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OZET

KEKIK [Thymus revolutus Célak (LAMIACEAE)] BITKISINDEN ELDE
EDILEN UCUCU YAGIN ANTIOKSIiDAN OZELLIGININ VE HEPATOMA
G2 HUCRELERINDE MEMBRAN UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Ayse ERDOGAN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalh
Damisman: Dog. Dr. Aysun OZKAN
Haziran 2010, 87 sayfa

Bu calismada, Antalya florasinda endemik olarak yetisen Thymus revolutus
Célak’dan (7. revolutus C.) elde edilen ugucu yagin antiradikal ve antioksidan
aktiviteleri ile Hepatoma G2 (Hep G2) hiicrelerinde sitotoksik etkisi arastirilmistir.
Ucgucu yagin hiicrelerde olusturdugu membran hasar1 ve giiclii bir oksidan olan
H;0,’e¢  karst ugucu yagin membran koruyucu etkisi ise MDA miktarlarinin

belirlenmesiyle ortaya konmustur.

T. revolutus C.’1n toprak {istli organlarinin ucucu yagi Clevenger (su buhari
distilasyon) cihazi ile izole edilmis, bilesenler ise gaz kromotografisi/kiitle
spektrometresi (GC/MS) yontemi ile analiz edilmistir. Ugucu yagin antiradikal
aktivitesi DPPH testi ile Olciiliirken antioksidan aktivitesi -karoten/linoleik asit renk
acilim testi ile Ol¢iilmiistiir. Ugucu yagin ve H,O,’in Hep G2 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisi ve gilicli bir oksidan olan H,0,’e karst ugucu yagin koruyucu
(antioksidan) etkisi Hiicre Canlilik Testi (Cell Titer-Blue® Cell viability assay kiti)
kullanilarak gdsterilmistir. Ugucu yagin membran lizerine etkileri, hiicrelerde olusan
MDA miktarinin floresan spektrofotometrik Olciilmesiyle gozlenmistir. Kantitatif

protein miktarlar1 Bradford metodu ile 6l¢tilmiistiir.

Ugucu yagin en Onemli ii¢ bileseni sirasiyla simen (%32.57), y-terpinen
(%17.18) ve karvakrol (%11.89) olarak tanimlanmistir. Ugucu yagin ortamda
bulunan DPPH radikallerinin %350’sini ortadan kaldiran konsantrasyonu (ICsp) 250



png/ml olarak hesaplanmustir. Linoleik asit oksidasyonunu inhibe etme orani ise
%72.8’dir. Ucucu yagin Hep G2 hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri oldugu
gosterilmistir. Hiicrelerin ugucu yag ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucu ICs
degerleri sirasiyla 70.15, 61.2 ve 35 pg/ml olarak hesaplanmustir. Hiicrelerin giiglii bir
oksidan olan H,0; ile inkiibasyonundan sonra ICsy degeri 384 uM bulunmustur.
Ugucu yagin 20 pg/ml’den daha disiik konsantrasyonlar1 hiicrelerde H,0O,
sitotoksisitesine karsi koruyucu (antioksidan) etki gostermistir. Hiicreler 1Cso ve ICyg
ucucu yag konsantrasyonlarinda inkiibe edildiklerinde MDA miktar1 artmistir. Bu da
ucucu yagin membran hasarina neden oldugunu gdstermistir. Daha diisiik
konsantrasyonlarda (IC,s, ICs, IC;. 5 ve 1Cjg) ugucu yag ile 6n inkiibasyona maruz
birakildiktan sonra H,O,’e maruz birakilan hiicrelerde azalan MDA miktarlar1 ucucu

yagin H,O,’e karst membran koruyucu (antioksidan) etkisi oldugunu gostermistir.

Ugucu yag sitotoksik ve koruyucu (antioksidan) etkilere sahiptir ve bu etkileri,

konsantrasyona bagli olarak gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Thymus revolutus Célak, ugucu yag, Hep G2 hiicresi,

antioksidan, sitotoksisite, membran hasari, MDA
JURI: Dog. Dr. Aysun OZKAN
Prof. Dr. Kayahan FISKIN

Dog. Dr. Birsen S. OKSAL
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THYME ESSENTIAL OIL’S [Thymus revolutus Célak
(LAMIACEAE)] ANTIOXIDANT PROPERTIES AND EFFECTS ON
HEPATOMA G2 CELL’S MEMBRANE

Ayse ERDOGAN
M. Sc. Thesis in Biology
Adviser: Assoc. Prof. Dr. Aysun OZKAN
June 2010, 87 pages

In this study, antiradical and antioxidant activities and cytotoxic effect of
essential oil from Thymus revolutus Célak (T. revolutus C.), which is an endemic
species grown in Antalya flora, on Hep G2 cells were investigated. Membrane
damage which was induced by essential oil and essential oil’s membrane protective

effect aganist strongly oxidant H,O, were examined by determining MDA amounts.

The aerial parts of 7. revolutus C.’s essential oil was isolated by Clevenger-
type apparatus (hydrodistillation) and its components were analyzed by gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). While antiradical activity of essential
oil was measured by DPPH assay, antioxidant activity was measured by [3-
carotene/linoleic acid assay. Cytotoxic effects of essential oil and H,O, on Hep G2
cells and essential oil’s protective effect aganist strongly oxidant H,O, were
demonstrated by using Cell Viability Assay (Cell Titer-Blue® Cell viability assay
reagent-kit). The essential oil’s effect on the membrane was observed measuring of
MDA amounts by using floresan spektrofotometer. The quantitative protein amount

was measured by Bradford method .

The three major constituents of the essential oil were described as cymene
(32.57%), y-terpinene (17.18%) and carvacrol (11.89%) respectively. Essential oil’s
concentration providing 50% inhibition of DPPH radical (ICsyp) was calculated 250
ug/ml. Inhibition rate of linoleic acid oxidation was 72.8%. It was demonstrated that
essential oil had cytotoxic effect on Hep G2 cells. ICsg values of essential oil after 24,

48 and 72 hours incubation were calculated 70.15, 61.2 and 35 pg/ml respectively.
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After incubation cells with strongly oxidant H,O,, ICsy value was found 384 uM.
Less than 20 pug/ml concentrations of essential oil showed protective (antioxidant)
effect on the cells aganist H,O, cytotoxicity. When cells incubated with ICsy and IC7
essential oil concentrations, MDA amounts increased. It demonstrated that essential
oil caused membrane damage on the cells. The decreasing MDA amounts in cells
which were pre-incubated with lower essential oil concentrations (IC, s, ICs, IC7. s and
ICyp) then exposed to H,O,, demonstrated that essential oil had membrane protective

(antioxidant) effects aganist H,O».

Essential oil had cytotoxic and protective (antioxidant) effects and it was

showed those effects were depending on concentration.

KEY WORDS: Thymus revolutus Célak, essential oil, Hep G2 cells, antioxidant,

cytotoxicity, membrane damage, MDA
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Aysun OZKAN
Prof. Dr. Kayahan FISKIN

Assoc. Prof. Dr. Birsen S. OKSAL
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ONSOZ

Hepatoselliiler karsinoma (HCC), diinyada en c¢ok goriilen kanser tiirleri
arasinda besinci sirada, 6liim oraninda ise ii¢lincli sirada yer almaktadir. Karaciger
tiimorleri primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Primer tiimdrler i¢inde de en sik
goriileni hepatosit hiicrelerinden koken alan hepatoselliiler karsinomadir. Ayrica safra
kanallar1 epitelinden koken alan kolanjiokarsinomlar da sik goriiliir. Karacigerin en
stk goriilen sekonder tiimorleri ise akciger, gogiis ve kalin bagirsaktan karacigere
yayilan metastatik timdrlerdir. Bu konuda pek ¢ok calisma yapilmasina ragmen, ileri

evredeki hastalarda heniiz etkili standart bir tedavi yontemi belirlenememistir.

Yapisinda ¢ok sayida bileseni bulunduran ugucu yaglarin antioksidan
ozelliklerini ortaya koyan c¢alismalar devam etmektedir. Oksidasyon reaksiyonlari
tizerine farkli antioksidan konsantrasyonlarinin etkisi pek ¢ok faktore baglidir. Bunlar
arasinda antioksidanlarin yapisi, oksidasyon kosullari, oksidasyona ugramis yapidaki
degisimler sayilabilir. Fenolik antioksidanlarin, antioksidan aktivitesi yiiksek
konsantrasyonlarda etkinligini yitirmektedir. Bunlar pro-oksidan yapi1 kazanirlar.
Antioksidan olarak goérev yaparken diger oksidan ajanlara karsi hiicre zarini
koruyabilir ya da yiiksek konsantrasyonlarda uygulandiginda pro-oksidan gibi
davranarak membran oksidasyonuna neden olabilir ve hiicrelerde hasar meydana
getirebilirler. Ayrica gesitli kanser hiicre dizileri ile yapilan in vitro deneyler, yag
asidi bilesenlerinin farkl: hiicrelerde farkli etkiler ortaya koyarak hiicre dizilerine 6zgii
etkiler yarattigin1 géstermistir. Ancak detoksifikasyon mekanizmasina ait enzimlerin
en fazla bulundugu karaciger kanseri hiicrelerinde Thymus revolutus Célak’in (T.
revolutus C.) toprak listii organlarindan elde edilen ugucu yaginin sitotoksik etkisini,
H,0,’e kars1 koruyucu etkisini, hiicre membraninda yarattig1 etkileri ve H,O;’e karsi

membran koruyucu etkisini ortaya koyan literatiir bilgisi bulunmamaktadir.

Calismamizdan elde edilen sonuglarin 7. revolutus C.’dan elde edilen ugucu
yagin pro-oksidan/oksidan 6zelligi ile yeni antikanser ilaglarinin, antioksidan
ozelligiyle ise yeni antioksidan ilaglarinin iiretilmesinde dogal kaynak olarak

onerilmesine yardimci olmasini dilerim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.
Sekil 2.1.

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Karaciger sirozunda HCC riski (Blum 2005) Hata! Yer isareti tanimlanmamais.
HCC’de yer alan hiicresel sinyal yolaklari (Aravalli vd 2008) Hata! Yer isareti tanimla
Thymus revolutus Célak...................... Hata! Yer isareti tammlanmamis.
Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmasi (Thomas 1999) Hata! Yer isareti tammlanm
4-HNE’nin kimyasal yapis1 (Esterbauer vd 1991, Uchida 2003) Hata! Yer isareti tanim
MDA nin kimyasal yapisi (Esterbauer vd 1991)Hata! Yer isareti tammlanmamus.
Clevenger cihazi (www.glasscolabware.com/.../products.php?p=eea

247-30.10.2009) ....ceverrieeireeieeeieeenee Hata! Yer isareti tammlanmamis.

Antioksidan aktivite 6l¢limiiniin (B-karoten/linoleik asit renk agilim

testi) etki mekanizmasi..............ccue....... Hata! Yer isareti tammlanmamis.

T. revolutus C.’1n ugucu yaginin kromatogramiHata! Yer isareti tanimlanmamus.

T. revolutus C. ugucu yaginin baglica bilesenlerinin kimyasal yapilari
(commons.wiki.media.org/wiki/File:p-cymen.svg, http://chestofbooks.
com/healtharomatherapy/The-volatile-oils-Vol 1/terpinene html, http://
chestofbooks.com/healtharomatherapy/The-volatile-oils-Voll/carvac r

o lhtml, http://chestofbooks.com/healtharomth erapy/The-volatile-oils-
Voll/borneolhtml, http://chestofbooks.com/ he altharomatherapy /

The-volatile-oils-Vol 1/thymol html )... Hata! Yer isareti tammlanmamais.

T. revolutus C’dan elde edilen ugucu yagin ve pozitif kontrollerin

farkli konsantrasyonlarinin DPPH radikalini siipiiriicti kapasitesi (%)Hata! Yer isareti t
DPPH testinde kullanilan ugucu yag konsantrasyonlarindan daha

diisiik konsantrasyonlardaki BHT, BHA, askorbik asit ve a-

tokoferolliin DPPH radikalini siipiiriicii kapasitesi (%)Hata! Yer isareti tanimlanmama;
T. revolutus C.’dan elde edilen ugucu yagin ve BHT nin linoleik asit
INhibiSyonu.........cccceevievienieeieeieenen, Hata! Yer isareti tammlanmamus.

T. revolutus C.’1n ugucu yaginin Hep G2 hiicre dizisinde zamana baglh

olarak sitotoksik etkisi .............ccueee.n. Hata! Yer isareti tammlanmamis.

H,0; konsantrasyonlarinin Hep G2 hiicre dizisi iizerindeki sitotoksik

etKIST. ..ot e Hata! Yer isareti tammlanmanus.

xil



Sekil 3.8.

Sekil 3.9.
Sekil 3.10.
Sekil 3.11.

Sekil 3.12a.

Sekil 3.12b.

T. revolutus C. ugucu yag konsantrasyonlarinin (<ICso) Hep G2 hiicre

dizisi iizerindeki koruyucu (antioksidan) etkisiHata! Yer isareti tanimlanmamus.
MDA standart grafigi........cccceeeereennnen. Hata! Yer isareti tammlanmamuis.

BSA standart grafigi........cccccceevvennennen. Hata! Yer isareti tammlanmamas.

IC), ICsp ve ICyp konsantrasyonlarinda ugucu yaga maruz birakilan

Hep G2 hiicrelerindeki MDA diizeyleri Hata! Yer isareti tanimlanmamus.

Hep G2 hiicrelerinde H,O, oksidasyonuna kars1 ugucu yagin membran

koruyucu (antioksidan) etkisi................ Hata! Yer isareti tanéimlanmamus.

Hep G2 hiicrelerinde H202 oksidasyonuna karsi ugucu yagin

membran koruyucu (antioksidan) etkisiHata! Yer isareti tammmlanmamais.4
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CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 1.1.
Cizelge 1.2.

Cizelge 1.3.

Cizelgel 4.

Cizelge 2.1.

Cizelge 2.2.

HCC’nin baglica etiyolojileri (Blum 2005)........cccceevevveeviieeiieene.
Cesitli risk faktorlerinin neden oldugu HCC’de etkili oldugu
bilinen hiicresel sinyal yolaklari...........ccccovevienieniiiinieniiciee,
HCC’ye neden olan ¢esitli risk faktorleri ile ilgili potansiyel
biyobelirtegler  ve hiicresel sinyal yolaklari ile olan ilgileri..........
Thymus revolutus Célak’in sistematikteki yeri
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1. GIRIS

Fizyolojik kosullarda, organizmada oksidan etkenler ve antioksidan mekanizmalar
bir denge halinde bulunmaktadir. Serbest radikallerin artmasi veya antioksidanlarin
azalmasi sonucu serbest radikallerle antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin
bozulmasi1 oksidatif strese ve oksidatif hasara neden olmaktadir (Altintas 2006).
Oksidatif stres ve oksidatif hasarin yaslanma, karsinogenez, mutagenez, immiinolojik,
norolojik, tirolojik hastaliklar ve sindirim sistemi, goz, deri, akciger ve karaciger
hastaliklarinin patogenezinde ve ilerlemesinde rolii oldugu kanitlanmistir (Moskovitz

vd 2002, Pong 2003).

Serbest radikallerin en iyi bilinen zararli etkisi; hiicre membran1 yag asitlerine ve
lipoproteinlere saldirmas1 ve lipid peroksidasyonu olarak bilinen bir zincir
reaksiyonunu baslatmasidir. Lipid peroksidasyonunun {iriinleri ilerki asamalarda
membran proteinlerinde hasara yol acarak yapisal ve fonksiyonel bozukluklarin ortaya
citkmasmma neden olmaktadir. Membran oksidasyon {riinlerinden biri olan
malondealdehit (MDA), biyomolekiillerle etkileserek sitotoksik ve genotoksik etki
gosterebilmektedir (Ammar vd 2009).

1.1. Hepatoselliiler Karsinoma

Hepatoselliiler karsinoma (HCC), biitiin diinyada goriilen en yaygin malign
tiimorlerden bir tanesidir (Okuda 2000). Bu tiimorle karsilasma siklign iilkelere gore
biiyilk degisiklikler gostermektedir. Gilineydogu Asya'da ve Orta Afrika'da sik
goriilmekle beraber, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerin (ABD)'de daha seyrek
olarak goriilmektedir. Ulkemizde de sik goriilen tiimorler arasinda yer almaktadir
(Bosch vd 2004, Parkin vd 2005). Hepatit C viriis’iin (HCV) artan yayginligini yansitan
HCC’nin insidans1 ve 6liim oranindaki artis, ileri derecede sanayilesmis iilkelerde daha
yiiksektir (Taylor-Robinson vd 1997, Deuffic vd 1998, El-Serag ve Mason 1999, El-
Serag vd 2003).

HCC’nin en belirgin etiyolojileri gizelge 1.1°de verilmistir. Ozellikle erkeklerdeki
gelismis viicut kiitle indeksi (Calle vd 2003) ve diabetes mellitus iyi bilinen faktorler
arasinda yer almaktadir (El-Serag 2004). HCC’nin molekiiler patogenezinin kapsadigi



bazi basamaklar ge¢mis yillardaki calismalarla agiklanmistir. Hepatokarsinogenez,
hepatositlerin en sonunda malign transformasyonuna neden olan farkli genetik
degisiklikleri iceren ¢ok basamakli bir yoldur. Diger kanser cesitlerinde yer alan
olaylarin sirasini tanimlamak i¢in 6nemli yollar kat edilmesine ragmen, ozellikle
kolorektal kanser ve bazi hematopoetik malignansilerde, hepatokarsinogenez de yer
alan bir¢cok faktoriin katkis1 ve bunlarin etkilesimi hala tam olarak anlasilamamuistir.
Hepatositlerin malign transformasyonu, hiicresel onkogenlerin aktivasyonu, tiimor
supresOr genlerin inaktivasyonu, deoksiriboniikleik asitlerde (DNA) yanlis eslesme
(mismatch), tamir defektleri ve zayiflamis kromozomal ayrilmasini igeren olasi
genomik kararsizlik, biiylime ve anjiogenik faktorlerin asir1 ekspresyonu ve telomeraz
aktivasyonu gibi genetik degisikliklerle sonlanabilir. Kronik viral hepatit B, C ve D,
alkol, hemokromatozis ve a-1-antitripsin eksikligi gibi metabolik karaciger hastaliginin
yani sira alkolik olmayan yag karaciger hastaligi, kronik karaciger hasari, rejenerasyon
ve siroz yolaklart vasitasiyla baskin olarak etki edebilir. Buna gére, HCC’lerin %70-
90’n1 sirotik karaciger gelistirdiginden, HCC’nin gelisimi i¢in en biiyiik kliniksel risk
faktorii karaciger sirozudur. HCC’lerin biiylik cogunlugu, hepatositlerin malign
transformasyonu ve HCC gelisimi ile sonuglanan rastgele olusan genetik degisikliklere
neden olan mitogenik ve mutajenik ¢evre saglayan kronik hepatitten sonra meydana

gelmektedir (Blum 2005).

Cizelge 1.1. HCC’nin baglica etiyolojileri (Blum 2005)

Kronik viral hepatitleri B, C, D
Toksinler (6r: alkol, aflatoksin)

Kalitsal metabolik karaciger hastaliklar1 (6r: kalitsal hemokromatozis, o-1-antitripsin|
eksikligi)

Otoimmiin hepatit

Ozellikle erkeklerde kilo ve diabetes mellitus; alkolik olmayan yag karaciger hastaligy
(NAFLD)

Karaciger sirozlu hastalardaki HCC riski, altinda yatan karaciger hastaliginin
aktivitesine, sliresine ve etiyolojilerine baghdir (Sekil 1.1). Klinik ve biyolojik

degisiklikler, HCC gelisiminin en biiyiik riskini tasiyan sirozlu hasta gruplarmin daha



ileri diizeyde incelenmesine izin verir (Velazquez vd 2003). Hepatit B viriisii (HBV) ve
HCV enfeksiyonu, HBV enfeksiyonu ve aflatoksin B1 (Ming vd 2002, Yu ve Yuan
2004), HBV/HCV enfeksiyonu ve alkol ya da diabetes mellitus (Hassan vd 2002) ya da
HCV enfeksiyonu ve karaciger yaglanmasi gibi etiyolojilerin bir arada bulunmast HCC
gelisiminin nispi oranini arttirmaktadir. Genel olarak, HCC erkeklerde kadinlara gore
daha yaygindir ve insidansi yagla beraber artmaktadir. Aflatoksinler, p53 tiimor
baskilayic1 gen mutasyonlarini uyarabilmekte, bu da cevresel bir faktoriin tiimor
gelisimini molekiiler seviyede etkiledigini gostermektedir. Ayrica, transgenik fare
modellerinde cevresel ya da enfekte edici ajanlar olmadan kronik immiin aracili
karaciger hiicre hasar1t HCC’ye neden olmaktadir (Nakamoto vd 1998). Sitotoksik T
lenfositlerin inhibisyonu, apoptozisin ve Fas ligandinin nétralizasyonu ile kronik

inflamasyonu uyarmaktadir (Nakamoto vd 2002). Ilave olarak, transgenik fare

modelinde NF- ¥B’nin, inflamasyon ve HCC gelisimi arasindaki baglanti olabilecegi

gosterilmistir. Son olarak sitokrom P450 oksidaz, N-asetil transferaz ve glutatyon-S-
transferaz gibi ila¢ metabolize edici enzimlerin 6zel polimorfizmleri HCC gelisiminin

genetik hassasiyetine katkida bulunabilmektedir (Chen ve Chen 2002).
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Sekil 1.1. Karaciger sirozunda HCC riski (Blum 2005)




1.1.1. Hepatokarsinogenezin icerdigi hiicresel sinyal yolaklari

Kapsamli epidemiyolojik ¢alismalar yillardir, HCC’nin baslica risk faktorlerini
tanimlamakta ve HCC’nin patogenezini anlamak i¢in bir¢ok calisma yapilmaktadir.
Buna ragmen, karsinogeneze neden olan molekiiler mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Viral enfeksiyon ya da hepatotoksik ajanlara maruz kalmasindan dolay1
karaciger dokusunda meydana gelen degismeler hiicresel sinyal yolaklarinda onemli
degismelere neden olmakta ve gen ekspresyonunu degistirerek timér olusumu ile

sonuclanmaktadir (Sekil 1.2).

Aflatoksin,Alkol

HBV, HCV
Jak/STAT
HBV, HCV
Wnt/B katenin /
inflamasyon/
S|tokinler
HCC
MAP klnaz
Stres
Buyume faktorleri
p53 EGF/TGF-p
HBV, HCV

Aflatoksin,HBV,
Hemokromatozis

Sekil 1.2. HCC’de yer alan hiicresel sinyal yolaklar1 (Aravalli vd 2008)

Sinyal iletim yolunun HCC ile olan iliskisi ¢izelge 1.2°de kisaca 6zetlenmistir. Bu
yollar iizerindeki potansiyel biyobelirtecleri ve molekiiler hedefleri belirlemek igin

calismalar yapilmaktadir (Cizelge 1.3).



Cizelge 1.2. Cesitli risk faktorlerinin neden oldugu HCC’de etkili oldugu bilinen
hiicresel sinyal yolaklari

_ Etki ettigi sinyal
Risk faktori Kaynak
yolu
Wnt/B-Katenin Hsu vd 1991
Aflatoksin
p53 Hsia vd 1994, Weinberg
1995, Azechi vd 2001
Alkol Wnt/B-Katenin Colnot vd 2004
Wnt/B-Katenin Colnot vd 2004
p33 Azechi vd 2001
HBV pRb Satoh ve Kaziro 1992,
Yoshida vd 2006,
MAP kinaz Bai vd 2003
Sitokin sinyali Budhu vd 2006
Hemokromatozis p53 Pimienta ve Pascual 2007
Kimyasal Nonomura vd 1987, Jagirdar vd
Karsinotenlor Ras 1989, Liao vd 1997, Liao vd 2000,
J Calvisi vd 2006




Cizelge 1.3. HCC’ye neden olan ¢esitli risk faktorleri ile ilgili potansiyel biyobelirtecler
ve hiicresel sinyal yolaklar ile olan ilgileri

Risk faktorii Biyobelirte¢ Kaynak
B-kateninde olan mutasyonlar Hickman vd 2002
Aflatoksin P53’1in 249. kodonunda olan Weinberg 1995
mutasyonlar
B-kateninin defosforilasyonu Colnot vd 2004
Friszzled-7’nin asiri Colnot vd 2004
iretimi
HBV
pRb nin az iiretimi Satoh ve Kaziro 1992,
Yoshida vd 2006
P16 nin az iiretimi Satoh ve Kaziro 1992
B-kateninin defosforilasyonu Colnot vd
2004
HCV
B-kateninde olan Hickman vd
mutasyonlar 2002
Friszzled-7 nin asirt Colnot vd 2004
iiretimi
Hemokromatozis p53’iin 249. ve 250. kodonunda | Pimienta ve Pascual 2007
olan mutasyonlar
N-ras 1n kodon 12 de olan nokta | Jagirdar vd 1989
mutasyon
' K-ras 1in kodon 61 de olan nokta | Jagirdar vd 1989
Kimyasal mutasyon
karsinojenler

H-ras 1n kodon 13 de olan nokta
mutasyon

Nonomura vd 1987,

Calvisi vd 2006

K-ras in kodon 64 de olan nokta
mutasyon

Liao vd 1997




1.2. Thymus revolutus Célak Bitkisi

Cogunlukla kuzey 1liman bolgelerde bulunan 7hymus cinsleri dayanikli, uzun
Omiirlii, aromatik ve yaprak dokmeyen ya da ara sira doken yaklasik 400 tiirden olusan
otsu bitkilerdir (Safaei-Ghomi vd 2009). Genellikle kekik olarak bilinen bu aromatik
bitkiler i¢in kullanilan 7hymus ismi, ¢ok eski bir yunan ismidir (Bhattacharjee 2005).
Bu bitkiler giiney Avrupa’ya ve Asya’ya 6zgl olup, bir¢ok biyolojik ve farmokolojik
ozelliklerinden dolayr tibbi bitkiler olarak iyi bilinmektedirler. 51 taksona ait 181
ornegin, Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ilag Arastirma Merkezinde (TBAM) ugucu yaglari
calisilmigtir. Tirkiye Thymus taksonlarinin %85’ ini meydana getiren bu 181 6rnek,
yag bakimindan arastirilmistir. Caligmalar, biitlin taksonlarinin = %49’unun yag
bakimindan zengin (>%1) olduklarin1 gostermektedir. % 0.1-1.0 yag veren %23 ’{iniin
orta-zengin oldugu ve sadece %]18’inin %0.1’den daha az yaga sahip oldugu
belirtilmektedir (Baser 2002). Baz1 Thymus tiirlerinin ugucu yaglari, izomerik fenolik
monoterpenler timol ve/veya karvakroliin yiliksek konsantrasyonlarmin varligi ile
karakterizedir (Baser 1995), ayrica Thymus caramanicus Jalas ve Cezayirin farkl
bolgelerinden toplanan Thymus pallescens ve Thymus algeriensis gibi Thymus
tiirlerinde p-simen ve y-terpinen gibi bilesenler de yliksek oranlarda bulunmaktadir
(Safei-Ghomi vd 2009, Hazzit vd 2009). Thymus cinsleri, diinya capinda iinlii bitkiler
arasinda yer almakta ve genellikle bitki ¢ayi, tatlandirict madde (sos ve baharat),

aromatik ve tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (Stahl-Biskup 2002).

Thymus cinslerinin, Tirkiye’de 41 tiirii bulunmakta ve bunlarin 24’1 endemiktir
(Orhan vd 2009). Sistematikteki yeri ¢izelge 1.4’te verilen Thymus revolutus Célak,
acik kayaliklarda ve cakilli topraklarda biiyiiyen Tiirkiye’deki endemik tiirlerden
biridir. Calismamizda kullandigimiz Thymus revolutus C. Haziran 2008 doneminde
Akdeniz Universitesinin Ziraat Fakiiltesinin giineyinde bulunan agik kayalik ve ¢akilli

alandan toplanmistir.



Cizelge 1.4. Thymus revolutus Célak’in sistematikteki yeri (http://biow.tubitak.gov.tr/
present/taxonForm1.jsp-27.1.2010)

Alem Plantae

Alt Alem Tracheobionta
Bolim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Alt Simif Asteridae
Takim Lamiales
Familya Lamiaceae
Cins Thymus L.

Sekil 1.3. Thymus revolutus Célak
1.3. Serbest Oksijen Tiirleri

Serbest oksijen tiirleri; siiper oksit radikali (O,-), hidroksil radikali (-OH), peroksi
radikali, tekil (singlet) oksijen radikali ('0y), peroksinitrit (ONOQO") ve hidrojen peroksit
(H20,) olup bu radikaller oksijenli solunum metabolizmasi esnasinda olusurlar. Bu

radikallerin yarilanma Omiirleri birka¢ mili saniye ile dakikalar arasinda degismektedir



(Yeh vd 2005). Ayrica bazi enzim reaksiyonlar1 da reaktif oksijen tiirleri (ROT)
olusumuna neden olmaktadir (Altintag 2006).

Stiperoksit radikali, molekiiler oksijenin oksidatif fosforilasyon esnasinda
enzimlerin katalizérliigiinde bir elektron indirgenmesi sonucunda meydana gelmektedir.
O, ’nin yarilanma 0mri hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit dismutaz (SOD)
enziminin varligina baghdir (Altintas 2006). Ayrica indirgeyici molekiiler oksijene tek

elektron verip kendileri oksitlenirken O, olusur.

Stiperoksit radikalinin, yiiksek katalitik etkiye sahip SOD enziminin etkisiyle
konsantrasyonu azalir. SOD tarafindan katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon

tepkimesi olarak adlandirilir (Halliwell 1984).

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup {tiretildigi her yerde
bir¢cok molekiil ile reaksiyon verir. -OH, iyonlastirict radyasyonun (x-1sinlar1) etkisiyle
su molekiillerinin homolitik kirilmas1 sonucunda olusabildigi gibi H,O, molekiiliiniin
metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilmektedir (Altintas
2006). Demir ve bakir gibi metal iyonlar1 tarafindan katalizlenen bu indirgenme

reaksiyonu Haber-Weiss tepkimesi olarak bilinmektedir (Sekil 1.4).

Fe> 4 05 0 5 FE 4 03 oo @
Fe™™ + Hy05 — F& 4+ OH + SOH....o.ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e (ID)
Oz_‘+ H202—> 02 + OH_+ SO H e (HI)

Net reaksiyon:

‘Oz_ + HzOz — *OH + HO™ + Oz

Sekil 1.4. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmasi (Thomas 1999)
Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak

bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur.

Tekil oksijen, molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup

biyolojik sistemlerde fotosentez reaksiyonlari sirasinda olusmaktadir. 'O,’nin yarilanma



omrii ¢ok kisa olup karbon-karbon cift baglar ile tepkimeye girme egilimi yiiksek

oldugu gosterilmistir (Altintas 2006).

Hidrojen peroksit (H,O,), oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin, enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon
tepkimeleri sonucu olusur. Yapisinda paylasilmamis elektron igermediginden radikal
Ozellik tasimaz, reaktif bir tiir degildir. HO;’in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
sebebi demir, bakir gibi metal iyonlarmin varliginda -OH’inin Onciilii olarak
davranmasidir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O‘in

derhal ortamdan uzaklagtirilmasi gerekir (Altintag 2006).

ROT’larin DNA, hiicresel proteinler ve lipidler iizerinde zararli etkileri vardir
(Ammar vd 2009). Ayn1 zamanda kalsiyum metabolizmasina etki ederek hiicre i¢i
serbest kalsiyumun kontrolsiiz yiikselmesine ve dolaysiyla hiicrenin zarar gérmesine ya

da 6lmesine sebep olmaktadirlar (McCormick vd 2000).

1.4. Lipid Peroksidasyonu ve Etki Mekanizmasi

Lipid peroksidasyonu, zar fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan ve bdylece zar lipid yapisini degistirerek hiicre yap1 ve

fonksiyonlarini bozan bir olaydir (Mateos vd 2005).

Lipid peroksidasyonu kimyasal bir siire¢ olup serbest radikallerin membrandaki

doymamus yag asitlerini etkilemesi ile baslar (Canorug vd 2001).

Hiicre ici aldehitler, cogunlukla endojen olarak oksidatif hasar altinda
olusturulurlar (Esterbauer vd 1991, Bartsch 1999, Marnett ve Plastaras 2001). Oksidatif
stres, fosfolipidlerle ve yag asitleri ile etkileserek aldehitleri de iceren bircok iiriin
meydana getiren ROT ni tiretir. Bu yol genel olarak lipid peroksidasyonu (LPO) olarak
bilinir (Feng vd 2006). LPO normal fizyolojik kosullarda meydana gelmesine ragmen,
viral ya da bakteriyel enfeksiyon sirasinda, ksenobiyotik ve radyasyona maruz
kalindiginda ve enflamasyon sirasinda olusmasi 6nemlidir (Esterbauer vd 1991, Bartsch
1999, Marnett ve Plastaras 2001, Uchida 2003). Aldehit meydana getiren iki yol olan,
oksidatif stres ve LPO karsinogenez de oynadiklar1 énemli rol ile iligkilendirilmistir.

Aldehitlerin, mutageneze ve karsinogeneze neden olduklar1 asil mekanizmalar hala
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anlasilamamistir (Feng vd 2006). LPO tarafindan tiretilen iki 6nemli hiicre i¢i aldehit,
malondealdehit (MDA) (Sekil 1.6) ve trans-4-hydroxy-2-nonenal’dir (4-HNE) (Sekil
1.5) (Esterbauer vd 1991, Bartsch 1999, Marnett ve Plastaras 2001, Uchida 2003).
MDA ve 4-HNE hiicreye girmek yerine hiicre membraninda toplanirlar. 4-HNE
uygulamasi bir¢ok sitotoksiteye neden olmustur. Bu faktorler, deneysel modellerde 4-
HNE ve MDA nin neden zayif ekzojen mutajen ve karsinojen olduklarini agiklamistir

(Feng vd 2006).

O

C!_'E?\/\//\“W/ W\ =
OH

Sekil 1.5. 4-HNE’ nin kimyasal yapis1 (Esterbauer vd 1991, Uchida 2003)

‘ RH
A\

0" ™H

Sekil 1.6. MDA’ nin kimyasal yapis1 (Esterbauer vd 1991)

MDA, hiicrelerde en ¢ok bulunan LPO iirlinlerinden bir tanesidir ve ayrica
prostaglandin biyosentezinde de iiretilir (Dicafalusy vd 1977, Esterbauer vd 1991,
Marnett 1999-a, 1999-b). MDA nin insan ve memeli hiicrelerinde mutajenik (Tau 1979,
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Bird vd 1982, Niedernhofer vd 2003), fare ve ratlar da karsinojenik oldugu
gosterilmistir (Feng vd 2006). MDA, diger LPO f{iriinleri ile karsilastirildiginda fazla
reaktif bir bilesik degildir, 4-HNE’ den daha az aktiftir (Esterbauer vd 1991).

1.4.1. Lipid peroksidasyonunun zararh etkileri ve onlenmesi

Lipid peroksidasyonunun baslica iirlinii olan MDA uzun omrii ve yliksek
reaktivitesi ile hiicre ici ve disindaki protein, niikleik asit gibi bir¢ok biyomolekiile etki
ederek geri doniislimii miimkiin olmayan hasarlara yol agmaktadir (Rio vd 2005).
Bunun yam1 sira membran akiciliginin azalmasina, membran fonksiyonlarinin
yavaslamasina, membran reseptdr ve enzimlerinin inaktive olmasina ve Ca " iyonlarinin

membran gegislerinin artmasina neden olmaktadir (Canorug vd 2001).

Aldehitlerin hem karbonil grubu hem de olefinik baglar1 sadece DNA ile
etkilesmezler. Ayn1 zamanda sistein ve histidin gibi amino asitlerle de etkilesirler
(Esterbauer vd 1991, Bartsch 1999, Marnett ve Plastaras 2001, Uchida 2003). MDA,
proteinlerin ilk olarak lizin kalintilar1 ile etkilesirken ayn1 zamanda histidin, tirozin,
arjinin ve dokulardaki metiyonin kalintilar1 ile de etkilesir (Buttkus 1967, Esterbauer vd
1991, Slatter vd 2000). Dokulardaki MDA’nin en az %~80’inin proteinlere geri
doniigiimlii (reversible) baglandig1 gosterilmistir (Slatter vd 2000, 2004). Oksidatif stres
altinda hiicrelerde olusan aldehit-protein ve aldehit-DNA olusumunun seviyesine
bakildiginda, aldehitlerin biiylik cogunlugunun DNA dan ¢ok proteinlerle etkilestigi
goriilmektedir. Bu aldehit protein etkilesimi DNA tamirinde gorev alan proteinlerin

fonksiyonunu da etkiler (Feng vd 2006).

Aldehitlerin gii¢lii mutajen olduklart ve© DNA hasari meydana getirerek
karsinogenezi baslattiklar1 ortaya konmustur (Esterbauer vd 1991, Bartsch 1999,
Marnett ve Plastaras 2001, Uchida 2003). Aldehitler, DNA tamirini de igeren protein
fonksiyonlarini zayiflatabilirler. Eger boyle bir durum olusmus ise, tamir proteinleriyle
aldehitlerin etkilesimi, mutagenezi ve karsinogenezi arttirabilir ve DNA tamir
kapasitesini azaltabilir. Yakin zamanda 4-HNE’nin insanlardaki en énemli DNA tamir
mekanizmalarindan olan niikleotid kesip ¢ikarma mekanizmasini oldukg¢a inhibe ettigi
ve bu inhibisyonun, 4-HNE’nin tamir proteinleriyle dogrudan etkilesimi sonucu

olustugu gosterilmistir (Feng vd 2004).
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Piper gaudichaudianum’™un yapraklarindan elde edilen ugucu yagin V79
hiicrelerine uygulanmasi, tiyobarbitiirik asit reaktif tlirlerinin (TBARS) {iretilmesinin,
ucucu yagin konsantrasyonundaki artisa paralel olarak arttigi gosterilmistir. Bu artis,
ucucu yagin 0.5 pg/ml ve yukarisindaki konsantrasyonlarda uygulanmalarinda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Péres vd 2009).

Origanum vulgare ve Satureja montana’nin yapraklarindan elde edilen ugucu
yaglarin Winstar rat karacigerlerinden elde edilen mikrozomlarda MDA olusumunu
azalttig1 gosterilmistir. Olusan MDA nin %50’sinin azaltilmasi icin gereken O. vulgare
ucucu yaginin konsantrasyonu 17.0 pg/ml olarak bulunurken, bu deger S. Montana’nin
ucucu yagi icin 27.2 pg/ml olarak bulunmustur. Ayrica karvakrol ve timoliinde
karaciger mikrozomlarinda MDA olusumunu azalttig1 gosterilmistir. Olusan MDA nin
%350’sinin azaltilmasi i¢in gereken karvakrol konsantrasyonu, 10.5 pg/ml (70.1 pM)
olarak bulunurken, bu deger timol i¢in, 6.6 pug/ml (43.9 uM) olarak bulunmustur. 300
png/ml konsantrasyonda kullanilan p-simen ve y-terpinen karaciger mikrozomlarinda

MDA olusumunu azaltict higbir etki gostermemistir (Prieto vd 2007).

Murin osteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinde, rediikleyici seker olan 2-Deoxy-D-
ribozun (dRib) 30 mM konsantrasyonunda uygulanmasindan sonra MDA olusumunun
arttig1 gdzlenmistir. Daha sonra dogal bir flavonoid olan kaempferoliin 10°-10° M
konsantrasyonlarinda dRib’in bulundugu ortama eklenmesinden sonra MDA

olusumunun azaldig1 gosterilmistir (Suh vd 2009).

1.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikaller gibi viicuda zarar veren, metabolizmanin
kimyasal aktif iirlinlerini nétralize eden bilesiklerdir. Oksidatif stres ile ilgili oldugu
diistiniilen kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli patolojik
durumlarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Losso vd 2007). Hem bitkisel hem de
hayvansal kaynakli antioksidanlar vardir. Bitki fenolleri, bitkisel antioksidanlarin
onemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Ayrica antitimoral, antiviral ve antibiyotik

ozellik gostermektedirler (Apak vd 2007).
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Serbest radikallerin olusumu, yasamin baslangicinda ve biyolojik evrimde
onemli rol oynar (McCord 2000). Ornek olarak oksijen radikalleri, sinyal iletiminde ve
hiicrelerdeki ¢oziiniir guanilil siklaz aktivitesinin regiilasyonu gibi kritik olaylarda
kullanilir (Lander 1997, Zheng ve Storz 2000). Bununla birlikte, serbest radikaller ve
diger yakin tiirler, hiicre hasarina ve 6liimiine neden olan biyomolekiillerin (protein,
amino asit, lipit, DNA) oksidasyonuna neden olurlar (Lander 1997, Freidovich 1999,
Ignarro vd 1999, McCord 2000, Zheng ve Storz, 2000). Ornegin, hiicrede oksidatif
hasar1 arttiran ROT, SOD’un fiziksel, kimyasal ve immiinolojik 6zelliklerini dikkate
deger bir bigimde degistirir. Serbest radikallerin sitotoksik etkileri memeli hiicreleri igin

zararhdir (Tepe vd 2005a).

Hiicreler, normal olarak ROT’un neden oldugu zararlardan, cesitli reaktif
oksijen tiirlerini siipiiriicli proteinler, enzimler ve kimyasal bilesikler tarafindan korunur

(Ozgunes vd 1995, Gambhir vd 1997, Cimen vd 2000).

Farkl1 aktivitelere sahip bir¢cok antioksidan sistem gosterilmistir. O, ve H,O,
sliplirme yetenegine sahip olan enzimler; SOD, katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidazdir (GSH-Px). SOD, siiperoksit anyonunun H,0O,’e¢ dismutasyonunu
katalizleyerek, ROT’lara kars1 ilk savunma hattidir (Sarban vd 2005). H,O,, H,O ve
0O;’e CAT tarafindan doniistiiriiliir. GSH-Px, glutatyonu okside ederken H,O, gibi
lipidik ya da lipidik olmayan hidroperoksitleri azaltan bir selenoproteindir (Michiels vd
1994). Eger ROT lar siipiiriilmezse, lipit, protein ve DNA hasarinin artmasina dnciiliik
ederler. Plazma lipit peroksidasyonunun, antioksidan savunma sisteminin azalmasindan
dolay1 arttig1 bulunmustur (Sarban vd 2005). Hiicre i¢cinde bulunan Cu-Zn SOD, GSH-
Px ve CAT, ROT’lant ortadan kaldirarak antioksidan enzim olarak gorev yaparlar

(Michiels vd 1994).

Sentetik antioksidanlarin kararli olmamasindan ve yiikksek oranda ugucu
olmasindan dolay1 yiyecek endiistrisinde kullanilan bu antioksidanlarin giivenirliligi ve
koruyucu etkisi sik sik sorgulanmaktadir (Sokmen vd 2004). Bu yilizden oksidatif
zararlardan insanlar1 korumakla ilgili ¢aligmalar, dogal olarak olusan antioksidanlari
bulmak iizerine yogunlasmistir (Scalbert vd 2005). Aromatik bitkilerin dogal
antioksidan olarak onemleri agiklanmistir (Dapkevicious vd 1998, Kahkonen vd 1999,

Parejo vd 2002).
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Antioksidanlar genel olarak yag asitlerinin oksidasyonunun inhibitdrleri olarak
kullanilirlar. Yag asitlerinin pargcalanmasi, bozulmalarinin ana nedenlerinden biridir ve

yag asidi oksidasyonu gida endiistrisinde 6énemli bir sorundur (Kartal vd 2007).

Bir¢ok caligsma, fenolik bilesiklerin, serbest radikal siiplirme kapasitelerinin
sonucu olarak antioksidan aktivite gosterdiklerini ortaya koymustur (Seyoum vd 2006).
Fenolik bilesikler, metal iyonlar1 selatorii olarak, radikal olusumunu Onleyerek ve
antioksidan endojen sistemini gii¢lendirerek antioksidan olarak davranirlar (Al-
Azzawie ve Mohamed-Saiel 2006). Bu bilesikler, sadece hidrojen ve elektron verme
yeteneklerinden dolay1 antioksidan olarak davranmazlar ayn1 zamanda, kararl radikal
aracidirlar (Ammar vd 2009). Flavonoidler, antioksidan ve serbest radikal siiplirme
aktivitelerinden dolayr en oOnemli dogal fenoliklerdir (Kahkénen vd 1999).
Flavonoidler, antioksidan olarak ROT’larin biiylik bir kismin siipiiriicii ve LPO’nun
inhibitorleri olarak agiklanmistir (Williams vd 2004). Bir¢ok ¢alisma da, flavonoidlerin
antioksidan kapasitelerini ortaya koymustur (Cotelle vd 1996, Bors vd 2001, Cai vd
2006).

Fenollerin kuvvetli antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 kanitlanmigtir
(Ruberto ve Baratta 2000). Oksijenize monoterpenlerden, o6zellikle iyi bilinen iki
fenolik bilesik (timol ve karvakrol), bunlari igeren bitki yaglarinin antioksidan
aktivitelerinden sorumludurlar (Laguori vd 1993, Aeschbach 1994, Barata vd 1998).
Monoterpen hidrokarbonlari; 6zellikle terpinolen, o ve y terpinenin antioksidan etkileri
oldugu gozlenmis, fakat net bir sekilde hicbiri oksijenize monoterpenlerden giiclii
degildir. Bu aktivite farkinin nedeni, molekiillerdeki giiclii aktif metilen gruplaridir.
Diger taraftan seskiterpen hidrokarbonlart ve onun oksijenize tiirevleri ¢ok diisiik

antioksidan aktiviteye sahiptirler (Ruberto ve Barata 2000).

Thymus tiirlerinin ugucu yaglar1 p-simen, y-terpinen, timol ve karvakrol gibi
fenolik monoterpenlerce zengindir (Pank vd 2004). Akdeniz bolgesinde yaygin bir
sekilde bulunan adagayi, biberiye ve kekik gibi bazi aromatik bitkilerin antioksidan
0zelligi oldugu gosterilmistir. Bir¢ok bitki tiirii glinlimiizde, antioksidan 6zelliklerinden

dolayr gida katki maddelerinin kaynagi olarak kullanilmaktadir (Safaei-Ghomi vd
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2009). Aromatik bitkilerdeki dogal antioksidanlarin arastirilmasi, yiyecek ve ilag

sanayinde sentetik antioksidanlara alternatiftir (Parejo vd 2002).

1.5.1. Cesitli Thymus tiirleri ile yapilan antioksidan aktivite ¢alismalar:

Bitkilerdeki  antioksidan  bilesiklerin ~ varligi, antioksidanlarin  farklh
mekanizmalarla etki etmelerinden dolay1 bir¢ok metotla belirlenir (Kartal vd 2007). Bu
tip bilesikler, birincil antioksidanlar olarak adlandirilirlar ve bunlar serbest radikallerin
siiptiriilmesinde ve zincir kirilmalarinin 6nlenmesinde onemli rol oynarlar. Ayrica
metal deaktivatorleri olarak, lipid hidroperoksit bozulmalarimin inhibitorleri olarak,
birincil antioksidanlarin yeniden olusturulmasinda ve 0, stipiiriicli olarak davranirlar

(Gordon 1990, Koleva vd 2002).

Bitkilerin antioksidan 6zelliklerini belirlemek i¢in bircok metot bulunmaktadir.
Antioksidan aktivite belirleme calismalarinda sik olarak kullanilan ve bizim de
calismamizda kullandigimiz iki metot; 2,2 -difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH") testi
ve P-karoten/linoleik asit renk acilim testidir (Halliwell vd 1987, Halliwell ve
Gutteridge 1990, Halliwell 1990, Gordon 1990, Koleva vd 2002). DPPH- testi, serbest
radikal siiplirme aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in iyi bilinen bir metottur. Polariteden
bagimsiz, ¢cok hizli, kolay ve tekrar edilebilir bir metottur (Koleva vd 2002). DPPH
radikal stipirme aktivitesi ile toplam polifenoller arasinda gii¢lii bir iliski vardir (Lu ve

Foo 2000, Siriwardhana vd 2003).

Antioksidanlar genel olarak yag asitlerinin oksidasyon inhibitorleri olarak
kullanilirlar. Bu yiizden linoleik asit oksidasyonunun inhibisyonu, belirte¢ olarak
kullanilan B-karoten varliginda Slgiilebilmektedir (Dapkevicius vd 1998). Linoleik asit
oksidasyonu, [-karotene saldiran ve karakteristik rengini agan (acik sar1 sulu
emiilsiyonlarinda) konjuge dienleri ve diger ugucu {iriinleri iiretir. Genel olarak hem
serbest radikal siipiirme aktivitesi olan hem de linoleik asit oksidasyon inhibisyon

ozelligi olanlar gida endiistrisinde tercih edilmektedir (Kartal vd 2007).

Thymus praecox subsp. caucasicus var. caucasicus (TP) un ¢iceklerinden elde
edilen ugucu yag ile yapilan DPPH radikal siipiiriicli antioksidan aktivite testinde, 0.5

mg/ml ugucu yag konsantrasyonunda %7.66’lik inhibisyon, 1.0 mg/ml konsantrasyon
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da %12.27’lik inhibisyon ve 2 mg/ml konsantrasyon da %:20.37°1lik inhibisyon elde
edilmistir. Ayni bitkinin yapraklarindan elde edilen ugucu yag ile yapilan DPPH radikal
stipliricii  aktivite testinde ise, 0.5 mg/ml ugucu yag konsantrasyonunda %06.44’liik
inhibisyon, 1.0 mg/ml konsantrasyon da 9%10.36’lik inhibisyon ve 2 mg/ml
konsantrasyon da %16.19’luk inhisyon degerleri ortaya konmustur (Orhan vd 2009).

Thymus spathulifolius bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu
yag ile yapilan ¢aligmada ise %50 inhibisyon saglayan (ICsg) deger 242.2 pg/ml olarak
bulunmustur. Ayrica ayni bitkinin ugucu yagi ile yapilan linoleik asit oksidasyon

inhibisyon degeri %92 dir (Sokmen vd 2004).

Thymus caramanicus Jalas bitkisinden elde edilen ucucu yagin ICsy radikal
stiptiriicti aktivitesi 263.09 pg/ml olarak bulunmustur. Ayrica ayni bitkinin ucucu yagi
ile yapilan linoleik asit oksidasyon inhibisyon degeri %79.03diir (Safaei-Ghomi vd
2009).

Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus ve Thymus sipyleus subsp.
sipyleus var. rosulans bitkilerinin toprak {istli kisimlarindan elde edilen ugucu yaglar ile
yapilan ¢alismalarda, 7. sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus’un ICs, radikal siipiiriicii
aktivitesi 2670 pg/ml olarak bulunurken, 7. sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans’in
radikal siiptiriicli aktivitesi diger varyetelere gore daha yiliksek ¢cikmis ve ICsy degeri
220 pg/ml olarak bulunmustur (Tepe vd 2005b). Ayni bitkilerin ugucu yaglar ile
yapilan linoleik asit oksidasyon inhibisyon testinde ise 7. sipyleus subsp. sipyleus var.
sipyleus’un ugucu yagmin bir aktivite gostermedigi bulunurken, 7. sipyleus subsp.
sipyleus var. rosulans’in ugucu yaginin linoleik asit oksidasyon inhibisyon degeri %92
bulunmus ve sentetik antioksidan butil hidroksitoluen’in (BHT) linoleik asit oksidasyon

inhibisyon degerine (%96) yaklagsmistir (Tepe vd 2005b).
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1.6. Ugucu Yaglar

Bir¢ok bitkiden elde edilen ugucu yaglar son zamanlarda bilimsel ilgi
kazanmistir (Tepe vd 2005a). Gilinlimiizde, ucucu yaglar degisik amagclara yonelik,
ozellikle bilimsel ve ticari olarak bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Bu kullanim
alanlarinin baginda kozmetik, ilag, gida sanayi, aromaterapi ve fitoterapi gelmektedir
(Rao-Rajeswara vd 2005). Ugucu yaglar, genis bir kullanim alanina sahip oldugu igin
son zamanlarda bir¢ok bilim adaminin ilgisini ¢cekmis ve bu yaglarin kimyasal yapilar
incelenmis, biyolojik aktiviteleri merak konusu olmustur (Barocelli vd 2004). Bitki
ucucu yaglari, bitkinin korunmasinda, adaptasyonunda ve tozlagsmasinda gorev alirlar
(Kartal vd 2007). Giiniimiizde tibbi bitkilerin ve bu bitkilere ait ugucu yaglarin saf ve
ozellikle ana etken maddelerinin elde edilip degerlendirilmesi hem bilimsel hem de

ekonomik ag¢idan oldukg¢a 6nemlidir.

Ugucu yaglar, bitkilerden genellikle distilasyon ile elde edilen, oda sicakliginda
s1v1 olan, bazen donabilen ugucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi karisimlardir (Tanker vd
1990). Bitkiye 6zgii bir koku ve tat verirler. Cesitlilikleri ve oranlar1 bitki tiirline gore
degisir. Su buhan ile siirliklenir, suda ¢dziinmez, organik c¢doziiciilerde kolaylikla

¢oOziiniirler (Baytop ve Baser 1995, Safaei - Ghomi vd 2009 ).

Ugucu yaglar olduk¢ca kompleks bir igerige sahip olup yapilarinda
monoterpenler, seskiterpenler, alkoller, aldehitler, ketonlar, fenoller, eterler, peroksitler,
ve oksitlerini igerirler. Bitkinin ugucu yag bilesenleri ve kalitesi, bitkinin tiiriine,
cografik durumuna, yetistigi toprak yapisina, iklim kosullarina, hasat zamanina, segilen
organ ve ekstraksiyon yontemine gore degisebilmektedir (Perry vd 1999, Congiu vd
2002, Zrira vd 2003). Genellikle yag kompozisyonunu farkli bilesenler olugturmasina
ragmen bircok tiirde bir bilesen daha fazla miktarda bulunur. Ana bilesenler yag
icerisinde yiiksek oranda (%20-70) bulunurken diger bilesenler ise eser seviyede
bulunmaktadir. Ancak eser seviyede olan bir¢ok bilesenin, ugucu yagin biyolojik

aktivitesine 6nemli seviyede etkisi olabilecegi de belirtilmektedir (Yu vd 2004).

Gilinlimiizde tibbi, aromatik ve baharat bitkileri diinya ticaretinde 6nemli bir
yere sahiptir. Dilinyada tedavide en fazla tibbi bitki kullanan ve bunlar1 belgeleyen iilke

Cin olup onu bazi Avrupa iilkeleri izlemektedir. ABD’de dogal olarak genis bir alana
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yayilmis aromatik bitkiler igerisinde ugucu yag bitkileri, en yliksek ekonomik éneme

sahip olanidir (Simon 1993).

Tiirkiye’nin ekolojisindeki biiylik farkliliklar sayesinde yurdumuzda tibbi ve
aromatik bitkilerin ¢ogu bulunmaktadir. Sert ve iliman iklim bitkilerinden yar1 tropik
bitkilere kadar pek ¢ok bitki iilkemizde yetisme olanagi bulmaktadir. Anadolu’nun, ii¢
fitocografik bolgenin (Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan) kesistigi bolgede
bulunmasi ve tiir endemizminin yiiksek olusu bu bitki ¢esitliligini saglamaktadir.
Tiirkiye florasina ait tiirlerin %30’u aromatik bitkilerdir. Aromatik bitkiler ugucu

yaglarin esas kaynaklaridir (Yagar 2005).

1.6.1. Ucucu yaglarin bulundugu bitkiler ve bitkide bulundugu bélgeler

Ugucu yaglar en ¢ok Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae, Coniferae, Compositae,
Umbelliferac ve Graminae familyalarinda bulunurlar. Bitkilerin bagli bulundugu
familyalara gore salgi tiiylinde, salgi ceplerinde, salgi kanallarinda veya salgi
hiicrelerinde ugucu yaglar bulunabilirler (http://ogrenci. hacettepe. edu.tr/~serkan(02/

kognozi/UCUCUYAG.pdf- 9.10. 2009).

1.6.2. Ugucu yaglarin kullanildiklar1 alanlar

Bitkiden elde edilen dogal iiriinlerin bir¢ogu biyolojik aktivite gosterirler ve
bazilar1 da gida katki maddesi olarak kullanilirlar. Sentetik antioksidanlar 1940’lardan
beri gida endiistrisinde kullanilmaktadir (Kartal vd 2007). Fakat, toksikoloji ve gida
alaninda uzman kisiler gidalarda kullanilan sentetik antioksidanlardan olan BHT ve
butillenmis hidroksiyanozilliin (BHA) yan etkilerini gostermislerdir (Tepe vd 2005b).
Ornek olarak, bu maddeler canl1 organizmalarda karsinojenik etki gosterebilirler (Ames
1983, Baardseth 1989). Bu gibi nedenlerden dolay1 giinlimiizde dogal kaynaklar tercih
edilmektedir. Bu ylizden son yirmi yildan beri arastirmacilar dogal antioksidanlarin
arastirilmasi lizerine yogunlastiklari i¢in bitkileri antioksidan o6zellikleri bakimindan
incelemektedirler (Kartal vd 2007). Ugucu yaglardaki fenolik bilesiklere (fenolik asit,
polifenol ve flavonoidler) antioksidan ve tatlandiric1 gibi 6zelliklerinden dolayi ilgi
artmaktadir (Lagouri vd 1993, Tsimidou ve Boskou 1994, Lagouri ve Boskou 1995,
Sacchetti vd 2005, Issa vd 2006). Yapilan ¢alismalarda bir¢ok bitki tiirlinden elde
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edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal (Sokmen vd 2004, Hazzit vd 2009) ve antioksidan
aktiviteleri ortaya konmustur. /n vitro ¢alismalarla, bircok 7Thymus tliriiniin ucucu
yagimin ve ekstraktinin antioksidan aktiviteleri arastirilmistir (Zygadlo vd 1995,
Dapkevicius vd 1998, Hazzit vd 2009). Aromatik bitki ekstrakti veya dogal ugucu yag
iceren yiyeceklerin tiiketiminin serbest radikalin neden oldugu hastaliklarin tehlikesini

azaltmas1 beklenmektedir (Young ve Woodside 2001, Milan 2006).

Peroksidasyon, bir¢ok hastaligin etiyolojisi ve patogenezi ile ilgilidir (Halliwell
ve QGutteridge 1999a). Serbest radikallerin neden oldugu hasarlardan hiicresel
bilesenleri koruyan gesitli savunma mekanizmalarinin olmasina ragmen (Halliwell ve
Gutteridge 1999b) bunlar oksidatif stres sirasinda etkisiz olabilirler. Belirli igcecek,
meyve ve sebzenin, patolojisinde serbest radikallerin rol oynadigi hastaliklarin
ilerleyisine etki edebilirler. Bu ylizden ugucu yaglar, yararli anti-peroksidatif 6zellige

sahip olan fitokimyasallarin zengin kaynagi olabilirler.

Bir¢ok ugucu yagin boceklere karsi kuvvetli toksik etki gdsterdigi de ortaya
konmustur. Bu caligmalar ugucu yaglarin insektisidal 6zelligini gostermistir (Shalaby

1998, Zaridah vd 2006, Knio vd 2008).

Birgok Thymus tiiriiniin ugucu yagi ve ekstrakti eczacilikta, kozmetikte, parfiim
endiistrisinde ve bir¢ok gida {riinliniin tatlandirilmasinda ve korunmasinda

kullanilmaktadir (Bauer vd 1997).

1.6.3. Ugucu yag elde etme yontemleri

Ugucu yag eldesi igin 1300’lii yillarin basinda Ispanya ve Fransa’da distilasyon
metodu gelistirilmig, 1550’11 yillara gelindiginde farmakoloji gibi farkli dallarin
ihtiyacina cevap verebilmek amaciyla yeni teknikler uygulanmaya baslanmistir. Bugiin
klasik distilasyon yontemlerinin yani sira ileri teknolojiyi kullanan modern yontemlerde

uygulanmaktadir (Kilig 2008).

Distilasyon, sivilarin  kaynama noktalarindaki farklardan yararlanilarak

gercgeklestirilen bir ayirma islemidir. Bu yontem ile elde edilen ugucu yaglar:

*Yiiksek oranda kaynama noktasi diisiik bilesikler,
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*Az miktarda kaynama noktasi yiiksek ve suda ¢6ziinen bilesikler icermektedir.

Distilasyon yontemleri, su distilasyonu, buhar distilasyonu ve vakum distilasyonu

olmak iizere 3’e ayrilmaktadir:

Su distilasyonu, ugucu bilesiklerin eldesin de yaygin olarak kullanilan geleneksel
bir yontemdir. Kiiciik dl¢ekli tiretimlerde, Clevenger tipi (Sekil 1.7) bir aparatla yapilan
distilasyon islemi, endiistriyel uygulamalarda biiylik distilasyon kazanlarinda

gergeklestirilmektedir.

|

=
Bjiff

| .

|
o

:

Sekil 1.7. Clevenger  cihazi  (www.glasscolabware.com/.../products.php?p=eea247-
30.10.2009)

Yontemin esasi; sogutucu ile irtibatlandirilan bir cam balon igerisinde su ve
bitki materyalinin 2-8 saat siire ile kaynatilarak, su buhar ile birlikte hareket eden yag
molekiillerinin sogutucuda yogunlastirilip sudan ayristirilmasi esasina dayanmaktadir.
Ucucu yaglarin bilesimi pH’a baglh olarak degisse de su distilasyonu yodnteminde

genellikle sivinin pH degeri kontrol edilememektedir (Fakhari vd 2005).

Buhar distilasyonu yonteminde, cam kap igerisine yerlestirilen taze bitki

materyaline basing yardimiyla uygulanan buhar, yag damlaciklarini da beraberinde
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siirikleyerek toplama kabina getirmekte ve yag burada yogunlastirilarak sudan

ayristiritlmaktadir (Linskens ve Jackson 1997).

Vakum distilasyonu yonteminde, bazi bilesiklerin kaynama noktalar1 oldukca
yiiksektir. Bu bilesikleri elde etmek amaciyla sicakligi artirmak yerine basinci
diisiirmek daha etkilidir. Basing bir kez bilesigin buhar basincinin altina indirilirse,

kaynama ve distilasyon islemi baslamaktadir (Kilig 2008).

1.6.4. Ucucu yaglar ve Hep G2 hiicreleri ile yapilan kanser arastirmalari

Hep G2, insan karaciger tiimoriinden elde edilen hiicre dizisidir. Bu hiicre dizisi
ksenobiyotik-metabolize edici birgok aktivitesinin olmasi ile karakterizedir ve insan
karacigerindeki kimyasallarin metabolizmas1 ve sitotoksitesi hakkinda bilgi vermesi

bakimindan kullanigh bir sistem oldugu agiklanmaktadir (Rueff vd 1996).

Doga, daktinomisin ve doksorubisin gibi mikroorganizmalardan ya da
vinblastin, irinotekan, topotekan, vinkristin gibi bitkilerden elde edilen bugiin
kullandigimiz birgok etkili antikanser ilacinin kaynagini saglamistir (Ruffa vd 2002).
Flora lizerinde devam eden caligmalara ragmen yiliksek yapili yaklasik 250.000 tiir
bitkinin sadece %10’u kimyasal ve farmokolojik olarak degerlendirilmistir. Dogal
kaynaklardan yeni sitotoksik etmenlerin aragtirilmasi diinya genelinde bulunan bilim

adamlar1 arasindaki isbirligi ile devam etmektedir (Cragg ve Newman 1999).

Antikanser aktivite i¢cin klinik denemelerdeki ilaclarin yaklasik %50 si dogal
kaynaklardan ya da bunlarla iligkili olanlardan izole edilmistir (Cragg ve Newman
2000). Ugucu yaglarin ana bilesenlerinin belirlenmesi, glivenirliklerinin test edilmesi ve
hastalik tedavisindeki tibbi degerinin ortaya ¢ikarilmasi ilag gelistirilmesi ve ilag

hedefleyen terapiler i¢in 6nemli bir adim saglayacaktir (Usta vd 2009).

Ugucu yaglar plazma membranini gegebilirler ve etkilerini intraselliiler
proteinler ve/veya intra-organel bolgelerle etkileserek gosterirler. Birgok caligsma,
ucucu yaglar i¢cin mitokondrilerin olasi hedef olmasi ile, enzim inhibisyonundan hiicre
Olimiine kadar bir¢ok kimyasal olay1 baglatmasi arasindaki iligkiyi ortaya koymustur

(Ka vd 2003, Duchen 2004).
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Coriandrum sativum’un tohumundan elde edilen ugucu yag bilesenlerinin Hep
G2 hiicreleri iizerindeki 24 saatlik sitotoksik etkisi arastirilmistir. Hep G2 hiicrelerinin
C. sativum’un tohumundan elde edilen ugucu yagda en yiiksek oranda bulunan linalool
bilesigine karsi duyarli oldugu goriilmiistiir. Linalool Hep G2 hiicrelerinin %50’sini
(ICsp) 0.4 uM’da oldiirtiken, %100°tini (IC;o9) 2 uM’da o6ldiirmiistiir (Usta vd 2009).
C. sativum’un tohumundan elde edilen ugucu yagda bulunan diger bilesiklerin de Hep
G2 hiicreleri itizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmig ve yiiksek konsantrasyonlarda
toksik oldugu bulunmustur. 100 uM konsantrasyonda uygulanan bilesiklerden, mirsen
ve D- nerolidol uygulamasinda hiicrelerin %26’s1, dekanal uygulamasinda hiicrelerin
%47’s1, y-terpinen, kamfor, terpineol-4, estragol, geraniol ve timol uygulamasinda
hiicrelerin  %60-69’unun, limonen, karvaserol ve geranil asetat uygulamasinda
hiicrelerin %70-78’inin ve a-pinen ve B-pinen uygulamasinda hiicrelerin %82-85’inin

yasadig1 ortaya konmustur (Usta vd 2009).

Aristolochia mollissima Hance (Aristolochiaceae) rizomlarindan ve toprak iistii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin Hep G2 hiicreleri lizerindeki 24 saatlik sitotoksik
etkisi arastirilmistir. Rizomlardan elde edilen yagla yapilan sitotoksite caligmasinda
ICso degeri 33.2 ug/ml bulunurken, yapraklardan elde edilen yagla yapilan sitotoksite
calismasinda ICsy degeri 40.7 ug/ml oldugu gosterilmistir (Yu vd 2007).

Lindera strychnifolia (Lauraceae) (LS) bitkisinin yapraklarindan ve koklerinden
elde edilen ugucu yagin Hep G2 hiicreleri iizerindeki 24 saatlik sitotoksik etkisi
aragtirtlmistir. LS nin koklerinden elde edilen yagla yapilan sitotoksite ¢aligmasinda
ICsp degeri 38 ug/ml bulunurken, yapraklardan elde edilen yagla yapilan sitotoksite
calismasinda ICso degeri 22.7ug/ml oldugu gosterilmistir (Yan vd 2009).

Bu tezin amaci, Antalya florasinda endemik olarak yetisen 7. revolutus C.’dan
elde edilen ugucu yagin, in vitro kosullarda antioksidan 6zelliklerini ortaya koyarak,
pek cok toksik maddenin ve karsinojenik etkili bilesenlerin biyotransformasyonunun
gerceklestigi insan karaciger kanseri hiicrelerinde (Hepatoma G2) sitotoksik etkisini
arastirmak, ucgucu yagin prooksidan/oksidan etkisini, ugucu yaga maruz birakilan
hiicrelerin membranlarinda meydana gelen lipid peroksidasyonu sonucu olusan

malondealdehit miktarinin hesaplanmasiyla ortaya koymak, ugucu yagin antioksidan
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(koruyucu ) 6zelligini ise, giiclii bir oksidan olan H,O,’e maruz birakilmis hiicrelerde

olusturulacak olan membran hasarina kars1 koruyucu etki gostermesiyle agiklamaktir.

Calismalarimizin sonunda 7. revolutus C.’dan elde edilen ugucu yaglarin, in
vitro olarak antioksidan aktivitesinin ortaya konmasi yeni antioksidan ilaglarin
tiretiminde, hepatoma G2 hiicrelerinde sitotoksik etkilerinden ve membran hasarina
neden olmasindan dolay1 da yeni antikanser ilaglarin {iretiminde dogal bitkisel kaynak
olarak Onerilmesi ulusal ekonomiye 6nemli 6l¢iide katki saglayacaktir. Dogal olarak
elde edilen ugucu yaglarin kullanilmasi ile sentetik katki maddelerinin kullanimi
azalacak, boylece insan saghiginin korunmasina katki saglayacaktir. 7. revolutus C.
ucucu yaginin prooksidan/oksidan ve antioksidan ozelliklerinin ortaya konmasiyla ilag
sanayinde kullanilmasi, dogal kaynaklarimizin degerlendirebilecek yetkinlige

erismemize katkida bulunacaktir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Ucucu Yagin Elde Edilmesi

Thymus revolutus Célak (7. revolutus C.) Haziran 2008 doneminde Akdeniz
Universitesinin Ziraat Fakiiltesinin giineyinde bulunan agik kayalik ve cakilli alandan
toplandi (Cizelge 2.1) ve Prof. Dr. Hiiseyin Siimbiil tarafindan teshisi yapildi. 7.
revolutus C. toplandiktan sonra 1s1k almayan, havadar bir ortamda, oda sicakliginda
kurutuldu. T. revolutus C. bitkisinin toprak iistii organlarinin ugucu yagi, Clevenger (su
buhar1 distilasyon) cihazi (Europen Pharmacopoeial975) ile elde edildi. Oda
sicakliginda kurutulmus 7. revolutus C. bitkisinden 100 gram (gr) tartilip tizerine 1.9
litre (It) su ilave edilip iki saat su distilasyonuna tabi tutularak elde edilen ugucu yaglar
deneylerde kullanilincaya kadar buzdolabinda sakland.

Ucgucu yagin bilesenlerinin analizi, Siilleyman Demirel Universitesi, Deneysel ve
Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezinde, gaz kromotografisi/kiitle
spektrometresi (GC/MS) yontemi ile yapilmistir. Sistemin c¢alisma sartlar1 cizelge

2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.1. T.  revolutus C.’in toplandig1 bolge ve o6zellikleri (Unal ve Gokgeoglu

2003)
Tiir adi Toplandig1 Bulundugu Yiikseklik Ciceklenme
Yer yerin (m) zamani (ay)
Ozellikleri
Thymus revolutus C3-Ziraat Acgik  kayalik, 50-60 5-7
Célak Fakiiltesinin ~ c¢akilli alan
Glineyi
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Cizelge 2.2. GC/MS sisteminin ¢aligsma sartlari

Enjeksiyon Blogu 240°C

Dedektor 250°C

Akis Hizi(psi) 10

Dedektor 70 eV

Iyonlastirma Tiirii EIl

Kullanilan Gaz Helyum

Kullanilan Kolon Cp WAX 52CB 50m * 0,32 mm, 1,2 um
Sicaklik Programi 60°C den 220°C’e dakikada 2°C’lik artisla

ulagtyor. 220°C’de 20 dakika bekliyor.
Kullanilan Kiitiiphaneler Wiley, Nist, Tutor
Kullanilan GC/MS’in Ozellikleri QP 5050 GC/MS

2.2. Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesi
2.2.1. Antiradikal aktivite ol¢ciimii (DPPH Testi)

Kararl organik radikal 2,2 -difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH"), bitki ucucu

yaglar1 ve yiyecek maddelerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kararli serbest radikal DPPH’in, elektron veya hidrojen
atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin varhiginda, bu kimyasallar tarafindan
siipiiriilmesi ~ (temizlenmesi) ile  karakteristik mor renginin  agilmasinin
spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanir. Yani, materyal ne kadar giicli
antioksidan 6zellige sahipse metanolde hazirlanmis DPPH ¢dzeltisinin renginin o kadar

acik olmasi beklenir. Tepkime mekanizmasi agagidaki sekilde gosterilebilir:
DPPH’ + Antioksidan-H — DPPH-H + A’

30 dakika inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH® derisimi spektrofotometrik
olarak Olciiliir. DPPH radikalinin rengindeki acilma antioksidan maddenin radikal

temizleme aktivitesi olarak gosterilir. Polariteden bagimsiz, ¢ok hizli, kolay ve tekrar
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edilebilir bir metottur (Koleva vd 2002). Ayrica ¢ok 0zel cihaz ve reaktifler

gerektirmediginden dolay1 da tercih edilmektedir.

T. revolutus C.’dan elde ettigimiz ugucu yagin antiradikal (elektron veya
hidrojen transferi) oOzelligi DPPH radikal c¢ozeltisi kullanilarak 517 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Bu yontem ile test edilen 7. revolutus C.” dan elde edilen ugucu yagin metanol
icerisinde c¢oziilerek hazirlanan cesitli konsantrasyonlardaki oOrneklerinden 50 pl
almarak tiiplere kondu. Her bir tlipe %0.004’lik (w/v) metanol de hazirlanmig olan
DPPH (Sigma) c¢ozeltisinden 5 ml eklendi. 30 dakikalik karanlikta inkiibasyon
sonrasinda, orneklerin absorbanst 517 nm’de 6l¢tildii. Farkli konsantrasyondaki u¢ucu
yag Orneginin absorbans degeri bos kontrole (50 ul metanol) karst degerlendirildi.
Ornek ve kontrol igin bes tekrarli seriler hazirlandi ve dl¢iimler bes tekrarli olacak
sekilde yapildi. Farkli konsantrasyonlardaki yag orneginin ve bos kontrol testlerinin
absorbans degerleri kullanilarak ugucu yag % inhibisyon degerleri asagida verildigi
sekliyle hesaplandi (Burits ve Bucar 2000).

Aontrol  Asmek
% inhibisyon = ———  x 100
Akontrol
Elde edilen % inhibisyon degerleri ucucu yag derisimlerine karsi grafige
gecirilerek %50 renk agilimini saglayan derisim %50 inhibisyon (ICsp) degeri olarak
hesaplandi. Karsilastirmak amaciyla pozitif kontrol olarak kullanilan BHT, askorbik

asit, BHA ve a-tokoferol i¢inde ayni islemler uygulanmistir.

2.2.2. Antioksidan aktivite dl¢ciimii (B-karoten/linoleik asit renk acilim testi)

B-karoten renk acilimi yontemi, linoleik asit ve oksijenle doygun sulu ortamda
linoleik asitin oksidasyonu sonucu olusan konjuge dienler ve diger ugucu bozunma
tiriinlerinin B-karotenin rengini a¢masi temeline dayanir (Sekil 2.1). Antioksidan
maddenin varliginda bu tepkimenin olusumu engellendiginden [3-karotenin alkol

icindeki ¢ozeltisinin sar1 rengi degismeden kalacaktir.
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Linoleik asit + (O,-H,0O) — Konjuge dienler ve diger bozunma {irtinleri
\J

B-karoten — renk agilim1
Linoleik asit + (O,-H,O) + B-karoten + antioksidan — rengin korunumu

Sekil 2.1. Antioksidan aktivite 6l¢iimiiniin (-karoten/linoleik asit renk acilim testi) etki
mekanizmasi

Ucgucu yag orne8i ve pozitif kontrol butil hidroksi toluen (BHT) (Merck)
cozeltileri 2 mg/ml olacak sekilde etanol de c¢oziilerek test Ornekleri hazirlandi.
Spektrofotometri de kullanilacak olan [-karoten-linoleik asit karisimi su sekilde
hazirlandi: 0.5 mg B-karoten 1 ml kloroformda ¢oziildi. 25 pl linoleik asit 200 mg
Tween 80 (Sigma) ile emisyon haline getirilerek B-karoten ¢ozeltisine eklendi. Karigim
iyice calkalandiktan sonra evaporator de 50°C’de kuvvetli vakum uygulanarak
kloroformu uguruldu. Karigim iizerine, linoleik asitin oksidasyonunu saglayacak olan
onceden 30 dakika boyunca oksijenle doyurulmus (akis hiz1 100 ml dak™) distile sudan
100 ml eklendi ve 1 dakika boyunca hizli bir sekilde karistirildi. Bu islem sonunda
berrak, sar1 renkli B-karoten-linoleik asit test karigimi elde edildi. Bu karisimdan 2500
ul’lik kisimlar tiiplere alindi. 350 ul’lik ugucu yag test ¢ozeltileri, ilgili serilere ilave
edildi. Ayn1 miktar etanol kontrol serisine uygulandi. Ornek ve kontrol i¢in bes tekrarli
seriler hazirland1 ve Ol¢limler bes tekrarli olacak sekilde yapildi. Daha sonra tiiplerin
agizlar kapatilarak oda sicakliginda, karanlikta 24 saat bekletildikten sonra 490 nm’de

absorbanslari 6l¢iildii.

T. revolutus C.’dan elde edilen ugucu yagin antioksidan aktivitesi, pozitif
kontrol olarak kullanilan BHT nin antioksidan aktivitesine oranlanarak, yiizde bagil
antioksidan aktivite (BAA) hesapland: (Dapkevicius vd 1998). Olgiimler 490 nm’de
spektrofotometrik olarak yapildi.

Ucucu yagin Absorbansi
%BAA = X 100
BHT’ nin Absorbansi
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2.3. Hepatoma G2 Hiicrelerinin Cogaltilmasi ve Dondurulmasi

Calismada kullanilan olan Hepatoma G2 (insan karaciger kanseri hiicresi) hiicre
dizisi Akdeniz Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Anabilim

Dali’ndan temin edildi.

Hepatoma G2 hiicreleri (Hep G2), 200 mM L-Glutamin (Gibco), %10 foetal
bovin serum (Sigma) ve %] antibiyotik-antimikotik (Biological Industries) karigimi
iceren steril Minimum Essential Medium (MEM) (Biological Industries) besiyerinde
37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit inkiibatoriinde 25
ecm® ve 75 ecm”lik flasklarda kiiltiire edilerek gogaltildi. Hiicreler hiicre yogunluguna
gore 2-3 giinde bir beslendi ve ¢cok yogunlasan hiicrelerin tripsinizasyon iglemi, Tripsin-
EDTA (Biological Industries’den) ¢ozeltisi kullanilarak yapildi. Hiicreler yapistiklari
flasktan kaldirildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu steril bir tlipe alinarak 1000xg’de 6
dakika ¢evrildi. Supernatant kismi steril bir sekilde uzaklastirildi ve elde edilen pellet
steril MEM ile siispanse edildikten sonra flasklara boliindii ve c¢ogaltilmaya devam
edildi. Cogaltilan hiicrelerin bir kismi daha sonra kullanilmak tizere 1.5 ml hiicre
dondurma ¢ozeltisi (%10 gliserol, %50 serum ve %40 serum igermeyen besiyeri) i¢inde

cryo tiipe alind1 ve -80°C” de sakland.

2.4. Sitotoksisite Ol¢iimleri

Hiicreler tripsinize edilerek yapismis olduklar1 flaskin yiizeyinden kaldirildi.
Hiicrelerin, kuyucuklu plaklara (96 well plate) aktarilmasi sirasinda hiicreleri saymak
icin Tripan mavisi (1/1 oraninda) (Biological Industries) testi uygulandi. Canli
hiicrelerin boyay1 almayip, 6li hiicrelerin boyay1 almasi esasina dayanan yontemde
canli ve Olii hiicreler hemositometre lami kullanilarak sayilarak ml’deki hiicre sayisi
hesaplandi. 96 kuyucuklu mikroplaklara (96 well plate), her kuyuya 1x10* hiicre olacak
sekilde 200 pl hiicre siispansiyonu dagitildi. 24 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasi
kuyucuklarda kullanilan besiyerleri atilarak yenilendi. Ucucu yag, dimetil siilfoksit
(DMSO) (Sigma) ile seyreltilip, konsantrasyonlart 0-200 pg/ml’ye ayarlanarak
icerisinde hiicre bulunan kuyucuklara eklendi. Kontrol gruplari olarak, hi¢ bir seyle
muamele edilmemis hiicreler ve DMSO (%0.5) ile muamele edilmis hiicreler kullanildi.

Ayrica, hiicre igcermeyen ancak MEM iceren kuyucuklarda kullanildi. Her bir kontrol
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grubu icin bes tekrar kullanildi. Hiicreler 37°C’de inkiibatorde 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edildiler. inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin canliligi Cell Titer-Blue® Cell viability
assay kiti (Promega) ile 6l¢iildii. Bu metodun esasi, canli hiicrelerin resozurini, floresan
bir iiriin olan resorufine gevirme yetenegine dayanir. Olii hiicreler ise metabolik
kapasitelerini ¢ok ¢abuk kaybetmelerinden dolayir floresan sinyali olusturan iiriin

uretemezler.

Hiicrelerin canliligi (IC;, ICso ve 1C79) 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyondan
sonra her bir kuyuya Cell Titer-Blue® Cell viability assay kitinden 20 ul/100 pl besiyeri
eklenerek 1 saat 37°C’de bekletilerek, hiicrelerin resozurini resorufine rediiksiyonunun
560 nm’de eksitasyon ve 590 nm’de emisyon degerlerinin floresan spektrofotometrede
(PerkinElmer LS 55) ol¢iilmesiyle hesaplandi (Gloeckner vd 2001). Yasayan hiicre
yiizdesi; sadece hiicre iceren kontrol grubunun ortalama absorbans degerlerinin farkl
ucucu yag konsantrasyonlariyla inkiibe edilen hiicrelerin ortalama absorbans degerleri

ile karsilastirilmasiyla hesaplandi. Sonuglar % canli hiicre olarak ifade edildi.

Cok giiclii bir oksidan olan H,0,’in, hiicre dizisi lizerindeki sitotoksik etkisi
(ICy0, ICso ve IC7) de ayni test ile hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda H,O;’e (Merck)
24 saat maruz birakilmasiyla hesaplandi. Ugucu yagin hiicreler iizerine koruyucu
(antioksidan) etkisini ortaya koymak igin, hiicreler 2.5-30 pg/ml konsantrasyon
araliginda farkli konsantrasyonlardaki ugucu yaga (<ICsp) bir saat 6n uygulamaya
maruz birakildiktan sonra 24 saat H,O,’e (ICsp, IC79) maruz birakilarak sitotoksik etki
sonuglar1 hesaplandi. Kontrol grubu olan; hi¢ bir seyle muamele edilmemis hiicreler,
DMSO ile muamele edilmis hiicreler ve hiicresiz besiyeri icerenler bes tekrarli ¢alisildi.

Ayrica, her bir farkli yag konsantrasyonu i¢in de bes tekrar yapildi.

2.5. Ucucu Yagin Hiicre Membram Uzerine Etkisi

Hep G2 hiicreleri DMSO igerisinde ¢oziinmiis farkli konsantrasyonlardaki (ICo,
ICsop ve ICy7) ugucu yaga 24 saat maruz birakildiktan sonra MDA miktarinin
Ol¢iilmesiyle hiicre membran hasar1 ortaya kondu. Ucucu yagin farkh
konsantrasyonlariyla (<ICsp) 6n uygulamaya maruz birakilmis Hep G2 hiicreleri ICsy ve
IC7y konsantrasyonlarinda H,O;’e 24 saat silireyle maruz birakildiktan sonra MDA

miktarindaki degisimler, giiclii bir oksidan olan H,O; oksidasyonuna karsi ugucu yagin
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hiicre membran1 koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koydu. Olgiimler bes tekrarl

olacak sekilde yapildi.

2.5.1. Hiicre supernatantimin hazirlanisi

Yeterli hiicre yogunluguna ulastiktan sonra hiicreler tripsinize edilerek flasktan
ayrild1 ve santrifiij edildi. Elde edilen pelletlerin timi birlestirildi ve her bir flaska
150.000 hiicre olacak sekilde dagitildi. Hiicreler 24 saat 37°C’de, %5 CO; ve %95
nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edildi. 24 saattin
sonunda hiicrelerin bir kismi kontrol olarak ayrildi, bir kismu ise DMSO igerisinde
¢Oziinmiis farkli konsantrasyonlardaki (IC;o, ICso ve IC7) ugucu yaga maruz birakilarak

24 saat 37°C’de inkiibe edildi.

Ucucu yag uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra ugucu yag uygulanan ve
kontrol flasklarindaki hiicreler tripsinlenerek alindi. 600xg’de cevrilerek elde edilen
pellet PBS (fosfat tamponlu tuz, pH 7) ¢ozeltisi ile 3 kez yikandi. 300 ul tampon (100
mM K,;HPO4 ve 100 mM KH,PO, ¢ozeltileri pH 7 ), 1180 ul distile su ve 20 pl proteaz
inhibitor kokteyl (Sigma) karistirtlarak homojenizasyon tamponu hazirlandi. En son
yikamadan kalan pellet, homojenizasyon tamponuyla seyreltilerek ependorf tiiplerine
aktarildi. Branson Sonifier 250 marka ultrasonik parcalayicida 3x15°er saniye buz
icerisinde homojenize edildikten sonra 32 000xg’de 45 dakika 4°C da santrifiij edildi.
Protein kaynagi olarak kullanilacak olan supernatant, ependorf tiiplerine boliinerek —
80°C de saklandi. Protein miktar1 tayini Bradford yontemine gore yapildi (Bradford
1976).

2.5.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Kantitatif protein miktarlar1 Bradford metodu ile dl¢iildii (Bradford 1976). Bu
yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue (Coomassie parlak mavisi) G-
250, negatif bir yiike sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir. Coomassie
brillant blue G-250 boyasmnin farkli konsantrasyonlardaki protein cozeltilerindeki

degisik siddette mavi renk ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir.
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Ilgilenilen proteinin konsantrasyonu, konsantrasyonu bilinen standart protein ile
cizilen absorbans-konsantrasyon grafigi lizerinden hesaplanir. Protein standardi i¢in 0,
0.005, 0.01, 0.015, 0.02 mg/ml konsantrasyonlarda Bovine Serum Albumin (BSA)
(Sigma) ¢ozeltisi kullanildi.

Protein standart grafigi hazirlandiktan sonra oOrnekler 1:75 oraninda diliie
edilerek, 20 pl 6rnek tizerine 200 pl renklendirme reaktifi ilave edildi. On dakikalik bir
inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Standart grafikten

yararlanilarak drneklerin protein miktarlari belirlendi.

2.5.3. Malondealdehit (MDA) diizeylerinin ol¢iilmesi

MDA diizeyleri Wasowicz, Neve ve Peretz’in yOntemine gore yapildi
(Wasowics vd 1993). Metodun temel prensibi, membran hasar1 sonucu olusan lipid
peroksidasyonunun bir iiriinii olan MDA’nin tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyona
girmesi ve olusan bilesigin biitanol fazinda ekstrakte edilerek 525 nm (eksitasyon) ve
547 nm (emisyon)’de floresan spektrofotometrik (PerkinElmer LS 55) olarak okunmasi

€sasina dayamr.

10 pl hiicre supernatanti, 200 pl distile su ve 200 ul TBA (29 mM; 8.75 M
Asetik asit igerisinde) iyice karistirildiktan sonra 1 saat boyunca 100°C’de kaynatildi. 1
saat sonunda tiipler musluk suyu altinda sogutulduktan sonra 5 pul SM HCI (Merck) ve
600 pl n-butanol (Sigma) eklenerek tiim tiipler 3-4 dakika boyunca kuvvetle
karistirildiktan sonra 10 dakika 3000xg’de santifiij edilerek iist faz ayrildi ve floresan
spektrofotometrede (PerkinElmer LS 55) yukarida belirtilen dalga boylarinda okundu.

Numunelerin MDA igerikleri standart grafiginden [1,1,3,3-tetrametoksipropan
(Merck) standart soliisyonu, 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1, 2, 4 nmol/ml konsantrasyonlarinda]
hesaplandi. Ayn1 numunelerden Bradford metodu ile protein Ol¢iimii yapilarak MDA

seviyesi nmol/mg protein olarak verildi.

2.6. Istatistiksel Analizler
Bu calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizi Minitab 15.0 ve SAS

(V7) paket programlari kullanilarak yapildi. Oncelikle, varyans analizi (ANOVA) i¢in
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gerekli olan normalligin ve homojenligin saglanabilmesi i¢in 24, 48 ve 72 saatlik
sitotoksisite verileri karekok transformasyonuna, ucucu yagin hiicreler {izerine
koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koyan deneyin verileri logaritmik
transformasyona ugratildi. H,O’nin sitotoksik etkisini, membran hasar1 ve H>O,
oksidasyonuna karst ugucu yagin membran koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya
koyan wveriler ise herhangi bir transformasyona ihtiyag duyulmadan oldugu gibi
kullanild1. Uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak onemli olup
olmadigint belirlemek i¢in Oncelikle Varyans Analizi (ANOVA) (Snedor ve Cochran
1967) yapildi. Uygulama gruplar1 arasindaki farkliligin istatistiksel olarak Snemli
bulunmasi halinde uygulama gruplar1 Duncan Coklu Karsilagtirma Testi (Duncan 1955)

yapilarak birbirleri ile kiyasland1 (www.minitab.com/ products/ minitab).
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3. BULGULAR

3.1. T. revolutus C. Bitkisinden U¢ucu Yagin Eldesi ve Bilesenlerinin Belirlenmesi

Akdeniz Universitesi kampusundan toplanan T. revolutus C. bitkisinin toprak
isti organlarindan ugucu yag elde edilmis ve kimyasal bilesenleri ¢izelge 3.1°de,

kromotogrami ise sekil 3.1’de verilmistir.

Yapilan GC/MS analizine gore 7. revolutus C. bitkisinin ugucu yaginin en
onemli bileseni %32.57°1lik oran ile simen’dir. Bunu y-terpinen (%17.18), karvakrol
(%11.89), timol (%9.97) ve borneol (%7.55) takip etmektedir (Sekil 3.2).

Cizelge 3.1. T. revolutus C. bitkisinin ugucu yagmin GC/MS yontemiyle belirlenen
kimyasal bilesenleri

Bilesen Alikonma Siiresi (Retention Time) % Oran
Alfa-pinen 6,0 5.71
Kamfen 7,1 4.06
Beta-pinen 8,4 0.42
Alfa-terpinen 11,2 2.55
Gamma-terpinen 14,1 17.18
Simen 15,4 32.57
Borneol 40,3 7.55
Kamfor 29.9 2.87
Karyofillen 34,7 2.02
Terpinen-4-ol 35,0 1.40
Timol 65,8 9.97
Karvakrol 67,3 11.89
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Sekil 3.2. T. revolutus C. ugucu yagmin baslica bilesenlerinin kimyasal yapilari
(commons.wiki.media.org/wiki/File:p-cymen.svg,  http://chestofbooks.com/
healtharomatherapy/The-volatile-oils-Vol 1/terpinene html, http:// chestof
books.com/healtharomatherapy/The-volatile-oils-Voll/carvacrolhtml, http://
chestofbooks.com/healtharomatherapy/The-volatile-oils-Vol 1/borneol html,
http://chestofbooks.com/healtharomatherapy / The-volatile-oils-Vol 1/thymol

html )

3.2. Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesi

3.2.1. Antiradikal aktivite 6lciimii (DPPH Testi)

Ornegimizin ortamda bulunan DPPH radikalinin %50’sini ortadan kaldiran
konsantrasyonu ICsy degeri olarak kabul edilmistir. Ugucu yagin, DPPH radikalini
stiptirme aktivitesi BHT, askorbik asit, BHA ve a-tokoferol gibi pozitif kontrollerle
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karsilagtinlmistir.  Ornegimizin ve pozitif kontrollerin DPPH radikal siipiiriicii
kapasiteleri ¢izelge 3.2’de ve ICsy degerleri ise ¢izelge 3.3’de verilmistir. 7. revolutus
C.’nin ugucu yagi, BHT, BHA, askorbik asit ve a-tokoferolliin antiradikal aktivitesi
konsantrasyona bagli olarak artis gostermistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Kullanilan ugucu
yag konsantrasyonlarindaki (0.1-1 mg/ml) BHA ve askorbik asitin radikal siipiirme
aktiviteleri kendi i¢inde istatistiksel olarak farkli (p<<0.05) bulunmamustir. Ancak ayni
konsantrasyonlarda BHA ve askorbik asit karsilastirildiginda radikal siipiirme
aktiviteleri istatistiksel olarak farkli (p<0.05) bulunmustur. 7. revolutus C.’in ICs
degeri BHT, BHA, askorbik asit ve a-tokoferolliin ICsy degerlerinden istatistiksel
olarak farkli (p<0.05) bulunmustur. DPPH testinde kullanilan ugucu yag
konsantrasyonlarindan daha diisiik konsantrasyonlardaki pozitif kontrollerin radikal
siiptirme kapasiteleri cizelge 3.4’de verilmistir. DPPH testinde kullanilan ugucu yag
konsantrasyonlarindan daha diisiik konsantrasyonlardaki BHT, BHA, askorbik asit ve

a-tokoferolliin antiradikal aktivitesi konsantrasyona bagli olarak artis gdstermistir

(Sekil 3.4).

Ugucu yagin ortamdaki serbest radikallerin %50’sini ortadan kaldiran
konsantrasyonu yaklasik olarak BHT den (12 kat), askorbik asitten (52 kat), BHA’dan
(13 kat) ve a-tokoferolden (37 kat) daha yiiksek bulunmustur.

Cizelge 3.2. T. revolutus C.’dan elde edilen ugucu yagin ve pozitif kontrollerin farkl
konsantrasyonlarinin DPPH radikalini siipiiriicii kapasitesi (%)

Ornek 0.1 mg/ml 0.2 mg/ml 0.4 mg/ml 0.6 mg/ml 0.8 mg/ml 1.0 mg/ml
X £ S.H. X +S.H. X +S.H. X+ S.H. X+ S.H. X+ S.H.

Ugucu yag 469+02f 489+0.8f 52.8+02¢ 56.7+0.1e 60.6+0.2d 64.5+1.0d
BHT 86.5+03c 879+09c 88.0+12c 889+13c 90.6+1.1b 90.9+0.8b
BHA 90.1+0.1b 90.9+02b 91.3+05b  92.1+1.1b 93.0+1.0b 933+1.1b
Askorbik asit  97.8+04a 979+03a 988+03a 987+03a 993+03a 99.1+03a
a-tokoferol 948+1.1b 949+13b 958+03a 960+02a 968+0.0a 96.5+0.1a

Cizelgedeki her veri (%, X + S.H.) bes tekrarin ortalamasi olup, her siitunda ayri harflerle gosterilen
veriler p<0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farklidir.

S.H.: Standart Hata

X: Ortalama
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Sekil 3.3. T. revolutus C’dan elde edilen ugucu yagin ve pozitif kontrollerin farkl
konsantrasyonlarinin DPPH radikalini siipiiriicii kapasitesi (%)

Cizelge 3.3. Ugucu yagin ve pozitif kontrollerin DPPH testi sonucu ICsy degerleri

Ornek DPPH Testi (ICs, pg/ml)
X +S.H.
T. revolutus C. 250+ 0.2a
BHT 209+0.3Db
Askorbik asit 48+04c
BHA 18.6 £ 0.1b
a-tokoferol 67+1.1c

Cizelgedeki her veri (X + S.H.) bes tekrarin ortalamasi olup, her siitunda ayr1 harflerle gosterilen veriler
p<0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farklidir.

S.H.: Standart Hata

X: Ortalama
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Cizelge 3.4. DPPH testinde kullanilan ug¢ucu yag konsantrasyonlarindan daha diisiik
konsantrasyonlardaki BHT, BHA, askorbik asit ve a-tokoferolliin DPPH

radikalini siipliriicii kapasitesi (%)

Ornek 1 pg/ml 2 pug/ml 4 pg/ml 8 ng/ml 16 pg/ml 32 pg/ml
X+ S.H. X+ SH. X+ SH. X+ SH. X +S.H. X +S.H.

BHT 24+0.1a 48+ 03a 9.6+02ab 19.1+ 02bc 383£03de 765+ 0.3l

BHA 27+£0.09a 54+04ab 107£03b 215+ 02c 43.01£03e 80.02% 0.51

Askorbik asit  10.4+02b 208+0.1c 41.7+04e 833+ 051 85.0+£0.61 89.0% 0.6y

o-tokoferol 75+0.1ab 149+02b 29.8403cd 59.7%+ 04fg 67.0£0.5gh 77.0% 0.7l

Cizelgedeki her veri (%, X + S.H.) bes tekrarin ortalamasi olup, her siitunda ayr1 harflerle gosterilen
veriler p<0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farklidir.

S.H.: Standart Hata

X: Ortalama
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Sekil 3.4. DPPH testinde kullanilan ucgucu yag konsantrasyonlarindan daha diislik
konsantrasyonlardaki BHT, BHA, askorbik asit ve a-tokoferollin DPPH

radikalini siipliriicii kapasitesi (%)
3.2.2. Antioksidan aktivite 6l¢iimii (B-karoten/linoleik asit renk a¢ilim testi)

Elde edilen sonuglar ¢izelge 3.5 ve sekil 3.5°de verilmistir. Ugucu yagim lipid
peroksidasyonunun inhibisyon kapasitesi %72.8 bulunurken, pozitif kontrol olarak

kullanilan BHT nin kapasitesi %96.7 bulunmustur. Ugucu yagin, BHT ye gore %BAA
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aktivite %75.28 bulunmustur. 7. revolutus C.’1n ugucu yaginin ve BHT nin % linoleik
asit oksidasyon inhibisyon degerleri istatistiksel olarak farkli (p<0.05) bulunmustur.

Askorbik asit, BHA ve a-tokoferol uygulamalari test edilememistir.

Thymus revolutus
C.

BHT |

% Inhibisyon

Sekil 3.5. T. revolutus C.’dan elde edilen ugucu yagin ve BHT’nin linoleik asit
inhibisyonu

Cizelge 3.5. T. revolutus C.’dan elde edilen ucucu yagin, BHT nin, Askorbik asittin,
BHA’nin ve a-tokoferolliin linoleik asit inhibisyon yiizdeleri

B-karoten/linoleik asit testi
Ornek (% linoleik asit oksidasyonu inhibisyonu)
X+ S.H.
T. revolutus C. 728+0.1a
BHT 96.7+ 0.0b
Askorbik asit Nt
BHA Nt
a —tokoferol Nt

Cizelgedeki veri (%, X + SH) bes tekrarin ortalamasi olup, her siitunda ayr1 harflerle gosterilen veriler
p<0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farklidir.

S.H.: Standart Hata

Nt: Test edilememistir

X: Ortalama
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3.3. Sitotoksik Etkilerin Belirlenmesi

T. revolutus C. bitkisinin toprak iistii organlarindan elde edilen ugucu yaginin
Hep G2 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksik etkisi arastirilmis, zamana ve
konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etkinin arttig1 gézlenmistir (Sekil 3.6). Hep G2
hiicreleri 24, 48 ve 72 saat siireyle artan konsantrasyonlarda ugucu yaga maruz
birakilarak 1Cso (hiicrelerin %50’sini 6ldiiren ugucu yag konsantrasyonu) degerleri
bulunmustur. Ugucu yag konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon siireleri ¢izelge 3.6°da
verilmistir. Hep G2 hiicrelerinin farkli ugucu yag konsantrasyonlar ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonucu ugucu yagin %50 sitotoksik etki (ICsp) gdsteren konsantrasyonu
70.15 pg/ml olarak bulunurken, ayni konsantrasyonun 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
%357.5’1ik sitotoksik etki ve 72 saatlik inkiibasyon sonucunda %99.61ik sitotoksik etki
gosterdigi bulunmusgtur. 1Csy konsantrasyonuna 48 saatte 61.2 ug/ml ile 72 saatte ise 35
ug/ml ile ulasilmigtir. Ayrica ugucu yag ile 24 saat inkiibasyon sonucu IC;y degeri
20ug/ml, IC7y degeri 95.3 pg/ml, 48 saat inkiibasyon sonucu IC;¢ degeri 13.4 pg/ml,
ICy9 degeri 85.2 pg/ml olarak bulunurken 72 saat inkiibasyon sonucu IC;o degeri 6.1
pg/ml, IC; degeri 49 pg/ml olarak bulunmustur. En yiikksek ugucu yag
konsantrasyonunu hazirlamak i¢in kullandigimiz %0.5 DMSO konsantrasyonunun 24,
48 ve 72 saat uygulamalarinda hiicre canliliginm1 onemli derecede -etkilemedigi

bulunmustur.
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Sekil 3.6. T. revolutus C.”1 ugucu yaginin Hep G2 hiicre dizisinde zamana bagli olarak
sitotoksik etki
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Cizelge 3.6. T. revolutus C. ugucu yag konsantrasyonlarmin Hep G2 hiicre dizisine

sitotoksik etkisi
T. revolutus C. % Canli hiicre % Canli hiicre % Canli hiicre
ugucu yag 24 saatlik inkiibasyon 48 saatlik inkiibasyon 72 saatlik inkiibasyon
konsantrasyonlar1 X + S.H. X +S.H. X +S.H.
(ng/ml)
5 pg/ml 98+ 1.06a 97+1.08a 90+ 1.02 ab
10 pg/ml 97+1.03a 93 +0.52 ab 85+1.09b
15 pg/ml 95+0.74a 90 +1.07 ab 77+0.87 ¢
20 pg/ml 90+ 1.01 ab 86 £1.05b 70+ 1.07 cd
25 pg/ml 88+ 1.09b 81 £0.70 bc 63+ 0.44 de
30 pg/ml 85+£0.70 b 75+1.09¢ 58+0091e¢
35 pg/ml 80+ 1.11 be 72 £1.03 cd 50+ 0.45 ef
40 pg/ml 76 £0.95 ¢ 68+0.81d 444 +1.01 fg
45 pg/ml 73£1.05cd 64 +1.08 de 35+099¢g
50 pg/ml 69 +0.98d 60 +1.01 de 27+£0.58 h
60 pg/ml 58+ 1.08¢ 50 £1.05 ef 1540.551
80 ng/ml 43 +0.53 fg 35+£1.07¢ 10.5+£091
100 pg/ml 20+£0.56 10+ 1.02 6+0.89]
120 pg/ml 10.2+0.75 4 6.6 £1.05] 5+£0.98]
140 pg/ml 9.97£0.50; 6.3 £0.69 ] 4.9 £0.88 jk
160 pg/ml 10.22 £ 0.96 1j 6.2+£0.94] 4.7+ 0.90 jk
180 pg/ml 9.05£0.49] 6.13+0.42] 4.5+0.59 jk
200 pg/ml 9.97+0.43] 5.84+0.46] 4.8 £0.89 jk
Kontrol 100+ 0.08 a 100 £0.09 a 100+ 0.08 a
%0.5 DMSO 99+0.40a 98+0.52a 99+0.72a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel

o6nemde farkli bulunmustur (p<0.05)

S.H.: Standart Hata
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Zamana bagli olarak artan sitotoksik etki, konsantrasyonun artmasiyla ortaya
cikan sitotoksik etkideki artis ile parallelik gostermistir. 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonunda elde edilen veriler arasindaki istatistiksel farklar (p<0.05) cizelge
3.6’da verilmistir. 24, 48 ve 72 saat uygulamalarindan elde edilen ICsy degerleride

istatistiksel a¢idan birbirlerinden farkli (p<<0.05) bulunmustur.

Cok giiclii bir oksidan olan H,O,‘in hiicre dizisi iizerindeki sitotoksik etkisi
hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda (25-700 uM) H,O, ‘e 24 saat maruz birakilmasiyla
bulunmustur. H,O,‘in farkli konsantrasyonlarinin Hep G2 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisi konsantrasyona bagli olarak degisim gdstermistir (Sekil 3.7).
Konsantrasyonun artmasiyla ortaya ¢ikan sitotoksik etki de artmistir. Uygulanan H,O,
konsantrasyonlari ¢izelge 3.7°de verilmistir. Hep G2 hiicrelerinin H,O, ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonucunda ICsy degeri 384 puM bulunmustur. IC;y degeri 76 uM
bulunurken IC;y degeri 537 uM bulunmustur. H,O, konsantrasyonlarinin
uygulamalarinda ortaya ¢ikan sitotoksik etkilerdeki istatistiksel farkliliklar (p<0.05)

cizelge 3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.7. H,O; konsantrasyonlarinin Hep G2 hiicre dizisi lizerindeki sitotoksik etkisi
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Cizelge 3.7. H,O; konsantrasyonlarinin Hep G2 hiicre dizisi tizerindeki sitotoksik etkisi

H,0, konsantrasyonlar1 (uM) % Canl1 hiicre
X +S.H.

25 959+38la
50 92.5+232ab
100 86.5+1.88b
150 81.86 +2.68 bc
200 74.5+2.67c
250 71.7+£223¢
300 56.5+1.90d
350 544 +£1.12de
400 479+192¢
450 414+ 143 ef
500 349+ 1.28 fg
550 284+196¢g
600 21.8£1.56 gh
650 153+ 1.87h
700 8.8+ 1.161

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel
6nemde farkli bulunmustur (p<0.05)
S.H.: Standart Hata

Ugucu yagin hiicreler {izerine koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymak
icin,  hiicreler  2.5-30 pg/ml  (<ICsp) konsantrasyon araliginda farklh
konsantrasyonlardaki ugucu yaga bir saat 6n uygulamaya maruz birakildiktan sonra 24
saat HyOs‘e (ICso, IC70) maruz birakilarak sitotoksik etki sonuglart bulundu (Cizelge
3.8). Uyguladigimiz ugucu yag konsantrasyonlarindan 20 pg/ml’den daha diisiik

konsantrasyonlardaki ugucu yagin H,O, sitotoksisitesine kars1 antioksidan (koruyucu)
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0zelligi oldugu ortaya ¢ikmuistir (Sekil 3.8). Ugucu yag ile 6n uygulamaya maruz
birakilan Hep G2 hiicreleride, ugucu yagin konsantrasyonu azaldikga H,O;’e karsi
koruyucu etkisi artmistir. Hem ICso hem de 1C;p H,O, konsantrasyonlarina karsi en
yiiksek antioksidan aktivite 2.5 pg/ml’de goriilmiistiir. Uygulanan 30 pg/ml ve 22.5
ng/ml konsantrasyonlarda ugucu yag pro-oksidan gibi davranmistir. 2.5, 5 ve 7.5 pg/ml
ucucu yagla on uygulamaya maruz birakilan Hep G2 hiicrelerinin % canlilik
degerlerinde uygulanan H,0O,’in ICsy ve 1Cyp konsantrasyonlarinda istatistiksel a¢idan
onemli bir fark bulunmamistir. Hiicreler 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5 ve 30 pg/ml ugucu
yagla 6n uygulamaya maruz birakildiklarinda ise ilgili konsantrasyonlarin kendi ICsq ve
IC70 konsantrasyonlarinda hiicre canlihi@ istatistiksel acidan farkli (p<0.05)
bulunmustur. 15 pg/ml ugucu yag konsantrasyonunun 1C;y H,O,’e kars1 antioksidan
etkisi, 17.5 pg/ml ucucu yag konsantrasyonunun ICsy H,O;’e kars1 antioksidan etkisi ve
20 pg/ml ugucu yag konsantrasyonunun ICsy H>O,’e kars1 antioksidan etkisi istatistiksel

olarak farkli (p<0.05) bulunmamustir.
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Sekil 3.8. T. revolutus C. ugucu yag konsantrasyonlarmin (<ICsyp) Hep G2 hiicre dizisi
iizerindeki koruyucu (antioksidan) etkisi
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koruyucu (antioksidan) etkisi

Cizelge 3.8. Ugucu yag konsantrasyonlarinin (<ICsg) Hep G2 hiicre dizisi

uzerindeki

Ugucu yag konsantrasyonlari % Canli hiicre
(ng/ml) + H,0; (uM)
konsantrasyonlari X+ S.H.
2.5 ug/ml ugucu yag + ICso H,O, 78.7+2.13a
2.5 pg/ml ugucu yag + 1C;9 H,O, 77+3.14a
5 ng/ml ugucu yag + ICso H,O, 774+231a
5 pg/ml ugucu yag + 1Cy H,O, 75+2.66a
7.5 pg/ml ugucu yag + ICsy H,O, 74.4 £ 1.58 ab
7.5 ug/ml ugucu yag + IC;7y H,0O, 70 £1.60 ab
10 pg/ml ugucu yag + ICso H,O, 72+1.13ab
10 pg/ml ugucu yag + 1C7o H,O, 65+1.36b
12.5 pg/ml ugucu yag + ICso H,O, 70 £1.73 ab
12.5 pg/ml ugucu yag + 1C; H,O, 60 £ 1.20 be
15 pg/ml ugucu yag + 1Cso HyO, 68+1.13b
15 pg/ml ugucu yag + 1C;¢ H,O, 50+ 1.26 de
17.5 pg/ml ugucu yag + 1Csy H,O, 53+1.49 de
17.5 pg/ml ugucu yag + 1C;y H,O, 38£141f
20 pug/ml ugucu yag + ICso H,O, 50+ 1.71 de
20 pg/ml ugucu yag + 1C;9 H,O, 30+£0.98 fg
22.5 pg/ml ugucu yag + 1Csy H,O, 45+1.22¢
22.5 pg/ml ugucu yag + 1C4 H,O, 25+0.246 ¢
30 pg/ml ugucu yag + ICsy H,0O, 35+£0.181 f
30 pg/ml ucucu yag + 1C7y H,0, 20£0.135 gh

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel
o6nemde farkli bulunmustur (p<0.05)
S.H.: Standart Hata
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3.4. Ucucu Yagin Hiicre Membram Uzerine Etkisi

Hep G2 hiicreleri 1Cyy, ICso ve 1C7¢ konsantrasyonlarindaki 7. revolutus C.
ucucu yagina 24 saat maruz birakilarak MDA miktar1 arastirilmistir. Kullanilan en
diistik ucucu yag (IC,o) konsantrasyonunun uygulanmasi sonucu meydana gelen MDA
miktari, kontrol ve %0.5 DMSO uygulamalari sonucu meydana gelen MDA
miktarlarindan istatistiksel olarak farkli (p<0.05) bulunmamuistir. Ugucu yagin farkli
konsantrasyonlarina maruz birakilmasiyla olusan MDA miktar1 konsantrasyona bagh
olarak degisim gostermistir (Cizelge 3.9). ICsp ve IC; ugucu yag konsantrasyon
uygulanmalarinda konsantrasyonun artmastyla MDA miktar1 da artmistir (Sekil 3.11),

bu konsantrasyonlardaki artig birbirlerinden ve kontrolden farkli (p<0.05) bulunmustur.

MDA standart grafigi (y = 4.7689 x + 13.171) sekil 3.9°da verilmistir. BSA
standart grafigi (y = 2.1x + 0.2864) sekil 3.10°da verilmistir.

2 -
%5 R? = 0,9972

Fluoresans

0 I I I I I I I I 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,9 4 45

Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 3.9. MDA standart grafigi
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Absorbans

0,01 0,015 0,02

Konsantrasyon (mg/ml)

0,025

Sekil 3.10. BSA standart grafigi
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Sekil 3.11. ICyp, ICso ve 1Cyp konsantrasyonlarinda ucucu yaga maruz birakilan Hep G2
hiicrelerindeki MDA diizeyleri

Cizelge 3.9. ICyy, ICsp ve IC7p konsantrasyonlarinda ugucu yaga maruz birakilan Hep G2
hiicrelerindeki MDA diizeyleri

Ugucu yag konsantrasyonlari MDA (nmol/mg prot)
X+ S.H.
ICy0 (20 pg/ml) 0.18+0.05a
ICs0(70.15 pg/ml) 0.38£0.07b
IC70(95.13 pg/ml) 0.64+£0.05¢
Kontrol 0.23+0.01 a
%0.5 DMSO 0.22+0.01 a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel

o6nemde farkli bulunmustur (p<0.05)
S.H.: Standart Hata

Ucgucu yagin IC,s, ICs, ICss ve IC;y konsantrasyonlartyla (<ICsp) On
uygulamaya maruz birakilmis Hep G2 hiicreleri, ICsy ve IC;y konsantrasyonlarinda
H;0,’e 24 saat silireyle maruz birakilmistir. Hiicrelerdeki MDA miktarindaki
degisimler, gii¢lii bir oksidan olan H,O, oksidasyonuna karsi ugucu yagin hiicre

membrant koruyucu (antioksidan) etkisini ortaya koymustur (Sekil 3.12a ve Sekil
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3.12b). IC,s5 ICs ve IC;s ucucu yag konsantrasyonlariyla 6n uygulamaya maruz
birakilmis Hep G2 hiicrelerinin, ICsy konsantrasyonunda H;O;’e¢ 24 saat maruz
birakildiklarinda olusan MDA miktarlar1 istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
bulunmamistir. IC,5 ve ICs ugucu yag konsantrasyonlariyla 6n uygulamaya maruz
birakilmis Hep G2 hiicrelerinin IC;, konsantrasyonunda H,0;’¢ 24 saat maruz
birakildiklarinda olusan MDA miktarlarida istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
bulunmamistir. Sonug olarak, sadece H,O;’e (ICso ve 1C7o) 24 saat maruz birakilan Hep
G2 hiicrelerindeki MDA miktari, ugucu yag 6n uygulananlara gore daha yiiksek
bulunmustur ve aralarindaki fark istatistiksel olarak (p<0.05) anlamdir (Cizelge 3.10).
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Sekil 3.12a. Hep G2 hiicrelerinde H,O, oksidasyonuna karsi ugucu yagin membran
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Sekil 3.12b. Hep G2 hiicrelerinde H,O, oksidasyonuna karst ugucu yagin membran
koruyucu (antioksidan) etkisi
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Cizelge 3.10.Hep G2 hiicrelerinde H,O, oksidasyonuna karsi ugucu yagin membran
koruyucu (antioksidan) etkisi

Ugucu yag + H,O» konsantrasyonlari MDA (nmol/mg)
X+ S.H.
IC;5 (10.5 pg/ml) ugucu yag + 1Csy H,O, 0.38 £0.03 be
IC, 5 (10.5 pg/ml) ugucu yag + 1C7 H,O, 0.67 £ 0.05 ef
1Cs (13.6 pg/ml) ugucu yag + ICsy  H,O, 0.37£0.02 be
ICs (13.6 pg/ml) ugucu yag + IC;9 H,O, 0.65+0.03 ef
IC; 5 (16.8 ug/ml) ugucu yag + ICso H,O, 0.35+0.01 be
IC7 5 (16.8 pg/ml) ugucu yag + 1C7 H,O, 0.60£0.05¢
ICyo (20 pg/ml) ugucu yag + ICso H,O, 0.33£0.03b
ICy6 (20 pg/ml) ugucu yag + 1C;y H,O, 0.58 £0.02 de
ICso H,0, 0.54+£0.04d
1C7 H,0, 0.84£0.05¢g
Kontrol 0.2+£0.009 a
%0.5 DMSO 0.2+£0.030 a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri kapsayan degerler birbirinden istatistiksel
6nemde farkli bulunmustur (p<0.05)
S.H.: Standart Hata
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4. TARTISMA

Ucgucu yaglar, giiclii renkleri ile karakterize edilen ve aromatik bitkiler tarafindan
olusturulan ugucu, dogal ve kompleks bilesiklerdir. Ugucu yaglar ilk olarak orta ¢agda
gelistirilen buhar ya da hidro-distilasyon ile elde edilmistir. Ugucu yaglar bakterisidal,
viriisidal, fungisidal, tibbi 6zellikli ve giizel kokulu olarak bilinirler. Yiyeceklerin
korunmasinda antioksidan olarak kullanilan ucgucu yaglar, antimikrobial, analjezik,
sakinlestirici, anti-inflamatuvar, spasmolitik ve bolgesel anestezik ilaglar olarak
kullanilirlar. Ugucu yaglar, geleneksel ilaclarin ¢ok kullanildigr tropikal iilkeler ve
Akdeniz gibi genellikle 1liman-sicak iilkelerde bulunan ¢esitli aromatik bitkilerden elde
edilirler. Bitkinin tomurcuklarindan, ¢iceklerinden, yapraklarindan, govdesinden,
dallarindan, meyvesinden ve koklerinden elde edilebilirler. Ugucu yaglar bitkilerde salgi
hiicrelerinde ya da epidermik hiicrelerde depolanirlar. Ugucu yaglarin, bakterisidal ve
fungisidal oOzelliklerinden dolay1 yiyeceklerde sentetik kimyasal iirlinlerin yerine
alternatif olarak kullanilmalar1 ekolojik dengeyi korumak i¢in Onemlidir. Ugucu
yaglarin kimyasal icerikleri sadece bulundurduklari molekiil sayisiyla degismez ayni
zamanda ekstraksiyon tipine gore ekstrakte edilen molekiiliin stereokimyasal tipi ile de
degisir (Bakkali vd 2008). Ugucu yaglarin 6zellikleri, miktarlar1 ve bilesimleri iklime,
toprak bilesimine, elde edildikleri bitkisel organa, bitkinin yasina ve vejetatif dongii
basamagia gore degisiklikler gosterebilir (Masotti vd 2003, Angioni vd 2006).
Giiniimiizde yaklasik olarak ii¢hin ucucu yag bilinmektedir. Ugyiiz tanesi 6zellikle
farmasdtikte, tarimda, yiyeceklerin korunmasinda ve saglikla ilgili kozmetik ve parfiim
endiistrilerinde ticari olarak Onemlidir. Bazi ugucu yaglarin, organ fonksiyon
bozuklularini ve sistemik hastaliklar1 tedavi ettigi gosterilmistir. Genis kullanimlar1 ve
bize giizel gelen kokular ile tanidik olan ugucu yaglar gibi dogal iiriinlere olan ilgi, bu
maddelerin insan sagliginda, tarimda ve ¢evrede yeni kullanimlari i¢in biyolojik

faaliyetinin anlagilmasini 6nemli kilmaktadir (Bakkali vd 2008).

Thymus cinsinin iyelerinin antioksidan ve antimikrobial ozellikleri kapsaml
olarak calisilmistir. Thymus spathulifolius’dan elde edilen ugucu yagin GC/MS analizi
sonuclart yagin %99.2°sini gosteren 28 bilesik tanimlanmigtir. Yagmn %82.6’sin1
olusturan, timol (%36.5), karvakrol (%29.8) ve bunlarin biyosentetik onciilleri p-simen

(%10) ve p-terpinen (%6.3) ana bilesenlerdir (Sokmen vd 2004). Calisilan bir bitki
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ucucu yagiin bilesenlerinin lokal, iklimsel, mevsimsel ve deneysel kosullar gibi bir¢cok
faktorden etkilenerek, ugucu yagin biyolojik aktivitesini degistirdigi bildirilmistir
(Vardar-Unlii vd 2003). Timol, karvakrol ve y-terpinenin antioksidan ozelliklerinin
oldugu gosterilmistir (Ruberto ve Barata 2000). Ugucu yagin biyolojik aktivitesine
yagda bulunan bu bilesiklerin yiiksek iceriklerinin katkida bulunabilecegi belirtilmistir.
Thymus spathulifolius’dan elde edilen ugucu yagla yapilan DPPH testinde 1Csy degeri
243.2 pg/ml bulunurken, B-karoten/linoleik asit testinde %92 linoleik asit oksidasyon
inhibisyonu sagladigi gosterilmistir (Sokmen vd 2004).

Tiirkiye’de bir endemik tiir olan Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus’un
toprak Ustii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin GC/MS analiz sonuglarina gore
ucucu yagin %92.5’ini gosteren 71 bilesik tanimlanmistir. o-muurolol (%9.2),
germakren D-4-ol (%3.6), karyofillen oksit (%3.2), B-karyofillen (%7.6), y-muurolen
(%3.6), 6- kadinen (%3.6), y-kadinen (%3.4), borneol (%11.2), geranial (%7.3) ve neral
(%5.4) ugucu yagin baglica bilesenleri oldugu belirtilmistir. Thymus sipyleus subsp.
sipyleus var. rosulans’un toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin GC/MS
analiz sonuglarina gore toplam ugucu yagin %98.7’sini gosteren 47 bilesik
tanimlanmistir. Bu ugucu yag, yiiksek monoterpen fraksiyonlariyla (%94.0) ve ozellikle
fenolik karvakrol (%58.1), timol (%20.5) ve bunlarin Onciileri p-simen (%4.1) ve -
terpinenin (%4.4) varlig1 ile karakterize edilmistir (Tepe vd 2005b). Thymus sipyleus
subsp. sipyleus var. rosulans’un serbest radikal siipiirme aktivitesi (ICso = 220 pug/ml)
diger varyeteye (Thymus sipyleus subsp. Sipyleus var. sipyleus) gore yiiksek
bulunmustur. B-karoten/linoleik asit testinde, linoleik asidin oksidasyonu var. rosulans
(%92.0) tarafindan etkili bir sekilde inhibe edilirken diger yag ornegi hicbir aktivite
gostermemistir. Var. rosulans’in inhibisyon orani sentetik bir antioksidan olan BHT nin
inhibisyon oranina yakin oldugu gosterilmistir (%96.0) (Tepe vd 2005b). Ugucu yaglar
bir¢ok bilesik tarafindan olusturulan oldukca karmasik karisimlardir ve bu karmagikligi,
aktivitesinin agiklanmasini zorlastirmaktadir. Bazi fenolik bilesiklerin (Halendar vd
1998) ve baz1 saf bilesiklerin (Aeschbach vd 1994, Madsen ve Bertelsen 1995)
antioksidan aktiviteleri iyi bilinmektedir. Genel olarak, fenollerin gii¢lii antioksidan
aktiviteye sahip olduklari dogrulanmistir (Ruberto ve Baratta 2000). Oksijenlenmis
monoterpenler (6zellikle iyi bilinen iki fenolik bilesik, timol ve karvakrol) bitki ugucu

yaglarinin antioksidan giiclinden sorumludurlar (Laguori vd 1993, Aeschbach vd 1994,
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Baratta vd 1998). Terpinolen, a- ve y-terpinen gibi monoterpen hidrokarbonlarinin
gbzlemlenen antioksidan aktiviteleri oksijenlenmis monoterpenlerden daha zayiftir.
Timol ve karvakrol DPPH ve B-karoten/linoleik asit test sisteminde giiclii antioksidan
aktivite gosterirken, 1,8-sineol, kamfor, borneol, p-simen, a-pinen ve B-pinen higbir
aktivite goOstermemistir. Seskiterpen hidrokarbonlarin ve bunlarin oksijenlenmis

tiirevlerinin ¢ok diisiik antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Ruberto ve

Baratta 2000).

Thymus caramanicus’un farkli gelisimsel basamaklardayken (vejetatif, cicek
tomurcuklanma, tamamen c¢i¢ceklenme ve tohum donemi) toplanip, toprak iisti
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin GC/MS analiz sonuglarina gore oksijenlenmis
monoterpenlerin biitlin orneklerin en biiyiik boliimiinii olusturduklar1 gdsterilmistir.
Karvakrolliin en yliksek oranda (%68.9) bulundugu basamak, tamamen c¢igeklenme
basamagi oldugu gozlenmistir. Karvakroliin en az oranda bulundugu basamak, vejetatif
basamag1 oldugu gosterilmigstir. Fakat ¢igek gelisimi sirasinda miktarinin arttig1 (%66.9)
ve tohum doneminde tekrar azaldigi goézlenmistir. Vejetatif ve jeneratif (tohum)
donemde fenolik bilesiklerin (timol ve karvakrol) miktar1 azalmis fakat bunlarin

onciillerinin (p-simen ve y-terpinen) miktar1 artmistir (Nejad Ebrahimi vd 2008).

Cezayir’in 180 ve 300 km giineyinde bulunan sirasiyla Sidi Aissa’dan (TP1) (Kef
Etna dagi) ve Bou-saada’dan (TP2), Cezayir’in 80 ve 210 km dogusunda bulunan
sirastyla Kadiria (TP4) ve El-Asnam’dan (TP5) ve Cezayir’in 250 km batisinda bulunan
Oued Rhiou’dan (TP3) toplanan bes Thymus pallescens 6rnegi ile 800 (ALG1) ve 1500
m (ALG?2) yiiksekliklerde Chrea National Park’tan ve El-Asnam’dan (ALG3) toplanan
Thymus algeriensis Ornekleri, Cezayirin 180 km dogusunda bulunan Djurdjura
daglarindaki Takoucht’tan toplanan Thymus dreatensis’dan (TDR) elde edilen ugucu
yaglarin GC/MS analiz sonuglarina gore dort Thymus pallescens yaglar (TP1, TP2, TP4
ve TP5) baz1 kiiciik farkliliklar disinda karvakrol (%44.4-57.7), p-simen (%10.3-17.3)
ve y-terpinenin (%10.8-14.2) baslica bilesikler olmasi ile karakterize edilen yliksek
derecede benzer kimyasal bilesime sahip olduklar1 gosterilmistir. Bu arada Oued
Rhiou’dan (TP3) toplanan 6rnek, karvakroliin (%9.0) yerine timoliin baslica bilesen
(%49.3) olmasi ile farkli oldugu gosterilmistir. Thymus algeriensis yaglar1 genis bir

cesitlilik ve farkli kimyasal profiller gdstermislerdir, hatta farkli seviyelerden aym
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lokaliteden toplanan iki 6rnek olan ALG1 ve ALG2’nin de bdyle oldugu goriilmiistiir.
Chrea National Park’in 800 m yiiksekliginden toplanan 6rnegin (ALG1), baslica bilesen
timoliin (%29.5) olmasi ile karakterize edilmistir. Terpinil asetat (%18.0), nerolidol
(%12.6), a-pinen (%11.1), borneol (%9.0) ve bornil asetat (%7.7) bilesenleri aym
lokalizasyondan, 1500 m’den toplanan Ornegi karakterize etmistir. El-Asnam’dan
toplanan ornekle (ALG?3) ilgili olarak, 4-terpineol (%10.6), kamfor (%10.1), p-simen
(%9.9), a-pinen (%6.5) ve 1,8-sineolliin (%6.5) baskin bilesenler oldugu gosterilmistir.
Thymus dreatensis’te linalool (%30.4), timol (%20.2) ve geraniolliin (%19.6) baskin
olarak bulundugu gosterilmistir. Diger Cezayir Thymus tiirlerinde varligi
gosterilmediginden geranioliin yiiksek yiizdelerde bulunmasi dikkate degerdir. 0.8 ve
1.0 mg/ml’de iki sentetik antioksidana (BHT ve BHA) benzer giiglii serbest radikal
siiptirme aktivitesi gosteren TP1’in disindaki, ana bilesenleri arasinda timol ve
karvakrol iceren diger biitiin Ornekler benzer konsantrasyon-bagimli DPPH radikal
inhibisyonu gostermislerdir (Hazzit vd 2009). ALG1 ve ALG2 daha az aktiftir ve bu
Thymus yaglarinin zayif DPPH radikal-sliplirme aktiviteleri, timol ve karvakrol gibi
bazi bilesenlerin yokluguna baglanabilmektedir (Sokmen vd 2004, Tepe vd 2005b).

Thymus revolutus Célak’in 1998 yilinda Hatay’dan toplanip, daha sonra toprak
istli kismindan elde edilen ugucu yagin GC/MS analiz sonuglarma gore toplam ugucu
yagin %98.16’sm1 gosteren 22 bilesik tanimlanmis ve baslica bilesenlerinin, karvakrol
(%43.13), y-terpinen (%20.86), p-simen (%13.94), B- karyofillen (%5.40) ve timol
(4.62%) oldugu bulunmustur (Karaman vd 2001). Deneylerimizde kullandigimiz, 2008
Haziran déneminde Akdeniz Universitesinin Ziraat Fakiiltesinin giineyinde bulunan
acik kayalik ve g¢akilli alandan toplandigimiz Thymus revolutus Célak’in toprak iistii
kisimlarindan elde ettigimiz ugucu yagin GC/MS analiz sonuglarina gore 12 bilesik
tanimlandi. Ucucu yagin en 6nemli bilesenleri, simen (%32.57), y-terpinen (%17.18),
karvakrol (%11.89), timol (%9.97) ve borneol’diir (%7.55). Deneylerimizde
kullandigimiz Thymus revolutus Célak’tan elde ettigimiz ugucu yagin bilesenleri ile
1998 yilinda Hatay’dan toplanan Thymus revolutus Célak’in bilesenlerinin bazilarinin
ayni olup, yiizdelikleri farkli olmakla beraber bazi bilesikler tamamen farklidir. Ugucu
yag bilesenlerindeki farkliliklar, iklimsel, mevsimsel, cografik ve jeolojik bircok
farkliliklardan kaynaklantyor olabilir (Tepe vd 2005a). Thymus revolutus Célak ugucu
yaginin DPPH testinde ICsy degeri 250 pg/ml bulunurken, B-karoten/linoleik asit

59



testinde %72.8 linoleik asit oksidasyon inhibisyonu saglamistir. DPPH testinde 1Csg
degeri yukarida tartisilan diger Thymus tiirlerine yakin bir deger olarak bulunurken, -
karoten/linoleik asit testinde linoleik asit oksidasyon inhibisyonu degeri daha diisiik
olarak bulunmustur. Thymus revolutus Célak’in ugucu yagimin B-karoten/linoleik asit
testinde, linoleik asit oksidasyon inhibisyon degerinin yukarida tartisilan ¢aligmalardan
daha disiik ¢ikmasinin nedeni timol ve karvakrolliin ucucu yagda az miktarda
bulunmasindan kaynaklantyor olabilir. Ayrica Thymus revolutus Célak’tan elde
ettigimiz ugucu yagin ana bileseni olan simenin DPPH ve [-karoten/linoleik asit
testlerinde aktivite gostermedigi daha onceki yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Tepe
vd 2005b). Ugucu yagin ana bileseninin antioksidan aktivite gostermemesinde, B-
karoten/linoleik asit testinde linoleik asit oksidasyon inhibisyon degerinin diisiik

¢ikmasi neden olabilir.

Antioksidanlar, hiicre membraninda bulunan lipit bilesiklerinin oksidasyonunu
azaltirlar ya da karsinojenik olduklar1 bilinen linoleik asit oksidasyonundan ortaya ¢ikan

konjuge dien hidroperoksitleri inhibe ederler (Kartal vd 2007).

Insan akciger karsinoma (A549), servikal karsinoma (HeLa), karaciger karsinoma
(Hep G2) ve umbilikal endotel hiicre dizilerinin (HUVEC), Lindera strychnifolia
(Lauraceae) (LS)’nin yapraklarindan elde edilen ucgucu yaga 24 saat maruz
birakilmasinin ardindan yapilan 6lgiimlerle, ICso degeri A549 i¢in 23.1 pg/ml, HeLa
icin 24.1 pg/ml, Hep G2 i¢in 22.7 pg/ml ve HUVEC i¢in 126.1 pg/ml olarak
bulunmustur. Hep G2 hiicre dizisi diger hiicre dizileri ile karsilastirildiginda, LS’ nin
yapraklarindan elde edilen ugucu yagin sitotoksik etkisine en hassas olan hiicre dizisi
oldugu, HUVEC’in ise en direngli hiicre dizisi oldugu gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada,
LS’nin koklerinden elde edilen ugucu yagin ayni hiicre dizilerinde 24 saatlik sitotoksik
etkisi arastirildiginda, 1Cso degeri A549 i¢in 23.9 pg/ml, HeLa i¢in 31.6 pg/ml, Hep G2
icin 38.0 pg/ml ve HUVEC i¢in 163.9 pg/ml olarak bulunmustur. LS nin ugucu
yaglarinin sitotoksisitesi, test edilen insan kanser hiicrelerinde (ICso 22-38 pg/ml)
kanser hiicresi olmayan (non-cancerous) HUVEC’ten (ICsy 126-163 pg/ml) ¢ok daha
giicliidiir. Bu da LS ugucu yaglarinin kanser hiicrelerine olan segicilik giiclinii
gostermistir. LS ugucu yaglarinin sitotoksisitesi 0zel bilesiklere baglanabilir (Yan vd

2009). LS’nin kokiinden elde edilen ugucu yagda %?26.66 oraninda bulunan
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zerumbonun bir¢ok kanser hiicre dizisinde anti-tiimor aktivitesi gosterilmistir (Kirana
vd 2003). LS’nin yapraklarindan elde edilen ugucu yagda %3.80 ve kokiinden elde
edilen ugucu yagda %0.04 oraninda bulunan 4-elemenin ve LS’nin yapraklarindan elde
edilen ugucu yagda %0.64 ve kokiinden elde edilen ugucu yagda 9%0.08 oraninda
bulunan y-elemenin giiclii sitotoksik etkileri oldugu gdosterilmistir (Xu vd 2005). Bu
aktif kimyasallarin, ugucu yagin diger bilesenleri ile olan sinerjetik etkisi géz Oniine

alinmalidir.

Insan gogiis karsinoma (MCF-7 ve MDA-MB-4358S), servikal karsinoma (HeLa),
karaciger karsinoma (Bel-7402 ve Hep G2) ve renal adenokarsinoma hiicre dizilerinin
(ACHN), Aristolochia mollissima Hance’nin (Aristolochiaceae) rizomlarindan elde
edilen ugucu yaga 24 saat maruz birakilmasinin ardindan yapilan dl¢timlerle ICsy degeri
ACHN ig¢in 22.3 pg/ml, MCF-7 i¢in 20.6 pg/ml, MDA-MB-435S i¢in 22.1 pg/ml, Bel-
7402 i¢in 33.1 pg/ml, Hep G2 i¢in 33.2 pg/ml ve HeLa icin 38.6 pg/ml olarak
bulunmustur. Ayni c¢alisma A. Mollissima’nin toprak iistii kisimlarindan elde edilen
ucucu yaga 24 saat maruz birakilarak yapildiginda 1Csy degeri ACHN i¢in 33.8 pg/ml,
MCF-7 i¢in 21.1 pg/ml, MDA-MB-435S i¢in 20.3 pg/ml, Bel-7402 i¢in 49.5 pg/ml,
Hep G2 i¢in 40.7 pg/ml ve HeLa igin 50.6 pg/ml olarak bulunmustur. Rizomlardan
elde edilen yagin dort kanser hiicre dizisindeki (ACHN, Bel-7402, Hep G2 ve Hela)
sitotoksisitesi 4. Mollissima’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagdan
onemli derecede daha giiclii bulunmustur. Test edilen alt1 kanser hiicre dizisi arasinda
ACHN, MCF-7 ve MDA-MB-435S diger kanser hiicre dizilerinden her iki yaga da daha
duyarli bulunmustur (Yu vd 2007). B-elemenin gii¢lii sitotoksik etkisi oldugu
bildirilmistir (Xu vd 2005). Ayrica karyofillen oksitinde sitotoksik etkisi gosterilmistir
(Sibanda vd 2004). Her iki seskiterpen bilesigin rizom yaginda diisiik yiizdelerde
bulundugu goriilmiistiir, bu yiizden rizom yaginin goézlemlenen sitotoksik aktivitesinde
sorumlu olan ana bilesikler olamayabilirler. Ana sitotoksik bilesikler her iki yagda da
bol bulunan seskiterpenler olabilir. iki yagin biyoaktiviteleri arasindaki farklihiklart iki
yagin bilesenlerindeki kiigiik nicel farkliliklardan kaynaklandig: bildirilmistir (Yu vd
2007).

Insan gogiis karsinoma (MCF-7, ZR-75-30 ve MDA-MB-435S), karaciger
karsinoma (Bel-7402 ve Hep G2) ve renal adenokarsinoma hiicre dizilerinin (ACHN)
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Dictamnus dasycarpus Turcz’in (Rutaceae) kok kabugundan elde edilen ugucu yaga 48
saat maruz birakilmasiin ardindan yapilan 6l¢timlerle, ICsy degeri ACHN i¢in 57.8
pg/ml, MCF-7 i¢in 45.1 pg/ml, ZR-75-30 i¢in 28.8 pug/ml, MDA-MB-435S icin 37.5
ug/ml, Hep G2 icin 55.7 pg/ml ve Bel-7402 igin 81.1 pg/ml olarak bulunmustur. Ug
gogiis kanseri hiicre dizisi iizerindeki ugucu yagin hiicre biiylime inhibisyon etkisinin
(ICso degerleri 28-45 pg/ml) diger kanser hiicre dizileri iizerindeki inhibisyon
etkisinden oldukea giiclii oldugu gosterilmistir. ZR-75-30 hiicre dizisi ii¢ gogiis kanser
hiicre dizisi arasinda 28.8 pg/ml ICsy degeri ile en duyarli olan1 oldugu gdsterilmistir.
Caligilan diger kanser hiicre dizilerine gore, Hep G2 hiicre dizisi ve ACHN sirasiyla
55.7 pg/ml ve 57.8 pg/ml 1Csy degerleri ile ugucu yagin sitotoksisitesine benzer
duyarlilik gostermislerdir. Bel-7402 hiicre dizisi ugucu yagin sitotoksisitesine 81.1
pg/ml ICsy degeri ile en diisiik duyarliligt gostermistir (Lei vd 2008). Dictamnus
dasycarpus Turcz’in (Rutaceae) kok kabugundan elde edilen ugucu yagda %0.2
oraninda bulunan B-elemenin ve %2 oraninda bulunan palmitik asitin giiclii sitotoksik

etkisi oldugu gosterilmistir (Harada vd 2002, Xu vd 2005).

Insan servikal karsinoma (HeLa), akciger karsinoma (A549) ve karaciger
karsinoma hiicre dizilerinin (Bel-7402) Photinia serrulata Lindl ‘in yapraklarindan elde
edilen ugucu yaga 48 saat maruz birakilmasinin ardindan yapilan o6lgiimlerle, 1Cs
degeri HeLa icin 0.0427 pl/ml, A549 i¢in 0.0219 pl/ml ve Bel-7402 i¢in 0.0301 pl/ml
olarak bulunmustur (Jie vd 2006). P. Serrulata’dan elde edilen ugucu yagin %5.87’sini
olusturan o-humulenin, MCF-7, PC3, A549, DLDD-1, M4BEU ve CT-26 hiicre
dizilerinde sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur (Legault vd 2003). P. Serrulata’dan
elde edilen ugucu yagda diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve sitotoksik etkiye sahip
oldugu gosterilen y-elemen ve d-elemen (Duh vd 1999) P. Serrulata’dan elde edilen
ucucu yagin yiiksek sitotoksik aktivitesini tamamen agiklayamamistir. Bu da P.
Serrulata’dan elde edilen ugucu yagin biiylik bir boliimiinii olusturan diger
seskiterpenlerin P. Serrulata’dan elde edilen ugucu yagin sitotoksik aktivitesinden
sorumlu oldugu gosterilmistir. Ancak az miktarda bulunan ugucu yag bilesenleri de
ucucu yagin sitotoksik aktivitesine katkida bulunabilirler (Jie vd 2006). Az miktarda
bulunan bilesenler diger aktif bilesikler ile sinerjizim olusturabilir (Lattaouni ve
Tantaouni 1994, Yu vd 2004). Panax ginseng (Keum vd 2000), Xanthones (Lee vd
2005) ve Betula platyphylla var.japonica’nin metanol ekstraktt (Ju vd 2004) gibi
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antioksidan o6zellige sahip oldugu gosterilen bu gibi bilesiklerin sitotoksik oldugu
bulunmustur. Baz1 caligmalar, sitotoksisite ile antioksidan aktivite arasindaki iligkiyi
desteklemektedir (Owen vd 2000, Dwivedi vd 2003). Bu yiizden P. Serrulata’nin
yapraklarindan elde edilen ugucu yagin antioksidan aktivitesi, konsantrasyona bagl
olarak sitotoksik aktivitesine katkida bulunabilir (Jie vd 2006).

Insan fetal akciger hiicreleri (HFL1), parasetamol, asetilsalisilat, ferrus siilfat,
diazepam, amitriptilin, etilen glikol, methanol, ethanol, fenol, NaCl, Na fluorid ve
ksilene 24 ve 72 saat maruz birakildiklarinda, bu maddelerin HFL1 hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerinin zamana bagli olarak arttig1 bulunmustur (Yang vd 2002). Insan
kolorektal karsinoma hiicre dizisi Caco-2’nin, UV 1sinlamasi ile okside edilen, 0-100
pg/ml konsantrasyonlarinda balik yagi ve metil linoleata 24, 48 ve 72 saat maruz
birakildiklarinda, her iki maddenin konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin
artmastyla hiicre sag kalimimin azaldigi bulunmustur (Alghazeer vd 2008). Bu
caligmalar, sitotoksisite deneylerimizde buldugumuz, uygulanan ucucu yag
konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin artmasiyla azalan hiicre canlilig1

sonucumuzu desteklemektedir.

Thymus revolutus Célak’in toprak iistii kisimlarindan elde ettigimiz ugucu yag
ile yaptigimiz 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksisite testleri sonucunda sirasiyla 1Csy
degerleri 70.15 pg/ml, 61.2 pg/ml ve 35 pg/ml olarak bulundu. Sonuglarimiz yukarida
tartistigimiz ¢alismalarla karsilagtirildiginda, bizim calismamizda buldugumuz 24
saatlik ICsy degeri daha yiiksek ve 48 saatlik ICsy degeri yukarida tartisilan ¢caligmalarla
yakin bir deger bulunmustur. V79 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50,
75, 100 pg/ml) 6nemli bir ugucu yag bileseni olan timole 24, 48 ve 72 saat maruz
birakildiklarinda hiicre canliliginin konsantrasyona ve zamana bagli bir sekilde azaldigi
gosterilmigstir (Archana vd 2009). Hiicre canliliginin zamana ve konsantrasyona bagli
bir sekilde azalmasi bizim sitotoksisite deneylerimizde buldugumuz sonuglari
desteklemektedir. Timol ile yapilan bu calisma ile ugucu yag ile yaptigimiz ¢alisma
karsilagtirildiginda, Thymus revolutus Célak ugucu yagimin Hep G2 hiicrelerindeki 72
saatlik sitotoksik etkisinin V79 hiicrelerindeki bir ugucu yag bileseni olan timoliin 72
saatlik sitotoksik etkisinden daha yiiksek oldugu sdylenebilir. Farkli ugucu yaglar ile
farkli hiicre dizileri kullanilarak yapilan sitotoksisite testlerinde birbirinden farkli

sonuclar bulunmasi, ugucu yaglarin farkli bilesenlerden olugsmasindan, bu
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bilesenlerinde her bir ucucu yagda farkli yiizdelerde bulunmasindan ve her bir hiicre
dizisinin farkli u¢ucu yaglara ayni duyarlilikta olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.
Ayrica ugucu yaglar olusturan farkli bilesenlerinde birbirleri ile olan etkilesimleri de
(sinerjetik ya da antagonist) farkli olabileceginden bununda sitotoksik aktiviteyi

etkiliyor olabilmesi muhtemeldir.

ROT’un, yaslanma, kanser ve bazi noérodejeneratif hastaliklarla (Alzheimer ve
Parkinson hastaligi gibi) iliskili oldugu gosterilmistir. H,O,, hiicrede lipit
peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden olan Onemli bir ROT’dur. Dogal
antioksidanlar, ROT iiretiminin inhibisyonunu, serbest radikallerin dogrudan ya da
dolayl siiptiriilmesini igeren biyokimyasal aktivitelerin genis bir boliimiine sahiptirler.

Birgok antioksidan antikarsinojenik 6zellige sahiptir.

Bizim ¢alismamizda, Hep G2 hiicrelerinin H,O;’e 24 saat maruz birakilmasiyla
ICsy degeri 384 uM bulunurken, 1C;o degeri 537 uM bulunmustur. Cin hamster akciger
fibroblast (V79-4) hiicrelerinin HO,’e 24 saat maruz birakilmasiyla ICsy degeri 100
uM bulunmustur (Ju vd 2004). Insan umbilikal vein endotel hiicre dizisinin (ECV-304)
H,05’e 42 saat maruz birakilmasiyla ICsy degeri 750 pM’dan daha yiiksek bulunmustur
(Wang ve Huang 2005). Astrosit kiiltliriiniin H,O,’e 24 saat maruz birakilmasiyla ICs
degeri yaklasik olarak 400 uM olarak bulunmustur (Brera vd 2000). Bizim
calismamizda Hep G2 hiicrelerinin H,O,’e 24 saat maruz birakilmasiyla buldugumuz
ICsy degeri (384 uM), yukarida tartisilan ¢aligmalarda bulunan ICsy degerlerinin
bazilarindan daha yiiksek, bazilarindan daha disiiktiir. Bu farklilik her bir hiicre
dizisinin H,O,’e¢ olan duyarliliginin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. H,O,

uygulama siiresi de 6nemlidir.

Thymus revolutus Célak’n toprak iistii kisimlarindan elde ettigimiz ugucu yagin
Hep G2 hiicrelerinde, H,O,’e karsi antioksidan aktivitesi, uygulanan konsantrasyonlar
icinde 20 pg/ml’den daha diisilk konsantrasyonlarda ortaya c¢ikmistir. V79-4
hiicrelerinin, Betula platyphylla var. japonica’dan elde edilen metanol ekstraktinin
farkli konsantrasyonlar: ile bir saat 6n uygulamaya tutulduktan sonra 24 saat 100 uM
(H20; i¢in ICsy degeri) H,O,’e maruz birakilmasi hiicre sag kaliminda artisa neden

olmustur. Ekstraktin V79-4 hiicrelerinde ¢ok diisiik sitotoksik etkiye (ICsy degeri > 500
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pug/ml) sahip oldugu gosterilmistir. Betula platyphylla var. japonica metanolik
ekstraktinin antioksidan aktivitesinin konsantrasyona bagimli bir sekilde arttigi
belirtilmistir. 100 pg/ml Betula platyphylla var. japonica metanolik ekstraktinin hiicre
canliligini kontrol ile karsilastirildiginda %85 arttirdig1 goézlenmistir. Betula platyphylla
var. japonica’dan elde edilen metanol ekstraktinin  H,O,’e karsi  diisiik
konsantrasyonlarda antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur (Ju vd 2004). Ishige
okamurae‘dan elde edilen %80’lik metanol ekstraktinin etil asetat fraksiyonunun gii¢lii
radikal stiplirme aktivitesi oldugu gosterilmistir. Daha sonra etil asetat fraksiyonundan,
aktif bilesik olan diphlorethohydroxycarmalol izole edilmistir. Maymun bdbrek
fibroblast hiicre dizisi (Vero), diphlorethohydroxycarmalolliin farkli
konsantrasyonlartyla (25, 100, 200 uM) 30 dakika 6n uygulamaya tutulup, daha sonra
50 uM H;Oy’e (hiicre sag kalimi %41.31) 24 saat maruz birakilarak
diphlorethohydroxycarmalollin Vero hiicrelerinde antioksidan aktivitesi ortaya
konmustur. Diphlorethohydroxycarmalolliin hiicre i¢i ROT’u siiplirme aktivitesi
konsantrasyona bagli olarak artis gdstermistir. Vero hiicreleri 50 uM H,0O,’e maruz
birakildiklarinda, H,O, hiicre sag kalimini %41.31’e  diisiirlirken, hiicreler
diphlorethohydroxycarmalol (25, 100, ve 200 uM) ile 6n uygulamaya maruz birakilip
daha sonra H;0;’¢ maruz birakildiginda, diphlorethohydroxycarmalollin H,O,’in
olusturdugu hiicre hasarin1 onledigi ve diphlorethohydroxycarmalol
konsantrasyonlarinin hiicre sag kalimini artan konsantrasyona bagl bir sekilde arttirdigi
gosterilmistir (Heo ve Jeon 2009). (—) epigallokatesin-3 gallattin (EGCG) diisiik
konsantrasyonlarda radikal siipiiriicti aktivitesi varken, yiiksek konsantrasyonlarda
hiicresel hasar1 uyardigi bulunmustur (Johnson ve Loo 2000). Bizim ¢alismamizda, 20
pg/ml’den daha diisikk konsantrasyonlardaki ugucu yagin Hep G2 hiicrelerinde
antioksidan aktivitesi oldugu gosterilmistir. Thymus revolutus C.’dan elde ettigimiz
ucucu yagin, 24 saatlik ICsy konsantrasyonundan daha diisiik konsantrasyonlarda

antioksidan 6zellik gdstermesi yukarida tartisilan ¢caligmalar ile desteklenmektedir.

Serbest radikaller, hiicre yaslanmasi ve kanser gibi kronik hastaliklarla iligkili
sitotoksisiteye ve lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir. ROT’lar, lipid
hidroperoksitlerini meydana getirmek i¢in ¢oklu doymamis yag asitlerinin ¢ift bagi ile
etkilesirler. Peroksidize ¢oklu doymamis yag asitlerinin baslica ikincil oksidasyon

tiriinlerinden biride, mutagenik ve sitotoksik etkiye sahip olan MDA’dir. MDA’ ’nin
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serbest radikal hasar ile ilgili oldugu disiiniilen ¢esitli hastaliklarla iliskili oldugu
bulundugundan beri bu biyobelirtecin belirlenmesi biyolojik ve tibbi bilimlerde
lipoperoksidasyonunun  degerlendirilmesi i¢cin en yaygin yaklasim olarak
kullanilmaktadir (Mateos vd 2005). Serbest radikallerin neden oldugu lipid
peroksidasyonu membranin yapisinda, gecirgenliginde ve akiskanlhiginda degisiklik,
lizozomal dengenin bozulmasi ve apoptozisin uyarilmasina neden olmaktadir. Yag
asitleri ve diger lipitler, membranlarin yapisal bilesenleri olarak bilinmektedir. Lipid
peroksidasyonunun, hiicrenin sitoplazmasi icindeki lipitlerin serbest kalmasi ile
sonu¢lanan membran degradasyonundan sorumlu oldugu diistiniilmektedir. MDA nin
artmasi lipit peroksidasyonunun olustugunu gostermektedir. Tagetes minuta L. ve
Schinus areira L.’den elde edilen ugucu yaglar ile 7. minuta’nin ugucu yagmin ana
bilesenleri olan limonen (%66.3) ve osimenon (%21.8) misir kdklerine (Zea mays L.)
24 ve 48 saat siireyle uygulandiklarinda, olusan MDA miktarlarinin kontrollere gore
arttigr gosterilmistir (Scrivanti vd 2003). Calismamizda, Hep G2 hiicreleri farkli
konsantrasyonlarda T.revolutus C.’dan elde ettigimiz ucgucu yaga 24 saat maruz
birakilmasiyla, Hep G2 hiicrelerinde meydana gelen MDA miktarlarinin kontrollere

gore artmasi yukari tartisilan ¢alisma ile desteklenmektedir.

Antioksidan polifenollerin farkli tiplerince (¢ilekteki anthosiyanozit ve
flavonoller, kakaodaki flavonoller ve prosiyanidinler, erikteki hidroksisinnamik asit)
zengin meyve tozlarinin alimmasiin neden oldugu etki normal yiyeceklerle beslenen
sadece saglikli hayvanlarda degil ayni zamanda hiperkolosterolemik ratlardaki serum
MDA seviyesini azaltmada da ¢ok etkili oldugu bulunmustur. Bu etki sadece serumda
degil, ayn1 zamanda yiyecek antioksidanlarin metabolizmasindan ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonundan sorumlu, serbest radikaller tarafindan oksidatif hasara karsi
hassas olan baslica organlardan biri olan ve lipit metabolizmasinda anahtar rolii
oynayan karacigerde de gozlenmistir. Bu sonuglar, fenolik antioksidanlarin in vivo

oksidatif hasar1 6nlemede yararl etkisini gostermistir (Mateos vd 2005).

Peroksinitrit (ONOOQO") lipit peroksidasyonunu, hiicresel yapilarin bozulmasini,
enzim inaktivasyonunu ve DNA hasarini uyarabilir. MDA, in vivo sistemlerde ONOO"
in tepkimelerinden olusan bilesiklerden biridir ve bugiine kadar patolojik stresin

biyobelirtegi olarak diislinlilmektedir. Karaciger mikrozomlarinda peroksinitrit
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tarafindan uyarilmis lipid peroksidasyonunu Origanum vulgare ve Satureja montana
‘dan elde edilen ugucu yaglar ile timoliin ve karvakroliin MDA olusumunu 6nemli
derecede inhibe ettigi gosterilmistir. Ayn1 konsantrasyonlarda (300 pg/ml) y-terpinen ve
p-simenin higbir inhibisyon aktivitesinin olmadig1 gosterilmistir. Origanum vulgare’nin
MDA olusumunu inhibe etme giiciiniin Satureja montana ‘dan daha giicli oldugu

bulunmustur (Prieto vd 2007).

MDA miktar1 genellikle uygulanan H,O, seviyesine baglidir ve U87 hiicrelerine
0.2 mM H,0, ve trolox-C’nin (150 uM) birlikte uygulanmasi, sadece 0.2 mM H,0,
uygulanmis U87 hiicreleri ile karsilagtirildiginda, meydana gelen MDA seviyesinde
azalmanin meydana geldigi gosterilmistir. Fakat 2 mM H,0; ile birlikte trolox-C (150
uM) uygulandiginda, kontrollere goére trolox-C, MDA miktarinda herhangi bir
azalmaya neden olmadigi bulunmustur. Trolox-C aktivitesi, test edilen 2 mM H,0,
tarafindan giderilmis, antioksidan kapasitesini kaybetmis ve olasilikla endojen gecis
metallerinin varhi§inda pro-oksidan gibi goérev yapmis olabilecegi gosterilmistir
(D’Agostino vd 2009). Bu da antioksidanlarin, oksidan degerine bagli olarak etki
gosterdigini ortaya koymaktadir.

Karboksilik asite okside olan aldehit gruplarini iceren rediikleyici sekerler, ROT
tireterek membranlar da lipit peroksidasyonunu uyarirlar. Rediikleyici bir seker olan 2 -
Deoksi-D-riboz’un (dRib) 30 mM konsantrasyonda murin osteoblastik MC3T3-E1
hiicrelerine iki giin uygulanmasi ile MDA miktarin1 oldukga arttig1 gézlenmistir. Tekrar
10°-10” M dogal bir flavonoid olan kaemferol ile birlikte 30 mM dRib uygulamasinin
MDA miktarin1 azaltti§i bulunmustur. Bu da kaemferolliin, osteoblastik MC3T3-E1

hiicrelerini oksidatif hiicre hasarindan korudugu gosterilmistir (Suh vd 2009).

Calismamizda da, T.revolutus C.’dan elde ettigimiz ugucu yagin diisiik
konsantrasyonlarda H,O;’e kars1 hiicre membranini korudugu ortaya konmustur. Ugucu
yagin H,O, toksisitesine karsi hiicre membranim1 koruyucu etkisi ugucu yagin
konsantrasyonuna bagli olarak artmistir. Farkli ugucu yaglarin, MDA olusumunu inhibe
etme aktivitelerinin ayn1 olmamasi, sitotoksisite sonug¢larimizi degerlendirirken
belirttigimiz gibi ugucu yaglarin farkli bilesenlerden olusmasindan ve her bilesenin her

bir ucucu yagda farkli oranlarda bulunmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica ucucu
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yag1 olusturan bilesenlerinde bir biri ile olan etkilesimlerinide dikkate almak

gerekmektedir.

Bu calismada 7. revolutus C.’dan elde edilen ugucu yagin antiradikal ve
antioksidan 6zelliginin oldugu ortaya konmustur. Hep G2 hiicrelerinin farkli ugucu yag
konsantrasyonlarina maruz birakildiginda hiicre canliliginin azalmasi ugucu yagin
sitotoksik etkisini gostermistir. Ucucu yagin diisiik konsantrasyonlarinin H,O;’e karsi
hiicreler lizerindeki koruyucu etkisi gosterilerek, diisiik konsantrasyonlarda antioksidan
olarak davrandigi ortaya konmustur. Bu sonuglar ucucu yagin membran hasari
tizerindeki etkisine bakilarak da desteklenmistir. Yiiksek konsantrasyonlardaki ugucu
yagin Hep G2 hiicrelerinde MDA miktarin1 arttirdigi ortaya konmustur. Diisiik
konsantrasyonlardaki ucgucu yagm ise H,O’in hiicrelerde olusturdugu membran
hasarin1 azalttig1r gosterilmistir. Son zamalarda yapilan ¢alismalarda farkli bitkilerden
elde edilen ugucu yaglarin antioksidan aktivitelerinin ve farkli kanser hiicre dizileri
tizerinde sitotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir. 7. revolutus C.’dan elde edilen
ucucu yag gibi diger bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin hiicre igindeki
mekanizmalarimin daha 1iyi anlasilmasinin kanser tedavilerine yeni stratejiler

getirecegine inantyoruz.
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5. SONUC

Bu calismada 7. revolutus C.’dan toprak {iistii organlarindan elde edilen ugucu
yagin GC/MS analizine gore en onemli bileseni %32.57°lik oran ile simen oldugu
bulunmugstur. Ugucu yagin DPPH testi ile antiradikal aktivitesinin oldugu, B-
karoten/linoleik asit renk acilim testi ile de antioksidan aktivitesi oldugu in vitro
antioksidan testleri ile ortaya konmustur. Ucucu yagin Hep G2 hiicreleri tizerindeki 24,
48 ve 72 saatlik sitotoksik etkisinin zamana ve konsantrasyona bagli olarak arttigi
bulunmustur. Ugucu yagin diisiik konsantrasyonlarinin Hep G2 hiicrelerindeki c¢ok
giiclii bir oksidan olan H,O’e karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilerek, hiicreler
tizerindeki  antioksidan aktivitesi ortaya konmustur. Ucgucu vyagin farkh
konsantrasyonlarina maruz birakilmasiyla olusan MDA miktari, yiiksek ucucu yag
konsantrasyonlarinda artmistir. Ugucu yagin diisiik konsantrasyonlarmin H>O,’in
olusturdugu membran hasarmi azalttigi gosterilerek, hiicreler lizerindeki membran

koruyuculugu 6zelligi ortaya konmustur.

T. revolutus C.’dan elde edilen ugucu yagimn, in vitro olarak antioksidan
0zelliginin ortaya konmasi ile yeni antioksidan ilaglarin {iretimi, sentetik antioksidan
maddelere alternatif olarak yiyecek ve iceceklerde kullanilmasi ile sentetik antioksidan
maddelerin kullanimi ile ortaya g¢ikan toksik etkilerin azaltilmasi, ugucu yagin ve
bilesenlerinin farmakolojik 6zellikleri incelenerek kozmetik alaninda kullanilmasi ile
dogal kaynaklarin degerlendirilmesi saglanarak iilke ekonomisine katki yapacaktir. Hep
G2 hiicrelerinde sitotoksik etkiye ve membran hasarina neden olmasindan dolay1 yeni
antikanser ilaglarin iiretiminde dogal kaynak olarak Onerilmesi tip literatiiriine katki
yapacaktir. Ugucu yagm biyolojik aktivitesinin konsantrasyona bagimli bir sekilde
degistigi gosterilerek halkin dogal kaynaklar1 bilingli bir sekilde tiiketmesine katki
yapacaktir. Bu proje, 10 Mart 2005 tarihinde Bilimsel Teknoloji Yiiksek Kurulu
toplantisinda alinan kararlardan biri olan ‘Dogal Kaynaklarimizi Degerlendirebilecek
Yetkinlige Erisme: Bitkisel ve hayvansal dogal kaynaklarin ve yaban hayatinin
degerlendirilmesi ve gelistirilmesi’ hedefine katkida bulunmustur. 7. revolutus C.’dan
elde edilen ucucu yag gibi diger bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin hiicre i¢indeki
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasinin kanser tedavilerinde kullanilan ilaglarin

tiretilmesine yeni stratejiler getirecegine inantyoruz.
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