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Bu tezde A549, V79 379A ve CHO hiicreleri iizerine degisik dozlarda bitki
ekstreleri  (monoterpenler, esansiyel yaglar) uygulanmustir. Kullamlan
monoterpenler; timol, karvakrol, L-mentol ve 1, 8 sineol; kullanilan esansiyel yaglar
ise; Salvia fruticosa (adacayl), Laurus nobilis (defne), Origanum onites (kekik) ve
Pimpinella anisum (anason) dur. Hiicre iskeletinin elemani olan aktin filamentleri,
hiicrenin béliinme ve gelismesinde, hareketinde, hiicre seklinin gelisme ve
korunmasinda rol oynamaktadir. Bu A549, V79 379A ve CHO hiicrelerinde bazi
monoterpen ve esansiyel yaglarin aktin filamentleri iizerine olan etkileri incelenirken,
Phalloidin(FITC) kullanilmistir. Bu test maddelerinde doz artisina bagh olarak F-

aktin filametlerinde bozulmalar ve hiicre morfolojisinde degisiklikler saptanmstir.
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In this thesis, A549, V79 379A, CHO cells are treated by various doses of plant
extracts (monoterpenes, essential oils). Monoterpenes are; thymol, carvacrol, L-
menthol and 1, 8 cineol; essential oils are; Salvia fruticosa (garden sage), Laurus
nobilis (1aurel), Origanum onites (garden thyme) and Pimpinella anisum (anise). Actin
filaments are elements of the cell cytoskeleton that functions are cell division and
progress, cell motility. Effects of some monoterpenes and essential oils on F-actin
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Phalloidin (FITC). Increasing of these test doses are caused some changes of cell
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1.1.

CIZELGELER DiZiNi

Sayfa

Mikrofilamentlerin ve Mikrotiibiillerin Ozelliklerinin Karsilastirilmas:1 8



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

DMSO : Dimetil stilfoksit

EDTA : Etilen- diamin tetra asetik asit

DMEM : Dulbecco’ s Modified Eagle’ s Medium
FBS : Fetal Bovine Serum

HBSS : Hanks Balanced Salt Solution
NaHCOj;: Sodyum bikarbonat

ATP : Adenozin Tri Fosfat

EO : Esansiyel Yaglar



1. GIRIS

Hiicre ve doku kiiltiirii glinlimiizde yagam bilimlerinde kullanilan temel
yontemlerden biri haline gelmistir.

Hiicre ve doku kiiltiirii baz1 6nemli alanlarda temel role sahip olmustur. Bu
alanlar; model sistemler, toksisite testleri, kanser arastirmalari, viroloji, genetik,
genetik miithendisligi, gen terapileri, ilag gelistirilmesi gibi alanlardir.

Hiicre kiiltiirleri, calismalarda, giizel model sistemleri saglamaktadir.
Ormnegin; temel hiicre biyolojisi ve biyokimya, hiicreler aras1 etkilesimler,
hiicrelere ilaglarin etkisi, yaslanmanin baglamasi ve gida caligsmalarinda etkili bir
model olusturmaktadir.

Hiicre kiiltiirii tek basina veya hayvan testlerinde yeni ilaglarin etkisinin
arastirilmasinda ve kozmetikte kullanilmaktadir.

Kanser arastirmalarinda, normal hiicreler ve kanser hiicreleri kiiltiirde
yetistirilmekte ve aralarindaki farklar iizerinde ¢aligmalar yapilabilmektedir.

Virolojide; asilarin iiretiminde, hiicre kiiltiirti kullanilarak, viriisler replike
edilmektedir.

Genetikte; hamile bayanlardaki fetal hiicre kiiltiirleriyle rahatsizliklar
teshis edilebilmektedir.

Gen terapisinde, hastalarda fonksiyonel gen ¢ikarilarak veya zarar
verilerek, tekrar yerlesmesi engellenmektedir. Hiicre kiiltiirii kullanilarak, hiicreler
yetistirilmekte ve tekrar hastaya yerlestirilmektedir.

Gilinlimiizde kanser aragtirmalarinda hiicre kiiltiiri 6nemli bir yer
tutmaktadir. Hiicre kiiltirii kullanilarak, kanserli ve normal hiicrelerde bazi
maddeler denenerek, kanserde bir umut 15181 aranmaktadir. Giiniimiizde sik¢a
kullanilan monoterpenler ve esansiyel yaglar da kanserde yeni bir umut olabilir.
Kanser yiiziinden giiniimiizde bir¢ok insan 6lmekte ve her gecen giin de kanserli
hastalara bir yenisi eklenmektedir. Erken teshis kanserin tedavisinde oldukca
onemli olmaktadir. Kanser hiicrelerinin metastaz olaymin engellenmesi, hiicrenin
cogalma ve gelismesinde gorevli aktin filamentleri ile yapilmaktadir. Aktin

filamentleri, hiicre iskeletinin onemli elemanlarindan biridir.



1.1. Doku Kiiltiirii

Biyolojik arastirmalarda canlilar ya bir biitiin olarak ya da organ, doku
veya hiicre gibi yapilar1 alinarak in vitro sartlarda incelenmektedirler.

Insanlarin ve hayvanlarin biyolojik farkliliklar1 sebebiyle deneylerden elde
edilen sonuglar kesin degildir. Bu tip ¢alismalar i¢in en uygun yontem " doku veya
hiicre kiiltiiri" diir (Ozban 1988). Doku veya hiicre kiiltiiriinde birgok canli
organizmalardan alinan doku veya hiicreler laboratuvarda ¢ogaltilarak deneylerde
kullanilmaktadir.

1950’11 yillara kadar yapilan ¢alismalarda, canli organizmalardan alinan
doku parcalar1  kullanilmis, fakat hiicrelerin doku i¢indeki hareketi
engellendiginden iiremeleri sinirli olmustur. Organizma bedeninden canli olarak
alman doku pargalarindan ayrilan hiicrelerin incelenmesi amaciyla doku kiiltiirii
ilk olarak yirminci yiizyilin baslarinda Harrison (1907) ve Carel (1912) adlh
arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir (Kiremit¢i 1993).

Doku kiiltiirli; canlidan izole edilen doku parcalarinin yapay hazirlanan
uygun besiyerlerinde ve in vitro sartlarda cogaltilmasi esasina dayanmaktadir
(Hizal ve Bilsel 1994).

Doku kiiltiirti 3° e ayrilmaktadir (Freshney 1994):

1. Primer Kiltiir ( onciil kiiltlir): Bir organizmadan cerrahi yontemlerle
ayrilmig olan organ, doku ve hiicreler uygun bir kiiltiir ortamina
konulduklarinda, burada ylizeye baglanmakta ve boliinerek ¢ogalmaktadirlar.
Bu ‘primer kiiltiir’ olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicreler canli doku
parcalarindan gelen ve kiiltiir kabinin ylizeyine yapisan ilk hiicrelerdir (Jakoby
ve Paston 1979).
2. Sekonder Kiiltiir (ikincil kiiltiir): Onciil kiiltir sonucu elde edilen
hiicrelerin enzimatik yollarla baska bir ortama aktarilmasi ile elde edilen
hiicrelerin olusturdugu kiiltiirdiir ( Ozban 1988).
3. Siirekli Kiiltiir Hiicresi: /n vitro sartlarda siirekli biiyiiyen kiiltiir hiicre
tipidir. Bu hiicre tiplerine en iyi 6rnek; He La (insan serviks kanser hiicresi)
gosterilmektedir. Bu hiicreler pek cok nesil boyunca cogaltilirlarsa,

periyodik olarak replikasyon fazina girmekte ve genetik olarak degisiklige



ugrayarak geldikleri dokunun Ozelliklerini kaybetmekte ve kromozom

sayilar1 degigsmektedir (Giirtiirk 1977, Berns 1983).

1.2. Hiicre iskeleti

Okaryotik hiicrelerin gesitli sekilleri ve hareketleri sitoplazmanin basindan
sonuna kadar uzanan kompleks protein filament agiyla gerceklesmektedir. Bu aga
hiicre iskeleti denilmektedir (Alberts ve ark. 1994). Bazi1 yiiksek organizmalar ve
okaryotik hiicreler, bir ¢ekirdek (bazi istisnai durumlar hari¢) ve hiicre iskeleti
icermektedirler (Salman ve ark. 2002, Block ve ark. 1990, Svoboda ve ark. 1993,
Vale ve ark. 1996, Coppin ve ark. 1996, Wang ve ark. 1995, Meyhoefer ve
Howard 1995). Hiicre iskeleti zincirler halinde dizilmis protein molekiillerinden
olusmaktadir (Balkwil ve Ralip 2001). Hiicre iskeleti; hiicrelerin hareketini,
seklini ve subselliiler organellerin hiicre i¢i dagilimini organize eden bir protein
filamenti demetidir (Turner ve ark. 2004, Alberts ve ark. 1994, Cooper 1997,
Lodish ve ark. 1999, Sheeler ve Bianchi 1980). Diger bir deyisle; hiicrede sillerin
ve kamgilarin ¢arpmasi, kasin kasilmasi, hiicrenin bulundugu zemin {izerinde yer
degistirmesi, kromozomlarin hareketi, hiicrenin sekli gibi olaylar sitoplazmada
bulunan kompleks protein telleri araciligi ile yapilmaktadir. Bu tellere topluca
hiicre iskeleti denilmektedir (Karol ve ark. 1995). Kisacasi; hiicre iskeleti,
hiicreye seklini veren, desteklik veren ve hareket saglayan yapidir. Hiicrenin
yapisint ve seklini koruyan tellerden olusmaktadir (Gonzalez ve ark. 1998,
Maccioni ve Cambiazo 1995, Maccioni ve ark. 1995). Hiicre iskeleti elementleri
hiicresel hareket, fagositoz, transport, sitoplazmik organellerin lokalizasyonu,
hiicre boliinmesi boyunca mitotik iglerin formasyonu gibi bir¢ok hiicresel
fonksiyonlar katilmaktadir (Grzanka 2001, Alberts ve ark. 1989).

Hiicre iskeleti, hiicresel fonksiyonlar1 olan bir makine gibidir ve esasen
yapisal role sahip aktin filamentleri tarafindan kullanilir (Calcabrini ve ark. 2004).
Aktin, hiicre iskeletinin 6nemli komponentlerinden biridir (Grzanka 2001,

Abercrombie 1980). Hiicre iskeletindeki degisimler ise farkli faktorler tarafindan



(oksijen tiirii reaktifler gibi) ilerletilir (Calcabrini ve ark. 2004, Mentura ve
Pelicci 2002).

Aslinda hiicre iskeleti terimi yanlistir. Hiicre iskeleti transparan oldugu
icin hem 151k hem de elektron mikroskobu preparatlarinda goriillememektedir.
Onemli bir hiicre komponentidir.

Hiicre iskeleti ¢evresinde, hiicre iskeletindeki glikoliz sonucu ATP
mevcut oldugu kanitlanmistir (Penso ve Beitner 2002, Beirner 1993). Bu ATP’
nin varhigi bize plazma membrani lizerinde membran i¢i olaylar oldugunu
gostermistir (Penso ve Beitner 2002, Geiger 1983).

Hiicre iskeletinin 3 tip filamentten olustugu bulunmustur: mikrotiibiiller,
mikrofilamentler, ara (intermedyer) filamentler (Sekil 1.1) (Berdyyeva ve ark.
2005, Grupta ve Grupta 2005, Morales ve ark. 2005, Gunaratnam ve Grant 2004,
Gagesu ve ark. 2000, Gonzalez ve ark. 1998, Maccioni ve Cambiazo 1995,
Maccioni ve ark. 1995, Alberts ve ark. 1994). Mikrofilamentler aktin
filamentlerini temsil etmektedirler. Mikrofilamentler ve mikrotiibiiller hiicresel
hareketlerle birleserek, hiicresel yapiyr korumaktadirlar. Bazi kimyasallar,
oksidatif baski, radyasyon ve virlisler hiicre iskeletinde zararlara sebep
olmaktadirlar (Gunaratnam ve Grant 2004, Molitoris 1997, Corcoran ve ark.

1994, Hinshaw ve ark. 1986).

Hiicre iskeleti Flamentleri ap (nm Protein Altbirimi

Mikrofilament 7 Aktin
Intermedyer filament 10 Bazi proteinler
Mikrottibl 25 Tabalin

Sekil 1.1. Hiicre iskeleti filamentleri



Her tip filament farkli protein iinitelerinden olugmaktadir. Aktin ile aktin
filamentleri, tiibiilin ile mikrotiibiiller ve vimentin veya lamin ile ara filamantler
olusmaktadir. Aktin ve tiibiilin 6karyotlarin gelisimini basindan sonuna kadar

muhafaza etmektedirler (Alberts ve ark. 1994).

1.2.1. Mikrotiibiiller

Mikrotiibiiller, sitoplazmadaki boru seklindeki yapilardir (Kiziroglu
1998). Mikrotiibiiller diiz yapidadirlar ve dallanma gostermemektedirler.
Kalinliklar1 ise 20-25 nm arasinda degismektedir (Alberts ve ark. 1994, Cooper
1997, Lodish ve ark. 1999). Mikrotiibiiller, kam¢ilama hareketi ile veya siviy1
hiicre ylizeyi boyunca iterek hiicreyi hareket ettiren ve bircok okaryotik hiicrenin
ylizeyinde bulunan tiiye benzer siller ve kamgilarin, ve hiicre iskeletinin 6nemli
bilesenidir (Turner ve ark. 2004). Uzun silindirler seklinde olan mikrotiibiillerin
cap1 240 A° dur. Enine kesitleri yuvarlak olup, ortas1 bos olarak goriilmektedir.
Mikrotiibiillerin duvarinda paralel olarak uzanan protofilamentler yer almaktadir.
Cogunlukla paralel demetler halinde bir araya gelmektedirler. Yan yana gelen
mikrotiibliller arasinda enine kd&priiler olusmaktadir ve demetlere saglamlik
kazandirmaktadirlar (Fawcett 1981, Hood ve ark. 1975). Mikrotiibiiller, ¢ekirdek
cevresinde yogun olmaktadir ve serbest uglari plazma zarmma dogru isinsal
uzanmaktadir (Karol ve ark. 1995). Mikrotiibiiller intraseliiler hareketlerle
birleserek, organizasyon merkezi olusturmaktadirlar (Salman ve ark. 2002, Block
ve ark. 1990, Svoboda ve ark. 1993, Vale ve ark.1996, Coppin ve ark. 1996, Wang
ve ark. 1995, Meyhoefer ve ark. 1995).

Mikrotiibiiller; o ve B tiibiilin denilen protein alt birimlerinden
olugsmaktadirlar (Hauser ve Eys 1976). 25 nm c¢apindaki o ve P tiibiilin
monomerleri silindirik yapilardir. Bu, o ve P tiibiilin monomerleri birleserek
protofilamentleri olusturmaktadirlar (Alberts ve ark. 1994). a ve [ tiibiilin
monomerleri  bag-kuyruk olarak alt alta dizilerek, protofilamentleri
olusturmaktadirlar. 13 protofilament, sarmal seklinde, tiibiilinlerin baglanmasi

sonucu mikrotiibiilleri olugturmaktadirlar (Hood ve ark. 1975). Mikrotiibiillerdeki



ortak hiicre fonksiyonlar1 o ve B tiibiilin izoformlar {izerinde bazi1 biyokimyasal
degisikliklere neden olmaktadir (Gonzalez ve ark. 1998, Cross ve ark. 1993,
Chapin ve Bulinski 1992, Mandelkow ve Mandelkow 1994, Maccioni ve ark.
1998). o ve P tiibiilin alt birimlerinden olusan ¢ozeltiye, mikrotiibiil pargalari
eklenirse, bunlarin polimerizasyonu hizlanmaktadir. Once tiibiilin spiralleri gibi
ara yapilar olugsmaktadir. Tiibiilin, ya dogrudan spirale eklenmektedir veya tabaka
katlanarak mikrotiibiilleri meydana getirmektedir (Watson 1976, Wolfe 1981).

Hiicrede mikrotiibiiller, hareketi gerceklestiren yerlerde bulundugu halde
kendisi sabittir; ama oralarda hareket olmaktadir ve bu haliyle sabit borular bir
nevi hiicre iskeletini olusturmaktadir. Boylece hiicrenin sekil kazanmasina yardim
etmektedir (Kiziroglu 1998, Libbert 1979).

Mikrotiibiiller ¢ekirdek boliinmesinde onemli rol istlenmektedir.
Kromatinleri hiicre kutuplarina tasimaktadir. Bunlar asbest iplik¢iklerinin en
onemli kismint olusturmaktadirlar(Kiziroglu 1998). Mikrotiibiiller hiicre
boliinmesi sirasinda sayilarini arttirmaktadirlar.

Mikrotiibiiller, sitoplazmadaki tiibiilin {nitelerinden ¢ok c¢abuk
yapilabilmekte ve ayni ¢abuklukta yikilabilmektedirler. Mikrotiibiiller, 6zellikle
elektron mikroskobunda mitoz ve mayoz sirasinda goriilebilmektedirler. Tiibiilin,
aktinden sonra okayotlarda en sik rastlanan ikinci proteindir ve globiiler proteindir
(Hoffee 1998, Klug 1999).

Mikrotiibiiller, hiicre sekillenmesi (6rnegin; sinir hiicresi akson ve
dendritlerinde) ve hiicrelerde mekanik destek, molekiil ve organel tasinmasi ve
lokalizasyonunda, pseudopod hiicre hareketinde, sil ve spermium (kamci
hareketi), mitoz-mayoz hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin kutuplara
hareketinde islevseldirler. Mikrotiibiillerde motor hareketler, iki asil protein ile
saglanmaktadir: Kinezin ve sitozolik dyneinler. Kinezinler, yiiklerini (graniil veya
organelleri), protofilamentlerin daha ¢abuk uzayan (+) ucuna dogru, dyneinler ise
daha yavas uzayan (-) ucuna dogru gondermektedirler (Alberts ve ark. 1994,
Cooper 1997, Lodish ve ark. 1999, Hoffee 1998, Klug 1999). Kolsisin ise
tiibiilinlere baglanip, mikrotiibiil polimerizasyonunu engellemektedir. Kolsisin
(mitoz zehiri) yalanci bir alkoloid olup, tiibiilin dimerlerine baglanmaktadir.

Kolsisinin, tiibiilin i¢in bir baglanma noktas1 vardir. Béylece mikrotiibiil



polimerizasyonunu engelleyerek, zehir etkisi yapmaktadir (Kiziroglu 1998, Bielka
1973, Paolillo 1970). Bitkilerden elde edilen kolsisin, metafazdaki bitki ve hayvan
hiicrelerinin boliinmesini durdurmaktadir ve mikrotiibiillerden olusan ig tesekkiilii
yapilamamaktadir. Kolsisinin kromozom yogunlagsmasinda bir etkisi yoktur, ancak
olusan kromozomlar ig tesekkiil edemedigi icin kutuplara dogru harekete
gecememektedirler (Karol ve ark. 1995).

Vinblastin, Vinkristin (Karol ve ark. 1995) ve Podofillotoksin (Kiziroglu
1998) gibi bitkisel maddeler mikrotiibiil polimerizasyonunu engelleyerek hiicre
boliinmesini 6nlemeleri sebebiyle kansere karsi kullanilmaktadirlar (Karol ve ark.

1995).

1.2.2. Mikrofilamentler

Kasilgan yapilar1 olusturarak sitoplazmik harekete neden olmaktadirlar
(Turner ve ark. 2004). Hiicrede iki tip mikrofilament bulunmaktadir. Bunlardan
biri aktin, digeri ise miyozin filamentidir. Aktin, kiiresel bir proteindir ve kas
hiicrelerinin temel proteinidir. Biitiin dkaryot hiicrelerde aktin bulunmaktadir.
Bir¢ok hiicrede de aktin, en ¢ok kullanilan sitoplazma proteini olup,
mikrofilamentler seklinde bulunmaktadir(Karol ve ark. 1995). Hiicre korteksinde
onemli bir protein olan aktin, i¢teki plazma membranina ¢abuk bir sekilde lokalize
olan ve hiicre iskeletinin 6nemli yapisal komponentidir. Sitoplazmik matriksin
yapisinda ve hiicresel biitlinliigli saglamada ¢ok 6nemli rol oynamaktadir (Banan
ve ark. 2000, Small 1998, Luna ve Hitt 1992, Cooper 1991, Stossel 1989,
Bretscher 1987, Meyer ve Howard 1987, Bray ve ark. 1986, Howard ve Oresajo
1985, Blikstsad ve Carlsson 1982, Abercrombie 1980).

Hiicre iskeletinin protein polimerleri olan mikrotiibiiller ve aktin
filamentleri, hiicrenin bdliinme ve gelismesinde, hareketinde, hiicre seklinin
gelisme ve korunmasinda rol oynamaktadirlar (Jordan ve Wilson 1998, Lodish ve
ark. 1995). Ne mikrotiibiiller ne de aktin filamentleri basit denge polimerleri
degildir; tam tersine bunlar, niikleozit trifosfatin hidrolizi ile saglanan enerjinin
kullanildigi ~ kompleks polimerizasyon dinamigi gostermektedirler. Bu

reaksiyonlarin dengesiz dinamigi, iki iskelet proteininin hiicresel fonksiyonlari



i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (Cizelge 1.1) (Jordan and Wilson 1998, Mitchison
and Kirschner 1984).

Cizelge 1.1. Mikrofilamentlerin ve Mikrotiibiillerin Ozelliklerinin Karsilastirilmas1 (Sheeler ve

Bianchi 1980)

MIiKROFILAMENT MIKROTUBUL
CAP 30-60 A° 100-250 A
BICIM Cift Helikal Protofilament 13 Protofilament
PROTEIN Aktin veya benzeri Protein Tiibiilin
AYIRICI VEYA
ENGELLEYICI Sitokalazin B Kolsisin, Vinblastin veya Vinkristin
FAKTOR
UNITE BAGLAYICI
FAKTOR ATP GTP

Miyozin filamenti kas hiicrelerinde aktin ile siki bir birlik i¢indedir.
Ayrica kas hiicreleri disindaki hiicrelerde de (epitelyum, sinir v.s.) miyozin
bulunmaktadir.

Cesitli mikrofilamentlerin farkli aktine baglanma proteinleri vardir. Ozel
yapilar olusmas1 veya 6zel hiicre fonksiyonlarinin yapilmasi bdylece miimkiin
olmaktadir (Karol ve ark. 1995).

Plazma boliinmesi, kas hareketinde etkili aktin ve miyozin filamentlerinin

etkisi ile olmaktadir (Kiziroglu 1998).
1.2.2.1. aktin filamenti
Aktin, hiicre iskeletinde ¢ok onemli ve yaygin bir komponenttir. Aktin,

hiicre hareketi ve hiicre bolinmesi (Fujiwara ve ark. 2004, Pollard ve Borisy

2003) gibi c¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen, hiicre iskeletinin protein



polimerleridir (Fujiwara ve ark. 2004). Biitiin okaryotik hiicreler aktin
icermektedirler. Hiicre iskeleti proteinleri Okaryotik hiicrelerde oldukg¢a bol
bulunmaktadirlar. Toplam hiicre proteinlerini %5 veya daha fazlasini
icermektedirler. /n vitro c¢alismalarda ¢ogunlukla, omurgali kas hiicrelerindeki
aktin kullanilmaktadir. Eger kaslar, cok sulu tuz soliisyonuyla muamele edilirse,
aktin filamentleri aktin ilinitelerine ayrilmaktadirlar. Baz1 kiigiik okaryotlar, bira
mayast gibi, sadece bir tane aktin genine sahiptirler ve basit bir protein
sifrelemektedirler. Bununla birlikte, biitiin yiiksek Okaryotlar, aktin gen
topluluklart ile gesitli izoformlarda protein sifrelemektedirler. Memeli dokularinda
en az 6 tip aktin goriilmektedir ve bunlar izoelektrik noktalarindan
baglanmaktadirlar (Alberts ve ark. 1994).

Onemli hiicre iskeleti proteini olan aktin, hiicredeki gesitli hiicresel
islemlerde Onemli bir rol oynamaktadir (Liu ve ark. 2004, Kuroda 1990,
Williamson 1993, Staiger ve ark. 1994). Aktin, in vivo c¢alismalarda hiicre
fonksiyonlarinin diizenlenmesinden sorumlu olmaktadir (Visegrady ve ark. 2005,
Pollard ve ark. 2000, Pollard ve Borisy 2003). Son yillarda yapilan ¢alismalarda
aktin ve aktine bagl ligandlar arasindaki kompleks etkilesimler anlasilmaya
calisilmistir. Bazi temel model uygulamalarinda, aktine bagl ilaclarin, aktin
filamentleri icindeki molekiiler mekanizmaya etkileri oldugu kanitlanmistir
(Visegrady 2005, Bremer ve ark. 1991, Cano ve ark. 1992, Drewes ve Faulstich
1993, Bubb ve ark. 1994, Bremer ve ark. 1994, Orlova ve ark. 1995, Steinmetz ve
ark. 1997, Steinmetz ve ark. 1998, Steinmetz ve ark. 2000, Bubb ve ark. 2000, De
La Cruz ve ark. 2000, Oda ve ark. 2003, Pettit ve ark. 1997). Aktin iskeleti, hiicre
fonksiyonlarini diizenlemeye yardim etmektedir. Bununla beraber, membranin
yapisinda diizenleyici rol oynamaktadir (Lader ve ark. 1999). Son yapilan
arastirmalara gore aktin filamentleri, hiicre iskeletinde karmasik ag seklinde olup,
hiicresel yapilar arasindaki etkilesimlerde yapisal gérev yapmaktadir ve bu aktin
filamentleri birgok iyon kanali kurmakta, membranda da tasiyict gorevi
yapmaktadir (Li ve ark. 2004).

Aktin filamentleri, yapisal destek gdrevinin yanisira hiicre hareketini de
saglamaktadir (Li ve ark. 2004, Stossel 1993). Bununla beraber son zamanlarda

edinilen kanitlar, temel aktin iskeletinin farkli hiicre tiplerinde plazma



membranlarindaki iyon kanallar1 aktivitesi ile ilgili oldugunu gostermistir.
Ornegin; aktin filamentleri insandaki agiz kas hiicreleri (Li ve ark. 2004, Strege ve
ark. 2003) i¢indeki sodyum kanallarini diizenlemektedirler. Ayrica bagimsiz voltaj
kanallarm da  diizenlemektedirler. Ornegin; aktin filamentlerinin ndron
hiicrelerindeki bagimsiz sodyum voltaj kanallariyla iligkileri olmaktadir (Li ve ark.
2004).

Aktin, protein monomerlerinden olusan ve ¢ap1 8 nm kadar olan ince
filament yapilardir (Alberts ve ark. 1994). Plazma zarmin hemen altinda
bulunmaktadirlar ve mekanik gerilmelere diren¢ olusturmaktadirlar. Sitoplazma
boliinmesinde kasilma halkasi olusumunu saglamaktadirlar. Sitoplazmik akista
(I6kosit ve amiplerde), miyozinle etkileserek cizgili kas kasilmasinda iglevseldir.
Aktin, ¢esitli hiicresel olaylarla ve kas kasilmalariyla ilgili olmaktadir (Singer ve
Berg 1991). Biitiin aktin filamentlerinin toplam uzunlugu, mikrotiibiillerin toplam
uzunlugundan en az 30 kez daha biiyiiktiir. Aktin filamentleri mikrotiibiillerden
daha ince esnek ve kisadirlar (Alberts ve ark. 1994).

Aktin filamentleri esasen transforme hiicrelerde degismektedir ve aktin
iskeletindeki bu degisimler diizenleyici proteinlerle uyum iginde meydana
gelmektedir. Bu degisikliklerde, anormal olarak biiyliyen tiimor hiicreleri
baglanmaktadir ve dokulara yapisarak metastazda artisa neden olmaktadirlar. Son
zamanlarda kanser kemoterapisinde, bu alanda meydana gelen patlama(Jordan ve
Wilson 1998, Janmey ve Chaponnier 1995, Sigmond 1996, Tapon ve Hall 1997,
Assoian ve Zhu 1997), aktin filamentleri ile onlarin diizenleyici proteinlerinin
hedefte segici davranabileceklerini gdstermistir. Ornegin; yapilan bir ¢aligmada,
ilk once, transforme hiicrelerle transforme olmayan hiicreler karsilastirilmistir ve
polimerize aktin oranindan ¢oziinlir aktin oranina dogru bir azalma meydana
geldigi anlagilmigtir (Stournaras 1996). Bu calismada, tiimor hiicrelerinin
Sitokalazin-B’ ye normal hiicrelerden daha duyarli olduklar1 bulunmustur (Rao ve
ark. 1996). Coziinlir aktindeki bu artistan dolayi, polimerize aktin miktarinda
azalma olmustur. Bu iki formdaki aktin hiicrelerinin oranlar1 degerlendirildiginde
kanser riski olacagi kanitlanmistir (Rao ve ark. 1996). Ilging olan; aktinden ayr
bir protein olan gelsolinin fonksiyonlarinda artis oldugu ileri siirlilmiistiir (Asch ve

ark. 1996).
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Mikrotiibiiller gibi aktin filamentleri de polar bir yapiya sahiptirler. Bir
tane art1 (+) ve bir tane eksi(-) u¢ bulunmaktadir. Kompleks formdaki aktin
filamentleri ‘ok bas1’ goriinimiindedirler. Eksi (-) ug, sivri ug; art1 (+) ug ise
dikenli u¢ olarak tanimlanmaktadir. Ug boyutlu yapidaki aktin molekiilii, X-
isinlart  diferaksiyon yontemi ile ¢Okmektedir ve bu olay da tek olarak
aminoasitlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Alberts ve ark. 1994).

Aktin filamentleri, G-aktin denilen alt birimlerin polimerize olmasi ile
olugsmaktadir (Karol ve ark.1995). Aktin, G-aktin monomerleri ve F-aktin
filamentlerini igeren, hiicre iskeletindeki yapisal komponenttir (Zhang ve ark.
2004). G-aktin denilen bu kii¢iik kiiresel protein birimleri, sarmal yaparak ipliksi
protein olan F-aktini olusturmaktadirlar (Karol ve ark. 1998). Yani F-aktin denen
aktin filamentleri G-aktin denen 375 aminoasitten olusan (Alberts ve ark. 1994),
43000 molekil agirlikli kiiresel alt birim proteinlerinin polimerleridir (Zhang ve
ark. 2004, Pollard ve Cooper 1986, Colucci ve Bretscher 1989). Baska bir deyisle;
her ne kadar aktin molekiilleri globiiler proteinlerse de, iki heliks zincirinin sarmal
seklinde diizenlenmesiyle meydana gelmektedirler ve bunlarin her birine
protofilament denilmektedir. Yani; aktin monomerlerinin polimerizasyonu ile ¢ift
helikal zincirli F-aktin meydana gelmektedir (Zhang ve ark. 2004, Estes ve ark.
1992, Sheterline 1995). Protofilamentlerin bu polimerik formuna F-aktin
denilmektedir (Sheeler ve Bianchi 1980). Aktin filamentleri, G-aktin denilen alt
birimlerin uglara eklenmesi ile uzamaktadir. Bu uglardan biri biiyiiyen u¢ olup, bu
uca daha hizli alt birimler eklenmektedir (Karol ve ark. 1995). Son zamanlarda
yapilan arastirmalar aktin filamentinin, hiicre adhezyonu, sinyal uyumu, iyon
kanallarinin modiilasyonu ve diger bir¢ok karisik biyolojik aktiviteyle ilgili
oldugunu gostermistir (Zhang ve ark. 2004, Heldmen 1993, Gavin 1997, Atencia
ve Asumendi 2000, Titu ve Gilbert 1999, Luo 2002, Critchley ve ark. 1999).
Aktinin molekiiler yapist ve fizyolojik fonksiyonlart hiicresel konular1 ve yapisal
olarak arastirmalarda biyolojide ¢ok 6nemli yer tutmaktadir (Zhang ve ark. 2004).

Aktin filamenti, ATP ve Ca™ iyonlar1 varhginda ve diisiik Na" ve K
katyonlar1 da bulundugu zaman G alt birimlerine ayrilmaktadir. Yiiksek
konsantrasyonda Na“™ ve K* ile Mg™ varliginda iplik seklinde polimerize

olmaktadir (Karol ve ark. 1995).

11



1.2.2.2. miyozin filamenti

Aktin filamentlerinden baska mikrofilamentlerden miyozin filamentleri
(kalin filamentleri) bulunmaktadir (Sheeler ve Bianchi 1987).

Miyozin; hayvanlarda, yiiksek bitkilerde, 0karyot organizmalarda hem kas
hem de kas olmayan hiicrelerde bulunmaktadir. Tip 1 miyozin ve Tip 2 miyozin
olmak tizere iki ¢esidi vardir. Miyozin-1" in ipliksi uzantisi yoktur. Bu tip sadece
kas olmayan hiicrelerde bulunur ve ve ¢esitli hiicresel hareketlere katilir. Miyozin-
2’ nin aktinin baglandig: kiiresel bir bolgesi ile iplik seklinde bir uzantis1 vardir
(Karol ve ark. 1995).

Isik mikroskobu ile ¢izgili kasta A bandi denilen koyu bantlarin I bandi
denilen renkli bantlarla ard arda diizenli olarak bulunmaktadir ve I band1 ortasinda
Z diski denilen dar bir ¢izgiyi gérmek miimkiin olmustur. Bantlar kasin kasilma
yoniine dik olarak uzanmaktadirlar. Iki Z diski aras1 bir sarkomerdir.

Her hiicreye bir kas teli denilmektedir. Kas teli, 100 kadar ¢ekirdek ile kas
telcigi (miyofibril) denilen iplik demetlerinden yapilmistir. Her kas telcigi
tekrarlanan sarkomerlerden olusmaktadir. Elektron mikroskobu ile her sarkomerde
miyozin denen kalin iplikler ile aktin denen ince iplikler (miyofilamentler)

bulundugu gosterilmistir (Karol ve ark. 1995, Darnell ve ark. 1990).

1.2.3. Ara (intermedyer) Filamentler

Keratinin de icine alan c¢ok cesitli proteinler icermektedirler ve hiicre
yapisint da saglamlastiran degisik fonksiyonlara sahiptirler (Turner ve ark. 2004,
Pumplin ve Bloch 1993). Bes farkli smiftaki proteinler hiicrelerdeki ara
filamentlerden ve dokulardan olusmaktadir. Bunlar; kas hiicrelerindeki desmin,
mezensim hiicrelerindeki vimentin, epitel hiicrelerindeki sitokeratinler, sinir
hiicrelerindeki norofilament proteinler ve astrositlerdeki gliol fibril asidik protein.
Bunlar alt birim proteinleridir.

Ara filamentler yapisal role sahiptirler. Ornegin; epidermal ve mezensim
hiicrelerindeki ara filamentlerin lifleri, basket potasi seklinde ¢ekirdegin etrafini

sarar ve c¢ekirdek zar1 ile porlar arasinda iligki kurmaktadir. Bu filamentler, 15in
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halinde yayilmaktadirlar ve desmozomlarda son bulmaktadirlar (Sheeler ve
Bianchi 1980).

Ara filamentler en saglam hiicre iskeleti filamentleridir. Polimerizasyon ve
depolimerizasyon 6zelligi yoktur. Her hiicre tiiriinde bulunmaz. Hiicre tiiriine gore
degisik yapidadir ve hiicrenin tiiriinii belirlemede kullanilir.

80-120 A’ ¢apinda ipliklerdir. Aktinden kalin, miyozinden incedirler
(Alberts ve ark. 1994, Cooper 1997, Lodish ve ark. 1999).

Ara filamentler diger iki hiicre iskeleti sisteminden farklhidirlar. Cesitli
hiicrelere 6zgili birden fazla ara filament alt birim proteinleri vardir. Aktin ve
Tubulin ¢ok genis yayilima sahiptirler. Bu iki protein monomerlerin bir araya
gelmesi veya ayrilmasiyla dinamik bir sekilde polimerize ve depolimerize
olmaktadirlar. Hiicreler dagildigi zaman mikrotiibiiller ve mikrofilamentler
cozlilmektedir. Fakat ara filamentlerin alt birim proteinleri %99’ dan c¢ok
polimerize kalmaktadirlar ve bir¢cok fizyolojik sartta ¢éziinmeden durmaktadirlar.
Aktin ve tubulin kiiresel proteinlerdir ve ip seklinde polimer olusturmaktadirlar

(Alberts ve ark. 1994, Cooper 1997, Lodish ve ark. 1999, Hoffee 1998).

1.2.4. Aktin Filamenti ile Mikrotiibiillerin Polimerizasyon Dinamigi

ATP hidrolizi polimerizasyon gerektirmektedir, fakat bu olay
depolimerizasyonu tesvik etmektedir (eger ADP’ ye doniistiiyse). Bu bakimdan
mikrotiibliller gibi davranmaktadir ve GTP hidrolizi i¢in depolimerizasyona
ithtiya¢ duymaktadir.

ATP hidrolizi, aktin filamentlerinin polimerizasyonu sirasinda dengesiz bir
hareket gostermektedir (Jordan ve Wilson 1998, Lodish ve ark. 1995, Wang 1985,
Theriot ve Mitchison 1991). Saf aktin polimerizasyonunda ATP ve K" ve Mg™
iyonlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. K ve Mg™ iyonlari ATP varliginda monomerik
aktin molekiiliine eklenirler. Bu gecikmis fazda, meydana gelen yeni filamentler
cekirdeklidirler ve sonra hizli polimerizasyon fazinda, bu kisa filamentler
uzamaktadirlar (Alberts ve ark. 1994).

Bir molekiil, aktin filamentinin i¢ine dahil olduktan sonra ATP hidrolizi
gerceklesmektedir. ADP, aktin filamentinin i¢inde depolimerize olana kadar

tuzaga diismektedir. Sonra tekrar degis-tokus olabilmektedir.
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Mikrotiibiillerin, arti(+) ucu eksi(-) ucundan daha kararsiz bir davranis
gostermektedir (Jordan ve Wilson 1998, Margolis ve Wilson 1978, Margolis ve
Wilson 1981). Hiicrelerdeki bagimsiz mikrotiibiiller mitozda son derece
onemlidir. Mitoz basladigr zaman hiicre iskeletindeki mikrotiibiil ag1, parcalara
ayrilmaktadir ve 1g seklinde dizilerek kromozomlar1 baglamaktadirlar ve iki uca
dogru kromozomlar1 hareket ettirmektedirler. Mikrotiibiil hareketi interfazda
nispeten daha yavastir, fakat mitozda 20-100 kat1 kadar artis gdstermektedirler
(Jordan ve Wilson 1998)

1.3. Kanser

Kanser, 6liim nedeni olarak, diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer almaktadir. Bu hastalik, cesitli organlarda fonksiyon ve yapi
bozukluguna neden olmaktadir (Murray ve ark. 1998).

Kanser, bir seri genetik hasarlarin birikimi ve gevresel etmenlerin etkisiyle
ortaya cikmaktadir. Genetik hasar denilen mutasyonlardan bazilari, hiicre
cogalmasinin kontroliinii etkilemekte, digerleri de tlimor hiicrelerinin bulunduklari
noktalardan taginmasini veya tlimoriin biiyilimesi igin gerekli anjiyogenik islemleri
etkilemektedir.

Birgok farkli kanserde, mutasyonlar somatik hiicrelerde meydana
gelmektedir ve gelecek nesillere aktarilamamaktadir. Ancak kanser vakalarinin %
I’ inde esey-kok hiicrelerinin c¢esitli genlerinde meydana gelen mutasyonlar
sonraki nesillere aktarilmaktadir ve bu degisim yeni neslin kansere yatkinligini da
arttirmaktadir. Bazen de kalitsal mutasyonlar tek baslarina kanser olusumunda
etkili olmamaktadirlar. Kanser olusumunun tamamlanmasi ve homozigot genlerin
olusmasi i¢in homolog lokuslarda olusan somatik mutasyonlarin meydana gelmesi
gerekmektedir. Biitlin bu olasiliklardan hangisi etken olursa olsun, kanser, hiicre
seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir (Klug ve Cummings
2000).

Genomda meydana gelen degisiklikler, kanserin genel o6zelligini
olusturmaktadir. Bu degisiklikler, hastaligin teshisi, seyri ve siddeti ile ilgili

tahminlerde kullanilmaktadirlar. Son yillarda yapilan aragtirmalarda, sinyal
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aktarim yollarinin bulunmasi, genomiklerin kullanilmasi ve insan genlerinin dizi
analizleri sonucunda potansiyel kanser tedavi hedeflerinin sayisinda artis olmusgtur
(McMahon ve Woods 2001).

Kanser dyle bir hastaliktir ki, o bir hiicrede baslamakta ve komsu hiicreleri
harcama pahasina bencilce gelismekte ve sonunda tiim hiicresel birligi hasara

ugratarak 6liime sebep olmaktadir (Bahgeci 1999).

1.3.1. Kanserli Hiicreler

Kanserli hiicrelerin temel olarak {i¢ 6zelligi bulunmaktadir:
1) Biiylime kontrolleri bulunmamaktadir.
2) Lokal dokulara invazyon olmaktadir.
3) Viicudun diger yerlerine yayillmakta veya metastaz goriilmektedir.

Benign (iyi huylu) tiimoér hiicrelerinde biiylimede azalmis bir kontrol
bulunmaktadir, Fakat bunlar lokal dokulari istila etmemektedirler.

Kanser hiicreleri genellikle nukleuslarinin biytikligii ve sekilleri
bakimindan anormal bir degiskenlik gostermektedirler

Genellikle hayvansal hiicrelerin plazma zarinin yilizeyinde bulunan
glikoproteinler, glikolipitler ve polisakkaritler hiicreye biyokimyasal bir kimlik
kazandirmaktadirlar ve onlar genetik kontrol altinda bulunmaktadirlar. Bu
molekiillerin gorevlerinden biri, hiicre reseptorleri olarak is gérmek ve bu arada
kontak inhibisyonu saglamaktir.

Bir hiicrede kontak inhibisyon 6zelligi ortadan kalkinca, yani hiicre yeni

ylzey karakterleri kazaninca siirekli olarak ¢ogalmakta, bir baska deyisle kanser

hiicresine doniismektedir( Tripathy 2000).
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1.3.2. Hiicre Siklusu, Hiicre Boliinmesi ve Kanser

Hiicre boliinmesi ve olgunlasmast embriyonik gelisimde ve doku
tamirlerinde goriilmektedir. Bu olaylarin diizeninin bozulmasi, anormal hiicre
gelismesine neden olmaktadir (Tripathy 2000).

Boliinen bir hiicrenin ikinci kez boliiniinceye kadar gecirdigi devreye
‘hiicre siklusu’ , bir bdliinmenin bitisi ve yeni boliinmenin baglamasi arasindaki
devreye ise ‘interfaz siklusu’ denilmektedir. Hiicre siklusu dort belirgin sathaya
ayrilmaktadir. Hiicre boliinmesinden hemen sonra baslayan G, peryodunda hiicre
diploittir. Bundan sonra gelen S fazinda DNA sentezlenmekte ve kromatin replike
olmaktadir. S fazinin sonuna ulasan hiicre, normal diploit hiicrenin sahip
oldugunun iki kat1 kadar kromatin icermektedir. S fazindan sonra G, faz1 gelmekte
ve bunun arkasindan da mitoz boliinme baslamaktadir. G, ve G, hiicre siklusunun
interfaz safhasindaki (G;+S+G,= interfaz) araliklar1 temsil etmektedirler ve bu
araliklarda DNA sentezi yapilmamaktadir. Fakat bu iki sathada S fazindaki kadar
yogun metabolik aktivite, hiicre biliylime ve farklilasmasi slirmektedir. G,
sathasimin sonunda hiicre hacmi iki kat artmakta ve DNA replike olmaktadir.
Artik bundan sonra mitoz boliinme (M) baslamaktadir.

Bazi hiicrelerin aktiviteleri, hiicre siklusu sirasinda gegici veya stirekli
olarak durdurulmaktadir. Bu goriiniime Gy faz1 veya istirahat fazi denilmektedir.
Bu evreye DNA sentezinin baglamasindan hemen oOnceki G; safhasinda

girilmektedir (Bahgeci 1999).

1.3.3. Aktin Filamenti ve Kanser

Aktin, hiicre iskeletinde ¢ok dnemli bir komponenttir.

Aktin filamentleri S fazinin sonunda kontraktil kofulda yogunlastig1 halde,
Go/G, fazinda hiicre iskeletinin 6nemli bilesiklerinden stres ipliklerine yardimci
olmaktadir (Fujiwara ve ark. 2004). Stres iplikleri, hiicrelerin bir yere
yapigsmasinda, ayak ya da filopodya olusumu sirasinda meydana gelen, hiicre
sitoplazmasindaki aktin ipliklerinin fasin, a-aktinin, fimbrin, filamin, villin gibi

yardimci proteinlerle olusturduklari uzun bantlardir (Karol ve ark. 1998). G,
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fazinda bu kontraktil koful, ortadan bogumlanmaktadir. Sonra hiicre ici koprii
durumu bulunan bu form, iki hiicreye ayrilmaktadir (Fujiwara ve ark. 2004,
Robinson ve Spudich 2000). Bu kontraktil koful formu, daha 6nce de var olan
aktin filamentlerinin yeniden diizenlenmesi i¢in gerekmektedir. Bu, aktin
iskeletini  yeniden tanmimaktadir. Jasplakinolid, bir¢ok tiimér hiicresinin
bliylimesini engellemektedir (Senderowicz ve ark. 1995). Ciinkii aktin
filamentlerini baglamakta ve stabilize etmektedir (Fujiwara ve ark. 2004,
Senderowicz ve ark. 1995). Aktin iskeletinin degisimi ve aktin filamentlerinin
birleserek olusturdugu regiilator proteinlerin anormal biiyiime 6zelligindeki timdor
hiicrelerine bulastig1 diisiiniilmektedir (Fujiwara ve ark. 2004, Jordan ve Wilson
1998).

Aktin filamentleri, antikanser ilaglarinin gelisiminde kullanilan en 6nemli

bilesiklerdir (Fujiwara ve ark. 2004).

1.3.4. Kanser ve Metastaz

Kanser hastalariin %90 ‘1 metastazdan 6lmektedir. Bu nedenle kanser
terapilerinde amag; primer tiimdr yerlerinden 6zel organlara kanserin yayilmasini
engellemek ve boylece metastaz meydana gelmesini engellemeye caligsmaktir
(Hayot ve ark. 2005).

Kanserin ilerlemesi, primer tiimor kiitlesinden uzaktaki timor hiicrelerine
bir¢cok basamakta ilerlemektedir ve bu olay metastazda basrol oynamaktadir. Eger
kanser erken teshis edilirse; kanseri meydana getiren primer tiimdr hiicresi basarili
bir sekilde yok edilerek, tedavi edilmektedir. Kanser hastalarinda, 6liim oraninin
%90’ 1ndan fazlasi, bu primer tiimdr hiicresinin engellenememesinden ve
metastazin ilerlemesinden ileri gelmektedir (Hayot ve ark. 2005, Entschladen ve
ark. 2004., Sporn 1996).

Yeni ve modern kanser stratejileri cogalma ve yayilma faktorlerini
hedefleyerek, metastazi engellemektedirler (Hayot ve ark.2005). Bununla beraber
bazi timor hiicreleri bu tip bir kemoterapiden etkilenmemektedirler. Bazi

hiicreler, aylarca hatta yillarca uyku halinde kalarak, daha sonra yeni tiimor
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hiicreleri yetistirmektedirler (Hayot ve ark. 2005, Entschladen ve ark. 2004,
Naumov ve ark. 2002).

Patolojik durumlarda, dogru olmayan hiicre gogleri, tiimor akinina ve
metastaza neden olmakta, bu olay da kansere yol agmaktadir. Biitiin bu
olusumlarla birlikte; primer tiimorler, hiicrelerden ayrilarak, dokular1 gegmekte ve
kan yoluyla yeni organlar istila etmektedir. Metastazin meydana gelmesinde aktin
sistem Onemli bir yer tutmaktadir. Bu da kanserin ne kadar kompleks bir hastalik

oldugunu goéstermektedir (Lambrechts ve ark. 2004).

1.4. Tezde Kullanilan Test Maddeleri ve Uygulanan Yontem Hakkinda
Bilgiler

1.4.1. Kullanilan Test Maddeleri

1.4.1.1. esansiyel yaglar ve monoterpenler

Esansiyel yaglar (EO), ‘“ugucu ya da etheral yaglar” olarak da
adlandirilmaktadirlar (Burt 2004, Guenther 1948). Bu sivi haldeki aromatik
yaglar, bitki kisimlarindan (¢icekler, tohumlar, tomurcuklar, yapraklar, ince dallar,
agac kabugu, otlar, odun ve kokler) saglanmaktadir. Esansiyel yaglar ezme,
fermentasyon ve ekstraksiyon ile elde edilmektedirler, fakat EO’larin {iretiminde
en ¢ok kullanilan yontem; buhar distilasyonu metodudur (Van De Braak ve Leijten
1999). “ Esansiyel yag” terimi, Quinta essenti isimli bir ilagtan esinlenerek, isve¢
tip bilimcisi, Paracelsus Von Hoenheim tarafindan verilmistir (Burt 2004,
Guenther 1948). Giinlimiizde 3000 kadar esansiyel yag bulunmakta ve bunlarin
yaklagik 300 tanesi ticari amagli kullanilmaktadir (Van De Braak ve Leijten 1999).
Bazi esansiyel yaglar, antimikrobiyal 6zellikleriyle taninmaktadir ( Burt 2004,
Boyle 1955, Guenther 1948). Antibakteriyel Ozellklerinin yanisira (Mourey ve
Canillac 2002, Carson ve ark. 1995, Deans ve Ritchie 1987), esansiyel yaglar veya
onlarin komponentleri; antiviral (Bishop 1995), antimikototik (Mari ve ark. 2003,
Jayashree ve Subramanyam 1999, Akgiil ve Kivang 1988, Azzouz ve Bullerman
1982), antitoksijenik (Juglal ve ark. 2002, Ultee ve Smid 2001, Akgiil ve ark.
1991) antiparasitik ve insektisit (Pessoa ve ark. 2002, Pandey ve ark. 2000)
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ozellikler igermektedirler. Biitiin bu Ozelliklerin, belki de icerdikleri bitki
bilesiklerinin 6zellikleriyle ilgisi bulunmaktadir ve 10-C atomu igeren isoprenoid
grubuna sahiptirler ( Burt 2004, Mahmoud ve Croteau 2002, Guenther 1948).

Monoterpenler, c¢esitli bitki 6zlerindeki yaglardan elde edilmektedir. Ayni
zamanda ¢esitli ilaglarin da i¢inde kullanilmaktadir (Vaddi ve ark. 2002, Kunta ve
ark. 1997, Godwin ve Michniak 1999).

Monoterpenler, esansiyel yaglarin  en O6nemli  komponentleridir
(Miihlbauerve ark. 2003).

Monoterpenler; hidrokarbonlar, alkoller, oksitler ve digerleri gibi cesitli
kimyasal siniflara aittir (Vaddi ve ark. 2002, Godwin ve Michniak 1999, Gao ve
Singh 1998).

Monoterpenler ve ugucu yaglar, hos bir koku ve tada sahiptirler. Diisiik
konsantrasyonda kullanilmaktadirlar. Eski zamanlarda, monoterpenlerin 06z,
yenebilen ve yenemeyen bitkilerden cikarilmistir. Simdi ise yiyeceklere katki
maddesi olarak kullanilmaktadir (Miihlbauer ve ark. 2003).

Esansiyel yaglar ve monoterpenler lipofilik bilesiklerdir, kolaylikla hiicre
membranlarindan gegerler ve bu nedenle deri ve akciger tarafindan absorbe

edilmektedirler (Miihlbauer ve ark. 2003).

1.4.1.1.1. timol ve karvakrol

Timol ve karvakrol thyme (kekik) bitkisinin yapraklarindan elde edilen dogal
bir terpenoiddir ve antiseptik olarak genis bir kullanim alanina sahiptir (Tamura
ve Iwamoto 2004, Margossian ve Lowey 1982).

Thyme veya oregano yiyeceklerde tatlandirici, aroma veya yiyecekleri
muhafaza etmek amaciyla, ve eskiden beri Yunan, Misir ve Romalilarda halk
hekimliginde kullanilmaktadir. Lamiacea familyasina ait thyme bitkisinin yaprakli
kisimlar1 yillardir; et, balilk ve yiyecek firiinlerine katilarak tiiketilmektedir.
Tiirkiye, Lamiacea familyasinin merkezi konumunda bulunmaktadir ve toplam 39
tiirti Tirkiye’ de yetismektedir. Bunlardan 19’ u endemiktir (Aydin ve ark. 2005,
Baser 1994, Baser 1993). Thyme bitkisinin komponentleri baslica; timol ve
karvakroldiir. Timol, yapisal olarak karvakrole c¢ok benzemektedir, fenolik

halkada hidroksil grubu farkli bir yerde bulunmaktadir (Burt 2004). Bunlar
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antioksidant aktivite gostermektedirler (Aydin ve ark. 2005, Miura ve ark. 2002,
Lee ve Shibamoto 2001, Nakatani 2000, Lagouri ve ark. 1993).

Karvakrol ve Timol, hiicre zarinin disinda gram-negatif bakteriler tarafindan
parg¢alanmaktadirlar. Bunun sonucunda, lipopolisakkaritler (LPS) serbest kalmakta
ve hiicre zarmin ATP gecirgenligi artmaktadir ( Burt 2004, Helander ve ark.
1998).

Onemli bir antiseptik olan Timol; tipta, tarimda, kozmetikte ve yiyecek
endiistrisinde kullanilmaktadir (Szentandrassy ve ark. 2003, Aeschbach ve ark.
1994, Lee ve ark. 1997, Manou ve ark. 1998). Ayrica, fenolik bir bilesik olan
Timol (2-izopropil-5-metilfenol) giiclii fungusit, bakterisit ve antioksidan
etkilerden dolay1 disgilikte agiz infeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmaktadir
( Evans ve Martin 2000, Szentandrassy ve ark. 2003, Twetman ve ark. 1995,
Shapiro ve Guggenheim 1995, Ogaard ve ark. 1997). Giiglii bir iltihap onleyicidir
(Szentandrassy ve ark. 2003, Skold ve ark. 1998, Yucel-Lindberg ve ark. 1999).
Bununla beraber Timol iskelet ve kalp kasindaki uyarma ve kasilmalarda etkilidir
(Tamura ve Iwamoto 2004, Sakai ve ark. 1967).

Timol, hizli ve hareketli kaslara sahip kemirgen hayvanlarda uyarilarak
kasilmay1 saglamaktadir. Timol, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyumu salmakta
ve bdylece depolarizasyon artisina neden olmaktadir (Szentesi ve ark. 2004).
Glinlimiizde yiyeceklerin bozulmasini oOnleyen ve bitkilerden elde edilen
antimikrobial bilesiklerin kullanilmasinda bir artis olmustur. Buna 6rnek olarak;
dogal antimikrobial bir bilesik olan Karvakrol verilebilir(Ultee ve ark. 2002,
Arrebola ve ark. 1994, Lagouri 1993).

Karvakroliin  birgok patojenin biiyiimesini engelledigi bir¢ok yerde
yaymlanmistir ( Ultee ve ark. 2002, Conner 1993, Juven 1994, Kivang ve Akgiil
1988, Lagouri ve ark. 1993).

Karvakrol, ¢cok sayida aromatik bitkilerden olusan bir komponenttir.

Karvakrol, mutajenik calismalarda zayif bir aktivite gostermistir.
Metabolizmik calismalarda ise Karvakrol, 24 saat sonra biiyiik miktarda iirin ile
birlikte disar1 atilmis veya tekrar doniismiis veya glukoronik ve siilfat bilesikleri

olarak goriilmiistiir (De Vincenzi ve ark. 2004).
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1.4.1.1.2. L-mentol

Mentol, nanenin farkl tiirlerindeki (Mentha arvensis ve Mentha piperita)
bitkilerin ugucu yaglarindan elde edilen bir monoterpendir (Spichiger ve ark.
2004, Galeotti ve ark. 2002, Eccles 1994). Mentol; yiyeceklerde, likorlerde,
parfimlerde, sigarada, pastillerde, nefes agici ilaclarda kullanilmaktadir (Lin ve
ark. 2005, Merck 2001, Eccles 1994, Spichiger ve ark. 2004). Ayrica kasintilar,
sindirim giicliikleri, migren ve spor incinmeleri gibi rahatsizliklarin bitkisel
tedavisinde de kullanilmaktadir (Spichiger ve ark. 2004).

Yapilan ¢aligmalarda arastirmacilar, mentoliin genotoksik ve sitotoksik
etkilerini degerlendirmisler ve mentoliin DNA c¢ift ipliginde kirilmalara ve ikinci
derecede sitotoksisiteye neden oldugunu rapor etmiglerdir (Hartman ve Speit
1997). Ayrica farelerde mentol ve bazi monoterpenlerin etkileri gozlenmis ve
kemik erimesini onledigi anlasilmistir (Spichiger ve ark. 2004, Miihlbauer ve ark.
2003, Madyastha ve Srivatsan 1988, Yamaguchi ve ark. 1994).

Mentol, 3 asimetrik karbon atomuna sahip, dogal bir bilesiktir ve bundan
dolayr dort cift optik izomeri bulunmaktadir: (+) ve (-)-Mentol, (+) ve (-)-

Neomentol, (+) ve (-)-izomentol, (+) ve (-)-Neoizomentol (Galeotti ve ark. 2002).

1.4.1.1.3. 1,8 sineol

1,8 Sineol, Salvia officinalis L. ve Rosmarinus officinalis’ ten elde
edilmektedir. 1,8 Sineol (Sineol, Okaliptol) dogal aromatik bitkilerden ve bu
bitkilerden elde edilen ugucu yag fraksiyonlarindan olusmaktadir (De Vincenzi ve
ark. 2002, Santos ve ark. 2004). 1,8 Sineol, tatlandiric1 faktor olarak yiyeceklerde,
bazi semptomlarin tedavisinde, aromaterapide deri canlandirici olarak ve cilt
banyolarinda kullanilmaktadir (Santos ve ark. 2004, De Vincenzi ve ark. 1996,
Pattnaick ve ark. 1997). Farmasotik endistride, deri yolu ile tedavilerde ve
Oksiiriik tedavilerinde de sik¢a kullanilmaktadir (Santos ve ark. 2004, Laude ve
ark. 1994, Levision ve ark. 1994, Gao ve Singh 1998). Ayrica Sineol
Antimikrobial (Santos ve ark. 2004, Pattnaick ve ark. 1997) ve antitlimoral
ozelliklere (Santos ve ark. 2004, Moteki ve ark. 2002) sahiptir.
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1.4.1.1.4. Salvia fruticosa (Salvia triloba, adacay)

Genetik adi; Salvia libanotica olarak kullanilmaktadir. Giiglii aromatik bir
Akdeniz surubudur (Farhat ve ark. 2001, Mouterde 1970, Bellomaria ve ark. 1992,
Rivera ve ark. 1994). Salvia fruticosa, Salvia triloba veya Salvia cypria olarak da
bilinmektedir (Farhat ve ark. 2001, Mouterde 1970). Salvia fruticosa, Dogu
Akdeniz bolgesinde bulunan endemik bir bitkidir (Farhat ve ark. 2001, Gali-
Muhtasib ve ark. 2000). Labiatae famiyasina aittir (Farhat ve ark. 2001, Nehme
1978, Hay ve Svoboda 1993). Bu bitkinin yapraklar ii¢ loblu, yaprak uclar1 genis,
burusuk, piiriizlii ve gri-yesil renginde goriilmektedir (Farhat ve ark. 2004, Meikle
1985, Nehme 1978).

Yapraklardan elde edilen ugucu yag (elma yagi), %60 kadar sineol
tasimaktadir, bu bakimdan oldukga degerlidir. Cigekli ve yaprakli dallar toplanir,
kurutulur ve ihra¢ edilir. Yurdumuzda ¢ay halinde kullanilmaktadir (Baytop
1996). Bu bitki su icinde kaynatilarak (Elbetiecha ve ark. 1998), Orta Doguda
soguk alginligi, oksiiriik ve mide agrilarinin giderilmesi i¢in kullanilmaktadir
(Farhat ve ark. 2001, Gali-Muhtasib ve ark. 2000, Rivera ve ark. 1994). Ayni
zamanda agizdaki iltihaplar icin de kullanilmaktadir (Farhat ve ark. 2001,
Schilcher 1985, Newall ve ark. 1996).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar, bu bitkiden elde edilen ugucu yagin
onemli Olc¢iide antibakteriyel etkilerinin oldugunu (Farhat ve ark. 2004, Hefhawy
ve ark. 1993, Hilan ve ark. 1997) ve fare derisi iizerinde yapilan ¢alismalarda da
tiimdr olusumunu engelleyici etkilerinin bulundugunu géstermistir (Farhat ve ark.
2004, Gali-Muhtasib ve Affara 2000). Ayrica erkek ve disi farelerdeki iiremeyi
diizenledigi goriilmiistiir (Elbeticha ve ark. 1998). Bununla beraber, viicuda ¢ok
fazla miktarda Salvia fruticosa bitkisinin 6zii verildiginde toksik etki yapmakta ve
kalic1 beyin zararlarina yol agmaktadir (Farhat ve ark. 2004, Newall ve ark. 1996,
Arnold 1988). Salvia fruticosa bitkisinin biitiin bu iyilestirici etkilerine ragmen,
tip alaninda bu bitkiyle ilgili deneysel calismalara son derece az rastlanmaktadir

(Farhat ve ark. 2001).
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1.4.1.1.5. Laurus nobilis (defne)

Akdeniz havzasinda yetisen, kisin yaprak dokmeyen dioik bir agactir.
Yapraklar1 derimsi, 6zel kokulu, kenarlar1 dalgalidir. Meyve bir tohumlu, parlak
siyah renkli, zeytin biiylikliiglinde bir bakkadir. Meyveler, serbest yag bakimindan
zengindir.

Bu yag, defne yagi ve tehnel yagi adlar1 altinda merhem halinde

kullanilmaktadir (Baytop 1996).

1.4.1.1.6. Origanum onites (Origanum smyrnaeum, Izmir kekigi)

Giineybat1 Anadolu’ da yaygin olarak bulunmaktadir. Cicek dallar1, izmir
yoresinde “peynir kekigi” adi altinda satilmaktadir (Baytop 1996). Thyme ve
oregano tiirlerinin yaglarinin temel bilesenleri; timol, karvakrol ve y- terpinendir
(Aydm ve ark. 2005). Thyme ve oregano, aflatoksin iiretimini engellemektedirler
(Vaughn ve ark. 1993, Llewellyn ve ark. 1981). Kekik bilesenlerinin
antiplasmodik ve antiplatelet toplanma aktiviteleri rapor edilmistir (Okazaki ve

ark. 2002, Meister ve ark. 1999).

1.4.1.1.7. Pimpinella anisum (anason)

Cok eski bir kiiltiir bitkisidir. Kokeni tam olarak belli degildir. Sicak iklim
bolgelerinde daha yaygin olarak bulunmaktadir. Birgok iilkede kiiltiirii
yapilmaktadir. 30-50 (70) cm yiikselebilen tek yillik otsu bir bitkidir. Kok ince,
oldukca kisa ig seklinde olmaktadir. Yapraklar1 halimsi tiyliidiir. Bitki toprak
istiinlin son tligte birinde dallanmakta ve bu dallarin ucunda semsiye tipinde
seyrek tipli ¢igek kiimeleri bulunmaktadir. Meyve, yanlardan hafif¢e basik armut
seklinde iki par¢adan olugmaktadir.

Pimpinella anisum, baslangictaki gelisme devresinde rutubetli havalardan
hoslanmasina karsin, 6zellikle ¢iceklenme doneminde serin ve nemli havalar

bitkilerin hastaliklara yakalanmasina neden olmaktadir.
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Pimpinella anisum meyvesi ugucu yag icermektedir. Bunun oran1 % 1,5-3
arasinda degismektedir. Ucucu yagin en Onemli maddesi Transanethol’dur.
Pimpinella anisum’un kendine 06zgli kokusu ve tatlimsi tadi bu maddenin
varligindan ileri gelmektedir.

Pimpinella anisum midevi, karminatif, istah agic1 ve koku verici etkilere
sahiptir. Karminatif etkisi mide ve bagirsaklarda fermentasyona engel olmasindan
ileri gelmektedir. Ayrica Pimpinella anisum bazi igkilerin hazirlanmasinda da

kullanilmaktadir (Sahraei ve ark. 2002).

1.4.2. Yontemler Hakkinda Bilgiler

1.4.2.1. hiicre sayimlari

Flasklarda yetisdirdigimiz A549, V79 379A ve CHO hiicreleri flask
ylizeylerinin %70’ ini kapladiklarinda, flasklarin icindeki besiyeri atilmis ve
Tripsin- EDTA soliisyonu kullanilarak hiicrelerin flasklarin tabanindan ve
birbirlerinden ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra bu hiicreler trypan blue ile

boyanmis ve Thoma Lami kullanilarak sayilmislardir.

1.4.2.2. immunofluoresans calismalar

Aktin filamentlerinin floresan mikroskobunda incelenmesinde Rhodamin
Phalloidin (RhPh) genellikle kullanilmaktadir (Balaz ve Mansson 2005, Homsher
ve ark. 1992, Borejdo ve Burclacu 1992, Borovikov ve ark. 1996, Gordon ve ark.
1997, Klinth ve ark. 2003). Mikroenjeksiyonda fluoresan ozelligi gdosteren
Phalloidin, in vivo ortamda bitki hiicrelerinde aktin filamentlerinde F-aktini
gorebilmek i¢in en etkili yontem olmustur (L ve ark. 2004, Schmit ve Lambert
1990, Valster ve ark. 1997).

Phalloidin, aktin filamentlerini simsiki sarmakta ve onlarin yapisin
stabilize etmektedir (Balazs ve ark. 2004, Miyamoto ve ark. 1986, Faulstich ve
ark. 1977). Aktin filamentlerini stabilize eden Phalloidin, daha c¢ok in vitro

caligmalarda kullanilmaktadir. Ayrica intraselliiler ¢alismalardaki Phalloidinin
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floresan tiirevleri, floresan mikroskobik yontemlerde aktin iskeletinin mimarisinin
tasarlanmasinda uygulanmaktadir (Balazs ve ark. 2004, Bubb ve ark. 1994).

Hiicre iskeletindeki zararlar1 goérebilmek amaciyla FITC (floresan
izosiyonat)- Phalloidin boyamasi1 yapilarak F-aktin iskeletine bakilmaktadir

(Gunaratnam ve Grant 2004, Wulf ve ark. 1979).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Bitki Ekstreleri

Karvakrol; Flutarom (Israil) firmasindan, L-mentol; Polarom (Polonya)
firmasindan, kekik, defne, adacayi, anason yaglar1 ile adacay1 esansiyel yaginin
onemli bir bileseni olan 1,8 sineol ve kekik esansiyel yaginin 6énemli bir bileseni
olan thymol; Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim
Dali’ndan temin edilmis olup, yaglarin elde edildigi bitkinin kaynagi ve yaglarin

kompozisyonu tam olarak bilinmemektedir.

1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dulbecco’ s Modified Eagle’ s Medium (DMEM)(Yiiksek Glikozlu)(Sigma),
Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma), Penicilin-Streptomycin (Sigma), 10X
Trypsin- EDTA Soliisyonu (Sigma), Sodyum Bikarbonat (Sigma), Dimethyl
Siilfoxide (DMSO) (Merck), Triton X-100 (Sigma), Phalloidin FITC (Sigma),
10X Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) (Sigma), Formaldehit (Merck), Trypan
Blue (Merck), Propidium Iodide (Sigma), NaCl (Merck), KCI (Merck), KH,PO,
(Merck), NaH,PO, (Merck).

1.5. Kullanilan Sarf Malzemeler

20 ml’ lik Enjektorler, Flasklar, 6’ ik Plakalar, 100, 250, 500 ve 1000 ml’ lik
Durham Sigeler, 1, 2, 5 ve 10 ml’ lik Cam Pipetler, Thoma Lami, Yuvarlak

lameller.

1.6. Kullanilan Aletler
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Su banyosu (Clifton), sogutmali ve yliksek devirli santrifiij (Heraeus), otoklav,
derin dondurucu, buzdolabi, steril kabin (Heraeus), otomatik pipetler, Kar-Buz

makinesi (Scotsman), inverted mikroskop, karbondioksit inkiibatorii (Heraeus).

1.7. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Hiicreler

2.5.1. A549 Hiicre Kiiltiirii

A549 hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’ luk Fetal Bovine Serum,
Nutrient Mixture F12 (HAM) ve Penicilin Streptomycin igeren besiyerinde
yetistirilmis, %95 hava ve %5 CO,’ 1li gaz ortammda 37° C’deki CO,
inkiibatoriinde inkiibe edilmislerdir (Huober ve ark. 2000).

Diinyada kansere bagli dliimlerin en basinda akciger kanseri gelmektedir.
Akciger kanserinin biliyik bir boliimii kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanserleridir. Bunlarin arasinda adenokarsinoma yer almaktadir. Bunlar agresif
timorlerdir. A549 kanser hiicreleri kiigiik hiicreli olmayan epitelyal akciger
adenokarsinomudur. A549 hiicreleri Institute of Fermentation Osaka (Tokyo,
Japonya) dan satin alinmistir. 58 yasinda Orta Asyali bir erkekten alinmistir ve

keratin iiretmektedir (Delarue ve ark. 2001, Evdokiou ve Cowled 1998).

2.5.2. V79 379A Hiicre Kiiltiiri

V79 379A hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’ luk Fetal Bovine Serum
(FBS), Dulbecco’s Modified Eagles Mediim (DMEM), % 9,2°lik Sodyum
Bikarbonat ve Penicilin Streptomycin igeren besiyerinde yetistirilmis, %95 hava
ve %5 CO,’ li gaz ortaminda 37° C’deki CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmislerdir.

Chinese Hamster Akciger fibroblast benzeri hiicrelerdir. Bu hiicreler bircok
aragtirmaci tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir (Chalmers ve ark. 2004,
Hartman ve ark. 1984). Bu hiicreler Institute of Fermentation Osaka (Tokyo,
Japonya) dan satin alinmastir.

2.5.3. CHO Hiicre Kiiltiirii
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CHO hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’ luk Fetal Bovine Serum,
Nutrient Mixture F12 (HAM) ve Penicilin Streptomycin iceren besiyerinde
yetistirilmis, %95 hava ve %5 CO, 1li gaz ortammda 37° C’deki CO,
inkiibatoriinde inkiibe edilmislerdir.

Chinese Hamster Ovaryum epitelyal benzeri hiicrelerdir. Bu hiicreler East
Anglia Universitesi (Ingiltere), Biyolojik Bilimler Okulu, Molekiiler Biyoloji

Boliimiinden saglanmustir.

1.8. Test Maddelerinin Dozlarin Hazirlanmasi

1.8.2.  Esansiyel Yaglar ve Monoterpenlerin Dozlarinin Hazirlanmasi

"Bazi monoterpen ve bazi ucucu yaglarin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin arastirilmasi1”" adli proje kapsaminda belirlenen dozlar bu ¢alismada

kullanilmustir.

2.6.1.1. timol dozlarinin hazirlanmasi

Timol, DMSO (Merck) i¢inde c¢oziilerek 50mM, 100mM, 200mM ve
400mM” lik dozlar hazirlanmistir. Timol, DMSO i¢inde ¢6ziildiigli i¢in negatif
kontrol olarak DMSO kullanilmistir. Timol’ {in hazirlanan dozlar1 (+4°C)’ de

saklanmigtir.
2.6.1.2. karvakrol dozlarimin hazirlanmasi

Karvakrol, DMSO (Merck) i¢inde ¢oziilerek 100mM, 200mM, 400mM ve
800mM’ Ik dozlar hazirlanmistir. Karvakrol, DMSO i¢inde ¢o6ziildigi icin

negatif kontrol olarak DMSO kullanilmistir. Karvakarol’ iin hazirlanan dozlar

(+4°C)’ de saklanmustir.
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2.6.1.3. L-mentol dozlarimin hazirlanmasi

L-Mentol, DMSO (Merck) i¢inde ¢oziilerek 125mM, 250mM, 500mM ve
1000mM” lik dozlar hazirlanmistir. L-Mentol, DMSO i¢inde ¢ozildiigli i¢in
negatif kontrol olarak DMSO kullanilmistir. L-Mentol’ {in hazirlanan dozlar

(+4°C)’ de saklanmustir.
2.6.1.4. 1,8 sineol dozlarmin hazirlanmasi

1,8 sineol, DMSO (Merck) iginde c¢oziilerek 5000mM, 10000mM,
20000mM ve 30000mM’ lik dozlar hazirlanmistir. 1,8 sineol, DMSO ig¢inde

¢oOziildiigii i¢in negatif kontrol olarak DMSO kullanilmistir. 1,8 sineol’ iin

hazirlanan dozlar1 (+4°C)’ de saklanmustir.
2.6.1.5. Salvia fruticosa dozlarinin hazirlanmasi

Salvia fruticosa DMSO (Merck) iginde ¢oziilerek ana stok hazirlanmis ve
hazirlamak istenilen 12,5mM, 25mM, 50mM ve 100mM’ Ik dozlar uygun
besiyerine eklenmistir.
2.6.1.6. Laurus nobilis dozlariin hazirlanmasi

Laurus nobilis DMSO (Merck) iginde ¢oziilerek ana stok hazirlanmis ve
hazirlamak istenilen 12,5mM, 25mM, 50mM ve 100mM’ lik dozlar uygun
besiyerine eklenmistir.
2.6.1.7. Origanum onites dozlarmin hazirlanmasi

Origanum onites DMSO (Merck) i¢inde ¢oziilerek ana stok hazirlanmis

ve hazirlamak istenilen 12,5mM, 25mM, 50mM ve 100mM’ lik dozlar uygun

besiyerine eklenmistir.
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2.6.1.8. Pimpinella anisum dozlarimin hazirlanmasi

Pimpinella anisum DMSO (Merck) i¢inde ¢oziilerek ana stok hazirlanmis ve
hazirlamak istenilen 12,5mM, 25mM, 50mM ve 100mM’ Iik dozlar uygun

besiyerine eklenmistir.

1.9. Kullanmilan Arac ve Gereclerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara
sarih olarak sterilizatorde 180° C’de 2 saat, siv1 soliisyonlar ise 121° C 1,5 atm/
Hg’ de 20 dakika steril edilmistir. Kullanilan tiim siv1 kimyasallar, seliiloz nitrat

filtreden gecirilerek steril edilmiglerdir.

1.10. Yontem

1.10.2. Hiicre Kkiiltiiri

A549, V79 379A ve CHO hiicreleri uygun besiyerlerinde ve 25 e’ lik
flasklarda yetistirilmis ve % 95 hava ve % 5 CO’li gaz ortaminda 37°C” deki CO,

inkiibatoriinde inkiibe edilmislerdir.

1.10.3. Immiinofluoresans boyama

25 cm® lik flasklarda biiyiitilen A549, V79 379A ve CHO hiicreleri
Tripsin- EDTA soliisyonu kullanilarak flask tabanindan kaldirildiktan sonra,
iclerinde 2’ ser adet steril yuvarlak lam bulunan her bir kuyucuga 200.000 hiicre
gelecek sekilde 6’ 11 plakalara ekilmislerdir. %95 hava ve %5 CO.” li gaz
ortaminda 37°C° deki CO: inkiibatoriinde 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra besiyerleri 6’ lik plakadaki kuyucuklardan uzaklastirilmistir.
Lameller {izerine yapigsmis hiicreler lizerine belirlenen maddelerin dozlar1t medyum
icinde ilave edilmis ve tekrar 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saatlik

inkiibasyondan sonra immiinofluoresans boyama yapilmistir.
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Test maddelerini igeren medyum hiicreler iizerinden uzaklastirilmistir.
Ardindan hiicreler steril fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS: 137 uM NaCl, 2.7 uM
KCL, 15 uM KH2PO4, 8 uM NaHPO4, pH 7.3) ile 3 kere yikanmistir. Sonra %3,7’
lik Formaldehit ile 37° C’ de tespit edilmislerdir. Tekrar 3 kere PBS ile yikanan
hiicreler Triton X-100 ile 1,5 dakika muamele edilmistir. Ardindan 3 kez PBS ile
yikanan hiicreler, ImM’ lik Phalloidin FITC ile 2 saat kapali ve karanlik ortamda
22° C ‘de bekletilmistir. Daha sonra 3 kez PBS ile yeniden yikanan hiicreler 5
saniye 100mg/ml’ lik Propidium Iodide ile boyanmis, son defa 3 kere PBS ile

yikanmis, iizerinde 10 pl PBS bulunan lamlar lizerine kapatilarak, sabitlenmistir.

2.9. Mikroskobi

A549, V79 379A ve CHO hiicreleri Soif XSZ-D2 inverted mikroskobuyla
incelenmistir. Kiiltiir hiicreleri boyandiktan sonra Olympus BXS50 arastirma
mikroskobu altinda ve degisik biiyiitmelerde incelenmislerdir. A549, V79 379A
ve CHO hiicrelerinin immiinositokimyasal yapilart Olympus U- UHK fluoresans

mikroskobuyla incelenmistir.
2.10. Fotografi
A549, V79 379A ve CHO Kkiiltiir hiicrelerinin mikroskop altinda saptanan

uygun goriintiileri Olympus PM-30 otomatik fotomikrografi araci kullanilarak

fotograflanmistir.

3. BULGULAR

31



3.1. Esansiyel Yaglar ve Monoterpenlere Ait Bulgular

3.1.1. Timol’ iin F-Aktin Hiicre iskeleti Uzerine Etkileri

Negatif kontrol grubundaki AS549 hiicreleri, aktin hiicre iskeleti
bakimindan incelendiklerinde, diizenli demetler halinde aktin polimerlerine sahip
olduklar1 gozlenmistir. Doz arttikga negatif kontrol grubundaki hiicrelerle
karsilagtirildiginda, diizenli aktin polimer demetlerinin kayboldugu, monomer
aktinin hiicre yapisinda yogunlastig1 belirlenmistir (Sekil 3.1.1.1).

V79 379A hiicreleri, negatif kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla, doz
artisinda, hiicre icindeki aktin filamentlerinin organizasyonunun bozuldugu
saptanmistir (Sekil 3.1.1.2).

Ayni sekilde CHO hiicrelerinde, negatif kontrol grubunda, hiicre iskeleti,
sitoplazma boyunca uzanan ince stres fiberleri seklinde goriilmektedir. Doz

arttikca, hiicre morfolojisinde bozulmalar goriilmiistiir (Sekil 3.1.1.3).

1.4.2. Karvakrol’ iin F-Aktin Hiicre iskeleti Uzerine Etkileri

A549 hiicrelerinde, hiicre iskeleti plazma membraninin i¢ tarafinda kalin
bir korteks ve sitoplazma boyunca uzanan daha ince stres fiberleri seklinde
goriilmektedir. Doz arttik¢a, aktin hiicre iskeletinin yogunlugu azalmistir (Sekil
3.1.2.1).

Negatif kontrol grubundaki V79 379A hiicreleri, aktin hiicre iskeleti
bakimindan incelendiklerinde diizenli demetler halinde aktin polimerlerine sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Doz arttikca, hiicre morfolojisinde bozulmalara
rastlanmistir (Sekil 3.1.2.2).

CHO hiicrelerinde negatif kontrol grubundaki hiicrelerde hiicre iskeletinde
birbirine paralel ince stres fiberlerine rastlanmaktadir. Doz artisinda, bu paralellik

gosteren ince stres fiberlerinin bozuldugu goriilmiistiir (Sekil 3.1.2.3).

3.1.3. L-Mentol ¢ iin F-AKktin Hiicre iskeleti Uzerine Etkileri
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A549 hiicrelerinde, Sekil 3.1.3.1°de a ve b’de pozitif ve negatif kontrol
hiicrelerindeki F-aktin dagilimi goriilmektedir. Doz arttik¢a, aktin hiicre iskeleti
giderek bozulmustur (Sekil 3.1.3.1).

V79 379A hiicrelerinde, negatif ve pozitif kontrol grubundaki hiicrelerde
aktin hiicre iskeleti, diizenli ve birbirine paralel uzanan ince stres fiberleri seklinde
goriilmektedir. Doz arttikca, polimer aktin fibrillerinin sayisinda azalma olmustur
(Sekil 3.1.3.2).

CHO hiicrelerinde, Sekil 3.1.3.3’de a ve b’de pozitif ve negatif kontrol
grubundaki ince stres fiberleri, doz arttikca, yavas yavas bozulmaya baslamistir.

1000 uM’lik dozda hiicreler tamamen bozulmustur (Sekil 3.1.3.3).

3.1.4. 1,8 Sineol’ iin F-Aktin Hiicre iskeleti Uzerine Etkileri

Sekil 3.1.4.1°de A549 hiicrelerinin a ve b’de pozitif ve negatif kontrol
hiicreleri incelendiginde, F-aktinin normal dagilimmin ii¢ farkli alanda oldugu
goriilmektedir. Bu hiicrelerde; hiicre membraninin i¢ tarafinda ¢apraz fiberler
seklinde, sitoplazma iginde uzanan uzun stres fiberleri seklinde ve pseudopodlar
seklinde uzanan ¢ok ince kisa fiberler seklinde goriilmektedir. Doz arttikga, bu
dagilimin giderek bozuldugu goriilmiistiir (Sekil 3.1.4.1).

V79 379A hiicreleri, negatif ve pozitif kontrol grubundaki hiicrelerle
karsilastirildiginda, doz artisiyla, aktin polimerleri giderek goriinmez hale
gelmistir (Sekil 3.1.4.2).

Ayni sekilde CHO hiicrelerinin de, pozitif ve negatif kontrol grubundaki
hiicreler karsilastirildiginda, dozun artmasiyla, aktin hiicre iskeletinin yogunlugu

azalmustir (Sekil 3.1.4.3).

3.1.5. Salvia fruticosa’ mn F-Aktin Hiicre Iskeleti Uzerine Etkileri
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Sekil 3.1.5.1°de a ve b’deki pozitif ve negatif kontrol grubrnda A549
hiicrelerinde F-aktinin sitoplazma i¢inde uzun stres fiberleri, hiicre membraninin
ictarafinda c¢apraz bagli fiberler seklinde ve pseudopodlar seklindeince kisa
fiberler gorilmektedir. Bunun tersine, Salvia fruticosa ile muamele edilen
hiicrelerde doz artisina bagli olarak hiicre iskeletinde 6nemli bir bozulma ve
cokme goriilmektedir (Sekil 3.1.5.1).

Sekil 3.1.5.2°deki V79 379A hiicrelerinde de pozitif ve negatif kontrol
grubunda sitoplazma boyunca uzanan ince stres fiberler goriiliirken, doz artisiyla
aktin filamentlerinin organizasyonu bozulmustur (Sekil 3.1.5.2).

CHO hiicrelerine bakildiginda, Sekil 3.1.5.3’de a ve b’de pozitif ve negatif
kontrol hiicrelerinde, aktin filamentleri sitoplazma boyunca uzanmaktadir. Dozun

artmastyla, aktin filamentlerinin bozuldugu goriilmiistiir (Sekil 3.1.5.3).

3.1.6. Laurus nobilis’ in F-Aktin Hiicre Iskeleti Uzerine Etkileri

Negatif ve pozitif A549 hiicrelerinin aktin hiicre iskeleti incelendiginde,
diizenli demetler halinde aktin polimerlerine sahip olduklar1 saptanmistir. Laurus
nobilis 1ile hiicreler muamele edildiginde, doz artisiyla aktin hiicre iskeleti
yogunlugu giderek azalmistir (Sekil 3.1.6.1).

V79 379A hiicrelerinin aktin hiicre iskeleti, negatif ve pozitif kontrol
gruplartyla karsilastirildiginda, dozun artmasiyla bozulmustur (Sekil 3.1.6.2).

Sekil 3.1.6.3’de a ve b’de, CHO hiicrelerinde, negatif ve pozitif kontrol
grubundaki diizenli demetler halindeki aktin polimerleri, doz attikca giderek

goriinmez hele gelmistir (Sekil 3.1.6.3).

3.1.7. Origanum onites’ in F-Aktin Hiicre Iskeleti Uzerine Etkileri

Origanum onites uygulanan A549 hiicrelerinde, aktin filamentlerinin, doz
arttik¢a, giderek bozulduklar1 goriilmistiir (Sekil 3.1.7.1).

Sekil 3.1.7.2’deki V79 379A hiicrelerinin, pozitif ve negatif kontrol
gruplarinda, aktin hiicre iskeleti ince stres fiberleri seklinde sitoplazmada birbirine

paralel uzanmaktadir. Fakat Origanum onites ile muamele edilen hiicrelerin
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morfolojisinde ve stres fiberlerinde bozulmalar oldugu saptanmistir (Sekil
3.1.7.2).

CHO hiicrelerinin aktin hiicre iskeleti, negatif ve pozitif kontrol gruplariyla
karsilagtirildiginda, Origanum onites ile muamele edilen hiicrelerde dozun

artmasiyla bozulmalar goriilmistiir (Sekil 3.1.7.3).

i. Pimpinella anisum’ un F-Aktin Hiicre Iskeleti Uzerine

Etkileri

A549 hiicrelerinde, hiicre iskeleti, plazma membraninin i¢ tarafinda kalin
bir korteks ve sitoplazma boyunca uzanan daha ince stres fiberleri seklinde
goriilmektedir. Doz arttik¢a, aktin hiicre iskeletinin yogunlugu azalmis ve sonugta
goriinmez hale gelmistir (Sekil 3.1.8.1).

V79 379A hiicreleri, Sekil 3.1.8.2°de a ve b’de negatif ve pozitif kontrol
grubunda, diizenli demetler halinde aktin polimerlerine sahiptir. Pimpinella
anisum ile muamele edilen hiicrelerde, dozun artmasiyla, bulutsu goriinlimdeki
monomer aktin oraninda artma gozlenmistir (Sekil 3.1.8.2).

Sekil 3.1.8.3’deki CHO hiicrelerinde, negatif ve pozitif kontrol grubundaki
hiicrelerin aktin hiicre iskeleti incelendiginde, birbirine paralel ince stres fiberleri
goriilmektedir. Pimpinella anisum ile muamele edilen hiicrelerde, doz arttikca,
hiicrelerdeki aktin hiicre iskeletinde bazi degismeler gézlenmistir. Bu degisimler,

aktin hiicre iskeletinin bozuldugu yoniinde olmustur (Sekil 3.1.8.3).
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Sekil 3.1.1.1. Timol uygulanan A549 cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC)- propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
50 uM Timol uygulanan grup. d) 100 pM Timol uygulanan grup. €) 200uM Timol uygulanan grup.
f) 400 uM Timol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.1.2. Timol uygulanan V79 379A hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
50 uM Timol uygulanan grup. d) 100 pM Timol uygulanan grup. €) 200uM Timol uygulanan grup.
f) 400 uM Timol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.1.3. Timol uygulanan CHO hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide boyama ile
immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. ¢) 50 pM
Timol uygulanan grup. d) 100 uM Timol uygulanan grup. €) 200uM Timoluygulanan grup. f) 400
uM Timol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.2.1. Karvakrol uygulanan A549 cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c¢) 100 uM Karvakrol uygulanan grup. d) 200 uM Karvakrol uygulanan grup. e¢) 400uM
Karvakrol uygulanan grup. f) 800 uM Karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.2.2. Karvakrol uygulanan V79 379A hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)

100 pM Karvakrol uygulanan grup. d) 200 uM Karvakrol uygulanan grup. e) 400uM Karvakrol
uygulanan grup. f) 800 uM Karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.2.3. Karvakrol uygulanan CHO hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)

100 pM Karvakrol uygulanan grup. d) 200 uM Karvakrol uygulanan grup. e) 400uM Karvakrol
uygulanan grup. f) 800 uM Karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.3.1. L-mentol uygulanan A549 cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. ¢) 125 pM  L-mentol uygulanan grup. d) 250 pM L-mentol uygulanan grup. ¢) 500 uM L-
mentol uygulanan grup. f) 1000 uM L-mentol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.3.2. L-mentol uygulanan V79 379A hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
125 uM L-mentol uygulanan grup. d) 250 uM L-mentol uygulanan grup. e) 500 pM L-mentol
uygulanan grup. f) 1000 pM  L-mentol uygulanan grup. Olgii birimi 125 pM
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Sekil 3.1.3.3. L-mentol uygulanan CHO hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide boyama
ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. ¢) 125 uM
L-mentol uygulanan grup. d) 250 uM L-mentol uygulanan grup. ¢) 500 pM L-mentol uygulanan
grup. f) 1000 uM L-mentol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.4.1. 1,8 Sineol uygulanan A549 cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c¢) 5000 pM 1,8 Sineol uygulanan grup. d) 10000 uM 1,8 Sineol uygulanan grup. e¢) 20000
uM 1,8 Sineol uygulanan grup. f) 30000 uM 1,8 Sineol uygulanan grup. Olgii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.4.2. 1,8 Sineol uygulanan V79 379A hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
5000 uM 1,8 Sineol uygulanan grup. d) 10000 uM 1,8 Sineol uygulanan grup. ¢) 20000 uM 1,8
Sineol uygulanan grup. f) 30000 uM 1,8 Sineol uygulanan grup. Olgii birimi 125 pM
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Sekil 3.1.4.3. 1,8 Sineol uygulanan CHO hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
5000 puM 1,8 Sineol uygulanan grup. d) 10000 pM 1,8 Sineol uygulanan grup. e¢) 20000 uM 1,8
Sineol uygulanan grup. ) 30000 uM 1,8 Sineol uygulanan grup. Ol¢ii birimi 125 uM
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Sekil 3.1.5.1. Salvia fruticosa uygulanan A549 cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. ¢) 12,5 pM Salvia fruticosa (adagay1) uygulanan grup. d) 25 uM Salvia fruticosa uygulanan
grup. €) 50 uM Salvia fiuticosa uygulanan grup. f) 100 uM Salvia fiuticosa uygulanan grup. Olgii
birimi 125 yM
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Sekil 3.1.5.2. Salvia fruticosa uygulanan V79 379A hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. ¢) 12,5 pM Salvia fruticosa (adagay1) uygulanan grup. d) 25 pM Salvia fruticosa uygulanan
grup. €) 50 uM Salvia fiuticosa uygulanan grup. f) 100 uM Salvia fiuticosa uygulanan grup. Olgii
birimi 125 uM
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Sekil 3.1.5.3. Salvia fruticosa uygulanan CHO hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
12,5 uM Salvia fruticosa (adacay1) uygulanan grup. d) 25 uM Salvia fruticosa uygulanan grup. e)
50 uM Salvia fruticosa uygulanan grup. f) 100 uM Salvia fiuticosa uygulanan grup. Olgii birimi
125 uM
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Sekil 3.1.6.1. Laurus nobilis uygulanan A549 cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. ¢) 12,5 uM Laurus nobilis (defne) uygulanan grup. d) 25 uM Laurus nobilis uygulanan
grup. €) 50 uM Laurus nobilis uygulanan grup. f) 100 uM Laurus nobilis uygulanan grup. Olgii
birimi 125 pM
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Sekil 3.1.6.2. Laurus nobilis uygulanan V79 379A hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. ¢) 12,5 uM Laurus nobilis (defne) uygulanan grup. d) 25 uM Laurus nobilis uygulanan
grup. ) 50 uM Laurus nobilis uygulanan grup. f) 100 uM Laurus nobilis uygulanan grup. Olgii
birimi 125 yM
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Sekil 3.1.6.3. Laurus nobilis uygulanan CHO hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
12,5 uM Laurus nobilis (defne) uygulanan grup. d) 25 uM Laurus nobilis uygulanan grup. e) 50
uM Laurus nobilis uygulanan grup. f) 100 uM Laurus nobilis uygulanan grup. Olgii birimi 125
M
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Sekil 3.1.7.1. Origanum onites uygulanan A549 cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) -
propidium iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif
kontrol grubu. c) 12,5 uM Origanum onites (kekik) uygulanan grup. d) 25 uM Origanum onites
uygulanan grup. e) 50 puM Origanum onites uygulanan grup. f) 100 uM Origanum onites
uygulanan grup. Ol¢ii birimi 125 pM
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Sekil 3.1.7.2. Origanum onites uygulanan V79 379A hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. ¢) 12,5 uM Origanum onites (kekik) uygulanan grup. d) 25 pM Origanum onites uygulanan
grup. ¢) 50 uM Origanum onites uygulanan grup. f) 100 uM Origanum onites uygulanan grup.
Olgii birimi 125 pM
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Sekil 3.1.7.3. Origanum onites uygulanan CHO hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. ¢)
12,5 uM Origanum onites (kekik) uygulanan grup. d) 25 uM Origanum onites uygulanan grup. )
50 pM Origanum onites uygulanan grup. f) 100 pM Origanum onites uygulanan grup. Olgii birimi
125 uM
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Sekil 3.1.8.1. Pimpinella anisum uygulanan A549 cell line hiicrelerinin phalloidin (FITC) -
propidium iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif
kontrol grubu. ¢) 12,5 uM Pimpinella anisum (anason) uygulanan grup. d) 25 pM Pimpinella
anisum uygulanan grup. e) 50 uM Pimpinella anisum uygulanan grup. f) 100 uM Pimpinella
anisum uygulanan grup. Olgii birimi 125 pM
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Sekil 3.1.8.2. Pimpinella anisum uygulanan V79 379A hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. ¢) 12,5 uM Pimpinella anisum (anason) uygulanan grup. d) 25 uM Pimpinella anisum
uygulanan grup. e€) 50 uM Pimpinella anisum uygulanan grup. f) 100 pM Pimpinella anisum
uygulanan grup. Olgii birimi 125 pM
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Sekil 3.1.8.3. Pimpinella anisum uygulanan CHO hiicrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. ¢) 12,5 uM Pimpinella anisum (anason) uygulanan grup. d) 25 uM Pimpinella anisum
uygulanan grup. €) 50 uM Pimpinella anisum uygulanan grup. f) 100 pM Pimpinella anisum
uygulanan grup. Olgii birimi 125 pM
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TARTISMA VE SONUC

Hiicre kiiltiirleri biyolojik ve diagnostik, hiicre farklilasma olaylarinin
incelenmesi, onkojen maddelerin analizi, gen bankasi caligmalar1 ve hiicre
hareketlerinin incelenmesinde biiylikk 6nem tagimaktadir (Zeytinoglu ve ark.
1993).

Hiicre iskeleti, dinamik ve duyarl bir sistemdir. Madde ile indiiklendikten
sonra hiicrede meydana gelen degisikliklerin incelenmesinde degerli bir
morfolojik parametre olarak gosterilmektedir (Kohler ve ark. 1994).

Hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi esnasinda ve hiicrenin tamaminda
baz1 kabarciklar meydana gelmektedir. Hiicre digsindaki bu kabarciklanmaya
mikrotiibiillerin dagilis1 (Uzdensky ve ark. 2004, Berg ve ark. 1990, Villanueva ve
ark. 1996) ve aktin filamentlerinin yeniden diizenlenmesi eslik etmektedir
(Uzdensky ve ark. 2004, Huot ve ark. 1998).

Aktin polimerizasyonu hiicre siklusunun Gl ve G2/M fazlarinda
olmaktadir ( Lu ve ark. 2004, Rao ve ark. 1990). Aktin polimerizasyonunda F/G
aktin oranlar1 (F-aktindeki artis veya G-aktindeki azalig) hiicresel farklilagmaya
isarettir ( Lu ve ark. 2004, Han ve ark. 2002).

Aktin 42-kDa agirhiginda bir proteindir, polimerize olarak aktin
filamentlerini meydana getirmektedir. Aktin hiicre iskeleti, hiicresel biitiinliigii ve
hiicre seklinin saglanmasinda ¢ok énemlidir (Banan ve ark. 2000).

Bircok antikanser ilacin etkisi hiicre morfolojisi ve hiicre iskeleti lizerinde
arastirma yapilarak incelenmektedir (Vilpo ve ark. 2000, Bursch ve ark. 2000).

Patolojik durumlarda, dogru olmayan hiicre gogleri, tiimdr akinina ve
metastaza neden olmakta, bu olay da kansere yol ag¢maktadir. Biitiin bu
olusumlarla birlikte; primer tiimorler, hiicrelerden ayrilarak, dokular1 gegmekte ve
kan yoluyla yeni organlari istila etmektedir. Metastazin meydana gelmesinde aktin
sistem Onemli bir yer tutmaktadir. Bu da kanserin ne kadar kompleks bir hastalik
oldugunu gostermektedir (Lambrechts ve ark. 2004).

Son yillarda dogal tiriinlerin giivenligi ve toksisitesi iizerine bir¢ok calisma
yapilmaktadir.

Monoterpenler; meyveleri, sebzeleri, baharatlar1 ve otlar1 igeren bir¢ok

bitkiden ekstrakte edilen esansiyel yaglarda bulunan bilesiklerdir.
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Monoterpenler, izopren hidrokarbiirii  (2-metil-1,3-butadin)  esas
almaktadirlar ve orijinlerinde iki veya daha fazla izopren molekiilleri
bulunmaktadir. Ayni1 zamanda esansiyel yaglarin komponentleri olan
monoterpenler, giizel kokulu kozmetiklerde, gida renklendiricilerinde, ev
iirinlerinin  kokularinda, baz1 eski ilaglarin aktif bilesiklerinde, parfiim
kimyasallarinin sentezinde aract madde olarak kullamlmaktadir. Izole edilen
monoterpenlerin farmasotik ve farmakolojik alanlardaki kullanimina ilgi son
yillarda giderek artmaktadir (Sanchez ve ark. 2004, Gomes-Carneiro ve ark.
1998).

Esansiyel yaglarin bilesikleri, sitoplazmik membranda gomiilii bulunan
hiicre proteinleri tizerinde etkili goriilmektedir.

Esansiyel yaglar ve monoterpenler lipofilik bilesiklerdir, kolaylikla hiicre
membranlarindan gegerler ve bu nedenle deri ve akciger tarafindan absorbe
edilmektedirler (Miihlbauer ve ark. 2003).

Oregano ve thyme bitkisinin Oonemli bir komponenti olan karvakrol,
arastirmalarda biiyiik 6nem tagimaktadir. Yapisal olarak karvakrole ¢ok benzeyen
timol, tasidig1 hidroksil gruptaki fenol halkasinin konumu nedeniyle karvakrolden
ayrilmaktadir. Biitlin bu 0zellikler, maddelerin hiicre zarindan ge¢mesini
saglamaktadir (Burt 2004, Lambert ve ark. 2001).

He ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada karvakroliin, B16
melanoma hiicrelerinin sayisinda bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir (He ve
ark. 1997).

Esansiyel yaglardan Salvia fruticosa (adacayi) kemik absobsiyonunu
engellemektedir (Miihlbauer 2003).

AS549 hiicreleri normal tek tabakali bir kiiltiirde epitel kokenli olmasi ile
benzesen poligonal bir sekle ve yaprak benzeri bir modele sahiptir (Umino ve ark.
2000). Phalloidin ile boyanan A549 hiicrelerinde bu 6zellik gdzlenmistir.

Aktin  dinamiklerinin = ¢alisilmasi i¢in  farklt floresan teknikler
gelistirilmistir. In vitro ve in vivo ortamlarda aktin iskeletinde meydana gelen
degisikliklerin canli izlenmesi i¢in floresan spektrofotometresi ve mikroskopisi
kullanilmaktadir. Bu islem, aktin molekiillerine kovalent olarak baglanan prenil ve
rhodamine gibi floresan gruplar ile ya da yesil floresan proteini ile aktin

filamentinin birlesmesi ile yapilmaktadir. Bu peptidler filament aktine baglanirlar,
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G-aktine baglanmazlar. Bu tiirevler, F-aktinin teshisinde kullanilmaktadirlar
(Katanaev ve Wymann 1998).

Phalloidin, Amonita phalloides isimli zehirli bir mantar tiiriinden elde
edilen 6nemli bir komponenttir (Lengsfeld ve ark. 1974). Hiicre iskeletindeki
zararlar1 gorebilmek amaciyla FITC (floresan izosiyonat)- Phalloidin boyamasi
yapilarak F-aktin iskeletine bakilmaktadir (Gunaratnam ve Grant 2004, Wulf ve
ark. 1979).

Yaptigimiz deneylerde A549, V79 379A ve CHO hiicreleri kullanilmis ve
bu hiicrelere monoterpenlerden ve esansiyel yaglardan timol, karvakrol, L-mentol,
sineol, Salvia fruticosa, Laurus nobilis, Origanum onites, Pimpinella anisum gibi
test maddeleri degisik dozlarda uygulanmistir. Biitiin eklenen test maddelerinin
uygulandigr hiicreler phalloidin (FITC)- propidium iodide ile boyanarak,
hiicrelerin aktin iskeleti incelenmis ve dozlar arttikca aktin filamentlerinde

bozulmalar oldugu goriilmiistiir.
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