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Gunumuzde cgtli bitkilerden ekstrakte edilen esansiyel gla ve bu

yaglardan izole edilen terpenoid hilkler ilag, gida ve kozmetik sanayinde sikca
kullaniimaktadir. Bu tez c¢almasinda, bazi bitkilere ait esansiyelgyae
monoterpenlerin A549, V79 379A ve CHO hicreleri Uzerindeki sitotoksik
etkileri MTT, Neutral Red Up Take ve koloni formasyonu yontemleri
kullanilarak argtinimistir. Elde edilen sonuglara goére, 1,8 sineolun uygata
konsantrasyonlarda diils sitotoksik etkiye sahip oldug timol, karvakrol ve
mentolun doza ve zamana gha sitotoksik etki gostergd gorulmuagir. Bu
calismada kullanilan ger test maddeleri olahaurus nobilis (defne), Salvia
fruticosa (adacayi)Pimpinella anisum(anason) veOriganum onites(kekik)
esansiyel ygarinin doza baml sitotoksik etki oluturdugu saptannstir.
Monoterpenler ve esansiyel dar ile ilgili bulgularin yapilacak antineoplastik
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Nowadays essential oils and isolated from its terpenoid compounds of
extracted from various plants have different biological activities. In this case, they
are used in drug, food and cosmetics industries. In this study, cytotoxic activity of
some essential oils and monoterpenes obtained from some plants investigated
with MTT, Neutral Red Uptake and colony formation assays on A549, V79 378A
and CHO cell lines. It's found that 1,8 cineole has low cytotoxic effect at treated
concentrations. Thymol, carvacrol and menthol demostrated that time and
concentration based cytotoxic effect. It was resulted that other test compounds
Laurus nobilis(bay-leaf),Salvia fruticosa (sageRimpinella anisum(anise) and
Origanum onitegthyme) essential oils have concentration based cytotoxic effect.

It is thought that the results about of monoterpens and essential oils would lead for

the future investigations about using antineoplastic therapy and in vivo.
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1. GIRIS

Besin alinimi, ygam icin gerekli ¢cgtli biyoaktif molekulleri kagilayarak,
metabolizmay! ve s gl dizenler. Cg@lar boyunca ilaclar beslenme yetersiiie
karsi mucadelede kullanilgtir. Yetersiz fito-antioksidantlarin alimi 1980’lerd
vitamin eksiklgi gibi hastaliklara neden olurken, ginimuzde, batetterinde
asiri miktarda doymugaglarla birlikte yetersiz fito-antioksidantlarin alirkanser
ve kardiyovaskiler hastaliklara yol acmaktadir. Kanser gibi hastaliklar tek bir
tumor ajantyla tedavi edilemezler ¢linku kanserler g@mall sireclerde ilerler
ve bireyin genetik ve epigenetik Ozelliklerine goresittenirler. Bitkilerde,
sebzelerde ve koklerde bulunan dbilesiklerin sglik Gzerindeki yararli etkileri
insanlarda ¢ok eski zamanlardan beri geleneksel olarak bilinmektedir. Batili
ulkeler modern gida ve ilag Uretiminden dolayi geleneksel ilag kullanimini terk
ederken, Cin ve Japon geleneksel ilaglari bu bilgiyle yuzyillar boyuncangeli
ve bu konuda tecriibe kazanigmve kanser tedavilerinde bize 6n verilerglsgan
epidemiyolojik gozlemler toplanmgtir (Signorelli ve Ghidoni 2005).

Kanser yakin, hatta uzaktaki dokulara nufus edebilen neoplazma haldeki
hicrelerin anormal buyumeleri ile karakterize edilen sonug¢ olarak 6lume bile
sebep olabilen bir seri malignant hastalik olarak ele alinabilir (Mathur ve ark.
2006). Son zamanlarda kanserin etiyolojisi, patogenezi ve tedavisindeki umut
verici gelsmelere r@men kanser, halen tim dinyada Kkardiyovaskuler
hastaliklardan sonra en dnemli mortalite (6lum) nedenidir. Kanser, tlkemizde de
kardiyovaskuler hastaliklardan sonra oOlim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Bircok kanser turd gfa birlikte arts gostermektedir. Gittikce
yaslanan dinya niufusu gelecekte kanserlerin daha onerotbidite (hastalik)
nedeni olabileca@ni dusindirmektedir. Geden tani yontemleri ve ortalama
yasam siresinin uzamasl, yeni tespit edilen kanserlaigsayisinda asia
sonuc¢lanmakta, buna bozulan ekolojik denge de katkida bulunmaktadir (Yalcin ve
ark. 2003). Tedavi edici potansiyel etkileri ve halk arasinda tedavi amacli
kullanilan bitki ttrevleri ve bilgkleri son zamanlarda kanser tedavisi i¢in yeni
ilag argtirmalarinin birgogna konu olmugr (Shi ve ark. 2006). Deneysel

calismalar da monoterpenlerin antikarsinojenik 0Ozelliglersahip oldug



gOsterilmitir. Bu nedenle monoterpenldanser tedavisinde Gmit vermektedirler
(Loza-Tavera 1999).

Hayvan hicre Kkdlttrleri, kanser anamalarinda hicre farkhima
olaylarinin incelenmesi, onkojenik maddelerin ve onkojenlerin etkilerinin
analizleri, huicre hareketleri olaylarinin incelenmesinde buyluk ongmaktadir
(Kihg 2002).

Hucre kadltart, hdcrelerin organizmaseohda, plastik petrilerde ya da
plakalarda kontrollusartlarda (CQ basinci, nem, sicaklik) buyime faktorleri ve
metabolik substratlar iceren besiyerlerinde gielimesidir.

Hucre kaltura yontemleri ile
« Bir bilesigin, hiicreler tGizerindeki etkisi dogrudan doga gozlenebilir.
% Bir bilesigin ya da bir kimyasal maddenin etkileri her cins dokeya
hiicrelerde ayri ayri agtarilabilir.
% Organizmadaki karlikli etkilesimler nedeniyle yapilamayan atamalar

in vitro da yapilabilir.

Hucre kaltari yonteminde etkiler daflan d@ruya oldgundan sonug
kisa surede alinabilir, istatistik olarak hayvan deneyleriylgilaginrilamayacak
kadar fazla hicre kullanilabilir, cok sayida hayvanin deney amaciyla éldurilmesi
onlenir.

Hucre kaltaria yontemleri hayvan modellerinin kullangidiestlere gore bu
avantajlar taidigi icin dinyada yaygin bir kullanima sahiptir. Bu epten dolayi
hicre kultarh kanser agtarmalari (n vitro toksikoloji), sitogenetik, biyokimyasal,
molekdiler biyoloji cakmalarinda, cgtli hastaliklarin tani ve aséirilmasinda,
doku ve deri muhendigli, kok hucreler, tip bebek ve kisirlik tedavilerinde
farmasotik proteinlerin Uretiminde, kozmetikte sik sik kullaniimaktadir (Gad
2000; Putnam 2002).

Basal sitotoksisite bir kimyasalin tim 6karyotik htcre tipleri tzerindeki
toksik etkisinin genel yapisi ve temel hicresel 6zelliklerinin tarifinde
kullaniimaktadir. Basal sitotoksisite vivo ortamindaki hedef organ toksisitesiyle
benzerlik gostermektedir. Dik konsantrasyonlardaki bir toksik kimyasaim
vitro ortamdaki hiicreler Uzerindeki sitotoksisitesivivo ortamdaki cgitli hedef

organlarin toksisitesiyle kstastirilip aralarinda ikki kurulabilir. Bu ytzdenin



vitro sitotoksisite deneyleri hayvan letalitesini belirlemek icin yapilan toksisite
calismalarinda da yararli metotlar olarak kullanilabileekr. Sitotoksik etki,
hiicre yapisi ya da fonksiyonunda hasar tahan kimyasal bilggin siklhikla
bolinmekte olan hicreleri selektif olarak ortadan kaldirmak icin kullanilan
antineoplastik ilaglari tanimlamak icin deggmlukla kullaniimaktadir (Anonim).

In vitro sitotoksisite testleri, hiicre cangi) hiicre poliferasyonu, membran
secici gecirgenkii, DNA sentezi ya da hicresel metabolizma gibi teksyi
belirleyen gosterge parametrelerin 6lgctilmesine dayanir (Gad 2000). Sitotoksisite
deneyleriin vitro ¢calsmalarda sikga kullaniimaktadir. Neutral Red (NR)WET
(tetrazolyum tuz rediksiyon) deneyleri monolayer kultirlerde sitotoksisite
Olcimleri ya da toksik madde vaninda hicre canlganin belirlenmesinde sik
kullanilan yontemlerdir (Fotakis ve Timbrell 2005; Fent 2001). Kanser
calismalarinda amaclanan, tumoér almgunun 6nidne gecilmesi ve yayllmasini
Onlemektir. Caitli in vitro yontemler tumor gelimini 6nlemeyi amaclamaktadir.
Yumusak agar koloni formasyonu testi birka¢ hafta icindmamlanarak sonuca
ulasilabilmeyi s&layan pratik bir testtir. Bu nedenle bircok antinkegk ilag
argtirmalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Beggavk 2002).

Kemoterapinin kanser tedavisinde onemli bir yaikfaolduginu diginerek
calismamizda anti-timaor ve antioksidan etkiye sahip alshwgdigindizgimiz ya
da deneysel calmalarda kanitlanngibilesenlerin (timol, 1,8 sineol, karvakrol, L-
mentol) ve esansiyel gtarin (defne yai, anason y&, kekik yas1, adacay! ya)
normal s&liklh htcrelerde (V79 379A ve CHO) ve kanserli insaRciger
hiicresinde (A549), sitotoksik etkileri gtailmistir.

1.1 Doku Kultdrt

Doku kultara yontemi, hayvan ya da bitkilerin ergin veya embriyonik
dokularindan izole edilen hiicre, doku veya organlarin gercek ortamlarina benzer
bicimde hazirlanmi steril besi ortamlarinda bir stre sgalmalaridir. Doku
kaltart yontemi hicre biyolojisinde sikga kullanilan yaygin bir yoéntem olup
Ozellikle kanser agtirmalarinda kanser hicrelerinin biyolojisininrégilmesinde

kullanilan yararl bir model oltgrmaktadir (Ozban 1988).



Hucre kaltard yontemi kullanilarak, endositozisinde iginde bulundugu
bircok farkli hicresel aktivite, hicre hareketi, hiicre bolinmesi, membran
transportu, hicrelerin ilaclara maruz kgldda verdgi etki, hicrelerin
hormonlara, buyume faktérlerine, ve gdr aktif maddelere vergi cevap
belirlenebilir (Karp 1999).

Hucre (doku) kilturi caimalarinin gecmsi ytz yili agkin bir sireyi
kapsamakta ve kokeni 1885 yilina kadar dayanmaktadir. 1852’de Wilhelm Roux
embriyonik tavuk htcrelerinin birkagc gin boyunca vicujindia bir tuz
¢ozeltisinde canhliklarini surdurebifgni, daha sonra 1898 yilinda Ljunggren
insan dokusunun kullaniigh ilk deneyi yaparak, insan derisininim vitro
ortamda asidik sivida canfilni strdurebildgini gostermgtir. 1913'te Alexis
Carol hucrelerin duzenli olarak beslenmeleri halinde kdltir ortaminda
cogalabildiklerini belirlemgtir. Wilton Earle ve arkaddari 1943'te L hicre
serisinden izole ettikleri htcrelerin hicre kultirinde klonlar tolduklarini;
1951'de George Gay ilk surekli (continuous) insan hicre serisini, HelLa serisini
gelistirmislerdir ki bugln bile hala bu hiicre serisi yayginrakakullaniimaktadir.
1950’li ve 1960l yillarda Eagle, Fischer, Parker, Healy, Morgan, White ve
Waymounth adli agrmacilarin da i¢inde bulundug birgok bilim adami
kultirde bulunan hicrelerin ggineleri icin gerekli olan besin maddelerini
belirlemislerdir (Langdon 2004).

Hicre ve doku kaltart teknikleri, hicre daveanin  analizine izin
vermektedir. Bunun igin hucre ve dokular, biyime faktorleri, hormonlar ve serum
iceriklerinin ilave edildgi, kimyasal olarak belirlenmi sentetik bir ortamda
uretilirler. Bu yapay ortam canli ortamina benzerdir. Hlcreler ya bir siispansiyon
icinde veya kiltur pla Uzerine yayilarak geilr ve boylece tek hiicre tabakasi
meydana getirilir (Franks ve Teich 1996).

Hucre kudltird normal ve kanserli hicrelerin  metabolizmalarinin
calismasinin argiriimasinda kullanilir. Ayrica bu teknik, sadecectdde Greyen
ve blylyen parazitlerin; virsler, mikoplazma ve bazi protozonlar gibi, canlilarla
da calgilmasina olanak ggamaktadir (Junqueira ve ark. 1992). Hicre kultard,
ilaglarin etkilerinin ve hicrelerin birbirleri ile olanskilerinin argtirimasinda da
kullanilabilir (Franks ve Teich 1996).



Doku kultara 3’e ayrilir (Freshney 1994)
1.0Onciil hiicreler (primer kiltir): Bir organizmanin dokularindargraiban
hazirlanan in vitro ortama tutunan ilk hticrelerdir.
2. Sekonder kiltur: Oncul kultirlerden elde edilen hicrelerin yeni bir ortama
aktariimasi ile elde edilen htcrelerin dlurdugu kalttrdar.
3. Surekli kultar hicresi: Normal (malignant olmayan) hicreler 6lene kadar hiicre
tipine bali olarak ancak 50 ile 100 defa bélinebilirler. 82bebten dolayr doku
kaltara calsmalarinda genellikle hicrelerin surekli bélinebilinggn genetik
olarak dgistirilmis birgcok sirekli kulttr hticresi (cell line) kullaniktadir (Karp
1999). Bu surekli kultar hicrelerinin laboratuvarlarda pasajlar halinde kulturleri
yapilabilmektedir. Bu hicrelerin kromozomlarinda normal hicrelerden farkliliklar
olusmus ve sayilari dgismistir. Bu hicrelere HeLa, KB3, KB gibileri 6rnek
verilebilir (Unat 1997).

1.2. Sitotoksisite

Gegmiten bugline hucre kalturi cahalarinda hicre canlgini ve
cogalmasini belirlemek igin bircok yontem géililmistir. Bu yontemlerden en
kullanih olanlar, 96 kuyucuklu plakalarin kullanifgli modern deneylerdir.
Boylece bircok drnek ayni anda ve hizli analiz edilebilmektedir. Sitotoksisite
deneyleri dgisik parametreleri kullanarak hiicre 6lumuntu ve aagini belirler
(Weyermann ve ark. 2005).

Sitotoksik etki, hiicre yapisi ya da fonksiyonunda hasatwhg kimyasal
bilesigin siklikla bolinmekte olan hiicreleri selektif olam@rtadan kaldirmak icin
kullanilan antineoplastik ilaclar tanimlamak icin de kullaniimaktadir. Ne tim
antineoplastikler sitotoksiktir, ne de tim sitotoksik fkéer kanser tedavisinde
kullaniimaktadir (Anonim).

Sitotoksisite kimyasallarin hicreler ve dokular tzerindeki aktivasyon
mekanizmasinin  anjdmasinda onemli  bir faktordir.  Sitotoksisitenin
karsinogenesis ve inflasyonunda igcinde bulundpgtolojik proseslerde 6nemli
bir rol oynadgl dusintlmektedir. Sitotoksisite serbest radikaller,tamtlar ve

genotoksinlerinde icinde bulundug diger ajanlarin aktivitelerinde etkilidir



(Putnam, ve ark. 2002). Ayrica sitotoksik deneylerle balik hicre hatlarini
kullanarak farkl &ir metallerin ve organik bikklerin de iginde bulundug
bircok cevresel kimyasalin sitotoksik etkisi de belirlenebilir (Fent 2001).

Sitotoksisitenin in vitro testler ile ©6lcilmesinin bircok faydasi
bulunmaktadir. Bunlardan biri, toksisite testleri i¢in kullanilan hayvan sayisini en
aza indirmesidir/n vitro testlerin bir dger avantaji hiicre ya da organin toksik
etkiye kagl mekanizmasinin belirlenebilmesidir. Yeni Urlnletaksisitesininin
vitro yontemlerle Uretimin erken evrelerinde belirlenebilmesi, harcanan para,
zaman ve deney hayvanlarindan kazangagabilir (Putnam ve ark. 2002)n
vitro sitotoksisite testleri hicre canfili hiicre proliferasyonu, membran
butinligi, DNA sentezi ya da hicresel metabolizma giBiticgoarametrelerin
Olculmesiyle temel hiicre toksisitesinide belirler. Bu parametreleri olcgti ce
sitotoksisite deneyleri vardir. En ¢ok kullanilan yéntemler neutral red uptake
deneyi (hicre canlgh icin), Lowry Coomassie Blue ve Kenacid blue deeayl
(toplam hiicre proteini ve hicre proliferasyonunu belirlemek icin), MTT
(mitokondriyal aktivite ve hiicresel metabolizmayi belirlemek igin) ve intraseliler
laktat dehidrogenaz (LDH) aktivite testi (hicre lizizini belirlemek icin) dir (Gad
2000).

Kimyasallarin sitotoksisitesi hiicre dlumunan, caginin, hiicre yapisinin,
morfolojisinin, enerji metabolizmasinin ve hicregagbmasinin 6lctlmesi gibi
cesitli farkh noktalarla belirlenebilir. Bir bilgigin sitotoksik etkisi test edilirken
hiicrelerin genel mekanizmasi ve hicre tiplerine 6zgi mekanizmalar g6z 6ntinde
tutulmalidir (Putnam ve ark. 2002). Hiicre cagifin belirlenmesi mutagenesiz,
malignant transformasyon, apoptosis, hicresel patoloji ve farmosotik toksisiteyi
deserlendirmede oldukca onemlidir. CUnkl sadece cainrdierin dgisimiyle
olusur. Olen hicrelerdeki sinyaller ve ggir desisimler karsinogenez
arastirmalarinda 6nemli dgldir (Komissarova ve ark. 2005).

Sitotoksisite deneyleriin vitro calsmalarda sik¢ca kullaniimaktadir.
Neutral Red (NR) ve MTT (tetrazolyum tuz rediksiyon) deneyleri monolayer
kilturlerde sitotoksisite O6lgumleri ya da toksik madde gertia hicre
canlihginin belirlenmesinde sik kullanilan yontemlerdir f@as ve Timbrell
2005; Fent 2001). Neutral Red deneyi boyangayan hicrelerin lizozomlarinda



birikmesi temeline dayanir (Borenfreund ve Puerner 1985). MTT deneyi ise
mitokondriyal aktivitenin 6lgilmesi temeline dayanmaktadir (Fent 2001).

1.3. Kanser

Kanser, hucrelerin kontrolstiiz bigekilde c¢o@lmasi, invazif nitelik
kazanmas! ve metastas yapmasi ile kendini gdsteren oldirtci bir hastaliktir.
Epidemik boyutta ortaya ¢cikmasi ve gerek hastanin, gerekse yakin cevresinin
morali ve davrani Uzerinde olumsuz yansimalar yapmasi nedeniyiengain en
onemli ve dramatik mediko sosyal sorunlarindan biridir.g&an hucrelerin
kaynaina, tipine ve olugigu organa gore kanserin coksik tipleri vardir.
Gelismis Ulkelerin 6lim istatistiklerinde kalp-damar hadtirindan sonra ikinci
siradaki o0lum nedenidir. Turkiye’'de yillik kanser insidensgl&aBakanlginca
yuz binde yaklgtk 150 olarak tahmin edilmive her yil yaklstk 90.000-100.000
civarinda yeni kanser olgusu gorulgchkildirilmi stir (Kayaalp 2003).

Kanser, bir seri genetik hasarin birikimi ile ¢cevresel etmenlergmizaz
ya da sbirligi sonucu meydana gelmektedir. Genetik hasar oladd&ndirilan
mutasyonlarin bazilari, htcre ggmasinin kontrolini etkilerken, gair
mutasyonlar timor hucrelerini bulunduklari yerden uzak mesafelgrentalarini
ve gelsebilmeleri icin gerekli glemleri uyarmaktadirlar (Klug ve Cummings
2000).

Mutasyon olasifii, bireylerin belirli kimyasal, fiziksel ya da biyalk
faktorlere maruz kaldiklari zaman artabilir. Mutasyona neden olan faktérler 5’e
ayrilir.

1. X sinlari, gamaginlari, radyoaktif maddeler ve ultraviolgnlari gibi
iyonize edici radyasyonlar kansere neden olabilirler. Bu radyasyonlarin etkisi
altinda doku hicrelerinde olag iyonlar yiksek dizeyde reaktiftir; DNA
zincirlerini kirarak bircok mutasyonlara neden olurlar.

2. Bazi kimyasal maddelerin mutasyona neden olma olasiliklari fazladir.
Uzun zamandir anilin boya turevlerinin biyik olasilikla kansere neden olduklart,
bu maddeleri elde etmek icin kimya fabrikalarinda seali scilerin

korunmadiklari taktirde kansere 6zel bir yatkinhk gosterdikleri bilinmektedir.



Mutasyon meydana getirerek kansere neden olan kimyasal maddelere karsinojen
adi verilmektedir. GUnimuzde encok 6lime neden olan karsinojenler, sigara
dumaninda bulunmaktadir. Bu karsinojenler kanser olimlerinin dértte birinin
nedenini oluturur.

3. Fiziksel irritantlar da sindirim sisteminin bazi yiyeceksiteriyle
surekli hasar olugirmasiyla kansere yol acabilir. Bu da dokularinaha@grmesine
ve tamir edici hicrelerde hizli mitotik calgnaya neden olmaktadir. Mitoz
hizlandikca mutasyoragsi da artar.

4. Birgok kisi kansere kalitsal yatkinlik duyar. Kansere yatlganlkisinin
tasidigl genomlarda bulunan bir ya da daha ¢ok mutant gssem olur. Bu
nedenle bdyle kilerde kanserin gelmesi icin cok daha az sayida ek mutasyon
yeterlidir.

5. Deney hayvanlarinda belirli virissgieri kanserlere neden olmaktadir
(Guyton 1986).

Kanserler temel yapilarina gore karsinom (karsinoma) ve sarkom
(sarkoma) olarak ikiye ayrilabilir. Karsinomlar viicudu kaplayan deri ile meme,
solunum ve sindirim vyollari, i¢ salgl bezleri, Ureme organlar vealboy
sisteminin i¢ yuziunu d@yen epitelyum dokudan; sarkomlargbdoku, y&
dokusu, kan damarlari, kemik ve kikirdak gibi dokulardan tarerler ( Raven ve
Johnson 1992).

1.3.1. Kanser hcrelerinin 6zellikleri

Insan kanser hiicrelerinin davrgar hakkinda elde edilen bilgilerin go,
in vitro ortamda gedtirilen hiicrelerle yapilan ¢camalardan elde edilrgtir (Karp
1999).
Kanser hicresiyle normal hiicre arasinda iki baytk fark bulunur:
1) Kanser hucresi hiicre buyumesinin normal sinirlarina saygi gostermez,
bunun nedeni normal hicrelerin biylimesi icin gerekli biyume

faktdrlerinin bu hicrelere gerekmemesidir.



2) Kanser hicreleri birbirlerine normal hiicrelerden ¢ok daha az tutunur. Bu
nedenle kolaylikla dokularda delrak kan dolgmina girip, butin
vilcuda tainarak cok sayida yeni kanser odaklari yaratirlary(Gn 1986).
Normal hicreler hicre @almasinin desteklengli doku kultiriinde

gelistiginde malignant olanlarinkine benzgkilde gelgerek bolunurler. Bununla
birlikte, normal hicreler bulunduklari kiltir ortaminin tabanini kaplayana kadar
cogalirlar, daha sonra ggine hizlari belirgin bicimde azalir ve bu hicrelét te
tabakall (monolayer) olarak kalmaya yatkindirlar. Biyume oranlari hicrelerin
cevreden aldiklar buyimeyi engelleyici etkilerglbalarak azalir. Bunun aksine,
malignant hicreler aymyartlarda kaltur edildiklerinde buyimeye devam ederek
birbiri Gzerinde yginlar olugururlar. Malignant hicreler, normal hicrelerin
buyime ve bélinmesinin kesilmesinigtayan dizenleyici sinyal tiplerine cevap
vermezler. Bu kontrolsiiz buyime o6liumcil tehdit yaratmaktadir (Karp 1999).
Normal hicrelerin biyumesi icin gerekli buyime faktorlerine kanser hticrelerinin
ihtiyaci olmadgl icin kanser hiicreleri sonsuz olarakgatarak sayilari giinden
gune kat kat artar. Boylece vicut icin gerekli buttin besinleri kullanirlar. Sonucta
normal doku hucreleri yetersiz besinden yaweava Olmektedirler (Guyton
1986).

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden mikroskop yoluyla ayirt edilebilirler.
Bir spesifik dokuda kanser hicreleri hizli buytmeleriyle karakterize edilebilirler.
Cekirdekleri sitoplazmalarina oranla buyuktir (Darnell 1986).

Normal htcrelerle kanserli hicreler arasinda biyokimyasal ve yapisal
birgok farklihk bulunmaktadir. Bir kanser hicresinin sitoplazmasinda meydana
gelen en belirgin morfolojik dgsiklik hiicre iskeletinde meydana gelir. Normal
bir hicre, genellikle iyi organize olmugnikrotibuller, mikroflamentler ve
intermediate flamentleri igerir, kanser hucrelerinin hicre iskeleti agaimi
velveya organizasyonu bozulntug (Karp 1999).

Kanserlgen hicre, dokuya 6zgu olan yapisal 6gelli ve morfolojik
yapisini kaybetngtir. Hucrelerinin sitoplazmalari normal hicrelererggédaha
kuguktlr bu nedenle mikroskopla ayirt edilebilirler (Dilsiz 2004).

Hicre ylzeyinde 0©zel komponentlerin azalmasini ya da artmasini

kapsayan cok sayida geklik te go6zlenebilir. Bazi kanser hicreleri, timor-
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assciated antigenler olarak adlandirilan yeni hiicre ylzey proteinlerine sahiptirler.
Cunku kanser hacreleri, hicreye ¢arybnelen antibodilerin  olugnunu
indukleyebilirler. Hicre yuzeyindeki dsiklikler yiziunden, kanser hucreleri
tipik olarak dger hicrelere ve hicresel olmayan yluzeylere dahaagiartma
Ozelligindedirler. Kanser hucreleri, hiicre yizeyine dahabadandiklar igin
tumor kitlesinden ayrilip vicudun g#ir bolgelerine go¢ edebilirler. TUmor
hicreleri arasindaki bu azalgrbaslanma ilgkileri, birbirleriyle olan gap junktion
olusturma gilimlerinin azalmasina neden olmaktadir (Karp 1999).

En o6nemli ozellik, kultir ortaminda buyldyen normal hicreler, hucre
bélinmesi igin sonlu mitotik bélinmelerden sonra sinirli bir kapasite gosterirler,
bélinme ve buylime icin uygun olmadiklari icirsig@maya girerler (Karp 1999).
Kanser hicreleri ise sinirsiz sayid&ajolar. Hicre farklilairken, ¢gu normal
hicrede kromozom uglari olan telomerler gittikge kisalirken, kanser hicrelerinde
ve kok hucrelerde telomerler telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler. Bu enzim
normal olarak hicreler farklgaken bir taraftan programl bigekilde gittikce
azalir. Oysa bir¢cok kanser tipinde telomeraz etginli sirdirmektedir. Sonucta
telomerlerin uzunlug sabit kalir ve hiicre sinirsiz sayidgala.

Kanser hucreleri anormal ve sabit olmayan kromozom sayilarina
sahiptirler (Darnell 1986). Kansegkn dokuda, bdolinen hicrelerde normal
farklilasma gerceklgmez. Kanser hicrelerinin metabolizmalari gigmistir.
Genellikle seker alinimi ve anaerobik solunum orani agtmi Kanserlgen
hicrelerin enzimleri miktar ve fonksiyon bakiminda farkhliklar gosterir (Dilsiz
2004).

1.3.2. Kanserli dokunun buylime profili

Solid timorlerin birgognda (akater, mide ve uterus gibi) biyume hizi
tumor blyudikce azalir. Bir solid tumoérin hicreleri 3 tabakaturug A
tabakasi bolunen hicreleri icerir, muhtemelen sdrekli olarak hicre
siklusundadirlar; B tabakasi istirahat haldeki hicrelew),(@ani bolinmeyen
fakat potansiyel bolinme ozgii olan hucreleri icerir. C tabakasi ise artik

bolinmeyen ama timaor hacmine katkida bulunan hiicreleri icerir. Esas olarak bazi



11

solid tumorlerin %5’ini oluturan A tabakasindaki htcreler halen mevcut olan
ilaglara duyarlidir. C tabakasinda bulunan hicreler ise bir sorun yaratmazken B
tabakasinda bulunan hicreler kanserin ilagla tedavisini sgoma Clunki bu
hiicreler sitotoksik ilaclara duyarh gidir, fakat bir kemoterapi uygulanmasi

sonrasinda A tabakasina gec¢ngdimi gosterirler (Bokesoy ve ark. 2000).

1.3.3. Kanser tedavisi

1.3.3.1. Cerrabhi

Kanser hastaliklarinin tedavisinde kullanilan en eski yontemdir. Amac,
tumorli doku veya organin ameliyat ilegkam bdlgeden cikariimasidir. Cerrahi
operasyonun bxarili olabilmesi, tumorin belli bir bélgede lokal nmsina
baghidir. Tumoér dger doku ve organlara yayilgiise bu durumda cerrahi
tedavinin yaninda radyoterapi, kemoterapi gibi tedavi yodntemlerinin de

kullaniimasi gerekebilir (Dilsiz 2004).

1.3.3.2. Radyoterapi

Bu tedavi yonteminde atomik veya subatomik partikiller ve radyasyon
uygulanir. Sglam dokuyu etkilemeden timorli bélgenin tahrip edidn
amagclanir. Bu tedavi kanser hastalarinda timérin yayiimasini 6nlemek ve timoral

kitlenin kugultilmesinde kullanilabilir (Dilsiz 2004).

1.3.3.3. Kemoterapi

Kemoterapi 19’'uncu yizyilin sonunda Paul Ehrlich tarafindan ortaya
atilmis bir deyimdir. Vicudu istila eden mikroorganizmalareya parazitleri
konakglya zarar vermeksizin 6ldurebilen ilaclarla yapilan tegillidir. Viicuda
giren ve hastalik etkeni olan organizmalar ¢okitGeolduklari icin kemoterapide
kullanilan ilaclar da yapica o orandasifldik goOsterirler. Vicut icin malinyite

gostermesi, cabuk @almasi ve normal vicut hicresinden kismen farkli
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biyokimyasal 6zelliklere sahip olmasi bakimindan neoplastik hiicreler de bakteri
ve diger patojen mikroorganizmalara benzetilebilirler. Bedenle farmokolojide,
kanser ve dier neoplazmalarin kemoterapisinden de sz edilir.

Bakteri ve protozoon enfeksiyonlarinda kemoterapinigabB sonuclar
vermesi, memeli hicrelerinin kontrolstizsira ve istilaci bir sekilde patolojik
cogalmasina bai olan maliny neoplazmalarin da kimyasal etkerdeafindan iyi
edilebilecgi olasiligini dugindirmagir. Bu noktadan hareketle neoplastik ilaglar
konusunda gegikapsamli argirmalar yapilmg ve bircok sentetik veya dal
kaynakli ila¢ tedavi surecine sokulntug Gerek antimikrobik, gerekse
antineoplastik kemoterapinin ana ilkesi: hastanin veya konakg¢inin normal
hiicrelerine zarar vermeksizin mikrop veya timor hicresinin blylumesini veya
cogalmasini durdurmak ve mimkinse onlari yok etmekéyéalp 2000).

Kemoterapik ilaclarin ideal olarak sadece neoplastik hicreleri spesifik
olarak hedef almasi ve normal hiicrelere en az kollateral hasar vererek timor
hiicrelerinde sitotoksik ve/veya sitostatik etkileri indukleyerek timor yukinu
azaltmasi gerekir (Kosmider ve ark. 2004). Kanser kemoterapisinin bakteriyel
hastaliklarin kemoterapisiyle kaastirildiginda baarili olmasi daha gugtar.
Mikroorganizmalarin normal insan hucrelerinden belirgin nitel ve nicel
farkhliklarindan dolay! birgok mikroorganizma igin selektif ilag bulmak
mumkundur. Buna kam bugin icin normal memeli hiicreleri ve kanser blasr
arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak son derece gictiur (Bokesoy ve ark. 2000).

Kanser tedavisinde u¢ temel yayla vardir. Bunlar; cerrahi, radyasyon
ve kemoterapidir. Bu tedavi yontemlerinin her birinin indikasyonu timor tipine ve
gelisim evresine goére ggsir. Sitotoksik ilaclarla yapilan kemoterapi az sakd
kanser turd icin ilk tercih edilen bir yontemdir (Bokesoy ve ark. 2000). Kanser
kemoterapisi, daha ¢ok yaygin timorlereskameliyat ve radyoterapinin yaninda
uygulanan ucincu tedavi metodudur. Kanser kemoterapisi tumoér hicrelerinin
blylume oranlari ve poliferasyonlariylasiin dinamik prosesler icin kullanilir.
Bunun yaninda ilacin toksisite ve etki mekanizmasini da belirlenebilmektedir
(Arican ve ark. 2005).
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1.4. Tezde Kullanilan Hucreler, Test Maddeleri ve Uygulanan Yontemler

1.4.1. Calsmalarda kullanilan hicrelerin 6zellikleri

1.4.1.1. A549 hucreleri

Akciger kanseri, yirminci ylzyillin B&rinda ender olmasina kar
gunumuzde gorilme silg artan, énemli bir gsik problemidir. Genel 6lUm
nedenleri arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci siray! alageakcnseri,
kanser Olumlerinin %28’ini olugirmaktadir (Bozkurt ve ark. 2004). Aker
kanserinin %80'i ise kicuk hicreli olmayan atar kanserleridir (Chang ve ark.
2004). A549 kanser hicreleri tip 2 alveolar epitel 6zellikteki bir adenokarsinom
insan akgater cell line'idir (Kreja ve Seidel 2002). A549 céiie’t 1972 yilinda
D.J: Giant ve ekibi tarafindan 58 gyada bir Caucasian erkekten alinan gkci
tumorunden Uretilmgtir ve 1976 yilinda, altngi sekizinci pasaji M:Lieber
tarafindan American Type Culture Collection’da stok edilimiJapanese Cancer
Research Resource Cell Bank (JCRB) ve Riken Cell Bank (RCB) ATCC'den
hiicreyi almg ve stoklamy daha sonrada bircok Japonsaranaciya dgitmistir.
A549 hucreleri Institute of Fermentation Osaka (Tokyo, Japonya) dan satin

alinmstir (Koparal, 2002).

1.4.1.2. V79 379A hucreleri

Chinese Hamster Akger fibroblast benzeri hicrelerdir. Bu hicreler
sitotoksisite, toksisite ve mutajenite gahalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir
(Melo ve ark. 2001; Corréa ve ark. 2005). Ayrica bu hiicre hattmwivo
ortamda alinan cevaplara benzerlik gosgerdiilinmektedir (Okumura 1999).
V79 379A hucreleri Institute of Fermentation Osaka (Tokyo, Japonya)'dan satin

alinmstir.
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1.4.1.3. CHO hicreleri

Chinese Hamster Ovaryum epitelyal benzeri hicrelerdir. Bu hiicreler East
Anglia Universitesi Ingiltere), Biyolojik Bilimler Okulu, Molekiler Biyadji

Bolimianden sglanmsstir.

1.4.2. Calsmalarda kullanilan test maddeleri

1.4.2.1. Esansiyel yaglar ve monoterpenler

Oda sicakiiinda sivi halde olan bazen de donabilen, kokulu,cugcu
yagimsi kargimlara eterik yalar (esans) adi verilir. Esansiyel dar, yiksek
bitkilerde bulunan lipofilik sivi ve genellikle terpenoid Bilderin karsimindan
olusmugdardir. Esansiyel y@arin igcinde ginimuize kadar 3000'den fazla gikle
bulundugs belirlenmitir (Kohler ve ark. 2000). Esansiyel glar bitkilerden
mekanik presleme ya da buhar distilasyonu ile elde edilen ve bitkilerin koku ve
diger karakteristik 0zelliklerini tayan ucucu ya sinifindandir (Stammati ve ark.
1999; Gomes-Carneiro ve ark. 1998). Alternatif olarak eksrate edilip organik
¢Ozucu olarak kullanilabilir. Eterik géar olarak da adlandirilan esansiyephga
bitkinin ¢esitli kisimlarindan (cgicek, tomurcuk, tohum, yaprargin, kabuk,
meyve ve kok) elde edilebilmektedir ( Burt 2008imdiye kadar 3000 kadar ga
bilinmekte ve bunlarin yakfak 300 tanesi ticari amacla kullaniimaktadir (Van De
Braak ve Leijten 1999). Son zamanlarda esansiyglagabitki ekstreleri ve
onlarin saflatiriimis ya da sentez edilgbilesenleri gida ve kozmetik sanayinde
yaygin olarak kullaniimaktadir (Stammati ve ark. 1999; Gomes-Carneiro ve ark.
1998).

Bazi esansiyel ygar, antimikrobiyal 6zellikleriyle taninmaktadir (Bu
2004; Boyle 1955; Guenther 1948). Antibakteriyal 6zelliklerinin yani sira
(Mourey ve Canillac 2002; Carson ve ark. 1995; Deans ve Ritchie 1987),
esansiyel ygar ve onlarin bilgikleri; antiviral (Bishop 1995), antimitotik (Mari
ve ark. 2003; Jayashree ve Subramanyam 1999; Akgul ve Kivang 1988; Azzoua
ve Bullermen 1982), antitoksijenik (Akg ve ark, 1991; Ultee ve Smid 2001),
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antiparazitik (Pessoa ve ark. 2002; Pandey ve ark. 2000), ve inseksidal
(Konstantopoulou ve ark. 1992; Karpouhtsis ve ark. 1998) o6zellikler
icermektedirler (Burt 2004; Guenther 1948; Mahmoud ve Croteau 2002).

Monoterpenler bitkilerden elde edilen kokulu kamlar olan esansiyel
yaglarin bglica bileenleridir (Gomes-Carneiro ve ark. 1998). Bitkilerin
bilesikleri olan monoterpenlerin birgo insanlarin besinlerinde bulunmakta ya da
bircogu besin olarak kullaniimaktadir (Elegbede ve ar3®0Monoterpenler 10-

C atomu iceren izopronoid grubundandir. Esansiyeklaya ve onlarin
monoterpenoid bilgkleri kozmetikte parfUmlerde, yiyecek ve icecekkertht

verici olarak ve evde sik¢a kullanilan deterjanlarda, sabunlarda, oda spreylerinde
ve bocek ilaglarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Esansiyeilayave
monoterpenler diigk konsantrasyonda kullanifinda hos koku ve tat
verdiginden ¢ok eskiden beri bitkilerden elde edilir. Halttugtin bile gida katki
maddesi olarak ta kullaniimaktadir.

Esansiyel yglar ve monoterpenler lipofilik bikeklerdir ve kolayca hicre
membranindan gecebilirler bu sayede gkcive deride absorbe edilirler. Bu
nedenle monoterpenler ve esansiyellga uzun yillar boyunca tipta @gds
usutmelerinin  tedavilerinde, kas galarina kagi merhem ve kremlerde
kullaniimaktadir (Muhlbauer ve ark. 2001). Hayvan kanser modellerinin
kullanildigi deneysel caymalar; bazi monoterpenlerin farkh hicresel ve
molekuler seviyelerde rol alan antikarsinojenik 6zelliklere sahip aldug
gostermgtir. Bu nedenle monoterpenler, etkili, toksik olmayantikarsinojenik
ajanlar olarak dgerlendirilebilirler, bu ajanlar yeni bir anti kansdac sinifi

olarak timit vermektedirler (Loza-Tavera, 1999).

1.4.2.1.1. Timol ve karvakrol

Timol (2-isopropyl-5methylphenol), thyme (kekik) bitkisinden elde edilen
dogal bir antiseptiktir. Tipta, tarimda, kozmetikte wvgida endustrisinde
kullaniimaktadir (Szentandrassy ve ark. 2003; Aeschbach ve ark. 1994; Manou
ve ark. 1998; Sanchez ve ark. 2004).
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Timol, monoterpen grubu icersinde siniflandirilan bir dikir. Genel
olarak bir antimikrobiyal ajan olarak bilinir. Timol'inge bakterilerine kau
bakteriosit aktivitesi bulunmasi nedeniyle genellikigiza solisyonlari timol
icermektedir. Ayrica bu terpenin 6nemli bir fungusit etkisinin buluodug
bilinmektedir. Bu bilgigin bakteriosit ve antioksidan (Alam ve ark. 1999)
Ozellikleri nedeniyle dicilikte agiz enfeksiyonlarini tedavisinde timol kullanimina
sikca bavurulmaktadir. Timol'in kimyasal yapisina bakilardki bilesigin
amfipatik ve/veya hidrofobik davraga sahip oldug soylenebilir (Sanchez ve ark.
2004). ATPaz ve membran reseptdr gibi ve membran proteinlerinin aktivitesinde,
membran gecirgerdinde, timol etkili bir maddedir (Montes-Belmant 1998

Karvakrol [2-methyl-5-(1-methylethyl)phenol], Origanum, Satureja
Thymbra, thymus ve Cordodothymtiglerinin de icinde bulundiu Labiatae
familyasinin bir¢cok esansiyel gmda bulunan fenolik bir monoterpendir (Kirimer
ve ark. 1995; Zeytinglu ve ark. 2003; Magyar ve ark. 2004). Yapilan
calismalarda, karvakrol'in belirgin bir antioksidan, ( Id8 ve ark. 2000)
antibakteriyal ve antifungal aktiviteye sahip gidubelirlenmgtir (Juven ve ark.
1994; Kim ve ark. 1995; Sivropoulou ve ark. 1996; Thompson 1996; Ultee ve ark.
1998). Karvakrol hiicre membraninf Me H' icin gecirgen hale getirerek, proton
hareket ettirici glcii yok etmekte ve ATP sentezini engellemektedir (Ultee ve
ark.1999). Ayrica insan larinks karsinomasi kékenli Hep—2 hucrelerinin ganlil
ve proliferasyonunu doza @anh olarak inhibe etfii ve apoptotik fenotipi
induikledgi belirlenmitir (Stammati ve ark. 1999). 60 pug'in tUzerindeki ldoda
fare myoblast hiicrelerinde DNA sentezini inhibegettjiozlenmitir (Zeytinoglu
ve ark. 2003).

Timol ve karvakrol dUgk konsantrasyonlarda insan besin maddelerinde de
bulunmaktadir (Stammati ve ark. 1999). Karvakrol ve timol antiseptik geelli
sahip olduklarindan tipta ve dental yontemlerde, fungusit, bakteriosit ve
antioksidan ve anti_inflammatoér 6zelliklerinden dolay! da tarimda kozmetikte ve
gida endustrisinde yaygin olarak kullanilan monoterponoid fenol turevleridir
(Magyar ve ark. 2004; Perry ve ark. 2003). Ayrica insektisit ve akarisit etkiye de
sahiptirler (Hierro ve ark. 2004).
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1.4.2.1.2. L-mentol

Hos bir tadi ve kokusu olan Mentol, spearmint ve peppet’i de iceren
100 den fazla esansiyel dda dg@al olarak bulunan bir monosiklik terpen
alkoldur. Oral dozaj formulasyonlarindagia tatlandirici ajan olarak, tropikal
formulasyonlarda da koku verici olarak kullanilir (Shojaei ve ark. 1999;
Soottitantawat ve ark. 2005).

Karakteristik nane aromasi ve ddgl-mentol izomeri ve sentetik d,l-
mentol'in serinletici kaliteleri; mentoliin gimacunu, g1z gargarasi, gidalar,
sigaralar ve oral farmasotik preparasyonlar gibi ticari drtnlerde kullaniimasina
neden olmukur. Mentol iceren ilaclar gk alginlginin tedavisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir (Gelal ve ark. 1999; Sato ve ark. 2002; Hamasaki ve ark. 1998).

Yapilan calgmalarda, mentol'in genotoksik ve sitotoksik etkileri
degerlendiriimis ve mentol’'in DNA c¢ift iplginde kirilmalara ve ikinci derecede
sitotoksisiteye neden oldugrapor edilmgtir (Hartmann ve Speit 1997). Mentol
antimikrobiyal ve antifungal etkiye sahiptir (Morris ve ark. 1979; Mucciarelli ve
ark. 2001).

1.4.2.1.3. 1,8 sineol

Okaliptol ya da kajeputol olarak ta bilinen 1,8 Sineol bircok bitkinin
esansiyel yainda bulunan bir terpen oksittir (Lahlou ve ark. 200e Vincenzi
ve ark. 2002). Eucalyptus tirlerinin yapraklarindan elde edilen esansiyel
yaglarinda bol miktarda (%25- 90 oraninda) bulunur (a&is ve ark. 2001). 1,8
Sineol gida maddelerinde sik sik tatlandirici olarak kullaniimaktadir. Geleneksel
olarak, enfeksiyonlarin neden ofglu solunum yolu hastaliklarinin
semptomlarinin tedavisinde kullanilir. Son zamanlarda 1,8 Sineol'un birgok
mikroorganizmanin gealimini inhibe edici etkisinin bulundug rapor edilmgtir
(Santos ve ark. 2001). Bu hile burun spreyi, dezenfektan, analjezik gibi
farmasotik preparatlarda ve gida maddelerinde de tatlandirici olarak kullantlir.
Ayrica 1,8 Sineol romatizma, soig alginlgl, brongal astim ve septikokla

birlesen patolojilerin tedavisinde de kullaniimaktadir ljlau ve ark. 2005;
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Miyazawa ve ark. 2000; Duisken ve ark. 2005). 1,8 Sineol antibakteriyal (Santos
ve ark. 2001, Pattnaick ve ark. 1997) ve antitimoral etkilere sahiptir ( Moteki ve
ark. 2002; Santos ve ark. 2001).

1.4.2.1.4. Salvia fruticosa (Adacay1) yagi

Labiatae familyasinda siniflandiriimaktaddalvia fruticosa, S. triloba ve
S. cypria olarak adlandinlir (Gali-Muhtasib ve ark. 2000). 89 turtu Turkiye'de
bulunan adagayinin 45 tiru endemiktir Birgok adagay! turl bitkisel cay ve
gidalarda tatlandirici olarak kullaniimaktadir (Tepe ve ark. 2005). Ortaddog
hemen hemen her evde bu bitkinin su eksrakti, miggaaina kagi, oksurik ve
soguk alginlginin tedavisi amaciyla kullaniimaktadir (Gali-Muhbas/e ark.
2000). Ayrica gizdaki iltihaplar icin anti inflamator ajan olaraklkaniimaktadir.
Son zamanlarda yapilan gahalarda, bu bitkinin ugucu ganin 6nemli Ol¢tde
anti bakteriyel etkisinin oldugnu (Hefnawy ve ark. 1993) ve fare derisi Gizerinde
yapillan cakmalarda da tumér olugnunu engelleyici etkisinin  oldugu
gosterilmitir (Gali-Muhtasib ve Affara 2000). Bu bitki tip amda birgok
rahatsizlgin tedavisinde kullaniimasina kar bitkinin esansiyel yanin toksik
etkisiyle ilgili calismalara az rastlanmaktadir (Farhat ve ark. 2001yofoulou
ve arkadglarinin yaptgl bir calsmada (1997Ralvia fruticosahin antibakteriyel,
sitotoksik ve antiviral etkiye sahip olgu rapor edilmgtir (Sivropoulou ve ark.
1997). Farhat ve arkaglarinin yaptgl bir calsmada (2001) adagayinin ugucu
yagindaa -pinene, Camphene, 3- pinene, limonene, sineethujon, R-thujon,
camphor, linalool, linaleynasetat ve borneol Yikeerinin bulundug ve mevsime

gbre miktarlarinda d@siklikler meydana geldii belirlenmistir.

1.4.2.1.5. Laurus nobiligDefne) yagi

Laurus nobilisyapraklari ve yapraklarinin esansiyefyeutfakta ve gida
endustrisinde baharat ve katki maddesi olarak kullaniimaktadir. Bu bitkinin tipta
onemli bir kullanimi olmamasina g@men son zamanlarda bu bitki bilimsel

arastirma konusudur (Simic ve ark. 2003)aurus nobilis L. (Lauraceae)
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geleneksel olarak gastrointestinal sorunlarin tedavisinde kullaniimaktadir.
Bitkinin sivi ekstrati halk arasinda anti-hemoroidal, anti-romatik, dilretik olarak,
yilan isiriklarina kan antidot ve mide gilarinin tedavisinde kullaniimaktadir
(Kivgak ve Mert 2002).

Akdeniz ve Avrupa defnesiniLéurus nobilis) yapraklarindan elde edilen
esansiyel yain kimyasal bilgenlerinin belirlenmesi icin yapilmibircok calsma
bulunmaktadir. Riaz ve arkadarinin yaptgl bir calsmada esansiyel gain
baslica bilesenlerinin sineol (%44,12), eugenol (%15,16), sakené6,20), 4-
terpinol (%2,74), metileugenol (%2,48), -terpinol (%2,19) ve 3-pinen %2,05)
oldugu rapor edilmgtir (Sayyah ve ark. 2002).

1.4.2.1.6. Pimpinella anisum (Anason) yagi

Pimpinella anisumJmbebelliferae familyasina ait Turkiygan Hindistan
ve dunyanin dier sicak bolgelerinde de yaygin olarak gati tek yillik bir
bitkidir (Sahraei ve ark. 2002; Pourgholami ve ark. 19%mpinella anisum
beyaz cicekli, kicuk y@-sari tohumlu Turkiye, Misir ve Yunanistan'da yetn
otsu bir bitkidir (Boskabady ve Ramazani-Assari, 20dd3n’dasifali bir bitki
olarak kullanilir ve 0&zellikle meyvesinin esansiyel gyabircok hastagin
tedavisinde kullaniimaktadir (Sahraei ve ark. 2001 ). Farmasotik endustrisinde
soguk alginlginda ve ilaglarda istenmeyen tatlarin  maskelenmesind
kullaniimaktadir. Turkiye’de populer bir igki olan rakinin yapiminda da
kullaniimaktadir.  Antiseptik, dilretik, ekspektorant ve uyarici etkileri
bulunmaktadir (Lawless, 2002). Kimyasal gadalar Pimpinella anisuntn
meyve esansiyel ganin baglica bilesenlerinin eugenol, anethol, metilkkhavikol
ve anisaldehit ve estragol oldug@u gosterngtir. Eugenol ve estragol anestetik
etki, hipotermik etki gosterdi rapor edilmgtir (Sahraei ve ark. 2001 ).

1.4.2.1.7. Origanum onites (Kekik) yagi

Labiate familyasinin bir tiyesi oldamir kekigi, akkekik, peynir kekii ve

guvey otu olarak bilinen kekikQriganum onites L) antik ¢c&lardan beri halk
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tarafindan baharat ve ila¢ olarak kullangidoilinen bir bitkidir. Origanum onites
kekik yagl acisindan da zengindir (Se¢men ve ark. 1992apilan bir cagmada,
O.onites L. ucgucu yagl detayli olarak arduriimis ve ugucu ya icindeki ana
bilesenlerin; karvakrol (%65.91), linalool (%14.84), tim¢%3.64), p-simen
(%3.24) ve g-terpinen (%2.08) olgiw ortaya konulmugr (Erdemgil 1992; Aydin

ve ark. 2005; Kamel ve ark. 2001; Skoula ve ark. 1999). Karvakrol ve timol gibi
monoterpenik fenollerce zengin olan buzygok gicli mikrop 6ldurict 6zele
sahip oldugindan bakteri ve mantar enfeksiyonlarinda etkiliBionun yani sira
karvakrol ve karvakrolce zengin kekik gtarinin gidalarin saklanmasindaki
rolleri ¢ssitli calismalarda belirlenmtir (Zeytinoglu ve ark. 1998).

1.4.3. Calsmalarda kullanilan yéntemler hakkinda bilgiler

1.4.3.1. Mitokondriyal aktiviteye dayali MTT testi

Kilturdeki yaayan hicre sayisini belirlemek icin direk ve indicdak
Uzere iki yontem vardir. Direk yontemde tim hucreler sayilirken indirek yontem
ise ygayan hucrelerin kiltur parametrelerindekiggeli gine dayanir (Geng ve
ark. 2002). Tetrazolyum boyasinin (MTT) hticre sayisini belirleyen bir indikator
olarak kullanimi ilk olarak 1980’li yillarin kanda rapor edilmstir (Langdon
2004). MTT deneyi, sik sik hiicre poliferasyonunu 6lcen indirek indikator olarak
kullaniimasina rgmen aslinda MTT mitakondriyal aktivasyonu olgen bir
indikatordur (Wu ve ark. 1999). MTT testi hiicre kiltirl esasina dayanan indirekt
olarak hiicre buylmesi ve/veya hicre 6lumungedendirmeyi amaclayan bir
ilag duyarhlgl testidir (D@an ve ark. 2004). Bircok agmrmaci tarafindan
sitotoksisite argtirmalarinda kullaniimaktadir (Mohamed ve ark. 208D ye ark.
2001).

MTT yontemi ile bir hiicre toplulgundaki canl htcreler kolorimetrik ve
kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontemglam mitokondrinin MTT
boyasinin tetrazolyum halkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (Geng
ve ark. 2002). Hizli ve degdan dehidrogenaz aktivitesini Olcer. Tetrazolyum

tuzlarinin formazan urunlere donini, NADH veya NADPH'in azalmasiyla
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meydana gelir. NADH dehidrogenazlari  solunumun enerji Ureten
reaksiyonlarinda: glikoliz, kreps doéngust ve oksidatif fosforilasyonda rol alir.
NADPH dehidrogenazlari ise biyosentetik tretim reaksiyonlarinda gorev alir. Bu
dehidrogenazlar genelde mitokondrilerde yer alirlar (Wu ve ark. 1999). Bu
nedenle MTT tekrgi mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan katakgilen
tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesine dayanir. Kolorimetrik olgtimlerde tercih
edilen renksiz substrat kullanilarak sggtan hicrelerde renkli Grinler elde
etmektir. Tetrazolyum tuzlari bu amacla kullanilan, substrat olarak renksiz,
yasayan hicrelerin ggam mitokondrilerinde renkli Grinler veren maddelerd
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromir) bu amagla
kullanilan sari renkli bir tetrazolyum tuzu olupzksan mitokondrilerde suksinat-
dehidrojenaz enzimine spesifik olarakgtendiginda suda ¢6ziinmeyen mavi-mor
formazan tuzlar oldgrur (Shi ve ark. 2006; Langdon 2004; Korkmaz 2002)
Dehidrogenazlar NADH ya da NADPH kullanarak sari renkteki MTT tuzlarini
mor formazan kristallerine dontiigtir. Formazan kristalleri DMSO, izopropanol
ya da formazan artnlerinin ¢c6zulebiidive rapor edilen gger uygun ¢oziculerde
¢cOzuldikten sonra c¢ozinen boyanin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak
Olculebilir (Barile 1994; Subhashini 2004). @dun formazan tuzlarinin miktari
direk olarak hiicre sayisinin oranini gosterir (Holst ve Oredsson 2005) Bu teknik
dusik maliyetli, hizli, hassas, guvenilebilir ve cokysia 6rnekle ¢cagiima imkani
sagladigindan tercih edilmektedir (Collier ve ark. 2003; ¥are ark. 2005).

1.4.3.2. Lizozomal aktiviteye dayanan Neutral Red Up-Take (NR) 6lcimu

Kolorimetrik bir yontem olan Neutral red uptake sitotoksisite deneyi,
lizozomlarda biriken, elektrostatik olarak lizozomal matriskteki anyonik bdlgelere
baglanan, katyonik stpravital bir boya olan nétral kzrainin (NR) (3amino—7-
dimetilamino-2metil fenozin hidroklorid) canli hicrelerce alinimima dayanir
(Bulychev ve ark. 1978; Weyermann 2005; Andreoli ve ark. 2003; Genta ve ark.
2001). Hucre yluzeyinde veya hassas lizozomal membrandaki hasar, NR’nin
alimini ve bglanmasini azaltarak canl gam hucrelerle hasarli/6lG htcreleri

ayirmayl mumkun kilar (Komissarova ve ark. 2004; Barile 1994). Neutral red
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boyasi canli, hasar gormeminticrelerin lizozomlarinda birikir (Fotakis 2006;
Yano ve Marcondes 2005). Neutral red uptake sitotoksisite deneyi, oldukca basit,
guvenilir ve dger pahali deneylerin yerini alabilecek nitelikte t@st yontemidir
(Popiolkiewicz 2005).

1.4.3.3. Hucrelerin koloni olwturma yeteneklerinin Olcilmesine dayall

yumusak agar koloni formasyonu

Koloni formasyon testi bir hiicre populasyonundaki tek htcrelerin koloni
olusturabilme yeteneklerini saptamaya yarayan bir te@ftiilson 1992; Kreja ve
Seidel 2002). Hastadan alinan dokudaki hlcreler ile yapilan yakrvagar koloni
formasyon testlerinden elde edilen sonuclar ile ilacin hastaya uygulanmasi ile
birebir 6rtigen sonuclar elde edilgtir. Bu nedenle bu teknikle antineoplastik
ilaglarin in vitro ortamdaki yanitlari ile ilacin hastaya uygulanmasi ile elde
edilecekin vivo cevaplarl tahmin etmek icin pratik bir yontemdir (Korkmaz
2002).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Bitki Ekstreleri

Karvakrol; Flutarom fgrail) firmasindan, L-mentol; Polarom (Polonya)
firmasindan, kekik, defne, adacgayi, anasctlayaile adacayi ve defne esansiyel
yaginin énemli bir bilgeni olan 1,8 sineol ve kekik esansiyegyan énemli bir
bileseni olan timol; Anadolu Universitesi Eczacilik Falesi Farmakognozi
Anabilim Dali’'ndan temin edilngiolup, ya&larin elde edildii bitkinin kaynasi ve
yaglarin kompozisyonu tam olarak bilinmektedir.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Nutrient Mixture F-12 (HAM, Sigma), Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Sigma), Fetal Bovine Serum (Sigma), Penicilin-Streptomycin
(Sigma), Trypsin-EDTA Solution (10X) (Sigma), Sodyum Bikarbonat (Sigma),
Dimethyl Sulfoxide (Riedel de Haen), Dimethyl Sulfoxide (SigmB&janol
(Riedel de Haen), MTT (Sigma), Hanks’ Balanced S&Mlution (10X)
(HBSS)(Sigma), Trypan Blue (Merck), Asetic Asit Glasiyal (Carlo Erba), Neutral
Red (Fluka), Formaldehit (Merck)CaCl (Merck), Select Agar (Sigma), KCI
(Merck), NaCl (Merck), KHPO, (Merck), NaHPQO, (Merck), EDTA (Merck),
Sivi Azot

2.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm?lik flasklar 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam mezurler, cam
pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacminde), enjektoérler (10, 20 ve 50 ml hacminde), 100,
250, 500, 1000 ml'lik Durhamgiseler, 10 ml'lik tek kullanimlik pipetler, Steril

polipropilen santriftij tipleri (15 ve 50'ml hacminde), steril filtreler, Thoma Lami.
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2.4. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Sogutmall ve yiksek devirli santrifj (Heraus), kuruvhasterilizatoru
(Nuve), Otoklav, derin dondurucu, buzdolabi, manyetik skarci, CG
karbondioksit inkubatori (Heraus), Steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari,
otomatik pipetler, kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza
cihazi (ELx808-IU) (Bio-Tek),inverted mikroskop 1X71 (Olympus), 12 kanall
mikropipet (Eppendorf), datici pipet (Eppendorf)

2.5. Hicre Kultirinde Kullanilan Hucreler

2.5.1. A549 hucre kaltaru

A549 hucreleri inaktif hale getirilmi %10’luk Fetal Bovine Serum,
Nutrient Mixture F-12 (HAM) ve Penicilin-Streptomycin ve %7,5 NAHCO
iceren besiyerinin bulundug25 cm?lik flasklarda %95 hava ve %5 €lDgaz
ortaminda ve 37°C’deki COnkubat6rinde (Heraus) kultire edikti.

2.5.2. V79 379A hicre kultart

V79 379A hucreleri inaktif hale getiril;i%10’luk Fetal Bovine Serum,
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Penicilin-Streptomycin ve %9,2
NAHCO; iceren besiyerinin bulundug25 cm?lik flasklarda %95 hava ve %5
CO.li gaz ortaminda ve 37°C'deki CQinklbatoriinde (Heraus) kultire

edilmigtir.

2.5.3. CHO hcre kultur

CHO hicreleri inaktif hale getirilgi %10’luk Fetal Bovine Serum,
Nutrient Mixture F-12 (HAM), Penicilin-Streptomycin iceren besiyerinin
bulundug 25 cm?lik flasklarda %95 hava ve %5 €D gaz ortaminda ve
37°C’deki CQ inkubatérinde (Heraus) kilttre edikti.
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2.6. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

2.6.1. Timol dozlarinin hazirlanmasi

Timol, dimetil stlfoksit (DMSO; Riedel de Haen) iginde ¢ozllerek 50mM,
100mM 200mM, 400mM ve 800mM’lik dozlar hazirlasbm. Daha sonraki
dilisyonlar ise taze kultir vasatlari kullanilarak yapgtmi Timol DMSO iginde
cozaldugd icin, negatif kontrol olarak, ¢c6zict madde olan 8™ kullaniimstir.

Timol'in hazirlanan stok dozlar1 +4°C’de saklagimi

2.6.2. Karvakrol dozlarinin hazirlanmasi

Karvakrol, dimetil sulfoksit (DMSO; Riedel de Haen) icinde c¢ozllerek
100mM, 200mM, 400mM, 800mM ve 1000mM ’lik stok dozlar hazirlatmi
Daha sonraki dilisyonlar ise taze Kkiltur vasatlar kullanilarak yagitmi
Karvakrol DMSO icinde ¢ozuldigicin (Zeytinglu 2003), negatif kontrol olarak,
¢ozucu madde olan DMSO kullanilgtir. Karvakrol'in hazirlanan stok dozlari
+4°C’de saklannstir.

2.6.3. L-Mentol dozlarinin hazirlanmasi

L-mentol, dimetil sulfoksit (DMSO; Riedel de Haen) icinde c¢ozulerek
(Hartmann ve Speit, 1997) 125mM, 250mM 500mM, 750mM ve 1000mM’hik
stok dozlar hazirlanmstir. Daha sonraki dilisyonlar ise taze kuiltir vasatlari
kullanilarak yapilmgtir. L-mentol DMSO i¢inde c¢6zuldiigicin, negatif kontrol
olarak, ¢ozuci madde olan DMSO kullangtm. Mentol'iin hazirlanan stok
dozlarn +4°C’de saklanngtir.

2.6.4. 1,8 Sineol dozlarinin hazirlanmasi

1,8 sineol, dimetil sulfoksit (DMSO; Riedel de Haaginde c¢ozulerek
125mM, 250mM 500mM, 750mM ve 1000mM’lik stok dozlar hazirlagmi
Daha sonraki dilisyonlar ise taze kultur vasatlan kullanilarak yagpitmi,8
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Sineol DMSO icinde ¢ozuldiigicin, negatif kontrol olarak, ¢ozici madde olan
DMSO kullaniimsgtir. 1,8 Cineol'in hazirlanan stok dozlari +4°C’a@dlanmstir.

2.6.5. Salvia fruticosa (adacay1) dozlarinin hazirlanmasi

Salvia fruticosa (adacay! §g9, ucucu y& oldugu icin  %98’lik etanol
(Riedel de Haen) icinde ¢ozilerek 12,5mg/ml, 25mg/ml 50mg/ml, 100mg/ml ve
200mg/ml'lik stok dozlar hazirlangtir. Daha sonraki dilisyonlar ise taze kulttr
vasatlari kullanilarak yapilgtir. Adacayr y#& etanol igcinde ¢ozuldig icin
(Sivropoulou ve ark. 1997), negatif kontrol olarak, ¢dzucii madde olan etanol

kullaniimistir. Adacayi’'nin hazirlanan stok dozlari +4°C’delaaknstir.

2.6.6. Fmpinella anisum(anason) dozlarinin hazirlanmasi

Pimpinella anisum(anason yg), ucucu y& oldugu icin %98’lik etanol
(Riedel de Haen) icinde ¢oOzulerek 12,5mg/ml, 25mg/ml 50mg/ml, 100mg/ml ve
200mg/ml'lik stok dozlar hazirlangtir. Daha sonraki dilisyonlar ise taze kultur
vasatlari kullanilarak yapilgtir. Anason y#l etanol icinde c¢6zuldig icin,
negatif kontrol olarak, c¢6zici madde olan etanol kullagtimi Anasonun

hazirlanan stok dozlari +4°C’de saklagtmi

2.6.7. laurus nobilis(defne) dozlarinin hazirlanmasi

Laurus nobilis(defne y&i), ucucu yg oldugu icin %98’lik etanol (Riedel
de Haen) icinde c¢oOzilerek 50mg/ml 100mg/ml, 200mg/ml, 400mg/ml ve
800mg/ml’lik stok dozlari hazirlangtir. Daha sonraki dillisyonlar ise taze kultr
vasatlari kullanilarak yapilgtir. Defne ya&! etanol icinde ¢ozildiigicin, negatif
kontrol olarak, ¢6zuci madde olan etanol kullargtmi Defne’nin hazirlanan
stok dozlari +4°C’de saklanstir.
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2.6.8. Origanum onitegkekik) dozlarinin hazirlanmasi

Origanum onites(kekik yagi), ucucu y& oldugu icin %98’lik etanol
(Riedel de Haen) icinde c¢ozulerek 0,4mg/ml 2mg/ml, 10mg/ml, 50mg/ml,
100mg/ml’lik stok dozlari hazirlangtir. Daha sonraki dilisyonlar ise taze kultir
vasatlari kullanilarak yapilgtir. Kekik yagi etanol iginde ¢ozuldiigigin, negatif
kontrol olarak, c¢6zicli madde olan etanol kullargtmi Kekik yasi'nin

hazirlanan stok dozlari +4°C’de saklagtmi

2.7. Kullanilan Arag ve Gereglerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler alimmyolyolara
saril olarak sterilizatérde 180°C’de 2 saat, sivi soliisyonlar ise 121°C 1,5 atm/Hg
basingta 20 dakika steril edilgtir. Kullanilan tim sivi kimyasallar, 0,22 um

aralikli sellloz nitrat filtreden gecirilerek steril ediktardir.

2.8. YOntem

2.8.1. Hucre kaltr

A549, V79 379A ve CHO hicreleri uygun besiyerinde ve 25 cm?lik
flasklarda yettirilmis ve %95 hava ve %5 GO gaz ortaminda ve 37°C’deki
COyinkubatorinde (Heraus) kultire edikterdir.

2.8.2. Hucrelerin testler icin hazirlanmasi

Uygun kogllarda c@almaya birakilan hicreler flask yuzeyini %70
oraninda kapladiklari zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldiriimistir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thdama yardimiyla 3
kez sayilarak MTT ve neutral red-up take testleri i¢in 96 kuyucuklu hicre kulttrt
tabakalarinin her kuyugunda belirlenen sayida (V79 379A icin 1000, CHO igin
3000, A549 icin 5000) hicre olacajekilde % 10 FBS iceren besiyerinde
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suspansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hicre kdlttrt plakalarina 0,1
ml hiicre siispansiyonu aktariktr. Hicrelerin yagimasi ve yeni ortama ainasi

icin 37°C’de 24 saat inkiibe edilgterdir (Piddubnyak ve ark. 2004). 24 saat
inkibasyon siresi sonunda hucrelerin Gzerindeki besiyerleri plakalarin ters
cevrilmesi suretiyle uzalgariimistir. Hicrelerin Uzerine test maddelerinin
sitotoksik  etkilerini  belirlemek  Gzere test maddelerinin  istenen
konsantrasyonlarini iceren taze besiyerleri ilave edilip 24, 48, 72 ve 96 saat
37°C’de CQinkubatdrinde inkibe edilgtir.

Timol’'in, Karvakrol’'un ve mentol'un belirlenen dozlari hazirlagin
Timol, Karvakrol, L-mentol ve 1,8 sineol igin ¢6zlcu olarak DMSO
kullaniimistir. DMSO orani % 0,1'i gecmeyecgkkilde maddeler besiyerinde %

0,1 olacak sekilde 1 ml icinde 1 pl DMSO’da verilgtir ve final
konsantrasyonlari: Timol'in 50-100-200-400 ve 800 puM, karvakrol’'un 100-200-
400-800-1000uM, mentol’'un 125-250-750 ve 1000 uM ve 1,8 sineol’'un 125-250-
750 ve 1000 pM olmasi gandi. Esansiyel y#arin hepsi etanol icinde
¢cozulmagar. Etanol orani % 0,05'i gecmeyecgdkilde maddeler besiyerinde %
0,05 olacak sekilde 1 ml icinde 0,5 pl etanol'de verilghr ve final
konsantrasyonlari: Adagayr'nin 12,5-25-50-100 ve 200 pg, anagorl®#b-25-
50-100 ve 200 pg, defne §a50-100- 200-400 ve 800 g ve kekiksyain 0,4-2-
10-50-100 pg olmasi gmnmstir. Bu konsantrasyonlarda besiyerinde hazirlanan
test maddelerinin konsantrasyonlari, kontrol grubu (sadece besiyeri) ve %0,1

DMSO ya da %0,05 etanol iceren ¢ozicu kontrol grubu da teste eklienmi

2.8.3. MTT Olgumu

Test maddeleri ile 24-48-72 ve 96 saat muamele edilen hucrelerden
inkilbasyon siiresi sonunda besiyerleri uzgkiémistir. Hiicreler 5mg/mt MTT
solusyonu ile canh hicrelerin metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda
cbzilmeyen formazan tuzu haline dowigglebilmesi icin karbondioksit
inktibatérinde 2 saat inklbasyona birakglmi Bu sire sonunda hicrelerden
MTT boyasi uzakkgiriimistir. Canli htcreler tarafindan olugulan formazan
tuzlarinin ¢oézulmesi icin her bir kuyuga 0,1 ml DMSO ilave edilmtir.
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Plakalardaki hiicrelerin optik densiteleri ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutulmugur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol @éi@anhig % 100
olarak kabul edilerek, deney hicrelerinin canhlik oranlari yuzde olarak ifade
edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilgtir (Mosmann 1983).

2.8.4. Neutral Red Up-take sitotoksisite 6lcimu

Test maddeleri ile 24-48-72 ve 96 saat bekletilen hlcrelerden besiyerleri
uzaklgtirimis ve hicreler 37°C’ye getirilmisteril fosfat tampon tuz ¢ozeltisi
(PBS: 137 pM NaCl, 2,7 pM KCl, 15 pM KHPO,, 8 uM NaHP@ pH 7,3) ile
3 kez yikanmgtir. Hicreler 50pug/ml Neutral red up-take solisydew7°C'de 2-

3 saat inkibe edilrgir. Bu sire sonunda hicrelerden boya sollisyonu
uzaklagtirllarak taze hazirlanmi formaldehit-kalsiyum klorir fiksatif/yikama
solisyonundan 0,1 ml ilave edilerek oda sigakila 1-2 dakika muamele
edilmistir. Daha sonra fiksatif/lyikama solisyonu dokulUpkallar ters cevrilerek
kurutma k&idi Uzerinde 1 gun bekletilerek kurutulntwg Bu stire sonunda asetik
asit-etanol solisyonu 0,1 ml ilave edilerek 15 dakika oda isisinda bekjetémi
30 dakika calkalayicida calkalanarak boya homojen hale getitiini?lakalardaki
hucrelerin optik densiteleri ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutulmugur. Bu test 3 kez tekrar edilgr (Borenfreund ve Puerner, 1985;
Stammati ve ark.1999; Yano ve ark. 2005; Correa ve ark. 2005).

2.8.5. Yumuwak agar koloni formasyonu

Yumusak agar koloni formasyonu deneyinde steril edil#ti3’lik select
agar kullaniimstir. Alt agar tabakasi 6 kuyucuklu plakanin herkiyucusu icin
1 ml olarak hesaplanstir. 1 kisim agar + 4 kisim besiyeri olacsékilde
hazirlanarak hemen kuyucuklara ilave edgiini Bu sirada 1 ml'lik Gst agar
tabakasi ve 1 ml Ust tabaka icin 1000 hicre olgekilde hlcre stispansiyonu
hazirlandi. Ust agar tabakasi 1 kisim hiicre siispansiyonu (hiicre miktari, tim ust
tabaka hacmi icin hesaplanacak) + 2 kisim agarli besiyeri ( alt agar tabakasi: 1

kisim agar + 4 kisim besiyeri) olarak hazirlapwme sog@itulmus olan plakalara
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ilave edilmitir. ilave edilen agar ve besiyeri kami donduktan sonra tizerine bir
kuyucuk hacmi 2 ml olacagekilde hesaplanarak 0,1 ml icinde test maddelerinin
konsantrasyonlari uygulandi ve hiicreler 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Hergin
takip edilerek koloniler 35—-40 hiicreye gitaca (her hiicre icin bu sire farklidir,
yaklasik 10-16 gun) inverted mikroskopta sayildi. Sayimiarkez tekrar edildi.
(Yeates ve ark. 1997; Korkmaz 2002).

2.9. btatistiksel Daserlendirmeler

MTT ve NR deney sonuglarinin istatistiksegddendirilmeleri icin SPSS
(Statistics Program for Social and Science) istatistik programi kullghrnilde
edilen verilerin tek yonli ANOVA ve Post-Hoc testlerinden Tukey uygulanarak

anlamhliklar belirlenmgtir. Anlamhlik degeri p<0,05 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Timol'in A549, V79 379A ve CHO Hiuicreleri Uzerine Etkileri

3.1.1. Timol'in MTT testi sonuglari

Timol uygulanan hicrelerle yapilan MTT testi sonucunda, A549
hiicrelerinde uygulanan tum dozlarda ilk gursléagan dordinct ginde devam
eden zamana ve dozagmli anlaml sitotoksik etkinin gozlengli saptanmytir.
Timolun A549 huicrelerinde maksimum etkisinin tg¢inct gin 800 uM’lik dozda
elde edildgi ve mitokondriyal aktivitenin % 16,82 oranina kaddtigtgu
belirlenmistir (Sekil 1.).

Timolun V79 379A hucreleri Gizerindeki etkisi A549 hiicrelerine benzerlik
gostererek yine maksimum etkinin Ggtinct gun 800 uM’lik dozda goziewneli
bu etkinin doza ve zamanagmli oldugu saptannstir (Sekil 2.).

CHO hicrelerinde 50 uM ve 100 puM timol dozlarinin etkilerinin ¢ézicu
olan DMSO ile yakin oldug ve beklenen toksik etkinin bu dozlarda
gbzlenmedgi, ancak 200, 400, 800 uM dozlarda dozgibd bir etkinin elde
edildigi ve bu etkinin birinci gin bdayip dordincu gin de devam eden uzun
sureli bir etki oldug@ belirlenmitir. Tespit edilen maksimum etkinin tGg¢tnct gin
800 uM’hk dozda bsgladigl, dordinct giunde devam @ttive mitokondriyal
aktiviteyi % 2,7883 seviyesine kadar diigdigt gozlenmgtir (Sekil 3.).

3.1.2. Timol'iin NR 6lgtimi sonuclar

Timol'in NR testi uygulamasi ile elde edilen sonuglarinda, A549
hiicrelerinde uygulanan 50, 100 ve 200 uM dozlarin birbirine yakin sonuglar
olusturdugu, maksimum sitotoksik etkinin ise 800 uM’lik dozdeiinct gin elde
edildigi (%29,535) saptanmstir (Sekil 4.).

V79 379A hicrelerinde ise, uygulanan 200, 400 ve 800 uM’lik dozlarin
anlamh sitotoksik etki gostergli belirlenmitir. 400 uM ve 800 uM dozlarda

ikinci guinden itibaren alinan cevaplarin birbirine ¢cok yakin aldg@zlenmgtir.
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400 uM ve 800 pM timol dozlarinda dérdinct giinde maksimum etkinin elde
edildigi (% 29,555) saptanmtir (Sekil 5.).

CHO hdicrelerinde 50 pM ve 100 pM timol dozlarinda Ugclnci ve
dordinci gunde lizozomal enzim miktarinda sagdzlemlenirken, 200, 400 ve
800 pM’lik timol dozlarinda birinci giinden gayan doza ve zamana goanli
anlamli bir sitotoksik etki belirlenngtir. Maksimum sitotoksik etki timol'in 800
UM’k dozunda ikinci ginde gozlenmive bu etki Gc¢lncl ve dordincu ginde

devam etmytir (Sekil 6.).

3.1.3. Timol'in koloni formasyon sonuglari

Timol'in Ab549 hdicreleri Uzerine etkisi koloni formasyon testi ile
Olcilmug A549 hicrelerinde koloni sayisinda doza&ibdl bir azalma oldug
goralmugar (Sekil 7.).

3.2. Karvakrol’'un A549, V79 379A ve CHO Huicreleri Uzerine Etkileri

3.2.1. Karvakrol'in MTT testi sonuglari

Karvakrol uygulanan hicrelerle yapilan MTT testi 6lcim sonuclarinda,
A549 hicrelerinde tim dozlar ilk ginden itibaren dérdinci ginde devam eden
anlaml sitotoksik etki gosterstir. Elde edilen maksimum yanit, dérdiincl gliinde
800 puM ve 1000 uM karvakrol dozlarininda gorutii. 800 uM ve 1000 uM
karvakrol dozlarininda dérdinci gin mitokondriyal aktivite % 5,4575 seviyesine
kadar dusnastar (Sekil 8.).

Karvakrol'un V79 379A hicrelerine uygulanmasi ile elde edilen
sonugclarda tum dozlarda birinci ve ikinci giin mitokondriyal aktivitenin agaldi
ikinci gunden itibaren uygulanan tim dozlarin birbirine yakin etki gostererek
mitokondriyal aktivitenin sabit kalgi ve % 2,85 seviyesine kadar tli
belirlenmistir (Sekil 9.).

CHO hiucrelerinde birinci ve ikinci gunde, uygulanan tum karvakrol
dozlarinda doza tgamli olarak antiproliferatif etki gozlenntir. 100 ve 200 pM
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karvakrol dozlarinda tg¢lnciu ve doérdincu gun antiproliferatif etkinin azaldi
saptanirken, 400, 800 ve 1000 uM karvakrol dozlarinda sitotoksik etkinigi artti
ve Ucuncl gin maksimuma gda@ak hicre populasyonunu kontrole gore %
5,1175 seviyesine kadar dirgigl tespit edilmgtir (Sekil 10.).

3.2.2. Karvakrol'in NR dlgumu sonuglari

Karvakrol uygulanan A549 hicrelerinde 100 uM ve 200 uM dozlarda
karvakrol uygulanmasi ile lizozomal enzim miktarinda birinci gun s arti
gbzlenmitir. Uygulanan dier dozlarda doza ianli olarak lizozomal aktivitenin
azaldgl ve en fazla sitotoksik etkinin doérdinci gin 8001@80 uM dozlarinda
goruldig tespit edilmgtir (Sekil 11.).

V79 379A hucrelerinde doza ganli anlamli sitotoksik etki elde edilgi
ve bu etkinin dort gin boyunca devam g@ttgorulmugtr. Maksimum etki
dérdinct gin 800 pM ve 1000 uM karvakrol dozlarinda elde edivei
lizozomal aktiviteyi kontrol grubuna gore % 7,455 seviyesine kadairohiittr
(Sekil 12.).

CHO hiicrelerinde 100 uM ve 200 uM dozlarda karvakrol uygulanmasi ile
lizozomal enzim miktarinda tim ginlerde agaptannytir. 800 uM ve 1000 uM
dozlar birbirine yakin etkiler olagrurken karvakrolun CHO hicreleri Gzerindeki
en fazla etkisi t¢linct ve dordinct gin bu dozlarda goZeridiozomal enzim
miktarini kontrole gére % 13,14 seviyesine kadarUddigt saptannsgtir (Sekil
13)).

3.2.3. Karvakrol'iin koloni formasyon sonuglari
Karvakrol’'un A549 hucreleri tzerine etkisi koloni formasyon testi ile

Olcilmug A549 hicrelerinde koloni sayisinda dozaibdl bir azalma oldug
goralmugar (Sekil 14.).
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3.3. L-Mentol’iin A549, V79 379A ve CHO Huicreleri Uzerine Etkileri

3.3.1. L-Mentol'in MTT testi sonuclari

L-Mentol uygulanan hucrelerle yapilan MTT testi sonucunda A549
hiicrelerinde en diik doz olan 125 pM dozun mitokondriyal aktiviteytiedig
fakat bu etkinin gecici oldwgve ikinci gtinden itibaren mitokondriyal aktiviteyi
dustrerek anlamli sitotoksik etki gostegdi saptanmytir. Uygulanan dier
dozlarin ise doza kgamli sitotoksik etki gosterdi maksimum sitotoksik etkinin
ise U¢unct gun 1000 M mentol dozunda elde edibdilirlenmitir (Sekil 15.).

V79 379A hicrelerinde L-mentol’'un maksimum sitotoksik etkisi ikinci
giin 1000 uM mentol dozunda elde ediitini DUsiik konsantrasyonlardaki mentol
dozlarinda anlamli sitotoksik etkinin olugu fakat etkinin gegici oldug
saptanmgtir (Sekil 16.).

CHO hdcrelerinde ise maksimum sitotoksik etkininl25 pM’lik mentol

dozunda doérdinci gun elde ediidive mitokondriyal aktiviteyi % 68,3625

.....

3.3.2. L-Mentol'in NR 6l¢imi sonuglari

L-Mentol'in NR uygulamasi ile elde edilen sonuclarinda, A549
hicrelerinde maksimum sitotoksik etkinin lizozomal aktiviteyi % 72,0775'e
dustrdigi 1000 uM dozda elde edifdisaptanmytir (Sekil 18.).

V79 379A hicrelerinde ilk ginden ghayarak tclnci ginde devam eden
doza b@mh sitotoksik etki gézlenmgtir. Bu hiicrelerde elde edilen maksimum
yanitin lizozomal aktiviteyi % 12,9075’e dirgn 1000 uM dozda uglncu gunde
elde edilmitir (Sekil 19.).

CHO hdcrelerinde ise maksimum anti proliferatif etkinin (lizozomal
aktivite % 81,7975) Uc¢unci gin mentol’'un 1000 uM’lik dozunda tespit ediimi
Uygulanan tim dozlarin dordinci gun CHO hucrelerinin lizozomal enzim

miktarini artirdg tespit edilmgtir (Sekil 20.).
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3.3.3. L-Mentol'iin koloni Formasyon Sonuglari

L-Mentol'in A549 hicreleri Uzerine etkisi koloni formasyon testi ile
Olcilmug A549 hicrelerinde koloni sayisinda dozaibdl bir azalma oldug
goralmugar (Sekil 21.).

3.4. 1,8 Sineol’'lin A549, V79 379A ve CHO Hiicreleri Uzerine Etkileri

3.4.1. 1,8 Sineol’'in MTT testi sonuglari

Sineol'un MTT testi ile elde edilen sonuglarinda A549 hicrelerinde
sineol’'un ¢ok duigk bir sitotoksik etki olugurdugu, mitokondriyal aktiviteyi 1000
pHM’lik dozun ancak % 80,77 seviyesine kadarigtifigi saptannstir (Sekil 22.).

1,8 Sineol uygulanan V79 379A hiicrelerinde maksimum sitotoksik etkinin
dcunci gun elde edilgii ve sineol’iin en yiksek dozu olan 1000uM’lik dozun
mitokondriyal aktiviteyi % 15 inhibe efii belirlenmktir (Sekil 23.).

CHO hicrelerinde ise hucrelerinde maksimum sitotoksik etkinin ikinci glin
elde edildgi ve sineol’tin en yuksek dozu olan 1000 puM’'lik dozuartokondriyal
aktiviteyi % 66,71 seviyesine kadar didigt belirlenmgtir (Sekil 24.)

3.4.2. 1,8 Sineol’'iin NR 6lcumu sonuglari

1,8 Sineol’tin hucreler Uzerindeki etkileri NR testi ilegeldendirildiginde,
sineol’iin A549 hucrelerinde 1000 uM’lik dozun mitokondriyal aktiviteyi ikinci
gin ancak % 80,31 seviyesine kadar(dldiggt ve bu sitotoksik etkinin gecici
oldugu gozlenmgtir (Sekil 25.). V79 379A hicrelerinde maksimum etkinin
dordincu gun gozleng (Sekil 26.), CHO hiicrelerinde ise maksimum sitotoksik
etkinin en yiksek konsantrasyonlu dozda elde egjldiygulanan tim dozlarda
doérdinct gin CHO hicrelerinin lizozomal enzim miktarindas a&ptannytir
(Sekil 27.).
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3.4.3. 1,8 Sineol'uin koloni formasyon sonugclari

Koloni formasyonu testi ile elde edilen sonuclarda A549 hiicrelerinin agar
tabakasinda oltigrduklari koloni sayilarinda kontrol grubuna yakegerler elde
edilmistir. (Sekil 28.).

3.5. Salvia fruticosa’nin A549, V79 379A ve CHO Hiicreleri Uzerine Etkileri

3.5.1. Salvia fruticosa’nin MTT testi sonuglari

Adacayi esansiyel ganin MTT testi ile elde edilen sonuclarinda, A549
hicrelerinde uygulanan tim dozlarinin birinci giin etanole yakin cevap
olusturduklari goralmigir. 50, 100, 200 pg/ml adacay! dozlarinin ilk gimde
itibaren doérdiinct ginde devam eden antiproliferatif etki gosterdikleri, dérdinci
ginde 200 pg/ml dozda A549 hicrelerinde mitokondriyal aktivitenin % 54,14
oldugu ve maksimum sitotoksik etkinin goruldigi saptagtim(Sekil 29.).

V79 379A hicrelerinde ise uygulanan 12,5 pg/ml’lik enU#ttglozun
birinci gin bglayan ikinci ginde devam eden sitotoksik etkisi iggiigtiinde
azaldgl dordincu ginde ise sitotoksik etkinin ortadan &edk ¢ozicu kontrolle
ayni seviyeye ukdigi tespit edilmgtir. Uygulanan dier dozlarda giine ve zamana
bagli olarak sitotoksik etki artrgidérdinct ginde 200 pg/ml adacayl dozunda
mitokondriyal aktivite % 3,4525 olarak ol¢ulntig (Sekil 30.).

CHO hicrelerinde adacgayinin maksimum etkisi ikinci giin 200 pg/ml
dozda elde edildi ve hicre canligini ancak % 71,065 seviyesine kadar

dustrdigi tespit edilmgtir (Sekil 31.).

3.5.2. Salvia fruticosa'nin NR 6l¢imu sonuglari

Adacay! esansiyel ya uygulanan hicrelerde NR ol¢cimleri sonucunda,
A549 hdcrelerinde lizozomal aktivitenin doza glmli olarak azaldi
belirlenmistir. lizozomal enzimlerdeki azalma, dérdincu gun 92,4475

seviyesine kadar warak maksimum etki gortulmtiy (Sekil 32.).
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V79 379A hicrelerinde de lizozomal enzim miktarinda dozanba bir
azalma goOzlenmtir. Maksimum sitotoksik etki ikinci gin 200 pg/mlozda
gorulmugdr. Enzim miktarinin ancak % 66,7325 seviyesingakalUgugu tespit
edilmistir (Sekil 33.).

CHO hucrelerinde ise uygulanan tim dozlarda meydana gelen yanitin V79
379A hucrelerindeki etkiye benzerlik gostgiduygulanan dozlarin etanole yakin
cevaplar oluturdugu belirlenmgtir. Maksimum sitotoksik etkinin V79 379A
hiicrelerindeki gibi ikinci giin elde edilgli (% 91,125) saptanitir (Sekil 34.).

3.5.3. Salvia fruticosa’nin koloni formasyon sonuglari

Adacayi esansiyel yganin A549 hicreleri Uzerine etkisi koloni formasyon
testi ile dlculmis A549 hucrelerinde koloni sayisinda doza&ibd! bir azalma
oldugu gorulmugir (Sekil 35.).

3.6. Pimpinella anisumun A549, V79 379A ve CHO Hucreleri Uzerine
Etkileri
3.6.1. Pimpinella anisumin MTT testi sonugclari

Anason esansiyel ya uygulanan hicrelerin MTT testi ile
degerlendiriimesinde, A549 hicrelerinde tim dozlardaadwe zamana ganli
anlamli sitotoksik etki gozlenngiir. A549 hicrelerinde maksimum yanitin
dordinci gun 200 pg/ml dozda elde edildie hiicre canhfiini % 3,705’e kadar
dusurdagi belirlenmgtir (Sekil 36.).

V79 379A hicrelerinde de anasonun etkisi A549 hiicrelerine benzerlik
(%2,9825) saptanmtir (Sekil 37.).

CHO hucrelerinde ise anasonun maksimum etkisinin Gc¢uncli gin 200
pg/ml dozda goraldigl ve bu dozun mitokondriyal aktiviteyi % 41,01'e
dustrdiagi tespit edilmgtir (Sekil 38.).
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3.6.2. Pimpinella anisumin NR oOlgiimu sonuglari

A549 hicrelerinde 100 ve 200 pg/ml anason dozlarinin birbirine yakin bir
grafik verdgi gorulmagdr. Maksimum, anlaml sitotoksik etkinin dérdinci
gunde 200 pg/ml anason dozunda elde eglitéspit edilmgtir (Sekil 39.).

V79 379A hucrelerinde tim anason dozlarinin dért giin boyunca anlamli
sitotoksik etki meydana getii lizozomal aktivitedeki maksimum disiin
doérdinci ginde en yiksek anason dozunda elde gdikelirlenmitir (Sekil 40.).

CHO hiucreleri anason esansiyelgyale muamele edilginde anasonun
CHO hucre canlifii tzerinde madde konsantrasyonunglibalarak sitotoksik
etki gosterdgi saptanmytir. Anason ucucu yanin en yiksek konsantrasyonu
(200 pg/ml) ile muamele edilen CHO hcrelerinin caghticiinct giin % 41,01
oranina kadar diiggt belirlenmgtir (Sekil 41.).

3.6.3. Pimpinella anisumin koloni formasyon sonuglari

Kanserli hicrelerin agar tabakasinda kolonistltabilmesine dayali bir
yontem olan koloni formasyon testi dlgimlerinde, koloni sayilarinda dgzenba
bir azalma gorulmengtir (Sekil 42).

3.7. Laurus nobilisin A549, V79 379A ve CHO Hiicreleri Uzerine Etkileri

3.7.1. Laurus nobilisin MTT testi sonuglari

Defnenin A549 hicrelerindeki etkileri MTT testi ile @#lendirildiginde,
en dugik defne dozu olan 50 pg/ml’lik dozda anlaml bitosksik etki
gozlenmezken, der dozlarda zamana ve dozagivali sitotoksik etki artmytir.
200, 400 ve 800 pg/ml dozlarinda doérdinci gtn birbirine yakin sonuclar elde
edildigi ve maksimum etkinin (mitokondriyal aktivite % 38%) goéruldig

saptanmgir (Sekil 43.).
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V79 379A hucrelerinde ise zamana ve dozgimé sitotoksik etkinin
artigl en fazla sitotoksik etkinin dordinct gin 400 vé® §Gy/ml dozlarda elde
edildigi ve mitokondriyal aktivitenin % 3,0425 oldugelirlenmitir (Sekil 44.).

CHO hdcrelerinde ise 800 pg/ml dozun dérdinci gin maksimum etkiyi
meydana getirgd ve mitokondriyal aktiviteyi % 5,7775 seviyesinediea inhibe
ettigi tespit edilmgtir (Sekil 45.).

3.7.2. Laurus nobilisin NR dl¢cima sonuclari

Defne esansiyel ya uygulanan hicrelerde kolorimetrik NR Ol¢cimleri
sonucunda, A549 hucrelerinde defnenin en uttigozu olan 50 pg/ml dozda
lizozomal enzim miktarinda defnenin etkisigddenlik gostermgtir. Uctincti gin
lizozomal enzim miktarinda azalma saptaytimi Ikinci ve dordiinci gunlerde
lizozomal enzim miktarinda agtgorilmugdr. Defnenin 6zellikle 200, 400 ve 800
png/ml dozlarinda lizozomal enzim miktari doza ve zamangintla olarak
azalmstir. Maksimum yanitin ise dordincld gin en yuksek dian 800 pg/ml
defne dozunda elde edifli(lizozomal enzim miktari % 40,3175) belirlenytmi
(Sekil 46.).

V79 379A hicrelerinde ise defne glgken bir etki goOsterngtir.
Maksimum yanit 400 ve 800 pg/ml dozlarda ikinci gun elde eglilmi
(%12,2075) $ekil 47.).

CHO hucrelerinde ise defnenin 400 ve 800 pg/ml dozlarinda anlaml
sitotoksik etki elde edilmgtir. Lizozomal enzim aktivitesi ti¢cincu gin 800 pg/ml
dozda % 20,3375 olarak saptagmmi(Sekil 48.).

3.7.3. Laurus nobilisin koloni formasyon sonuglari
A549 hicreleri Laurus nobilis (defne) esansiyel ya ile muamele

edildiginde inkiibasyon boyunca agar tabakasindaaolugoloni sayilari madde

konsantrasyonuna pla olarak azalmytir (Sekil 49.).
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3.8. Origanum onitesh A549, V79 379A ve CHO Hiicreleri Uzerine Etkileri

3.8.1. Origanum onitesh MTT testi sonuclari

Kekik esansiyel ya uygulanan A549 hicrelerinde dikskonsantrasyonlu
dozlarin (0,4, 2 ve 10 pg/ml) glik sitotoksik etki gosterdi tespit edilmgtir.
YiUksek konsantrasyonlu dozlar olan 50 ve 100 pg/ml dozlarin mitokondriyal
aktiviteyi oldukca dugrdigl gézlenmgtir. Maksimum sitotoksik etki 50 ve 100
pHg/ml dozlarda tguncl ve dordiunci gun elde eglilddu dozlarin toksik etki
olusturduklari saptanmgtir (Sekil 50.).

V79 379A hicrelerinde ise uygulanan dksdozlarin (0,4 ve 2 pg/ml)
ikinci ve tc¢lnct gun hicre populasyonundaki canldrtirdgi dérdinct gin bu
etkinin gecerek anlamli sitotoksik etki olugdusu tespit edilmgtir. Maksimum
sitotoksik etki dordincu giun 50 ve 100 pg/ml uygulanan dozlardaugusve
lizozomal enzim miktari % 3,5 seviyesine kadartdgis belirlenmitir (Sekil 51.).

CHO hicrelerinde ise maksimum etkinin birinci gindenrldap dort

boyunca devam efii goralmugar (Sekil 52.).

3.8.2. Origanum onitesh NR 6lgumu sonuglari

Kekik esansiyel yanin A549 hicrelerindeki etkileri NR testi ile
degerlendirildiginde, A549 hicrelerinde 0,4 pg/ml dozun lizozomalzien
miktarinda dgisken bir grafik olugurdugy saptannstir ilk iki gin enzim
aktivitesinde arty gorulmis dclnci gun anlamli sitotoksik etki gozlegmi
doérdinci gun ise lizozomal enzim miktarindasameydana gelmgiir. Kekigin
10, 50 ve 100 pg/ml dozlar sitotoksik etkiyi doza ve zamar@ania olarak
arttirmistir. Elde edilen maksimum yanit kgka 50 ve 100 pg/ml dozlarinda elde
edilmistir (lizozomal aktivite % 15,185X5€kil 53.).

V79 379A hicreleri kekik esansiyel gale muamele edilg@inde kekgin
V79 379A hicre canlgs Uzerinde madde konsantrasyonunaglibaolarak
sitotoksik etki goOsterdi saptanmgtir. Kekik ucucu y&inin en yiksek
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konsantrasyonu (100 pg/ml) ile muamele edilen V79 379A hcrelerinin ganhli
dguincl giin % 16,6025 oranina kadartdgig belirlenmigtir (Sekil 54.).
CHO hcrelerinde kekik esansiyelgrain maksimum sitotoksik etkisi 500

ve 100 pg/ml dozlarinda Gg¢unci gin meydana gesdiptanmytir (Sekil 55.).

3.8.3. Origanum onitesh koloni formasyon sonuglari

Kekik esansiyel yanin etkileri kanser hucrelerinin yurmal agarda
koloni olugurabilme yeteneklerinin 6lgilmesine dayali kolomirhasyon yontemi
ile degerlendirildiginde, kekgin doza b#mli olarak meydana gelen koloni

sayllarini azaltg tespit edilmgtir (Sekil 56.).
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Ilag kesif slireci ve yeni bir ila¢c kdetmek oldukca karnyak testlerden
olusur. Tek bir aktif madde icin yapilan bir atemada binlerce kimyasal madde
test edilir ve en uygun olani secilir. Bunlar yuksek riskli ve pahali projelerdir.
Baglangi¢ testlerinin  uygun secimi ©6n-klinik c¢ahalarla ilgili giderleri
azaltabilir. istenilen ila¢c adayinin 6zgin sinifi icin uygun okayisiz farkhin
vitro aktivite yontemi vardir, fakat toksisite yontemleri nispeten azdir. Herhangi
bir klinikk deneme planlamadan ©6nce hayvanlar Uzerinde yapilmasi gereken
toksisite cagmalari tum ila¢ kgf sidrecinin énemli bir bolimuni oltgrur.
Toksisite testleri zaman alici, pahali ve c¢cok sayida hayvan kullaniimasini
gerektirir. Bu nedenle, in vitrgontemler deneyler icin gerekli hayvan sayisini
azaltabilen ve bunun sonucu olarak giderleri azaltan bir metot olarak tercih
edilmektedir.

Yeni anti kanser ilag agarmalarinda kanser hicrelerine farencok
kullanilan metot sitotoksisite testleridir. Anti kanser ilaclari timor hcrelerine
secici olmasi gerekirken, bazen tim hucreleri 6ldurebilir. Bu yluzZdewitro
toksisite testlerinde en az toksik olan kitéer secilmelidir. Her bir dokunun
toksisitesinin belirlenmesi i¢in bircokn vitro metot gektirilmistir. Eger bir
bilesigin toksisitesi belirlenecekse bu metotlardan bir ga daha fazlasi
secilmelidir./n vitro toksisite testleri sadece hilklerin hayvanlara verilecek akut
oral toksisitesinin belirlenmesi icin kangic dozunu saptamak amaciyla
kullaniimasinin yaninda bi&lerin LD50 (%50’sini oldurdig letal doz)
degerlerini de saptarlar (Popiolkiewicz ve ark. 2005).vitro genotoksisite ve
sitotoksisite deneyleri yeni bir kimyasalin ya da ilacin mutajenik ve sitotoksik
etkisinin belirlenmesinde sikca kullanilmaktadir (Andreoli ve ark. 2003).

Gunumuizde kanser tedavisinde bitkisel kaynakli pek c¢ok ilag
kullaniimaktadir. Bu tez c¢aimasinda, cgtli bitkilerden ekstrate edilen ugucu
yaglar ve bu ydlardan izole edilen terpenoid hkjlklerin kiictik hicreli olmayan
akciger kanserli A549 hicreleri ile glkh V79 379A ve CHO hucreleri
Uzerindeki sitotoksik etkileri MTT, NR ve koloni formasyonu yodntemleri

kullanilarak kagilastiriimali olarak argtiriimistir.



43

Calismamizda kullangamiz ve sitotoksik etkisini asardigimiz timol'tin
farkli konsantrasyonunda, farkli hicreler ile yapglnpek cok argtirma
bulunmaktadir. Elde edilen sonuclarda timol'in uygulanan tim dozlarinda A549
hiicrelerinde, sitotoksik etki oltydugu saptanngtir. V79 379A ve CHO saikli
hiicrelerine gére insan alk@r karsinomasindan tireyen malignant bir hiicre irki
olan A549 hicrelerinde daha anlamli sitotoksik etkiler elde egliimiTimolun
yuksek konsantrasyonlardaki dozlar (400 ve 800 pMxmalda kullanilan Ug¢
hicrede de uygulanan MTT ve NR test yontemleri ilegedendirildiginde,
populasyondaki hiicre canfiini %30 ile %3 arasinda gigen seviyeye kadar
dustrdiagi ve bu dozlarin toksik etki gostegdiespit edilmgtir. Bu nedenle hiicre
kiltarinde sitotoksisite ¢amalari icin daha diigk konsantrasyonlardaki dozlarin
uygun oldi@gu belirlenmitir. Bu amacla timol'iin 50 uM, 100 uM ve 200 pM
dozlarinin gagmada kullanilan G¢ hicre Gzerindeki etkisi skastirildiginda,
200uM’lik dozu MTT testine gore gerlendirildiginde hticre canligini yaklaik
olarak % 63,65 oranina dikdiugl goralmugur. NR testi ile dgerlendirildiginde,
200 pM timol dozunun A549 hicrelerinde hicre cagimh % 76,1775 oranina
dustrdiagi tespit edilmgtir (Sekil 4.). Sglikli bir hiicre hatti olan ve fibroblastik
bir karakter gosteren V79 379A hucrelerinde timol’in idkiglozlarinin (50, 100
ve 200 pM) mitokondriyal aktiviteyi % 71,11 oranina kadar Uddggl
saptanmgtir. Timol'lin sitotoksik etkisinin kanserli bir hierhatti olan A549
hicrelerinde saikh V79 379A ve CHO hiicrelerine gore daha fazldugu tespit
edilmistir.

Timol'in hucreler Uzerindeki etkileri NR testi ile gerlendirildiginde,
A549 hicrelerinde ilk G¢ gin konsantrasyona ve dozarbasitotoksik etkinin
artigl tespit edilmgtir. DOrdinct gin A549 hicrelerinde lizozomal enzim
miktarinda DMSO’yu amayan bir ary gordlmagur. Lizozomal enzimlerin
apoptosiz de rol aldiklari dagildiginde bu etki apoptosiz ile gkilendirilebilir.
Saglikli hiicreler olan V79 379A ve CHO hiicrelerindetoheoliin doza ve zamana
bagimli sitotoksik etki oluturdugu tespit edilmgtir.

Stammati ve arkadkrinin yaptgl bir calsmada timol'iin toksik etkisi
mikrobiyal ve memeli hiicre kiltirt yontemleri ile stralmistir. Hep-2 hicreleri

kullanilarak timolun toksik etkisi Neutral Red (NR) , koloni formasyonu ve
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toplam protein icedi yontemleri ile dgerlendirilmis ve timolun doza kaml
sitotoksik etki gosterdii saptanmgtir. NR deneyi ile Hep-2 hiicrelerinde timol’iin
IC50 deeri 710 uM olarak bulunmytur (Stammati ve ark. 1999). Bu g bizim
verilerimizle uyugnamaktadir. Bunun nedeni farkli hiicre tiplerinderbaddenin
etkisinin farkl olabilecgidir (Zeytinogli ve ark. 2003).

Sonug olarak timol’'n MTT, NR ve koloni formasyonu yontemleri ile elde
edilen verileri ¢ hicre tipinde kalastiriimali olarak dgerlendirildiginde,
timol'in zamana ve doza $anh sitotoksik etki gosterdi tespit edilmgtir.
Dustk konsantrasyonlardaki timol dozlariningkli hicrelerdeki sitotoksik
etkisinin A549 hucrelerine gore ¢cok az oldugaptanngtir. Bu nedenle timol
antikanser ila¢ ¢cagmalarinda Umit verici bir madde olabilir.

Kekik ve kekik ucucu yanin énemli bir bilgeni olan karvakrol, A549
hucrelerinde MTT, NR ve koloni formasyonu yontemlerine gore
degerlendirildiginde sitotoksik etki gostermtir. Karvakrolun uygulanan yuksek
konsantrasyonlu dozlarinda tim hticrelerde toksik etki tespit gtiinarvakrol
uygulanan hicrelerin mitokondriyal aktiviteleri G¢ hicre tipiskagtirildiginda,
kanserli A549 hucrelerine goregsikli V79 379A ve CHO hucrelerine daha etkili
oldugu gorulmagir. NR deneyine gore derlendirildiginde, CHO hucrelerinde
lizozomal aktiviteyi daha az dikdigti saptannmgtir. Yapilan literatir
arastirmalarina gore karvakrol'un antioksidan, antibalk@, antifungal
(Zeytinodu ve ark. 2003) ve inseksidal aktiviteye sahip oldugelirlenmgtir
(Ultee ve ark. 1998). Zeytigtu ve arkadglarinin yaptgl bir calsmada
karvakrol'un melanoma hicrelerinin g@masini inhibe etti, in vivo calsmada
ise ratlarda DMBA ile indiklenen timor oluwu Uzerinde engelleyici etkiye
sahip oldug@ gosterilmgtir (Zeytinoglu ve ark. 1998). Hiicre galimina etkisinin
arastinldig! bir calsmada ise, karvakrol’in A549 hcrelerininggdimini inhibe
ettigi saptanmygtir (Koparal ve Zeytinolgl, 2003). Karvakrol ile ilgili bir dger
calismada karvakrol'un CO25 hicrelerinde etkisi MTT ydnidle argtiriimis,
karvakrol'un IC50 dgerinin 60 pg/ml oldgu bulunmugur (Zeytinglu ve ark.
2003). Hep-2 hicrelerinde yapilan bir sitotoksitespafisinda, hicrelerin canfli
ve proliferasyonunu doza @anh olarak inhibe etfii ve apoptotik fenotipi

indikledgi saptanmytir. Koloni formasyonu yontemi uygulanarak dozaibdi
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olarak timor olugmunu oOnledii gordlmigtr. NR yontemine gbére Hep-2
hicrelerindeki karvakrolun IC50 deri 320 uM bulunmgtur. Bu deger bizim
calismamizda bulanan sonuglari desteklemektedir.

Halk arasinda sk alginlginin tedavisinde kullanilan, bununla birlikte
pek cok farmasotik preparatlarin igaéride bulunan mentoliin sitotoksik etkisini
arastirmak icin uyguladiimiz MTT, NR ve koloni formasyonu yo6ntemlerine
gbre, mentol’tin yuksek konsantrasyonlu dozlarinda (750 ve 1000 uM) A549 ve
V79 379A hiicrelerinde hiicre cangiini % 60—-80 inhibe efti, CHO hucrelerinde
ise mitokondriyal aktiviteyi %80 seviyesine kadar @dgst saptannstir. Elde
edilen sonuclarda mentol'iin diily konsantrasyonlu dozlarinin ager kanserli
A549 hicrelerine zarar vererek hicre cahhii inhibe ettgini, ayni
konsantrasyonlardaki dozlaringgéhh CHO ve V79 379A hiicrelerinde sitotoksik
etki olusturmadgini belirlenmgtir. Neutral Red sonuglarina goére mentol’iin
hiicreler Gzerindeki sitotoksik etkisinin gegici oldugorulmugur. Hartmann ve
Speit'in yaptiklari bir cakmada, D-mentol’'in 2000uM’lik dozunun V79
1997). Mentol'in MTT, NR ve koloni formasyonu yontemlerinde uygulanan
dustik dozlarda A549 hiicrelerine spesifik ve uzun siglhayan etkisi mentol’tin
A549 hdicreleri igin kanser tedavisinde kullanilabilecek etken bir madde
olabilecgini dusiindirmektedir. Bu nedenle sonuclarimizivio ¢alsmalarina bir
basamak olugrabilir.

Antibakteriyal (Santos ve ark 2001) ve antitimoral (Moteki ve ark. 2002)
etkiye sahip 1,8 sineol'iin A549, V79 379A hucreleri Uzerindeki sitotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla uygulanan MTT, Neutral Red ve koloni
formasyonu yontemlerinden elde edilen bulgulara gore 1,8 sineolin hicreler
Uzerinde dugk sitotoksik etkiye sahip olgu goralmagir. Kanserli bir hiicre cell
line’i olan A549, fibroblastik karakter gosteren V79 379A ve epitelyal 6zellik
gosteren CHO hicreleri Uzerindeki etkileri ¢dastirildiginda 1,8 sineol’iin
CHO hiucrelerine daha etkili oldugsaptannstir. Elde ettgimiz sonuclara gore
1,8 sineolin daha yuksek konsantrasyonlu dozlarinin hucreler Gzerindeki
etkilerinin argtirilmasi gerektii onerilebilir.

Salvia fruticosa (adacayiucucu ya&lyla yapilan cabmalar bu bitkinin
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antibakteriyal, antifungal, antiviral, ve sitostatik 0Ozellik gost@rdi ortaya
koymugur (Sivropoulou ve ark. 1997). Ayrica Sivropouloe warkadglarinin
yaptgl calsmadaSalvia fruticosa ugucu y@&anin etanolde icinde ¢ozinmassitli
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkisi tripan mavisi yontemi kullanilarak Vero
hicreleri Uzerinde aganimistir. Salvia fruticosa esansiyel ganin  1/500
oranindaki etanol dilusyonlarinin hicre cagimi tamamen yok efi
saptanmgtir (Sivropoulou ve ark. 1997). Bizim ¢ginamizdaSalvia fruticosa’nin
etanol icinde ¢ozulmufpelirlenen konsantrasyonlarinin sitotoksik etkilstiT,

NR ve koloni formasyonu deneylerinde belirlegtini

MTT deneylerinde adagayinin, tim konsantrasyonlarinin  A549
hiicrelerinde uzun sireli sitotoksik etkili olduklari, dkisdozlarinin (12,5-25-50
pg/ml) ise V79 379A ve CHO hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkilerinin gecici
oldugu saptannstir.

Adacayinin sitotoksik etkisi NR yontemi ile gilendirildiginde, bu
ucucu y&in digik konsantrasyonlu dozlarinin A549 hicreleri Uzezisdotoksik
etkili olduklari, V79 379A hicrelerinde ise dik sitotoksik cevap olagrduklar
belirlenmistir. CHO hiicrelerinde adacay! dozlarinin sitotoksikili olmadiklari
saptanmygtir. Koloni formasyonu deneylerinde adacgayinin tdiisdozlarinda
sitotoksik aktiviteye sahip olmagh yiksek konsantrasyonlarindaki dozlarinda ise
sitotoksik etki elde edildii gortlmugir. NR, MTT ve koloni formasyonu
yontemlerinden elde edilen verilerde, adacayinin A549 hicrelerinde dginaliba
ve etkili sitoksik yanitlar olugirdugu, digik konsantrasyonlu dozlariningsili
hiicrelerde ¢ok diiik toksisite gosterdi saptanmgtir. Sonug olarak, bu bulgulara
gbre, adacayinin duk konsantrasyonlu dozlarinin kanser tedavilerindi®40)
kicuk hicreli olmayan akger kanseri hicrelerinde kullanilabilir oldug
sbylenebilir. Elde etfiimiz sonuglar adacayinim vivo deneysel c¢gnalarda
denenebilecgni ve yararl sonuclar verebileg@i dusindirmektedir.

Pimpinella anisum (anason) esansiyel §ain sitotoksik etkisini
belirlemek icin MTT, NR ve koloni formasyonu yontemleri uygulagmi
mitokondriyal aktiviteye dayali bir yontem olan MTT testi sonuglari A549, V79
379A ve CHO hucrelerindeki etkileri kalastirmali olarak dgerlendirildiginde,

anasonun doza ve zamanatmali sitotoksik etkisinin arfii saptannstir. A549 ve



a7

V79 379A hucrelerinde birbirine yakin cevaplar elde edilimi CHO
hicrelerinde ise anasonun mitokondriyal aktiviteyi daha az inhibesi etti
gorilmugir. Neutral Red yontemi ile elde githiz sonuclara gére, anasonun
uygulanan tim konsantrasyonlarin hicrelerin lizozomal aktivitesini dogaanba
olarak azaltig, anasonun A549 hicrelerinde hicregalanini inhibe edici
etkisinin daha fazla oldugsaptannstir.

Laurus nobilis (defne) ucucu yanin sitotoksik etkisini belirlemek
amclyla yapilan MTT, NR ve koloni formasyonu testlerine gore, defnenin V79
379A hucrelerine daha sitotoksik etkili oldugorilmugir.

GuUnumuzde halk arasinda genbir kullanima sahip olan kekin
(Origanum oniteyucucu y@iyla yapilan bilimsel cagmalar, bu bitkinin antiviral,
antiparazitik ve antibakteriyel (Sivropoulou ve ark, 1996) antioksidan, antifungal,
inseksidal etkiye sahip oldupu ortaya koymugr (Erdemgil 1992).
Calismamizda kekik uygulanan V79 379A, CHO ve A549 higiete kekgin
MTT, NR ve koloni formasyonu yontemleri ile elde edilen sonuclarinda 50-100
png/ml konsantrasyonlarindaki dozlarinin gagmmiz tc¢ hicre tipinde de toksik
etki gosterdgi saptanmygtir. Uygulanan tum dozlarda sitotoksik etkinin elde
edildigi ancak bu etkinin, A549 hiucrelerine spesifik olngadgorilmugar.
Origanum onites L. ugucu y&mnin icerginin detayll olarak araurildig
calismalarda ucucu yaicindeki ana bilgenlerin; karvakrol (%65.91), linalool
(%14.84), timol (%3.64), oldug belirlenmgtir (Erdemgil 1992; Aydin ve ark.
2005; Kamel ve ark. 2001; Skoula ve ark. 1999). Karvakrol ve timol gibi
monoterpenik fenollerce zengin olan buzygok gucli mikrop oldurtct 6zede
sahip oldugindan bakteri ve mantar enfeksiyonlarinda etkilidialsmamizda
elde ettgimiz sonuclarada, karvakrol'in cok gik dozlarda hucreler lzerinde
toksik etkili olduginu, hicre canlgini dugirdigini saptamgtik. Dogal bir
bilesik olan karvakrol ve kekik ugucu gain sitotoksik etkileri
karsilastirildiginda, kekik esansiyel ganin hicrelerin ¢galimi tzerinde inhibe
edici etkisinin daha fazla oldug gérilmektedir. Bunun nedeni kekik ucucu
yaginin, yuksek oranlarda karvakrol ve timol icermdabdir.

Dogal bilesikler, yayilimi durdurulmasi zor kanser tiplerinieligiminin

Onlenmesinde, durdurulmasinda ya da geri gomiinde kulanilabilir oldug icin
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calsmamizda bazi bitki ekstrelerinin sitotoksik etkilesaptannmytir. Elde
ettigimiz bulgularinin vivo calgmalarla desteklenmesi gereiti bulgularimizin
in vivo ve antineoplastik etki cainalari icin on verileri olugrabilecei

dustindimektedir.
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Sekil 1.Timol'in A549 hicreleri Uzerine etkisinin MTT testi ile g@glendirilmesi. (*) pareti

kontrol grubuna gére anlaml farkliliklari gbstermektedir. Anlamliligedep<0,05
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Sekil 2.Timol'iin V79 379A hiicreleri Gizerine etkisinin MTT testi ileggelendirilmesi. (*) sareti

kontrol grubuna gére anlaml farkliliklari gostermektedir. Anlamiiligedep<0,05
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Sekil 3. Timol'in CHO hucreleri Gzerine etkisinin MTT testi ile gdelendiriimesi. (*) jareti

kontrol grubuna gére anlaml farkliliklari gbstermektedir. Anlamliligedep<0,05
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Sekil 4. Timol'n A549 hicreleri tizerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ilgediendiriimesi.

(*) isareti kontrol grubuna gére anlamh farkhliklari gostermektedir. Anlamhlgedep<0,05
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Sekil 5. Timol'in V79 379A hicreleri Uzerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ile

degerlendiriimesi. (*) sareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik
degeri p<0,05
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Sekil 6.Timol'in CHO hucreleri tGzerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ilgediendiriimesi. (*)

isareti kontrol grubuna gére anlamh farkhliklari gostermektedir. Anlamhlgedep<0,05
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Sekil 7.Timol'in A549 hucreleri tGzerine etkisinin koloni formasyon testi ilgetendiriimesi
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Sekil 8. Karvakrol'un A549 hiicreleri Gzerine etkisinin MTT testi ilegddendiriimesi. (*) sareti

kontrol grubuna gére anlaml farkliliklari gbstermektedir. Anlamliligedep<0,05
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Sekil 9.Karvakrol'un V79 379A hucreleri Gizerine etkisinin MTT testi ilegddendiriimesi. (*)

isareti kontrol grubuna gére anlamh farkhliklari géstermektedir. Anlamhlgedep<0,05
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Sekil 10. Karvakrol'un CHO hucreleri Uzerine etkisinin MTT testi ilegddendiriimesi. (*) sareti

kontrol grubuna gére anlamli farkhliklari gostermektedir. Anlamhligedtep<0,05
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Sekil 11. Karvakrol'un A549 hicreleri

Uzerine etkisinin Neutral
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Red (NR) testi

ile

degerlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05
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Sekil 12. Karvakrol'un V79 379A hicreleri Uzerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ile

deserlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari géstermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05
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Sekil 13. Karvakrol'un CHO hicreleri (zerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ile

deserlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05
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Sekil 14. Karvakrol'un A549 huicreleri Gizerine etkisinin koloni formasyon testi ile
degerlendirilmesi
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Sekil 15. L-Mentol'un A549 hiicreleri Gzerine etkisinin MTT testi ileggelendirilmesi. (*) sareti

kontrol grubuna gére anlaml farkliliklari gostermektedir. Anlamliligedep<0,05
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Sekil 16. L-Mentol'un V79 379A hicreleri Gzerine etkisinin MTT testi ilegdeendiriimesi. (*)

isareti kontrol grubuna gére anlamh farkhliklari géstermektedir. Anlamlilgedep<0,05
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Sekil 17. L-Mentol'un CHO hiicreleri tzerine etkisinin MTT testi ilegdelendiriimesi. (*) gareti

kontrol grubuna gére anlamli farkhliklari gostermektedir. Anlamhligedtep<0,05
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Sekil 18. L-Mentol'un A549 hicreleri Uzerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ile
degerlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik
degeri p<0,05
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Sekil 19. L-Mentol'un V79 379A hucreleri Uzerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ile

deserlendiriimesi. (*) sareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik
degeri p<0,05
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Sekil 20. L-Mentol'un CHO hicreleri Uzerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ile

deserlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik
degeri p<0,05
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Sekil 21. Mentol'un A549 hicreleri Uzerine etkisinin koloni formasyon testi ilgediendiriimesi
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Sekil 22.1,8 Sineol'in A549 hiicreleri Gzerine etkisinin MTT testi ilgelendirilmesi. (*) sareti

kontrol grubuna gére anlamli farkhliklari gostermektedir. Anlamhligedtep<0,05
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Sekil 23.1,8 Sineol’'iin V79 379A hucreleri Gizerine etkisinin MTT testi ilgatéendirilmesi. (*)

isareti kontrol grubuna gére anlamh farkhliklari géstermektedir. Anlamlilgede<0,05
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Sekil 24.1,8 Sineol'in CHO hicreleri Gzerine etkisinin MTT testi ilgeidendiriimesi. (*) jareti

kontrol grubuna gére anlamli farkhliklari gostermektedir. Anlamhligedtep<0,05
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Sekil 25. 1,8 Sineol'in Ab49 hiicreleri

degerlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik
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degeri p<0,05
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Red (NR) testi

ile

Sekil 26. 1,8 Sineol'in V79 379A hicreleri Uzerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ile

degerlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05
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Sekil 27. 1,8 Sineol'in CHO hicreleri (zerine etkisinin Neutral Red (NR) testi ile

degerlendiriimesi. (*) sareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik
degeri p<0,05
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Sekil 28.1,8 Sineol’lin A549 hiicreleri Gizerine etkisinin koloni formasyon testi ile
degerlendirilmesi
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Sekil 29. Salvia fruticosa(adacayi) esansiyel gain A549 hiicreleri Gzerine etkisinin MTT testi
ile degerlendiriimesi. (*) gareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari gdstermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05

120 V79 379A

100

80 -
—e—Etanol 0,5 pl/ml

—m— Adacayi 12,5 pg/m
Adacayi 25 pg/ml
Adacayi1 50 pg/mi

Mitokondriyal Aktivite (%
(o2}
o

40 - —— Adacay 100 pg/ml
—e— Adacay!1 200 pg/ml
20 -
0

2 Zaman (gu n§

Sekil 30. Salvia fruticosa(adacay1) esansiyel gain V79 379A hucreleri Gzerine etkisinin MTT
testi ile dgerlendiriimesi. (*) areti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari géstermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 31. Salvia fruticosa(adacayi) esansiyel gain CHO hicreleri Gzerine etkisinin MTT testi
ile degerlendiriimesi. (*) gareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari gostermektedir.
Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 32. Salvia fruticosa(adagay1) esansiyel gmin A549 hiicreleri tGzerine etkisinin Neutral Red
(NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) $areti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar
goOstermektedir. Anlamhlik dgri p<0,05
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Sekil 33. Salvia fruticosg(adacay1) esansiyel gain V79 379A hiicreleri izerine etkisinin Neutral

Red (NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) gareti kontrol grubuna goére anlamli farkhliklari

gostermektedir. Anlamhlik dgri p<0,05
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Sekil 34. Salvia fruticosa(adacayi) esansiyel §amin CHO hucreleri Uzerine etkisinin Neutral Red

(NR) testi
gostermektedir. Anlamhlik dgri p<0,05

ile dgerlendiriimesi. (*) sareti kontrol

grubuna go6re anlamli

farkhliklar
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Sekil 35. Salvia fruticosg(adacay1) esansiyel gain A549 hiicreleri Uzerine etkisinin koloni
formasyon testi ile deerlendirilmesi
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—s— Anason 12,5 ug/m
Anason 25 pg/ml
Anason 50 pg/ml

—%—Anason 100 pg/ml

Mitokondriyal Aktivite (%
(o2}
o

—e— Anason 200 pg/m

0 ‘
1 2Zaman (gin) 3 4

Sekil 36. Pimpinella anisum(anason)esansiyel yginin A549 hicreleri Gzerine etkisinin MTT
testi ile dgerlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari géstermektedir.
Anlamlilik degeri p<0,05
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120 V79 379A

100 -
%:’ 80 —e— Etanol 0,5 pl/ml
3 —=— Anason 12,5 pg/ml
< 60 Anason 25 ug/ml
§ Anason 50 pg/ml
e 40+ —%— Anason 100 pug/ml
% —e— Anason 200 pg/m|
= 20

0 * *
1 2 zaman (g['ma 4

Sekil 37. Pimpinella anisum (anason)esansiyel yanin V79 379A hicreleri Gzerine etkisinin
MTT testi ile deerlendiriimesi. (*) $areti kontrol grubuna go6re anlamli farkhliklari
gOstermektedir. Anlamlilik deeri p<0,05

120 - CHO

100 -
§
.*g 80 —e— Etanol 0,5 pl/ml
g —=— Anason 12,5 ug/ml
§ 60 - Anason 25 pg/ml
§ * Anason 50 pg/ml
,g 40 * —x— Anason 100 pg/m|
§ * —e— Anason 200 pg/m

20 -
0
L 2Zaman (gUn? 4

Sekil 38. Pimpinella anisum (anason)esansiyel yainin CHO hiicreleri Uzerine etkisinin MTT
testi ile dgerlendiriimesi. (*) areti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari géstermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05
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120 A549

100 -

[0}
o
I

Lizozomal aktivite (¢
(o))
o
L

—e— Etanol 0,5 pl/ml
—=— Anason 12,5 pg/m

Anason 25 pg/ml
Anason 50 pg/ml
—x— Anason 100 pg/m|

—e— Anason 200 pg/m|

1 2 3
Zaman (gun)

Sekil 39. Pimpinella anisum(anasonkesansiyel yainin A549 hiicreleri tizerine etkisinin Neutral

Red (NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) gareti kontrol grubuna goére anlamli farkhliklari

gostermektedir. Anlamhlik dgri p<0,05

120 V79 379A

100 -

[0}
o
I

Lizozomal aktivite (¢
(o))
o
L

N
o
L
*

*

—e— Etanol 0,5 pl/ml

—=— Anason 12,5 pg/m
Anason 25 pg/ml
Anason 50 pg/ml

—x— Anason 100 pg/m|

—e— Anason 200 pg/m|

1 2 3
Zaman (gun)

Sekil 40. Pimpinella anisum(@anason)sansiyel yaginin V79 379A hicreleri tzerine etkisinin

Neutral Red (NR) testi ile gerlendirilmesi. (*) $areti kontrol grubuna gére anlamh farkhhiklari

gostermektedir. Anlamhlik dgri p<0,05
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120+

=
D [o)e]
3 8 3
| | |

Lizozomal Aktivite (¥
N
o
L
*

CHO

1 2

3

Zaman (gun)

—e— Etanol 0,5 pl/ml

—=— Anason 12,5 ug/m
Anason 25 pg/mil
Anason 50 pg/ml

—%— Anason 100 pg/ml

—e— Anason 200 pg/m|

Sekil 41. Pimpinella anisum(anason) esansiyel gain CHO hicreleri Uzerine etkisinin Neutral

Red (NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) gareti kontrol grubuna goére anlamli farkhliklari
goOstermektedir. Anlamhlik dgri p<0,05

Anason Konsantrasyon

A549

120%-

100%+
S 80%-
@
T 60%- @ Anason
0
‘g B Etanol
S 40%
X

20% -
0% ‘ ‘ ; ; ‘
12,5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 42. Pimpinella anisunfanason) esansiyel gmin A549 hiicreleri Gzerine etkisinin koloni

formasyon testi ile deerlendirilmesi
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120 -

100 -

80

Mitokondriyal Aktivite (%
D
o

A549

—e— Etanol 0,5 pl/ml
—=— Defne 50 pg/ml
Defne 100 pg/ml
Defne 200 pg/ml
—x— Defne 400 pg/ml
—e— Defne 800 pg/ml

1 2Zaman (giin) 3

Sekil 43. Laurus nobilis(defne)esansiyel yginin A549 hicreleri Gizerine etkisinin MTT testi ile

deserlendiriimesi. (*) sareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05

1201 V79 379A

100 - \/o—o
g 80 -
2 —e— Etanol 0,5 pl/ml
é —a— Defne 50 pg/ml
g 60 4 Defne 100 pg/
g Defne 200 pg/mi
E 20 | —x— Defne 400 pg/mi
= —e— Defne 800 pg/m

20 |
0 ;
1 2 Zaman (gin) 3

Sekil 44. Laurus nobilis(defne)esansiyel yginin V79 379A hicreleri Uzerine etkisinin MTT testi

ile degerlendiriimesi. (*) gareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari gdstermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05
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140 CHO
120 -
X
g 100
:*g —e— Etanol 0,5 pl/ml
% 80 - —a— Defne 50 pg/ml
§ Defne 100 pg/ml
"g 60 Defne 200 pg/ml
% —%— Defne 400 pg/mi
§ 40 - * —e— Defne 800 pg/ml
*
20 -
* * *
10— O e e
0 T T
1 2zaman (giin) 3 4

Sekil 45. Laurus nobilis(defne)esansiyel yanin CHO hiicreleri Uzerine etkisinin MTT testi ile

deserlendiriimesi. (*) sareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari géstermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05
140+ A549
120+
S 100
[}
E —e— Etanol 0,5 pl/ml
% 80 1 —=— Defne 50 pg/ml
s Defne 100 pg/ml
€ 604
Q Defne 200 ug/mi
o
N —x— Defne 400 pg/ml
S w0l Hg
—e— Defne 800 pg/mi
20
0
1 2 Zaman (gUna) 4

Sekil 46. Laurus nobilis(defne)esansiyel yainin A549 hicreleri Uzerine etkisinin Neutral Red
(NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) $areti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar
goOstermektedir. Anlamlilik deri p<0,05
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V79 379A

120

[InN

o

o
I

[0
o
I

—e— Etanol 0,5 pl/ml
—a— Defne 50 pg/ml
Defne 100 pg/mi
Defne 200 pg/ml

Lizozomal Aktivite (%
(o))
o
L

40 ~ —x— Defne 400 pg/ml
—e— Defne 800 pg/ml
20 -
*
0

1 2 3 4
Zaman (gun)

Sekil 47. Laurus nobilis(defne)esansiyel yainin V79 379A hicreleri tGzerine etkisinin Neutral

Red (NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) gareti kontrol grubuna goére anlamli farkhliklari
gOstermektedir. Anlamlilik deri p<0,05

140 CHO

120

=

o

o
L

* \E —e— Etanol 0,5 pl/ml

—m— Defne 50 pg/ml
. Defne 100 pg/

Defne 200 pg/mi
* —x— Defne 400 pg/ml
—e— Defne 800 pg/ml

(o}
(@)
I

N
o
L

*

Lizozomal Aktivite(%
D
o
L

N
o
I

1 2 3 4
Zaman (gun)

Sekil 48. Laurus nobilisesansiyel (defneyaginin CHO hiicreleri Uzerine etkisinin Neutral Red

(NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) $areti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar
goOstermektedir. Anlamlilik deeri p<0,05
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A549

120%

100% -

80% - O Defne
Etano

60% -

40% ~

Koloni Sayisi (%)

20% ~

O% T T T T
50 ug/ml - 100 pg/ml 200 pg/ml 400 pg/ml 800 pg/ml

Defne Esansiyal Y&

Sekil 49. Laurus nobilis (defne) esansiyel ganin A549 hicreleri Uzerine etkisinin koloni

formasyon testi ile deerlendirilmesi

140 A549
*-—
120 -
*
8 — L T
P 100 - - — ¥ =
= T * * —e—FEtanol 0,5 ul/ml
< 807 k % —a— Kekik 0,4 pg/ml
g 60 * * Kekik 2 pg/ml
2 * Kekik 10 pg/ml
o *
< 10 —x— Kekik 50 pg/ml
s , —e— Kekik 100 pg/m
20 A .
* *
* *
0
1 4
Zaman (gun)

Sekil 50. Origanum onitegkekik) esansiyel y&anin A549 hucreleri Uzerine etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik
degeri p<0,05
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160 - V79 379A
*
140 7 =
& 120-
2
= 100 —e— Etanol 0,5 pl/ml
X
< —u— Kekik 0,4 ug/ml
S 801 Kekik 2 pg/ml
§ 60.- Kekik 10 pg/ml
f‘oj * —%— Kekik 50 pg/ml
S 404 h —e— Kekik 100 pg/m
20
0
1 2 zaman (gun)3 4

Sekil 51. Origanum onitegkekik) esansiyel yainin V79 379A hicreleri Gizerine etkisinin MTT
testi ile dgerlendiriimesi. (*) sareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari géstermektedir.
Anlamlilik degeri p<0,05

CHO
120+
100 _ \"_H/!
*
X *
E/ *
E 80 7 * [+ *
2 o ol —e— Etanol 0,5 pl/ml
X
< * ) —=— Kekik 0,4 pg/ml
S 60 . -
Z Kekik 2 pg/ml
©
S Kekik 10 pg/ml
S 40 ;
2 —x— Kekik 50 pg/ml
= —e— Kekik 100 pg/ml
20
0

2 Zaman (gi]nj3

Sekil 52. Origanum onitegkekik) esansiyel y@nin CHO hicreleri (izerine etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) sareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik
degeri p<0,05
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120 -

100
S
o 801
S —e— Etanol 0,5 pl/ml
3 60 —m— Kekik 0,4 pg/mi
g Kekik 2 pg/ml
N Kekik 10 pg/ml
o 401 —— Kekik 50 pg/ml

—eo— Kekik 100 pg/m
20 A
0
1 2 3 4
Zaman (gun)

Sekil 53. Origanum onitegkekik) esansiyel y@&nin A549 hiicreleri Uzerine etkisinin Neutral Red

(NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) $areti kontrol grubuna goére anlamh farkhhiklari
gostermektedir. Anlamlilik deri p<0,05

V79 379A

120 -

100 |
> —e— Etanol 0,5 pl/ml
2 80 1 —= Kekik 0,4 pg/ml
k¥ Kekik 2 pg/ml
<
C—Es 60 - Kekik 10 pg/ml
S —x— Kekik 50 pg/ml
R 40 —e— Kekik 100 pg/m
-

20

0 ‘
1 2 Zaman (gUn3} 4

Sekil 54. Origanum onitegkekik) esansiyel yanin V79 379A hicreleri Uzerine etkisinin Neutral

Red (NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) gareti kontrol grubuna goére anlamli farkhliklari
goOstermektedir. Anlamhlik dgri p<0,05
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CHO

120

100 -
S —e— Etanol 0,5 pl/ml
o 80
E —m— Kekik 0,4 pg/ml
= 60 Kekik 2 pg/ml
g Kekik 10 pg/ml
Q —x— Kekik 50 pg/ml
o
N 40 —e— Kekik 100 pg/m

20 -
0
1 2 zaman (gun$ 4

Sekil 55. Origanum onitegkekik) esansiyel y&anin CHO hicreleri Gizerine etkisinin Neutral Red
(NR) testi ile dgerlendiriimesi. (*) $areti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar
gostermektedir. Anlamlilik dgeri p<0,05

A549

120%

100% -

80% - O Kekik
B Etano

60% -

40% ~

Koloni Sayisi (%)

20% ~

0% \ T

0,4pg/m 2pg/m 10 pug/m 50 pg/ml 100 pg/ml

Kekik Esansiyal Yagi

Sekil 56. Origanum onites(kekik) esansiyel y&anin A549 hicreleri lzerine etkisinin koloni
formasyon testi ile deerlendirilmesi



