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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

ORIGANUM VULGARE L. BiTKiSINDEKI UCUCU YAGIN VE EKSTRAKTIN
ANTIPROLIFERATIF ETKILERI

UMRAN ECE CARLIK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. RAMAZAN ERENLER)

Origanum tiirleri ilag ve gida sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tez
calismasinda, Origanum vulgare bitkisinin toprak {istii kismindan su buhar destilasyonu
ile ugucu yag elde edildi ve GC-MS analizleri ile ugucu yag bilesikleri belirlendi. Bu
bilesikler igerisindeCavracrol %90.4 liik bir oran ile ana bilesen olarak belirlendi. Ayrica
ucucu yag eldesi esnasinda kaynatilan bitkisel materyal siiziildii ve su uzaklastirilarak
ham ekstrakt elde edildi. Ugucu yagin ve ektraktin antiproliferatif ve sitotoksik etkileri
incelendi. Antiproliferatif aktivite i¢in BrdU, sitotoksik etki i¢in LDH yontemi kullanilda.
A549 (Insan akciger kanser hiicresi), Hep3B (Hepatoselliiler kanser hiicresi), HT29
(Insan kolon kanser hiicresi), MCF7 (Insan meme kanser hiicresi) kanser hiicre hatlar1 ve
FL (Insan amniyon hiicresi) normal hiicre hatlar1 kullanildi. Cisplatin ve 5-Florourasil (5-
FU) standart olarak kullanildi. Cisplatin ve 5-FU ya kiyasla ugucu yagin A549 (ICso, 27.2
ng/mL), Hep3B (ICso, 7.4 pg/mL), MCF-7 (ICso, 7.1 ug/mL) kanser hiicrelerine karsi
oldukgca etkili oldugu gozlendi. Ayrica ekstraktin Hep3B (ICso, 27.2 ng/mL) ve MCF-7
(ICs0, 10.8 pg/mL) kanser hiicre hatlarina kars1 yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi.
Sonug olarak, ugucu yagin ve ektraktin sitoktoksik etkisinin standartlardan daha yiiksek
oldugu goriildi.

2019, 34 Sayfa

ANAHTAR KELIMELER:Origanum vulgare, ugucu yag, ekstrakt, antiproliferatif
aktivite.



ABSTRACT

MASTER THESIS

ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF ESSENTIAL OIL AND EXTRACT
FROM ORIGANUM VULGAREL.

UMRAN ECE CARLIK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. RAMAZAN ERENLER

Origanum species have been used extensively in pharmaceutical and food industry.In this
thesis, aerial parts of Origanum vulgare were subjected to steam distillation to yield the
essential oil. The compounds of essential oil were elucidated by GC-MS analysisAmong
these comprunds, Cavracrol (90.4 %) was found as major product. In addition, plant
material boiled during the steam distillation was filtered and water was evaporated under
reduced pressure to yield the crude extract. Antiproliferative and Cytotoxic effects were
investigated by BrdU and LDH techniques, respectively.A549 (human lung carcinoma),
Hep3B (hepotocellular carcinoma), HT29 (human colon carcinoma), MCF7 (human
breast adenocarcinoma) cancerous oils cell lines and FL (human amnion cells) normal
cell lines were used.Cisplatin and 5-FU were used as standards. The essential oil
revealedmore impactfulactivity against A549 (ICso, 27.2 png/mL), Hep3B (ICso, 7.4
ug/mL), MCF-7 (ICso, 7.1 pg/mL) cancerous cell linesas compared to standards. In
addition, the extract was observed to reveal outstanding activity on Hep3B (ICso, 27.2
ug/mL) and MCF-7 (ICso, 10.8 pg/mL) cell lines. The essential oil and extract have more
cytotoxicity effect than the standards.

2019, 34 Pages

KEYWORDS: Origanum vulgare, essential oil, extract, antiproliferative activity.
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1. GIRIS

Insanoglu eski ¢aglardan beri bitkileri tibbi amacli kullanmaktadir. Bitkilerin yasam
faaliyetlerini siirdiirebilmek igin tirettikleri sekonder metabolitler, dogal iiriin kimyasinin
temelini olugturmakta ve bu bilesikler, tip, ilag, gida, kozmetik, zirai ila¢ gibi alanlarda
kullanilmaktadir (Newman ve ark., 2003).Bitkilerin bilimin odagi haline gelmesi 19.
yiizyilda, bitkilerden etkin bilesiklerin izolasyonu ile baslamis ve dogal iiriinler her gecen
giin 6nemini korumustur. Friedrich Serturner’in,1804 yilinda morfini hashas (Papaver
somniferum) tohumlarindan izole etmesi, bitkilerden aktif bilesiklerin izolasyon
calismalarinin baslangi¢ noktasi olarak kabul edilmektedir (Li ve Vederas, 2009).Bu
calismay1, 1820 yilinda kinakina kabuklarindan kinin, 1868 yilinda Digitalis purpurea
bitkisinin yapraklarindan digitalin ve 1890 yilinda s6giit agaci kabuklarindan salisilik
asidin saflastirilmasi izlemistir. Penisilinin kesfinden dolayi, ikinci diinya savasindan
sonra yeni antibiyotik kesfi i¢in biiyiik miktarda mikroorganizmalari igerecek farmasotik
caligmalar  genisletilmistir. ~ Antibiyotikler (penisilin, tetrasilin, eryothromsin),
antiparasitler (avermestin), lipit kontrol ajanlari (lovastatin, ve tiirevleri), organ nakli igin
immiinosupresanlar  (sikloporin, rapamysinler) ve antikanser ilaglar1 (taksol,

doksorubisin) devrim niteligindeki dogal kaynakli ilaglardir.

Iaglarin kesfi ve gelistirilmesinde dogal iiriinler dnemli bir yer tutmaktadir. Giiniimiizde
kullanilan ilaglarin %80°1 dogal {iriin ve tiirevlerinden olusmaktadir. Dogal {iriinler,
kanser ve enfeksiyon hastaliklarina karsi 6nemli bir yer tutmaktadir. Kanser ilaglarinin

yaklasik %50’s1 ve enfeksiyon hastaliklarinin %75°1 dogal {irtinlerden olusmaktadir.

Etkin bilesikler, bitkilerin toprak alti ve toprak istii kisimlarinda bulunabilir. Bitkisel
ilaclar aktif maddelerin yaninda tatlandiric1 da igermektedir (Harvey, 2008).Gelismekte
olan tilkelerde insanlarin %80’1, saglik sorunlarinin giderilmesinde oncelikle geleneksel

ilaglardan faydalanmaktadir (Canter ve ark., 2005).

Fenolik bilesikler genis spektrumlu biyoaktivite gostermekte ve ilag, kozmetik, gida
sektoriinde onemli yer tutmaktadir. Yiiksek antioksidan ve antikanser etkiye sahip

olmalari, fenolik bilesiklerin dnemini her gegen gilin arttirmaktadir. Bunun yaninda,



sentetik ilaglarin yiiksek oranda yan etkiye sahip olmalari, dogal iiriinlere olan ilgiyi
arttirmaktadir (Sasaki ve ark., 2002).

Origanum cinsi Lamiaceae familyasina ait olup yaygin olarak Akdeniz bolgesinde
yetismektedir. Origanum 14 tanesi endemik olmak iizere 23 tiir ve 6 hibrit ile Tiirkiye
Florasi’nda temsil edilmektedir (Davis, 1982).Origanum tiirleri Tiirkiye’nin Onemli
ihracat iirtinlerindendir ve Diinya marketinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu tiirler gida
ve parfim endiistrisinde etkin bir sekilde kullanilan yiliksek oranda ugucu yag

icermektedir.

Origanum tiirleri 1200-1500 m yiikseklikte yetismektedir (Oflaz ve ark., 2002).
Origanum vulgaretiiriiniin, Akdeniz bdlgesinden Amerika’ya koloniler tarafindan

gotiirtildiigt diistintilmektedir (Padulosi, 1997).

Origanum Diinya mutfaklarinda kullanilan bitkiler bakimindan ilk sirada yer almaktadir.
Yiiksek oranda ugucu yag iceren Origanum tiirleri, gidalarin vazgecilmez c¢esnisi
konumundadir. Giinlimiizde Origanum, bitkisel ila¢ olarak kullanilmakta ve Diinya
ticaretinde yerini almaktadir. Origanum ihracatinda Tiirkiye 6nemli bir yer tutmaktadir

(Baser, 2001).

Ugucu yaglar; bitkilerin ¢igek, yaprak, govde, tohum, kabuk, dal, odun, meyve ve
koklerinden elde edilen gilizel kokulu yagimsi sivilardir. Ugucu yaglarin eldesinde
kullanilan en yaygin metot su buhari destilasyonudur (Shelef, 1984).Y aklasik olarak 3000
ucucu yag bilesikleri bilinmekte ve bunlardan 300 kadar1 ticari 6neme sahip olup dogal
irlin pazarinda yerini almaktadir (Van de Braak ve Leijten, 1999). Ugucu yaglarin
antibakteriyal (Deans ve Ritchie, 1987) etkisinin yani sira, antiviral (Bishop, 1995),
antimikotik (Jayashree ve Subramanyam, 1999), antitoksijenik (Juglal ve ark., 2002),
antiparazit (Pandey ve ark., 2000) ve insektisit (Karpouhtsis ve ark., 1998) etkilere
sahiptir. Ayrica kanser hiicrelerine karsi etkileri son yillarda dikkat gekmektedir (Soomro
ve ark.; Nasrollahi ve ark., 2019; Sadeghi ve ark., 2019). Bu etki ugucu yaglarda bulunan
bilesiklerden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Ugucu yaglarin damitma ile elde edilme

yontemi, ilk olarak dogu iilkelerinde (Misir, Hindistan ve Pers) kullanilmis ve dokuzuncu
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yiizyillda Araplar tarafindan gelistirilerek yayginlasmistir (Bauer ve ark., 2008). 13.
yiizyila kadar ugucu yaglar eczacilar tarafindan elde ediliyordu ve farmakolojik etkileri
Farmakopiler’de belirtiliyordu fakat 16. asra kadar Avrupa’da bunlarin kullanimi ve
etkileri hakkinda bilgi yayilmamuisti (Carson ve Riley, 1993). Bundan sonraki zamanlarda
Londra’da ticareti yapilmaya baslanmistir (Burt, 2004). Birbirinden bagimsiz olarak
calisan iki Strasburg’lu doktor, Brunschwig ve Reiff kii¢lik farklilikla, terebentin, ardig¢
agaci, biberiye, lavanta, karanfil, hindistan cevizi, anason ve tar¢in ugucu yaglarindan
bahsediyorlardi. Fransiz doktor, Du Chesne gore, 17. yilizyilda ugucu yaglarin
hazirlanmast ¢ok iyi biliniyordu ve eczacilar 15-20 kadar farkli ugucu yaglar
depolamislardi (Guenther ve Althausen, 1948).

Avrupa Birligi’'nde ucucu yaglar, gida (baharat), parfiimeri (koku, 16syon) ve ilag
endiistrisi alaninda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Boyle, 1955). Ugucu yaglarin
aromaterapide kullanim orani yaklasik %2 civarindadir. Ugucu yagdan elde edilen saf
bilesikler gida sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bilesikler, ugucu yaglardan
veya sentetik yollarla elde edilmektedir(Oosterhaven ve ark., 1995). Ugucu yaglarin
antibakteriyel 6zelliklerinden dolayi, dis hekimliginde kanal tedavisinde kullanilmaktadir
(Manabe ve ark., 1987). Ugucu yag iceren gida koruyucu maddeler ticari olarak
mevcuttur (Cutter, 2000).

Kanser giiniimiizde en 6liimciil hastaliklardandir ve bu hastaliktan hayatin1 kaybedenlerin
oran1 %38 dir. Kanser hastaligina yakalananlarin %77’si elli bes yas tstii insanlardir. Her
y1l milyonlarca dolarin kansere karsi harcanmasi, antikanser ilaglarimin kesfini ve
gelistirilmesini 6nemli hale getirmistir (Dobrossy, 2002). Giiniimiizde kanser tedavisinde
kullanilan sentetik ilaglar sadece kanser hiicrelerini degil normal hiicreleri de
oldiirmektedir. Bu durum, arastirmalar1 yan tesiri olmayan veya en az olan dogal tiriinler
tizerinde yogunlagtirmistir. Dogal {riinlerin antikanser olarak kullanimi 1947 yilinda,
Podophylum peltatum bitkisinden saflastirilan podophyllotoxin ile baglamistir (Bohlin ve
Rosen, 1996; Nicolaou ve ark., 1999).
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2. KAYNAK OZETLERI

Origanum tiirleri gida, kozmetik, ilag sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve
tizerinde birgok bilimsel ¢alisma yapilmaktadir. Origanum vulgare bitkisinin etanol
ekstrakti tizerinde yapilan bir ¢alismada yiiksek derecede antioksidan ve antibakteriyal
etki gosterdigi belirlenmistir. Ilgili ekstrakin HPLC ile kantitatif analizi sonucu,
rosmarinik asit ana iirlin olmak tizere protokatehurik asit, kafeik asit, kumarik asit ve

kuersetin bilesikleri tespit edilmistir (Chun ve ark., 2005).

Origanum tiirleri yiiksek oranda ugucu yag igermektedir. Karvakrol ve timol bilesikleri
O. vulgare ugucu yagmin ana bilesenlerini olusturmaktadir (Azizi ve ark., 2012).0.
vulgare’nin metanol ekstraktindan izole edilen luteolin 7-O-glukuronit ve 7-O-ksiloz

onemli derecede antimutagenik aktivite gostermistir (Gulluce ve ark., 2012).

Origanum vulagare (Oregano) pizza, et, sosis, salata ve corbalarda baharat olarak
kullanilmaktadir. Tatlandirict etkisi, igerdigi aromatik bilesiklerden kaynaklanmaktadir.
Son yirmi yildir, Oregano’nun da dahil oldugu aromatik bitkilerin, gida katkis1 olarak
hayvansal gidalarda kullaniminda ciddi bir artis gézlenmektedir. Bu artisin sebebi,
Avrupa Birligi’nin 2006 yilindan beri, yem katki maddesi olarak biiyliimeyi kolaylastiran
antibiyotikleri yasaklamasindan kaynaklanmaktadir. {lgili antibiyotikler, insan
patojenlerinde antibiyotik direnci arttirdigi diisiniilmektedir (Franz ve ark., 2010). Bunun
yaninda, aromatik bitkiler, antioksidan, antifungal, antimikrobiyal etkilerinden dolay1
kullanim agisindan daha fazla dikkat ¢ekmektedir (Bakkali ve ark., 2008). Ayrica,
aromatik bitkilerin antioksidan etkisi gida sektorleri tarafindan ilgiyle karsilanmaktadir
ve son zamanlarda gida endiistrisinde sentetik antioksidan kullanimi yerine dogal
antioksidan kullaniminda ciddi bir egilim goézlenmektedir. Gidalarda antioksidan katki
maddesi olarak eklenen sentetik butxil hidroksi anisol (BHA) ve butil hidroksi toluen
(BHT) iirtinlerinin kullaniminda, kanserojen siiphesinden dolay1 kisitlamalara gidilmistir.
Bunun aksine, baharatlar gidalarda yillardir kullanilmaktadir (Camire ve Dougherty,
1998). Ayrica, aromatik bitkiler bircok iilkede yaygin olarak tiiketildigi icin, gida
sektorlinde kullaniminda yasal bir kisitlama s6z konusu degildir. Lamiaceae familyasi

tirleri arasinda oregano (Origanum vulgare) en yiiksek antioksidan etkiye sahip
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tirlerdendir. Bu durum, dogal antioksidan igin oregano bitkisini 6ne g¢ikarmaktadir.
Toplam fenolik igerik olarak, 1 gram kuru oregano da 12 mg gallik asite esdeger fenolik
bilesik bulunmaktadir (Zheng ve Wang, 2001).

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Bitki Arastirma Laboratuvari’nda Origanum tiirleri
iizerinde bir dizi calisma gergeklestirilmistir. Tokat Gaziosmanpasa Universitesi,
Aromatik ve Tibbi Bitkiler Bahg¢esi’nde kiiltiirii yapilan Origanum majorana toplanarak
kurutulmustur. Suda kaynatilan bitkisel materiyal sirasiyla hekzan ve etil asetat ile
ekstrakte edilmis, etil asetat ekstrakti kromatografik islemlere tabi tutularak saf bilesikler
izole edilmistir. izole edilen bilesikler: 5,6-dihidroksi-2-(3-hydroksi-4-metoksifenil)-7,8-
dimetoksi-4H-kromen-4-one (1), hesperetin (2), hydrokinon (3), arbutin (4), rosmanirik
asid (5) olarak belirlenmistir (Sekil 2.1). Izole edilen bilesiklerin yapilari spektroskopik
yontemlerle belirlenmistir. Bunun i¢in baslica 1D-NMR, 2D-NMR, LC-TOF/MS
yontemleri kullanilmistir. Izole edilen bilesiklerin antioksidan etkileri arastirilmustir.
Bunun igin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazol-6-
stilffonik asit) (ABTS) ve indirgenme giicli yontemleri kullanilmistir. Ayrica toplam
fenolik icerikleri gallik asit esdegerine gore belirlenmistir. Izole edilen bilesiklerin HeLa
(Insan rahim kanser hiicresi) ve C6 (Sigan beyin kanser hiicresi) kanser hiicre hatlarina
kars1 aktivitesi incelenmis, bunun i¢in xCELLigence yontemi kullanilmustir. Izole edilen
bilesiklerin kuvvetli antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir. Buna karsilik, hesperidin
ve hidrokinon bilesiklerinin C6 ve Hela kanser hiicre hatlarina kars1 oldukga etkili

oldugu ortaya konulmustur (Erenler ve ark., 2016).
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Sekil 2.1.0riganum majorana bitkisinden izole edilen bilesikler
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Origanum minutiflorum iizerinde yapilan bir ¢alismada antioksidan bilesikler izole
edilmistir (Sekil 2.2). Bunun i¢in, O. minutiflorum suda kaynatilmis, sogutulup
stizlildiikten sonra su fazi sirasiyla, hekzan, etil asetat ve n-butan ile sivi-sivi extraksiyona
tabi tutulmustur. Ektraktlarin toplam fenolik icerikleri belirlenmistir. En yiiksek fenolik
bilesik n-butanol ekstraktinda gozlenmis ve ilgili ekstrakt kromatografik islemlere tabi
tutularak, Tricosan-1-ol (6), (8E,16E)-tetracos-8,16-dien-1,24-diol (7), azepan-2-one (8),
3,4-dihidroksibenzoik asit (9), apigenin (10), eriodiktyol (11), globoidnan-A (12),
luteolin (13), rosmarinic acid (5), apigenin-7-O-glukoronid (14), vicenin-2 (15)
bilesiklerinin izolasyonu gerceklestirilmistir(Sekil 2). Yapilan antioksidan ¢aligmasinda,
dihidroksibenzoik asit (9) cok yiiksek DPPH radikal giderme aktivitesi gosterirken
globoidnan-A (12), luteolin (13), rosmarinic acid (5), apigenin-7-O-glukoronid (14)
yiiksek derece aktivite gosterdigi belirlenmistir (EImastas ve ark., 2018).

14



Sekil 2.2.0riganum minutiflorum bitkisinden izole edilen bilesikler

Orignaum tiirlerinde diger bir ¢calismada, O. solymicum {izerinde yapilmistir. Origanum
solymicum golgede kurutulduktan sonra suda kaynatilmig ve sogutularak kati kisim
stiziilmiistiir. S1vi kisim etil asetat ve n-butan ile ekstrakte edilmistir. Etil asetat ekstrakti
en yiiksek aktivite gosterdigi ve en fazla fenolik bilesik i¢erdiginden izolasyon caligmasi
etil asetat ekstraktindan gergeklestirilmistir. Yapilan kromatografik (silika gel kolon
kromatografisi ve preparatif HPLC) c¢alismalar sonucu,3,4-dihdroksi benzoik asit
(protokatesik asit) (9), 3,4-dihidroksi benzaldehit (protokateurik aldehit) (16), 2-O-4-D-
gkikopiranozil-4,6-dihidroksiasetofenon (myriciafenon) (17), kafeik asit (18), rosmarinik
asit (5), lithospermikasit B (19) bilesikleri saflastirilmistir (Erenler ve ark., 2017) (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3.0riganum solymicum bitkisinden izole edilen bilesikler

Yine yapilan bir ¢alismada, O. rotundifolium bitkisinden apigenin (10), ferulik asit (20),
veteksin (21), kaprolaktam (22), rosmarinik asit (5) ve globoidnan A (12) bilesikleri izole
edilmistir. Globoidnan A (12), viteksin (20), rosmarinik asit (5), ferulik asit (21) etkili bir
aktioksidan aktivite gosterirken, viteksin (20) HeLa, HT29 ve C6 kanser hiicrelerine kars1
oldukga yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi gézlenmistir (Erenler ve ark., 2017).

Origanum tiirlerinin ugucu yag calismalar1 dikkat ¢ekmektedir. Erzurum, Oltu’dan
toplanan O. vulgaressp. vulgare bitkisinin ugucu yaginda karyofilen ve spatulenol ana
bilesik olarak belirlenmis ve ucucu yagin 6nemli derecede antimikrobiyal etki gosterdigi
tespit edilmistir(Sahin ve ark., 2004). Origanum vulgare yapraklarindan elde edilen
ucucu yagin ana bileseni karvakrol (%78.5) olarak belirlenmistir. Ugucu yagin, siit
ineklerinde fermantasyon, {iiretim ve siit yag asidi bilesenler {iizerindeki etkisi

arastirtlmistir (Hristov ve ark., 2013).

Diger bir ¢alismada Mendoza, Arjantin’den toplanan vulgare bitkisinin ugucu yag
bilesenleri belirlenmis ve ugucu yagmn antioksidan ve antilipaz etkileri ortaya
konulmustur. Ugucu yagin, ana iiriin olarak, y-terpinen, (%32), a-terpinen (%15), p-
cimen (%8) ve timol (%8) icerdigi ve kuvvetli anti-lipaz aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Quiroga ve ark., 2013). Diger bir ¢calismada vulgare subsp. hirtum tiiriiniin ugucu yaginin
antifungal etki gosterdigi belirlenmis ve ana tiriin olarak timol (%45) ve kavarkrol (%33)

icerdigi ortaya konulmustur (Adam ve ark., 1998).
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Vulgare ugucu yagi ile laktik asidin karistirilmasi, Staphylococcus aureus bakterisine
kars1 sinerjik etkiden dolayi aktivitenin yiikseldigi saptanmustir (Barros ve ark., 2012).

Bu calismada, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Aromatik ve Tibbi Bitkiler
Bahgesi’nden temin edilen vulgare bitkisinin ugucu yag bilesenleri belirlendi. Ayrica

ekstrakt ve ugucu yagin antiproliferatif etkileri ortaya kondu.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki ornekleri

Origanum vulgare bitkisi Prof. Dr. isa TELCI gozetiminde Gaziosmanpasa Universitesi
Tibbi ve Aromatik Bitkiler Bahgesi’nden toplandi (Sekil 3.1)

Sekil 3.1.0riganum vulgare bitkisi

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Otomatik Pipetler..........cccoovveviiiiiiiiiee e Rainin

UV-VIS Spektroskopisi.........ccccovreierencncnennnnn Shimadzu/ Jasco V650
GC-MS...e s Thermo Scientific
Clevenger-tipi Alet..........c.cooevviiiicccccccne, [ldam Tic. San. A.S.
Doner BuharlagtiriCl........ocveeeieieieieciieeceeee Heidolph

Ultrasonik Banyo.........c.ccooeveveniiencnenesesee Wise Clean WUC-D0O6H
VOIEKS. ..o IKA MS3 Basic

Isitmali Su Banyosu.........cc.ccvevvevievienienreereeieeniennes Wise Clean

Manyetik Karigtirict.......occoeeeeeenieiiienieeiieieee, IKA

Laminar Kabin..........................ccceceeeeveeeeee.. BEsco Sif 11 Tip A2
Faz-kontrast Mikroskop................ccceceeeuennee... Leica DMIL
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Istk Mikroskop......ooovviiiiniiiieeee e,
InKGbator. . .......ooviiii e
Karistirict Inkiibator. ............oooveuiiiiieeee.
Hassas Terazi..........cooooeviviiiiiniiiiiiniienene,
Terazi.....cooovvviiiiiii
Vorteks Tiip Calkalayict..............c.ouevevveeenneen.
Isiticili Manyetik Karistirict.............cooveeennennne
Santriflij.....ooveiiiii
Santriflij.......oovviniii
PHMeEtre. ..o,
Thoma Lami.............coooiiiiiiii e,
Vakum Pompasi...........ccoooeiiiiiiiiiieiieeee,
Mikroplate Okuma.............c.ooveiininienieennen.
Elisa Plate Yikama...............cooiiiiiiiiniieinen,
OLOKIAV........oeciiiiicise s
Derin Dondurucu (-80).........cccoviviniiiiieieene,
Derin Dondurucu (-20).........ccooviviiiiiiereene,
Sogutucu (F4)..ceveiiiii e,
BUZ MaKINESI........cceiiiiiiiicse e
Stvi Azot Tanki.........oooooiiiiiiiiiiiiee
Saf S,
Saf Su..o e
UltraSaf Su......oooiiii

19

Olympus CX21

Nuaire AutoFlow NU-4750
Heidolph Unimax 1010
Denver Instrument TB 224A
Acculab VIC212

IKA Genius 3

IKA RH Basic 2

Hettich Mikro200R

Hettich EBA21

Hanna HI 2211

Tiefe Depth

Divac 2.2L

Rayto RT-2100C

Cenix Exaro

Hirayama HMC HV-110L
New Brunswick Scientific U-410
VESTEL GTP 455A

UGUR USS 440 DKTL
Scotsman AF 80

Locator 4 Thermolyne Dewars
MES MP MiniPure
Labconco WaterPro PS
Milipore Direct-Q 3 UV



3.1.3. Kullanilan kimyasallar

TrtonX-100........cooiiiiiiiiiieees
NaHCO3. ..o e
Tripan BIue........coooviiiiiiieeeeeeee
AGATOZ. .o e
Sitrik ASit...ooeiiiii e
Absoliit AIKOL........oooviiii e
Borik ASit....oeiiii e
Loading Dye.......c.ovviiiiiiiiiiiieieeeeceeieee,
Etidyum Bromiir..............ooiiiiniiiieee,
5-Fluorourasil (5-FU)...........oiiiiiiiiie
Cisplatin ..........ccooeviiiiiiiniann.nn.

Amresco
Carlo-Erba
Merck
Fluka
Lonza
Botafarma
Merck
Roche
Sigma
Amresco
Fermantes
Sigma
Sigma
Sigma

............... Sigma
Ultra Saf DMSO.....ovvvviiiiiviiiinnen,

Sigma

.................... Sigma

Hiicre Kiiltiir Media (DMEM)........ccccccvevvvennennen. Sigma

Penicilin-Streptomycin...................
Fetal Bovine Serum (FBS).............
Tripsin-EDTA......ccooiieeeeece,
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
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3.1.4. Kulanilan sarf malzemeler

TIS0 Flask......coooveiiiiii e, Corning Costar
T75Flask................cceoiiiiiiiii i iieieeneen.. Corning Costar
T25 Flask....ccooooiiniiii i, Corning Costar
Vidali Kapakli Santriftij Tiipti (15 mL)............. Corning Costar
Vidali Kapakli Santrifiij Tiipt (50 mL)............. Corning Costar

Hiicre Kiiltiir Plate (96, 24 ve 6 kuyulu)........... Corning Costar
Parafilm...............ooooiii Pechiney

Plastik Pipet (10 mL)...............coooiiiiinn. Corning costar
Plastik Pipet 25 mL)............ccoooiiiiiiiiii. Corning costar
PIpet (220 UL oooieiieieieeceeeeeee e Axygen

Pipet (1-200 UL)...ooovieieieieeieeieeeee e Axygen

Pipet (100-1000 L)..ccvcovieereereieieieiesiesesieereeens AXxygen

Cok Kanalli Pipet (1-200 pL)...c.covevvevreererreerenenne. Brand, Eppendorf
Otomatik Pipet (100-1000 pL)...cccovreviereerieneee. Brand, Eppendorf
Pipet Tabancasi............ccceoveeveerieeeeeieeieeieeeenenne Brand, Eppendorf
Pipet Ucu (1-200 UL)...ccovieieerieieeiecreeieeeeeieeaea Corning costar
Pipet Ucu (100-1000 pL)...c.ccveveeeieieierecreeeene Corning costar
Pipet Ucu (2-10 pL)..cviceieieiieieeeeeeeeeee Corning costar
DISPENSIT....cvieviieieiieiiecteee et Eppendorf

Filtre (0.22 miKron).........cccooveveieiieie e Stericup

Siringa Filtre. ..o Sartorius Stedim
Pastor Pipet........coooviiiiiiiiiii e LP Italiana
Eppendorf Tiipti (2 mL)...........oovviiiiiinnnn. Isolab

Cam Sise (250 mL, 500 mL, 1 L).................... Isolab
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3.2. Yontem
3.2.1. Ucucu yag eldesi

2 It lik balona 190 gram o6giitiilmiisOriganum vulgare konuldu, 1 L su ilave edildi ve 6
saat Clevenger aletinde su buhari destilasyonu yapildi. 1.66 gram ugucu yag elde edildi
(%0.87) vebu islem ii¢ kez tekrarlanarak toplam 5.0 gram ugucu yag elde edildi (Sekil
3.2). Ugucu yag, analiz yapilana kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Sekil 3.2.Su buhari destilasyonu ile ugucu yag eldesi

3.2.2. GC-MS analizi

20 mg ugucu yag 1.2 mL asetonda ¢oziildii. Analizler Perkin Elmer Clarus500 GC-MS
cihazinda gergeklestirildi ve BPX5 (30 m, 0.25 mm ID, 0.25 pm film) kolon kullanildi
(Sekil 3.3). Enjeksiyonhacmi 2.0 uL ve enjeksiyon sicakligi 250 °C olarak ayarlandi.
Tastyic1 gaz akis hizi 1 ml/dk, dagitma oran1 50:1 olacak sekilde He kullanildi. Firin
programi 50 °C ile baslatildi, dakikada 5 °C arttirilarak 100 °C kadar 1s1tild1 ve 2 dakika
bu sicaklikta bekletildi. Ardindan sicaklik dakikada 3 °C artirilarak 220 °C yiikseltildi ve
bu sicaklikta 2 dakika bekletildi. Toplam program zamani 30 dakikaya ayarlandi.
Iyonlasma enerjisi 70 eV ve iyon kaynak sicaklign 250 °C’ye ayarlandi. Bilesiklerin
aydinlatilmasi, alikonma zamanina gore, kiitliphane ile kiyaslanarak belirlendi (NIST,

Wiley, and Pfleger).
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Sekil 3.3.Ugucu yag bilesenlerinin GC-MS ile belirlenmesi

3.2.3. Ekstraksiyon yontemi

Origanum vulgare su buhari destilasyonuna tabi tutuldu ve ugucu yag elde edildi.
Icerisinde vulgare ve su olan balon sogutulduktan sonra, bitkisel materiyal siiziilerek
atild1 ve su kismi1 doner buharlastiricida uzaklastirilarak ham ekstrakt elde edildi. Analiz
icin buzdolabinda bekletildi (+4 °C).

3.2.4. Hiicre kultiirii

Hiicreler steril ortamda ve laminar kabinde hazirlandi. Hiicreler sivi azot tankinda
muhafaza edildi. Hiicreler, benmaride 2 dakika 37°C sicakliktaki bekletildi ve %2 (v/v)
PenStrep (Penisilin-Streptomisin), %10 (v/v) FBS (Fetal Bovine Serum) ve NaHCOs3
ilave edilen DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium, High Glucose (4.5 g/L)) besi
yeri iceren steril T75°1lik hiicre kiiltiir flasklarinda 37 °C %5 CO2 ortaminda 4 giin
inkiibasyona tabi tutuldu. Kofluent seklindeki hiicreler, flakslardaki besi yeri atild1 ve
hiicreler 10 mL DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) ile yikand1 ve sonra DPBS
dokiildii. Zemindeki hiicreler Tripsin-EDTA soliisyonu (6 mL %0.25) ile ¢6ziildii. Flaske
6 mL %0.25°lik Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek zemindeki hiicrelerin ¢oziinmesi
sagland1 ve flask calkalanarak hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi saglanarak, hiicre
stispansiyonu falkon tiiplere (50 mL) aktarildi. Falkon tiiplere 10 mL katkili taze besi yeri
ilave edilerek tripsin ndtralize edildi ve 5 dakika 1500 x g’de santfifiij edildi. Stipernatant
kismu aspire edildi ve hiicre pelleti lizerinde 4 mL taze besiyeri ilave edildilerek pastor

pipet ile hiicreler slispansiyon haline getirildi. Siispansyon hiicreleri eksponansiyel log
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fazinda olmasi icin ligergiin arayla dort hiicre ekimi daha gergeklestirildi. Hiicre
slispansiyonundan alinan 20 pL hiicre ile 20 pL %0.4 (wt/vol) tripan mavisi soliisyonu
karistirilarak hiicre konsantrasyonu belirlendi. Bu karigimdan alinan 20 uL Thoma lamina
pipetlenerek mikroskop altinda birinci sayim alanindan 5 kere, ikinci sayim alanindan 5
kere olmak iizere toplam 10 kez sayim yapildi [1 mL hiicre slispansiyonu igindeki hiicre
sayis1 = 10 karede sayilan toplam hiicre sayis1/ 10 x 2 (Tripan mavisi seyreltme faktorii)

x 16 (bir sayim alanindaki toplam kare sayis1) x 10 000 (katsay1)].

3.2.5. BrdU hiicre ELIZA (Cell ELISA) testi

Bu ¢aligmada Origanum vulgare ugucu yaginin ve su ektraktinin etkileri BrdU ELIZA
testi kullanilarak gergeklestirilmistir. Degerler ICso olarak hesaplandi. ELIZA BrdU testi

DNA ¢ogalmasina duyarli olup, hiicre ¢cogalmasi hakkinda bilgi veren bir testtir.

Herbir kuyucuga 5000 hiicre pipetlendi. Tabakalara yiiklenen hiicrelerin {izerinde
ekstrakt, ucucu yag ve pozitif kontrol eklendi ve kuyunun son hacmi 200 pL olacak
sekilde besiyeri eklendi ve 24 saat inkiibe edildi. Herbir kuyuya 20 uL BrdU eklenerek 4
saat tabakalar inkiibe edildi. Daha sonra tabaka ters ¢evirilerek dokiildii ve iizerine fix
denat (100 pL) eklendi. Tabaka oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildikten sonra ters
dondiiriilerek dokiildii ve kurulandi. Herbir kuyuya Anti-BrdU-POD soliisyonu (50 pL)
eklendi ve tabaka 2 saat inkiibe edildi. Kuyular buffer (200 uL) ile yikandi, dokiildi,
kurutuldu ve yikama {i¢ kez tekrarlandi. Yikamadan sonra substrat soliisyonundan herbir
kuyuya 50 puL eklendi ve inkiibe edildi (45 dak). Herbir kuyuya H2SO4 (1.0 M, 25 pL)
eklendi, Elisa Reader cihazinda (450-650 nm) absorbans 6l¢iimii yapildi ve % inhibisyon

ve ICso degerleri hesaplandi.

3.2.6. Laktat dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testi

Ucgucu yag ve ekstraktin hiicre sitotoksik aktiviteleri LDH yontemi ile belirlenmistir. Test
maddelerine bagl olarak inkiibasyon siiresinde 6len hiicre miktarindaki artig, kiiltiir
supernataninda LDH artisiyla sonuglanacaktir. Bu deneylerin esasini, hiicre hasari sonucu
ortama salinan sitoplazmik enzimlerin Ol¢limii teskil etmektedir. LDH kararli,

sitoplazmik bir enzim olup birgok hiicrede bulunur.
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Kiiltiire edilen hiicreler plakadaki kuyucuga 5000 hiicre olacak sekilde pipetlendi.
Tabakaya yiiklenen hiicrelerin iizerinde DMSO da ¢o6ziinmiis test maddeleri, yiiksek
kontrol i¢in %2 Triton X-100 (LDH salinimina etkisi %100 kabul edilecek), diisiik
kontrol i¢in test maddesi icermeyen hiicre hatti, besi yeri, kontrol i¢in sadece besiyeri
iceren kuyu ve pozitif kontrol olarak 5-FU eklenerek kuyularin son hacmi besi yeri ile
200 puL’ye tamamland1 ve 24 saat inkiibe edildi.Hiicre icermeyen 100 pL kiiltiir
siipernatani1 herbir kuyucuktan alinarak baska bir mikrotabakaya aktarildi. Uzerine kit
i¢gininde bulunan reaksiyon karisimindan 100 pL/kuyu olacak sekildeek eklenerek yarim
saat karanlikta inkiibe edildi. 1 N HCI eklenerek 50 pL/kuyu olarak ayarlandi.
Spektrofotometre de absorbans (492-630 nm) 6l¢iilerek % sitotoksisite hesaplandi.
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4. BULGULAR

Origanum vulgare bitkisinin toprak tistii kismi su buhari destilasyonuna tabi tutularak
ucucu yag elde edildi. Ugucu yag bilesenleri GC-MS ile belirlendi (Cizelge 4.1). Ugucu

yagdaki ana bilesenler carvacrol (%90.4) ve p-cymene (%4.2) monoterpenlerdir.

Cizelge 4.1. Origanum vulgare bitkisinden elde edilen ugucu yag bilesenleri

Bilesikler RT RI* %
Tyranton 3.465 846 0.58
Myrcene 5.489 981 0.35
a-Terpinene 6.547 1021 0.17
p-Cymene 6.972 1027 4.21
y-Terpinene 7.948 1063 1.19
Trans- 8.55 1085 0.40
sabinenehydrate
Cis- 9911 1091 0.28
sabinenehydrate
4-Terpineol 13.068 1179 0.74
a-Terpineol 13.812 1208 0.14
Thymol 17.273 1290 0.22
Carvacrol 18.113 1301 90.42
p-Caryophyllene 2294 1417 0.83
p-Bisabolene 26.011 1510 0.21
Caryophylene 29.679 1581 0.26
oxide
Toplam % 99.98

*Alikonma indeksi (RI) n-alkanlara gore, % oranlar1 FID verilerine gore hesaplandi.

GC-MS cihazindan elde edilen kromatogramdan (Sekil 4.1) ucucu yag bilesikleri
belirlendi. Bilesikler cihazin kiitiiphanesindeki bilesiklerin kiitleleriile kiyaslanarak

belirlendi.
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Sekil 4.1. Origanum vulgare bitkisinin ugucu yag kromatogrami

Ucgucu yagin eldesi esnasinda kaynatilan vulgare bitkisi, siiziildii ve su kismi donerli
buharlastiricida uzaklastirilarak ham ekstrakt elde edildi. Ugucu yag ve ham ekstraktin
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Bunun icin A549 (insan akciger kanser hiicresi),
Hep3B (Hepatoselliiler kanser hiicresi), HT29 (Insan kolon kanser hiicresi), MCF7 (Insan
meme kanser hiicresi) kanser hiicre hatlar1 ve FL (Iinsan amniyon hiicresi) normal hiicre
hatlar1 kullanildi (Cizelge 4.2). Cisplatin ve 5-Florourasil (5-FU) standart olarak
kullanildi. Ugucu yagm A549 (Insan akciger kanser hiicresi) hiicrelerine kars1 oldukga
etkili oldugu goriildii. Ucucu yagin ICso degeri 27.2 iken bu deger cisplatin i¢in 40.4
ug/mL ve 5-FU i¢in 65.2 pg/mL olarak belirlendi. Ugucu yagin Hep3B (Hepatoselliiler
kanser hiicresi) kanser hiicresine kars1 6nemli etkiye sahip oldugu goriilmektedir (ICso,
7.4, ug/mL). Bu deger cisplatin ve 5-FU i¢in sirastyla 48.7 pg/mL ve 62.9 ug/mL olarak
kaydedildi. Ugucu yagin HT29 hiicresine kars1 kayda deger bir etki gostermedigi ancak,
MCF7 hiicresine kars1 oldukca etkili oldugu belirlendi. MCF7 kanser hiicresine karsi
ucucu yagin ICsp degeri 7.1 pg/mL iken cisplatin ve 5-FU’in ICso degeri sirasiyla 63.8
ng/mL ve 74.2 pg/mL olarak belirlendi. Ugucu yagin FL (Iinsan amniyon hiicresi) normal
hiicreye kars1 antiproliferatif etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3). Normal
hiicrelere kars1 antiproliferatif etkisinin olmamasi veya diisiik olmasi yeglenir. Ekstraktin
etkisine bakildiginda, oldukga etkili oldugu goriilmektedir. Ekstrakt A549 hiicresine karsi
kayda deger bir etki gostermezken, Hep3B kanser hiicresine karsi etki gosterdigi

gozlenmistir (ICso, 27.2 pg/mL) (Cizelge 4.4). Ayrica MCF7 hiicre hatlarina kars1 etkili
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oldugu belirlendi (ICso, 10.8 pg/mL).Ugucu yagin ve ektraktin sitotoksik etkilerine
bakildiginda, ugucu yagin A549 kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik etki %22.8 iken
bu deger cisplatin i¢in %8.6 ve 5-FU igin %9.2’dir (Cizelge 4.5). Bu deger ugucu yagin
A549 hiicre hatlarmma karsi sitotoksik etkinin standartlara gore yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ugucu yagin Hep3B kanser hiicresine karsi sitotoksik etki %18.5 olarak
kaydedilirken, cisplatin ve 5-FU i¢in sirasiyla bu deger %8.5 ve %9.7 olarak
kaydedilmistir. Bu da ilgili kanser hiicresine karsi sitotoksisitesinin standartlara gére daha
yiiksek oldugunu gdstermektedir. Ektraktin A549 kanser hiicresine kars1 %25.3 sitotoksik
etkiye sahipken bu deger cisplatin igin %8.6, 5-FU i¢in %9.2 dir. Ekstraktin A549 kanser
hiicresine kars1 sitotoksisitesinin standartlardan daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Ekstraktin Hep3B kanser hiicresine karsi etkisi (%19.4) standartlardan (cisplatin: %38.5,
SFU: %9.7) daha diisiiktiir. Fakat ekstraktin kanser hiicresine karsi antiproliferatif
etkisinin olugu goriilmektedir. MCF7 kanser hiicresine kars1 ekstraktin %16.8 degerinde
bir etkiye sahip oldugu gozlenirken, bu etki cisplatin i¢cin 10.7 ve 5-FU i¢in 7.7 olarak
kaydedildi. Ayrica ekstraktin HT29 kanser hiicresine kars1 %18.0’lik bir etki gostermistir.
FL normal hiicreye kars1 sitotoksik etkisinin standartlardan daha diisiik oldugu gozlendi
(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.2.Ekstraktin ve ugucu yagin yasam parametrelerine etkisi

Maddeler A549 Hep3B HT29

(pg/mL)  Glsp | TGl [ LCso | I1Cso | Glso | TGI | LCso | ICso | Glso | TGI | LCso | ICso
Ucucu

yag (EO) 4.67 20.04 34108 27.16|2.60 744 66.81 7.36| 1.61 >1000 >1000 >1000
Ekstract

(Ext) 951 53857 >1000 >1000 | 3.72 27.88 >1000 27.20 | 1.92 >1000 >1000 >1000

Cizelge 4.3.Ekstraktin ve ugucu yagin yasam parametrelerine etkisi

Maddeler MCF7 FL

(pg/mL)  Glsp | TGl | LCso | ICso | Glso | TGI | LCso | ICso
EO 2.34 7.24 100.16 7.07 | 1.53 3.14  21.36 3.11
Ext 215 1124 >1000 10.76 | 3.12 15.60 753.03 15.35
Cizelge 4.4. Kontrollerin ICsg degerleri

Kontroller Hep3B HT29 A549 MCF7 FL
pg/mL)

Cisplatin 48.69 40.39 60.49 63.79 52.79
SFU 62.89 65.19 69.79 74.19 59.09
Cizelge 4. 5. Ekstraktin ve ucucu yagin % sitotoksik degerleri
Maddeler | A549 | Hep3B | MCF7 | HT29 | FL

EO 22.86 18.48 19.63 20.32 1747

Ext 25.26 1941 16.83 18.04 16.65

Cizelge 4.6.Kontrollerin % sitotoksik degerleri

Kontroller FL HT29 A549 MCF7 Hep3B
Cisplatin 8.33 11.23 8.63 10.71 8.46
SFU 8.44 7.91 9.19 7.69 9.67
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5. TARTISMA ve SONUC

Origanum cinsi, farmasotik ve gida sektoriinde genis bir kullanim alanma sahiptir.
Diinyada dogal yetismesinin yaninda etkin olarak kiltiirii yapilmaktadir. Origanum
vulgare bitkisinin toprak tistii kismi su buhar1 destilasyonuna tabi tutularak ugucu yagi
elde edildi. GC- MS ile de ugucuyag bilesikleri belirlendi. Ugucu yagin gosterdigi etki,
ana iriin olan carvacrol (%90.4) bilesiginden kaynaklandig1 sdylenebilir. Cavracrol (5-
Isopropyl-2-methylphenol) cymene bilesiginin tiirevi bir monoterpendir. Bakterilere
kars1 gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir(Lofa ve ark., 2019). Ayrica su buhari
desitlasyonuna tabi tutulan bitkiler, siizlildii ve su kismi doéner buharlastiricida
uzaklastirilarak ham ekstrakt elde edildi. Ekstrakt ve ugucu yagin antiproliferatif
aktiviteleri incelendi. Ugucu yagmn kanser hiicrelerine karsi etkisi incelendiginde
sitotoksisiteden ¢ok antiproliferatif etkisinin oldugu gozlendi. Ugucu yagin HT29 harig
biitiin kanser hiicrelerine karsi1 standartlardan daha yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi
gozlendi. Fakat sitotoksik etkinin aynmi paralelde olmadigi goriildii. Ugucu yagin
sitotoksik etkisinin standartlardan daha diisiik oldugu gozlendi. Buradan, ugucu yagin

antiproliferatif etkisinin sitotoksik etkiden daha baskin oldugu soylenebilir.

Ekstraktin antiproliferatif etkisinin oldukca yiliksek oldugu gozlendi. Ekstraktin A549,
HT29 kanser hiicrelerine kars1 etkinligi gozlenmezken diger kanser hiicrelerine karsi
oldukea etkili oldugu belirlendi. Antiproliferatif etkisinin standartlardan daha yiiksek
oldugu belirlendi.

Ekstraktin kanser hiicrelerine kars1t sitotoksik etkisi standartlardan diisiik iken
antiproliferatif etkisinin standartlardan yiiksek oldugu gozlendi. Ekstraktin etkisi i¢erdigi
biyoaktif bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Bundan dolayr etkili bilesiklerin izole

edilmesi, yapilarinin belirlenmesi ve aktivitelerinin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.
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