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Falkon tiipiinde kalan hiicre hatlarmin devamliligini siirdiirmek igin, {izerine
DMEM besiyerinden 5 ml kadar eklenerek pipetaj yapildi. Falkon tiipiindeki DMEM ve
hiicreler, T-25 cm?’lik kiiltiir siselerinin i¢ine aktarildi. Kiltiir siseleri, 37 °C, % 95 nem ve
% 5 COy’e (karbondioksit) ayarli inkiibatdre yerlestirildi (Isan et al., 2016).

Kiiltiir sigelerinde hiicrelerin, devamlilig1 ve calisma i¢in yeterli yogunla erisene
kadar 2-3 giinde bir pasajlama islemi uygulandi. Pasajlama igin kiiltiir siselerinde besiyer
uzaklastirildi ve daha sonra siselerin tabaninda kalan hiicreler 2 ml’lik PBS (Phosphate-
Buffered Saline (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi)) ile yikandi. Kiiltiir siselerinin tabanina
yapiskan halde bulunan hiicreleri kaldirma iglemi igin Tripsi-EDTA siselere ilave edilerek
2-3 dakika 37 °C’de bekletildi ve kiiltiir sisesine tutunan tiim hiicreler tamamen kalkmasi
saglandi. Daha sonra hiicreler kiiltiirii siselerine taze besiyer eklenerek 37 °C, % 95 nem ve
% 5 CO,’e ayarli inkiibatore yerlestirildi (Iplik & Cakmakoglu, 2020).

Bu ¢ozdiirme ve pasajlama islemi sirasiyla, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan

(ATCC) temin edilen A549 ve BAES-2B hiicre hatlari i¢in yapildi.

Hiicre kiiltiirii

A549 ve BAES-2B hiicre kiiltiirlerinin, 24 saat araliklariyla hiicreler inverted
mikroskobunda morfolojik yapilari ve yogunluklari incelendi. Kiiltiir siselerinin tiim
ylizeyi hiicreler ile kaplanana kadar kiiltiir siselerindeki besiyer degistirildi. Tim yiizey
alan1 hiicrelerle kaplanmasiyla serolojik pipet ile kiiltiir siselerindeki besiyer aspire edildi.
Kiiltiir siselerinde kalan kiiltlir ortamindaki, hiicresel atiklar ve kalan besiyer atiklari
uzaklastirmak i¢in PBS ile yikandi. PBS ile yitkamadan sonra kiiltiir sislerinin yiizeylerinde
yapigskan bir sekilde kalan hiicre hatlarin1 kaldirmak i¢in hiicre kiiltiiri siselerine 1 ml
tripsin-EDTA (% 0.05 tripsin & % 0.02 EDTA) eklenerek ¢alkalandi. Tripsin-EDTA
icinde bulunan kiiltiir giseleri inkiibatorde yaklasik 2-3 dakika bekletildikten sonra taban
yiizeylerine yapismis hiicre kalmadi. Kiiltiir sigselerindeki hiicre hatlar1 igerisinde DMEM
eklenmis falkon tiiplerine alinarak 1500 RPM’de 15 dk santrifiij edildi ve falkonun
stipernatant kismi atildi. Falkon tiiplerinde kalan pellet kismina DMEM eklenerek farkli
kiiltiir ortamlarinda kullanilmak i¢in hazir hale getirilmis oldu (Salva, 2019).

27



3.2.2 Hiicre proliferasyon analizi

A549 ve BEAS-2B hiicre hatlari, 1x10* hiicre yogunluguna ulastiklarindan sonra
hiicreler, DMEM ile 100 pl kuyucuklu 96’11 kiiltiir plaklarina (u-Plate 96 Well Black)
ekimi yapildi. EKimi yapilan 96 kuyucuklu plaklar, 37 °C, % 95 nem ve % 5 CO,’¢ ayarli
inkiibatorde 24 saat bekletilerek hiicrelerin plaklarin yiizeyine yapismast beklendi. 24
saatin sonrasinda 96 kuyucuklu plakta bulunan kontrol grubu kuyularina sadece hiicre ve
DMEM, pozitif kontrol grubu kuyularinda ise hiicre, DMEM ve DMSOQO, deney grubu olan
kuyularinda da hiicre, DMEM ve 100 mg/ml’lik stok konsantrasyonundan sirasiyla 1
mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml ve 50 mg/ml kenevir tohumu yag1 soliisyonu
aktarildi (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6). Hazirlanilmis plaklar 37 °C’lik inkiibatore
yerlestirildi (Citti et al., 2019; Petrovici et al., 2021).
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Cizelge 3. 5: u-Plate 96 Well Black plaklarin da, A594 hiicre hatlar1 izerinde kullanilan
konsantrasyonlar

Plak siitunlar: Konsantrasyonlar

Normal Kontrol grubu A594 hiicre hatlar1
DMEM besiyeri

Pozitif kontrol grubu A549 hiicre hatlar1
DMEM besiyeri
DMSO

1. Deney grubu A549 hiicre hatt1

DMEM besiyeri
1 mg/ml kenevir tohumu yagi

konsantrasyonu

2. Deney grubu A549 hiicre hatt1
DMEM besiyeri
5 mg/ml kenevir tohumu yag1

konsantrasyonu

3. Deney grubu A549 hiicre hattt
DMEM besiyeri
10 mg/ml kenevir tohumu yag1

konsantrasyonu

4. Deney grubu A549 hiicre hatt1
DMEM besiyeri
25 mg/ml kenevir tohumu yagi

konsantrasyonu

5. Deney grubu A549 hiicre hattt
DMEM besiyeri
50 mg/ml kenevir tohumu yagi

konsantrasyonu
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Cizelge 3. 6: u-Plate 96 Well Black plaklarin da, BAES-2B hiicre hatt1 iizerinde kullanilan
konsantrasyonlar

Plak siitunlar: Konsantrasyonlar

Normal Kontrol grubu BEAS-2B hiicre hatti
DMEM besiyeri

Pozitif kontrol grubu BEAS-2B hiicre hatt1
DMEM besiyeri
DMSO

1. Deney grubu BEAS-2B hiicre hatt1

DMEM besiyeri
1 mg/ml kenevir tohumu yagi

konsantrasyonu

2. Deney grubu BEAS-2B hiicre hatt1
DMEM besiyeri
5 mg/ml kenevir tohumu yag1

konsantrasyonu

3. Deney grubu BEAS-2B hiicre hatti
DMEM besiyeri
10 mg/ml kenevir tohumu yag1

konsantrasyonu

4. Deney grubu BEAS-2B hiicre hatt1
DMEM besiyeri
25 mg/ml kenevir tohumu yagi

konsantrasyonu

5. Deney grubu BEAS-2B hiicre hatti
DMEM besiyeri
50 mg/ml kenevir tohumu yagi

konsantrasyonu
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3.3 In Vitro Calismada Kullanilan Testler

3.3.1 MTS testi

Sitotoksisite ve proliferasyon testlerinde canli hiicreleri analiz etmek igin kullanilan
kolorimetrik bir yontem olan, Cell Titer 96® AQueous One Solution Hiicre Proliferasyon
Testi kullanildi. CellTiter 96® AQueous One Solution, tetrazolyum bilesigi (3-(4,5
dimethylthiazol-2-yl) -5- (3-carboxymethoxy phenyl) -2- (4-sulfophenyl) -2H- tetrazolium,
inner salt (i¢ tuz); MTS) ve elektron birlestirme reaktifi (fenazin etosiilfat; PES)
soliisyonlar igerir. MTS tetrazyum bilesiginin ¢alisma prensibi, hiicre kiiltiirii ortaminda
coziinerek renkli formazan iirline indirgenmesi ile olusan rengin dl¢lilmesine dayanir. Bu
indirgenme olayi, aktif hiicrelerden dehidrogenaz enziminin irettigi NADPH ve NADH
araciligiyla gergeklestirir. MTS yonteminde canli hiicre sayisini belirlemek igin plak

okuyucu spektrometrede 490 nm absorbans degeri ile dl¢iiliir.

96 kuyucuklu plaklarda MTS tetrazyom bilesigi kullanilmadan once
kuyucuklardaki besiyer uzaklastirildi. Uzaklastirma nedeni ise besiyerin fenol kirmizi

igeriginin absormans degerini etkilemesini 6nlemektir.

Cell Titer 96® AQueous One Solution hiicre proliferasyon testi iiretici tarafindan
belirlenen protokole uygun kullanildi. ilk olarak, -20 %C’lik dondurucudan ¢ikarilan
soliisyon oda sicakliginda 90 dk (37 °C su banyosunda 10 dakika) bekletilerek ¢oziinmesi
saglandi. 96 kuyucuklu plaklarin her kuyucuguna, soliisyon reaktifinden 20 pl pipetlendi.
Pipetle plaka 37 °C, % 5 CO, atmosferde 4 saat inkiibatérde bekletildi. 4 saatin sonunda
inkiibatorden ¢ikarilan plaklar, plak okuyucu spektrometrede 490 nm absorbans da
okumasi yapildi (Riss et al., 2016).

3.3.2 Flow sitometri (akan dlger) ile apoptozis yontemi

Flow sitometri (akan hiicre olger) cihazi yaygin olarak, onkoloji, immiinoloji,
mikrobiyoloji gibi alanlarda kullanilmakta olup bu cihaz boyalar ile isaretlenmis
siispansiyonlarin i¢inde bulunan hiicrelerin lazer isiklarin onlinden gecerek yaydiklari
sinyalleri fotodedektorler yardimiyla toplanarak analiz edilmesi prensibine dayanir. Akan
hiicre 6l¢er cihazi sayesinde hiicrelerin sayisini, cogalmasini, proliferasyonu gibi hiicreler

igin birgok 6zellik hakkinda bilgi verebildigi igin kullanildi (Gelmez & Deniz, 2020).

31



A549 hiicrelere uygulanan 10 mg/ml ve 25 mg/ml konsantrasyonlarindaki hiicreler
tizerinde hiicre 6liimii agisindan nasil bir etki olusturdugunun gézlemlenmesi kapsaminda,
apoptotik hiicre Sliimiiniin gergeklestigine dair bir delil sunan ve hiicre 6liimii sebebiyle
hiicrelerin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserin molekiillerine baglanarak apoptotik
hiicrelerin goriiniir hale gelmesine imkan saglayan FITC ile konjuge olabilen Anneksin V
ve Pl boyama yontemleri kullanilmistir. Elabscience Annexin V-FITC/ Pl apoptoz
belirleme kit protokoliine gore biitiin asamalar izlenerek protokole uygun olarak deneyler

gergeklestirilmistir.

A549 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu hiicreleri ve belirlenen konsantrasyonlarda (10
mg/ml ve 25 mg/ml) uygulanan hiicrelerin mikroskop altinda kontrolleri ardindan
hiicrelerin toplanmasina gecildi. Hiicrelerin {izerinde bulunan besiyerleri, kontrol grubu
hiicreleri ve konsantrasyonlar (10 mg/ml ve 25 mg/ml) uygulanan hiicreler i¢in ayr1 olarak
isimlendirilmeleri yapilan falkon tiipleri hazirlandi. Hiicre kiiltiir siselerinin yiizeyinde
bulunan hiicrelere 1 ml tripsin/EDTA ile muamele edildi. Bir siire beklemenin ardindan
hiicrelerin kalkma durumlarina mikroskopla bakildi ve hiicrelerin kaldirilmasiyla falkon
tiipler santrifiije alindi. 300 g’da 5 dakika santrifiij sonrasi, supernatant uzaklastirildi ve
pellet halinde bulunan hiicrelerin PBS ile yikanmasi islemine gegildi. PBS ile hiicrelerin
yikanmasi iki kez yapildi ve hiicreler supernatanttan arindirdiktan sonra hiicrelerin {izerine
500 pl Annexin V Binding c¢alisma soliisyonu eklendir. Ardindan kiiltiirii siselerindeki
(kontrol grubu ve deney gruplart (10 /mg/ml ve 25 mg/ml)) hiicrelerin {lizerine 5 pl
Annexin V-FITC ve 5 ul Pl boyasi eklendi ve 15 dk inkiibatorde bekletildikten sonra akan
olger cihazi ile 6l¢limii ve analizi yapildi (BD Biosciences, USA) (Aljadani et al., 2020).

3.4 istatistiksel Degerlendirme

In vitro olarak gerceklestirilen hiicre proliferasyon deneylerinde sitotoksik etki
sonuclar1 degerlendirmesinde, kenevir tohumu yaginin, A549 ve BEAS-2B hiicre
hatlarindaki etkileri Student t testi kullanildi. Analiz sonucunda bulunan p degerleri
0,05’den kiigiik (p<0,05) oldugunda deney sonucu istatistik olarak anlamli kabul edildi
(Ruxton, 2006).
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3.5 Kenevir Tohumu Yagin Yag Asitlerinin Belirlenmesi

Kenevir tohumu yagimin kromatografik analiz icin hazirlanmasi

Kenevir tohumu yagi 20 C’den cikarilarak 1 saat oda sicakliginda bekletilerek
kullanilmaya baslandi. Kenevir tohumu yagindan 0.1 gr yag 15 ml'lik falkon tiipiine alindi.
Falkon tiipine 10 ml n-hekzan eklendi. Kapak kapatilarak kuvvetlice vortekste ¢alkalandi.
Calkalanmadan sonra lizerine 0.5 ml 2 N metanol iceren KOH ¢ozeltisi eklendi. Kapak
kapatilarak tekrar kuvvetlice vortekste Karistirildi. Ust faz berrak olana kadar bekletilerek
(1-2 saat, karanlik ortamda bekletilmeli) kromatografik kullanima hazir hale gelmis oldu

(Decorti et al., 2015).

Gaz kromatografi analizi

Yag asitleri kompozisyonu kromatografik cihazlarla belirlenmesinde genel olarak
Gaz Kromatografi-Alev Iyonlastirma Dedektorii (GC-FID) enstriimental analiz sistemi
kullanildi. Kenevir tohumu yaginin, yag asidi analizleri i¢in 6nceden soguk sikim
yontemiyle ile elde ettigimiz ve metil esterleri tiirevine doniistlirdiiglimiiz yag Ornegi
karanlik ortam da 1-2 saat araliginda bekletilmesi sonucu iist fazda kalan berrak kisim
manuel olarak, 2 mI’lik renkli (amber) viale enjektor ile GC kolon sistemine transfer edildi
(Da Porto et al., 2012).

Esansiyel yag asitlerini belirlemek i¢in kullanilan kromatografik cihazimiz ve gaz

kromatografi cihazin ¢alisma kosullari gizelge 3.7°de belirtildigi gibidir.
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Cizelge 3. 7: Gaz Kromatografi sisteminin galisma kosullar

Sistemler

Calisma Kosullarn

Analiz I¢in Kullanilan Cihaz

GC-2010 Plus

Kolon JW scientific DB 23 (30m x 0.25 mm id X
0.25um film kalinlig1)

Dedektor FID

Enjektor Hacmi 1 uL

Enjeksiyon Sicakligi 250 °C

Tastyic1 Gaz Helyum (He)

Akis Orant 0.9 mL/dk

Enjeksiyon Modu Split

Split Oran 1:100

Manuel olarak kolona enjekte edilen vialenin i¢indeki yag damlaciklar1 kolonlardan

helyum gazi sayesinde hizla gecebilmektedir. Kenevir tohumu yagindaki, yag asitlerinin

belirlemek i¢in sistem de belli sicakliklara maruz kalinmaktadir. Kullanilan GC’deki

sistemlerin ulagabildigi maksimum degerler ¢izelge 3.8 de belirtilmistir.

Cizelge 3. 8: GC-2010 Plus Enstriimental sistemin sicaklik programlari

Sistem Sicakhig1

Derecesi

Enjektor Blogu Sicakligi

230°C

Kolon Sicaklig1 140 °C 5 dk, sonrasinda 4 °C/dk 240 °C’ye
ulasild1 ve bu sicaklikta 15 dk bekletildi
Dedektor Sicaklig 240°C
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GC sisteminde metil esterli yag asitleri analizi igin trans-cis, omega-3 ve omega-6
yag asitlerini de igeren 37’lik standart bir mix tercih edilmektedir. Yag asit
kompozisyonunun hesaplamasi i¢in kullanilan 6rnegimiz “Supelco Fame mix 37’
standardidir. Bu mix’den elde edilen GC-FID kromatograminin 37 yag asidi bileseninin
alan dagilimi bulunmaktadir (Cizelge 3.9)(Sekil 3.2).

Esansiyel yag asitlerinin belirlenmesi ise yag asidi metil ester kompozisyonu yiizde
(%) alan cinsinden yapilmistir. Hesaplama 37 yag asidi bileseninin alan dagilimi referans

alinarak karsilastirma yapildi.
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Sekil 3. 2: “‘Supelco Fame mix 37’ standart karisimi i¢in elde edilen GC-FID
kromatogrami
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Cizelge 3. 9: ‘Supelco Fame mix 37’ standart karisiminda bulunan yag asitleri, alikonma
zamanlar1 ve miktarlar

Sirasi Clkl(s dil)lreSl Alan Yogunlugu | Formiil Adi Yag Asiti
1 12.646 106040 23244 C4:0 Biitirik Asit
2 13,460 107276 27851 C6:0 Kaproik Asit
3 14,869 123431 31644 C8:0 Kaprilik Asit
4 17,145 132987 32668 C10:0 Kaprik Asit
5 18,635 67843 16094 C11:0 Undekanoik Asit
6 20,323 139319 32850 C12:0 Laurik Asit
7 22,156 67320 15786 C13:0 Tridekanoik Asit
8 24,077 142414 32344 C14:0 Miristik Asit
9 25,835 68210 14831 C14:1 Miristoleik Asit
10 26,021 67857 15532 C15:0 Pentadekanoik Asit
11 27,790 81049 16151 C15:1 C'S'lo'p‘fg;?tdekano'k
12 27,966 225088 48513 C16:0 Palmitik Asit
13 29,451 70429 14905 Cl6:1 Palmitoleik Asit
14 20,847 47771 10407 C17:0 Heptadekanoik Asit
15 31,352 71876 14320 C17:1 C'S'lo'h‘f;?tde"kano'k
16 31,742 146321 29939 C18:0 Stearik Asit
17 32,653 73540 14499 C18:In9t Elaidik Asit
18 33,077 148076 20412 C18:In9c¢ Oleik Asit
19 34,035 58960 11690 C18:2n-6t Linolelaidik Asit
20 34,968 66897 12920 C18:2n-6¢ Linoleik Asit
21 35,372 151739 30202 C20:0 Arasidik Asit
22 36,394 62523 11690 C18:3n6 Gama-linoleik Asit
23 36,640 73396 14417 C20:1 cis-11-eikosenoik Asit
24 36,947 54661 5601 C18:3n3 Linolenik Asit
25 37,110 170615 27248 C21:0 Henoikosanoik Asit
. cis-11,14-
26 38,533 69642 13079 C20:2 sikosadiermik Asit
27 38,877 152263 28488 C22:0 Behenik Asit
_ Cis-8,11.14-
28 40,027 62162 10792 C20:3n6 sikosadiongik Asit
29 40,224 72308 13888 C22:1n9 Erusit Asit
30 40,687 77160 14507 C20:3n3 cis-11,14-17-
eikosatrinoik Asit
31 40,789 51074 9493 C23:0 Trikozanoik Asit
32 41,250 61309 10287 C20:4 Arakidonik Asit
. cis-13,16-
33 42,295 53287 9375 C22:2 dokosadionoik Asit
34 42,651 149039 25105 C24:0 Lignoserik Asit
35 43.898 51542 8079 C20:5n3 _C1s58,11,14,17-
eiksosapentaenoik Asit
36 44214 69520 11876 C24:1 Nervonik Asit
, Cis-4,7.10,13.16,19-
37 50,653 46593 5038 C22:6n3 | oo
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Proliferasyon Bulgulan

Bu in vitro ¢alismada A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina uygulanacak kenevir
tohumu yagmin uygulanacagi maksimum konsantrasyonu belirlemek igin plaklara 50
ug/ml, 100 pug/ml, 200 pg/ml konsantrasyonlari eklenerek, bu ii¢ derecelendirme arasinda
hiicrelerin canliliklar1 tizerindeki etkisine bakildi ve ciddi bir etkisi olmadig goriildi. Bu
sonug tizerine kenevir tohumu yaginin yiiksek konsantrasyonlarda kullanmamaya karar

verildi.

Calismamizda kullanilacak konsantrasyon dereceleri 1 mg/ml ile 50 mg/ml
arasindaki konsantrasyonlart olarak karar verilerek deney gruplari hazirlanmistir.
Boylelikle A549 ve BEAS?2 hiicrelerinin bu konsantrasyonlarda canli hiicrelerin yiizdelik

olarak hesaplanabilmesi i¢in MTS testi yapilmistir.

4.1.1 A549 hiicre proliferasyonundaki degisimler

A549 hiicreleri 3.2.2°de belirtildigi gibi 96 kuyucuklu plaklara ekimi yapildiktan
sonra, inkiibatorde 24 saat inhibe edilen hiicreler inverted mikroskobuyla morfolojisi
incelendi (Sekil 4.1). inceleme sonrasinda hiicrelerin proliferasyonun test etmek i¢in MTS

testinden elde edilen veriler yiizdelik olarak hesaplanmistir.

A549 hiicreleri 3.3.1’de anlatilan yontem izlenerek MTS testi i¢in hazirlandi. 20 pl
CellTiter 96® AQueous One Solutionu eklenen 96 kuyucuklu plaklar 4 saat inkiibatorde
bekletildikten sonra plak okuyucudan 490 nm’de alinan absorbans degerlerini 7 farkl

konsantrasyon ortami i¢in hiicre canlilig1 yiizdelik olarak hesaplandi (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 1: Normal kontrol (A), pozitif kontrol (B), 1 mg/ml (C), 5 mg/ml (D), 10 mg/ml
(E), 25 mg/ml (F), 50 mg/ml (G) plaklarinin inverted mikroskobunda goriiniimii.
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Sekil 4.2°de gosterilen verilere gore, normal kontrol (NK) grubundaki hiicre
canlilig referans olarak kabul edilerek yiizdeligi % 100 olarak belirlendi. Referansa esas
alindiginda pozitif kontrol (PK) grubumuzda hiicre canliligi % 18, deney gruplar1 (mg/ml)
konsantrasyonlarindaki hiicre canlilig1 oranlar ise; 1. Deney grubunda (1 mg/ml) % 39; 2.
Deney grubunda (5 mg/ml) % 30; 3. Deney grubunda (10 mg/ml) % 31; 4. Deney
grubunda (25 mg/ml) % 29 ve 5. Deney grubunda (50 mg/ml) % 27 olarak 6lgiilmiistiir.
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% Hiicre Canlihigi

2

o

Sekil 4. 2: Kenevir tohumu yagi ekstresinin A549 hiicrelerin proliferasyon etkisi (%
bliylime inhibisyonu)

A549 hiicre hatlarinin tizerine uygulanan, normal kontrol grubu ve pozitif kontrol
grubu Olctimlerine bakildiginda hiicrelerimizin, normal kosullar altinda ¢alistigi ve DMSO
gibi kanser hiicrelerinin canliligini azaltan bir bilesikle muamele edildigi takdirde canh
hiicre sayilarinda ciddi bir azalma oldugu goriilmektedir. Deney gruplarina bakildiginda
kullanilan kenevir tohumu yagi konsantrasyonun orani arttikga (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10

mg/ml, 25 mg/ml ve 50 mg/ml), canli hiicre oranin yiiksek oranda azaldig1 saptanmuigtir.

A549 hiicre hatlarinin proliferasyonunda olusan azalmalar istatistiksel olarak

Student t testi yardimiyla incelenmis ve bulunan oran (p degeri) 0,05’den kii¢iik olanlar
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anlamli kabul edildi (Sekil 4.3). Istatistiksel olarak A549 hiicre proliferasyonundaki
diistislerin anlamliligint hesaplamak i¢in deney gruplari (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25
mg/ml ve 50 mg/ml) ile kontrol grubu oranlar1 kiyaslanmistir. Biitiin deney gruplari,
kontrol grubu kiyaslanmasi istatistiksel olarak p<0,05 degerine gore anlamli oldugu
bulunmustur. 1 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml ve 50 mg/ml deney gruplarin daki p degerleri
degerlerin ise 0,001” den diisiiktiir. Bu deney gruplarmin (1 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml ve
50 mg/ml) p<0,001 olmas1 ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir fark olusturdugu anlamina
gelmektedir. A549 akciger kanser hiicresine, kenevir tohumu yagi konsantrasyonlarin
sitotoksik etki yaptigi goriilmiistiir. Bu bulgulara bakilarak akciger kanser hiicrelerinin

canliliklarini azaltmaya yonelik olumlu bir yanit verdigi kesinlesmistir.
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Sekil 4. 3: A549 hiicre hattina uygulanan konsantrasyonlarin kontrol grubuna bakilarak
student t testine gore anlamlilik istatistigi (* p<0.05, ** p<0,001 olarak kabul edilmektedir)

4.1.2 BEAS-2B hiicre proliferasyonundaki degisimler

BEAS-2B hiicrelerinin 3.2.2°de belirtildigi gibi 96 kuyucuklu plaklara ekimi
yapildi. Ekimi yapilan 96 kuyucuklu plakalar, inkiibatorde 24 saat bekletildikten sonra
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inverted mikroskobu ile morfolojisi incelendi. Daha sonra, in vitro ¢alismasi igin 3.3.1°de
anlatilan prosediir izlenerek MTS testi igin 96 kuyucuklu plaklart hazirlandi. 20 ul
CellTiter 96® AQueous One Solutionu eklenen 96 kuyucuklu plaklar 4 saat inkiibatorde
bekletildikten sonra plak okuyucudan 490 nm’de alinan absorbans degerinde 7 farkli
konsantrasyon ortamlarinda bulunan BEAS-2B hiicrelerin canliliginin yiizdelik oranlari

hesaplanmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4’de elde edilen verilere gore, normal kontrol (NK) grubundaki hiicre
canliligi referans olarak kabul edilerek yiizdeligi % 100 olarak belirlendi. Referans
degerine bakilarak, pozitif kontrol (PK) grubumuzda hiicre canliigi % 14, deney
gruplarinda (mg/ml) konsantrasyonlarindaki hiicre canliligi oranlari ise; 1. Deney grubunda
(1 mg/ml) % 71; 2. Deney grubunda (5 mg/ml) % 46; 3. Deney grubunda (10 mg/ml) %
34; 4. Deney grubunda (25 mg/ml) % 26 ve 5. Deney grubunda (50 mg/ml) % 22 olarak

Olclilmiistiir.
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Sekil 4. 4: Kenevir tohumu yag1 ekstresinin BEAS-2B hiicrelerin proliferasyon etkisi (%
bliylime inhibisyonu)
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BEAS-2B hiicre hatlarinin iizerinde uygulanan tedavide, normal kontrol grubu ve
pozitif kontrol grubu verileri incelendiginde, hiicrelerin normal kosullar altinda calistig1 ve
DMSO gibi kanser hiicrelerini etkisi azaltan bir bilesikle muamele edildigi takdirde canli
hiicrelerin  sayilarinda ciddi bir azalma goriilmiistiir. Deney gruplarina uygulanan
konsantrasyon orani arttik¢a (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml ve 50 mg/ml), canl

hiicre oranin azaldig1 goriilmektedir.

BEAS-2B hiicre hatlarinin proliferasyonunda olusan azalmalar istatistiksel olarak
Student t testi yardimiyla incelenmis ve bulunan oran (p degeri) 0,05’den kiigiik olanlar
anlamli kabul edildi (Sekil 4.5). Istatistiksel olarak BEAS-2B hiicre proliferasyonundaki
diistislerin anlamliligin1 hesaplamak icin deney gruplari (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25
mg/ml ve 50 mg/ml) ile kontrol grubu oranlar1 kiyaslanmigtir. Biitiin deney gruplart (1
mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml ve 50 mg/ml) istatistiksel olarak p<0,05 degerine
kiyasla anlamli bulunmustur. 5 mg/ml, 25 mg/ml ve 50 mg/ml deney gruplart p
degerlerinin 0,001’ den disiik oldugu bulunmustur. Bu deney gruplarinin (5 mg/ml, 25
mg/ml ve 50 mg/ml) p<0,001 olmas:1 ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir fark olusturdugu
anlamina gelmektedir. BEAS-2B saglikli akciger hiicresine, kenevir tohumu yag:

konsantrasyonlarin sitotoksik etki yaptig1 goriilmiuistiir.
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Sekil 4. 5: BEAS-2B hiicre hattina uygulanan konsantrasyonlarin kontrol grubuna
bakilarak student t testine gore anlamlilik istatistigi (* p<0.05 ve ** p<0,001 olarak kabul
edilmektedir.)
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4.2 Flow Sitometri (Akan Olger) ile Apoptozis Bulgular

A549 hiicre hattina uygulana 10 mg/ml ve 25 mg/ml konsantrasyonlarindaki hiicre
canliliginin azalmasinin, Elabscience Annexin V-FITC/ Pl apoptoz belirleme protokoliine

uygun yontemi uygulandiktan sonra hiicrelerin apoptoza siiriiklenme sonuglari

degerlendirilmistir.

A549 hiicre hatt1 iizerinde 10 mg/ml ve 25 mg/ml olarak uygulanan
konsantrasyonlarin meydana gelen apoptozun belirlenmesine dair yapilan deneylerin flow
sitometride ulagilan sonuglarina gore; kontrol grubu hiicrelerinde canlilik oran1 % 94,9
olarak goriilmiistiir. Hiicrelerin canlilik oranlar1 10 mg/ml konsantrasyonu uygulamasi
sonrasi % 46,76 olarak goriiliirken, 25 mg/ml konsantrasyonu uygulanmasi sonucu canlilik
oraninin % 32,87 seviyesine kadar geriledigi belirlenmistir. Apoptoza ugrayan hiicrelerin
ylizdeleri karsilastirildiginda ise kontrol grubunda bu yiizdenin % 5,1 oldugu goriiliirken,
10 mg/ml konsantrasyonunda uygulanan hiicrelerde apoptoza bagl hiicre 6liimii oraninin
% 53,24 oldugu ve % 67,13’le en yiiksek oranin 25 mg/ml konsantrasyon uygulanmasi
sonucu oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6: A549 hiicre hatt1 i¢in denen tedavi konsantrasyonlarinin apoptozun ytizdelik
sonucu
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A549 hiicre hattinin apoptoz deneyi igin kullanilan Annexin V-FITC/ Pl
belirleyicileri akan oOlger ile Olgiilmiistir. Akan oOlger histogram sonuglarinin

degerlendirilmesi i¢in sekil 4.7°de gosterilen prosediire uygun yorumlanmuistir.

Nekroz Hiicre Geg
Apoptotik

Hiicre

Canl1 Hiicre Erken
Apoptotik

Hiicre

Sekil 4. 7: Annexin V-FITC/PI boyalari ile boyanma sekline gore akan dlger
degerlendirilmesi (Bakar Ates & Celik, 2021).

Annexin V-FITC/PI boyalari ile boyanan hiicreler 15 dakika sonunda akan hiicre
Olger grafiginden elde edilen sonuglara gore A549 kontrol grubundaki hiicreleri, geg
apoptotik % 1,93, erken apoptotik % 2,63 ve canlilik % 94,90; 10 mg/ml kenevir tohumu
yag1 konsantrasyonlu deney grubundaki hiicreleri, ge¢ apoptotik hiicreler % 21,42, erken
apoptotik % 4,64 ve canlilik % 73,94 ve 25 mg/ml kenevir tohumu yagi konsantrasyon
deney grubundaki hiicreler, ge¢ apoptotik hiicreler % 24,4, erken apoptotik % 14,94 ve
canlilik % 60,65 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8: Kenevir tohumu yagi1 ile muamele edilmis A549 hiicre hattin akan 6lger grafigi
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4.3 Kenevir Tohumu Yagimin Esansiyel Yag Asitleri Bulgular:

Kenevir tohumu yaginin igeriginde bulunan esansiyel yag asitlerini belirlemek i¢in

boliim 3.5’de anlatilan prosediire uygun islemler yapildi.

GC-FID cihazina enjekte edilen numune sistemde helyum gaz1 sayesinde
kolonlardan gegerken belli araliklar ile kolon sicakligr 140 °C 5 dk, sonrasinda 4 °C/dk’da
240 °C’ye ulasana kadar artirildi ve 240 °C’de 15 dk bekletildi. Kromatogramda alinan
sonuglara gore referans alinan Supelco Fame mix 37 standard ile karsilastirma yapilarak

19 adet yag asitleri bilesenlerinin tayini yapilmistir (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.1).
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Sekil 4. 9: Kenevir yag1 drnegimizdeki yag asitlerine ait GC-FID kromatogrami
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Cizelge 4. 1: Kenevir yag1 6rnegimizdeki yag asitleri, alikonma zamanlar1 ve miktarlar

1ki .
Sira Referans S(Eiresi Alan Yogluk Formiil Yag Asiti
No Ad1
(dk)
1 6 20,432 5472 1216 C12:.0 Laurik Asit
2 8 24,162 4203 865 C14:0 Miristik Asit
3 10 26,100 704 173 C15:.0 Pentadekanoik Asit
4 12 28,039 348043 72606 C16:0 Palmitik Asit
5 13 29,515 4869 1014 Cil6:1 Palmitoleik Asit
6 14 29,911 2932 589 C17:0 Heptadekanoik Asit
cis-10-
7 15 31,317 2255 358 Cl7a heptadekanoik Asit
8 16 31,802 149475 27445 C18:0 Stearik Asit
9 18 33,167 756656 124640 C18:In9c Oleik Asit
10 20 35,130 2983606 | 401357 C18:2n-6¢ Linoleik Asit
11 21 35,419 40240 7785 C20:0 Arasidik Asit
12 22 36,450 26165 4706 C18:3n6 gama-linolenik Asit
13 23 36,701 22714 4401 C20:1 C'S'“ﬂ;‘t’seno'k
14 24 37,214 974489 170626 C18:3n3 Linolenik Asit
cis-11,14-
15 26 38,690 11063 1901 C20:2 cikosadienoik Asit
16 27 38,882 14638 2880 C22:0 Behenik Asit
17 29 40,250 1524 247 C22:1n9 Erisik Asit
18 30 40,705 1451 204 c20:3ng | | csiLlalr
eikosatrienoik Asit
19 34 42,643 5656 997 C24:.0 Lignoserik Asit

Analiz edilen yag asitlerinin tohum igeriginde bulunma yiizdeliklerini belirlemek

icin Ornegin kromatogramda kapladigi alan ile Supelco Fame mix 37 standardinda

belirlenen alanlar referans alinarak hesaplama yapilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10: Analiz edilen yag asitlerinin kenevir tohumu yaginda igerik yiizdeleri

Analizde elde edilen sonuglara gore en yiiksek yag asitleri oranlari sirasiyla;
linoleik asit (LA) % 55,70, a-linolenik asit (ALA) % 18,19, oleik asit % 14,12, palmitik
asit % 6,49 ve stearik asit % 2,79 oldugu, geri kalan yag asitleri oranlart ise % 0,75’in

altinda oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

20. ylizyilin basindan itibaren kanserden dolayr dliimlerin orani % 31 oraninda
diistiigii goriilmiis, buda yaklasik olarak 3,2 milyondan daha az 6liim sayis1 demektir. Bu
ilerlemenin nedeni, biiyiik 6lglide sigara kullaniminin azalmasi ve bunu takiben akciger
kanseri tedavisinde kullanilan yeni yontemler sayesinde iyilesmelerin artmasidir. Akciger
kanserinin bu orandaki en biiyiik s6z hakkina sahip olmasinin neden ise kanser &liimlerinin
dortte birini olusturmasidir. Akciger kanseri olusumunun % 82’sinin ise sigara igmekten

kaynaklandigi bilinmektedir (Siegel et al., 2021).

Akciger kanseri, yaklagik olarak 2 milyon tani ve 1.8 milyon 6liimiin nedeni olarak
diinyada kanser insidansi ve mortalitesinin baginda gelmektedir. Kadinlarda ve erkeklerde
goriilme sikligr olarak ikinci sirada teshis edilmektedir (Thandra et al., 2021). Akciger
kanseri diinyada en fazla 6liimiin nedeni olsa da 40 yas altindaki geng hastalarda teshisi
yaygin degildir. Bununla beraber geng hastalarin daha yasl hastalara oranla daha iyi veya
daha kot sonuglar1 olduguyla ilgili ¢eliskiler mevcuttur. Akciger kanseri yaygin olarak 60-
70 yas araligindaki kisilerde goriiliir (Subramanian et al., 2010). Akciger kanseri, brons
epitel hiicrelerinin kontrolsiiz ¢cogalmasi ile meydana gelen bir kanser tiiriidiir (Yagci,
2015). Akciger kanseri genellikle normal seyrinden dolay1 ge¢ tanisi konan bir hastaliktir
(Beckles et al., 2003). Tanis1 konan akciger kanserine karsi hangi tedavi yonteminin
uygulanacagma ise bireyin yasi, tlimoriin histolojisi, hastahigin evresi gibi spesifik
ozelliklerine gore karar verilir (Isitmangil, 2013). Akciger kanseri tedavi sonuglarinda

sagkalim oranlar1 ise ¢ok diistiktiir.

Kanserde sagkalim oranlar1 geleneksel tedavi yontemleri (cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi) sayesinde basariya ulagsa da, hastalar geleneksel yontemler disinda yeni
arayislar i¢ine girmislerdir. Bu nedenden dolay1 kanser hastalar1 tamamlayic1 ve alternatif

tedavilerin kullanimlarina yonelmislerdir (Giiveli et al., 2021).

Kanser tedavileri igin yeni farmakolojik ilaglarin gelistirilmesi giiniimiizde hala
onemli bir ihtiya¢ olarak gorilmektedir. Bu baglamda kenevir bileseni olan
kannabinoidler; akciger, meme, kolon gibi kanser tiirlerine kars1 umut vadeden terapotik
potansiyelleri sayesinde giin gegtikce artan bir ilgiye sahiptir (Nigro et al., 2021). Fakat
alternatif tedavilerde siklikla kullanilan kenevir bitkisi, 1970 yilinda yasalarin ajan

simifinda (narkotik) degerlendirmesinden dolayr kenevir bitkisi i¢in yapilan caligmalar

49



kisitlanmistir. Bu kisitlamalara ragmen az sayidaki klinik veri sayesinde kenevirin kanser

tedavisinde terapotik potansiyelinin varligindan s6z edilebilmektedir (Blake et al., 2017).

Yapilan bazi arastirmalar sonucunda kanser hiicrelerine karsi kenevir bitkisinde
bulunan bir kimyasal olan kannabinoidin antikanser 6zelligi kanitlanmistir. Javid ve
arkadasglarmin 2016 yilinda yazdiklar1 bir makalede, kannabinoidlerin antikanser
Ozelliginin tipik kemoterapilerin aksine higbir toksik etki birakmamasi kullanimi igin
onemini arttirdigini bildirmislerdir. Ayrica Javid ve arkadaslari, kannabinoidler, apoptotik
etkilerini aktive etme, antiproliferatif ve antianjiyojenik etkilerini indiiklemediginden de
bahsetmislerdir (Javid et al., 2016). Bu c¢alismalardan biride Petrocellis ve arkadaslarinin
2013 yilinda prostat kanseri tizerine kannabinoidler ile yaptiklar1 ¢calisma da CBD’nin
hiicre canliligimi biiyiik 6l¢iide inhibe ettigi ve proapoptotik duyarliligr artirdigimi kesif
etmislerdir (De Petrocellis et al., 2013).

Kenevir bitkisinin tohum kismi ise yiiksek besin degerlerine sahiptir. Kenevir
tohumlar1 % 27-30 yag, % 24-28 protein, % 20-34 karbonhidrat igermektedir. Kenevir
tohumlar1 ayrica kalsiyum, magnezyum, demir, ¢inko gibi minerallerde igerir. Kenevir

tohumlar1 presleme yontemi ile yag elde edilir. (Crimaldi et al., 2017; Zajac et al., 2019).

Bu calisma kapsaminda coklu fonksiyon grubuna sahip oldugu bilinen kenevir
tohumu yaginin igerigindeki esansiyel yag asitleri teshis edilmistir. Kenevir bitkisinin
cicek salkiminda tretilen tohumdan elde edilen kenevir tohumu yagmin igerisindeki yag
asitleri ve bazi bilesenler sayesinde antikanser 6zelliginin oldugu bilinmektedir. Porto ve
arkadaglar1 2012 yilinda yaptig1 ¢alismada da kenevir tohumu yaginin, sagligi gelistirmek
ve hastaliklarin 6nlenmesi i¢in esansiyel yag asitleri (EFA) ve antioksidan kaynagi olarak
kullanilabilecek ¢ok fonksiyonlu bir yag oldugunu belirtmislerdir (Da Porto et al., 2012).
Kenevir tohumu yaginin igeriginde ¢oklu doymamis yag asitleri (linoleik asit (LA), a-
linolenik asit (ALA) vb.) bulunmaktadir. Bu yag asitlerin biiyiik ¢ogunlugunun ise insan
sagligi icin olduk¢a yararl esansiyel yag asitleri olusturmaktadir (Mikulcova et al., 2017
Rapa et al., 2019).

Caligmada kullanilan kenevir tohumu yagi, kenevir tohumlart kurutularak soguk
sitkim yontemiyle saf halde yag1 elde edilmis ve kenevir tohumu yag1 agz1 kapali bir cam
sisede 20 °C’de analizlerde kullanilmak i¢in saklanmustir. Saf halde elde edilen kenevir
tohumu yaginin igerisindeki esansiyel yag asitlerinin belirlenmesi i¢in Gaz Kromatografi-

Alev Iyonlastirma Dedektdrii (GC-FID) enstriimental analiz sistemi kullamlmstir. Gaz
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kromatogramda elde edilen yag asitleri karsilastirilmasi ve kenevir tohumu yagimin
icerigindeki esansiyel yag asitlerinin adlariin belirlenebilmesi i¢in de trans-cis, omega-3
ve omega-6 yag asitlerini de igeren 37’lik standart bir mix olan “Supelco Fame mix 37”
standardi kullanilmistir. Kenevir tohumu yagmin kromatografisi referans alinan Supelco
Fame mix 37 standardi ile karsilastirilmis ve soguk sikim yontemi ile elde edilen kenevir
tohumu yaginin igerisinde 19 adet esansiyel yag asiti tespit edilmistir. Yagin igeriginde en
yiiksek orana sahip yag asitleri ise goklu doymamis yag asitleri olarak bilinen; linoleik asit
(LA) (% 55,70), a-linolenik asit (ALA) (% 18,19), tekli doymamis yag asidi olan oleik asit
(% 14,12), palmitik asit (% 6,49) ve stearik asit (% 2,79) dir (Sekil 4.9). Dingel 2022
yilinda yaptigi calismada Sivas-Ankara Karayollar1 {iizerinde yetistirilen kenevir
tohumlarin1 soguk sikim yontemi ile yag eldesini yapmis ve GC kromatografi cihazi
Olgtimii ile igerisindeki yag asitlerini belirlenmistir. Dingel, kenevir tohumu yaginin
esansiyel yag asitlerini belirledigi calismasinda, 9 adet yag asidi tespit etmis olup en
yiiksek oranlar % 56,34 linoleik asit, % 14,18 oleik asit ve % 6,33 palmitik asit i¢eriginin
oldugundan bahsetmistir (Kiitiik Dingel, 2022).

Kenevir tohumu yagi igerisinde bulunan esansiyel yag asitlerinin genel 6zellikleri
incelendiginde, LA (06) ve ALA (®3) yag asitlerinin antikanser 6zelligi kanitlandig
bilinmektedir. Bu yag asitlerinin, hiicre biiyiimesini diizenledigi, lipid peroksidasyonu,
hiicre proliferasyonu ve apoptoza siiriikleme gibi antikanser ajanliklar1 oldugu
bilinmektedir (Dachev et al., 2021). Ayrica bu yag asitleri; kalp krizi, depresyon,
kardiyovaskiiler, migren, romatizma, kolesterol, bazi alerjik ve kanser gibi bir g¢ok
hastaliktan koruyucu etkisinin oldugunu ve bu ¢oklu doymamis yag asitlerinin tedavilerde
agr kesici etkisinden de yararlanilmaktadir. LA nin kansere kars1 korucu olmasi ve viicut
yaginin azaltma etkisinin kesfedilmesi ile bu yag asidine olan ilgi artmustir. insan saghg
tizerinde antikanserojen, antidiyabet, bagisiklik artirict gibi yararli etkileride mevcuttur
(Cakmak¢1 & Tahmas Kahyaoglu, 2012; Cevik Aygiin & Piringci, 2017). Yao ve
arkadaslar1 2014 yilinda ¢oklu doymamis yag asitleri olan, ®-3 yag asitlerinin akciger
kanser hiicrelerinin proliferasyonlarini azalttig1 ve zamana bagl olarak hiicre apoptozunu
ve otofajisini indiikledigi sonucuna varmislardir. Ayrica akciger kanseri i¢in yeni ve
giivenilir bir segenek olabilecegine deginmislerdir (Yao et al., 2014). ©-9 yag asidi olan
oleik asidin ise kanser insidansin1 azaltir. Oleik asidinin antioksidan 6zelligi de

bulunmaktadir (Aktas, 2021). Bu bilgiler ile kenevir tohumu yagimin igerisinde bulunan
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yag asitlerinin kanser hiicrelerine karsi antikanser 6zelliklerinin varlifindan s6z etmek

miimkiin olmustur. (Trombetta et al., 2007).

Bu bilgiler 1s18inda kenevir tohumu yaginin, kanser hastaliginin tedavisi i¢in umut
edilen terapoOtik potansiyele sahip oldugu ve arastirmaya deger oldugunu gosteren

sonuglara sahiptir.

Bu calismada, akciger kanser hiicrelerine (A549) ve saglikli akciger hiicrelerine
(BEAS-2B) in vitro olarak hiicre kiiltiir ortaminda ideal dozlarda soguk sikim yontemiyle
elde edilen kenevir tohumu yagi uygulanmis ve kenevir tohumu yagi igerisinde bilinen
bircok bilesigin (Mikulcova et al., 2017) kanser hiicrelerine antikanserojenik etki
gostererek hiicre proliferasyonunu diistirmesi ve akciger kanser hiicrelerinin apoptoza

stiriiklenmesi arastirilmistir.

Bu calisma kapsaminda onceden yapilan arastirma sonuclarina bakildiginda,
Aviello ve arkadaglar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir c¢aligmada kolon kanseri
hiicrelerine kannabinoidlerin in vivo olarak etkilerini incelenmis, ¢alisma sonucunda da,
kannabinoidlerin hiicrelerde olusabilecek DNA hasarlarini1 korudugu ve ¢oklu mekanizma
yolu ile hiicre proliferasyonun diisiirdiigiinii kanitlanmis, ayrica kannabinoidlerin kolon
kanserinin 6nlenmesinde klinik degerlendirmeye deger oldugu belirtilmistir (Aviello et al.,
2012). Ayrica Lukhele ve Motadi’nin 2016 yilinda yaptigr aragtirmada da rahim agzi
kanser hiicrelerine uygulanan Cannabis sativa 6ziitiinlin, tiim hiicre dizilerinde degisen
konsantrasyonlarda hiicre ¢ogalmasimin durdugu ve hiicreleri apoptoza siiriikledigi ortaya

cikarilmistir (Lukhele & Motadi, 2016).

Bu ¢alisgmada soguk sikim yontemiyle saf halde elde edilen kenevir tohumu yagi,
akciger kanser hiicre hatt1 (A549) ve saglikli akciger hiicre hatti (BEAS-2B) hiicre kiiltiirii
ortaminda 96 kuyucuklu plaklarda ekimleri yapilmis ve ekim sonrasinda hiicre
proliferasyonun oranini hesaplayabilmek i¢in MTS testi kullanilmistir. Yapilan hiicre
proliferasyon deneyleri incelendiginde, kenevir tohumu yagi ve A549 hiicre hatt1 arasinda
etkilesim sonucunda, kontrol grubu ve deney gruplart (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25
mg/ml, 50 mg/ml) karsilastirildiginda kenevir tohumu yagi konsantrasyonu artik¢a deney
grubu hiicrelerinin canliliginin ciddi derecelerde azaldigr goriilmistiir. A549 hiicre hattinda
en yiiksek disiisiin 50 mg/ml konsantrasyonundaki deney grubuna (% 27) ait oldugu
saptanmistir. Karsilastirmak icin kullanilan BEAS-2B hiicrelerinde ise konsantrasyon orani

arttikca hiicre proliferasyonunda diisiis oldugu belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerinde en
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yiiksek diisiis 50 mg/ml konsantrasyonundaki deney grubunda (% 22) oldugu goriilmiistiir.
Bu sonuglar dogrultusunda kenevir tohumu yaginin dozaji artirtldikca hiicre kiiltiiriindeki,

hiicre proliferasyonunun diistiigii saptanmustir.

Calismada kenevir tohumu yagi, iki farkl hiicre hattinin (A549 ve BEAS-2B) hiicre
proliferasyonun diisiirdiigli belirlenmis olsada bu diisiislerin anlamli bir fark olusturdugunu
Student t testi uygulanarak bakilmistir. Student t testi sonucunda ¢ikan p degerleri 0,05’den
kiiciik oldugu takdirde anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel sonuglari incelendiginde,
A549 hiicrelere hatlarina uygulanan 5 farkli kenevir tohumu yagi konsantrasyonlarin
tiimiiniin p<0,05 degerine gore anlamli bulunmustur. Ayrica 1 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml
ve 50 mg/ml konsantrasyonlardaki p degerlerinin 0,001°den diisiik oldugu yani bu
konsantrasyonlarin ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir fark olusturdugu saptanmistir (Sekil
4.3). Bu bulgura gore A549 akciger kanser hiicreleri kenevir tohumu yaglari tarafindan

hiicre proliferasyonunu azaltarak olumlu bir yanit verdigi goriilmektedir.

BEAS-2B saglikli akciger kanser hiicrelerinde yapilan Student t testi sonuglar ise
tim konsantrasyonlarin (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml ve 50 mg/ml) oranlar
istatistiksel olarak p<0,05 degerine gére anlamli bulunmustur. 5 mg/ml, 25 mg/ml ve 50
mg/ml konsantrasyonlardaki p degerlerinin 0,001 den diisik oldugu yani bu
konsantrasyonlarin ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bir fark olusturdugu gorilmistiir (Sekil
4.5). BEAS-2B saglikli akciger hiicresine, kenevir tohumu yaginin sitotoksik etki yaptigi

gorilmiistiir.

Kenevir tohumu yagmin, hiicre kiltiirinde hiicre proliferasyon diisiikliigliniin
apoptotik etkisi de incelenmistir. Apoptotik etkileri incelemek igin ise flow sitometri (akan
olger) ile apoptozis yontemi kullanilmisgtir. Bu yontemde A549 kontrol grubu ve A549
deney gruplarina (10 mg/ml ve 25 mg/ml) Elabscience Annexin V-FITC/ Pl apoptoz
belirleme protokoliine uygun yontem uygulandiktan sonra elde edilen sonuca gore A549
hiicrelerin kontrol grubu ve deney gruplart (10 mg/ml ve 25 mg/ml) karsilastirildiginda
konsantrasyon orani arttikca hiicrelerin apoptoza siiriikklenme oranlarinin arttigi
goriilmiistiir. En yliksek konsantrasyon olan 25 mg/ml deney grubunun hiicrelerin %
67,13’nii apoptoza siiriikklendigi saptanmistir. Apoptoza siiriiklenen AS549 hiicrelerin
Anneksin V-FITC/PI uygulamasi sonucunda akan olger grafigi olusturuldu. Bu grafik ile
kenevir tohumu yagmin A549 hiicrelerini apoptoza siirliklemesi incelenmistir. A549
kontrol grubundaki hiicreler, ge¢ apoptotik % 1,93, erken apoptotik % 2,63 ve canlilik %
94,90 oranlarinda oldugu, 10 mg/ml deney grubundaki hiicreler, ge¢ apoptotik % 21,42,
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erken apoptotik % 4,64 ve canlilik % 73,94 oraninda oldugu, 25 mg/ml deney grubunda
grubundaki hiicreler, gec¢ apoptotik % 24,4, erken apoptotik % 14,94 ve canlilik % 60,65
oraninda oldugu o6l¢iilmiistiir. Canliligin en diisiik oldugu konsantrasyon 25 mg/ml (%
60,65) olmustur (Sekil 4.6). Anneksin V-FITC/ Pl apoptoz uygulamasi sonucunda kenevir
tohumu yagi konsantrasyonu arttikca, akciger kanser hiicrelerini daha fazla apoptoza

stiriiklendigi goriilmiistiir.

Bu tez ¢alismasinda, akciger kanseri tedavisine yeni bir alternatif yaklasim igin
kenevir tohumu yaginin antikanserojenik etkisi ve terapotik potansiyeli arastirilmis ve
kenevir tohumu yaginin, akciger kanseri tedavisinde kullanildiginda umut verici sonuglar
elde edilebilecegi goriilmiistiir. Kenevir tohumu yaginin, akciger kanser hiicrelerini (A549)
apoptoza stirlikleyerek hiicre canliligini azaldig: belirlenmistir. Bu sayede kenevir tohumu
yaginin bir antikanser ajani olarak ¢aligma potansiyelinin oldugu gosterilmis fakat kenevir
tohumu yagmin yeni bir tedavi yontemi olarak kullanim saglamasi i¢in gelismis in vivo

veya in vitro galismalara ihtiyaci vardir.

Sonug olarak yapilan calismada literatiire, kenevir tohumu yaginin akciger kanser
hiicrelerinin (A549) proliferasyonunu biiyiik oranda diisiirdiigli ve apoptoza siiriikledigi
gosterilmistir. Literatiirde kenevir tohumu yaginin akciger kanseri hiicrelerine yonelik
etkilerini arastiran az sayidaki caligmadan biri olmasi nedeniyle O6zgiin bir nitelik

tasimaktadir.

Elde edilen sonuglara bakilarak gelecekte yapilacak g¢alismalar icin asagida bazi

calisma Onerileri bulunmaktadir.

1. In vivo olarak kenevir tohumu yagini, akciger kanser hiicrelerine karsi

antikanserojenik etkileri incelenebilir.

2. Kenevir tohumu yagi igerisindeki kannabinoidler analiz edilerek, kanser
hiicreleri {izerinde saf olarak teshis edilen kannabinoidlerin etkileri ve saf

kenevir tohumu yaginin etkileri karsilastirilabilinir.

3. Kenevir tohumu yagindaki belirlenmis esansiyel yag asitleri izolasyonu
yapilarak hem kanser hiicreleri hem de saglikli hiicrelerin proliferasyonunu

nasil etkiledikleri tek tek arastirlabilinir.

4. In vivo olarak metastaz yapmis kanser dokularina kenevir tohumu yag ile
muamele edilerek, kanser dokunun metastaz yetenegine kars1 bir etkisi olup

olmayacag arastirilabilinir.
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