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OZET

Endemik Origanum hypericifolium ve Kiiltiir Uriinii
Coffea arabica Ugucu Yag Ve EKkstraktlarinin C6, HepG2
ve A549 Hiicre Hatlar1 Uzerinde Sitotoksik EtKisi

Buse BAHAR

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Sezgin CELIK

Es-Danisman: Dr. Ogretim Uyesi Akin SEVING

Son yillarda ¢agimizin hastaligi olarak bilinen kanserin artis gosterdigi ve
kanserden korunmak i¢in ilaglarin yani sira dogal iirtinlerin kullanimina
basvuruldugu goériilmektedir. Yapilan ¢calismalarin cogunda kanserli dokuyu
oldiirmek, ¢ogalmasini durdurmak ya da sabit kalmasini saglamak igin bir
bitkiyi kullanirken bir igerige odaklanip onu elde edene kadar saflastirarak
kullanilir. Fakat ila¢ olarak alinmadigi siirece bu maddeler viicuda saf
halleriyle girmezler. Viicuda girene daha yakin bir halini inceleyebilmek i¢in
Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ve Coffea arabica L.
cekirdeklerinin kavrulmus ve kavrulmamis hallerinin yag asitleri ve ucucu

yaglari farkl tiirde kanser hiicreleri tizerindeki etkisi incelenecektir.

Ulkemiz cok zengin bir bitki értiisii cesitliligine sahiptir. Bu cesitlilik bize
cok degerli endemik bitkiler sunmaktadir. Bunlardan biri olan Origanum
hypericifolium Schwarz et P. H. Davis antimikrobiyal ve antioksidan

ozellikleri uzun yillardir bilinen Lamiaceae ailesine ait tilkemize endemik

XIV



bir bitkidir. Uzun yillardir halk tibbinda mide ve diyabet i¢in kullanilmistir.
Yapilan baz1 ¢alismalar serviks kanseri ve akciger kanseri tuzerinde
antikanser ozelligi oldugu tespit edilmistir. Coffea arabica L. iilkemizde
yetismeyen Rubiaceae ailesine ait islenmis bir bitki turtidiir. Genellikle Tiirk
kahvesi bu tiir ile yapilmaktadir. Birgok calismada antikanser 6zelligi tespit
edilmistir. Bu bitkiler giinlik yasamimizda ¢ok tiiketilmekte olup

laboratuarimizda da hali hazirda kuru halde bulunmaktadir.

Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ve Coffea arabica L.
cekirdeklerinin C6, HepG2 ve A549 hiicre hatlar1 tzerindeki etkisini

arastirmak icin laboratuvarimizdaki kurutulmus bitkiler kullanilmistir.

Ulkemizde endemik olarak bulunan Origanum hypericifolium Schwarz et P.
H. Davis'un ve antitoksik o0zelliginde oldugu bilinen ve farkl
uygulamalarinin bazi kanser hiicre hatlarinda pozitif sonuclar verdigi
bilinen kavrulmus ve kavrulmamis Coffea arabica L. ¢ekirdeklerinin yag
asitlerinin C6, HepG2 ve A549 hiicre hatlar1 {zerindeki -etkilerini
incelenmistir. Bir¢ok faydasi oldugunu bildigimiz iilkemizde guinlik
tiketimi fazla olan Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ugucu
yaglarinin ve Coffea arabica L. ¢ekirdeginin ¢ig ve kavrulmus halinin yag
asitlerinin C6, HepG2 ve A549 hiicre hatlar tizerinde nasil bir etkisi oldugu

MTT ile incelenmistir.

Sonug olarak, C6, HepG2 ve A549 hiicre hatlarinin, ¢ig ve kavrulmus Coffea
arabica L. ¢ekirdeginin yag asitleri ve Origanum hypericifolium Schwarz et P.

H. Davis’in ugucu yaglardan nasil etkilendigi in vitro olarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Origanum hypericifolium, Coffea arabica, A549,

HepG2, C6, MTT

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Endemic Origanum hypericifolium and Culture Coffea
arabica Effect Of Essential Oils and Extracts On C6, HepG2
and A549 Cell Lines

Buse BAHAR

Department of Molecular Biology and Genetics
MSc. Thesis
Advisor: Prof. Dr. Sezgin CELIK

Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. Akin SEVINC

In recent years, it has been seen that cancer, known as epilepsy, has
increased and the use of natural products as well as medicines has been
applied to protect against cancer. Most of the studies done are used by
killing a cancerous tissue, stopping proliferation or using a plant to keep it
constant, focusing on a content and purifying it until it is obtained.
However, unless they are taken as medicines, these substances do not enter
the body in their pure state. In order to be able to examine the body closer,
the effects of fatty acids and essential oils of different types of cancer cells
on the roasted and unroasted forms of Coffea arabica L. beans and

Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis will be examined.

Our country has a very rich vegetation variety. This diversity offers us
endemic plants of great value. Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis, an antimicrobial and antioxidant, is an endemic plant of the
Lamiaceae family, which has been known for a long time. For many years

folk medicine has been used for stomach and diabetes. Some studies have
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been found to be anticancer properties on cervical cancer and lung cancer.
Coffea arabica L. is a cultivated plant species of Rubiaceae family that does
not grow in our country. Usually Turkish coffee is made with this type of
coffee. Anticancer properties have been identified in many studies. These
plants, which we have dry form in our laboratory, are consumed very much

in our daily life’s.

Dried plants in our laboratory will be used to investigate the effect of
Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis and Coffea arabica L. beans

on C6, HepG2 and A549 cell lines.

The effects of essential on C6, HepG2 and A549 cell lines of Origanum
hypericifolium Schwarz et P. H. Davis which is known to be endemic in our
country. Roasted and unroasted Coffea arabica L. and Origanum
hypericifolium Schwarz et P. H. Davis known to be antitoxic and whose
different applications are believed to give positive results on certain cancer
cell lines, will be examined. The effect of fatty acids and essential oils of C6,
HepG2 and A549 cell lines on the carbohydrate of Origanum hypericifolium
Schwarz et P. H. Davis and raw and roasted Coffea arabica L. bean, which we
know to be very beneficial in our country, will be examined. Cytotoxicity
will be determined by the MTT process a chemotherapeutic agent will be

informed of cells.

As a result, how C6, HepG2 and A549 cell lines are affected by raw and
roasted Coffea arabica L. beans fatty acids and Origanum hypericifolium

Schwarz et P. H. Davis essential oils will be examined in vitro.

Key Words: Origanum hypericifolium, Coffea arabica, A549, HepG2, C6, MTT

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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1
Giris

1.1. Literatiir Ozeti

Bitkiler ve dogal tirtinlerden gelen sifa gliniimiiziin en 6nemli konularindan biridir.
Son yillarda ¢agimizin hastaligl olarak bilinen kanserin artis gosterdigi ve
kanserden korunmak i¢in ilaglarin yami sira dogal irtnlerin kullanimina

basvuruldugu goriilmektedir (Mann, 2002).

Kekik diinyadaki en yaygin sifal bitkilerden biridir. italya ve Meksika
yemeklerinde taze ve kurutulmus formda yaygin olarak kullanilir. Kurutulmus
bitkiler ayrica et, et uiriinleri, aperatif gidalar ve sut tirtinleri gibi bir¢ok islenmis
gida da kullanilir. Origanum tirlerinden ekstrakte edilen esansiyel yaglar; halk
tibbi, yemeklerde aroma, parfiim ve ila¢ endustrisi gibi giinliik yasamda bir¢ok
kullanist mevcuttur. Antimikrobiyal ve antioksidan o6zellikleri uzun yillardir
bilinmektedir ve antibiyotik 06zelliklerinin kesfi icin bakteriler, virtisler ve
mantarlar kullanilarak bir¢ok c¢alisma yapilmistir (Temel ve Tokur, 2009).
Origanum L. cinsinin dahil oldugu Lamiaceae (Labiatae) familyas1 diinyada
yaklasik 200 cins ve 3500 tiirle temsil olunmaktadir. Bu familya iiyeleri baslica
Akdeniz havzasi iilkeleri olmak lizere Avusturalya, Gliney Bati Asya ve Giiney
Amerika’ya kadar yayilis gostermektedir. Yurdumuzda ise 45 cins ve 546’dan fazla
tlire sahiptir (Temel vd., 2011). Origanum L. cinsi 15 endemik tiir de dahil olmak
tizere Tirkiye'de 26 takson ile temsil edilmektedir. Origanum hypericifolium
Schwarz et P. H. Davis, dagilimi sinirh olan endemik bir tiirdiir (Celik vd., 2010).
Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis, yerli halk tarafindan "Cokelek
kekigi" veya "Kekik" olarak bilinir ve Denizli bolgesi i¢cin endemiktir. Bu bitki,
ozellikle bitkisel cay olarak diyabet icin ve bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilir
(Ocak vd., 2013). Oregano tiirlerinin antispazmodik, antitiimoral, antifungal ve

analjezik etkinlikleri bildirilmistir. Oregano, balgam soktiirticli, antiparazitik ve
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gastrointestinal sikdyetlerinde Tiirk halk tibbinda kullanilmistir. Origanum'un
ucucu yaginda bulunan carvacrol muhtemelen protanoidler gibi inflamatuar
medyatorlerin salinmasina sentezlenmesine miidahale ederek mide iilserlerinin
iyilesme siirecini destekler. Ayrica bir halk tedavisi olarak kolik, 6kstiriik, dis agrisi
ve dlzensiz menstriiel dongiilere karsi kullanilir. Origano tiirleri ayni zamanda
parflimlerde ve kokulu sabunlarda gii¢lii bir dezenfektan ve aroma verici olarak
kullanilirlar (Shayista vd., 2013). Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis,
yaprak ve ciceklerinden yapilan cayin giinde bir kez icilmesi meme kanseri
tedavisinde etkili oldugu bilinmektedir (Sagiroglu vd. 2013). Histokimyasal
analizler sonucunda Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ekstrakti,
gastrointestinal sistemdeki kalin bagirsaktaki ve bazi glikan kisimlarindaki asit
mukozasinin yogunlugunda hafif degisikliZe neden oldugunu ortaya c¢ikarmistir
(Keskin vd., 2012). Origano hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ugucu yag: bir
cesit serviks kanseri ve bir cesit akciger kanseri lizerinde denemis ve icerigindeki

carvacrol sayesinde antikanser 6zellikte oldugunu gostermistir (Baser, 2008).

Kahve, glinde yaklasik 2 milyar fincan tiiketilip, sudan sonra diinyadaki en popiiler
ikinci icecektir. Diisiik maliyeti ve hazirlanma kolayligi nedeniyle, hemen hemen
tiim tlkelerde ve niifusun tiim sosyal siniflar1 tarafindan farkl hazirlanma gesitleri
ile tiiketilir. Basit bir goriiniim sergileyen bir fincan kahve aslinda yiizlerce
molekilt iceren, bilesimi ve konsantrasyonu ¢ok degisen ve kahve agacinin kokeni
veya metabolizmasi gibi faktorlere bagh olan degisiklik gosteren karmasik bir
karisimdir. Asir1 kahve tiiketimi zararl olabilse de, bu siyah karisimda bulunan
bircok molekil antikanser 6zellikleri sergiler (Gaascht vd.2015). Epidemiyolojik
calismalardan birinde kahve tiiketimi ile kolorektal kanserler gibi belirli kanser
tirlerine yakalanma riski arasinda ters bir iliski bulmustur. Hayvan deneylerinin
verileri, Coffea arabica L'nin kimyasal oOnleyici bir etkisi oldugunu
desteklemektedir. Bu faydali etkilerden sorumlu olabilecek kahve bilesenlerini
tanimlamak icin 6nemli arastirmalar yapilmistir. Coffea arabica L.’daki kafestol ve
kahveol gibi cesitli bilesenler kanserojenlerin genotoksisitesinin azalmasina neden
olan genis bir biyokimyasal etki serisi lrettigi gosterilmistir (Calvin vd., 2002).
Coffea arabica L. tiiketimi, kafein etkisi ile bazal hiicre karsinomasi gelisimine karsi
orta diizeyde koruyucu bir etki yapmaktadir (Caini vd., 2017). Epidemiyolojik
2



arastirmalarda, kahve i¢cimi hepatoseliiler karsinom ve kolon kanseri ile ters
orantili bulunmustur. Coffea arabica L., ¢ig, kavurulmus olma ve hazirlama
cesitlerine bagh olarak konsantrasyonu degisebilen antioksidan etkinlige sahip
bir¢ok bilesik igerir. Kavurma esnasinda kismen kaybolan fenolik bilesiklerin yani
sira kavurma sirasinda ¢ogunlukla tiretilen melanoidinler hayvan modellerindeki
ve hiicre kiltirti sistemlerindeki c¢alismalar antikarsinojenik etkilere sahip
olabilecek diterpenler sentezledigi bulunmustur. Ozellikle, hem kafestol hem de
kahveol, polisiklik aromatik hidrokarbonlar da dahil olmak iizere c¢esitli
kanserojenlerin etkisinin azalmasina neden olan genis bir biyokimyasal etki serisi
tretmektedir (Bravi vd., 2008). Baska bir calismada elde edilen bulgular, Coffea
arabica L.’ daki kafeinin postmenopozdaki kadinlar icin meme kanseri riski ile zayif
sekilde iligkili olabilecegini ve BRCA1 mutasyon tasiyicilari, arasinda kahve ile
meme kanseri riski arasinda kuvvetli ve anlaml bir iligki bulundugunu ortaya

koymustur (Jiang vd., 2013).

Kanser ve dogal uriinler hakkinda yaptigim literatiir taramalarina dayanarak bo
olgularin birbiri ile baglantisini anlatmak isterim. Meme kanseri, kompleks ve
heterojen bir hastaliktir. Gen ekspresyon profili, histolojik tip, timoér derecesi, lenf
nodu durumu, Ostrojen reseptorii ve insan epidermal biiyltimesi gibi prediktif
belirteglerin varliglr gibi basit Onlemlere dayanan molekiiler diizeyde bu
heterojenite anlayisimiza 6nemli dl¢iide katkida bulunmustur (Holliday ve Speirs,
2011). Meme kanseri, diinyadaki kadinlarda en sik rastlanan onkolojik hastaliktir.
Bununla ragmen, halihazirda mevcut olan ilaglarin etkinligi ¢ok sinirhdir. Dogal
olarak olusan bitki temelli ajanlar1 kapsayan c¢alismalar, kanser ve ilgili
hastaliklarin yonetimi icin yeni stratejilerin gelistirilmesine yol acabilir. Belirli
gidalardaki spesifik bilesiklerin, insan meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini,
apoptoz ve hiicre dongiisiinde tutukluklar yoluyla azalttig1 gosterilmistir (Shafi vd.,
2012). Meme kanserine model hiicre hatlarindan biri olan MCF7 hiicreleri, 69
yasinda beyaz irk bir bayan hastanin meme epitel dokusundan elde edilmistir. Tek
katmanl bliyiiyen yapiskan hiicre hattidir(Levenson ve Jordan, 1997). MCF10A4, 36
yasinda beyaz irk bir bayandan alinmistir (Soule vd., 1990). MCF10A insan meme
bezi epitelyal hiicre hattidir. Birincil kiiltiirden 6liimsiizlestirilmistir (Cowell vd.,
2005). Bu nedenle MCF7 hiicreleri i¢in kontrol olarak kullanilan saglikli epitel
3



meme hicreleridir. Optimum kosullarda c¢alisabilmesi icin bullet kit ile

kullanilmasi gereklidir (Patnala vd., 2014).

Gliomablastoma ya da glioma beyinde ve omurilikte olusan bir timor tirudiir.
Gliomalar, sinir hiicrelerini c¢evreleyen yapiskan destekleyici hiicrelerde (glial
hiicreler) baslarlar. C6 Glioblastoma sicanda neoplastik hiicreler tarafindan santral
sinir sisteminin norolojik islev bozukluguna ve eninde sonunda 6liimiine yol agar

(Grobben vd., 2002).

Bir homojenizasyon teknigi olan ekstraksiyon islemi i¢in kurutulmus bitki
materyali kullanilip maserasyon islemi yapilir. Polar olmayan hekzan polar olan
yag asitlerini bitkiden ¢ekip alir. Maserasyon sonrasi sivi kisim siizge¢ kagidinda
suzulir, ¢ozucller evaporatérde ucurulur. Bitkilerde ucucu yag elde edilmesinde

hidrodistilasyon yéntemi kullanilir (Ozcan ve Cahlchat, 2005).

Herhangi bir kemoterapotik ajanin hiicre canliligina etkisini anlamak igin
kolorimetrik bir test olan MTT testi yapilir. Test, 6lu hiicreleri degil yasayan
hiicreleri tespit eder ve Uuretilen sinyal hiicrelerin aktivasyon derecesine baghdir.
Bu nedenle bu yontem, sitotoksisite, proliferasyon veya aktivasyonu 6l¢gmek icin
kullanilabilir (Mosmann, 1983). Hiicre Sagkalim Testi ile elde edilen koloniler

mikroskop yardimiyla sayilir (Franken vd., 2006).
1.2. Tezin Amaci

Yag asidi eldesi ve ugucu yag eldesi ile Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis, kavrulmus Coffea arabica L. ¢ekirdegi ve kavrulmamis Coffea arabica L.
cekirdeginin daha kompleks ama hiicre igerisine verilebilecek halde elde edilip
roscovitine ile karsilastirilmali olarak incelenmesi hedeflenmektedir. Bu sekilde
bitkisel triinlerimizin halihazirda kullanilan bir kemoterapatik ajan kadar etkili

olup olmadiginin tespiti hedeflenmistir.



1.3.Hipotez

Kanser ¢agimizin hastaligi olup her gecen giin daha fazla biiyliyen bir problem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Halihazirda kullanilan ilaglarin yan etkinliklerinin
sinirh kalmasina neden olmaktadir. istenmeyen bu yan etkileri azaltmak icin en
giivenilir yol alinan ilaglarin dozunu diisiirmek icin yeni ¢éziimler gelistirmemiz
gerekmektedir. Kemoteropotik ajanlarin kanserli hiicreleri etkilerken diger
hiicrelere verdigi zarar1 azaltmak i¢in verilen dozu azaltmak i¢in ek ve zararsiz
urinlere ihtiya¢ vardir. Bu zararsiz destekleyicileri dogal trtinler ile saglayabiliriz.
iste bu nedenle bu calismamizda, kullanmakta oldugumuz ugucu yaglarin
halihazirda kemoteropdétik ajan olarak kullanilmakta olan Roscovitine ilaci ile
karsilastirarak kanser hiicreleri tizerinde nasil bir etkisi oldugunu gézlemlemeyi

hedeflemekteyiz.



2
Genel Bilgi

2.1. Kanser
2.1.1. Tarihge

insaliga ait ulagilmis en eski yazitlarda bile kanserin izleri gériilmektedir. Kanser
ile ilgil bilinen en eski yazitlar Eski Misir'a ait papiruslardir. Edwin Smithe,
milattan 6nce 1600 civarinda yazilmis bir papiruse dayanarak kanserin bir
tanimini yapmis ve memedeki tiimorlesmis dokularin Kkoterizasyon yoluyla

¢ikarmasi prosediiriinii anlatmaktadir (American Cancer Society, 2009).

Yunan hekim Hipokrat tuttugu kayitlarda, yenge¢ ya da kerevitlere benzerliginin
vurgulamis ve birkag kanser tiirtini tarif etmistir. Ayn1 zamanlarda ¢alisan sifacilar
ise 6limden sonra vucuda zarar vermek geleneklere karsi oldugu icin, deri, burun
ve meme gibi disaridan goriilebilen tiimoér yapilarini gizimleri ile gostermislerdir.
Milattan sonra 2. yiizyilda, Yunan sifac1 Galen, kanserli dokuyu tanimlamak igin
onkos tanimini kullanmig ve malign tiimorler i¢in kullanillan karsinos tanimini bu
tanimdan ayirmistir. Galen'in kullanimlar1 bu giinkii modern terminolojiye kadar
ulasmis ve o glinlerde temelleri atilan kelimelerden tiirettigimiz onkoloji tanimini
hala kullanmaktayiz (American Cancer Society, 2009). Bu sekilde kanser,
karsinoma ve kanser hastalig ile ilgili temel terimlerin kékenleri de o zamanlara

dayanmaktadir.
2.1.2. 16.,17.Yuzyil ve Sonrasinda Kanser

16. ve 17. Yuzyillarda hekimler 6liimlerin nedenlerini merak etmeye baslamislar
ve bu sekilde otopsi kavrami ortaya cikmistir. Alman Profesér Wilhelm Fabry
yaptif1 arastirmalar sonucu meme kanserinin bir meme kanalindaki siit
pithtisindan kaynaklandig1 kanisina varmistir (Murrel, 1995). Hollandali1 Profesor

Francois de la Boe Sylvius, tiim hastaliklarin kimyasal siire¢gler sonucu olustuguna



ve lenf sistemindeki asidik lenf sivisinin kansere neden olduguna inanmistir
(Perumal, 2016). Nicolaes Tulp ise yaptig1 arastirmalar sonucu kanserin yavas

yavas yayilan bir zehir ve bulasici oldugu sonucuna varmistir (Ekmektzoglou,

2009).

Bilim ile ugrasan insanlarin kanseri gorebilmeleri baz fikirler olusturmalar1 bir
tanim yada sonu¢ olusturmaya yetmemisti. 1775 yilinda ingiliz cerrah Percivall
Pott, yaptig1 taramalar sonucunda kanserin yaygin bir hastalik oldugunu kesfetmis
ve kanserin ilk taniminmi ortaya koymustur. Diinyanin farkli yerlerinde bunu tek
basina arastiran her arastirmacidan ayri fikirler ¢ikmasina ramen beraber ¢6ziim
bulmaya ¢alismalar ile farkl diistincelerin bir araya gelmesi sonuca giden yolda ilk

adim olmustur (American Cancer Society, 2009).

Mikroskopun 18. yilizyllda yaygin kullanima baslamasi ile “kanser zehirinin”
aslinda bir zehir olmadi ve o zehir olarak gozlemlenen maddenin de lenf
nodlarindan diger bolgelere metastas yapmis olan primer tiimorlere ait oldugu
kesfedilmistir. Hastaligin bu goriisii ilk olarak 1871 ve 1874 yillan arasinda ingiliz
cerrah Campbell De Morgan c¢alismalarinin sonuclarinda tanimlanmistir. O
donemlerdeki hijyen sorunlari nedeni ile her hastalikta bir sorun olusturdugu gibi
kanser tedavisinde de cerrahinin kullanimi koti sonuglara neden olmustur
(Grange, 2002). Bunun yaninda ayn1 dénemlerde, Isko¢ cerrah Alexander Monro,
iki y11 boyunca 60 kanserli hasta lizerinde yaptig1 cerrahi ¢alismalarda sadece 2
meme kanserli hastanin hayatta kalmasini saglayabilmistir. 19. yiizyilda, cerrahi
calismalardaki hijyenik kosullar iyilestirilince cerrahi miidahaleler sonucu hayatta
kalma istatistikler ytikseldi. Bu da tiimoriin cerrahi olarak c¢ikarilmasini kanser
tedavisinin birincil tedavi prosediru haline getirmis oldu. Ayn1 donemde yapilan
farkl calismalar sonucunda hiicrenin kesfi ile viicudun cesitli dokulardan olustugu
ve milyonlarca hiicre itiva ettigi dustincesine bagh olarak viicuttaki kimyasal
dengesizlikler hakkinda birgok karisik teori ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu

da kanser tedavilerini tekrardan sorgulamaya neden olmustur (Hajdu, 2012).



2.1.3. Kanser Nedir?

Kanser, bir hiicredeki bir hasar sonucu kontrolsiiz ve onlenemeyen hiicre
boliinmelerinden orjinlen bir hastalik gurubudur. Saglikli bir hiicre ne kadar
biiyimesi gerektigini ve ne zaman apoptoza gitmesi gerektigini bilir. Bu sekilde
biitlin doku ve organlar sorunsuz bir sekilde ¢alisir. Bazen hiicrelerdeki bazi
mutasyonlar sonucu hiicrelerde fazla biiyiime s6z konusu olabilir. Fakat bunlarin
hepsi kanser demek degildir. Hiperplasi ve displasi gibi hiicre bliyiimeleri her
zaman kanser olusumu ile sonlanmaz. Sigiller ya da nasirlar bunlarin zararsiz
ornekleri olarak gosteriliebir. Hiperplaziyi hacimce biiylime ve displaziyi ise
hiicrelerin gsekilsiz biliyimesi olarak tanimlayabiliriz. Bu asamadan sonra
hiicrelerin nasil farklilasacagi ve nasil bir bliiyiime goésterecegi 6nemlidir. Yani o
hiicrede olusan mutasyon ¢ok biiyiik bir 6nem teskil eder (Nakayama, 1996). Sekil
2.1'de gordiugiimuz gibi bir hiicre mutasyon sonucu hiperplasik bir hiicre toplulugu
olusturur sonra displsik bir hiicre topluluguna doéniisiir. Sonrasinda artik
kontroliin kaybedildigi bir kanserlesmis hiicre toplulugu ve arkasindan invasiv

kanser olusumuna gider.

invaziv
Kanserlesmis . ncor
Mutasyon Hlcre
Gegirmis Toplulugu

Displasi

A
e
Orde/, ey

Hiperplasi

Sekil 2.1 Mutasyon gecirmis olan hiicerin invaziv kanser yapisina doniismesi.
(2016, The Biology of Cancer)



Kanser, hiicre proliferasyonunun regililasyonunda rol oynayan genlerde genetik ve
epigenetik mutasyonlarin birikmesine ve kontrolsiiz hiicre biliylimesine neden
olmasindan kaynaklanir (Kanwala, 2012). Her timor olusumu kanser degildir.
Eger tiimor, bening bir tiimor ise bu metastaz yapamaz ve kanser degildir. Fakat
olusmus tiimor dokusu malign bir tiimér ise bu tiimér metastaz yaparak baska
dokulara yayilabilen bir kanser tiimériidiir. Oncelikle kanser bir hastalik grubudur.
Kanserlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu Epitel hiicrelerden tiirevlenen karsinomalar
olusturur. Kanserler kemik, kas gibi mezoderm hiicrelerden kokenlenmis ise
bunlara sarkoma, eger meme gibi salgi dokulardan meydana geliyor ise bunlarada

adenokarsinomalar denir (Hill, 2001).

2000’den bu yana Hanahan ve Winberg'in kanserin 6zellikleri ile ilgili yaptig
calisma kural gibi goriilmekte ve c¢ogu arastirmaciya isik tutmaktadir. Bunlar
sekildede gordiigiimiiz gibi otonom biiytime sinyali, anti biiytime faktorlerine karsi
duyarsizlik, apoptozdan kacis, sinirsiz replikasyon potasyeli, anjiyogenez, invazyon
ve metastazdir. Fakat 2011’de ¢okan makalede buna dort madde daha eklenmistir.
Bunlar; tiimori destekleyen inflamasyon, genom instabilitesi ve mutasyon, Immun
yikimdan kacinmak ve enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasidir

(Hanahan, 2011).

Apoptozdan

Kagis

Anti Buylime
Faktorlerine
Karst Duyarsizhk

Bliytime sinyallerinde
otonomi

invazyon ve

Anjiyogenez
Metastaz

Sinirsiz
Replikasyon Potansiyeli

Sekil 1.2 Hanah ve Weinberg’'in 2000 yilinda yayinladigi kanserin 6 6zelligi.



Buyume Sinyallerinde
Apoptozdan

Otonomi

Enerji Metabolizmasinin
Yeniden Programlanmas:

Sinirsiz
Replikasyon
Potansiyeli

Anti Biyime

Sinyallerine
Duyarsizhk

Genom Instabilites:
ve Mutasyon

Sekil 2.3 2011’deki diizenlenmis hali ile kanserin 6zellikleri (Hanahan, 2011).

2.1.3.1. Otonom Biiyiime Sinyali

Normal hiicreler béliinmek i¢in biiylime faktorlerinden gelen sinyallere ihtiyac
duyar. Kanser hiicreleri normal biiylime faktorii sinyallerine bagh degildir.
Biiytime uyarici sinyalleri hiicrelere ileten hiicre yiizeyi reseptorleri, asir1 eksprese
olabilir veya yapisal olarak degistirilmis olabilir boylece liganddan bagimsiz sinyal
iletimine yol acabilir. Bu yeni sinyal yolu downstream hedeflerini de degistirilebilir

(Hanahan, 2011).
2.1.3.2. Biiyiime Karsiti Sinyallere Duyarsizlik

Normal hiicreler, homeostaziyi korumak icin inhibitor sinyaller ile stirekli iletisim
halindedir gelen sinyallere cevap verir. Fakat kanser hiicreleri bliyiime engelleyici
sinyallere cevap vermez ve edinilmis mutasyonlar veya gen susturulmasi ve
inhibitor yolaklara miidahale eder. Kanser hiicreleri, uygun biiyiime sinyalleri
gelene kadar hiicreleri, olagan proliferasyon dongiisiinden ¢ikmaya zorlar ya da

hiicrelerin  proliferatif potansiyelini tamamen ortadan kaldiracak olan
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farklilasmay1 indiikleyebilir. Bu iki mekanizma ile kanser hiicreleri anti-biiytime

sinyalleri ile proliferasyonu bloke edebilir (Hanahan, 2000).
2.1.3.3. Apoptozdan Kacis

Hiicrelerin belirli mekanizmalar tarafindan kontrol edilerek boéltinmelerini
gerceklestirirler. Glinimiizde bu 6nceden programlanmis hiicre 6limii olarak
bilinse de apoptoz kelime anlami olarak bakildiginda eski Yunanca'da yaprak
dokiimii anlamina gelnektedir. Apoptoz normal embriyonik gelisimde rastlanan bir
durum olarak bilinmektedir. Ayrica normal hiicrelerde bagisiklik sistemi
ajanlarinin mutasyon gecirmis kromozomlarin ciftlenmesi durumunda tahmir
mekanizmasi niteliginde karsimiza ¢ikiyor olsada bunlarin yanisira DNA hasarina
yol acan UV radyasyonu, iyonize radyasyon, oksidatif stres, replikasyon hatalar1 ve
genotoksinler de apoptozu tetikleyen etmenler arasinda yer almaktadir (Ozbey,

2016)

DNA hasar1 olan hiicreler apoptoz ile yok ediliri Fakat kanser hiicreleri apoptotik
sinyallerden kagar. Buna 6rnek olarak, normalde pro-apoptotik proteinleri aktive
eden p53’iin kaybi ile en yaygin proapoptotik regiilator kaybi yasanarak hiicrenin
apoptoza gitmesi engellenir (Hanahan, 2000).

2.1.3.4. Smirsiz Replikasyon Potansiyeli

Memeli hiicreleri hiicre jenerasyonlarinin sayisini takip ederek c¢ogalmasini
sinirlandiran bir mekanizma tasir. Bu mekanizma ile telomerler, her DNA
replikasyonu sonunda kromozomal ug¢larindan kisalir. Fakat kanser hiicrelerinde
bu telomerler kisalmaz ve telomer aktivitesinin bozulmasi, sinirsiz replikatif

potansiyeli saglar (Cuozzo, 2007).
2.1.3.5. Anjiyogenez

Normal hiicreler, oksijen ve besinlerini kan damarlar1 vasitasi ile elde eder.
Yetiskinlerde bu vaskiiler yap1 neredeyse sabittir. Kanser hiicreleri meydana
getirdikleri tiimoriin hayatta kalmasi, beslenmesi ve biiytimesi icin gerekli besini
elde edebilmek icin anjiyogenez ile kendine yeni bir damar ag1 olusturur (Wu,

2015).
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2.1.3.6. invazyon ve Metastaz

Normal hiicrelerin viicutta sabit yerleri vardir ve genellikle go¢ etmezler. Fakan
kanser hiicreleri daha fazla yerre ulasabilmek i¢in viicudun baska bdlgelerine
haraket eder. Kanser hiicreleri hiicre dis1 matriks ve bazal membran ile karmasik
bir iliski halindedir. Aktin hiicre iskeleti ile bir hiicre c¢ikintisini1 olusturarak
matrikse girebilirler. Hiicreler bazal memrana girip metastaz yapmak i¢cin bazal
membrani pargalar. Timor hiicreleri bir gesit aktivator olan plazminojeni aktif bir
proteaz olan plazmine doniistiiren bir protein salgilar. Bu protein diger proteaz
aktiviteleri ile birlikte artan plazmin aktivitesini tetikler ve bazal membrani

sindirerek metastazi kolaylastirir (Hanahan, 2011).
2.1.3.7. Genom instabilitesi ve Mutasyon

Kanser hiicresinin genel 6zelliklerini kazanmas1 genomik degisikliklere baghdir.
DNA tamir yolaklarinda meydana gelen hatalar genomik instabilitenin ortaya

cikmasini saglar (Negrini, 2010).
2.1.3.8. Tiimérii Destekleyen inflamasyon

Neredeyse tiim tiimérler inflamatuar bagisiklik hiicreleri icerir. Inflamasyon,
kanserin temel ayirt edici 6zelliklerini edinme yetenegini kolaylastirabilen bir
bagisiklik yanittir. Inflamatuar hiicreler mutajenik olan oksijen tiirlerini serbest
birakirlar. Bunun yaninda, anjiyogenez ve invazyonu destekleyen biiyiime

faktorleri ve enzimler saglarlar (Ward, 2012).
2.1.3.9. Immiin Yikimdan Kagis

Baz1 kanser hiicresi tiplerini tespit ederek ortadan kaldiran bagisik hiicreleri
mevcuttur. Fakat kanser hiicrelerinin geneli immiin yanit olusumunu engeller. Bu
sekilde immiin sistem kanser ile savasamaz ¢lnkii onu bir tehdit olarak géormez

(Negrini, 2010)
2.1.3.10. Enerji Metabolizmasinin Yeniden Programlanmasi

Kontrolsiiz hiicre béliinmelerinin ¢ogalmasi enerji ihtiyacin1 arttirir. O nedenle

kanser hiicreleri enerji metabolizmasini tekrardan diizenleyerek oksijen varliginda
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bile glikoliz yaparak glikoliz ara drilnlerini biyosentetik yolaklarda

kullanabilecekleri bir sistem kurarlar (Ward, 2012).
2.2. Hiicre Sinyal Yolaklari

Bir hiicrede biiylime negatif ve pozitif faktorler ile dengelenir. Kanserle iliskili
mutasyonlar ya timor baskilayici genler ya da onkogenler ile olur. Proto-
onkogenler normal bir hiicrede zaten vardir. Fakat bunlar mutasyona ugraryarak
onkogenlere dontisiir. Bu da hiicrenin normal devrini bozar. Timoér supresor
genler, biiylimeyi baskilamada hiicre devrini durdumada gorevli genlerdir. Bu
nedenle normal isleyise sagip hiicrelerde tiimor olusumunuda engel olur. Fakat bu
timor supresor genlerde olusan mutasyonlar bunlarin islevsizlesmesine neden

olur (Liu, 1993).

Normal bir hiicrenin organizmanin 6liimiine yol acabilecek bu olumsuz 6zellikleri
kazanmasina karsinogenez denir. Karsinogenez, kanser hiicresinin yasamasi,
hiicrenin biiylimesinin kontroli ve diferansiasyonu gibi islevsel olaylar: etkileyen
mutasyonlarin biraraya gelmesi siirecidir. Bir hiicre kanser olusumuna giderken
mutasyonlar sonucu kendine yeni fenopler edinir. Zeten bu yeni 6zellikler timor
hiicrelerinin hizli ve smirsiz c¢ogalmalip c¢evre dokulara yayilmalarina,
sinyalizasyondan bagimsiz yasamalarina ve metastaz yapabilmelerine neden olur
(McCormick, 1999). Kanser hiicre sinyal yollaklarini ve sinyal proteinlerini hedef
alan onkojenik mutasyonlara sebep olur. Hiicre sinyal iletiminde meydana gelen
degisimler hiicrenin c¢ogalmasi, biiylimesi ve apoptoza gitmesi gibi birincil
islevlerinin kontroliinli ortadan kaldirir ve hiicre i¢i sinyal iletimi, timor gelisim
slireci, invazyon ve metastaz gibi kanser olusum siireclerinde etkin rol

oynamaktadir (Hanahan, 2000).

2.3. Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis

Kekik diinyadaki en yaygin sifali bitkilerden biridir. Eski zamanlardan beri tedavi
amach kullanilmakta oldugu bilinmektedir. X. Yiizyillda 6ksiiriigii gidermek icin
sarapla kaynatilmis kekik kullanilmasi, epilepsisi olan hastalarin kekikten yapilmig

bir zemin tlizerinde tedavi edilmesi, su toplamis dokular iizerinde ve narkotik
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zehirlere karsi kullandigini kanitlayan bircok makale mevcuttur (ili, 2003). Bunun
yaninda tiim diinya mutfaklarinda kullanilan ana baharatlardan biri oldugu
bilinmektedir. Italya ve Meksika yemeklerinde taze ve kurutulmus formda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kurutulmus olarak et, et triinleri, aperatif gidalar ve siit
urinleri gibi bir¢cok islenmis gida da kullanilmaktadir. Origanum tiirlerinden
ekstrakte edilen esansiyel yaglarin bir ¢aglar boyunca bir¢ok alanda kullanildig:
bilinmektedir. Geleneksel halk tibbi, gida {riinlerinde aroma, parfiim ve ilag
endiistrisi gibi glinliik yasamda bir¢ok kullanim alani oldugu bilinmektedir. Bunun
yaninda antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri uzun yapilan bir¢ok ¢alismada
kanitlanmistir. Ayni bitkinin antibiyotik 6zelliklerinin kesfi i¢in bakteriler, virtisler
ve mantarlar kullanilarak bir¢ok ¢alisma yapilmistir ve bu c¢alismalarda umut
verici sonuglar alinmistir (Temel ve Tokur, 2009). Ayrica 2012 de Pamukkale
Universitesinde yapilan bir doktora tez ¢alismasinda giinesin ultraviyole 1snlarina
karsi da koruyucu bir etkisi oldugu kamitlanmustir (ili, 2012). Bu c¢alismalara
baktigimiz zaman halk arasinda giinliik hayatta sadece gidalar lezzetlendiren
aromatik bir Uriin olarak yer ettigi dislniilen kekigin aslinda halk tarafindan

bilinmeyen bir¢ok faydasi oldugu goriilmektedir.

Anadolu birgok bitki tiiriine ev sahipligi yaptig1 bilinen verimli topraklara sahiptir
(Celik vd., 2004). Ulkemiz bitki florasi cesitlilgi bakimindan ¢ok zengin topraklara
sahip olmakla birlikte bir¢ok endemik tiire de ev sahipligi yapmaktadir. Origanum
L. cinsinin dahil oldugu Lamiaceae (Labiatae) familyasi diinyada yaklasik 200 cins
ve 3500 tiir ile genis bir yelpazeye sahiptir. Bu familya iiyeleri baslica Akdeniz
havzasi iilkeleri olmak lizere Avusturalya, Gliney Bati Asya ve Giliney Amerika'ya
kadar genis bir alana yayihm gostermektedir. Ulkemizin ise 45 cins ve 546’dan
fazla tire ev sahipligi yaptig1 bilinmektedir (Temel vd., 2011). Tirkiye'de 15
endemik tiirii oldugu literatiirlerden bilinmektedir. Origanum hypericifolium O.
Schwarz & P. H. Davis, dagilimi sinirh olan endemik bir tiirdir (Celik vd., 2010).
Origanum hypericifolium O. Schwarz & P. H. Davis, yerli halk tarafindan "Cokelek
kekigi" olarak bilinmektedir ve Denizli bolgesi i¢cin endemiktir. Bu bitki yerel halk
tarafindan o6zellikle bitkisel cay olarak diyabet ve bazi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Ocak vd., 2013). Bizim bu tez ¢alismamiz sirasinda kullandigimiz
Origanum hypericifolium O. Schwarz & P. H. Davis Delik mercani olarak da bilinen
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ve Mugla’da Koycegiz, Sandras Dagindan 1410 m’den Pinus Nigara Ormani ve

acikliklarindan Mehmet Cicek tarafindan 01.07.2017 tarihinde toplanmistir.

Tablo 2.1 Tiirkiye'ye 6zgii endemik kekik tiirleri (ili, 2003)

Tiirkiye’'nin Origanum Tiirleri

Seksiyon Amaracus (Gleditsch) Bentham

O.boissieri letswaart [E]

O.saccatum Davis [E]

O.solymicum Davis [E]

Seksiyon Natolicon Bentham

O.hypericifolium Schwartz et Davis [E]

O.sipyleum L. [E]

Seksiyon Brevifilamentum Ietswaart

O.acutidens (Hand.-Mazz.) letswaart [E]

O.bargyli Mouterde

O.brevidens (Bornm.) Dinsmore [E]

O.haussknechtii Boiss. [E]

O.leptocladum Boiss. [E]

O.rotundifolium Boiss.

O0.munzurense Kit Tan et Sorger [E]

O.husnucan-baseri H.Duman, Z.Aytacg et A.Duran [E]

Seksiyon Longitubus Ieatswaart

O.amanum Post [E]

Seksiyon Chilocalyx (Briq.) Ietswaart

O.bilgeri Davis [E]

O.micranthum Vogel [E]
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Tablo 2.1 Tiirkiye'ye 6zgii endemik kekik tiirleri (devami)

O.minutiflorum Schwartz et Davis [E]

Seksiyon Majorana (Miller) Benth.

O.majorana L. [Syn.: O. dubium Boiss.|

O.onites L. [Syn.: 0. smyrnaeum L.]

O.syriacum var. bevanii (Holmes) Ietswaart [Syn.: O.
bevani Holmes]

Seksiyon Origanum L.

21. O.vulgare L. subsp. vulgare [Syn.: O. creticum L.]

O.vulgare L.subsp. gracile (Koch) letswaart
[Syn.:O.tyttanthum Gontsch.]

O.vulgare L. subsp. hirtum (Link) Ietswaart [Syn.: O.
heracleoticum L.]

O.vulgare L. subsp. viride (Boiss.) Hayek [Syn.: O.
heracleoticum L.]

Seksiyon Prolaticorolla Ietswaart

O.laevigatum Boiss. [E]

Hibritler

0. x dolichosiphon P.H.Davis [0.amanum Post x
O.laevigatum Boiss.] [E]

0. x intermedium P.H.Davis [O.sipyleum L. x O.onites L.] [E]

0. x symeonis Mouterde [O.syriacum L. x O.laevigatum
Boiss.] [E]

0. x intercedens Rech. fil. [O.vulgare L. subsp. hirtum (Link)
Ietswaart x O.onites L.]

0. x vulgare L. subsp. hirtum (Link) letswaart x
O.micranthum Vogel [E]

0. x adanense Baser et Duman [0.laevigatum Boiss. x
O.bargyli Mouterde] [E]
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Tablo 2.1 Tirkiye'ye 6zgili endemik kekik tiirleri tablosu (devami)

0. x majoricum Cambess [O.vulgare L. subsp. virens
(Hoffm. et Link) Ietswaart x O.majorana L.]

Biz bu tez ¢alismamizda ugug yaglar ve yag asiti iceren ekstraktlar ile ¢alismay1
tercih ettik. Bu bitkiyi secerken yaptigimiz degerlendirmeler sonucu en ¢ok ugucu
yag itiva eden bitkiler arasindan se¢im yaparak Origanum hypericifolium O.
Schwarz & P. H. Davis’i kullanmaya karar verdik. Ugucu yaglar en ¢ok Lamiaceae,
Myrtaceae, Ruaceae, Coniferae, Compositae, Umbelliferae ve Graminae
familyalarinda bulunmaktadir. Bitkide ugucu yaglarin, koruyucu, tozlasmayi
kolaylastirici, su kaybini azaltici, yaralanmalarda bitkiyi koruyucu, gorevi biten
recineleri yok edici ve bitkinin kullanmadig1 depo trtnleri yok edici gorevleri
oldugu distinilmektedir. Ugucu yaglar terpenoitler ve fenilpropandan olusan
aromatik icerikli tirtinlerdir. Ugucu yaglar en ¢ok molekiil agirlig1 cok ytiksek olan
monoterpenler ve seskiterpenleri baridirmaktadir. Kekik, Lamiaceae familyasina
ait bir bitki oldugu icin bol miktarda ugucu yag itiva eder ve bu nedenle bazi
kimyasallar1 daha yogun sekilde bulundurdugu bilinmektedir. Bir ¢ok tiirti oldugu
bilinen kekigin Thymus, Thymbra, Satureja, Majorana, Origanum ve Corydothymus
tlirleri, timol, karvakrol, geraniol, linalol, a-terpineol veya a-terpineol ile birlikte t-
4-tuyanol, cis-8-mirsenol ve sineol ile p-simen ve terpinolen gibi hidrokarbonlar

ana bilesen olarak bulundurmaktadir (ili, 2003).
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N OH
Zon

thymol carvacrol linalool
x_CHZ0H
CH,OH o2
| ~H
|
geraniol citronellol  citronellal

4-thuyanol borneol

Sekil 2.4 2001de yapilan bir calismada yedi farkl kekikte yapilan incelemeler
sonucu elde edilen ana bilesenlerinin yapisi (Pothier vd., 2001)
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Sekil 2.5 Taze Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis Bitkisi (Fakir,
2015)

Origanum tiirlerinin antispazmodik, antitiimoral, antifungal ve analjezik
etkinlikleri literatiirlerde yer almaktadir. Origanum, balgam soktiiriict,
antiparazitik ve gastrointestinal sikayetlerin giderilmesi i¢in Turk halk tibbinda
ilag olarak kullanildig1 bilinmektedir. Origanum'un ugucu yaginda bulunan
carvacrol muhtemelen protanoidler gibi inflamatuar medyatoérlerin salinmasina
sentezlenmesine miidahale ederek mide iilserlerinin iyilesme stirecini destekledigi
icin hastalara kisa siirede rahatlama saglayan bir aromatik yapiya sahiptir. Ayrica
bir halk tedavisi olarak kolik, 6kstirik, dis agrisi ve diizensiz menstriiel dongiilere
karsi1 kullanildig da literatiirlerde yer almaktadir. Origanum tiirleri ayni1 zamanda
parfiimlerde ve kokulu sabunlarda gii¢lii bir dezenfektan ve aroma verici olarak
kullanilmaktadir (Shayista vd., 2013). 2016 yilinda Pamukkale Universitesinde
yapilan tez ¢alismasinda Origanum hypericifolium O. Schwarz & P. H. Davis'un
diyabet lizerine etkileri fareler lizerinde yapilan ¢alismalar ile kanitlanmaktadir
(Kttiiketi, 2016). 2013’te yapilan bir c¢alismada Origanum hypericifolium O.
Schwarz & P. H. Davis, yaprak ve ciceklerinden yapilan cayin giinde bir kez
icilmesi meme kanseri tedavisinde etkili oldugunu géstermektedir (Sagiroglu vd.,

2013). Histokimyasal analizler sonucunda Origanum hypericifolium O. Schwarz & P.
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H. Davis ekstrakti, gastrointestinal sistemdeki kalin bagirsaktaki ve bazi glikan
kisimlarindaki asit mukozasinin yogunlugunda hafif degisiklige neden oldugunu
ortaya koymustur (Keskin vd., 2012). Origanum hypericifolium O. Schwarz & P. H.
Davis ugucu yag1 bir cesit serviks kanseri ve bir cesit akciger kanseri iizerinde
denemis ve igerigindeki carvacrol sayesinde antikanser o6zellikte oldugunu

gostermektedir (Baser, 2008).

Diinya c¢apinda yapilan galismalar bize her Oregano tiirliniin ayni icerige ayni
miktarda sahip olmadigin1 gostermektedir. Genel olarak ana bilesenleri ayni
olmasina ramen igeriklerindeki farkhiliklar farkli tirlerle yapilan g¢alismalarin
sonuglarinin ayni olmamasinin en biiyiik nedenlerindendir. Farkli tiirlerin

icerikleri ve yetistikleri yerler tablo 2 de gosterilmistir.

HC CHy HC CH; HC CHy CHy

HO.

Ch Chy Chy He” ey

Carvacrol Thymol Y-Terpinene p-Cymene

" i CH, CHy
HO cHy = b HC
OH I
o \c“) HsC” “CHy we OH

trans-Sabinene
hydrate

Terpinen-4-ol Linalool B-Myrcene

B-Caryophyllene

Sekil 2.6 2017 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore Oregano tiirlerinin ana
birlesikleri (Leyva-Lopez vd., 2017).

Tim Oregano tirleri genel olarak bu ana bilesenleri barindirmaktadir. Fakat
bitkilerin cinsine gore bu etken maddelerin icerikleri degismektedir. Bitkilerin
toplandiklar tarih, bekleme siireleri, kurutulma teknikleri ugucu yaglarin verimini

etkilemektedir. Bu da ugucu yag iceriklerini etkilemektedir.
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Tablo 1.2 2017 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore bazi1 Oregano tiirlerinin ana
bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablo (Leyva-Lépez vd., 2017)

Oregano Tiirt

Bulundugu

Ulke

icerik

Verim

H. patens

Meksika

Thymol, trans-piperitol,
carvacrol acetate, carvacrol,
camphene, 3-myrcene,

y-terpinene, cis-p-mentha-1(7),

o-muurolene,

a-calacorene, bulnesol,

8-dien-2-0],

cadalene,

viridiflorol

Kayit yok

L. grandis

Brezilya

Carvacrol (% 37.12)
p-cymene (%11.64)
Thymol (%7.83)
y-caryophyllene (%3.93)

%2.7

L. graveolens

Meksika

Thymol, carvacrol acetate,

carvacrol, camphene, 3-

B-terpinene, cis-p-mentha-

1(7),8-dien-2-ol, viridiflorol

myrcene,

Kayit Yok

L. origanoides

Kolombiya

Thymol (%78.7)
p-cymene (%6.6)
y-terpinene (%2.7)
trans-f-caryophyllene (%2.1)

Kayit Yok

L. palmeri

Meksika

a-cedrene, trans-piperitol,
eugenol, carvacrol acetate,

B-selinene, yAcadin

Thymol,

Kayit Yok
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Tablo 2.2 2017 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore bazi1 Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Tirkiye

Carvacrol (%76.21)
p-cymene (%7.42)

borneol (%3.19)

% 1.45

Tiirkiye

Carvacrol (%65.13)
meta-cymene (%9.15)
trans-B-caryophyllene (%4.43)

y-terpinene (%3.54)

% 3.1

O. x applii Arjantin

Thymol (%30.77)
Trans-sabinene hydrate (%29.63)

Terpinen-4-ol (%3.23)

1.83 +0.27

mg/g

kuru agirlik

O. ehrenbergii Liibnan

Carvacrol (%79.0)
p-cymene (%4.4)
Carvacrol methyl ether (%2.7)

y-terpinene (%2.6)

%3.19

O. bilgeri Tiirkiye

Carvacrol (9%84.30-90.20)
p-cymene (%3.40-5.85)
y-terpinene (%0.47-1.20)

Thymol (%0.69-1.08)

%0.54-0.57

O. libanoticum Libnan

B-Caryophyllene (%26.8)
Caryophyllene oxide (%22.6)

Thymol methyl ether (%10.5)

%0.16
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Kolombiya

Trans-Sabinene hydrate
(%14.5)
y-terpinene (%14.0)
Carvacrol methyl ether (%6.0)
Terpinen-4-ol (%6.0)

Kayit Yok

Tiirkiye

Limonene (%88.01)
Thymol (%11.98)

Kayit Yok

0. majoricum

Arjantin

Trans-Sabinene hydrate
(%24.3-28.1)
Thymol (%12.1-17.4)
§-terpinene (%7.0-7.5)

Kayit Yok

Arjantin

Trans-Sabinene hydrate
(%36.77)
Thymol (%17.77)
§-terpinene (%5.9)
a-terpinene (%3.9)

3.9+0.25

mg/g
Kuru Agirlik

0.
Turkiye
hypericifolium

p-Cymene (%34.33)
Carvacrol (%21.76)
Thymol (%19.54)
B-terpinene (%13.91)

%2.9

Yunanistan

0. onites

Carvacrol (%79.63)
y-terpinene (%3.89)
p-cymene (%3.51)
B-caryophyllene (%2.24)

%3.62

Yunanistan

Carvacrol (%62.6)
p-cymene (%8.87)
y-terpinene (%8.45)
B-myrcene (%2.92)

Kayit Yok
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Carvacrol (%69.0-92.6)
p-cymene (%0.5-9.5)
Yunanistan %3.0-7.0
y-terpinene (%0.3-7.9)

Borneol (%0.8-5.5)

Carvacrol (%85.86)
-terpinene (%4.43
Tiirkiye P ( ) %4.7+0.06
B-phellandrene (%3.20)

p-cymene (%1.83)

Carvacrol (%83.97-88.65)
Thymol (%0.80-7.48)
Tiirkiye % 2.5-3.2
y-terpinene (%2.63-6.15)

p-cymene (%1.52-3.16)

Carvacrol (%81.38)
p-cymene (%8.48)
Misir %5.5
y-terpinene (%1.98)

-myrcene (%1.32)

Thymol (%31.73)
-terpinene (%14.32)
Misir Y %4.6
Linalool (%9.44)

Terpinen-4-ol (%7.68)

0. syriacum
Thymol (%21.04)

y-terpinene (%18.96)
Misir %0.6
Terpinen-4-ol (%17.20)

a-terpinene (%7.41)

Carvacrol (%60.8)
-cymene (%8.4
Libnan ey ( ) %1.65
Thymol (%7.9)

y-terpinene (%7.5)
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Thymol (%51.8)
Urdiin Carvacrol (%34.4) %2.0-2.2

p-cymene (%3.9)
0. syriacum

Thymol (%72.4)
Ssp. syriacum
. y-terpinene (%7.8)
Urdiin %2.0-2.2
p-cymene (%5.4)

Carvacrol (%3.5)

p-Cymene (%26.00)
-terpinene (%21.89
Arjantin R ( ) Kayit Yok
Terpinen-4-ol (%16.29)

B-caryophyllene (%8.25)

Carvacrol (%26.70)
p-cymene (%15.20)
Arjantin Kayit Yok
y-terpinene (%15.10)

Terpinene (%7.50)

y-terpinene (%25.1)
Terpinen-4-ol (%16.7)
0. vulgare L. Arjantin Kayit Yok
Carvacrol (%16.2)

a-terpinene (%8.54)

y-terpinene (%32.1)
a-terpinene (%15.1)
Arjantin Kayit Yok
p-cymene (%8.0)

Thymol (%8.0)

Carvacrol (%73.9)
y-terpinene (%3.6)
Brazilya Kayit Yok
Thymol (%3.0)

B-caryophyllene (%2.8)
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Tablo 2.2 2017 yilinda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosunun (devami)

0. vulgare L.

Sili

cis-B-Terpineol (%16.49)
Thymol (%13.26)
terpinen-4-ol (%10.24)
a-terpineol (%4.35)

Kayit Yok

Cin

Carvacrol (%30.73)
Thymol (%18.81)
p-cymene (%10.88)
B-caryophyllene (%8.21)

Kayit Yok

B-citronellol (%85.3)
Citronellol acetate (%5.2)
B-citronellal (%1.2)

%0.7

Thymol (%42.9)
Citronellol (%12.2)
B-caryophyllene (%7.8)
p-cymen-2-ol (%7.5)

%0.3

B-Citronellol (%75.0)
Geraniol (%7.7)
Citronellol acetate (%3.4)

%0.3

1,8-Cineole (%20.8)
B-caryophyllene (%10.2)
Eugenol methyl ether (%9.8)
Citronellol (%8.8)

%0.3

Caryophyllene oxide (%32.9)
B-caryophyllene (%17.7)
Citronellol (%10.2)
Germacrene D (%9.8)

%0.1

Kolombiya

Thymol (%21.5)
p-cymene (%21.0)§-terpinene
(%20.3)

Kayit Yok
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Carvacrol (%63.03)
Thymol (%15.09)
p-cymene (%10.47)
B-terpinene (%3.43)

Yunanistan

Kayit Yok

Carvacrol (%35.02-62.81)
Hindistan p-cymene (%8.60-46.59)
§-terpinene (%2.49-19.11)

%0.20-1.30

Carvacrol (%29.85)
y-terpinene (%20.94)
a-himachalene (%12.17)
B-pinene (%11.67)

fran

%0.8

Carvacrol (%23.54)
y-terpinene (%20.50)
Thymol (%15.41)
Germacrene D-4-ol (%9.26)

ran

%1.26

Carvacrol (%59.37)
fran y-terpinene (%18.36)
Cedrene (%6.65)

%1.66

Carvacrol (%67.09)
fran y-terpinene (%7.71)
humulene (%7.67)

%1.36

Carvacrol (%58.51)
fran humulene (%11.46)
y-terpinene (%9.56)

%0.93

Cavacrol (%65.94)
. p-cymene (%9.33)
[talya
y-terpinene (%5.25)

B-caryophyllene (%3.72)

Kayit Yok
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Carvacrol (%71.8)
. p-cymene (%11.6)
[talya Kayit Yok
B-caryophyllene (%2.7)

linalool (%1.8)

Carvacrol (%34.0)
-terpinene (%21.6

Fas TP ( ) 9%2.7
p-cymene (%9.4)

Thymol (%3.3)

B-Citronellol (%72.7)
Pakistan Thymol (%7.2) %0.3
Citronellol acetate (%5.9)

Carvacrol (%26.38-36.72)
Thymol (%16.59-25.58)
Polonya Kayit Yok
y-terpinene (%10.06-16.11)

p-cymene (%6.09-6.76)

Carvacrol (%14.5)
B-fenchyl alcohol (%12.8)
Portakiz Kayit Yok
y-terpinene (%11.6)

Terpineol (%7.5)

Sabinene (%10.2)
Terpinen-4-ol (%9.3)
Sirbistan %0.17
1,8-cineole (%5.8)

y-terpinene (%5.6)

Carvacrol (%64.5)
p-cymene (%10.9)
Sirbistan %1.5
y-terpinene (%10.8)

Thymol (%3.5)
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Carvacrol (%64.5)

p-cymene (%10.9)
Sirbistan Kayit Yok
y-terpinene (%10.8)
Thymol (%3.5)

Carvacrol (%77.6)

p-cymene (%5.14)
Kayit Yok
Trans-B-caryophyllene (%2.45)
Linalool (%2.44)
Terpinen-4-ol (%24.57)

, Carvacrol (%16.09) 516
Ispanya

Thymol (%9.03) mg/bitki

Sirbistan

y-terpinene (%6.20)
Carvacrol (%17.9-81.8)

p-cymene (%2.62-25.7) %0.114-2.312
oV. e

Amarika
y-terpinene (%2.5-19.4)

B-myrcene (%0.58-6.06)
Thymol (%34.2)
Carvacrol (%30.5)
%2.0 - 2.2

Cezayir
y-terpinene (%13.4)

p-cymene (%6.6)

Thymol (%51.1)
0. vulgare L.
y-terpinene (%14.5)
Ssp. Cezayir
p-cymene (%7.5)

glandulosum
Carvacrol (%6.8)

%2.0 - 2.2

p-Cymene (%35.7-46.3)

Thymol (%18.4-39.1)
Tunus %2.5-4.6
y-terpinene (%11.7-24.2)

Carvacrol (%1.7-15.1)
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Tablo 2.2 2017 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Thymol (%31.8-46.1)
-cymene (%11.5-35.7
Tunus i ( ) %4.3-5.8
y-terpinene (%24.0-27.1)

a-terpinene (%1.9-3.2)

Carvacrol (%65.01)
-cymene (%9.00
Tunus Py ( ) %1.87-3.42
y-terpinene (%4.25)

Borneol (%3.19)

Carvacrol (%46.86)
y-terpinene (%14.16)

fran %2.0
p-cymene (%11.63)
0. vulgare L. Carvacrol methyl ether (%5.97)
ssp. gracile Thymol (%7.02-40.04)
Carvacrol (%8.21-33.21)
Tirkiye %0.25-0.50

y-terpinene (%9.15-27.82)
p-cymene (%3.07-23.52)

Trans-Sabinene hydrate
(%22.9)
Arjantin Thymol (%18.6) Kayit Yok
y-terpinene (%7.1)
0. vulgare L. Terpinen-4-ol (%6.2)

ssp. hirtum Trans-Sabinene hydrate
(%17.9)
Arjantin Thymol (%17.1) Kayit Yok
Terpinen-4-ol (%9.5)
y-terpinene (%8.0)
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

y-Terpinene (%13.7)
Terpinen-4-ol (%11.2)
Arjantin Kayit Yok
y-terpinene (%9.9)

Trans-sabinene hydrate (%8.3)

Carvacrol (%90.3)
Thymol (%3.5)
Kolombiya Kayit Yok
p-cymene (%2.7)

®-terpinene (%1.0)

Carvacrol (%70.38)
-cymene (%8.17
Yunanistan ey ( : Kayit Yok
y-terpinene (%7.78)

-myrcene (%2.37)

Carvacrol (%90.29)
y-terpinene (%3.09)
Yunanistan %7.7
p-cymene (%2.25)

B-caryophyllene (%1.81)

Carvacrol (%81.28-91.21)
p-cymene (%1.52-6.40)
Yunanistan %4.71-5.00
y-terpinene (%0.49-4.01)

[-caryophyllene (%0.94-2.03)

Carvacrol (%56.46-82.70)
Yunanistan p-cymene (%9.54-21.40) %0.63-4.25
B-disavolene (%1.09-3.06)

Carvacrol (%82.75)
Macaristan p-cymene (%6.58) %4.46
y-terpinene (%5.78)
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Terpinen-4-ol (%13.27-17.51)
. y-terpinene (%14.58-14.95)
[talya %0.063-0.165
Carvacrol (%12.31-14.58)

p-cymene (%8.43-10.07)

Thymol (%37.9)
] -terpinene (%24.5
[talya YR ( ) Kayit Yok
p-cymene (%16.3)

a-terpinene (%4.3)

y-Terpinene (%29.41)
. Thymol (%26.86)
[talya %5.4
p-cymene (%8.20)

a-terpinene (%5.93)

Thymol (%37.22)

. y-terpinene (%26.37)

Italya %2.4
p-cymene (%6.83)

a-terpinene (%4.02)

Thymol (%36.46)

. -terpinene (%20.77)

[talya Y %3.6
p-cymene (%8.31)

Carvacrol methyl ether (%6.21)

Thymol (%30.25)

. y-terpinene (%25.89)

[talya %4.2
p-cymene (%7.62)

Carvacrol methyl ether (%5.63)
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Thymol y carvacrol (%65.3-
84.7)
Italya Linalool (%0.1-2.6) %1.0-2.7
Carvacrol methyl ether

(%0.4-1.9)

Thymol (%18.16-56.37)
Italya y-terpinene (%12.70-32.70) %1.7-4.5
p-cymene (%8.22-10.30)

Carvacrol (%72.4-88.2)
y-terpinene (%4.1-8.7)
Litvanya Kayit Yok
p-cymene (%2.0-3.2)

[-caryophyllene (%0.9-3.0)

Carvacrol (%74.65)
p-cymene (%5.87)
Sirbistan %1.34
y-terpinene (%5.04)

Trans-f-caryophyllene (%1.76)

Linalool (%96.31)
Tiirkiye %7.31
B-caryophyllene (%1.27)

Carvacrol (%80.09)
y-terpinene (%12.01)
Tiirkiye %5.9+0.02
p-cymene (%1.72)

a-terpinene (%1.58)

trans-Sabinene hydrate

(%27.77) 2.17 0.32
0. vulgare L.
Arjantin Thymol (%26.1) mg/g
Ssp. virens
y-terpinene (%5.9) Kuru Agirlik

a-terpinene (%4.17)
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Tablo 2.2 2017 yi1linda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

(Z)-a-Bisabolene (%39.17)
_ Sabinene (%11.52)
Iran %0.3
Carvacrol (%5.23)

B-bisabolene (%4.24)

a-Terpineol (%0.1-65.1)
y-terpinene (%0.3-34.25)
Portekiz Linalool (%2.0-27.4) %0.8-1.2
Carvacrol (%0-34.2)
E-caryophyllene (%2.4-11.0)

Trans-Sabinene hydrate
(%23.4-27.2)
Arjantin Thymol (%14.4-17.2) Kayit Yok
Terpinen-4-ol (%7.8-11.0)
yBterpinene (%7.3-9.8)

Trans-Sabinene hydrate

(%32.47) 1.97 £ 0.22
Arjantin Thymol (%20.5) mg/g
0. vulgare L. y-terpinene (%15.47) Kuru Agirhk
ssp. vulgare Terpinen-4-ol (%5.03)

Thymol (%37.13)

) -terpinene (%9.67

Iran yerp ( ) %0.5
Carvacrol (%9.57)

Carvacrol methyl ether (%6.88)

Spathulenol (%18.6)
. Carvacrol (%11.7)
[talya %0.13
B-caryophyllene (%8.8)

Terpinen-4-ol (%5.6)
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Tablo 2.2 2017 yilinda yapilan bir ¢alismaya goére bazi Oregano tiirlerinin ana

bilesiklerinin miktarlarinin verildigi tablosu (devami)

Carvacrol (%14.3)
. Spathulenol (%9.4)
Italya %0.18
B-caryophyllene (%5.3)

Terpinen-4-ol (%5.0)

Sabinene (%6.6-28.2)
-caryophyllene (%7.3-15.5)

Litvanya Kayit Yok

E-B-ocimene (%4.4-15.1)
allo-ocimene (%7.7-12.1)

Thymol (%58.31)
Carvacrol (%16.11)
Tirkiye %5.09
p-cymene (%13.45)

y-terpinene (4.64%)

Sabinene (%10.85-25.46)
Z-()-ocimene (%9.10-16.33)

Polonya %0.66-0.86

ermacrene D (%9.36-15.34)
E-caryophyllene (%9.38-12.87)

Herhangi bir Oregano tiiriinde bulunan ana bilesiklerin 2012 yilinda yapilan bir

calismada Origanum hypericifolium O. Schwarz & P. H. Davis’da, p-cymeneden

34.33 g/100 g , carvacrolden 21.76 g/100 g , thymolden 19.54 g/100 g,
terpineneden 13.91 g/100 g olarak belirlenmistir (Ocak vd., 2012).
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Tablo 2.3 Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis’'un GS/MS analizine
gore iceriklerinin yuizdelik olarak gosterildigi tablo (Ocak vd., 2012).

icerik icerigin Miktar1 (%)
a-Pinene 1.83
Camphene 0.17
B-Pinene 0.09
Myrecene 0.90
«a-Terpinene 1.75
y-Terpinene 13.91
p-Cymene 34.33
1-Octen-3-o0l 1.78
Terpineol 0.35
Caryophyllene 1.07
Terpinene-4-ol 0.76
Borneol 0.52
Spathulenol 0.11
Thymol 19.54
Carvacrol 21.76
Bilinmeyen icerk 1.13
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2.4. Coffea Arabica L.

Kahve, glinde yaklasik 2 milyar fincan tiiketilip, sudan sonra diinyadaki en popiiler
ikinci icecektir. Diisiik maliyeti ve hazirlanma kolaylig1 nedeniyle, hemen hemen
tiim tulkelerde ve niifusun tiim sosyal siniflari tarafindan farkli hazirlanma gesitleri
ile tiiketilmektedir. Basit bir gértiniim sergileyen bir fincan kahve aslinda ytizlerce
molekiili iceren bilesimi ve konsantrasyonu ¢ok degisen ve kahve agacinin kokeni
veya metabolizmasi gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gosteren karmasik bir
karisimdir. Asir1 kahve tiiketimi zararl olabilse de, bu lezzetli karisimda bulunan

bir¢ok molekiil antikanser 6zellikleri sergilemektedir (Gaascht vd., 2015).

Sekil 2.7 Kavrulmus kahve ¢ekirdekleri (wiki, 2005)

Epidemiyolojik ¢calismalardan birinde kahve tiiketimi ile kolorektal kanserler gibi
belirli kanser tiirlerine yakalanma riski arasinda ters bir iliski bulmustur. Hayvan
deneylerinin verileri, Coffea arabica L.’nin kimyasal yapisinin bu onleyici etkileri
dogrular nitelikte oldugunu desteklemektedir. Bu faydali etkilerden sorumlu
olabilecek kahve bilesenlerini tanimlamak i¢in 6nemli arastirmalar yapilmistir.
Coffea arabica L.daki kafestol ve kahweol gibi cesitli bilesenler kanserojenlerin
genotoksisitesinin azalmasina neden olan genis bir biyokimyasal etki serisini
tetikledigini gostermektedir (Calvin vd., 2002). Bunun yaninda Coffea arabica
L/nin tiiketiminin diger bir ana bileseni olan kafein etkisi ile bazal hiicre

karsinomasi gelisimine karsi orta diizeyde koruyucu bir etki yaptig1 bilinmektedir
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(Caini vd., 2017). Epidemiyolojik arastirmalarda, kahve tiiketiminin hepatoseliiler
karsinoma ve kolon kanseri ile ters orantili oldugu bulunmustur. Coffea arabica L.,
¢ig veya kavurulmus olmasi ve hazirlama cesitlerine bagh olarak konsantrasyonu
degisebilen antioksidan etkinlige sahip bir¢ok bilesik icermektedir. Kavurma
esnasinda kismen kaybolan fenolik bilesiklerin yani sira kavurma sirasinda
cogunlukla agiga ¢ikan melanoidinler hayvan modellerindeki ve hiicre kiiltiri
sistemlerindeki ¢alismalar antikarsinojenik etkilere sahip olabilecek diterpenleri
sentezledigi bulunmustur. Hem kafestol hem de kahweol, ¢esitli kanserojenlerin
etkisinin azalmasina neden olan genis bir biyokimyasal etki serisini
tetiklemektedir (Bravi vd., 2008). Baska bir ¢alismada elde edilen bulgular, Coffea
arabica L.’ daki kafeinin postmenopozdaki kadinlar icin meme kanseri riski ile zayif
sekilde iliskili olabilecegini ve BRCA1 mutasyon tasiyicilari1 arasinda kahve ile
meme kanseri riski arasinda kuvvetli ve anlaml bir iliski bulundugunu ortaya

koymaktadir (Jiang vd., 2013).
2.5. A549

A549 hiicre hatti, 1973 yilinda siirekli ¢alisilabilecek bir hiicre hatt1 soyu yaratmak
icin yapilan bir calismada akciger adenokarsinomasindan izole edilmistir (Cooper,
2012). Bu karaciger karsinoma hiicre hatt1 A549 bir pulmoner adenokarsinomdan
izole edilmis olup bu tiirtin temsilcisi olarak nitelendirilen bu hiicre hatt1 yaklasik
40 yildir solunum yolu kanserlerinin aragstirmalarinin dayanak noktas1 olmaktadir
(Cooper, 2016). Cin halk tibbi1 ¢ok eski zamanlara dayanmakta olup bazi
inanislarca hala kullanilmaktadir. Giinimtizde tibbin standart tedavilerine ek
olarak eski zamanlarda killanilan bitkisel tedavilerinde ek faydalar1 oldugu kabul
edilmeye baslanmistir. Halihazirda klinik kullanimda olan Cin’e 6zgi bitkisel
ilaclarin (CHM'ler), dogal bilesikleri ve bunlarin antikanser o6zelliklerine sahip
potansiyel kimyasal tiirevlerinin kaynag incelenmektedir. Uzun zamandir
kullanilmakta olan bu bitkiler (Bei Mu (BM), Jie-Geng (JG) ve Mai - Men - Dong -
Tang (MMDT)) sagkalim oranini iyilestiren akciger kanseri hastalar icin recete
edilen 6nemli ve halihazirda tedavi amacl kullanilan trtnlerdir. Lin ve ¢alisma
arkadaslarinin 2019’da yaptig1 bir c¢alismada hiicre ici sinyal iletisiminin

incelenmesi, bu ii¢ bitkiden elde edilen bilesenlerin hiicresel apoptoz, anti-apoptoz
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ve hiicre dongiisi ile ilgili proteinleri hedef alabilecegini gostermektedir. Ayrica, S
ve G2 / M fazlarinda hiicre dongiisii durmasi ve A549 hiicrelerinde otofajiye
gitmesine neden olduklar: tespit edilmistir. Arastirmacilar bilesenlerin akciger
kanseri lizerindeki farmakolojik mekanizmalari, apoptoz, otofaji, hiicre dongiisii
ilerlemesi ve hiicre ¢cogalmasi lizerindeki modiilator etkileri ile giiclii bir sekilde

baglantili olabilecegini diisiinmektedirler (Lin, 2019).
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Sekil 2.8 Hiicre i¢i sinyalizasyonu ile bitklerden elde edilen kimyasallarin iliskisi.
Kirmizi isaretli sar1 yuvarlaklar akciger kanseri belirtegleridir. Yesil kutular
etkilesimi incelenen kimyasallardir. Mavi ¢igiler hangi kimyasalin hangi belirtegle
etkilestigini gostermektedir (Lin, 2019).



2.6. HepG2

Hepatoseliiler karsinoma (HCC), diinya c¢apinda kansere bagh olimlerde tg¢lnci
sirada olan agrasif ve en yaygin karaciger kanseri tiirlerinden biridir. Bununla
birlikte, HCC'nin erken bir asamada teghisi zordur. Shen ve ¢alisma arkadaslarinin
yaptif1 c¢alismada, geraniol ve lupeol olmak iizere iki dogal (riniin,
hepatokarsinom hiicre hatt1 iizerinde antiproliferatif ve proapoptotik etkileri
incelemisler. Disiik Bcl-2 ekspresyon diizeyi ve geraniol ve lupeol varliginda BAX
ve kaspazin yukari regiilasyonunun oldugunu kanitlamislar. Ayrica, geraniol veya
lupeol, hiicre dis1 sinyallesmeler tarafindan diizenlenen protein kinazi, P38
fosforilasyon seviyesini degistirerek, mitojen ile aktiflestirilmis protein kinaz
sinyallesmesine dahil oldugunu gosterir. Bu c¢alisma, geraniol ve lupeoliin
hepatokarsinoma hiicre biiyiimesi ve apoptoz lizerindeki etkisini destekleyen, bu
iki dogal uriiniin anti-karaciger kanseri tedavisindeki potansiyel uygulamasini

gosteren dogrudan kanitlar saglamistir (Shen, 2018).

Yapilan bir ¢alismada, antikanser aktivitesine sahip bitki kokenli bir monoterpen
olan linalooliin etki mekanizmalarini anlamak i¢cin HepG2 hiicrelerinde linaloolun
antikanser etki mekanizmalarini aydinlatmak istemisler. Linalool doza bagiml
olarak, GO / G1 hiicre dongilisii durmasinin Cdk4 ve siklin A ekspesyonunu
azalmasin, p21 ve p27 yukar1 ekspresyonunun artmasini ve apoptozu, kaspaz-3
aktivasyonu, PARP ayrilmasi ve DNA parc¢alanmasi ile karakterize edilen hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini tespit etmisler. Diisiik linalool konsantrasyonlari
zara bagl Ras ve Akt aktivitesini azaltirken, yiiksek miktarlarda MAPK aktivasyonu
ve Akt fosforilasyonu ile iliskili olarak mTOR inhibisyonu ve ROS olusumu
tetiklemektedir. Linalool ERK ve JNK aktivasyonunu 6nledigi tespit edilmis. Ayrica,
spesifik ERK ve Akt fosforilasyon inhibitorleri, linalool anti-kanser aktivitesini

kuvvetlendirdigi gozlemlenmektedir (Rodenak-Kladniew, 2018).
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Sekil 2.9 Linalool kaynakli HepG2 biiyiime inhibisyonunda rol oynayan etki
mekanizmalar1 model. Linalool, 1.0 mM'den Ras ve Akt inhibisyonu ile p27
ekspresyonunda artis, Cdk4 ve siklin A anlatiminda azalisa yol acan ve ayrica p21
seviyelerini artiran GO / G1 hiicre dongiisii durmasini tesvik eder. 1.5 mM'den
itibaren, Ras, MAPK aktivasyonunu, MMP depolarizasyonunu ve buna baglh olarak
kaspaz-3 aktivasyonu ve PARP yoluyla apoptozu tesvik eden, 2.0 mM'de artan ROS
olusumunu indtikler. Hiicresel strese cevap olarak, ERK ve Akt, inhibisyonlari
HepG2 hiicre canliligl kaybiyla sonuc¢landigindan anti-apoptotik ve hayatta kalma
yanlisi rolleri sergileyen hale getirilirler. Ayrica, linalool 2.0 mM, GO / G1
tutuklanmasina katkida bulunan mTOR / p70S6K'y1 da inhibe eder (Rodenak-
Kladniew, 2018).

2.7. Cé6

Glioblastoma (GBM), cerrahi miidahale, radyoterapi ve bunlara eslik eden
kemoterapi de dahil olmak tizere ¢oklu bir tedavi terapisi mtidahalelerine ragmen,
ortalamaya bakildiginda sagkalim orani ¢ok diisiik olan en agresif kotii huylu
timorlerden biridir. Hedefe yonelik terapi, in vitro monolayer kiltiirlerde timit
verici goriinse de kan beyin bariyeri (BBB) sebebi ile ilaglarin zayif
penetrasyonundan dolay1 preklinik ve klinik ¢alismalarin sonuglarinin bekleildigi
gibi iyi olmadig1 gozlemlenmistir. Klasik kemoterapilerin ve hedeflenen ilaclarin

yetersizliginden dolayi, daha az toksik madde kullanimina odaklanan arastirma
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calismalar artmaktadir. [lgingtir ki, coklu dogal bilesiklerin antitiimér ve apoptotik
etkiler gostermistir. 2018 Nisan ayinda yayimlanan bir derlemede, kan beyin
bariyeri gecirgenligini modiile etmek, hiicre 6liimiinii indiiklemek, CSC'leri ortadan
kaldirmak ve GBM'in ilaglara karsi duyarlhiligini arttirmak i¢in kullanilan dogal
driinler veya uriin analoglar1 hakkindaki giincel literatirii ¢ok agik bir sekide
Ozetlemistir. Bu calismanin sonuclarina goére; GBM'deki dogal triinleri kullanarak
daha fazla ¢alismay1 desteklemek icin ¢ok sayida klinik 6ncesi veri bulmuslardir.
Hastalar i¢in sonuglar iyilestirmek, bu konuyla ilgilenenleri alternatif tedaviler
arastirmaya yoneltmektedir. Yapilan ¢alismalarda dogal iirtinlerin tedavilere ek
olarak kullanilabilecegi kanisina varmislardir (Vengoji, 2018).
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Sekil 2.10 GBM'nin dogal tlirtin bazh duyarlilik mekanizmasi. RTK'lar, GBM hiicre
proliferasyonunu arttirmak i¢in Ras / Raf / MAPK sinyallesme kaskadini aktive
eder. RTK / PI3K / AKT sinyal yolu, mitokondriden sitokrom-C salinimini inhibe
etmek icin pro-apoptotik protein BAD'yi fosforile ederek apoptozu inhibe eder.
Ayrica, FOXO01 transkripsiyon faktoriinii fosforilasyon ile inaktive eder, bu da pro-
apoptotik proteinlerin ve hiicre sagkaliminin inaktivasyonu ile sonuclanir. Dogal
trunler resveratrol ve eckol hem Ras / Raf hem de PI3K / AKT sinyal yollarin
zayiflatir, hiicre proliferasyonunu inhibe eder, apoptozu indiikler ve ayrica GBM
CSC'lerini yok eder, CSC popiilasyonunu azaltir ve ABC tasiyicilarinin ifadesini
distirtir. Resveratrol ve Withaferin A, MGMT ifadesini anlatimini diizenleyerek
TMZ hassasiyetini arttirir (Vengoji, 2018).

Hiicre sagkalimi ve Proliferasyonu
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2.9. Roscovitine

IUPEC adlandirmasina gore adi  2-(R)-(1-Ethyl-2-hydroxyethylamino)-6-
benzylamino-9-isopropylpurine olan ve seliciclib veya CYC202 olarak da bilinen
roscovitive halihazirda kullanilan bir kemotdrapatik bir ajandir. Hiicre
dongiisiindeki biliyiime fazini veya durumunu degistiren CDK2, CDK7 ve CDK9'u
iceren enzim hedeflerini inhibe eden farmakolojik sikline bagimli kinaz (CDK)
inhibitorleri ailesinde deneysel bir ilagtir. CDK2 ile kompleksin yapis1 1996 yilinda
belirlenmesinden sonra ortaya c¢ikan bu ila¢ CDK2 / E, CDK2 / A, CDK7 ve CDK9'u
inhibe eder (De Azevedo vd., 1997). Roscovitine, kii¢lik hiicreli akciger kanseri,
Cushing hastalig), 16semi, HIV enfeksiyonu, Parkinson hastaligi, herpes simpleks
enfeksiyonu, Kkistik fibroz ve Kkronik inflamasyon bozukluklarinin tedavisi
arastirmalarinda kullanilmaktadir (Noel vd., 2006). Bu ilacin kanserli hiicrelerin
apoptoza gitmesini tetikledigi bulunmustur. Roscovitine ayrica multipl miyelom
dahil B hiicreli lenfomalar icin klinik deneylerdedir. Seliciclib'in RNA polimeraz
[I'ye bagh transkripsiyonu ve MCL1 proteininin asag: regiilasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (MacCallum vd., 2005) (Noopur vd., 2005). Roscovitine ayrica olasi
bir antiviral ajandir. HIV ile enfekte olmus hiicrelerin 6liimiine neden olur ve
herpes simpleks virlistiniin ¢ogalmasini onler (Sadaie vd., 2004)(Pumfery vd.,
2006) (Agbottah vd., 2005) (Schang vd., 2000) (Diwan vd., 2004). Roscovitine
notrofil grantilositlerinde apoptozu indiikledigi in vitro olarak goésterilmistir. Bu
mekanizmanin in vivo olarak giivenli, giivenilir ve verimli oldugu ortaya ¢ikarsa,
ila¢g kistik fibroz ve artrit gibi kronik enflamasyon hastaliklarinin tedavisini
iyilestirebilir. Bunlar genellikle ciddi yan etkileri olan glukokortikoidlerle tedavi

edilir (Rossi vd., 2006).
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3
Materyal Method

2.8. Deneysel Siirecte Kullanilan Malzemeler

Assagidaki tabloda deneyler siiresince kullanillan malzemelerin listesi

bulunmaktadir.

Tablo 3.1 Deneysel siirecte kullanilan malzemeler

Malzeme Tehmin Edildigi Yer
Clavenger [ldam
Balon joje Isolab
Isitici Tops
Kavrulmus Coffea Arabica L. Yerel market
Kavrulmamis Coffea Arabica L. Yerel market
Origanum Hypericifolium Schwarz Laboratuvarda stok olarak bulunan
Et P. H. Davis irtin kullanildi
10 pl, 100 pl, 1000 pl mikropipet Capp
10 pl, 100 pl, 1000 pl pipet uclar Capp
+4 Buzdolabi Bosch
15 ml falkon TPP
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Tablo 3.1 Deneysel siirecte kullanilan malzemeler tablosu (devami)

50 ml falkon TPP

T25’lik flask TPP

T75’lik flask TPP

200 pl ¢cok kanall pipet Capp
Cok kanall pipet rezervuari Capp

CO2’li inkiibator

Thermo Scientific

Laminar Flow

MSC-ADVANTAGE

96 kuyucuklu hiicre plag: Isolab
6 kuyucuklu hiicre plagi Isolab
Isik Mikroskobu Olympus
Hemasitometre Isolab
Santrifiij Isolab
Steril siringa Isolab
Steril filtre Isolab
Tiip standi Isolab
DMEM Pann
DMEM F12 Pann
FBS Pann
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Tablo 3.1 Deneysel siirecte kullanilan malzemeler tablosu (devami)

PBS Pann

Etil alkol Sigma
Tripsin-EDTA Pann
DMSO Sigma
Penisilin Sigma
MTT tuzu Sigma
Roscovitin Rosch
HepG2 ATCC
A549 ATCC

Cé6 ATCC

Kullanilan Hiicre Hatlar1

Tim hiicre hatlarimiz ATCC’den temin edimistir. HepG2 hiicre hatti, A549 hiicre

hatti, C6 glioma hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Kullanllan Besiyerleri :

HepG2 icin DMEM

A549, C6 icin F-12 DMEM

Besiyeri Hazirlama:

Besiyerinde %10 sigir fetal serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin ve % 5 CO2
bulunmaktadir, (500 m1 total besiyeri icinde 50 ml sigir fetal serumu ve 5ml

antibiyotik)
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MTT Solusyonunun Hazirlanmast:

Her kuyuya 20 ul ¢6zelti konulur.

MTT tuzunun molekiler agirhgi:414,32g/mol .
M=n/V formili uygulanir.

Her kuyuya 20 ul ¢arp1 100 kuyudan 2000ul. Bu baglamda 96 kuyulu plaka icin
2ml MTT cozeltisine ihtiya¢ vardir. 96 kuyucuklu plaka icin 20x2=40ml ¢ozelti
hazirlamak i¢in 40 ml PBS’de MTT tuzu ¢ozdiiriilmelidir.

3.2. Ugucu Yag Eldesi

Tlim bitkilerimizden ugucu yag elde edilmesinde hidrodistilasyon yontemi
kullanilmistir. Ugucu yag1 elde edilecek bitki kiiciik parcalara ayrilip balona
konulur. Bitki parcalarinin tizerine 1 litre distile su konularak Clavenger Apareye
baglanmistir. Geri sogutucu olarak Clavenger apareye su devir daim cihazi
baglanmistir. Her 100 gr bitki icin 3 saat distilasyon islemi yapilmistir. islem
sonunda yagin miktar1 aparey tizerinde milimetre cinsinden 6l¢iilmustiir. Her bitki
degisiminde sistem 5 saat steril edilmistir (Baydar, 2005)(Dasdemir ve Gilingor,
2008).

3.3. Maserasyon

Cozlci maddeler ile bitki icerigindeki yag asitilerinin ¢ekilip alinmasi islemidr.
Belli bir miktar bitkiyi kapakli kaba koyup tlizerini 5 cm gececek sekilde hegzan
eklenir. Glin icinde belirli araliklarla calkalandi. 3 glin boyunca bu islem devam
ettirilir. 3 glinlin sonunda Rottarry’de hegzane uzaklastirilir. Elde edilen ekstrakt 1
hafta ile 10 giin arasinda kapagi acik sekilde bekletilir. Bu sekilde istenmeyen tiim
ucucu gazlardan kurtulmus olunur. Yiz gram kavrulmus ve ytiz gram kavrulmamis
kahve cekirdegini kirilmalarini saglayacak sekilde ezdik. Normal sartlar altinda
kullandigimiz biiylik cam siseler yerine daha kii¢iik kimyasal siselerini kullanarak
hegzan bitkiyi 1 cm kadar gececek sekide (yaklasik 250ml) ekledik. Ses dalgalari ile
yag asitlerinin hegzana daha hizli sekilde cekilmesini saglayacakolan su
banyosunda bir siire beklettikten sonra giin icinde birka¢ saat arayla siseleri
calkaladik. Glin sonunda hegzani siiziip yerine yeni hegzanin koyduk. Bir sonraki
giin tekrar hegzam1 siizdiik. Hocamizin laboratuvarindaki Rotary ile
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ekstraktimizdaki fazla hegzandan kulturduk. Ardindan elde ettigimiz ekstraktlarin
falkonlar1 aktardik. Falkonlara aktarirken cam ytizeyde kalan ekstraktlari hegzan
ile aldigimiz icin falkonun icinde bir miktar hegzan kalmis oldu. Bu kalan hegzani
Azot muslugu altinda tutarak ugmasini sagladik. Bu sekilde Elimizde saf sekilde

bitki ekstraktimiz kalmis oldu (Kelebek vd., 2010) (Alkan vd., 2015) (Ay vd., 2006).
3.4. Yapilan Hesaplamalar

MTT Tuzu i¢in;

Her kuyucuga 20 ul ¢6zelti eklenir.

MTT tuzunun molekiiler agirhig1 414,32g/mol.

= w formulti ile M=n/V formiiliinii kullanarak gerekli hesaplamalari yaptik.

96 kuyulu plaklarin her kuyucugu 20 ulx100 kuyucuktan hesapladigimizda 2000ul
olarak hesapladigimizda; 96 kuyulu plak icin 2ml MTT c¢o6zeltisine ihtiyacimiz
oldugunu buluruz. 20 adet 96 kuyulu plaka icin 20x2=40ml c¢o6zelti
hazirlayabilmemiz i¢in 40 ml PBS’de MTT tuzu ¢ozdiiriilmelidir.

Yaptigimiz deneyler icin 2 molar 2 ml stok ¢6zelti hazirlayabilmek icin yaptigimiz

islemler;

Roscovitin molekiiler agirhgi: 354,45g/mol

_m/NA o= m/354,45
TV T 1,4178

= 1,4178 miligram Roskovitin
2ml 1,4178mg

X 1mg

X=0,7089ml DMSO’da 1 mg roskovitinin ¢oziinmesi gerekir.

10uM Roskovitin i¢in;

2000uM 708ul DMSO’da ¢oziiniiyorsa
10uM X

X=3,545ul
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HepG?2 hiicreleri i¢in, 10uM ila¢ uygulandu.

3.45x15 kuyucuk=52,5 ul 3ml besiyerine eklendi.

A549 hiicreleri i¢in, 20uM ila¢ uygulandi.

3,545x2=7ul

7ul x 15 kuyucuk= 105 ul 3ml besiyeri eklenir.

C6 hiicrelerine 30uM ila¢ uygulandi.

3.545x 15=155,25ul 3 ml besiyeri eklenir.

Ucucu yag konsantrasyonlarinin ayarlanmasi

Origanum bitkisinden 1,1821 g yag elde edildi.

Ucucu yagin tizerine 25 ml DMSO ve 50 ml ddH20 eklenilerek ¢ozelti olusturuldu.

10mg ugucu yag1 10 ml DMSO’da ¢6zdiirmek icin yapilan hesaplama;

10 000 ug 1000ul
1000ug X
X=100ul

5 farkliilag i¢in istedigimiz konsantrasyonu uygulamamiz su sekilde olmustur;
1000 ug konsantrasyon icin —— > 100ul

500 ug konsantrasyon icin — > 50ul

250 ug konsantrasyon icin — > 25ul

100 ug konsantrasyon icin — > 10ul

10 ug konsantrasyon icin —> 1ul

Konsantrasyon ayarlari yapilirken seri diliisyonlar yapilarak ilerlenildi.

96’lik plakanin 1 kuyusuna 1000ug konsantrasyonunu saglayarak ilag uygulayabilmek icin
hazirladigimiz ¢6zeltimizden 100 ul aldik. 96’lik plakanin 10 kuyusuna 1000ug
konsantrasyonunda ila¢ uygulayabilmek i¢cin 1000ul hairladigimiz ugucu yag ¢ozeltisi ve
1000ul besiyeri ekledik. Stok olarak sayabilecegimiz 2000ul'lik ¢ozelti hazirlamis olduk.

Seri dilisyonlarimizi assagidaki tabloda gorebiliriz. Bunun yaninda, 10 ug icin 1:3 dilisyon
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uyguladigimizi da belirtmek isterim. (Mamur, 2019) (Erdogan vd., 2018) (Aktas vd., 2018)
(Arslan vd., 2014)

3.5. Hiicre Kiiltiiri

Sivi azot icerisinde donmus halde bulunan erken pasaj numarasina sahip
hiicrelerin kriyovialleri secilir. Dondurulmus hiicreler hizli bir sekilde eritilerek
tizerlerine bir miktar DMEM besiyeri eklenir falkonda pipetaj yapilir. Falkonlar
satrifiij edilir. Santrifiijiin ardindan siipernatant atilir. BoOylece dondurma
besiyerinde bulunan hiicreler icin toksik etkisi olan DMSO ortamdan
uzaklastirilmis olur. Pelletin iizaerine 4 ml besiyeris eklenir ve pipetaj yapilir.
Pipetajin ardindan hiicreler T25 flasklara aktarilir. T25 kaplarinin agizlar1 kapali
CO; ayarl (%5 CO,) etiive kaldirilir. Bir gece etlivde bekletilen T25 flasklar ertesi

gilin mikroskopta tekrar incelenir.

Etiivde bulunan T25 flasklar laminar flow icinde dik konuma getirilir ve
mikropipet yardimiyla T25 flasklardaki besiyeri ¢ekilir ve atilir. Hiicreleri yikamak
icin T25 flasklara 1 ml PBS eklenir ve hiicreler bu sekilde yikanir. PBS’in ortamdan
uzaklastirilmasinin ardindan ortama 1ml Tripsin-EDTA eklenir ve T25 flasklar
etiive 2 dakika bekletilir. Hiicreleri kaldirma isleminden sonra hiicrelerin
enzimatik reaksiyondan zarar gérmemesi icin T25’in icine 1 ml besiyeri konulur.
Flasktaki hiicreler falkonlara toplanir ve santrifiij islemi gerceklestirilir. Santrifiij
isleminin ardindan siipernatant atilir ve pelletin lizerine besiyeri eklenerek pipetaj
yapilir. Hiicre stispansiyonundan 10 pL alinir ve hemositometrede hiicre sayimi
gerceklestirilir. 1ml’deki hiicre sayis1 bulunarak yeni T25 flaska eklenecek hiicre
sayisl icin hesaplamalar yapilir (Obakan-Yerlikaya vd., 2017) (Coker-Giirkan vd.
2015).

3.6. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Icerigi

Hiicre kiiltiirlerinde g¢alisilan hiicre hatlarinin sanki viicut ortamindaymis
gibi yasatilmasi lazim. Eger dogal ortami saglanmaz ise yaptigimiz ¢alismanin
ileride hayvan deneklerde ise yaramasini ve ¢ikardigimiz sonuglarin dogal ortama
uygun olmasini saglayamayiz. Bu ylizden 6zel hazirlanmis bazi besiyerleri ile
calisiriz. Bunlar hiicrelerin besin kaynagi olup biiyiirken stabil sekilde calisilmasini
saglar. Bizim calismamizda kullandigimiz DMEM besiyerinin icerikleri asagidaki
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tabloda belirtildi. Hiicre Kkiiltiirlerinde olmasi gereken temel aminoasit
kombinasyonu ilk defa Eagle tarafindan 1955’de tanimlanmistir. Kendi ismini
tasiyan Minimum Eagle’s Medium (MEM) isimli besiyeri bazi modifikasyonlarla
bugiine kadar gelmistir. Dulbecco tarafindan modifiye edilen MEM soliisyonu
bugiin somatik hiicre kiiltlirlerinde en sik kullanilan besiyeri bilesenidir. DMEM
hiicrelerin beslenebilmeleri icin gerekli glukoza, canliliklarini siirdiirebilmeleri igin
uygun ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarini gorebilmeleri i¢in gerekli aminoasitlere
ve vitaminlere sahiptir. Ancak tek basina hiicre gelisimi icin yeterli degildir

(Kusako, 1994).
3.7. MTT

Herhangi bir kemoterapotik ajanin hiicre canliligina etkisini anlamak igin
kolorimetrik bir testtir. Hiicre denemelerinin hangi doz ve siirelerde yapilacaginin
belirlenecegi yonremdir. Bir tetrazolyum tuzu, memeli hiicre sagkalimi ve
proliferasyonu icin niceliksel bir kolorimetrik analiz gelistirmek icin kullanilir.
Test, 6lu hiicreleri degil yasayan hiicreleri tespit eder ve tiretilen sinyal hiicrelerin
aktivasyon derecesine baglidir. Bu nedenle bu yontem, sitotoksisite, proliferasyon
veya aktivasyonu oOl¢gmek icin kullanmilabilir. Sonucglar, ¢oklu tarama
spektrofotometresinde okunabilir ve yiiksek derecede hassasiyet gosterebilir.
Testte yikama yiizeye yapisan hiicrelerin yikama esnasindan kaldirilmamasi i¢in
uygulama o0zenli bir sekilde yapilmalidir. Hiicrelere 2 ml soguk 1X PBS
eklenmesinin ardindan kaziyici yardimui ile tiim hiicre materyali kaldirilir ve 2 ml
steril mikrofij tiipiine aktarilir. En son kalan hiicre toplulugunu aktarmak i¢in 2 ml
soguk 1X PBS 6 kuyucuklu hiicre petrisine konur ve kaziyic1 yardimiyla son
hiicreler de alinarak ayni 2 ml mikrofiij tiipiinde tiim materyal toplanir. Hiicreler
maksimum hizda daha o6nce sogutulmus santrifiijde 4°C’de 30 saniye siire ile
cokertilir. Ust siv1 hiicre pelletine zarar vermeyecek sekilde atildiktan sonra, pellet
tizerine 20-50 ml hiicre lizis tamponu konulur ve buzda 15 dakika bekletilir.
Maksimum hizda 4°C’de 15 dakika santrifiij edilir. Kolorimetrik tahlilin baslhca
avantajlari, hiz1 ve hassashigl ve herhangi bir radyoizotop eksikligidir. Proliferatif
lenfokinleri, mitojen uyarilarin1 ve kompleman aracil lizizi 6l¢mek icin bu tahlil

kullanilir (Mercier vd., 2005). T25 flaski icerisinde bulunan hiicreler kaldirip ve
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hemositometrede sayilir. Bu hiicre sayis1 1000 ile ¢arpilir ve bdylece 1 ml hiicre
suspansiyonunda kag¢ hiicre oldugu hesaplanir. MTT analizi i¢cin her kuyucuga
yaklasik 10.000 hiicre konulur. Ana stogumuz ona gore diliie edilir. Diliie edilen
sollisyondan her kuyucuk icin ka¢ pL ana stok ¢ekilecegi belirlenir ve kuyucuga
aktarilir. Ana stogu 10 mM olan ila¢ icin M1xV1=M2xV2 formiili kullanilir.
Hesaplamasi yapilan hiicreler 96 kuyucuklu petrilere 4 tekrarli olacak sekilde
ekilenir. Hiicrelere 0-100 uM kontrol ila¢ 24 saat boyunca uygulanir. Ayni anda
bitkilerimizden elde ettigimiz yag asitleri ve ugucu yaglarda hiicrelere uygulanir.
24 saat sonunda MTT tetrazolium tuzu ile 4 saat bekletilen 6rneklerde olusan
formazan bilesikler canl hiicrelerin yiizeyinde birikir. Bu bilesiklerin verdigi mor
renk 570 nm dalga boyundaki spektrofotometrik okumaya tabi tutulur ve ilag
uygulanmamis kontrol orneklere oranlama yapilarak bagil sitotoksik diizey
belirlenir. Sonuclar Uuzerinden grafik cizilerek yorumlanir (Mosmann, 1983)

(Franken vd., 2006).

Bu tez ¢alismasinda biz 96 kuyulu plaklara kuyu basina 6000 hiicre olacak sekilde
ekimleri yapildi. Ugucu yaglar1 ve Maserasyon sonucu elde ettigimiz ekstraktlar: 5
farkli konsantrasyonda uyguladik. Bu konsantrasyonlar1 yaptigimiz hesaplamalar
sonucu 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml olarak belirledik.
24 saat sonraki gozlemlemeler sonucunda hiicrelerin plaklara yeterince yapismis
ve ila¢g wuygulamak icin ideal bir durumda oldugu belirlendi. 24 saat
konsantrasyonu ayarlanmis olan ugucu yaglara maruz birakilan hiicrelere MTT
cozeltisi eklendi ve 4 saat bekletildi. 4 saat bekletildikten sonra hiicrelerden
besiyerleri uzaklastirilip her bir kuyuya 100 pl DMSO konularak 5 dk karanlik
ortamda bekletildi. ELISA reader'da 595 nm dalga boyunda okumalar
gerceklestirildi. Burdan elde ettigimiz sonuglar tablo haline getirilerek

ortalamalari, standart sapmalar1 hesaplandi(Mosmann, 1983) (Franken vd., 2006).
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3.8. Hiicre Sagkalim Testi

Etlivde bulunan T25 flasklar laminar flow icinde dik konuma getirilir ve
mikropipet yardimiyla T25 flasklardaki besiyeri ¢ekilir ve atilir. Hiicreleri yikamak
T25 flasklara 1 ml PBS eklenir ve hicreler yikanir. PBS'in ortamdan
uzaklastirilmasinin ardindan ortama 1ml Tripsin-EDTA eklenir ve T25 flasklar
etlive 2 dakika bekletilir. Hiicreleri kaldirma isleminden sonra hiicrelerin
enzimatik reaksiyondan zarar gormemesi i¢cin T25’in icine 1 ml besiyeri konulur ve
tripsin aktivitesi durdurulmus olunur. Flasktaki hiicreler falkonlara toplanir ve
santrijiislemi gerceklestirilir. Santrifiij isleminin ardindan siipernatant atilir ve
pelletin tizerine besiyeri eklenerek pipetaj yapilir. Hiicre siispansiyonundan 10 pL
alinir ve hemositometrede hiicre sayimi gerceklestirilir. 1ml’deki hiicre sayisi
bulunarak yeni T25 flaska eklenecek hiicre sayisi icin hesaplamalar yapilir

(Obakan-Yerlikaya vd., 2017) (Coker-Giirkan vd. 2015).
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4
Sonuc ve Oneriler

2.9. Sonuglar

Kahveler i¢in;
Cizelge 4.1 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml

konsantrasyonlarinda kavrulmamis Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine
uygulanmis C6 Hiicre hatlarinin MTT grafigi.

ceé

Bagil Hiicre Canlihgi (%)
e e
H (o)) [oe] o N H
o o o o o o

N
o

I ||

Kontrol 1000 500 250 100 10 Roscovitin Negatif
(30uM) Konrol

o

Kavrulmamis Coffea arabica L.
Konsantrasyon pg/ml

Tablo4.1 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmamis Coffea arabica L. ekstrakt: ve roscovitine
uygulanmis C6 Hiicre hatlarinin MTT sonuglarina gére CompuSyn Report
programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC 50 20.97

Roscovitine ile karsilastirdigimiz zaman kavrulmamis Coffea arabica’nin hiicreler
lizerinde oldiiriicti bir etkisi olmadigini hatta C6 glioma hiicre hatlari i¢in canlihigl
arttirdigini soyleyebiliriz. IC50 %50 canlilik oranlarina baktigimiz zaman ise 20.97

ug/ml olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.2 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmus Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine
uygulanmis C6 Hiicre hatlarinin MTT sonuglari
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Tablo 4.2 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmus Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine
uygulanmis C6 Hiicre hatlarinin MTT sonuglarina gére CompuSyn Report
programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC 50 8.2

Kavrulmus Coffea arabica’nin C6 i¢in sonuclarina baktigimizda Cé6’larin roscovitine
icin %60’larda olan bir canliik goérmekteyiz. Fakat Coffea arabica’min en iyi
sonuglar1 bile %80 dolaylarinda bir canlihik gostermektedir. Biz bu MTT
sonuglarindan yola ¢iktigimiz zaman IC50 degeri i¢in 8.2 pg/ml olarak

hesaplanmistir.
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Cizelge 4.3 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 1000 ug/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmamis Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine

uygulanmis HepG2 Hiicre hatlarinin MTT sonuclari
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Tablo 4.3 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmamis Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine
uygulanmis HepG2 Hiicre hatlarinin MTT sonuglarina gére CompuSyn Report

programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC50 1,39

Kavrulmamis Coffea arabica sonuclarina baktigimizda roscovitinin canliligini

ortalama %60’larda goriyoruz. Fakat bizim uyguladigimiz ilactmizin HepG2

hiicrelerinde canlilig1 arttirdigini bu tabloda gérmekteyiz. Uyguladigimiz ila¢ dozu

ile canlilik arasina dogru orantili bir artis goriilmekte. Bu sonuclar dogrultusunda

IC 50 oranini 1.39 pg/ml olarak belirlendi.
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Cizelge 4.4 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 ug/ml, 500 pg/ml, 1000 ug/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmus Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine

uygulanmis HepG2 Hiicre hatlarinin MTT sonuglari
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Tablo 4.4 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmus Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine
uygulanmis HepG2 Hiicre hatlarinin MTT sonuglarina gére CompuSyn Report
programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC50 0,07

Kavrulmus Coffea arabica sonuglarina baktigimizda 100 pg/ml’de roscovitine ile
benzer sonuglar oldugunu goérmekteyiz. Deneylerimiz 3 tekrarli sekilde
gerceklestirilmistir ve bu tablolar ¢ikan sonuglarin ortalamasi ile olusturulmustur.
Bu neden ile pipetaj hatas1 olmadigini kabul etmekteyiz. Diger degerlerdeki artis
nedeni ile hazirladigimiz bitkisel drugin hiicre canliligini arttirmis oldugunu
soyleyebiliriz. Kavrulmus Coffea arabica sonuglar i¢in IC 50 canlilik oranini 0,07

ug/ml olarak belirledik.
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Cizelge 4.5 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 1000 ug/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmamis Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine

uygulanmis A549 Hiicre hatlarinin MTT sonuglar
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Tablo 4.5 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmamis Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine
uygulanmis A549 Hiicre hatlarinin MTT sonuglarina gére CompuSyn Report

programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC 50 19,15

Kavrulmamis Coffea arabicamin A549 hicre hatlari tizerindeki sonuglar1 bize
hazirladigimiz bitkisel trtintin 10 pg/ml’da roscovitinden daha etkin olmasina
ramen diger sonuclarda canliligin arttigini gostermektedir. Sonuglar 3 tekrarh
yapilmis olan deneylerin ortalamasini gostermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda

IC 50 canlilik degeri 19,15 pg/ml olarak belirlendi.
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Cizelge 4.6 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 1000 ug/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmus Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine

uygulanmis A549 Hiicre hatlarinin MTT sonuglar
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Tablo 4.6 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda kavrulmus Coffea arabica L. ekstrakti ve roscovitine
uygulanmis A549 Hiicre hatlarinin MTT sonuglarina gére CompuSyn Report
programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC50 641,07

Kavrulmus Coffea arabica’nin A549 hiicre hatlarindaki sonuclari kontrol ilacimizin
da bizim hazirladigimiz druglarinda canliigl arttiricc  etkisi oldugunu
gostermektedir. Bu hiicre hatti izerinde bu bitkisel tirtintin IC 50 canlilik degeri
641,07 pg/ml olarak belirlenmistir. Deneyler ii¢ tekrarli olarak yapilmis olup

sonuglar ortalamalarini vermektedir.

59



Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis icin;

Cizelge 4.7 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ugucu

yaglarinin ve roscovitine uygulanmis HepG2 Hiicre hatlarinin MTT sonuglari
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Tablo 4.7 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ugucu
yaglarinin ve roscovitine uygulanmis HepG2 Hiicre hatlarinin MTT sonuclarina
gore CompuSyn Report programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC50 169,48

Origanum hypericifolium i¢cin HepG2 hiicre hatt1 lizerindeki sitatoksisite sonuclari
roscovitin kadar etkili bir ajan olabilecegini gostermektedir. Hiicrelere verilen ilag

konsantrasyonu arttikca hiicre canliligi tam beklenildigi gibi azalmaktadir.
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Cizelge 4.8 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 1000 pug/ml
konsantrasyonlarinda Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ugucu

yaglarinin ve roscovitine uygulanmis A549 Hiicre hatlarinin MTT sonuglari
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Tablo 4.8 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ucucu
yaglarinin ve roscovitine uygulanmis A549 Hiicre hatlarinin MTT sonuclarina
gore CompuSyn Report programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC50 142,91

Origanum hypericifolium A549 sonuglarina bakildig1 zaman bizim dogal
triintimuzin halihazirda kullanilan kontrol kemoteropdtik ilagtan daha iyi bir
etkinlige sahip oldugunu gozlemlenmektedir. Tam beklenilen dogrultuda ilag
konsantrasyonu arttik¢a hiicre canlililginin distiigii gozlemlenmektedir. Bu hiicre
hatt1 i¢in bu dogal iirtiniin IC 50 canlilik degeri 142,91 ug/ml olarak belirlenmistir.
Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmis olup sonug¢ grafikleri bu tekrarlarin

ortalamasini gostermektedir.
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Cizelge 4.9 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 1000 ug/ml
konsantrasyonlarinda Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ugucu

yaglarinin ve roscovitine uygulanmis C6 Hiuicre hatlarinin MTT sonuglari
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Tablo 4.9 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ucucu
yaglarinin ve roscovitine uygulanmis C6 Hiicre hatlarinin MTT sonuglarina gére
CompuSyn Report programinda canlilik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu

IC Degerleri IC 50 Degeri Dozu pg/ml

IC50 39,71

Origanum hypericifolium C6 sonuglarina bakildig1 zaman Origanum hypericifolium
ucucu yaginin kullanilan kontrol kemoteropotik ilagtan daha iyi bir etkinlige sahip
oldugunu goézlemlenmektedir. ilag konsantrasyonu arttikca hiicre canhililginin
distigi gozlemlenmektedir. Bu hiicre hatt1 i¢in bu dogal iirtiniin IC 50 yiizde
canlihik degeri 39,71 pg/ml olarak belirlenmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak

yapilmis olup sonug grafikleri bu tekrarlarin ortalamasini géstermektedir.
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2.10. Tartisma ve Oneriler

Bitkilerden gelen sifa giiniimiiziin en 6nemli konularindan biridir. Halihazirde
tedavi goren hastalarin doktorlarindan aldiklar1 yardim disinda halk arasinda
kulaktan dolma bilgilere dayanarak ya da aktarlarinlarindan aldiklara tavsiyelere
dayanarak bitkisel iiriinlere de basvurduklarini bilmekteyiz. Bunlarin basinda
gelen origanum tiirlerinden ekstrakte edilen esansiyel yaglar; midde agrilari,
diyabette insulinin kontrol altinda tutulmasi gibi bir¢ok kullanis1 mevcuttur.
Ulkemiz kekik tiretimine elverislidir. Bu dogrultuda birgok tiiriiniin yurdumuzda
yetisiyor olmasi normaldir. Bunu yanisira Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis’in i¢inde bulundugu bir¢ok endemik tiirde bizim topraklarimda dogal olarak
yetismektedir. Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis, yerli halk

~n

tarafindan "Cokelek kekigi" veya "Kekik" olarak bilinir ve Denizli bélgesi icin
endemiktir. Origanum tirlerinin antispazmodik, antitimoral, antifungal ve
analjezik, balgam soktiiriicii, antiparazitik ve gastrointestinal kolik, oksiirtik, dis
agrist ve diizensiz menstriiel dongiiler gibi sorunlarda pozitif etki verdigi

gozlemlenmisgtir.

Kahve, sudan sonra diinyadaki en popiiler ikinci icecektir. Diisiik maliyeti ve
hazirlanma kolaylig1 nedeniyle, hemen hemen tiim iilkelerde ve niifusun tiim
sosyal siniflari tarafindan farkl hazirlanma gesitleri ile tiiketilir. Basit bir goriiniim
sergileyen bir fincan kahve aslinda ylizlerce molekiilii igerir ve bize halihazirda
kesvedilecek kocaman bir okyanus saglamaktadir. Bir¢ok kanser tiirliniin
olusumuna engel olabilecegi ya da tedavi destekgisi olabilecegi bilinmektedir.
Ekstraksiyon islemi bir homojenizasyon teknigidir ve kurutulmus bitki materyali
kullanilarak yapilir. Polar olmayan hekzan polar olan yag asitlerini bitkiden c¢ekip
alir. Islem sonrasi sivi kisim siizge¢ kagidinda siiziiliir, ¢éziiciiler evaporatorde
ucurulur. Bitkilerde ucucu yag elde edilmesinde ise hidrodistilasyon yontemi
kullanilir. Bu tez ¢alismaina ben de bu iki yontemi kullandim. Bu sekilde elde
ettigim dogal Uriinleri en karmasik halleri ile hiicre hatlarina uygulayarak bu
urinlerin etkilerini halihazirda kullanilmakta olan bir kematdrapatik ajan ile

karsilastirdik. Bu asamada laboratuvarimizda yeterli miktarda malzeme
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olmamasindan kaynakli olarak en stabil kosullarda c¢alisabilecgimiz bitkisel

urunler ile yolumuza devam etmemiz gerekti.

MTT bize bir kemoterapotik ajanin hiicre canliligina etkisini anlatmak icin
kullanilan kolorimetrik bir testtir. Bu sekilde, 6li hiicreler yerine yasayan hiicreleri
tespit edebiliriz. Bu yontem bize sitotoksisite, proliferasyon veya aktivasyonu
6l¢mek konularinda dogru ve kolay yoldan ulasilan bir bilgi saglamaktadir. A549
hiicre hatt1 i¢in yaptigimiz ekimlerde Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis ugucu yagi 1 grami, %0,1’lik DMSO ve ddH20’da ekstraktlar ise DMSO yerine
%1lik EtOH’da ¢ozdiirtlerek 0 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 ug/ml, 500 pg/ml,
1000 pg/ml konsantrasyonlarinda ve 20 uM Roskovitin A549 akciger kanseri
hiicre hatlarina uygulanmistir. Pozitif kontrol grubunda ila¢ uygulamasi
yapilmamistir. ila¢ uygulamasi yapilmadig1 icin yapilan hesaplamalarda hiicre
canliliglt %100 olarak kabul edilmistir. 10 pg/ml ilag uygulanan A549 hiicrelerinde
hiicre canliligi kavrulmamis Coffea arabica L. i¢in %77, kavrulmus Coffea arabica L.
icin %82 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis icin %83 olarak
gozlenmistir. 100 pg/ml konsantrasyonda ila¢ uygulanan hiicrelerde hiicre
canliligr kavrulmamis kahve i¢in %110, kavrulmus Coffea arabica L. icin %85 ve
Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis icin %57 olarak gézlenmistir. 250
pg/ml konsantrasyonda ilag uygulandiginda hiicre canliliginin kavrulmamis Coffea
arabica L. icin %110, kavrulmus Coffea arabica L. i¢gin %150 ve Origanum
hypericifolium Schwarz et P. H. Davis i¢in %42 oldugu goézlenmistir. 500 pg/ml
konsantrasyonda ila¢ uygulamasinda hiicre canliligi kavrulmamis Coffea arabica L.
icin %130, kavrulmus Coffea arabica L. i¢cin %120 ve Origanum hypericifolium
Schwarz et P. H. Davis i¢in %35 oldugu gozlenmistir. 1000 pg/ml en ytksek dozda
ilac uygulamasinda hiicre canlilign kavrulmamis Coffea arabica L. i¢in %130,
kavrulmus Coffea arabica L. igin %90 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis i¢in %25 oldugu gozlenmistir. 20 uM Roskovitin uygulanan A549 akciger
kanser hiicrelerinde hiicre canlilig1 ortalama %94 olarak gozlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda %50 canlilik oranlar1 kavrulmamis Coffea arabica L. igin 19.15
ug/ml, kavrulmus Coffea arabica L. i¢cin 641.07 ug/ml ve Origanum hypericifolium
Schwarz et P. H. Davis i¢in ise 142.91 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda kendi dogal triinlerimizi roscovitin ile karsilastirdigimiz zaman
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A549 ilzerinde Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis ucucu yaginin
halihazirda kullanilan bir kanser ilacindan daha etkili oldugu fakat Coffea arabica
L. ekstraktlarinda boyle bir etki gorilmemistir. Fakat iki Coffea arabica L.
ekstraktini birbiri ile kiyasladigimiz zaman kavrulmamis Coffea arabica L. nin biraz

daha fazla etkisi oldugunu goériiyoruz.

C6 hiicre hatt1 icin yaptigimiz ekimlerde Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis ugucu yag1 DMSO ve ddH20’da Coffea arabica ekstraktlar ise DMSO yerine
EtOH’da ¢ozdiirilerek 0 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000
pug/ml  konsantrasyonlarinda ve 30 pM Roscovitin C6 hiicre hatlarina
uygulanmistir. Pozitif kontrol grubuna ila¢ uygulanmamistir. Bu nedenle yapilan
hesaplamalarda hiicre canliligt %100 olarak kabul edilmistir. 10 pg/ml ilag
uygulanan C6 hiicrelerinde hiicre canliligi kavrulmamis Coffea arabica L. igin %70,
kavrulmus Coffea arabica L. i¢cin %90 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis icin %82 olarak gozlenmistir. 100 pg/ml konsantrasyonda ila¢ uygulanan
hiicrelerde hiicre canliligi kavrulmamis Coffea arabica L. i¢in %120, kavrulmus
Coffea arabica L. icin %85 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis icin
%25 olarak gozlenmistir. 250 pg/ml konsantrasyonda ila¢ uygulandiginda hiicre
canliliginin kavrulmamis Coffea arabica L. i¢cin %120, kavrulmus Coffea arabica L.
icin %90 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis i¢cin %18 oldugu
gozlenmistir. 500 pg/ml konsantrasyonda ila¢ uygulamasinda hiicre canlilig
kavrulmamis Coffea arabica L. i¢in %110, kavrulmus Coffea arabica L. i¢in %82 ve
Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis i¢cin %10 oldugu goézlenmistir.
1000 pg/ml en yiiksek dozda ila¢ uygulamasinda hiicre canliligi kavrulmamis
Coffea arabica L. igin %130, kavrulmus Coffea arabica L. igin %95 ve Origanum
hypericifolium Schwarz et P. H. Davis i¢in %10 oldugu gozlenmistir. 30 pM
Roscovitin uygulanan C6 akciger kanser hiicrelerinde hiicre canlilig1 ortalama %75
olarak gozlenmistir. Bu sonuclar dogrultusunda %50 canlilik oranlar1 kavrulmamis
Coffea arabica L. icin 20.97 pg/ml, kavrulmus Coffea arabica L. i¢in 8.2 pg/ml ve
Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis icin ise 39.71 pg/ml olarak
belirlenmistir. Roscovitinin C6 hiicre hatlari tizerinde A549 hiicre hatlarina oranla
daha fazla oldiirticii etkisi oldugunu gozlemlemekteyiz. Origanum hypericifolium
Schwarz et P. H. Davis'un C6 hiicre hatlarinda roscovitineden daha etkili bir
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kemoteropotik ajan olabilecegini gormekteyiz bunun yaninda Coffea arabica L.’ nin
kemoteropotik bir ajan olarak C6 hiicre hatlarn tlzerinde etkisi olmadigin

gozlemliyoruz.

HepG?2 hiicre hatti i¢in yaptigimiz ekimlerde Origanum hypericifolium Schwarz et P.
H. Davis ucucu yag1 DMSO ve ddH20’da Coffea arabica ekstraktlar ise DMSO yerine
EtOH’da ¢ozdirilerek 0 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000
pug/ml konsantrasyonlarinda ve 10 pM Roscovitin HepGZ hiicre hatlarina
uygulanmistir. Pozitif kontrol grubuna ila¢ uygulanmamistir. Bu nedenle yapilan
hesaplamalarda hiicre canliligt %100 olarak kabul edilmistir. 10 pg/ml ilag
uygulanan HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligr kavrulmamis Coffea arabica L. i¢in
%145, kavrulmus Coffea arabica L. i¢cin %120 ve Origanum hypericifolium Schwarz
et P. H. Davis icin %95 olarak gozlenmistir. 100 pg/ml konsantrasyonda ilag
uygulanan hiicrelerde hiicre canliigr kavrulmamis Coffea arabica L. i¢cin %170,
kavrulmus Coffea arabica L. i¢in %95 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis icin %60 olarak gozlenmistir. 250 pg/ml konsantrasyonda ilag
uygulandiginda hiicre canliliginin kavrulmamis Coffea arabica L. i¢in %180,
kavrulmus Coffea arabica L. i¢in %140 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H.
Davis i¢in %55 oldugu gozlenmistir. 500 pg/ml konsantrasyonda ilag
uygulamasinda hiicre canlilig1 kavrulmamis Coffea arabica L. igin %198, kavrulmus
Coffea arabica L. igin %162 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis i¢in
%30 oldugu gozlenmistir. 1000 pg/ml en yiliksek dozda ila¢ uygulamasinda hiicre
canliligl kavrulmamis Coffea arabica L. icin %180, kavrulmus Coffea arabica L. i¢in
%145 ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis icin %20 oldugu
gozlenmistir. 10 uM Roscovitin uygulanan HepG2 karaciger kanser hiicrelerinde
hiicre canliligl ortalama %388 olarak gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda %50
canlilik oranlar1 kavrulmamis Coffea arabica L. i¢in 1.39 pg/ml, kavrulmus Coffea
arabica L. i¢in 0.07 pg/ml ve Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis icin
ise 169.48 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu sonuclar dogrultusunda Coffea arabica
L’nin yiiksek dozda eksrtaktlarinin oldiiriicii etki gostermek yerine canliligig:
arttiran etkileri oldugu gozlemlenmistir.  iki Coffea arabica L. arasinda

karsilastirma yaptigimizda kavrulmus olanin canliligi daha ¢ok arttirdigimi
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gormekteyiz. Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis’un bu hiicre hattinda

da etkileri oldugunu gérmekteyim.

Benim tezimde uygulamalarimiz sonuglarinda ti¢ hiicre hattinda da Origanum
hypericifolium Schwarz et P. H. Davis’'in proapoptotik bir etki gosterdigini
gormekteyiz. Ucucu yagimin C6 ve HepG2 hiicrelerinde daha etkili olmasina
ragmen A549 hiicre hattinda etkisinin daha az gorildigini gozlemlemekteyiz.
Fakat roscovitinin de bu hiicre hattinda aynen bu sekide ¢alismasina bagh oalarak
bunun nedenini Origanum hypericifolium Schwarz et P. H. Davis'in A549’'da, C6 ve
HepG2 da oldugu kadar yogun bir etkiye sahip olmamasina baglhiyorum. Origanum
hypericifolium Schwarz et P. H. ugucu yaginin ii¢ hiicre hattinda da halihazirda
kullanilan kemoteropdétik bir ajandan ¢ok daha etkili oldugunu géormekteyiz. Coffea
arabica L.'da istedigim etkileri goremedim. Fakat yine de daha ¢ok tekrar ile

uygulanmalari gerektigi diistincesindeyim.

Cagimizin en bliylik sorunlarindan biri olan kanserin ¢oziimiini bulabilmek i¢in
bir¢cok bilim insani, doktor ve dernekler calismaktadir. Maalesef ki yine de
cagimizin hastaligl diyebilecegimiz boyutta prevelansi olan bir hastaliktir. Biz
yaptigimiz calismalar ile en iyi tedavileri bulmak icin ¢abaliyoruz fakat bu hastalik
gurubunun bir de dteki yiizii mevcut. Kanser tedavisi goren hastalarin yasadiklari
evreler melesefki ¢ok agir olabimektedir. Hatta doktorlar yas ve vucut direnci gibi
faaktorlerin kontrollerini yaparak bazi hastaklarin ne yazik ki tedavi olmamasin
tavsiye edebiliyor. Benim bu teze baslarken kurdugum hipotezim tamamen kanser
hastalarinin yasadiklar1 agir segiren semptolar1 azaltmaya yonelik bir ¢alismaya
adim atmay1 hedeflemekteydi. Halihazirda kullanilan kemoterdpatik ajanlarin ¢ok
agir yan etkileri vardir. Ornegin; bircok kanser tiiriinde ilag olarak kullanilan
doksorubisinin kalp krizine neden oldugu bilinmektedir. Benim tezimde
kullandigim kematetopatik ajan olan roscovitinin hala daha kistik fibroz
tedavisinde aktif olarak kullaniliyor olmasina ragmen boébreklerde olusabilecek
polikistlere neden olabilmektedirler. Nerdeyse tiim kanser tedavisi ajanlarinda bu
tarz agir etkiler goruldiigu icin ¢ok diisiik dozlarda uygulanmalar1 gerekmektedir.
Uygulanan doz dustiikce ilacin etkiside haliyle diismektedir. Ben bu tez

calismamda bu ilaglarin daha az zarar verirken etkilerini arttirabilecegim bir etki
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yaratabilmek i¢in ugucu yaglarin belirli dozlardaki etkilerini karsilastirdim. Bu
calismam ile ugucu yaglarin sadece iglerindeki bir kimyash kromotgrafik
yontemleri ile ayristirip gitmek yerine karmasik yapiya sagip olan tiim iirtiin ile de
bu kematorapatik calismalarin da yirttiilebilecegni kanitlamis olduk. Bunun
yaninda yaptigim maserasyon islemi sonucunda elde ettigim oOziitlerinde kanser
hiicre hatlar1 tizerindeki incelemesine ilerideki c¢alismalarimda devam etmeyi
hedefliyorum. Bu alanda tiilkemizde bazi eksikler oldugunu gormekteyim ve
tilkemize ait endemik bitkilerin bolluguna baktigimda bu tarz g¢alismalarin

tlkemizin gelecegine ¢ok biiyiik katkilar saglayacagini diistinmekteyim.
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