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Bu tezde bitkilerden elde edilen baz1 monoterpen ve ugucu yaglarin hiicre
cogalmasi ve apoptozis iizerine olan etkileri memeli hiicre kiiltiirleri kullanilarak
arastirilmstir.

Timol, Salvia fructicosa, Origanum onites ve Laurus nobilis ugucu
yaglarmin hiicre ¢ogalmasi lizerindeki etkileri BrdU (5-bromo-2’-deoksi-uridin)
deneyi ile A549 ve V79 379A hiicreleri lizerinde arastirilmistir. Salvia ructicosa,
Origanum onites ve Laurus nobilis ugucu yaglari ile timol doza ve zamana bagh
olarak hiicre ¢ogalmasi lizerinde bir azalmaya neden olmustur.

Bazi monoterpen ve ugucu yaglarin apoptozis iizerine etkileri DAPI
boyama ile fluoresan mikroskobunda arastirilmistir. Test maddeleri A549

hiicreleri iizerinde apoptotik etkiler gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Ugucu yag, monoterpen, BrdU, Apoptozis, DAPI
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In this thesis, effects of some monoterpens and some essential oils
obtained from plants on cell proliferation and apoptosis were investigated with
mammalian cell cultures.

Effects of thymol and essential oils of Salvia fructicosa, Origanum onites
and Laurus nobilis on cell proliferation was investigated with BrdU ((5-bromo-2’-
deoxy-uridine) assay on A549 and V79 379A cell lines. Essential oils of Salvia
fructicosa, Origanum onites and Laurus nobilis and thymol were caused a
decrease of cell proliferation dose and time dependent.

Effects of some monoterpens and essential oils on apoptosis were
investigated with DAPI staining at fluorescence microscopy. Test substances were

showed apoptotic effects on A549 cells.
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1. GIRIS

Kanser, diinyadaki 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir.
Kanser, hiicrenin genetik materyali tarafindan kontrol edilen hiicre dongiisiiniin
normal siirecinde ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Kansere yanlis beslenme, genetik
yatkinlik ya da yasanilan ¢evre neden olabilir (Reddy ve ark., 2003).

Cagimizda halk sagligi ve tibbi amaglar i¢in en 6nemli konulardan biri
kanserden korunmadir. Yaklasik yirmi yildan beri dogal iirinlerde bulunan
koruyucu maddelerin degerlendirilmesi amaciyla calismalar siirdiiriilmektedir.
Kanser tedavisinde kullanilan biitiin suni maddeler toksik olarak bilinmektedir ve
saglam hiicrelere ciddi zarar vermektedirler. Bu nedenle kanserden korunmak i¢in
yada kemoterapi amaciyla dogal iiriinlerin kullanimi kansere yakalanma sikligin
azaltabilir. Tibbi bitkilerde bulunan, giinliikk alimla viicudumuza giren
antioksidanlar, kimyasal olarak iiretilmis antikanser ajanlara bir alternatif
olabilirler.

Son yillarda malignansinin sadece kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi nedeniyle
degil ayn1 zamanda fizyolojik hiicre 6liimii apoptosisin azalmasi nedeniyle ortaya
ciktig1 anlasilmistir (Reed, 1999). Apoptosisin baslatilmasi ilag kesif siirecinde
yeni bir hedeftir. Bitkilerde bulunan bazi iirlinler, malignant hiicrelerde apoptosis
tetikleyicisi olarak bilinmektedir (Senderowicz, 2004).

Hiicre  kiiltiirlerinde  yapilan  ¢aligmalar  giinlimiizde  arastirma
caligsmalarinin 6nemli bir yerini tutmaktadir. Cesitli patolojik durumlarda (6rnegin
kanser) belli bir maddenin etkilerini, bir hiicre ya da dokuda iiretilen belli bir
maddenin islevlerini (6rnegin bir protein) belirlemek amaciyla belli bir hiicre
serisinden ¢ogaltilan hiicrelerde caligmalar yapilarak canli ortaminda (in vivo)

elde edilebilecek sonuclara ulasilabilir.



1.1. Kanser

Gegctigimiz yirmi yilda yapilan ¢aligmalar, molekiiler seviyedeki kanser
bilgilerimizde biiyiik ilerleme kaydedilmesine neden olmustur. Kanser, tip dilinde,
yayllma egiliminde olan kotii huylu ve ¢ogunlukla tedaviye direncli (malignant,
habis) tiimorler icin, hiicre kokeni gozetilmeksizin kullanilan genel bir sozciiktiir.
Viriisler, kimyasal karsinojenler, kromozomal yeniden diizenlenmeler, timor
baskilayict genler ya da kendiliginden meydana gelen transformasyonlar kansere
neden olabilir.

Kanser, tek bir hiicrenin genomundaki degisimdir. Bu degisim, amino
asitlerin degisimlerine neden olan nokta mutasyonlarini; cer¢eve kaymast
mutasyonlarini; protein iiretimini sona erdiren ya da protein liretimini ilerleten
kodonlar1 durduran mutasyonlari; tek bir genin asir1 ifadesi yada uygunsuz ifadesi
sonucunda olusan kromozomal dengesizligi ya da degisikligi; bir genin
kaybolmasini ya da ‘“chimeric” proteinle gorevinin degismesi sonucunda
kromozomal kirilma ve yeniden diizenleme sonucunda baska bir genle fiizyona

ugramasini igermektedir (Bertram, 2001).

1.1.1. Karsinojenler

Insanlarda gériilen kanserlerin gogunlugu cevresel karsinojenlere maruz
kalmalar1 nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢evresel karsinojenler; dogal ve insan
yapimi kimyasallar, radyasyon ve virlislerdir. Karsinojenler 3 temel grupta
siniflandirilabilir.

1. Genotoksik karsinojenler: niikleik asitlerle reaksiyona giren

karsinojenlerdir.

2. Prokarsinojenler: Karsinojenezi baslatmak i¢in metabolik aktivasyona

ihtiya¢ duyan karsinojenlerdir.

3. Epigenetik karsinojenler: Genotoksik degillerdir, metallerden

kompleks organik kimyasallara varincaya kadar olan kanser baslatici

bilesenlerden meydana gelirler (Reddy ve ark., 2003).



1.1.2. Hiicre Dongiisii

Kanser, hiicrenin genetik materyali (DNA) tarafindan kontrol edilen hiicre
dongiisiiniin normal siirecinde ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Reddy ve ark., 2003).
Son yillarda hiicre 6liimi, hiicre canlilig1 ve hiicre dongiisii arasindaki molekiiler
baglantilar yogun arastirmalara neden olmustur. Standart 6karyotik hiicre dongiisii
4 sathadan olusmaktadir; DNA sentezi S fazinda ve mitoz ise M fazinda meydana
gelmektedir. Bu safhalar arasinda mRNA’larin ve proteinlerin toplandigi G; ve G,
aralik fazlar1 bulunmaktadir. G1 fazinda DNA sentezi i¢in hiicre hazirlanir, biiytir
ve 2n kromozoma sahip diploid hiicre olusur. S fazinda DNA iki katina ¢ikar ve
bu fazin sonunda DNA igerigi 4n’e ulasir. Hiicreler M fazina girmeden once G,
fazina girerler, hiicre biliylimeye devam eder ve bdylece bolinmeye hazirlanir.
Mitoz boliinme ile iki kardes hiicre meydana gelir. Uygun olmayan hiicre
cogalmasini Onlemek amaciyla kontrol mekanizmalart bulunmaktadir. Hiicre
siklusunda bir fazdan diger faza gegisi diizenleyen diizenleyici proteinler vardir,
bunlara siklin-bagimli kinazlar ad1 verilmistir ( Maddika ve ark., 2007)..

Hiicre dongiisinde meydana gelen yanlishklar kanser olusumuna ve
gelisim bozukluklarina neden olmaktadir. Hiicre dongiisli, dongiiniin ilerlemesini
durduran ve tamir mekanizmalarini aktive eden kontrol noktalarina sahiptir. Hiicre
bu kontrol noktalarindan gectikten sonra bir sonraki faza gecilebilir. Kritik
organellerin ya da yapilarin DNA hasar1 ya da bozuklugu hiicre dongiisiiniin
durmasia ve hatta hiicre 6liimiine neden olan apoptosize yol agar. Apoptotik
mekanizma c¢ok hiicreli organizmalarda biitiinliigiin saglanmas1 ve istenmeyen ve
hasarli hiicrelerin se¢imine izin vermesi bakimindan, hiicre dongiisii kontrol

noktalar1 i¢in 6nemli bir elementtir ( Maddika ve ark., 2007).

1.1.3. Karsinojenez

Bir hiicrenin kanserli hiicre haline doniisiimii i¢in yillar siiren birgok
safhadan ge¢mesi gerekmektedir. Karsinojenez, baslama, ilerleme ve gelisme
olarak ii¢ evreye sahiptir. Ilk asamada DNA’nin kanseri baslatan madde

(karsinojen) ile etkilesimi gerekmektedir. Ikinci asama birka¢ aydan birkac yila



kadar siirebilen yavas ilerleyen bir sathadir. Ugiincii asamada kanser gelisir ve

yayilir ( Maddika ve ark., 2007)..

1.2. Apoptosis

Apoptozis, hiicre icindeki intihar programimin aktif hale geciren ileri
derecede diizenlenmis bir hiicre 6limi islemidir (Huan-Huan ve ark., 2004).
Normal dokulardan ve spesifik patolojik olaylardan gereginden fazla olan
hiicrelerin ¢ikartilmasindan sorumludur. Bulgular gosteriyor ki, bugiinkii bir¢ok
anti timor ilaglarinin olast mekanizmalari, hedef tlimor hiicrelerdeki apoptozise
neden olma yetenekleriyle ilgilidir (Hickmann, 1992). Biyokimyasal ve
morfolojik olarak hiicresel nekrozisten farkli olarak apoptozis de kromatin
yogunlasmasi, hiicre kiigiilmesi, DNA fragmentasyonu, plazma membran
kabarciklanmas1 ve iyi korunmus organelleri iceren membranla c¢evrelenmis
apoptotik badiler vardir. Apoptotik hiicreler, yakindaki yerlesik hiicreler
tarafindan bununla iligkili bir yangiya neden olmadan fagosite edilir ve
sindirilirler (Kerr ve ark., 1994). Boylece apoptozisin indiiklenmesi son yillarda
anti timor ilag¢ arastirmalari icin 6nemli bir strateji haline gelmistir ve timor
hiicreleri i¢in spesifik olan ajanlar indiikleyen bir apoptozis, ideal bir anti timor
ilact olabilir (Chen ve ark., 2002).

Yetiskinlerin organlarinda ve dokularinda, belirli sayida hiicreyi
bulundurmak i¢in hiicre c¢ogalmasi, hiicre Oliimleriyle 6zenli bir sekilde
dengelenmektedir. Cogu vakada hiicre 6limii, tesadiifi bir travma sonucundan
ziyade normal fizyolojik bir olgudur. Bu tir fizyolojik hiicre oliimleri
(programlanmis hiicre 6liimii) yalniz hasara ugramis hiicrelerin elenmesini ve
belirli sayida hiicrenin devamliligin1 saglamakla kalmaz ayni zamanda normal
gelisim i¢inde biiyiiyen dokularda olusan istenmeyen hiicrelerin de elenmesinin
saglanmasinda temel rol oynar. Hiicre ¢ogalimi1 ve hiicre 6liimii arasinda kurulmus
olan dengeye; hem gelisim i¢in hem de hayvan doku ve organlarinin korunmasi
i¢cin gereksinim vardir (Cooper, 1997).

Hayvanlarda da diger bazi hiicre tiplerinin hayatta kalmasi benzer bir

sekilde biiylime faktdriine veya komsu hiicrelere ya da hiicre-dis1 matrikse temas



etmelerine baglhidir bu nedenle programlanmis hiicre 6liimiiniin dokulardaki
hiicrelerin igbirligini diizenlemede 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.
(Cooper, 1997).

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptosiz, kan hiicreleri de dahil olmak
tizere bir ¢ok hiicre tipinin farklilagsma programinin énemli bir pargasidir. Normal
olarak farklilasamamakla birlikte bir¢ok kanserli hiicre apoptosize girmez ve bu
nedenle normal kopyalarina kiyasla daha uzun siire yasarlar. Kanser hiicrelerinde
programlanmis hiicre Oliimiiniin ger¢eklesmemesi tiimoriin biiylimesine 6nemli
olgiide yardimc1 olur. Ornegin, normal hiicrelerin hayatta kalmasi biiyiime
faktorlerinden veya apoptosizi Onleyen hiicre dis1 matriksten gelen sinyallere
baglhidir. Timor hiicreleri ise normal kopyalar1 ic¢in gerekli olan biiyiime
faktorlerinin yoklugunda da hayatta kalabilmektedirler. Normal c¢evresel
sinyallerden arindirildiginda tiimér hiicrelerinde apoptosiz gerceklesmemektedir
ve apoptosizin gerceklesmemesi sadece tiimoriin biiyltimesinde etkili olmakla
kalmayip anormal doku bolgelerinde metastaz yapabilen hiicrelerin hayatta
kalmasinda ve gelismesinde de onemlidir. DNA’da meydana gelen hasarlardan
dolay1 birgok tiimor hiicresinde apoptosiz gergeklesmezken; normal hiicrelerde
apoptosiz  gerceklesmektedir. Bu durumda, kanser hiicrelerinin apoptosize
girmemesi DNA’nin hasara ugratilmasi yoluyla etki eden radyasyon veya
kemoterapi tedavisine direng goOstermesine yardimeci olmaktadir. Bu nedenle
hayvanlarda kanser hiicrelerinin durmaksizin biiylimesinde, hiicrelerin anormal bir
sekilde hayatta kalmasi ve hiicre ¢ogalmasi baslica rolii oynamaktadir (Cooper,
1997).

Mitokondriler apoptosiz 6ncesi ¢esitli sinyaller i¢in odak noktalaridirlar ve
apoptosiz programinin kontroliinde, yiiriitilmesinde anahtar role sahiptirler.
Proapopitik uyaranlar mitokondrial Ca®* asirt yiikii ve oksidatif stress MPTP
(Mitochondrial Permeability Transition Pore) olarak bilinen ve i¢ mitokondrial
membrandan dis mitokondrial membrana uzanan spesifik olmayan bu gézenegin
acilmasma neden olur. MPTP’nin agilmasiyla i¢ mitokondrial tiim kiigiik
¢Oziiniirler (<1,5 kDa) denklesirler ve mitokondrinin sismesine, dis membraninin
parg¢alanmasina, proton motivasyonlu kuvvetin azalmasina, oksidatif fosforilasyon

baginin c¢oziilmesine ve glikoliz ile iiretilen ATP’nin hidrolizine yol agar.



MPTP’nin gecici olarak acgilmasi, mitokondrinin i¢ mebran alanindan sitokrom C
ve apoptosize neden olan faktoriin salinimi ile sonuglanir. Bunu sonucunda kaspaz
mekanizmas: aktif hale gelir. Mitokondrial Ca*" asir1 yiikiiniin hizli bir sekilde
yayilmasinda MPTP’ nin fizyolojik bir rolii oldugu ileri siiriilmiistiir.

Canliligin temel karakterlerinden birisi olan 6liim gerek hiicre bazinda,
gerekse organizma bazinda sikc¢a karsilasilan bir olaydir. Okaryotik hiicrelerde
simdiye kadar morfolojik ve biyokimyasal analizlerle ayirt edilmis iki tip hiicre
Olimii belirtilmistir, bunlar patolojik hiicre oliimleri (nekroz) ve fizyolojik
“programlanmis” hiicre &liimleridir. Ilkinin nedenleri ve mekanizmalar1 detayli
aragtirmalara konu oldugu halde, ikincisi uzun yillar ihmal edilmis veya bilim
adamlarinca ilgi ¢ekici bir konu olarak goriilmemistir. Bunun bir nedeni belki de
hiicre Oltimlerinin bir sekilde hiicrelerin zarar gormesinden kaynaklandigi
seklindeki diisiincedir. Aslinda normal embriyo ve bagisiklik sisteminin
gelisiminden bazi hiicrelerin embriyonun veya organizmanin saglikli gelisimi i¢in
ortadan kalkmas1 gerektigi biliniyordu fakat bilinmeyen bunun diger metabolik
aktiviteler (biiyiime, farklilasma vb.) gibi “programlanmis” oldugu ve 6len ya da
“intihar etmesi sOylenen” hiicrenin aktif katilimi ile oldugudur. Her ne kadar
mekanizmasi tam olarak bilinmiyorsa da programlanmis hiicre dliimlerinin veya
apoptozisin, bir hiicrenin kendisini intihara gotiirecek mekanizmayi devreye
sokmast sonucu meydana geldigi diisliniilmiistiir. Bu tip 6liimlerin morfolojik ve
biyokimyasal agidan nekrozdan farkli olduklar1 ve bunlarin hiicrenin kendi i¢
diizenlemeleri sonucu “intihar” ettikleri belirlenmistir. Gilinlimiizde apoptozisin
fizyolojide ve patolojide dnemli bir igleve sahip oldugu ve istenmeyen her tiirli
hiicrenin elimine edildigi fizyolojik bir 61iim oldugu belirtilmistir.

Programli hiicre liimiiniin (apoptozis) bir¢ok fizyolojik ve patofizyolojik
stireglerde ve bazi norolojik hastaliklarin patolojisinde rol oynadigi gosterilmistir
(Bruton 1988).

Apoptosis hiicrenin kendini yok etmek (intihar) i¢in bir takim metabolik
ve fizyolojik islemleri devreye soktugu bir olaydir. Yapilan caligmalarda
apoptozis ile sinyal iletim mekanizmas1 arasinda bir baglanti oldugu gosterilmistir.
Raff’a gore biitiin hiicreler 6liime programlanmiglardir ve yasamlarint devam

ettirmek icin diger hiicrelerden devamli olarak sinyal almalidirlar. Bu sinyal



herhangi bir sekilde kesildigi zaman hiicre intihar eder. Sinyal iletim
mekanizmasinin  6nemli bir pargasi olan Cat+ iyonunun bazi hiicrelerde
apoptozisi aktive ettigi ve ortamdaki Ca++ iyonu bloke edildiginde apoptozis
olusmadig1 g.oriilmiistiir. Bunun mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber
Cat++/Mg++ baglantili calisgan ve DNAy1 pargalayan endoniikleaz enziminin rol
aldigr ileri siiriilmiistiir. Programlanmis hiicre oliimlerinde, .len hiicrenin aktif
olarak RNA ve protein sentezi yapmasi gerektigi ve bu hiicrelerdeki RNA ve
protein sentezi inhibe edildigi zaman apoptozis olusmadigi gozlenmistir. Bu da
apoptozisin  genlerin  kontroliinde oldugunu  gdstermistir. ~ Apoptosisin
mekanizmasint aydinlatmaya yonelik bir ¢aligmada ise protein biyosentezinin
bazi kimyasallarla (Didemnin B gibi) inhibe edilmesi durumunda, bazi hiicrelerin
apoptozis mekanizmasini devreye soktugunu fakat yapilan detayli caligmalarda
DB’nin sadece protein sentizini inhibe etmesinin apoptozis olusumu igin yeterli
olmadig1 ve bazi diger fakt.orlerin de rol aldig1 belirtilmistir. Bu diger faktorlerin
hormonlar, biiyiime faktorleri ve hiicreler aras1 maddeler (Extracellular matrix)
olabilecegi ileri siirilmiistiir. Programlanmig hiicre 6lim mekanizmalarinin
hemen hemen biitiin canlilarda bulundugu saptanmis ve apoptozisi diizenleyen
genlerin varligi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir.

Programlanmis hiicre 6liimlerinin organizmalarda pek ¢ok onemli islevi
yerine getirdikleri anlasilmaya baslanmistir. Programlanmis hiicre o6liim
mekanizmalarinin molekiiler diizeyde daha iyi anlasilmasi, organizmada anormal
goriinen veya istenmeyen hiicreleri (kanser hiicreleri gibi) ortadan kaldirabilecegi
gibi, yakin gelecekte apoptozis immiinolojide, onkolojide ve hiicre biyolojisinde

onemli gelismelere olanak taniyabilecektir (Aliskan, 1999)

1.2.1. Apoptosis ve nekrozis

Nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli olmamasina ragmen apoptozis hem
fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Diger bir ifadeyle
apoptozis hem saglikta hem de hastalikta karsimiza ¢ikmaktadir. Tablo 1°de
apoptosis ve nekrozis karsilastirilmistir. Apoptosis tipik olarak yaslanan,
fonksiyonunu kaybeden ya da bir dis uyaran tarafindan hasara ugrayan tek

hiicreleri etkiler. Nekrozis de ise dig uyaran tarafindan travma, iskemi ya da



ylksek dozde radyasyona maruz kalindiginda tiim doku ya da hiicre grubu
etkilenir (Holdenrieder ve Stieber, 2004).

Apoptozis morfolojik olarak 6zgilindiir. Nekrozisde hiicre icine asirt sivi
girmesi sonucu hiicre siserken “cell swelling”, apoptotik hiicre tam tersine kiigiiliir
“cell shrinkage”. Nekrozisde kromatin patterni hemen hemen normal hiicredeki
goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin
cevresinde toplanir ‘“chromatin aggregation” ve kondanse olur ‘“chromatin
condensation”. Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinliiglinii kaybeder ve
hiicre i¢inden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gerceklesir. Oysa apoptotik
hiicre membrani intaktir ve tizerinde kiigiik cepcikler “membrane blebs” olusur.

Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar ama apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere
“apoptotik bodies” pargalanir. Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir degisen
miktarlarda nukleus, veya diger hiicre i¢i yapilar igerirler. Nekrozisde plazma
membraninin biitlinliigliniin bozularak hasarlanmasi nedeniyle hiicre igeriginin dis
ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir. Oysa, apoptozisde apoptotik
hiicre veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olusmaz (Tablo 1.).

Apoptozisin en Onemli isareti DNA’nin internukleozomal bdlgelerden
yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlari boyutunda DNA pargalari
olusturacak sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde
merdiven goriintiisii imajinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ama bu durum hiicre
tipine bagli olarak degisebilir ya da sadece yaklagik 50 kilo bazgifti (kbp)
boyutunda bir DNA fragmentasyonu da goriilebilir. DNA’y1 pargalayan bir
Ca/Mg-bagimli endoniikleazdir. Ayrica, DNase I ve II’de DNA pargalanmasindan
sorumludur. Hangi parcalayici enzimin rol alacagi hiicre tipine ya da uyaranin
ozelligine gore degisebilir. Apoptotik hiicrede goriilen énemli degisikliklerden
biri normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserin’in erken
evrede membranin dis yiiziine dogru transloke olmasidir “phosphatidylserine
translocation”. Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar

tarafindan taninmasini saglar (Ulukaya, 2003).



OZELLIK | NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan Iskemi Biiytime faktorii eksikligi
nedenler Hipertermi Hiicre yaslanmasi
Hipoksi “Senescence”
Litik viral enfeksiyon HIV
Toksik maddelerin Kanser ilaglari
yiiksek konsantrasyonlar1 | Radyasyon
Siddetli oksidatif stress Yiiksek doz glukokortikoid
Fas veya TNFR-1
reseptorlerinin aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif stress
Morfolojik Hiicre membrani Intakt hiicre membrani fakat
ozellikler biitlinliigliniin kaybi membranda “bleb”lerin
Kromatin “flocculation”u | olusumu
Hiicre sismesi Kromatinin niikleer membran
Organellerin civarinda toplanmasi ve
disintegrasyonu yogunlagmast
Endoplazmik Hiicre kiigiilmesi
retikulumun Organellerde disintegrasyon
dilatasyonu yok
Biiyiik vakuollerin Hiicrenin intact mitakondri,
olusumu ribozom, nucleus parcalar1 ve diger
Hiicre lizisi organelleri iceren membranla kapl
apoptotic cisimciklere pargalanmasi
Bozulmus iyon Iyi kontrollu, bazi
Biyokimyasal hemostazisi aktivasyonlarin ve enzimatik
ozellikler ATP gerekmez (pasif basamaklarin olmast
siirec) ATP gereklidir (aktif siirec)

+4 0C’de gerceklesebilir
DNA rastgele parcalanir

(agaroz jel

+4 0C’de gerceklesmez)
DNA internukleozomal alanlarda

180 kb ¢iftinin katlar1 olacak sekilde
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elektroforezinde “smear” | kirilir mono ve oligonukleozomlara
goriintiisii) ayrilir (agaroz jel elektroforezinde
Postlitik DNA merdiven patterni=apoptozisin en

fragmentasyonu(=06liimiin | 6nemli belirteci)

ge¢ sathasinda) Prelitik DNA fragmentasyonu
(=erken evrede gergeklesir)

Diger Hiicreler gruplar halinde | Hiicreler tek tek veya birkagi
ozellikler oliir birarada oliir

Fizyolojik olmayan Fizyolojik sartlarda da

(patolojik) etkiler sonucu | gerceklesebilir

gerceklesir Komsu hiicreler veya makrofajlar

Lizozomal enzimler tarafindan fagosite edilirler

salinir Inflamasyon gériilmez

Inflamasyona neden olur

Tablo 1. Nekrozis ve apoptozisin karsilastirilmasi. TNRF-1, tumor nekrozis factor reseptorii-1

(Ulukaya, 2003).

1.2.2. Apoptozisin modiilator (mediator) leri

Apoptozis ¢ok sayida ve gesitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar
arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitakondri) bulunmaktadir. Bazi mediatorler hiicre
tipine Ozgiindiir, bazilar1 da apoptotik stimulusun c¢esidine gore farklilik
gosterebilirler. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur.
Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz
aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre
iskeleti organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum girisi
apoptozisin gerceklesmesi i¢in esansiyel degildir. Bel-2 ailesi, iiyelerinin bir
kisminin apoptozisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-X), bir kisminin ise inhibe
ettigi (Bcl-2, Bel-X)) genis bir ailedir. Bu ailenin {iiyeleri kendi aralarinda homo
veya hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu (“survival™)

bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rolatif oranina baglidir. Bu
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heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’in (ikisinin oraninin) bazi hematolojik
malignensilerde prognostik deger tasidigi rapor edilmistir. Ciinkii oranin artmasi
ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veye aktivasyonu ile sonuglanir. Bu da
prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir. Bel-2 geni ilk olarak insan B hiicreli
folikiiler lenfomada tanimlanmigtir. Bu lenfoma tipinde, Bcl-2 normalden uzun
yasam slirelerine neden olur. Boylece malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir.
Bcl-2 6zellikle mitakondri dis membraninda bulunmakta ve iyon transportunu
diizenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve apoptotik uyari alinmasi halinde
mitakondri membranina baglanir, burada kiiciik delikcikler “pore” olusumunu
indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonu¢da sitokrom c ve
apoptozis-indiikleyici faktor olarak bilinen AIF’iin mitakondriden sitozole
cikmasini saglar. Bcl-2’nin ayrica mitakondri ile olan iliskisinden dolay1
antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve bdylece oksidan stresin neden oldugu
apoptozisi baskilayabildigi bulunmugtur. Seramid, membrana bagl asid
sfingomyelinaz aktivasyonunun bir iiriiniidiir. Plasma membran hasarina kars1 bir
sinyal oldugu diisiiniilmektedir. p53, hiicrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi
etkisiyle) DNA hasar1 (“single or double-strand breaks”, niikleotid eksikligi)
olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda
durdurur ve hiicreye DNA’sini1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA
hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda p53 apoptozisi indiikler.
p53’iin apoptozisi indiiklemesi Bax’in ekspresyonunu artirmasi bdylece Bcl-
2/Bax oranin1 degistirmesi yoluyla gergeklesir. Bazi virlisler (insan papillom
viriisii, Epstein-Barr viriisii, adenoviriis tip 12) ya p53°l inaktive ederek ya da
Bax’a baglanarak apoptozisi bloke ederler, boylece bu hiicrelerin enfekte ettikleri
hiicreler dogal hiicre o6lim mekanizmasindan kurtulduklarindan viriisle-
indiiklenen karsinogenezise bu yolla katkida bulunurlar. p53 ayrica bir
transkripsiyon faktorii olan Mdm?2 (murine double minute 2) tarafindan da ya
transkripsiyonu “down” regiile edilerek ya da kendisine baglanilarak hem
aktivitesi inhibe edilir hem de yikimi hizlandirilir. Fakat, DNA’nin hasarlanmasi
halinde p53°iin fosforilasyonu artar ve buna bagh olarak da Mdm2’den ayrilir,
bdylece yarilanma 6mrii uzadig: i¢in de aktivitesi artar. Sitokrom ¢, mitakondri i¢

membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Son yillarda



12

anlasilan Onemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu
ylizden de sitokrom c’nin mitakondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis
yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir doneme girildigini isaret eder. Sitokrom c,
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir sekilde mitakondriden
apoptozis-indiikleyici faktor (“AlIF, apoptosis-inducing factor”) ile birlikte
sitoplazmaya salinir. Sitokrom ¢ sitoplazmik protein olan Apaf-1 (“apoptotic
protease activating factor-1")’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de
katilimiyla apoptozom adi1 verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan
prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniigmesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise
efektor kaspazlardan prokaspaz 3’ii aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (“ICAD, inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease) inaktiflestirir, bdylece ICAD’linliin bagladig1 kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz (“CAD, caspase-activated deoxyribonuclease”)
serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin
kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur.
Buraya kadarki mekanizma kaspaz-bagimli apoptozisi gosterir, oysa kaspaz-
bagimsiz apoptozisin varligi da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz apoptozis yine
mitakondriden saliverilen bir faktoér olan AIF’iin etkisiyle gergeklestirilir. Fakat,
AIF’in etkiledigi niikleazin ne oldugu heniiz bilinmemektedir (Hunot and Flavell,
2001). Kaspaz (“caspase”)’lar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada
bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak
adlandirilan bir grup enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu
apoptozisde rol almaktadir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir
kaskad (selale tarzi reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10)
baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak
bilinir. Baglatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan 6liim sinyallerini efektor
kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre
iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA
tamirinde rol alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)) parcalayarak apoptotik
hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. ilk tanimlanan enzim ICE
(interlokin 1-B donistiiriicii enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz

kaskadi, sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu
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yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin saliverilmesine neden
olabilirler. Bir kaspaz inhibitdrleri ailesi olan IAP (“inhibitors of apoptosis™)’leri
kaspazlar1 selektif olarak inhibe ederler, bdylece apoptotik mekanizmay1
durdururlar. Bu inhibitérler bir¢ok malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese
edilmektedirler. IAP’leri ayrica hiicre siklusunu da etkileyerek apoptozisi
durdurabilirler. Kaspazlardaki defektler otoimmun hastaliklara, kansere ve bazi
norolojik bozukluklarin olusumuna katkida bulunabilir (Kidd ve ark, 2000). Hatta,
kaspaz 8’in néroblastomada timor siipressorii olarak islev gordiigii bulunmustur
(Teitz ve ark, 2000). Granzim (“Granzyme”) ler, patojenle enfekte edilmis
hiicrelerin veya timor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda etkin rol alirlar.
Perforinler ve grenzimler normal olarak sitotoksik lenfositlerin (CTL) ve “natural
killer (NK) cell” lerin sitoplazmik graniillerinde bulunurlar. CTL’lerinin hedef
hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir ve hedef hiicrenin membranina
baglanarak membranda porlar meydana getirirler. Perforin porlar sitozolik
kalsiyum diizeylerinin hizla artmasina yol agar. Beraberinde salgilanan ve bir
serin proteaz olan granzimin de bu porlar araciligiyla hiicreye girmesiyle hiicre
icinde prokaspaz 8’in aktivitesi, dolayisiyla kaspaz kaskadi baslatilir. Bu da

enfekte hiicreyi (veya kanser hiicresini) apoptozise gotiiriir (Ulukaya, 2003).

1.2.3. Apoptozisin indiiklenmesi

Apoptozisi baglatan nedenler c¢esitlidir. Apoptozis klasik olarak, hiicre
olim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve timor
nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlan ile etkilesime girmesi
(uyarilmalar1) sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorleri membranda bulunur
ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi tiimor
hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunurlar. ilgili ligandina Fas
ligand (FasL) denir. FasL, tiimor nekroz faktoér (TNF) ailesinin bir iiyesidir. FasL
sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1,
ligandlariyla baglandiklarinda o6liim uyarisi almis olduklarindan bir seri
protein:protein interaksiyonlarmdan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak

bagli bulunan ve 6liim bolgeleri (“death domain™) ad1 verilen TRADD (“TNFR-1
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associated death domain”) ve FADD (“Fas associated death domain”) ile
interaksiyona girerler. Bu Oliim bolgeleri ise prokaspaz 8’1 aktiflestirerek
caspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baslatirlar. Hiicre i¢inde ayrica bu
oliim bolgelerini inhibe eden proteinler de bulunmaktadir. Ornegin, kaspaz 8
(FLICE) FLIP (“FLICE-inhibitory protein)’i inhibe eder.

Apoptozis yukarida da belirtildigi gibi genotoksik ajanlarin etkisiyle
yaratilan agir DNA hasarina yanit olarak p53°{in indiiksiyonuyla da baslatilabilir.
Indiiklenen p53, bir pro-apoptotik bcl-2 ailesi iiyesi olan bax’1n indiiksiyonuna yol
acararak apoptozisi baglatir. p53 bax’in indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DR5
gibi hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi
baslatabilir. Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem
mitokondri hem plazma membran1 hem de genom {izerinde olusturabilecegi
hasarlara bagl olarak da baglatilabilir.

Apoptozisi biliylime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir.
Hiicre kiiltlir ortaminda biiyiitilen hiicreler eger serum acligi (“serum
starvation”)’na maruz birakilirlarsa apoptozisle oOliirler. Buradaki mekanizma,
apoptozis indiikleyici bir niikleer protein olan p53 aktivasyonuna bagli olarak
gergeklesir. Ayrica, bir pro-apoptotik (apoptozis uyarici) bir bel-2 ailesi liyesi olan
Bad’in fosforillenememesi sonucu aktiflesmesi ve bdylece mitokondriden
apoptozisi baglatici bir faktdr olan sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi
yoluyla da gerceklesir. Apoptozisi baglatan bir baska neden ise, sitotoksik T
lenfositlerinden saliverilen granzim B’lerin hedef hiicrede (6rn. viriisle enfekte

hiicre veya kanser hiicresi) kaspaz sistemini aktiflestirmesidir (Ulukaya, 2003).

1.2.4. Apoptozisde mitokondrinin rolii

Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
gorlilmiistiir. Bu  ylizden mitokondrinin  aktivasyonu (sitokrom c¢’nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi) apoptotik siirecde irreversibl (geri
doniilemez) noktay1r gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en Onemli
faktor bel-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu

ailenin iyelerinin mitokondri {izerindeki etkileriyle ya sitokrom c¢’nin
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sitoplazmaya saliverilmesi gergeklesir (apoptozisin baglamasi) veya sitokrom
c’nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir (apoptozisin inhibisyonu) (Ulukaya,

2003).

1.2.4.1. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki grupdan olusur. Bu gruplardan biri
pro-apoptotik, apoptozisi indiikleyici, etkiye sahiptir. Digeri ise anti-apoptotik,
apoptozisi baskilayici, etkiye sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c¢’nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini indiiklerler. Anti-apoptotikler ise
sitokrom c saliverilmesini baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi yapilarinda
bulunan iki bdlgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks) baglidir. Yapilarindaki
BH1, BH2, ve BH3 bdlgeleri hidrofobik cep’i olusturur. Amfipatik a-heliks, BH3
bolgesinde yer alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger bcl-2 ailesi iiyesinin BH3
bolgesine baglanirlar. Pro-apoptotik {iyeler kendi i¢inde iki alt gruba ayrilirlar. Bu
alt grublardan biri yapilarinda her ii¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de igeren
tiyelerden (6rn., Bax, Bak), digeri ise sadece BH3 bolgesini igeren iiyelerden (Bid,
Bad, Bim) olusur. Anti-apoptotik liyelerde ayrica BH4 bolgesi bulunur. Bu
bolgenin, apoptozisin diger hiicresel yollarla “pathway” iliskisini kurdugu
diisiiniilmektedir. Anti-apoptotik iiyeler, dogal olarak “intrinsic” sitokrom c’nin
saliverilmesini baskilama 6zelligine sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik iiyelerin
anti-apoptotik iiyelerle baglanmasi halinde bu inhibitdr etki ortadan kalkar ve
sitokrom ¢ saliverilmesi gerceklesir. Bu yiizden, pro ve anti-apoptotik iiyelerin
dengesi yasam ile 6liim arasindaki secenegi belirler. Anti-apoptotik iiyelerin asir1
ekspresyonlarinin  apoptozisi baskiladigt oysa pro-apoptotik {iyelerin asir1
ekspresyonunun ise hiicreleri 6ldiirdiigli goriilmektedir. Anti-apoptotik bcl-2 ailesi
tiyelerinin en iyi bilinenleri: bel-2, bel-X1, Mcl-1 iken, pro-apoptotik olanlari ise:

bax, bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid’dir (Ulukaya, 2003).

Bcl-2 ailesinin mitakondri iizerindeki etkileri
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1. Bid’in kirilmasi: Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik bcl-2 ailesi tiyeleri
normalde hiicrelerde sessiz “latent” halde bulunurlar. Bu proapoptotik iiyeler
aktive edildiklerinde sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesini saglarlar. Bid’in
kirilmasina, dolayisiyla aktiflesmesine, yol agan etken kaspaz-8’in aktivasyonudur.
Aktif kaspaz-8, bid’i kirar; boylece, 15 kDa’luk bir karboksi terminal fragmani
olusur. Bid ayrica diger hiicre yiizey oliim reseptorleri olan TNF ve TRAIL
araciligiyla da aktiflesir.

Bid’i “knock out” yapilmis fare hepatositlerinde TNF veya anti-Fas ile
apoptozis indiiklenmeye calisilirsa, bu farelerde apoptozis olugsmaz. Bu deney,
bid’in hiicre yiizey 6liim reseptorlerinden gelen apoptotik sinyalin mitokondriye
iletilmesinde rol aldigini, bdylece 6liim reseptorleri ile mitokondrinin baglantisini
sagladigin1 gostermektedir. Olusan bid fragmani BH3 bolgesine sahip oldugundan
diger proapoptotik bcl-2 ailesi iiyelerle interaksiyona girerek onlarin normalde
bulunduklar1 sitoplazmadan mitokondriye go¢ etmelerine (aktivasyonlarina)
neden olur. Bu aktivasyon sonucu, sitokrom c saliverilir. Bid karboksi terminal
fragmani ayrica, bak-diizenlemeli sitokrom c saliverilmesini de aktiflestirir (Wei
MC et al, 2000. Genes and development. 14:2060).

2. Bad’in defosforilasyonu: Bad, bir¢ok normal hiicrede bulunmaktadir.
Bad’in diger bcl-2 ailesi iiyeleriyle kompleks yapmasi fosforilasyon-
defosforilasyon mekanizmasi ile diizenlenir. Normal kosullarda, bad yasam

“survival”) faktorlerinin etkisiyle, serin-treonin kinaz Akt/PKB yolu araciliiyla
fosforile durumda tutulur. Fosforile durumda iken antiapoptotik iiyelerle
kompleks olusturamadigindan onlar1 etkisizlestiremez. Yani, sitokrom c tutucu
etkilerini antagonize edemez. Eger defosforile olursa (6rn., yasam faktorlerinin
eksikligi gibi bir nedenle) antiapoptotik iiyelerle kompleks olusturarak
antiapoptotik (sitokrom c tutucu) etkilerini ortadan kaldirir. Boylece sitokrom ¢
saliverilmesi gergeklesir.

3. Bim’in mikrotiibiillerden saliverilmesi: Bim, normalde mikrotiibiillerle
iliski icinde olan dynein motor kompleksi ile birlikte bulunur. Apoptozis

indiiksiyonu esnasinda mitokondriye go¢ eder. Pro-apoptotik aktiviteye sahiptir.
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Sitokrom c¢’nin  mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi kaspazlarin

aktivasyonuna yol agar (Ulukaya, 2003).

1.2.4.2. Kaspazlar

Kaspazlar (“Caspases™), sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki
peptid bagini kirarlar. Hiicrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik
olarak birbirlerini aktiflestirirler. Bdylece bir kaskad seklinde islerler.
Apoptozisde hiicreyi parcalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan
etkenler “effectors” olarak bilinirler.

Kaspazlarin siniflandirilmasi:
Kaspaz-1 (ICE)

Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)

Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama)
Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEren)
Kaspaz-5 (ICErelu, TY)

Kaspaz-6 (Mch2)

Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)
Kaspaz-8 (FLICE, MchS, MACH)
Kaspaz-9 (Mché6, ICE-LAP6)
Kaspaz-10 (Mch4)

Kaspaz-11 (ICH-3)

Kaspaz-12

Kaspaz-13 (ERICE)

Kaspaz-14 (MICE), (Ulukaya, 2003).

- Kaspazlarin aktivasyonu

Inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize
olurlar. Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu) ya hiicre ylizey 6liim reseptorlerinin
aktivasyonu ya da kaspaz-9 baglayici protein olan apaf-1’in oligomerize olmak

tizere indiiklenmesi ile gerceklesir.
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Apaf-1’in indiiksiyonu ise sitokrom c’nin mitokondriden saliverilmesi ile
gerceklesir. Apaf-1’in  oligomerizasyonu kaspaz-9 monomerlerinin biraraya
getirilmesini saglar. Boylece aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’ii aktiflestirir.
Mitokondriden ayrica AIF (apoptosis indiikleyici faktor)’ler saliverilir. Bunlar
heniiz bilinmeyen bazi niikleazlar1 aktiflestirerek DNA degredasyonuna yol
acarlar ama bunlarin niikleusda yol ag¢tig1 morfoloji degisikligi apoptozisde tipik
olarak goriilen tipde degildir. Daha ziyade, net olarak secilebilen sinirlardan
ziyade diizensiz sinirli ve periferik yerlesimli dagmik niikleus pargalar
seklindedir.

Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi farkli olabilir. Bu durumda farkli
dokular icin farkli kaspazlarin aktivasyonu yoluyla apoptozisin gerceklestigi
diisiiniilebilir. Ornegin, periferik T hiicreleri ultraviole ile indiiklenmis apoptozise
gitmek i¢in ne kaspaz-3’e ne de kaspaz-9’a gereksinim duyarlar. Oysa,
embriyonik stem hiicreler bu durumda her iki kaspaza da gereksinim duyarlar.
Hatta hiicrelerin degisik farklilagma derecelerinde degisik kaspazlarin
aktivasyonuna gereksinim duyulabilir. Ornegin, periferik T hiicreleri Fas’m
aktivasyonuna yanit olarak gelisen apoptozisde kaspaz-3’e gereksinim duyarlar
ama timositler kaspaz-3 eksikliginde yine Fas’la indiiklenen bir apoptozise

gidebilirler (Ulukaya, 2003).

- Kaspazlarin substratlar

PARP: Poli (ADP-Riboz) Polimeraz’dir. DNA tamir mekanizmasinda rol alan
bir enzimdir.

DNA-PK: DNA bagimli bir protein kinazdir.

PRb: Retinoblastoma geninin {irliniidiir. Hiicre siklusunun durdurulmasinda rol
alir.

Lamins: Niikleus membraninda yer alan yapisal proteinlerdir.

NuMA: Nukleus mitotik aparatus protein.

Fodrin: Hiicre iskeletinde yer alan yapisal bir proteindir.

B-Aktin: Hiicre iskeletinde yer alan yapisal bir proteindir.
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Mdm2: Timoér siipressor protein olan p53’°ilin inaktivasyonunu saglayan bir
proteindir.

Cyclin A2: Hiicre siklusunda rol alir, ve siklusun ilerlemesini saglar.

Presenilin: Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda biriktigi goriilen bazi
bilesiklerdir.

Others: Metabolik aktivitelerden sorumlu baz1 kinazlar gibi (Ulukaya, 2003).

1.2.5. Apoptozisin asamalari

- Apoptozisin indiiksiyonu

- Hiicre ylizey 6liim reseptdrlerinin uyarilmasi

- Sitokrom c¢’nin saliverilmesi

- Apoptozom olusumu (sitokrom c+Apaf-1 +kaspaz-9)

- Mitokondriyal transmembran potansiyel-in degismesi

- Kaspazlarin aktivasyonu

- Fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢ yliziinden dis yiize transloke olmast

- DNaz’in aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmentasyonu (internukleozomal DNA
fragmentasyonu)

- Yapisal proteinlerin yikilmasina bagli olarak apoptozise 6zgii morfolojik

degisikliklerin meydana gelmesi (Ulukaya, 2003).

1.2.6. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972
yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine
gore karar verilmisti. Oysa, gliniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira
apoptozise 6zgii oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn. aktif kaspaz-3 tayini)
molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de saptanabilmektedir.

IIk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptozis, 80’li yillarin
sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya cikarilmasiyla birlikte bu
kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye baglandi. 90’larin
ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulundu. Bdylece,

kaspaz aktivasyonlarmin belirlenmesine ydnelik metodlarla saptanabilen
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apoptozis, 90’larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen
yontemlerle de saptanmaya baslandi. Apoptozisin belirlenmesine yonelik
gelistirilen tim metodlari, 2000’li yillarin baslarinda, sadece apoptotik epitelyal
hiicrelerde olmak {iizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18’in
kirildikdan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha
spesifik olarak saptanmasi takip etmistir.

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler asagida siralanmustir:

1. Morfolojik goriintiileme yontemleri

2. Immunohistokimyasal yontemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immunolojik yéntemler

5. Molekiiler biyoloji yontemleri

1.2.6.1. Morfolojik goriintiilleme yontemleri

Adi 151k mikroskobu kullanilarak yapilan yontemler

- Hematoksilen boyama

Morfolojik goriintiileme yontemleri i¢inde en ucuz ve kolay olam
hematoksilen ile boyamadir. Hematoksilen ile boyanan preparatlar 151k
mikroskobu ile incelenir. Hematoksilen boyama (HB) hem hiicre kiiltiirii
caligmalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Apoptotik
hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metod olarak baslanmasi uygundur ve
cesitli agilardan (6rn. ilk 14 degerlendirme, maliyet) diger metodlara karsi avantaj
saglar.

Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan
apoptotik hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Apoptozise 6zgii
degisiklikler iyi bir boyama yapilmigsa kolayca goézlenebilir. Fakat yine de
deneyim gerektirmektedir. Ciinkii baz1 durumlarda mitotik hiicreler ile apoptotik
hiicreler karistirilabilir. Gozlenebilen degisiklikler sunlardir: hiicre kiiglilmesi

“cell shrinkage”, veya sitoplazmik kii¢iilme “cytoplasmic shrinkage”, kromatinin
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kondanse olmast “nuclear condensation” ve nukleus zarinin periferisinde
toplanmasi, nukleusun kiigiilmesi “pyknosis” veya pargalara boliinmesi “nuclear
fragmentation”. Yukaridaki fotografda hemen hemen merkezi konumdaki iki

hiicrede nukleus fragmentasyonu goriilmektedir (Ulukaya, 2003).

- Giemsa boyama

Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da oldugu gibi nukleus
morfolojisi esas almarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlar
hematoksilen boyamaya gore daha iyi secilebilmekle birlikte hematoksilen

boyamaya belirgin bir listiinliigii yoktur (Ulukaya, 2003).

Flouresan mikroskobu / Lazerli Konfokal mikroskobu kullanilarak

yapilan yontemler

Floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyasi, DAPI, propidium iyodiir)
kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale
gelebilir. Floresan sistemler 151k mikroskopuna gore ¢ok daha pahalidir. Fakat,
eger hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan hiicrenin
ayirmmina olanak tanirlar. Oysa hematoksilen ya da Giemsa boyamanin
kullanildig1 o6rneklerde hiicrelerin tamami yontemin prensibi geregi zaten
Olmektedirler. Canli ve 6li hiicre ayrimini yapabilmek i¢in, canli veya 6li tim
hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile sadece 6lii hiicreleri
boyayabilen bir baska boya (6rn. propidium iyodiir) beraber kullanilir. Bu boyama
yontemindeki prensip sudur: Bu yontem! erde canliligin belirleyicisi, hiicrenin
plazma membranimin (hiicre zarinin) intakt olup olmadigidir. Membrani intakt
olan (canl) hiicreler propidium iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii bozulmus
(6li) hiicreleri boyayan bir boya ile boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 6li
veya canli tiim hiicrelere girebilen boyalar ise ortamdaki tiim hiicreleri boyayarak
0li veya canli hiicre ayrimina olanak saglarlar. Bu sekilde boyanan hiicreler bir

floresan mikroskopu ile taninabilirler. Kuskusuz, bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da
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canli oldugu anlasilabilir ama 6lii hiicrelerin apoptozisle veya nekrozisle Oliip
O0lmediklerinin ayrimi hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine
bakilarak yapilir.

Kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu olan hiicreler
apoptotik hiicreler olduklarini diistindiiriir.

Hiicrelerin detayli ayrimi asagidaki kriterlere gore yapilir:

- Nekrozisle &len hiicreler: Olii olduklar1 belitlenen (Hem propidium
iyodiir hem de Hoechst boyasi pozitif) hiicrelerin nukleuslarinda apoptotik
degisiklikler goriilmez. Nukleus paterninde biiylik degisiklik yoktur. Nukleusun
baslangicda daha kiiciik oldugu goézlenebilir ama ileri evrelerde normale gore
biraz daha biiylimiis goriilebilir. Boya yogunlugu baslangi¢cda daha fazla olabilir
ama ileri evrelerde yogunluk apoptotik hiicrelere gore daha az bulunabilir.

- Apoptozisle 6len hiicreler: Apoptotik hiicrelerde hiicre zar1 eger sekonder
nekrozis gelismemigse intakt oldugundan propidium iyodiir ile boyanmaz ama
Hoechst boyasi pozitifdir. Yani propidium iyodiir negatif ve Hoechst boyasi
pozitif boyanirlar. Fakat apoptozise 6zgii nukleus morfolojisi bu hiicrelerde tani
koydurucudur. Tipik nukleus fragmen-tasyonu en énemli bulgudur.

- Normal (canli) hiicreler: Propidium iyodiir negatifdir. Hoechst boyasi ile
boyanirlar ve nukleus normaldir.

Ozetle: Nekrotik hiicreler: Hoechst boyasi (+) ve propidiyum iyodiir (+);
Apoptotik hiicreler: Hoechst boyasi (+), propidiyum iyodiir (-) ve apoptotik
morfoloji (+); Normal hiicreler: Hoechst boyast (+), propidiyum iyodiir (-) ve
apoptotik morfoloji (-) (Ulukaya, 2003).

Elektron Mikroskobu kullanilarak yapilan yontemler

Elektron mikroskopu ile degerlendirme apoptozisde en degerli yontem
(“gold standard”) olarak diisliniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru
olarak gozlendigi bir yontemdir (Huerta ve ark., 2007). Ustelik subselliiler
detaylar (6rn. mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus membraninin

biitiinliiglinlin bozulup bozulmadig1 gibi) da incelenebilir.
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Faz kontrast mikroskobu kullanilarak yapilan yontemler

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, “flask” veya
“plate”’lerde biiyiitiildiigii calismalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek
amactyla kullanilir. Olen hiicreler yapistiklarr “substratum”dan ayrilacaklari icin
besiyer i¢inde yiizmeye baglarlar. Bu hiicreler faz kontrast mikroskopu ile
gozlenebilirler. Mitozise giden hiicreler de faz kontrast mikroskopuyla
gozlenebilirler fakat bu hiicreler ayn1i zamanda apoptotik hiicrelerin erken
evredeki goriintiileri ile karigabilirler. O yilizden ayrimlari hemen hemen
imkansizdir. Gerek mitozisde gerekse apoptozisin erken evresinde hiicreler
lizerine yapistiklart  “substratum”a  yayilmis halde degil, tam tersine
yuvarlaklagsmis ve kiiclilmiis olarak goriiliirler. Faz kontrast mikroskopu ile
apoptotik hiicreler iizerinde gelisen cepcikler (“blebs”) izlenebilir.

Hiicreler heniiz “substratum”a yayilmis haldeler ise hiicrelerin
sitoplazmasinda ortaya cikan vakuoller de gozlenebilir. Ayrica, bazi hiicre
tiplerinde “blister” olarak adlandirilan hiicrenin sitoplazmasindan disariya tasar
gibi goriilen bir veya birka¢ tane biiyiik vakuoller de gozlenebilir. Bu vakuoller
hiicreden ayrilip besiyer icinde yiizebilirler. I¢leri bos kiiresel yapilar olarak
goziikiirler. Bu vakuoller olasilikla bazi arastirmacilarin hayalet hiicre (“ghost
cell”) olarak adlandirdiklar1 yapilardir. Hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozise giden
hiicrelerin baslangicda hiicre membranlar1 intakt olmasina ragmen ileri
donemlerde sekonder nekrozis gelisir ve boylece membran biitiinliikleri bozulur.
Sekonder nekrozis asamasina kadar olan siire iginde non-vital boyalar denen (6rn.
Propidium iyodiir) boyalarla boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis olmasina
ragmen hiicreler bu boyalarla boyanmazlar. Ciinkii membran biitiinliigi halen
tamdir. Sekonder nekrozis gelistikten sonra membran biitiinliigii bozulur ve
hiicreler non-vital boyalarla boyanma 6zelligi kazanmaya baglarlar.

“Blister”lerin olustugu asamada membran biitiinliigli halen tamdir ve bu
asamada nukleus morfolojisindeki degisiklikler floresan boyalarla gozlenebilir.
Fakat bu donem uzun silirmez dakikalar i¢ginde membran biitiinliigli bozulur. Faz
kontrast mikroskopunda hiicreleri gozlemek i¢in normalde boya kullanmaya gerek

yoktur ama istenirse yukarida belirtildigi gibi hem faz kontrast mikroskopisi hem
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de floresan mikroskopisi ayni anda kullanilabilir. Boylece, 6rnegin nukleusu
renklendirilmis ve belirgin bir sekilde ortaya konmus hiicrelerin faz kontrast

mikroskopisi fotograflari elde edilebilir (Ulukaya, 2003).

1.2.6.2. Histokimyasal yontemler

Anneksin V yontemi

Annexin V deneyleri apoptozisin basladig1 sirada fosfotidilserinlerin (PS)
plazma membraninin i¢ yliziinden dis yiiziine ¢ikiglarinin saptanmasinda kullanilir.
Annexin V, yiiksek oOzgillik ile PS’lere baglanan 35kDa‘luk bir proteindir.
Annexin V, fluorokromlarla konjiige olabilir, bu o6zelligi nedeniyle 151k ve
elektron mikroskoplarinda in vivo ve in vitro deneylerde kullanilabilmektedir

((Huerta ve ark., 2007).

TUNEL yontemi

Terminal deoksiniikleotidil transferaz-dUTP u¢ isaretleme (TUNEL)
deneyleri, DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasinmi saglar. TUNEL deneyi son
yillarda apoptozisin saptanmasinda yogun olarak kullanilmaya baslanmigtir
Parafin bloklar, donmus kesitler, kiiltiiri yapilmis soliisyon halindeki veya
“plate”lere ekilmis, ya da lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin

varlig1 bu metodla saptanabilir (Huerta ve ark., 2007).

MP30 yontemi

MP30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18’in kaspazlarin
etkisiyle ~ kirilmast  sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik  bdlgenin
immunohistokimyasal yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenir. Sadece
sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda kullanilmasi miimkiindiir. Bu dokular

epitelyal kaynakli dokulardir (Ulukaya, 2003).



25

Kaspaz-3 yontemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3
immiinohistokimyasal metod ile belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3
eksprese ettiginin bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptozise yol acan ajanin
kaspaz-3’i kirip kirmadiginin bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik

hiicreler bu metodla tespit edilebilirler (Ulukaya, 2003).

PARP

Kaspaz 3 ve Kaspaz 7’nin aktivasyonu DNA tamir mekanizmasinda
gorevli olan proteinlerin aiaktivasyonuna ve kirilmasina yol agar. Bu proteinler;
DNA’ya bagli protein kinaz ve poly(ADP-riboz) polimeraz (PARP) icerir. PARP
113 kDa’luk bir proteindir ve spesifik olarak DNA’ya baglanir. PARP’in
enzimatik olarak parcalanmasi 89 kDa ve 24 kDa’luk pargalara ayrilmasina neden
olur 89 kDa’luk PARP parcasin1 taniyan monoklonal bir antibodi vardir. Bu
antibodi immiinohistokimyasal boyama metodu ve flow sitometride

kullanilmaktadir (Huerta ve ark., 2007).

1.2.6.3. Biyokimyasal yontemler

Agaroz Jel Elektroforezi - DNA fragmentasyonu

DNA kiriklarinin gosterilebildigi bir baska yontemdir. Apoptozisde DNA,
180 baz c¢ifti ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan (internukleozomal
bolgeler-den) kirildig: icin merdiven goriintiisii “ladder pattern” olusur. Bu bulgu
apoptozisin karakteristik 6zelligidir ve nekrozisde goriilmez. O yiizden apoptozisi

nekrozisden ayirmada faydali yontemlerden biridir (Ulukaya, 2003).

Western Blotting
- Substrat kirilmalar

- Aktif kaspaz’in belirlenmesi
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- Sitokrom c saliverilmesi

Bu metod yardimiyla apoptozise 0zgii baz1 proteinlerin eksprese olup
olmadiklarimin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin  (6rn.  kaspaz-3)
saptanmast miimkiindiir.

Sitokrom c¢’nin mitokondriye ¢ikip c¢ikmadiginin belirlenmesi de bu
metodla belirlenebilir. Yanliz, sitokrom c¢ tespitinde Once alt-fraksiyonlama
yapilarak hiicre-lerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksi-yonlar1 ayrilir. Ardindan,
normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen sitokrom c’nin bu
fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptozise gittikleri anlagilir

(Ulukaya, 2003).

Flow Sitometri

- DNA azalmasi

- Annexin V

“Flow” sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozisde eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey
proteininin saptanmasi miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir.
Kolay uygulanabilir olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug
verebilmesi agisindan klinikte apoptozis deteksiyonu acisindan kullanishdir.
Ozellikle iki sekilde apoptozis deteksiyonu yapilir. a) floresan bir madde olan
propidium iyodiir kullanilirak, b) Anneksin V kullanilarak. Birincisinde,
kompleks bilgisayar islemlerinin kullanilarak hiicre boyutu ile igcerdigi DNA
miktarinin  kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin apoptozis lehine oldugu
gerceginden hareketle, apoptotik hiicre populasyonu (sub-G1 piki) tayin edilir.
Ikincisinde, floresan mikroskobuyla uzun zaman alan sayma islemi saniyeler
icinde yapilarak sonug¢ alinir. “Flow” sitometri grafiklerinde sag-alt kadrandaki
populasyon anneksin V’in pozitif ve propidium iodidin negatif oldugu apoptotik

hiicrelerin bulundugu bolgedir (Ulukaya, 2003).
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1.2.6.4. immunolojik yontemler

ELISA

- DNA Fragmentasyonu

- M30 Diizeyi

ELISA ile gerek kiiltiirii yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazma-sinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. Ayni1 sekilde

M30 diizeylerinin 6l¢iimii de miimkiindiir (Ulukaya, 2003).

Fluorimetrik yontem

- Kaspaz Aktivasyonu (Hiicre kiiltiirii)

Kiltiirti  yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu
“plate”lere hiicre lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur, ve sonra
ortama kaspazlarin pargaladigi ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir
substrat ilave edilir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya cikan
floresanin siddeti fluorimetre ile Olgiilerek kaspaz aktivitesi saptanir (Ulukaya,

2003).

1.2.6.5. Molekiiler Biyoloji yontemleri

DNA Microarrays

Gen ekspresyon dereceleri (MRNA)

- Hiicre 6liim reseptorleri

- Kaspazlar

DNA “microarray” teknolojisi heniiz ¢ok yeni ve ¢ok pahali bir yontemdir.
Fakat, yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir bigimde degistirme iddiasi
tastyan bu teknoloji ile ayn1 anda ve kisa bir siire icinde (6nceden aylarca siirerken)

ylizlerce hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA’larinin) tespiti
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miimkiin olabilecektir. Boylece, apoptozise 6zgi hiicre ylizey 6liim reseptorlerinin
ekspresyon durumlar1 hakkinda genis bilgi edinme olanagi dogacaktir (Ulukaya,

2003).

1.3. Cahsmalarda kullanilan hiicrelerin 6zellikleri

1.3.1. A549 hiicreleri

Akciger kanseri, yirminci yiizyilin baslarinda ender olmasina karsin
giiniimiizde goriilme siklig1 artan, 6nemli bir saglik problemidir. Genel 6lim
nedenleri arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci siray1 alan akciger kanseri,
kanser Oliimlerinin %28’ini olusturmaktadir (Bozkurt ve ark. 2004). Akciger
kanserinin %80’1 ise kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanserleridir (Chang ve ark.
2004). A549 kanser hiicreleri tip 2 alveolar epitel 6zellikteki bir adenokarsinom
insan akciger cell line’1dir (Kreja ve Seidel 2002). A549 cell line’1 1972 yilinda
D.J: Giant ve ekibi tarafindan 58 yasinda bir Caucasian erkekten alinan akciger
timoriinden dretilmistir ve 1976 yilinda, altmis sekizinci pasaji M:Lieber
tarafindan American Type Culture Collection’da stok edilmistir. Japanese Cancer
Research Resource Cell Bank (JCRB) ve Riken Cell Bank (RCB) ATCC’den
hiicreyi almig ve stoklamis daha sonrada bir¢cok Japon arastirmaciya dagitmistir.

A549 hiicreleri Institute of Fermentation Osaka (Japonya) dan satin alinmustir.

1.3.2. V79 379A (CHL ) hiicreleri

Chinese Hamster Akciger fibroblast benzeri hiicrelerdir. Bu hiicreler
sitotoksisite, toksisite ve mutajenite caligsmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Melo ve ark. 2001; Corréa ve ark. 2005). Ayrica bu hiicre hattinin in vivo
ortamda alinan cevaplara benzerlik gosterdigi bilinmektedir. (V79 379A hiicreleri

Institute of Fermentation Osaka (Japonya)’dan satin alinmustir.



29

1.4. Cahsmalarda kullanilan test maddeleri

1.4.1. Ucucu yaglar ve monoterpenler

Oda sicakliginda sivi halde olan bazen de donabilen, kokulu, ucucu,
yagimsi karisgimlara eterik yaglar (esans) adi verilir. Ugucu yaglar, yiiksek
bitkilerde bulunan lipofilik siv1 ve genellikle terpenoid bilesiklerin karigimindan
olusmuslardir. Ugucu yaglarin icinde giliniimiize kadar 3000’den fazla bilesik
bulundugu belirlenmistir. Ugucu yaglar bitkilerden mekanik presleme ya da buhar
distilasyonu ile elde edilen ve bitkilerin koku ve diger karakteristik 6zelliklerini
tagityan ucucu yag sinifindandir (Stammati ve ark. 1999; Gomes-Carneiro ve ark.
1998). Alternatif olarak eksrate edilip organik ¢oziicii olarak kullanilabilirler.
Eterik yaglar olarak da adlandirilan ugucu yaglar bitkinin ¢esitli kistmlarindan
(¢igek, tomurcuk, tohum, yaprak, siirgiin, kabuk, meyve ve kok) elde
edilebilmektedir (Burt 2004). Simdiye kadar 3000 kadar yag bilinmekte ve
bunlarin yaklagik 300 tanesi ticari amagla kullanilmaktadir (Van De Braak ve
Leijten 1999). Son zamanlarda ucucu yaglar, bitki ekstreleri ve onlarin
saflagtirillmis ya da sentez edilmis bilesenleri gida ve kozmetik sanayinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Stammati ve ark. 1999; Gomes-Carneiro ve ark. 1998).

Bazi1 ugucu yaglar, antimikrobiyal 6zellikleriyle taninmaktadir (Burt 2004;
Guenther 1948). Antibakteriyal 6zelliklerinin yan1 sira (Mourey ve Canillac 2002;
Deans ve Ritchie 1987), ugucu yaglar ve onlarin bilesikleri; antiviral (Bishop
1995), antimitotik (Jayashree ve Subramanyam 1999; Akgiil ve Kivang 1988;
Azzoua ve Bullermen 1982), antitoksijenik (Akgil ve ark, 1991; Ultee ve Smid
2001; ve antiparazitik (Pessoa ve ark. 2002; Pandey ve ark. 2000), ve inseksidal
ozellikler igermektedirler (Burt 2004; Guenther 1948; Mahmoud ve Croteau
2002).

Monoterpenler bitkilerden elde edilen kokulu karisimlar olan ugucu
yaglarin baglica bilesenleridir (Gomes-Carneiro ve ark. 1998). Bitkilerin
bilesikleri olan monoterpenlerin birgogu insanlarin besinlerinde bulunmakta ya da
bir¢cogu besin olarak kullanilmaktadir (Elegbede ve ark. 2003). Monoterpenler 10-

C atomu igeren izopronoid grubundandir. Ugucu yaglar ve onlarin monoterpenoid
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bilesikleri kozmetikte parfiimlerde, yiyecek ve igeceklerde tat verici olarak ve
evde sikca kullanilan deterjanlarda, sabunlarda, oda spreylerinde ve bdcek
ilaclarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ugucu yaglar ve monoterpenler diisiik
konsantrasyonda kullanildiginda hos koku ve tat verdiginden ¢ok eskiden beri
bitkilerden elde edilir. Hatta bugiin bile gida katki maddesi olarak ta
kullanilmaktadir.

Ugucu yaglar ve monoterpenler lipofilik bilesiklerdir ve kolayca hiicre
membranindan gecebilirler bu sayede akciger ve deride absorbe edilirler. Bu
nedenle monoterpenler ve ugucu yaglar uzun yillar boyunca tipta gogiis
lisitmelerinin tedavilerinde, kas agrilarma karst merhem ve kremlerde
kullanilmaktadir (Miihlbauer ve ark. 2001). Hayvan kanser modellerinin
kullanildigi deneysel calismalar; bazi monoterpenlerin farkli hiicresel ve
molekiiler seviyelerde rol alan antikarsinojenik 6&zelliklere sahip oldugunu
gostermistir. Bu nedenle monoterpenler, etkili, toksik olmayan, antikarsinojenik
ajanlar olarak degerlendirilebilirler, bu ajanlar yeni bir anti kanser ila¢ sinifi

olarak iimit vermektedirler (Loza-Tavera, 1999).

1.4.1.1. Timol

Timol (2-isopropyl-5methylphenol), thyme (kekik) bitkisinden elde edilen
dogal bir antiseptiktir. Tipta, tarimda, kozmetikte ve gida endiistrisinde
kullanilmaktadir (Szentandrassy ve ark. 2003; Manou ve ark. 1998; Sanchez ve
ark. 2004).

Timol, monoterpen grubu igersinde smiflandirilan bir bilesiktir. Genel
olarak bir antimikrobiyal ajan olarak bilinir. Timol’lin agiz bakterilerine karsi
bakteriosit aktivitesi bulunmasi nedeniyle genellikle agiz soliisyonlar1 timol
icermektedir. Ayrica bu terpenin O6nemli bir fungusit etkisinin bulundugu
bilinmektedir. Bu bilesigin bakteriosit ve antioksidan (Alam ve ark. 1999)
ozellikleri nedeniyle discilikte agiz enfeksiyonlarini tedavisinde timol kullanimina
sikca basvurulmaktadir. Timol’iin kimyasal yapisina bakilarak bu bilesigin

amfipatik ve/veya hidrofobik davranisa sahip oldugu sdylenebilir (Sanchez ve ark.
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2004). ATPaz ve membran reseptor gibi ve membran proteinlerinin aktivitesinde,
membran gegirgenliginde, timol etkili bir maddedir.

Timol diisiik konsantrasyonlarda insan besin maddelerinde de
bulunmaktadir (Stammati ve ark. 1999). Timol antiseptik 06zellige sahip
olduklarindan tipta ve dental yontemlerde, fungusit, bakteriosit ve antioksidan ve
anti_inflammator oOzelliklerinden dolayr da tarimda kozmetikte ve gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan monoterponoid fenol tiirevleridir (Magyar
ve ark. 2004; Perry ve ark. 2003). Ayrica insektisit ve akarisit etkiye de sahiptirler
(Hierro ve ark. 2004).

1.4.1.2. Salvia fructicosa (Adacay1) yagi

Labiatae familyasinda simiflandirilmaktadir. Salvia fruticosa, S. triloba ve
S. cypria olarak adlandirilir (Gali-Muhtasib ve ark. 2000). 89 tiirii Tirkiye’de
bulunan adacayinin 45 tiirii endemiktir Bircok adacgayi tiirii bitkisel cay ve
gidalarda tatlandirici olarak kullanilmaktadir. Orta doguda hemen hemen her evde
bu bitkinin su eksrakti, mide agrilarina karsi, oksiiriik ve soguk algiliginin
tedavisi amaciyla kullanilmaktadir (Gali-Muhtasib ve ark. 2000). Ayrica agizdaki
iltihaplar i¢in anti inflamatér ajan olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda, bu bitkinin ugucu yagmin onemli 6l¢iide anti bakteriyel
etkisinin oldugunu (Hefnawy ve ark. 1993) ve fare derisi lizerinde yapilan
calismalarda da tiimor olusumunu engelleyici etkisinin oldugunu gosterilmistir.
Bu bitki tip alaninda birgok rahatsizligin tedavisinde kullanilmasina karsin
bitkinin esansiyel yaginin toksik etkisiyle ilgili ¢alismalara az rastlanmaktadir
(Farhat ve ark. 2001). Sivropoulou ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada (1997)
Salvia fruticosa’nin antibakteriyel, sitotoksik ve antiviral etkiye sahip oldugu
rapor edilmistir (Sivropoulou ve ark. 1997). Farhat ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada (2001) adagayimnin ugucu yaginda o -pinene, Camphene, B- pinene,
limonene, sineol, a -thujon, B-thujon, camphor, linalool, linaleynasetat ve borneol
bilesiklerinin bulundugu ve mevsime gore miktarlarinda degisiklikler meydana

geldigi belirlenmistir.
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1.4.1.3. Laurus nobilis (Defne) yag:

Laurus nobilis yapraklar1 ve yapraklarinin esansiyel yagi mutfakta ve gida
endiistrisinde baharat ve katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Bu bitkinin tipta
onemli bir kullanimi olmamasma ragmen son zamanlarda bu bitki bilimsel
arastirma konusudur (Simic ve ark. 2003). Laurus nobilis L. (Lauraceac)
geleneksel olarak gastrointestinal sorunlarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Bitkinin si1v1 ekstrat1 halk arasinda anti-hemoroidal, anti-romatik, diiiretik olarak,
yilan 1siriklara karsit antidot ve mide agrilarinin tedavisinde kullanilmaktadir
(Kivgak ve Mert 2002).

Akdeniz ve Avrupa defnesinin (Laurus nobilis ) yapraklarindan elde edilen
esansiyel yagin kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi i¢in yapilmis bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Riaz ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada esansiyel yaginin
baslica bilesenlerinin sineol (%44,12), eugenol (%15,16), sabinene (%6,20), 4-
terpinol (%2,74), metileugenol (%2,48), a -terpinol (%2,19) ve B-pinen %2,05)
oldugu rapor edilmistir (Sayyah ve ark. 2002).

1.4.1.4. Origanum onites (Kekik) yag:

Labiate familyasinin bir {iyesi olan Izmir kekigi, akkekik, peynir kekigi ve
giivey otu olarak bilinen kekik (Origanum onites L.) antik ¢aglardan beri halk
tarafindan baharat ve ilag olarak kullanildig1 bilinen bir bitkidir. Origanum onites
kekik yagi agisindan da zengindir. Yapilan bir ¢alismada, O.onites L. ugucu yagi
detayli olarak arastirnllmis ve ugucu yag i¢indeki ana bilesenlerin; karvakrol
(%65.91), linalool (%14.84), timol (%3.64), p-simen (%3.24) ve g-terpinen
(%2.08) oldugu ortaya konulmustur (Erdemgil 1992; Aydin ve ark. 2005).
Karvakrol ve timol gibi monoterpenik fenollerce zengin olan bu yag ¢ok giiclii
mikrop Oldiiriicti 6zellige sahip oldugundan bakteri ve mantar enfeksiyonlarinda
etkilidir. Bunun yani sira karvakrol ve karvakrolce zengin kekik yaglarinin
gidalarin saklanmasindaki rolleri ¢esitli calismalarda belirlenmistir (Zeytinoglu ve

ark. 1998).
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1.5. Cahsmalarda kullamlan yontemler hakkinda bilgiler
1.5.1. BrdU (Hiicre ¢cogalmasi testi, ELISA)

DNA sentezi sirasindaki BrdU’nun (5-bromo-2’-deoxy-uridine) DNA’ya
baglanmasinin/ DNA ile bilrlesmesinin belirlenmesi temeline dayali, hiicre
cogalmasmin Slgiilmesi icin yapilan kalorimetrik bir uygulama olan ve [*HJ-
timidinin DNA ya baglanmasi testine alternatif, radyoaktif olmayan bir testtir

(Roche Applied Science 2003 Biochemical Catalog).
1.5.1.1. BrdU, hiicre ¢cogalmasi testinin amaci (background)

Hiicresel ¢ogalma genomik DNA nin replikasyonuna gerek duyar. Bu
ylizden, DNA sentezinin goriintlenmesi, DNA sentezinin kendini diizenlemesinin
¢alisilmasina da uygun olan hiicre ¢ogalmasmin indirekt parametresidir. [*H]J-
timidin, replike olan hiicrelerin DNA’larin1 belirlemek (etiketlemek) i¢in siklikla
kullanilmaktadir.  [’H]-timidinin kullamm ile ilgili dezavantajlar1 ortadan
kaldirmak i¢in, 5-bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU) ya dayali radyoaktif olmayan
alternatifler gelistirilmistir.

Kemilumineskent (1. relating to the phenomenon of chemiluminescence;
"fireflies are chemiluminescent". 2. luminescence resulting from a chemical
reaction as the oxidation of luciferin in fireflies) teknolojisinin kullanimi, daha
fazla duyarlilik ve genis bir 0l¢lim alan1 saglar (Roche Applied Science 2003

Biochemical Catalog).
1.5.1.2. Uygulama

The Cell Proliferation ELISA, BrdU (kalorimetrik) DNA sentezini
belirlemek i¢in kullanilan testlerin gelistirilmis olan ikinci jenerayonuna (nesline)
aittir. Replike olan hiicrelerdeki DNA sentzi sirasinda BrdU’nun DNA ile

birlesmesinin Ol¢lilmesi temeline dayali hiicre ¢ogalmasina alternatif olarak
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giivenilir, hizli ve basit kalorimetrik olarak dizayn edilmistir. Boylece bu kit bir
cok farkli in vitro hiicre systemlerinde kullanilabilir; 6rnek olarak:

Biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin neden oldugu hiicre ¢ogalmasinin
Olciilmesinin test edilmesinde,

Cevresel ve biyomedikal aragtirmalarda ve besin kozmetik ve farmosotik
sanayilerinde hiicre ¢ogalmasi {izerine ¢esitli bilesiklerin Onleyici veya tesvik
edici etkilerinin belirlenmesinde.

Mitojenlerin  veya antijenlerin tesvik ettigi/uyardig1r lenfositlerin
imminoreaktivite 6l¢iimlerinde,

Medikal aragtirmalarda tiimor hiicrelerinin diger stostatik ilaclarla olan
kemosensitivitesinin analizlerinde kullanilabilir (Roche Applied Science 2003

Biochemical Catalog).

1.5.1.3. Testin yapilis1

Bu test ¢ogalan hiicrelerin genomik DNA’larina eklenmis olan BrdU nun
bulunmasi esasina dayali bir yontemdir. 96 kuyucuklu doku kiiltiirii plakalarinda
biiyliyen hiicreler 2-24 saat siire iginde BrdU nun eklenmesi ile igaretlenirler. Bu
isaretleme siiresi i¢cinde, BrdU, béliinen hiicrelerin DNA’sina timidinin yerine
gecerek yerlesir. Isaretleme medyumunu uzaklastirdiktan sonra, hiicreler
sabitlenir ve DNA tek adimda FixDenat ilavesi ile denatiire edilir. FixDenatin
uzaklastirilmasindan sonra anti BrdU-POD antibodisi eklenir ve bu BrdU yu yeni
sentezlenen hiicresel DNA ya baglar. Immiin kompleks substrat reaksiyonu
sonucu 1ile belirlenir. Reaksiyon iiriinleri, ¢ok kuyucuk tarayabilen
spektrofotometre (ELISA okuyucu) ile absorbansin o6lg¢iilmesi ile hesaplanir

(Roche Applied Science 2003 Biochemical Catalog).
1.5.1.4.Yontemin avantajlar
e Giivenli — radyoaktif izotop kullanilmamustir.

e Dogru — alinan sonuglar, cogalan hiicrelerin miktar1 ile yiiksek

oranda paralellik gosterir (sapma miktar1 diisiik)
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e Hassas — kemilumineskent teknolojisi en az [*H]-timidinin
kullanildig: teste esit miktarda hassasiyet saglar.

e Hizh — fiksasyon ve denatiirasyon tek bir asamada gergeklesir ve
bir yikama asamasi ve iki inkiibasyon agamasindan ibarettir; ¢ok
kuyucuk okuyan ELISA aletinin kullanimi ¢ok biiylik miktarlarda
ornegin kullanilmasina olanak saglar

e Uygundur - driinler sabit ve optimize edilmis sekillerde
sunulmaktadir; tiim test bir mikroplakada gerceklestirilir; yumusak
fiksasyon ve DNA denatiirasyonu hiicresel morfolojiyi korur

e Fonksiyon-test edilmistir — her parcanin fonksiyonu, ana bir
parcaya goOre c¢ogalan hiicreler iizerinde test edilmistir (Roche

Applied Science 2003 Biochemical Catalog).

1.5.2. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme

Fluoresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini
dolayisiyla niikleusu goriiniir hale gelebilir. Floresan sistemler 151k mikroskopuna
gore ¢ok daha pahalidir. AT, AU ve IC gruplari ile flouresan 6zgiilliikk gdsteren,
4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) nin, dogal ¢ift iplikcikli DNA ile fluerasan
bir kompleks olusturdugu bilinmektedir. Bu 06zelliginden dolayr DAPI,
sitokimyasal arastirmalarda ¢ok kullanigh bir ara¢ olmustur. DAPI, DNA ya
baglandig1 zaman flouresans 6zelligi daha da gii¢lenir.

DAPI, tercihli olarak cift iplikcikli DNA’y1 boyayarak ¢ekirdegin mavi

goriinmesini saglar. (Wilma ve ark., 2006)
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Bitki Ekstreleri

Kekik, defne, ve adagay1 yaglar ile ve kekik esansiyel yagimin énemli bir
bileseni olan timol; Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi
Anabilim Dali’ndan elde edilmis olup, yaglarin elde edildigi bitkinin kaynagi ve

yaglarin kompozisyonu/bilesenleri tam olarak bilinmektedir.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

BrdU Proliferasyon Testi Kiti (Cell Proliferation ELISA, BrdU
(calorimetric), Roche) Nutrient Mikture F-12 (HAM, Sigma), Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma), Penicilin-Streptomycin (Sigma),
Tripsin-EDTA solution (10X, Sigma), %0.5 lik Triton X-100 (Sigma), Sodyum
bikarbonat (Sigma), %3.7 Formaldehit Dimethyl Sulfoxide (Sigma), Dimethyl
Sulfoxide (Ridel de Haen), Etanol (Ridel de Haen), Asetic Asit Glasiyal (Carlo
Erba), Formaldehit (Merck), CaCl (Merck), KCI (Sigma), NaCl (Merck), KH,PO4
(Merck), Na,HPO4 (Merck), EDTA (Merck), Sivi Azot.

2.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 em®'lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam meziirler, cam
pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), enjektorler (10, 20 ve 50 ml
hacimlerinde), 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mI’lik Durham siseleri, 10 ml’lik tek
kullanimlik pipetler. Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml

hacimlerinde), steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma lama.

2.4. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Sogutmali ve yliksek devirli santrifiij (Heraus), Sogutmali ve yiiksek

devirli santrifiij (Eppendorf), Sogutmal1 ve yiiksek devirli santrifiij (Enzimoloji),
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kuru hava sterilizatorii (Niive), Otoklav, Derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi,
manyetik karistirici, CO; inkiibatorii (Heraus), Steril kabin (Heraus), sivi azot
kaplari, otomatik pipetler, kar-buz makines1 (Scotsman), su banyosu (Clifton),
Eliza Okuyucu (ELx808-IU, Bio-Tek), Inverted Mikroskop (Olympos), Inverted
Mikroskop (1X71 Olympus), 12 ve 6 Kanalli mikropipet (eppendorf), dagitici

pipet (eppendorf).
2.5. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Hiicreler
2.5.1. A549 hiicre Kiiltiirii

A549 hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum/Fetal
Calf Serum, Nutrient Mikture F-12 (HAM), Penicilin-Streptomycin ve %7,5
NaHCOjs igeren besiyerinin bulundugu 25 cm?lik flasklarda %95°lik hava ve %5
COy’li gaz ortaminda, 37 °C’deki CO, inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.

2.5.2. V79 379A hiicre kiiltiirii

V79 379A hiicreleri, inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine
Serum/Fetal Calf Serum, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
Penicilin-Streptomycin ve %9,5 NaHCOj igeren besiyerinin bulundugu 25 cm?’lik
flasklarda %95’lik hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda, 37 °C’deki CO,

inkiibatoriinde (Heraus) kiiltlire edilmistir.
2.6. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi
2.6.1. Timol Dozlarinin Hazirlanmasi
Timol, dimetil siilfoksit (DMSO; Riedel de Haen) i¢inde ¢oziilerek 50 mM,

100 mM, 200 mM, 400 mM ve 800 mM’lik dozlar hazirlanmistir. Daha sonraki
dilisyonlar ise taze kiiltiir vasatlar1 kullanilarak yapilmistir. Timol DMSO iginde
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¢oOziildiigii i¢in, negatif kontrol olarak, ¢oziicii madde olan DMSO kullanilmistir.

Hazirlanan dozlar +4°C’de saklanmustir.

2.6.2. Adacay1 Dozlarimin Hazirlanmasi

Salvia fructicosa (adacayr yagi), ucucu yag oldugu i¢in %98’lik etanol
(Riedel de Haen) icinde ¢oziilerek 12,5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml
ve 200 mg/ml’lik dozlar hazirlanmistir. Daha sonraki dilisyonlar ise taze kiiltiir
vasatlar1 kullanilarak yapilmistir. Adacay1r yagi etanol i¢inde ¢oziildiiglii i¢in
(Sivropoulu ve ark. 1997), negatif kontrol olarak, ¢dziicii madde olan etanol

kullanilmustir. Hazirlanan dozlar +4°C’de saklanmstir.

2.6.3. Defne Dozlarimin Hazirlanmasi

Laurus nobilis (defne yagi1), ucucu yag oldugu i¢in %98’lik etanol (Riedel
de Haen) icinde ¢oziilerek 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml, 400 mg/ml ve 800
mg/ml’lik dozlar hazirlanmistir. Daha sonraki dilisyonlar ise taze kiiltiir vasatlari
kullanilarak yapilmistir. Defne yagi etanol icinde ¢oziildiigii i¢in, negatif kontrol
olarak, ¢oziicii madde olan etanol kullanilmistir. Hazirlanan dozlar +4°C’de

saklanmustir.

2.6.4. Kekik Dozlarinin Hazirlanmasi

Origanum onites (kekik yagi), ucucu yag oldugu i¢in %98’lik etanol
(Riedel de Haen) i¢inde coziilerek 0,4 mg/ml, 2 mg/ml, 10 mg/ml, 50 mg/ml ve
100 mg/ml’lik dozlar hazirlanmistir. Daha sonraki dilisyonlar ise taze kiiltiir
vasatlart kullanilarak yapilmistir. Kekik yagi etanol icinde ¢oziildiigii i¢in, negatif
kontrol olarak, ¢6ziicii madde olan etanol kullanilmistir. Hazirlanan dozlar +4

°C’de saklanmstir.
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2.7. Test maddelerinin analiz kosullar:

Cizelge-1. Test maddelerinin gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS)

analiz kosullar1
Sistem

Kolon

Sicaklik Programi

Enjektor
Tastyic1 Gaz
Split orani
Elektron enerjisi
Kiitle Aralig1

Kiitiiphane

Agilent 5975 GC-MSD sistemi
HP-Innowax Silika kapiler
(60 m x 0.25 mm @, 0.25 pm film kalinlig1)

60°C de 10 dak // 4°C/dak artigla 220°C ye // 220°C de 10 dak
// 1°C/dak artisla 240°C ye

250°C

Helyum (0.8 ml/dak)
40:1

70 eV

m/z 35-450

BASER Ucucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi, Wiley ve
Adams-LIBR (TP) Kiitiiphane tarama Yazilimlar

2.7.1. Gaz Kromatografisi (GC) Analiz Kosullar:

GC analiz kosullar1; es zamanli olarak GC/MS sistemindeki madde ¢ikis
zamanlari ile ayni1 olacak sekilde ayarlanmstir ( FID 300°C).

2.8. Test maddelerinin ana bilesenleri

Cizelge-2. Kekik ucucu yagi ana bilesikleri

Ana Bilesikler E961A
%
karvakrol 66.4
linalol 9.3
p-simen 8.3
timol 1.7
mirsen 1.6
y-terpinen 33




o-terpinen 1.4
1.0
o-pinen
Cizelge-3. Adagay1 ucucu yagi ana bilesikleri
Ana Bilesikler %
50.2
1,8-sineol
B-karyofillen 6.3
kafur 6.1
o-pinen 5.5
B-pinen 5.1
Cizelge-4. Defne ugucu yag1 ana bilesikleri
Ana Bilesikler %
1,8-sineol 51.9
10.5
o-pinen
sabinen 10.1
B-pinen 7.3
limonen 1.7
o-terpinil asetat 5.1
y-terpinen 1.4
kamfen 1.3
terpinen-4-ol 1.3
p-simen 1.2
linalol 1.1

2.9. Kullanilan Arag¢ ve Gereglerin Hazirlanmasi

40

Caligmalarda kullanilan cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara

sarili olarak sterilizatérde 180 °C’de 2 saat, yine bazi cam ve plastik malzemeler

ve sivi soliisyonlar da aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121 °C ,1,5

atm/Hg basingta 20 dakika siire ile steril edilerek kullanilmistir. Kullanilan bazi

s1vi kimyasallar 0,2 mm aralikl seliiloz nitrat filtreden gegirilerek kullanilmustir.
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2.10. Yontem

2.10.1. Hiicre kiiltiiri

A549 ve V79 379A hiicreleri uygun besiyerinde ve 25 cm?’lik flasklarda
yetistirilmis ve %95 hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda ve 37°C’deki CO,

inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmislerdir.

2.10.2. Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask ylizeyini %70
oraninda kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmistir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lam1 yardimiyla 3
kez sayilarak BrdU testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her
kuyucugunda belirlenen sayida (V79 379A igin 1000, A549 icin 5000) hiicre
olacak sekilde % 10 FBS iceren besiyerinde siispansiyon haline getirildikten sonra
96 kuyucuklu hiicre kiiltiirti plakalarina 0,1 ml hiicre siispansiyonu aktarilmstir.
Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi i¢in 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmiglerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri
plakalarin ters c¢evrilmesi siiretiyle uzaklastirilmistir. Hiicrelerin iizerine test
maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek {izere test maddelerinin istenen
konsantrasyonlarini iceren taze besiyerleri ilave edilip 24, 48, 72 ve 96 saat
37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

Timolun belirlenen dozlar1 hazirlanmistir. Timol icin ¢oOziicli olarak
DMSO kullanilmigtir. DMSO oram1 % 0,1’1 ge¢cmeyecek sekilde maddeler
besiyerinde % 0,1 olacak sekilde 1 ml i¢inde 1 pl DMSO’da verilmistir ve final
konsantrasyonlart: Timol’un 50-100-200-400 uM, 800 uM olmasi saglandi.
Esansiyel yaglarin hepsi etanol icinde c¢oOziilmistiir. Etanol orani % 0,05’
geemeyecek sekilde maddeler besiyerinde % 0,05 olacak sekilde 1 ml i¢inde 0,5
ul etanol’de verilmistir ve final konsantrasyonlari: Adacayi’nin 12,5-25-50-100 ve
200 pg ve 200 pg, defne yag1 50-100- 200-400 ve 800 pg ve kekik yaginin 0,4-2-

10-50-100 pg olmast saglanmistir. Bu konsantrasyonlarda besiyerinde hazirlanan
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test maddelerinin konsantrasyonlari, kontrol grubu (sadece besiyeri) ve %0,1

DMSO ya da %0,05 etanol igeren ¢oziicii kontrol grubu da teste eklenmistir.

2.10.3. BrdU (Hiicre cogalmasi tesi, ELISA)

Bir timidin analogu olan 5'-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)nun ELISA ile
Olgiilmesi, memeli hiicrelerinde mitoz Ol¢limleri i¢in kolorimetrik bir method
olarak gelistirilmistir. Cogalan hiicrelerin DNA'larina BrdU yerlestirildiginde,
DNA'lar anti-BrdU antibody ile bulunabilirler.

Daha 6nceden 96 kuyucuklu plakalar ekilmis olan ve 24 saat inkiibasyon
stiresinden sonra, test meddeleri ilave edilen plakalar belirlenen siireler sonunda

BrdU (Roche) kiti ile muamele edilmislerdir.

2.10.4. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme

6’11 plakalara yerlestirilen steril lameller iizerine ekilen A549 ve V79
379A hiicreleri 24 saat lamellerin iizerine yapismalari i¢in 37°C’de %5 CO, igeren
inkiibatorde kiiltiire edilmislerdir. Monoterpen ve ugucu yaglarin sitotoksisite
testleri sonucunda belirlenen etkili dozlari, lameller {izerine yapisan hiicrelere 12
saat siiresince uygulanmistir. Bu siire sonunda lameller % 3.7°1ik formaldehit ile
tespit edilmislerdir. Daha sonra steril fosfatlanmis tampon ¢o6zeltisi (PBS: 137 uM
NaCl, 2.7 uM KCl, 15 uM KH,PO4, 8 uM NaHPOy; pH 7.3 ) ile yikamalari
yapilan lamelle, Img/ml DAPI ile 30 dakika boyanmislardir. Daha sonra PBS ile

yikanan lameller fotograflanmstir.

2.11. Mikroskobi

Hiicreler fluoresan atagmana sahip Olympus [X71 inverted mikroskobunda

incelenmislerdir.
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2.12. Fotografi

Kiiltiir hiicrelerinin mikroskop altinda saptanan uygun goriintiileri

Olympus DP-70 otomatik fotomikrografi araci kullanilarak fotograflanmistir.
2.13. istatistiksel Degerlendirmeler
Istatistiksel degerlendirmeler igin SPSS programi kullamlmustir. Elde

edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak
anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. BrdU sonug¢lan
3.1.1. Kekik’in A549 ve V79 379A hiicrelerinin ¢cogalmasi iizerine etkileri

Kekik ucucu yagi uygulanan hiicrelerle yapilan Brdu testi sonucunda A549
hiicreleri lizerinde zamana ve doza bagimh olarak ilk {i¢ giinde hiicre sayisinda
belirli bir azalma gozlenmis ve dordiincii giinde bu azalma ¢ok fazla miktarda
gozlenmemistir. Kekik ugucu yaginin en diisiik dozu olan 0,4 pg/ml ve 2 pg/ml
lik dozlarda ilk iki giin ¢ok fazla bir etki goriilmemis, iiclincii glinde belirli bir
azalma gozlenmistir. Kekik ugucu yaginin 10 pg/ml lik dozunda ise ikinci giin
belirli bir diisiis ger¢eklesmis ama bu diger giinlerde devam etmemistir. En etkili
dozlar olan 50 pg/ml ve 100 pg/ml lik dozlarda ise ilk giinden itibaren hiicre
sayisinda yaklasik olarak %30 - %40 oraninda hiicre sayisinda bir azalma
olmustur ve bu azalma diger giinlerde de artarak devam etmistir (Sekil 1.1.)

Kekik ugucu yagi uygulanan hiicrelerle yapilan Brdu testi sonucunda V79
379A hiicreleri lizerinde zamana ve doza bagimli olarak dort glinde hiicre
sayisinda belirli bir azalma gozlenmistir. Kekik ugucu yagmin en diisiik dozu olan
0,4 pg/ml ve 2 ng/ml lik dozlar ile 10 pg/ml lik dozlar ilk giinden itibaren hiicre
sayisinda %50 - %55 oranlarinda bir azalmaya neden olmus ve bu azalma son iki
dozda c¢ok daha artarak oran %60 - %70 lere kadar ¢ikmig ve bu azalma diger
giinlerde de artarak devam etmistir. Azalma miktar1 4. giiniin sonunda %80 - %90

lara kadar ¢ikmustir. (Sekil 1.2.)

3.1.2. Adacayr’min A549 ve V79 379A hiicrelerinin cogalmasi iizerine
etkileri

Adagay1 ucucu yagi uygulanan hiicrelerle yapilan Brdu testi sonucunda

A549 hiicreleri lizerinde zamana ve doza bagimli olarak dort giin boyunca hiicre
sayisinda ¢ok degisken bir etki goriilmemistir. Sadece Adagayr’nin son dozu olan
200 pg/ml lik dozunda yaklasik olarak % 40 lik bir azalma goriilmiistiir (Sekil 1.3.)
Adagay1 ucucu yagi uygulanan hiicrelerle yapilan Brdu testi sonucunda

V79 379A hiicreleri iizerinde zamana ve doza bagimli olarak ilk giinde yaklasik

%20’1ik bir azalma gozlenmis ve bu Adagayr’nin ilk dort dozu i¢in diger giinler
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de hemen hemen ayni kalmistir fakat Adacayinin son dozu olan 200 pug/ml lik

dozunda 2. giinden itibaren biiyiik bir azalma gozlenmistir. (Sekil 1.4.)

3.1.3. Defne’nin A549 ve V79 379A hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine etkileri

Defne ugucu yag1 uygulanan hiicrelerle yapilan Brdu testi sonucunda A549
hiicreleri lizerinde zamana ve doza bagimli olarak dort giin boyunca olduk diizenli
bir azalma goriilmiis ve bu azalma birinci giinden itibaren doza da bagimli olarak
artarak devam etmistir. En etkili dozlar ise birinci giinden itibaren hiicre sayisinda
%60 - %70 oranlarinda azalmayla 400 pg/ml ve 800 pg/ml lik dozlarinda
goriilmiis ve bu oran diger giinlerde artarak devam etmistir, Dordiincli giiniin
sonunda ise hiicrelerin ¢ogu yagamini yitirmistir. (Sekil 1.5.)

Defne ugucu yag1 uygulanan hiicrelerle yapilan Brdu testi sonucunda V79
379A hiicreleri lizerinde zamana ve doza bagimli olarak ilk giinde ¢ok 6enmli bir
azalma olmamakla beraber ikinci giin bu azalmanin orani oldukg¢a artmistir. 200
png/ml, 400 pg/ml ve 800 pg/ml lik dozlarda bu oran doza paralel bagimli olarak
%50 - %80 arasinda artmigtir. Diger giinlerde c¢ok fazla bir degisiklik
gozlenmemistir. (Sekil 1.6.)

3.1.4. Timol’iin A549 ve V79 379A hiicrelerinin cogalmasi iizerine etkileri

Timol uygulanan hiicrelerle yapilan Brdu testi sonucunda A549 hiicreleri
lizerinde zamana ve doza bagimli olarak hiicre sayisinda belirli bir azalma
gdzlenmistir. Bu azalma Timol’lin ilk ii¢ dozu olan 50 uM, 100 uM ve 200 pg/ml
icin %25 - %45 arasindadir. Timoliin son iki dozu olan 400 uM ve 800 uM ik
dozlar ilk gilinden itibaren oldukca sitotoksik bir etki gOstererek hiicre sayinda
%75 - %95 arasinda zamana da bagimli olarak etki gostermistir (Sekil 1.7.)

Timol uygulanan hiicrelerle yapilan Brdu testi sonucunda V79 379A
hiicreleri {izerinde zamana ve doza bagimmli olarak ilk giin pek bir etki
gdriilmemistir. Ikinci, iiciincii ve dordiincii giinlerde %55 - %85 oranlarinda doza

ve zamana paralel bagl bir artis gézlemlenmistir. (Sekil 1.8.)
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3.2. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme sonug¢lari

Dort adet test maddesinin BrdU deneylerinden elde edilen sonuglaria
gore belirlenen dozlarinin, apoptozise neden olup olmadigi, A549 ve V79 379A
hiicreleri tizerinde DAPI boyamas1 uygulandiktan sonra Olympus IX71 fluoresan
mikroskobu kullanilarak arastirilmistir. Saptanan uygun goriintiiler Olympus DP-

70 otomatik fotomikrografi araci kullanilarak fotograflanmustir.

3.2.1. Kekik’in A549 ve V79 379A hiicreleri iizerine morfolojik etkileri

Kekik ugucu yaginin, A549 hiicrelerinin ilk dozu olan 0,8 pg/ml den
itibaren apoptotik etki gosternistir. Hiicrelerin igindeki DNA fragmante ve
kondanse olmus, hiicre sayisinda da bir azalma géze carpmaktadir (Sekil 2.1.).
Sekil 2.1.b., c., ve d. de kondanse olmus hiicreler ve sekil 2.1. e., f., ve g. de ise
hem fragmante hem de kondanse olmus hiicreler goriilmektedir.

Kekik ugucu yagmin, V79 379A hiicreleri iizerine etkileri A549 hiicreleri
ile cok biiylik miktarlarda fark gdstermektedir. Hemen hemen ilk dozdan son doza
kadar kontrol grubu hiicreleri ile aynt morfolojik oOzellikler gostermekte olup
hiicre sayis1 da son dozda biraz diismistiir (Sekil 2.5). V79 379A da adagayimnin
cok fazla bir etkisi gozlenmemistir. A549 ve V79 379A hiicreleri boyutlari
bakimindan ve elde edildikleri kaynak bakimindan farklilik géstermektedir. A549
kanserli bir insandan elde edilmis akciger kanser hiicresi, V79 379A ise saglikli
bir hamster akciger kanser hiicresidir. Bu yiizden de her bir birim alana diisen

hiicre sayis1 V79 379A larda daha fazladur.

3.2.2. Adacayr’nin A549 ve V79 379A hiicreleri iizerine morfolojik etkileri

Adacay1 ugucu yaginin, A549 hiicrelerinin ilk dozu olan 12,5 pg/ml den
itibaren apoptotik etki gosternistir. Hiicrelerin igindeki DNA fragmante ve
kondanse olmustur (Sekil 2.2.). Sekil 2.2.c. de kondanse olmus hiicreler ve sekil
2.2. d. de fragmante ve kondanse olmus hiicreler goriilmektedir. Sekil 2.2.e. de de

cok fazla sayida fragmente olmus niikleus goze carpmaktadir. Sekil 2.2.f. de
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fragmente olmus hiicreler goziikmektedir. Sekil 2.2.g. de kondanse olmus
hiicrelerin sayis1 ¢ok fazla ve fragmente olmus niikleuslar da gozlenmektedir.
Ayrica doza bagimli olarak da hiicre sayisinda belirli bir azalma vardar.

Adagay1 ucucu yagmin, V79 379A hiicreleri lizerine etkileri A549
hiicreleri ile biiylik miktarlarda fark gostermektedir. Hemen hemen ilk dozdan son
doza kadar kontrol grubu hiicreleri ile ayn1 morfolojik 6zellikler gostermekte olup

hiicre sayis1t da hemen hemen aynidir (Sekil 2.6).

3.2.3. Defne’nin A549 ve V79 379A hiicreleri iizerine morfolojik etkileri

Defne ugucu yaginin, A549 hiicrelerinin ilk dozdan itibaren apoptotik etki
gosternistir. Hiicrelerin icindeki DNA fragmante olmus ayni zamanda hiicreler
kondanse olmus, hiicre sayisinda da doza bagimli olarak bir azalma goze
carpmaktadir (Sekil 2.3.). Sekil 2.3.b. ve c. de fragmente olmus hiicreler ve sekil
2.1. d, e, f, ve g. de ise hem fragmante hem de kondanse olmus hiicreler
goriilmektedir.

Defne ugucu yagmin, V79 379A hiicreleri lizerine etkileri A549 hiicreleri
ile cok biiylik miktarlarda fark gdstermektedir. Hemen hemen ilk dozdan son doza
kadar kontrol grubu hiicreleri ile aym1 morfolojik 6zellikler gostermekte olup

hiicre sayisinda da ¢ok fazla bir degisiklik gbze carpmamaktadir (Sekil 2.7).

3.2.4. Timol’iin A549 ve V79 379A hiicreleri iizerine morfolojik etkileri

Timol’iin, A549 hiicrelerinin ilk dozu olan 50 uM dan itibaren apoptotik
etki gOstermeye baslamis ve uygulanan doza bagimli olarak apoptotik etki
artmustir. Hiicrelerin i¢indeki DNA fragmante ve kondanse olmus, hiicre sayisinda
da bir azalma gozlenmistir (Sekil 2.4.). Sekil 2.4.c. de kondanse olmus hiicreler ve
sekil 2.4. d. ve e. de fragmante ve kondanse olmus hiicreler goriilmektedir. Sekil
2.4.f. de de ¢ok fazla sayida fragmente olmus niikleus goze carpmaktadir. Sekil

2.4.g. de fragmente olmus hiicreler gdziikmektedir.
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Timol’tin, V79 379A hiicreleri iizerine etkileri A549 hiicreleri ile ¢ok
bliyiik miktarlarda fark gostermektedir. ilk dozdan itibaren son doza kadar kontrol
grubu hiicreleri ile ayn1 morfolojik 6zellikler gostermekte olup hiicre sayisi da son
iki dozda biraz diismiistiir. A549 hiicrelerindeki gibi kondanse ve fragmente

olmus hiicreler gdze carpmamaktadir (Sekil 2.8).

Tiim bu bulgular 1s181nda Kekik ugucu yagi A549 hiicreleri lizerinde doza
ve zamana bagl olarak hiicre ¢ogalmasini azaltict yonde etki yapmistir. Kekik
ucucu yagt V79 379A hiicreleri iizerinde AS549 hiicreleri iizerine hiicre
cogalmasimi daha fazla etkilemistir. Bu sonug¢ iki hiicre irkinin ayni1 kaynaktan
gelmemesinden kaynaklanmis olabilir.

Adacaymin tim dozlart birinci giinden baslamak iizere A549 hiicreleri
tizerinde hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur. Bu etki diger ii¢ giinde de
devam etmistir.

Defnenin tiim dozlar1 A549 hiicreleri iizerinde doza ve zamana bagh
sitotoksisite gostermistir. 800 pg/ml lik doz A549 hiicreleri tizerinde ilk giin hiicre
sayisint %70 oraninda azaltirken ayni doz V79 379A hiicrelerinde birinci giin
%20 azalmaya neden olmustur. {lk giin gdz éniine alindiginda Defne’nin A549
hiicreleri tizerinde daha etkili oldugu gézlemlenmistir.

Timol’lin tiim dozlar1 A549 hiicreleri iizerinde doza ve zamana dayali
sitotoksisiteye neden olmustur. Timol’tin 200 uM ve 400 pM lik sonuglar
birbirine ¢ok yakin sonuglar vermistir. En yiiksek doz olan 800 uM dozda hemen
hemen tiim hiicreler 1 giinde 6lmiislerdir. V79 379A hiicreleri {izerinde Timol’iin
en yiksek dozu olan 800 pM, birinci giin %25 oraninda hiicre c¢ogalmasini
azaltmistir. Bu oran diger dozlarda daha azdir. ikinci giinden itibaren Timol’iin

etkisi artmustir.
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Sekil 1.1. Origanum onites (kekik) ugucu yagimin A549 hiicreleri iizerine etkisinin BrdU testi ile

degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05
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Sekil 1.2. Origanum onites (kekik) ugucu yagmin V79 379A hiicreleri lizerine etkisinin BrdU testi

ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamh farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 1.3. Salvia fruticosa (adacay1) ugucu yaginin A549 hiicreleri {izerine etkisinin BrdU testi ile

degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05
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Sekil 1.4. Salvia fruticosa (adagay1) ucucu yaginin V79 379A hiicreleri {izerine etkisinin BrdU

testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklart gostermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 1.5. Laurus nobilis (defne) ugucu yaginin A549 hiicreleri iizerine etkisinin BrdU testi ile

degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05
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Sekil 1.6. Laurus nobilis (defne) ucucu yagmm V79 379A hiicreleri iizerine etkisinin BrdU testi
ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamlh farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 1.7. Timol’lin A549 hiicreleri iizerine etkisinin BrdU testi ile degerlendirilmesi

(*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gdstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 1.8. Timol’iin V79 379A hiicreleri lizerine etkisinin BrdU testi ile degerlendirilmesi

(*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 2.1. Kekigin A549 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisinin DAPI boyama ile
degerlendirilmesi. a:Kontrol, b:Etanol, ¢:0,8 pg/ml, d:2 pg/ml, e: 10 pg/ml, £:50 pg/ml, g:100
pg/ml. Olgii birimi 125 pm.
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Sekil 2.2. Adacayinin A549 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin DAPI boyama ile
degerlendirilmesi. a:Kontrol, b:Etanol, c:12,5 pg/ml, d:25 pg/ml, e: 50 pg/ml, £:100 pg/ml, g:200
pg/ml. Olgii birimi 125 pm.
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Sekil 2.3. Defnenin A549 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin DAPI boyama ile
degerlendirilmesi. a:Kontrol, b:Etanol, c:100 pg/ml, d:200 pg/ml, e: 400 pg/ml, £:800 pg/ml,
g:1000 pg/ml. Olgii birimi 125 pum.
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Sekil 2.4. Timoliin A549 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin DAPI boyama ile
degerlendirilmesi. a:Kontrol, b:DMSO, ¢:50 pg/ml, d:100 pg/ml, e: 200 pg/ml, £:400 pg/ml,
g:1000 pg/ml. Ol¢ii birimi 125 pm.
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Sekil 2.5. Kekigin CHL hiicreleri {izerindeki apoptotik etkisinin DAPI boyama ile
degerlendirilmesi. a:Kontrol, b:Etanol, c¢:0,4 ng/ml, d:2 pg/ml, e: 10 pg/ml, £:50 pg/ml, g:100
pg/ml. Olgii birimi 125 pm.
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Sekil 2.6. Adagaymin CHL hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin DAPI boyama ile
degerlendirilmesi. a:Kontrol, b:Etanol, ¢:12,5 pg/ml, d:25 pug/ml, e: 50 pg/ml, £:100 ug/ml, g:200
pg/ml. Olgii birimi 125 pm.
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Sekil 2.7. Defnenin CHL hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisinin DAPI boyama ile
degerlendirilmesi. a:Kontrol, b:Etanol, ¢:5 pug/ml, d:100 pg/ml, e: 200 pg/ml, £:400 pg/ml, g:800
pg/ml. Olgii birimi 125 pm.



60

Sekil 2.8. Timoliin CHL hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin DAPI boyama ile
degerlendirilmesi. a:Kontrol, b:DMSO, ¢:50 pg/ml, d:100 pg/ml, e: 200 pg/ml, £:400 pg/ml, g:800
pg/ml. Olgii birimi 125 pm.
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4. TARTISMA VE SONUC

Modern ¢agin insanlar1 artan bir siklikta kanserle ve kanser yiiziinden
oliimlerle karsilasmaktadir. Istatistikler erkeklerde; akciger, bagirsak, rektum ve
prostat kanserinin, kadinlarda gogiis, bagirsak, rektum ve mide kanserinin sik
goriildiigiinii rapor etmektedir (Abdulla ve Gruber, 2000). Yapilan g¢aligmalar
bir¢cok dogal iiriiniin, diinya ¢apinda goriilen kanserlere kars1 kimyasal koruyucu
ajanlar oldugunu gdstermistir. Bu {iriinlerin en temel grubu gii¢lii antioksidanlar,
digerleri dogal olarak bulunan fenolik bilesenler ve kalanlar1 da koruyucu
ozellikleri olan reaktif gruplardir Bu dogal iiriinler; sebzelerde, meyvelerde, bitki
ekstrelerinde ve otlarda bulunmaktadir ( Reddy ve ark., 2003).

Son yillarda, bitkiler ve hayvanlardan elde edilen bilesiklere karsi tip
alaninda ilag¢ olarak kullanilmasi1 olasilig1 yiiziinden artan bir ilgi vardir. Bitki ve
hayvanlardan elde edilen dogal iiriinlerin avantajlar1 ¢ok fazladir. Farmasotik ve
kozmetik acilardan, elde edilen bilesikler biiylik bir orana ve biyolojik etkilere
sahiptir. Bu 0Ozellikler, yeni aktif molekiillerin ortaya c¢ikarilmasi ile, yapi-
fonksiyon iligkilerinin ¢alisilmast sonucu yeni biyolojik mekanizmalarin
kesfedilmesiyle, daha aktif ve istenmeyen yan etkilere sahip olmayan ilaglarin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Diger avantaj ise bu bilesiklerin basit
sekilde ekstraksiyonudur. Ayrica dogal {riinler her yerde ve bol olarak
bulunmaktadirlar. Yiiksek kaliteyi diigiik fiyata elde etme imkani bulunmaktadir.
Bu yiizden dogal {iriinler yeni aktif bilesiklerin elde edilmesi i¢in Onemli
arastirma kaynaklaridirlar (Rancan ve ark., 2002).

Gegtigimiz on yil i¢inde kanser arastirmalarindaki ilerlemeler kanser
biyolojisi ve genetigini anlamamizi kolaylagtirmistir. Bu ¢alismalarin i¢inde en
Onemlisi, apoptozisi kontrol eden genlerin malignansi {iizerinde, apoptotik
mekanizmanin bozulmasi nedeniyle tiimoér olusumu, gelisimi ve metastaza yol
acmasinin saptanmis olmasidir. Bu nedenle, dogal iirlinler kullanilarak tiimor
baskilanmasi apoptozisin baslatilmast yolu ile olabilir. Bu da dogal iiriinlerle
kanser tedavisi i¢in genetik bir temel saglamaktadir (Reddy ve ark., 2003).

Ucucu yaglar ve onlarin bilesenleri, bitkilerin ikincil metabolizmalarinin

tirtinleridirler (Dusan, 2006).
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Giliniimiizde halk arasinda genis bir kullanima sahip olan kekigin
(Origanum onites) ugucu yagiyla yapilan bilimsel ¢aligmalar, bu bitkinin antiviral,
antiparazitik ve antibakteriyel (Sivropoulou ve ark., 1996) antioksidan, antifungal,
inseksidal etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur (Erdemgil, 1992).
Calismamizda kekik uygulanan V79 379A ve A549 hiicrelerinde kekigin BrdU
testi ile elde edilen sonuglarinda 50-100 pg/ml konsantrasyonlarindaki dozlarinin
calistigimiz iki hiicre tipinde de toksik etki gosterdigi saptanmistir. Uygulanan
tiim dozlarda sitotoksik etkinin elde edildigi ancak bu etkinin, A549 hiicrelerine
spesifik olmadig1 goriilmiistiir. Origanum onites L. ugucu yagnin igeriginin
detayli olarak arastirildigi calismalarda ugucu yag icindeki ana bilesenlerin;
karvakrol (%65.91), linalool (%14.84), timol (%3.64), oldugu belirlenmigtir
(Erdemgil, 1992; Aydin ve ark., 2005; Skoula ve ark., 1999). Karvakrol ve timol
gibi monoterpenik fenollerce zengin olan bu yag cok giiclii mikrop Oldiiriicii
ozellige sahip oldugundan bakteri ve mantar enfeksiyonlarinda etkilidir. Dogal bir
bilesik olan kekik ugucu yaginin sitotoksik etkileri karsilastirildiginda, kekik
ucucu yaginin hiicrelerin ¢ogalimi iizerinde inhibe edici etkisinin ¢ok daha fazla
oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni kekik ucucu yaginin, yiiksek oranlarda
karvakrol ve timol igermesi olabilir.

Salvia fructicosa (adagay1) ugucu yagiyla yapilan ¢aligmalar bu bitkinin
antibakteriyal, antifungal, antiviral, ve sitostatik 06zellik gdsterdigini ortaya
koymustur (Sivropoulou ve ark., 1997). Ayrica Sivropoulou ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢calismada Salvia fruticosa ugucu yaginin etanolde icinde ¢oziinmiis ¢esitli
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkisi tripan mavisi yontemi kullanilarak Vero
hiicreleri iizerinde arastirilmistir. Salvia fruticosa esansiyel yagiin 1/500
oranindaki etanol dillisyonlarinin hiicre canliligmmi tamamen yok ettigi
saptanmistir  (Sivropoulou ve ark., 1997). Bizim c¢alismamizda Salvia
fruticosa’nin etanol iginde ¢oziilmiis belirlenen konsantrasyonlarinin sitotoksik
etkileri, BrdU ve fluoresan boyama deneylerinde belirlenmistir (Sekil 3).

BrdU ve fluoresan boyama deneylerinden elde edilen verilerde, adagayinin
A549 hiicrelerinde doza bagimli ve etkili sitoksik yanitlar olusturdugu, diisiik
konsantrasyonlu dozlarmin saglikli hiicrelerde ¢ok diisiik toksisite gosterdigi

saptanmustir. Sonug olarak, bu bulgulara gore, adacaymin diisiik konsantrasyonlu
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dozlarinin kanser tedavilerinde (A549) kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicrelerinde kullanilabilir oldugu soylenebilir. Elde ettigimiz sonucglar adacayinin
in vivo deneysel modellerde denenebilecegini ve yararli sonuglar verebilecegini
distindiirmektedir.

Laurus nobilis (defne) ugucu yaginin sitotoksik etkisini belirlemek
amaciyla yapilan BrdU ve Fluoresan boyama testlerine gore, defnenin V79 379A
hiicrelerine daha sitotoksik etkili oldugu goriilmiistiir ().

Kekik A549 hiicrelerinde BrdU Fluoresan boyama yoOntemlerine gore
degerlendirildiginde sitotoksik etki gostermistir.

Calismamizda kullandigimiz ve sitotoksik etkisini arastirdigimiz timol’iin
farkli konsantrasyonunda, farkli hiicreler ile yapilmis pek c¢ok arastirma
bulunmaktadir. Elde edilen sonuglarda timol’{in uygulanan tiim dozlarinda A549
hiicrelerinde, sitotoksik etki olusturdugu saptanmistir. V79 379A saglikh
hiicrelerine gore insan akciger karsinomasindan tiireyen malignant bir hiicre 1rki
olan A549 hiicrelerinde daha anlamli sitotoksik etkiler elde edilmistir. Timolun
yiiksek konsantrasyonlardaki dozlar1 (400 ve 800 uM) calismada kullanilan iki
hiicrede uygulanan BrdU ve fluoresan boyama test yoOntemleri ile
degerlendirildiginde, populasyondaki hiicre canliligin1 %30 ile %3 arasinda
degisen seviyeye kadar diisiirdiigii ve bu dozlarin toksik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bu nedenle hiicre kiiltiiriinde sitotoksisite ¢alismalari i¢in daha diisiik
konsantrasyonlardaki dozlarin uygun oldugu belirlenmistir.

Stammati ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada (1999) timol’iin toksik
etkisi mikrobiyal ve memeli hiicre kiiltiirii yontemleri ile arastirilmistir. Hep-2
hiicreleri kullanilarak timolun toksik etkisi Neutral Red (NR) , koloni formasyonu
ve toplam protein igerigi yontemleri ile degerlendirilmis ve timolun doza bagimli
sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir. NR deneyi ile Hep-2 hiicrelerinde timol’{in
IC50 degeri 710 uM olarak bulunmustur (Stammati ve ark., 1999). Bu deger
bizim verilerimizle uyusmamaktadir. Bunun nedeni farkli hiicre tiplerinde bir
maddenin etkisinin farkli olabilecegidir (Zeytinogli ve ark., 2003).

Sonug olarak timol’iin BrdU ve Fluoresan boyama yontemleri ile elde
edilen verileri iki hiicre tipinde karsilastirllmali olarak degerlendirildiginde,

timol’lin zamana ve doza bagimli sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Diisiik konsantrasyonlardaki timol dozlarinin saglikli hiicrelerdeki sitotoksik
etkisinin A549 hiicrelerine gore ¢ok az oldugu saptanmistir. Bu nedenle timol
antikanser ila¢ calismalarinda {imit verici bir madde olabilir.

DAPI kullanilarak yapilan boyamalarda test maddelerinin A549 ve V79

379A hiicreleri tizerinde preapoptotik etkiler meydana getirdigi saptanmustir.
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