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OZET

Lamium purpureum L. UCUCU YAGININ FARKLI KANSER HUCRE HATLARINDAKI
SITOTOKSIK ETKISi

YUKSEK LiSANS TEZi
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BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DR.OGR.UYESI.BERNA SANON)

BALIKESIR, OCAK - 2025

Bu ¢alismada Lamium purpureum L. Ugucu Yaginin Farkli Kanser Hiicre Hatlarindaki Si-totoksik
Etkisi incelenmistir. Calismamizda insan endotel hiicre hati HUVEC (Human Umberical Vein
Endotehlial cells), SW-480 (Insan kolon kanseri), PC3 (Prostat Kanseri) ve Hep3B (Insan karaciger
kanseri) hiicre hatlari ile galisilmistir. Hep3B, PC3, Sw480, Huvec hiicre hatlarina ve 24,48,72 h siireyle
maruz birakilan L. purpureum ugucu yaginin hiicre canlilig iizerine etkileri MTT ile belirlenmistir. L.
purpureum ucucu yaginin karaciger kanseri hiicreleri tizerindeki hiicre gogii ve koloni formasyonuna
etkileri klonojik analiz ile belirlenmistir. Yara iyilesme testi icin fotograflar image J programu ile analiz
edilmistir. Kimyasal bilesimin analizi Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kutle Spektroskopisi) yontemiyle
hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir. Tanimlanan bilesikler igerisinde, 2-pentadecanone, 6,10,14-
trimethyl %19.35, phytol %13.10 ve germacrene-D %5.79 ana bilesen olarak tespit edilmistir. Hep3B
hiicre hattinda L.purpureum yaginin antiproliferative etkisi incelendiginde 24 saat ve 72 saat uygulama
sonucunda tiim konsantrasyonlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksek sitotoksik etki
goriilmiistiir. L.purpureum yaginin Hep3b hiicrelerinde tlimorojenik 6zelliklerine etkisi yara iyilestirme
testi (scratch assay) ve koloni formasyon testi ile belirlenmistir. Hep3b hiicrelerinin koloni formasyon
analizinde kontrol grubuyla L.purpureum yagi uygulanan grup arasinda koloni sayisinda bir fark
gozlense de, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Hep3b hiicre hattinda hiicre migrasyonunun
analiz edildigi yara iyilesme testi sonuglari istatistiksel olarak degerlendirildiginde, hiicrelerin
hareketliligini veya migrasyonunu azalttigr ve bu degisikligin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gbzlemlenmistir. Bu calisma sonucunda elde edilen verilerin ileride yapilacak olan ¢alismalara 151k
tutmas1 ongdrilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Lamium purpureum, kanser hiicre hatt;, MTT, sitotoksik etki
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ABSTRACT

CITOTOXIiC EFFECTS OF ESSANTIAL OiL OF Lamium purpureum L. ON
DIFFERENT CANCER CELL LIiNES
MSC THESIS
KADER TOPRAK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: DR.OGR.UYESi BERNA SANON )

BALIKESIR, JANUARY - 2025

In this study, the cytotoxic effect of Lamium purpureum L. Essential Oil on different cancer
cell lines was investigated. In our study, human endothelial cell line HUVEC (Human
Umberical Vein Endotehlial cells), SW-480 (Human colon cancer), PC3 (Prostate Cancer)
and Hep3B (Human liver cancer) cell lines were studied. The effects of L. purpureum
essential oil on cell viability of Hep3B, PC3, Sw480, Huvec cell lines exposed for 24, 48, 72
h were determined by MTT. The effects of L. purpureum essential oil on cell migration and
colony formation on liver cancer cells were determined by clonological analysis. For the
wound healing test, photographs were analyzed with the Image J program. Analysis of the
chemical composition was carried out by purchasing service at Kastamonu University Central
Research Laboratory Application and Research Center using the GC-MS (Gas
Chromatography-Mass Spectroscopy) method. Among the identified compounds, 2-
pentadecanone, 6,10,14-trimethyl 19.35%, phytol 13.10% and germacrene-D 5.79% were
found to be the main components. When the antiproliferative effect of L.purpureum oil was
examined on the Hep3B cell line, a high cytotoxic effect was observed at all concentrations
after 24 hours and 72 hours of application, compared to the control group. The effect of
L.purpureum oil on tumorigenic properties on Hep3b cells was determined by scratch assay
and colony formation test. In the colony formation analysis of Hep3b cells, although a
difference was observed in the number of colonies between the control group and the group
treated with L.purpureum oil, this difference was not found to be statistically significant.
When the results of the wound healing test, in which cell migration was analyzed in the Hep3b
cell line, were evaluated statistically, it was observed that the mobility or migration of the
cells decreased and this change was statistically significant. It is anticipated that the data
obtained as a result of this study will shed light on future studies.

KEYWORDS: Lamium purpureum, cancer cell line, MTT, cytotoxic effect
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tamamlamak miimkiin olmazda.

Uzerimde emegi olan sevgili arkadasim Hazal Naz TURKMEN ve c¢alistigim kurumda
yiiksek lisans yapmami destekleyen sevgili yoneticim Hasan Emre AKIN’a sonsuz
tesekkiirlerimi iletmek isterim.

Bu siirecte 3 yasinda bir oglumun olmasi benim i¢in hem motivasyon kaynagi ve hem de
zorlu bir deneyim oldu. Calisan ve yiiksek lisans siirecinde olan bir anne olarak bunu
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Balikesir, 2025 Kader TOPRAK
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1. GIRIS

Bitkiler insanlarin yeryiiziinde varoldugu andan itibaren ve giiniimiize kadar hayatin
vazgecilmez temel kaynaklarindan biri olmustur (Turan ve ark, 2012). Bitkilerin tedavi
amagch kullanimi da neredeyse insanlik tarihi kadar eskidir. Kuzey Irak’ta 1957 yilinda
Sanidar Magarasinda yapilan kazilarda ve bir samana ait oldugu diisiilen mezarda ¢esitli
bitkiler (civanpergemi, ebeglimeci, peygamber cigegi ve giil hatmi gibi) bulunmustur. Bu
mezarda bulunan 6geler insanlarla bitkilerin iligkisinin ilk zamanlarina ait bir veri olarak

kabul edilmektedir (Arslan ve ark,2015).

Ulkemizin cografi konumu, jeolojik yapisi, farkli iklim kosullarmin yasanmasi ve farkli
toprak tiplerine sahip olmasindan dolay1 bitki ¢esitliligi acisindan zengin olmasini
saglamistir. Asya, Avrupa ve Afrika kitalarinin kesisim noktasinda olmasi, tiir gesitliligini
artmasini saglayan onemli bir etken olmustur. Tiirkiye, Gliney Avrupa ve Giineybati1 Asya
floralar1 arasinda bir kopriidiir. Bu durum pek ¢ok ekolojik ve bitkilerin cografi
dagilimindaki farklilasma ile ilgili olarak endemik bitki tiirlerinin de olusumunu

etkilemistir (Erbil,2012).

Diinya Saghk Orgiitii 91 iilkede bir arastirma yapmustir. Yapilan arastirmaya gore
20.000°den fazla bitki tirli kimyasal ilaglara alternatif olarak kullanilabilir
(Cagliyan,2022). Bitkilerin tedavi edici olarak kullanimi incelendiginde, Diinya
niifusunun %80 inin bitkisel ilaglarla tedavi oldugunu Diinya Saglik Orgiitii verileri de
desteklemektedir. Tlirkiye’de tibbi amagli kullanilan yaklagitk 600 bitki oldugu
bilinmektedir (Sar1 ve ark, 2010).

Lamium cinsine ait bitkiler, biinyelerinde barindirdiklar1 ugucu yaglar sayesinde tedavi
edici olarak da kullanilmaktadir. Bu sebeple fitokimyasal aragtirmalar i¢in yaygin bir
kaynak olmuslardir. Tiirkiye’de birgok Lamium tiirii bulunmaktadir ve bu tirlerin spazm
giderici, damar ve doku buziic, idrar soktirtcu, balgam sokturicl gibi faydalara sahip
oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte hipertansiyon, kirik, travma gibi hastaliklarin
tedavisinde de kullanilmaktadirlar (Yirtmaz, 2022). Anadolu’da L. album, L. maculatum
ve L. Purpureum’un tonik olarak kullanildig1 ve dogal tedavi yontemi olarak kabizlik
tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Bitkinin kurutulan cicekleri kas spazmlarini

Onleyici ve iltihaplanmay1 azaltici etkilerinden dolay1 halk arasinda tedavi edici olarak



kullanilmaktadir. Bu 0Ozellikleri dikkate alindiginda hayvan denekleri ile yapilan
calismalarda; ¢esitli iltihabi hastaliklar1 6nleyici ve azaltici etkileri yaninda, 6zellikle kan
durdurucu etkisi ile tipta kullanilabilecek tedaviler i¢in alternatif olusturmaktadir (Akkol
ve ark,2008 ;Roman ve ark,2016). Lamium taksonlar1 arasinda kimyasal igeriklerin
bolgesel olarak da farklilik gosterebildigine ait ¢alismalar vardir. Bu nedenle son yillarda
antioksidan, antifungal, antimikrobiyal aktiviteleri yaninda iltihap Onleyici, hicre
biiyiimesini engelleyeci madde arayislarinda 6n plana ¢ikmislardir (Akkol ve ark ,2008;
Roman ve ark, 2016). Insanlarda yaygin olarak goriilen eklem kireclenmesi tedavisinde
Lamiaceae familyasina ait, Thymus longicaulis, Lamium purpureum gibi turlerden elde
edilen ugucu yaglarin tedavide Onemli potansiyelleri bulunmaktadir (Catak ve

Atalay,2022).

Bitkilerden dretilen farkli bilesenler, son yillarda kanser tedavisine alternatif olarak
kullanilmaktadir. Bu bilesenlerin normal hiicrelerde sitotoksik etki gostermemesi sadece
kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gostermesi amaclanir. Bu bilesenler, redoks
dengesini degistirerek hiicre dongiisiinii durdurma yetenegine sahip olup, tiimoriin
gelisimesini  ve ilerlemesini engelleyebilir (Akkoyunlu,2019). Son yillarda, kanser
ilaglarinin gelistirilmesinde bu gibi bitkilerin tedavilerde etkili sonuglarinin bulunmasi

nedeni ile tiirlerin korunmasi 6n plana ¢ikarmistir (Akkoyunlu ve Dulger,2019).

1.1 Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae familyast 1789 yilinda De Jussieu tarafindan ilk kez isimlendirilmistir. De
Jussieu ilk isimlendirdigine Labiatae ismini vermis ama 1836 yilinda Lindley tarafindan
ismi degistirilmistir. Yeni ismi Lamiaceae olmustur. Lamiaceae familyasi birlesik ¢gicek
yapragina sahip familyalar icerisinde gelismislik diizeyi ileri seviye olarak kabul edilen
bir familyadir. Genellikle agik yerlesim alanlarima uyum saglamislardir. Lamiaceae
tiirlerinin  bliyiilk c¢ogunlugu hermafrodittir. Tiirkiye’deki endemik tiir sayisina
bakildiginda Lamiaceae familyasi en fazla endemik tiir sayisina sahip olan biiyiik

familyalardan biridir (Davis, 1982; Saltan, 2021).



Sekil 1.1: Lamiaceae familyasinin diinya tlizerindeki dagilis1 (Erbil 2012)

Lamiaceae, halk arasinda ballibabagilller ya da nane ailesi olarak da bilinen gicekli
bitkilerden olusan genis bir bitki ailesidir (Sekil 1.1.). Bu familyaya ait bitkiler genellikle
aromatik Ozelliklere sahiptir. Yapraklarinda veya ¢igeklerinde ugucu yag bilesikleri
bulundururlar. Lamiaceae familyasindaki bitkiler halk arasinda genellikle ¢ay ya da
baharat olarak kullanilir.Bununla birlikte Lamiaece familyasina ait bitkiler {ilkemizin
thracat tirlinleri arasinda énemli bir yere sahiptir. Bir¢ok cinsi giizel goriiniisii ve hos

kokular1 dolayisiyla yetistirilmektedir (Erbil, 2012).

Lamiaceae familyasi ile ilgili 1978-1991 yillar1 arasinda kimyasal igerigiyle ilgili yapilan
2889 calisma oldugu bilinmektedir. Bu c¢aligmalarda Lamiaceae familyasini Uyelerinin
flavonoid igerigi belirlenmistir ve flavonoid igeriginin biiylik bir kismi flavonlardan
olusmaktadir (Erbil,2012) (Tablo 1.1). Bitkilerde yogun miktarda bulunan flavonoidlerin
giliclii birer antikanser ajan1 oldugu bilinmektedir. Antimutajenik ve biiyiime baskilayici
etkileriyle birlikte hiicre sinyal iletimi ve hlcre dongusinin kontrolindeki goérevleri

antikanser aktivede 6nemli rol oynarlar (Akkoyunlu,2019).



Tablo 1.1:Flavonoidlerin yilizde miktarlar1 (Erbil, 2012)

Flavonid ismi Yiizde miktar
Flavon %60
Flavonol %16
Flavonon %20
Dehidroflavonol %2
Kalkon %2

Lamium’un her turdnin mikroorganizmalara ve oksidatif strese karsi etkili bilesenler
olmasinin yaninda antikanser Ozelliklere de sahip oldugu bilinmektedir. Bu bitkiler
sitotoksik &zelliklerini  genellikle kanser hiicrelerini apaptoza tesvik ederek
gostermetedir. Bu sebepten dolay1 bu tiirlerden elde edilen ugucu yaglar ve bitki ekstreleri

alternatif veya destekleyici kanser tedavisi saglayabilmektedir (Giiner,2023).

1.1.1 Lamium purpureum L. (Ballibaba)
Alem: Plantae

B6lim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Altsinif: Asteridae

Takim: Lamiales

Familya: Lamiaceae (Labiate)

Cins : Lamium

Tar: Lamium purpureum L.



Sekil 1.2: Lamium purpureum L.

Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’dan yayilan bu bitkinin tiirlerinin hepsi otsudur. Lamium
purpureum L. tohum ve govdeden gelisip kokleri sayesinde hizlica yayilir. Cok farkli
toprak kosullarina adapte olabilirler (Akkoyunlu,2019). Cicek gelisimi genellikle Mart-
Nisan-Mayis aylarinda goriiliir (Davis,1982; Deveci ve ark,2016) (Sekil 1.2). Bu bitkinin
polenleri %25 oraninda protein icermektedir. Bu bitkiye ait polenler 261 ppm potasyum,
63 ppm magnezyum, 28 ppm demir igermektedir (Cinbirtoglu,2014). An yetistiriciliginde
yapilan bir ¢alismada bal arilarinin Mart ve Nisan aylarinda Lamium purpureum L.

bitkisine ait polenleri tercih ettigi goriilmistiir (Deveci ve ark,2016).

Ballibaba tiirlerinin gigekleri iki dudaklidir ve pembe,koyu kirmizimsi, morumsu gibi
degisen renklere sahiptirler. Cicekler genellikle 10-18 mm uzunlugundadirlar (Deveci ve
ark,2016; Solmaz,2009). Cicekler genellikle yogundur ve tepede sapin etrafinda
bulunmaktadir(Akkoyunlu,2019). Taksonomik agidan ilgi ¢eken anatomik ozellikleri
sunlardir;

-Govde ve yaprak sapli kdselerinde kollenkima varligi veya yoklugu,

-Kokte yil dairesinin sayisi,

-Yaprak saplarindaki iletim demetlerinin sekli

- Yaprak ozellikleri

-Tly ortisu (Atalay ve ark,2016).

1.1.1.1 Lamium purpureum L. nin Kimyasal Yapisi
Lamium (ballibaba) cinsinin ayirt edilmesinde kullanilan kimyasal bilesenler arasinda

sunlar sayilabilir,



e Hidroksisinamik asitler

e Iridoid ve sekiridoidler gibi terpenoid bilesikler,
¢ Bitkisel pigmentler (Flavonoidler),

e Antosiyanin aglikonu,

e Fenolik bilesikler,

e Bitkisel savunma bilesenleri,

e Trimetilhlysinler (Betainler),

Bu bilesenler, Lamium'un c¢esitli biyolojik aktivitelerini ve farmakolojik potansiyelini
desteklemektedir (Salehi ve ark,2019). Lamiumda bulunan bu kimyasallarin varligi, in
vitro ve in vivo testlerle belirlenen gesitli biyolojik etkiler gosterebilir. Bu etkiler arasinda
sunlar yer alir:

e Antioksidan

e Antiinflamatuar

e Antimikrobiyal

e Antisistozomal (paraziter hastaliklara kars: etkili

e Romatizma ve Artrit’te agr kesici

e Kabizlik tedavisi destekleyici

e Antinosiseptif (agr1 algisini azaltici)

e Antikanser

Lamium tiirlerinin biyolojik aktivitelerinin ¢ogu, temel bilesenlerine, yani biinyelerindeki

fenolik bilesiklere ve ugucu yaglara baglanmaktadir (Salehi ve ark,2019).

Yapilan bir ¢alismada Lamium purpureum L. bitkisinde almitik asit, 7-tetradecenal,
octadecadienoik asit, asetik asit, etil 9,12,15-oktadecatrienoat, hekzatriakontan, stearat ve
benzil benzoatin ana bilesenler olarak belirlendigi tespit edilmistir (Akkoyunlu ve Diilger,

2019).

1.2 Esansiyel Yaglar
Halk arasinda ugucu yag, esansiyel yag veya aromatik yag gibi farkli isimlerle
adlandirilabilen bitkilerin ugucu yaglari, bitki kimyasinin baslica bilesenleri arasinda yer

almaktadir. Esansiyel yaglar bitkilerin farkli bolgelerinden (yaprak, gicek, kabuk, tohum



ve kok) elde edilir. Genelde ekstraksiyon yontemleri ile elde edilirler ve oda sicakliginda
genellikle s1vi formdadirlar. Bu bilesenler, bulunduklar bitkiye karakteristik bir koku ve

yakic1 bir tat kazandiriken, oda sicakliginda ugucu ve kokulu olmalari en belirgin

oOzelliklerindendir(Beyaz,2014).

Yaklagik 3000 civarinda esansiyel yagin oldugu bilinmektedir. Bunlardan yaklasik 300
tanesi ticari oneme sahiptir. Esansiyel yaglar, icerisinde cesitli bilesenler barindiran
karisimlardir. Bu sebeple biyolojik faaliyetleri gesitlilik gostermektedir. Binyerinde
barmdirdiklart etken maddenin 6zelliklerine gore etki dereceleri farklilik gostermektedir.
Esansiyel yaglarin kendisi veya igerisindeki bazi bilesenler farmakolojide, gida
sanayinde, alkollii iceceklerde, kozmatik ve parfiimeri gibi alanlarda kullanilmaktadir.
Bunun yaninda dogal tedavi yontemi olarak halk arasinda kullanilmaktadir (Beyaz, 2014;

Turhan,2015).

Ugucu yaglarin ¢ogu hafiftir ve su ile karisim olusturmazlar. Sulu etonelde
cozlinebildikleri i¢in diger yaglardan ayrilirlar (Giiltepe,2013). Kimyasal yapilarindaki
en biiyilik grup sekonder metabolit olan terpenlerdir. Oksijenli formlari ugucu yaglarin en
Onemli formlaridir. Terpenlerin oksitlenmesiyle olusan formlar ugucu yagin kendine has
koku ve terapotik 6zellik kazanmasini saglar. Terpenler ugucu yaglarin temel yapisidir ve
belli sayida izopren birimlerine sahiptirler. Terpenler izopren birimi ve C atomu

sayilarina gore siniflandirilirlar (Abak,2018) (Tablo 1.2).

Tablo 1.2:Terpenlerin izopren birimi ve C atomu sayilarina gore siniflandirilmasi

(Abak,2018)

Terpenler Izopren birimi sayisi Karbon atomu sayisi

Monoterpenler 2 10
Seskiterpenler 3 15
Diterpenler 4 20
Sesterpenler 5 25
Triterpenler 6 30
Karotenoitler 8 40

Politerpen >100 >500

Terpenlerin yaninda az miktarda alkoller, aldehitler, esterler, fenoller, azot ve kiikiirt
iceren bilegenler de bulunmaktadir. Bu bilesenlerin kirilma indeksleri genellikle yiiksektir

ve optikge aktif (Asimetrik karbon atomu bulundurma) 6zelliktedirler. Isik ve oksijenin



etkisiyle reginelestiklerinden dolay1 uzun siireli saklanmasi i¢in koyu renkli siselerde ve
agz1 kapali sekilde muhafaza edilmelidir (Kilig,2008). Ucucu yaglarin igerisinde yag
miktarinin oran1 yagin verimidir. Ugucu yaglarin biiyiik bir béliimii yiiksek verimlidir

(Glltepe,2013).

Antimikrobiyal 6zelliklere sahip ugucu yaglarin biiyiik bir ¢ogunlugu, hidroksil gurubu
bulunan fenolik bilesiklerden olusmaktadir. Antimikrobiyal aktiviteleri, binyelerinde
bulunan fenolik bilesenlerden, aldehitlerden ve organik asitlerden kaynaklanmaktadir.
Ugucu yaglarda bulunan fenol turevi bilesikler, mikroorganizmalarin enzimatik
sistemlerinin bozulmasma yol agabilir. Boylece canlinin enzimatik faaliyetlerini
durdurabilir. Fenolik bilesikler hiicrenin besin maddesini alimini1 engelleyebilir veya
hiicre zarinin hassaslagsmasina sebep olabilir. Nihayetinde hiicredeki protonlarin hareket

dengesinin bozulmasi ve ATP iiretimi yapilamamasi hiicre 6liimiiniin ana sebebi olur

(Turhan,2015).

Esansiyel yaglar,son zamanlarda kanser hastaligini tedavi etme potansiyellerinin varligi
acisindan arastirmalara konu olmuslardir.Yapilan arastirmalar esansiyel yaglarin kanser
hiicrelerini hedef alabildigini gostermistir. Bununla birlikte kanser hastalarina esansiyel
yag uygulandiginda yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglarinin etkisini arttirabildigi

gozlemlenmistir (Akkoyunlu,2019).

Esansiyel yaglar, kanser hastalarinda aromaterapi yoluyla da tedavide tamamlayici rol
oynarlar. Agr1 yonteminde tamamlayici tedavi olarak kullanilabilir. Aromaterapi sinir
sistemini uyararak serotonin ve endorfin gibi hormonlarin salinimini tetikleyerek agrinin
giderilmesinde etkili olmaktadirlar. Aromaterapide kullanilan esansiyel yaglar lenfosit
seviyesini yiikselterek Immiin sistem iizerinde de olumlu etkiler birakmaktadirlar. Kanser
hastalarinin bir diger problemi olan yorgunlugun giderilmesinde de esansiyel yaglardan
faydalanilmaktadir. Ugucu yagin solunmasi ile gergeklestirilen aromaterapinin;
yorgunluk ,depresyon ve uykusuzluk gibi bazi fiziksel problemler i¢in de etkili oldugu

bilinmektedir (Akeren ve Hintistan, 2021).

1.2.1 Ucucu Yag Elde Etme Metodlar:
Esansiyel yag elde edilmesinde esansiyel yagin bitkide bulundugu yer ve bitkide miktari

etkilidir. Bu parametreler dogrultusunda cesitli yontemlerle esansiyel yag elde edilebilir



Esansiyel yag elde edilmesinde Destilasyon,Ekstraksiyon ve Presyon gibi yontemler

kullanilmaktadir (Akkoyunlu,2019).

1.2.1.1 Destilasyon

Destilasyon cok eski bir yontemdir ve ayni zamanda en yaygin kullanilan yontemdir.
Buhar sayesinde ana malzemeden ugucu yaglari meydan getiren bilesenlerin ayrilmasi
ilkelerine dayanir (Calikoglu ve ark,2006).Temel prensibi,birbiriyle karismayan iki
stvinin buhar basinglariin toplaminin dis basinca esit oldugu ve her iki sivinin da birlikte
kaynatilmas1 esasina dayanir. Birbiriyle karismayan ve kaynama noktalar1 farkli olan iki
maddeden olusan karisim isitilir ve diisiik kaynama noktasina sahip bilesen Once
buharlasir. Olusan buhar bir sogutucu yardimiyla sogutulur ve siv1 hale getirilir. Ardindan
stv1 bir kapta toplanir. Bu sekilde icerisinde ugucu yag bulunduran droglar destilasyon
yontemiyle hi¢ bozulmaya ugramadan veya ¢ok az bir bozulmaya ugrayarak elde
edilebilirler (Abak,2018). Destilasyonun; Su Destilasyonu, Buhar Destilasyonu ve
Vakum destilasyon gibi ¢esitleri vardir (Akkoyunlu,2019).

1.2.1.1.1 Su Destilasyonu

Ugucu yaglarin elde edilmesinde en sik kullanilan yontemdir.Bu yontem, kaynama
sirasinda bozulmayan taze ve kuru bitki meteryaline uygulanabilir. Y6ntem, sogutucu ile
baglantili bir balon igerisinde su ve bitki materyalinin kaynatilmasiyla, buhar giiclyle
hareket eden ugucu yag molekiillerinin sogutucu araciligiyla yogunlastirilarak sudan
ayrilmasi esasina dayanir. Ortaya ¢ikan ugucu yag ¢ok miktarda degildir ve voliimetrik
olarak ifade edilmektedir (Cellat,2011).

1.2.1.1.2 Buhar Destilasyonu

Bu islemin prensibi bitkideki ugucu bilesenlerin su buhar1 yardimiyla siiriiklenerek
ayrilmasi esasina dayanir. Islem basamaklarindan ilki disaridan bir su banyosu veya
mantolu 1sitict yardimi1 ile 1sitilan destilasyon iinitesine bitkisel materyalin
yerlestirilirilmesidir. Buharlagan suyla birlikte ucucu yag sogutucudan gecerken
yogunlasir ve toplama kabinda birikir. Bir siire sonra yogunluk farkindan dolay1 su ve
yag ayrilir. Ucucu yag sudan daha agir ise kabin dibine ¢oker. Bu durumda su ile

karigmayan bir organik ¢6ziicii ile ekstrakte edilerek yagin ayrimi saglanir (Yaman,2017).



1.2.1.1.3 Vakum destilasyonu

Bu yontem kaynama noktalar1 ¢ok yiiksek olan ya da kaynama noktasinda bozulabilen
bilesikler i¢in kullanilir. Kaynama, buhar basinci dis ortamdaki basing ile esitlendiginde
gerceklesir. Kaynamanin gergeklesmesi i¢in sicakligi arttirmak degil de basinci diisiirmek
etkili olur. Boylece materyalin daha diisiik sicaklik ile kaynamasi saglanir (Akkoyunlu,

2019).

1.2.1.2 Ekstraksiyon
Ekstraksiyon kat1 veya sivi formdaki bilesenlerin, ¢oziinme Ozelliklerinin farkliligina
gore ayrilmasi islemidir. Bir ¢oziicii kullanarak maddenin i¢indeki istenilen bilesenlerin

c¢ikarilmasini ifade eder (Akkoyunlu,2019).

Destilasyon yontemi genellikle iyi bir saflik ve hos bir aroma saglar. Ancak bu yontem,
sabit olmayan veya yliksek buhar basincina duyarl aromatik bilesiklere uygulandiginda
verimi olumsuz yonde etkileyebilir.Bu etkenler dikkate alindiginda koku bilesenlerinin
ciceklerden ayrilabilmesi i¢in farkli  ¢oziiciiler ile ekstraksiyon islemi
yapilir(Cellat,2011). Ekstraksiyonun Soxhlet Ekstaksiyonu ve Mikrodalga ekstraksiyonu
gibi gesitleri vardir (Akkoyunlu,2019).

1.2.1.2.1 Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet Eksrtaksiyonu orjinal bir kat1 metaryelden sivi ekstraksiyonu i¢in Franz Von
Soxhlet tarafindan gelistirilmistir. Basingli Solvent ekstraksiyonu, yiiksek basing ve
sicakliktaki solventlerin kullanildig1 kati materyalden analitlerin ekstrakte edilmesine
yarayan bir yontemdir. Bu yontemde fazla miktarda drnek ekstrakte edilebilir ve filtasyon
gerektirmez. Basit bir metodolojisi vardir fakat uzun zamanalir (Akkoyunlu,2019) (Tablo
1.3).
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Tablo 1.3: Soxhlet ekstaksiyonunun avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Akkoyunlu,2019).

Avantaji Dezavantaji
Fazla MlktarQa o.rr.16k ckstrakte Fazla miktarda organik solvent kullanilir
edilebilir.

Filtrasyon gerektirmez Uzun zaman alir

Basit bir metodoloji vardir Ekstraksiyon sonrast blvlharlastlrma/derlstlrme
basamagi vardir
Uygun maliyetli basit ekipman

kullanilir

1.2.1.2.2 Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalga ekstraksiyonu klasik yontemlere gore daha farklidir. Elektromanyetik
dalganin neden oldugu hiicre yapisindaki degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan ekstraksiyon
islemidir. Diizgin ve hizli 1sitma oOzellii en Onemli avantajlarindandir
(Akkoyunlu,2019). Mikrodalga enerjisinin etkinligi ¢dziicliniin igerigine, bitki
materyaline ve uygulanan mikrodalga giiciine bagl olarak degismektedir. Mikrodalga
ekstraksiyonu iki ayr1 yontem ile gergeklestirilir. En sik kullanilan yontem,kapali sistem
ekstraksiyonudur. kapali sistem ekstraksiyonunda sicaklik ve basing kontrol edilebilir.
Ikinci yontemse acgik sistem ekstraksiyonudur. Bu yontem de ¢oziicii dis ortamla
dogrudan etkilesime girer. Mikrodalga ekstraksiyonu ile bitkilerdeki polifenoller ve
liganlar ayrisabilmektedir (Cellat,2011). Bu ydntem hizli sonuglanir ve ekstraksiyon
parametreleri kontrol edilebilir fakat bu yontemde secgilen solventlerin mikrodalga
1s1masini absorplanir (Akkoyunlu,2019) (Tablo 1.4).

Tablo 1.4:Mikrodalga ekstraksiyonunun avantajlar1 ve dezavantajlar (Akkoyunlu,2019)

Avantaji Dezavantaji

Secilen solventler mikrodalga 1s1masini
Hizli sonuglanir -

absorplayabilir
Ekstraksiyon pe}ran?e'trelen kontrol Temizleme gerektirir
edilebilir

Kurutucu ajanlar gerektirmez
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1.2.1.3 Presyon

Presyon bir presleme yontemidir. Yagm verimi kullanilan bitki tiiriine ve presleme
kosullarina baglh degisebilir ama genel olarak diger ucucu yag elde etme yontemlerine
gbre daha disiiktiir.Bununla birlikte bu islemde sicaklik uygulanmadigi igin yagin
kimyasal yapisi bozulmaz ve kalitesi yiiksek olur(Calikoglu ve ark,2006). Narenciye
(bergamot, greyfurt, limon, portakal ve mandalina) yaglar1 gibi daha yogun ugucu yaglar
destilasyon yonteminde bozulabildigi i¢in genellikle bu bitkilerden ugucu yag etmede
presleme kullanilir. Narenciye kabuklar1 hazirlanir soguk presleme kullanilarak ugucu

yag eldesi gerceklestirilir(Cellat,2011).

1.3 Kanser

Kanser, DNA hasarinin sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliiniip ¢cogalarak
bliylimesi ve yayilmasi olarak ifade edilebilir. Bu hiicreler olagan sinirlar1 disinda
biiyiiyerek, cevresinde bulunan normal hiicreleri isgal edip diger organlara da yayilirlar.
Normal hiicrelerde boliinme sayist sinirli iken kanser hiicrelerinde bu sekilde degil tam

tersi bir durum s6z konusudur (Felekoglu,2021) (Sekil 1.3).

genetik degisiklik
. ©®-60-0@_
®©—@ 06

Normal Kanser
hiicre Hicresi

Cogalma Malign timdr

Sekil 1.3: Kanserin gelisimi (Yavuz,2016)

Kanserin gelisiminde genetik faktorlerin yani sira ¢evresel etmenlerin de 6nemli bir roli
vardir. Kanser, profili az gelismis ve gelismis {lkelerde birbirinden faklilik
gostermektedir (Felekoglu,2021).Uluslaras1 kanser ajansi verilerine gore diinyada en sik
goriilen kanserler arasnda akciger kanseri ve gogiis kanseri vardir (Sekil 1.4). Tiirkiye’de
erkeklerde mesane, akciger ve mide kanseri sik goriiliirken, kadinlarda ise koleraktal ve

meme kanseri daha sik goriilmektedir (Felekoglu,2021).
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Lung
2480675 (12.4%)

Breasg
2296 840 (11.5%,
Others

Q969 785 (499%)

Colorectum
1926 425 (9.6%)

Prostate
1467 854 (73%)

Stomach
958784 (1.8%)

Liver
866136 (4.3%)

Sekil 1.4: Kanser vakalar1 dagilim grafigi (Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi,2024)

Kanser goriilme sikligi ve olim oranlarindaki artis ililkeden iilkeye degismektedir.
Ulkelerin ekonomik diizeyleri, sosyal ve kiiltiirel yasam tarzlar1 gibi unsurlara bagh
olarak bu oranlar degisiklik gosterir (Tok, 2019). Batili toplumlarda kanser gelisme orani
1/3’tiir ve kansere yakalananlarin 1/5’1 yasam kaybi ile sonuglanmaktadir. Kanser
goriilme sikliginda Tiirkiye 10 iilke arasinda 2.siradadir (Akeren ve Hintistan, 2021).
Tiim kanserler DNA dizisindeki birtakim bozulmalardan kaynaklanmaktadir. Kanserlerin
%10-%15 ebeveynlerden kalitim yoluyla aktarildigi kalan %85-90’1ik b6liimiin ise yagam
stirecinde DNA’nin maruz kaldig1 ¢evresel faktorler ile yapisinin bozulmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Cevresel faktorlere maruz kaldigimiz kimyasal
maddeler, ilaglar, aflatoksinler, yaglh yiyecekler, yanmis yag igeren besinler gibi 6rnekler
verilebilir. Bununla birlikte sigara, alkol, asbest, komiir tozu gibi etkenlerde kansere
sebep olabilmektedir. Human papilloma, T hiicreli 16semi viriisii gibi biyolojik etmenler
de hiicrede bozulmaya yol acarak kanser olusturabilirler. Radyasyon, giines 15181, gama
1sinlar1, ultraviyole 1sinlar da  kansere sebep olabilecek etmenlerdir (Yokus ve

Cakir,2012) (Sekil 1.5).

13



( RADYASYON )

. GENETIK ’
DNA
. MUTASYONLARI .
SR BIYOKIMYASAL Cféflgl){{ﬂ
FAKTORLER i
STRES
\ ) CEVRE )
VIRUSLER

Sekil 1.5: Timore neden olan faktorler (Yavuz,2016).

1.3.1 Hucre Siklusu ve Hicre Dongust

Normal dokularda hiicre boliinmesi, genetik olarak 6zdes iki hiicre tiretilmesini saglamak
icin ¢ok organizmanin ihtiya¢ duydugu bir stirectir. Bu siire¢ evrimsel olarak korunur ve
hiicre dongiisii kontrol mekanizmalariyla siki bir sekilde diizenlenir. Hiicre dongiisii
denetim noktalari, dongliniin asamalar1 arasinda hiicrenin diizgiin bir sekilde ilerleyip
ilerlemedigini denetler. Hiicre dongiisii sirasinda olusan genetiksel bozukluklarin
birikmesini ve sonrasinda yayilmasini engeller. Denetim noktalari, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini geciktirebilir veya onarllamaz DNA hasar1 olustugunda buna yanit olarak
hiicrenin dongiiden ¢ikisini saglayabilir ya da hiicre 6liimiinii baglatabilir (Mathhews ve
ark,2002). Hiicre dongiisii siireci hiicrenin kendi kopyasi olan iki hiicreye ¢ogalmasi ile
biyokimyasal olarak baslatilir. Hem i¢ hem de dis biiylime faktorleri ile diizenlenir.
Kanserle iligkili mutasyonlar, hiicre dongiisii kontroliinii bozarak hiicrelerin dongiiyii terk
etme yetenegini zayiflatir ve bu da siirekli hiicre bdliinmesine yol agar. Hiicre dongiisii
kontrol mekanizmalar1 ve kanserdeki rolii hakkinda elde edilen yeni ve ayrintili bilgiler
hiicre dongiisii siireglerinin  kanser tedavisinde nasil kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir (Mathhews ve ark,2002). Organizmanin yaptig1r bir faaliyet olan hiicre
dongiisiiniin  siiresi hiicreler arasinda farklilik gosterebilir ve canlidan canliya
degisebilmektedir. Hiicre dongiisii dort asamada gerceklesmektedir (Selguk,2011; Yokus
ve Cakir,2012).
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Sekil 1.6: Hiicre dongiisii evreleri (Aktug, 2014)

Hiicre doniisii evrelerinde en oOnemli gorillen asamalar, DNA replikasyonunun
gerceklestigi S evresi ve hiicrenin iki es hiicreye boliindiigii M evresidir. interfaz (G1-S-
(32) sirasinda hiicresel icerik ¢ogaltilir ve mitozda genetik olarak 6zdes 2 hiicreye ayrilir.
GI evresinde hiicre dongliye girme kararini verir.Hiicre bolinmeden dnce biiyiir. G1
evresinde DNA eslenmesi olmamakla birlikte RNA ve protein sentezi devam eder. S
Evresi sentez evresidir. DNA eslenmesi S fazinda gerceklesir.S evresinde hiicre genetik
meteryalini ¢ogaltir ve hiicre boliinmesinin temelini atar. G2 fazinda hiicre kromozom
ayrilmasina yol acan siireci baglatma gibi 6nemli bir karar1 verir. G2 evresinde DNA
eslenmesi olmaz ama RNA ve protein sentezinin devam eder (Matthews ve ark,2022;

Williams ve Stoeber, 2011) (Sekil 1.6).

S fazim1 M fazindan ayiran interfaz donemleri olan G1 ve G2 bosluk fazlar1 olarak
adlandirilmistir. G1, S fazindan 6nceki ve G2 de S fazindan sonraki fazdir. Bu bosluk
donemleri hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi i¢in oldukc¢a 6nemli donemlerdir Matthews

ve ark,2022; Williams ve Stoeber, 2011).

G1 asamasinda hiicreler S fazina girmezlerse GO faz1 olarak adlandirilan ve tekrar hiicre
dongiisiine girmeden Once giinlerce, aylarca ve yillarca bu fazda olacagi bir duraklama

donemine girer. Bu doneme dinlenme donemi denebilir (Aktug,2014).
1.3.2 Apoptoz

Apoptoz, organizmanin sagligini korumak icin hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasini

kapsayan, kontrollii ve programlanmis hiicre 6liim yontemidir. Apoptoz, organizmanin
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yasam dongiisiinde hiicresel dengeyi korumak amaciyla biyolojik sitemlerin dengeyi

korumasina yonelik bir mekanizmadir (Tok, 2019) (Sekil 1.7).

Apoptoz patolojik ve fizyolojik agidan ¢ok énemli bir siiregtir. Apoptatik hiicre sayisina
bakilarak organizmanin saglikli olup olmadig belirlenebilir. Apoptozun en ilging yonii
cevre dokularda herhangi bir yikima neden olmamasidir. Bu 6zellik apoptozu, nekroz

hiicre 6liimiinden ayiran en 6nemli farktir. (Gliner,2023; Dagdeviren,2021).

Makrofajlar
Apaptotik apaptotik
cisimcikler cisimleri
olugur fagositoz
eder

Normal Kromatin Organeller Organeller
Hiicre o]

Yogunlagir pargalanir coker

Sekil 1.7: Apoptozun morfolojik gorinumi (Erdogan ve Uzaslan,2003)

1.3.3 Tiimér Baskilayic1 Genler

Timor baskilayici genler, hiicre siklusunda Onemli bir yere sahiptir (Hanahan ve
Weinberg, 2011). Tiimor baskilayic genler, hiicrenin bélinmesini ve biyimesini kontrol
eden ve hiicrelerin normal faaliyeterini siirdiirmesi saglayan genlerdir.Bu genler, DNA
hasarini onarip gerektiginde apaptoz siirecini baslatabilirler. Saglikli hiicrelerde bu genler
araciligiyla sifrelenen proteinler DNA hasar1 olustugunda veya disaridan buyumeyi
siirlandiran sinyallere yanit olarak hucre dongisund durdurabilirler (Selguk,2011).
Timor baskilayict genler, bir mutasyon ile degistiginde ya da aktif olma 6zelligini
kaybettiginde hiicre biiylimesini ve onarimini kontrol etme etkileri daha az olur (Cetiner
ve ark,2021). Bu sekilde gorevlerini yerine getirmezler ve hiicrenin dongiiyii terk etme
veya hucrenin dinlenme dénemine girmesini saglama yetileri kaybolur (Ulusoy,2022).
Bunun sonucunda dongii G1 fazinda durmaz ve bir sonraki asama olan S fazinda sayilari
2 katina ¢ikar (Cetiner ve ark,2021). Kanser olusumundaki temel sebep biiyiime Siirecinin
denetimden uzak gerceklesmesidir (Yokus ve Cakir,2012). Kanser tipinin tiimor
baskilayici genlerden kaynaklandigini sdyleyebilmek icin iki ebeveynden alinan genin de
mutasyona ugramasi gerekir. Bir ebeveynden alinan gen mutasyona ugramis ama diger

ebeveynden alinan gen mutasyona ugramamissa, saglam gen fonksiyonlar1 yerine
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getirmeye devam eder. Saglam olan gen de mutasyona ugrarsa timor baskilanmasi

engellenmis olur (Ulusoy, 2022).

Sonug olarak tiimor baskilayici genlerin 3 ana gorevi vardir.
1. Hiicrelere yavaglamalarini ve bolinmeyi durdurmalarii sdyleyerek hiicre
icindeki ¢cogalmayi kontrol etmek,
2. Hiicre boliinmesinden kaynaklanan ve tiimér olusumuna neden olabilecek
hiicresel diizeydeki DNA hasarini onarmak,
3. Hasarli hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) siirecini baglatmak

(Cetiner ve ark,2021).

1.3.4 Onkogenler

Protoonkogenler hucre blyumesini kontrol eden genlerdir. Bu genler protein kodlarlar.
Yapilarinin degismesi ya da etkilerinin artmasi sonucunda onkogen haline doniistirler.
Onkogenlerin bazilar1 hiicreyi apoptozdan korur. Digerleri ise biiylime faktor
gereksinimini azaltir ve hiicrenin siirekli olarak ¢ogalmasini saglar. insanlarda kanserin
baslamasi ve ilerlemesi hiicrelerde genetik degisimleri kapsayan ¢ok asamali bir olaydir.
Genetik degisimler onkogenlerin aktive olmasi ve tiimér baskilayici genlerin

aktivasyonunu kaybetmesine neden olur (Isikdogan ve ark,2003).

1.3.5 Kanser hcresinin ozellikleri
Kanser hucrelerin normal sekilde davranmasini diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucu ortaya ¢ikar. Kanser gelisiminde, tek bir hiicrenin genetik degisiklikler sonucu

kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi tiimor baglangicina neden olur (Duman,2018).

Kanser hucrelerinin belki de bilinen en temel 6zelligi proliferasyonu siirdiirebilme
yetenekledir. Normal dokular, hiicre biiylimesini tesvik eden biiyiime faktorleri tarafindan
dikkatlice kontrol ederler. Bu sekilde normal doku yapisi ve fonksiyonunun korunmasi
saglanir. Kanser hiicreleri kendi biiylime faktorlerini olusturup yonetebilirler ve ¢gogalma

sinyalini devam ettirebilirler (Hanahan ve Weinberg,2011) (Sekil 1.8).

17



Normal hilereler

Hilere proliferasyonunin
durman

—

Hicre proliferasyonu Hiicre proliferasyonuma
devam etmesi

Sekil 1.8: Kiiltiir ortaminda normal hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin proliferasyonu
(Duman,2018)

Kanser hiicreleri damar olusumasini hizlandiran biiyiime faktorlerini salgilayabilirler.
Kanser hiicreleri ¢evredeki saglikli dokulardan oksijen ve besin maddesi alabilmek igin
yeni kan damarlari olustururlar. Kanser hiicrelerinin damar olusturma 6zelligi

durdurulursa timaor biyumesi durdurulabilir (Duman,2018).

Hiicre cogalma sinyallerinin
devamliligum saglama

Biiyiime baskilayicilardan

Hiicre liimiinii engelleme kaginma

Kan damarlan
olusturabilme

AL hil.

suursiz biliinme yetenegi

Sekil 1.9: Kanser hiicresinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg,2011)

Kanser hiicreleri farklilasmama 6zelligine sahiptir. Normal durumlarda hticreler belirli
bir fonksiyonu yerine getirecek sekilde 6zellestikten sonra hiicre bolunmesini durdurur.

Kanser hiicreleri ise kontrolsiiz ¢ogalmaya devam eder. Normal hiicrelerde farklilasmanin
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en 6nemli 6gesi apoptozdur; fakat kanser hiicrelerinde farklilasmadigindan apoptoz da
meydana gelmez. Bu sekilde kanser hiicresi daha uzun siire hayatta kalir(Hanahan ve
Weinberg,2011).

Kanser hucreleri blytme faktorlerinden kacabilirler. Normal hiicreler belli bir blytimeye
ulastiktan sonra hiicre dongiisiinii dis ortamdan alinan sinyallerle durdururlar. Dongliyti
GO evresine alirlar. Kanser hiicreleri normal hiicreler gibi yogunluga bagli olarak
bliylimeyi durdurmazlar. Normal hiicrelerle kanser hiicrelerin 6nemli farklarindan biri de
normal hiicrelerin biiyiime faktorlerine ihtiya¢ duymasi, kanser hiicrelerinin bu faktorlere

daha az ihtiya¢ duymasidir (Duman,2018; Hanahan ve Weinberg,2011) (Sekil 1.9).

1.4 Sitotoksite

Hiicre kiiltiirleri canli dokularin viicut dis1 bir ortamda yasatilmasini ifade eder. Canli
dokularin siirekli olarak iiretimi ve gelismesi anlamina gelir ve temel olarak hiicre yapisi,
cogalma, tamir mekanizmalarinin degerlendirmesinde kullanilirlar (Gtilal, 2015).
Sitotoksik, hiicre 6liimiine neden olan demektir. Sitotoksite, analizi yapilan maddenin
dozuna ve maruziyet sliresine bagli olarak, hiicrelere farkli sekillerde zarar verme
olayidir. Hiicreler sitotoksik maddeye maruz kaldigi zaman o6lebilir veya boliinerek

cogalma Ozelliklerini kaybedebilirler (Tokur ve Aksoy,2017).

Hiicre metabolizmasinda spesifik fonksiyonun degerlendirilebilir olmasi, etik a¢idan ve
hassasiyetten dolay1 in vitro sitotoksite testleri kullanilir. Toksik maddeler hayvan
deneylerine gegmeden Once elimine edilerek hem hayvan hem de insan denemelerine
kiyasla daha genis kullanim alanina sahiptir. Tiim bunlar in vitro sitotoksite testlerinin

avantajlarindan bazilaridir(Yavuz, 2016) (Tablo 1.5).
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Tablo 1.5: in vitro sitotoksisite testlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari (Yavuz, 2016)

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI

Hiicre metabolizmasinda tiire 6zgii

fonksiyon degerlendirilebilir Her test i¢in bir hiicre kullanilabilir

(ok sayida omek kisa zamanda Kiiltiir hiicreleri konak hiicreden farklidir

degerlendirilebilir
in vitro ortam organizmada bulunan immiin
Nicel ve karsilastirilabilir sonuglara sistem, inflamatuar sistem ve dolagim
ulasilabilir sistemi gibi karmasik mekanizmalara sahip

degildir
Test yontemleri standardize edilebilir

Etik agidan ve hassasiyetten dolay1,
toksik maddelerin hayvan deneylerine
gegmeden Once elimine edilebilir

Hem hayvan hem de insan
denemelerine kiyasla daha genis
kullanim alanina sahiptir

Sitotoksitenin belirlenmesinde; Boyama yontemleri ve Kolorimetrik yontemler sikga

kullanilan yontemlerdir (Erkekoglu ve Baydar, 2021).

1.4.1 Boyama Yontemleri

Boyama yontemi genellikle hiicrelerin canlilik durumunun belirlemesinde kullanilir. Bu
yontemler ile canlilik ytizdesi belirlenebilir. Boya maddesi olarak Tripan mavisi, Eozin,
Kongo kirmizis1 ve Eritrosin B kullanilmaktadir. Bu yontem canli hiicrenin ortama ilave
edilen boyay1 hiicre disinda birakmasi, 6l hiicrenin de boyay1 hiicre i¢ine almasi esasina

dayanir (Erkekoglu ve Baydar, 2021).

Tripan mavisi biyolojik bilimlerde hiicre canliliginin yani sitotoksitenin belirlenmesinde
en sik tercih edilen boyalardandir. Tripan mavisi canli hiicrelerin zarindan gegemez.
Ciinkii canli hiicrelerin zar1 bir biitiindiir. Olii hiicrelerin zarmdan gegebilir ve hiicre
boyanir. Bu yontem basit ve ucuzdur. Membran biitiinliigii bozulan hiicreler mikroskop

yardimuiyla sayilabilir (Erkekoglu ve baydar,2021).
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1.4.2 Kolorimetrik Yontemler
Sitotoksite tesleri arasinda en cok tercih edilen yontemlerdir.Kolorimetrik yontemler
ucuzdur ve tekrarlanabilirligi yiiksektir.Metabolik aktiviteye bagli olarak hiicre 6ltimiinu

ya da hicre prolifasyonunu 6lgen testler daha sik kullanilir(Erkekoglu ve Baydar, 2021).

1.4.2.1 Néotral Kirmizis1i Alma (NRU) ve Kristal Viyole Testi

Notral kirmizist testi canli hiicrelerin boyay1 igine alabilme 61l hiicrelerin ise boyay1
lizozomlarinda biriktirememesi esasina dayanir. Notral kirmizist biyolojik pH’taki net
yiikii sifir olan zay1f katyonik bir boyadir. Ph’daki net yiikiiniin sifir olmasi1 boyanin hiicre
zarini gegmesine olanak saglar. Notral kirmizist canli hiicrelerde depo edilebilen ve
hiicreyi boyayabilen bir bilesiktir. Ph’daki net yiikiiniin sifir olmas1 boyanin hiicre zarini
gecebilmesini saglar. Boya canli hiicrenin lizozomlarinda tutulur. Olii hiicrelerde lizozom
aktivitesi olmadigindan boyanmazlar. Bu test sadece canli hiicreleri boyayabilir ve canli

kalan hiicreler degerlendirilir (Erkekoglu ve Baydar, 2021; Giilal,2015).

Kristal viyole suda ¢oziinebilir ve mavi-mor renkli bir ¢dzelti olusturan bir bilesiktir. Bu
yontem kristal viyolenin canli bir yiizeye yapisarak biiyiiyen ve ¢ogalan hiicrelerin
protein ve DNA’larina baglanmasina ve Olii hiicrelerin ise yiizeye yapisma Ozelligi
olmadigindan kristal viyoleyi DNA ve proteinlere baglayamamasi esasinda dayanir

(Erkekoglu ve Baydar, 2021).

1422 MTT Testi

MTT hiicre canlilifi degerlendirme testleri arasindadir. Yontem mitokondrial
dehidrogenaz aktivitesindeki degisimleri inceleme esasina dayanir (Giilal,2015; Ulusoy,
2022). MTT sar1 renkli bir tuzdur (Erkekoglu ve Baydar). Metiltiyazol tetrazolyum
dehidrogenez enzimlerince parcalanir ve mor renkli suda ¢ozlinmeyen formazana
dontisiir (Sekil 10). Formazan daha sonra ¢oziiliir ve yogunlugu spektrofotometre ile
degerlendirilir. Absorbans genellikle 540 ya da 570 nm dalga boyunda
ol¢iilir(Akkoyunlu,2019). Tetrazolyum halkas1 yalnizca canli hiicrelerin mitokondrileri
tarafindan kirilabilmesi ve mor renkli formazanlara dontistiiriilebilmesinden dolay1 bu

yontemde sadece canli hiicreler belirlenir (Gtilal,2015; Ulusoy, 2022).
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Sekil 1.10: MTT metodunda ger¢eklesen kimyasal Degisim (Gilinerhan,2015)

Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden daha fazla metabolik aktivite
gosterdiginden dolayr bu yontemde hiicre canliligi ve sitotoksisite belirlenmesinin
yaninda hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenebilir (Giilal,2015; Ulusoy,
2022). Bu yontem hizli, giivenilir, tekrarlanabilirligi yiiksek ve uygun fiyatl olmasi
sebebiyle en ¢ok tercih edilen sitotoksisite degerlendirme yontemidir (Erkekoglu ve

Baydar,2021) (Sekil 1.10).

1423 XTT

Yonetmin esast hiicre enzimlerinin aktivitesini dlgmeye dayanir. MTT testi gibidir fakat
MTT ye gore daha yiiksek bir hassasiyetle ¢alisan bir metottur. Bu teste olusan formazan
bilesikleri suda ¢o6ziinebilir durumdadir. Bu yilizden ekstra ¢oziiciiye gerek yoktur

(Yal¢in,2013).

1424 MTS

MTS, fenazin methosulfate (PMS) varliginda formazan iiretir. MTT nin basamakli
asamalarina gerek kalmadan reaktif ekleme yapilabilir. Bu nedenle tek adim MTT olarak
bilinmektedir (Yal¢in,2013). Canli hiicreler tarafindan MTS indirgenir ve renkli bir
kristal olan formazan olusur. Renk absorbansi da 493 nm’de 6l¢iiliir. Kolay uygulanabilir,
ucuz, dogru, hizli ve kesin sonuglar vermesi bu yontemin avantajlarindandir. Hiicre tipine
bagli olarak farkli sonuglar alinabilir.Uygulama siireci zaman alabilir ve hiicre say1s1 ¢ok

oldugunda testin hassasiyetini etkileyebilir(Erkekoglu ve Baydar,2021).

1425 WST

WST suda ¢oziinlir formazan igeren bir bilesiktir. .Bu formazanlar farkli sekillerde
absorbsiyon yapabilme yetenegine sahiptir. MTT ye gore daha avantajli bir testtir
(Yalgin,2013). Giiniimiizde en ¢ok tercih edilen (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
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disulfofenil)- 2H tetrazolyum yapisindaki WST-1 ve 2-(2-metoksi-4- nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-distlfofenil)-2H tetrazolyum, monosodyum tuzu yapisinda olan WST-

8’dir. Bu testlerde hiicre canlilig1 spektrofotometrik olarak belirlenir. (Erkekoglu ve

Baydar,2021).

1.5 Koloni Formasyon Analizi

Koloni formasyon analizi 50 yildan uzun zamandir kullanilan bir analiz yontemidir. Bu
teknigi tanimlayan orijinal makale 1956 yilinda yaymlanmistir. Koloni formasyon analizi
cogunlukla, sitotoksik ajanlarin ve diger kanser karsit1 ajanlarin etkilerinin farkli hiicre
hatlar1  lizerinde koloni olusturabilme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla

kullanilmaktadir (Rafehi ve ark,2011).

Koloni formasyon analizi (Klonojenik analiz) hiicrenin koloni olusturma yetenegini
inceleyen bir labaratuvar yontemidir. Koloni, genellikle 50 hiicre gibi bir sayidan sonra
olusan hiicre toplulugunu ifade eder. Tedavi 6ncesi veya sonrasi hiicreler uygun sekilde
seyreltilir ve belirli bir siire boyunca koloni olusturmasi beklenir. Koloniler glutaraldehit
ile sabitlenir ve kristal viyole ile boyanir. Ardindan goriintiilenerek sayilir. Bu yontem,
tedavi sonrasi hiicrelerin hayatta kalma kapasitesini 6lgmede oldukca etkilidir ve kanser

arastirmalarinda sik¢a kullanilir (Franken ve ark, 2006).

Farkli arastirma sorulari, farkli hiicre tiplerinin farkli kosullarda ve farkli hizlarda
bliylimesi bu testin uygulanmasinda cesitli farkliliklar yaratmistir. Teste sitotoksik
tedaviler de dahil edilebilir. Bu tedaviler, hiicrenin ¢ogalma kapasitesini veya hayatta
kalma durumlarint etkileyebilir. Testin sonunda elde edilen veriler ¢ogunlukla
matematiksel analizlerle degerlendirilir. Bu analizler, tedavi edilen hiicrelerin hayatta

kalma oranini ve tedaviye yanitlarin1 anlamak igin kullanilmaktadir (Brix ve ark,2021).

1.6  Yara Iyilesme Analizi (Scratch Assay) ve Migrasyon

Yara iyilesmesi biyokimyasal ve fizyolojik slrecleri iceren hiicre migrasyonunun rol
aldigi onemli bir siirectir.Migrasyon, canli hiicrelerin temel bir 6zelligidir.Normal
gelisim, bagisiklik yanitlari, kanser yayilmasi ve iltihaplanma ve benzeri hastalik
stireclerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hiicre migrasyonunu incelemek i¢in kullanilan
yontemler, onkoloji, bagisiklik bilimi, damar biyolojisi, hiicre bilimi ve gelisim bilimi ve

benzeri saglik bilimi dallarinda oldukga Gnemli bir yere sahiptir. (Castaneda ve ark,2002).
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Temel adimlari, hiicre monolayerinde bir “¢izik™ olusturmayi, ¢izik yapildiktan hemen
sonra ve hiicrelerin ¢izik alanim kapatmak igin gog¢ ettikleri siire¢ boyunca diizenli
araliklarla goriintii almayi, ardindan hiicrelerin go¢ hizimi karsilastirarak hesaplamayi
igerir. Diger yontemlerle kiyaslandiginda, in vitro cizik testi 6zellikle hiicre-matris ve
hlcre-hiicre etkilesimlerinin hiicre gogi tizerindeki etkilerini incelemek i¢in uygundur.
Ayrica bu yontem, hiicre gdgiinii in vivo yara iyilesmesi sirasinda meydana gelen siirece
benzetir. Gog¢ sirasinda hiicre i¢i olaylar1 goézlemlemek amaciyla canli hiicrelerin
goriintiilenmesi i¢in de uygundur. Bunun yani sira, homojen hiicre popiilasyonlarinin
gbcliniin izlenmesine ek olarak, ¢izik kenarindaki bireysel hiicrelerin go¢iinii 6l¢mek i¢in

de adapte edilmistir. (Liang ve ark,2007)
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Bitki Materyallerinin Hazirlanmasi

2.1.1 Arazi cahsmasi

Calismada bitki kaynagi olarak belirlenen Lamium purpureum L. bitki Ornekleri,
ciceklenme donemi olan Mart-Nisan-Mayis aylarinda 10-15 kg kadar toplanarak giines

gérmeyen uygun bir ortamda kurutularak analiz i¢in hazir hale getirildi.

2.1.2 Bitkilerin Ham Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Ugucu yag eldesi su buhart distilasyonu prensibine dayali ¢calisan Clevenger cihazi ile
yapilmustir. Bitki orneklerinden 100 g alinarak 2000 pl lik cam balona yerlestirilmistir.
Uzerine 500 mL su ilave edilerek 3-3,5 saat siiresince distilasyon islemi yapilmistir
(Karatas ve ark,2022) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Clevenger cihazi ile Lamium purpureum L. yag eldesi

2.1.3 Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesenlerinin Belirlenmesi

Lamium purpureum bitkisinin farkli organlarindan elde edilen ugucu yaglarin kimyasal
kompozisyonunun belirlenmesi Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kdtle
Spektroskopisi) yontemiyle hizmet alimi1 yoluyla yaptirilmistir. Ugucu yag bilesenlerinin
analizinde, Shimadzu GC-MS QP 2010 ULTRA cihaz kullanilmistir. Analizlerde RXI-
5MS Kapiler kolon (30m; 0.25 mm; 0.25 um) kullanilmistir. Retensiyon indeksi (RI)
hesaplanmasinda n-alkan serisi referans olarak kullanildi. Bilesenlerin tanimlanmasi
kiitle spektrumlarinin elektronik Wiley ve Nist labaratuvarlari ile kiyaslanarak ytirtitiildii.
Calisma kosullar1 asagida verilmistir.

Tastyici gaz: Helyum (1 ml/dk. akis)
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Kolon firin1 sicakligi: 40 °C

Enjeksiyon sicakligi: 250 °C

Basing: 100 kPa

Enjeksiyon modu: split

Split orani: 25

Enjeksiyon hacmi: 1ul

Firin sicaklik programi: 40 °C’de 3 dk., 40 ‘C’den 240 "C’ye 4 °C/dk. artigla, 240 °C,
Toplam 53 dk.

Interface sicaklig: 250 °C

2.2 Cahsmada Kullanilan Hiicre Hatlar1

Aragtirma igin belirlenen kiiltiirler, Balikesir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim dalindan temin edilmistir. Calismamizda insan endotel hiicre hattt HUVEC
(Human Umberical Vein Endotehlial cells), SW-480 (insan kolon kanseri) ve Hep3B
(Insan karaciger kanseri) PC 3 (Prostat Kanseri) hiicre hatt1 kullanild: (Sekil 2.2).

Hicre kiltir( deneylerinde ticari yolla edinilen DMEM (Dulbecco's Modified Eagles
Medium) kullanildi. 45 ml DMEM besiyerine 5 ml FCS eklendi. Son konsantrasyonda
%10 FCS igren DMEM Kkiiltiir ortami saglandi. Hiicreler hiicre hatlari biiyiitiilmek igin -
80 °C’den cikarildi.Ardindan 37 °C sicaklikta olan su banyosuna alindi ve bdylelikle
hicrelerin ¢ozilmeleri gergeklestirildi. Cozllen hucrelerin izerine DMEM eklenen
hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernant uzaklastirildi, pellet alindi ve dipte
kalan hiicreler 1 ml DMEM ile ¢6zildu ve petriye ekim yapildi. 37 °C ve %5 COz iceren

inkiibatore konuldu.
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ATCC Number: CCL-228
Designation: SW 480

Low Density

ATCC Number: CRL-1435

ATCC Number: CRL-1730 Designation: ~ PC-3

Designation:  HUV-EC-C

(OaTce S

Sekil 2.2: Calismada kullanilan hiicre soylarmin goriintiileri

(A) Hep3 Hiicre Hatlar (Karaciger Kanseri Hiicre Hatlar
Veritaban1,2024), (B) Sw480 Hiicre Hatlari; (C) Huvec Hiicre Hatlar1, (D) Pc3 Hiicre
Hatlar1 (Atcc: The Global Bioresource Center | Atcc,2024

2.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler icerisinde %10 FCS igeren medyumda pasaj yapilarak tiretildi. Hiicreler yiizey
alanmin biliylik ¢ogunlugunu kapladiktan sonra(%80-90) petrilerdeki medyum
uzaklastirildi. Ardindan hiicreler 2 ml steril PBS ile bir kez yikandi. Yikamanin ardindan
PBS uzaklastirildi. Hiicrelerin yiizeyden kalmasi i¢in 2 ml tripsin-EDTA eklendi.
Yuzeyden kalkan hucrelere tripsin-EDTA’nin 2 kati olacak sekilde %10 FCS igeren
DMEM eklenerek 15 ml’lik steril falkon tupiine aktarildi. 1000 rpm’de 5 dk santrif(j
gerceklestirildi bu sekilde hiicrelerin dibe c¢O6kmesi saglandi. Santifiirijden sonra
stipernatant atildi. Geriye kalan pellet medyum ile ¢ozdiiriiliip petrilere paylastirildi ve 37
°C’de %5 CO2 ortaminda 24 saat biiyiitiildii. Ardindan hiicre kiiltlirtiniin devamliligini
saglamak icin hiicrelerin bir kismi1 -80’e konuldu. Bu islem i¢in santrifiiriij asamasindan
sonra siipernatant atildi hiicrelerin {izerine 1 ml FCS eklendi. 3-4 damla DMSO eklendi
ve kademeli olarak donduruldu. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1: Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve pasajlanmasi iglemleri sirasinda kullanilan
¢ozeltiler

Hiicreleri yiizeyden kaldirirken 6lii hiicrelerden arindirmak igin
yikama s1visi olarak kullanildi.
Tripsin-EDTA Hiicreleri yiizeyden kaldirmak i¢in kullanildi.
FCS, Fetal Sigir serumdur. Hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmast
FSC . . . A
icin gerekli birgok bileseni igerir.
Farkl1 hiicre tipleri i¢in uygun bir ortam saglamak i¢in
kullanilan besiyeridir.

PBS

DMEM

2.4  Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayimi

Hiicre canliliginin belirlenmesinde hemositometre ile birlikte tripan mavisi boya
kullanildi. Bu yontemde hazirlanan hiicre siispansiyonuna tripan mavisi eklenerek 1s1k
mikroskobu altinda hiicrelerin canliligi incelenebilmektedir. Deneylerde kullanilmak
uzere yeterli ¢ogunluktaki hiicreyi elde edebilmek icin triptan mavisi ve hemositometre
lamu ile hiicre sayim1 yapildi. Hiicre siispansiyonunun bir kismi (10 pL) , triptan mavisi
(1:1 seyreltme oraninda) ile muamele edildi.Hazirlanan hiicre ve tripan mavisi
karisimindan birkag damla alindi ve hemosimete lamma yerlestirildi.Uzerine lamel
yerlestilerek mikroskopta sayildi. Triptan mavisi testinin prenbisi canli hiicrelerin boyay1
gecirmesi ve Olii hiicrelerin boyay1 gecirerek boyanmasi esasina dayanir bu sebeple

boyanmayan hiicreler sayildi.

2.5 MTT Testi (Sitotoksisite Testi)

Hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerin belirlenebilmesi amaciyla ilk olarak hiicreler 96
kuyucuklu plakalara ekildi. 24 saat boyunca hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in inkiibasyon
yapildi ve hiicrelere L. purpureum yagi 6.25 pg/ul, 12.5 pg/ul, 25 pg/pl, 50 pg/ul, 100
pg/pl dozlarinda uygulandi. 24, 48 saat ve 72 saat sonunda MTT soliisyonu son
konsantrasyon 0,5 mg/mL olacak sekilde uygulandi.4 saat 37 °C, %5 CO2 ortaminda
inkiibe edildi. 4 saat sonunda plakadaki sivilar uzaklastirilip , izopropanol ile kristal
yapimin ¢oziinmesi saglandi (Tablo 2.2). Ardindan spektrofotometride 570 nm de 6lgiim
alind1 (Sekil 2.3).
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Tablo 2.2: MTT testinde kullanilan ¢ozeltiler

MTT Soliisyonu Izopropano

Hicrelerin metabolik aktivitesini 6lmek igin ~ MTT testinde formazan kristallerini cozmek
kullanilda. i¢in kullanildi

Hiicre Ekimi

| 24 saat

MTT uygulamast

>

§

! )
[ m X

Formazan kristallerinin ¢oziinmesi

570 nm absorbans

Sekil 2.3: MTT testinin yapilis1 (Erkekoglu ve Baydar,2021)

2.6  Koloni formasyon (Klonojenik ) Analizi

Hiicreler %10 FBS igeren DMEM igerisinde biiyiitiildii. Tam doluluga (%80-90) ulasan
hicreler Tripsin-EDTA ile kaldirildi. Sayilan hiicreler 6-well’e hiicre konsantrasyonu
1x10° veya 1x10* olacak sekilde ekildi ve bir gece inkiibasyona birakild.

Koloni olusumu bagladiktan sonra DMEM’den 50 pg/ul alindi ve yerine 50 pg/pl
L.purpureum yagi (%25 oranda) eklendi. Ertesi giin %25 oranindaki L.purpureum yagi
uyguland1 10-15 glin koloni formasyonu icin inkibe edildi. Stre sonunda koloniler ilk
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olarak gluteraldehit ile fikse edildi ve ardindan kristal viyole ile boyandi (Sekil 2.4).

Kolonilerin goriintiilenerek koloni sayimi i¢in Image J programi kullanildi.

TEST GRUBU TEST GRUBU
. — =
o _y HOCRE .
o o 4 o 1 .
. ~ .
Uygulanan Test ¢
Maddeszi
10-15 giin
KONTROL GRUBU sonma KONTROL GRUBU
o - . L]
. 8 0
. . . * . ™ j
Coziich . . . _'
kontrol .

Sekil 2.4: Koloni formasyon deneyinin akisinin sematik olarak gosterimi
(Gokhaner,2018)

2.7 Yara lyilesme-Hiicre Migrasyon Analizi (Scratch Testi)

Yara iyilesme testi igin, hiicreler 6-well’e her kuyucuga 500.000 hucre/ kuyucuk olacak
bicimde ekim yapildi. Ardindan hiicrelerin bltlin ylizeye yapismasi igin bir gece inkiibe
edildi. Ertesi gin L. purpureum yagi pg/pl (%25) oraninda uygulamasi yapildi. Bu
islemin hemen ardindan standart olacak sekilde pipet ucu yardimiyla kuyucugun ortasina
cizik atildi(Sekil 2.5). Ardindan 0. saatte hiicreler fotograflandi. Takip eden 6. ve 24.
saatlerde yeniden fotograflandi. Fotograflar Image J programi kullanilarak analiz edildi.
Kontrol gruplar ile ekstrakt uygulanmis gruplar karsilastirilarak hiicrelerin % go¢
etmeleri asagidaki formiile gére hesaplama yapildi.

% Alan Kaplama Orani = (Baslangi¢ hasar alan1 - Uygulama siiresi sonras1 hasar alani/

Baslangi¢ hasar alani) x 100) (2.1)
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TAM KAPLANMIS TAM KAPLANMIS g sentonges sy HUCRELERIN iCE DOGRU

HUCRELER HUCRELERDE YARA
OLUSTURULMASI

GOCUNUN GOSTERILMESI

Sekil 2.5: Yara iyilesme testi sematik gdsterimi (Duman,2018)

2.8 Istatiksel analiz

Deney sirasinda elde edilen veriler kontrol grubu ve kendi aralarinda karsilastirmak
suretiyle degerlendirildi. L.purpureum yagimnin farkli kanser hiicre hatlarinda (SW480,
PC3 ve Hep3B) ve kanser olmayan hiicre hatt1 olan HUVEC (Human Umberical Vein
Endotehlial cells) hucrelerinde sitotoksik etkisi ve tumaorejenik ozelliklerine etkilerinin
belirlenmesi i¢in istatiksel analiz yapildi. Varyans analizi ANOVA ONE WAY
ANALYSIS kullanilarak yapilmistir. P <0.05 anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2050 yilina gelindiginde Diinya genelindeki insanlarin

%16’sinin kanser olacagini tahmin etmektedir. Gegmisten giiniimiize kanser insanlarin
yasamini bircok ydnden etkilemistir. Bilim insanlart kimyasallarin, radyasyonun,
virtslerin kansere yol agabilecegini ve kanser ile iliskili genlerin gelecek nesillere

aktarilabilecegini tespit etmislerdir (Karaman,2018).

Calismamiz kapsaminda farkli kanser hiicre hatlarinda (SW480, PC3 ve Hep3B) ve
kanser olmayan hiicre hattt olan HUVEC (Human Umberical Vein Endotehlial cells)
hicrelerinde Lamium purpureum L. bitkisinin hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yag
ekstresinin sitotoksik etkisi ve timorejenik 6zelliklerine etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Sitotoksik etkilerin belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda ve
24, 48 ve 72 saat zaman araliklarinda 4 farkl: hiicre hatt1 tizerindeki etkileri MTT testi ile
belirlenmistir. Yiiksek sitotoksik etki goriilen Hep3B hiicrelerinin tiimoérojenik
ozelliklerine etkisi ise yara iyilestirme testi (scratch assay) ve koloni formasyon testi ile

belirlenmistir.

Bu amacimiz dogrultusunda izlenen basamaklar agsagida verilmistir.
e Is Planmin Olusturulmmasi
e Arazi Calismasi
e L.Purpureum Bitkisinden Yag Eldesi Ve Bilesiminin Belirlenmesi
e Kullanilacak Hiicre Hatlarinin Sec¢imi, Biiyiitiilmesi Ve Pasajlanmasi, Hicre
Canlilik Testi
e MTT Testi,Klonolojik Analiz,Scratch Testi

e Sonuglarin Raporlanmast

3.1 Lamium purpureum L. Ugucu yag bilesenleri

Lamium purpuruem L. bitkisinin bitki ornekleri toplanip giines gérmeyen bir yerde
kurutuldu. Bitkiden ugucu yag eldesi su buhar1 distilasyonu prensibine dayali ¢alisan
Clevenger cihazi ile yapildi. Bitkinin farkli organlarindan elde edilen ugucu yaglarin
kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle
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Spektroskopisi) yontemiyle hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir. Ugucu yagin bilesimi

asagidaki Tablo 3.1’deki gibidir.

Tablo 3.1 : Ugucu yag bilesenleri

NO BILESIKLER RRI YUZDELER
1 o-pinene 1022 2.15
2 Sabinene 1120 1.80
3 B-pinene 1125 2.35
4 Cis-carveol 1227 1.40
5 Carvacrol 1300 3.25
6 Caryophyllene 1430 1.85
7 a-Humulene 1454 3.27
8 a-Amorphene 1475 2.63
9 Germacrene-D 1480 7.79

10 B-selinene 1490 4.38
11 Bicyclogermacrene 1497 2.01
12 8-Cadinene 1518 4.16
13 Spathulenol 1576 2.00
14 Caryophyllene oxide 1587 2.22
15 a-Cadinol 1652 2.60
16 Valeranone 1672 1.90
17 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 1845 21.35
18 Tetradecanal 1930 2.60
19 Hexadecanoic acid 1965 2.70
20 Phytol 2560 14.10
21 Pentadecanoic acid 2700 4.48

Total 90.99

Analizlerimiz sonucunda toplam igerigin %90.99’unu temsil eden 21 bilesik tanimlandi.
Bu bilesikler igerisinde, 2-pentadecanone, 6,10,14-trimethyl %19.35, phytol %13.10 ve

germacrene-D %5.79 ana bilesen olarak tespit edildi.
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3.2 Sitotoksik Etki
L.purpureum farkli hiicre hatlarindaki ve farkli zaman araliklarindaki hiicre canlilig1
tizerine etkileri MTT ile belirlenmistir (Sekil 3.1).

Hep3B hiicre hattinda L. purpureum yagmin antiproliferative etkisi incelendiginde 24
saat ve 72 saat uygulama sonucunda tim konsantrasyonlarda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma bulundu. Uygulanan
konsantrasyonlar arasindaki farklar ise istatistiksel olarak anlamli degildir. 48 saat
uygulama sonucunda ise sadece kontrol grubu ile 12,5 pg/ul L. purpureum yagi
uygulanan grup arasindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu. Diger uygulanan

konsantrasyonlardaki azalmalar anlamli degildir (Sekil 3.1 A).

Insan kolon adenokarsinoma hiicre hatt1 olan SW480 hiicrelerinde L. purpureum yaginin
hiicre canlilig1 tizerine etkileri incelendiginde yine 24 saat sonucunda 100 pg/ul
uygulanan grup haricindeki tiim gruplarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre
proliferasyonunda artig gozlenirken, en yiiksek konsantrasyon olan 100 pg/ul grubundaki
degisiklik kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bulunmadi.100 pg/pl uygulanan
grupta hiicre viabilitesi kontrol grubu ile yakin oldugundan, bu grup ile 6,25; 12,5; 25 ve
50 pg/ul uygulanan gruplar arasindaki farklilik yine istatistiksel olarak anlamli bulundu.
48 saat L. purpureum yagi uygulamas1 SW480 hiicrelerinde tiim konsantrasyonlar i¢in
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir azalmaya neden olurken, 72 saatte sadece
bu fark 50 pg/ul ve 100 pg/ul uygulanan gruplar i¢in anlamli bulunmadi. 48 saat
stresince L. purpureum yaginin uygulanan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gostermedigi ancak 72 saatte 100 pg/ul uygulanan grup ile diger tiim konsantrasyonlar
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 3.1 B).
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Sekil 3.1: Mtt test sonucu grafikleri; 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet sonras1 Lamium
purpureum yagina karsi1 Hep3B, PC3, SW480 ve HUVEC hiicre hatlarinda inhibisyon
ylizdesi olarak ifade edilen hayatta kalma diyagramlarini gostermektedir. Degerler, {i¢

bagimsiz deneyin ortalamasi + SD olarak verilmistir.

PC3 hiicrelerinde hiicre viabilitesi 24 saat uygulama sonunda 50 pg/pl uygulanan
gruptaki hiicreler haricinde tim konsantrasyonlarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli bir artig gézlendi. 6,25 pg/ul uygulama yapilan grup ile 50 pg/pl
uygulanan grup arasindaki farklilik da istatistiksel olarak anlamli bulundu. Diger gruplar
arasindaki farkliliklar ise anlamli bulunmadi. Farkli konsantrasyonlarda 72 saat L.
purpureum yagi uygulamasi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda hiicrelerin viabilitesinde
anlaml bir azalma ya da artisa sebep olmazken, 48 saat i¢in yalnizca kontrol grubu ile
12,5 pg/ul uygulanan grup ile kontrol grubu ve 50 pg/ul uygulanan grup arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamli fark olusturdu. 48 ve 72 saat i¢in 1sirgan yagi uygulanan

gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 3.1 C).

Insan gobek damari endotel hiicreleri olan HUVEC hiicre hatt1 ¢calismamizda kanser
olamayan hiicrelerde L. purpureum yaginin etkisinin belirlenmesi amaciyla kullanildi. 24

saat ve 48 saat siirelerde uygulanan yag, kontrol ile karsilastirildiginda, yalniz en yiiksek
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konsantrasyon olan 100 pg/ul hiicre grubundaki, hicre viabilitesindeki azalma igin
istatistiksel olarak anlamli  bulundu. Diger konsantrasyonlarda kontrol ile
karsilastirlldiginda  istatistiksel olarak anlamli  fark bulunmadi. Uygulanan
konsantrasyonlar arasindaki farklar yine istatistiksel olarak anlamli degildir. 72 saat
uygulama sonucunda ise; yalnizca kontrol grubu ile karsilastirildiginda 50 pg/ul ve 12,5
png/ul uygulanan gruplardaki azalma ististiksel olarak anlamli bulunurken, diger
konsantrasyonlar kontrol ile karsilastirildiginda ististiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
Uygulanan konsantrasyonlar arasindaki farklar yine istatistiksel olarak anlamli degildir

(Sekil 3.1 D).

Tablo 3.2: Kontrol grubuna gére yag uygulanan grupta yapilan istatiksel analizin
anlamli ve anlamli olmamasi degerlendirilmistir. ((+) isareti kontrol grubu ile yag
uygulanan grup arasinda istatiksel olarak anlamli, (-) isareti ise kontrol grubu ile yag
uygulanan grup arasinda istatiksel olarak anlamli degil)

Calisilan hiicre hatlar:

Ucucu yag
24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

pg/pl HEP3B HUVEC SW480 PC3 HEP3B HUVEC SW480 PC3 HEP3B HUVEC SW480 PC3

6,25 + - 4 + = g + - +
12,5 + - + + + - + + + +
25 + - + +
50 + - + - - - + + + +
100 + + - + - +

3.3 Tumorojenik etkilerin belirlenmesi

3.3.1 Scratch (Yara iyilesme analizi)

L. purpureum yaginin karaciger kanseri hiicrelerinin gogii lizerindeki etkileri belirlendi.
Islem tekrarli gerceklestirildi.

Sekil 3.2°de 0.Saatte 3 tekrarli olacak sekilde yapilan yara iyilesme analizi sonuglari
gosterilmistir. Sekil 3.3’de 6. Saatte 3 tekrarli olacak sekilde yapilan yara iyilesme analizi
sonuglar1 gosterilmistir. Sekil 3.4’de 24. Saatte 3 tekrarli olacak sekilde yapilan yara

lyilesme analizi sonuglar1 gosterilmistir.
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KONTROL YAG

1. TEKRAR

2. TEKRAR

3.TEKRAR

0 SAAT

Sekil 3.2: 0 s Hep3B yara testi tekrarlari

KONTROL YAG

1. TEKRAR

3

o -
- -

R
L e
6 SAAT

Sekil 3.3: 6 s Hep3B yara testi tekrarlari
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KONTROL YAG

1. TEKRAR
2. TEKRAR
3. TEKRAR
[ |
24 SAAT

Sekil 3.4: 24 s Hep3B yara testi tekrarlari

150
Hm Kontrol
S L. purpureum
£ 100-
)
pd
>
=
v 50-
S
I
o- .

| T
24s 6s

Sekil 3.5: L.purpureum yaginin Hep3b hiicre hattinda hiicre migrasyonuna etkileri

Hiicre migrasyonunun analiz edildigi yara iyilesme testi sonuclari istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, L.purpureum yag: uygulanan gruptaki hiicre migrasyonunun
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 24 saatte anlamli sekilde azaldigi belirlenmistir.
(F=24,142; df=3,7; p=0,001) (Sekil 3.5).
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3.3.2 Koloni Formasyon Testi

DMEM igerisinde biiyiilen ve tam doluga olusan hiicreler sayidiktan sonra inkiibasyona
birakildi ve ertesi giin L.purpureum yagi uygulandi. 10-15 giin koloni formasyonu icin
inkiibe edilen hiicreler kristal viyole ile boyanarak goriintiilleri alindi. Koloni sayimi i¢in

Image J programi kullanildu.

L. purpureum |

\
A\,

Sekil 3.6: Hep3B hiicrelerinde koloni olusumu analizine ait temsili goriintiilerdir.
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Sekil 3.7: L.purpureum yaginin Hep3b hiicre hattinda koloni olusumu tizerindeki
etkisi
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4. SONUC VE TARTISMA

Bitkiler insanlarin ortaya ¢ikisindan giliniimiize kadar hayatin ana kaynaklarindan biri
olmustur(Turan ve ark,2012). Bitkilerin tedavi amaclh kullanimi da neredeyse insanlik
tarihi kadar eskidir (Arslan ve ark,2015). Diinya Saghk Orgiitii’niin 91 iilkede yaptig1
arastirmaya gore 20.000’den fazla bitki tiirii kimyasal ilaclara alternatif olarak
kullanilabilir (Cagliyan,2022). Lamium cinsine ait bitkiler, blinyelerinde barindirdiklari
ucucu yaglar sayesinde tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye’de birgok Lamium
tiiri bulunmaktadir. Lamium tiirlerinin diiiretik etkili, balgam soktiiriicii, kas gevsetici,
damar ve doku daraltict gibi faydalara sahip oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte
hipertansiyon, kirik, travma gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadirlar

(Yirtmaz,2022).

Bitkilerden {iretilen bilesenler, son yillarda kanser karsit1t madde olarak kullanilmaktadir.
Bu bilesenler, redoks dengesini degistirerek hiicre dongiisiinii durdurma yetenegine sahip
olup, tiimoriin  gelisimesini  ve ilerlemesini engelleyebilir (Akkoyunlu,2019).
Lamium’un her tiiriiniin gl¢lii antibakteriyel, antioksidan, antiviral ve antikanser
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Lamiumda bulunan iridoidler bu cins igin
taksonomik gosterge olarak taninmaya baglanmustir. Sitotoksik 6zelliklerini genellikle
kanser hiicresinin apaptozunu baslatarak gostermektedir. Bu sebepten dolay1 bu tiirlerden
cikarilan ugucu yaglar ve bitki Ozleri alternatif veya destekleyici kanser tedavisi

saglayabilmektedir (Giiner,2023).

Calismamizda L. purpureum bitkisinin ugucu yagi kullanilmigtir. Ugucu yaglarin bilimsel
olarak ilgi goérmesinin nedeni biyolojik olarak aktif bilesikler olarak kullanilmasidir.
Ucucu yaglar bitki kokenli kimyasal maddeleri biinyelerinde bulundurduklarindan dolay1
antimikotik, sitotoksik, antioksidan, antimikrobiyal ve antidiyabetik  ozelliklere
sahiptirler(Akkoyunlu,2019). Bitkilerden veya bitki bazli droglardan elde edilen ugucu
yaglar hiicre zarindan kolaylikla gecebilmektedir. Akcigerlerden ve deriden de kolaylikla
emilebilirler. Bununla birlikte dogrudan viicuda ila¢ ya da gida katki maddesi seklinde
alinabilirler. Bitkilerde elde edilen esansiyel yaglarda dogal olarak bulunan bilesenler
kanser dahil birgok hastaligin tedavinde kullanim alanit bulmuglardir (Abak,2018).
Bitkilerden iiretilen bilesenler, son yillarda antikanser ajanlar1 olarak kullanilmaktadir. Bu

bilesenler hiicre zarina zarar vermek, apaptozu tesvik etmek, enzim sistemini inhibe
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etmek gibi yollarla tlimoériin gelisimini ve ilerlemesini inhibe etme yetenegine sahiptirler

(Akkoyunlu,2019).

Kanser diinyada en ¢ok oliime sebep olan hastaliklardan birisidir (Charkhian ve ark,
2021). Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, kok hiicre gibi tedavi yontemleri tek
basina veya birlikte kullanilmaktadir (Akeren ve Hintistan,2021). Kanserin tedavisinde
DNA hasarmin olusturulmasi amaclanir. Bu islem ister radyoterapi ister kemoteropi
yoluyla yapilsin, organizmanin genetik yapisini bozarak kanser hiicrelerinin 6liimiine yol
acmay1 hedefler. Bu sekilde kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agma olasiligi, saglikli
hiicrelere gore daha yiiksektir. Bu yaklasim kanseri tedavi etmede en etkili yoldur ancak
ayn1 zamanda saglikli hiicrelere de zarar verir (Matthewsve ark,2022). Kanser tedavisi
olumsuz pek ¢ok yan etkiye sebep oldugundan dolayir hastalar tamamlayici tedavi
yontemlerine basvurmaktadirlar (Akeren ve Hintistan,2021). Kemoterapinin toksik
etkileri karaciger ve bobreklerde hasara, bagisiklik sisteminin zayiflamasina, kusma, sag
dokiilmesi, mide hastaliklar1 ve anemi gibi yan etkilere de neden olmaktadir (Charkhian

ve ark, 2021).

Gilniimiizde yapilan ¢alismalar alternatif tip olarak adlandirilan ve temeli bitki olan
calismalarin 6neminin arttirmis ve bu ¢alismalar yayginlagmistir (Tok,2019). Bilimsel ve
ekonomik acgidan farmakolojik o6zellige sahip bitkilerin ugucu yag igeriklerinin
arastirilmas1 olduk¢a Onemlidir. Bilinen biitiin antibiyotiklere karsi mikroorganizma
direncinin artabilmesi, arastirmalarin bitki kaynaklarina ve bu kaynaklarin hiicredeki

etkilerinin arastirilmasi yoniine ¢ekilmesine neden olmustur (Abak,2018).

Yakin ¢aligmalara bakildiginda ortak olarak germacrene-D degerinin ¢aligmalarda ana
bilesenler arasinda oldugu goriilmektedir (Konarska 2021,Flamini 2005, CDJones 2012).
En yiiksek degeri %29.17 olarak bulunmustur(Konarska 2021). Yapilan bir calismada L.
purpureum L.’nin etanol ekstratinda kimyasal analizler sonucunda ana bilesenin %22,55
oraninda palmitik asit oldugu belirlenmistir. Ana bilesiklerin oranlar1 soyledir; %22,55
palmitik asit, 220,65 7-tetradekenal, %7,40 9,12-oktadecadienoik
asittir(Akkoyunlu,2019). Jones ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, L.
purpureum yaginda o-pinen, B-pinen, l-okten-3-ol, Belemen ve germacren-D baskin
olarak bulunmustur (CDJones 2012). Bizim c¢alismamizda o-pinen, B-pinen oranlar

diisiiktiir (Tablo 3.1).
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Baska bir c¢alismada 7-Tetradekenal gozlenmistir. Tetradekenal, bir tetradekanin

hidridinden tiiretilen uzun zincirli bir yagh aldehittir (Anonymous,2019).

Lamium tiirleri arasinda en ¢ok calisilmis olan L. album bitkisinde de tetradekan dikkat
¢eker. Morteza-Semnani ve arkadaslar1 Lamiace ailesinden Lamium album L. ugucu
yagini analiz etmek i¢in GC ve GC-MS yontemini kullanmislardir. Kimyasal bilesiminde
kirk ¢ bilesen tespit etti. Bunlardan en Onemlileri sunlardi: 6,10,14-trimetil-2-

pentadekanon %10,2 ve 4-hidroksi-4-metil-2-pentanon %9,1 ( Morteze-semnani 2016).

Baska bir caligmada, Catalina bolgesinden (Cluj-Napoca) toplanan Lamium album
tizerinde GC-MS analizi yapilmistir. Yiiksek oranda palmitik asit (256,6 ng/g) igerdigi
gosterilmistir (Iordache 2009).

Ucucu yag iiretimi ve icerigi sadece bitkinin genetigine bagli degildir. Endojen faktdrler,
Bitkinin gelisim asamalar1 gibi digsal faktorlerin yani sira, ¢evre gibi bitkinin maruz

kaldig1, ugucu yaglarin liretimini ve icerigini degistirebilir (Prins 2010).

Calismamiz sonucunda BAUN Cagis Yerleskesinden toplanan 6rneklerin GC-MS analizi
sonuclarinin yapilan ¢alismalardaki analiz sonuglari ile karsilastirildiginda germacren-D,
a-pinen, B-pinen ortak bilesenlerine sahip oldugu, 2-pentadecanone, 6,10,14-trimethyl
%19.35, phytol %13.10 bilesenlerinin yiiksekligi ile de diger caligmalardan ayrildigi
goriilmiistiir. Bulunan bu farkli bilesenler Lamium cinsine ait bilesenlerine katk1

saglamigtir (Tablo3.1 ).

Bitkisel tirtinler arasinda, gii¢lii kokulu bilesikler iceren bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin giiclii antikanser ozellikler tasidigi bilinmektedir. Ulusoy (2022) yaptig1 bir
calismada karanfil, kekik, ardi¢ ve incir ¢ekirdegi ugucu yaglar1 kullanilarak, bu ugucu
yaglarin A2780 yumurtalik kanseri hiicre hatti, HT-29 kolorektal kanser hiicre hatt1 ve
MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerindeki potansiyel etkilerine bakmustir. Ug kanser
hiicresi i¢in de yaglarin canlilik seviyesinde dnemli dlgiide diisiis meydana geldigi ve
kanser hiicrelerini Oldiirdiigiinii gormiistii. MTT veri analizlerinde ve mikroskop
goriintiilerinde farkli konsantrasyonlarini kullanmis oldugu ugucu yaglarin artan dozlara
ve hiicre hattina bagli olarak hiicre canliliginda diisiis meydana geldigi gérmiistiir. A2780

yumurtalik kanseri, HT-29 kolorektal kanser, MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in yapilan
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migrasyon analizlerinde hiicre gociiniin meydana gelmedigini fakat 48. saat sonunda

hiicrelerin gbzle goriiliir derece canlilik seviyelerinin diistiigli gozlemlemistir.

Cagliyan (2022) yaptig1 calismada, Lamium orientalis bitkisinin kok, govde, yaprak ve
cicek kisimlarindan elde edilen metanol (MeOH) ekstraktlarinin antikanser,
antibakteriyel ve anti-Quorum Sensing (anti-QS) aktivitelerini degerlendirmistir.
Antikanser aktiviteyi MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 lizerinde MTT testi ile
analiz etmistir. En iy1 antikanser aktivitenin kok MeOH ekstraktinda gdzlemlemis, 48 saat
sonunda IC50 degerinin 425,7 pg/mL olarak hesaplamistir. Antibakteriyel etkinligi, sivi
mikrodiliisyon yOntemiyle test etmis ancak ekstraktlarin calisilan konsantrasyonlarda
minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerlerini belirleyememistir. Anti-QS aktivite
testlerinde, Chromobacterium violaceum ve Pseudomonas aeruginosa suslari iizerine
yaptig1 analizlerde ekstraktlarin viyolasin pigment iiretimi ve biyofilm olusumunu inhibe
etmedigini gérmistiir. Sonug olarak, L. orientalis kok MeOH ekstraktinin MCF-7 hiicre
hatt1 lizerinde antikanser aktivite gosterdigini, ancak antibakteriyel ve anti-QS

aktivitelerinin sinirl oldugu belirlemistir.

Tezimiz kapsaminda farkli kanser hiicre hatlarinda (SW480, PC3 ve Hep3B) ve kanser
olmayan hiicre hatti olan HUVEC (Human Umberical Vein Endotehlial cells)
hiicrelerinde Lamium purpureum L. bitkisinin hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen
ucucu yag ektresinin sitotoksik etkisi ve timorejenik 6zelliklerine etkileri belirlenmistir.
Sitotoksik etkilerin belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda (6,25-12,5-25-50-
100 ug/ul), farkli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72) ve farkli kanser hiicre hatlar
(SW480, PC3 ve Hep3B) ile kanser olmayan hiicre hatt1 olan HUVEC (Human Umberical
Vein Endotehlial cells) hiicreleri tizerindeki etkileri MTT testi ile belirlenmistir (Sekil
3.1).

PC3 hiicrelerinde hiicre canlilik durumu 24 saat uygulama sonunda 50 pg/ul uygulanan
gruptaki hiicreler haricinde tiim konsantrasyonlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda

yagin sitotoksik etkisinin oldugu gézlemlendi (Tablo 3.2).

Insan kolon adenokarsinoma hiicre hatt1 olan SW480 hiicrelerinde L.purpureum yaginin

hiicre canlilig1 lizerine etkileri incelendiginde 48 saat sonunda, SW480 hiicrelerinde tiim
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konsantrasyonlarin ~ kontol grubu ile kiyaslandiginda sitotoksik etki gdsterdigi

goriildii(Tablo 3.2).

HUVEC (insan gébek damari endotel hiicreleri) hiicre hatt1 ile yapilan calismada
L.purpureum yaginin etkisi belirlendi. 72 saat uygulama sonucunda yalnizca kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; yalmiz pg/pl ve 12,5 pg/ul uygulanan gruplarda sitotoksik
etki gosterdigi gozlemlendi(Tablo 3.2).

Hep3B hiicre hattinda L.purpureum yagimin antiproliferative etkisi incelendiginde 24 saat
ve 72 saat uygulama sonucunda tiim konsantrasyonlarda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yiiksek sitotoksik etki gosterdigi goriildii. Hep3B hiicrelerinin
timorojenik Ozelliklerine etkisi ise yara iyilestirme testi (scratch assay) ve koloni

formasyon testi ile belirlendi.
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Sekil 4.1: L.purpureum yaginin Hep3b hiicre hattinda yara iyilesmesi ve koloni
olusumu tizerindeki etkileri
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Hep3B hiicrelerinin  koloni formasyon analizinde, kontrol grubuyla L.purpureum yagi
uygulanan gruplar arasinda koloni sayilarinda gozlemlenen farklilik, istatistiksel
analizlerle degerlendirilmis; ancak elde edilen sonuglar, bu farkin istatistiksel olarak

anlamli olmadigini gostermistir (p > 0.05) (Tablo 9) (Sekil 4.1).

Hep3B hiicre hattinda hiicre migrasyonunun analiz edildigi yara iyilesme testi sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirildirildi. L.purpureum yagi, Hep3B hiicrelerin hareketliligi
ve migrasyon kapasitesinde azalmaya neden oldugu ve bu degisikligin istatistiksel olarak

anlamli oldugu (p < 0.05) tespit edildi (Tablo 3.2) (Sekil 4.1).

Akkoyunlu (2019) yaptig1 calismada Lamium purpureum L. ile Lamium galeobdolon (L.)
L. bitkilerinin esansiyel yaglarin1 Clevenger cihazi kullarak su buhari distilasyonu ile
elde etmis ve antikanser etkilerini incelemistir. GC-MS analizinde L. purpureum etanol
ekstresinde palmitik asit, 9,12-oktadekadienoik asit ve benzil benzoat gibi bilesiklerin, L.
galeobdolon etanol ekstresinde ise 2(3H)-benzoksazolon, palmitik asit ve tetrakosan gibi
bilesiklerin baskin oldugunu tespit etmistir. Ugucu yaglarin B16F10 melanom hiicre hatt1
tizerinde MTT testi ile antikanser aktivitelerini degerlendirmistir. L. purpureum’un 50
ng/mL konsantrasyonunda en yiiksek antiproliferatif etkigdsterdigini gozlemlemis ve
%14 oraninda hiicre canliliginda azalma kaydetmistir. 100 pg/mL dozda ise
antiproliferatif etkinin azaldigini, hiicre canliliginin arttifin1 goézlemlemistir. Disk
difiizyon yontemiyle belirlenen antimikrobiyal aktivitelerde her iki bitkinin antifungal
etkinliginin antibakteriyel etkinliginden daha yiiksek oldugunu gormiistiir. L.
Purpureum’un 100 pL’lik dozda Candida tropicalis mantarina karsi antifungal aktivite

gosterdigini tespit etmistir.

Giliner (2023)  yaptig1 c¢alismada Lamium purpureum bitkisinden elde edilen
SSH,SSSE,SSK,SSEA ve SSME ekstrelerinin prostat kanseri hiicre hatti (LNCap)
tizerindeki sitotoksik ve apoptatik etkilerini incelemistir.Hiicre canlilif1 ve sitotoksite
WST-8 yontemi ile degerlendirmis, LCso degerini hesaplamistir. Mitokondriyal memran
potansiyelindeki degisiklikleri JC-1 testi ile, apoptatik siirecleri ise Kaspaz 3/7 aktivitesi
ile analiz etmistir. SSME ekstresinin en diisiik LCso degeriyle en giiglii sitotoksik etkiyi
gosterdigini, SSH ve SSK i¢in mitokondriyal memran potansiyelinde anlamli bir degisim
gostermedigini tespit etmistir. SSSE ve SSME ektrelerinin Kaspaz 3/7 aktivitesinde artig

gozlemis ancak bu artisi istatiksel olarak anlamli bulmamistir. Calismanin sonucunda
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Lamium purpureum bitkisini ekstrelerinin prostat kanseri hiicrelerinde apoptotik

indiikstiyonu tetiklemedigini fakat sitotoksik etki gosterdigini gorimiistiir.

Daha once yapilan ¢alismalarin gostergesinde gercgeklestirdigimiz sitotoksite testlerinin

litaratiir ile uyumlu oldugu sdylenebilir.

L. purpureum L. Bitkisinin toplam igerigin %90.99 unu temsil eden 21 bilesik bulunmasi
tibbi acidan bir oldukca degerlidir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar da Lamium tiirlerinin
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Aragtirmacilar bu sitotoksik etkilerinin
palmitik asit (heksadekanoik asit) ve c¢esitli kimyasal igeriklerden kaynaklandigini
diisiinmektedir (Akkyounlu,2019). Yapilan farkli arastirmalar, palmitik asidin timor
baskilayici aktivitelere yol agtigin1 ve antikanser ilaglarda temel bir bilesik olarak
kullanilabilecegini gostermektedir(Akkyounlu,2019). Bizim c¢alismamizda palmitik asit
orani %2.7 bulunmustur. L. purpureum L'nin Hep3B hiicreleri lizerinde sitotoksik etki
yaratmasinin nedeni iceriginde bulunan palmitik asitten ve yiiksek orandaki diger
bilesiklerden kaynaklanmis olabilir. Terpen ve Alkan gruplar1 antikanser ve gida koruma
ozellikleri ile de bircok kaynakta dikkat ¢ekmektedir. Yapilan bu c¢alismada terpen

gruplarmin hissedilir degerlerde olmasi bulunan sonuglarin varligini1 desteklemektedir.

Sentetik iiretilen ilaglarin ve kemoterapinin saglikli hiicrelerde istenmeyen yan etkilere
yol agmalar1 ve klinik uygulamalarda yiiksek maliyetli olmalar1 dogal igerikli ilaglarin
gelistirilmesinin 6nemini  ortaya koymaktadir. Bu ongoriiler dogrultusunda yapilan
calismada gorildigi tizere L. purpureum esansiyel yagmin Hep3B hiicre hattinda
sitotoksik etkisi bulunmaktadir. Bu bitki tamamlayici kanser tedavilerinde, ilag¢ droglar

ve aroma terapide dogal bir alternatif olarak kullanilabilir.

Bu c¢alisma 1s181nda, ileride yapilacak ¢alismalara L.purpureum yaginin daha yiiksek
konsantrasyonlarmin antikanser etkisinin test edilmesi dnerilmektedir. Ilave olarak farkl
¢oOziiciilerde hazirlanan eksraktlar kullanarak antikanser aktivitesinin arastirilmasi igin

yeni bir ivme kazandirilmasi planlanmaktadir.
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