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ÖZET 

Ziziphora clinopodioides Lam. subsp. rigida (Boiss.) Rech.f. (LAMIACEAE) 

UÇUCU YAĞININ SİTOTOKSİK VE APOPTOTİK ETKİLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

NEGIN YADOLLAHI 

PAMUKKALE ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

(TEZ DANIŞMANI: PROF. DR. GÜRKAN SEMİZ) 

 

DENİZLİ, OCAK 2024 

Bitkiler insanlık tarihi boyunca kanser dahil çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanılmıştır. Günümüzde, bitkilerin sahip olduğu sekonder metabolitler ve etki 

mekanizmalarını ortaya çıkarmak için çok sayıda çalışma yapılmaktadır. Sağlıklı 

dokulara zarar vermeyen ve anti-karsinojen etkilere sahip ajanlar üzerindeki 

araştırmalar son yıllarda oldukça popüler hale gelmiştir. Bitkilerden elde edilen 

ekstraktlar ve uçucu yağlar da kimyasal içerikleri düşünüldüğünde potansiyel ilaçlar 

için geniş bir kaynak sağlamaktadır. Bu çalışma ile İran’da yayılış gösteren ve insanlar 

tarafından sıklıkla tüketilen Ziziphora clinopodioides subsp. rigida türünden uçucu 

yağ elde edilmesi, elde edilen uçucu yağın kimyasal içerik analizi, uçucu yağın 

kolerektal kanser hücre hatlarında (CACO-2 ve HCT116)  sitotoksisite aktiviteleri ve 

apoptoz analizleri etkilerini incelenmesi amaçlanmıştır. Kontrol olarak sağlıklı 

embriyonik hücre hattı HEK293 kullanılmıştır. Bu hücre hatlarından elde edilen EC50 

değeri kullanarak apoptoz analizleri, Annexin FITC/PI boyaması ile yapılmış, apoptoz 

ilişkili genlerin (BAX, BCL2, Caspase 3, Caspase 8 ve Caspase 9) seviyelerini ölçmek 

üzere mRNA izole edilmiş ve qRT-PCR ile ölçümleri gerçekleştirmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre, Z. clinopodioides subsp. rigida uçucu yağın kolerektal kanser hücre 

hatları üzerindeki sitotoksisite etkisi sağlıklı hücre hattındaki etkisine kıyasla daha 

yüksek olduğu gösterilmiştir. Apoptoz analizi sonucunda Z. clinopodioides subsp. 

rigida uçucu yağının yüksek apoptoz etki gösterdiğini ve ayrıca antiapoptotik geni 

(BCL2) inhibe ettiğini, apoptotik genlerini (BAX, Caspase 3, Caspase 8 ve Caspase 9) 

teşvik ederek apoptozu indüklediği gösterilmiştir. Sonuç olarak tarafımızca yürütülen 

çalışmanın sonuçları Z. clinopodioides subsp. rigida türünün kolerektal kansere karşı 

terapötik bir ajan olabilme potansiyele sahip olduğu ilk kez gösterilmiştir.   

 

ANAHTAR KELİMELER: Apoptotik, GC-MS, Lamiaceae, Sitotoksik, Uçucu yağ, 

Ziziphora clinopodioides subsp. rigida.   
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ABSTRACT 

DETERMINATION OF CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF 

ESSENTIAL OIL OF Ziziphora clinopodioides Lam. subsp. rigida (Boiss.) 

Rech.f. (LAMIACEAE) 

MSc THESIS  

NEGIN YADOLLAHI 

PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

BIOLOGY 

(SUPERVISOR: PROF. DR. GURKAN SEMIZ) 

 

DENİZLİ, JANUARY 2024 

 

Plants have been used throughout human history to treat various diseases, including 

cancer. Nowadays, many studies are being carried out to reveal the secondary 

metabolites of plants and their mechanisms of action. Research on agents that do not 

harm healthy tissues and have anti-carcinogenic effects has become very popular in 

recent years. Extracts and essential oils obtained from plants also provide a wide 

source of potential drugs, considering their chemical content. The aim of this study 

was to obtain essential oil from the Ziziphora clinopodioides subsp. rigida, which was 

widespread in Iran and frequently consumed by humans, to analyze the chemical 

content of the essential oil, and to examine the effects of essential oil on cytotoxicity 

activities and apoptosis on colorectal cancer cell lines (CACO-2 and HCT116). The 

healthy embryonic cell line HEK293 was used as a control. Apoptosis analyses were 

performed by Annexin FITC/PI staining using the EC50 values. mRNA was isolated 

to measure the levels of apoptosis-related genes (BAX, BCL2, Caspase 3, Caspase 8 

and Caspase 9) and all measurements were carried out by qRT-PCR. According to the 

results, it was shown that the cytotoxicity effect of Z. clinopodioides subsp. rigida 

essential oil on colorectal cancer cell lines was higher than its effect on healthy cell 

lines. As a result of the apoptosis analysis, it was shown that Z. clinopodioides subsp. 

rigida essential oil has a high apoptosis effect and also inhibits the antiapoptotic gene 

(BCL2) and induces apoptosis by promoting apoptotic genes (BAX, Caspase 3, 

Caspase 8 and Caspase 9). In conclusion, the results of the study conducted have 

shown for the first time that Z. clinopodioides subsp. rigida has the potential to be a 

therapeutic agent against colorectal cancer. 

 

 

KEYWORDS: Apoptotic, cytotoxic, GC-MS, Lamiaceae, essential oil, Ziziphora 

clinopodioides subsp. rigida.   
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1. GİRİŞ 

Kalıtsal faktörler veya çevresel ajanların etkisiyle hücrelerde meydana gelen 

genetik hasar ya da mutasyonlar sonucunda birçok kanser türü oluşabilmektedir. 

Günümüzde kanser tedavisi yaklaşımlarında önemli derecede ilerleme kaydedilmiş 

olmasına rağmen, çeşitli kanser türlerinin moleküler mekanizmalarını aydınlatmadaki 

zorluklar ve tedavilerinde yaşanan yan etkiler sebebiyle tamamlayıcı tedaviler olarak 

doğal ürünlerin kullanıldığı tedavi yaklaşımları tercih edilmeye başlanmıştır. Doğal 

ürünler, yan etkilerin azaltılmasında çoğunlukla kullanılan bileşikleri ortaya 

çıkarırken, geleneksel tıpta uygulanması terapötik etkiye sahip potansiyel yeni bileşik 

kaynaklarına işaret etmektedir (Khafaei ve diğ. 2019). 

Fosil kayıtları, insanların bitkileri ilaç olarak kullanımını yaklaşık 60.000 yıl 

öncesine kadar tarihlendirmektedir (Solecki 1975). Bu noktadan itibaren, bitkileri bir 

tedavi aracı olarak kullanan geleneksel tıbbi sistemlerin gelişimi, yalnızca onların 

benzerliklerini gösteren kayıtlı belgelere kadar izlenebilmektedir. Bununla birlikte, bu 

sistemlerin değeri, önemli bir antropolojik veya arkeolojik olgudan çok daha 

fazlasıdır. Bu değer, Dünya Sağlık Örgütü'ne (WHO) göre dünya nüfusunun neredeyse 

%65'inin temel sağlık hizmetleri yöntemine dahil ettiği bir metodolojidir (Farnsworth 

ve diğ. 1985).  

Bitkileri terapötik madde kaynağı olarak kullanmanın amaçları şunlardır: a) 

doğrudan ilaç olarak kullanılmak üzere biyoaktif bileşikleri izole etmek; b) daha 

yüksek aktiviteye ve/veya daha düşük toksisiteye sahip patentlenebilir yeni veya 

bilinen yapılara sahip biyoaktif bileşikler üretmek; c) farmakolojik amaçlı ajanlar 

üretmek ve d) bitkinin tamamını veya bir kısmını bitkisel ilaç olarak kullanmak 

(Fabricant ve Farnsworth, 2001). 

Bitkiler, insanlar tarafından uzun süreli (çoğunlukla yüzlerce veya binlerce yıl) 

kullanılmaları nedeniyle potansiyel tedavi açısından avantajlı durumdadırlar. Bu tür 

bitkilerden elde edilen herhangi bir biyoaktif bileşiğin düşük toksisiteye sahip olması 

beklenen bir durumdur. Bu bitkilerden bazıları, bu etkileri belgeleyecek bir raporlama 

sistemi olmayan durumlarda toksik özelliğe sahip olabilir. Bununla birlikte, bir 
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bitkinin kullanılmasından sonra görülebilecek akut toksik etkiler her zaman net bir 

şekilde fark edilemeyebilir (Yousefbeyk ve diğ. 2016). 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Lamiaceae Familyasının Genel Özellikleri 

Altıncı en büyük Angiosperm familyası olan Lamiaceae, 245'ten fazla cins ve 

yaklaşık 7900 tür içerir ve dünya genelinde bir dağılım gösterir (Celep ve Dirmenci 

2017). Ekonomik ve tıbbi açıdan önemli birçok türü içeren familyanın (Harley ve diğ. 

2004) en bilinen üyeleri kekik, nane, fesleğen, adaçayı, biberiye, mercanköşk, melisa 

gibi çeşitli aromatik bitkilerdir (Bekut ve diğ. 2018). Lamiaceae familyasının genel 

kimyası oldukça karmaşık olabilmektedir. Çünkü bu bitki ailesinde birçok grup ve alt 

grup kimyasal yapı bir arada bulunabilmektedir. Bu kimyasal grupların her biri kendi 

kimyasal yapı ve özelliklerine sahiptir. Lamiaceae familyası içerisinde belirgin iki 

grup karakterize edilmektedir. Birincisi esas olarak uçucu yağda bulunan uçucu 

terpenoidlere sahip olan gruplar, diğeri ise esas olarak polar fraksiyonda uçucu 

olmayan metabolitler ürettiği bilinen ve zayıf uçucu yapılara sahip olan türlerin 

bulunduğu gruplardır (Frezza ve diğ. 2019). 

Lamiaceae türlerinin uçucu yağları özellikle sırasıyla 10, 15 ve 20 karbon 

atomundan oluşan uçucu monoterpenler, seskiterpenler ve diterpenler açısından 

zengindir. Monoterpenler arasında ana bileşikler α-pinene, β-pinene, 1,8-cineole, 

menthol, limonene ve γ-terpinene’dir (Panizzi ve diğ. 1993; Hajhashemi ve diğ. 2003; 

Bozin ve diğ. 2006; Delamare ve diğ. 2007; Carović-Stanko ve diğ. 2010; Hussain ve 

diğ. 2011). Bunların yanında germacrene-D, caryophyllene ve spathulenol ana 

seskiterpen bileşiklerini temsil eder (Daferera ve diğ. 2000; Mohagheghzadeh ve diğ. 

2000; Aligiannis ve diğ. 2001; Arrigoni-Blank ve diğ. 2008). Lamiaceae türlerinin 

uçucu yağı yağ asitleri de içermektedir (Daferera ve diğ. 2000; Estévez ve diğ. 2007; 

Taarit ve diğ. 2010). Bunlar serbest şekilde bulunabilir veya digliserit ve trigliserit 

formunda bir araya gelebilir. Ayrıca yapıları orta (C14 ve C16) veya uzun zincirler 

(C18) gösterebilir (Frezza ve diğ. 2019). 
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Lamiaceae türleri, sağladıkları faydalı farmakolojik etki nedeniyle, tüm 

dünyadaki ülkelerin yöresel tıbbında kullanım geleneğine sahiptir. Ayrıca bu durum 

yüzyıllar geçse de hiç azalmamıştır. Nepetoideae alt familyası üyeleri dünya genelinde 

antimikrobiyal, antifungal, antiviral, insektisidal, antiseptik, antiinflamatuar, 

sitotoksik ve antitümör ajanı olarak kullanılmaktadır (Rijo ve diğ. 2009; Zhong ve diğ. 

2012; Taran ve diğ. 2013; Venditti ve diğ. 2017; Shahla 2012). Bunun yanında deri 

hastalıkları, romatizma, bronşit, soğuk algınlığı gibi hastalıklarda yöre halkı tarafından 

tercih edilmektedir (Rivera ve Obón 1995; Fernandez ve diğ. 2003; Liu ve diğ. 2007; 

Alnamer ve diğ. 2012; Sambath ve diğ. 2015).  

2.2 Ziziphora L. Cinsinin Genel Özellikleri 

Lamiaceae familyasında yer alan ve tıbbi özelliği olan bazı türleri bünyesinde 

barındıran Ziziphora L. bu familyanın önemli bir cinsidir. Ziziphora dünyada Akdeniz 

ülkeleri, Doğu ve Batı Asya, Orta Avrupa ve Kuzey Afrika'da yayılış göstermekte olup 

19 tür ve 31 taksonla temsil edilmektedir. Türkiye'de 5 türe bağlı 9 takson (Selvi ve 

diğ. 2015), İran’da ise 4 türle temsil edilmektedir (Mozaffarian 1996; Salehi ve diğ. 

2005). 

Ziziphora taksonlarında bulunan glandular tüyler (kapitat ve peltat türleri) bol 

miktarda uçucu yağ biriktirir ve salgılar. Bu nedenle etrafına keskin ve aromatik bir 

koku yayar (Satıl ve Selvi 2020). Ziziphora taksonunun uçucu yağları üzerine birçok 

kimyasal çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmalarda uçucu yağların bileşiminde en çok 

bulunan bileşiğin “pulegone” olduğu görülmektedir (Kaya ve diğ. 2013). Monoterpen 

hidrokarbonların en öne çıkanları limonene ve β-pinene’dir (Konyalιoğlu ve diğ.  

2006; Kılıç ve Bağcı 2013; Piryaei ve diğ. 2015). Ziziphora türleri üzerine yapılan 

çalışmaların çoğunda en çok bulunan bileşenlerin oksijenli monoterpenler olduğu 

görülmüştür. Ancak bazı durumlarda seskiterpen hidrokarbonlar da bol miktarda 

bulunabilmektedir (Ebrahimi ve diğ. 2009; Delnavazi ve diğ. 2014). Ebrahimi ve diğ. 

(2009), Z. capitata L. türünün eterik yağında, başlıca germacrene-D (%21,3), 

limonene (%7,8), β-caryophyllene (%7,5), bicyclogermacrene (%5,5) gibi seskiterpen 

hidrokarbonların yanında daha düşük miktarlarda spathulenol (%4,5) gibi oksijenli 

seskiterpenler bulunduğunu tespit etmişlerdir. Ancak Z. tenuior L.'nin eterik yağları 
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hakkında benzer bir raporda seskiterpen hidrokarbonların (%25,8) ve oksijenli 

monoterpenlerin (%23,9) yüzdeleri arasında yalnızca küçük bir farkın olduğu rapor 

edilmiştir (Delnavazi ve diğ. 2014). Ayrıca, solvent ekstraksiyonu yaklaşımını 

kullanan Nadaf ve diğ. (2013), polar olmayan solvent n-hekzan kullanılarak Z. persica 

Bunge'nin toprak üstü kısımlarının ekstraktı için tamamen farklı bir profil 

bulmuşlardır. Bu ekstrakt esas olarak bis(2-ethylhexyl)1,2-benzenedicarboxylate (% 

12,9), n-dodecane (% 12,5), n-decane (% 7,8), tetradecane (% 5,9), ethyl palmitate (% 

4,1), and n-hexadecane (% 3,0) gibi bazı olağandışı bileşikleri içerdiği gösterilmiştir.   

İran ve Türk geleneksel halk hekimliğinde Ziziphora türleri sakinleştirici, mide 

ağrısı ve gaz giderici gibi çeşitli amaçlarla infüzyon olarak kullanılmaktadır (Öztürk 

ve Ercişli 2007). İran’da bu bitkinin kurutulmuş toprak üstü kısımları soğuk algınlığı 

ve öksürük tedavisinde sıklıkla kullanılmaktadır (Zargari 1995). Ziziphora türleri 

ayrıca antiseptik ve yara iyileştirme gibi çeşitli rahatsızlıkların tedavisinde de 

kullanılmaktadır (Öztürk ve diğ. 1995). Geçtiğimiz yıllarda Ziziphora taksonlarına ait 

çeşitli esansiyel yağların, ekstraktların ve uçucu bileşenlerin kimyasal 

karakterizasyonuyla ilgili birçok çalışma gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalarda farklı 

Ziziphora türlerinin uçucu yağlarını analiz etmek için gaz kromatografisi (GC) 

kullanılmıştır. Ancak 1990'dan önce araştırmacılar ilgili profilleri taramak için 

genellikle alev iyonizasyon dedektörünü (FID) kullanmışlardır. Fakat, 1990'dan sonra 

bitki materyallerinden elde edilen çoğu uçucu yağ, GC-MS ile analiz edilmiştir 

(Mohammadhosseini 2017). Bu araştırmaların çoğunda, esansiyel yağların, 

ekstraktların veya uçucu bileşenlerin izolasiyonu için Ziziphora cinsinin farklı 

türlerinin toprak üstü kısımları kullanılmıştır. Bu çalışmalardan yola çıkarak, 

Ziziphora cinsinde en sık tanımlanan bileşenin pulegone olduğunu ortaya 

koymaktadır. Ayrıca sıklıkla oluşan diğer oksijenli monoterpen bileşikler izomenton, 

isopulegone, thymol, mentone, piperitone, piperitenone, neomentol, mentol, carvacrol, 

1,8-cineole ve carvone’dur (Belyaev ve Demeubaeva 1999; Schulz ve diğ. 2005; 

Sonboli ve diğ. 2006; Behravan ve diğ. 2007; Kheirkhah ve diğ. 2015; Kakaei ve 

Shahbazi 2016). 

Z. clinopodioides (Farsça: Kakoti Kohi; Türkçe: dağ reyhanı) çok yıllık bir 

bitkidir ve genellikle çok sayıda gövdesi olan bir çalıdır. Gövdeler kökten çıkar ve 

basit, dallanmamış yaprakları olan, 7-50 santimetre yüksekliğinde, dik, kıvrık veya 
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tırmanan bir yapısı vardır. Yapraklar genellikle kuyruklu olup, düz, mızrak şeklinde 

veya yumurta şeklinde olabilirler. Çiçeklenme yaprakları düz, dikdörtgen veya 

yumurta şeklinde ve çiçekler çoğunlukla sap başlarını oluşturan çok sayıda sap 

içermeyen başlar şeklinde, yeşil veya mor renkte tüp çiçeklerden oluşur. Çiçeklerin 

dudakları beyazdan pembe veya mora kadar değişen renklere sahiptir ve üst dudak 

düzdür, alt dudak ise üç eşit lobla bölünmüştür. Meyve, uzunlamasına oval, kahverengi 

renkte bir kapsül şeklindedir (Ghorbani Ranjbary ve diğ. 2016). Z. clinopodioides 

bitkisi, genellikle yarı kurak bölgelerin dağlık arazilerinde yetişen çok yıllık bir 

bitkidir. Bu bitkinin deniz seviyesinden 800 ile 3700 metre yüksekliğe kadar olan 

rakım aralığında yetiştiği rapor edilmiştir (Modiri ve diğ. 2013). Z. clinopodioides’in, 

İran'da dokuz alt türü bulunmaktadır. Bu bitkinin dünya çapında yayılışı ise Türkiye, 

Irak, Sibirya, Kafkasya, Orta Asya, Afganistan, Pakistan ve İran'ı içerir. İran'daki 

coğrafi yayılımı, Gülistan, Azerbaycan, Zencan, Kürdistan, İsfahan, Tahran, 

Kermanşah, Luristan, Hemedan, Fars, Chaharmahal va Bakhtiari, Kerman, 

Hürmüzgan, Huzestan, Horasan, Semnan, Kohgiluyeh ve Boyer-Ahmad, Tehran, 

Gom, Gazvin, Merkazi ve Elborz illerini kapsamaktadır (Jamzad 2009). 

Z. clinopodioides türünün farklı alttürleri, antibakteriyel (Salehi ve diğ. 2005; 

Sonboli ve diğ. 2006; Öztürk ve Erçişli 2007), antioksidan (Konyalioglu 2005), 

sindirim sistemini rahatlatma (Öztürk ve Erçişli 2007) ve soğuk algınlığına karşı 

koruyucu etkilere sahiptir. Z. clinopodioides bitkisinin ağrı kesici ve iltihap giderici 

etkileri de kanıtlanmıştır. Farklı Ziziphora türlerinde yüksek miktarda bulunan 

pulegone, gıda, ilaç ve sağlık endüstrilerindeki önemi nedeniyle, kurak ve yarı kurak 

bölgelerinde geniş coğrafi dağılıma sahip iki alttürü üzerinde çalışma yapılmıştır 

(Batooli ve diğ. 2012). Ayrıca, Ziziphora'nın toprak üstü kısmının alkol ekstraktı, 

menthol gibi bileşenler nedeniyle çeşitli kanser hücrelerinde (örneğin HT-29 ve T-47D 

hücre hatları) sitotoksisiteye yol açabilir. (Azadmehr ve diğ. 2014). Z. clinopodioides 

türünün bileşenleri anti-tümör aktiviteye sahiptir ve bazı kötü huylu tümör türlerinin 

büyümesini %32,6 ve kanserli bezlerin büyümesini %5,47 azaltır (Chachoyan ve 

Oganesyan 1996) Araştırmacılar farklı Z. clinopodioides alttürlerinin esansiyel yağı 

ve ekstraktının anti-oksidant ve antimikrobiyal özelliklerinin etkisi araştırmış ve 

pulegone’un uçucu yağlarının etkin maddesi olduğu rapor etmişlerdir (Inouya ve diğ. 

2001). Aynı zamanda gıda ürünlerinde koruyucu ve doğal aroma bileşiği olarak da 

önerilmektedir. (Mehraban Sengatash ve diğ. 2007) . 
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Sonboli ve diğ (2006) gerçekleştirdiği çalışma ile Z. clinopodioides subsp. 

bungeana (Juz.) Rech.f. taksonunun toprak üstü çiçekli kısımlarından elde edilen 

uçucu yağın kimyasal bileşimini GC-MS ile analiz etmişlerdir. Toplam yağın 

%97,1'ini temsil eden otuz iki bileşen belirlemişlerdir. Monoterpenlerden (%94,3), ana 

bileşenler olarak pulegone (%65,2), iso-neomenthol (%11,9), 1,8-cineole (%7,8) ve 

piperitenone (%6,5) ile yağın temel fraksiyonunu oluşturmuştur. Yağın ve ayrıca iki 

ana bileşeninin (pulegone ve 1,8-cineole) antibakteriyel aktivitesi yedi bakteriye karşı 

test edilmiştir. Çalışmanın sonucuna göre yağın Staphylococcus epidermidis, S. 

aureus, Escherichia coli ve Bacillus subtilis'e karşı 3,75 mg/ml MIC değeriyle ilginç 

antibakteriyel aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. 

Öztürk ve Ercişli (2007), gerçekleştirdikleri çalışma ile Türkiye'nin 

doğusundan toplanan Ziziphora clinopodioides türünün toprak üstü kısımlarından elde 

edilen uçucu yağ ve metanol ekstraktının kimyasal bileşimlerini incelemiş ve 52 Gram 

pozitif ve Gram negatif bakteriye karşı antibakteriyel aktivitesi açısından 

değerlendirmiştir. GC-MS analizleri ile de 18 kimyasal bileşik belirlenmiştir. 

Esansiyel yağların ana bileşenleri pulegone (%31,86), 1,8-cineole (%12,21), limonene 

(%10,48), menthol (%9,13), α-pinene (%6,88), menthone (%6,73), piperitenone 

(%5,30) ve piperitone (%4,18) olarak rapor edilmiştir. 

Amiri (2009), Z. clinopodioides'in toprak üstü kısımlarından elde edilen eterik 

yağlardaki nicel ve nitel değişikliklere odaklanan bir çalışma yürütmüştür. İran'ın 

Lorestan bölgesinden toplanan örnekler üç gelişim evresine göre ayrılmıştır: 

çiçeklenme öncesi aşama, çiçeklenme aşaması ve çiçeklenme sonrası aşama. Bu 

dönemlere ait bitki uçucu yağ verimleri sırasıyla %1,1, %0,6 ve %0,8 (w/w) şeklinde 

sıralanmıştır. Bu çalışmada her üç aşamada da en yüksek orandaki bileşenin pulegone 

olduğu görülmüştür. 

 Sonboli ve diğ. (2010), İran'ın Hemedan Eyaletinden Z. clinopodioides subsp. 

rigida'nın dokuz eterik yağının kimyasal bileşimlerini taramış ve sonuç olarak 

pulegonun yedi örnekte en bol bulunan bileşen olduğu ve sadece bir örnekte 

(neomentolden sonra) ikinci sırada yer aldığı bulunmuştur.  

Z. tenuior'un toprak üstü kısımlarından elde edilen eterik yağların ve uçucu 

bileşenlerinin profili, her durumda pulegonun toplam eterik yağların %50'sinden 
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fazlasını oluşturduğunu göstermiştir (Piryaei ve diğ. 2015). Pulegone ayrıca 

Türkiye'nin Çoruh vadisinde yabani olarak yetişen Z. clinopodioides'ın sekiz 

ekotipinin tüm profillerinde en yüksek miktarda tespit edilen bileşiktir (Alp ve diğ. 

2016). Son olarak pulegone, Z. capitata'nın toprak üstü kısımlarından ayrılan uçucu 

maddelerin ana bileşeni olarak gösterilmiştir (Mohammadhosseini ve diğ. 2016). 

Ayrıca, Hint geleneksel tıbbında, Z. clinopodioides'nin kurutulmuş yaprakları 

tifo tedavisinde de kullanılmaktadır. Bu bitkinin demlenmiş yaprakları ayrıca sıcak 

yaz aylarında serinletici içeceklerin yapımında ve süt ürünlerinin diğer türevlerinde 

kullanılır (Sajadi 2003). Bu bitkinin yaprakları ve çiçekleri, antiseptik ve anti-

enflamatuar etkilere sahip olmaları nedeniyle soğuk algınlığının tedavisinde kullanılır, 

bu karışımın ağrı kesici ve iltihap giderici etkileri, farklı nane ailesi bitkilerinde 

bulunan bileşenler sayesinde iyi bir şekilde belirlenmiştir (Sezik ve diğ. 1991).  

Z. clinopodioides türünün bileşenleri, antitümöral etkilere sahiptir ve bazı 

malign (kötü huylu) tümörlerin büyümesini %32'ye kadar ve kanserli lezyonları 

%47'ye kadar azaltabileceği gösterilmiştir (Chachoyan ve Oganesyan 1996). Z. 

clinopodioides genellikle kalp rahatsızlıkları, yüksek tansiyon, bronşit, anormal kalp 

atışları, astım ve akciğer abseleri gibi sağlık sorunlarının tedavisinde de 

kullanılmaktadır (Tian ve diğ. 2011). 

Ghazanfari ve diğ. (2013), aralarında Aloe vera (L.) Burm.f., Zingiber 

officinale Roscoe, Z. clinopodioides ve Crocus sativus L.'un da bulunduğu bazı 

bitkilerin ekstraktlarının mide kanseri üzerindeki sitotoksik etkilerini araştırmışlardır. 

Çalışma sonucunda Hücrelerin 1,0, 2,0 ve 5,0 mg/mL Z. clinopodioides uçucu yağı ile 

tedavi edildiğini rapor etmişlerdir. Eterik yağ, tedavi edilmemiş hücrelerine göre hücre 

canlılığını azaltmıştır. Ayrıca hücrelerinin canlılığı açısından kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında anlamlı bir fark bulunamamıştır. 
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2.3 Kanser 

Kanser, somatik hücrelerde genetik veya epitenal değişikliklerden kaynaklanan 

ve vücudun diğer kısımlarına yayılabilen anormal hücrelerin büyümesine neden olan 

ölümcül bir hastalıktır. 2018'de dünya çapında erkeklerde 9,5 milyon kadınlarda 8,5 

milyon olmak üzere toplamda 18 milyon kanser vakası tespit edilmiştir. Dünyadaki en 

yüksek kanser oranı prostat, meme, akciğer, mide, kolon ve cilt kanseridir. Ancak 

insanları etkileyen 100 tip kanser bulunmaktadır. Son zamanlarda, kanser tedavisi için 

daha etkili ve doğru ilaçlar ortaya koymak üzere çok fazla araştırma yapılmaktadır. 

Böylece hastayı en kısa sürede geri kazanmaya ve hastanın sağlığına kavuşmasına 

yardımcı olmaya çalışılmaktadır (Saini ve diğ. 2020). Kanser şu anda önde gelen ölüm 

nedenidir ve ölümlerin çoğu akciğer, karaciğer, mide, kolorektal, meme, prostat ve 

özofagus kanserleridir. Önümüzdeki yirmi yılda kanser vakalarının günümüze göre 

%70 oranında artması beklenmektedir (WHO 2015).  

Karsinogenezin farklı aşamaları, kanserin evrimsel doğasının gereği, tedaviye 

duyarlılıkta değişikliklere yol açan farklı kemoterapötik yaklaşımlar gerektirir. 

Spesifik olarak, tümör progresyonu, diğerleri arasında hücre proliferasyonu, apoptoz 

ve DNA onarımında yer alan faktörler için mutasyonların birikmesi yoluyla genetik 

ile ilişkilidir (Sarroca ve diğ. 2005). Kemoterapi ilaçları, hücresel proliferasyon 

inhibisyonu, artan hücre ölümü oranı ve tümör hücresi farklılaşmasının indüklenmesi 

gibi yollarla ilerleme aşamasında kansere etki etmektedir (Cosse ve Michiels 2008). 

Kolorektal kanser dünya genelinde en yaygın üçüncü kanser türü olup, en çok 

ölüme neden olan kanser türleri arasında ikinci sıradadır. Kanser Araştırma 

Merkezi'nin araştırmasına göre, 2020'de dünya çapında yaklaşık 1,89 milyon yeni 

kolorektal kanser vakası tespit edilmiş ve bunların yaklaşık 916.000'i ölümle 

sonuçlanmıştır. Kolon kanseri, yeni teşhis edilen tüm vakalarının yaklaşık %38,8'ini 

oluşturmuş (Sung ve diğ. 2021) ve bu vakaların çoğu başlangıçta lokalize bir hastalık 

olarak belirlenmiştir (Siegel ve diğ. 2020). Kolorektal kanser, dünya genelinde 

özellikle yetişkinler arasında yaygın olan bir hastalıktır. Bu kötü huylu tümörü 

engellemek için minimal yan etkilerle yeni yöntemlere acil bir ihtiyaç bulunmaktadır. 

Günümüzde, kanseri tedavi etmek için çeşitli kimya, kemoterapi ve radyoterapi 

teknikleri kullanılmaktadır. Ancak yeni tedavi yöntemlerinin hareketine yönelik 
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araştırmaları yönlendiren sağlıklı hücreleri kaybetmenin yan etkilerinden biridir  

(Akbari ve diğ. 2014; Rawla ve diğ. 2019). CACO-2, laboratuvar ve kliniklerde epitel 

hücre kanseri ve kolorektal kanser tedavisinin davranışını taklit etmek için en yaygın 

epitel hatlarından biri olan bir adenokarsinom hücresidir (Ahmed ve diğ. 2017; Hirsch 

ve diğ. 2020). Kolon ve rektum duvarlarında oluşan polipler sıklıkla 50 yaş üstü 

kişilerde görülen kitlelerdir. Bu poliplerin çoğu zararsızdır, yani kanserli değildirler 

ancak bazı türleri, özellikle de adenomlar gelecekte kanserli hale gelebilmektedir. 

Poliplerin erken tespiti ve çıkarılması kolorektal kansere yakalanma riskini önemli 

ölçüde azaltabilir. Kolon kanserine yakalanma riski yaşla birlikte artar ve tanı konulan 

ortalama yaş 72 olarak görülmektedir (Aydınlı 2011). Çevresel ve genetik faktörler 

kolorektal kolon kanseri olasılığını arttırır (Chan 2010). Fakat aile geçmişi gibi genetik 

faktörlerin ya da günlük fiziksel aktivitelerin kolon kanser ile olan detaylı ilişkisi halen 

yeterli şekilde açıklanamamıştır (Wei ve diğ. 2004). Aile adenomatozu (FAP) ve 

terapötik olmayan kolorektal kanser (HNPCC) CRC vakalarının %5'inden daha azını 

oluştursa da, aile kolon kanserlerinde en yaygın olanlarıdır (Leon ve diğ. 1993; Burt ve 

diğ. 1995). 

Kolorektal kanser öyküsü olan kişilerin, özellikle de genç yaşta teşhis 

edilenlerin yakın akrabalarında (anne, baba, kardeş veya çocuklar) hastalığa 

yakalanma riski daha yüksektir. Birden fazla akrabada kolorektal kanser öyküsü varsa 

risk önemli ölçüde artabilir. Bazı genlerdeki meydana gelen mutasyonlar kolorektal 

kansere yakalanma riskini artırabilir. Örneğin herediter non-polipozis kolorektal 

kanserdir (HNPCC) olarak bilinen kalıtsal olmayan kolon kanseri genetik bir 

hastalıktır ve tüm kolon kanseri vakalarının yaklaşık %2'sini oluşturur. HNPCC'deki 

genetik değişiklikler sıklıkla kolon kanserine yol açabilir ve tanı anında ortalama yaş 

44'tür. (Lynch ve diğ. 1993). 

  Ailesel adenomatöz polipozis (FAP) adı verilen nadir bir hastalık vardır. Bu 

hastalıkta kolon ve rektumda adenomatöz polipozis coli geni APC adı verilen spesifik 

bir gendeki değişikliğin neden olduğu yüzlerce polip oluşur. Tedavi edilmezse FAP, 

genellikle 40 yaşına gelindiğinde kolorektal kansere yol açabilir. Ancak bu hastalık 

genellikle kolon ve rektumun tamamının çıkarılmasıyla tedavi edilebilir. Bu nedenle 

poliplerin zamanında tespiti ve düzenli taramalarla uzaklaştırılması kolorektal kanser 

riskinin azaltılmasında önemli rol oynamaktadır. Ayrıca aile öyküsü, genetik faktörler 
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ve belirli yaş aralıklarında yapılan taramalar da erken tanı ve tedavi süreçlerinde 

oldukça önemlidir (Crawford 1997).  

Bitkisel ilaç çalışmaları sadece bitkilerdeki aktif bileşenleri tanımlamak için 

değil aynı zamanda bitkillerin tıbbi özelliklerine bilimsel destek sağlamak amacıyla da 

yapılmaktadır (Ahmadi ve diğ. 2021). Ayrıca literatür sıklıkla tıbbi bitkiler ve 

bileşenlerinin hastalıkların önlenmesinde kullanıldığı bildirilmektedir (Çınar 2018). 

Artık birçok kişi tıbbi bitkileri kullandığından, insan sağlığına etkilerinin 

anlaşılabilmesi için besin maddelerinin bileşiminin belirlenmesi de önemlidir (Ekor 

2014). Bitkilerdeki bu bileşikler hücrelerin, genlerin ve membran fonksiyonlarının 

bakımı ve düzenlenmesinde de rol oynayabilmektedir (AbdulSattar ve diğ. 2012). 

Doğal ürünler, yüzyıllardır farklı kültürler tarafından kullanılmakta, geleneksel 

ve tamamlayıcı tıbbın temelini oluşturmaktadır (Petrovska 2012). Bu doğal 

kaynakların ve bunlardan izole edilen bileşiklerin çok büyük bir kısmı antikanser, 

antioksidan, immünomodülatör, antimikrobiyal ve antiinflamatuar özellikler gibi çok 

sayıda terapötik etki göstermektedir (Michel ve diğ. 2020). Kimyasal bileşimlerine 

göre, uçucu yağlar genel olarak oksijenli bileşikler ve hidrokarbonlar olarak 

sınıflandırılır (Bakkali ve diğ. 2007). Oksijenli bileşikler arasında esterler, aldehitler, 

ketonlar, alkoller ve fenoller bulunur. Diğer aktif gruplar arasında aromatikler ve 

kükürt içeren bileşenler bulunur (Legault ve diğ. 2007; Van de Vel ve diğ. 2019). 

Hidrokarbon bileşikleri, terpen adı verilen özel bir kimyasal gruptan oluşur ve değişen 

sayıda izopren birimi (C5) içerirler. Monoterpenler 10 ve seskiterpenler 15 ve 

diterpenler 20 karbon içermektedir. Monoterpenler, uçucu yağları genel bileşenlerinin 

%90'ına katkıda bulunur. Hem monoterpenler hem de seskiterpenler, diğer biyolojik 

olarak aktif fonksiyonel gruplarla (monoterpenoidler) birleşerek ve oksijenli grupların 

(seskiterpenoidler) kimyasal yeniden düzenlenmesi ve eklenmesi yoluyla çok çeşitli 

yapılar sunmaktadır. Terpenler ayrıca asiklik, monosiklik veya bisiklik olabilir, ve bir 

aromatik grup içerebilir. İzopren zinciri ne kadar uzun olursa, olası kimyasal 

varyasyonlar o kadar fazla olabilmektedir (Bakkali ve diğ. 2007). 
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2.4 Tezin Amacı 

Bu çalışma ile İran’da doğal olarak yayılış gösteren ve halk tarafından sıklıkla 

tüketilen Z. clinopodioides subsp. rigida taksonundan elde edilen uçucu yağın terpen 

içeriği GC-MS analizi ile belirlenmesi ilk amaç olarak belirlenmiştir. Devamında 

uçucu yağın insan kolon (CACO-2 ve HCT116) kanser hücre hatları üzerindeki 

sitotoksik etkilerinin taranması hedeflenmiştir. Son olarak da kanser hücre hatları 

üzerindeki apoptoz analizleri ve apoptoz ile ilişkili genlerin ekspresyon seviyelerine 

olan etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  
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3. YÖNTEM 

3.1 Bitki Materyalinin Toplanması 

Bitki materyali olan Z. clinopodioides subsp. rigida örnekleri 2022 yılında 

İran’ın Kuzey Horasan eyaletinin Bojnord şehrine bağlı Lenger, Goreh Nodeh ve Baba 

Aman köylerinden çiçeklenme döneminde toplanmıştır. Toplanan bitki örnekleri genel 

herbaryum tekniklerine uygun bir şekilde preslenmiş ve kurutulmuştur (Herbaryum 

no: GSE-2490). Uçucu yağın eldesi için toplanan örneklerin toprak üstü kısımları kuru 

ve serin bir yerde kurutulmuştur. Herbaryum haline getirilen örnekler Pamukkale 

Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Kimyasal Ekoloji Laboratuvarında 

muhafaza edilmektedir.  

Kurutulmuş ve parçalanmış bitki örnekleri tartım işleminden sonra Clevenger 

cihazına yerleştirilmiş (yaklaşık 100 gr olacak şekilde), distile su ilave edilip yaklaşık 

4 saat distilasyon işlemine maruz bırakılmıştır. Uçucu yağların verimleri ml/100 g bitki 

örneği cinsinden hesaplanmış ve analiz edilinceye kadar +4°C’de amber şişelerde 

muhafaza edilmiştir. 

3.2 Uçucu yağ bileşenlerinin GC-MS Analizleri  

Z. clinopodioides subsp. rigida türüne ait uçucu yağların kimyasal 

bileşenlerinin analizleri GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kütle Spektrometresi, Agilent 

GC Type, 7820A, MSD 5795, Agilent,. USA) cihazı kullanılarak yapılmıştır. Bu 

analizler Pamukkale Üniversitesi, Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü, Kimyasal Ekoloji 

Laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Cihaza ait kullanılacak bazı metot bilgileri ise 

şöyledir; 30 m uzunluğunda kapillar kolon (HP-5MS) kullanılmıştır. Kolon özelliği ID 

0,25 mm, film kalınlığı 0,25 mm (Hewlett Packard) şeklindedir. Taşıyıcı gaz olarak 

helyum kullanılmış ve terpenlere ait sıcaklık programı ise 50 ºC’den 250 ºC’ye artış 

hızı 5 ºC/dk olacak şekilde düzenlenmiştir. İyon kaynağı sıcaklığı 230 ºC olarak 

ayarlanmıştır. Her bir bileşiğe ait değerler yüzdelik olarak hesaplanmıştır. Çalışma 

konusu olan bitkinin uçucu yağı 1/100 oranında n-hekzan ile seyreltilmiş ve analiz 
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edilmiştir. Cihazın kütle okumalarına ait kütüphaneler Wiley 7 MS ve NIST02 olarak 

kullanılmıştır. 

3.3 Malzemeler 

3.3.1 Kullanılan Kimyasallar 

Bu çalışmada kulanılan kimyasal maddeler aşağıdaki şekilde listelenmektedir: 

* Kristal Viyole (Merck, 548-62-9) 

* Etanol (%99,8, Sigma 51976)  

* n-hekzan (%99,8, Sigma 34859) 

* Metanol (%99,8, Sigma 322415) 

* DMSO, Dimetil sülfoksit (Carlo Erba 445106) 

* PBS, Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi (Biowest L0616) 

* DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma D1145) 

* Tripsin-EDTA (Sigma T3924) 

* L-glutamin (Gibco 25030081) 

* FBS, Fetal Sığır Serumu (Biowest S1810) 

* Tripan Blue (Biological Industries 2041813)  

*  Penisilin (Capricorn PS-B) 

3.3.2 Kullanılan Cihazlar 

Bu çalışmada kulanılan cihazlar aşağıdaki şekilde listelenmektedir: 

* Etüv (Nüve, EN055) 

* CO2 İnkübatörü (Nüve, EC160) 

* Biyogüvenlik Kabini (Nüve, MN 120) 

* Santrifüj (Zentrifugen, Mikro, 200R) 
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* Mini Santrifüj (Zentrifugen, EBA20) 

* Otoklav (Nüve, OT40L) 

* Ultra Derin Dondurucu (Nüve, DF490) 

* Yatay Jel Elektroforez Sistemi (Major Science, ME20) 

* Jel Görüntüleme Cihazı (gelLite, Cleaver Scientific) 

* Güç Kaynağı (Major Science, MP-30V) 

* Vorteks (Dragon Lab, MX-F) 

* Spektofotometre (Epoch, BioTek) 

* Take 3 NanoDrop Aparatı (Epoch, BioTek) 

* Hassas Terazi (Denver Instrument, SI-234) 

* Çalkalamalı İnkübatör (Comecta, WY-100) 

* Işık Mikroskobu (Olympus, CX21) 

* StepOnePlus Gerçek Zamanlı-PZR Sistemi (Applied Biosystems, Thermo). 

* PCR (Optimus, 96G) 

* Saf Su Cihazı (New Human Power, I S-UV). 

3.4 Hücre kültürü ve sitotoksisitenin belirlenmesi 

Çalışma için kullanılmak üzere Z. clinopodioides subsp. rigida taksonundan 

elde edilen uçucu yağın sitotoksik aktiviteleri; insan kolon (CACO-2 ve HCT116) 

kanser hücre hatları ve sağlıklı insan embriyonik böbrek (HEK293) hücre hattı 

üzerinde test edilmiştir.  Projede kullanılacak hücre hatları 37°C’de %95 nem ve %5 

CO2 içeren inkübatörde ve %10 fetal sığır serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin 

içeren Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM) besiyerinde çoğaltılmış ve yaklaşık 

%85 yoğunluğa ulaştığında uygulama yapılmıştır. Uçucu yağın hücreler üzerindeki 

sitotoksik aktivitesi MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid) 

kullanılarak tespit edilmiştir. Özetle, uçucu yağ farklı konsantrasyonlarda hazırlanmış 

ve 96 kuyucuklu plakalara ekilmiş hücrelere (her kuyucuğa 2x103 hücre olacak 

şekilde) uygulanmış ve 24 saatlik inkübasyon edilmiştir. Özüt ve saflaştırılan maddeler 

konsantrasyonu %0,5'i geçmeyecek şekilde dimetilsülfoksit Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) ile çözülmüş ve kontrol hücreleri için de aynı konsantrasyonda çözücü 

uygulanmıştır. 24 saat sonra, besiyeri dikkatlice uzaklaştırılmış ve 100 µl yeni besiyeri 

ortamı ile 10 µl MTT solüsyonu eklenmiş ve 37°C’de 4 saatlik inkübasyonun sonunda 
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ortaya çıkan formazon kristelleri 50 µl DMSO eklenerek çözülmesi sağlanmıştır. 

Absorbans, bir mikroplaka spektrofotometre okuyucu kullanılarak 590nm’de 

ölçülmüş ve hücre canlılık yüzdesi değerlendirilmiştir. Verilerin yüzdesi hesaplanarak 

elde edilecek olan EC50 Yarı maksimal etkili konsantrasyon) değeri ilgili hücrelerde 

sonraki analizlerde kullanılmıştır. 

3.5 Apoptozun Belirlenmesi  

Sitotoksik aktiviteye sahip uçucu yağın etkili (EC50) dozlarının uygulandığı 

hücreler Annexin-V ve Propidyum İyodür (PI) ile boyanmış, flow sitometri cihazına 

(CytoFLEX, Beckman Coulter) yüklenmiş ve CytExpert programı ile analiz edilmiştir. 

Bu amaçla hücreler tripsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)yardımıyla 

kaldırıldıktan sonra 2000 rpm 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatantı 

uzaklaştırılmıştır. Ardından, PBS (Public Broadcasting Service) ardımıyla yıkanan 

hücreler tekrar santrifüj edilmiştir. Üretici firmanın talimatları doğrultusunda 

bağlanma tamponu içerisinde Annexin-V ve PI boyaları ile muamele edilen hücreler 

15-20 dakika karanlık ortamda inkübe edildikten sonra cihaza yüklenmiştir. Cihazda 

görüntülenen ve analiz edilen örneklerin canlı, apoptotik ve nekrotik/ölü hücre 

yüzdeleri elde edilmiştir. 

3.6 Apoptozda görev alan genlerin mRNA düzeyinde 

ekspresyonlarının analizi 

Apoptozla ilişkili genlerin ekspresyon seviyelerini saptamak için mRNA 

düzeyleri Gerçek Zamanlı PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) öntemi ile kantite 

edilmiştir; kullanılan ileri ve geri primer dizileri Tablo 3.1’de gösterilmiştir. Bu 

amaçla, Total RNA (Ribonükleik asid) izolasyonu Analytik Jena markasının 

innuPREP RNA Mini Kit’i kullanılarak üretici firmanın prosedürüne göre 

gerçekleştirilmiştir. Uçucu yağ uygulanan yaklaşık 1x106 hücreden elde edilen 

RNA’lar -80°C’de saklanmıştır. Ayrıca elde edilen RNA kalitesi %1’lik agoroz jel 

elektroforezinde 18S ve 28S bantlarının durumuna görüntlenmiştir ve Epoch 
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Mikroplaka Spektrofotometre yardımıyla 260/280 nm ölçümü ile miktarı belirlenerek 

cDNA sentezi sırasında 5 μg RNA kullanılması sağlanmıştır. 

Elde edilen RNA’lardan cDNA (Komplementer DNA) entezi ABM markasının 

OneScript cDNA Sentez Kiti kullanılarak üretici firmanın önerdiği protokolu 

uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Sentezlenen cDNA’lar, gerçek zamanlı RT-PZR 

yapmak üzere -20°C’de muhafaza edilmiştir. Yukarıda belirtilen genlerin ekspresyon 

düzeylerine incelemek için, GenBank/EMBL veri bankaları taranarak seçilen genler 

için uygun primer dizileri saptanmıştır. Gerçek zamanlı PZR işlemi “SyberGreen I” 

kiti kullanılarak üretici firmanın talimatlara göre gerçekleştirilmiştir. Kısaca, 5 µl 

cDNA (1/10 kez seyreltilmiş), 15 µl “SyberGreen I”, primer, Taq polimeraz ve steril 

su içeren karışımın karıştılarak PZR cihazının içerisine yerleştirilmiştir. Tüm genler 

için bu ön optimizasyon yapılarak uygun koşullar belirlenmiştir. 

Tablo 3.1: Seçilen genler için tanımlanan primer dizileri 

Genler İleri Primer Dizisi Geri Primer Dizisi 

GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 

P53 CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC 

BAX TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG TGTGTCCACGGCGGCAATCATC 

BCL2 ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC 

CASP3 GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG GCATCGACATCTGTACCAGACC 

CASP8 AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC 

CASP9 GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT CAACGTACCAGGAGCCACTCTT 

3.7 İstatistiksel Analiz 

Tüm veriler üç tekrar halinde ölçülmüş ve sonuçlar ortalama ± standart sapma 

olarak gösterilmiştir. Kontrol ve Z. clinopodioides subsp. rigida yağı uygulanan 

gruplar tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanılarak karşılaştırılmıştır. 

İstatistiksel hesaplamalar için GraphPad Prism v.9 uygulaması kullanılmıştır ve 

p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1 Z. clinopodioides subsp. rigida uçucu yağının kimyasal bileşimi 

Bitkinin toprak üstü kısımlarından elde edilen uçucu yağın analizi GC-MS ile 

tanımlanmıştır. Yağ verimi 0,80 (v/w) olarak kaydedilmiştir. Z. clinopodioides subsp. 

rigida taksonunun toplam uçucu yağının %95,08'ini temsil eden ve ana bileşenleri 

piperitone (%22,26), isomenthone (%14,00), menthol (%9,82), eugenol (%8,94) ve 

thymol (%8,43) olan toplamda 37 farklı bileşen belirlenmiştir (Tablo 4.1).  

Tablo 4.1: Z. clinopodioides subsp. rigida uçucu yağının kimyasal bileşimi 

No RIa RIb Bileşikc % 

1 928 924 α-thujene 0,06 

2 936 932 α-pinene 0,69 

3 950 946 camphene 0,25 

4 978 974 β-pinene 1,05 

5 982 974 1-octen-3-ol 0,09 

6 984 979 3-octanone 0,06 

7 990 988 β-myrcene 0,14 

8 993 988 3-octanol 0,20 

9 1004 1004 3-hexenyl acetate 0,09 

10 1017 1014 α-terpinene 0,15 

11 1032 1026 1,8-cineole 7,64 

12 1060 1054 γ-terpinene 2,05 

13 1087 1086 α-terpinolene 0,39 

14 1099 1095 linalool 0,78 

15 1159 1158 isomenthone 14,00 

16 1177 1174 terpinene-4-ol 1,91 

17 1180 1179 menthol 9,82 

18 1192 1195 myrthenal 0,24 

19 1234 1233 pulegone 3,30 

20 1254 1249 piperitone 22,26 

21 1290 1289 thymol 8,43 

22 1299 1298 carvacrol 5,62 

23 1358 1356 eugenol 8,94 

24 1380 1379 geranyl acetate 0,82 

25 1406 1408 trans-β-caryophyllene 1,47 

26 1480 1484 germacrene-D 1,38 

27 1486 1487 β-ionene 0,07 



18 
 

28 1508 1505 β-bisabolene 0,17 

29 1513 1513 γ-cadinene 0,18 

30 1523 1522 δ-cadinene 0,31 

31 1560 1561 cis-nerolidol 0,14 

32 1576 1577 spathulenol 0,63 

33 1581 1582 caryophyllene oxide 1,00 

34 1604 1608 humule epoxide II 0,32 

35 1643 1644 α-muurolol 0,18 

36 2091 2095 methyl linolenate 0,16 

37 2126 2124 methyl octadecanoate 0,11 
a Babushok ve diğ. (2011), b Adams, (2007), c Bileşikler GC kolonunun (HP-

5MS) alıkonma sırasına göre listelenmiştir.  

4.2 Sitotoksisite sonuçları 

Çalışma için kullanılmak üzere Z. clinopodioides subsp. rigida taksonundan 

elde edilen uçucu yağın sitotoksik aktiviteleri; insan kolon (CACO-2 ve HCT116) 

kanser hücre hatları ve kontrol hücresi olarak sağlıklı insan embriyonik böbrek hücre 

hattı (HEK293) üzerinde test edilmiştir. CACO-2, HCT116 ve HEK293 hücre hatları 

37°C’de %95 nem ve %5 CO2 içeren inkübatörde ve %10 fetal sığır serumu (FBS), 

%1 penisilin/streptomisin karışımı içeren DMEM besiyerinde çoğaltılmıştır ve 

yaklaşık %80 yoğunluğa ulaştığında 96 kuyuculu plakalara 2x103 ekilmiştir. Z. 

clinopodioides subsp. rigida uçucu yağı DMSO ile çözülmüş ve farklı 

konsantrasyonları (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 µg/mL) ile 24 saatlik muamele edilmiştir 

ve pozitif kontrol olarak paklitaksel (13,7 µM) kullanılmıştır. Muamele süresinin 

sonunda MTT yönetimi ile elde edilen sonuçları Excel ve Graphpad uygulamaların 

yardımıyla analiz edilmiştir (Şekil 4.1-3). 

Kolon kanser hücre hattı (CACO-2) üzerınde Z. clinopodioides subsp. rigida 

taksonundan elde edilen uçucu yağın farklı konsantrasyonları (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 

µg/mL) ile 24 saatlik muamele ardından elde edilen sonuçlar incelendiğinde 

sitotoksisite gösterdiği saptanmıştır (Şekil 4.1) ve yarımaksimal dozu (EC50) Tablo 

4.2’de verilmiştir.  
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Şekil 4.1: Z. clinopodioides subsp. rigida yağının insan kolon kanseri (CACO-2) 

hücre canlılığına etkisi. *Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda farklıdır 

(p<0,05). 

Z. clinopodioides subsp. rigida yağının farklı konsantrasyonları (3,12, 6,25, 

12,5, 25, 50 µg/mL) ile HCT116 hücre hattında 24 saatlik uygulama sonunda ardından 

elde edile sonuçlara göre Z. clinopodioides yağının HCT116 üzerinde sitotoksisiteye 

sahip olduğu bulunmuştur (Şekil 4.2) ve EC50 değeri Tablo 4.2’de verilmiştir. 

                              

Şekil 4.2: Z. clinopodioides subsp. rigida yağının insan kolon kanseri (HCT116) 

hücre canlılığına etkisi. *Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda farklıdır (p<0,05). 
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İnsan embriyonik böbrek hücre hattı (HEK293) üzerinde Z. clinopodioides 

subsp. rigida yağın farklı konsantrasynları (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 µM) ile 24 saatlik 

muamele ardından elde edile sonuçları incelendiğinde sitotoksisite gösterdiğini ancak 

kanser hücre hatlarındaki etkilerine kıyasla daha yüksek olduğu saptanmıştır (Şekil 

4.3) ve yarımaksimal dozu (EC50) Tablo 4.2’de verilmiştir. 

                                  

Şekil 4.3: Z. clinopodioides subsp. rigida yağının insan embriyonik böbrek hücre 

hattı (HEK293) hücre canlılığına etkisi. *Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda 

farklıdır (p<0,05). 

 

Tablo 4.2: Z. clinopodioides subsp. rigida bileşiklerin 24 saat EC50 (µg/mL) 

değerleri 

  CACO-2 HCT116 HEK293 

 EC50 19,271 22,716 46,592 

 SD 0,59 0,375 0,567 

 

 

 

 

 

 



21 
 

4.3  Apoptoz Analizleri 

4.3.1 Annexin-V/PI Boyama Yöntemi ile Apoptozun Belirlenmesi 

Apoptozun belirlenmesi amacıyla boyunca Z. clinopodioides subsp. rigida yağının 

etkili dozları (EC50) CACO-2 ve HCT116 kanser hücre hatlarına 24 saat 

uygulanmıştır. Pozitif kontrol olarak 0,2 mM H2O2 kullanılmıştır. 24 saat sonra 

besiyerleri uzaklaştırılmış ve hücreler Tripsin-EDTA yardımıyla kaldırılarak 2000 

rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Daha sonra süpernatantları uzaklaştırılmış ve 

hücre peleti PBS ile yıkanmış tekrar. Hücrelerin canlı, ölü ve erken ve geç apoptotik 

oranları Annexin-V/FITC apoptoz kiti ile gerçekleştirilmiştir ve floresan görüntü 

sitometri cihazında analiz edilmiştir (Şekil 4.4-5). 

CACO-2 hücre hattına 24 saat boyunca Z. clinopodioides subsp. rigida yağı 

uygulandığında, kontrol grubunda canlı, ölü ve apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla 

%98,27, %0,38 ve %1,36 olarak bulunurken, pozitif kontrol grubunda sırasıyla 

%84,06, %0,00 ve %15,94 olarak belirlenmiştir. Doz grubunda ise hücre dağılımı 

%58,68 canlı, %0,31 ölü ve %41,01 apoptotik olarak tespit edilmiştir (Şekil 4.4). 

 

Şekil 4.4: Z. clinopodioides subsp. rigida yağının 24 saatlik uygulamasının CACO-2 

hücre hattının apoptozuna etkisi. a) floresan görüntü sitometri cihazında görüntüleri 

ve b) canlı, ölü ve apoptotik yüzdelerin çubuk grafiği. Pozitif kontrol: 0,2 mM H2O2. 

* Negatif kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda farklıdır (p<0,05). 
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HCT116 hücre hattına 24 saat boyunca Z. clinopodioides subsp. rigida yağı 

uygulandığında, kontrol grubunda canlı, ölü ve apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla 

%98,18, %1,07 ve %0,75 olarak bulunurken, pozitif kontrol grubunda sırasıyla 

%54,68, %1,18 ve %44,14 olarak belirlenmiştir. Doz grubunda ise hücre dağılımı 

%70,92 canlı, %1,45 ölü ve %27,58 apoptotik olarak tespit edilmiştir (Şekil 4.5). 

 

Şekil 4.5: Z. clinopodioides subsp. rigida yağının 24 saatlik uygulamasının HCT116 

hücre hattının apoptozuna etkisi. a) floresan görüntü sitometri cihazında görüntüleri 

ve b) canlı, ölü ve apoptotik yüzdelerin çubuk grafiği. Pozitif kontrol: 0,2 mM H2O2. 

* Negatif kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda farklıdır (p<0,05). 

4.4 Toplam RNA’nın Agaroz Jel Elektroforezi ile Görüntülenmesi 

CACO-2, HCT116 hücre hatları %80 ile 90 yoğunluğa ulaştığında 6 kuyucuklu 

plakalara 30x103 hücre ekilmiş ve Z. clinopodioides subsp. rigida yağının EC50 

konsantrasyonları ile 24 saatlik muamele edilmiştir. Ardından hücreleri parçalamak 

üzere trızol (RiboEX) 500 μl verilmiş ve kazıyarak toplanmış ve GeneAll protokoluna 

göre toplam RNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. %1 agaroz jele yüklenmiş ve 90 

Volt, 500 mA’de 45 dakika boyunca yürütülmüştür. Yürütme işlemi sonunda jel UV 

transilluminatörde Jel Görüntüleme Cihazı’nda görüntülenmiştir (Şekil 4.6).                 
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Şekil 4.6: Z. clinopodioides subsp. rigida yağının 24 saat uygulamalarının ardından 

CACO-2, HCT116, hücre hattından elde edilen RNA’larn %1’lik agaroz jel 

elektroforezi. Soldan sağa (1) Marker, (2) CACO-2 Kontrol, (3) Z. clinopodioides 

subsp. rigida yağı uygulanmış CACO-2, (4) HCT116 kontrol, (5) Z. clinopodioides 

subsp. rigida yağı uygulanmış HCT116. 

4.5 Apoptozda Görev Alan Genlerin Gerçek Zamanlı PZR ile Analizi 

CACO-2 ve HCT116 hücre hatları üzerinde yapılan sitotoksisite çalışmalarında 

belirlenen Z. clinopodioides subsp. rigida yağının etkili dozları (EC50) 24 saatlik 

uygulanması sonucunda, Apoptotik yollarda rol alan BAX, P53, Caspase 3, Caspase 

8, Caspase 9 ve BCL2 genlerin mRNA düzeylerinde değişiklikleri Real-Time PCR 

yöntemi ile araştırılmıştır. Z. clinopodioides subsp. rigida yağının EC50 dozunun CACO-2 

üzerinde 24 saat uygulanması ardından izole edilen RNA’lar cDNA’ya çevirilmiştir;  RT-PZR 

ile elde edilen Ct (döngü eşik) değerleri incelendiginde anti-apoptotik geni olan BCL2’de 

%89,49 düşüş saptanmış, ayrıca apoptoz genleri olan Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9,  

BAX ve P53’ün sırasıyla, 2,7; 1,93; 1,27; 1,45 ve 2,88 kat artış gösterdiği saptanmıştır (Şekil 

4.7). 
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Şekil 4.7: CACO-2 hücre hattında apoptotik yolaklarda görev alan BCL2, BAX, 

Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53'ün mRNA düzeylerine EC50 dozu sonrası 

etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. Kontrol değeri %100 olarak kabul 

edilmiş ****: Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda farklıdır (p<0,01). 

Z. clinopodioides subsp. rigida yağının EC50 dozunun HCT116 üzerinde 24 

saat uygulanması ardından izole edilen RNA’lar cDNA’ya çevrilmiştir ve RT-PZR 

yardımıyla elde edilen Ct (cycle threshold) değerleri incelendiginde BCL2’de %71,38 

oranında bir düşüş olduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9, 

BAX ve P53 genlerinde sırasıyla, 1,85; 1,77; 2,14; 3,86 ve 1,58 kat artış olduğu 

belirlenmiştir (Şekil 4.8). 

 



25 
 

                         

Şekil 4.8: HCT116 hücre hattında apoptotik yolaklarda görev alan BCL2, BAX, 

Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53'ün mRNA düzeylerine EC50 dozu sonrası 

etkisi. Sonuçlar GAPDH ile normalize edilmiştir. Kontrol değeri %100 olarak kabul 

edilmiş ****: Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda farklıdır (p<0,01). 

Kanser, bir dizi genomik/moleküler değişikliğin hücrelerin kontrolsüz 

büyümesine ve çoğalmasına neden olan ve vücudu etkilenen kısımlarında doku 

kütlesinde hızlı bir artışa neden olduğu heterojen ve çok faktörlü bir hastalıktır 

(Janssen ve diğ. 2017). Normal koşullar altında bir hücre, ölmesi ve yerine genç ve 

sağlıklı bir hücrenin gelmesi için sinyaller almaktadır. Kanser hücreleri vücudun 

oksijenini ve takviyelerini kullanarak büyür ve diğer hücreleri düzenli takviyelerden 

ve büyüme faktörlerinden mahrum bırakmaktadır. Kanserli hücreler kendi ihtiyaçlarını 

karşılamak için diğer hücrelerin fizyolojisinden yararlanabilimektedir (Laplagne ve 

diğ. 2019).  

Kolorektal kanser olarak da bilinen kolon kanseri, kolon veya rektumdan 

kaynaklanan yaygın ve potansiyel olarak yaşamı tehdit eden bir kanser türüdür. Kalın 

bağırsağın iç kısmındaki anormal hücrelerin kontrolsüz büyümesinden kaynaklanır ve 

tümör oluşumuna yol açmaktadır. Kolon kanseri, milyonlarca kişiyi etkileyen ve 

sağlık sistemleri üzerinde önemli bir yük oluşturan önemli bir küresel sağlık 

sorunudur. Kolorektal kanser, her iki cinsiyet için de üçüncü en yaygın tanı ve ikinci 

en ölümcül malignitedir. Yeni vakaların ve ölümlerin görülme sıklığını önlemek 

amacıyla, araştırmacılar tarafından yoğun ilgi ve yeni ilaç adayları geliştirmek için 

çalışmaları sürdürmektedir (Saran ve diğ. 2023).   
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Bu çalışmada Z. clinopodiodies subsp. rigida uçucu yağının, insan kolon 

kanser hücre hatları (CACO-2 ve HCT116) üzerinde sitotoksik etkisi ve apoptotik 

potansiyelini araştırmak amacıyla planlanmıştır. Kolon kanser hücre hatları (CACO-2 

ve HCT116), sağlıklı embironik hücre hattı (Hek293) kontrol hücresi olarak 

kullanıllarak hücre canlılık testi MTT yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Z. 

clinopodioides subsp. rigida yağının farklı konsantrasyonları (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 

µg/mL) ile seçilen hücre hatlarında 24 saalik muamele edilmiş ve sürenin sonunda 

MTT solüsyonu (5mg/ml) uygulanmış, 2-4 saat inkübe edilmiş ve oluşan farmazonu 

DMSO ile çözülmüştür. Edilen verilere göre, CACO-2 ve HCT116 hücre hatlarında 

sırasıyla (19.27, 22.716 µg/mL) yarı-maksimal dozu bulunmuştur (tablo 2’de). Ayrıca 

kontrol olarak kullanılmış sağlıklı embironik hücresinde ise (46.592 µg/mL) yarı-

maksimal dozu belirlenmiştir (Tablo 2). Bu sonuçların doğrultusunda, Z. 

clinopodiodies subsp. rigida uçucu yağı kolon kanser hücre hatlarında düşük 

konsantrasyonlarda sitotoksisite etki gösterirken sağlıklı hücre hattında ise daha 

yüksek dozlara da sitotoksisite etkisi kaydedilmiştir (Şekil 4.1-3). 

Ghazanfari ve diğ. (2013) tarafından mide kanser hücre hattı (AGS) üzerinde 

Z. clinopodioides sulu ekstraktının sitotoksik etkilerini incelenmiştir. Z. clinopodioides 

sulu ekstraktının farklı konsantrasyonları (1, 2 ve 5 mg/mL) ile AGS hücre hattında 48 

ve 72 saatlik muamele edilmiş ve MTT yöntemi ile hücre canlılık testi yapılmıştır. 

Elde edilen sonuçlara göre Z. clinopodioides sulu ekstraktı doz ve süreye bağlı bır 

sitotoksisite gösterdiği ve 72 saatte hücre canlılığı yaklaşık %88 oranında azaldığı 

bulunmuştur. 

Yousefbeyk ve diğ. (2016) gerçekleştikleri çalışmalarda, kolon karsinomu (H-

T29), lösemi (K-526), meme duktal karsinomu (T-47D) ve İsviçre fare embriyo 

fibroblastı (NIH-3T3) hücre hatlarında Z. clinopodioides n-hekzan fraksiyonu ile 

uygulayarak sitotoksisite etkileri incelenmiştir. Sitotoksisite değerlendirmesinin 

sonuçları göre Z. clinopodioides n-hekzan fraksiyonu, önemli bir aktivite olmamasına 

rağmen, T-47D ve K-562 hücre hatlarında sırasıyla 77,41 ± 12,89 ve 80 ± 2,56 μg/mL 

EC50 seviyesiyle toksisite gösteren bir etki saptanmıştır. 

Mahdavi ve diğ. (2020), Z. clinopodioides yapraklarının sulu ekstraktı 

kullanılarak titanyum nanopartikülleri ile insan göbek damarı endotel hücreleri 
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üzerinde sitotoksisite etkileri araştırılmıştır, Sentezlenen, doza bağlı olarak hücre 

canlılığına sahip olduğunu ve sitotoksik olmadığını saptanmıştır. 

Sitotoksisite çalışmaların sonucunda EC50 gösteren Z. clinopodiodies subsp. 

rigida uçucu yağı CACO-2 ve HCT116 hücre hatlarında apoptoz etkileri incelemek 

üzere 24 saatlik uygulama yapılmıştır.  Elde edilen sonuclara göre CACO-2 ve 

HCT116 hücre hatlarında kontrol ve proksit kontrol (H2O2) gruplarıyla kıyaslanarak 

apoptotik etkileri değerlendirilmiştir (Şekil 4.1-3). Z. clinopodioides subsp. rigida 

ucuu yağının EC50 değeri ile CACO-2 hücre hattına 24 saat boyunca uygulandığında, 

kontrol grubunda canlı, ölü ve apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla %98,27, %0,38 ve 

%1,36 olarak bulunurken, pozitif kontrol grubunda sırasıyla %84,06, %0,00 ve 

%15,94 olarak belirlenmiştir. Doz grubunda ise hücre dağılımı %58,68 canlı, %0,31 

ölü ve %41,01 apoptotik olarak tespit edilmiştir (Şekil 4.4). HCT116 hücre hattına 24 

saat boyunca Z. clinopodiodies subsp. rigida yağı uygulandığında, kontrol grubunda 

canlı, ölü ve apoptotik hücre yüzdeleri sırasıyla %98,18, %1,07 ve %0,75 olarak 

bulunurken, pozitif kontrol grubunda sırasıyla %54,68, %1,18 ve %44,14 olarak 

belirlenmiştir. Doz grubunda ise hücre dağılımı %70,92 canlı, %1,45 ölü ve %27,58 

apoptotik olarak tespit edilmiştir (Şekil 4.5). Ayrıca apoptotik sonuçları doğrulamak 

üzere Z. clinopodioides subsp. rigida yağının EC50 dozunun CACO-2 üzerinde 24 

saat uygulanması BCL2’de %89,49 düşüşe neden olurken Caspase 3, Caspase 8, 

Caspase 9,  BAX ve P53 genleri sırasıyla, 2,7; 1,93; 1,27; 1,45 ve 2,88 kat artış 

göstermiştir (Şekil 4.7). Aynı şekilde HCT116 hücre hattı üzerinde Z. clinopodioides 

subsp. rigida yağının EC50 dozu ile 24 saat uygulanmasının BCL2’de %71,38 düşüşe 

neden olduğu; Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9,  BAX ve P53 genlerinde ise sırasıyla, 

1,85; 1,77; 2,14; 3,86 ve 1,58 kat artışa neden olduğu saptanmıştır (Şekil 4.8). 

Azimi ve diğ. (2021), Z. tenuior uçucu yağının HT-29 hücre hattı üzerinde 

sitotoksisite ve apoptoz etkilerini araştırmışlardır. 24 saatlik uygulama sonuçlarına 

göre, HT-29 üzerinde 50 μg/ml EC50 değeri bulunmuştur. Ayrıca mRNA ve protein 

düzeyinde, Caspase 3 ve Caspase 9 düzeylerini artırdığını ve BCL2 miktarını 

azalttığını göstermiştir. Z. tenuior uçucu yağının HT-29 hücrelerinde NF-κB yolu 

yoluyla apoptoza neden olabileceği ve aynı zamanda TRPM8 kanalı yoluyla Caspase 

ları aktive edebileceği oldukça muhtemel görülmüştür. Abdolsamad ve diğ. (2021) 

tarafından ağırlıkları 200-250 g olan 24 adet erkek Wistar sıçanı rastgele dört gruba 
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ayrılmıştır (kontrol, kompresyon, sulu tedavi ve alkollü ekstraktlar). Ekstraktlar, 

kompresyon gününde ve yedi gün sonra intraperitoneal olarak enjekte edilmiştir. 28 

gün sonra perfüzyon yöntemi uygulandıktan sonra lomber omurilikten örnekler 

alınmış ve örnekler incelenmiştir. Daha sonra her grupta lomber omurilikten total RNA 

izole edilerek cDNA sentezlenmiş ve Caspase 3 ve Caspase 9'daki ifade değişiklikleri 

kontrol grupleri ile karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Sonuçlara göre, nöron 

sayısı kompresyon grubunda kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde azaldığı ve sulu 

ekstrakt grubunda kompresyon grubuna kıyasla önemli bir artış göstermiştir. Caspase 

3 ve Caspase 9 ekspresyonunun miktarı, kontrol grubuna kıyasla kompresyon 

grubunda önemli ölçüde artmıştır. Ayrıca Caspase 3 ve Caspase 9 gen ekspresyonu, 

sulu ekstrakt grubunda, kompresyon grubuna kıyasla arttığı bulunmuştur (P<0.001). 

Aynı çalışma ayrıca Z. clinopodioides ekstraktının antioksidan ve antiinflamatuar 

özelliklerinin yanı sıra pulegone gibi fenolik ve flavonoid bileşikleri ihtiva etmesi 

sayesinde nöroprotektif etki gösterdiğini bildirmiştir. 

Zhaparkulova ve diğ. (2022), Kazakistan'da yetişen Z. bungeana'nın kimyasal 

içeriğini HPLC-ESI-QTOF-MS/MS ile belirlemiştir. Ayrıca türün antimikrobiyal, 

antioksidan ve sitotoksik aktivitesini de araştırmışlardır.  Z. bungeana'dan elde edilen 

ekstraktların, biyolojik aktivitelerini sağlayan bileşenlerin flavonoidler, fenolik asitler, 

organik asitler ve terpen türevli olduğunu göstermişlerdir. Ekstraktların minimum 

inhibitör konsantrasyonları Gram-pozitif bakteriler için (1,25-10 mg/mL), Gram-

negatif bakteri ve mantarlara (5-20 mg/mL) göre daha düşüktür. Antiradikal aktivite 

için hesaplanan EC50 değeri, ABTS ve DPPH analizleri için sırasıyla 15,00 ± 1,06 

µg/mL ve 13,21 ± 3,24 µg/mL arasında değişmektedir. Z. bungeana ekstraktlarının, 

kojik asit gibi tirozinaz aktivitesini %50 (200 µg/mL'de) azalttığı ve insan melanom 

A375 hücre dizisi (200 µg/mL'de) için hafif sitotoksik olduğu ve HaCat keratinositleri 

üzerinde hiçbir etkisi olmadığı bulunmuştur.  

Batent ve diğ. (2020), Z. tenuior bitkisinin metanolik ekstraktının A549 akciğer 

kanseri hücre hattı üzerinde apoptozun indüksiyonunu ölçmek üzere bir çalışma 

yapmıştır. Hücrede canlılık testi MTT yöntemi ile, BAX ve BCL2 gen expresyon 

seviyeleri ise gerçek zamanlı PZR yardımıyla gerçekleştirilmiştir. Elde edilen verilere 

göre Z. tenuior'un metanolik ekstraktının A549 hücrelerinin büyümesini azalttığını 

bildirmişlerdir (P<0,01). Ayrıca, gerçek zamanlı PZR analizinin sonuçları, bitki 
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ekstraktının, BAX geninin ekspresyonundaki artışla ilişkili olan kanser hücrelerinin 

apoptozunu indüklediğini göstermiştir. Araştırmacılar, Z. tenuior'un akciğer kanseri 

hücre hattı üzerinde sitotoksik etki gösterdiğini ve apoptotik özelliklere sahip olduğu 

ortaya koymuştur.  

Özkan ve diğ. (2020), geleneksel tıbbi bir bitki olarak Türk halk hekimliğinde 

kullanılan Z. clinopodioides’in antioksidan, enzim inhibitör, antimikrobiyal 

aktiviteleri ve antikanser potansiyelini araştırmıştır. Araştırma sonuçları, bitkinin 

toprak üstü kısmının antioksidan aktivitesinin kök ekstraktına göre daha güçlü 

olduğunu ortaya koymuştur. Ayrıca, ekstraktların Cu2+ indirgeme aktivitesi gösterdiği 

ve çeşitli hücre hatlarına (A498, UO-31, COLO205 ve KM12) karşı sitotoksik aktivite 

sergilemediği belirlenmiştir.  

Hazrati ve diğ. (2020) yaptıkları çalışmada, Z. clinopodioides ve Z. tenuior 

türlerinden izole edilen uçucu yağların kimyasal bileşikleri GC ve GC-MS 

yöntemleriyle analiz etmiştir. Araştırmacılar Z. clinopodioides ve Z. tenuior'da 

sırasıyla 17 ve 21 uçucu bileşik belirlenmiştir. Ana bileşikler, Z. clinopodioides için 

pulegone (%70,4) ve menthone (%11,5), Z. tenuior için pulegone (%55,1) ve limonene 

(%8,2) olarak rapor edilmiştir. Her iki türün de yüksek antioksidan özelliklere sahip 

olduğu ve antibakteriyel aktivite gösterdiği bildirilmiştir. Çalışmada zengin fenolik 

madde kompozisyonları ile öne çıkan bu türlerin doğal antioksidan ve antibakteriyel 

malzeme kaynağı olarak kullanılabilirliği vurgulanmıştır. 

Shabbir ve diğ. (2018), yaptıkları çalışmada Z. clinopodioides bitki ekstraktının 

antiinflamatuar özelliklerini kronik eklem iltihabını (romatoid artrit) iyileştirme 

potansiyeli ve akut inflamatuar pençe ödemi modelleri üzerinden değerlendirmiştir. 

Sonuçlar, Z. clinopodioides'in romatoid artriti önemli ölçüde iyileştirdiğini, artritik 

gelişimi ve pençe ödeminin inhibisyonunu sağladığını göstermiştir. Histopatolojik 

incelemede, pannus oluşumu, kemik erozyonu ve eklem iltihabında belirgin azalma 

olduğu belirlenmiştir. Bitki ekstraktlarının hepatotoksik veya nefrotoksik etkilere 

sahip olmadığını ortaya konmuştur. Sonuç olarak, Z. clinopodioides'in anti-artritik ve 

antiinflamatuar özelliklere sahip olduğu ve otakoidlerin inhibisyonuna katkıda 

bulunduğu rapor edilmiştir. 
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Ma ve diğ. (2016) Z. clinopodioides bitkisinin in vitro ve in vivo antifungal 

etkilerini araştırmışlardır. Örneklerin GC-MS analizi ile bitkinin uçucu yağının 

pulegone (%53,5), isomenthone (%10,4) ve carvone (%5,7) gibi bileşenler içerdiğini 

ortaya koymuşlardır. Sclerotinia sclerotiorum adlı mantara karşı yapılan deneylerde, 

uçucu yağın misel büyümesini ve türün gelişimini tamamen inhibe ettiği 

gözlemlenmiştir. Z. clinopodioides uçucu yağının S. sclerotiorum'un büyümesini doza 

bağlı olarak inhibe ettiği, mantar hiphalarında ve sklerotlarda morfolojik değişikliklere 

neden olduğu bulunmuştur. Sonuç olarak, Z. clinopodioides uçucu yağı, bitki koruma 

amacıyla kullanılabilecek etkili bir inhibe edici özelliğe de sahip olarak görülmüştür.  

Behravan ve diğ. (2007), İran'dan toplanan Z. clinopodioides bitkisinin uçucu 

yağ bileşenleri hidrodistilasyon yöntemiyle izole etmiş ve yağı GC-MS ile analiz 

etmişlerdir. Uçucu yağda 27 farklı bileşen tespit edilmiş, bunlar arasında pulegone 

(%44,5), terpineol (%14,5), methyl acetate (%10,9), iso-neomentol (%7,1) ve 1,8-

cineole (%4,1) olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmada, Z. clinopodioides'in uçucu yağının 

antifungal ve antimikrobiyal aktiviteleri çeşitli konsantrasyonlarda değerlendirilmiştir. 

Bitkinin %0,003, %0,033, %0,033, %0,067 ve %0,067 (v/v) konsantrasyonlarındaki 

ekstraktlarının Trichophyton rubrum ve Microsporum gypseum’a karşı fungisidal 

etkisi olduğu belirlenmiştir. Ayrıca bu dozların Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi ve Klebsiella pneumonia'ya karşı 

antimikrobiyal etki gösterdiği rapor edilmiştir. Çalışmanın sonuçlara göre, Z. 

clinopodioides uçucu yağının antimikrobiyal bileşenler içerdiğini ve bu bileşenlerin 

bakterilere, mantarlara, virüslere ve protozoalara karşı etkili olabileceğini 

belirlenmiştir. 

Sezik ve diğ. (1991), gerçekleştirdikleri çalışma ile Türkiye'nin iki farklı 

bölgesinden Z. tenuior türünün uçucu bileşenlerini araştırmışlardır. GC-MS cihazı 

analizleri ile toplamda 33 farklı bileşik tespit etmişlerdir. Tanımlanan bileşenler 

örneklerin sırasıyla %99,4'ünü ve %98,8'ini temsil etmektedir. Bulunan ana bileşen 

pulegone (örneklerin %87,1'i ve %86,3'ü) olarak rapor edilmiştir. 

 Pakniyat ve Mousavi (2014), gerçekleştirdikleri çalışma ile Orta İran'daki 

Shahrbabak'ta yetişen Z. tenuior türünün toprak üstü kısımlarından hidrodistilasyon 

yoluyla elde edilen uçucu yağı GC-MS ile analiz etmişlerdir. Elde edilen sonuçlar 

pulegone (%38,3), 3',5'-dihidroksiasetofenon (%22,83), isomenthone (%7,06), 2-
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methyl-5-(1-methylethyl)-phenol (%3,41), limonene (%2,59) ve 2-acetyl-4,4-

dimethyl-cyclopent-2-enone (%2,49) bileşiklerinin en bol bulunan bileşenler olduğuu 

göstermiştir.  

Mohammadhosseini ve diğ. (2016), gerçekleştirdikleri çalışma ile Z. capitata 

türünün toprak üstü kısımlarının uçucu bileşenlerini GC ve GC-MS cihazları 

aracılığıyla analiz etmişlerdir. Çalışma sonucunda eterik yağın içinde bulunan başlıca 

uçucu bileşiklerin pulegone (%23,8), p-mentha-3,8-dien (%17,0), α-pinene (%11,4), 

β-pinene (%11,3) ve p-ment-3-en-8-ol (%8,3) olduğu tespit edilmiştir.  

Nadaf ve diğ. (2013), Z. persica Bunge bitkisinin toprak üstü kısımlarının 

uçucu yağ bileşikleri solvent ekstraksiyonu ile izole etmişlerdir. Yağın %77,5'inden 

fazlasını temsil eden toplam 57 bileşeni, GC-MS ile tanımlamışlardır. Z. persica 

ekstraktında en çok bulunan bileşikleri ise bis(2-ethylhexyl)1,2-benzenedicarboxylate 

(%12,88), dodecane (%12,47), decane (%7,8), tetradecane (%5,93), ethyl palmitate 

(%4,12) ve hexadecane (%2,99) olarak tanımlanmıştır. Tüm bu çalışmalar göz önüne 

alındığında incelenen Ziziphora taksonlarının eterik yağlarında en çok bulunan bileşik 

pulegone olarak görülmektedir. Bu durum çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlarla 

bağdaşmamaktadır. Bu durumun nedeni bitkinin genetik yapısından 

kaynaklanabileceği gibi, sıcaklık, ışık veya nem gibi iklimsel faktörlerden de 

kaynaklanmış olabileceği düşünülmektedir. 

Sonboli ve diğ. (2006), gerçekleştirdiği çalışma ile Z. clinopodioides subsp. 

bungeana taksonunun toprak üstü çiçekli kısımlarından elde edilen uçucu yağın 

kimyasal bileşimini GC-MS ile analiz etmişlerdir. Toplam yağın %97,1'ini temsil eden 

otuz iki bileşen belirlemişlerdir. Ana bileşenler olarak pulegone (%65,2), isomenthone 

(%11,9), 1,8-cineole (%7,8) ve piperitenone (%6,5) belirlenmiştir Gerçekleştirdiğimiz 

çalışmada elde edilen sonuçlarla karşılaştırıldığında oksijenli monoterpenlerin baskın 

olması paralellik gösterirken ana bileşenin piperitone olması yönüyle farklılık 

göstermektedir. Her ne kadar ana bileşenler farklı olsa da elde edilen bileşenlerdeki 

paralellik dikkat çekmektedir. 

Öztürk ve Ercişli (2007), gerçekleştirdikleri çalışma ile Türkiye'nin 

doğusundan toplanan Z. clinopodioides türünün toprak üstü kısımlarından elde edilen 

uçucu yağ ve metanol ekstraktının kimyasal bileşimlerini incelemiştir. GC-MS 
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analizleri ile 18 bileşik belirlenmiştir. Esansiyel yağların ana bileşenleri (+)-pulegone 

(%31,86), 1,8-cineole (%12,21), limonene (%10,48), mentol (%9,13), α–pinene 

(%6,88), mentone (%6,73), piperitenone (%5,30) ve piperitone (%4,18) olarak rapor 

edilmiştir. Gerçekleştirdiğimiz çalışmada elde ettiğimiz bulgular bu sonuçlarla 

benzerlik göstermektedir. Bu bulgulara göre çalışmada kullanılan yağın ana bileşenleri 

piperitone (%22,26), isomenthone (%14,00), menthol (%9,82), eugenol (%8,94) ve 

thymol (%8,43)’dür. 

Amiri (2009), gerçekleştirdiği çalışma ile Z. clinopodioides türünün toprak üstü 

kısımlarından elde edilen uçucu yağların kimyasal bileşimini farklı büyüme 

aşamalarında GC-MS kullanarak analiz etmiştir. Çiçeklenme öncesi dönemdeki ana 

bileşenler pulegone (%30,1), thymol (%21,3), p-mentha-3-en-8-ol (%12,9) ve 

piperitenone (%9,3) olarak rapor edilmiştir. Çiçeklenme aşamasında pulegone 

(%44,6), p-mentha-3-en-8-ol (%10,5), 1,8-cineol (%10,4), piperitenone (%8,7) ve 

thymol (%6,7) başlıca bileşenler olarak tespit edilirken, çiçeklenme sonrası aşamada, 

pulegone (%41,3), isomenthone (%11,6), p-mentha-3-en-8-ol (%11), p-mentha-3,8-

diene (%7,2) ve thymol (%5,8) ana bileşenler olarak belirlenmiştir. Çiçeklenme 

döneminde toplanan örneklere ait uçucu yağın incelendiği çalışmamızda elde ettiğimiz 

ana bileşenler göz önüne alındığında, sonuçların paralellik gösterdiği görülmüştür. 

Hakkim ve diğ. (2016) tarafından gerçekleştirilen çalışma ile Umman’da 

bulunan Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. türünün meme kanseri hücreleri 

(MDA-MB-231), rahim ağzı kanseri hücreleri (Hep-2) ve Vero hücreleri (normal) 

üzerindeki sitotoksik etkisi test edilmiş ve kimyasal profili GC-MS ile analiz 

edilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre kimyasal profil verileri, piperitonun yaklaşık 

%38,6 oranında ana bileşen olduğunu, ardından elemol (%27,9), α-eudesmol (%14,5) 

ve β-eudesmol (%4,6) geldiğini göstermiştir. Bu sonuçlar, ana bileşenin piperitone 

olması nedeniyle elde ettiğimiz sonuçlarla paralellik göstermektedir. Apoptoz 

testlerinde elde ettikleri EC50 değerleri incelendiğinde elde ettikleri sonuçların MDA-

MB-231 hücre hattı için 67,4 µg/ml, Hep-2 hücre hattı için 74,3 µg/ml ve Vero hücre 

hattı için >100 µg/ml olduğu görülmektedir. Tez çalışmasında elde ettiğimiz apopotoz 

testi sonuçları ile karşılaştırıldığında Z. clinopodioides subsp. rigida uçucu yağının 

daha apopototik olduğu görülmektedir. 
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Bayala ve diğ. (2023) gerçekleştirdikleri çalışma ile Burkina Faso'dan 

Cymbopogon schoenanthus esansiyel yağının, prostat kanserinden türetilen LNCaP 

hücreleri ve rahim ağzı kanserinden türetilen HeLa hücreleri üzerindeki sitotoksik 

aktivitesini değerlendirmişlerdir. Esansiyel yağ, hidrodistilasyon yoluyla ekstrakte 

edilmiş ve GC-FID ve GC-MS ile analiz edilmiştir. Analizler sonucunda otuz yedi 

bileşik tanımlanmıştır. Uçucu yağın ana bileşenlerinin piperiton (%49,9), δ-2-karen 

(%24,02), elemol (%5,79) ve limonen (%4,31) olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, uçucu 

yağın LNCaP ve HeLa hücrelerinin çoğalmasını 135,53 ± 5,27 µg/mL ve 146,17 ± 11 

µg/mL EC50 değerleriyle ile azalttığı tespit edilmiştir. Elde ettikleri sonuçlarda uçucu 

yağın içeriğinde en yüksek konsantrasyonda piperitone olması çalışmamızdaki 

sonuçlarla paralellik göstermiştir. Ancak elde ettiğimiz HCT116 ve CaCO-2 EC50 

sonuçları bakımından karşılaştırıldığında Bayala ve diğ. (2023) tarafından 

gerçekleştirilen çalışmadan daha düşük olduğu görülmektedir.   
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER  

Özellikle İran'ın doğusundaki Horasan eyaletinde Z. clinopodioides subsp. 

rigida türü sıklıkla tüketilmektedir. Ayrıca Z. clinopodioides, geleneksel İran tıbbında 

gastrointestinal bozuklukların, soğuk algınlığının ve iltihapların tedavisinde de sıklıkla 

kullanılmaktadır. Flavonoid ve terpen bileşikleri bakımından zengin yapısından 

dolayı, çeşitli hastalıklara karşı kayda değer tedavi edici etkilere sahip olabilmektedir. 

Bu çalışmada Z. clinopodioides subsp. rigida türünün toprak üstü kısımlarından elde 

edilen uçucu yağın GC-MS ile analizi yapılmıştır. Z. clinopodioides subsp. rigida 

toplam uçucu yağının %95,08'ini temsil eden ve ana bileşenleri piperitone (%22,26), 

isomenthone (%14,00), menthol (%9,82), eugenol (%8,94) ve thymol (%8,43) olan 37 

farklı bileşen belirlenmiştir. Ayrıca, insan kolerectal kanseri (CACO-2 ve HCT116) 

hücre hatlarında ve kontrol hücre olarak İnsan sağlıklı Embiryonic böbrek (HEK293) 

hücre hattında in vitro şartlar altında sitotoksisite ve ayrıca anti-apoptotik etkilerini 

incelenmiştir. Gerçekleştirilen gerçek zamanlı PZR sonuçlarına göre Z. clinopodioides 

subsp. rigida uçucu yağının kolerektal kanser hücre hatlarında anti-kanser geni olan 

BCL2’yi inhibe ettiğini ve kanser genlerini (BAX, Caspase 3, Caspase 8 ve Caspase 

9) aktivleştirerek apoptotik bir ajan olabileceği gösterilmiştir. Tarafımızdan yürütülen 

çalışmanın sonuçları ile Z. clinopodioides subsp. rigida’nın hem in vivo hem de in 

vitro olarak gerçekleştirilen çalışmalar ışığında, türün zengin bir biyolojik aktiviteye 

sahip olduğu ilk kez gösterilmiştir. Ayrıca dünya genelinde önde gelen, insan sağlığına 

sorun yaratan ve ölüm ile sonuçlanan kolerektal kansere kaşı terapötik bir ajan 

olabilme potansiyeli taşıması bakımından daha ileri çalışmaların yapılması gerektiği 

düşünülmektedir.  
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