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OZET

LAVANDULA LATIFOLIA Medik. UCUCU YAGININ ANJIYOGENEZ VE BAZI
MATRIKS METALLOPROTEINAZ (MMP) ENZIMLERI UZERINE ETKILERI

Gorkem SENER
Farmakognozi Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos, 2016

Danisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Avrupa Farmakopesinde bulunan lavanta ugucu yaglar1 (Lavandula angustifolia
Mill. - Ingiliz Lavantasi; L. latifolia Medik. - Sivri Lavanta) aromatik ve biyolojik
aktivite Ozelliklerinden dolay1 genis bir alanda kullanilir. Bu yaglarin karminatif,
sedatif, haricen bocek kovucu vb. oOzelliklerinden dolayr bitkisel preparatlarda ve
kokusundan dolay1 da parfiim ve kozmetiklerde kullanilimlart mevcuttur.

Matriks metalloproteinaz (MMP) grubu enzimlerin gogu fizyolojik siirecte 6nemli
bir rol oynadig1 bilinmektedir; ayrica enflamasyon, yara iyi edici ve kanser hiicre
invazyonlart gibi patolojik siireclerde dokularin yeniden yapilandiriimasinda goérev
alirlar. Diger taraftan anjiyogenezin tumor biiyiimesinde anahtar rol oynadigi
bilinmektedir; malin ve malin olmayan birgok hastaligin tedavisinde anjiyogenezi
inhibe eden dogal ve sentetik ilaglarin klinik kullanimlari ile ilgili arastirmalar
yapilmaktadir.

Bu proje kapsaminda calisma materyali olarak gaz kromatografisi ve gaz
kromatografisi/kiitle spektrometrisiyle bilesiminin Avrupa Farmakopesi kalitesinde
oldugu dogrulanan L. latifolia ugucu yag1 (Spica aetheroleum) kullanilmistir. Bu ugucu
yag ile in vitro olarak MMP-2 ve 9 enzimleri iizerine spektrofotometrik yontemle; tavuk
embriyosu kullanarak da in vivo olarak anjiyogenez ve antienflamatuvar etkisi
karsilastirmali olarak ilk defa degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak 0,4 mg/mL
konsantrasyonda MMP enzim inhibisyon etkisi olmadig1 ve antianjiyogenik etkisinin

ise skorlama sistemine gore zayif oldugu bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Lavandula latifolia ugucu yagi; MMP; in vivo Anjiyogenez;

Antienflamatuvar
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ABSTRACT
EFFECTS OF LAVANDULA LATIFOLIA Medik. ESSENTIAL OIL ON
ANGIOGENESIS AND SOME MATRIX METALLOPROTEINASE (MMP)
ENZYMES

Gorkem SENER
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate Institute of Health Sciences, August, 2016

Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Lavender essential oils (Lavandula angustifolia Mill., - English Lavander; L.
latifolia Medik.- Spike Lavender) of the European Pharmacopoeia are widely utilized
due to their aromatic and biological activities. Lavender oils are indicated as
carminative, sedative and externally as insect repellant in herbal preparations, and are
used for their fragrance in perfumes as well as cosmetics.

Matrix metalloproteinases (MMP) play an important role in many physiological
processes and also participate in the re-organization of pathological processes such as
inflammation, wound healing and cancer cell invasions. Whereas angiogenesis is known
to play a key role in tumor growth, thus specific synthetic and natural inhibitory drugs
are investigated clinically in the treatment of many malign and non-malign diseases.

In the frame of this project, the Pharmacopeoeia quality of the study material L.
latifolia essential oil (Spica aetheroleum) was verified by gas chromatography and gas
chromatography/mass spectroscopic methods, respectively. Thereafter, the oil was
interacted for the first time with MMP-2 and 9 enzymes in vitro measured and evaluated
spectrophotometrically. For comparison, angiogenic and anti-inflammatory effects of
the oil were evaluated by using the in vivo chicken embryo assay. As a result, MMP
enzyme inhibition at 0,4 mg/mL concentration was not present, whereas weak
antiangiogenic effects were observed according to the scoring system.

Keywords: Lavandula latifolia essential oil; MMP; in vivo Angiogenesis; Anti-
inflammatory
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1. GIRIS VE AMAC

Ugucu yaglar bilesimlerinde bulunan maddelerin biyolojik ve farmakolojik
etkileri sayesinde Ozellikle tedavi, gida ve kozmetik amagli olarak yiizyillardir
kullanilmaktadir. Lamiaceae (Labiatae) familyasinin 6nemli cinslerinden biri olan
Lavandula L.-lavanta bitkisinin farkli tiir ve kiiltiir formlarindan elde edilen ugucu
yaglarinin  diinyada yaygin bir sekilde iretimi, kullammi ve ticareti
gerceklestirilmektedir. Avrupa Farmakopesi’ne kayitli lavanta (Lavandula latifolia flos
Medik. ve L. angustifolia flos Mill.) ugucu yaglari aromatik ve biyolojik aktivite
ozellikleri ihtiva etmesine sebep olan fitokimyasal bilesimi sayesinde genis bir kullanim
alanina sahiptir. Lavanta ugucu yaglarmin sedef, dermatit ve egzama gibi cilt
rahatsizliklarinda kullanimlar1 ve topikal uygulamalar1 yaninda antienflamatuvar ve
yara iyilestirici etkiler gosterdigi belirlenmistir (Cavanagh and Wilkinson, 2002, s. 301;
Woronuk vd., 2011, s. 7; Danh vd., 2012, s. 27). Lavanta ugucu yaglarinin farkli etkileri
ilgi cekmekte ve aragtirmalar ile aydinlatilmaya devam edilmektedir.

Farmakope, ilag hammaddeleri, yardimct maddeleri ile preparatlarinin analizleri
icin uygun yontemleri ve kalite standartlarini iceren monograflardan olusan kaynak
kitaplardir. Bitkisel preparatlar kapsaminda degerlendirilen belirli ugucu yaglar ile ilag
etken maddelerinin bulundugu standartlar ve kalite parametreleri de Farmakopelerde
belirli araliklarla giincellenmektedir (Anonim, Ph. Eur. 8.0).

Tez projemiz kapsaminda Avrupa Farmakopesi (Ph. Eur. 8.0) esas alinmistir.
Calisma materyali olarak gaz kromatografisi ve gaz kromatografisi/kiitle
spektrometrisiyle bilesiminin Avrupa Farmakopesi kalitesinde oldugu dogrulanan L.
latifolia ugucu yagi (Spica aetheroleum) kullanilmisgtir.

Embriyo gelisimi sathasinda damar sisteminin gelisiminde baslica iki olay s6z
konusudur: Vaskiilogenez ve anjiyogenez. Vaskiilogenez, anjiyoblasttaki endotel
hiicrelerin farklilasmasiyla olusan bir yapidir (Rajkumar vd., 2002, s. 33). Anjiyogenez
ise vaskiilogenez sonucunda meydana gelmis, mevcut kan damarlarindan
tomurcuklanarak olusan yeni kan damari yapisidir (Pinedo and Slamon, 2000, s. 1;
Goodsell, 2002, s. 569). Anjiyogenez siireci birgok etkenin igerisinde yer aldigi
mekanizma ile meydana gelir. Ekstraseliiler matriks (ESM) ve matriks ¢evresindeki
hiicrelerden salgilanan biiyime faktorii, sitokinler ve bu yapilarin reseptorleri
mekanizma igerisinde isleve sahiptir (Goodsell, 2002, s. 569). Kilcal kan damarlari,

dokunun biiyiimesi ve gelismesi esnasindaki olusabilecek gelisim ihtiyaglarini
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karsilamak ya da yaralanan dokularin onarimini saglamak icin besin, oksijen, biiyiime
faktorleri ve hormonlari dokuya tasir. Timor hiicresinin hacminin ve sayisinin artmasi
icin gerekli olan besini saglama da difiizyon tipi hiicre beslenmesi yeterli olamaz.
Timor bu siirh ve yetersiz beslenme tipini asabilmeyi anjiyogenez sonucu olusan yeni
kan damarlar1 ile saglar ve metastaza giden bir siire¢ bu donemde baslatilmis olur
(Tobelem, 2007, s. 153; Aktas ve Akbulut, 2014, s. 68). Anjiyogenez fizyolojik ve
patolojik olarak 2 tipte karsimiza ¢ikar. Fizyolojik anjiyogenez metabolizma sistemi
dahilinde kontrol altinda ve belli sinirlar dahilinde gergeklesir. Fizyolojik anjiyogenez
tiplerinden birisi embriyogenez olup, yara iyilesmesi ve kadin tireme sisteminde isleve
sahip anjiyogenez tipidir. Patolojik anjiyogenez ise kontrol altinda tutulamaz ve
ilerleyicidir. Patolojik tip anjiyogeneze enflamatuvar rahatsizliklar ve kanser gibi
hastaliklarda rastlanir (Ferrara and Kerbel, 2005, s. 967; Demirci, 2006, s.1).

Kanser, cevresel ve genetiksel faktorlerin, hiicrelerin DNA ve kromozomlarinda
yer alan fonksiyonel bir yap1 olan genlerde olusturdugu degisiklikler sonucu kontrolsiiz
bir sekilde hiicrelerin béliinmeye baslamasi ile olusan bir hastaliktir. Bu siiregte hiicre
boliinme fazlarinin arasinda dinlenme evresi olan GO evresi pasif hale gelir ve hiicre
dinlenmeksizin siirekli bir boliinme siklusu igerisine girer. Ayrica kanserli bir dokunun
ortaya g¢ikabilmesi igin kontrolsiiz sekilde meydana gelen hiicre sayisinin artmasinin
yaninda yapisma Ve sigrama gibi malign tipteki 6zelliklerin de hiicresel yap1 icerisinde
yer almasi gerekir. Bu siirecteki 6nem arzeden kilit molekiillerden biri de ekstraselliiler
matriks (ESM) elemanlaridir (Liotta, Steeg and Stetler-Stevenson, 1991, s. 327). ESM
yap1 fizyolojik isleyisin diizenlenmesinde ve siirdiiriillmesinde gorevlidir. ESM;
hiicrelerin farklilagmasi, kontrolsiiz gogalmasi ve gocii ile yapisma, doku farklilasmasi
gibi birgok biyolojik aktivite olayinda etkili olmakla birlikte timor hiicresinin
buyiimesini ve yayilmasini énlemek amaciyla da onciil bir koruyucu seklinde isleve
sahiptir. Kanser hucreleri, bu duvar1 asabilmek i¢in metalloproteinaz yapilar1 kullanir
(Matrisian, 1990, s. 122; Sethi vd., 2000, s. 656; Apakkan, Baymdir ve Ozmen, 2001, s.
333). ESM yikilimi kanserli dokunun metastaz (sigrama) ve invazyon (yayilma)
gerceklestirebilmesi igin sarttir. Matriks metalloproteinazlar (MMP), 28°den fazla
enzimi igerisinde barindiran, doku yikiliminin fizyolojik ve patolojik tiplerinde gorev
alan ekstraselliler yapidaki proteazlardir (Hewitt and Dan, 1996, s. 164; Soyding,
Camlica ve Duranyilmaz, 2006, s. 54).



MMP enzimleri, kemik yeniden modellenmesi (remodeling) ve organ gelisimi
gibi fizyolojik siireglerde 6nemli bir rol oynamasinin yanisira, antienflamatuvar, yara
iyilestirici ve kanser hiicrelerinin adhezyonu gibi patolojik siireglerde de gorev alir.
Ayrica, MMP’ler normal fizyolojik silirecin goriildiigii embriyonik gelisim esnasinda;
oviilasyon, makrofaj ve notrofil fonksiyonlarinda ve patolojik siireclerde; damar
yapisinin yenilenmesinde 6nemli bir gorev alir (Yoon vd., 2003, s. 128; Hu vd., 2007, s.
480).

MMP ile anjiyogenez mekanizmalari birbirleri ile karmasik bir iliski igerisindedir.
MMP-2 ve -9 enzimleri anjiyogenez siireci dahilinde 6nemli bir role sahiptir (Arkell
and Jackson, 2003, s. 381). MMP’lerin anjiyogenezi aktive etmesi ve inhibitorlerini de
tiretmesi hem apoptotik hem de anti-apoptotik bir mekanizma barindirir (Coussens and
Werb, 2002, s. 865).

Demirci vd.’lerinin (2015, s. 1) bir sunumunda; Avrupa Farmakopesi
kalitesindeki L. angustifolia (Ingiliz lavantasi) ugucu yaginin MMP-2 ve -9 inhibitorii
caligmasinda kayda deger bulgular elde edilmesi ve farmakopeye kayith diger lavanta
tirli olan L. latifolia (Sivri lavanta) ugucu yag: ile bu konuda arastirma yapilmamis
olmast, bu ¢caligmanin arastirilmasini gerektirmistir.

Bu proje kapsaminda, Spica aetheroleum (L. latifolia ugucu yagi)’un jelatinaz
grubu enzimler (MMP-2 ve -9) iizerinde in vitro olarak inhibisyon etkisi belirlenmis; in
vivo antianjiyogenez (CAM-Tavuk embriyosu koryoallantoik membran testi) ve HET-
CAM deneyleri ile antienflamatuvar ve antikanser iliskisi ortaya konulmus; tiim
sonuglar Karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda bilesimi belirlenmis
olan ugucu yagin MMP enzim inhibisyonu ve antianjiyogenik etkinligi ile ilgili
bilgilerin ilag potansiyeli olarak degerlendirilmesi yaninda bilimsel literatiire de katki
saglanmasi hedeflenmistir. Bilgimiz dahilinde, L. latifolia ugucu yaginin jelatinaz grubu
MMP enzimlerine karsi inhibe edici etkileri ve antianjiyojenik aktivitesi ilk kez

arastirilmastir.



2. KAYNAK BIiLGILERI

Bu bolimde L. latifolia tiiriintin yer aldigir familyanin ve cinsin genel 6zellikleri
ile ilgili bilgiler ve yapilan arastirmalar o6zetlenmektedir. Botanik bilgiler Tirkiye
Florasi temel alinarak, diger bolimler ise cesitli veri tabanlar1 ve literatiir bilgileri

kullanilarak derlenmistir.

2.1. Botanik Ozellikler
2.1.1. Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Lamiaceae kozmopolit bir familya olup, yeryiizinde bazi sira disi1 alanlar
haricinde hemen her yerde yetismektedir. Familyaya ait tiirler Akdeniz tlkeleri basta
olmak tizere Avustralya, Giiney Bati Asya ve Giney Amerika’da genis bir yayilis
alanina sahiptir (Guenther, 1954, s.166). Tirkiye, familyanin 6nemli bir gen merkezidir.
Diinyada yaklasik 250 cins ve 7000 tiir, Tiirkiye Florasi’nda ise 45 cins, 565 tiir ve 735
takson ile temsil edilir. Ulkemiz 245 endemik tiirle, % 44,7 endemizm oranina sahiptir.
Tirkiye’nin, takson sayist bakimidan en zengin 3. familyas1 durumundadir. Govde 4
koseli, yapraklar basit veya parcali halde olup dekkusat tipte dizilis gosterir. Cigekler
stk kiimeler halinde toplanarak yapraklarin koltugunda bulunur. Mikroskopik
incelemelerde ugucu yag iceren salgi tiiylerinin 8 hiicreli pul seklinde yapiya sahip
olmasi familya i¢in teshiste 6nemli karakteristik bir 6zelliktir (Davis, 1982, s. 36).

Lamiaceae familyasina ait bitki tiirleri halk arasinda gesitli sekillerde yaygin bir
kullanim yelpazesine sahiptir. Cay ya da baharat olarak kullanimlari mevcuttur. Ugucu
yag ve icerdigi diger sekonder metabolitler yoniinden c¢esitlilige sahip olmasi sebebiyle;
tip, eczacilik, gida ve kozmetik gibi alanlarda olduk¢a 6nemli bir yer tutar (Baser, 1993,
s. 217; Sezik vd., 2001, s. 101; Kahraman, Celep and Dogan, 2009, s. 289). Bu
familyaya ait tiirlerin tilkemizde etnobotanik kullanimi da olduk¢a fazladir ve yiizyillar
oncesine dayanmaktadir (Baytop, 1999, s. 284; Tuzlac1 ve Erol, 1999, s. 599; Kargioglu
vd., 2008, s. 769).

2.1.2. Lavandula cinsi

Lavandula cinsine ait tiirler ¢ok yillik veya otsu yapiya sahiptir. Brakteol yapisina
rastlanabilir. Kaliks oval tiipsii sekilde, (8-)13(-15)-damarli, kisa 5-disli; disler ufaktir.



Korolla 2-dudakli, st dudak 2, alt dudak 3-lopludur. Stamen sayis1 4 adet olup korolla
tiipliniin icerisinde yer alir, didinam tiptedir.

Lavandula cinsi Tiirkiye’de 2 tiir ile temsil edilmektedir. Bu tiirler L. angustifolia
(Ingiliz lavantas1) ve L. stoechas’(karabas otu) tir. L. stoechas tiiriiniin Lavandula
cinsinin igerisinde yer alip almamasi {izerine tartismalar yapilmaktadir. Bunun sebebi L.
stoechas’in Lavandula cinsine ait diger tiirlere gore kemotaksonomik agidan
farkliligidir. Lavandula cinsinin 2 tiirii Avrupa Farmakopesi’ne kayitlidir. Bu tiirler L.
angustifolia ve L. latifolia’dir. L. latifolia (Sivri lavanta) iilkemizde yetismemektedir
(Mill, 1982, s. 76).

2.1.3. Lavandula latifolia

L. latifolia tiiriiniin sivri lavanta olarak bilinmesinin yanisira ayni zamanda da
Avrupa’da Portekiz lavantasi olarak isimlendirilmektedir. Akdeniz florasinda ve
Avustralya’da dogal yayilisa sahip, ugucu yag ihtiva eden c¢igekli bir bitkidir. Ugucu
yaginin ticari degeri ve genis kullanim alani sebebi ile kiiltiire alinmigtir. 30-60 cm
uzayabilen, her dem yesil, yapraklart 3-6 cm uzunlugunda ve 5-8 mm genisligindedir.
Cigeklenme donemi Haziran-Eyliil aylar1 arasindadir (Chu and Kemper, 2001, s. 11;
Salido vd., 2004, s. 206).

L. latifolia ugucu yaginin Avrupa Farmakopesi’nde bilesimi limonen % 0,5-3,
1,8-sineol % 16-39, kafur % 8-16, linalol % 34-50, linalil asetat <1,6, a-terpineol % 0,2-
2 ve (E)-a-bisabolen % 0,4-2,5 araliklarinda verilmistir.

L. latifolia ugucu yag: L. angustifolia tiiriine gore kafurca zengin olmasindan
otlirli daha keskin bir kokuya sahiptir. L. angustifolia ugucu yagi ile benzer kullanim
alanlarina sahip olmakla birlikte ve gida, aromaterapi, parfimeri ve ilag endiistrilerinde
dogal bir {irlin olarak yerini almaktadir (Cooke and Ernst, 2000, s. 494).

L. latifolia ugucu yag ile yapilan kimyasal analiz ¢alismalarinda ana bilesenler;
Munoz-Bertomeu ve arkadaslari tarafindan 1,8-sineol % 11-47,9, linalol % 15,1-54,7 ve
kafur % 11,4-18,6, Herraiz-Penalver ve galisma grubu tarafindan 1,8-sineol % 6,6-57,1,
linalol % 3,7-61,1 ve kafur % 1,1-46,7, Alatrache ve arkadaslar1 tarafindan 1,8-sineol %
11,7, linalol % 32,3 ve kafur % 12,45, Salido ve ¢alisma grubu tarafindan 1,8-sineol %
28,6-34,9, linalol % 27,2-43,1 ve kafur % 10,8-23,2 olarak rapor edilmistir (Salido vd.,
2004, s. 208; Alatrache vd., 2007, s. 448; Munoz-Bertomeu, Arrillaga and Segura,
2007, s. 485; Herraiz-Penalver vd., 2013, s. 62).
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L. latifolia tiirii ilkemizde dogal olarak yayilis gostermemektedir fakat Isparta
ilinde L. latifolia ve L. angustifolia tiirlerinden elde edilen hibrit bir tiir olan L X
intermedia var. Super A’(lavandin)nin kiiltiirii yapilmaktadir. Lavandini olusturan 2
tirtin Avrupa Farmakopesi’nde kayith olan lavanta tiirleri olmasi dikkat ¢ekmektedir.
Ugucu yag verimi % 1,66 olarak ve ana bilesenleri linalol % 30-45 ve linalil asetat %
20-30 olarak belirlenmistir. Lavandin ugucu yaginda kafur miktarinin diisiik olmasi
parfiimeri ve tibbi amacli kullanimlarda yer bulmasini engellemesine ragmen
antimikrobiyal amagh kullanimda yerini almaktadir (Guenther, 1954, s. 166; Woronuk
vd., 2011, s. 8, Kara and Baydar, 2013, s. 58).

2.2. Anjiyogenezin Tanimi

Anjiyogenez terimi, mevcut damar yapisindan yeni damarlarin meydana gelmesi
seklinde tanimlanmistir. Anjiyogenez olayr ilk olarak maymun plasentasinda
anlamlandirilmig olup, Dr. Arthur Hertig tarafindan agiklanmistir (Ribatti, 2009, s. 2).
Anjiyogenez mekanizmasinin temelini olusturan endotel hiicreleri; ana damarlart ve
kapiler agi olusturan genetik bilgileri ihtiva etmesinin yaninda ayrica perisitler ile
birlikte kapiler (kilcal) damarin duvar yapisini olusturur (Konukoglu ve Turhan, 2005,
s. 42). Saglikli ve yetiskin bir insanda endotel hiicrelerin dongiisii ve anjiyogenezi ¢ok
yavas (3-12 ay) bir sekilde meydana gelirken, yara iyilesmesi, embriyo gelisimi veya
korpus luteum yapisinin olusumu gibi yalnizca belli sartlar altinda meydana gelen
anjiyogenezde ise ¢ok kisa bir siirede gergeklesir (Paper, 1998, s. 686).

Yeni kapiler damar yapisinin meydana gelme siireci 3 agama ile meydana gelir:

a. Bazal lamina (membran) yapisinin proteolitik enzimler tarafindan degredasyonu,

b. Endotel hiicrelerin aktivitesi, birbirlerine yapismasi, migrasyonu ve ¢ogalmasi,

¢. Tubul olusumu ve olgunlasma, damar stabilizasyonu ve ekstraselliller matriksin
yeniden sekillenmesi

a. Bazal lamina yapisinin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi:

Anjiyogenez siireci; kollajen ve laminin gibi damar endotel yapisini olusturan
glikoproteinler ile glikozaminoglikanlarin (6rnegin; kanin pihtilagmasini engelleyen
heparan siilfat) kovalent bag sayesinde proteinlere baglanmasi ile olusan proteoglikan
yapilarindan meydana gelmis bazal laminanin proteolitik yikimi ile baslar. Endotel
hticreleri go¢ etmek ve ¢ogalmak tizere uyarildig1 esnada, hiicreler ve membran arasinda

boliinme islemi meydana gelir. Endotel hiicreleri anjiyogenez siireci igerisinde ¢ogalma
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ve yayilma o6zelligi gosterirler (Konukoglu ve Turhan, 2005, s. 43; McDonald, 2008, s.
17).

Saglikli ya da hasarli dokularda tretilebilen anjiyogenik biiyiime faktorleri
cevresindeki dokulara difizyon sistemi ile gegis yapabilir. Bu buyume faktorleri,
cevresindeki mevcut kapiler damarlarin yiizeyi tizerinde bulunan endotel hiicrelerdeki
ozgin reseptorlere baglanir. Boylece biiylime faktorleri araciligi ile aktiflestirilen
proteolitik enzimler, bazal laminanin ve endotel hiicrelerinin etrafindaki ESM
elemanlariin yikimina sebep olur. ESM bilesenlerinin yikilimini, endotel hiicrelerinin
uyartlmas1 ve Kkapiler yeni filizlenmeler (anjiyogenez) takip eder (Ausprunk ve
Folkman, 1977, s. 54). Endotel hicrelerinin yayilma ve gog¢ sSiireglerinin
gerceklesebilmesi i¢in plazminojen aktivator (PA) ve MMP enzim sisteminin birlikte
aktif halde olmasi1 gerekir. Doku-tip (tPA) ve drokinaz-tip (uPA) plazminojen
aktivatorleri, serin proteaz grubunun igerisinde Kategorilendirilir. Plazminojeni
plazmine cevirirler. Plazminin islevleri arasinda; ESM elemanlarimin yikilmasi ve
MMP-1,-3 ve -9 gibi enzimlerin aktivasyonu yer alir (Andreasen vd., 1997, s. 1; Blasi,
1997, s. 415).

b. Endotel hucrelerin aktivasyonu, adezyonu, migrasyonu ve proliferasyonu:

Endotel hiicreleri anjiyogenik uyarilarin etkisi sonucunda proteolitik yikim ile
aktif hale gelerek ESM’e gog eder ve ¢ogalir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) bu siurecteki anjiyogenik faktorlerden en etkili olanidir (Ferrara, Gerber and
LeCouter, 2003, s. 670).

c. Tubul olusumu ve olgunlagma, damar stabilizasyonu ve ekstraselliler matriksin
yeniden sekillenmesi:

ESM elemanlarmin  depolanmasi ig¢in endotelyal ¢ogalmanin ardindan
ekstraseliiler yikilma inhibisyona ugratilmalidir. Kapiler filizlenmenin baslamas: ile
ESM yapisinda yikilma ortaya ¢ikar ve bu sekilde ileri yayilim mimkin hale gelir.
Bazal laminanin yikilmasi1 da endotelyal goce ve Kkapiler yeni filizlenmelere yol agar.
Endotelyal kismin genislemesi ve uzamasi neticesinde limen yapilar1 hiicre ici ve
hiicreler arasi boslukta gelismeye ve genislemeye baslar. Bu limen yapilarindan kapiler
yeni damarlar meydana gelir. Proteolitik yikim ve endotel hiicrelerinin migrasyonu ile
yeni olusan kapiler damarlar bazal membran yapisini meydana getirirler. Yeni kapiler
damarlar olgunlasip ve uygun anjiyogeneze maruz kaldiktan sonra antianjiyogenik

faktorlerde artig goriiliirken, anjiyogenik faktorlerde ise azalma goriiliir. Boylelikle yeni



filizlenen kapiler damarlar kan akisini meydana getirmeye hazir hale gelmis olur
(Konukoglu ve Turhan, 2005, s. 44).

2.2.1. Tumor anjiyogenezi ve metastaz

Anjiyogenez konusu lizerine gelismeler yaklasik yiiz yil Once yapilan tumor
dokusunda yeni damar yapilarinin meydana gelmesi yorumu ile baslamasina ragmen
daha sonraki déonemde yeni damarlarin meydana gelmesi siirecinin timor metabolitleri
ile saglanan basit bir yeni olusum oldugu diislincesine varilarak bu durum timoriin
kanlanmasi1 seklinde tanimlandirilmistir. Bilimdeki gelismelerin de neticesinde, timor
dokusunun nakillerinde olustugu farkedilen yeni damar olusumlarinin konakei
damarlardan koken aldigi yani anjiyogenez kaynakli bir mekanizmaya sahip oldugu
gorulmustir (Konukoglu ve Turhan, 2005, s. 46). Bilimsel ¢alismalarinin bu konuda
yogunlagsmasinin da etkisiyle timor gelisiminin anjiyogenez ile iliskili oldugu goriisi
bilim adamlari tarafindan benimsenmeye baslamistir (Folkman, 1990, s. 5; Ferrara and
Kerbel, 2005, s. 970; Ribatti, 2008, s. 4). Anjiyogenezin metastaz siirecini de
kolaylastirici bir etkiye sahip oldugu Kklinik ¢aligmalarla da gosterilmistir (Konukoglu ve
Turhan, 2005, s. 46). Timor hiicresinin biiylimeye baslamasi siirecinde; besin, oksijen
ve bityime faktorlerinin s6z konusu ihtiyacinin artmast ile daha fazla meydana gelecek
kullanimin saglanabilmesi amaciyla kapiler damarlar sayica ve ylizey alani olarak artis
gosterirler. Tiimor hiicrelerinin ¢ap olarak ve sayica biiylime gostermesinde anjiyojenik
biiylime faktorlerinden birden fazlasinin aktif halde olmasinin ve anjiyogenez
inhibitdrlerinin de azalmas1 gerektigi bilinmektedir.

Metastaz siireci, kanser hiicrelerinin mevcut doku disinda dogrudan ya da kan-lenf
damarlar1 araciligiyla dolasim sistemi igerisinde go¢ etmesi ile baska bdolgelere
sicramasidir. Metastatik hiicreler, Sistem igerisinde uygun ortami buldugu herhangi bir
bolgede tekrar yerleserek ¢ogalir. Metastaz, timor gelisim mekanizmasinda son ve geri
dondiiriilemez siire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Liekens, Clercq De and Neyts, 2001,
s. 259). 0.5 mm®ten kiigiik tiimér yapilart difizyon ile Oz ve besin ihtiyacini
saglayabilir durumda iken, timor yapisiin biiyiikliigii 0.5 mm? {izerinde olmasi ile
beslenebilmek ve biiyiiyebilmek i¢in anjiyogeneze bagimli hale gelir (Konukoglu ve
Turhan, 2005, s. 46).



2.2.2. Ugucu yaglar ile yapilan antianjiyogenez ¢calismalari

Ugucu yaglar kullanarak CAM ve HET-CAM yontemleri ile antienflamatuvar,
antianjiyojenik ve antiirritan etki arastirmalari oldukga az sayidadir. Origanum onites L.
ugucu yaginin, ana bilesikleri olan karvakrol ve timol ile metil eter tirevlerinin CAM
testi ile antianjiyojenik etkisi arastirilmistir. Ugucu yag ve bilesenlerinin 10-250
ug/pellet konsantrasyon araliginda antianjiyojenik etkiye sahip olmadig: fakat timoliin
CAM yiizeyi lizerinde iritasyon meydana getirdigi bildirilmistir (Demirci vd., 2004, s.
253). Salvia huberi Hedge, Salvia hedgeana Donmez, Salvia pisidica Boiss. & Heldr.
ex Bentham. ugucu yaglarinin CAM aktivitesi arastirilmis ve ugucu yaglarim 100
ug/pellet konsantrasyonda calisilarak herhangi bir antianjiyojenik, iritan ve toksik etkiye
sahip olmadigi raporlanmistir (Demirci vd., 2005, s. 670). Demirci, Paper ve Franz,
(2006, s. 1) trans-nerolidol ve cis-nerolidol ile yaptiklar1 antianjiyogenez ¢alismasinda
ise 100 wg/pellet konsantrasyonda zayif antianjiyojenik etki saptanmistir. Kumar vd.,
(2009, s. 82) hardal ugucu yagmin igeriginde bulunan allil izotiyosiyanat (AITC)
bilesiginin proapoptotik ve antianjiyojenik etkilerini arastirmis ve AITC’mn
antianjiyojenik etki gosterdigi bildirilmistir. Lamiaceae familyasinin tiri olup
tilkemizde dogal olarak yayilis gosteren Origanum minutiflorum ve Cyclotrichium
niveum ugucu yaglar ile yapilan bir ¢alismada C. niveum’un antianjiyojenik etkili
oldugu belirlenmistir (Goze, Cetin and Goze, 2010, s. 2159).

2.2.3. CAM ve HET-CAM modelinin avantajlari ve dezavantajlari

CAM ve HET-CAM testi, in vivo bir ¢alisma tipi olup deney hayvani olarak
ratlarin kullanildigi Draize testine alternatif bir ¢alisma yontemidir. CAM’in Draize
testi ile uyum gostermesinin sebebi kapiler yapisinin gozdeki vaskiiler mukozal yapiya
gosterdigi benzerliktir. Bu metot dahilinde, igerisinde dollenmis tavuk yumurtalar
kullanilarak antienflamatuvar (D'arcy and Howard, 1967, s. 378), irritan (Luepke, 1985,
s. 287) ve antianjiyojenik (Kishore vd., 2008, s. 449) etkileri degerlendirilebilmek
miimkiindiir. D6llenmis tavuk yumurtalarinin temini pratik ve ekonomiktir. Bu sebepten
otirti tekrarlanabilirlik acisindan rahatlik saglamaktadir. CAM’1n yiizeyinde bulunan
kapiler damarlarda meydana gelen degisiklikler bir hafta gibi bir siire zarfinda
gbzlemlenebilmektedir (Demirci vd., 2004, s. 252; Kishore vd., 2008, s. 450; Cazedey
vd., 2009, s. 764). Embriyo donemindeki canlinin CAM testi siirecinde heniiz sinir

sisteminin gelismedigi ve herhangi bir agr1 hissetmedigi bildirilmistir. Ayrica, CAM
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testini gergeklestirebilmemiz igin bir etik kurul onay raporu almamiz gerekmemektedir
(Kishore vd., 2008, s. 450). Deney siireci 1 haftadir. Etik kurul izninin ise 1 haftadan
fazla siirecek olan calismalar i¢in alimmasi gereklidir. Bu sebepten 6tiirli hayvan
alternatifi deneyi olarak degerlendirilmektedir. Tavuk embriyosunun genel yapisi Sekil

2.1° de verilmistir.

Kabuk
Albumin Amniyon zar1 boslugu

L)

— Embriyo

\ ‘ Q/ 7 Allantois
Vltemis \/ o
kesesi ¢

Sekil 2.1. Tavuk embriyosunun genel yapist

Amniyon zar1

Kaynak: http-1

Dezavantaj ise; CAM’nin O degisikliklerine hassasiyet gostermesidir. CAM’nin
hava ile temas1 6nlenmelidir. Meydana gelen anjiyojenik etkilerin ayirt edilmesi zor bir
islemdir. Metabolik aktivitelerle ilgili ilag tarama ¢alismalarina paralellik gostermez.
Kimyasal veya fiziksel travmalar sonucu meydana gelen hiicresel hasarlarin
olusturabilecegi iritasyonlar goriilebilir (kirik kabuk pargalarimin iritasyona neden

olabilmesi gibi).

2.3. Matriks Metalloproteinaz Enzimleri (MMP)
2.3.1. Matriks metalloproteinazlarin genel 6zellikleri

MMP enzim ailesi ilk olarak Gross ve Lapiere tarafindan 1962’de metamorfoz
sathasindaki iribasin kuyrugunda tanimlanmistir. MMP enzimleri, ESM’in yikimina

sebep olan, 28’den fazla Zn** bagimli enzimi igeren proteaz yapili bir grubu olusturur.
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MMP enzimleri, ESM’in biitiin elemanlarin1 yikabilme 6zelligine sahiptir. MMP
enzimleri dogum sonrasi doku onarimi ve fetal gelisim siireci gibi fizyolojik durumlar
ile ESM yapisinin yeniden modellenmesinde onemli rol dstlenirler. Kanser; serum
igeriginde MMP diizeylerinde yiikselise neden olan en 6nemli patolojik durumlardan
birisidir. Kanser hastalarindan alinan serum Orneklerinde bazi MMP enzim

miktarlarin arttigi bazilarmin ise miktarlarinda azalma goriilmiistiir (Gohji vd., 1996,

s. 2380).

Yapilarina ve substrat 6zgiilltiklerine gore 5 alt grupta incelenebilirler:
1-Kollajenazlar (MMP-1, 8, 13, 18)
2- Jelatinazlar (MMP-2, 9)
3- Stromelisinler (MMP-3, 10, 11)
4-Membran tipi MMP’ler (MT-MMP) (MMP-14, 15, 16, 17, 24, 25)
5-Smiflandirilamayan MMP’ler (MMP-7, 12, 19, 20, 21, 23, 26, 27, 28)

Kaynak: Hidalgo ve Eckhardt, 2001, s. 179
MMP enzimlerinin substrat ozgiilligiine gore yapilan siniflandirmasi Tablo

2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1. MMP enzimlerinin substrat ozguilliigiine gore siniflandiriimasi

Grup adi

Tanimlayis1 isim

Temel substrat

Kollajenazlar

Interstisyel kollajenaz

Notrofil kollajenaz

Kollajen 1, 2, 3, 7, 10, jelatin, PG
Kollajen 1, 2, 3, PG

Kollajenaz-3 Kollajen Tip 1, 2, 3, PG
Kollajenaz-4 Kollajen Tip 1, 2, 3, PG

Jelatinazlar Jelatinaz A Jelatin, kollajen 4, 5, 7, 10, 11, elastin
Jelatinaz B Jelatin, kollajen 4, 5, 14, elastin, PG

Stromelisinler Stromelisin 1 Stromelisin PG, laminin, FN, jelatin, kollajen 3, 4, 9, 10
PG, laminin, FN, jelatin, kollajen 3, 4, 9, 10

PG, laminin, elastin, entaktin, tenaksin, versikan,

2 Stromelisin 3

jelatin, kollajen 3, 4, 9, 10

Membran tipi MT1-MMP Kollajen 1, 2, 3, FN, laminin, VN
MMP’ler MT2-MMP Agrekan, FN, laminin, tenaksin
(MT-MMP’ler) MT3-MMP Kollajen 3, FN, jelatin

MT4-MMP Jelatin

MT5-MMP PG

MT6-MMP Kolllajen 4, fibrin, fibronektin, jelatin
Diger MMP’ler Matrilisin 1 Serin proteaz inhibitorleri

RASI-I Kollajen 4, FN, jelatin, lamini, tenaksin

Enamalisin Agrekan, amelogenin

X-MMP Tanimlanmamistir

CA-MMP Tanimlanmamistir

Matrilisin 2 Kollajen 4, FN, Jelatin, VN

CMMP Tanimlanmamistir

Epilisin Tanimlanmamistir

Metaloelastaz

Kollajen 1, 4, elastin, FN, jelatin, laminin, VN

FN:Fibronektin PG:Proteoglikan VN:Vitronektin
Kaynak: Reel, 2006, s. 529

Yapisal olarak incelendiginde MMP-2 ve-9 enzimlerinin 5 temel kisimdan

meydana geldigi goriiliir:

1- Sinyal peptit
2- Propeptit

3- Katalizor kisim (Zn baglayici bolge igerir)

4- Hemopeksin benzeri kisim (substrat spesifitesini belirler)
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5- Katalizor kismi1 hemopeksin benzeri kisma baglayan prolin bakimindan zengin bolge
(Bourboulia ve Stevenson, 2010, s. 164).
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Sekil 2.2. MMP-2 ve -9 enzimlerinin genel yapisi

Kaynak: http-2

MMP enzimleri farkli kategorilere ayrilsa da yapisal olarak benzerliklere
sahiptirler. Sinyal peptit endoplazmik retikulum organelinden sentezi gergeklestirilen
ilk protein yapidir. Propeptit bolge, katalitik Zn baglayan bolge ile etkilesimde olarak
enzimin pasif formda kalmasini, yani aktiflesmesine engel olunmasii Saglayan
kisimdir. Katalizor bolge propeptit bolgenin ayrilmasi ile igeriginde bulunan Zn**
sayesinde enzimin aktivitesini saglayan bolgedir. MMP-7 ve -26 disinda kalan diger
MMP enzim tipleri C terminalinde hemopeksin/fibronektin bélgeye sahiptirler. Bu
bolge peptit yapidadir ve TIMP’lerin jelatinaz grubu MMP enzimlerine (MMP-2 ve -9)
ve MMP-13’e baglanmasi ile iliskilidir (Reel 2006, s. 530).

MMP’lerin proteolitik aktiviteleri hem spesifik olmayan (a-2 makroglobilin, a-1
antiproteaz gibi) hem de spesifik olan inhibitérler (TIMP) ile engellenebilir. TIMP
(metalloproteinaz doku inhibitorii)’ler bag dokusu metabolizmasmin diizenlenmesinde
gorevli olmakla birlikte pek ¢cok dokuda ve viicut sivilarinin igeriginde de bulunurlar.
MMP doku inhibitdrleri, MMP enzimlerine kovalent olmayan bigimde geri ayrilamaz
sekilde baglanarak pasif haldeki enzim formunun aktif olmasini1 ve katalitik aktivitenin
surdirilmesini inhibe ederler. Boylelikle MMP enzim aktivitesi ile MMP/TIMP

dengesi kontrol altinda tutulmus olur. Bugine dek tanimlanmis 4 TIMP tipi
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bulunmaktadir. Bunlar; TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4’tiir. MMP’ler gibi
vaskiler diiz kas, endotel, kan, bag dokusu hticreleri ve makrofajlar tarafindan sentez
edilirler. TIMP’ler; MMP inhibisyonu agisindan birbirleri ile benzerlik gostermelerine
ragmen matriks igerisindeki konumlanmalar1 ve gen ekspresyonunun dizenlenmesi
bakimindan aralarinda farkliliklara sahiptirler. Ayrica farkli MMP tiplerine gore
spesifiklik gosterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercinen TIMP-2 ile Jelatinaz B
(MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilir (Woessner, 1991, s. 2149; Hidalgo and Eckhardt,
2001, s. 179; Reel, 2006, s. 532).

MMP enzim ailesinin hastaliklarla iliskilerine bakildiginda 6nemli olmasinin
sebebi kolaylikla anlasilmaktadir. Kollajenaz (MMP-1, -8, -13) enzimlerinin go6giis
kanseri, ateroskleroz ve romatoid artrit, jelatinazlarin ise (MMP-2, -9) gdgiis, kolon,
akciger ve yumurtalik kanseri ile kotii huylu beyin tiimorii, brong genislemesi, kronik
astim, kronik obstriktif akciger hastaliklari, kistik fibrosiz, hipertansiyon gibi
rahatsizliklarla iligkileri gériilmiistiir (Oztiirk, 2013, s. 217).

2.3.2. MMP enzimlerinin kanser hastaligi mekanizmasindaki rolleri

Kanser hastaligi tizerine yapilan ¢alismalarda MMP enzimlerinin islevleri uzun
yillardir arastirilan bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu enzimlerin; anjiyogenez,
invazyon-metastaz, apoptoz mekanizmasinin (programli hiicre 6liimii) engellenmesi ve
anti-timor savunma mekanizmalari yoluyla kanser olugsum siirecindeki rollerinin 6nemi
sebebiyle kanser fizerine yapilan arastirmalarda hedef konumunda bulunmaktadir
(Kessenbrock, Plaks and Werb, 2010, s. 58; Amelinei vd., 2010, s. 217).

Hiicre adhezyonu (yapisma, tutunma), dokunun hiicresel organizasyonu i¢in 6nem
arzetmektedir. Adhezyon, hiicre boliinmesi sayisinin sinirli tutulmasi igin hiicrenin
diger komsu hticrelerle temasinda meydana gelen kontakt hali ile hiicre boliinmesinin
inhibisyonu icin gerekli bir mekanizmadir. Kanser hastaliginin gelisim siirecine bakacak
olursak, hiicrelerin organizasyonu ve kontakt inhibisyonun pasif hale gelmesi ana
mekanizmalar olarak goriiliir (Kessenbrock, Plaks and Werb, 2010, s. 54). Matriks
metalloproteinaz enzimlerinin, hiucrelerin hem komsu hticrelere, hem de ESM
elemanlaria kontakt mekanizmalarini etkiledigi bilinmektedir (Amelinei vd., 2010, s.
217).

MMP enzimleri invazyon ve metastaz olaylarinda epitelyal ve mezenkimal

degisim stireclerinde gorevlidir. MMP enzimleri aktivitelerinin artmasina ilave olarak
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invazyon siireci igerisinde belli bir bolgede odaklanirlar. MMP-2, -9 ve -14 enzimleri
ESM pargalanmasi i¢in birlikte goérev almaktadirlar. MMP aktivitesi hiicre gogiinii
(migrasyon) arttirir (Lochter, Galosy and Muschler, 1997, s. 1863; Noe, Fingleton and
Jacobs, 2001, s. 111).

Apoptozis (apoptoz mekanizmasi), organizma igerisinde hasar gordigi tespit
edilen veya tehlikeli olabilecek potansiyele sahip hicrelerin programli bir mekanizma
igerisinde yok edilmesinde gorev alan bir mekanizmadir. Hicrelerin viris ile enfekte
olmasi sonucunda apoptozis mekanizma ile ortadan kaldirilmasi da Ornek olarak
verilebilir. Apoptoz mekanizmasi ile ortadan kaldirilan bir diger yapi da hasar gérmiis
DNA yapisidir. DNA zincirinin mutasyon etkenlerine maruz kalmasi sonucunda
meydana gelen kirtlmalar yiiziinden genetik kodda meydana gelen hasar sebebiyle
kanser gelisimine neden olabilecegi ig¢in hasarli olarak nitelendirilen bu hiicrelerin
apoptozis mekanizmasi ile oldiriilerek sistemden uzaklastirilmas: biyiik 6nem
arzetmektedir (Aksit ve Bildik, 2008). Viicut sistemi icerisinde olduk¢a 6nemli bir
yer tutan apoptoz mekanizmasinda, MMP’lerin roli ise TIMP’lerin apoptozda rolii ile
ilgili arastirmalarla desteklenmektedir. Genellikle TIMP-3’tin apoptozu arttiric1 veya
baskilayici etkisi mevcutken, TIMP-1, -2 ve -4’tin antiapoptotik etkileri rapor edilmistir
(Alexander vd., 1996, s. 1669; Wu, Mari and Wang, 2001, s. 552; Fata, Leco and
Voura, 2001, s. 839).

Tumor vaskilarizasyonu (damarlanma), anjiyogenez ya da vaskiilojenezden
(kemik iliginden kana yayilan vaskiiler onciil hiicreler) kaynaklanir. Damarlanma doku
icerisinde meydana gelebilecek invazyon ve metastaz mekanizmalar igerisinde Kritik
bir 6nem ihtiva eder. Vaskiilarizasyon mekanizmasi iizerinde MMP’ler de 6nemli bir rol
oynamaktadir. MMP-2, -9, ve -14 enzimleri timoriin damarlanmasi {izerinde baslica rol
tistlenirken; MMP-1 ve -7 daha az oranda etkiye sahiptir (Bond, 1998, s. 29; Alexander
vd., 2001, s. 701). VEGF ve bFGF (Temel fibroblast biiyiime faktorii) gibi anjiyogenik
mutajenler, kilcal damarlarda bulunan endotel hiicreler araciligiyla MMP enzimlerinin
salgilanmasii harekete gecirir (Unemori, Ferrara and Bauer, 1992, s. 557; Littlepage,
Sternlicht and Rougier, 2010, s. 2225). MMP enzimlerinin aktivitesinin anjiyogenezin
negatif diizenleniminde de yani antianjiyogenez mekanizmasinda da goérev aliyor
olabilecegi diisiiniilmektedir (Lamoreaux, Fitzgerald and Reiner, 1998, s. 30; O’Reilly,
Wiederschain and Stetler-Stevenson, 1999, s. 29568). Anjiyogenez inhibitorleri ile

ESM elemanlar1 ve diger ekstraselliiler molekiil yapilar1 parcalanabilmektedir (Dong,
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Kumar and Yang, 1997, s. 801). MMP-2, -9 ve -12 enzimleri tarafindan plazminojenin
(kandaki pihtt yapisinin ¢éziilmesinde gorevli alan plazminin inaktif hali) par¢alanmasi
anjiyogenez inhibit6rii olan yani antianjiyojenik etkiye sahip olan anjiostatin tiretiminin
onemli bir miktarda artmasina sebep olur. MMP enzimleri; damar yapisinda gegirgenlik
ve yapisal dengenin kontroliiniin saglanmasinda da gorev almaktadir (Cornelius,
Nehring and Harding, 1998, s. 6845; Heljasvaara, Nyberg and Luostarinen, 2005, s.
293).

Kanser hastaligi sebepli meydana gelen 6lim vakalarmin ana sebebi olarak
metastaz olay1 gosterilmektedir. Metastaz siirecinin baslangici, kanser hiicrelerinin kan
damarlar1 veya lenf sistemi araciligi ile ¢evre dokulara ilerlemesi ile gorilir. MMP
enzimlerinin araciligi ile meydana gelen sinyal tretiminin metastaz siirecinde meydana
gelen artista 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. MMP enzim inhibisyonu kanser
arastirmalarinda 6nem arzeden bir konu olmustur. MMP enzimleri kanser hastaligi
stirecinde ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. ESM yikiminin sebebi olmalar1 bu
duruma ornektir. MMP-1, -2 ve -12 gibi proteolitik yapidaki enzimler ESM
parcalanmasinda gorev alirlar. MMP-14 enzimi ise siire¢ yavaslatici etki gostermektedir
(Lu, Wang and Hu, 2009, s. 1883). Bu yikim mekanizmasi, immiin yap1 hticrelerinin
inflamatuvar siirecte damar disina sizimu ile alakalidir. MMP-2 ve -9 enzimleri immiin
hiicrelerin beyin dokusuna gogiinde 6nemli mediatorler olarak gorev almaktadir. Tamor
sebepli makrofajlardan meydana gelen MMP enzimlerinin, kanser hiicrelerinin kan
dolagimina katilmasinda ve bu suretle kanserin metastaz mekanizmasinda etkili oldugu
diistinilmektedir (Friedl and Wolf, 2008, s. 7247). MMP enzimlerinin ESM

yikimindaki mekanizmasi Sekil 2.3’te verilmistir.
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Vaskizler sizma/
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Sekil 2.3. MMP enzimlerinin ESM yikimindaki mekanizmasi

Kaynak: Wilcock vd., 2011. s. 3
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Cesitli kanser tirlerinde MMP enzimlerinden, kanserin erken siirecte tanisi,
hastaligin ilerleyisinin takibi ve metastazin tespit edilmesi gibi énemli durumlarda

belirteg olarak yararlanilabilir (Roy, Yang and Moses, 2009, s. 5287).

2.3.3. Ucucu yaglar ile yapilan MMP enzimleri inhibisyon ¢alismalar:

Literatirde MMP inhibitorii olarak ucucu yaglarin degerlendirilmesi ile ilgili
yapilan c¢alisma sayist azdir. Lavandula stoechas, Myrtus communis, Juniperus
communis ve Salvia fruticosa ugucu yaglarinin MMP-2 ve -9’a karsi inhibitor etkisi
caligilarak ve 5 ul/mL konsantrasyonda toksisite igermeyen konsantrasyonda inhibitor
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Chulia vd., 2012, s. 681). Bu yayinda ugucu yaglarin
MMP-2 ve -9 iizerine inhibitor etkisini yorumlarken, antioksidan aktivite gdstermeleri
ile iliskisi tizerinde baglanti kurulmustur. Chulia vd.,’lerinin (2013, s. 517) bir diger
caligmasinda ise Akdeniz Bolgesi’nden topladiklari Cibriska adi ile de bilinen Satureja
hortensis yaprak ucucu yaginin MMP-2 ve -9 enzimlerine karsi inhibitor etkisi
raporlanmistir.

Kapsamli literatiir taramasi sonucunda sentetik MMP inhibitorlerinin toksik
oldugu bilgisine ulasilmistir ve ugucu yag ile yapilan ¢aligma sayisinin yetersiz oldugu
gorilmiistir. Bu inhibitor maddelerinin toksisiteye sahip olmasi sebebiyle klinik
deneme sonuglariin daha etkili dogal bilesiklere ihtiya¢ duydugu gosterilmektedir
(Whang vd., 2012, s. 4164).

MMP ile anjiyogenez mekanizmalarinin agik bir sekilde iliski i¢erisinde olduguna
dair bilgiler gesitli ¢alismalarda desteklenmektedir (Anand-Apte vd., 1997, s. 817). Bu
mekanizmalar arast iliski durumuna en belirgin yanit olarak hem sentetik hem de
endojen tiplerdeki in vitro MMP inhibitorlerinin in vivo olarak da anjiyojenik yanitlart
da inhibe ettigi gosterilmektedir (Murphy, Unsworth and Stevenson, 1993, s. 352;
Benelli vd., 1994, s. 252; Hiraoka vd., 1998, s. 365). Ayrica Stevenson (1999, s. 1241)
yayinladigi bir ¢alismada anjiyogenez mekanizmasinda proteazlarin roliinii incelemenin
caligmalarda ilerleyebilmek adina fayda saglayabilecegini sdylemistir. Bu baglamda
proteaz yapili bir enzim grubu olan MMP enzimleri ile anjiyogenezin iliskisi merak
konusudur. Ornegin Moses (1997, s. 186), anjiyogenezin oOnlenmesinde MMP
inhibitorlerinin kullanilabilecegi iizerine bir c¢alisma yapmustir. Sentetik MMP ve
anjiyogenez inhibitorlerinin yan etkileri ve zararlarinin rapor edilmis olmasi sebebiyle

dogal bir tiriin olan ugucu yag ile arastirmalar yapmak 6nem arz etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Projemiz kapsaminda St. Wolfgang Apotheke, Kiimmersbruck, Almanya
firmasinin  Avrupa Farmakopesi Kkalitesindeki L. latifolia ugucu yagi (Spicae

aetheroleum) ile calisilmistir.

3.2. Aktivite Calismalarinda Kullamlan Kimyasal Maddeler

o Agar (Fluka)

e Kortizon (Sigma-Aldrich)

e (£)-Talidomit (Sigma-Aldrich)

e Daidzein (Tokyo Chemical Endustry)
e Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma-Aldrich)

e % 70’lik Etanol (Etil alkol) (Sentez Lab.)

3.3. Aktivite Calismalarinda Kullanilan Cihazlar

e Gaz Kromatografisi (Agilent 6890N GC)

e Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (Agilent 5975 GC-MSD)

e Su banyosu (Niive BM 302)

e [siticili manyetik karistirici-Vorteks (Ika Genius 3)

e Stereomikroskop (Leica EC3)

e Iklimlendirme kabini (Ing. Climas CIR / HR 1300)
e Spektrofotometre cihazi (BioTek PowerWave XS)

3.4. Kimyasal Analiz Sartlar

Gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GK/KS)
sistemleri ile ugucu yag analizi gergeklestirilmistir. GK analizi Agilent 6890N GC
sistemi kullanilarak yapilmistir. Alev iyonlasma dedektorii (AID) sicakligi 300°C olarak
kaydedilmistir. GK/KS analizi Agilent 5975 GC/MSD sistemi kullanilarak yapilmistir.
Bilesenlerin ayrimi igin Innowax FSC kolon (60 m x 0,25 mm, film kalinlig1 0,25 xm),
tasiyict gaz olarak Helyum (0,8 ml/dk akis hizi) kullanilmistir. Enjeksiyon portu
sicakligi ise 250 °C’dir. 70 eV elektron enerjisi ile 35-450 m/z kiitle araligindaki
maddelerin analizleri gergeklestirilmistir. Toplam 80 dk siiresince; 10 dk 60 °C’de, 4
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°C/dk artigla 220 °C’ye, 10 dk 220 °C’de, 1 °C/dk artisla 240 °C’ye yiikselen sicaklik
programi uygulanmuistir.

GK sistemi aracilig1 ile kolon igerisinde birbirinden ayrilan her bir bilesigin AID
yardimi ile bagil yilizdeleri (%) belirlenmistir. GK/KS sistemine ait kolonda ayrilan
bilesiklerin kiitle spektrumlari alinmistir. Degerlendirme islemlerinde “Baser Ugucu
Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi” ve Wiley GK/KS, Adams ve MassFinder 3.1
Kitiiphanelerindeki ve MS literatirlerindeki maddelerin  kiitle spektrumlarina
benzerliginin ve aymi tip kolondaki tutunma indekslerinin karsilastirilmasindan
yararlanilarak yapilmistir (Jennings vd., 1980; ESO 2000, 1999; Koenig, Joulain and
Hochmuth, 2004).

3.5. Dollenmis Tavuk Yumurtasi

Dollenmis tavuk yumurtalar: 1. giiniinde Hastavuk® Gida-Tarim-Hayvancilik

Sanayi Ticaret A.S. (Sivrihisar/Eskisehir)’den temin edilmistir.

3.6. CAM ve HET-CAM Testi

Doéllenmis tavuk yumurtalart dezenfeksiyon islemi icin % 70’lik etanol ile
muamele edilerek pegete yardimiyla yiizeyinin Silinmesi igslemi uygulandiktan sonra
36,5 °C’de % 80 rolatif nem degerlerine sahip inkiibatorde (iklimlendirme kabini) yatay
pozisyonda konumlandirilarak 72 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
icerisinde yumurtalar belirli araliklarla dikkatlice g¢evrilmistir. Inkiibasyon siiresi
neticesinde yumurtalarin alt kismindan bir delik agilarak steril enjektorler yardimiyla
dikkatli ve yavas bir sekilde embriyoya zarar vermeden yaklasik 10 ml albiimin
(yumurta aki) uzaklastirilmistir. Bu islemin uygulanmasinin ardindan yumurtalarin st
kismi (nispeten diger tarafina gore dik-sivri olan kisim) pens yardimi ile yumurtaya
zarar vermeyecek sekilde 6zenle acilmis ve bu bolgedeki kabuk ile zar kisimlar
atilmigtir. Agilan yumurtalarin {lizeri stre¢ film ile kapatilmistir, ¢iinkii embriyonik
yapinin O ile temas etmesi sonucunda zarar gordiigii bilinmektedir. Yumurtalar bu kez
dik olarak konumlandirilip, 36,5 °C’de ve % 80 rolatif nem degerlerine sahip
iklimlendirme kabininde 72 saat bekletilmistir. CAM yiizeyinin ¢ap1 yaklasik olarak 2
cm’ye ulastiginda (yaklasik 3 giin) % 2,5 konsantrasyonda agarda hazirlanmig numune
pelleti her yumurtaya bir adet olmak iizere CAM yiizeyindeki kapilerlere 6zenle
yerlestirilmistir. Her bir madde grubu igin 10-15 adet yumurta kullanilmistir. Pellet
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yerlestirilmis yumurtalar dik sekilde konumlandirilarak 24 saat daha inkiibasyon
islemine birakilmistir. Bu siire sonunda madde igeren pelletin kilcal damarlar {izerinde
meydana gelen etkileri kalitatif olarak stereomikroskop yardimiyla degerlendirilmistir.
Standart pozitif kontrol maddeleri olarak kortizon ve (+)-talidomit, negatif kontrol
maddeleri olarak SDS ve agar kullanilmistir.

HET-CAM deneyinde (Marchesan vd., 1998, s. 33) ise 5 mg/mL SDS igeren %
2,5 konsantrasyonda agara 50 ug/pellet konsantrasyonundaki standart kontrol maddeleri
(kortizon, daidzein) ve 250-500 wug/pellet konsantrasyonlardaki test maddesi ilave
edilmistir. Pelletler CAM yiizeyi tizerine konularak 24 saat 37°C’de % 80 neme sahip
ortamda inkiibe edilerek stereomikroskop araciligiyla skorlama sisteminden
yararlanilarak meydana gelen enflamasyon ve antienflamatuvar etki degerleri

belirlenmistir. Tiim deneyler 3 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

3.7. CAM ve HET-CAM Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bilesiklerin CAM iizerindeki antianjiyojenik etkisi Tablo 3.1 ve iritan etkileri
Tablo 3.2°de gosterilen skorlama sistemine gore yapilmistir. HET-CAM ile
antienflamatuvar etkinin degerlendirilmesinde ise kontrol maddesi olarak SDS’nin
etkileri baz alinarak ugucu yagin bulundugu pelletlerde meydana gelen degisimlere gore

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Tablo 3.1. CAM iizerindeki antianjiyojenik etkinin hesaplanmasinda kullanilan skor

sistemi
Skor Etki Izlenim/A¢iklama
<05 Yok Embriyo yapisinin normal gelisimi
0,5-0,75 | Zayif Kapiller damarsiz alan mevcut degildir. Kapillerlerin yogunlugu azalmistir

fakat pellet genisliginden azdir.
>0,75-1 | Kuvvetli | Kapiller yogunlugu belirli bir bolgede azalmis ya da kapillersiz alan az. Etki
pellet alaninin iki katin1 gegmemektedir.

>1 Cok Pelletin etrafinda en az iki kat mesafe olacak sekilde kapillersiz alan mevcut.
kuvvetli | Antianjiyojenik etki.

Degerlendirmede kullanilan ortalama skor hesaplama formiilii:

Yumurta sayisi (Skor 2) x 2 + Yumurta sayisi (Skor 1) x 1 + Yumurta sayisi (Skor 0,5) x 0.5

Toplam Yumurta sayisi (Skor 0, 0,5,1,2)
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Tablo 3.2. CAM iizerindeki iritasyon etkinin degerlendirilmesinde kullanilan skor

sistemi

Skor | Etki Aciklama

1 [ritasyon Granuloma kuvvetlice damarlanmistir Ve granulomanin ¢evresinde
kapilerler yildiz bigiminde ag olugturmustur.

2 Zayif iritasyon | Granuloma zay1f bir damarlanma sekli gostermistir.

3 Zayif-normal Kapiler damar agi, granulomanin etrafinda yildiz biciminde olup zayif
geligsmistir ve granulomanin boyutu skor 1 ve 2’ye gore daha kiigiik ve zayif
bir damarlanma yapis1 mevcuttur.

4 Normal damar | Yildiz bigimindeki damar aginin ayirt edilmesi zordur. Granuloma veya iz

olugumu yoktur. Damarlanma normal olarak ger¢eklesmistir.

3.8. MMP Enzim Inhibisyon Deneyi

MMP-2 ve -9 kolorimetrik ila¢ kesif kitleri Enzo Life Sciences firmasindan
tedarik edilmistir. Kit prosediiriine gore substrat olarak Ac-PLG-(2-merkapto-4-metil-
pentanoil)-LG-OC2Hs kromojenik tiyopeptid kullanilarak ugucu yagin MMP enzim
aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi ¢alisilmistir.

MMP enzimi tarafindan tiyopeptidin peptid baginin yikilmasi sonucunda bir
stilfidril grubu aciga ¢ikar. Siilfidril grubu Ellman reaktifi ile tepkimeye girerek 412
nm’de belirlenebilen sar1 renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asidi olusturur.

Renk degisimi nedeni ile artan absorbans degerleri 10 dakika siiresince
Ol¢iilmiistiir (Bio-Tek, Powerwave XS, GEN-5 program) ve bu degerler kullanilarak
dakikadaki absorbans degisimi hesaplanmistir. Inhibitér kullanilan ve kullanilmayan
test kuyucuguna ait dakikadaki absorbans degisimi verileri kullanilarak test
maddelerinin inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Kontrol inhibitor olarak N-Izobiitil-
N-(4-metoksifenilsiilfonil)glisil hidroksamik asit (NNGH) kullamilmistir. Olgiimler 3
tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Ucucu Yagin Bilesimi

Farmakope kalitesine uygun degerlere sahip olan ve ticari olarak temin edilen L.
latifolia ugucu yagini GK/AID ve GK/KS sistemleri ile yapilan analizi neticesinde 33

adet ugucu bilesen igerdigi belirlenmistir (Tablo 4.1). L. latifolia ugucu yaginin GK

kromatogrami Sekil 4.1.’de verilmistir.

Abudance

TIC GSTol.Ddatarmrs

L I 1 .
T T T T U T T T
10.00 1500 2000 2500 3000 3500 <40.00 4500

Sekil 4.1. L. latifolia ugucu yaginin GK kromatogrami
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Tablo 4.1. L. latifolia ucucu yaginin bilesimi

No RRI Bilesikler Relatif %
1 1032 a-Pinen 2,4
2 1072 a-Fenkon 0,1
3 1076 Kamfen 0,4
4 1118 S-Pinen 2,1
5 1132 Sabinen e
6 1174 Mirsen 0,5
7 1203 Limonen 1,4
8 1213 1,8-Sineol 25
9 1246 (2)-p-Osimen 0,2
10 1255 y-Terpinen 0,2
11 1266 (E)-p-Osimen 0,2
12 1280 p-Simen 04
13 1290 Terpinolen e
14 1439 y-Kamfolen aldehit e
15 1532 Kafur 13
16 1553 Linalol 45,8
17 1565 Linalil asetat 1,9
18 1611 Terpinen-4-ol 0,2
19 1612 S-Karyofillen 1,1
20 1617 Lavandulil asetat 0,1
21 1684 [zoborneol 0,1
22 1687 a-Humulen 0,2
23 1690 trans-S-Terpineol e
24 1706 a-Terpineol 1,3
25 1719 Borneol 1
26 1726 Germakren D e
27 1733 Neril asetat 0,3
28 1741 S-Bisabolen e
29 1784 (E)-a-Bisabolen e
30 1808 Nerol 0,2
31 1857 Geraniol 0,3
32 1864 p-Simen-8-ol e
33 2008 Karyofillen oksit e
Toplam 98,4

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine goére hesaplanmustir; %: AID verilerine gore
hesaplanmigtir; e:eser miktar < 0,1
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4.2. CAM ve HET-CAM Testi Sonuglar:

Ucucu yag ve standart maddeler, agar yardimi ile pellet seklinde hazirlanarak
CAM yiizeyi lizerine uygulama yontemi ile sonuglar kalitatif olarak degerlendirilmis ve
iritasyon etkiye sahip olup olmadigi SDS’ye gore degerlendirilerek Tablo 4.2°de
verilmistir. Degerlendirme neticesinde SDS’nin ¢ok kuvvetli iritasyona yol agtigi
goriilmiistiir. Deneyde kullanilan ugucu yagin 250 ug/pellet ve 500 wg/pellet
konsantrasyonlarinda zayif antianjiyojenik etki gosterdigi (Sekil 4.5) ve hemoraj tipinde
iritasyon olusumuna yol agtig1 (Sekil 4.7) ve agarin negatif kontrol olarak kullanildig:
deneyde herhangi bir iritasyonun olusmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.6). Kontrol
maddeleri olarak kullanilan (£)-Talidomit (Sekil 4.3) ve kortizon (Sekil 4.4) kuvvetli
antianjiyojenik etki gostermistir. Agarda ise herhangi bir antianjiyojenik etki meydana
gelmemistir (Sekil 4.2).

Tablo 4.2. L. latifolia ucucu yaginin ve standart maddelerin CAM testi ile belirlenen
anti-anjiyojenik ve iritan etkileri

Test maddeleri Konsantrasyon | Skor Iritasyon
(ug/pellet)

L. latifolia ugucu yag: 500 0,39 Var (Hemoraj)
L. latifolia ugucu yag: 250 0,5 Var (Hemoraj)
(x)-Talidomit (kontrol) 50 0,75 Yok

Kortizon (kontrol) 50 0,93 Yok

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (kontrol) 50 0 Var

Agar (kontrol) % 2,5, alh 0 Yok

Her bir maddenin test edilen konsantrasyonlari i¢in ii¢ hafta siiresince, haftada 15’er olmak tizere toplam
45 yumurta kullanilmistir.

Sekil 4.2. Normal embriyo gelisimi Sekil 4.3. CAM iizerinde kuvvetli
-Agar (%2,5) anti-anjiyojenik etki-(x)-Talidomit
(50 ug/pellet)
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Sekil 4.4. CAM iizerinde kuvvetli anti- Sekil 4.5. CAM iizerinde zayif anti-
anjiyojenik etki-Kortizon anjiyojenik etki-L. latifolia
(50 ug/pellet) (250 ug/pellet)

Sekil 4.6. Iritasyon yok Sekil 4.7. Hemoraj tipi iritasyon
(Agar % 2,5) (L. latifolia 250 ug/pellet)

HET-CAM deneyinde, 5 mg/mL SDS konsantrasyonuna sahip agar (%2,5)
icerisine, ayrica ugucu yagm veya standart maddelerin eklenmesi ile, meydana
getirilmis olan enflamasyonun inhibe edilme derecesi incelenmistir. Sonuglar SDS’nin
enflamasyon etkisinin azalmasi dikkate alinarak Tablo 4.3’te verilmistir. SDS’nin
yalnizca kendisinin meydana getirdigi, iritasyon i¢ceren CAM goriintiisii Sekil 4.8°de
verilmistir. L. latifolia ugucu yaginin hem 250 ug/pellet hem de 500 wug/pellet
konsantrasyonda zayif antienflamatuvar etkiye sahip oldugu goériilmiistiir (Sekil 4.9).
Daidzein kuvvetli antienflamatuvar etki gostermistir (Sekil 4.10). Bunun yaninda

kortizonun da kuvvetli antienflamatuvar etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 4.11).
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Tablo 4.3. L. latifolia ucucu yaginin antienflamatuvar etki sonuglart

Test maddeleri Konsantrasyon Antienflamatuvar etki
(ug/pellet)

L. latifolia ugucu yagi 500 Zayif

L. latifolia ugucu yag 250 Zayif

Kortizon (pozitif kontrol) 50 Kuvvetli

Daidzein (pozitif kontrol) 50 Kuvvetli

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (negatif kontrol) | 50 Enflamasyon olugumu

Agar (negatif kontrol) % 2,5, alh Etkisiz

Sekil 4.8. SDS ile enflamasyon olusumu Sekil 4.9. Zayif antienflamatuvar etki
(50 ug/pellet) (L. latifolia 250 ug/pellet)

Sekil 4.10. Kuvvetli antienflamatuvar Sekil 4.11. Kuvvetli antienflamatuvar
etki (Daidzein: 50 ug/pellet) etki (Kortizon 50 ug/pellet)

4.3. MMP Enzim Inhibisyon Deneyi Sonuclari

L. latifolia ugucu yagi ile yapilan MMP-2 ve -9 enzim inhibitorii ¢calismasinda
NNGH pozitif kontrol maddesi olarak kullanilmigtir. UV absorbans degerleri
spektrofotometre cihazi (Bio-Tek, Powerwave XS, GEN-5 program) yardimi ile 412
nm’de oda sicakliginda okunmustur. Deney ¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir. Elde edilen
veriler Tablo 4.4’te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. L. latifolia u¢ucu yaginin MMP-2 Ve -9 enzim inhibisyonu sonug¢lari

Konsantrasyon (0,4 mg/mL) MMP-2 MMP-9
L. latifolia ugucu yagi - -
NNGH (Pozitif kontrol) 100 85,35+ 4,17
NNGH: N-Izobiitil-N-(4-metoksifenilsiilfonil)glisil hidroksamik asit
- : Inhibisyon yok

27



5. SONUC VE ONERILER

Ugucu yaglarin igerikleri aymi tiirde bitkilere ait olsalar dahi ciddi farkliliklar
gosterebilir. Bunun sebepleri ise bitkinin kullanilan kismimin hangi mevsimde
toplandigina ve ne sekilde elde edildigine, distilasyon prosesine, yetistigi bdlgenin
iklimine, toplandigi lokasyona ve bdlgenin cografik yapisina bagli olarak meydana
gelebilecek degiskenlere dayandirilabilir. Tibbi amacl kullanilacak olan ugucu yaglarin
belli standartlar ¢ercevesinde olmast gerekir. Bu nedenle materyal olarak kullanilan L.
latifolia ugucu yaginin GK ve GK/KS analizleri yapilarak Avrupa Farmakopesi’'ne
uygun oldugu belirlenmistir.

CAM aktivite calismasinda pozitif standart maddesi olarak (+)-talidomit, kortizon,
negatif kontrol olarak SDS ve agar kullanmilmistir. HET-CAM deneyinde ise pozitif
kontrol maddeleri olarak (+)-talidomit, kortizon, daidzein, negatif kontrol olarak SDS
ve agar kullanilmistir. Kontrol maddeleri 50 ug/pellet, ugucu yag ise 500 wg/pellet ve
250 ug/pellet olmak tizere iki farkli konsantrasyonda galisiimistir.

CAM ve HET-CAM deneyleri ile MMP-2 ve -9 enzim inhibisyon ¢aligmalari L.
latifolia ugucu yagi ile ilk kez yapilmistir. Sonug olarak, ugucu yagin hem 250 ug/pellet
hem de 500 ug/pellet konsantrasyonunda CAM yapisi iizerinde hemoraj tipinde bir
iritasyon etki meydana getirdigi ve zayif antianjiyojenik etkiye sahip oldugu
gbzlenmistir. Pozitif kontrol maddesi olarak kullanilan kortizon kuvvetli ve (%)-
talidomit ise zayif antianjiyojenik etkiye sahip bulunmustur. Standart antienflamatuvar
maddelerden kortizon ve daidzeinin HET-CAM denemesinde kuvvetli ve ¢ok kuvvetli
antienflamatuvar etkili bulunurken 250-500 ug/pellet konsantrasyonlarinda ugucu yagin
zayif etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

Calisma grubumuz tarafindan gergeklestirilen bir calismada (Demirci vd., 2015, s.
1); Avrupa Farmakopesi kalitesindeki L. angustifolia ucucu yagmin 0,4 mg/mL
konsantrasyonda MMP-2 inhibitor etkisi 13,21 £+ 2,67, MMP-9 inhibitor etkisi ise 66,25
+ 5,30 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu 6nemli bulgulardan yola ¢ikarak
farmakopede kayithi diger lavanta tiirii olan, L. latifolia ugucu yagi ile yaptigimiz
aragtirma neticesinde 0,4 mg/mL konsantrasyonda MMP-2 ve -9 enzim inhibisyon
calismasinda herhangi bir inhibitor etkisi gézlenmemistir. Kontrol maddesi olarak
kullanilan NNGH ise MMP-2 enzimi i¢in % 100, MMP-9 enzimi i¢in ise 85,35 + 4,17

olarak hesaplanmistir. Proje c¢alismamiz neticesinde farmakopeye kayitlh lavanta
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tiirlerinin, birbirleri ile iliskili olan mekanizmalara sahip MMP enzim inhibisyon etkileri

ve CAM calismalari yapilarak literatiirdeki eksiklikler tamamlanmuistir.
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