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OZET

PALMAROSA (CYMBOPOGON MARTINII) ve NIOLI (MELALEUCA
VIRIDIFLORA) UCUCU YAGLARININ ANTIMiKROBIYAL, ANTITUMOR VE
SITOTOKSIK AKTIiVITELERININ ARASTIRILMASI

Eda SONMEZ GURER
Yiiksek LisansTezi
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Tutku TUNC
2018, 83 Sayfa

Bu tez calismasinda; Cymbopogon martinii bitkisinden elde edilen Palmarosa ve
Melaleuca viridiflora bitkisinden elde edilen Nioli ugucu yaglarinin, MCF-7 meme kanseri
ile DU 145 prostat kanseri hiicre hatlar1 iizerine antitiimor, WI-38 insan fibroblast hiicre hatti
lizerine sitotoksik aktivitelerinin ve g¢esitli bakteriler ile maya hiicreleri {izerine

antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Palmarosa ve Nioli ucucu yaglarinin antimikrobiyal etkileri Disk Difiizyon ve
Mikrodiliisyon Broth yontemleri kullanilarak incelenmistir. Antibakteriyel etki igin gram-
pozitif bakteri olarak Staphylococcus aureus, Bacillus cereus; gram-negatif bakteri olarak
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae; antifungal etki i¢in
Candida albicans suslari kullanilmigtir. Ugucu yaglarin ¢ozeltileri MCF-7 meme kanseri ve
DU-145 prostat kanseri hiicre hatlari {izerine antitiimor aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla,
200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 ng/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 pg/ml, 1,56 ng/ml

konsantrasyonlarda hazirlanmis ve XTT testi ile hiicrelerin canlilig: tespit edilmistir.

Palmarosa ugucu yagimin 8 farkli konsatrasyonuyla gerceklestirilen disk diflizyon
yonteminde; K. pneumoniae, S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1 ilk konsantrayonlarda
pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotige ¢ok yakin zon ¢aplar1 olusturdugu goézlenmistir.
C. albicans’ a kars1 antifungal etkisinin de ilk iki konsantrasyonda bulundugu tespit
edilmistir. Mikrodiliisyon Broth yonteminde 10 farkli konsantrasyon kullanilmistir (10000
pg/ml, 5000 pg/ml, 2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 313 pg/ml, 156 pg/ml, 78 pg/ml,
39 pg/ml, 20 pg/ml). Palmarosa, en yiiksek antibakteriyel etkiyi B. cereus’ a karsi
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gdstermistir (MIK: <20 pg/ml). S. aureus, K. pneumoniae, E.coli ve C. albicans’ a kars1 orta
etkili, P. aeruginosa’ ya karsi zayif etkili bulunmustur. Nioli ugucu yagmin 8 farkli
konsatrasyonuyla gerceklestirilen disk diflizyon yonteminde ise; sadece K. pneumoniae
bakterisine kars1 orta derecede etkili bir antibakteriyel aktivite gézlenmistir. C. albicans’ a
kars1 antifungal etkisinin de ilk iki konsantrayonda (200 pg/ml-8 mm, 100 pg/ml-6 mm)
bulundugu tespit edilmistir. Nioli ugucu yagi, sadece B. cereus bakterisine karsi orta etkili
MIK degerine ulasmistir (MIiK: 156 pg/ml). S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve

E.coli, C. albicans’ a kars1 zayif etkili bulunmustur (>5000 pg/ml).

Palmarosa ugucu yagimin ilk 6 konsantrasyonunda MCF-7 hiicreleri tizerine % 100 ile
% 92,79 arasinda degisen inhibisyon oranlari tespit edilmistir. Palmarosa, DU-145 hiicreleri
tizerine de oldukga yiiksek etki gostermistir. En yiliksek konsantrasyonda (200 pg/ml) % 100
iin iizerinde hiicre 6ldiirme oran1 bulunmustur. En diisiik konsantrasyonda (1,56 pg/ml) dahi
% 75,43 olan kanser hiicrelerini 61diirme orani oldukga yiiksektir. Nioli ugucu yaginin ilk 4
konsantrasyonunda MCF-7 hiicreleri iizerine oldukga yiiksek etki gosterdigi tespit edilmistir.
Nioli ugucu yagmin ilk 6 konsantrasyonunda DU-145 hiicreleri lizerine oldukga yiiksek etki
(% 80 ve lizeri) gosterdigi tespit edilmistir. En diisiik konsantrasyonda dahi (1,56 pg/ml)
% 77,14 inhibisyon gostererek oldukca yiiksek bir etkiye sahiptir.

Palmarosa ve Nioli ucucu yaglartyla DU-145 ve MCF-7 hiicre hatlar1 iizerinde
yapilan ¢aligmalarda, Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin 6zellikle DU-145 prostat kanseri
hiicre hatt1 ilizerinde MCF-7 meme kanseri hiicre hattina oranla daha etkili oldugu
gbzlenmistir. Ayrica, Palmorosa ve Nioli ugucu yaglarinin antitiimor aktivitelerinin yiiksek
oldugu dozlarda, saglikli WI-38 insan fibroblast hiicre hattinda toksisitelerinin olmadigi

gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Cymbopogon martinii, Melaleuca viridiflora, Antitiimor,

Antimikrobiyal, Sitotoksisite, Ugucu yag
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL, ANTITUMOR, and
CYTOTOXIC ACTIVITIES OF PALMAROSA (CYMBOPOGON MARTINII) AND
NIOLI (MELALEUCA VIRIDIFLORA) ESSENTIAL OILS

Eda SONMEZ GURER
Master of Science. Thesis
Department of Pharmaceutical Microbiology
Supervisor: Assistant Professor Dr. Tutku TUNC
2018, 83 Pages

The aim of this study was to investigate the antitumor effects of essential oils
Palmarosa obtained from Cymbopogon martinii plant and Nioli obtained from Melaleuca
viridiflora on MCF-7 breast cancer and DU 145 prostate cancer cell lines and the cytotoxic
activity on the WI-38 human fibroblast cell line. Also it is aimed to investigate the
antimicrobial effects on yeast cells and various bacteria.

The antimicrobial effects of Palmarosa and Nioli essential oils were investigated by
using Disk Diffusion and Mikrodilution Broth methods. Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus as gram-positive bacteria for antibacterial effect; Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae as gram-negative bacteria; Candida albicans strains were
used for antifungal effect. Solutions of essential oils MCF-7 for detection of antitumor
activities on breast cancer and DU-145 prostate cancer cell lines, 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50
ug/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 ug/ml, 1,56 ug/ml concentrations and the
viability of the cells was determined by XTT test.

In the disc diffusion method performed with 8 different concentrations of Palmarosa
essential oil; It was observed that the first concentrates against K. pneumoniae, S. aureus and
E. coli bacteria formed a zone diameters very close to the zone diameters to the antibiotic
used as positive control. The antifungal effect against C. albicans was also found in the first
two concentrates. Microdilution Broth method used 10 different concentrations (10000
png/ml, 5000 pg/ml, 2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 625 ng/ml, 313 pg/ml, 156 pg/ml, 78 pg/ml,

39 pg/ml, 20 pg/ml). Palmarosa showed the highest antibacterial effect against B. cereus
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(MIC: <20 pg/ml). It was found to be medium effective against S. aureus, K. pneumoniae,
E.coli ve C. albicans. And it was found to be weakly effective against P. aeruginosa. In the
disk diffusion method, which was performed with eight different concentrations of Nioli
essential oil; only a moderate effective antibacterial activity against K. pneumoniae was
observed. The antifungal effect against C. albicans was found in the first two concentrates
(200 pg / ml1-8 mm, 100 pg/ ml-6 mm). Nioli essential oil only reached the medium effective
MIC against B. cereus bacteria (MIC: 156 ug/ ml). S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa,

E.coli, C. albicans were found to be weakly effective against Nioli. (> 5000 pg / ml).

It was found that the first 6 concentrations of Palmarosa essential oil had inhibition
rates of 100% to 92.79% on MCF-7 cells. It also showed a high effect on DU-145 cells. At
the highest concentration (200 ug / ml) a cell killing rate of over 100% was found. The rate
of killing cancer cells is 75.43% even at the lowest concentration (1.56 ug/ ml). It was found
that Nioli essential oil had a very high effect on MCF-7 cells at the first 4 concentrations. It
was found that Nioli essential oil had a very high effect (80% and over) on the first 6
concentrations of DU-145 cells. The rate of killing cancer cells with the lowest concentration
(1.56 pg/ ml) is 77.14%.

Palmarosa and Nioli essential oil studies on DU-145 and MCF-7 cell lines, especially
on the DU-145 prostate cancer cell line MCF-7 breast cancer cell line was observed to be
more effective. In addition, Palmorosa and Nioli essential oils were found to have no toxicity

at healthy WI-38 human fibroblast cell line at doses which have high antitumor activity.

Key words: Cymbopogon martinii, Melaleuca viridiflora, Antitumor, Antimicrobial,
Cytotoxicity, Essential oil
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1. GIRIS VE AMAC

Tibbi ve aromatik bitkiler antik caglardan giiniimiize kadar hastaliklarin tedavisi i¢in
kullanilmaktadir (Bayram E. ve ark., 2010). Buna bagh olarak bitki ugucu yaglar1 da uzun
yillardir bilimsel ve ticari olarak bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu alanlarin basinda
kozmetik, ilag, gida sanayi, aromaterapi ve fitoterapi gelmektedir (Hammer K.A. ve

ark.,1998).

Ugucu yaglarin ¢ok genis bir kullanim alanina sahip olmas1 bir¢ok bilim adaminin
dikkatini ¢ekmis. Yapilan birgok arastirma sonucunda kimyasal yapilari ve biyolojik
aktiviteleri degerlendirilmis ve bu 6zellikleri uygulamaya konulmustur (Mouhssen L.,2004).
Esansiyel yaglar bitkilerden elde edilen ugucu ve aromatik bilesiklerdir. Esansiyel yaglar
bitkinin yaprak, gévde gibi 6zel hiicre veya hiicre gruplarinda bulunmaktadir (Oussalah M.
ve ark., 2007). Gilinlimiizde bilinen yaklasik 3000 adet esansiyel yagin 300 tanesi ilag, gida,
kozmetik ve parfiim gibi farkli endiistrilerde kullanilmaktadir. Ozellikle baz1 ugucu bitki
yaglart tibbi Ozellikler gostermekte ve c¢esitli sistematik hastaliklarin  tedavisinde

kullanilmaktadir (Bakkali F. ve ark., 2008).

Son yillara kadar yapilan arastirmalar sonucunda ugucu yaglarda yaklasik olarak
2000’den fazla kimyasal bilesenin varligi gosterilmistir. Bu bilesiklerden en 6nemlileri
terpenler, fenilpropanlar vb.dir. Ve yine ¢ok sayida su buharinda u¢gma 6zelligi olan azot ve
kiikiirt igeren bilesiklerin varlig1 da tespit edilmistir. Bu maddeler bazen tek tek veya bazen

de kombin seklinde tedavide kullanilmaktadirlar (Ceylan A.,1987).

Esansiyel yaglar monoterpenler, seskiterpenler ve bunlarin oksijen tiirevleri olarak
bilenen fitokimyasallardir. Bu fitokimyasallar (Timol, anethol, mentol, karvakrol, fenolik
asitler, flavonlar vb) bakteri ve fungal tiirlere karsi aktivite géstermekte olup bu alanda uzun

zamandir aragtirtlmalar yapilmaktadir (Souza E. ve ark., 2005; Burt S., 2004).

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bilylimesi ve ¢cogalmasiyla meydana gelen bir hastalik
olup, ¢agimizda baslica 6liim nedenlerinden birisidir. Gelismis tlkelerdeki tiim oliim
nedenleri i¢inde, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok 6liime neden olan hastaliktir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO); 2007 yilinda 7.9 milyon olan kiiresel kanser liimlerinin, 2030
yilinda % 45 artarak 11.5 milyona yiikselecegini bildirmektedir. Diinya Saghk Orgiitii



tarafindan yapilan bagka bir arastirmada dntimiizdeki her y1l 10 milyon yeni kanser vakasinin
goriilecegi ve 6 milyondan fazla 6limiin bu nedenle gerceklesecegi rapor edilmistir

(Chouhan R. ve ark., 2009).

Kanser tedavisinde; tiimoriin organizmada bulundugu dokuya, hastanin fizyolojik
durumuna ve tiimoriin karakterine bagli olarak genis bir yelpazede cesitli tedaviler
uygulanmaktadir. Bu tedaviler arasinda kemoterapi, radyoterapi, gen terapisi, immiinoterapi

ve monoklonal antikor terapileri kullanilmaktadir.

Giliniimiizde kanser tedavisinde en yaygin kullanilan tedavi yontemleri kemoterapi ve
radyoterapidir. Radyoterapide iyonize radyasyon, habis tiimor hiicrelerini hasara ugratip
oldiirmek icin kullanilmaktadir. Radyoterapi tiimor tedavisinde lokal bir yaklasgimdir ve
dogrudan tiimér kitlesi hedeflenerek gergeklestirilmektedir. Iyonize radyasyon, hiicrelerin
DNA’larin1 dogrudan ya da serbest radikal olusumu ile dolayli yoldan hasara ugratmakta ve

hiicrenin 6liimiine sebep olmaktadir (Kiltie A. ve ark., 2005).

Bugiin, her ii¢ kisiden biri kanser olmakta, her dort erkekten biri ve her bes kadindan
biri kanser nedeni ile 6lmektedir. Bu durum kanser tedavisiyle ilgili arastirmalara biiyiik

Onem kazandirmistr.

Bir antimikrobiyal maddede olmasi gereken baslica 6zellik selektif toksisitedir.
Selektif toksisite (se¢ici toksisite) kavrami ilk kez Paul Ehrlich tarafindan ortaya atilmistir.
Kemoterapide kullanilan antimikrobiyal maddelerin ozellikle diisiik konsantrasyonlarda
etkili olmasi ve toksik 6zelliginin son derece az olmasi istenmektedir. Bu sekilde bir sonucun
gozlenebilmesi i¢in; antimikrobiyal maddenin hedef olarak memeli hiicrelerinden ziyade,
mikroorganizma hiicrelerini se¢mesi gerekmektedir. Bakteriler prokaryot hiicrelerdir,
memeli hiicreleri ise Okaryottur. Prokaryot hiicrede olupta dkaryot hiicrede olmayan bir
molekiilii hedef alan antimikrobiyal maddeler (6rn; penisilinler, sefalosporinler,
siilfonamidler) asir1 seviyede segici toksisiteye sahiptir. Okaryot hiicre yapisi gdsteren ve
dolayis1 ile yapisal olarak memeli hiicrelerine benzeyen mantar ve protozoonlara etkili
antimikrobiyal maddeler i¢in segici toksisiteden s6z edilemez. Viriislere etki eden ilaglar i¢in
secici toksisitesinden de bahsedilemez. Viriisler konak hiicre ile biitiinlestiginden dolayz,

konaga zarar vermeden viriise etki etmek imkansizdir. Bu nedenle viral enfeksiyonlarin



¢ogunlugu antimikrobiyal maddelerle tedavi edilemez. Viral enfeksiyonlar antiviraller ile
tedavi edilmektedir (Derbentli S.,2003).

Bu ¢alismada Palmarosa (Cymbopogon martinii) ve Nioli (Melaleuca viridiflora)
ucucu yaglarinin, MCF-7 meme kanseri ile DU 145 prostat kanseri hiicrelerine antitiimor,
WI-38 insan fibroblast hiicre hatti tizerine sitotoksik aktivitelerinin ve gesitli bakteriler ile

maya hiicreleri {izerine antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ucucu Yaglar Genel Bilgi

Ucgucu yaglar eski ¢aglardan bu yana hastaliklarin tedavilerinde kullanilan kokulu dogal
bilesiklerdir. Ugucu yaglarin halk arasinda sik¢a kullanilmasi ve kullanim alanlarindaki
cesitlilikten dolay1, bu yaglar iizerinde farmakolojik arastirmalar yapilarak, yaglarin biyolojik
etkileri bilimsel olarak da kanitlanmistir (Celik E. ve Celik G., 2007). Bitki ugucu yaglari
sadece halk arasinda hastaliklarin tedavilerinde degil, uzun yillardir bilimsel ve ticari amacla
farkli alanlarda da kullanilmaktadirlar. Bu alanlarda ilk siralari kozmetik, ilag, gida sanayi,
aromaterapi ve fitoterapi ¢gekmektedir (Hammer K.A. ve ark., 1998). Kullanim alanlarinin
cesitliligi ve yaygmligi son yillarda bilim insanlarinin dikkatini fazlasiyla ¢ekmis ve bu
yaglarin kimyasal yapilar1 incelenerek biyolojik aktivitelerinin olup olamdig: tartigilir
duruma gelmistir (Mouhssen L., 2004). Bitki ugucu yaglar1 bitkilerin kimyalarinda gok
onemli yer edinmislerdir. Bitkinin hiicreleri igerisinde yer alan ugucu yaglar antioksidan
olarak; dengeleyici ve dig etkenlere karsit koruyucu gorevleri bulunmaktadir. Yapilarinda
birgok dnemli hormon bulunmaktadir. Ugucu yaglar bitkilerin ¢icek, meyve, kabuk, yaprak,
kok, regine ve odun gibi organlarinda bulunabilmektedir (Celik E. ve Celik G., 2007; Tanker
ve ark., 1990).

Bitki ugucu yaglari, bitkinin bagli bulundugu familyaya gore belirli oranda salgi tiiylerinde,
salgl kanallarinda, salgi hiicrelerinde ve salgi ceplerinde bulunurlar. Bitkinin artik
metabolizma Uriinlerinin atilmasinda rol oynadiklari, yaralanmalara kars1 olusan regineyi
¢Ozebilme yetenegine sahip olduklari bilinmektedir. Ayrica bitki ugucu yaglarn etrafa
yaydiklar1 kokular araciligiyla tozlasmaya yardimei olurken, zararl boceklerin de bitkilerden
uzak durmasini da saglarlar. Baska bir faydasi da bitki ugucu yaglara sahip bitkiler sicak
iklimlerde yetistigi i¢in, bu yaglar havay baglayarak su kaybinin azalmasini saglamaktadirlar
(Iscan G., 2002). A¢ikta birakildiklarinda buharlasabilme dzelliklerinden dolay1 “ugucu yag”,
“eterik yag”, “esans” gibi isimler verilen bitki u¢ucu yaglarinin iceriginde biiyiik oranda
(yaklasik %90) terpenik maddeler, terpenik hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevlerinin
yani sira organik asitler, alkoller, fenoller ve ketonlar bulunmaktadir (Tanker M ve ark.,

1976). Ayrica terponoidler, fenil propanoid, yag asitleri, bunlarin esterleri veya pargalanma

uriinleri seklinde de olabilirler. Tiim ugucu yaglar hidrokarbonlar ve onlarin oksijenli
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tiirevleridir. Suda ¢oziinebilme 6zelligine sahip oksijenli bilesikler vasitasiyla da aromatik
sular elde edilmektedir. Baz1 ugucu yaglar azot ve kiikiirt tiirevleri igerebildikleri gibi, alkol,
asit, ester, epoksit, aldehit, keton amin, siilfit gibi bilesenler de ihtiva edebilir. Hiicrelerde
karbonhidrat ile baghdirlar ve bu durumda glikozitik bagin hidrolizi ile serbest kalirlar (Tiirk
M., 2010).

Cizelge 1. Terpenlerin izopren birimi sayilar1 ve karbon atom sayilarina gore
siiflandirilmasi

Terpenler izopren birimi sayist Karbon atom sayisi
Monoterpenler 2 10
Seskiterpenler 3 15
Diterpenler 4 20
Sesterpenler 5 25
Triterpenler 6 30
Karotenoitler 8 40
Politerpen > 100 > 500

Her ugucu yagin kendine 6zgii kokusu bulunmaktadir (Iscan G., 2002). Oda 1sisinda
s1vi halde, bazen donabilen ugucu, kuvvetli kokulu ve yagimsidirlar (Tanker ve ark., 1990).
Bulunduklar1 ortamdan su, buhar, kuru distilasyon veya sikma yoluyla serbest hale
gelebilirler, suda c¢oziinmez, petrol eteri, hekzan, eter, etanol gibi organik ¢oziiciilerin
cogunda kolaylikla ¢6ziiniirler (Baytop T. ve Baser K.H.C., 1995; Erdogan E.A., 2014).
Ucgucu yaglarin kimyasal kompozisyonlari ise Gaz Kromotografisi ve Kiitle spektrometresi
ile belirlenebilmektedir. Giiniimiize kadar ugucu yag bilesiminde 2000°den fazla madde
kesfedilmistir. Bunlarin en &nemlileri terpenler ve fenilpropanlardir (iscan G., 2002; Cerit

L.S., 2008).



2.1.1. Palmarosa

Poaceae familyasina ait Cymbopogon cinsi bitkiler aromalari, kokulari, kozmetik {irtinleri,
parfiimeri ve eczacilik alanlarinda ticari onemi olan ugucu yaglari ile {nlidirler.
Cymbopogon cinsi, ¢ok ¢esitli aromatik yag igeren yaklasik 140 tiirden olusur ve buharla
damitilma yolu ile esansiyel yag verir. Cymbopogon cinsine ait esans yaglar antibakteriyel,
antifungal, insektisidal ve bocek kovucu aktivitelerine sahip sitral, geraniol, sitronellol,
sitronellal gibi bilesenler icermektedirler (Ganjewala D., 2009). Cymbopogon tiirleri onemli
antelmintik, anti inflamatuar, analjezik, antiageing, pestisit, antimikrobiyal, antifungal,
sivrisinek uzaklastirici, antioksidant aktivitelere sahiptir (Jain D. ve ark., 2011). Bununla
birlikte, bu esans yaglarinin biyolojik ve farmakolojik 6nemi son on yilda hizla genislemis;
anti-enflamatuar, antikanser, allelopatik etkilerinin yanisira yararl bircok biyolojik aktivite
gozlemlenmistir. Cymbopogon esans yaglari ve bilesenleri, mitkemmel biyolojik aktiviteler
sunar ve bu nedenle ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilabilmektedir (Ganjewala D.,
2009).

C. flexuosus, C.nardus var. nardus, C. citratus, C. pendulus, C.winterianus ve C.
martinii var. motia ve sofya ekonomik olarak 6nemli tiirler arasindadir. Bu tiirlerden elde
edilen ugucu yaglar, tipik limon ve giil benzeri aromalar1 sayesinde bir¢cok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Jain D. ve ark., 2011). C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus,
C. citratus gibi tiirlerin toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yag limon kokusundadir
ve ekonomik olarak melisa esansindan daha uygun oldugu i¢in, bu esansin yerine
kullanilmaktadir. C. martinii ve C. schoenanthus tiirlerinin toprak iistii kistmlarindan temin
edilen ucucu yag ise giil kokusundadir ve Palmarosa adiyla giilyag: yerine kullamlir (Istanbul

Universitesi Akademik Bilgi Sistemi).

C. martinii 5-8 metre yiiksekliginde Hindistan'a 6zgii uzun 6miirlii bir bitkidir. Biiyiik
kokulu yapraklar, uzun ince saplar ve terminal ¢igekli iistleri morfolojik karakterlerdir.
GC/GC-MS analiz ¢alismalar1 ortaya koymaktadir ki C. martinii yagi; geraniol,
geranylacetat, farnesol, terpinen, myrsen, kariyofil, humulen, selinenes, linalool, nerolidol ve
limonen bilesenlerini igermektedir (Jain D. ve ark., 2011). Palmarosa olarak bilinen

C. martinii 6zellikle geraniol bakimindan zengin bir esansiyel yag vermektedir (Raina V.K.,



2003). Geraniol ve geranilasetat bilesikleri toplam ugucu yagin yaklasik % 75-90’1m1
olusturmaktadir (Chauhan K.N., 2017).

Sekil 1. Cymbopogon martinii (www.en.wikipedia.org)

2.1.2. Nioli

Melaleuca cinsi Myrtaceae familyasina ait, kigin yaprak dokmeyen agag ve ¢alilardan olusan
ve yurdumuzda yetismeyen bir bitki tiiriidiir. Avustralya kitasinda ve Asya’ da dogal olarak
yetisen, genellikle tropikal bolgelerde yayilis gosteren bir bitki tiirlidiir. Boyu 6 m’yi bulan,
govdesi ¢iplak ve siingerimsi, yapraklari alternan dizilisli ve meyve tiirii kapsiildiir (Nevin T.

ve ark., 2016).

Nioli; Myrtaceae familyasindan Melaleuca viridiflora’ nin taze yapraklarindan su
buhari distilasyonu ile elde edilen bir ugucu yagdir. Nioli ugucu yagi yiiksek oranda
monoterpen ve seskiterpenler icerir (Bombarda 1., 2001). Nioli ugucu yagt %60 oraninda
1-8 sineol (6kaliptol) ve belirli oranlarda terpineol, B-Pinen, p-cymene, linalool igermektedir
(Farmacia Valencia., 1981; Monti D. ve ark., 2002). 1,8-sineol bakimindan zengin ugucu yag
kaynag1 olup, oOksiirik ve soguk alginligi, romatizma ve nevraljinin iyilestirilmesi i¢in
farmasotik preparatlarda ve aromaterapide kullanilir (Elliot W.R. ve Jones D.L., 1993).
Disaridan uygulandiginda fungusit ve bakterisit etkisi sebebiyle sistit tedavisinde vajinal

yikamada ve %5-15 oranindaki soliisyonlar1 akne tedavisinde kullanilir (Nevin T. ve ark.,
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2016). Soguk alginlig, grip, Oksiirik ve rinore tedavisinde kullanilan inhalasyon
preparatlarinin bilesimine girmektedir. Ayrica, rubefiyan etkisi nedeniyle deriye topikal
olarak uygulanmak lizere hazirlanan bazi preparatlarin bilesiminde yer almaktadir (Farmacia
Valencia., 1981). Nioli ugucu yagi, B16 melanom hiicrelerinde a-melanosit uyarict hormona

bagli melanin iiretimi ve oksidatif stresini inhibe etmektedir (Chao W. ve ark., 2017).

Yapilan ¢alismalarla Melaleuca viridiflora bitkisinin Gram pozitif bakteriler iizerinde

onemli engelleyici etkisinin oldugu belirlenmistir (Ramanoelina A.R. ve ark., 1987).

Sekil 2. Melaleuca viridiflora (www.en.wikipedia.org)

Sekil 3. Melaleuca viridiflora (www.en.wikipedia.org)



http://www.en.wikipedia.org/
http://www.en.wikipedia.org/

2.1.3. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Ozellikleri

Bitkiler birgok sayida aromatik bilesikler iiretme yetisine sahiptirler. Uretilen bu aromatik
bilesikler genellikle fenolik ve onlarin oksijene bagl tiirevlerinden olusmaktadir. Ikincil
(sekonder) metabolitler olarak adlandirilan bu bilesiklerin simdiye kadar yapilan
calismalarda 12.000 tanesi izole edilebilmistir ve bu rakam bitkilerin ihtiva ettigi tim
aromatik bilesiklerin sadece %10’unu olusturmaktadir. Bu bilesenlerin ¢ogu bitkinin
savunma sistemi i¢in gerekli olmakla beraber, koku ve pigment olusumunda rol oynayan
terpenler, kinonlar ve taninler gibi baslica bilesiklerde antimikrobiyal arastirmalarda yogun

olarak kullanilmaktadir (Cowan M., 1999; Silva N.C.C. ve Fernandes J.A., 2010).

Ugucu yaglarin uguculuk, hidrofobiklik ve solunum sistemine etki eden 6zel kokulu
bilesiklere sahip olma gibi 6zellikleri bulunmaktadir. Bitkilerden ve bitkisel droglardan
cesitli yollarla elde edilen esansiyel yaglarin, deriden ve akcigerlerden kolaylikla emilimi
saglanmaktadir. Arastirmacilarin calismalarint bu alanda yogunlagtirmalarinin sebebi;
viicuda direk ila¢ seklinde veya besinlerden katki maddeleri olarak alinan ugucu yaglarin
farmasoétik ve genotoksik potansiyelleri hakkinda daha cok bilgiye sahip olmak istemeleridir.
Yapilan calismalar esansiyel yaglarin pek ¢ok etkisinin olabilecegini gostermektedir (Kilig

A., 2005).

Antimikrobiyal o6zellikten yararlanilarak iiretilen ilaglara karsi, zaman iginde
mikroorganizmalar direnglilik kazanabilmektedir. Direngteki bu artistan dolay1
enfeksiyonlarla miicadelede yeni nesil ilaglarin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar biiytlik
onem kazanmaktadir (Celik E. ve Celik G., 2007). Bunun yani sira antibiyotik direngliligine
karsin mikroorganizmalarin bitkilere kars1 diren¢ kazanmadigr gozlemlenmektedir. Bu
durum bitki veya bitki karisimlarindan olusan droglarin 6nemini kag¢inilmaz olarak
arttirmaktadir (Toroglu S. ve Cenet M., 2006). Ugucu yaglarin bakterilere, viriislere ve
protozoonlara kars1 oldukca aktif olmalar1 sebebiyle antibiyotik etkileri en yaygin bilinen
Ozellikleridir. Temel yaglarin %60°lik bir kisminin fungus, %30’ luk kisminin ise bakteri

bliylimesini inhibe ettigi bilinmektedir (Cowan M., 1999).

Ugucu yaglarin en sik arastirilan yoni antimikrobiyal aktiviteleridir. Bu yaglarin
iceriginde ¢ok cesitli kompleks karisimlar oldugundan dolayi, etki dereceleri igeriklerindeki
etken maddelerin miktar ve cesitliligine gore farklilik gostermektedir. Etki mekanizmalari
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hakkindaki bilgilerinin yetersizligi ile beraber, bunun sebebinin yaglarin lipofilik 6zellikte
olmasi ve kimyasal yapilariyla ilgili oldugu tahmin edilmektedir. Yapilan calisma ile
esansiyel yaglarin Gram (-) ve Gram (+) bakteriler dahil, pek¢ok mikroorganizma tizerine
antibakteriyel etki gostermekte oldugu kanitlanmistir (Bayaz M., 2014). Ucucu yaglar
iceriginde ¢ok sayida bilesene sahip oldugundan dolay1, direk bir hedef bolgeye etki etmesi
s6z konusu degildir. Ugucu yaglarin sebep oldugu sitoplazma koagiilasyonu lipit ve
proteinlerde hasar olusturmakta ve bunun sonucunda hiicre duvarinda ve membranda goériilen
bu hasar, makromolekiillerin akisina etkileyerek lizize neden olmaktadir (Erdogan E.A.,
2014). Arastirmacilara gore, dogal bilesikler hiicrelerin dogrudan ya da dolayli olarak
biyokimyasal siireclerini etkilemekte ve fizikokimyasal biitlinliigii hasara ugratmaktadir.
Ozellikle hidrofobik yapiya sahip olan terpenler, hiicre duvar ile etkilesime girerek hiicre
duvar biitiinliigiinii bozmaktadir. Terpenlerin hidrofobik 6zelligi hiicre duvarindaki lipitler
ile etkilesimine ve lipitlerin bir arada toplanmasina, bunun sonucu olarakta zarin

gecirgenliginin artmasina sebep olmaktadir (Erdogan E.A., 2014).

Antimikrobiyal tedavinin temelindeki en 6nemli kavram secici toksisitedir. Kisaca
konaga zarar vermeden mikroorganizmalarin baskilanmasi, engellenmesi islemi olarak
tanimlanabilir. Segici toksisite mikroorganizmalar ile insan hiicreleri arasinda yapi ve
metabolizma farklarinin  ortaya ¢ikarilmasi ile olusabilmektedir. Penisilinler ve
sefalosporinler peptidoglikan sentezini Onlemeleri sebebiyle bakteri liremesini inhibe
etmekte, buna kars1 insan hiicrelerinin liremesini engellemedikleri i¢in etkin antibakteriyal

ajanlar olarak kabul edilmektedirler (Levinson W. ve Jawetz E., 1997).

Ucucu yaglarin antimikrobiyal ozellikleri, yagin konsantrasyonuna, bilesenlerine,
bilesenlerinin yapisal ozelliklerine, konfigilirasyonlarina, yan gruplarina ve bu bilesenlerin
birbirleriyle olan etkilesimlerine bagl olarak degismektedir. Fenolik bilesikler olarak bilinen
bu sinifin tiyelerinin hem bakteriyosidal hem de bakteriyostatik ajanlar oldugu bilinmektedir.
Bu bilesikler belli bir orana kadar suda ¢oziinmiis hallerinde oldukga aktiftirler. Formaldehit,
Glutaraldehid gibi aldehitler ise bakterilerde elektronegatif etkiyi artirarak antimikrobiyal
etki saglamaktadir. Bakteriyostatik ve fungistatik etkinin terpenlerin karbonillenmesi sonucu

arttig1 belirlenmistir (Dorman H.J.D. ve Deans S.G., 2000).
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2.2. Kanser

Kanser; Latince anlami ‘yenge¢’ (cancer) olan, kontrolsiiz bir sekilde hiicre ¢ogalmasi
sonucu meydana gelen 100’den fazla ¢esidi bulunan kotii huylu bir hiicre hastaligidir
(Giindiiz S.G., 2010). Gelismis iilkelerdeki tiim oliim nedenleri iginde, kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra en c¢ok o6liime neden olan hastalik kanserdir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO); 2007 yilinda 7,9 milyon olan global kanser 6liimlerinin, 2030 yilinda % 45 artarak
11,5 milyona yiikselecegini bildirmektedir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan baska
bir aragtirmada Oniimiizdeki her yil 10 milyon yeni kanser vakasinin goriillecegi ve 6
milyondan fazla 6limiin bu nedenle gergeklesecegi rapor edilmistir (Chouhan R. ve Baipai
A.K., 2009). Kanser cesitleri arasinda en sik rastlanilan tiir akciger kanseridir. Bu hastaligi
sirasiyla; meme, kolon, karaciger, prostat, serviks ve mide kanserleri izlemektedir. Her iki
cinsiyeti gbz Oniine alacak olursak akciger kanseri ilk sirayr, meme kanseri ikinci siray1

almaktadir.

Kanser, kontrolsiiz bicimde boliinen hiicrelerin birikerek tiimdr adi verilen yapilari
olusturmasi seklinde gozlemlenebilir hale gelmektedir. Tiimorler dokulardaki davranislarina
gore ii¢ ayr1 sinifa ayrilmaktadirlar. Iyi huylu tiimérler herhangi bir dokuda olusabilmekte ve
dokuda basing stresi yaratmakta, ancak yayilim gostermemektedirler. Insitu tiimorler genelde
epitel dokuda goriilmektedirler. Kanser hiicresi morfolojisine sahip olmakla birlikte
dokularda yayilim gostermemektedirler. Habis karakterli tiimorler ise diger dokulara
yayilabilmekte ve organizmanin yagsami i¢in tehlike yaratmaktadirlar. Kanserli hiicrelerin
baslica 6zellikleri, artmis bir proliferasyon, diizenleyici proteinlerin kaybolmus olmasi,

genomik bir degiskenlik ve 6limsiizliktiir (Franks L.M. ve ark., 2005).
2.2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri; meme dokusundaki hiicrelerde olusan, kadinlar arasinda en sik goriilen kotii
huylu tlimordiir. Diinya ¢apinda kadinlarda goriilen kanserlerin yaklasik % 30’u meme

kanseridir (Eti A.F. ve Giirkan A., 2007).

Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gére 2012 yilinda teshis edilen 1,67 milyon yeni
meme kanseri hastas: ile meme kanseri diinyada sik goriilen kanser tiirleri arasinda ikinci

sirada, kadinlarda goriilen kanser tiirlerinin % 25’ini olusturarak kadinlar arasinda en sik
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goriilen kanser tiirii olmustur. Diinya Saglik Orgiitii’niin tahmini verilerine gore; Tiirkiye’de
2015 yili igerisinde 17.034 kadina yeni meme kanseri teshisi konulmustur. 2015 yil
igerisinde kadinlar arasinda meme kanserine bagli 6.023 6liim gergeklestigi belirtilmektedir.
2020 yilinda kadinlar arasinda 19.025 yeni meme kanseri teshisi konulacagi ve 6.915 kadinin

meme kanseri nedeni ile hayatini kaybedecegi 6ngoriillmektedir (WHO., 2015).
2.2.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri gelismis iilkelerde ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde erkeklerde cilt
kanserleri disinda en sik goriilen kanser tipidir (Gronberg H., 2009). Saglik Bakanligi
Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi verilerine gore; Prostat kanseri iilkemizde erkeklerde
goriilen kanserler arasinda 1999 verilerine gore % 5,2’lik oranla 6. sirada (Saglik Bakanligi
Kanserle Savas Dairesi Baskanligi Verileri.,, 2011), 2004 tarihli Giilhane askeri Tip
Akademisi (GATA) poliklinik verilerine gore %3,2°lik oranla 8. sirada (Kili¢ S. ve ark.,
2007), 2007 tarihli Ege Universitesi Tip Fakiiltesi kayitlarina gore ise % 6,1’lik oranla 6.
sirada (Haydaroglu A. ve ark., 2007) yer almaktadir. Prostat kanseri riski yasin ilerlemesi ile

dogru orantili olarak artis gosterir ve ortalama tani1 konma yas1 60 yas civarindadir (Gronberg

H., 2009).

Biitiin kanserler arasinda prostat kanseri yasla beraber en hizli artis gosteren kanser
tiiriidiir. Insidanslar1 belli bir yasta pik yapan bircok kanserin aksine yasin ilerlemesiyle
prostat kanseri insidans1 da artmaktadir. Prostat kanseri i¢in yasa bagl olarak artis, kat1 yag,
hayvansal yag ve kirmiz1 et tiikketimi ve obezite gibi ¢esitli risk faktorleri tantmlanmaistir.
Ayrica likopen, selenyum, omega-3 yag asitleri ve E vitamini aliminin koruyucu oldugu

kalsiyumun ise riski arttirdigi gosterilmistir (Arpa M., 2013).
2.2.3. Kanser ve Ugucu Yaglar

Gilinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin birgogunun etken maddesi dogal
kaynaklardan elde edilmektedir. Bu dogal kaynaklarin biiyiik kismini ise ¢ok ¢esitli kimyasal
maddeler sentezleyebilen bitkiler olusturmaktadir. Bitki kimyasallar1 antikanser etkilerini
karsinojen inaktivasyonu, antiproliferasyon, hiicre dongiistiniin askiya alinmasi, apoptoz ve
farklilagmanin indiiksiyonu, anjiyogenezin baskilanmasi, antioksidasyon ve ¢oklu ilag

direncinin azaltilmasi gibi mekanizmalar ile gostermektedir (Vauzour ve ark., 2010).

12



Fitokimyasallar yenilebilir meyve ve sebzelerin igerigindeki bilesikler olarak
tanimlanmaktadir. Kanser, diyabet, koroner kalp hastaligi, inflamasyon, viral ve parazitik
hastaliklara kars1 fitokimyasallarin yararlar ile ilgili bilimsel arastirmalar son derece dnem

kazanmaktadir (Taranc1 O., 2014).

Fitokimyasallar primer ve sekonder metabolitler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.
Primer metabolitler, bitkilerin fotosentez {iriinleridir. Amino asitler, klorofil yaglar,
proteinler ve karbonhidratlar gibi bilesikler primer metabolitler sinifindadir. Dogada yaygin
bulunan primer metabolitler, yiiksek bitkilerin tohum ve vejetatif dokularinda fazla
miktardadir. Bitkinin biliylimesi, gelisimi, metabolizmast veya savunmasi ile ilgili
katkilarindan dolay1 bitkinin fizyolojik gelisiminde onemli gorevleri bulunmaktadir.
Sekonder metabolitler ise, primer metabolitlerden biyosentez yol ile iiretilmislerdir. Sekil 4’
de goriildiigii gibi sekonder metabolitler ¢esitli bilesikler icermektedirler. Bu metabolitler
herbivor, bakteri ve fungal patojen tehlikelerine karsi bitkiyi korur, tozlasmaya yararli olan
organizmalari, bocekleri kendilerine ¢ekerler ve simbiyotik iligkilerde rol oynarlar. Isik,

ultraviyole, su, mineral madde ve sicaklik degisimleri gibi unsurlara kars1 bitkiyi korurlar

(Oskay M. ve Oskay D., 2009)

l FOTOSENTEZ I
- [ PROTEINLER I
l YAGLAR ] e e g
T Primer .\‘[etaboh'tlerT
l KARBONHIDRATLAR ] e \,[ KLOROFIL Ui ]
./‘Sekonder .\'Ietabolitlerl\-
| mwevow | [ axoome |
M FENOLIKLER h
I FENOLIK ASIT I [ KUMARINLER J
[ e | [ KETONLAR ] l ANTOSIVANINLER I
/ GICEX CIRMIZ) RENK MADDES
| FLAVONLAR ] l
I FLAVANONLAR l l
FLAVONOIS |
ISOFLAVONLAR - . !
I DIHIDROFLAVONLAR V T
PTEROKARBONLAR
l l YOGUNLASMIS TANINLER |
FLAVONOIDLER J
CICEX SARI RENK MADDESI

Sekil 4. Bitkilerde bulunan primer ve sekonder metabolitler (Oskay M. ve Oskay D., 2009)
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Fazla sayida bilesik iceren sekonder metabolitler i¢inde bulunan fenolik bilesikler,
sahip olduklar1 gorevler sebebi ile biiyiik onem tasimaktadirlar. Bu bilesikler 6zellikle
antimikrobiyal ve antikanser etkileri ile 6n plana ¢ikmistir. Buna ilaveten fenolik bilesiklerin,
niikleik asitlere, somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldirarak cesitli hasarlara sebep
olan serbest radikal gibi bilesikleri kendilerine baglayip giiclii antioksidan etki gosterdikleri
kaydedilmistir (Cetin E.S., 2010)

2.3. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii, bir organ veya dokudan alinan hiicrelerin, uygun fizikokimyasal ve biyolojik
islemler sonucu in-vitro kosullarda ¢ogaltilmasi islemidir. Hiicre kiiltiirii ile ilgili ¢alismalar
1907 yilinda Ross Harrison“un kurbaga embriyolarinda yapmis oldugu calismalara
dayanmaktadir. Ilerleyen yillarda uygun kiiltiir besi ortamlarinin gelistirilmesi ve besi
ortaminin i¢ine antibiyotik eklenmesi kontaminasyon sorununu ¢ézmiis ve bu teknolojinin,
hastaliklarin patogenezinin arastirilmasinda, ila¢ denemelerinin ve tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde birinci basamak calisma igine girmesinin yolunu agmistir (Ozgimen A. ve

Tiftik R.N., 2005).

Hiicre kiiltiirli yonteminin temel prensibi, canli dokulardan alinan pargalarin in vitro
kosullarda yasamlarini siirdiirerek tiremelerini saglamaktir. Kiiltiir ortamindaki hiicreler,
viicut 1s1sinda ve viicudun fizyolojik 6zelliklerini taklit eden, plazma ve serum aminoasit ve
mineralleri, seker ve tuzlari, vitamin ve antibiyotikleri ve hayvan embriyo ekstratlarini igeren
besi yerlerinde iiretilmektedirler (Demirci T., 2013). Okaryot veya prokaryot hiicreler in vitro
olarak gelistirilebilmekte ve ¢ogaltilabilmektedirler. Giiniimiizde hiicre kiiltiirleri tizerinde
yapilan arastirmalar, konu ile ilgili caligmalar arasinda énemli bir yer tutmaktadir. Kanser
tiirleri gibi cesitli patolojik durumlarda bir maddenin etkileri ve islevlerini belirlemek
amaciyla, in vitro hiicre kiltlirii lizerinde aragtirmalar yapilarak in vivo ortamda
uygulanabilecek sonuglara ulasilabilir. Hiicreler pasajlanarak fazla miktarda elde edilebilir,
karakterizasyonu yapilabilir, uygun besiyerinde iiretilerek fiziksel ayrim yapilabilir ve belirli

bir hiicre grubu dondurularak saklanabilir (Tung T., 2013).

Hiicre Kiiltiir Modelleri genel olarak primer, diploid ve devamli hiicre kiiltiirleri

seklinde siiflandirilirlar.
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Primer hiicre Kiiltiirleri; direk olarak dokudan elde edilen kiiltiir ¢cesidine primer
hiicre kiiltiirii ad1 verilir. Bu kiiltiirler elde edildikleri dokunun tiim &zelliklerini tasirlar.
Siklikla homojen olmayan bir yap1 gosterirler. Primer kiiltiirde yapilan pasajlama islemi

sonucunda hiicreler yaslanarak oliirler (Aydogar A., 2012).

Diploid (Sekonder) hiicre kiiltiirleri; stok kiiltiirden organizmay: alip, taze besi
yerine transfer ederek yapilan kiiltiir seklidir. Histolojik olarak tek bir hiicre tipinden olusur

ve az sayida pasaji yapilabilir. Sonrasinda boliinme yeteneklerini kaybederler (Ustagelebi S.,
1991).

Devaml hiicre kiiltiirleri; kanser hiicreleri gibi anormal ya da doniisiime ugramis
ve smirsiz ¢ogalabilen hiicre kiiltiirleridir. Bunlar in vitro olarak, hiicrenin spontan veya
kimyasal ajanlarla transformasyonu sonucu veya tiimorden izole edilmis hiicrelerden
yapilirlar. Bir hiicre kiiltiiriiniin devamli sayilabilmesi i¢in en az 50 subkiiltiiriiniin yapilmis
olmasi gerekir. Genellikle bu hiicreler in vitro kiiltiir boyunca gegirdikleri mutasyonlar sebebi
ile morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri agisindan orijinal hiicrelerden ¢ok daha farklidirlar
(Ustagelebi, S., 1991; Ryan, K.J., 1994; Boyd, R.F., 1995).

2.3.1. MCF-7

MCF-7 hiicre hatt1: ilk kez Kafkas irkindan olan 69 yasindaki bir kadindan alian kanserli
dokudan gelistirilmistir. Insan meme kanseri hiicre hatt1 olup, morfolojik olarak aderent bir

yiizeye tutunarak biiyliyen fibroblast benzeri hiicrelerdir (http://www.lgcstandards-atcc.org .,
Erisim tarihi: 29.10.18).

2.3.2. DU-145

DU-145 hiicre hatti: ilk kez Kafkas kokenli bir erkekten alinan kanserli dokudan
gelistirilmistir. Insan prostat kanseri hiicre hatt1 olup, morfolojik olarak aderent bir yiizeye

tutunarak biiyiiyen fibroblast benzeri hiicrelerdir (http://www.lgcstandards-atcc.org ., Erisim

tarihi: 29.10.18).
2.3.3. WI-38

WI-38 hiicre hatt1: 11k kez Kafkas kokenli 3 aylik gebe bir kadindan alinan (3 aylik gestasyon

fetiisii) normal embriyonik akciger dokusundan tiiretilmistir. Insan normal hiicre hatt1 olup,
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morfolojik olarak aderent bir ylizeye tutunarak biiyiiyen fibroblast benzeri hiicrelerdir

(http://www.lgcstandards-atcc.org ., Erisim tarihi: 29.10.18).
2.4. Sitotoksisite Testleri

Canl hiicre sayisinin ve hiicre proliferasyonunun dogru ve hizli tespiti hem in vitro hem de
in vivo caligmalarda deneysel asamada Onemlidir. Hiicre canliligi, bir 6rnekteki canli
hiicrelerin sayis1 olarak tanimlanabilmektedir. Canli hiicre sayisini belirlemede en ¢ok tercih
edilen yontem, hemositometredir. Hiicre proliferasyonu ise; bir kiiltiirde boliinen hiicrelerin
sayisinin Ol¢iilmesi olarak tanimlanmaktadir. Hiicre proliferasyon yontemleri genellikle
hiicre biyolojisinde biiylime faktdrlerini ve ortam bilesenlerini ¢alismak ig¢in, sitotoksik

ajanlar1 ve hiicre aktivasyonunu goriintiilemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Genel olarak Sitotoksisite Testleri su sekilde siralanabilir:

e Agar Diflizyon Testi

e Agarose Overlay Testi

e LDH Testi (laktat dehidrogenaz)

e MTS Testi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)

e MTT Testi (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide)

e XTT Testi (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide)

e WST-1 Testi (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium)

e Trypan Blue Testi

e Neutral Red Testi

e Canli hiicrelerde DNA” y1 isaretlemek i¢in radyoaktif timidin kullanilmas1

e Canli hiicrelerde DNA’ y1 isaretlemek i¢in BrdU kullanilmasi (Reis R.L.,
2005).
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2.4.1. XTT Testi

XTT metodu ilk olarak 1988 yilinda P.A. Scudiero tarafindan adlandirilmistir. XTT
metotunun kullanima baslanmasi, proliferasyon Ol¢iimii  prosediiriinii biiyiik oranda
rahatlatmistir. Bu kit, hiicre proliferasyonunun cesitli biiyiime faktorleri ve besin bilesenleri

ile iligkili olarak 6lgimii prensibine dayanmaktadir.

Yontem, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu olan XTT’ yi

turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir (Tung T., 2013).

Olusan boya yogunlugu bir spektrofotometre yardimiyla verilen dalga boylarinda
okunabilmektedir. Boya duyarlilig, aktif hiicrelerin sayisi ile orantili olarak degismektedir.
Test prosediirii hiicrelerin 96 kuyucuklu plaklarda kiiltiire edilip, XTT ajaninin eklenerek 2-
24 saat inkiibasyonda bekletilmesi prensibine dayanmaktadir. Inkiibasyon siiresi boyunca,
duyarlilig1 bir spektrofotometre (ELISA okuyucu) ile 6lgiilebilen turuncu renk olusmaktadir.
Kuyucuklardaki aktif hiicrelerin sayilariin ¢oklugu, mitokondriyal enzimlerin aktivitesinin

¢oklugu ile orantilidir (Roche Diagnosis Manual, 2013).

MeO MeQ

Q NO. y

J\(N\ ’N Noz
+ N N
/ H | |
= so, _ -
e = O T

0. mitochendrial MeO NO,
XTT tetrazolium ’ dehydrogenase

Sekil 5. Renkli Formazan tiirevini olusturmak i¢in XTT'nin indirgenmesi
(http://www.laboratornichemikalie.cz)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Maddeler, Aletler ve Cihazlar
3.1.1. Kullamilan Aletler ve Cihazlar

e CO2’li inkiibatdr (37°C, %5 CO2’li)
e Laminar flow (steril kabin)

e Invert (ters) mikroskop

e ELISA cihaz1 (spektrofotometre)

e Su banyosu

e Santrifiij

e Vorteks

e Otoklav

e Derin dondurucu (-20°C)

e Derin dondurucu (-80°C)

e Hassas terazi

e Otomatik mikropipetler (10-100u1,20-200 ul,100-1000 pl)
e pH-metre

e Isitmali manyetik karigtiric

e McFarland Cihazi
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 2. Kullanilan kimyasal maddelerin ad1 ve markalari.

KiMYASAL MADDENIN ADI

MARKA

Fosfat Buffer Saline (PBS)

PAA Cell Culture Company

Dulbecco Modified Eagles Medium (DMEM)

Wisent Bio Products

Fetal Bovine Serum (FBS)

Biological Industries

Penicillin-Streptomycin (PS)

Biological Industries

Tripsin

Biological Industries

XTT (sodyum 3’-[1-[(fenilamino)-karbonil] -
3, 4-tetrazolyum]-bis (4-methoksi-6 nitro)
benzensulfonikasithidrat)

Cayman Chemical Company

Brain Heart Infusion Broth (BHI) BIOMARK Lab.
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) OXOID

MHB (Mueller-Hinton buyyon) MERCK
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Neogen

Dimetil sulfoksit (DMSO) MERCK
Amikacin OXOID
Gentamycin OXOID
Erythromycin OXOID
Chloramphenicol OXOID
Fluconazole Generica
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3.2. Ucucu Yag Analizleri

Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin ORGANOLEPTICAL CHARACTERISTICS, GAS
CHROMATOGRAPHY ve PHYSICAL CHARACTERISTICS analizleri yaglar1 temin

ettigimiz Art de Huile firmasi tarafindan raporize ettirilmistir.

HERBAL
EXTRACTS

Fytosan

CERTIFICATE of ANALYSES N° 49 665
Product family: Organic EEC Essential Oil
Product name: CYMBOPOGON MARTINI Partie Aérienne kg
Botanical name: CYMBOPOGON MARTINI
Product code HES20035
Batch number: R949384-8
Monography AFNOR NF T 75-234
Date of retest: 05/07/2021
Product status: Approved
Date of release: 1/07/2016
‘ ORGANOLEPTICAL CHARACTERISTICS Product specification Results Unit
Physical appearance Clear liquid CONFORM
| Golour Pale yellow to yellow CONFORM
Odour Characteristic CONFORM
‘ GAS CHROMATOGRAPHY Product specification Results Unit
Min Max
Geranyl acelale 7,000 16,000 871 %
‘ Beta caryophyllene 0,700 2,600 1.98 %
| Cs beta ocimene 0,200 0,600 0.35 %
Geranial 0,200 6,000 0.43 %
Geraniol 72,000 86,000 81.41 %
‘ Limonene 1,300 0.33 %
|_Linalol 1,000 5,500 279 %
Myrcene 5,000 0.15 %
Neral 0,500 0.30 %
‘ Nerol 0,200 0,500 0.32 %
| Trans beta ocimene 0,500 3,000 1.33 %
Trans trans farnesol 0,200 1,500 0.65 %
Geranyl hexanoate 0,400 0,800 0.50 %
PHYSICAL CHARACTERISTICS Product specification Results Unit
Min Max
Relative density (d20/20) 0,880 0,894 0.893
Refractive index (nd20) 1,470 1,478 1.475
‘ Optical rotation -1,000 3,000 -0.50 degre

Sekil 6. Cymbopogon martinii bitkisinden elde edilen ugucu yagin Gas Chromatography
sonuglari
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Fytosan

CERTIFICATE of ANALYSES N° 52 397

Product family: Organic EEC Essential Ol

Product name: MELALEUCAVIRIDIFLORA Feuile kg

Botanlcal name: MELALEUCA VIRIDIFLORA

Product code: HES20122

Batch number: R908983-10

Monography Fytosan

Date of retest: 09/01/2022

Product status: Approved

Date of release: 17/01/2017
ORGANOLEPTICAL CHARACTERISTICS Product specification Results Unit
Physical appearance Clear liquid CONFORM
Colour Colourless to light yellow CONFORM
Odour Strong and aromatic CONFORM
GAS CHROMATOGRAPHY Preduct specification Results Unit

Min Max
Alpha pinene 6,000 16,000 8.28 %
Alpha terpinene 0.47 %
Alpha terpinecl 5,000 10,000 7.63 %
Aromadendrene Traces 053 %
Beta caryophyllene 2.18 %
Beta pinene 1,000 5,000 2.1 %
Cineol 1.8 45,000 65,000 52.63 %
Delta cadinene 0.33 %
Gamma terpinene 1,000 4,000 1.80 %
Limonene 3,000 12,000 7.73 %
Myrcene 1.15 %
Nerolidol 0.40 %
Caryophyllene oxyde 0.18 %
Paracymene 0.60 %
Terpinolene 0.82 %
Viridiflorol 2,000 10,000 5.08 %
PHYSICAL CHARACTERISTICS Product specification Results Unit
Min Max

Relative density (d20/20) 0,900 0,920 0.915
Refractive index (nd20) 1,460 1,474 1.468
Optical rotation 6,000 0,000 -2.65 degre
Solubility 3 Vol alc 80% for 1 Vol Clear liquid CONFORM

EO

Sekil 7. Melaleuca viridiflora bitkisinden elde edilen ugucu yagin Gas Chromatography
sonugclari
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3.3. Ucucu Yaglarin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi
3.3.1. Kullamilan Mikroorganizmalar
Antimikrobiyal aktivite testlerinde asagida sus numaralari belirtilen mikroorganizmalar

kullanilmustir.

Cizelge 3. Antimikrobiyal Aktivite Deneylerinde Kullanilan Bakteri-Mantar Suglar1

Mikroorganizma Sus numaralari
1 |Escherichia coli ATCC 25922
2 |Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
3 | Staphylococcus aureus ATCC 29213
4 |Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
5 |Bacillus cereus ATCC 14579
6 |Candida albicans ATCC 10231

3.3.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarmin antimikrobiyal aktivitesinin tayininde Disk

Difiizyon (Kirby-Bauer) ve Mikrodiliisyon Broth yontemleri kullanildi.
3.3.2.1. Disk Difiizyon (Kirby-Bauer) Yontemi

Disk difiizyon testinde Cizelge 3 ‘te sus numaralar1 verilen mikroorganizmalar
kullanild1. Bakteri suslar1 Brain Heart Infusion Broth’a inokiile edilerek, Candida albicans
ise Sabouraud Dextrose Broth’a inokiile edilerek 24 saat siireyle 37+0,1°C’de inkiibe edildi.
Bu kiiltiirlerden alinan bakteri ve maya solusyonlari, igerisinde 5 ml buyyon bulunan steril
cam tiiplere belirli miktarlarda alinarak McFarland 0.5 bulanikligma ayarland:r (0.5

McFarland standard1 = 1-2 x 108 cfu/ml).

Palmarosa ve Nioli ucucu yaglarindan 200 er pl ependorflara alind1 ve {izerlerine

800 ul etanol eklenerek ¢ozdiiriildii. Igerisinde 100 er pl etanol bulunan ependorflarda
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sulandirimlart yapildi (100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 pg/ml,
1,56 pg/ml). Sulandirimlar, otomatik pipet ile steril 6 mm’lik bos disklere (Oxoid,
Basingstoke, UK) 20 pl emdirildi.

Mueller - Hinton Agar (MERCK) ve Sabouraud Dextrose Agar (Neogen) agarlarin
yiizeyine, 0.5 McFarland bulanikli§indaki bakteri ve maya solusyonlarindan steril ekiivyon

cubuk yardimiyla ekim yapildu.

Besiyeri yiizeylerinin kurumasi i¢in 15 dakika beklendikten sonra esansiyel yag
emdirilmis diskler, agar ylizeyine aralarinda 20 mm kalacak sekilde yerlestirildi. Negatif
kontrol i¢in steril fizyolojik su emdirilmis diskler kullanildi. Yaglarin besiyerine diflize

olabilmesi i¢in 15 dakika beklendi.

Bakteri ve maya plaklar1 37 + 0,1°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

besiyeri lizerinde olusan inhibisyon zonlart mm olarak dl¢iildi (CLSI, 2018).

Cizelge 4. Mikroorganizma - Antibiyotik diski ¢izelgesi

Bakteri Antibiyotik
Pseudomonas aeruginosa Gentamycin
Staphylococcus aureus Erythromycin
Klebsiella pneumoniae Amikacin
Bacillus cereus Chloramphenicol
Candida albicans Flukanozol
Escherichia coli Amikacin

3.3.2.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK/MIC)

Deney i¢in U tabanli1 96’ lik mikrotitre plaklart kullanilmistir. Esansiyel yaglar 2 ml hacimli
krio wvialler igerisinde 200 mg/ml olacak sekilde DMSO yardimi ile ¢ozdiriildi.
Kuyucuklarin ilk sirasina 90 pul, diger kuyucuklara ise 50 ul besiyeri eklendi. Bakteriler i¢in
MHB, mayalar i¢cin SDB kullanildi. Mikrotitre plaklarinin ilk sirasina 10 pl esansiyel yag
(200 mg/ml) eklendi. Mikropipet yardimu ile pipetaj yapilarak iyice karigmasi saglandi. ilk
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siradan alinan 50 pl karisim ikinci sira tizerine aktarilarak iki katli seri sulandirim yapildi
(10000 pg/ml, 5000 pg/ml, 2500 ug/ml, 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 313 ug/ml, 156 pg/ml,
78 ng/ml, 39 ug/ml, 20 pg/ml). Plagin 10. sirasindan alinan 50 pl karisim disari atildi. On
birinci siradaki kuyucuklar {izerine 50 pul besiyeri eklenerek sterilite kontrolii olarak, 12.
Siradaki kuyucuklar iizerine ise 50 ul bakteri veya maya karigimi eklenerek tireme kontrol

olarak kullanild.

McFarland 0.5 bulanikligina ayarlanmis bakteri ve mayalar, bakteriler i¢in 5 x10°
CFU/mL, mayalar i¢in 0.5-2.5 x10® CFU/mL olacak sekilde sulandirildi ve kuyucuklar
tizerine 50 pl eklendi (CLSI, 2002., CLSI, 2012). Kuyucuklar igerisindeki yag
konsantrasyonu 10 ile 0.019 mg/mL arasinda degismekteydi.

Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda iiremeyi daha
iyi gozlemleyebilmek icin her kuyucuga 50 pl olacak sekilde 2 mg/ml’lik 2,3,5-
Triphenyltetrazolium chloride (TTC) (Meck, Germany) ¢ozeltisinden eklendi. Mikrotitre
plaklart 37 ©°C’de 2 saat tutularak inkiibe edildi. Kuyucuklar igerisindeki canli
mikroorganizmalarin varligina bagli olarak olusan Formazan’in rengindeki azalmanin
gozlendigi ilk kuyucuk MIC olarak kabul edildi. MIC sonuglar1 referans kaynaklara gore;
Etkili (MIC < 100 pg/ mL), Orta (100 < MIC < 625 pg/mL), Zayif (MIC > 625 ng/ mL)
seklinde degerlendirildi (Kuete V., 2013; Awouafack A., 2013).

3.4. Hiicre Kiiltiirii

‘Art de Huile’ firmasindan temin ettigimiz Palmarosa ve Nioli ugucu yaglariin
antimikrobiyal, antitiimoral ve sitotoksisite aktivitelerini incelemeyi amagladigimiz
calismamiz in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii yontemleri kullanilarak yapildi. Calismamizda,
antikanser etki igin MCF-7 (meme kanseri) hiicre hatti, DU-145 (prostat kanseri) hiicre hatti

ve toksik etkinin belirlenmesi i¢in de WI-38 insan fibroblast hiicreleri kullanildi.

Bu calismada, 2 farkli kanser hiicre hatt1 ve bir normal hiicre hatt1 kullanilmistir;
MCEF-7 hiicre hatt1 ve WI-38 insan fibroblast hiicre hatt1 T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1 Sap
Enstitiisii’nden, DU-145 prostat kanseri hiicre hatti Mersin Universitesi, Ileri Teknoloji

Egitim, Aragtirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edilmistir.
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Deneylerimizin biiyiikk bolimiinde kullandigimiz renkli besiyeri; %10 fotal sigir

serum (FBS), % 1 penisilin-streptomisin (PS) ilave edilmis DMEM (with phenol red, with

L-glutamine, with 4,5 high glucose) ve renksiz besiyeri ise; % 10 fotal sigir serum (FBS), %

1 penisilin-streptomisin ilave edilmis DMEM (without phenol red, with L-glutamine, with

1,0 low glucose) igermektedir.

3.4.1. Hiicrelerin Ac¢ilmasi, Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

-80°C’ de kriyotiipler igerisinde bulunan %10 DMSO + %90 FBS ile
dondurulmus hiicre hatlar1 37 °C” ye alindu.

Kriyotiip icerisine hizli bir sekilde besi ortami ilave edildi. Pasteur pipeti
yardimiyla karistirilarak hiicreler 15 ml’ lik falkon tiip igerisine alindi.

Falkon tiip igerisine yaklasik 10 ml daha besiyeri ilave edilerek 1400 rpm’de 7
dakika santrifiij edilerek yikama yapildi.

Santrifiij sonrast siipernatant uzaklastirildi ve ¢oken hiicrelerin {lizerine 5 ml
besiyeri eklenerek 25 cm?’ lik flasklara alindi.

Flasklar, 37 °C’ deki % 95 nem ve %5 CO; igeren etiive alinarak inkiibasyona
birakildi. 48 saatte bir besi ortamlar1 tazelendi. Hiicreler biitiin flask yiizeyini
kapladiginda pasaj yapildi.

Flasklarda bulunan ortam dokiildii ve flasklar bir kez serumsuz ortam kullanilarak
yikandi.

Daha sonra hiicrelerin {izerine 1 ml tripsin ilave edildi. Bir siire bekletildikten
sonra tripsin uzaklastirilarak flasklar 5-10 dakika boyunca inkiibatorde bekletildi.
Inkiibatorden ¢ikan flasklar inverted mikroskopla incelendi ve tiim hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalari kontrol edildi.

Flaskda bulunan tiim hiicreler kalktiktan sonra, 10 ml FBS’lu ortam ilave edildi.

10) Flask igerisinde bulunan hiicre-ortam karisimmin 5 ml’ si baska bir flaska

aktarilarak pasajlama islemi tamamlanmis oldu.

11) Hiicrelerin yilizeye yapisarak iiremeye devam etmeleri i¢in flasklar inkiibatore

kaldirilarak inkiibasyona birakildi ve cogalmalar1 saglandi.
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3.4.2. Hiicrelerin Sayilmasi / Canhiliginin Tespit Edilmesi

Hiicreler flask yiizeyinin %70-80’lik kismini kapladiktan sonra hiicre pasajlamasi yapildi.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

[k olarak flasklardaki besiyeri uzaklastirildi.

Flasklar 8’er ml PBS ile yikandiktan sonra her bir flaskta 4 ml tripsin-EDTA
¢oOzeltisi eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon sonrast 9 ml %10 FBS igeren hiicre i¢in uygun olan DMEM ile
hiicreler falkon tiip igerisinde toplandi. Hiicre siispansiyonu 130 g’de 6 dakika
santrifiijlendi.

Stipernatant ~ kisimlart  Iml  kalacak  sekilde  uzaklastirildi.  Hiicre
stispansiyonlarindan 10 pl’si 0.5 ml hacimli kapakli tiipe alinarak 10 pl tripan
blue ile karistirildi ve karisim 3 dakika oda sicakliginda bekletildi. Tripan blue ile
boyama metodunda; 6l hiicreler islev gérmeyen Nat/K+ ATPaz pompalari
nedeniyle boyay1 absorblamakta ve disar1 atamamakta, dolayisiyla canli hiicreler
sari-yesil renkte goziikiirlerken, Oli hiicreler mavi renkte goziikkmektedir
(Aliyazicioglu Y. ve ark., 2011).

Pipetaj yapilarak karisimdan 10 ul alindi ve Neubauer hematositometre lamina
aktarildi. Invert mikroskop ile incelenen hematosimetre lami iizerinde 16’ya
boliinmiis dort ayr1 kare oldugu goriilmektedir. Capraz iki kare igerisinde bulunan
canlt hiicreler sayild: ve mililitredeki canli hiicre sayisi; ‘sayilan hiicre sayis1 x
seyreltme oram x 10* formiilii kullanilarak hesaplandi (Teerasripreecha D. ve
ark., 2012).

Hiicre saymmi yapildiktan sonra, ierisinde 15 ml besiyeri bulunan 75 cm?lik
flasklara 2000-10000 hiicre/cm? olacak sekilde tekrar hiicre ekimi yapildi.

Boylece kiiltiirleme siirecine devam edildi.

26



3.4.3. Antitiimor ve Sitotoksik Aktivite Deneyleri

Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin MCF-7 ve DU-145 kanser hiicre hatlar1 ve WI-38 insan

fibroblast hiicre hatti {izerine sitotoksisitelerini aragtirmak amaciyla XTT testi uygulandi.

MCEF-7 ve DU-145 hiicreleri yiizeyi tamamen kapladiktan hiicreler tripsinize edildi.
Santrifiij edip siipernatant olan boliim dokiilerek, hiicre sayrmi yapildi. Hiicreler ml’de 1x10°
MCF-7 hiicresi olacak sekilde DMEM (fenol red’siz) besiyeri igerisinde deneyde
kullanilacak miktarda hazirlandi. Besiyerinin tizerine %10 FBS + %1 Penisilin-Streptomisin
eklenerek siispansiyon olusturuldu. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan her kuyucuga 100
ul (1x10* hiicre/kuyucuk) eklendi. Kuyucuk sayis1 hiicre ¢esidine ve ugucu yagin her
konsantrasyonu i¢in 4 er kuyucuk olacak sekilde hesaplandi. Siispansiyonun dagiliminin esit

oldugu mikroskop ile incelendikten sonra, 37°C’lik CO: etiiviine kaldirild1 ve 24 saat inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicrelerin yiizey kaplamalarinin ve genel durumlarinin normal
oldugu tespit edildikten sonra ucucu yaglarin ¢ozeltileri hazirlandi1 ve 200 pg/ml, 100 pg/ml,
50 ug/ml, 25 ug/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 pug/ml, 1,56 ug/ml konsantrasyonlarda
2 ser pl olarak kuyucuklara eklendi. Pozitif kontrole 200 ul DMEM (fenol red’siz) + %10
FBS + %1 Penisilin-Streptomisin siispansiyonu, negatif kontrole 2 pl DMSO eklendi.

Biitiin kuyucuklardaki son hacim 198 pul DMEM (fenol red’siz) + %10 FBS +
%1 Penisilin-Streptomisin siispansiyonu ile 200 pl’ ye tamamlandi. islem tamamlandiktan

sonra plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan XTT ajani reaktif 1: cell proliferation kit II (XTT, labelling
agent, Roche) ve aktivasyon ajani reaktif II: cell proliferation kit IT (XTT, electron coupling
reagent, Roche)’ den olugmaktadir. Reaktifler 50 / 1 XTT ajan1 (Labelling reagent) /
Aktivasyon ajani (electron coupling reagent) olacak sekilde karistirilarak XTT soliisyonu
hazirlandi. Plaklardaki besiyeri uzaklastirildan sonra, XTT soliisyonundan her bir kuyucuga
30 pl eklendi. Uzerine renksiz DMEM igeren besiyeri ¢ozeltisinden 170 pl ilave edildi.
37°C’de 4-6 saat inkiibe edildikten sonra optik yogunlugu 6l¢mek iizere 96 kuyucuklu plagin
kapag1 acgilarak 450 nm dalga boyuna ayarlanmig ELISA cihazina yerlestirildi ve 6l¢iim

yapilarak sonuglar bilgisayar ortamindan alindi.
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4. BULGULAR
4.1. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini incelemek i¢in gram-pozitif bakteri olarak
S. aureus, B. cereus; gram-negatif bakteri olarak E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae;
mantar olarak C. albicans ile Disk Difiizyon Yontemi kullanilarak c¢alisilmistir ve

Mikrodiliisyon Broth Yontemi ile degerler belirlenmistir.
4.1.1. Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontemde 6 mm ¢apa sahip diskler kullanildi. Bakteriler i¢in kontrol grubu olarak tabloda
(Cizelge 4.) verilen antibiyotik diskleri kullanilirken, maya i¢inse Flukonazol antibiyotik
diskleri kullanildi. 8 farkli konsantrasyonda hazirlanan ugucu yag soliisyonlari, 20 ul olarak
steril bos disklere emdirildi. inkiibasyon siiresinden sonra inhibisyon zon caplar1 6lciildii ve

sonuclar Cizelge 5 ve Cizelge 6’ da mm cinsinden verildi.

Cizelge 5. Palmarosa ucucu yaginin disk difiizyon sonuglari

Palmarosa Ucucu Yagi
Disk Difiizyon Zon Caplar: (mm)
Konsantrasyonlar (pg/ml)
Mikroorganizma | 200 | 100 | 50 | 25 |12,56,25|3,125] 1,56 | Fozitif | Negatif
Kontrol | Kontrol
E. coli 10 10 10 9 7 7 7 7 19 -
P.aeruginosa - - - - - - - - 17 -
S. aureus 12 10 6 6 - - - - 19 -
K. pneumoniae 20 16 12 9 - - - - 22 -
B.cereus - - - - - - - - 20 -
C. albicans 10 6 - - - - - - 18 -

Palmarosa ugucu yagi; 200, 100, 50 ve 25 pg/ml konsantrayonlarinda E. coli,
S. aureus ve K. pneumoniae bakterilerine kars1 ve 200 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda

C. albicans maya mantarina karsi inhibisyon zonu olusturmustur.
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Sekil 8. Palmarosa’nin K. pneumoniae ve S. aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel
(Disk Difiizyon Metodu) etkisi (PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol)
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Cizelge 5. Nioli ugucu yaginin disk difiizyon sonuglari

Nioli Ucucu Yag
Disk Difiizyon Zon Caplar: (mm)

Konsantrasyonlar (pg/ml)

Mikroorganizma | 200 | 100 | 50 | 25 |12,5]6,253,125] 1,56 | Pozitif | Negatif
Kontrol | Kontrol

Escherichia coli - - - - - - - - 19 -

Pseudomonas - - - - - - - - 17 -

aeruginosa

Staphylococcus - - - - - - - - 19 -

aureus

Klebsiella 9 8 8 8 7 - - - 22 -

pneumoniae

Bacillus cereus - - - - - - - - 20 -

Candida albicans 8 6 - - - - - - 18 -

Nioli ugucu yagi; 200, 100, 50, 25 ve 12,5 pug/ml konsantrayonlarinda K. pneumoniae

bakterisine karsi, 200 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda C. albicans maya mantarina karsi

inhibisyon zonu olusturmustur.

Sekil 9. Palmarosa’nin K. pneumoniae bakterisine karsi antibakteriyel (Disk Diflizyon
Metodu) etkisi (PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol)
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4.1.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK/MIC)

C. martinii ve M. viridiflora bitkilerinden elde edilen Palmarosa ve Nioli ucucu

yaglarinin antimikrobiyal test sonuglar1 Cizelge 7° de gosterilmistir.

Palmarosa ve Nioli Ucucu Yaglar
MIK Degerleri (ng/ml)
Mikroorganizma Palmarosa Nioli
E. coli 625 5000
P. aeruginosa 10000 >10000
S. aureus 313 5000
K. pneumoniae 156 10000
B. cereus <20 156
C. albicans 156 >10000

Cizelge 7. Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin MIC sonuglar

Palmarosa ugucu yagi, en yiiksek antibakteriyel etkiyi B. cereus’ a kars1 gostermistir
(MIK: <20 pg/ml). S. aureus, K. pneumoniae, E.coli ve C. albicans’ a kars1 orta etkili,

P. aeruginosa’ ya kars1 zayif etkili bulunmustur.

Nioli ugucu yagi, sadece B. cereus bakterisine karsi orta etkili MIK degerine
ulasmistir (MIK: 156 pg/ml). S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve E.coli,

C. albicans’ a kars1 zayif etkili bulunmustur (>5000 pg/ml).
4.2. Ucucu yaglarin Antitiimor ve Sitotoksik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi
4.2.1. Palmarosa Yagimin MCF-7 ve DU-145 Hiicreleri Uzerine Antitiimér Aktivitesi

Mikroplaktaki kuyucuklara XTT soliisyonunun eklenmesi sonucu olusan ve ugucu yaglarin
farkli konsantrasyonlarinin olusturdugu renk degisimi ELISA da 450 nm dalga boyunda
olciildii. Referans kaynaklarda belirtilen hesaplamalar yapilarak % Inhibisyon belirlendi ve

ilgili ¢izelge ve sekiller elde edildi.
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Cizelge 8. Palmorosa’nin ¢esitli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri {izerine
% Inhibisyon oranlar

fla¢ (Konsantrasyon) Inhibisyon (%)
200 pg/ml 100
100 pg/ml 96,64
50 pg/ml 96,64
25 pg/ml 93,75
12,5 pg/ml 92,79
6,25 pg/ml 92,79
3,125 pg/ml 43,26
1,56 pg/ml 39,90
Pozitif Kontrol b
(DMEM+FBS+PS)

Negatif Kontrol 100

(DMSO)

Cizelge 8’de Palmarosa’nin MCF-7 hiicreleri iizerindeki antitiimor etkisi, azalan
konsantrasyonlara bagli olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini 6ldiirme) yiizdesi olarak
verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi, Palmarosa’nin konsantrasyonu azaldik¢a antitiimor

aktivitesi de orantili olarak diismektedir.
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Grafik 1. MCF-7 hiicre hattinda Palmarosa % Inhibisyon grafigi

Palmarosa Ugucu Yaginin
MCEF-7 hiicreleri Gizerine Antitimor Aktivitesi
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Grafik 2. Kontrol Optik Dansite ortalamasi (%100 alinmistir) ile Palmarosa’nin farkli

konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerini 6ldiirme yiizdesi.
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MCEF-7 hiicre hattinin morfolojisi

Sekil 10. MCF-7 hiicre hatt1 morfolojisi

Palmarosa ucucu yagi ile muamele edilmis
MCEF-7 hiicre hattinin morfolojisi

Cizelge 9. Palmorosa’nin ¢esitli konsantrasyonlarmin DU-145 hiicreleri tizerine %
Inhibisyon oranlar1

flac (Konsantrasyon) Inhibisyon (%)
200 pg/ml 100
100 pg/ml 98.86
50 pg/ml 96,57
25 pg/ml 93.14
12,5 pg/ml 88.00
6,25 ng/ml 82.86
3,125 pg/ml 89,28
1,56 ng/ml 75.43
Pozitif Kontrol 0
(DMEM+FBS+PS)

Negatif Kontrol

(DMSO) +0
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Cizelge 9’de Palmarosa’nin DU-145 hiicreleri iizerindeki antitiimor etkisi, azalan
konsantrasyonlara bagli olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini dldiirme) yiizdesi olarak
verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi, Palmarosa’nin konsantrasyonu azaldik¢a antitiimor

aktivitesi de orantili olarak diismektedir.
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Grafik 3. DU-145 hiicre hattinda Palmarosa % Inhibisyon grafigi
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Palmarosa Ugucu Yaginin
DU-145 hiicreleri Gizerine Antitiimor Aktivitesi
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Grafik 4. Kontrol Optik Dansite ortalamasi (%100 alinmistir) ile Palmarosa’nin farkli

konsantrasyonlarinin DU-145 hiicrelerini 6ldiirme yiizdesi.

DU-145 hiicre hattinin morfolojisi Palmarosa ugucu yagi ile muamele edilmis
DU-145 hiicre hattinin morfolojisi

Sekil 11. DU-145 hiicre hatti morfolojisi
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4.2.2. Nioli Yagmin MCF-7 ve DU-145 Hiicreleri Uzerine Antitiimér Aktivitesi

Mikroplaktaki kuyucuklara XTT sollisyonunun eklenmesi sonucu olusan ve ugucu yaglarin
farkli konsantrasyonlarinin olusturdugu renk degisimi ELISA da 450 nm dalga boyunda
olgiildii. Referans kaynaklarda belirtilen hesaplamalar yapilarak % Inhibisyon belirlendi ve
ilgili ¢izelge ve sekiller elde edildi.

Cizelge 10. Nioli’nin ¢esitli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerine % Inhibisyon
oranlari

la¢c (Konsantrasyon) Inhibisyon (%)
200 pg/ml 100
100 pg/ml 100
50 pg/ml 92.79
25 pg/ml 75,00
12,5 pg/ml 68,75
6,25 pg/ml 59.13
3,125 pg/ml 49 52
1,56 pg/ml 46,15
Pozitif Kontrol 0
(DMEM+FBS+PS)

Negatif Kontrol

(DMSO) 100

Cizelge 10’ da Nioli’nin MCF-7 hiicreleri iizerindeki antitimor etkisi, azalan
konsantrasyonlara bagli olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini 6ldiirme) yiizdesi olarak
verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi, Nioli’nin konsantrasyonu azaldik¢a antitliimor

aktivitesi de orantili olarak diismektedir.
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Grafik 5. MCF-7 hiicre hattinda Nioli % Inhibisyon grafigi

Nioli Ugucu Yaginin
MCEF-7 hiicreleri Gizerine Antitiimor Aktivitesi
120
100 -
S 80 -
2
S 60 - = Kontrol OD
2
£ ® Nioli OD
X 40 -
20 -
O .
200 100 50 25 125 625 3,125 1,56
Konsantrasyon (ug/ml)

Grafik 6. Kontrol Optik Dansite ortalamast (%100 alinmigtir) ile Nioli’nin farkli

konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerini 6ldiirme ytizdesi.
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MCEF-7 hiicre hattinin morfolojisi

Sekil 12. MCF-7 hiicre hatt1 morfolojisi

Nioli ugucu yag1 ile muamele edilmis

MCEF-7 hiicre hattinin morfolojisi

Cizelge 11. Nioli’nin gesitli konsantrasyonlarmin DU-145 hiicreleri iizerine % Inhibisyon

Ila¢c (Konsantrasyon) Inhibisyon (%)
200 pg/ml 100
100 pg/ml 99,43
50 pg/ml 95,43
25 pg/ml 89,71
12,5 pg/ml 85.14
6,25 ng/ml 84,00
3,125 pg/ml 79.43
1,56 pg/ml 77.14
Pozitif Kontrol 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol

100

(DMSO)
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Cizelge 11°de Nioli’nin DU-145 hiicreleri iizerindeki antitimor etkisi, azalan
konsantrasyonlara bagli olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini dldiirme) yiizdesi olarak
verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi, Nioli’nin konsantrasyonu azaldik¢a antitiimor

aktivitesi de orantili olarak diismektedir.
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Grafik 7. DU-145 hiicre hattinda Nioli % Inhibisyon grafigi
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Nioli Ugucu Yaginin
DU-145 hiicreleri tizerine Antitimor Aktivitesi
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Grafik 8. Kontrol Optik Dansite ortalamasi (%100 alinmistir) ile Nioli’nin farkli

konsantrasyonlarinin DU-145 hiicrelerini 6ldiirme yiizdesi.

DU-145 hiicre hattinin morfolojisi Nioli ugucu yag1 ile muamele edilmis DU-
145 hiicre hattinin morfolojisi

Sekil 13. DU-145 hiicre hatt1 morfolojisi
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4.2.3. Palmarosa Yagmin WI-38 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Aktivitesi

Mikroplaktaki kuyucuklara XTT sollisyonunun eklenmesi sonucu olusan ve ugucu yaglarin
farkli konsantrasyonlarinin olusturdugu renk degisimi ELISA da 450 nm dalga boyunda
olgiildii. Referans kaynaklarda belirtilen hesaplamalar yapilarak % Canlilik belirlendi ve
ilgili ¢izelge ve sekiller elde edildi.

Cizelge 12. Palmarosa’nin gesitli konsantrasyonlarinin WI-38 hiicreleri tizerine % Canlilik
oranlar1

la¢c (Konsantrasyon) Canlhilik (%)
200 pg/ml 5,81
100 pg/ml 25,00
50 pg/ml 26.81
25 pg/ml 4275
12,5 pg/ml 9312
6,25 pg/ml 100
3,125 pg/ml 100
1,56 pg/ml 100
Pozitif Kontrol

(DMEM+FBS+PS) 100
Negatif Kontrol 0
(DMSO)

Cizelge 12’de Palmarosa’nin WI-38 hiicreleri {izerindeki toksik etkisi, cesitli
konsantrasyonlarda canlilik yiizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi,
Palmarosa’nin konsantrasyonu azaldik¢a hiicre canlilig1 ylizdesi artmakta, yani toksik etkisi

azalmaktadir.
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Grafik 9. WI-38 hiicre hattinda Palmarosa % canlilik grafigi

Palmarosa Ugucu Yaginin
WI-38 hiicreleri lizerine Sitotoksik Aktivitesi
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Grafik 10. Kontrol Optik Dansite Ortalamasi (%100 alinmistir) ile Palmarosa’nin farkli

konsantrasyonlarinin WI-38 hiicreleri lizerine canlilik yiizdesi.
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WI-38 hiicre hattinin morfolojisi

Sekil 14. WI-38 hiicre hatt1 morfolojisi

Palmarosa ugucu yagi1 ile muamele edilmis

WI-38 hiicre hattinin morfolojisi

4.2.4. Nioli yaginin WI-38 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Aktivitesi

Cizelge 13. Nioli’nin ¢esitli konsantrasyonlarinin WI-38 hiicreleri iizerine % Canlilik

oranlari

Ila¢c (Konsantrasyon) Canhilik (%)
200 pg/ml 15,58
100 pg/ml 25,00
50 pg/ml 52,17
25 pg/ml 84,78
12,5 pg/ml 100
6,25 ng/ml 100
3,125 pg/ml 100
1,56 png/ml 100
Pozitif Kontrol

(DMEM+FBS+PS) 100
Negatif Kontrol 0
(DMSO)
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Cizelge 13°de Nioli’ nin WI-38 hiicreleri {iizerindeki toksik etkisi, c¢esitli
konsantrasyonlarda canlilik yiizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi, Nioli’ nin

konsantrasyonu azaldikc¢a hiicre canlilig1 yiizdesi artmakta, yani toksik etkisi azalmaktadir.
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Grafik 11. WI-38 hiicre hattinda Nioli % canlilik grafigi
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Nioli Ugucu Yaginin
WI-38 hiicreleri lizerine Sitotoksik Aktivitesi
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Grafik 12. Kontrol Optik Dansite ortalamasi (%100 alinmistir) ile Nioli’nin farkli

konsantrasyonlarinin WI-38 hiicreleri lizerine canlilik yiizdesi.

-38 hiicre hattinin morfolojisi Nioli ugucu yag1 ile muamele edilmis WI-
38 hiicre hattinin morfolojisi

Sekil 15. WI-38 hiicre hatt1 morfolojisi
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Cizelge 14. Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin IC50 degerleri

ICso(ng/mL) MCF-7 DU-145 WI-38
Palmarosa 6,29 +0,56 3,14 £0,12 20,06 £1,02
Nioli 18,49 +0,98 15,85 0,15 39,45 + 0,85

Palmarosa ve Nioli ucucu yaglariyla DU-145 ve MCF-7 hiicre serileri lizerinde
yapilan ¢aligmalarda, Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin DU-145 hiicre hatti izerinde daha
etkili oldugu gozlenmistir. Palmorosa ve Nioli ugucu yaglarinin etkin olduklar1 dozlarda

sagliklit WI-38 hiicre hattinda toksisitesinin olmadigi gozlenmistir.
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5- TARTISMA

Kanser, hiicre biiyiimesini ve boliinmesini kontrol eden genlerin hasar gérmesi ile ortaya
¢ikan kompleks bir hastaliktir (Pal D. ve Nayak K., 2010). Giiniimiizde kanser tiim diinya
tilkelerinde biiyiik sorun teskil eden hastaliklarin basinda gelmektedir. Gelecek 20 yil igin
Diinya Saghk Orgiitiine (WHO) bagh Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Kurumunun (IARC)
ongoriisi diinyadaki 6liim nedenlerinin arasinda kanserin birinci sirada olacagidir (Tarang1

0., 2014)

Kanser tirleri arasinda en sik rastlananlar kadinlarda meme kanseri, erkeklerde

prostat kanseri olarak yer almaktadir (Parkin D. ve ark., 2005).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglar tedaviye bagl olarak agir yan
etkiler gostermektedir. Kanser tedavisinde mevcut kanser ilaglarinin disinda kullanilan
radyoterapi, cerrahi tedavi ve hormon terapisi gibi yontemler tedavi sonucunun basari
olasiliginin diisiik olmas1 ve yan etkiler gostermeleri nedeni ile tedavide kullanilabilecek
baska yontemlere arayislari arttirmistir (Tekin A. ve ark., 2012). Yapilan klinik,
epidemiyolojik ve deneysel c¢alismalarda kanserin tedavisine yonelik alternatif ve
tamamlayici ilaglarin ve tedavi yontemlerinin ortaya konulmasinin 6nemi vurgulanmaktadir.
Bitkiler kanserin birgok formunun tedavisi igin yiiksek derecede etkili geleneksel ilaglarin
birincil kaynagini olusturmaktadir. Antikanser terapisi i¢in kullanilan %60’ tan fazla

antikanser ajani bitki, deniz ya da mikroorganizmalardan tiirevlidir (Jain D. ve ark., 2011).

Bitki ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkileri lizerinde giiniimiize kadar genis bircok
arastirma yapilmistir. Knobloch ve ark., yaptiklart bir ¢caligmada, ytliksek bitkilerden elde
edilen antimikrobiyal maddelerin mikrobiyal metabolizmanin enzim reakSiyonunu
durdurabilecegi, ortamdan besin maddelerinin alimin1 engelleyebilecegi, ¢ekirdeksel veya
ribozomal seviyede enzim sentezini etkileyebilecegi, membran yapisin1 degistirebilecegi
veya ara metabolizmada simirli bir faktdr olarak baska maddelerle yer degistirebilecegi

belirtilmistir (Knobloch K. ve ark., 1986).

Diilger ve ark. yaptiklar1 calisma ile ¢esitli bitki yaglarmin ve ekstrelerinin
antimikrobiyal etkilerinin farkli oldugunu gostermektedir. Bitkinin sahip oldugu kimyasal

kompozisyonundan, kullanilan mikroorganizma tiiriinden, bitki ekstraksiyonu yapiliyorsa
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ekstraksiyonda kullanilan maddeden ve yontemdeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi
belirtmiglerdir. Mikroorganizmalarin gesitli kemoterapotik maddelere karsi duyarliliklarinin
sustan susa bile farklilik gosterdigi uzun zamandan beri bilinmektedir (Diilger B. ve
ark.,1999).

Verma ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismaya gore; C. martinii bitkisinden elde edilen
ucucu yagi, Gram-pozitif ve Gram negatif suslara karsi orta ile ¢ok iyi aktiviteye sahip genis

spektrumlu antibakteriyel aktivite gostermistir (Verma R.S. ve ark., 2018).

Hammer ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada; Palmarosa ve Niaouli ugucu yaglar
Pseudomonas aeruginosa digindaki tiim mikroorganizmalar1 inhibe etmistir. (Hammer K.A.
ve ark., 1998)

Ganjewala’ nin yaptig1 calismalardan; Cymbopogon tiirlerinin esansiyel yaglarinin
iistiin antifungal aktiviteleri ve 6nemli antibakteriyel aktiviteleri oldugu ortaya ¢ikmustir.

(Ganjewala D., 2009)

Ponce ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada; Isvigre mikrofloras: iizerinde ¢esitli
esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmislerdir. Minimum bakterisidal
konsantrasyonunu (MBC) ve minimum inhibitdr konsantrasyonunu (MIC) belirlemek i¢in
mikrodilisyon yontemini kullanmiglar. Calisma sonucunda Eucalyptus globules, Melaleuca
alternifolia, Pimpinella anisum ve Syzygium aromaticum' un esansiyel yaglart en etkili

antimikrobiyal aktiviteyi sundugu sonucuna ulagmislardir. (Ponce A.G. ve ark., 2003)

Bassolé I.LH.N. ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; Burkina Faso'dan Cymbopogon
citratus ve Cymbopogon giganteus yapraklarindan elde ettikleri ugucu yaglari disk difiizyon
ve mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak dokuz bakteriye karsi test etmislerdir. C. giganteus
ucucu yagi, test edilen tiim mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkiler gosterirken C.
citratus ugucu yagi, Pseudomonas aeruginosa'yi inhibe edememistir (Bassolé I.H.N. ve ark.,
2011).

Hammer ve arkadaslari; Melaleuca alternifolia (¢cay agaci) yagi 81 C. albicans izolati
ve 33 albicans olmayan Candida izolatina karsi etkinlik agisindan agar diliisyon yontemiyle

test etmisler ve sonug olarak izolatlarin % 90' 1 inhibe ettigini gzlemlemislerdir. Bu durum
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kandida enfeksiyonlarmin tedavisinde Melaleuca alternifolia (¢ay agaci) yaginin yararl

olabilecegini diisiindiirmektedir (Hammer K.A. ve ark., 1998)

Karaca yaptig1 ¢alismada Nerium oleander bitkisinin ¢icek ve yapragindan elde
edilen etanollii ve sulu ekstrelerinin MCF-7 hiicre kiiltiirii tizerinde belirgin bir sitotoksik

etkisi oldugu gorilmistir (Karaca T., 2008).

Prashar ve arkadaglarinin yapti§i calismanin sonucuna gore; Palmarosa yagi
(Cymbopogon martinii) %0,1 konsantrasyonda Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin

biiyiimesini tamamen inhibe ettigi gézlenmistir (Prashar A. ve ark., 2003).

Sharma ve arkadaslari; insan kanser hiicre dizileri HL-60, murin Ehrlich ve Sarcoma-
180 tiimorlerinde elektron mikroskobu ile kombinasyon halinde Cymbopogon flexuosus
esansiyel yagmin antikanser aktivitesini arastirmiglardir. Yaptiklar1 deneyler sonucunda
ucucu yag tarafindan tetiklenen kanser hiicreleri hatlarinda apoptozizin indiiklenmesini

destekleyen bazi morfolojik degisiklikler gézlemlemislerdir (Sharma PR. ve ark., 2009).

Khan ve Ahmad yaptiklari calismada; Cymbopogon martinii’ nin antifungal
aktivitesini, diger esansiyel yaglar ve onlarin bilesenleri ile birlikte, Aspergillus fumigatus ve
Trichophyton rubrum iizerinde, biyo-kiitle iiretiminin inhibisyonu ve mantar radyal biiylime
yontemlerinin inhibisyonu yoluyla incelemislerdir. Bu ¢alisma ile beraber Cymbopogon
martinii esansiyel yagmin giiclii antimikrobiyal 6zelliklerinin varligi ve bu nedenle mevcut
antibiyotik ilaglara alternatif terapotikler tiretebilir sonucuna varmiglardir (Khan, M.S.A. ve

Ahmad, 1., 2011).

Sharma ve arkadaslari; Cymbopogon flexuosus bitkisinden elde edilen esansiyel yagi
on iki insan kanser hiicre hattina kars1 in vitro sitotoksisitesi agisindan incelemislerdir. Sonug
olarak; 502713 (kolon), IMR-32 (néroblastoma), Hep-g-2 (karaciger) ve SiHa (serviks)
karsisinda daha belirgin olmak iizere tiim hiicre hatlarina kars1 6nemli sitotoksik aktivite

gostermisdigini tespit etmislerdir. (Sharma R. ve ark., 2009)

Thangam R. ve arkadaslari Cymbopogon citratus’ un ugucu yagmin antikanser
aktiviteleri hakkinda yaptiklar1 ¢alismada; ugucu yagin karsinoma hiicreleri iizerinde
potansiyel sitotoksik ve apoptotik etkiler sergiledileri sonucuna ulagmislardir. (Thangam R.

ve ark., 2014)
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Byahatti ve arkadaslari; Melaleuca alternifolia bitkisinin Lésemi kanser hiicre dizisi
(K562) tizerindeki antikanser aktivitesini MTT testi ile in vitro bir yontemle degerlendirmis

ve bu caligma sonucunda istatistiksel anlamli sonuglarin varligindan bahsetmislerdir

(Byahatti S. ve ark., 2018).

Bhalla ve arkadaslarimin yaptigi calisma ile; Cay agaci yaginin (Melaleuca
alternifolia) in vitro antitimér aktivitesi, insan melanom M14 WT hiicrelerine ve ilaglara
direngli muadilleri olan M14 ADR hiicrelerine, uzun siireli doksorubisin maruziyetine gore
analiz etmislerdir. Deneyin sonucu olarak anlamli sekilde antioksidan ve sitotoksik etkisinin

varligi tespit edilmistir (Bhalla Y. ve ark., 2013).

Chabir ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya gore; Melaleuca armillaris ugucu yagin
sitotoksik aktivitesi MCF-7 insan gdgiis kanseri hiicrelerine karsi test edilmis ve yiiksek
aktiviteli bulunmustur (Chabir N. ve ark., 2011).

Xia ve arkadaglarinin ¢aligsmalarina gore; Melaleuca alternifolia (¢ay agaci) yaginin
antimikrobiyal ve in vitro anti-timor aktivitelerini analiz etmisler. Sonuglar, ¢ay agaci
yaginin Aspergillus niger hari¢ tiim test edilen mikroorganizmalara karsi belirgin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermis. Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis, Escherichia coli ve Candida albicans'a karsi minimum inhibitér konsantrasyonu
(MIK) %0.25 (v / v) olarak belirlenmistir. Zaman kinetik deneyleri ile de, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli ve Candida albicans'in, 1,4 ve § saat boyunca ¢ay agaci yagina
maruz kaldiktan sonra tamamen Oldirildiginii gostermistir. Melaleuca alternifolia
bitkisinden elde edilen ¢ay agaci yagi ayrica insan akciger kanseri hiicre hattina (A549), insan
meme kanseri hiicre hattina (MCF-7) ve insan prostat kanseri hiicre hattina (PC-3) kars1 gii¢li

sitotoksisite sergilemistir (Xia Liu ve ark., 2009)

Bayala ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada; Cymbopogon citratus ve Cymbopogon
giganteus bitkilerine ait ugucu yaglarmin tiimor hiicre kiiltiirleri tizerindeki sitotoksik
etkilerini arastirmay1 amag¢lamistir. Bu amagla antioksidan, potansiyel antienflamatuar etki
ve sitotoksik aktiviteler ¢esitli prostat kanseri ve glioblastoma hiicre dizileri {lizerinde test
edilmistir. C. citratus esansiyel yagi prostat hiicre hattinda PC-3 (IC50 %4 32.1 mg /ml) ve
glioblastoma hiicre hatlarinda (SF-767 (IC50 = 45.13 mg / ml) ve SF-763 (IC50 = 172.05
mg / ml) anlamli sonuglar vermistir (Bayala B. ve ark., 2018).
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Kumar ve arkadaslari; Limon otu Cymbopogon flexuosus ugucu yaginin insan 16semi
HL-60 hiicrelerinde apoptosisi indiikleme yetenekleri nedeniyle arastirmis ve 48 saat
sonunda IC50 30 ~ 20 g/ ml ile hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi sonucuna ulasmislardir.

Konsantrasyona bagh olarak ¢esitli son noktalarla olgiilen giiclii ve erken apoptozda artig

gozlemlemislerdir (Kumar A. ve ark., 2008).
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuc¢

Bu tez ¢alismasinda; C. martinii bitkisinden elde edilen Palmarosa ve M. viridiflora
bitkisinden elde edilen Nioli ugucu yaglariin, MCF-7 meme kanseri ile DU 145 prostat
kanseri hiicre hatlar1 iizerine antitimor, WI-38 insan fibroblast hiicre hatt1 {izerine sitotoksik
aktivitelerinin ve gesitli bakteriler ile maya hiicreleri iizerine antimikrobiyal etkilerinin

incelenmesi amag¢lanmustir.

Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkileri Disk Diflizyon ve
Mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak incelenmistir. Antibakteriyel etki i¢in gram-pozitif
bakteri olarak S. aureus, B. cereus; gram-negatif bakteri olarak E. coli, P. aeruginosa,

K. pneumoniae; antifungal etki i¢in C. albicans suslar1 kullanilmistir.

Palmarosa ugucu yagimin 8 farkli konsatrasyonuyla gerceklestirilen disk difiizyon
yonteminde; 1. konsantrasyonun (200 pg/ml) K. pneumoniae bakterisine kars1 pozitif kontrol
olarak kullanilan antibiyotige ¢ok yakin (20 mm) zon ¢ap1 olusturdugu gozlendi. S. aureus
ve E. coli bakterilerine kars1 da, Palmarosa’nin ilk 4 konsantrasyonunun, pozitif kontrol
olarak kullanilan antibiyotige ¢ok yakin zon ¢aplar1 olusturduklar: belirlendi. C. albicans’ a
kars1 antifungal etkisinin de ilk iki konsantrasyonda (200 pg/ml-10 mm, 100 pg/ml-6 mm)
bulundugu tespit edilmistir.

Palmarosa ugucu yaginin 10 farkli konsatrasyonuyla gergeklestirilen mikrodiliisyon
yonteminde belirlenen MIK degerlerine gore; en yiiksek antibakteriyel etkiyi B. cereus’ a
kars1 gostermistir. (MIK: <20 ug/ml). S. aureus, K. pneumoniae, E.coli ve C. albicans’ a

kars1 orta etkili, P. aeruginosa’ ya kars1 zayif etkili bulunmustur.

Nioli ugucu yagmin 8 farkli konsatrasyonuyla gerceklestirilen disk difiizyon
yonteminde ise; sadece K. pneumoniae bakterisine karsi ilk 5 konsantrasyonunda, pozitif
kontrol olarak kullanilan antibiyotige gore orta derecede bir antibakteriyel aktivite
gozlenmistir. C. albicans’ a kars1 antifungal etkisinin de ilk iki konsantrayonda (200 pg/ml-
8 mm, 100 pg/ml-6 mm) bulundugu tespit edilmistir.

Nioli ugucu yagmmn 10 farkli konsatrasyonuyla gergeklestirilen mikrodiliisyon

yonteminde belirlenen MIK degerlerine gore sadece B. cereus bakterisine kars: orta etkili
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MIK degerine ulasmistir (MIK: 156 pug/ml). S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve
E.coli, C. albicans’ a kars1 zayif etkili bulunmustur (>5000 pg/ml). Tartigmada belirtilen
referans kaynaklara gore ilgili bakteri ve mantarlara karsi antimikrobiyal etkinin varligi,

bizim ¢alismamizda da benzer sekilde gosterilmistir.

Ugucu yaglarin ¢ozeltileri MCF-7 meme kanseri ve DU-145 prostat kanseri hiicre
hatlar1 lizerine antitimdr aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50
pug/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 pg/ml, 1,56 pg/ml konsantrasyonlarda

hazirland1 ve XTT testi ile hiicrelerin canlilig1 tespit edildi.

Palmarosa ucgucu yagmin ilk 6 konsantrasyonunda MCF-7 hiicreleri iizerine olduk¢a
yiiksek etki gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyonda (200 pg/ml) % 100 iin
tizerinde hiicre 6ldiirme orani bulunmustur. Altincit konsantrasyonda (6,25 pg/ml) dahi
% 92,79 olan kanser hiicrelerini 6ldiirme orani oldukga yiiksektir. IC50 degeri 6,29 pug/ml
bulundugundan, diisiik konsantrasyonda bile Palmarosa ugucu yaginin etkinligini gérmek

miumkindiir.

Palmarosa ugucu yaginin ilk 6 konsantrasyonunda DU-145 hiicreleri tizerine olduk¢a
yiiksek etki gosterdigi tespit edilmistir. En yiliksek konsantrasyonda (200 pg/ml) % 100’ iin
tizerinde hiicre 6ldiirme orani bulunmustur. En diisiik konsantrasyonda (1,56 pg/ml) dahi
% 75,43 olan kanser hiicrelerini 6ldiirme orani oldukca yiiksektir. IC50 degeri 3,14 pg/ml
bulundugundan, ¢ok diisiik konsantrasyonda bile Palmarosa ugucu yaginin etkinligini

gérmek miimkiindiir.

Nioli ugucu yaginin ilk 4 konsantrasyonunda MCF-7 hiicreleri iizerine oldukga
yiiksek etki gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek 2 konsantrasyonda (200 pg/ml ve 100
pug/ml) % 100 iin {izerinde hiicre 6ldiirme orani bulunmustur. IC50 degeri 18,49 pg/ml
bulundugundan, diisiik konsantrasyonlarda Nioli ugucu yagmin etkinligini gérmek

mumkindiir.

Nioli ugucu yaginin ilk 6 konsantrasyonunda DU-145 hiicreleri iizerine oldukga
yiiksek etki (% 80 ve {izeri) gosterdigi tespit edilmistir. En yliksek konsantrasyonda (200
pg/ml) % 100 iin lizerinde hiicre 6ldiirme oran1 bulunmustur. En diisiik konsantrasyonda

(1,56 pg/ml) dahi % 77,14 olan kanser hiicrelerini 6ldiirme oran1 oldukga yiiksektir. IC50
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degeri 15,85 pg/ml bulundugundan, diisiik konsantrasyonlarda Nioli ugucu yagmin

etkinligini gormek miimkiindiir.

Palmarosa ve Nioli ugucu yaglariyla DU-145 ve MCF-7 hiicre hatlar1 {izerinde
yapilan ¢aligsmalarda, Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin 6zellikle DU-145 prostat kanseri
hiicre hatti tlizerinde MCF-7 meme kanseri hiicre hattina oranla daha etkili oldugu
gozlenmistir. Yapilan arastirmalarda C. martinii ve M. viridiflora tiirlerine ait antitimor
aktivite caligmasi bulunamamistir. Ancak referans kaynaklara gore, Cymbopogon ve

Melaleuca cinslerine ait farkl tiirlerde antitimor aktivite tespit edilmistir.

Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin 8 farkli konsantrasyonu, normal insan akciger
fibroblast hiicresi olan WI-38 hiicre hatt1 lizerine denenmis ve sitotoksik aktivite sonuglari

% hiicre canlilig1 olarak degerlendirilmistir.

Palmarosa ugucu yaginin ilk konsantrasyonunda (200 pg/ml) oldukga diisiik bir hiicre
canliligi (% 5,81) goriilmesine ragmen, diger konsantrasyonlarda giderek artan hiicre
canlilig yiizdesi elde edilmistir. Hiicre canliligi, son 5 konsantrasyonda % 100’e ulagmustir.

(25 png/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,125 pg/ml, 1,56 pg/ml)

Nioli ugucu yagmin ilk konsantrasyonundan itibaren diger konsantrasyonlarda
giderek artan hiicre canlilig1 yiizdesi elde edilmistir. Hiicre canliligi, son 5 konsantrasyonda

% 100 olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak; Palmorosa ve Nioli ugucu yaglarinin etkin olduklart dozlarda saglikli

WI-38 hiicre hattinda belirgin bir toksisitesinin olmadig1 gozlenmistir.
6.2. Oneriler

Kanser tedavisinde hélihazirdaki tedavilerin kimi zaman yetersiz, kimi zaman eksik
olmasindan kaynakli alternatif terapiler pek c¢ok hasta tarafindan olumlu olarak
degerlendirilmektedir. Bu amagla tamamen dogal ve daha az zararli yan etki olduguna

inanilan bitkilerden yararlanilmaktadir.

Ugucu yaglarin kanser hiicrelerini 6ldiirme oranmin yiiksek bulunmasi iyi bir
kemoterapotik ilag olmasi icin yeterli degildir. Kemoterapdtiklerin, antitimor etkisinin

yanisira viicudun normal hiicreleri ilizerine de toksik etkisinin hi¢ olmamasi ya da ¢ok az
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olmasi beklenmektedir. Bu nedenle ugucu yaglarimiz normal insan akciger fibroblast olan

WI-38 hiicreleri lizerinde de sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla test edilmistir.

Palmarosa ugucu yagi her iki kanser hiicre hattina karsi, Nioli ugucu yagina gore daha
yiiksek etki gdstersmistir. Normal insan hiicreleri iizerine sitotoksik etkinin arastirilmasi
sonucunda Nioli’nin Palmarosa’ ya oranla daha az toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Hem
antitimor hem sitotoksik etki birlikte incelendiginde ise, MCF-7 ve DU-145 hiicre hatlarina
yiiksek antitimor etki gosterdigi dozlarda toksik etkisinin de bulunmamasi sebebiyle, en

uygun ucucu yag Palmorosa olarak degerlendirilebilir.

Kaynak taramasinda elde ettigimiz verilere gore Palmarosa ve Nioli ugucu yaglarinin
antitimor etkilerinin arastirilmasi ile ilgili ¢alismalara rastlanmamistir. Benzer ugucu
yaglarin diger kanser hiicre hatlar1 {izerine antitiimor etkisinin arastirilmasi ve bununla
beraber normal insan hiicreleri iizerine herhangi bir toksik etkisinin olup olmadiginin

belirlenmesi i¢in farkli insan hiicre hatlarinda da arastirma yapilabilir.

Sonug olarak; Palmarosa ve Nioli ugucu yaglart icin antikanser tedavilerinde
alternatif bir iiriin olarak kullanilabilecek kapasiteye sahip maddeler olduklari sonuglari elde
edilmistir. Ileriki asamada bu iki ucucu yagm hayvan deneylerinde test edilmesi ve

sonrasinda klinik arastirmaya yoneltilerek kemoterapi ilact olarak gelistirilmesi onerilebilir.
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CUMHURIYET UNIVERSITESI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK

ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

Palmarosa (Cymbopogon martinii) ve Nioli (Melaleuca viridiflora)

ARASTIRMANIN AQIK ADI Ugucu Yaglarinin, Antimikrobiyal, Antitimér ve Sitotoksik

Aktivitelerinin Arastiriimast
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Karar No: 2018-02/73

Tarih: 26,02.2018

KARAR BILGILERI

Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyas e ilgili dilekgede: 08.11.2017 tarih ve 2017-11/13 karar numaras: ile kabul edilen “Palmarosa
(Cymbopogon marfinii} ve Nioli (Melaleuca viridifiora} Ucucu Yaglarimn, Antimikrobiyal, Antithmdr ve Insan Fibroblast Hiicre Hattr
Uzerine Sitotoksik Alktivitelerinin Aragtiriimasy” baslikh akademik amach galigmaya ait baghigin, “Palmarosa (Cymbopagon martinii} ve Nioli
(Melalewrca viridiflora) Ugucu Yaglarmin, Antimikrobiyal, Antititmdr ve Sitotoksik Aktivitelerinin Arastrilmast” olarak degistirilmesinde
arastirmangm/galigmanin gerekge, amag, vaklastm ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve uygun bulunmus olup aragtrmanm/calismanin
bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerden gerekli izin almarak gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigma toplantiya katilan
etik kurul liye tam sayisuun salt cogunlugu ile karar verilmistir.

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

ETIK KURULUN CALISMA ESASI

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Y netmelik, Iyi Klinik Uygulamalar: Kilavuzu, Helsinki Bildirgesi.
Cunhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Yonergesi
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