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OZET

Ziziphora clinopodioides Lam. subsp. rigida (Boiss.) Rech.f. (LAMIACEAE)
UCUCU YAGININ SiTOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERININ
BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
NEGIN YADOLLAHI
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. GURKAN SEMiZ)

DENIZLi, OCAK 2024

Bitkiler insanlik tarihi boyunca kanser dahil ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir. Giinlimiizde, bitkilerin sahip oldugu sekonder metabolitler ve etki
mekanizmalarin1 ortaya ¢ikarmak icin ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Saglikli
dokulara zarar vermeyen ve anti-karsinojen etkilere sahip ajanlar {izerindeki
arastirmalar son yillarda oldukc¢a popiiler hale gelmistir. Bitkilerden elde edilen
ekstraktlar ve ucucu yaglar da kimyasal icerikleri diisliniildiigiinde potansiyel ilaglar
i¢in genis bir kaynak saglamaktadir. Bu calisma ile iran’da yayilis gdsteren ve insanlar
tarafindan siklikla tiiketilen Ziziphora clinopodioides subsp. rigida tiiriinden ugucu
yag elde edilmesi, elde edilen ugucu yagin kimyasal icerik analizi, ucucu yagin
kolerektal kanser hiicre hatlarinda (CACO-2 ve HCT116) sitotoksisite aktiviteleri ve
apoptoz analizleri etkilerini incelenmesi amaglanmistir. Kontrol olarak saglikli
embriyonik hiicre hattt HEK293 kullanilmistir. Bu hiicre hatlarindan elde edilen ECso
degeri kullanarak apoptoz analizleri, Annexin FITC/PI boyamasi ile yapilmis, apoptoz
iligkili genlerin (BAX, BCL2, Caspase 3, Caspase 8 ve Caspase 9) seviyelerini 6lgmek
tizere mRNA izole edilmis ve qRT-PCR ile 6lgtimleri gergeklestirmistir. Elde edilen
sonuglara gore, Z. clinopodioides subsp. rigida ugucu yagin kolerektal kanser hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksisite etkisi saglikli hiicre hattindaki etkisine kiyasla daha
yiksek oldugu gosterilmistir. Apoptoz analizi sonucunda Z. clinopodioides subsp.
rigida ucucu yagmin yiiksek apoptoz etki gosterdigini ve ayrica antiapoptotik geni
(BCL2) inhibe ettigini, apoptotik genlerini (BAX, Caspase 3, Caspase 8 ve Caspase 9)
tesvik ederek apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Sonug olarak tarafimizca yiiriitiilen
¢alismanin sonuglart Z. clinopodioides subsp. rigida tiiriiniin kolerektal kansere kars1
terapotik bir ajan olabilme potansiyele sahip oldugu ilk kez gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Apoptotik, GC-MS, Lamiaceae, Sitotoksik, Ugucu yag,

Ziziphora clinopodioides subsp. rigida.



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 SEMI2Z)

DENIZLI, 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. mMRNA 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 gRT-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. GIRIS

Kalitsal faktorler veya cevresel ajanlarin etkisiyle hiicrelerde meydana gelen
genetik hasar ya da mutasyonlar sonucunda bir¢ok kanser tiirii olusabilmektedir.
Giliniimiizde kanser tedavisi yaklasimlarinda énemli derecede ilerleme kaydedilmis
olmasina ragmen, ¢esitli kanser tiirlerinin molekiiler mekanizmalarini aydinlatmadaki
zorluklar ve tedavilerinde yaganan yan etkiler sebebiyle tamamlayici tedaviler olarak
dogal tiriinlerin kullanildig1 tedavi yaklasimlari tercih edilmeye baslanmistir. Dogal
iriinler, yan etkilerin azaltilmasinda cogunlukla kullanilan bilesikleri ortaya
cikarirken, geleneksel tipta uygulanmasi terapotik etkiye sahip potansiyel yeni bilesik
kaynaklarina isaret etmektedir (Khafaei ve dig. 2019).

Fosil kayitlari, insanlarin bitkileri ilag olarak kullanimini yaklagik 60.000 yil
oncesine kadar tarihlendirmektedir (Solecki 1975). Bu noktadan itibaren, bitkileri bir
tedavi araci olarak kullanan geleneksel tibbi sistemlerin gelisimi, yalnizca onlarin
benzerliklerini gosteren kayitli belgelere kadar izlenebilmektedir. Bununla birlikte, bu
sistemlerin degeri, onemli bir antropolojik veya arkeolojik olgudan cok daha
fazlasidir. Bu deger, Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gore diinya niifusunun neredeyse
%65'inin temel saglik hizmetleri yontemine dahil ettigi bir metodolojidir (Farnsworth
ve dig. 1985).

Bitkileri terapdtik madde kaynagi olarak kullanmanin amaglart sunlardir: a)
dogrudan ila¢ olarak kullanilmak tizere biyoaktif bilesikleri izole etmek; b) daha
yiiksek aktiviteye ve/veya daha diigiik toksisiteye sahip patentlenebilir yeni veya
bilinen yapilara sahip biyoaktif bilesikler tiretmek; c) farmakolojik amagli ajanlar
tiretmek ve d) bitkinin tamamini veya bir kismini bitkisel ilag olarak kullanmak

(Fabricant ve Farnsworth, 2001).

Bitkiler, insanlar tarafindan uzun siireli (¢cogunlukla yiizlerce veya binlerce y1l)
kullanilmalar1 nedeniyle potansiyel tedavi agisindan avantajli durumdadirlar. Bu tiir
bitkilerden elde edilen herhangi bir biyoaktif bilesigin diisiik toksisiteye sahip olmasi
beklenen bir durumdur. Bu bitkilerden bazilari, bu etkileri belgeleyecek bir raporlama

sistemi olmayan durumlarda toksik ozellige sahip olabilir. Bununla birlikte, bir



bitkinin kullanilmasindan sonra goriilebilecek akut toksik etkiler her zaman net bir
sekilde fark edilemeyebilir (Yousefbeyk ve dig. 2016).

2. GENEL BIiLGILER

2.1  Lamiaceae Familyasimin Genel Ozellikleri

Altinct en bliylik Angiosperm familyasi olan Lamiaceae, 245'ten fazla cins ve
yaklasik 7900 tiir icerir ve diinya genelinde bir dagilim gosterir (Celep ve Dirmenci
2017). Ekonomik ve tibbi agidan 6nemli bir¢ok tiirii igeren familyanin (Harley ve dig.
2004) en bilinen tiyeleri kekik, nane, feslegen, adagayi, biberiye, mercankosk, melisa
gibi ¢esitli aromatik bitkilerdir (Bekut ve dig. 2018). Lamiaceae familyasinin genel
kimyas1 oldukga karmasik olabilmektedir. Ciinkii bu bitki ailesinde birgok grup ve alt
grup kimyasal yap1 bir arada bulunabilmektedir. Bu kimyasal gruplarin her biri kendi
kimyasal yap1 ve ozelliklerine sahiptir. Lamiaceae familyasi igerisinde belirgin iki
grup karakterize edilmektedir. Birincisi esas olarak ugucu yagda bulunan ugucu
terpenoidlere sahip olan gruplar, digeri ise esas olarak polar fraksiyonda ugucu
olmayan metabolitler lrettigi bilinen ve zayif ugucu yapilara sahip olan tiirlerin

bulundugu gruplardir (Frezza ve dig. 2019).

Lamiaceae tiirlerinin ugucu yaglar1 6zellikle sirasiyla 10, 15 ve 20 karbon
atomundan olusan ucgucu monoterpenler, seskiterpenler ve diterpenler agisindan
zengindir. Monoterpenler arasinda ana bilesikler a-pinene, B-pinene, 1,8-cineole,
menthol, limonene ve y-terpinene’dir (Panizzi ve dig. 1993; Hajhashemi ve dig. 2003;
Bozin ve dig. 2006; Delamare ve dig. 2007; Carovi¢-Stanko ve dig. 2010; Hussain ve
dig. 2011). Bunlarin yaninda germacrene-D, caryophyllene ve spathulenol ana
seskiterpen bilesiklerini temsil eder (Daferera ve dig. 2000; Mohagheghzadeh ve dig.
2000; Aligiannis ve dig. 2001; Arrigoni-Blank ve dig. 2008). Lamiaceae tiirlerinin
ucucu yagi yag asitleri de icermektedir (Daferera ve dig. 2000; Estévez ve dig. 2007;
Taarit ve dig. 2010). Bunlar serbest sekilde bulunabilir veya digliserit ve trigliserit
formunda bir araya gelebilir. Ayrica yapilar1 orta (C14 ve C16) veya uzun zincirler

(C18) gosterebilir (Frezza ve dig. 2019).



Lamiaceae tiirleri, sagladiklar1 faydali farmakolojik etki nedeniyle, tiim
diinyadaki {iilkelerin yoresel tibbinda kullanim gelenegine sahiptir. Ayrica bu durum
yiizyillar gegse de hi¢ azalmamistir. Nepetoideae alt familyasi tiyeleri diinya genelinde
antimikrobiyal, antifungal, antiviral, insektisidal, antiseptik, antiinflamatuar,
sitotoksik ve antitimor ajan1 olarak kullanilmaktadir (Rijo ve dig. 2009; Zhong ve dig.
2012; Taran ve dig. 2013; Venditti ve dig. 2017; Shahla 2012). Bunun yaninda deri
hastaliklar1, romatizma, bronsit, soguk alginlig1 gibi hastaliklarda y6re halki tarafindan
tercih edilmektedir (Rivera ve Obon 1995; Fernandez ve dig. 2003; Liu ve dig. 2007,
Alnamer ve dig. 2012; Sambath ve dig. 2015).

2.2 Ziziphora L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Lamiaceae familyasinda yer alan ve tibbi 6zelligi olan bazi tiirleri biinyesinde
barindiran Ziziphora L. bu familyanin 6nemli bir cinsidir. Ziziphora diinyada Akdeniz
tilkeleri, Dogu ve Bat1 Asya, Orta Avrupa ve Kuzey Afrika'da yayilis gostermekte olup
19 tiir ve 31 taksonla temsil edilmektedir. Tiirkiye'de 5 tiire bagl 9 takson (Selvi ve
dig. 2015), Iran’da ise 4 tiirle temsil edilmektedir (Mozaffarian 1996; Salehi ve dig.
2005).

Ziziphora taksonlarinda bulunan glandular tiiyler (kapitat ve peltat tiirleri) bol
miktarda ucucu yag biriktirir ve salgilar. Bu nedenle etrafina keskin ve aromatik bir
koku yayar (Satil ve Selvi 2020). Ziziphora taksonunun ugucu yaglar1 tizerine bir¢ok
kimyasal ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda ucucu yaglarin bilesiminde en ¢ok
bulunan bilesigin “pulegone” oldugu goriilmektedir (Kaya ve dig. 2013). Monoterpen
hidrokarbonlarin en one ¢ikanlari limonene ve g-pinene’dir (Konyalwglu ve dig.
2006; Kilig ve Bagc1 2013; Piryaei ve dig. 2015). Ziziphora tiirleri lizerine yapilan
caligmalarin ¢ogunda en c¢ok bulunan bilesenlerin oksijenli monoterpenler oldugu
goriilmiistiir. Ancak bazi durumlarda seskiterpen hidrokarbonlar da bol miktarda
bulunabilmektedir (Ebrahimi ve dig. 2009; Delnavazi ve dig. 2014). Ebrahimi ve dig.
(2009), Z. capitata L. tiiriiniin eterik yaginda, baslica germacrene-D (%21,3),
limonene (%7,8), -caryophyllene (%7,5), bicyclogermacrene (%5,5) gibi seskiterpen
hidrokarbonlarin yaninda daha diisiik miktarlarda spathulenol (%4,5) gibi oksijenli

seskiterpenler bulundugunu tespit etmislerdir. Ancak Z. tenuior L.'nin eterik yaglari



hakkinda benzer bir raporda seskiterpen hidrokarbonlarin (%25,8) ve oksijenli
monoterpenlerin (%23,9) yiizdeleri arasinda yalnizca kiiciik bir farkin oldugu rapor
edilmistir (Delnavazi ve dig. 2014). Ayrica, solvent ekstraksiyonu yaklagimini
kullanan Nadaf ve dig. (2013), polar olmayan solvent n-hekzan kullanilarak Z. persica
Bunge'nin toprak {stli kisimlarinin ekstrakti i¢in tamamen farkli bir profil
bulmuslardir. 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 bazi olagandis1 bilesikleri igerdigi gosterilmistir.

Iran ve Tiirk geleneksel halk hekimliginde Ziziphora tiirleri sakinlestirici, mide
agris1 ve gaz giderici gibi gesitli amaglarla infiizyon olarak kullanilmaktadir (Oztiirk
ve Ercisli 2007). Iran’da bu bitkinin kurutulmus toprak {istii kisimlari soguk alginlig
ve Oksiiriik tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Zargari 1995). Ziziphora tiirleri
ayrica antiseptik ve yara iyilestirme gibi cesitli rahatsizliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir (Oztiirk ve dig. 1995). Gegtigimiz yillarda Ziziphora taksonlarina ait
cesitli esansiyel yaglarin, ekstraktlarin ve ucucu bilesenlerin kimyasal
karakterizasyonuyla ilgili bircok calisma gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalarda farkli
Ziziphora tiirlerinin ugucu yaglarin1 analiz etmek igin gaz kromatografisi (GC)
kullanilmistir. Ancak 1990'dan Once arastirmacilar ilgili profilleri taramak icin
genellikle alev iyonizasyon dedektoriinii (FID) kullanmiglardir. Fakat, 1990'dan sonra
bitki materyallerinden elde edilen ¢ogu ugucu yag, GC-MS ile analiz edilmistir
(Mohammadhosseini  2017). Bu arastirmalarin ¢ogunda, esansiyel yaglarin,
ekstraktlarin veya ugucu bilesenlerin izolasiyonu igin Ziziphora cinsinin farkl
tirlerinin toprak {stli kisimlari kullanilmistir. Bu c¢aligmalardan yola ¢ikarak,
Ziziphora cinsinde en sik tanimlanan bilesenin pulegone oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayrica siklikla olusan diger oksijenli monoterpen bilesikler izomenton,
isopulegone, thymol, mentone, piperitone, piperitenone, neomentol, mentol, carvacrol,
1,8-cineole ve carvone’dur (Belyaev ve Demeubaeva 1999; Schulz ve dig. 2005;
Sonboli ve dig. 2006; Behravan ve dig. 2007; Kheirkhah ve dig. 2015; Kakaei ve
Shahbazi 2016).

Z. clinopodioides (Farsca: Kakoti Kohi; Tiirkge: dag reyhani) ¢ok yillik bir
bitkidir ve genellikle ¢cok sayida govdesi olan bir ¢alidir. Govdeler kdkten ¢ikar ve

basit, dallanmamis yapraklar1 olan, 7-50 santimetre yiiksekliginde, dik, kivrik veya



tirmanan bir yapisi vardir. Yapraklar genellikle kuyruklu olup, diiz, mizrak seklinde
veya yumurta seklinde olabilirler. Ciceklenme yapraklari diiz, dikdortgen veya
yumurta seklinde ve cigekler ¢ogunlukla sap baslarini olusturan ¢ok sayida sap
icermeyen baslar seklinde, yesil veya mor renkte tiip ¢igeklerden olusur. Cigeklerin
dudaklar1 beyazdan pembe veya mora kadar degisen renklere sahiptir ve {ist dudak
diizdiir, alt dudak ise ti¢ esit lobla boliinmiistiir. Meyve, uzunlamasina oval, kahverengi
renkte bir kapsiil seklindedir (Ghorbani Ranjbary ve dig. 2016). Z. clinopodioides
bitkisi, genellikle yar1 kurak bolgelerin daglik arazilerinde yetisen ¢ok yillik bir
bitkidir. Bu bitkinin deniz seviyesinden 800 ile 3700 metre yiikseklige kadar olan
rakim araliginda yetistigi rapor edilmistir (Modiri ve dig. 2013). Z. clinopodioides’in,
Iran'da dokuz alt tiirii bulunmaktadir. Bu bitkinin diinya ¢apinda yayilisi ise Tiirkiye,
Irak, Sibirya, Kafkasya, Orta Asya, Afganistan, Pakistan ve Iran1 igerir. Iran'daki
cografi yayihmi, Giilistan, Azerbaycan, Zencan, Kiirdistan, Isfahan, Tahran,
Kermansah, Luristan, Hemedan, Fars, Chaharmahal va Bakhtiari, Kerman,
Hiirmiizgan, Huzestan, Horasan, Semnan, Kohgiluyeh ve Boyer-Ahmad, Tehran,

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

Z. clinopodioides tiirtiniin farkl alttiirleri, antibakteriyel (Salehi ve dig. 2005;
Sonboli ve dig. 2006; Oztiirk ve Ercisli 2007), antioksidan (Konyalioglu 2005),
sindirim sistemini rahatlatma (Oztiirk ve Ergisli 2007) ve soguk algmligma kars:
koruyucu etkilere sahiptir. Z. clinopodioides bitkisinin agr1 kesici ve iltihap giderici
etkileri de kanitlanmustir. Farkli Ziziphora tiirlerinde yiiksek miktarda bulunan
pulegone, gida, ila¢ ve saglik endiistrilerindeki 6nemi nedeniyle, kurak ve yar1 kurak
bolgelerinde genis cografi dagilima sahip iki alttiirii tizerinde calisma yapilmigtir
(Batooli ve dig. 2012). Ayrica, Ziziphora'nin toprak tstii kismimin alkol ekstrakti,
menthol gibi bilesenler nedeniyle ¢esitli kanser hiicrelerinde (6rnegin HT-29 ve T-47D
hiicre hatlar1) sitotoksisiteye yol acabilir. (Azadmehr ve dig. 2014). Z. clinopodioides
tiiriiniin bilesenleri anti-tiimor aktiviteye sahiptir ve bazi kotii huylu tiimdr tiirlerinin
biiylimesini %32,6 ve kanserli bezlerin biiyiimesini %5,47 azaltir (Chachoyan ve
Oganesyan 1996) Arastirmacilar farkli Z. clinopodioides alttiirlerinin esansiyel yagi
ve ekstraktinin anti-oksidant ve antimikrobiyal ozelliklerinin etkisi arastirmis ve
pulegone’un ugucu yaglarinin etkin maddesi oldugu rapor etmislerdir (Inouya ve dig.
2001). Ayn1 zamanda gida iirinlerinde koruyucu ve dogal aroma bilesigi olarak da

onerilmektedir. (Mehraban Sengatash ve dig. 2007) .



Sonboli ve dig (2006) gergeklestirdigi ¢alisma ile Z. clinopodioides subsp.
bungeana (Juz.) Rech.f. taksonunun toprak istii ¢igekli kisimlarindan elde edilen
ucucu yagin kimyasal bilesimini GC-MS ile analiz etmislerdir. Toplam yagin
%97,1'ini temsil eden otuz iki bilesen belirlemislerdir. Monoterpenlerden (%94,3), ana
bilesenler olarak pulegone (%65,2), iso-neomenthol (%11,9), 1,8-cineole (%7,8) ve
piperitenone (%06,5) ile yagin temel fraksiyonunu olusturmustur. Yagin ve ayrica iki
ana bileseninin (pulegone ve 1,8-cineole) antibakteriyel aktivitesi yedi bakteriye karsi
test edilmistir. Calismanin sonucuna gore yagin Staphylococcus epidermidis, S.
aureus, Escherichia coli ve Bacillus subtilis'e kars1 3,75 mg/ml MIC degeriyle ilging

antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Oztiirk ve Ercisli (2007), gergeklestirdikleri calisma ile Tiirkiye'nin
dogusundan toplanan Ziziphora clinopodioides tiiriiniin toprak tstii kisimlarindan elde
edilen ugucu yag ve metanol ekstraktinin kimyasal bilesimlerini incelemis ve 52 Gram
pozitif ve Gram negatif bakteriye karsi antibakteriyel aktivitesi agisindan
degerlendirmistir. GC-MS analizleri ile de 18 kimyasal bilesik belirlenmistir.
Esansiyel yaglarin ana bilesenleri pulegone (%31,86), 1,8-cineole (%12,21), limonene
(%10,48), menthol (%9,13), a-pinene (%6,88), menthone (%6,73), piperitenone
(%35,30) ve piperitone (%4,18) olarak rapor edilmistir.

Amiri (2009), Z. clinopodioides'in toprak iistii kisimlarindan elde edilen eterik
yaglardaki nicel ve nitel degisikliklere odaklanan bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Iran'in
Lorestan bolgesinden toplanan oOrnekler i gelisim evresine gore ayrilmistir:
cigeklenme Oncesi asama, ¢igeklenme asamasi ve ¢igeklenme sonrasi asama. Bu
donemlere ait bitki ugucu yag verimleri sirasiyla %1,1, %0,6 ve %0,8 (w/w) seklinde
siralanmugtir. Bu galismada her {i¢ asamada da en yiiksek orandaki bilesenin pulegone

oldugu goriilmiistiir.

Sonboli ve dig. (2010), Iran'n Hemedan Eyaletinden Z. clinopodioides subsp.
rigidanin dokuz eterik yagmin kimyasal bilesimlerini taramis ve sonug¢ olarak
pulegonun yedi ornekte en bol bulunan bilesen oldugu ve sadece bir ornekte

(neomentolden sonra) ikinci sirada yer aldigi bulunmustur.

Z. tenuior'un toprak istli kisimlarindan elde edilen eterik yaglarin ve ugucu

bilesenlerinin profili, her durumda pulegonun toplam eterik yaglarin %50'sinden



fazlasin1 olusturdugunu gostermistir (Piryaei ve dig. 2015). Pulegone ayrica
Tiirkiye'nin Coruh vadisinde yabani olarak yetisen Z. clinopodioides'in sekiz
ekotipinin tiim profillerinde en yiiksek miktarda tespit edilen bilesiktir (Alp ve dig.
2016). Son olarak pulegone, Z. capitata’nin toprak iistii kisimlarindan ayrilan ugucu

maddelerin ana bileseni olarak gdsterilmistir (Mohammadhosseini ve dig. 2016).

Ayrica, Hint gelencksel tibbinda, Z. clinopodioides'nin kurutulmus yapraklari
tifo tedavisinde de kullanilmaktadir. Bu bitkinin demlenmis yapraklari ayrica sicak
yaz aylarinda serinletici igeceklerin yapiminda ve siit lirlinlerinin diger tiirevlerinde
kullanilir (Sajadi 2003). Bu bitkinin yapraklari ve ¢igekleri, antiseptik ve anti-
enflamatuar etkilere sahip olmalari nedeniyle soguk alginliginin tedavisinde kullanilir,
bu karisimin agr1 kesici ve iltihap giderici etkileri, farkli nane ailesi bitkilerinde

bulunan bilesenler sayesinde iyi bir sekilde belirlenmistir (Sezik ve dig. 1991).

Z. clinopodioides tiiriiniin bilesenleri, antitiimoéral etkilere sahiptir ve bazi
malign (kotii huylu) tiimorlerin biiylimesini %32'ye kadar ve kanserli lezyonlari
%47'ye kadar azaltabilecegi gosterilmistir (Chachoyan ve Oganesyan 1996). Z.
clinopodioides genellikle kalp rahatsizliklari, yiiksek tansiyon, bronsit, anormal kalp
atiglari, astim ve akciger abseleri gibi saglik sorunlarinin tedavisinde de

kullanilmaktadir (Tian ve dig. 2011).

Ghazanfari ve dig. (2013), aralarinda Aloe vera (L.) Burm.f., Zingiber
officinale Roscoe, Z. clinopodioides ve Crocus sativus L.'un da bulundugu bazi
bitkilerin ekstraktlarinin mide kanseri tizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmiglardir.
Calisma sonucunda Hiicrelerin 1,0, 2,0 ve 5,0 mg/mL Z. clinopodioides ugucu yagi ile
tedavi edildigini rapor etmislerdir. Eterik yag, tedavi edilmemis hiicrelerine gore hiicre
canliligint azaltmistir. Ayrica hiicrelerinin canliligt agisindan kontrol grubuyla

karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamastir.



2.3 Kanser

Kanser, somatik hiicrelerde genetik veya epitenal degisikliklerden kaynaklanan
ve viicudun diger kisimlaria yayilabilen anormal hiicrelerin biiylimesine neden olan
oliimciil bir hastaliktir. 2018'de diinya ¢apinda erkeklerde 9,5 milyon kadinlarda 8,5
milyon olmak tizere toplamda 18 milyon kanser vakasi tespit edilmistir. Diinyadaki en
yiiksek kanser orani prostat, meme, akciger, mide, kolon ve cilt kanseridir. Ancak
insanlar etkileyen 100 tip kanser bulunmaktadir. Son zamanlarda, kanser tedavisi igin
daha etkili ve dogru ilaglar ortaya koymak iizere ¢cok fazla arastirma yapilmaktadir.
Boylece hastayr en kisa siirede geri kazanmaya ve hastanin sagligina kavusmasina
yardimc1 olmaya ¢aligilmaktadir (Saini ve dig. 2020). Kanser su anda 6nde gelen 6liim
nedenidir ve dliimlerin ¢cogu akciger, karaciger, mide, kolorektal, meme, prostat ve
dzofagus kanserleridir. Oniimiizdeki yirmi yilda kanser vakalarinin giiniimiize gore

%70 oraninda artmasi beklenmektedir (WHO 2015).

Karsinogenezin farkli asamalari, kanserin evrimsel dogasinin geregi, tedaviye
duyarlilikta degisikliklere yol agan farkli kemoterapotik yaklagimlar gerektirir.
Spesifik olarak, tiimor progresyonu, digerleri arasinda hiicre proliferasyonu, apoptoz
ve DNA onariminda yer alan faktorler icin mutasyonlarin birikmesi yoluyla genetik
ile iligkilidir (Sarroca ve dig. 2005). Kemoterapi ilaglari, hiicresel proliferasyon
inhibisyonu, artan hiicre 6liimii oran1 ve tiimor hiicresi farklilagsmasinin indiiklenmesi

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

Kolorektal kanser diinya genelinde en yaygin ii¢ilincii kanser tiirii olup, en ¢ok
O0lime neden olan kanser tiirleri arasinda ikinci siradadir. Kanser Arastirma
Merkezi'nin arastirmasma gore, 2020'de diinya ¢apinda yaklasik 1,89 milyon yeni
kolorektal kanser vakasi tespit edilmis ve bunlarin yaklasik 916.000' oliimle
sonuglanmistir. Kolon kanseri, yeni teshis edilen tiim vakalarinin yaklagik %38,8'"ini
olusturmus (Sung ve dig. 2021) ve bu vakalarin ¢gogu baslangicta lokalize bir hastalik
olarak belirlenmistir (Siegel ve dig. 2020). Kolorektal kanser, diinya genelinde
Ozellikle yetiskinler arasinda yaygin olan bir hastaliktir. Bu koéti huylu tiimori
engellemek i¢in minimal yan etkilerle yeni yontemlere acil bir ihtiya¢ bulunmaktadir.
Gilinlimiizde, kanseri tedavi etmek i¢in ¢esitli kimya, kemoterapi ve radyoterapi

teknikleri kullanilmaktadir. Ancak yeni tedavi yOntemlerinin hareketine yonelik



aragtirmalart yonlendiren saglikli hiicreleri kaybetmenin yan etkilerinden biridir
(Akbari ve dig. 2014; Rawla ve dig. 2019). CACO-2, laboratuvar ve kliniklerde epitel
hiicre kanseri ve kolorektal kanser tedavisinin davranigini taklit etmek i¢in en yaygin
epitel hatlarindan biri olan bir adenokarsinom hiicresidir (Ahmed ve dig. 2017; Hirsch
ve dig. 2020). Kolon ve rektum duvarlarinda olusan polipler siklikla 50 yas stii
kisilerde goriilen kitlelerdir. Bu poliplerin ¢ogu zararsizdir, yani kanserli degildirler
ancak bazi tiirleri, 6zellikle de adenomlar gelecekte kanserli hale gelebilmektedir.
Poliplerin erken tespiti ve ¢ikarilmasi kolorektal kansere yakalanma riskini onemli
olgiide azaltabilir. Kolon kanserine yakalanma riski yasla birlikte artar ve tan1 konulan
ortalama yas 72 olarak goriilmektedir (Aydinli 2011). Cevresel ve genetik faktorler
kolorektal kolon kanseri olasiligini arttirir (Chan 2010). Fakat aile gegmisi gibi genetik
faktorlerin ya da giinliik fiziksel aktivitelerin kolon kanser ile olan detayl1 iligkisi halen
yeterli sekilde agiklanamamistir (Wei ve dig. 2004). Aile adenomatozu (FAP) ve
terapotik olmayan kolorektal kanser (HNPCC) CRC vakalarinin %5'inden daha azini
olustursa da, aile kolon kanserlerinde en yaygin olanlaridir (Leon ve dig. 1993; Burt ve
dig. 1995).

Kolorektal kanser oykiisii olan kisilerin, o6zellikle de gen¢ yasta teshis
edilenlerin yakin akrabalarinda (anne, baba, kardes veya c¢ocuklar) hastaliga
yakalanma riski daha yiiksektir. Birden fazla akrabada kolorektal kanser dykiisii varsa
risk 6nemli Ol¢iide artabilir. Baz1 genlerdeki meydana gelen mutasyonlar kolorektal
kansere yakalanma riskini artirabilir. Ornegin herediter non-polipozis kolorektal
kanserdir (HNPCC) olarak bilinen kalitsal olmayan kolon kanseri genetik bir
hastaliktir ve tiim kolon kanseri vakalarinin yaklasik %2'sini olusturur. HNPCC'deki
genetik degisiklikler siklikla kolon kanserine yol agabilir ve tani aninda ortalama yas

44'iir. (Lynch ve dig. 1993).

Ailesel adenomatdz polipozis (FAP) ad1 verilen nadir bir hastalik vardir. Bu
hastalikta kolon ve rektumda adenomat6z polipozis coli geni APC ad1 verilen spesifik
bir gendeki degisikligin neden oldugu yiizlerce polip olusur. Tedavi edilmezse FAP,
genellikle 40 yasia gelindiginde kolorektal kansere yol agabilir. Ancak bu hastalik
genellikle kolon ve rektumun tamaminin ¢ikarilmasiyla tedavi edilebilir. Bu nedenle
poliplerin zamaninda tespiti ve diizenli taramalarla uzaklastirilmasi kolorektal kanser

riskinin azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica aile dykiisii, genetik faktorler



ve belirli yas araliklarinda yapilan taramalar da erken tani ve tedavi siireclerinde

oldukc¢a 6nemlidir (Crawford 1997).

Bitkisel ila¢ calismalar1 sadece bitkilerdeki aktif bilesenleri tanimlamak i¢in
degil ayn1 zamanda bitkillerin tibbi 6zelliklerine bilimsel destek saglamak amaciyla da
yapilmaktadir (Ahmadi ve dig. 2021). Ayrica literatiir siklikla tibbi bitkiler ve
bilesenlerinin hastaliklarin énlenmesinde kullanildigi bildirilmektedir (Cinar 2018).
Artik bircok kisi tibbi bitkileri kullandigindan, insan sagligina etkilerinin
anlasilabilmesi i¢in besin maddelerinin bilesiminin belirlenmesi de 6nemlidir (Ekor
2014). Bitkilerdeki bu bilesikler hiicrelerin, genlerin ve membran fonksiyonlarinin

bakimi ve diizenlenmesinde de rol oynayabilmektedir (AbdulSattar ve dig. 2012).

Dogal tirtinler, ylizyillardir farkli kiiltiirler tarafindan kullanilmakta, geleneksel
ve tamamlayict tibbin temelini olusturmaktadir (Petrovska 2012). Bu dogal
kaynaklarin ve bunlardan izole edilen bilesiklerin ¢ok biiyiik bir kismi antikanser,
antioksidan, immiinomodiilatdr, antimikrobiyal ve antiinflamatuar 6zellikler gibi ¢ok
sayida terapotik etki gostermektedir (Michel ve dig. 2020). Kimyasal bilesimlerine
gore, ucucu yaglar genel olarak oksijenli bilesikler ve hidrokarbonlar olarak
siiflandirilir (Bakkali ve dig. 2007). Oksijenli bilesikler arasinda esterler, aldehitler,
ketonlar, alkoller ve fenoller bulunur. Diger aktif gruplar arasinda aromatikler ve
kiikiirt igeren bilesenler bulunur (Legault ve dig. 2007; Van de Vel ve dig. 2019).
Hidrokarbon bilesikleri, terpen ad1 verilen 6zel bir kimyasal gruptan olusur ve degisen
sayida izopren birimi (C5) igerirler. Monoterpenler 10 ve seskiterpenler 15 ve
diterpenler 20 karbon igermektedir. Monoterpenler, ugucu yaglari genel bilesenlerinin
%90'na katkida bulunur. Hem monoterpenler hem de seskiterpenler, diger biyolojik
olarak aktif fonksiyonel gruplarla (monoterpenoidler) birleserek ve oksijenli gruplarin
(seskiterpenoidler) kimyasal yeniden diizenlenmesi ve eklenmesi yoluyla ¢ok ¢esitli
yapilar sunmaktadir. Terpenler ayrica asiklik, monosiklik veya bisiklik olabilir, ve bir
aromatik grup igerebilir. Izopren zinciri ne kadar uzun olursa, olasi kimyasal

varyasyonlar o kadar fazla olabilmektedir (Bakkali ve dig. 2007).
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24 Tezin Amaci

Bu ¢alisma ile Iran’da dogal olarak yayilis gosteren ve halk tarafindan siklikla
tilketilen Z. clinopodioides subsp. rigida taksonundan elde edilen ugucu yagin terpen
igerigi GC-MS analizi ile belirlenmesi ilk amag olarak belirlenmistir. Devaminda
ucucu yagim insan kolon (CACO-2 ve HCT116) kanser hiicre hatlar1 {izerindeki
sitotoksik etkilerinin taranmasi hedeflenmistir. Son olarak da kanser hiicre hatlar
tizerindeki apoptoz analizleri ve apoptoz ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerine

olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmastir.
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3. YONTEM

3.1  Bitki Materyalinin Toplanmasi

Bitki materyali olan Z. clinopodioides subsp. rigida 6rnekleri 2022 yilinda
Iran’m Kuzey Horasan eyaletinin Bojnord sehrine bagli Lenger, Goreh Nodeh ve Baba
Aman koylerinden ¢igeklenme doneminde toplanmistir. Toplanan bitki 6rnekleri genel
herbaryum tekniklerine uygun bir sekilde preslenmis ve kurutulmustur (Herbaryum
no: GSE-2490). Ucucu yagin eldesi i¢in toplanan 6rneklerin toprak {istii kisimlari kuru
ve serin bir yerde kurutulmustur. Herbaryum haline getirilen ornekler Pamukkale
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Kimyasal Ekoloji Laboratuvarinda

muhafaza edilmektedir.

Kurutulmus ve parcalanmis bitki 6rnekleri tartim isleminden sonra Clevenger
cihazina yerlestirilmis (yaklasik 100 gr olacak sekilde), distile su ilave edilip yaklagik
4 saat distilasyon islemine maruz birakilmistir. Ugucu yaglarin verimleri mI/100 g bitki
ornegi cinsinden hesaplanmis ve analiz edilinceye kadar +4°C’de amber siselerde

muhafaza edilmistir.

3.2 Ucucu yag bilesenlerinin GC-MS Analizleri

Z. clinopodioides subsp. rigida tiiriine ait ugucu yaglarin kimyasal
bilesenlerinin analizleri GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi, Agilent
GC Type, 7820A, MSD 5795, Agilent,. USA) cihazi kullanilarak yapilmigtir. Bu
analizler Pamukkale Universitesi, Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, Kimyasal Ekoloji
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Cihaza ait kullanilacak bazi metot bilgileri ise
sOyledir; 30 m uzunlugunda kapillar kolon (HP-5MS) kullanilmistir. Kolon 6zelligi ID
0,25 mm, film kalinlig1 0,25 mm (Hewlett Packard) seklindedir. Tasiyict gaz olarak
helyum kullanilmig ve terpenlere ait sicaklik programi ise 50 °C’den 250 °C’ye artis
hiz1 5 °C/dk olacak sekilde diizenlenmistir. iyon kaynagi sicakligi 230 °C olarak
ayarlanmistir. Her bir bilesige ait degerler yiizdelik olarak hesaplanmistir. Calisma

konusu olan bitkinin ugucu yagi 1/100 oraninda n-hekzan ile seyreltilmis ve analiz
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edilmistir. Cihazin kiitle okumalarina ait kiitiiphaneler Wiley 7 MS ve NISTO02 olarak

kullanilmistir.

3.3 Malzemeler

3.3.1 Kullamlan Kimyasallar

Bu ¢alismada kulanilan kimyasal maddeler asagidaki sekilde 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 siilfoksit (Carlo Erba 445106)

* PBS, Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Biowest L0616)
* DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma D1145)
* Tripsin-EDTA (Sigma T3924)

* L-glutamin (Gibco 25030081)

* FBS, Fetal Sigir Serumu (Biowest S1810)

* Tripan Blue (Biological Industries 2041813)

* Penisilin (Capricorn PS-B)

3.3.2 Kaullanilan Cihazlar

Bu ¢alismada kulanilan cihazlar agagidaki sekilde listelenmektedir:

* Etiiv (Niive, EN055)

* CO; Inkiibatorii (Niive, EC160)

* Biyogiivenlik Kabini (Niive, MN 120)
* Santrifiij (Zentrifugen, Mikro, 200R)
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* Mini Santrifiij (Zentrifugen, EBA20)

* Otoklav (Niive, OT40L)

* Ultra Derin Dondurucu (Niive, DF490)

* Yatay Jel Elektroforez Sistemi (Major Science, ME20)
* Jel Goriintiileme Cihazi (gelLite, Cleaver Scientific)

* Gii¢ Kaynag1 (Major Science, MP-30V)

* Vorteks (Dragon Lab, MX-F)

* Spektofotometre (Epoch, BioTek)

* Take 3 NanoDrop Aparati (Epoch, BioTek)

* Hassas Terazi (Denver Instrument, S1-234)

* Calkalamali Inkiibator (Comecta, WY-100)

* Isik Mikroskobu (Olympus, CX21)

* StepOnePlus Gergek Zamanli-PZR Sistemi (Applied Biosystems, Thermo).
* PCR (Optimus, 96G)

* Saf Su Cihaz1 (New Human Power, | S-UV).

34 Hiicre Kkiiltiirii ve sitotoksisitenin belirlenmesi

Calisma i¢in kullanilmak tizere Z. clinopodioides subsp. rigida taksonundan
elde edilen ugucu yagin sitotoksik aktiviteleri; insan kolon (CACO-2 ve HCT116)
kanser hiicre hatlar1 ve saglikli insan embriyonik bobrek (HEK293) hiicre hatti
tizerinde test edilmistir. Projede kullanilacak hiicre hatlar1 37°C’de %95 nem ve %5
COz igeren inkiibatorde ve %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin
igeren Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM) besiyerinde ¢ogaltilmis ve yaklagik
%85 yogunluga ulastiginda uygulama yapilmistir. Ugucu yagin hiicreler tizerindeki
sitotoksik aktivitesi MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid)
kullanilarak tespit edilmistir. Ozetle, ugucu yag farkli konsantrasyonlarda hazirlanmus
ve 96 kuyucuklu plakalara ekilmis hiicrelere (her kuyucuga 2x10° hiicre olacak
sekilde) uygulanmis ve 24 saatlik inkiibasyon edilmistir. Oziit ve saflastirilan maddeler
konsantrasyonu %0,5'1 ge¢meyecek sekilde dimetilsiilfoksit Dimethyl sulfoxide
(DMSO) ile ¢oziilmiis ve kontrol hiicreleri i¢in de ayni konsantrasyonda ¢oziicii
uygulanmstir. 24 saat sonra, besiyeri dikkatlice uzaklastirilmis ve 100 pul yeni besiyeri

ortami ile 10 ul MTT soliisyonu eklenmis ve 37°C’de 4 saatlik inkiibasyonun sonunda
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ortaya ¢ikan formazon kristelleri 50 pul DMSO eklenerek ¢oziilmesi saglanmustir.
Absorbans, bir mikroplaka spektrofotometre okuyucu kullanilarak 590nm’de
Ol¢iilmiis ve hiicre canlilik yiizdesi degerlendirilmistir. Verilerin yiizdesi hesaplanarak
elde edilecek olan EC50 Yar1 maksimal etkili konsantrasyon) degeri ilgili hiicrelerde

sonraki analizlerde kullaniimstir.

3.5  Apoptozun Belirlenmesi

Sitotoksik aktiviteye sahip ugucu yagin etkili (EC50) dozlarmin uygulandigi
hiicreler Annexin-V ve Propidyum lyodiir (PI) ile boyanmus, flow sitometri cihazina
(CytoFLEX, Beckman Coulter) yiiklenmis ve CytExpert programi ile analiz edilmistir.
Bu amagla hiicreler tripsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)yardimiyla
kaldirildiktan sonra 2000 rpm 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatanti
uzaklastirilmistir. Ardindan, PBS (Public Broadcasting Service) ardimiyla yikanan
hiicreler tekrar santrifij edilmistir. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
baglanma tamponu igerisinde Annexin-V ve PI boyalar1 ile muamele edilen hiicreler
15-20 dakika karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra cihaza yiiklenmistir. Cihazda
goriintillenen ve analiz edilen orneklerin canli, apoptotik ve nekrotik/6lii hiicre

yiizdeleri elde edilmistir.

3.6 Apoptozda gorev alan  genlerin mRNA  diizeyinde

ekspresyonlarinin analizi

Apoptozla iligkili genlerin ekspresyon seviyelerini saptamak icin mRNA
diizeyleri Ger¢ek Zamanli PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ontemi ile kantite
edilmistir; kullanilan ileri ve geri primer dizileri Tablo 3.1’de gosterilmistir. Bu
amagla, Total RNA (Riboniikleik asid) izolasyonu Analytik Jena markasinin
innuPREP RNA Mini Kit’i kullanilarak {iretici firmanin prosediiriine gore
gerceklestirilmistir. Ugucu yag uygulanan yaklasik 1x10° hiicreden elde edilen
RNA’lar -80°C’de saklanmistir. Ayrica elde edilen RNA kalitesi %]1°lik agoroz jel

elektroforezinde 18S ve 28S bantlarinin durumuna goriintlenmistir ve Epoch
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Mikroplaka Spektrofotometre yardimiyla 260/280 nm 6l¢timii ile miktar1 belirlenerek
cDNA sentezi sirasinda 5 pg RNA kullanilmasi saglanmaistir.

Elde edilen RNA’lardan cDNA (Komplementer DNA) entezi ABM markasinin
OneScript ¢cDNA Sentez Kiti kullanilarak iretici firmanin 6nerdigi protokolu
uygulanarak gerceklestirilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, ger¢ek zamanli RT-PZR
yapmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir. Yukarida belirtilen genlerin ekspresyon
diizeylerine incelemek i¢in, GenBank/EMBL veri bankalari taranarak segilen genler
icin uygun primer dizileri saptanmistir. Ger¢ek zamanli PZR islemi “SyberGreen I”
kiti kullanilarak iiretici firmanin talimatlara gore gerceklestirilmistir. Kisaca, 5 pl
cDNA (1/10 kez seyreltilmis), 15 pl “SyberGreen 17, primer, Taq polimeraz ve steril
su i¢eren karisimin karistilarak PZR cihazinin igerisine yerlestirilmistir. Tiim genler

icin bu 6n optimizasyon yapilarak uygun kosullar belirlenmistir.

Tablo 3.1: Secilen genler i¢in tanimlanan primer dizileri

Genler 1ileri 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  Istatistiksel Analiz

Tiim veriler ti¢ tekrar halinde 6l¢iilmiis ve sonuglar ortalama + standart sapma
olarak gosterilmistir. Kontrol ve Z. clinopodioides subsp. rigida yagi uygulanan
gruplar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak karsilastiriimistir.
[statistiksel hesaplamalar igin GraphPad Prism v.9 uygulamasi kullanilmistir ve

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4, BULGULAR

4.1  Z.clinopodioides subsp. rigida ucucu yagimin kimyasal bilesimi

Bitkinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin analizi GC-MS ile
tamimlanmustir. Yag verimi 0,80 (v/w) olarak kaydedilmistir. Z. clinopodioides subsp.
rigida taksonunun toplam ugucu yaginin %95,08'ini temsil eden ve ana bilesenleri
piperitone (%22,26), isomenthone (%14,00), menthol (%9,82), eugenol (%8,94) ve
thymol (%8,43) olan toplamda 37 farkl1 bilesen belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Z. clinopodioides subsp. rigida ugucu yaginin kimyasal bilesimi

No | RI? RIP Bilesik® %
1| 928 924 | a-thujene 0,06
2 | 936 932 |a-pinene 0,69
3 | 950 946 |camphene 0,25
4 | 978 974 | B-pinene 1,05
5| 982 974 |1-octen-3-ol 0,09
6 | 984 979 |3-octanone 0,06
7 | 990 988 |p-myrcene 0,14
8 | 993 988 |3-octanol 0,20
9 | 1004 | 1004 |3-hexenyl acetate 0,09
10 | 1017 | 1014 |a-terpinene 0,15
11 | 1032 | 1026 |1,8-cineole 7,64
12 | 1060 | 1054 |y-terpinene 2,05
13 | 1087 | 1086 |a-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-pB-caryophyllene 1,47

26 | 1480 | 1484 |germacrene-D 1,38

27 | 1486 | 1487 |p-ionene 0,07
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28 | 1508 | 1505 [p-bisabolene 0,17
29 | 1513 | 1513 |y-cadinene 0,18
30 | 1523 | 1522 [¢-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 Il 0,32
35| 1643 1644 | a-muurolol 0,18
36 | 2091 | 2095 [methyl linolenate 0,16
37 | 2126 | 2124 |methyl octadecanoate 0,11

2 Babushok ve dig. (2011), ® Adams, (2007), ¢ Bilesikler GC kolonunun (HP-
5MS) alikonma sirasina gore listelenmistir.

4.2  Sitotoksisite sonuglar:

Calisma i¢in kullanilmak tizere Z. clinopodioides subsp. rigida taksonundan
elde edilen ugucu yagin sitotoksik aktiviteleri; insan kolon (CACO-2 ve HCT116)
kanser hiicre hatlar1 ve kontrol hiicresi olarak saglikli insan embriyonik bobrek hiicre
hatt1 (HEK293) iizerinde test edilmistir. CACO-2, HCT116 ve HEK293 hiicre hatlar1
37°C’de %95 nem ve %5 COz igeren inkiibatorde ve %10 fetal sigir serumu (FBS),
%1 penisilin/streptomisin  karisimi igeren DMEM besiyerinde ¢ogaltilmistir ve
yaklastk %80 yogunluga ulastiginda 96 kuyuculu plakalara 2x10° ekilmistir. Z.
clinopodioides subsp. rigida ugucu yagi DMSO ile ¢o6ziilmiis ve farkh
konsantrasyonlar (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 ug/mL) ile 24 saatlik muamele edilmistir
ve pozitif kontrol olarak paklitaksel (13,7 uM) kullanilmistir. Muamele siiresinin
sonunda MTT yonetimi ile elde edilen sonuglar1 Excel ve Graphpad uygulamalarin
yardimiyla analiz edilmistir (Sekil 4.1-3).

Kolon kanser hiicre hattt (CACO-2) iizerinde Z. clinopodioides subsp. rigida
taksonundan elde edilen ugucu yagin farkli konsantrasyonlar1 (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50
ug/mL) ile 24 saatlik muamele ardindan elde edilen sonuglar incelendiginde
sitotoksisite gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.1) ve yarimaksimal dozu (EC50) Tablo

4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.1: Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin insan kolon kanseri (CACO-2)
hiicre canliligina etkisi. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda farklidir
(p<0,05).

Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin farkli konsantrasyonlar (3,12, 6,25,
12,5, 25, 50 pg/mL) ile HCT116 hiicre hattinda 24 saatlik uygulama sonunda ardindan
elde edile sonuglara gore Z. clinopodioides yaginin HCT116 tizerinde sitotoksisiteye
sahip oldugu bulunmustur (Sekil 4.2) ve EC50 degeri Tablo 4.2°de verilmistir.

150

50+

Hiicre Canlihgi (%)

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.2: Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin insan kolon kanseri (HCT116)
hiicre canliligina etkisi. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda farklidir (p<0,05).
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Insan embriyonik bobrek hiicre hatt1 (HEK293) iizerinde Z. clinopodioides
subsp. rigida yagin farkli konsantrasynlari (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 uM) ile 24 saatlik
muamele ardindan elde edile sonuglar1 incelendiginde sitotoksisite gosterdigini ancak
kanser hiicre hatlarindaki etkilerine kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil
4.3) ve yarimaksimal dozu (EC50) Tablo 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.3: Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin insan embriyonik bobrek hiicre
hattt (HEK293) hiicre canliligina etkisi. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda
farklidir (p<0,05).

Tablo 4.2: Z. clinopodioides subsp. rigida bilesiklerin 24 saat EC50 (ng/mL)
degerleri

CACO-2 HCT116 HEK?293
EC50 19,271 22,716 46,592
SD 0,99 0,375 0,567
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4.3 Apoptoz Analizleri

4.3.1 Annexin-V/PI Boyama Yontemi ile Apoptozun Belirlenmesi

Apoptozun belirlenmesi amaciyla boyunca Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin
etkili dozlar1 (EC50) CACO-2 ve HCTI116 kanser hiicre hatlarma 24 saat
uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak 0,2 mM H20. kullanilmistir. 24 saat sonra
besiyerleri uzaklastirilmis ve hiicreler Tripsin-EDTA yardimiyla kaldirilarak 2000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatantlar1 uzaklastirilmis ve
hiicre peleti PBS ile yikanmis tekrar. Hiicrelerin canli, 6lii ve erken ve ge¢ apoptotik
oranlart Annexin-V/FITC apoptoz kiti ile gerceklestirilmistir ve floresan goriintii

sitometri cihazinda analiz edilmistir (Sekil 4.4-5).

CACO-2 hiicre hattina 24 saat boyunca Z. clinopodioides subsp. rigida yagi
uygulandiginda, kontrol grubunda canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirasiyla
%98,27, %0,38 ve %1,36 olarak bulunurken, pozitif kontrol grubunda sirasiyla
%84,06, %0,00 ve %15,94 olarak belirlenmistir. Doz grubunda ise hiicre dagilimi
%58,68 canli, %0,31 6li ve %41,01 apoptotik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin 24 saatlik uygulamasinin CACO-2

hiicre hattinin apoptozuna etkisi. a) floresan goriintii sitometri cihazinda goriintiileri

ve b) canli, 6lii ve apoptotik yiizdelerin ¢ubuk grafigi. Pozitif kontrol: 0,2 mM H20..
* Negatif kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda farklidir (p<0,05).
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HCT116 hiicre hattina 24 saat boyunca Z. clinopodioides subsp. rigida yagi
uygulandiginda, kontrol grubunda canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirastyla
%98,18, %1,07 ve %0,75 olarak bulunurken, pozitif kontrol grubunda sirasiyla
%54,68, %1,18 ve %44,14 olarak belirlenmistir. Doz grubunda ise hiicre dagilimi
%70,92 canli, %1,45 6lii ve %27,58 apoptotik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin 24 saatlik uygulamasinin HCT116

hiicre hattinin apoptozuna etkisi. a) floresan goériintii sitometri cihazinda goriintiileri

ve b) canl, 6lii ve apoptotik yiizdelerin gubuk grafigi. Pozitif kontrol: 0,2 mM H20x.
* Negatif kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda farklidir (p<0,05).

44  Toplam RNA’nmin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

CACO-2, HCT116 hiicre hatlar1 %80 ile 90 yogunluga ulastiginda 6 kuyucuklu
plakalara 30x10° hiicre ekilmis ve Z. clinopodioides subsp. rigida yagimin EC50
konsantrasyonlar1 ile 24 saatlik muamele edilmistir. Ardindan hiicreleri parcalamak
tizere trizol (RiboEX) 500 ul verilmis ve kaziyarak toplanmis ve GeneAll protokoluna
gore toplam RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. %1 agaroz jele yiiklenmis ve 90
Volt, 500 mA’de 45 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi sonunda jel UV

transilluminatorde Jel Goriintiilleme Cihazi’nda goriintiilenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin 24 saat uygulamalarinin ardindan
CACO-2, HCT116, hiicre hattindan elde edilen RNA’larn %1°’lik agaroz jel
elektroforezi. Soldan saga (1) Marker, (2) CACO-2 Kontrol, (3) Z. clinopodioides
subsp. rigida yagi uygulanmis CACO-2, (4) HCT116 kontrol, (5) Z. clinopodioides
subsp. rigida yagi1 uygulanmig HCT116.

45  Apoptozda Gorev Alan Genlerin Gercek Zamanh PZR ile Analizi

CACO-2 ve HCT116 hiicre hatlar1 iizerinde yapilan sitotoksisite caligmalarinda
belirlenen Z. clinopodioides subsp. rigida yagmin etkili dozlar1 (EC50) 24 saatlik
uygulanmasi sonucunda, Apoptotik yollarda rol alan BAX, P53, Caspase 3, Caspase
8, Caspase 9 ve BCL2 genlerin mRNA diizeylerinde degisiklikleri Real-Time PCR
yontemi ile arastirilmistir. Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin EC50 dozunun CACO-2
tizerinde 24 saat uygulanmasi ardindan izole edilen RNA’lar cDNA’ya gevirilmistir; RT-PZR
ile elde edilen Ct (dongii esik) degerleri incelendiginde anti-apoptotik geni olan BCL2 'de
%89,49 diisiis saptanmug, ayrica apoptoz genleri olan Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9,
BAX ve P53’lin sirasiyla, 2,7; 1,93; 1,27; 1,45 ve 2,88 kat artig gosterdigi saptanmustir (Sekil
4.7).
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Sekil 4.7: CACO-2 hiicre hattinda apoptotik yolaklarda gérev alan BCL2, BAX,
Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53'{in mRNA diizeylerine EC50 dozu sonrast
etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Kontrol degeri %100 olarak kabul

edilmis ****: Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda farklidir (p<0,01).

Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin EC50 dozunun HCT116 iizerinde 24
saat uygulanmasi ardindan izole edilen RNA’lar cDNA’ya ¢evrilmistir ve RT-PZR
yardimiyla elde edilen Ct (cycle threshold) degerleri incelendiginde BCL2 'de %71,38
oraninda bir diisiis oldugu gozlemlenmistir. Ayrica Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9,
BAX ve P53 genlerinde sirasiyla, 1,85; 1,77; 2,14; 3,86 ve 1,58 kat artis oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: HCT116 hiicre hattinda apoptotik yolaklarda gorev alan BCL2, BAX,
Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve P53'{in mRNA diizeylerine EC50 dozu sonrast
etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Kontrol degeri %100 olarak kabul

edilmig ****: Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda farklidir (p<0,01).

Kanser, bir dizi genomik/molekiiler degisikligin hiicrelerin kontrolsiiz
biliylimesine ve c¢ogalmasimna neden olan ve viicudu etkilenen kisimlarinda doku
kiitlesinde hizli bir artisa neden oldugu heterojen ve cok faktorlii bir hastaliktir
(Janssen ve dig. 2017). Normal kosullar altinda bir hiicre, 6lmesi ve yerine geng ve
saglikli bir hiicrenin gelmesi i¢in sinyaller almaktadir. Kanser hiicreleri viicudun
oksijenini ve takviyelerini kullanarak biiyiir ve diger hiicreleri diizenli takviyelerden
ve biliylime faktdrlerinden mahrum birakmaktadir. Kanserli hiicreler kendi ihtiyaglarini
karsilamak i¢in diger hiicrelerin fizyolojisinden yararlanabilimektedir (Laplagne ve
dig. 2019).

Kolorektal kanser olarak da bilinen kolon kanseri, kolon veya rektumdan
kaynaklanan yaygin ve potansiyel olarak yasami tehdit eden bir kanser tiiriidiir. Kalin
bagirsagin i¢ kismindaki anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesinden kaynaklanir ve
timor olusumuna yol agmaktadir. Kolon kanseri, milyonlarca kisiyi etkileyen ve
saglik sistemleri lizerinde Onemli bir ylik olusturan Onemli bir kiiresel saglik
sorunudur. Kolorektal kanser, her iki cinsiyet i¢in de li¢lincii en yaygin tani ve ikinci
en Oliimciil malignitedir. Yeni vakalarin ve oliimlerin goriilme sikligim1 6nlemek
amaciyla, aragtirmacilar tarafindan yogun ilgi ve yeni ilag adaylart gelistirmek igin

calismalar stirdiirmektedir (Saran ve dig. 2023).
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Bu ¢alismada Z. clinopodiodies subsp. rigida ugucu yagmin, insan kolon
kanser hiicre hatlar1 (CACO-2 ve HCT116) iizerinde sitotoksik etkisi ve apoptotik
potansiyelini arastirmak amactyla planlanmistir. Kolon kanser hiicre hatlar1 (CACO-2
ve HCTI116), saglikli embironik hiicre hattt (Hek293) kontrol hiicresi olarak
kullanillarak hiicre canlilik testi MTT yontemi ile gergeklestirilmistir. Z.
clinopodioides subsp. rigida yaginin farkli konsantrasyonlari (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50
ng/mL) ile segilen hiicre hatlarinda 24 saalik muamele edilmis ve siirenin sonunda
MTT soliisyonu (5mg/ml) uygulanmis, 2-4 saat inkiibe edilmis ve olusan farmazonu
DMSO ile ¢oziilmiistiir. Edilen verilere gore, CACO-2 ve HCT116 hiicre hatlarinda
sirastyla (19.27,22.716 pg/mL) yari-maksimal dozu bulunmustur (tablo 2°de). Ayrica
kontrol olarak kullanilmis saglikli embironik hiicresinde ise (46.592 pg/mL) yari-
maksimal dozu belirlenmistir (Tablo 2). Bu sonuglarin dogrultusunda, Z.
clinopodiodies subsp. rigida ugucu yagi Kolon kanser hiicre hatlarinda diisiik
konsantrasyonlarda sitotoksisite etki gosterirken saglikli hiicre hattinda ise daha
yiiksek dozlara da sitotoksisite etkisi kaydedilmistir (Sekil 4.1-3).

Ghazanfari ve dig. (2013) tarafindan mide kanser hiicre hatt1 (AGS) iizerinde
Z. clinopodioides sulu ekstraktinin sitotoksik etkilerini incelenmistir. Z. clinopodioides
sulu ekstraktinin farkli konsantrasyonlari (1, 2 ve 5 mg/mL) ile AGS hiicre hattinda 48
ve 72 saatlik muamele edilmis ve MTT yontemi ile hiicre canlilik testi yapilmistir.
Elde edilen sonuglara gore Z. clinopodioides sulu ekstraktt doz ve siireye bagl bir
sitotoksisite gosterdigi ve 72 saatte hiicre canliligi yaklasik %88 oraninda azaldigi

bulunmustur.

Yousefbeyk ve dig. (2016) gerceklestikleri caligmalarda, kolon karsinomu (H-
T29), 16semi (K-526), meme duktal karsinomu (T-47D) ve Isvi¢re fare embriyo
fibroblastt (NIH-3T3) hiicre hatlarinda Z. clinopodioides n-hekzan fraksiyonu ile
uygulayarak sitotoksisite etkileri incelenmistir. Sitotoksisite degerlendirmesinin
sonuglart gore Z. clinopodioides n-hekzan fraksiyonu, 6nemli bir aktivite olmamasina
ragmen, T-47D ve K-562 hiicre hatlarinda sirastyla 77,41 + 12,89 ve 80 + 2,56 pg/mL

EC50 seviyesiyle toksisite gosteren bir etki saptanmistir.

Mahdavi ve dig. (2020), Z. clinopodioides yapraklarinin sulu ekstrakti

kullanilarak titanyum nanopartikiilleri ile insan gobek damari1 endotel hiicreleri
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tizerinde sitotoksisite etkileri arastirilmistir, Sentezlenen, doza bagli olarak hiicre

canliligina sahip oldugunu ve sitotoksik olmadigini saptanmaistir.

Sitotoksisite ¢aligsmalarin sonucunda EC50 gosteren Z. clinopodiodies subsp.
rigida ugucu yagi CACO-2 ve HCT116 hiicre hatlarinda apoptoz etkileri incelemek
lizere 24 saatlik uygulama yapilmistir. Elde edilen sonuclara gore CACO-2 ve
HCT116 hiicre hatlarinda kontrol ve proksit kontrol (H202) gruplariyla kiyaslanarak
apoptotik etkileri degerlendirilmistir (Sekil 4.1-3). Z. clinopodioides subsp. rigida
ucuu yaginin EC50 degeri ile CACO-2 hiicre hattina 24 saat boyunca uygulandiginda,
kontrol grubunda canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirastyla %98,27, %0,38 ve
%1,36 olarak bulunurken, pozitif kontrol grubunda sirasiyla %84,06, %0,00 ve
%15,94 olarak belirlenmistir. Doz grubunda ise hiicre dagilimi1 %58,68 canli, %0,31
oli ve %41,01 apoptotik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.4). HCT116 hiicre hattina 24
saat boyunca Z. clinopodiodies subsp. rigida yagi uygulandiginda, kontrol grubunda
canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirasiyla %98,18, %1,07 ve %0,75 olarak
bulunurken, pozitif kontrol grubunda sirasiyla %54,68, %1,18 ve %44,14 olarak
belirlenmistir. Doz grubunda ise hiicre dagilimi1 %70,92 canli, %1,45 6li ve %27,58
apoptotik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5). Ayrica apoptotik sonuglar1 dogrulamak
tizere Z. clinopodioides subsp. rigida yaginin EC50 dozunun CACO-2 iizerinde 24
saat uygulanmas1 BCL2’de %89,49 diisiise neden olurken Caspase 3, Caspase 8,
Caspase 9, BAX ve P53 genleri sirasiyla, 2,7; 1,93; 1,27; 1,45 ve 2,88 kat artis
gostermistir (Sekil 4.7). Ayni sekilde HCT116 hiicre hatti {izerinde Z. clinopodioides
subsp. rigida yagiin EC50 dozu ile 24 saat uygulanmasinin BCL2 'de %71,38 diisiise
neden oldugu; Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9, BAX ve P53 genlerinde ise sirasiyla,
1,85; 1,77, 2,14; 3,86 ve 1,58 kat artisa neden oldugu saptanmustir (Sekil 4.8).

Azimi ve dig. (2021), Z. tenuior ugucu yaginin HT-29 hiicre hatti iizerinde
sitotoksisite ve apoptoz etkilerini aragtirmislardir. 24 saatlik uygulama sonuglarina
gore, HT-29 {izerinde 50 pg/ml EC50 degeri bulunmustur. Ayrica mRNA ve protein
diizeyinde, Caspase 3 ve Caspase 9 diizeylerini artirdigini ve BCL2 miktarini
azalttigin1 gostermistir. Z. tenuior ugucu yaginin HT-29 hiicrelerinde NF-xB yolu
yoluyla apoptoza neden olabilecegi ve ayni zamanda TRPMS kanal1 yoluyla Caspase
lart aktive edebilecegi olduk¢a muhtemel goriilmiistiir. Abdolsamad ve dig. (2021)
tarafindan agirliklar1 200-250 g olan 24 adet erkek Wistar sicani rastgele dort gruba
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ayrilmigtir (kontrol, kompresyon, sulu tedavi ve alkollii ekstraktlar). Ekstraktlar,
kompresyon giiniinde ve yedi giin sonra intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. 28
giin sonra perfiizyon yontemi uygulandiktan sonra lomber omurilikten Ornekler
alinmis ve 6rnekler incelenmistir. Daha sonra her grupta lomber omurilikten total RNA
izole edilerek cDNA sentezlenmis ve Caspase 3 ve Caspase 9'daki ifade degisiklikleri
kontrol grupleri ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Sonuglara gére, ndron
sayis1 kompresyon grubunda kontrol grubuna kiyasla énemli 6l¢iide azaldig1 ve sulu
ekstrakt grubunda kompresyon grubuna kiyasla 6nemli bir artis géstermistir. Caspase
3 ve Caspase 9 ekspresyonunun miktari, kontrol grubuna kiyasla kompresyon
grubunda 6nemli 6l¢iide artmistir. Ayrica Caspase 3 ve Caspase 9 gen ekspresyonu,
sulu ekstrakt grubunda, kompresyon grubuna kiyasla arttigi bulunmustur (P<0.001).
Ayni galisma ayrica Z. clinopodioides ekstraktinin antioksidan ve antiinflamatuar
Ozelliklerinin yani sira pulegone gibi fenolik ve flavonoid bilesikleri ihtiva etmesi

sayesinde noroprotektif etki gosterdigini bildirmistir.

Zhaparkulova ve dig. (2022), Kazakistan'da yetisen Z. bungeana'nin kimyasal
igerigini HPLC-ESI-QTOF-MS/MS ile belirlemistir. Ayrica tiirtin antimikrobiyal,
antioksidan ve sitotoksik aktivitesini de arastirmislardir. Z. bungeana'dan elde edilen
ekstraktlarin, biyolojik aktivitelerini saglayan bilesenlerin flavonoidler, fenolik asitler,
organik asitler ve terpen tiirevli oldugunu gostermislerdir. Ekstraktlarin minimum
inhibitér konsantrasyonlari Gram-pozitif bakteriler igin (1,25-10 mg/mL), Gram-
negatif bakteri ve mantarlara (5-20 mg/mL) gére daha diisiiktiir. Antiradikal aktivite
i¢in hesaplanan EC50 degeri, ABTS ve DPPH analizleri i¢in sirastyla 15,00 + 1,06
ug/mL ve 13,21 + 3,24 pg/mL arasinda degismektedir. Z. bungeana ekstraktlarinin,
kojik asit gibi tirozinaz aktivitesini %50 (200 pg/mL'de) azalttig1 ve insan melanom
A375 hiicre dizisi (200 pg/mL'de) i¢in hafif sitotoksik oldugu ve HaCat keratinositleri

tizerinde hicbir etkisi olmadig1 bulunmustur.

Batent ve dig. (2020), Z. tenuior bitkisinin metanolik ekstraktinin A549 akciger
kanseri hiicre hatti tizerinde apoptozun indiiksiyonunu 6lgmek tizere bir c¢alisma
yapmistir. Hiicrede canlilik testi MTT yontemi ile, BAX ve BCL2 gen expresyon
seviyeleri ise ger¢ek zamanli PZR yardimiyla gerceklestirilmistir. Elde edilen verilere
gore Z. tenuior'un metanolik ekstraktinin A549 hiicrelerinin biiylimesini azalttigini

bildirmislerdir (P<0,01). Ayrica, gercek zamanli PZR analizinin sonuglari, bitki
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ekstraktinin, BAX geninin ekspresyonundaki artisla iligkili olan kanser hiicrelerinin
apoptozunu indiikledigini gostermistir. Arastirmacilar, Z. tenuior'un akciger kanseri
hiicre hatt1 tizerinde sitotoksik etki gosterdigini ve apoptotik 6zelliklere sahip oldugu

ortaya koymustur.

Ozkan ve dig. (2020), geleneksel tibbi bir bitki olarak Tiirk halk hekimliginde
kullanilan Z. clinopodioides’in antioksidan, enzim inhibitor, antimikrobiyal
aktiviteleri ve antikanser potansiyelini arastirmistir. Arastirma sonuglari, bitkinin
toprak istli kismmin antioksidan aktivitesinin kok ekstraktina gore daha giiglii
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, ekstraktlarin Cu?" indirgeme aktivitesi gosterdigi
ve ¢esitli hiicre hatlarina (A498, UO-31, COLO205 ve KM12) karsi sitotoksik aktivite

sergilemedigi belirlenmistir.

Hazrati ve dig. (2020) yaptiklar1 ¢alismada, Z. clinopodioides ve Z. tenuior
tirlerinden izole edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesikleri GC ve GC-MS
yontemleriyle analiz etmistir. Arastirmacilar Z. clinopodioides ve Z. tenuior'da
sirasiyla 17 ve 21 ugucu bilesik belirlenmistir. Ana bilesikler, Z. clinopodioides igin
pulegone (%70,4) ve menthone (%11,5), Z. tenuior igin pulegone (%55,1) ve limonene
(%38,2) olarak rapor edilmistir. Her iki tiiriin de yiiksek antioksidan 6zelliklere sahip
oldugu ve antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir. Calismada zengin fenolik
madde kompozisyonlari ile 6ne ¢ikan bu tiirlerin dogal antioksidan ve antibakteriyel

malzeme kaynagi olarak kullanilabilirligi vurgulanmistir.

Shabbir ve dig. (2018), yaptiklari calismada Z. clinopodioides bitki ekstraktinin
antiinflamatuar 6zelliklerini kronik eklem iltihabin1 (romatoid artrit) iyilestirme
potansiyeli ve akut inflamatuar penge 6demi modelleri lizerinden degerlendirmistir.
Sonuglar, Z. clinopodioides'in romatoid artriti 6nemli dlgiide iyilestirdigini, artritik
gelisimi ve pence 0deminin inhibisyonunu sagladigin1 gostermistir. Histopatolojik
incelemede, pannus olusumu, kemik erozyonu ve eklem iltihabinda belirgin azalma
oldugu belirlenmistir. Bitki ekstraktlarmin hepatotoksik veya nefrotoksik etkilere
sahip olmadigini ortaya konmustur. Sonug olarak, Z. clinopodioides'in anti-artritik ve
antiinflamatuar 6zelliklere sahip oldugu ve otakoidlerin inhibisyonuna katkida

bulundugu rapor edilmistir.
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Ma ve dig. (2016) Z. clinopodioides bitkisinin in vitro ve in vivo antifungal
etkilerini arastirmislardir. Orneklerin GC-MS analizi ile bitkinin ugucu yagmin
pulegone (%53,5), isomenthone (%10,4) ve carvone (%?5,7) gibi bilesenler i¢erdigini
ortaya koymuslardir. Sclerotinia sclerotiorum adli mantara karsi yapilan deneylerde,
ucucu yagin misel bliylimesini ve tiirlin gelisimini tamamen inhibe ettigi
gozlemlenmistir. Z. clinopodioides ugucu yaginin S. sclerotiorum'un biiylimesini doza
bagli olarak inhibe ettigi, mantar hiphalarinda ve sklerotlarda morfolojik degisikliklere
neden oldugu bulunmustur. Sonug olarak, Z. clinopodioides ugucu yagi, bitki koruma

amaciyla kullanilabilecek etkili bir inhibe edici 6zellige de sahip olarak goriilmiistiir.

Behravan ve dig. (2007), iran'dan toplanan Z. clinopodioides bitkisinin ugucu
yag bilesenleri hidrodistilasyon yontemiyle izole etmis ve yagi GC-MS ile analiz
etmislerdir. Ugucu yagda 27 farkli bilesen tespit edilmis, bunlar arasinda pulegone
(%44,5), terpineol (%14,5), methyl acetate (%10,9), iso-neomentol (%7,1) ve 1,8-
cineole (%4,1) oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada, Z. clinopodioides'in ugucu yaginin
antifungal ve antimikrobiyal aktiviteleri gesitli konsantrasyonlarda degerlendirilmistir.
Bitkinin %0,003, %0,033, %0,033, %0,067 ve %0,067 (v/v) konsantrasyonlarindaki
ekstraktlariin Trichophyton rubrum ve Microsporum gypseum’a karsi fungisidal
etkisi oldugu belirlenmistir. Ayrica bu dozlarin Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi ve Klebsiella pneumonia'ya karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi rapor edilmistir. Calismanin sonuglara gore, Z.
clinopodioides ugucu yaginin antimikrobiyal bilesenler igerdigini ve bu bilesenlerin
bakterilere, mantarlara, viriislere ve protozoalara kars1 etkili olabilecegini

belirlenmistir.

Sezik ve dig. (1991), gergeklestirdikleri ¢alisma ile Tirkiye'nin iki farkli
bolgesinden Z. tenuior tiirliniin ugucu bilesenlerini aragtirmiglardir. GC-MS cihazi
analizleri ile toplamda 33 farkli bilesik tespit etmislerdir. Tanimlanan bilesenler
orneklerin sirasiyla %99,4'inii ve %98,8'ini temsil etmektedir. Bulunan ana bilesen

pulegone (6rneklerin %87,1'1 ve %86,3'i) olarak rapor edilmistir.

Pakniyat ve Mousavi (2014), gerceklestirdikleri calisma ile Orta Iran'daki
Shahrbabak'ta yetisen Z. tenuior tiiriiniin toprak tstii kisimlarindan hidrodistilasyon
yoluyla elde edilen ugucu yagi GC-MS ile analiz etmislerdir. Elde edilen sonuglar

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) bilesiklerinin en bol bulunan bilesenler olduguu

gostermistir.

Mohammadhosseini ve dig. (2016), gerceklestirdikleri ¢alisma ile Z. capitata
tiriiniin toprak st kisimlarinin ugucu bilesenlerini GC ve GC-MS cihazlar
araciligiyla analiz etmislerdir. Calisma sonucunda eterik yagin i¢inde bulunan baslica
ucucu bilesiklerin pulegone (%23,8), p-mentha-3,8-dien (%17,0), a-pinene (%11,4),
S-pinene (%11,3) ve p-ment-3-en-8-ol (%8,3) oldugu tespit edilmistir.

Nadaf ve dig. (2013), Z. persica Bunge bitkisinin toprak tistii kisimlarinin
ucucu yag bilesikleri solvent ekstraksiyonu ile izole etmislerdir. Yagin %77,5'inden
fazlasin1 temsil eden toplam 57 bileseni, GC-MS ile tanimlamislardir. Z. persica
ekstraktinda en ¢ok bulunan bilesikleri 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 tanimlanmistir. Tiim bu ¢alismalar g6z 6niine
alindiginda incelenen Ziziphora taksonlarinin eterik yaglarinda en ¢ok bulunan bilesik
pulegone olarak goriilmektedir. Bu durum g¢aligmamizda elde ettigimiz sonuglarla
bagdagmamaktadir. Bu  durumun nedeni  bitkinin  genetik  yapisindan
kaynaklanabilecegi gibi, sicaklik, 151k veya nem gibi iklimsel faktorlerden de

kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonboli ve dig. (2006), gergeklestirdigi ¢alisma ile Z. clinopodioides subsp.
bungeana taksonunun toprak tstii ¢igekli kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
kimyasal bilesimini GC-MS ile analiz etmislerdir. Toplam yagin %97,1'ini temsil eden
otuz iki bilesen belirlemislerdir. Ana bilesenler olarak pulegone (%65,2), isomenthone
(%11,9), 1,8-cineole (%7,8) ve piperitenone (%6,5) belirlenmistir Gergeklestirdigimiz
calismada elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda oksijenli monoterpenlerin baskin
olmas1 paralellik gosterirken ana bilesenin piperitone olmasi yoniiyle farklilik
gostermektedir. Her ne kadar ana bilesenler farkli olsa da elde edilen bilesenlerdeki

paralellik dikkat cekmektedir.

Oztirk ve Ercisli (2007), gerceklestirdikleri ¢alisma ile Tiirkiye'nin
dogusundan toplanan Z. clinopodioides tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan elde edilen

ucucu yag ve metanol ekstraktinin kimyasal bilesimlerini incelemistir. GC-MS
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analizleri ile 18 bilesik belirlenmistir. Esansiyel yaglarin ana bilesenleri (+)-pulegone
(%31,86), 1,8-cineole (%12,21), limonene (%10,48), mentol (%9,13), a—pinene
(%6,88), mentone (%6,73), piperitenone (%5,30) ve piperitone (%4,18) olarak rapor
edilmistir. Gergeklestirdigimiz calismada elde ettigimiz bulgular bu sonuglarla
benzerlik gostermektedir. Bu bulgulara gore ¢alismada kullanilan yagin ana bilesenleri
piperitone (%22,26), isomenthone (%14,00), menthol (%9,82), eugenol (%8,94) ve
thymol (%8,43) diir.

Amiri (2009), gergeklestirdigi calisma ile Z. clinopodioides tiiriiniin toprak tistii
kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimini farkli biiytime
asamalarinda GC-MS kullanarak analiz etmistir. Cigeklenme oncesi donemdeki ana
bilesenler pulegone (%30,1), thymol (%21,3), p-mentha-3-en-8-ol (%12,9) ve
piperitenone (%9,3) olarak rapor edilmistir. Ci¢eklenme asamasinda pulegone
(%44,6), p-mentha-3-en-8-ol (%10,5), 1,8-cineol (%10,4), piperitenone (%8,7) ve
thymol (%6,7) baslica bilesenler olarak tespit edilirken, ¢igeklenme sonrasi asamada,
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 bilesenler olarak belirlenmistir. Cigeklenme
doéneminde toplanan 6rneklere ait ugucu yagin incelendigi ¢alismamizda elde ettigimiz

ana bilesenler géz Oniine alindiginda, sonuclarin paralellik gosterdigi goriilmiistiir.

Hakkim ve dig. (2016) tarafindan gerceklestirilen calisma ile Umman’da
bulunan Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng. tiiriiniin meme kanseri hiicreleri
(MDA-MB-231), rahim agz1 kanseri hiicreleri (Hep-2) ve Vero hiicreleri (normal)
tizerindeki sitotoksik etkisi test edilmis ve kimyasal profili GC-MS ile analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore kimyasal profil verileri, piperitonun yaklagik
%38,6 oraninda ana bilesen oldugunu, ardindan elemol (%27,9), a-eudesmol (%14,5)
ve f-eudesmol (%4,6) geldigini gostermistir. Bu sonuglar, ana bilesenin piperitone
olmas1 nedeniyle elde ettigimiz sonuclarla paralellik gdstermektedir. Apoptoz
testlerinde elde ettikleri EC50 degerleri incelendiginde elde ettikleri sonuglarin MDA -
MB-231 hiicre hatt1 i¢in 67,4 pg/ml, Hep-2 hiicre hatti i¢in 74,3 pg/ml ve Vero hiicre
hatt1 i¢in >100 pg/ml oldugu goriilmektedir. Tez ¢aligsmasinda elde ettigimiz apopotoz
testi sonuglari ile karsilastirildiginda Z. clinopodioides subsp. rigida ugucu yaginin

daha apopototik oldugu goriilmektedir.
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Bayala ve dig. (2023) gerceklestirdikleri ¢alisma ile Burkina Faso'dan
Cymbopogon schoenanthus esansiyel yaginin, prostat kanserinden tiiretilen LNCaP
hiicreleri ve rahim agzi kanserinden tiiretilen HeLa hiicreleri iizerindeki sitotoksik
aktivitesini degerlendirmislerdir. Esansiyel yag, hidrodistilasyon yoluyla ekstrakte
edilmis ve GC-FID ve GC-MS ile analiz edilmistir. Analizler sonucunda otuz yedi
bilesik tanimlanmistir. Ugucu yagin ana bilesenlerinin piperiton (%49,9), ¢-2-karen
(%24,02), elemol (%5,79) ve limonen (%4,31) oldugu belirlenmistir. Ayrica, ugucu
yagin LNCaP ve HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasini 135,53 = 5,27 pug/mL ve 146,17 £ 11
ng/mL EC50 degerleriyle ile azalttig1 tespit edilmistir. Elde ettikleri sonuglarda ugucu
yagin igeriginde en yiiksek konsantrasyonda piperitone olmasi calismamizdaki
sonuglarla paralellik gdstermistir. Ancak elde ettigimiz HCT116 ve CaCO-2 EC50
sonuclart bakimindan karsilastirildiginda Bayala ve dig. (2023) tarafindan
gercgeklestirilen caligmadan daha diistik oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ozellikle Iran'n dogusundaki Horasan eyaletinde Z. clinopodioides subsp.
rigida tiirii siklikla tiiketilmektedir. Ayrica Z. clinopodioides, geleneksel Iran tibbinda
gastrointestinal bozukluklarin, soguk alginliginin ve iltihaplarin tedavisinde de siklikla
kullanilmaktadir. Flavonoid ve terpen bilesikleri bakimindan zengin yapisindan
dolay, cesitli hastaliklara karsi kayda deger tedavi edici etkilere sahip olabilmektedir.
Bu ¢alismada Z. clinopodioides subsp. rigida tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan elde
edilen ugucu yagin GC-MS ile analizi yapilmistir. Z. clinopodioides subsp. rigida
toplam ugucu yaginin %95,08'ini temsil eden ve ana bilesenleri piperitone (%22,26),
isomenthone (%14,00), menthol (%9,82), eugenol (%8,94) ve thymol (%8,43) olan 37
farkli bilesen belirlenmistir. Ayrica, insan kolerectal kanseri (CACO-2 ve HCT116)
hiicre hatlarinda ve kontrol hiicre olarak Insan saglikli Embiryonic bobrek (HEK293)
hiicre hattinda in vitro sartlar altinda sitotoksisite ve ayrica anti-apoptotik etkilerini
incelenmistir. Gergeklestirilen ger¢cek zamanli PZR sonuglarina gére Z. clinopodioides
subsp. rigida ugucu yaginin kolerektal kanser hiicre hatlarinda anti-kanser geni olan
BCL2’yi inhibe ettigini ve kanser genlerini (BAX, Caspase 3, Caspase 8 ve Caspase
9) aktivlestirerek apoptotik bir ajan olabilecegi gosterilmistir. Tarafimizdan yiiriitiilen
caligmanin sonuglar ile Z. clinopodioides subsp. rigida’nin hem in vivo hem de in
vitro olarak gergeklestirilen ¢alismalar 1s18inda, tiirtin zengin bir biyolojik aktiviteye
sahip oldugu ilk kez gosterilmistir. Ayrica diinya genelinde 6nde gelen, insan sagligina
sorun yaratan ve Oliim ile sonuglanan kolerektal kansere kasi terapotik bir ajan
olabilme potansiyeli tasimasi bakimindan daha ileri ¢calismalarin yapilmasi gerektigi

distiniilmektedir.

34



6. KAYNAKLAR

Abdolsamad Halaf, I. A., Tehranipour, M. and Mahmodzadeh Akharat, H.,
“Effect of aqueous and alcoholic extracts of Ziziphora clinopodioides on
apoptosis and alteration of caspase-3 and caspase-9 gene expression in anterior
horn neurons of the spinal cord after sciatic nerve compression in male rats”,
J. Birjand Univ. Med. Sci., 28(3), 222-235, (2021).

AbdulSattar, S., Seetharami Reddy, B., Koteswara Rao, V., Pradeep, A., Naga
Raju, G., Ramanarayana, K. and Bhuloka Reddy, S., “Estimation of trace
elements in some anti-epileptic medicinal plants by PIXE”, J. Radioanal. Nucl.
Chem, 294(3), 337-341, (2012).

Ahmed, M., Chaudhari, K., Babaei-Jadidi, R., Dekker, L. V. and Shams Nateri,
A., “Concise review: emerging drugs targeting epithelial cancer stem-like
cells”, Stem Cells, 35(4), 839-850, (2017).

Ahmadi, A., Gandomi, H., Derakhshandeh, A., Misaghi, A. and Noori, N.,
“Phytochemical composition and in vitro safety evaluation of Ziziphora
clinopodioides Lam. ethanolic extract: Cytotoxicity, genotoxicity and
mutagenicity assessment”, J. Ethnopharmacol., 266, 113428, (2021).

Akbari, A., Amanpour, S. and Muhammadnejad, S., “Evaluation of antitumor
activity of a TGF-beta receptor | inhibitor (SD-208) on human colon
adenocarcinoma”, DARU J. Pharm. Sci., 22 (1), 1-7, (2014).

Aligiannis, N., Kalpoutzakis, E., Mitaku, S. and Chinou, 1.B., “Composition
and antimicrobial activity of the essential oils of two Origanum species”, J.
Agric. Food. Chem., 49(9), 4168-4170, (2001).

Alnamer, R., Alaoui, K., Bouidida, E.H., Benjouad, A. and Cherrah, Y.,
“Sedative and hypnotic activities of the methanolic and aqueous extracts of
Lavandula officinalis from Morocco”, Adv. Pharmacol. Pharm. Sci., 2012,
270824, (2012).

Alp, S., Ercisli, S., Dogan, H., Temim, E., Leto, A., Zia-Ul-Hag, M. and
Aladag, H., “Chemical composition and antioxidant activity Ziziphora
clinopodioides ecotypes from Turkey”, Rom. Biotechnol. Lett., 21(2), 11298—
11303, (2016).

Amiri, H., “Influence of growth phase on the essential oil composition of
Ziziphora clinopodioides Lam”, Nat. Prod. Res., 23(7), 601-606, (2009).

35



Arrigoni-Blank, M.F., Antoniolli, A.R., Caetano, L.C., Campos, D.A., Blank,
A.F. and Alves, P.B., “Antinociceptive activity of the volatile oils of Hyptis
pectinata L. Poit.(Lamiaceae) genotypes”, Phytomedicine, 15(5), 334-3309,
(2008).

Aydinli, M.S., Kuzu, A. ve Tekiner, S., “Kolorektal kanser tanisi alan
hastalarin koruyucu hekimlik agisindan durumlart ve tani siirecinin
degerlendirilmesi”, Doktora Tezi, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Aile
Hekimligi Anabilim Dali, (2011).

Azadmehr, A., Latifi, R., Mosalla, S., Hajiaghaee, R. and Shahnazi, M.,
“Immunomodulatory effects of Ziziphora tenuior L. extract on the dendritic
cells”, DARU J. Pharm. Sci., 22(1), 63, (2014).

Azimi, M., Mehrzad, J., Ahmadi, A., Ahmadi, E. and Ghorbani Ranjbary, A.,
“Apoptosis induced by Ziziphora tenuior essential oil in human colorectal
cancer cells”, Biomed. Res. Int., 5522964, 9, (2021).

Bakkali, F., Averbeck S., Averbeck D. and Idaomar M., “Biological effects of
essential oils—a review”, Food. Chem. Toxicol., 46(2), 446-475, (2007).

Batent, C., Taheri, M., Borbor, M. and Nasri, S., “Cytotoxic effects of
methanolic extract of ziziphora tenuior I. on the growth of the lung cancer cell
line”, Indian J. Pharm. Sci., 45(3), 195-204, (2020).

Batooli, H., Akhbari, M. and Hoseinzadeh, M.J., “Effect of different methods
on the quality and quantity of essential oils of two species of Ziziphora”, J.
Med. Herb., 3(2), 135-146, (2012).

Bayala, B., Coulibaly, L.L., Djigma, F., Bunay, J., Yonli, A., Traore, L., Baron,
S., Figueredo, G., Simpore, J. and Lobaccaro,J.M.A., “Chemical Composition
of Essential Oil of Cymbopogon schoenanthus (L.) Spreng from Burkina Faso,
and Effects against Prostate and Cervical Cancer Cell Lines”, Molecules,
28(11), 4561, (2023).

Behravan, J., Ramezani, M., Hassanzadeh, M.K., Eskandari, M., Kasaian, J.
and Sabeti, Z., “Composition, antimycotic and antibacterial activity of
Ziziphora clinopodioides Lam. essential oil from Iran”, J. Essen., Oil-Bear.
Plants., 10(4), 339-345, (2007).

Bekut, M., Brki¢, S., Kladar, N., Dragovi¢, G., Gavari¢, N. and Bozin, B.,

“Potential of selected Lamiaceae plants in anti (retro) viral therapy”,
Pharmacol. Res., 133, 301-314, (2018).

36



Belyaev, N. F. and Demeubaeva, A. M., “Chromatographic study of the
composition of the essential oil of Ziziphora clinopodioides, a vicarious form
of Origanum vulgare”, Chem. Nat. Com., 35, 52-54, (1999).

Bozin, B., Mimica-Dukic, N., Simin, N. and Anackov, G., “Characterization
of the volatile composition of essential oils of some Lamiaceae spices and the
antimicrobial and antioxidant activities of the entire oils”, J. Agric. Food.
Chem., 54(5), 1822-1828, (2006).

Burt, R.W., DiSario, J.A. and Cannon-Albright, L., “Genetics of colon cancer:
impact of inheritance on colon cancer risk”, Annu. Rev. Med., 46, 371-379,
(1995).

Carovi¢-Stanko, K., Orli¢, S., Politeo, O., Striki¢, F., Kolak, 1., Milos, M. and
Satovic., “Z. Composition and antibacterial activities of essential oils of seven
Ocimum taxa”, Food. Chem., 119(1), 196-201, (2010).

Celep, F. and Dirmenci, T., “Systematic and biogeographic overview of
Lamiaceae in Turkey”, NVEO., 4(4), 14-27, (2017).

Chachoyan, A.A. and Oganesyan, G.B., “Anti-tumor activity of some species
of the family Lamiaceae”, Rastitel'nye Resursy, 32, 5963, (1996).

Chan, A.T. and Giovannucci, E.L., “Primary prevention of colorectal cancer”,
Gastroenterol., 138, 2029-2043, (2010).

Cosse, J. P. and Michiels, C., “Tumour hypoxia affects the responsiveness of
cancer cells to chemotherapy and promotes cancer progression”, Anticancer
Agents Med. Chem., 8(7), 790-797, (2008).

Crawford, J. M., “The oral cavity and gastrointestinal tract”, (Eds: Kumar V,
Cotran RS, Robbins SL ), Basic pathology, Philadelphia: W.B. Saunders, 470—
515, (1997).

Cinar, 1., “Rheum ribes L. bitki ekstrelerinin kolorektal kanser hiicre hatlarinda
antikanserojenik etkisinin arastirilmasi”, Doktora Tezi, Necmettin Erbakan
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Konya, (2018).

Daferera, D.J., Ziogas, B.N. and Polissiou, M.G., “GC-MS analysis of essential
oils from some Greek aromatic plants and their fungitoxicity on Penicillium
digitatum”, J. Agric. Food. Chem., 48(6), 2576-2581, (2000).

Delamare, A.P.L., Moschen-Pistorello, I.T., Artico, L., Atti-Serafini, L. and
Echeverrigaray, S., “Antibacterial activity of the essential oils of Salvia

37



officinalis L. and Salvia triloba L. cultivated in South Brazil”, Food. Chem.,
100(2), 603-608, (2007).

Delnavazi, M.R., Baba-Ali, F., Soufiabadi, S., Sherafatmand, M., Ghahremani,
F., Tavakoli, S. and Yassa, N., “Essential oil composition, antioxidant activity
and total phenolic content of some Lamiaceae taxa growing in Northwest of
Iran”, Pharm. Sci., 20(1), 22-28, (2014).

Ebrahimi, S.N., Hadian, J. and Sonboli, A., “Chemical composition of the
essential oil of Ziziphora capitata L. from Iran”, J. Essent. Oil-Bear. Plants,
12(6), 678-682, (2009).

Ekor, M., “The growing use of herbal medicines: issues relating to adverse
reactions and challenges in monitoring safety”, Front. Pharmacol., 4, 177,
(2014).

Estévez, M., Ramirez, R., Ventanas, S. and Cava, R., “Sage and rosemary
essential oils versus BHT for the inhibition of lipid oxidative reactions in liver
paté”, Lwt - Food Science and Technology, 40(1), 58-65, (2007).

Fabricant, D.S. and Farnsworth, N.R., “The value of plants used in traditional
medicine for drug discovery”, Environ. Health Perspect., 199(suppl 1), 69-75,
(2001).

Farnsworth, N.R., Akerele, O., Bingel, A.S., Soejarto, D.D. and Guo, Z.,
“Medicinal plants in therapy”, Bull. World Health Organ. 63(6), 965-981,
(1985).

Fernandez, E.C., Sandi, Y. E. and Kokoska, L., “Ethnobotanical inventory of
medicinal plants used in the Bustillo Province of the Potosi Department”,
Bolivia. Fitoterapia, 74(4), 407-416, (2003).

Frezza, C., Venditti, A., Serafini, M. and Bianco, A., “Phytochemistry,
chemotaxonomy, ethnopharmacology, and nutraceutics of Lamiaceae”, Stud.
Nat. Prod. Chem., 62, 125-178, (2019).

Ghazanfari, T. Yaraee, R., Shams, J., Rahmati, B., Radjabian, T. and
Hakimzadeh, H., “Cytotoxic effect of four herbal medicines on gastric cancer
(AGS) cell line”, Food. Agric. Immunol, 24(1), 1-7, (2013).

Ghorbani Ranjbary, A., Asmarian, S., Ghorat, F. and Jaberi, N., “Effect of

hydroalcoholic leaves extract of Ziziphora tenuior L. on pain in male rats”, J.
Basic Clin. Pathophysiol., 4(2), 17-22, (2016).

38



Hajhashemi, V. Ghannadi, A. and Sharif, B., “Anti-inflammatory and analgesic
properties of the leaf extracts and essential oil of Lavandula angustifolia Mill”,
J. Ethnopharmacol., 89(1), 67-71. (2003).

Hakkim, F.L., Al-Buloshi, M. and Achankunhu, J., “Growth Inhibitory Effect
of Cymbopogan schoenanthus on Triple Negative Breast Cancer (MDA-MB-
231) and Cervical Cancer (HEp-2) Cells: Piperitone and Elemol as an Active
Principle”, Austin J. Med. Oncol., 3(1), 1027, (2016).

Harley, R.M. Atkins, S., Budantsev, A., Cantino, P.H., Conn, B., Grayer, R.,
Harley, M.M., Kok, R., Krestovskaja, T., Morales, A., Paton, A.J., Ryding, O.
and Upson, T., “Labiatae”, (Eds: Kadereit, J.W. and Kubitzki, K.), The
families and genera of vascular plants, 167-275, (2004).

Hazrati, S., Govahi, M., Sedaghat, M. and Kashkooli, A. B. A., “Comparative
study of essential oil profile, antibacterial and antioxidant activities of two
cultivated Ziziphora species (Z. clinopodioides and Z. tenuior)”, Ind. Crops
Prod., 157, 112942, (2020).

Hirsch, D., Seyfried, S. and Staib T., “Newly established gastrointestinal
cancer cell lines retain the genomic and immunophenotypic landscape of their
parental cancers”, Sci. Rep., 10(1), 17895, (2020).

Hussain, A. I., Anwar, F., Igbal, T. and Bhatti, I. A., “Antioxidant attributes of
four Lamiaceae essential oils”, Pak. J. Bot., 43(2), 1315-1321, (2011).

Inouya, S., Takizawa, T. and Yamaguchi, H., “Antibacterial activity of
essential oils and their major constituents against respiratory tract pathogens
by gaseous contact”, J. Antimicrob. Chemother., 47, 565-573, (2001).

Jamzad, Z., “Thymus and Satureja species of Iran”, Research Institute of
Forests and Rangelands, 171, (2009).

Janssen, L.M., Ramsay, E.E., Logsdon, C.D. and Overwijk, W.W., “The
immune system in cancer metastasis: friend or foe”, JITC., 5(1), 1-14, (2017).

Kakaei, S. and Shahbazi, Y., “Effect of chitosan-gelatin film incorporated with
ethanolic red grape seed extract and Ziziphora clinopodioides essential oil on
survival of Listeria monocytogenes and chemical, microbial and sensory
properties of minced trout fillet”, LWT - Food Sci. Technol., 72, 432-438,
(2016).

Kaya, A. Satil, F., Dirmenci, T. and Selvi, S., “Trichome micromorphology in
Turkish species of Ziziphora (Lamiaceae) ”, Nord. J. Bot., 31(3), 270-277,
(2013).

39



Khafaei, M., Rezaie, E., Mohammadi, A., Shahnazi Gerdehsang, P., Ghavidel,
S., Kadkhoda, S. and Tavallaie, M. “miR- 9: From function to therapeutic
potential in cancer”, J. Cell. Physiol., 234(9), 14651-14665, (2019).

Kheirkhah, M. Ghasemi, V., Yazdi, A. K. and Rahban, S., “Chemical
composition and insecticidal activity of essential oil from Ziziphora
clinopodioides Lam. used against the Mediterranean flour moth, Ephestia
kuehniella Zeller”, J. Plant Prot. Res., 55(3), 260-265, (2015).

Kilig, O. and Bagc, E., “Essential oils of three Ziziphora L. Taxa from Turkey
and their chemotaxonomy”, Asian J. Chem., 25(13), 7263, (2013).

Konyalwoglu, S. Oztiirk, B. and Meral, G.E., “Comparison of chemical
compositions and antioxidant activities of the essential oils of two Ziziphora
taxa from Anatolia”, Pharm. Biol., 44(2), 121-126, (2006).

Laplagne, C., Domagala, M., and Le Naour, S., Wuemerais, C., Hamel, D.,
Fournié, J.J., Couderc, B., Bousquet, C., Ferrand, A. and Poupot, M., “Latest
advances in targeting the tumor microenvironment for tumor suppression” Int.
J. Mol. Sci., 20(19), 4719, (2019).

Legault, J. and Pichette A., “Potentiating effect of p-caryophyllene on
anticancer activity of a-humulene, isocaryophyllene and paclitaxel”, J. Pharm.
Pharmacol, 59(12), 1643-1647, (2007).

Leon, M., Sassatelli, R., Benatti, P. and Roncucci L., “ldentification of
hereditary nonpolyposis colorectal cancer in the general population, The 6-year
experience of a population-based registry”, Cancer, 71, 3493, (1993).

Liu, A. Lee, S. M., Wang, Y. and Du, G., “Elsholtzia: review of traditional
uses, chemistry and pharmacology”, J. Chin. Pharm. Sci., 16(2), 73, (2007).

Lynch, HT., Smyrk, T.C. and Watson, P., “Genetics, natural history, tumor
spectrum, and pathology of hereditary nonpolyposis colorectal cancer: an
updated review”, Gastroenterol., 104(5), 1535-1549, (1993).

Ma, B. X. Ban, X. Q. He, J. S., Huang, B., Zeng, H., Tian, J. and Wang, Y.
W., “Antifungal activity of Ziziphora clinopodioides Lam. essential oil against
Sclerotinia sclerotiorum on rapeseed plants (Brassica campestris L.)”, Crop
Prot., 89, 289-295, (2016).

Mahdavi, B., Paydarfard, S., Zangeneh, M. M., Goorani, S., Seydi, N. and

Zangeneh, A., “Assessment of antioxidant, cytotoxicity, antibacterial,
antifungal, and cutaneous wound healing activities of green synthesized

40



manganese nanoparticles using Ziziphora clinopodioides Lam leaves under in
vitro and in vivo condition”, Appl. Organomet. Chem., 34(1), €5248, (2020).

Mehraban Sangatash, M., Karajian, R. and Beiraghi Tosi, Sh., “Study the effect
of microbial spoilage and pathogenic bacteria extract Ziziphora
clinopodioides”, J. Food Sci., 4(3), 9-14, (2007).

Michel, J. Abd Rani, N. Z. and Husain, K., “A review on the potential use of
medicinal plants from Asteraceae and Lamiaceae plant family in
cardiovascular diseases”, Front. Pharmacol., 11, 852, (2020).

Modiri, E., Sefidkon, F., Jamzad, Z. and Tavasoli, A., “Extraction and
identification of essential oil composition of different subspecies of Ziziphora
clinopodioides Lam. from different habitats of Iran”, IIMAPR, 29(3), 611-620.
(2013))

Mohagheghzadeh, A. Shams- Ardakani, M. and Ghannadi, A., “Volatile
constituents of callus and flower- bearing tops of Zataria multiflora Boiss.
(Lamiaceae) ”, Flavour Fragr. J., 15(6), 373-376, (2000).

Mohammadhosseini, M., “The ethnobotanical, phytochemical and
pharmacological properties and medicinal applications of essential oils and
extracts of different Ziziphora species”, Ind. Crops Prod., 105, 164-192,
(2017).

Mohammadhosseini, M. Akbarzadeh, A., Hashemi-Moghaddam, H.,
Shahnama, M., Fahimi, B. and Azami, S., “Gas chromatographic-mass
spectrometric analysis of volatiles obtained by HS-SPME-GC-MS technique
from aerial parts of Ziziphora capitata L., and evaluation for biological
activity”, Orient. J. Chem., 32(3), 1439-1451, (2016).

Mozaffarian, V., Dictionary of Iranian Plant Names: Latin-English-Persian,
Tehran: Farhang Moaser, (1996).

Nadaf, M. Halimi, M. and Nasrabadi, M., “ldentification of compounds
nonpolar extract Ziziphora persica growing in Iran by GC-MS”, Middle East
J. Sci. Res., 13, 187-190, (2013).

Ozkan, E. E., Boga, M., Yilmaz, M. A, Kara, E. M. and Yesil, Y., “LC-MS/MS
analyses of Ziziphora clinopodioides Lam. from Turkey: Antioxidant,
anticholinesterase, antimicrobial and, anticancer activities”, Istanbul J.
Pharm., 50(1), 3341, (2020).

Oztiirk, S. and Ercisli, S., “Antibacterial activity and chemical constitutions of
Ziziphora clinopodioides”, Food Cont., 18(5), 535-540, (2007).

41



Oztiirk, Y. Aydin, S., Tecik, B. and Baser, K. H. C., “Effects of essential oils
from certain Ziziphora species on swimming performance in mice”, Phytother.
Res., 9(3), 225-227, (1995).

Pakniyat, E. and Mousavi, M., “Improvement of GC-MS analysis of
Shahrbabak Ziziphora tenuior essential oil by using multivariate curve
resolution approaches”, J. Chin. Chem. Soc., 61(6), 649-658, (2014).

Panizzi, L. Flamini, G., Cioni, P. L. and Morelli, 1., “Composition and
antimicrobial properties of essential oils of four Mediterranean Lamiaceae”, J.
Ethnopharmacol., 39(3), 167170, (1993).

Petrovska, B. B., “Historical review of medicinal plants’ usage”, Pharmacog.
Rev., 6(11), 1, (2012).

Piryaei, M. Abolghasemi, M. M. and Nazemiyeh, H., “Fast determination of
Ziziphora tenuior L. essential oil by inorganic—organic hybrid material based
on ZnO nanoparticles anchored to a composite made from polythiophene and
hexagonally ordered silica”, Nat. Prod. Res., 29(9), 833-837, (2015).

Rawla, P., Sunkara, T. and Barsouk, A., “Epidemiology of colorectal cancer:
incidence, mortality, survival, and risk factors”, Prz. Gastroenterol., 14(2), 89—
103, (2019).

Rijo, P. Simdes, M. F., Duarte, A. and Rodriguez, B., “Isopimarane
diterpenoids from Aeollanthus rydingianus and their antimicrobial activity”,
Phytochem., 70(9), 1161-1165, (2009).

Rivera, D. and Obon, C., “The ethnopharmacology of Madeira and Porto Santo
Islands: a review”, J. Ethnopharmacol., 46(2), 73-93, (1995).

Saini, A., Kumar, M., Bhatt, S., Saini, V. and Malik, A., “Cancer causes and
treatments”, Int. J. Pharm. Sci. Res., 11(7), 3121-3134, (2020).

Sajadi, S. E., Ghasemi Dehkordi, N. A. and Baluchi, M., “Volatile constituents
of Ziziphora clinopodioides Lam.”, Pajouhesh-va-Sazandegi, 16(1), 97-100
(2003).

Salehi, P. Sonboli, A., Eftekhar, F., Nejad-Ebrahimi, S. and Yousefzadi, M.,
“Essential oil composition, antibacterial and antioxidant activity of the oil and
various extracts of Ziziphora clinopodioides subsp. rigida (Boiss.) Rech.f.
from Iran”, Biol. Pharm. Bull., 28(10), 1892-1896, (2005).

42



Sambath, G. Komalavalli, N. and Ravikumar, R., “Traditional healthcare
practice for common ailments of children in Pudukkottai district, TamilNadu-
A survey”, Ind. J. Nat. Sci., 6(33), 10475-10483, (2015).

Saran, U., Chandrasekaran, B., Tyagi, A., Shukla, V., Singh, A., Sharma, A. K.
and Damodaran, C., “A small molecule inhibitor of Notchl modulates
stemness and suppresses breast cancer cell growth”, Front. Pharmacol., 14,
1150774, (2023).

Sarroca, C., Valle, A. D., Fresco, R., Renkonen, E., Peltémaki, P. and Lynch,
H. T., “Frequency of hereditary non-polyposis colorectal cancer among
Uruguayan patients with colorectal cancer”, Clin. Genet., 68(1), 8087, (2005).

Satil, F. and Selvi, S., “Ethnobotanical features of Ziziphora L.(Lamiaceae)
taxa in Turkey”, Int. J. Nat. Sci., 4(1), 56-65, (2020).

Schulz, H. Ozkan, G., Baranska, M., Kriiger, H. and Ozcan, M.,
“Characterisation of essential oil plants from Turkey by IR and Raman
spectroscopy”, Vib. Spectrosc., 39(2), 249-256, (2005).

Selvi, S. Satil, F., Martin, E., Celenk, S. and Dirmenci, T., “Some evidence for
infrageneric classification in Ziziphora L.(Lamiaceae: Mentheae)”, Plant
Biosyst., 149(2), 415-423, (2015).

Sezik, E. Tiimen, G. and Baser, K. H. C., “Ziziphora tenuior L., a new source
of pulegone”, Flavour Fragr. J., 6(1), 101-103, (1991).

Shabbir, A., Batool, S. A., Basheer, M. |., Shahzad, M., Sultana, K., Tareen, R.
B. and Igbal, J., “Ziziphora clinopodioides ameliorated rheumatoid arthritis and
inflammatory paw edema in different models of acute and chronic
inflammation”, Biomed. Pharmacother., 97, 1710-1721, (2018).

Shahla, S. N., “Chemical composition and in vitro antibacterial activity of
Ziziphora clinopodioides Lam. essential oil against some pathogenic bacteria”,
Afr. J. Microbiol. Res., 6(7), 1504-1508, (2012).

Siegel, R.L., Miller, K.D., Goding, Sauer, A., Fedewa, S.A., Butterly, L.F.,
Anderson, J.C., Cercek, A., Smith, R.A. and Jemal, A., “Colorectal cancer

statistics, 2020”, CA Cancer J. Clin., 70(3), 145-164, (2020).

Solecki, R. S. and Shanidar, 1. V., “A Neanderthal flower burial in northern
Irag”, Science, 190(4217), 880-881, (1975).

43



Sonboli, A., Atri, M. and Shafiei, S., “Intraspecific variability of the essential
oil of Ziziphora clinopodioides ssp. rigida from Iran”, Chem. Biodivers., 7(7),
1784-1789, (2010).

Sonboli, A., Mirjalili, M. H., Hadian, J., Ebrahimi, S. N. and Yousefzadi, M.,
“Antibacterial activity and composition of the essential oil of Ziziphora
clinopodioides subsp. bungeana (Juz.) Rech.f. from Iran”, Z. Naturforsch. C,,
61(9-10), 677-680, (2006).

Sung, H., Ferlay, J., Siegel R.L., Laversanne, M., Soerjomataram, I., Jemal, A.
and Bray F., “Global Cancer Statistics 2020. Globocan Estimates of Incidence
and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries”, CA Cancer J.
Clin., 2021,71(3), 209-249, (2021).

Taarit, M. B., Msaada, K., Hosni, K. and Marzouk, B., “Changes in fatty acid
and essential oil composition of sage (Salvia officinalis L.) leaves under NaCl
stress”, Food Chem., 119(3), 951-956, (2010).

Taran, M., Karimi, N., Abdi, J., Sohailikhah, Z. and Asadi, N., “Larvicidal
effects of essential oil and methanolic extract of Hymenocarter longiflorus
(Lamiaceae) against Echinococcus granulosus”, J. Essent. Oil-Bear., 16(1),
85-91, (2013).

Tian, S., Shi, Y., Zhou, X., Ge, L. and Upur, H., “Total polyphenolic
(flavonoids) content and antioxidant capacity of different Ziziphora
clinopodioides Lam. extracts”, Pharmacogn. Mag., 7(25), 65, (2011).

Van de Vel, E., Sampers, I. and Raes, K., “A review on influencing factors on
the minimum inhibitory concentration of essential oils”, Crit. Rev. Food Sci.
Nutr., 59(3), 357-378, (2019).

Venditti, A., Frezza, C., Celona, D., Sciubba, F., Foddai, S., Delfini, M. and
Bianco, A., “Phytochemical comparison with quantitative analysis between
two flower phenotypes of Mentha aquatica L. pink-violet and white”, AIMS
Mol. Sci, 4(3), 288-300, (2017).

Wei, E.K., Giovannucci, E. and Wu, K., “Comparison of risk factors for colon
and rectal cancer”, Int. J. Cancer, 108, 433-442, (2004).

WHO., Breast cancer: prevention and control [online], (10.09.2023), Web
adresi: : http://www.who.int/cancer/detection/ breastcancer/en/index1.html#,
(2015).

Yousefbeyk, F. Tabaside, J., Ostad, S. N., Salehi Sourmaghi, M. H. and Amin,
G. R., “Investigation of chemical composition and cytotoxic activity of aerial

44



parts of Ziziphora clinopodioides Lam”, Res. J. Pharmacogn., 3(2), 47-51,
(2016).

Zargari, A ., Iranian Medicinal Plants, Tehran: Tehran University press, 103-
104, (1995).

Zhaparkulova, K., Karaubayeva, A., Sakipova, Z., Biernasiuk, A., Gawel-
Beben, K., Laskowski, T. and Kukula-Koch, W., “Multidirectional
characterization of phytochemical profile and health-promoting effects of
Ziziphora bungeana Juz”, Extracts. Mol., 27(24), 8994, (2022).

Zhong, M. L., Xu, X. D., Yu, S. C. and Sun, G. L., “Advances in studies on

medicinal plants in Clinopodium Linn”, Chin. Tradit. Herb. Drugs, 43(4), 820—
828, (2012).

45





