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OZET

Bu ¢alismada Kannabis reginesinin  dumaninin  dstrojenik  aktiviteye sahip olup olmadigi
arastirilmistir. Bu amacgla Diinya'da bir kimyasal maddenin Oostrojenik aktiviteye sahip olup olmadiginin
gosterilmesinde en c¢ok kullanilan in-vitro test olan Rekombinant Maya Testi (Recombinant Yeast Assay)
kullanilmistir.  Kannabis reginesi giintimiizde illegal olarak en fazla tiiketilen Kannabis iirinlerindendir.
Sert tabletler halinde hazirlanan Kannabis recinesi, genelde kirilip ufalanarak tiitiin ile birlikte sigara
gibi icilerek tiiketilmektedir. Bilindigi gibi dstrojenik aktif maddelerin, iireme ve gelisim bozukluklari,
ogrenme problemleri ve immun sistem bozukluklart gibi olumsuz saglk sorunlarina sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica ¢ocuklarda davranis bozukluklari, geng erkeklerde testis kanseri sikliginin
artmasi, erkek iireme organlarinda dogustan meydana gelen bozukluklarin sikliginin artmasi, kadinlarda
gogiis kanseri sikliginin artmast ve erkeklerde sperm sayilarinin azalmasi cevrede yaygin olarak bulunan
ostrojenik aktif maddelerin  varligi ile iliskilendirilmektedir. Bu durumda Kannabis reginesi dumaninin

ostrojenik aktivite gosteren maddeler icermesi kullanicilar icin ek bir saglik riski olusturabilecektir.

Rekombinant maya testi sonuclarina gore Kannabis recinesi dumaninin Ostrojenik aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir. Kannabis recinesinin dumaninda tespit edilen Ostrojenik aktivite negatif
kontrol olarak kullanilan dimetilsulfoksit (DMSO) dan (p<0.05) ve pozitif kontrol olarak kullanilan 0.3
nM 17 _ ostradiol den yiiksek bulunmustur (p<0.01).

Anahtar Kelimeler: Maya ftesti, Ostrojenik kimyasal maddeler, Cannabis Recinesi

ABSTRACT

Cannabis resin is among the most used illegal Cannabis products over the world. Cannabis resin
prepared usually as hard tablets or blocks and can be smoked by crumbling small amounts into a
tobacco containing hand-rolled cigarette. The estrogenic activity of smoke of Cannabis resin has been

tested in this study. The estrogenic activity in smoke samples has been detected by using the Recombinant
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Yeast Assay, which is the most widely used in-vitro test method to detect the estrogen-like activity in new
chemicals. As well known estrogenic active chemicals hav e been suspected of contributing to a range of
adverse health effects in humans, including reproductive and developmental disorders, learning
problems, and immune system dysfunction. Several recent trends in human health may be related fto
endocrine disruptors in the environment: widespread occurrence of neurobehavioral dysfunction at birth
and in childhood; an increasing incidence of testicular cancer in young men; an increasing incidence of
congenital malformations of the male reproductive tract; the increasing incidence of breast cancer; and
declining sperm counts. Because of the above mentioned adverse health problems, the presence of the
estrogenic active chemicals in the smoke of Cannabis resin should also be taken into consideration as an

additional health riskfor the users of Cannabis products.

Conseauently, the estrogenic activity of smoke samples was statistically higher (p<0.05) than the
negative control (DMSO) and 0.3 nM 17 _ estradiol according to our results.

Key Words: Yeast Assay, estrogenic chemicals, Cannabis Resin

GIRIS

Ostrojenik aktivite gosteren kimyasal maddeler, endokrin sisteminin normal
fonksiyonunu bozan kimyasal maddelerdir ve giliniimiizde pek cok farkli isim ile
tanimlanmaktadirlar. Bu isimlerden en c¢ok kullanilanlar; Cevresel Ostrojenler, Hormon
etkilerini taklit eden maddeler, Ksenoostrojenler, Endokrin sistemini bozan maddeler, Endokrin
aktif maddeler seklinde siralanabilir. Buna ragmen; "Endokrin sistemini bozan maddeler"”
(Endocrine disrupting Chemicals, "EDCs"), bu kimyasal madde grubunu tanimlamada en cok
kullanilan isimdir (1).

Bugiine kadar yapilmis olan arastirmalar cevremizde her gin karsilasabilecegimiz pek
c¢ok kimyasal maddenin endokrin sistemi ile etkilesebildigini gostermektedir. Kisaca EDCs
olarak tanimladigimiz bu kimyasal maddeleri temel olarak asagidaki sekilde siniflamak
miimkiindiir;

1) Baz1 pestisitler 2) Endiistriyel deterjanlar (6zellikle nonilfenol yapisindakiler) 3)
Plastikler ve plastik tretiminde kullanilan bazi maddeler 4) Bazi ilaclar (6zellikle oral
kontraseptifler) 5) Bazi agir metaller 6) Dogal kaynakli fitodstrojenler ve mikodstrojenler 7)
Poliklorobifeniller (PCB) 8) Dioksin ve tiirevleri.

Bu simiflamadan da anlasilacagi gibi oldukca genis bir kimyasal madde grubunun
endokrin sistem ile etkilesebildigi kanitlanmis ve bu gruplardaki kimyasal maddeler EDCs
olarak tantmlanmustir (1,2).

Son yillarda bu grup kimyasal maddelerle ilgili ¢cevre ve saglik sorunlari giderek daha
bliyik onem kazanmaktadir. Buna baghh olarak da bu etkilere sahip kimyasal maddelerin
kullanimlarinin yasaklanmasi yoniinde calismalar baslatilmistir.

EDCs larin yarattigi en onemli sorunlar, ozellikle baliklarda disi erkek oranlarinin disiler
lehine degismesi, basta kuslar olmak flizere bazi hayvanlarin yumurtalarinin yumurta
kabuklarinin incelmesi (bu nedenle yavrunun oli dogmasi) ve bazi hayvanlarin genital
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organlarinda deformasyonlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (2,3,4). Tim bu olumsuzluklar
sonucta bu tip sorunlarin goriildiigii canli tiirtiniin neslinin tiikenmesi ile sonuglanabilecek bir
surecin baglangici olarak degerlendirilebilir.

EDCs larin cevrede kalici olmalari ve biyokonsantrasyona ugrayabilmeleri nedeni ile
sonunda besin zinciri ile insanlara da ulasabildigi bilinmektedir. Buna baglh olarak da insanlarda
da onemli saglik sorunlarina neden olmaktadir. Bu sorunlardan en onemlileri 6zellikle bazi
kanser tiirlerinin insidasindaki artig (kadinlarda gogus kanseri, erkeklerde testis kanseri), lireme
sistemindeki gelisme bozukluklart ve erkelerde goriilen sperm sayilarindaki azalmalar olarak
karsimiza ¢cikmaktadir (1,5).

Tiim bu olumsuzluklar Diinya'da bu tip kimyasal maddelerin kolayca tayin edilmesinde
kullanilabilecek in-vivo ve in-vitro test sistemlerinin gelistirilmesine biiyiik hiz kazandirmis ve
bu testler sayesinde tiim cevre kirleticilerinin test edilmesi ve endokrin sistem ile etkilesip
etkilesmediklerinin belirlenmesi hedeflenmistir (5,6). Diinyada bu amag¢ dogrultusunda yapilan
yogun calismalar neticesinde hem yeni test yontemleri gelistiriimekte hem de bazi yeni test
edilen kimyasal maddelerinde endokrin sistemini etkiledigi goriilmekte ve yukaridaki listeye
ilave edilmektedir (5,6). Sonucta bu kimyasal maddelerin sayist da her gecen giin artmaktadir.

Bu ¢alismada, Diinya'da bugilin bir kimyasal maddenin Ostrojenik aktiviteye sahip olup
olmadiginin gosterilmesinde en yaygin olarak kullanilan in-vitro test olan Rekombinant Maya
Testi (Recombinant Yeast Assay) ile Kannabis reginesinin dumaninin ostrojenik aktiviteye
sahip olup olmadig: arastirilmistir. Diger bir deyisle Kannabis recinesi dumaninin EDC olarak
tanimlanan kimyasal maddeler icerip icermedigi arastirilmistir. Bu test icin 0zel olarak
hazirlanmis olan maya hiicresinde bazi genetik modifikasyonlar yapilmistir. Yapilan bu
modifikasyonlar sayesinde Saccaromyces Cerevisiae Ostrojenik aktivite gosterebilen kimyasal
maddelere duyarli hale getirilmistir. Buna gore genom lizerine entegre edilmis olan insan
ostrojen reseptOrii geni, plasmid lizerindeki Ostrojen yanit elemanina (ERE) baglanabilecek
formda tanimlanmakta ve sonucta ERE iizerine baglanmaktadir. Ostrojen veya benzeri etki
gosterebilen maddeler reseptore baglandiginda reseptor aktive olmakta ve Lac-Z reporter
geninin ekspresyonuna ve sonucta -galaktozidaz enziminin sentezlenmesine neden olmaktadir.
Bu enzim test ortamina gectiginde ortama ilave edilen 2 nitrofenol ~ D galaktopiranozid i
(ONPG) o-nitrofenol e (ONP) metabolize edeceginden test ortaminda sar1 bir renk olugsmaktadir.
Test ortaminda sar1 renk olusmasi test edilen kimyasal maddenin Ostrojenik aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir (Sekil 2).

Bilindigi gibi Cannabis Sativa Diinya lizerinde sicak bolgelerde ¢ok yaygin olarak yetisen
ve icerdigi psikoaktif maddeler nedeni ile tretimi kontrol altinda tutulan bir bitkidir (7).
Gilintimiizde Kannabis bitkisinden temel olarak; marihuana (Karnnabis'in herbal triinleri), hasis
(Kannabis reginesi), hasis yagi olarak bilinen iriinler elde edilmekte ve yasa dig1 olarak
pazarlanmaktadir (7). Kannabis recinesi Uretildigi lilkelerde genelde sert ve biiyiik tabletler
halinde hazirlanmakta ve kullanilacagi zaman kirilip ufalandiktan sonra cogu zaman tiitiin i¢ine
sarilarak sigara gibi icilmektedir. ° - THC (tetrahidrokannabinol) Kannabis iiriinlerinin icerdigi
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major psikoaktif maddedir ve genelde Kannabis recinesindeki J - THC miktar (iiretildigi
bolgeye gore degismesine ragmen) % 2-10 arasindadir (7,8).

Kannabis urinleri baslangicta Ozellikle rahatlik hissi vermesi ve medeni cesareti
arttirmasi1 gibi etkileri nedeni ile kullanilmaktadir. Fakat kullanim sikliginin ve dozun
arttirilmasi ile birlikte koordinasyon bozukluklari, dikkat de azalma, zamani algilayamama,
kronik kullanimlarda kronik bronsit ve akciger kanserine kadar varabilen solunum yolu
hastaliklarina (Kannabis sigara gibi icildiginde solunum yollarindaki iritan etkisi tiitiinden cok
daha yiiksektir) neden olabilmektedir (9,10).

Kannabis reginesinin dumaninin ostrojenik aktiviteye sahip olup olmadigi ilk kez bu
calismada arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda bdyle bir aktivitenin varliginin gosterilmesi,
Kannabis urunlerinin kullanilmasi nedeni ile olusabilecek ve yukarida da kisaca belirtilmis olan
saglik risklerine bir yenisini daha ekleyebilecektir.

Bu calismanin temel amacglarindan biride bitki veya ¢evresel numunelerden uygun bir
yontemle elde edilecek ekstrelerin Ostrojenik aktiviteye sahip olup olmadigimin gosterilmesini
saglayacak bir test yontemi gelistirmektir. Diinyada saf kimyasal maddelerin Ostrojenik
aktivitelerinin gosterilmesinde kullanilan pek cok yontem ve calisma bulunmaktadir (1,4).
Ancak bitki veya gevresel ekstrelerin test edildigi calisma ve yontemlerin sayisi sinirlidir (6). Bu
calismamizda kullanilan rekombinant maya testi Kannabis dumanindaki Ostrojenik aktivitenin
test edilmesinde kullanilmis olsa da, bitki veya cevresel ekstrelerin kolaylikla test edilebilecegi
sekilde diizenlenmistir. Bu nedenle bundan sonra yapilacak olan cevresel ve bitkisel
ekstrelerdeki Ostrojenik aktivite tayinlerinde giivenle kullanilabilecek bir test yontemi olarak
diisuintilebilir.

MATERYAL VE YONTEM
Kannabis recinesinin test icin hazirlanmasi
Kannabis recinesinin yakilmasi:

13.6384 gr Kannabis reginesi tartildi ve agzi cam pamugu ile kapatilmis bir huninin
agzina ufalanarak aktarildi. Huninin agz1 Sekil 1 de goriildiiglii gibi bir vakum pompasina
baglandi. Kannabis reginesi yakildiktan sonra vakum ile dumanin -70 °C lik kat1 C0, + etanol
(1/1) karisimina daldirilan cam tiiplin icinde toplanmasi ve burada tekrar yogunlagmasi
(kondanse olmasi) saglandi. Sonugcta elde edilen 0.16 g Kannabis reginesi kalintist (CRK) 1 mi
DMSO icinde cozuldi ve asagidaki sekilde seyreltilmis numunelerin Ostrojenik aktiviteye sahip
olup olmadiklar1 rekombinant maya testi ile test edildi.
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f Cannabis recinesi

—

Vakum

4 70°C, Kat> CO,+ etanol (1/1)

Sekil 1. Kannabis Recinesinin yakilmasi ve dumaninin yogunlastirilarak toplanmasinda
kullanilan diizenek.

Numunelerin seyreltilmesi:

Yukaridaki aciklandigr sekilde 1 mi DMSO icinde c¢oziilerek hazirlanmis olan kalinti
asagidaki sekilde seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda test edilmistir.

Numune 1: Seyreltilmemis numune = 1 mi

Numune 2: 350/d seyreltiimemis numune 1 + 350/d DMSO = 700//1 (2 kat seyreltildi)
Numune 3: 350 fil seyreltilmis numune 2 + 350 fil DMSO = 700 fi/ (4 kat seyreltildi)
Numune 4: 350 fil seyreltilmis numune 3 + 350 fif DMSO = 700 fil (8 kat seyreltildi)
Numune 5: 350 fil seyreltilmis numune 4 + 350/d DMSO = 700 fil (16 kat seyreltildi)
Numune 6: 350 fil seyreltilmis numune 5 + 350 fil DMSO = 700 fi/ (32 kat seyreltildi)
Numune 7: 350 fil seyreltilmis numune 6 + 350 fil DMSO = 700 fil (64 kat seyreltildi)
Numune 8: 350 fil seyreltilmis numune 7 + 350 fil DMSO = 700 fil (128 kat seyreltildi)
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17 _ Ostradiol standartlarinin hazirlanmasi

Hazirlanacak olan 10 mi lik calisma kiiltiirlerinde sirast ile 0.3 nM, 3 nM, 5 nM, 10 nM,
100 nM, 300 nM ve 1000 nM lik 17 _ Ostradiol konsantrasyonlari olusturabilmek i¢in 1 mM Iik
stok 17 _ Ostradiol ¢ozeltisinden hareketle DMSO ile seyreltilerek yeni standartlar hazirland1 ve
Maya Testinde pozitif kontrol olarak kullanildi.

_ -Galaktozidaz tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

16.1 g Na,HPO, 7H,0, 5.5 g NaH,P0, 7H,0, 0.75 g KCI ve 0.25 g MgS0, 7H,0 tartild1
ve distile su ile 1000 mi ¢ tamamlandiktan sonra pH s1 7.00 ye ayarlandi (NaOH/HCI). Bu
¢Ozeltiden 100 mi alinip lizerine 3.2 mi (% 0.1) sodyum dodesil siilfat (Merck, 1.12533) ve 270
JA merkapto etanol (Merck, 1.15433) ilave edilerek -Galaktosidaz tampon cozeltisi hazirlandi.

_ -Galaktozidaz substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

30 mi yukaridaki sekilde hazirlanmig olan -Galaktozidaz tampon cozeltisi alindi ve
igerisinde 0.12 g 2 nitrofenol _ D galaktopiranozid (Merck, 1.06791) c¢oziilerek _-Galaktozidaz
substrat ¢ozeltisi hazirlandi.

Rekombinant maya testi
Rekombinant mayanmin 6zellikleri:

Bu test, Almanya da GSF (GSF-Institut fiir Okologische Chemie, Neuherberg, Germany)
laboratuarlarindan temin edilen ve insan Ostrojen reseptoru ile etkilesebilen kimyasal maddeleri
tayin edebilecek genetik diizenlemelere sahip olan bir rekombinant maya {Saccaromyces
Cerevisiae) O6rnegi kullanilarak gerceklestirilmistir. Maya hiicrelerinde normalde Ostrojen
reseptorii bulunmadigi icin insan Ostrojen reseptoriiniin (human estrogen receptor, "hER") DNA
dizilimi maya hiicresinin ana kromozomu icerisine entegre edilmistir. Bu maya hiicresinde ayni
zamanda -galaktozidaz enzimini kodlayan lac-Z genini iceren plazmidler de bulunmaktadir.
Boyle bir diizenlemeyle ostojen reseptor aktivitesinin oOlgimu Sekil 2 de goruldigu gibi
miimkiin hale getirilmistir (2,6).
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Sekil 2. Maya hiicresinde genom lizerine entegre olmus olan insan ostrojen reseptoru geni,

plasmid tizerindeki Gstrojen yanit elemanina (ere) baglanabilecek formda tanimlanir 1

ve ere iizerine baglanir 2. Ostrojen veya benzeri etki gosterebilen maddeler reseptore

baglandiginda 3 reseptor aktive olur ve lac-z reporter geninin ekspresyonuna neden

olur 4. Sonucgta -galaktozidaz enzimi sentezlenmis olur. Bu enzim test ortamina

gecer 5 ve onpg'yi onp'ye (sar1 renkli) metabolize eder 6. Olusan sar1 rengin

absorbansi 420 nm de olgiiliir (2).

Bu sistemde, sentezlenen insan Ostrojen reseptori (hER) palzmid lizerine yerlestirilmis

olan Ostrojen yanit elemanina (estrogen respose elements, "ERE") baglanir. Ostrojenin veya

ostrojenik aktiviteye sahip bir kimyasal maddenin reseptOre baglanmasi ile aktive olan reseptor

Lac-Z geninin ekspresyonunu ve sonucta -galaktozidaz enziminin sentezini saglar. Bu enzim

test ortamina gecer ve renksiz olan o-nitrofenol-beta-D-galaktozidaz'r sar1 renkli o-nitrofenol'e

metabolize eder (Sekil 2). Sart rengin olusmasi ve neticede absorbansin ylikselmesi test edilen

kimyasal maddenin ostrojenik aktiviteye sahip oldugunun bir gostergesidir. Sonugta olusan sari

rengin absorbanst 420 nm de Olgiilerek test edilen kimyasal maddenin oOstrojenik aktivitesi

degerlendirilmistir (2,6).
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Rekombinant maya testinde kullanilacak Temel Biiyiime Ortami nin hazirlanmasi:

Temel Biiyiime Ortami (Basic Growth Medium, "BGM") asagidaki kimyasal maddelerin
700 mi aminoasit karistmina steril kosullarda eklenmesi ile hazirlandi.

Amino asit karisiminin hazirlanmasi:

Adenin 0,05 g., Arjinin 0,02 g., Aspartik asit 0,0947 g., Glutamik asit 0,1 g., Histidin 0,05
g., Izolosin 0,03 g., Losin 0,05 g., Lizin 0,03 g., Metiyonin 0,02 g., Fenilalanin 0,025 g., Serin
0,375 g., Treonin 0,182 g., Tirozin 0,03 g., Valin 0,15 g. Tartildi ve 700 mi bidistile suda
¢ozildi ve otoklavda sterilize edildi.

Kimyasal Maddeler Coziicii

Yeast Nitrogen Base™ (1.7 g) + (NH,),S0, (5 g) 100 ml suda ¢oziiliir
Glukoz, (20 g) 100 ml suda ¢oziiltir
L-Leucine, (0.39 g) 20 ml suda ¢oziiltir
L-Histidin, (0.05 g) 10 ml suda ¢oziiliir
Aminoasit Karigimi 700 ml suda ¢oziiliir

*YNB, (DIFCO, 0335-15-9)

Yukaridaki cozeltiler steril kosullarda karistirildi ve hacmi 1000 ml ye tamamlamak icin
70 ml steril su ilave edildi. Bu sekilde hazirlanan BGM testlerde gerekli miktarlarda kullanildi.

Rekombinant maya ftestinde kullanilacak stok kiiltiiriin hazirlanmasi:

Daha 6nceden genetik olarak modifiye edilmis maya hiicreleri, bir erlenmeyer de i¢ine 10
ml BGM ilave edilerek ¢alkalayicili bir inkiibator i¢inde 30 °C ve 130 devir/dakika da
¢ogalmaya birakildi. Daha sonra bu ortama %15 oraninda DMSO ilave edilerek 0.5 ml lik
boliimler halinde -80 °C de saklandi. Bu sekilde hazirlanan stok kiltiirii (Stock Culture, "SC")
testlerde gerekli miktarlarda kullanildi. Yapilan tiim iglemler steril kosullarda yapildi.

Rekombinant maya testinde kullanilacak baslangic kiiltiiriiniin hazirlanmasi:

10 ml BGM steril kosullarda 100 ml lik bir erlenmeyer icine aktarilip ve 40 1 SC ile
inokule edildikten sonra calkalayicili bir inkiibatérde 30 °C ve 130 devir/dakika da 24 saat
bekletildi. Bu sekilde steril kosullarda caligilarak baslangi¢ kiiltiirti hazirlandi.

Rekombinant maya testinde kullanilacak ¢calisma kiiltiiriiniin hazirlanmasi:

BGM'dan test siiresince yetecek miktarda alindi ve bu ortama baslangi¢ kiiltiirlinden
yeterli miktarda (sonugta elde edilecek olan ¢aligma kiiltiirtintin optik dansitesi "OD,,," 0.75
olacak miktarda) ilave edildi. Daha sonra 1 ml bagina 1 _1 olmak tizere % 1.25 lik CuSO, 5H,0
ilave edildi ve 30 °C ve 130 devir/dakika da 16 saat daha bekletildi. Stire sonunda 6lgiilen OD,,
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= 0.75 £ 0.05 olmalidir. Bu degerin lzerindeki okumalarda BGM ilave edilerek seyreltme
yapilmalidir. Stire sonunda testde kullanilacak calisma kiiltiiri (Working Culture, "WC") steril
kosullarda hazirlandi.

Bu asamadan sonra standartlar icin 24 adet 100 mi lik steril erlenmeyer hazirlandi ve
steril kosullarda yukarida hazirlanmis olan calisma kiiltiirinden (WC) her birine 10 mi ve
standartlarin hazirlanmasi boliimiinde verilen konsantrasyonlar elde edilecek sekilde daha Once
DMSO ile seyreltilerek hazirlanan 17 _ Ostradiol standartlarindan 100 er/il ilave edildi. Ayrica
DMSO ile bir seri negatif kontrol hazirlandi (her konsantrasyon icin 3 ayn erlenmeyer
hazirland1). Kannabis recinesinden hazirlanan numuneler i¢inde 24 adet erlenmeyer yukaridaki
kosullarda hazirland1 ve bu toplam 48 erlenmeyer calkalayicili bir inkiibatorde 2 saat 30°C de
130 devir/dakika de inkiibe edildi (Hazirlanan 48 erlenmeyere ilave edilenler asagida
gosterilmistir).

STANDARTLAR icin hazirlanan steril erlenmeyerler

DMSO 03 nM 3nM 5nM 10 nM 100 nM 300nM 1000 nM
10mIWC+  10mIWC+ 10miWC+ 10 mi WC+ 10mIWC+ 10 mi WC+ 10 mi WC + 10 mi WC +
100/ DMSO  100/d std.  100/d std.  100/d std.  100/d std.  100/d std.  100/d std.  100/d std.
10mIWC+  10mIWC+ 10mi WC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10 mi WC+ 10mIWC +
100/d DMSO ~ 100/d std.  100/d std.  100//Lstd.  100/d std.  100/d std.  100/d std.  100/d std.
10mIWC+  10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC +

I
100/dDMSO 100/dstd. 100/dstd. 100/dstd. 100/dstd. 100/dstd. 100/dstd. 100/d std.

NUMUNELER i¢in hazirlanan steril erlenmeyerler

Numune 1 Numune 2 Numune 3 Numune4 Numune5 Numune6 Numune?7 Numune 8
10mIWC+  10mIWC+ 10mi WC+ 10mIWC+ 10miWC+ 10mi WC+ 10 mi WC+ 10mIWC +
100/d CRK* 100/d CRK 100/d CRK 100/d CRK 100/dCRK 100/dCRK 100/dCRK 100/d CRK

10mIWC+  10mIWC+ 10 mi WC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC +
11

100/dCRK ~ 100/dCRK 100/d CRK 100/d CRK 100//1 CRK 100//] CRK 100/dCRK 100/d CRK

10mIWC+  10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10mIWC+ 10 mi WC+ 10mIWC+ 10mIWC +
11

100/dCRK  100/dCRK 100/dCRK 100/dCRK 100/dCRK 100/dCRK 100/dCRK 100/dCRK

* CRK: Kannabis Recinesi Kalintist (Hazirlanist Kannabis recinesinin yakilmasi boliimiinde anlatilmigtir)

Inkiibasyon sonrasinda tiim erlenmeyerlerden 200 /il alinip kendisine karsilik gelen bir
eppendorf reaksiyon tiipliniin icerisine aktarildi. Boylece 48 adet eppendorf reaksiyon tiipii
hazirlanmis oldu. Bu tiiplerin her birine 620 /il _-Galaktosidaz tampon c¢ozeltisi ve 50 /il
kloroform ilave edildikten sonra 30 °C lik su banyosunda 5 dk bekletildi ve tlizerine 200 /il _-
Galaktosidaz substrat cozeltisi ilave edildi. Tipler 30 °C lik su banyosunda tekrar 30 dk
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bekletildikten sonra tizerlerine 500 pil Na,C0, (% 10.6) ilave edilerek reaksiyon durduruldu.
Biitiin eppendorf reaksiyon tiipleri 17000 devir/dakika de 15 dk santrifiij edildikten sonra

sipernatantin absorbansi 420 nm de suya karsi okundu.

SONUC VE TARTISMA

Materyal ve yontem bolimiinde anlatildigi sekilde hazirlanan Kannabis recinesi
numunesinin ostrojenik aktiviteye sahip olup olmadig1 rekombinant maya testi ile arastirilmis ve

Tablo 1 deki sonuglar elde edilmistir.

Tablo 1. Maya testinde Standart ve Numuneler icin elde edilen absorbans degerleri

STANDARTLAR iCIN ELDE EDILEN ABSORBANS DEGERLERI

DMSO 03 nM 3nM 5nM 10 nM 100 nM 300 nM 1000 nM
I 0,023 0,042 0,322 0,622 0,905 1,345 1,457 1,463
1 0,024 0,041 0,338 0,642 0,885 1,348 1,515 1,362
I 0,021 0,036 0,316 0,666 0,9 1,333 1,507 1,441
Ort. 0,0227 0,0397 03253 0,6433 0,8967 1,3420 1,4930 1,4220
St. Sp. 0,0015 0,0032 0,0114 0,0220 0,0104 0,0079 0,0314 0,0531

NUMUNELER ICiN ELDE EDiLEN ABSORBANS DEGERLERI

Numune8 Numune 7 Numune 6 Numune 5 Numune4 Numune 3 Numune 2  Numune 1

(0.125 mg)* (0.25 mg)* (0.5mg)* (I mg)* (2 mg)* (4 mg)* (8 mg)* (16 mg)*

I 0,027 0,029 0,041 0,064 0,098 0,141 0,178 0,213

11 0,026 0,030 0,040 0,067 0,102 0,155 0,169 0,211

11 0,026 0,030 0,038 0,067 0,099 0,223 0,181 0,210
Ort. 0,0263 0,0297 0,0397 0,0660 0,0997 0,1730 0,1760 0,2113
St. Sp. 0,0006 0,0006 0,0015 0,0017 0,0021 0,0439 0,0062 0,0015

* Hazirlanan Kannabis recinesi numunelerinden test icin 100 erf#\ kullanildiginda, Kannabis recinesi kalintisinin 10
mi lik calisma kiiltiirindeki mg olarak miktaridir (Kannabis reginesinin yakilmasi boliimiinde 1 mi DMSO igine

alinan kalintinin 0.16 g oldugu belirtilmistir).

Tablo 1 de elde edilen absorbanslar grafige aktarildiginda (Sekil 3) Kannabis
numunelerinden elde edilen absorbans degerlerinin negatif kontrol olarak kullanilan DMSO dan
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yliksek oldugu (f-test, p<0.05) ve dolayisi ile Ostrojenik
aktiviteye sahip olduklar1 gorilmektedir (8 numarali numune haric).
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Sekil 3. Maya testine gore; negatif kontrol olarak kullanilan DMSO (siyah bar), Kannabis
numuneleri (beyaz barlar) ve pozitif kontrol olarak kullanilan 17 _ Ostradiol (gri
barlar) icin elde edilen absorbans degerleri gorilmektedir. Buna gore 128 kat
seyreltilen 8 numarali numune hari¢ seyreltilmis diger 7 adet Kannabis numuneleri
icin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde DMSO ya gore daha yiiksek absorbans
degerleri elde edilmistir (* Mest p<0.05, DMSO'nun verdigi absorbansa gore yiiksek,
** Mest p<0.01,0.3 nM 17 _ 6stradiol {in verdigi absorbansa gore ytiksek).

Ayrica Tablo 1 de goriillen absorbans ve dozlar Logaritmik skalali bir grafige
aktarildiginda Sekil 4 deki sigmoid egriler elde edilmistir. "GraphPad Prism 4" istatistik
programi kullanilarak hem 17 _ ostradiol hem de Kannabis Reginesi kalintist icin EC,; (medyan
efektif konsantrasyon) konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Buna gore 17 _ ostradiol i¢in EC,, =
7.189 nM (19.58 ng/100 _1), Kannabis Recinesi dumaninin kondensati icin EC,, = 2.274 mg
olarak bulunmustur.

Tablo 1 ve Sekil 3 deki sonuglar incelendiginde Kannabis reginesi dumanindan
hazirlanan numunelerin negatif kontrol olarak kullanilan DMSO dan daha yiiksek absorbans
verdikleri ve sonu¢ olarak oOstrojenik aktiviteye sahip olduklari anlasilmaktadir. Numuneleri
seyreltilmesi boliimiinde de goruldiigi gibi hazirlanan numuneler geometrik olarak seyreltilmis
ve buna gore 8 ayri konsantrasyonda numune elde edilmistir. Bu numunelerden 128 kez
seyreltilen 8 numarali numune haricinde tiim numuneler negatif standart olarak kullanilan
DMSO dan istatistiksel olarak (Mest p<0.05) daha yiiksek absorbans vermislerdir. Ayrica
1,2,3,4 ve 5 numarali numunelerin her biri i¢in de pozitif kontrol olarak kullanilan 0.3 nM
konsantrasyonundaki 17 _ oOstradiol den istatistiksel olarak daha yiiksek (Mest p<0.01)



38 Yalcin DUYDU

absorbans degerleri Olclilmiistiir. Bu durumda 1,2,3,4 ve 5 numarali numunelerin sirasi ile 16, §,
4, 2, ve 1 mg Kannabis recinesi dumaninin kondensatini icerdikleri diisiiniiliirse bu miktarlarin
0.3 nM 17 _ ostradiol den daha yliksek ostrojenik aktivite gosterdikleri anlagilmaktadir.

Absorbane (420 nm)
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Sekil 4. 17 _ ostradiol (konsantrasyonlar nM cinsinden Logaritmik skala lizerinde verilmistir)
ve Kannabis Reginesi kalintisinin (hazirlanan numunelerdeki kalinti mg cinsinden
yine Logaritmik skala lizerinden verilmistir) maya testi sonuclarina gore Ostrojenik
aktiviteleri.

Sekil 4 de Kannabis recinesi kondensatinin mg olarak miktarina karsilik absorbanslar
grafige gecirilmis ve sigmoidal bir egri elde edilmistir. Bu egriden de anlasilabilecegi gibi
konsantrasyona karsi absorbans artist siirekli degildir ve belli bir konsantrasyondan sonra plato
olusturmaktadir. Bu durum ostrojenik aktivite gosteren kimyasal maddeler icin bilinen bir doz
cevap iligkisidir. Ayni iligki pozitif kontrol olarak kullanilan 17 _ 6stradiol icin de gozlenmistir.
Calismamizda elde etmis oldugumuz doz cevap iliskisi goz ontinde bulunduruldugunda 2.274
mg duman kondensati, Kannabis dumaninin olusturabilecegi maksimum Ostrojenik aktivitenin
% 50 sini olusturabilmektedir (EC,, = 2.274 mg). Bu c¢alismada bu deger pozitif kontrol olarak
kullanilan 17 _ 6stradiol icin 7.189 nM (19.58 ng/100 1) olarak hesaplanmustir (Sekil 4).

Bu calisma Kannabis recginesinin yakilmasi ile olusan dumanin Ostrojenik aktivite
gosterdigini kanitlamaktadir. Ancak bilindigi gibi yanma sonucunda olugan dumanin igerisinde
sayisiz miktarda kimyasal madde bulunmaktadir. Bu kimyasal maddelerden hangisinin
ostrojenik aktiviteden sorumlu oldugu konusunda yapmis oldugumuz calismanin sonuclarina
gore bir degerlendirme yapmak miimkiin degildir. Bilindigi gibi Kannabis trlinlerindeki temel
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psikoaktif madde ~ - THC diir ve Kannabis recinesindeki miktar1 tretildigi bolgelere gore
degismekle beraber ortalama % 2 - 10 arasindadir (7,8). Bunun yaninda kannabinol ve
kannabidiol Kannabis tirinlerinde yer alan diger minor kannbinoitlerden en onemlileri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (7,8). Calismamizin sonuclarina gore ostrojenik aktiviteden bunlardan
hangisinin veya hangilerinin sorumlu oldugunu soylemek miimkiin degildir. Bu nedenle bu
calisma bu aktif maddeleri tek tek ve kombine halde test ederek devam ettirilebilir ve bu konuda
daha kesin bir degerlendirme yapilabilr. Bu calismada, Kannabis dumani igerisindeki hangi
aktif maddelerin Ostrojenik aktiviteye sahip olduklarinin tespit edilmedigi ve Ostrojenik aktivite
gosteren kimyasal maddelerin elde ettigimiz duman kalintist icinde hangi oranda
bulunduklarinin bilinmedigi g6z oniinde bulundurulmalidir. Ciinkii Ostrojenik aktiviteden eger
Kannabis dumant icerisinde bulunan kannabinoidler sorumlu ise Kannabis recinesinin i¢indeki
kannabinoid miktarlari ve oranlart bitkinin yetistigi bolgelere gore bliyik degisiklikler
gosterecektir (8). Bu durumda diinyanin farkli cografi bolgelerinde hazirlanan Kannabis
re¢inesinin dumani da Ostrojenik aktivite yoniinden farkliliklar gosterecektir. Bu nedenle bu
calismada sadece elde ettigimiz Kannabis dumaninin negatif kontrol dan daha yiiksek bir
ostrojenik aktivite gosterdigi ve ayrica 1-5 numarali numunelerin 0.3 nM 17 _ oOstradiol den
daha yiiksek Ostrojenik aktivite gosterdikleri belirtilmis ve varsayimlar tlizerine yorum
yapilmamistir. Ancak yukarida aciklanan belirsizliklere ragmen bu calisma en azindan
Kannabis reginesinin dumaninin Ostrojenik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Sonuclar
bu yaklasim ile degerlendirildiginde Kannabis recinesinin dumaninda giris boliimiinde EDCs
olarak tanimladigimiz ozelliklere sahip kimyasal maddelerin bulundugu anlasilmaktadir.
Uyusturucu maddeler kapsaminda olan Kannabis recinesinin ozellikle sigara gibi igilmek sureti
ile cok yaygin olarak kullaniliyor olmasi elde edilen bu sonucun 6nemini arttirmaktadir.

Sonug olarak Kannabis reginesini sigara gibi hazirlayip icen ve dolayist ile dumanina
maruz kalan Kkisiler Kannabis Urlinlerinin sebep oldugu bilinen saglik sorunlarinin yanisira
ostrojenik aktiviteye sahip kimyasal maddelerin yarattiklari saglik sorunlariyla da
karsilasabileceklerdir. Ayrica bu calisma Kannabis recinesi dumanin ostrojenik aktiviteye sahip
oldugunu gosteren ilk caligmadir. Calismamizin bir diger onemli sonucu da bu yontemin
kolaylikla bitki ekstrelerine ve ¢evresel numunelerin ekstrelerine uygulanabilecek olmasidir. Bu
nedenle bundan sonra cevresel ve bitkisel ekstrelerde yapilacak olan c¢alismalara kolaylikla
uyarlanabilecek bir test yontemi olarak diistintilebilir.

TESEKKUR

Bu calisma Almanya'da GSF (GSF-Institut fiir Okologische Chemie, Neuherberg,
Germany) laboratuarlarinda gergeklestirilmistir. Bu nedenle ¢alisma esnasinda kullanilan
rekombinant maya ornegini temin eden, laboratuarinin biitiin imkanlarini sunan ve her tirli
teknik destegi veren Dr. Kari Werner Schramm'a ve test prosediirii ile ilgili karsilagilan
sorunlarda yardimlarini esirgemeyen Karin Doods'a tesekkiir ederim.
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