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OZET

Bu caligmada, diinyanin degisik bolgelerinde halk arasinda bazi kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilan Nerium oleander bitkisinin kanser hastalif1 iizerindeki terapdtik
etkisi incelenmisgtir.

Bu amagla, Mugla yoresinden toplanan bitkinin taze yapraklar: su ile kaynatilarak
elde edilen sulu ekstre diyalize tabi tutulmustur. Diyalizat liyofilize edildikten sonra
metanol ile muamele edilip metanole gecenler ayrilmigtir. Metanol fazi kolon
kromatografisi yontemiyle fraksiyonlara ayrilmig ve ince tabaka kromatografisi ile
fraksiyonlann icerdigi maddeler incelenerek steroid, flavonoid ve terpenoid yapida
olduklar1 saptanmigtir. Bu maddelerin laboratuvar kogullarinda, in vitro ortamda tiimor
nekroz faktorii (TNF) testi ile, tiimor hiicrelerine kars: sitotoksisite igin makrofajlar aktive
edici etkileri aragtinlmugtr.

TNF testinin mikroskobik ve spektrofotometrik verilerine dayanilarak; flavonoid
yapidaki maddelerin tiimor hiicreleri iizerinde anlaml: bir sitotoksisitenin olugmasinda
etkili olmadiklari, steroid ve terpenoid yapidaki maddelerin test kogullarinda uygulanan
bazi konsantrasyonlarda, makrofajlari TNF salimim i¢in indiikleyerek tiimor hiicreleri

iizerinde zayif bir sitotoksik etki olugmasina neden olduklar sonucuna varilmgtir.

Anahtar Kelimeler: Apocynaceae, Nerium oleander, Kolon kromatografisi,

Tiimor nekroz faktorii, Antikarsinojenik aktivite.



SUMMARY

The anticarcinogenic activity of Nerium oleander plant, which is used world
wide among folks of various regions for curing some cancer types, was investigated in
this study.

For this purpose, the aqueous extract obtained by boiling the fresh leaves of the
plant collected from Mugla region was dialyzed. Dialysate, after its lyophilization, was
treated with methanol and the methanolic phase was separated. This phase was
fractionated by colon chromatography method and the contents of the fractions were
analyzed using thin-layer chromatography. It was determined that the steroid, flavonoid
and terpenoid structures were included in the content. The macrophage activating effect of
those constituents for cytotoxicity on tumor cells were examined in vitro at the laboratory
conditions using tumor necrosis factor(TNF) assay.

Depending on the microscopic and spectrophotometric data of TNF assay, it was
concluded that: flavonoid materials do not seem to produce any significant cytotoxicity on
the tumor cells while some concentrations of steroid and terpenoid materials applied at test
conditions exhibit weak cytotoxic activity on tumor cells by inducing macrophage cells for

the release of TNF.

Key Words: Apocynaceae, Nerium oleander, Colon chromatography, Tumor

necrosis factor, Anticarcinogenic activity.
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1. GIRIS VE AMAC

N. oleander L. (Apocynaceae) bitkisi ¢ok eski ¢aglardan beri diinyanin gegitli
bolgelerinde, halk arasinda degisik hazirlanma sekilleri ile gesitli hastaliklar tedavi etmede
kullamlmgtir(42). Baz1 kaynaklarda bitkinin, igerdigi digital benzeri glikozitlerden dolay1
kalp kuvvetlendirici ve ditiretik etkilere sahip oldugu gosterilmektedir(35,42,53).

Bitkinin toksik ozelligi Hippokrates'ten beri bilinmekte olup, ¢ok eski ¢aglarda
Yunan yazarlar tarafindan belirtilmistir(43,53). Yakin ge¢cmiste yapilan bazi aragtirmalarda
Apocynaceae familyasinin, N. oleander'i de kapsayan bir kag tiiriiniin kanser tedavisinde
etkin oldugu belirtilmekte ve diinyanin degisik bolgelerinde, halk arasinda bazi kanser
tiirlerinde kullanildigina igaret edilmektedir(14,22).

Son yillarda yapilan immiinolojik arastirmalar, bagisiklik sistemindeki bir grup
endojen maddenin kanser tedavisinde oldukga ¢arpici etkileri oldugunu ortaya ¢ikarmustir.
Makrofajlar ve lenfositler tarafindan in vivo olarak iiretilen ve sitokinler ad1 verilen bu
dogal sitotoksik etkili endojen maddelerden birisi de TNF'dir(25,28,33). Bu konudaki
caligsmalar, bitkisel kaynakli bazi bilesiklerin sitotoksik etkilerini, makrofaj aktivasyonunu
saglayarak TNF salinimu sonucunda gosterdiklerini ortaya koymustur(6,30,33).

Bu calismada N. oleander bitkisinin icerdigi aktif maddelerde, antikarsinojenik
aktivitenin incelenmesi amaglanmugtir.

Bitki, halk arasinda cesitli gekillerde hazirlanarak kanserin tedavisinde
kullamlagelmektedir. Bu yiizden iizerinde calisiimasinin yerinde olacag fikri ile bu
caligmaya konu olarak secilmigtir. Bitkinin Mugla yoresinden toplanan taze yapraklarn su
ile kaynatilarak aktif maddeler suya gecirilmigtir. Sulu ekstre diyaliz edilmis ve diyalizat
kismi alinarak liyofilize edildikten sonra metanolde ¢oziilmiigtiir. Metanole gecen kisim
kolon kromatografisi ile fraksiyonlara ayrilarak bu fraksiyonlarin;

(a) ITK yontemi ile igerdigi maddeler, (b) bu maddelerin, timor nekroz faktorii
(TNF) testi ile laboratuvar kosullarinda in vitro ortamda, makrofajlan tiimér hiicrelerine

kars1 sitotoksik etki gosteren TNF salinimu i¢in stimiile edebilme etkisi aragtrilmgtir.



2. KURAMSAL KISIM

2.1. Bitkinin Yeryiiziinde Yayiligi

N. oleander 1.. 160 cins ve 1000'in iizerinde tiiri kapsayan Apocynaceae
familyasinin bir iiyesidir(43). Diinya lizerinde genis yayilim alam olan bitki, baglica
Akdeniz bolgesi lilkeleri Afrika iilkelerinin ¢ogu, Asya, Giiney Amerika ve ABD'nin
giineyinde yabani olarak yetistigi gibi park ve bahgelerde siis bitkisi olarak da
yetistirilmektedir(3,5,10,14,22,35,38,39,42,43,53). Familya tedavi ve toksikoloji
yoniinden 6nemli olan birgok bitkiyi icermektedir(4).

Degisik iilkelerde halk arasinda Kaner, Rose laurel, 1lili, Berberia, Difla, Adelfa,
Ward el-himar, Somm el-himar, Alelia, Sea-side rose, Rosa francesa, Sweet-scented
oleander, Laurier-rose isimleriyle bilinen bitki, Tiirkiye'de Agicicegi, Kan agaci (Mugla),
Zakkum, Zikkim agaci gibi isimler almaktadir(3,5,10,14,22,38,42).

Bitkinin Tiirkiye'de yayildig1 bslgeler Istanbul, Gemlik (Marmara), Izmir,
Balikesir, Burhaniye, Akhisar, Aydin, Koycegiz (Ege), Samsun (Karadeniz), Tarsus,
Adana, Antakya-Amik ovasi, Iskenderun-Antakya yolunun iki kenan (Akdeniz) olup

ozellikle sulak yerlerde yetismektedir(2).

2.2. Bitkinin Dis Goriiniisii ve Botanik Ozellikleri

N. oleander Haziran-Eyliil arasinda ¢icek agan, 2-6 m yiiksekliginde, kigin
yapraklarin1 dskmeyen bir agacegiktir. Govdesi silindir biciminde, esmer renkli ve diktir.
Yapraklar1 mizrak bi¢iminde sivri uglu, kisa sapli, bazen kargilikli, fakat genellikle
vertisilattir. 1-3 cm genislik ve 6-30 cm uzunluktadir. Orta damar alt ylizde digan dogru
¢ikik, yan damarlar orta damara hemen hemen dikey ve birbirlerine paralel, her iki yiizde

tilysiiz ve derimsidir, Ust yiizii koyu, alt yiizii ise agik yesil renklidir. Kokusuz ve keskin



lezzetli olup bir nodusta 3-4 yaprak bulunur. Lamina uzunca, oval gekilli tam ve serttir.
Cicekler dal uclarinda toplanmugtir. Kaliks kiiciik koyu kirmizi renkli ve 5 sivri diglidir.
Korolla 5 par¢ali pembe veya kirmizi nadiren beyaz renklidir. Pembe olanlarin iizerinde
beyaz lekeler bulunur. Tiip seklinde ve iist taraftan muntazam olmayan 5 pargalidir. Ig
kisminda sivri loplar olan 5 pargal1 ikinci bir korolla daha bulunur. Erkek organlar 5 tane,
anterleri ok seklinde, uglan tiiylii ve bir arada stigmaya yapigiktir. Filamenti kisa ve beyaz
renklidir. Ovarium 2 karpelden meydana gelmis, tek meskenli ve ¢ok tohumludur. Kisa
bir stilusu, sarimsi renkli ve silindir sekilli bir stigmasi vardir. Meyva 10-15 cm.
uzunlugunda bir kapsiil olup karpellerin birlestigi yerden kivrilarak agilir. Tohumlar

uzunca-oval sekilli ve esmer renkli olup tepesinde bir tily demeti tasimaktadir(2,3,4).

2.3. Bitkinin Icerdigi Kimyasal Bilesikler

Bitkinin farkl: kistmlarindan cesitli aragtirmalar sonucunda glikozitler, steroidler,
terpenoidler, polisakkaritler ve diger bilesikleri kapsayan yaklagik 200 madde izole
edilmigtir(6,42).

Bitkideki bilesiklerin %0.049'unu katesik bilesikler, %0.014'linii steroller,
%4,3'linti ursolik asit tegkil etmektedir. Ayrica az miktarda ugucu yag, sapogenin,
siyanogenetik glikozit, flavon glikozitleri, vitamin C (%28,8 mg), eser miktarda Vitamin
K ve karoten bulundugu bildirilmektedir(10,53).

N. oleander yapraklar1 farmakolojik etkili, 2 glikozit grubu icermektedir.
Bunlann steroid glikozitler ve flavon glikozitleri olduklar: belirtilmigtir(18,19). Bitkideki
baglica kardiak glikozit, oleandrin olarak adlandirilmistir(4,16,17,20,35,42,49). Diger
glikozitlerden bazilart neriin, folinerin rosagenin, kornevin, psédokuranin, rutin,
kortenerin, oleandomisin, adinerin, isoadinerin, oleandrin-4, oleandrin-6, desasetil
oleandrin, neriin D, neriin E (16-diasetilanhidro-oleandrin), neriin F (16-anhidrogitok-
sigenin), neriantin, odorosid A, odorosid H, neritalosid, gitoksigenin, strospesid ve

tirekitoksindir(1,10,53,54).



Kabuklarda; kortenerin (yapica folinerin'e ¢ok benzer fakat optikce inaktif olup
folinerin'in 1/3 ii toksisiteye sahiptir), rosagenin (¢ok zehirli olup etki yoniinden
striknin'e benzer) ve neriin isimli glikozitlerin varhg: belirtilmigtir. Kabuklar ayrica ugucu
ve sabit yag ile re¢inemsi bir bilesik icermektedir. Cigeklerde %0.03 oraninda ugucu yag
bulunur. Tohumlar % 17,43 yag ile bir sitosterol ve bir¢ok glikozit icermektedir(2,16,53).
Yapraklar ve cicekler hidrosiyanik asit icermektedir(10,53). Yapraklarda ayrica regine,
tanen, glukoz ve steroid glikozitler de bulunmaktadir(2,4).

Oleandrin, oleandroz olarak da bilinir(53). Hidroliz sonucu aglikon olarak
oleandrigenin (16-asetildigitoksigenin) ve seker olarak da L-oleandroz vermektedir(2,
4,49). Oleandrin monosittir ve gitosigenin'in 3-glikozit-16-asetil tiirevidir(8,16,31).
Steroid yapidaki glikozitlerden adinerin'in y-14-epoksikardenolid yapisinda oldugu
gosterilmigtir(55). Adinerin'in seker kismu D-diginoz olarak belirtilmistir(46).

Bitkinin farkli kisimlarinin ekstraktlan iizerinde yapilan ITK analizleri sonucunda
oleandrin ve neriin'in biitiin organlarda, adinerin'in ise sadece yapraklarda, ¢iceklerde,

koklerde ve sap kisminda bulundugu agiklanmaktadir(26).

2.3.1. Tarihge

Bitkinin yapraklarinda bulunan steroid glikozitlerin Schmiedeberg(1883) adl bir
aragtirict tarafindan agiklanarak neriin, oleandrin ve neriantin olarak isimlendirildigi
Gorlich (18) tarafindan ifade edilmektedir. Tschesche ve arkadaglar (45), ara§t11malannda
steroid glikozitleri; oleandrin, desasetil oleandrin, adinerin ve neriantin olarak
tammmlamiglardir. Gorlich(16), bitkinin kurutulmus yapraklarindan suda ¢oziinebilir
gluko-oleandrin olarak belirttigi oleandrin monoglukozit ve oleandrin diglukozit'i izole
etmigtir.

Horhammer ve arkadaglari(24), yapraklarin metanol ekstresinden izole ettikleri

flavon glikozitlerini, kuersetin-3-ramnoglukozit (rutin) ve kampferol-3-ramnoglukozit



olarak a¢iklamiglardar.

Duret(11), calismasinda yapraklarda kafeik, p-kumarik ve klorojenik asitlerin
varligin1 gostermigtir. Paris ve Duret(34), Apocynaceae bitkileri tizerinde yaptiklar bir
calismada yapraklardaki flavon miktarinin en ¢ok N. oleander'de bulundugunu
belirtmiglerdir.

Tschesche ve arkadaglari(47), yapraklarin alkol ekstresinden gitoksigenin,
odorosid H (digitoksigenindigitalozit), neritalosid (oleandrigenindigitalozit), irekitoksin
(oleandrinmonoglukozit), ve strospesid isimli glikozitleri izole etmiglerdir.

Dominguez ve arkadaglari(9), ciceklerden petrol eteri ekstraksiyonu ile B-si-
tosterol'ii izole etmigler ve ITK ile tanimlamiglardir.

Elgamal ve Fayez(13), ITK ile yapraklarda triterpenoid asitlerin (oleanolik asit,
ursolik asit, betulinik asit) varligini gostermiglerdir.

Karawya ve arkadaslar1(27), bilyiimenin degisik basamaklarinda, bitkinin farkl
organlarindaki adinerin, oleandrin ve total kardenolidlerin miktarlarim saptamiglardir.

Tittel ve Wagner(44), farkl orijinli Nerium yapraklarindaki kardiak glikozitlerin
kalitatif ve kantitatif tayinlerini yapmislar ve glikozit miktarlarinin farkli oldugunu
gostermiglerdir.

Hiermann ve arkadaglarn(23), yapraklarin metanol ekstresinden 2 flavon
glikozit'i; izokuersitrin (kuersetin-3-o-glukopiranozit) ve kuersitrin (kuersetin-3-o-
ramnozit) izole etmislerdir.

Abe ve Yamauchi(l), kurutulmus yapraklarin metanol ekstresinden oleasid grubu
glikozitleri (oleasid A, B, C, D, E, F) izole etmis ve yapilarim agiklamiglardir.

Siddiqui ve arkadaglarinin(37,38,39,40,41), yaptlklah cesitli ¢aligmalarda
yapraklarin metanol ekstresinden kumariloksi triterpenoidler (neriukumarik ve
isoneriukumarik asit), kanerosid [3B-O-(D-diginozil)-2c-hidroksi-8,14B-epoksi-5f-
karda-16:17,20:22 dienolid] ve neriumosid [3B-O-(D-diginosil)-2ct, 14f-dihidroksi-5p3-
karda-16:17, 20:22 dienolid] isimli 2 kardiak glikozit, kanerin [24-nor-38,5-



dihidroksiursa-4(23), 18-dien-28-oik asit] ve 12, 13-dihidroksiursolik asit [3[-
hidroksiursa-28-oik asit] isimli pentasikliktriterpenler ve oleanderolik asit [3-p-hidroksi-
fenoksi-11a-metoksi-120-hidroksi-20-ursen-28-oik asit], kanerodion [28-hidroksi-
20(29)-lupen-3,7-dion], kanerosin [3c-hidroksi-urs-18, 20-dien-28 oik asit] isimli
triterpenler izole edilmigtir.

Son yillarda, bitkinin yapraklarindan diiz zincirli hidroksi asit tiirevleri olan

nerifol ve neriumol izole edilmistir(42).

2.4. Farmakolojik Etkileri

Cesitli aragtiric: gruplar tarafindan, N. oleander bitkisinin glikozitleri ve diger
bilegikleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda, kardiotonik etkinin varlif1 gosterilmigtir(42).
Yapraklar, cigekler ve kabuklarin kardiotonik, diiiretik ve antibakteriyel etkiler tagidig:
belirtilmistir(10,24, 38,39).

Bitki kardiak, kardiotonik, siyanogenetik, diiiretik, emetik, emanogog, insektisit,
parazitisit, purgatif, aksirtici, stimulan ve tonik etkili olarak bilinmektedir(10).

Bitkideki ana bilesik olan oleandrin kardioaktif ve diliretik etkili olup kalbi
stimiile etmektedir. Oleandrin farmakolojik aktivite ve kimyasal yap1 bakimindan, digitalis
glikozitlerine ¢ok benzemektedir(5,42,53). Cabuk absorbe oldugu, bradikardi ve
diiirez'in 24 saat i¢inde gozlendigi belirtilmigtir. Viicuttan yavas atilmaktadir. Kedilerde
minimum letal dozun %50'sinin i.v. enjeksiyonunun 15 giinde viicuttan atildig:
gozlenmigtir(43,53).

Oleandrin, neriin ve diger digitoksin benzeri glikozitlerin kardiak bozukluklarin
tedavisinde, digitalis ve oubain'in yerine basariyla kullanilabilir oldugu sdylenmek-
tedir(43,53). Uterus iizerinde oleandrin'in kii¢iik dozlarda kontraksiyonu inhibe ettigi
ancak yiiksek dozlarda tonusu arttirdig: belirtilmistir(53).

Digital grubunun tipik kardiak etkilerine sahip olan oleandrin'in digitoksinden iki
ii¢ kat daha aktif oldugu, organizmada daha az biriktigi, cok kolaylikla atnldif1 ve tavsanda



vazokonstriksiyon olusturdugu rapor edilmistir(53). Odorin'in de tavsan ve kopek kalbi
tizerindeki etkisinin digital gruplan ile aym oldugu, neriodin'in digital benzeri etkide
digitoksinden iki kat daha aktif oldugu belirtilmistir(42).

Kornerin veya dolerin'in farelerde uygun dozlarda diiirez olugturdugu, ancak
yiiksek dozlarda dilirezin hizin1 inhibe ettifi gosterilmistir(53). Kornerin'in klinik
deneylerde kardiak hastaliklara karg: etkili oldugu kanitlanmugtir. Ozellikle kalp kasinin
fonksiyonunu diizenledigi ve digitalis glikozitlerinden daha az kiimiilatif oldugu
belirtilmistir(10,53).

Bitkideki odorosid grubu glikozitlerde de digital benzeri aktivite goriilmiistiir(42).
Flavon glikozitlerinin damar permeabilitesini etkiledigi ve ditiretik 6zelliklere sahip oldugu
ileri siiriilmiigtiir(10,48).

Yapraklardan elde edilen ekstrenin deney hayvanlannda kardiotoksik aritmi'ye
neden oldugu gézlenmistir(35). Kumoriloksi pentasiklik triterpenlerin farelerde MSS de
depresan aktiviteli oldugu gosterilmistir(37,40).

Bitkinin biitiin boliimleri negatif antibiyotik testi verir. Bununla beraber bir
antibiyotik olan oleandomisin izole edilmis ve penisilinlere ve diger antibiyotiklere direng

gosteren stafilokoklara kars: etkili oldugu ispatlanmstir(53).

2.4.1. Bitkinin geleneksel tipta kullamm

Bitkinin kok, yaprak ve kabuk gibi degisik organlan Porto Riko, Kiiba, Kuzey
Afrika, Venezuela, Hindistan, Libya, Antiller, Fas, Arjantin gibi iilkelerde halk arasinda
degisik kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Yapraklarin kaynatma, yaki,
merhem, dekoksiyon; kabuklarin toz, dekoksiyon; koklerin ise pasta ve lapa seklinde
hazirlanarak kullamldig: belirtilmistir(22).

Bitkinin halk arasinda kullanildig1 hastaliklar astim, habis urlar, ekzama, nasir,
abseli yaralar, deri alti rahatsizliklari, adet giigliigii, epilepsi, degisik kanser tiirleri,

dokiintiilii hastaliklar, zona, sitma, psoriyazis, sackiran, uyuz, sigil ve tliimorler, ciizzam,



g0z hastaliklan seklinde sayilabilir(10,38,39,42).

Yapraklar ve kabuklar deri hastaliklarinda insektisit olarak kullanilmigtir.
Yapraklar cocuk diisiiriici ve adet soktiiriicii olarak dekoksiyon seklinde
kullanilmaktadir(10,53). Kabuklar'in ratisit ve balik zehiri seklinde kullanimi da
belirtilmigtir(53). Eski ¢aglarda bitkiden yapilan bir garap haricen yilan 1sirmalarinda
kullanmlomgtir(42,53).

Etyopya, Guatemala ve Kuracao'da yapraklarin deri hastaliklarinda yaki seklinde,
Venezuela'da yapraklarin kaynatilarak buhari inhale edilmek seklinde siniis
rahatsizliklarinda kullamldig: belirtilmistir(10). Giiney Afrika'da ve Cezayir'de sitma ve
uyuz hastaliklarina kars1 kullanllan bitkinin dermatit'e neden oldugu rapor edilmistir(53).
Bitkinin koklerinin toz haline getirilerek belsoguklugunun tedavisinde kullanildig:

belirtilmigtir(12).

2.5. Toksikolojik Ozelligi

N. oleander bitkisinin zehirliligi ¢cok eski devirlerden beri bilinmektedir. Bitkinin
tagidif1 kimyasal bilegikler insan ve hayvanlarda akut zehirlenmelere neden olmusgtur.
Zehirlenmeyi ortadan kaldirmak i¢in zaman zaman kaynatma ve kurutma iglemleri
uygulanmigsa da, dal ve yapraklardan suya gecen maddelerden dolayr bu suyun igilmesi
hallerinde zehirlenmeler yine goriilmiis ve rapor edilmistir(3,4,10,53).

Zehirlenmeler daha ¢ok bitkinin biinyesindeki kardiak glikozitlerden meydana
gelmektedir. Bitkinin canli cigekleri ve parlak yapraklar1 cocuklar ig¢in risk
olusturmaktadir. Et pigirmek amaciyla bitkinin ince dallarinin gis olarak kullanilmasi, bu
dallar ile yemeklerin kanigtirilmasi veya ¢iceklerin ¢ignenmesi sonucu insanlarda oldiiriicii
zehirlenmeler ortaya ¢ikmaktadir(7,10,35,42,43).

Yapilan laboratuvar ¢aligmalarn sonucu N. oleander yapraklarmmin Seker Kamigi

Keneleri'ne kars: insektisit 6zellige sahip oldugu anlagilmistir(42). Bitki eski ¢aglarda



Afrika'mn muhtelif yerlerinde "Ok Zehiri" olarak da kullamlmigtir(14,53).

Cizelge 2.5.'de N. oleander'in insan ve hayvan tiirlerindeki letal dozlan

gosterilmigtir(42).

Cizelge 2.5. Farkl: tiirler i¢in N. oleander'in letal dozlan

Tiirler Preparasyon Yol Doz
Insan Yaprak Oral Bir yaprak
At " ! 0.005% v.a.veya15-20 g
Sigar " " 0.005% v.a. veya 10-20 g
Koyun ! ! 0.015% v.a.veyal-5g
Tavuk " " 15g
Ordek " " 3g
Kaz " ! 6g
Kedi Oleandrin iv. 0.101 mg/kg
" ! s.C. 0.15 mg/kg
" " oral 0.4-0.5 mg/kg
Kopek " iv. 0.135 mg/kg
" " oral 0.5 mg/kg

v.a.=viicut agirlig i.v.=intravenoz s.c.=subkiitan

2.5.1. Zehirlenme semptomlari

Oleander zehirlenmesinin insanlarda ve bazi hayvanlarda baglica semptomlar: agir1
salivasyon, hipotansiyon, hipotermi, midriazis, inkoordinasyon, depresyon, konviilzi-
yonlar, bitkinlik, solunum gii¢liigii ve siyanoz, tasikardi ve aritmi tarzinda kalp
yetmezligi, nevrozite, mide-barsak rahatsizhiklan (bulanti, siddetli kusma, karin agnsi,
kanli ishal, kolik) seklindedir. Solunum ve kalp yetmezligi sonucu koma ve &liim

goriiliir(3,4,5,43,53).
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1868 yilinda, belsoguklugunun tedavisi amaciyla bitkinin toz edilmig kéklerini
kullandiktan sonra zehirlenerek 6len iki kisi tizerinde yapilan otopsi sonuglar1 1890 yilinda
yayinlanan bir kaynakta su sekilde belirtilmigtir(12).

1- Beyinde: Venoz siniislerde tikanma, diger kisimlar normal,

2- Kalpde: Dis yiizeylerdeki damarlarda konjestiyon, kalp kavitelerinin siyah

akici kan ile dolu oldugu, perikardda yaklagik 60 ml sivi bulundugu,

3- Midede: Biiyiik egrinin arka yiizeyindeki damarlarda konjestiyon, periton
zarmin On ve arka yiizeylerinde konjestiyon,

4- Karacigerde: Damarlarda konjestiyon, biiyiime,

5- Ozofagusta: Koyu renkli bir mukus, bogazin st kismuinda kan,

6- Dalakta: Biiylime,

7- Bobreklerde: Saglikli bir goriiniim,

8- Akcigerlerde: Saglikl bir goriiniim,

9- Ince barsaklarda: Koyu renkli mukoz tabaka, onikiparmak barsaginin mukoz
yiizeyinin iist kisimlarinda konjestiyon, ince barsaklar boyunca dagilmig kan
birikintisi.

Elestiri notu: Bu otopsi bulgularinin pek cogu normalde ve diger zehirlenmelerde
de goriilebilir. Bir kismina da tiiberkiiloz, nevrit, siroz, alkolizm, pnémoni, tifo, muhtelif
yetmezlik ve kanserli tablolarda da rastlamak miimkiindiir. Dogrudan dogruya zakkum
zehirlenmesini animsatacak sekilde bir bilimsellik ifade etmemektedir. 1868'de de esasen
bundan daha fazlas: beklenemez (Prof. Dr. Thsan Sarikardasoglu, Anadolu Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi, Eskigehir).
2.5.2. Zehirlenmenin tedavisi
Dipassium (dipotasyum EDTA) veya disodyum EDTA (i.v.), potasyum Kklortir,

prokainamid, kinidin siilfat (oral veya parenteral) tedavide antidot olarak kullanmilan

maddelerdir. Antidot tedavisinin yami sira ayrica gastrik lavaj ile semptomatik ve
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destekleyici tedavinin uygulanmasi da gerekir. EDTA tuzlan etkin gekilde kalsiyum ile
kelat yaparak kalsiyum ve oleandrin'in kalp iizerindeki sinerjik etkisini azaltir(4,5,10).
Potasyum kloriir'iin antidot olarak kullanilmasinin bazi riskleri vardir ve ¢ok
etkin degildir. Laboratuvar aragtirmalari; dipotasyum EDTA'nin anormal atrial ¢arpintilari,
ventrikiiler ve supraventrikiiler aritmiler ile intraventrikiiler iletisim bozukluklarini ortadan

kaldirmada etkili oldugunu géstermistir(5).

2.6. immiin Sistem ve Kanser

Bagisikhik sisteminin kimyas: iizerindeki gelismeler, kanseri de igine alan bir grup
hastaligin tedavisi i¢in 6nemli umut kapilarin1 agmigtir. Son yillarda yapilan immiinolojik
ve ndroimmiinolojik aragtirmalar siirecinde 6nem kazanan bagisiklik sistemindeki bir grup
endojen madde, kanser konusunda oldukca carpici gelismeleri ortaya ¢ikarmigtir. Bu
endojen maddelere sitokinler ad1 verilmektedir. Sitokinler'in dogrudan dogruya viicudun
olusturdugu dogal sitotoksik maddeler olduklar1 belirtilmigtir(33). Interferonlar, koloni
stimiile edici faktorler (Colony Stimulating Factors-CSF), interlokinler ve tiimor nekroz
faktorii (Tumor Necrosis Factor-TNF) sitokinlere 6rnek olarak verilebilir(32,33).
TNF'nin septik sok, parazit enfeksiyonlari, bobrek nakli uyusmazhig ve neoplastik
hastaliklar gibi farkli patolojik kosullarda ve makrofajlarin bazi maddeler ile
aktivasyonundan sonra makrofajlar tarafindan serum icine salindig1 belirtilmigtir(21,
28,33).

Cok fonksiyonlu hiicreler olduklar icin nonspesifik savunma sisteminde 6zel bir
konumu olan makrofajlarin, yabanci nesneleri fagositoz yetenegine sahip oldugu ve
indiiksiyon ile oldukca aktif effektor hiicrelere doniistiikleri gosterilmigtir(51).

Makrofajlar viicudun savunma sisteminde mikrobiyal enfeksiyonlara ve tiimdrlere
karg1 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu hiicrelerin selektif stimiilasyonu, hem immiin
savunmada aktive edilmis makrofajlarin fonksiyonunu aydinlatmada, hem de terapotik

uygulamalarin geligtirilmesini saglamak amactyla 6nemlidir(30).
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Fareler ve sicanlar iizerinde yapilan bir¢ok caligma, cesitli aktivasyon
islemlerinden sonra makrofajlarin tiimor hiicrelerine karg: toksik etkilerini gostermis-
tir(15).

Aragtiricilar lipopolisakkarit, polinosinik-polisitidilik asit, muramil dipeptit ve
interferon-g gibi farkhi etkenlerle makrofajlarin stimiilasyonunu saglamiglardir. Bu
bilesikler, makrofaj aktive etme potansiyellerine ek olarak T veya B lenfositler {izerinde de
etkiler gostermektedirler(30).

Baz bitkilerle yapilan ¢aligmalarda izole edilen polisakkarit yapidaki bilegikler,
immiin sistem lizerindeki etkileriyle antineoplastik tedavide yeni bir yaklasim olarak ortaya
cikmigtir. Yapilan aragtirmalar bu bilegiklerin mikroorganizmalara ve tiimdr hiicrelerine
karg1 sitotoksisite i¢in makrofaj aktivasyonunu saglayarak TNF iiretmede etkili olduklarini

gostermistir(6,30,33).

2.6.1. Timoér nekroz faktorii (TNF)

Memorial Sloan-Kettering Kanser Merkezinde yapilan ¢aligmalar siirecinde,
bakteriyel enfeksiyonlar esnasinda insan organizmasi tarafindan olusturulan ve sonradan
polipeptit yapili oldugu anlagilan bir bilesigin, farelerdeki tiimorlerde hemorajik nekroza
neden oldugu bulunmustur. Bu ¢caligma Lloyd J. Old tarafindan gerceklestirilmig olup bu
polipeptit yapili bilesige, arastirici tiimor nekroz faktorii adini vermistir(32).

Son yillarda yapilan galigmalarda, TNF'nin aktive edilmis makrofajlar ve
lenfositler tarafindan in vivo olarak iiretilen ve 157 aminoasitten olugan polipeptit yapil
bir hormon olduu gosterilmistir(25,28). Farmakolojik dozlarda kullanildif1 zaman in
vitro ve in vivo birgok malign hiicrelere kargi sitotoksik oldufu belirtilmistir.
Sitotoksisitenin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigtir, fakat hem timor
hiicrelerine kars1 dogrudan bir toksisiteyi, hem de tiimor damarlarinda bir dolayh etkiyi
kapsamaktadir. Bu genel bir sitotoksisite degildir ve TNF bazi1 hematolojik hiicre tipleri

i¢in biiylime faktorii veya bir ayrt edici etken olarak rol oynayabilir(25).
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TNF'nin in vivo bir¢ok etkilere sahip oldugu ve hem nétrofiller ve eozinofillerin
aktivasyonundaki immiin olaylarin mediyatorii olarak bir immiin modiilator gibi fizyolojik
rol oynadig1 belirtilmigtir. Bu etkilerinin yan1 sira lipit metabolizmasinda degismelere
neden oldugu ve antiviral aktiviteye sahip oldugu gosterilmigtir(25).

Tedavide, TNF ile Faz I ve II klinik denemelerde olduk¢a 6nemli bagarilar elde
edilmigtir. TNF ile gergeklestirilen klinik denemeler sonucunda, bugiine kadar bilinen en
diisiik toksisiteli antineoplastik etken oldugu belirtilmistir(33). Antitiimor etkisinin doza
bagimli oldugu ve lokal veriliste (tiimér i¢ine) en iyi sonuglarin alindig: belirtilen TNF ile
sistemik uygulamada da tiimorde iyilesme gozlenmistir. TNF, antitiimor etkisini birden
fazla mekanizma ile gdstermektedir. Hiicre 6liimiiniin DNA parcalanmasi ile ilgili oldugu
belirtilmigtir. TNF reseptorleri duyarli hiicrelerde gosterilebilir fakat reseptorlerin
sayisinin TNF'nin antitiimor aktivitesi ile iligkili olmadig1 soylenmektedir(25). TNF'nin
interferonlarla birlikte bulunmasi halinde sitotoksik etkisinin arttig1 gosterilmistir(32).

Diger endojen faktorler ile in vivo etkileseme sitotoksik etkisini arttirabilir(25).

3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gereg¢

3.1.1. Kullanilan bitkisel materyel ve immiinolojik calisma materyeli

Bu ¢aligmada, Mugla yoresinde yetisen N. oleander bitkisinin taze yapraklan
kullanilmigtir. Immiinolojik ¢alismalarda TNF testi i¢in kullamlan L-929 fibroblast
hiicreler Fraunhofer Toksikoloji Enstitlisiinden temin edilmigtir. (Fraunhofer Institut fiir
Toxikologie, Nikolai-Fuchs-Str 1, 3000 Honnover 61, GERMANY). Makrofaj hiicreleri
C57 BL/6 erkek farelerden (4-8 haftalik) elde edilmigtir.
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3.1.2. Kimyasal madde ve cozeltiler

Sephadex LH-20 (gbzenek biiviikliigii 25-100 uM) (Pharmacia)
Difenilboﬁlokéietilamin (Merck)
PEG-4000 (Merck)
3,5-Dinitrobenzoikasit (Merck)
4-Hidroksi benzaldehit (Merck)
Tiyoglikollat (Becton-Dickinson)
Noétral kirrmzisi boyast (Serva)
Aktinomisin D (Merck)
Sodyum hidroksit (Merck)
Sodyum kloriir (Merck)
Potasyum kloriir (Merck)
Disodyumbhidrojen fosfat 2H,O (Merck)
Potasyumdihidrojen fosfat (Merck)
Etil asetat (Merck)
Metanol (Merck)
Kloroform ' (Merck)
Toluol (Merck)
Etil alkol (Merck)
Formik asit (Merck)
Asetik asit (glastyel) (Merck)
Klorsiilfonik asit (Merck)

Siilfiirik asit (Merck)



3.1.3. Kiiltiir ortamm c¢ozeltileri

a. RPMI-1640 Medium (2.0 g/lt NaHCOj3, L-Glutaminsiz)

b. Hepes-(1M)(50x)[N-2-Hidroksietilpiperazin-N'-2-etanolsulfonikasit]
c. Mem-Vitamin (100x)

d. NEAA (100x) - Esansiyel olmayan aminoasitler

e. Penisillin/Streptomisin -10.000U/10.000 pg/ml

f. L-Glutamin (200mM)

g. FCS - Fotal buzag: serumu

h. Tripsin - EDTA (10x)

3.1.4. Kullanilan aygitlar

Steril caligma kabini

Inkiibator (Memmert)

Santrifiij (Hettich Rotanta/RP)

Fraksiyon kollektorii (LKB Bromma, 2111 Multirac)
UV detektor (LKB 2158 uvicord SD)

Differensiyel refraktometre (R-401 waters)
Mikroskop (Zeiss)

Doku kiiltiir tabag1 okuyucusu (MR 600-Dynatech)
Otomatik pipetor (Eppendorf)

Doku kiiltiir sigesi (50ml-Nunclon Delta)

Cok gozlii doku kiiltiir tabag (F form, 96 gozlii-Nunclon Delta)
Steril pipet (5 cc, 10cc-Eppendorf)

3.1.3.

15

(Seromed)
(Seromed)
(Seromed)
(Seromed)
(Seromed)
(Seromed)
(Seromed)

(Sigma)

a, b ve d siralamali ¢ozeltiler buzdolabinda (+4°C), ¢, e, f, g, h siralamah ¢ozeltiler derin

dondurucuda (-70°C) saklanmigtir.
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Steril otomatik pipetor ucu (100-1000 pl-Eppendorf)
Steril enjektor filtresi (0,22 pwm/Milipor)

Steril santrifiij tiipii (50 cc, Eppendorf)

Cam kolon

ITK plag: (Kieselgel 60 Fs4, 0,25 mm-Merck)

Diyaliz membram (gozenek ¢api: 24 Angstrom-Serva)

3.2. Yontemler

3.2.1. Analitik cahsmalar

Bu boliimde yapraklarin suda kaynatilmasi ile elde edilen sulu ekstre liyofilize
edilip diyalize tabi tutularak diyalizat kismu alinmig ve rotavaporda yogunlastirilarak
liyofilize edildikten sonra metanol ile muamele edilmistir. Metanole gecenler ayrilarak gel-
filtrasyona tabi tutulmugtur. Kolondan inen eluatlar 3.2.1.2.'de aciklanan sekilde
birlestirilip 3 ayn fraksiyon elde edilmigtir. Her bir fraksiyon degisik ¢oziicii sistemlerinde

ITK ile incelenmigtir.

3.2.1.1. Ekstraksivon

Bitkinin yapraklarn parcalandiktan sonra distile suda 3 saat kaynatilmigtir.
Siiziilerek kat1 pargaciklar ayrildiktan sonra siiziintii oda 1s1s1na kadar sogutulup tekrar
stiziilmiigtiir. Siiziintii rotavaporda yogunlagtirnilarak liyofilize edilmis ve suda ¢oziilerek
diyalize tabi tutulmustur. Diyaliz islemi 3 giin yapilmig ve her giiniin sonunda diyalizat
kism almmugtir. Birlegtirilen diyalizatlar rotavaporda yogunlastirthip liyofilize edilmig ve
metanol ile muamele edilerek (3 kez) metanol faz1 aynlmgtir.

Ekstraksiyon iglemi Sema 1'de 6ziimlenmig sekilde verilmektedir.
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SEMA 1

N. oleander yapraklari
su ile kaynatma

sulu ekstre

liyofilize
v
diyaliz

A 4
diyalizat

liyofilize

A 4
metanol ile muamele

v N

metanole metanole
gecmeyenler gecenler
(kat1 partikiiller) (metanol fazi)

3.2.1.2. Gel-filtrasyon

Ekstraksiyon sonucu elde edilen metanol fazina kolon kromatografisi
uygulanarak fraksiyonlandirma iglemi yapilmigtir. 10 ml ¢6zelti Sephadex LLH-20 kolona
verilmis ve %50'lik metanol ile eliisyona baglanmigtir. Fraksiyon kollekttr yardimu ile her
tiipte 10 ml fraksiyon toplanmigtir. Toplanan fraksiyonlarin, fraksiyon kollektoriine bagh
UV ve refraktometre detektorlerince tesbit edilen piklere gore, benzer olanlan birlestirilmig

ve rotavaporda yogunlagtirilip liyofilize edilmisgtir.

Gel -filtrasyon kosullan asagida verilmektedir.

Adsorban :  Sephadex LH-20
Kolon uzunlugu : 100cm

Kolon i¢ ¢ap1 : lcm
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Eliisyon ¢6zeltisi : % 501ik metanol
Fraksiyon miktari : 10ml

Caligma 1s181 : 4-6°C

3.2.1.3. ITK arastirmalari

LH-20 Sephadex kolondan inen ve 3.2.1.2.'de agiklanan sekilde birlegtirilen
fraksiyonlar, ITK ile degisik ¢oziicii sistemlerinde incelenerek fraksiyonlarin igerdigi
maddeler aragtirlmgtir.

ITK kontrolleri i¢in 20x10 c¢m boyutlarinda 0.25 mm kalinhikta silikajel ile
kaplanmig hazir cam plaklan kullanilmigtir. Developman iglemi igine siizge¢ kagidi
désenmis cam kromatografi tanklarinda, tank ¢oziicii sistemi ile doyurulduktan sonra
gergeklestirilmigtir. Fraksiyonlarin 1 mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisinden ITK
plaklarina 20 pl uygulanmis ve ¢oziicii sistemi 10 cm siiriiklenmigtir.

Tanktan ¢ikanlan plaklarin 6nce UV lambast altinda 254 ve 365 nm de incelenmig
daha sonra renk belirteci piiskiirtiilmiistiir. Her iki inceleme sonunda goriilen lekeler

kromatogramlarda gosterilmigtir.

Kullamlan ¢6ziicii sistemleri asagida verilmektedir.

1) Etil asetat : Metanol : Su (81:11:8)

ii)) Klorofm : Metanol : Su (64:40:8)

iii) Etil asetat : Formik asit : Asetik asit : Su (100:11:11:27)
iv) Toluol : Etilasetat : Asetik asit (12:4:0.5)

Kullanilan renk belirtegleri agsagida verilmektedir.
1) Kedde reaktifi (kardenolidler i¢in)

Cozelti 1. %3'iik 3,5-Dinitrobenzoik asit (etanolde)
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Cozelti 2. 2N Sodyumhidroksit
Bu reaktif kullanilmadan hemen 6nce hazirlanip, iki ¢6zelti esit hacimda karigtnlarak ITK
plagma piiskiirtiilmektedir.
ii)) Komarowsky reaktifi (Saponinler ve kortikosteroidler igin)
Cozelti 1. % 507k siilfiirik asit
Cozelti 2. % 2'lik 4-Hidroksibenzaldehit (metanolde)
Bu reaktif kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmakta ve birinci ¢ozeltiden 5 ml, ikinci
¢ozeltiden 50 ml kangtilarak ITK plagma piiskiirtiilmektedir.
iii) Naturstoff-Polietilenglikol reaktifi (Flavonoidler i¢in)
Cozelti 1. % 1'lik Difenilboriloksietilamin (metanolde)
Cozelti 2. % 5 PEG-4000 (etanolde)
Once birinci ¢dzelti ve hemen arkasindan ikinci ¢ozelti ITK plagina piiskiirtiil-
mektedir.
iv) Klorsiilfonik asit-Asetik asit (1:2)(Triterpenoik asitler i¢in)

Cozeltiler yukarnida belirtilen oranlarda karigtinihip ITK plagina piiskiirtiilmektedir.

3.2.2. Immiinolojik c¢alismalar

Bu boliimde kolondan inen ve 3.2.1.2.'deki yontemle birlestirilen fraksiyonlarin
makrofaj ve L-929 fibroblast hiicreleri tizerinde, TNF testi ile sitotoksik etkileri

aragtirdnugtir. Biitiin caligmalar steril gerecler kullanilarak yapilmugtir.

3.2.2.1. Besiveri hazirlanmasi

500 ml hacimdaki RPMI-1640 medyum (steril) i¢ine asagida belirtilen ¢ozeltiler
katilmigtir.
i) 10 ml Hepes-tampon ¢ozelti (1M)(50x)
i) 5 ml Mem-Vitamin (100x)
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iii) 5ml NEAA (100x)

iv) 5 ml Penicillin/Streptomycin-10.000U/10.000png/ml
v) 10 ml L-Glutamin (200 mM)

vi) FCS

3.2.2.2. Hiicre pasaji (Besiyerinin yenilenmesi)

Bu iglem immiinolojik deneylerde kullanilan L.-929 fibroblast hiicrelerini canl

tutmak i¢in 2-3 giinde bir rutin olarak yapilmustr.

i)

ii)

Inkiibatdrden alinan hiicre kiiltiir sigesi hafifce calkalanarak, 6lii hiicrelerin besiyeri
cozeltisine gegmesi saglanmig ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sigesi icindeki besiyeri
alinarak atilmmgtir.

Kiiltiir sigesinde kalan serum artiklarini temizlemek i¢in siseye S ml N RPMI-1640
medyum konularak yikanmis (2 kez) ve yikama ¢ozeltileri atnlmigtir.

Kiiltiir gigesine 5-10 ml tripsin ¢ozeltisi (1/10 oraninda fosfat tamponu ile
seyreltilmigtir) konularak hafifce ¢alkalanmig ve 1 dakika dinlendirildikten sonra
tripsin ¢ozeltisi pipetle alinarak gisenin agzi sikica kapatilip inkiibatdrde 5-10 dakika
bekletilmistir (%5 CO5, % 95 nem ve 37°C de).

Inkiibatorden alinan kiiltiir sisesine 10-20 ml kadar besiyeri ilave edilerek
calkalanmig ve S'er veya 10'ar ml'lik porsiyonlara boliinerek yeni kiiltiir giselerine
alinmagtir.

Kiiltiir sigeleri kapaklar1 yan kapali gekilde inkiibatdre konularak inkiibasyona

birakilmugtir (%5 COy, % 95 nem ve 37°C).

3.2.2.1. 1. Biitiin maddeler 0,22 um ¢apinda enjektor filtresinden siiziilerek konulmustur.

2. F C S konulmadan 6nce 1 saat 560C de su banyosunda inaktive edilmistir.
3. Hazirlanan besiyeri 50 ml'lik steril sigelere konularak, kullanilincaya kadar derin dondurucuda
(-70°C) saklanmugtrr.
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Sekil 3.2.2.3. Neubauer hiicre sayma odaciginin bir b6lmesi

Sekilde Neubauer odaciginin 16 kiigiik bolmeden olusan bir bolmesi goériilmek-
tedir. Herbir bolmenin hacrmi 0.1 pl'dir. Sekilde siyah noktalar ile gosterilen hiicreler
say1lmig, beyaz noktalar ise sayllmamisgtir. Her biri 16 kiigiik bélmeden olusan 4 bélme

sayilarak ortalamalan alinmug ve bir bélmeye (0.1 pl'ye) diisen hiicre sayis1 saptanmigtir.
3.2.2.4. Tiimor nekroz faktirii testi(36)

3.2.2.4.1. Makrofaj hiicrelerini elde etme yéntemi

C57 BL/6 erkek fareye % 3'litk tiyoglikollat ¢ozeltisi (RPMI-1640 medyum
icinde hazirlanmugtir) i.p. olarak verilmig ve 4 giin sonra farelerin karin boglugu agilarak

steril bir enjektor ile 5 ml soguk fosfat tamponu (magnezyum ve kalsiyumsuz) farenin
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karin bosluguna enjekte edilmigtir. Enjektor ¢ikanlmadan 5 dakika lavaj yapildiktan sonra

ayn1 enjektorle verilen tampon ¢ozeltinin yaklagik 4 ml'si geri ¢ekilmig ve boylece

makrofaj hiicreleri elde edilmigtir.

Kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7.56)

1) NaCl ..., 8g
i) KCl .ooooiiiiiiin. 0.2g
iii) Na,HPQ, .2H,0 .......... 1.2g
iv) KHyPO, woovniiiiniiini, 0.2g

Hazirlanisi; Maddeler bir miktar suda ¢oziiliip distile su ile 1 It'ye tamamlanmugtir.

3.2.2.4.2. Makrofaj hiicre kiiltiirii
i) Makrofaj hiicrelerini i¢eren tampon ¢ozeltiden yaklagik 20 pl alinarak Neubauer

ii)

hiicre sayma odaciginda 0.1 pl'ye diigen hiicre sayis1 saptanmgtir.
Bir santrifiij tiipiine alinan tampon ¢ozeltisi santrifiij edilmigtir.

Santrifiij kosullan

Devir sayist  : 1500 devir/saniye
Is1 : 10°C

Siire : 10

Fren hiz1 1 6

Santrifiijden alinan makrofaj hiicrelerini iceren tampon ¢ozeltinin {ist kismu atildiktan
sonra dibe ¢oken makrofaj hiicrelerinin iizerine hiicre sayisi 2. 106/ml olacak sekilde
besiyeri ilave edilerek ¢alkalanmgtir.

Elde edilen makrofaj hiicre siispansiyonu her goze 100 pul olacak sekilde doku kiiltiir
tabagina dagitilarak(1.105 makrofaj/100ul) inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmigtir
(%5CO, %95 nem, 37°C).
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3.2.2.4.3. L-929 fibroblast hiicre Kkiiltiirii

i)  Hiicre pasajmnin altinci basamaginda inkiibatorden alinan kiiltiir gigsesine 5 ml besiyeri
ilave edilerek calkalanmustir.

ii) Siispansiyon halindeki ¢ozeltiden 20 pl alinarak Neubauer hiicre sayma odaciginda
3.2.2.3. de agiklanan yontemle 0.1 pl'ye diisen hiicre sayisi saptanmigtir.

iiiy 1.-929 fibroblast hiicre sayis: 2.109/10 ml olacak sekilde besiyeri ilave edildikten
sonra kiiltiir sisesi ¢alkalanmugtir.

iv) Hiicre slispansiyonu doku kiiltiir tabagina her géze 100 ul olacak sekilde dagitilip

(2x10% 1.-929/100ul) inkiibatérde 20 saat inkiibe edilmigtir. (%5CO, %95 nem,
37°C).

Inkiibatérde 24 saat bekleyen makrofaj kiiltiirlerinin {ist kismi tabana yapismayan
hiicrelerin atilmasi i¢in kiiltiir tabag ters gevrilerek dokiilmiistiir.

Dokau kiiltiir tabaginda makrofaj hiicrelerinin bulundugu gézlere 100'er pl besiyeri
ilave edilmigtir.

Sekil 3.2.2.4.4.'de gosterilen doku kiiltiir tabaginin yatay dogrultudaki A sirasindaki
gozlerine 100 pl test edilecek maddeler (1 mg madde 1 ml RPMI-1640 medyumda
¢oziildii) verildikten sonra; A sirasindaki gozlerden baglayarak ve her seferinde
100'er pl alinarak diisey dogrultuda 8 goz asagiya inilmis ve bOylece basamak
seklinde seyreltme yapilmigtir. Bu islem sonunda birinci gdzde (A-1) 50 png/100 pl,
sekizinci gozde (H-1) 0.39 png/100 ul'lik bir konsantrasyon olugumu saglanmgtir.
Doku kiiltiir tabaginin bir goziine test maddelerinin ¢oziildiigii RPMI-1640 medyum
verilmis ve aymi gekilde seyreltme yapllérak blank hazirlanmigtir.

Uzerlerine test edilecek maddeler verilen makrofaj kiiltiirleri, 24 saat inkiibatdrde
tutulduktan sonra (%5CO, %95 nem, 37°C), iist kismm L-929 fibroblast hiicrelere

aktanilmigtir.
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Sekil 3.2.2.4.4. Cok gozlii doku kiiltiir tabagi
3.2.24.5. L-929 fibroblast hiierelerinin boyanmasi

Inkiibatérden alinan kiiltiir tabagindaki L-929 fibroblast hiicreleri notral kirmizist
boyasi (% 0.1 RPMI-1640 iginde hazirlandi) ile boyanmigtir. Her goze 100 ul notral
kirmizist verildikten sonra kiiltiir tabag1 1/2 saat inkiibe edilmis ve iizerleri dokiilerek test

edilecek maddelerin verildigi makrofaj kiiltiirlerinin tist kistmlarn L-929 fibroblast

hiicrelere aktanlmugtir.
3.2.2.4.6. Makrofai kiiltiirlerinin iist lkisumlarimn 1,-929 fibroblast
hiicrelere aktariimasi

i) 24 saat sonunda inkiibatérden alinan makrofaj kiiltiirlerinin iist kisimlart notral

kirrmuzist boyast ile boyanmig L-929 fibroblast hiicrelerinin iizerine aktarlmgtir.
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ii) Makrofaj kiiltiirlerinin verildigi her goze 100 pl Aktinomisin D ¢dzeltisi verilmigtir
(0.5 ng/godz).

iii) 1-929 fibroblast hiicre kiiltiir tabag1 18 saat inkiibe edilmistir (%5CO, %95 nem,
37°C).

3.2.2.4.7. Sonuclarin degerlendirilmesi

18 saat sonunda inkiibatdrden alinan L-929 fibroblast hiicre kiiltiir tabagi
mikroskapta incelenmis ve kiiltiir tabag1 okuyucusunda, 6len hiicrelerden agiga ¢ikan

boyamin absorbans degerleri okunarak konsantrasyona kars: grafige gegirilmigtir.

3.2.2.4.8. TNF_festinin gematik gosterimi

TNF testi Sema 2'de 6ziimlenmis sekilde verilmektedir.

SEMA 2

Test maddesi

v

Makrofaj hiicreleri
¢ 24 saat inkiibasyon

1.-929 fibroblast hiicresi
(n6tral kirmzisi ile boyalr)

¢ + Aktinomisin D
18 saat inkiibasyon

v

mikroskobik inceleme ve
spektrofotometrik 6l¢iim
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4. BULGULAR

Bu boliimde, 3.2.1.1.'de agiklanan sekilde elde edilen metanol fazinin, 3.2.1.2.
de ki yontemle kolon kromatografisi uygulanarak elde edilen ve birlegtirilen
fraksiyonlarina, 4 degisik ¢oziicii sisteminde yapilan ITK incelemelerinin ve antitiimér

aktiviteyi saptamak i¢in uygulanan TNF testinin sonuglari verilmektedir.
4.1.Sephadex LH-20 Kolondan Inen Fraksiyonlarin Birlestirilmesi

Kolondan inen fraksiyonlar, fraksiyon kollektorii vasitasiyla 60 tiipte
toplanmugtir. Her tiipte 10 ml fraksiyon toplanmug ve her bir fraksiyonun tiipte toplanmaya
baslama ve bitis zaman spektrumda kesik ¢izgilerle belirtilmigtir. UV ve refraktometrik
detektorlerce saptanan piklere bakilarak 16. ve 23. tiipler arasinda (Sekil 4.1. A piki), 24.
ve 28. tiipler arasinda (Sekil 4.1. B piki), 29. ve 39. pikler arasinda (Sekil 4.1. C piki)
inen fraksiyonlarin benzer olduklan saptanmugtir.

Bu tiiplerde toplanan fraksiyonlar birlestirilerek, rotavaporda yogunlagtirilip

liyofilize edilmig ve bdylece metanol faz1 3 fraksiyona ayrlmgtir.

1. Fraksiyon : 16. ve 23. tiipler arasinda toplanan fraksiyonlar
2. Fraksiyon : 24. ve 28. tiipler arasinda toplanan fraksiyonlar
3. Fraksiyon : 29. ve 39. tiipler arasinda toplanan fraksiyonlar

Kolondan inen fraksiyonlarin, UV ve refraktometre detektorlerince saptanan

piklerini gosteren spektrum Sekil 4.1.'de verilmigtir.
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@ Refraktometre Detektdri
@ UV Detektdrii

Sekil 4.1. Sephadex LH-20 kolona verilen metanol fazinin UV ve refraktometre

detektorlerince saptanan spektrumu

4.2. ITK Sonugclar

Metanol fazinin Sephadex LH-20 kolondan inen ve 3.2.1.2.'de agiklanan
yontemle birlegtirilen fraksiyonlarina 4 degisik ¢oziicii sisteminde uygulanan ITK

sonuglari agagidaki boliimlerde verilmektedir.



28

4.2.1. Etilasetat : Metanol : Su ¢oziicii sistemindeki ITK sonuglar1 Sekil

4.2.1.'de gosterilmisgtir.

A: Metanol faza
B: 1. Fraksiyon
1 Kirmzi .
2: Viyole C: 2. Fraksiyon
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ D: 3. Fraksiyon
LR 10
) Renk belirteci: Kedde
20 20 .
— reaktifi
2. 2 i)
] O
----- renk belirteci ile
goriilen lekeler
1{7; 107 UV lambas1 altinda
254 nm de goriilen
O O lekeler
—-_ UV lambas: altinda
365 nm de goriilen
A B C D lekeler

Sekil 4.2.1. Fraksiyonlarn, Etilasetat : Metanol : Su (81 : 11 : 8) sistemindeki

kromatogramu
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4.2.2. Metanol : Kloroform : Su ¢boziicii sistemindeki ITK sonuglar1 Sekil

4.2.2.'de gosterilmisgtir.

A: Metanol fazi

1 Koyu yesil )

2: Yesil 3 : Viyole
1T
2 2

O o
3: 3O

(-

A B C D

B: 1. Fraksiyon
C: 2. Fraksiyon
D: 3. Fraksiyon

Renk belirteci:
Komarowsky reaktifi
----- renk belirteci ile

goriilen lekeler

UV lambasi altinda
254 nm de goriilen

lekeler

UV lambasi altinda
365 nm de goriilen

lekeler

Sekil 4.2.2. Fraksiyonlarin, Metanol

sistemindeki kromatogrami

: Kloroform : Su (64 : 40 : 8)
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4.2.3. Etilasetat : Formik asit : Asetik asit : Su ¢oziicii sistemindeki ITK sonuglari
Sekil 4.2.3.'de gosterilmisgtir.

A: Metanol fazi
B: 1. Fraksiyon

1 365 nm Yesil {loresans C: 2. Fraksiyon
2 365 nm Turuncu floresans
-3 ®4pm_ o ___] D: 3. Fraksiyon
Renk belirteci:
Naturstoff-Polietilenglikol
reaktifi
1 o™
. L I ——— renk belirteci ile
1¢ £
. _J L goriilen lekeler
2{ 2 )
31 o 3
UV lambasi altinda
254 nm de goriilen
lekeler
. UV lambas: altinda
) ) ) ) 365 nm de goriilen
A B C D
lekeler

Sekil 4.2.3. Fraksiyonlarin, Etilasetat : Formik asit : Asetik asit :

Su (100 :11 :11 : 27) sistemindeki kromatogram
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4.2.4. Toluol : Etilasetat : Asetik asit : ¢oziicii sistemindeki ITK sonuglar Sekil

4.2.4.'de gosterilmisgtir.

A: Metanol fazi
B: 1. Fraksiyon
C: 2. Fraksiyon
___________________________ 4 D: 3. Fraksiyon

Renk belirteci:
Klorsiilfonik asit:

Asetik asit (1:2)

----- renk belirteci ile

goriilen lekeler

UV lambasi altinda

O ()

h T 254 nm de goriilen

O - lekeler

S -

== e —

LA .

o S —_. UV lambasi altinda
; [; .C D 365 nm de goriilen

lekeler

Sekil 4.2.4. Fraksiyonlarin, Toluol : Etilasetat : Asetik asit : (12 : 4 : 0.5)

sistemindeki kromatogramu
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4.3. TNF Testi Sonugclari

Test siiresi bitiminde inkiibatérden alinan L-929 fibroblast hiicre tabagina,
mikroskop altinda bakilarak hiicrelerin durumu incelenmigtir. Mikroskobik incelemeden
sonra kiiltiir tabag1 okuyucusunda madde verilen gozlerdeki absorbans degerleri okunarak
konsantrasyona karg1 grafige gecirilmistir. Herbir fraksiyon i¢in 5 seri deney yapilmig ve

ortalama absorbans degerleri alinnugtir.

4.3.1. TNF testi sonunda hiicre kiiltiir tabaginda fraksiyonlarin verildigi gozlerde
okunan absorbans degerleri ve gozlerdeki madde konsantrasyonlar: Cizelge 4.3.1.'de

verilmigtir.

Cizelge 4.3.1. TNF testi sonunda fraksiyonlarin verildigi gézlerde okunan

absorbans degerleri ve madde konsantrasyonlari

1. Fraksiyon 2. Fraksiyon 3. Fraksiyon

Gozler C(ug/100ul)  A(absorbans) A A
1. goz (A-1) 50 0.403 0.252 0.400
2. goz (B-1) 25 0.350 0.233 0.282
3. goz (C-1) 12.5 0.322 0.199 0.227
4. goz (D-1) 6.25 0.312 0.196 0.206
S. goz (E-1) 3.12 0.185 0.191 0.187
6. goz (F-1) 1.56 0.183 0.190 0.183
7. goz (G-1) 0.78 0.181 0.188 0.182
8. goz (H-1) 0.39 0.180 0.181 0.181

4.3.1. 1. Blank olarak hazirlanan gézde okunan absorbans degeri 0.180'dir.
2. Herbir fraksiyon i¢in 5 seri deney yapilmig ve ortalama absorbans degerleri alinmugtir.
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4.3.2. TNF testi sonunda fraksiyonlarn verildigi gozlerde okunan ve Cizelge
4.3.1. de verilen absorbans degerlerinden, blank olarak hazirlanan gézde okunan
absorbans degerinin (0.180) ¢ikarilmas: ile elde edilen absorbans degerleri,

konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek Sekil 4.3.2.'de verilmigtir.

0.250-

~— 1. Fraksiyon 4

0.2004 e I1. Fraksiyon /‘

-~~ III. Fraksiyon

0.1501

absorbans

01004

0.050+

0 45 S0
konsantrasyon (pg/100pl)

Sekil 4.3.2. TNF testi sonuglarinin spektrofotometrik -degerlendirmesinde,

absorbans degeilerinin konsantrasyona karst ¢izilen grafigi
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5. SONUC VE TARTISMA

N. oleander bitkisi halk arasinda degisik kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilmasina kargin yapilan literatiir incelemesinde, yakin bir gegmise kadar yapilan
aragtirmalarda bitkinin aktif maddelerinin yapisinin aydinlatilmasi ve degisik farmakolojik
aktivitelerinin saptanmas: iizerinde duruldugu goriilmiistiir. Bu aragtirmalar sonunda
bitkinin ¢esitli kistmlanindan glikozitler, steroidler ve terpenoidleri kapsayan yaklagik 200
kadar madde izole edilmigtir(42). Bircok kaynakta bitkinin icerdigi baglica etkili maddenin
kardiotonik bir glikozit olan oleandrin oldugu rapor edilmektedir(4,20,35,52). Oleandrin
ve izole edilen diger kardiak glikozitlerin 6zellikle kalp iizerinde, digital benzeri etkilere
sahip oldugu gosterilmistir(10,42,53).

Son yillarda, bitkinin sulu ekstresinden izole edilen polisakkarit yapidaki
bilesikler ile yapilan degisik immiinolojik testlerde bu bilegiklerin imiinostimiilan
aktiviteye sahip oldugu gosterilmigtir. Bu polisakkaritlerin, makrofaj hiicrelerini TNF
tiretmeleri i¢in stimiile ettikleri ve boylece tiimor hiicreleri tizerinde dolayh bir sitotoksik
etki gosterdikleri belirtilmistir. Bu bilesiklerin in vitro graniilosit fagositoz ve lenfosit
transformasyon deneylerinde de yiiksek aktivite gosterdikleri rapor edilmistir(6).

Yapilan arastirmalarda, degisik bitkilerden izole edilen polisakkaritlerin de
immiinostimiilan ve antineoplastik etkiler tasidif1 gosterilmigtir(30,33).

Analitik aragtirmalarda, LH-20 Sephadex kolondan inen ve 3.2.1.2. deki
yontemle birlestirilen fraksiyonlarn icerdigi maddeleri saptamak i¢in yapilan ITK
incelemelerinde kullanilan ¢oziicii sistemleri ve renk belirtecleri herbir fraksiyona
uygulanmigtir. Bu fraksiyonlardaki maddelerin yiiriidiigi ¢oziicii sistemleri ile bu
sistemlerde renk belirtegleri ve UV lambasi altinda verdikleri lekeler dikkate alinarak
fraksiyonlarin steroid, flavonoid ve terpenoid yapida maddeleri icerdikleri sonucuna
varlmigtir(50,52).

Antitiimor aktivitenin saptanmast icin yapilan TNF testi, sonuglarin
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degerlendirilmesi boliimiinde modifiye edilmigtir. Sonuglarin degerlendirilmesinde
kullanilan bir ydontemde, test sonunda hiicre kiiltiir tabag1 ters ¢evrilerek 6lii hiicreler
atilmakta ve kalan canli hiicreler kristal violet boyas1 ile boyanarak, boyanan hiicreler
mikroskopta sayllmakta ve boylece canh hiicre sayis1 saptanmaktadir. Bir difer yontemde
tiimor hiicreleri raadyoaktif maddeler ile igsaretlenmekte ve dlen hiicrelerden aciga ¢ikan
radyoaktivite miktar1 Olciilerek veya igaretli hiicreler sayilarak sonuglar
degerlendirilmektedir. Her iki yontemde de kiiltiir tabaginin gozlerinde belli sayida hiicre
bulunmaktadir(36).

Calismada kullanilan spektrofotometrik degerlendirme yonteminde ise, timor
hiicreleri (L-929 fibroblast hiicreler) notral kirmmzisi boyasi ile boyanmig ve madde verilen
her gézde 6len hiicrelerden agiga ¢ikan boyanin absorbans degerleri, kor (blank) olarak
hazirlanan gozde okunan absorbans degeriyle kiyaslanarak sitotoksisite
degerlendirilmaistir.

Yapilan ¢aligmada, tiimor hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi aragtirilan
maddelerden steroid yapida olanlarin 100 png/100 pl konsantrasyonda makrofaj hiicreleri
tizerinde toksik etkisi gorillmiistiir. Makrofaj hiicrelerinin 6liimii sonucu TNF salgilamasi
s0z konusu olamayacagindan, maddelerin verildigi birinci gozlerde 50 pg/100ul'lik
konsantrasyon olusturulmug ve diisey dogrultuda asagida gozlere inilerek basamak
seklinde seyreltme ile herbir gézde bir 6nceki goziin yaris1 oraninda konsantrasyon
olusumu saglanmigtir. Boylece test edilen maddeler 8 degisik konsantrasyonda
denenmigtir. Herbir gozdeki konsantrasyon degeri Cizelge 4.3.1."de verilmistir. Bu
konsantrasyonlarda, test edilen maddelerin hem makrofaj hiicreleri {izerindeki, hem de
dolayl1 olarak tiimér hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir.

TNF testi sonucunda yapilan spektrofotometrik degerlendirmede elde edilen
absorbans degerleri, blank olarak hazirlanan gozde okunan absorbans degeriyle
kargilastirildiginda; son doért gézde (3.12 pg, 1.56 ug, 0.78 pug ve 0.39 pug/100 pl
konsantrasyonlarda) her 3 fraksiyon icin de okunan absorbans degerlerinin blank olarak

hazirlanan gdzdeki okunan absorbans degerine ¢ok yakin oldugu goriilmiigtiir. Ayrica bu
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gozlerde yapilan mikroskobik incelemelerde L-929 fibroblast hiicrelerin 6lmedigi
izlenmistir. Sonug olarak, test edilen maddelerin yukarida belirtilen konsantrasyonlarda,
makrofajlar1 TNF salinimu icin stimiile etmedigi ve buna bagl olarak da tiimdr hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkinin olugmadi$1 saptanmusgtir.

Birinci fraksiyondaki maddelerin 6.25 pg, 12.5 pg, 25 pg/100 ul
konsantrasyonda bulundugu gézlerde okunan absorbans degerlerinin blank degerine gore
yiiksek oldugu, ancak bu gozlerde yapilan mikroskobik incelemelerde, olen hiicre
sayisinin fazla olmadif: izlenmigtir. Bu sonuglara dayanilarak; ITK ¢alismalan sonucu
steroid glikozitleri icerdifi gozlenen birinci fraksiyonun, ilk dort gozdeki
konsantrasyonlarda makrofaj hiicrelerini indiikliyerek bir miktar TNF salinimu ile tiimér
hiicrelert iizerinde sitotoksik etkiye neden oldugu sonucuna varilmistir.

Ikinci fraksiyondaki maddelerin 25 pug/100 pl ve 50 pg/100 pl oldugu gozlerde
blank degerine gore yiiksek sayilabilecek absorbans degerleri okunmugtur. Bu
konsantrasyonlar iceren gozlerde yapilan mikroskobik incelemelerde cok az sayida
hiicrenin 6ldiigii goriilmiistiir. Bu verilerin 15181 altinda; flavon glikozitlerini igerdigi
saptanan ikinci fraksiyonun tiimoér hiicrelerine kargi anlamli bir sitotoksik etki
olugsmasinda etkili olmadiklar1 goriilmiigtiir.

Uciincii fraksiyon'un 50 pg/100 pl konsantrasyonda oldugu gozde blank degerine
gore yiiksek bir absorbans degeri okunmugtur. Bu fraksiyon'un 6.25 pg, 12.5 ug ve
25ug/100ul konsantrasyonda madde igeren gozlerinde okunan absorbans degerleri de
blank degerine gore artig gdstermigtir. Bu konsantrasyonlarin bulundugu gézlerde yapilan
mikroskobik incelemelerde goriilen 6lii hiicreler absorbans degerlerindeki artiglan
dogrulamigtir. Spektrofotometrik ve mikroskobik inceleme sonuglari; bu fraksiyonda
bulundugu saptanan terpenoid bileseklerin test kosullarinda uygulanan ilk dort gdzdeki
konsantrasyonlarda, makrofajlardan TNF salimmim saglayarak tiimor hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki olusturduklarinm géstermigtir.

Yapilan caligmada N. oleander bitkisinin sulu ekstresinden elde edilen ve tiimor
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hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi arastirilan steroid glikozit, flavon glikoziti ve terpenoid
yapidaki bilesiklerin ¢calisma kogullarinda uygulanan 8 ayr1 konsantrasyonda, makrofaj
hiicreleri tizerinde sitotoksik etkili olmadiklari bulunmusg, bu bulgulan ek olarak steroid
glikozitlerin ve terpénoidlerin test edilen 6.25 pg, 12.5 pg, 25 pug ve 50ug/100 pl
konsantrasyonlarda makrofaj hiicrelerini stimiile edip TNF salintmin1 saglayarak, tiimér
hiicreleri iizerinde zayif bir sitotoksik etki olusmasina neden olduklar1 sonucuna

varilmigtir.
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