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ÖZET

Yüksek Lisans Tezi

MEMELİ HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE BAZI BİTKİ EKSTRELERİNİN AKTİN
HÜCRE İSKELETİ ÜZERİNE OLAN ETKİLERİNİN İN VİTRO ARAŞTIRILMASI

NİLAY ÇEVİK

Anadolu Üniversitesi
Fen Bilimleri Enstitüsü
Biyoloji Anabilim Dalı

Danışman: Yard. Doç. Dr. A. Tansu Koparal

                                                         2006, 83 sayfa

Bu tezde  A549,  V79 379A ve  CHO hücreleri  üzerine  değişik  dozlarda  bitki

ekstreleri  (monoterpenler,  esansiyel  yağlar)  uygulanmıştır.  Kullanılan

monoterpenler; timol, karvakrol, L-mentol ve 1, 8 sineol; kullanılan esansiyel yağlar

ise;  Salvia fruticosa   (adaçayı),  Laurus nobilis (defne),  Origanum onites (kekik) ve

Pimpinella anisum  (anason) dur. Hücre iskeletinin elemanı olan aktin filamentleri,

hücrenin  bölünme  ve  gelişmesinde,  hareketinde,  hücre  şeklinin  gelişme  ve

korunmasında  rol  oynamaktadır.  Bu  A549,  V79 379A ve  CHO hücrelerinde  bazı

monoterpen ve esansiyel yağların aktin filamentleri üzerine olan etkileri incelenirken,

Phalloidin(FITC) kullanılmıştır.  Bu test  maddelerinde doz artışına bağlı  olarak F-

aktin filametlerinde bozulmalar ve hücre morfolojisinde değişiklikler saptanmıştır. 

     Anahtar Kelimeler: Esansiyel Yağlar, F-Aktin, Hücre İskeleti, Monoterpenler,       

                                       Phalloidin ( FITC )



ABSTRACT

Master of Science Thesis

IN VITRO RESEARCH OF SOME PLANT EXTRACT’S EFFECT ON ACTIN
CYTOSKELETON IN MAMMALIAN CELL CULTURES

NİLAY ÇEVİK

Anadolu University
Graduate School of Sciences

Biology Program

Supervisor: Assist. Prof. Dr. A. Tansu Koparal

                                                         2006, 83 pages

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 (laurel), 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

filaments in A549, V79 379A and CHO cells were studied. In these studies we used

Phalloidin   (FITC). Increasing of  these test doses are caused some changes of cell

morphology and F-Actin filaments.

     Keywords: Essential Oils, F-Actin, Cell Cytoskeleton, Monoterpenes, Phalloidin      

                         (FITC).
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1. GİRİŞ

Hücre ve  doku kültürü günümüzde yaşam bilimlerinde kullanılan temel

yöntemlerden biri haline gelmiştir. 

Hücre ve doku kültürü bazı önemli alanlarda temel role sahip olmuştur. Bu

alanlar; model sistemler, toksisite testleri, kanser araştırmaları, viroloji,  genetik,

genetik mühendisliği, gen terapileri, ilaç geliştirilmesi gibi alanlardır. 

Hücre  kültürleri,  çalışmalarda,  güzel  model  sistemleri  sağlamaktadır.

Örneğin;  temel  hücre  biyolojisi  ve  biyokimya,  hücreler  arası  etkileşimler,

hücrelere ilaçların etkisi, yaşlanmanın başlaması ve gıda çalışmalarında etkili bir

model oluşturmaktadır. 

Hücre kültürü tek başına veya hayvan testlerinde yeni ilaçların etkisinin

araştırılmasında ve kozmetikte kullanılmaktadır.

Kanser  araştırmalarında,  normal  hücreler  ve  kanser  hücreleri  kültürde

yetiştirilmekte ve aralarındaki farklar üzerinde çalışmalar yapılabilmektedir. 

Virolojide; aşıların üretiminde, hücre kültürü kullanılarak, virüsler replike

edilmektedir.

Genetikte;  hamile  bayanlardaki  fetal  hücre  kültürleriyle  rahatsızlıklar

teşhis edilebilmektedir. 

Gen  terapisinde,  hastalarda  fonksiyonel  gen  çıkarılarak  veya  zarar

verilerek, tekrar yerleşmesi engellenmektedir. Hücre kültürü kullanılarak, hücreler

yetiştirilmekte ve tekrar hastaya yerleştirilmektedir.

Günümüzde  kanser  araştırmalarında  hücre  kültürü  önemli  bir  yer

tutmaktadır.  Hücre  kültürü  kullanılarak,  kanserli  ve  normal  hücrelerde  bazı

maddeler  denenerek,  kanserde  bir  umut  ışığı  aranmaktadır.  Günümüzde  sıkça

kullanılan monoterpenler ve esansiyel yağlar da kanserde yeni bir umut olabilir.

Kanser yüzünden günümüzde birçok insan ölmekte ve her geçen gün de kanserli

hastalara  bir  yenisi  eklenmektedir.  Erken  teşhis  kanserin  tedavisinde  oldukça

önemli olmaktadır. Kanser hücrelerinin metastaz olayının engellenmesi, hücrenin

çoğalma  ve  gelişmesinde  görevli  aktin  filamentleri  ile  yapılmaktadır.  Aktin

filamentleri, hücre iskeletinin önemli elemanlarından biridir.
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1.1. Doku Kültürü

Biyolojik  araştırmalarda  canlılar  ya bir  bütün olarak ya da organ,  doku

veya hücre gibi yapıları alınarak in vitro şartlarda incelenmektedirler.

İnsanların ve hayvanların biyolojik farklılıkları sebebiyle deneylerden elde

edilen sonuçlar kesin değildir. Bu tip çalışmalar için en uygun yöntem " doku veya

hücre  kültürü"  dür  (Ozban  1988).  Doku  veya  hücre  kültüründe  birçok  canlı

organizmalardan alınan doku veya hücreler laboratuvarda çoğaltılarak deneylerde

kullanılmaktadır.

1950’li  yıllara kadar  yapılan çalışmalarda,  canlı  organizmalardan  alınan

doku  parçaları  kullanılmış,  fakat  hücrelerin  doku  içindeki  hareketi

engellendiğinden üremeleri sınırlı olmuştur. Organizma bedeninden canlı olarak

alınan doku parçalarından ayrılan hücrelerin incelenmesi amacıyla doku kültürü

ilk  olarak  yirminci  yüzyılın  başlarında  Harrison  (1907)  ve  Carel  (1912)  adlı

araştırmacılar tarafından geliştirilmiştir (Kiremitçi 1993). 

Doku kültürü;  canlıdan izole  edilen  doku parçalarının  yapay hazırlanan

uygun  besiyerlerinde  ve  in  vitro şartlarda  çoğaltılması  esasına  dayanmaktadır

(Hızal ve Bilsel 1994).

Doku kültürü 3’ e ayrılmaktadır (Freshney 1994):

1.   Primer  Kültür  (  öncül  kültür):  Bir  organizmadan  cerrahi  yöntemlerle

ayrılmış  olan  organ,  doku  ve  hücreler  uygun  bir  kültür  ortamına

konulduklarında, burada yüzeye bağlanmakta ve bölünerek çoğalmaktadırlar.

Bu  ‘primer  kültür’  olarak  adlandırılmaktadır.  Bu  hücreler  canlı  doku

parçalarından gelen ve kültür kabının yüzeyine yapışan ilk hücrelerdir (Jakoby

ve Paston 1979).

2.   Sekonder  Kültür  (ikincil  kültür):  Öncül  kültür  sonucu  elde  edilen

hücrelerin  enzimatik  yollarla  başka  bir  ortama  aktarılması  ile  elde  edilen

hücrelerin oluşturduğu kültürdür ( Ozban 1988).

3. Sürekli  Kültür  Hücresi:  İn  vitro  şartlarda  sürekli  büyüyen  kültür  hücre

tipidir. Bu hücre tiplerine en iyi örnek; He La (insan serviks kanser hücresi)

gösterilmektedir.  Bu  hücreler  pek  çok  nesil  boyunca  çoğaltılırlarsa,

periyodik olarak replikasyon fazına girmekte ve genetik olarak değişikliğe 
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uğrayarak geldikleri  dokunun  özelliklerini  kaybetmekte  ve  kromozom

sayıları değişmektedir (Gürtürk 1977, Berns 1983). 

1.2. Hücre İskeleti

            Ökaryotik hücrelerin çeşitli şekilleri ve hareketleri sitoplazmanın başından

sonuna kadar uzanan kompleks protein filament ağıyla gerçekleşmektedir. Bu ağa

hücre iskeleti denilmektedir (Alberts ve ark. 1994). Bazı yüksek organizmalar ve

ökaryotik hücreler, bir  çekirdek (bazı  istisnai  durumlar hariç)  ve hücre iskeleti

içermektedirler (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). Hücre iskeleti zincirler halinde dizilmiş protein moleküllerinden

oluşmaktadır  (Balkwil  ve  Ralıp  2001).  Hücre  iskeleti;  hücrelerin  hareketini,

şeklini ve subsellüler organellerin hücre içi dağılımını organize eden bir protein

filamenti  demetidir  (Turner  ve  ark.  2004,  Alberts  ve  ark.  1994,  Cooper  1997,

Lodish ve ark. 1999, Sheeler ve Bianchi 1980). Diğer bir deyişle; hücrede sillerin

ve kamçıların çarpması, kasın kasılması, hücrenin bulunduğu zemin üzerinde yer

değiştirmesi,  kromozomların  hareketi,  hücrenin  şekli  gibi  olaylar  sitoplazmada

bulunan kompleks  protein  telleri  aracılığı  ile  yapılmaktadır.  Bu tellere  topluca

hücre  iskeleti   denilmektedir  (Karol  ve  ark.  1995).  Kısacası;  hücre  iskeleti,

hücreye  şeklini  veren,  desteklik  veren  ve  hareket  sağlayan  yapıdır.  Hücrenin

yapısını  ve  şeklini  koruyan  tellerden  oluşmaktadır  (Gonzalez  ve  ark.  1998,

Maccioni ve Cambiazo 1995, Maccioni ve ark. 1995). Hücre iskeleti elementleri

hücresel  hareket,  fagositoz,  transport,  sitoplazmik  organellerin  lokalizasyonu,

hücre  bölünmesi  boyunca  mitotik  iğlerin  formasyonu  gibi  birçok  hücresel

fonksiyonlar katılmaktadır (Grzanka 2001, Alberts ve ark. 1989).

 Hücre iskeleti, hücresel fonksiyonları olan bir makine gibidir ve esasen

yapısal role sahip aktin filamentleri tarafından kullanılır (Calcabrini ve ark. 2004).

Aktin,  hücre  iskeletinin  önemli  komponentlerinden  biridir  (Grzanka  2001,

Abercrombie 1980). Hücre iskeletindeki değişimler ise farklı faktörler tarafından
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(oksijen  türü  reaktifler  gibi)  ilerletilir  (Calcabrini  ve  ark.  2004,  Mentura  ve

Pelicci 2002).

             Aslında hücre iskeleti terimi yanlıştır. Hücre iskeleti transparan olduğu

için  hem ışık  hem  de  elektron  mikroskobu  preparatlarında  görülememektedir.

Önemli bir hücre komponentidir.

  Hücre  iskeleti  çevresinde,  hücre  iskeletindeki  glikoliz  sonucu  ATP

mevcut olduğu kanıtlanmıştır (Penso ve Beitner 2002, Beirner 1993). Bu ATP’

nin varlığı  bize  plazma  membranı  üzerinde  membran  içi  olaylar  olduğunu

göstermiştir (Penso ve Beitner 2002, Geiger 1983).

              Hücre iskeletinin 3 tip filamentten oluştuğu bulunmuştur:  mikrotübüller,

mikrofilamentler,  ara  (intermedyer)  filamentler  (Şekil  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  mikrotübüller  hücresel

hareketlerle  birleşerek,  hücresel  yapıyı  korumaktadırlar.  Bazı  kimyasallar,

oksidatif  baskı,  radyasyon  ve  virüsler  hücre  iskeletinde  zararlara  sebep

olmaktadırlar  (Gunaratnam  ve  Grant  2004,  Molitoris  1997,  Corcoran  ve  ark.

1994, Hinshaw ve ark. 1986).

                                

 Şekil 1.1. Hücre iskeleti filamentleri
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Her tip filament farklı protein ünitelerinden oluşmaktadır. Aktin ile aktin

filamentleri, tübülin ile mikrotübüller ve vimentin veya lamin ile ara filamantler

oluşmaktadır.  Aktin  ve  tübülin  ökaryotların  gelişimini  başından  sonuna  kadar

muhafaza etmektedirler (Alberts ve ark. 1994).

    

             

1.2.1. Mikrotübüller

 Mikrotübüller,  sitoplazmadaki  boru  şeklindeki  yapılardır  (Kiziroğlu

1998). Mikrotübüller  düz  yapıdadırlar  ve  dallanma  göstermemektedirler.

Kalınlıkları ise 20-25 nm arasında değişmektedir (Alberts ve ark. 1994, Cooper

1997,  Lodish ve  ark.  1999).  Mikrotübüller,  kamçılama hareketi  ile  veya sıvıyı

hücre yüzeyi boyunca iterek hücreyi hareket ettiren ve birçok ökaryotik hücrenin

yüzeyinde bulunan tüye benzer siller ve kamçıların, ve hücre iskeletinin önemli

bileşenidir (Turner ve ark. 2004).   Uzun silindirler şeklinde olan mikrotübüllerin

çapı 240 A0  ‘dur. Enine kesitleri yuvarlak olup, ortası boş olarak görülmektedir.

Mikrotübüllerin duvarında paralel olarak uzanan protofilamentler yer almaktadır.

Çoğunlukla  paralel  demetler  halinde  bir  araya gelmektedirler.  Yan  yana  gelen

mikrotübüller  arasında  enine  köprüler  oluşmaktadır  ve  demetlere  sağlamlık

kazandırmaktadırlar (Fawcett 1981, Hood ve ark. 1975). Mikrotübüller, çekirdek

çevresinde  yoğun  olmaktadır  ve  serbest  uçları  plazma  zarına  doğru  ışınsal

uzanmaktadır  (Karol  ve  ark.  1995).  Mikrotübüller  intraselüler  hareketlerle

birleşerek, organizasyon merkezi oluşturmaktadırlar (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).

            Mikrotübüller;  α  ve  β  tübülin  denilen  protein  alt  birimlerinden

oluşmaktadırlar  (Hauser  ve  Eys  1976).  25  nm  çapındaki  α  ve  β  tübülin

monomerleri  silindirik  yapılardır.  Bu,  α  ve  β  tübülin  monomerleri  birleşerek

protofilamentleri  oluşturmaktadırlar  (Alberts  ve  ark.  1994).  α  ve  β  tübülin

monomerleri  baş-kuyruk   olarak  alt  alta  dizilerek,  protofilamentleri

oluşturmaktadırlar.  13  protofilament,  sarmal  şeklinde,  tübülinlerin  bağlanması

sonucu mikrotübülleri oluşturmaktadırlar (Hood ve ark. 1975). Mikrotübüllerdeki 
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ortak hücre fonksiyonları  α ve β tübülin izoformları üzerinde bazı biyokimyasal

değişikliklere  neden  olmaktadır  (Gonzalez  ve  ark.  1998,  Cross  ve  ark.  1993,

Chapin ve  Bulinski  1992,  Mandelkow ve  Mandelkow 1994,  Maccioni  ve  ark.

1998).  α  ve  β  tübülin  alt  birimlerinden  oluşan  çözeltiye,  mikrotübül  parçaları

eklenirse,  bunların polimerizasyonu hızlanmaktadır.  Önce tübülin spiralleri  gibi

ara yapılar oluşmaktadır. Tübülin, ya doğrudan spirale eklenmektedir veya tabaka

katlanarak mikrotübülleri meydana getirmektedir (Watson 1976, Wolfe 1981).

            Hücrede mikrotübüller, hareketi gerçekleştiren yerlerde bulunduğu halde

kendisi sabittir; ama oralarda hareket olmaktadır ve bu haliyle sabit borular bir

nevi hücre iskeletini oluşturmaktadır. Böylece hücrenin şekil kazanmasına yardım

etmektedir (Kiziroğlu 1998, Libbert 1979). 

       Mikrotübüller  çekirdek  bölünmesinde  önemli  rol  üstlenmektedir.

Kromatinleri  hücre  kutuplarına  taşımaktadır.  Bunlar  asbest  iplikçiklerinin  en

önemli  kısmını  oluşturmaktadırlar(Kiziroğlu  1998). Mikrotübüller  hücre

bölünmesi sırasında sayılarını arttırmaktadırlar.

         Mikrotübüller,  sitoplazmadaki  tübülin  ünitelerinden  çok  çabuk

yapılabilmekte ve  aynı çabuklukta yıkılabilmektedirler.  Mikrotübüller,  özellikle

elektron mikroskobunda mitoz ve mayoz sırasında görülebilmektedirler. Tübülin,

aktinden sonra ökayotlarda en sık rastlanan ikinci proteindir ve globüler proteindir

(Hoffee 1998, Klug 1999). 

            Mikrotübüller,  hücre şekillenmesi  (örneğin;  sinir  hücresi  akson ve

dendritlerinde) ve hücrelerde mekanik destek, molekül ve organel taşınması  ve

lokalizasyonunda,  pseudopod  hücre  hareketinde,  sil  ve  spermium  (kamçı

hareketi),  mitoz-mayoz  hücre  bölünmesi  sırasında  kromozomların  kutuplara

hareketinde işlevseldirler.  Mikrotübüllerde motor hareketler,  iki  asıl  protein  ile

sağlanmaktadır: Kinezin ve sitozolik dyneinler. Kinezinler, yüklerini (granül veya

organelleri), protofilamentlerin daha çabuk uzayan (+) ucuna doğru, dyneinler ise

daha  yavaş  uzayan  (-)  ucuna  doğru  göndermektedirler  (Alberts  ve  ark.  1994,

Cooper  1997,  Lodish  ve  ark.  1999,  Hoffee  1998,  Klug  1999).  Kolşisin  ise

tübülinlere  bağlanıp,  mikrotübül  polimerizasyonunu  engellemektedir.  Kolşisin

(mitoz  zehiri)  yalancı  bir  alkoloid  olup,  tübülin  dimerlerine  bağlanmaktadır.

Kolşisinin, tübülin için bir bağlanma noktası vardır. Böylece mikrotübül 
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polimerizasyonunu engelleyerek, zehir etkisi yapmaktadır (Kiziroğlu 1998, Bielka

1973, Paolillo 1970). Bitkilerden elde edilen kolşisin, metafazdaki bitki ve hayvan

hücrelerinin bölünmesini durdurmaktadır ve mikrotübüllerden oluşan iğ teşekkülü

yapılamamaktadır. Kolşisinin kromozom yoğunlaşmasında bir etkisi yoktur, ancak

oluşan  kromozomlar  iğ  teşekkül  edemediği  için  kutuplara  doğru  harekete

geçememektedirler (Karol ve ark. 1995).

             Vinblastin, Vinkristin (Karol ve ark. 1995) ve Podofillotoksin (Kiziroğlu

1998)  gibi  bitkisel  maddeler  mikrotübül  polimerizasyonunu engelleyerek hücre

bölünmesini önlemeleri sebebiyle kansere karşı kullanılmaktadırlar (Karol ve ark.

1995). 

1.2.2. Mikrofilamentler
               

          Kasılgan yapıları oluşturarak sitoplazmik harekete neden olmaktadırlar

(Turner ve ark. 2004). Hücrede iki tip mikrofilament bulunmaktadır. Bunlardan

biri  aktin,  diğeri  ise  miyozin  filamentidir.  Aktin,  küresel  bir  proteindir  ve  kas

hücrelerinin  temel  proteinidir.  Bütün  ökaryot  hücrelerde  aktin  bulunmaktadır.

Birçok  hücrede  de  aktin,  en  çok  kullanılan  sitoplazma  proteini  olup,

mikrofilamentler şeklinde bulunmaktadır(Karol ve ark. 1995). Hücre korteksinde

önemli bir protein olan aktin, içteki plazma membranına çabuk bir şekilde lokalize

olan  ve  hücre  iskeletinin  önemli  yapısal  komponentidir.  Sitoplazmik  matriksin

yapısında ve hücresel bütünlüğü sağlamada çok önemli rol oynamaktadır (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).

            Hücre  iskeletinin  protein  polimerleri  olan  mikrotübüller  ve  aktin

filamentleri,  hücrenin  bölünme  ve  gelişmesinde,  hareketinde,  hücre  şeklinin

gelişme ve korunmasında rol oynamaktadırlar (Jordan ve Wilson 1998, Lodish ve

ark.  1995).  Ne  mikrotübüller  ne  de  aktin  filamentleri  basit  denge  polimerleri

değildir; tam tersine bunlar, nükleozit  trifosfatın hidrolizi  ile sağlanan enerjinin

kullanıldığı  kompleks  polimerizasyon  dinamiği  göstermektedirler.  Bu

reaksiyonların  dengesiz  dinamiği,  iki  iskelet  proteininin  hücresel  fonksiyonları
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için büyük önem taşımaktadır (Çizelge 1.1) (Jordan and Wilson 1998, Mitchison

and Kirschner 1984).

               

  Çizelge 1.1. Mikrofilamentlerin ve Mikrotübüllerin Özelliklerinin Karşılaştırılması (Sheeler ve

Bianchi 1980)

             

             Miyozin filamenti kas hücrelerinde aktin ile sıkı bir birlik içindedir.

Ayrıca  kas  hücreleri  dışındaki  hücrelerde  de  (epitelyum,  sinir  v.s.)  miyozin

bulunmaktadır.

             Çeşitli mikrofilamentlerin  farklı aktine bağlanma proteinleri vardır. Özel

yapılar  oluşması  veya  özel  hücre  fonksiyonlarının  yapılması  böylece  mümkün

olmaktadır (Karol ve ark. 1995).

             Plazma bölünmesi, kas hareketinde etkili aktin ve miyozin filamentlerinin

etkisi ile olmaktadır (Kiziroğlu 1998).

  1.2.2.1. aktin filamenti

             Aktin, hücre iskeletinde çok önemli ve yaygın bir komponenttir. Aktin,

hücre  hareketi  ve  hücre  bölünmesi  (Fujiwara  ve  ark.  2004,  Pollard  ve  Borisy

2003) gibi çeşitli hücresel fonksiyonları düzenleyen, hücre iskeletinin protein 
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polimerleridir  (Fujiwara  ve  ark.  2004).  Bütün  ökaryotik  hücreler  aktin

içermektedirler.  Hücre  iskeleti  proteinleri  ökaryotik  hücrelerde  oldukça  bol

bulunmaktadırlar.  Toplam  hücre  proteinlerini  %5  veya  daha  fazlasını

içermektedirler.  İn  vitro çalışmalarda  çoğunlukla,  omurgalı  kas  hücrelerindeki

aktin kullanılmaktadır. Eğer kaslar, çok sulu tuz solüsyonuyla muamele edilirse,

aktin filamentleri  aktin ünitelerine ayrılmaktadırlar.  Bazı küçük ökaryotlar, bira

mayası  gibi,  sadece  bir  tane  aktin  genine  sahiptirler  ve  basit  bir  protein

şifrelemektedirler.  Bununla  birlikte,  bütün  yüksek  ökaryotlar,  aktin  gen

toplulukları ile çeşitli izoformlarda protein şifrelemektedirler. Memeli dokularında

en  az  6  tip  aktin  görülmektedir  ve  bunlar  izoelektrik  noktalarından

bağlanmaktadırlar (Alberts ve ark. 1994).

 Önemli  hücre  iskeleti  proteini  olan  aktin,  hücredeki  çeşitli  hücresel

işlemlerde  önemli  bir  rol  oynamaktadır  (Liu  ve  ark.  2004,  Kuroda  1990,

Williamson  1993,  Staiger  ve  ark.  1994).  Aktin,  in  vivo çalışmalarda  hücre

fonksiyonlarının düzenlenmesinden sorumlu olmaktadır (Visegrady ve ark. 2005,

Pollard ve ark. 2000, Pollard ve Borisy 2003). Son yıllarda yapılan çalışmalarda

aktin  ve  aktine  bağlı  ligandlar  arasındaki  kompleks  etkileşimler  anlaşılmaya

çalışılmıştır.  Bazı  temel  model  uygulamalarında,  aktine  bağlı  ilaçların,  aktin

filamentleri  içindeki  moleküler  mekanizmaya  etkileri  olduğu  kanıtlanmıştır

(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, hücre

fonksiyonlarını  düzenlemeye  yardım  etmektedir.  Bununla  beraber,  membranın

yapısında  düzenleyici  rol  oynamaktadır  (Lader  ve  ark.  1999).  Son  yapılan

araştırmalara göre aktin filamentleri, hücre iskeletinde karmaşık ağ şeklinde olup,

hücresel yapılar arasındaki etkileşimlerde yapısal görev yapmaktadır ve bu aktin

filamentleri  birçok  iyon  kanalı  kurmakta,  membranda  da  taşıyıcı  görevi

yapmaktadır (Li ve ark. 2004).

 Aktin filamentleri, yapısal destek görevinin yanısıra hücre hareketini de

sağlamaktadır (Li ve ark. 2004, Stossel 1993). Bununla beraber son zamanlarda

edinilen kanıtlar, temel aktin iskeletinin farklı hücre tiplerinde plazma 
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membranlarındaki  iyon  kanalları  aktivitesi  ile  ilgili  olduğunu  göstermiştir.

Örneğin; aktin filamentleri insandaki ağız kas hücreleri (Li ve ark. 2004, Strege ve

ark. 2003) içindeki sodyum kanallarını düzenlemektedirler. Ayrıca bağımsız voltaj

kanallarını  da  düzenlemektedirler.  Örneğin;  aktin  filamentlerinin  nöron

hücrelerindeki bağımsız sodyum voltaj kanallarıyla ilişkileri olmaktadır (Li ve ark.

2004).

             Aktin, protein monomerlerinden oluşan ve çapı 8 nm kadar olan ince

filament  yapılardır  (Alberts  ve  ark.  1994).  Plazma  zarının  hemen  altında

bulunmaktadırlar  ve mekanik  gerilmelere direnç oluşturmaktadırlar.  Sitoplazma

bölünmesinde  kasılma  halkası  oluşumunu  sağlamaktadırlar.  Sitoplazmik  akışta

(lökosit ve amiplerde), miyozinle etkileşerek çizgili kas kasılmasında işlevseldir.

Aktin, çeşitli hücresel olaylarla ve kas kasılmalarıyla ilgili olmaktadır (Singer ve

Berg 1991). Bütün aktin filamentlerinin toplam uzunluğu, mikrotübüllerin toplam

uzunluğundan en az 30 kez daha büyüktür. Aktin filamentleri mikrotübüllerden

daha ince esnek ve kısadırlar (Alberts ve ark. 1994).

             Aktin filamentleri esasen transforme hücrelerde değişmektedir ve aktin

iskeletindeki  bu  değişimler  düzenleyici  proteinlerle  uyum  içinde  meydana

gelmektedir.  Bu  değişikliklerde,  anormal  olarak  büyüyen  tümör  hücreleri

bağlanmaktadır ve dokulara yapışarak metastazda artışa neden olmaktadırlar. 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  onların  düzenleyici  proteinlerinin

hedefte seçici  davranabileceklerini göstermiştir.  Örneğin; yapılan bir çalışmada,

ilk önce, transforme hücrelerle transforme olmayan hücreler karşılaştırılmıştır ve

polimerize  aktin  oranından  çözünür  aktin  oranına  doğru  bir  azalma  meydana

geldiği  anlaşılmıştır  (Stournaras  1996).  Bu  çalışmada,  tümör  hücrelerinin

Sitokalazin-B’ ye normal hücrelerden daha duyarlı oldukları bulunmuştur (Rao ve

ark.  1996). Çözünür  aktindeki  bu  artıştan  dolayı,  polimerize  aktin  miktarında

azalma olmuştur. Bu iki formdaki aktin hücrelerinin oranları değerlendirildiğinde

kanser riski olacağı kanıtlanmıştır (Rao ve ark. 1996). İlginç olan; aktinden ayrı

bir protein olan gelsolinin fonksiyonlarında artış olduğu ileri sürülmüştür (Asch ve

ark. 1996). 
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 Mikrotübüller gibi aktin filamentleri de polar bir yapıya sahiptirler. Bir

tane  artı  (+)  ve  bir  tane  eksi(-)  uç  bulunmaktadır.  Kompleks  formdaki  aktin

filamentleri  ‘ok  başı’  görünümündedirler.  Eksi  (-)  uç,  sivri  uç;  artı  (+)  uç  ise

dikenli  uç  olarak  tanımlanmaktadır.  Üç  boyutlu  yapıdaki  aktin  molekülü,  X-

ışınları  diferaksiyon  yöntemi  ile  çökmektedir  ve  bu  olay  da  tek  olarak

aminoasitlerin ortaya çıkmasına neden olmaktadır (Alberts ve ark. 1994).

             Aktin filamentleri, G-aktin denilen alt birimlerin polimerize olması ile

oluşmaktadır  (Karol  ve  ark.1995).  Aktin,  G-aktin  monomerleri  ve  F-aktin

filamentlerini  içeren,  hücre  iskeletindeki  yapısal  komponenttir  (Zhang  ve  ark.

2004). G-aktin denilen bu küçük küresel protein birimleri, sarmal yaparak ipliksi

protein olan F-aktini oluşturmaktadırlar (Karol ve ark. 1998). Yani F-aktin denen

aktin filamentleri G-aktin denen 375 aminoasitten oluşan (Alberts ve ark. 1994),

43000 molekül ağırlıklı küresel alt birim proteinlerinin polimerleridir (Zhang ve

ark. 2004, Pollard ve Cooper 1986, Colucci ve Bretscher 1989). Başka bir deyişle;

her ne kadar aktin molekülleri globüler proteinlerse de, iki heliks zincirinin sarmal

şeklinde  düzenlenmesiyle  meydana  gelmektedirler  ve  bunların  her  birine

protofilament denilmektedir. Yani; aktin monomerlerinin polimerizasyonu ile çift

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 uçlara eklenmesi ile uzamaktadır. Bu uçlardan biri büyüyen uç olup, bu

uca daha hızlı  alt birimler eklenmektedir (Karol ve ark. 1995). Son zamanlarda

yapılan  araştırmalar  aktin  filamentinin,  hücre  adhezyonu,  sinyal  uyumu,  iyon

kanallarının  modülasyonu  ve  diğer  birçok  karışık  biyolojik  aktiviteyle  ilgili

olduğunu göstermiştir (Zhang ve ark. 2004, Heldmen 1993, Gavin 1997, Atencia

ve  Asumendi  2000,  Titu  ve  Gilbert  1999,  Luo 2002,  Critchley ve  ark.  1999).

Aktinin moleküler yapısı ve fizyolojik fonksiyonları hücresel konuları ve yapısal

olarak araştırmalarda biyolojide çok önemli yer tutmaktadır (Zhang ve ark. 2004).

            Aktin filamenti, ATP ve Ca+2  iyonları varlığında ve düşük Na+ ve K+

katyonları  da  bulunduğu  zaman  G  alt  birimlerine  ayrılmaktadır.  Yüksek

konsantrasyonda  Na+  ve  K+   ile  Mg+2 varlığında  iplik  şeklinde  polimerize

olmaktadır (Karol ve ark. 1995).  
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1.2.2.2. miyozin filamenti

Aktin  filamentlerinden  başka  mikrofilamentlerden  miyozin  filamentleri

(kalın filamentleri) bulunmaktadır (Sheeler ve Bianchi 1987).

Miyozin; hayvanlarda, yüksek bitkilerde, ökaryot organizmalarda hem kas

hem de kas olmayan hücrelerde bulunmaktadır. Tip 1 miyozin ve Tip 2 miyozin

olmak üzere iki çeşidi vardır.  Miyozin-1’ in ipliksi uzantısı yoktur. Bu tip sadece

kas olmayan hücrelerde bulunur ve ve çeşitli hücresel hareketlere katılır. Miyozin-

2’ nin aktinin bağlandığı küresel bir bölgesi ile iplik şeklinde bir uzantısı vardır

(Karol ve ark. 1995).

Işık mikroskobu ile çizgili kasta A bandı denilen koyu bantların I bandı

denilen renkli bantlarla ard arda düzenli olarak bulunmaktadır ve I bandı ortasında

Z diski denilen dar bir çizgiyi görmek mümkün olmuştur. Bantlar kasın kasılma

yönüne dik olarak uzanmaktadırlar. İki Z diski arası bir sarkomerdir.

Her hücreye bir kas teli denilmektedir. Kas teli, 100 kadar çekirdek ile kas

telciği  (miyofibril)  denilen  iplik  demetlerinden  yapılmıştır.  Her  kas  telciği

tekrarlanan sarkomerlerden oluşmaktadır. Elektron mikroskobu ile her sarkomerde

miyozin  denen  kalın  iplikler  ile  aktin  denen  ince  iplikler  (miyofilamentler)

bulunduğu gösterilmiştir (Karol ve ark. 1995, Darnell ve ark. 1990).

1.2.3. Ara ( İntermedyer) Filamentler

Keratinin  de  içine  alan  çok  çeşitli  proteinler  içermektedirler  ve  hücre

yapısını da sağlamlaştıran değişik fonksiyonlara sahiptirler (Turner ve ark. 2004,

Pumplin  ve  Bloch  1993).  Beş  farklı  sınıftaki  proteinler  hücrelerdeki  ara

filamentlerden ve dokulardan oluşmaktadır.  Bunlar;  kas  hücrelerindeki  desmin,

mezenşim  hücrelerindeki  vimentin,  epitel  hücrelerindeki  sitokeratinler,  sinir

hücrelerindeki nörofilament proteinler ve astrositlerdeki gliol fibril asidik protein.

Bunlar alt birim proteinleridir.

 Ara filamentler yapısal role sahiptirler. Örneğin; epidermal ve mezenşim

hücrelerindeki ara filamentlerin lifleri, basket potası şeklinde çekirdeğin etrafını

sarar ve çekirdek zarı ile porlar arasında ilişki kurmaktadır. Bu filamentler, ışın
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halinde  yayılmaktadırlar  ve  desmozomlarda  son  bulmaktadırlar  (Sheeler  ve

Bianchi 1980).

Ara filamentler en sağlam hücre iskeleti filamentleridir. Polimerizasyon ve

depolimerizasyon özelliği yoktur. Her hücre türünde bulunmaz. Hücre türüne göre

değişik yapıdadır ve hücrenin türünü belirlemede kullanılır.

80-120  A0 çapında  ipliklerdir.  Aktinden  kalın,  miyozinden  incedirler

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

Ara  filamentler  diğer  iki  hücre  iskeleti  sisteminden  farklıdırlar.  Çeşitli

hücrelere  özgü birden  fazla  ara  filament  alt  birim  proteinleri  vardır.  Aktin  ve

Tubulin çok geniş yayılıma sahiptirler.   Bu iki  protein monomerlerin bir  araya

gelmesi  veya  ayrılmasıyla  dinamik  bir  şekilde  polimerize  ve  depolimerize

olmaktadırlar.  Hücreler  dağıldığı  zaman  mikrotübüller  ve  mikrofilamentler

çözülmektedir.  Fakat  ara  filamentlerin  alt  birim  proteinleri  %99’  dan  çok

polimerize kalmaktadırlar ve birçok fizyolojik şartta çözünmeden durmaktadırlar.

Aktin ve tubulin küresel proteinlerdir ve ip şeklinde polimer oluşturmaktadırlar

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

1.2.4. Aktin Filamenti ile Mikrotübüllerin Polimerizasyon Dinamiği

ATP  hidrolizi  polimerizasyon  gerektirmektedir,  fakat  bu  olay

depolimerizasyonu teşvik etmektedir  (eğer ADP’ ye dönüştüyse). Bu bakımdan

mikrotübüller  gibi  davranmaktadır  ve  GTP  hidrolizi  için  depolimerizasyona

ihtiyaç duymaktadır.

ATP hidrolizi, aktin filamentlerinin polimerizasyonu sırasında dengesiz bir

hareket göstermektedir (Jordan ve Wilson 1998, Lodish ve ark. 1995, Wang 1985,

Theriot ve Mitchison 1991). Saf aktin polimerizasyonunda ATP ve K+  ve Mg+2

iyonlarına ihtiyaç duyulmaktadır. K+ ve Mg+2 iyonları ATP varlığında monomerik

aktin molekülüne eklenirler. Bu gecikmiş fazda, meydana gelen yeni filamentler

çekirdeklidirler  ve  sonra  hızlı  polimerizasyon  fazında,  bu  kısa  filamentler

uzamaktadırlar (Alberts ve ark. 1994). 

 Bir molekül, aktin filamentinin içine dahil olduktan sonra ATP hidrolizi

gerçekleşmektedir.  ADP,  aktin  filamentinin  içinde  depolimerize  olana  kadar

tuzağa düşmektedir. Sonra tekrar değiş-tokuş olabilmektedir.
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Mikrotübüllerin,  artı(+)  ucu  eksi(-)  ucundan  daha  kararsız  bir  davranış

göstermektedir (Jordan ve Wilson 1998, Margolis ve Wilson 1978, Margolis ve

Wilson  1981).  Hücrelerdeki  bağımsız  mikrotübüller  mitozda  son  derece

önemlidir.  Mitoz  başladığı  zaman hücre iskeletindeki mikrotübül  ağı,  parçalara

ayrılmaktadır ve iğ şeklinde dizilerek kromozomları bağlamaktadırlar ve iki uca

doğru  kromozomları  hareket  ettirmektedirler.  Mikrotübül  hareketi  interfazda

nispeten daha yavaştır,  fakat  mitozda 20-100 katı  kadar artış  göstermektedirler

(Jordan ve Wilson 1998)

1.3. Kanser

Kanser, ölüm nedeni olarak, dünyada kardiyovasküler hastalıklardan sonra

ikinci  sırada  yer  almaktadır.  Bu  hastalık,  çeşitli  organlarda  fonksiyon ve  yapı

bozukluğuna neden olmaktadır (Murray ve ark. 1998).

         Kanser, bir seri genetik hasarların birikimi ve çevresel etmenlerin etkisiyle

ortaya  çıkmaktadır.  Genetik  hasar  denilen  mutasyonlardan  bazıları,  hücre

çoğalmasının kontrolünü etkilemekte, diğerleri de tümör hücrelerinin bulundukları

noktalardan taşınmasını veya tümörün büyümesi için gerekli anjiyogenik işlemleri

etkilemektedir. 

         Birçok  farklı  kanserde,  mutasyonlar  somatik  hücrelerde  meydana

gelmektedir ve gelecek nesillere aktarılamamaktadır. Ancak kanser vakalarının %

1’  inde  eşey-kök  hücrelerinin  çeşitli  genlerinde  meydana  gelen  mutasyonlar

sonraki nesillere aktarılmaktadır ve bu değişim yeni neslin kansere yatkınlığını da

arttırmaktadır.  Bazen  de  kalıtsal  mutasyonlar  tek  başlarına  kanser  oluşumunda

etkili olmamaktadırlar. Kanser oluşumunun tamamlanması ve homozigot genlerin

oluşması için homolog lokuslarda oluşan somatik mutasyonların meydana gelmesi

gerekmektedir. Bütün bu olasılıklardan hangisi etken olursa olsun, kanser, hücre

seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir (Klug ve Cummings

2000). 

         Genomda  meydana  gelen  değişiklikler,  kanserin  genel  özelliğini

oluşturmaktadır.  Bu  değişiklikler,  hastalığın  teşhisi,  seyri  ve  şiddeti  ile  ilgili

tahminlerde kullanılmaktadırlar. Son yıllarda yapılan araştırmalarda, sinyal 
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aktarım yollarının bulunması, genomiklerin kullanılması ve insan genlerinin dizi

analizleri sonucunda potansiyel kanser tedavi hedeflerinin sayısında artış olmuştur

(McMahon ve Woods 2001).

Kanser öyle bir hastalıktır ki, o bir hücrede başlamakta ve komşu hücreleri

harcama  pahasına  bencilce  gelişmekte  ve  sonunda  tüm  hücresel  birliği  hasara

uğratarak ölüme sebep olmaktadır (Bahçeci 1999).

1.3.1.  Kanserli Hücreler

Kanserli hücrelerin temel olarak üç özelliği bulunmaktadır:

1) Büyüme kontrolleri bulunmamaktadır.

2) Lokal dokulara invazyon olmaktadır.

3) Vücudun diğer yerlerine yayılmakta veya metastaz görülmektedir.

Benign  (iyi  huylu)  tümör  hücrelerinde  büyümede  azalmış  bir  kontrol

bulunmaktadır, Fakat bunlar lokal dokuları istila etmemektedirler.

Kanser  hücreleri  genellikle  nukleuslarının  büyüklüğü  ve  şekilleri

bakımından anormal bir değişkenlik göstermektedirler

Genellikle  hayvansal  hücrelerin  plazma  zarının  yüzeyinde  bulunan

glikoproteinler,  glikolipitler  ve  polisakkaritler  hücreye biyokimyasal  bir  kimlik

kazandırmaktadırlar  ve  onlar  genetik  kontrol  altında  bulunmaktadırlar.  Bu

moleküllerin görevlerinden biri, hücre reseptörleri olarak iş görmek ve bu arada

kontak inhibisyonu sağlamaktır. 

           Bir hücrede kontak inhibisyon özelliği ortadan kalkınca, yani hücre yeni

yüzey karakterleri kazanınca sürekli olarak çoğalmakta, bir başka deyişle kanser

hücresine dönüşmektedir( Tripathy 2000). 
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1.3.2. Hücre Siklusu, Hücre Bölünmesi ve Kanser

Hücre  bölünmesi  ve  olgunlaşması  embriyonik  gelişimde  ve  doku

tamirlerinde  görülmektedir.  Bu  olayların  düzeninin  bozulması,  anormal  hücre

gelişmesine neden olmaktadır (Tripathy 2000).

Bölünen  bir  hücrenin  ikinci  kez  bölününceye  kadar  geçirdiği  devreye

‘hücre siklusu’ , bir bölünmenin bitişi ve yeni bölünmenin başlaması arasındaki

devreye ise ‘interfaz siklusu’ denilmektedir. Hücre siklusu dört belirgin safhaya

ayrılmaktadır. Hücre bölünmesinden hemen sonra başlayan G1 peryodunda hücre

diploittir. Bundan sonra gelen S fazında DNA sentezlenmekte ve kromatin replike

olmaktadır.  S  fazının  sonuna  ulaşan  hücre,  normal  diploit  hücrenin  sahip

olduğunun iki katı kadar kromatin içermektedir. S fazından sonra G2 fazı gelmekte

ve bunun arkasından da mitoz bölünme başlamaktadır. G1 ve G2, hücre siklusunun

interfaz  safhasındaki  (G1+S+G2= interfaz)  aralıkları  temsil  etmektedirler  ve  bu

aralıklarda DNA sentezi yapılmamaktadır. Fakat bu iki safhada S fazındaki kadar

yoğun  metabolik  aktivite,  hücre  büyüme  ve  farklılaşması  sürmektedir.  G2

safhasının  sonunda  hücre  hacmi  iki  kat  artmakta  ve  DNA replike  olmaktadır.

Artık bundan sonra mitoz bölünme (M) başlamaktadır. 

Bazı  hücrelerin  aktiviteleri,  hücre  siklusu  sırasında  geçici  veya  sürekli

olarak durdurulmaktadır. Bu görünüme G0  fazı veya istirahat fazı denilmektedir.

Bu  evreye  DNA  sentezinin  başlamasından  hemen  önceki  G1 safhasında

girilmektedir (Bahçeci 1999).

1.3.3.  Aktin Filamenti ve Kanser

Aktin, hücre iskeletinde çok önemli bir komponenttir. 

Aktin filamentleri S fazının sonunda kontraktil kofulda yoğunlaştığı halde,

G0/G1 fazında hücre iskeletinin önemli  bileşiklerinden stres ipliklerine yardımcı

olmaktadır  (Fujiwara  ve  ark.  2004).  Stres  iplikleri,  hücrelerin  bir  yere

yapışmasında,  ayak  ya  da  filopodya  oluşumu  sırasında  meydana  gelen,  hücre

sitoplazmasındaki aktin ipliklerinin fasin, α-aktinin, fimbrin, filamin,  villin gibi

yardımcı proteinlerle oluşturdukları uzun bantlardır (Karol ve ark. 1998). G2 

16



fazında  bu  kontraktil  koful,  ortadan  boğumlanmaktadır.  Sonra  hücre  içi  köprü

durumu  bulunan  bu  form,  iki  hücreye  ayrılmaktadır  (Fujiwara  ve  ark.  2004,

Robinson ve Spudich 2000). Bu kontraktil  koful formu, daha önce de var olan

aktin  filamentlerinin  yeniden  düzenlenmesi  için  gerekmektedir.  Bu,  aktin

iskeletini  yeniden  tanımaktadır.  Jasplakinolid,  birçok  tümör  hücresinin

büyümesini  engellemektedir  (Senderowicz  ve  ark.  1995).  Çünkü  aktin

filamentlerini  bağlamakta  ve  stabilize  etmektedir  (Fujiwara  ve  ark.  2004,

Senderowicz  ve ark.  1995).  Aktin iskeletinin  değişimi  ve aktin  filamentlerinin

birleşerek oluşturduğu regülatör proteinlerin anormal büyüme özelliğindeki  tümör

hücrelerine bulaştığı düşünülmektedir (Fujiwara ve ark. 2004, Jordan ve Wilson

1998). 

         Aktin filamentleri, antikanser ilaçlarının gelişiminde kullanılan en önemli

bileşiklerdir (Fujiwara ve ark. 2004).

1.3.4. Kanser ve Metastaz

Kanser  hastalarının  %90 ‘ı  metastazdan ölmektedir.  Bu  nedenle  kanser

terapilerinde amaç; primer tümör yerlerinden özel organlara kanserin yayılmasını

engellemek  ve  böylece  metastaz  meydana  gelmesini  engellemeye  çalışmaktır

(Hayot ve ark. 2005).

Kanserin ilerlemesi, primer tümör kütlesinden uzaktaki tümör hücrelerine

birçok basamakta ilerlemektedir ve bu olay metastazda başrol oynamaktadır. Eğer

kanser erken teşhis edilirse; kanseri meydana getiren primer tümör hücresi başarılı

bir şekilde yok edilerek, tedavi edilmektedir. Kanser hastalarında, ölüm oranının

%90’  ından  fazlası,  bu  primer  tümör  hücresinin  engellenememesinden  ve

metastazın ilerlemesinden ileri gelmektedir (Hayot ve ark. 2005, Entschladen ve

ark. 2004., Sporn 1996).

Yeni  ve  modern  kanser  stratejileri  çoğalma  ve  yayılma  faktörlerini

hedefleyerek, metastazı engellemektedirler (Hayot ve ark.2005). Bununla beraber

bazı  tümör  hücreleri  bu  tip  bir  kemoterapiden  etkilenmemektedirler.  Bazı

hücreler,  aylarca  hatta  yıllarca  uyku  halinde  kalarak,  daha  sonra  yeni  tümör
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hücreleri  yetiştirmektedirler  (Hayot  ve  ark.  2005,  Entschladen   ve  ark.  2004,

Naumov ve ark. 2002). 

Patolojik  durumlarda,  doğru  olmayan  hücre  göçleri,  tümör  akınına  ve

metastaza  neden  olmakta,  bu  olay  da  kansere  yol  açmaktadır.  Bütün  bu

oluşumlarla birlikte; primer tümörler, hücrelerden ayrılarak, dokuları geçmekte ve

kan yoluyla yeni organları istila etmektedir. Metastazın meydana gelmesinde aktin

sistem önemli bir yer tutmaktadır. Bu da kanserin ne kadar kompleks bir hastalık

olduğunu göstermektedir (Lambrechts  ve ark. 2004).

1.4.  Tezde Kullanılan Test Maddeleri ve Uygulanan Yöntem Hakkında

            Bilgiler

                  

1.4.1.   Kullanılan Test Maddeleri

1.4.1.1. esansiyel yağlar ve monoterpenler

Esansiyel  yağlar  (EO),  “uçucu  ya  da  etheral  yağlar”  olarak  da

adlandırılmaktadırlar  (Burt  2004,  Guenther  1948).  Bu  sıvı  haldeki  aromatik

yağlar, bitki kısımlarından (çiçekler, tohumlar, tomurcuklar, yapraklar, ince dallar,

ağaç  kabuğu,  otlar,  odun  ve  kökler)  sağlanmaktadır.  Esansiyel  yağlar  ezme,

fermentasyon ve ekstraksiyon ile elde edilmektedirler, fakat EO’ların üretiminde

en çok kullanılan yöntem; buhar distilasyonu metodudur (Van De Braak ve Leijten

1999). “ Esansiyel yağ” terimi, Quinta essenti isimli bir ilaçtan esinlenerek, isveç

tıp  bilimcisi,  Paracelsus  Von  Hoenheim  tarafından  verilmiştir  (Burt  2004,

Guenther 1948). Günümüzde 3000 kadar esansiyel yağ bulunmakta ve bunların

yaklaşık 300 tanesi ticari amaçlı kullanılmaktadır (Van De Braak ve Leijten 1999).

Bazı esansiyel yağlar, antimikrobiyal özellikleriyle tanınmaktadır   ( Burt 2004,

Boyle  1955,  Guenther  1948).  Antibakteriyel  özellklerinin  yanısıra  (Mourey ve

Canillac 2002, Carson ve ark. 1995, Deans ve Ritchie 1987), esansiyel yağlar veya

onların komponentleri; antiviral (Bishop 1995), antimikototik (Mari ve ark. 2003,

Jayashree ve Subramanyam 1999, Akgül ve Kıvanç 1988, Azzouz ve Bullerman

1982),  antitoksijenik (Juglal ve ark.  2002, Ultee ve Smid 2001, Akgül ve ark.

1991)   antiparasitik  ve  insektisit  (Pessoa  ve  ark.  2002,  Pandey ve  ark.  2000)
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özellikler  içermektedirler.  Bütün  bu  özelliklerin,  belki  de  içerdikleri  bitki

bileşiklerinin özellikleriyle ilgisi  bulunmaktadır ve 10-C atomu içeren isoprenoid

grubuna sahiptirler ( Burt 2004, Mahmoud ve Croteau 2002, Guenther 1948).

Monoterpenler,  çeşitli  bitki  özlerindeki  yağlardan elde edilmektedir.  Aynı

zamanda çeşitli ilaçların da içinde kullanılmaktadır (Vaddi ve ark. 2002, Kunta ve

ark. 1997, Godwin ve Michniak 1999). 

Monoterpenler,  esansiyel  yağların  en  önemli  komponentleridir

(Mühlbauerve ark. 2003).

Monoterpenler;  hidrokarbonlar,  alkoller,  oksitler  ve  diğerleri  gibi  çeşitli

kimyasal sınıflara aittir (Vaddi ve ark. 2002, Godwin ve Michniak 1999, Gao ve

Singh 1998).

Monoterpenler  ve  uçucu  yağlar,  hoş  bir  koku  ve  tada  sahiptirler.  Düşük

konsantrasyonda  kullanılmaktadırlar.  Eski  zamanlarda,  monoterpenlerin  özü,

yenebilen  ve  yenemeyen  bitkilerden  çıkarılmıştır.  Şimdi  ise  yiyeceklere  katkı

maddesi olarak kullanılmaktadır (Mühlbauer ve ark. 2003).

Esansiyel  yağlar  ve  monoterpenler  lipofilik  bileşiklerdir,  kolaylıkla  hücre

membranlarından  geçerler  ve  bu  nedenle  deri  ve  akciğer  tarafından  absorbe

edilmektedirler (Mühlbauer ve ark. 2003).

1.4.1.1.1.  timol ve karvakrol

Timol ve karvakrol thyme (kekik) bitkisinin yapraklarından elde edilen doğal

bir terpenoiddir ve antiseptik olarak geniş bir kullanım alanına sahiptir (Tamura

ve Iwamoto 2004, Margossian ve Lowey 1982).

Thyme veya  oregano yiyeceklerde  tatlandırıcı,  aroma  veya  yiyecekleri

muhafaza  etmek  amacıyla,  ve  eskiden beri  Yunan,  Mısır  ve  Romalılarda  halk

hekimliğinde kullanılmaktadır. Lamiacea familyasına ait thyme bitkisinin yapraklı

kısımları  yıllardır;  et,  balık  ve  yiyecek  ürünlerine  katılarak  tüketilmektedir.

Türkiye, Lamiacea familyasının merkezi konumunda bulunmaktadır ve toplam 39

türü Türkiye’ de yetişmektedir. Bunlardan 19’ u endemiktir (Aydın ve ark. 2005,

Baser  1994,  Baser  1993).  Thyme bitkisinin  komponentleri  başlıca;  timol  ve

karvakroldür.  Timol,  yapısal  olarak  karvakrole  çok  benzemektedir,  fenolik

halkada  hidroksil  grubu  farklı  bir  yerde  bulunmaktadır  (Burt  2004).  Bunlar
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antioksidant aktivite göstermektedirler (Aydın ve ark. 2005, Miura ve ark. 2002,

Lee ve Shibamoto 2001, Nakatani 2000, Lagouri ve ark. 1993).

Karvakrol ve Timol, hücre zarının dışında gram-negatif bakteriler tarafından

parçalanmaktadırlar. Bunun sonucunda, lipopolisakkaritler (LPS) serbest kalmakta

ve  hücre  zarının  ATP  geçirgenliği  artmaktadır  (  Burt  2004,  Helander  ve  ark.

1998).

Önemli  bir  antiseptik  olan  Timol;  tıpta,  tarımda,  kozmetikte  ve  yiyecek

endüstrisinde kullanılmaktadır  (Szentandrassy ve ark.  2003,  Aeschbach ve ark.

1994, Lee ve ark. 1997, Manou ve ark. 1998). Ayrıca, fenolik bir  bileşik olan

Timol  (2-izopropil-5-metilfenol)  güçlü  fungusit,  bakterisit  ve  antioksidan

etkilerden  dolayı  dişçilikte  ağız  infeksiyonlarının  tedavisinde  kullanılmaktadır

(  Evans  ve Martin  2000,  Szentandrassy ve  ark.  2003,  Twetman ve  ark.  1995,

Shapiro ve Guggenheim 1995, Ogaard ve ark. 1997). Güçlü bir iltihap önleyicidir

(Szentandrassy ve ark. 2003, Skold ve ark. 1998, Yucel-Lindberg ve ark. 1999).

Bununla beraber Timol iskelet ve kalp kasındaki uyarma ve kasılmalarda etkilidir

(Tamura ve Iwamoto 2004, Sakai ve ark. 1967).

 Timol,  hızlı  ve  hareketli  kaslara  sahip  kemirgen  hayvanlarda  uyarılarak

kasılmayı sağlamaktadır. Timol, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyumu salmakta

ve böylece depolarizasyon artışına neden olmaktadır (Szentesi ve ark. 2004).

Günümüzde  yiyeceklerin  bozulmasını  önleyen  ve  bitkilerden  elde  edilen

antimikrobial bileşiklerin kullanılmasında bir artış olmuştur. Buna örnek olarak;

doğal  antimikrobial  bir  bileşik  olan  Karvakrol  verilebilir(Ultee  ve  ark.  2002,

Arrebola ve ark. 1994, Lagouri 1993). 

Karvakrolün  birçok  patojenin  büyümesini  engellediği  birçok  yerde

yayınlanmıştır ( Ultee ve ark. 2002, Conner 1993, Juven 1994, Kıvanç ve Akgül

1988, Lagouri ve ark. 1993).

Karvakrol, çok sayıda aromatik bitkilerden oluşan bir komponenttir. 

Karvakrol,  mutajenik  çalışmalarda  zayıf  bir  aktivite  göstermiştir.

Metabolizmik çalışmalarda ise Karvakrol, 24 saat sonra büyük miktarda ürin ile

birlikte dışarı atılmış veya tekrar dönüşmüş veya glukoronik ve sülfat bileşikleri

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

 

Mentol, nanenin farklı türlerindeki (Mentha arvensis ve  Mentha piperita)

bitkilerin  uçucu  yağlarından  elde  edilen  bir  monoterpendir  (Spichiger  ve  ark.

2004,  Galeotti  ve  ark.  2002,  Eccles  1994).  Mentol;  yiyeceklerde,  likörlerde,

parfümlerde, sigarada, pastillerde, nefes açıcı ilaçlarda kullanılmaktadır (Lin ve

ark. 2005, Merck 2001, Eccles 1994, Spichiger ve ark. 2004). Ayrıca kaşıntılar,

sindirim  güçlükleri,  migren  ve  spor  incinmeleri  gibi  rahatsızlıkların  bitkisel

tedavisinde de kullanılmaktadır (Spichiger ve ark. 2004).

Yapılan  çalışmalarda  araştırmacılar,  mentolün  genotoksik  ve  sitotoksik

etkilerini değerlendirmişler ve mentolün DNA çift ipliğinde kırılmalara ve ikinci

derecede  sitotoksisiteye  neden  olduğunu  rapor  etmişlerdir  (Hartman  ve  Speit

1997).  Ayrıca  farelerde  mentol  ve  bazı  monoterpenlerin  etkileri  gözlenmiş  ve

kemik erimesini önlediği anlaşılmıştır (Spichiger ve ark. 2004, Mühlbauer ve ark.

2003, Madyastha ve Srivatsan 1988, Yamaguchi ve ark. 1994).

Mentol, 3 asimetrik karbon atomuna sahip, doğal bir bileşiktir ve bundan

dolayı  dört  çift  optik  izomeri  bulunmaktadır:  (+)  ve  (-)-Mentol,  (+)  ve  (-)-

Neomentol, (+) ve (-)-İzomentol, (+) 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,  Ökaliptol)  doğal  aromatik  bitkilerden  ve  bu

bitkilerden elde edilen uçucu yağ fraksiyonlarından oluşmaktadır (De Vincenzi ve

ark. 2002, Santos ve ark. 2004). 1,8 Sineol, tatlandırıcı faktör olarak yiyeceklerde,

bazı  semptomların  tedavisinde,  aromaterapide  deri  canlandırıcı  olarak  ve  cilt

banyolarında kullanılmaktadır (Santos ve ark. 2004, De Vincenzi  ve ark. 1996,

Pattnaick  ve  ark.  1997).  Farmasötik  endüstride,  deri  yolu  ile  tedavilerde  ve

öksürük tedavilerinde de sıkça kullanılmaktadır (Santos ve ark. 2004, Laude ve

ark.  1994,  Levision  ve  ark.  1994,  Gao  ve  Singh  1998).  Ayrıca  Sineol

Antimikrobial  (Santos  ve  ark.  2004,  Pattnaick  ve  ark.  1997)  ve  antitümöral

özelliklere (Santos ve ark. 2004, Moteki ve ark. 2002) sahiptir.  
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1.4.1.1.4.  Salvia fruticosa (Salvia triloba, adaçayı)

Genetik adı;  Salvia libanotica olarak kullanılmaktadır. Güçlü aromatik bir

Akdeniz şurubudur (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,  Doğu

Akdeniz  bölgesinde  bulunan  endemik  bir  bitkidir  (Farhat  ve  ark.  2001,  Gali-

Muhtasib ve ark. 2000). Labiatae famiyasına aittir (Farhat ve ark. 2001, Nehme

1978, Hay ve Svoboda 1993). Bu bitkinin yaprakları üç loblu, yaprak uçları geniş,

buruşuk, pürüzlü ve gri-yeşil renginde görülmektedir (Farhat ve ark. 2004, Meikle

1985, Nehme 1978). 

Yapraklardan  elde  edilen  uçucu  yağ  (elma  yağı),  %60  kadar  sineol

taşımaktadır, bu bakımdan oldukça değerlidir. Çiçekli ve yapraklı dallar toplanır,

kurutulur  ve  ihraç  edilir.  Yurdumuzda  çay  halinde  kullanılmaktadır  (Baytop

1996).  Bu bitki  su  içinde  kaynatılarak  (Elbetieha  ve  ark.  1998),  Orta  Doğuda

soğuk  algınlığı,  öksürük  ve  mide  ağrılarının  giderilmesi  için  kullanılmaktadır

(Farhat  ve ark.  2001, Gali-Muhtasib ve ark.  2000, Rivera ve ark.  1994).  Aynı

zamanda  ağızdaki  iltihaplar  için  de  kullanılmaktadır  (Farhat  ve  ark.  2001,

Schilcher 1985, Newall ve ark. 1996). 

Son  zamanlarda  yapılan  çalışmalar,  bu  bitkiden  elde  edilen  uçucu  yağın

önemli ölçüde antibakteriyel etkilerinin olduğunu (Farhat ve ark. 2004, Hefnawy

ve ark. 1993, Hilan ve ark. 1997)  ve fare derisi üzerinde yapılan çalışmalarda da

tümör oluşumunu engelleyici etkilerinin bulunduğunu göstermiştir (Farhat ve ark.

2004, Gali-Muhtasib ve Affara 2000). Ayrıca erkek ve dişi farelerdeki üremeyi

düzenlediği görülmüştür (Elbetieha ve ark. 1998). Bununla beraber, vücuda çok

fazla miktarda Salvia fruticosa bitkisinin özü verildiğinde toksik etki yapmakta ve

kalıcı beyin zararlarına yol açmaktadır (Farhat ve ark. 2004, Newall ve ark. 1996,

Arnold 1988). Salvia fruticosa bitkisinin bütün bu iyileştirici etkilerine rağmen,

tıp alanında bu bitkiyle ilgili deneysel çalışmalara son derece az rastlanmaktadır

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

Akdeniz  havzasında  yetişen,  kışın  yaprak  dökmeyen  dioik  bir  ağaçtır.

Yaprakları derimsi, özel kokulu, kenarları dalgalıdır. Meyve bir tohumlu, parlak

siyah renkli, zeytin büyüklüğünde bir bakkadır. Meyveler, serbest yağ bakımından

zengindir.

Bu  yağ,  defne  yağı  ve  tehnel  yağı  adları  altında  merhem  halinde

kullanılmaktadır (Baytop 1996).

1.4.1.1.6.  Origanum onites (Origanum smyrnaeum, İzmir kekiği)

Güneybatı Anadolu’ da yaygın olarak bulunmaktadır. Çiçek dalları, İzmir

yöresinde  “peynir  kekiği”  adı  altında  satılmaktadır  (Baytop  1996).  Thyme  ve

oregano türlerinin yağlarının temel bileşenleri; timol, karvakrol ve γ- terpinendir

(Aydın ve ark. 2005). Thyme ve oregano, aflatoksin üretimini engellemektedirler

(Vaughn  ve  ark.  1993,  Llewellyn  ve  ark.  1981).  Kekik  bileşenlerinin

antiplasmodik  ve antiplatelet  toplanma aktiviteleri  rapor edilmiştir  (Okazaki  ve

ark. 2002, Meister ve ark. 1999).

1.4.1.1.7. Pimpinella anisum (anason)

Çok eski bir kültür bitkisidir. Kökeni tam olarak belli değildir. Sıcak iklim

bölgelerinde  daha  yaygın  olarak  bulunmaktadır.  Birçok  ülkede  kültürü

yapılmaktadır. 30-50 (70) cm yükselebilen tek yıllık otsu bir bitkidir. Kök ince,

oldukça  kısa  iğ  şeklinde  olmaktadır.  Yaprakları  halımsı  tüylüdür.  Bitki  toprak

üstünün  son  üçte  birinde  dallanmakta  ve  bu  dalların  ucunda  şemsiye  tipinde

seyrek tipli çiçek kümeleri bulunmaktadır. Meyve, yanlardan hafifçe basık armut

şeklinde iki parçadan oluşmaktadır. 

Pimpinella anisum, başlangıçtaki gelişme devresinde rutubetli havalardan

hoşlanmasına  karşın,  özellikle  çiçeklenme  döneminde  serin  ve  nemli  havalar

bitkilerin hastalıklara yakalanmasına neden olmaktadır.
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Pimpinella anisum meyvesi uçucu yağ içermektedir. Bunun oranı % 1,5-3

arasında  değişmektedir.  Uçucu  yağın  en  önemli  maddesi  Transanethol’dur.

Pimpinella  anisum’un  kendine  özgü  kokusu  ve  tatlımsı  tadı  bu  maddenin

varlığından ileri gelmektedir. 

Pimpinella anisum  midevi, karminatif, iştah açıcı ve koku verici etkilere

sahiptir. Karminatif etkisi mide ve bağırsaklarda fermentasyona engel olmasından

ileri  gelmektedir.  Ayrıca  Pimpinella  anisum bazı  içkilerin  hazırlanmasında  da

kullanılmaktadır (Sahraei ve ark. 2002).

1.4.2.     Yöntemler Hakkında Bilgiler

1.4.2.1.   hücre sayımları

Flasklarda  yetişdirdiğimiz  A549,  V79  379A  ve  CHO  hücreleri  flask

yüzeylerinin  %70’  ini   kapladıklarında,  flaskların  içindeki  besiyeri  atılmış  ve

Tripsin-  EDTA  solüsyonu  kullanılarak  hücrelerin  flaskların  tabanından  ve

birbirlerinden  ayrılması  sağlanmıştır.  Daha  sonra  bu  hücreler  trypan  blue  ile

boyanmış ve Thoma Lamı kullanılarak sayılmışlardır.

1.4.2.2. immunofluoresans çalışmalar

Aktin filamentlerinin floresan mikroskobunda incelenmesinde Rhodamin

Phalloidin (RhPh) genellikle kullanılmaktadır (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  özelliği  gösteren

Phalloidin,  in  vivo ortamda  bitki  hücrelerinde  aktin  filamentlerinde  F-aktini

görebilmek için en etkili yöntem olmuştur (Lıu ve ark. 2004, Schmit ve Lambert

1990, Valster ve ark. 1997).

Phalloidin,  aktin  filamentlerini  sımsıkı  sarmakta  ve  onların  yapısını

stabilize etmektedir (Balazs ve ark. 2004, Miyamoto ve ark. 1986, Faulstich ve

ark.  1977).  Aktin  filamentlerini  stabilize  eden  Phalloidin, daha  çok  in  vitro

çalışmalarda  kullanılmaktadır.  Ayrıca  intrasellüler  çalışmalardaki  Phalloidinin
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floresan türevleri, floresan mikroskobik yöntemlerde aktin iskeletinin mimarisinin

tasarlanmasında uygulanmaktadır (Balazs ve ark. 2004, Bubb ve ark. 1994).

Hücre  iskeletindeki  zararları  görebilmek  amacıyla  FITC  (floresan

izosiyonat)-  Phalloidin  boyaması  yapılarak  F-aktin  iskeletine  bakılmaktadır

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

2.1. Kullanılan Bitki Ekstreleri

Karvakrol;  Flutarom  (İsrail)  firmasından,  L-mentol;  Polarom  (Polonya)

firmasından, kekik,  defne,  adaçayı, anason yağları ile adaçayı esansiyel yağının

önemli bir bileşeni olan 1,8 sineol ve kekik esansiyel yağının önemli bir bileşeni

olan thymol;  Anadolu  Üniversitesi  Eczacılık  Fakültesi  Farmakognozi  Anabilim

Dalı’ndan temin edilmiş olup, yağların elde edildiği bitkinin kaynağı ve yağların

kompozisyonu tam olarak bilinmemektedir.

1.4.  Kullanılan Kimyasal Maddeler

Dulbecco’ s Modified Eagle’ s Medium (DMEM)(Yüksek Glikozlu)(Sigma),

Fetal  Bovine  Serum  (FBS)  (Sigma),  Penicilin-Streptomycin  (Sigma),  10X

Trypsin-  EDTA  Solüsyonu  (Sigma),  Sodyum  Bikarbonat  (Sigma),  Dimethyl

Sülfoxide  (DMSO)  (Merck),  Triton  X-100  (Sigma),  Phalloidin  FITC (Sigma),

10X Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) (Sigma), Formaldehit (Merck), Trypan

Blue (Merck), Propidium İodide (Sigma), NaCl (Merck), KCl (Merck), KH2PO4

(Merck), NaH2PO4 (Merck).

1.5. Kullanılan  Sarf Malzemeler

20 ml’ lik Enjektörler, Flasklar, 6’ lık Plakalar, 100, 250, 500 ve 1000 ml’ lik

Durham Şişeler,  1,  2,  5  ve  10  ml’  lik  Cam  Pipetler,  Thoma  Lamı,  Yuvarlak

lameller. 

1.6.  Kullanılan Aletler
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Su banyosu (Clifton), soğutmalı ve yüksek devirli santrifüj (Heraeus), otoklav,

derin  dondurucu,  buzdolabı,  steril  kabin  (Heraeus),  otomatik  pipetler,  Kar-Buz

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

1.7.  Hücre Kültüründe Kullanılan Hücreler

2.5.1. A549 Hücre Kültürü

A549  hücreleri  inaktif  hale  getirilmiş  %10’  luk  Fetal  Bovine  Serum,

Nutrient  Mixture  F12  (HAM)  ve  Penicilin  Streptomycin  içeren  besiyerinde

yetiştirilmiş,  %95  hava  ve  %5  CO2’  li  gaz  ortamında  370 C’deki  CO2

inkübatöründe inkübe edilmişlerdir (Huober ve ark. 2000).

Dünyada kansere bağlı ölümlerin en başında akciğer kanseri gelmektedir.

Akciğer  kanserinin  büyük  bir  bölümü  küçük  hücreli  olmayan  akciğer

kanserleridir.  Bunların  arasında  adenokarsinoma yer almaktadır.  Bunlar  agresif

tümörlerdir.  A549  kanser  hücreleri  küçük  hücreli  olmayan  epitelyal  akciğer

adenokarsinomudur.  A549  hücreleri  Institute  of  Fermentation  Osaka  (Tokyo,

Japonya) dan satın alınmıştır. 58 yaşında Orta Asyalı bir erkekten alınmıştır ve

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

2.5.2. V79 379A  Hücre Kültürü

V79 379A hücreleri inaktif hale getirilmiş %10’ luk Fetal Bovine Serum

(FBS),  Dulbecco’s  Modified  Eagles  Mediım  (DMEM),  %  9,2’lik  Sodyum

Bikarbonat ve Penicilin Streptomycin içeren besiyerinde yetiştirilmiş, %95 hava

ve %5 CO2’ li gaz ortamında 370 C’deki CO2 inkübatöründe inkübe edilmişlerdir.

 Chinese  Hamster  Akciğer  fibroblast  benzeri  hücrelerdir.  Bu  hücreler  birçok

araştırmacı  tarafından  yaygın  olarak  kullanılmaktadır  (Chalmers  ve  ark.  2004,

Hartman  ve  ark.  1984).  Bu  hücreler  Institute  of  Fermentation  Osaka  (Tokyo,

Japonya) dan satın alınmıştır.

2.5.3. CHO Hücre Kültürü

27



 CHO  hücreleri  inaktif  hale  getirilmiş  %10’  luk  Fetal  Bovine  Serum,

Nutrient  Mixture  F12  (HAM)  ve  Penicilin  Streptomycin  içeren  besiyerinde

yetiştirilmiş,  %95  hava  ve  %5  CO2’  li  gaz  ortamında  370 C’deki  CO2

inkübatöründe inkübe edilmişlerdir.

           Chinese Hamster Ovaryum epitelyal benzeri hücrelerdir. Bu hücreler East

Anglia  Üniversitesi  (İngiltere),  Biyolojik  Bilimler  Okulu,  Moleküler  Biyoloji

Bölümünden sağlanmıştır.

1.8.   Test Maddelerinin Dozların Hazırlanması

1.8.2. Esansiyel Yağlar ve Monoterpenlerin Dozlarının Hazırlanması

"Bazı  monoterpen  ve  bazı  uçucu  yağların  sitotoksik  ve  genotoksik

etkilerinin  araştırılması"  adlı  proje  kapsamında  belirlenen  dozlar  bu  çalışmada

kullanılmıştır.

2.6.1.1. timol dozlarının hazırlanması

Timol,  DMSO  (Merck)  içinde  çözülerek  50mM,  100mM,  200mM  ve

400mM’ lık dozlar hazırlanmıştır.  Timol,  DMSO içinde çözüldüğü için negatif

kontrol  olarak DMSO kullanılmıştır.  Timol’  ün hazırlanan dozları   (+4˚C)’  de

saklanmıştır.

2.6.1.2. karvakrol dozlarının hazırlanması

Karvakrol, DMSO (Merck) içinde çözülerek 100mM, 200mM, 400mM ve

800mM’  lık  dozlar  hazırlanmıştır.  Karvakrol,  DMSO  içinde  çözüldüğü  için

negatif  kontrol  olarak  DMSO kullanılmıştır.  Karvakarol’  ün hazırlanan dozları

(+4˚C)’ de saklanmıştır.
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2.6.1.3. L-mentol dozlarının hazırlanması 

L-Mentol, DMSO (Merck) içinde çözülerek 125mM, 250mM, 500mM ve

1000mM’  lık  dozlar  hazırlanmıştır.  L-Mentol,  DMSO  içinde  çözüldüğü  için

negatif  kontrol  olarak  DMSO  kullanılmıştır.  L-Mentol’  ün  hazırlanan  dozları

(+4˚C)’ de saklanmıştır.

2.6.1.4. 1,8 sineol dozlarının hazırlanması 

1,8  sineol,  DMSO  (Merck)  içinde  çözülerek  5000mM,  10000mM,

20000mM  ve  30000mM’  lık  dozlar  hazırlanmıştır.  1,8  sineol,  DMSO  içinde

çözüldüğü  için  negatif  kontrol  olarak  DMSO  kullanılmıştır.  1,8  sineol’  ün

hazırlanan dozları (+4˚C)’ de saklanmıştır.

2.6.1.5. Salvia fruticosa dozlarının hazırlanması 

Salvia fruticosa  DMSO (Merck) içinde çözülerek ana stok hazırlanmış ve

hazırlamak  istenilen  12,5mM,  25mM,  50mM  ve  100mM’  lık  dozlar  uygun

besiyerine eklenmiştir. 

2.6.1.6. Laurus nobilis dozlarının hazırlanması

Laurus nobilis   DMSO (Merck) içinde çözülerek ana stok hazırlanmış ve

hazırlamak  istenilen  12,5mM,  25mM,  50mM  ve  100mM’  lık  dozlar  uygun

besiyerine eklenmiştir. 

2.6.1.7. Origanum onites dozlarının hazırlanması

Origanum onites   DMSO (Merck) içinde çözülerek ana stok hazırlanmış

ve  hazırlamak istenilen 12,5mM, 25mM, 50mM ve 100mM’ lık  dozlar  uygun

besiyerine eklenmiştir. 
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2.6.1.8. Pimpinella anisum dozlarının hazırlanması

Pimpinella anisum  DMSO (Merck) içinde çözülerek ana stok hazırlanmış ve

hazırlamak  istenilen  12,5mM,  25mM,  50mM  ve  100mM’  lık  dozlar  uygun

besiyerine eklenmiştir. 

1.9.   Kullanılan Araç ve Gereçlerin Hazırlanması

Çalışmalarda  kullanılacak  cam  ve  metal  malzemeler  alüminyum  folyolara

sarılı olarak sterilizatörde 1800  C’de 2 saat, sıvı solüsyonlar ise 1210  C 1,5 atm/

Hg’ de 20 dakika steril edilmiştir. Kullanılan tüm sıvı kimyasallar, selüloz nitrat

filtreden geçirilerek steril edilmişlerdir.  

1.10.   Yöntem

1.10.2. Hücre kültürü

A549, V79 379A ve CHO hücreleri uygun besiyerlerinde ve 25 cm2’ lik

flasklarda yetiştirilmiş ve % 95 hava ve % 5 CO2’li gaz ortamında 370 C’ deki CO2

inkübatöründe inkübe edilmişlerdir.

1.10.3. İmmünofluoresans boyama

25  cm2’  lik  flasklarda  büyütülen  A549,  V79  379A  ve  CHO  hücreleri

Tripsin-  EDTA  solüsyonu  kullanılarak  flask  tabanından  kaldırıldıktan  sonra,

içlerinde 2’ şer adet steril yuvarlak lam bulunan her bir kuyucuğa 200.000 hücre

gelecek  şekilde  6’  lı  plakalara  ekilmişlerdir.  %95  hava  ve  %5  CO2’  li  gaz

ortamında 370C’ deki CO2 inkübatöründe 24 saat inkübe edilmişlerdir. 24 saatlik

inkübasyondan sonra besiyerleri 6’ lık plakadaki kuyucuklardan uzaklaştırılmıştır.

Lameller üzerine yapışmış hücreler üzerine belirlenen maddelerin dozları medyum

içinde  ilave  edilmiş  ve  tekrar  24  saat  inkübe  edilmişlerdir.  24  saatlik

inkübasyondan sonra immünofluoresans boyama yapılmıştır.
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Test  maddelerini  içeren  medyum  hücreler  üzerinden  uzaklaştırılmıştır.

Ardından hücreler steril fosfat tampon tuz çözeltisi (PBS: 137 µM NaCl, 2.7 µM

KCl, 15 µM KH2PO4, 8 µM NaHPO4; pH 7.3)  ile 3 kere yıkanmıştır. Sonra %3,7’

lik Formaldehit ile 370 C’ de tespit edilmişlerdir. Tekrar 3 kere PBS ile yıkanan

hücreler  Triton X-100 ile 1,5 dakika muamele edilmiştir. Ardından 3 kez PBS ile

yıkanan hücreler, 1mM’ lık Phalloidin FITC  ile 2 saat kapalı ve karanlık ortamda

220 C ‘de bekletilmiştir.  Daha sonra 3 kez PBS ile yeniden yıkanan hücreler 5

saniye 100mg/ml’ lik Propidium İodide  ile boyanmış, son defa 3 kere PBS ile

yıkanmış, üzerinde 10 µl PBS bulunan lamlar üzerine kapatılarak, sabitlenmiştir.

2.9. Mikroskobi

A549,  V79 379A ve  CHO hücreleri  Soif  XSZ-D2 inverted  mikroskobuyla

incelenmiştir.  Kültür  hücreleri  boyandıktan  sonra  Olympus  BX50  araştırma

mikroskobu altında ve değişik büyütmelerde incelenmişlerdir. A549, V79 379A

ve CHO hücrelerinin immünositokimyasal yapıları Olympus U- UHK fluoresans

mikroskobuyla incelenmiştir.

2.10. Fotoğrafi

A549,  V79 379A ve  CHO kültür  hücrelerinin  mikroskop  altında  saptanan

uygun  görüntüleri  Olympus  PM-30  otomatik  fotomikrografi  aracı  kullanılarak

fotoğraflanmıştır.

      3.  BULGULAR
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      3.1.   Esansiyel Yağlar ve Monoterpenlere Ait Bulgular

      3.1.1.   Timol’ ün F-Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkileri

      Negatif  kontrol  grubundaki  A549  hücreleri,  aktin  hücre  iskeleti

bakımından incelendiklerinde, düzenli demetler halinde aktin polimerlerine sahip

oldukları  gözlenmiştir.  Doz  arttıkça  negatif  kontrol  grubundaki  hücrelerle

karşılaştırıldığında,  düzenli  aktin  polimer  demetlerinin  kaybolduğu,  monomer

aktinin hücre yapısında yoğunlaştığı belirlenmiştir (Şekil 3.1.1.1).

V79  379A  hücreleri,  negatif  kontrol  grubundaki  hücrelere  kıyasla,  doz

artışında,  hücre  içindeki  aktin  filamentlerinin  organizasyonunun  bozulduğu

saptanmıştır (Şekil 3.1.1.2).

Aynı şekilde CHO hücrelerinde, negatif kontrol grubunda, hücre iskeleti,

sitoplazma  boyunca  uzanan  ince  stres  fiberleri  şeklinde  görülmektedir.  Doz

arttıkça, hücre morfolojisinde bozulmalar görülmüştür (Şekil 3.1.1.3).

               

1.4.2. Karvakrol’ ün F-Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkileri

A549 hücrelerinde, hücre iskeleti plazma membranının iç tarafında kalın

bir  korteks  ve  sitoplazma  boyunca  uzanan  daha  ince  stres  fiberleri  şeklinde

görülmektedir.  Doz arttıkça, aktin hücre iskeletinin yoğunluğu azalmıştır  (Şekil

3.1.2.1).

Negatif  kontrol  grubundaki  V79  379A  hücreleri,  aktin  hücre  iskeleti

bakımından incelendiklerinde düzenli demetler halinde aktin polimerlerine sahip

oldukları  görülmüştür.  Doz  arttıkça,  hücre  morfolojisinde  bozulmalara

rastlanmıştır (Şekil 3.1.2.2). 

CHO hücrelerinde negatif kontrol grubundaki hücrelerde hücre iskeletinde

birbirine paralel ince stres fiberlerine rastlanmaktadır. Doz artışında, bu paralellik

gösteren ince stres fiberlerinin bozulduğu görülmüştür (Şekil 3.1.2.3).

3.1.3.   L-Mentol ‘ ün F-Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkileri
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A549 hücrelerinde,  Şekil  3.1.3.1’de a ve b’de pozitif  ve negatif kontrol

hücrelerindeki F-aktin dağılımı görülmektedir. Doz arttıkça, aktin hücre iskeleti

giderek bozulmuştur (Şekil 3.1.3.1).

V79 379A hücrelerinde, negatif ve pozitif kontrol grubundaki hücrelerde

aktin hücre iskeleti, düzenli ve birbirine paralel uzanan ince stres fiberleri şeklinde

görülmektedir. Doz arttıkça, polimer aktin fibrillerinin sayısında azalma olmuştur

(Şekil 3.1.3.2).

CHO hücrelerinde,  Şekil  3.1.3.3’de a ve b’de pozitif  ve negatif  kontrol

grubundaki ince stres fiberleri, doz arttıkça, yavaş yavaş bozulmaya başlamıştır.

1000 µM’lık dozda hücreler tamamen bozulmuştur (Şekil 3.1.3.3).

      3.1.4.   1,8 Sineol’ ün F-Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkileri 

Şekil  3.1.4.1’de  A549 hücrelerinin  a  ve  b’de  pozitif  ve  negatif  kontrol

hücreleri  incelendiğinde,  F-aktinin  normal  dağılımının  üç  farklı  alanda  olduğu

görülmektedir.  Bu  hücrelerde;  hücre  membranının  iç  tarafında  çapraz  fiberler

şeklinde, sitoplazma içinde uzanan uzun stres fiberleri şeklinde ve pseudopodlar

şeklinde uzanan çok ince kısa fiberler şeklinde görülmektedir. Doz arttıkça, bu

dağılımın giderek bozulduğu görülmüştür (Şekil 3.1.4.1).

V79  379A  hücreleri,  negatif  ve  pozitif  kontrol  grubundaki  hücrelerle

karşılaştırıldığında,  doz  artışıyla,  aktin  polimerleri  giderek  görünmez  hale

gelmiştir (Şekil 3.1.4.2).

Aynı şekilde CHO hücrelerinin de, pozitif ve negatif kontrol grubundaki

hücreler karşılaştırıldığında, dozun artmasıyla, aktin hücre iskeletinin yoğunluğu

azalmıştır (Şekil 3.1.4.3).

      

      3.1.5.   Salvia fruticosa’ nın F-Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkileri
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Şekil  3.1.5.1’de  a  ve  b’deki  pozitif  ve  negatif  kontrol  grubrnda  A549

hücrelerinde F-aktinin sitoplazma içinde uzun stres fiberleri, hücre membranının

içtarafında  çapraz  bağlı  fiberler  şeklinde  ve  pseudopodlar  şeklindeince  kısa

fiberler  görülmektedir.  Bunun  tersine,  Salvia  fruticosa ile  muamele  edilen

hücrelerde  doz  artışına  bağlı  olarak  hücre  iskeletinde  önemli  bir  bozulma  ve

çökme görülmektedir (Şekil 3.1.5.1).

Şekil  3.1.5.2’deki  V79 379A hücrelerinde  de  pozitif  ve  negatif  kontrol

grubunda sitoplazma boyunca uzanan ince stres fiberler görülürken, doz artışıyla

aktin filamentlerinin organizasyonu bozulmuştur (Şekil 3.1.5.2).

CHO hücrelerine bakıldığında, Şekil 3.1.5.3’de a ve b’de pozitif ve negatif

kontrol hücrelerinde, aktin filamentleri sitoplazma boyunca uzanmaktadır. Dozun

artmasıyla, aktin filamentlerinin bozulduğu görülmüştür (Şekil 3.1.5.3).

3.1.6.   Laurus nobilis’ in F-Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkileri

Negatif ve pozitif  A549 hücrelerinin aktin hücre iskeleti  incelendiğinde,

düzenli demetler halinde aktin polimerlerine sahip oldukları saptanmıştır. Laurus

nobilis ile  hücreler  muamele  edildiğinde,  doz  artışıyla  aktin  hücre  iskeleti

yoğunluğu giderek azalmıştır (Şekil 3.1.6.1).

V79  379A  hücrelerinin  aktin  hücre  iskeleti,  negatif  ve  pozitif  kontrol

gruplarıyla karşılaştırıldığında, dozun artmasıyla bozulmuştur (Şekil 3.1.6.2).

Şekil  3.1.6.3’de a ve b’de, CHO hücrelerinde, negatif ve pozitif  kontrol

grubundaki  düzenli  demetler  halindeki  aktin  polimerleri,  doz  attıkça  giderek

görünmez hele gelmiştir (Şekil 3.1.6.3).

3.1.7.   Origanum onites’ in F-Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkileri

Origanum onites uygulanan  A549 hücrelerinde, aktin filamentlerinin, doz

arttıkça, giderek bozuldukları görülmüştür (Şekil 3.1.7.1).

Şekil  3.1.7.2’deki  V79  379A  hücrelerinin,  pozitif  ve  negatif  kontrol

gruplarında, aktin hücre iskeleti ince stres fiberleri şeklinde sitoplazmada birbirine

paralel  uzanmaktadır.  Fakat  Origanum  onites ile  muamele  edilen  hücrelerin
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morfolojisinde  ve  stres  fiberlerinde  bozulmalar  olduğu  saptanmıştır  (Şekil

3.1.7.2).

CHO hücrelerinin aktin hücre iskeleti, negatif ve pozitif kontrol gruplarıyla

karşılaştırıldığında,  Origanum  onites ile  muamele  edilen  hücrelerde  dozun

artmasıyla bozulmalar görülmüştür (Şekil 3.1.7.3).

i. Pimpinella  anisum’  un F-Aktin Hücre İskeleti  Üzerine

Etkileri

A549 hücrelerinde, hücre iskeleti, plazma membranının iç tarafında kalın

bir  korteks  ve  sitoplazma  boyunca  uzanan  daha  ince  stres  fiberleri  şeklinde

görülmektedir. Doz arttıkça, aktin hücre iskeletinin yoğunluğu azalmış ve sonuçta

görünmez hale gelmiştir (Şekil 3.1.8.1).

V79 379A hücreleri, Şekil 3.1.8.2’de a ve b’de negatif ve pozitif kontrol

grubunda,  düzenli  demetler  halinde  aktin  polimerlerine  sahiptir.  Pimpinella

anisum ile  muamele edilen hücrelerde,  dozun artmasıyla,  bulutsu görünümdeki

monomer aktin oranında artma gözlenmiştir (Şekil 3.1.8.2).

Şekil 3.1.8.3’deki CHO hücrelerinde, negatif ve pozitif kontrol grubundaki

hücrelerin aktin hücre iskeleti incelendiğinde, birbirine paralel ince stres fiberleri

görülmektedir.  Pimpinella  anisum ile  muamele  edilen hücrelerde,  doz  arttıkça,

hücrelerdeki aktin hücre iskeletinde bazı değişmeler gözlenmiştir. Bu değişimler,

aktin hücre iskeletinin bozulduğu yönünde olmuştur (Şekil 3.1.8.3).
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Şekil 3.1.1.1. Timol uygulanan A549 cell line hücrelerinin phalloidin (FITC)- propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
50 µM Timol uygulanan grup. d) 100 µM Timol uygulanan grup. e) 200µM Timol uygulanan grup.
f) 400 µM Timol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil  3.1.1.2.  Timol  uygulanan  V79  379A hücrelerinin  phalloidin  (FITC)  -  propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
50 µM Timol uygulanan grup. d) 100 µM Timol uygulanan grup. e) 200µM Timol uygulanan grup.
f) 400 µM Timol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.1.3. Timol uygulanan CHO hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide boyama ile
immünositokimyasal görüntüleri.  a)  Negatif  kontrol  grubu. b)  Pozitif  kontrol  grubu. c)  50 µM
Timol uygulanan grup. d) 100 µM Timol uygulanan grup. e) 200µM Timol uygulanan grup. f) 400
µM  Timol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil  3.1.2.1.  Karvakrol  uygulanan A549 cell  line  hücrelerinin phalloidin (FITC)  -  propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c) 100 µM Karvakrol uygulanan grup. d) 200 µM Karvakrol uygulanan grup. e) 400µM
Karvakrol uygulanan grup. f) 800 µM  Karvakrol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM

39

a b

c d

e f



                

                

                

Şekil 3.1.2.2. Karvakrol uygulanan V79 379A hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
100 µM Karvakrol uygulanan grup. d) 200 µM Karvakrol uygulanan grup. e) 400µM Karvakrol
uygulanan grup. f) 800 µM  Karvakrol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil  3.1.2.3.  Karvakrol  uygulanan  CHO  hücrelerinin  phalloidin  (FITC)  -  propidium  iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
100 µM Karvakrol uygulanan grup. d) 200 µM Karvakrol uygulanan grup. e) 400µM Karvakrol
uygulanan grup. f) 800 µM  Karvakrol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil  3.1.3.1.  L-mentol  uygulanan  A549  cell  line  hücrelerinin  phalloidin  (FITC)  -  propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c) 125 µM   L-mentol uygulanan grup. d) 250 µM L-mentol uygulanan grup. e) 500 µM L-
mentol uygulanan grup. f) 1000 µM  L-mentol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.3.2. L-mentol uygulanan V79 379A hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
125 µM L-mentol uygulanan grup. d) 250 µM L-mentol uygulanan grup. e) 500 µM L-mentol
uygulanan grup. f) 1000 µM    L-mentol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.3.3. L-mentol uygulanan CHO hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide boyama
ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c) 125 µM
L-mentol uygulanan grup. d) 250 µM L-mentol uygulanan grup. e) 500 µM L-mentol uygulanan
grup. f) 1000 µM  L-mentol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil  3.1.4.1.  1,8  Sineol  uygulanan A549 cell  line  hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c) 5000 µM 1,8 Sineol uygulanan grup. d) 10000 µM 1,8 Sineol uygulanan grup. e) 20000
µM 1,8 Sineol uygulanan grup. f) 30000 µM  1,8 Sineol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.4.2. 1,8 Sineol uygulanan V79 379A hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
5000 µM 1,8 Sineol uygulanan grup. d) 10000 µM 1,8 Sineol uygulanan grup. e) 20000 µM 1,8
Sineol uygulanan grup. f) 30000 µM 1,8 Sineol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil  3.1.4.3.  1,8  Sineol  uygulanan  CHO  hücrelerinin  phalloidin  (FITC)  -  propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
5000 µM 1,8 Sineol uygulanan grup. d) 10000 µM 1,8 Sineol uygulanan grup. e) 20000 µM 1,8
Sineol uygulanan grup. f) 30000 µM  1,8 Sineol uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.5.1. Salvia fruticosa uygulanan A549 cell line hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c) 12,5 µM Salvia fruticosa (adaçayı) uygulanan grup. d) 25 µM Salvia fruticosa uygulanan
grup. e) 50 µM Salvia fruticosa uygulanan  grup. f) 100 µM Salvia fruticosa uygulanan grup. Ölçü
birimi 125 µM
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Şekil 3.1.5.2.  Salvia fruticosa uygulanan V79 379A hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c) 12,5 µM Salvia fruticosa (adaçayı) uygulanan grup. d) 25 µM Salvia fruticosa uygulanan
grup. e) 50 µM Salvia fruticosa uygulanan  grup. f) 100 µM Salvia fruticosa uygulanan grup. Ölçü
birimi 125 µM
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Şekil 3.1.5.3.  Salvia fruticosa uygulanan CHO hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
12,5 µM Salvia fruticosa (adaçayı) uygulanan grup. d) 25 µM Salvia fruticosa uygulanan grup. e)
50 µM Salvia fruticosa uygulanan  grup. f) 100 µM Salvia fruticosa uygulanan grup. Ölçü birimi
125 µM

50

a b

c d

e f



             

             

             

Şekil 3.1.6.1. Laurus nobilis uygulanan A549 cell line hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c) 12,5 µM  Laurus nobilis (defne) uygulanan grup. d) 25 µM  Laurus nobilis uygulanan
grup. e) 50 µM Laurus nobilis uygulanan  grup. f) 100 µM Laurus nobilis uygulanan grup. Ölçü
birimi 125 µM
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Şekil  3.1.6.2.  Laurus nobilis  uygulanan V79 379A hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c) 12,5 µM  Laurus nobilis (defne) uygulanan grup. d) 25 µM  Laurus nobilis uygulanan
grup. e) 50 µM Laurus nobilis uygulanan  grup. f) 100 µM Laurus nobilis uygulanan grup. Ölçü
birimi 125 µM
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Şekil 3.1.6.3.  Laurus nobilis  uygulanan CHO hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
12,5 µM Laurus nobilis (defne) uygulanan grup. d) 25 µM Laurus nobilis uygulanan grup. e) 50
µM Laurus nobilis  uygulanan  grup. f) 100 µM Laurus nobilis uygulanan grup. Ölçü birimi 125
µM
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Şekil  3.1.7.1.  Origanum  onites uygulanan A549  cell  line  hücrelerinin  phalloidin  (FITC)  -
propidium iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif
kontrol grubu. c) 12,5 µM Origanum onites (kekik) uygulanan grup. d) 25 µM Origanum onites
uygulanan  grup.  e)  50  µM  Origanum  onites uygulanan   grup.  f)  100  µM  Origanum  onites
uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.7.2.  Origanum onites  uygulanan V79 379A hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c) 12,5 µM Origanum onites (kekik) uygulanan grup. d) 25 µM Origanum onites uygulanan
grup. e) 50 µM Origanum onites uygulanan  grup. f) 100 µM Origanum onites uygulanan grup.
Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.7.3. Origanum onites uygulanan CHO hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium iodide
boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol grubu. c)
12,5 µM Origanum onites (kekik) uygulanan grup. d) 25 µM Origanum onites uygulanan grup. e)
50 µM Origanum onites uygulanan  grup. f) 100 µM Origanum onites uygulanan grup. Ölçü birimi
125 µM
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Şekil  3.1.8.1.  Pimpinella  anisum  uygulanan  A549  cell  line  hücrelerinin  phalloidin  (FITC)  -
propidium iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif
kontrol  grubu. c)  12,5 µM  Pimpinella  anisum (anason) uygulanan grup. d)  25 µM  Pimpinella
anisum uygulanan grup. e) 50 µM  Pimpinella anisum  uygulanan  grup. f) 100 µM  Pimpinella
anisum uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.8.2. Pimpinella anisum uygulanan V79 379A hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c)  12,5 µM  Pimpinella anisum (anason) uygulanan grup. d)  25 µM  Pimpinella  anisum
uygulanan grup. e) 50 µM  Pimpinella anisum  uygulanan  grup. f) 100 µM  Pimpinella anisum
uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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Şekil 3.1.8.3. Pimpinella anisum uygulanan CHO hücrelerinin phalloidin (FITC) - propidium
iodide boyama ile immünositokimyasal görüntüleri. a) Negatif kontrol grubu. b) Pozitif kontrol
grubu. c)  12,5 µM  Pimpinella anisum (anason) uygulanan grup. d)  25 µM  Pimpinella  anisum
uygulanan grup. e) 50 µM  Pimpinella anisum  uygulanan  grup. f) 100 µM  Pimpinella anisum
uygulanan grup. Ölçü birimi 125 µM
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TARTIŞMA VE SONUÇ

Hücre  kültürleri  biyolojik  ve  diagnostik,  hücre  farklılaşma  olaylarının

incelenmesi,  onkojen  maddelerin  analizi,  gen  bankası  çalışmaları  ve  hücre

hareketlerinin  incelenmesinde  büyük  önem  taşımaktadır  (Zeytinoğlu  ve  ark.

1993). 

Hücre iskeleti, dinamik ve duyarlı bir sistemdir. Madde ile indüklendikten

sonra  hücrede  meydana  gelen  değişikliklerin  incelenmesinde  değerli  bir

morfolojik parametre olarak gösterilmektedir (Kohler ve ark. 1994).

Hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesi esnasında ve hücrenin tamamında

bazı  kabarcıklar  meydana  gelmektedir.  Hücre  dışındaki  bu  kabarcıklanmaya

mikrotübüllerin dağılışı (Uzdensky ve ark. 2004, Berg ve ark. 1990, Villanueva ve

ark.  1996) ve  aktin  filamentlerinin  yeniden  düzenlenmesi  eşlik  etmektedir

(Uzdensky ve ark. 2004, Huot ve ark. 1998). 

Aktin  polimerizasyonu  hücre  siklusunun  G1  ve  G2/M  fazlarında

olmaktadır ( Lu ve ark. 2004, Rao ve ark. 1990). Aktin polimerizasyonunda  F/G

aktin oranları (F-aktindeki artış veya G-aktindeki  azalış)  hücresel farklılaşmaya

işarettir ( Lu ve ark. 2004, Han ve ark. 2002).

Aktin  42-kDa  ağırlığında  bir  proteindir,  polimerize  olarak  aktin

filamentlerini meydana getirmektedir. Aktin hücre iskeleti, hücresel bütünlüğü ve

hücre şeklinin sağlanmasında çok önemlidir (Banan ve ark. 2000). 

Birçok antikanser ilacın etkisi hücre morfolojisi ve hücre iskeleti üzerinde

araştırma yapılarak incelenmektedir (Vilpo ve ark. 2000, Bursch ve ark. 2000). 

Patolojik  durumlarda,  doğru  olmayan  hücre  göçleri,  tümör  akınına  ve

metastaza  neden  olmakta,  bu  olay  da  kansere  yol  açmaktadır.  Bütün  bu

oluşumlarla birlikte; primer tümörler, hücrelerden ayrılarak, dokuları geçmekte ve

kan yoluyla yeni organları istila etmektedir. Metastazın meydana gelmesinde aktin

sistem önemli bir yer tutmaktadır. Bu da kanserin ne kadar kompleks bir hastalık

olduğunu göstermektedir (Lambrechts  ve ark. 2004).

Son yıllarda doğal ürünlerin güvenliği ve toksisitesi üzerine birçok çalışma

yapılmaktadır. 

Monoterpenler;  meyveleri,  sebzeleri,  baharatları  ve  otları  içeren  birçok

bitkiden ekstrakte edilen esansiyel yağlarda bulunan bileşiklerdir.
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Monoterpenler,  izopren  hidrokarbürü  (2-metil-1,3-butadin)  esas

almaktadırlar  ve  orijinlerinde  iki  veya  daha  fazla  izopren  molekülleri

bulunmaktadır.  Aynı  zamanda  esansiyel  yağların  komponentleri  olan

monoterpenler,  güzel  kokulu  kozmetiklerde,  gıda  renklendiricilerinde,  ev

ürünlerinin  kokularında,  bazı  eski  ilaçların  aktif  bileşiklerinde,  parfüm

kimyasallarının  sentezinde  aracı  madde  olarak  kullanılmaktadır.  İzole  edilen

monoterpenlerin  farmasotik  ve  farmakolojik  alanlardaki  kullanımına  ilgi  son

yıllarda  giderek  artmaktadır  (Sanchez  ve  ark.  2004,  Gomes-Carneiro  ve  ark.

1998). 

Esansiyel  yağların  bileşikleri,  sitoplazmik  membranda  gömülü  bulunan

hücre proteinleri üzerinde etkili görülmektedir.

Esansiyel yağlar ve monoterpenler lipofilik bileşiklerdir, kolaylıkla hücre

membranlarından  geçerler  ve  bu  nedenle  deri  ve  akciğer  tarafından  absorbe

edilmektedirler (Mühlbauer ve ark. 2003).

Oregano ve  thyme bitkisinin  önemli  bir  komponenti  olan  karvakrol,

araştırmalarda büyük önem taşımaktadır. Yapısal olarak karvakrole çok benzeyen

timol, taşıdığı hidroksil gruptaki fenol halkasının konumu nedeniyle karvakrolden

ayrılmaktadır.  Bütün  bu  özellikler,  maddelerin  hücre  zarından  geçmesini

sağlamaktadır (Burt 2004, Lambert ve ark. 2001).

He  ve  arkadaşları  tarafından  yapılan  bir  çalışmada  karvakrolün,  B16

melanoma hücrelerinin sayısında bir azalmaya neden olduğu bildirilmiştir (He ve

ark. 1997).

Esansiyel  yağlardan  Salvia  fruticosa (adaçayı)  kemik  absobsiyonunu

engellemektedir (Mühlbauer 2003).

           A549 hücreleri normal tek tabakalı bir kültürde epitel kökenli olması ile

benzeşen poligonal bir şekle ve yaprak benzeri bir modele sahiptir (Umino ve ark.

2000). Phalloidin ile boyanan A549 hücrelerinde bu özellik gözlenmiştir.

Aktin  dinamiklerinin  çalışılması  için  farklı  floresan  teknikler

geliştirilmiştir.  In  vitro ve  in  vivo ortamlarda  aktin  iskeletinde  meydana gelen

değişikliklerin  canlı  izlenmesi  için  floresan spektrofotometresi  ve  mikroskopisi

kullanılmaktadır. Bu işlem, aktin moleküllerine kovalent olarak bağlanan prenil ve

rhodamine  gibi  floresan  gruplar  ile  ya  da  yeşil  floresan  proteini  ile  aktin

filamentinin birleşmesi ile yapılmaktadır. Bu peptidler filament aktine bağlanırlar,
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G-aktine  bağlanmazlar.  Bu  türevler,  F-aktinin  teşhisinde  kullanılmaktadırlar

(Katanaev ve Wymann 1998).

Phalloidin,  Amonita  phalloides isimli  zehirli  bir  mantar  türünden  elde

edilen  önemli  bir  komponenttir  (Lengsfeld  ve  ark.  1974).  Hücre  iskeletindeki

zararları  görebilmek  amacıyla FITC (floresan  izosiyonat)-  Phalloidin  boyaması

yapılarak F-aktin iskeletine bakılmaktadır (Gunaratnam ve Grant 2004, Wulf ve

ark. 1979).

Yaptığımız deneylerde A549, V79 379A ve CHO hücreleri kullanılmış ve

bu hücrelere monoterpenlerden ve esansiyel yağlardan timol, karvakrol, L-mentol,

sineol, Salvia fruticosa, Laurus nobilis, Origanum onites, Pimpinella anisum gibi

test  maddeleri  değişik dozlarda uygulanmıştır.  Bütün eklenen test  maddelerinin

uygulandığı  hücreler  phalloidin  (FITC)-  propidium  iodide  ile  boyanarak,

hücrelerin  aktin  iskeleti  incelenmiş  ve  dozlar  arttıkça  aktin  filamentlerinde

bozulmalar olduğu görülmüştür.
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