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OZET

BAZI UCUCU YAGLARIN CESITLI KANSER HUCRE HATLARI UZERINDEKI
POTANSIYEL ETKILERININ ARASTIRILMASI

GOKCE ULUSOY
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez danismant: Dog. Dr. Ercan CACAN
15 Agustos 2022, Xi+71

Kanser giiniimiizde en 6énemli saglik sorunlarindan olmakla birlikte, sik goriilmesi ve
oldiiriictiliigiiniin yliksek olmasindan dolay1 da bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir.
Kanser, en temel bir ifade ile kontrolsiiz hiicre gogalmasi olarak tanimlanmaktadir.
Mevcut kanser ilaclart her ne kadar kanser tedavisinde olduk¢a 6nemli bir yere sahip
olsa da etkili ve diisiik toksisiteye sahip olan yeni ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Birgok
ucucu yagin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve antikanserojenik, antimutajenik,
antiproliferatif etkileri oldugu bildirilmistir. Ugucu bitkisel yaglar, ilag ¢aligmalarinda
yenilik i¢in bir firsat olarak degerlendirilmektedir. Yapilan bu tez c¢alismasi
cercevesinde ele alinan Kanser hiicre hatlar tizerinde farkli ugucu yaglarin nasil bir
etkisinin oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢aligmada karanfil, kekik, ardi¢ ve incir ¢ekirdegi
ucucu yaglart kullanilarak, bu ugucu yaglarmm A2780 yumurtalik kanseri hiicre hatti,
HT-29 kolorektal kanser hiicre hatti ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerindeki
potansiyel etkilerine bakilmistir. Ug kanser hiicresi i¢in de yaglarin canlilik seviyesinde
onemli ol¢iide diisiis meydana geldigi ve kanser hiicrelerini 6ldiirdiigi goriilmiistiir.
MTT wveri analizlerinde ve mikroskop goriintiilerinde farkli konsantrasyonlarini
kullanmis oldugumuz ugucu yaglarin artan dozlara ve hiicre hattina bagli olarak hiicre
canlilifinda diisiis meydana geldigi goriildi. A2780 yumurtalik kanseri, HT-29
kolorektal kanser, MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in yapilan migrasyon analizlerinde
hiicre gogiiniin meydana gelmedigi fakat kirk sekizinci saat sonunda hiicrelerin gozle
gorlliir derece canlilik seviyelerinin diistiigli gozlemlenmistir. Bu  sonuglar
dogrultusunda ¢alismada kullanilan ugucu yaglarin kanser hiicre hatlar1 tizerinde bazi
potansiyel etkilerinin oldugu ve konu ile ilgili daha kapsamli g¢aligmalarin kanser
tedavisine katki saglayacagini dngormekteyiz.

ANAHTAR KELIMELER: Kanser, Hiicre liimii, Ugucu yaglar



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL EFFECTS OF SOME ESSENTIAL OILS
ON VARIOUS CANCER CELL LINES

GOKCE ULUSOY
Master Thesis, Department of Biology
Thesis advisor: Associate Prof. Dr. Ercan Cacan
15 August 2022, xi+71

Although cancer is one of the most important health problems today, it has also become
a public health problem due to its high prevalence and lethality. Cancer is defined as
uncontrolled cell proliferation with the most basic expression. Although existing cancer
drugs have a very important place in cancer treatment, new drugs with effective and low
toxicity are needed. It has been reported that many essential oils have antioxidant
activity and have anticarcinogenic, antimutagenic and antiproliferative effects. Essential
vegetable oils are considered as an opportunity for innovation in pharmaceutical studies.
Within the framework of this thesis study, it has been observed what kind of effect
different essential oils have on cancer cell lines. In this study, the potential effects of
these essential oils on the A2780 ovarian cancer cell line, HT-29 colorectal cancer cell
line and MCF-7 breast cancer cell line were examined by using clove, thyme, juniper
and fig seed essential oils. For all three cancer cells, it was observed that the vitality
level of the oils decreased significantly and killed the cancer cells. In MTT data
analyzes and microscope images, it was observed that the cell viability decreased
depending on the increasing doses and cell line of the essential oils that we used at
different concentrations. In the migration analyzes for A2780 ovarian cancer, HT-29
colorectal cancer, MCF-7 breast cancer cells, it was observed that cell migration did not
occur, but at the end of the forty-eighth hour, the viability levels of the cells decreased
significantly. In line with these results, we predict that the essential oils used in the
study have some potential effects on cancer cell lines and that more comprehensive
studies on the subject will contribute to cancer treatment.

KEYWORDS: Cancer, Cell death, Essential oils
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1.GIRIS

Kanser, diinya ¢apinda en énemli dliimciil hastaliklardan biridir ve her yil 6 milyondan
fazla vaka rapor edilmektedir. Kanser, diger hastaliklara nispeten 6liim riski oldukga
yiiksektir ve bunun yaninda tedavi maliyetinin yiiksek olmasi az gelismis iilkelerde
durumu daha da zorlastirmaktadir. Tedavide kullanilan kanser ilaglar1 timorlerin hizla
biiyliyen ve boliinen hiicrelerine spesifik olarak gelistirilmis olmasina ragmen viicuttaki
normal hiicreleri de etkileyerek daha farkli rahatsizliklara yol acabildigi gozlenmistir.
Bu engeller bilim insanlarini alternatif ilag arayisina ve ilave geleneksel tip alanina da
yoneltmektedir (Gautam 2014). Bitkiler aracilig: ile tip alaninda tedavi edici ilaglar ve
teshis metotlar;; kanser gibi hastaliklarin tedavisinde hatiri sayilir mesafeler kat
edilmesini saglanmistir (Kulkarni 2000). Uzun yillardan beri tibbi potansiyeli olan
bitkiler ve bitkilerin hastalik tedavisindeki rolii ile ilgili pek c¢ok arastirma

yapilmaktadir.

Ucgucu yaglar, aromatik bitkilerin salgi hiicreleri tarafindan sentezlenen dogal,
kompleks, ucucu ve kokulu molekiillerdir (Bukle, 1999; Sylvestre, 2006). Ucucu yaglar
ve igerikleri hiicre zarini gegebilen ve deri tarafindan hizli bir sekilde emilebilen
lipofilik bilesenlerdir (Sceur ve ark., 2011). Bitkilerden hidro-distilasyon ya da buhar-
distilasyonu gibi iglemler ile ekstrakte edilebilmektedir. Yapilan caligmalar sonucu
ucucu yaglarin terpenler ve fenilpropanoidler agisindan zengin gesitli farmakolojik
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Flavanoidlerin, polifenollerin ve antosiyaninlerin
yiiksek antioksidan kapasiteleri vardir. Incirin yapisindaki antosiyaninler saglikli kan
lipit seviyelerinin korunmasina yardimci olabilir ve obezite, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve bazi kanserlerin 6nlenmesinde dnemli bir rol oynayabilir. Ficus caricanin
kurutulmus meyveleri 6nemli bir vitamin, mineral, karbonhidrat, seker, organik asit ve
fenolik bilesikler kaynagi olarak bildirilmistir. Taze ve kurutulmus incirler ayrica ¢ok
miktarda lif ve polifenol icerir. Uzun yillardan beri incir sifa olarak kullanilmistir.
Incirin bu kadar faydali ve tedavi amagh olarak kullanilabilir olmas1 bu meyvenin
yagmin da kanser tedavileri i¢cin kullanimini olagan kilmaktadir (Giiven ve ark., 2019;
Barolo ve ark., 2014;Solomon ve ark., 2006). Cok sayida biyoaktif bilesene sahip ¢esitli
floralardan elde edilen ucucu yaglar, cesitli kanserler iizerinde ¢ok yonli etkiler

gostererek kemoterapdtik ajanlar ile birlikte kullanildiklarinda hasta ve hayatta



kalanlarin yasam kalitesini iyilestirmektedir (Patel ve Gogna, 2015). Kemoterapi timor
hiicrelerinin yan1 sira normal hiicreleri de bir derece etkiledigi bilinmektedir. Bununla
birlikte, elde edilen deneysel veriler, ugucu yaglarin toksisitelerinin saglikli hiicreleri
daha az etkileyerek kanser hiicrelerine odaklanildigmi gostermistir. Ornegin, yapilan
bazi calismalarda, karvakrolin insan glioblastoma hiicrelerinde sitozolik serbest Ca?*
konsantrasyonlarin1 ve canlilik {izerine etkisi incelenmis ve karvakroliin ROS aracili
apoptoz yoluyla kanser hiicrelerini 6ldiirdiigii sonucuna varilmistir (Liang ve Lu, 2012).
Timol, ¢esitli kanser hiicresi oliimiiyle (melanom, osteosarkom, glioblastoma, akciger,
meme, l6semi, hepatom, kolon) iligkili bir monoterpenik fenoldiir. Cogu terpenoid
G0/G1 fazinda DNA zincir kirilmalar1 ve hiicre dongilisiinde gorev almaktadir.
Karvakrol timoliin bir izomeridir ve bu iki bilesik kekik bitkisinde oldugu gibi ¢ogu
bitkide beraber bulunmaktadir. (Legards ve ark., 2014). Yaglarin kanser tedavisinde
kullanilabilirligini incelemek amaciyla yapilan calismalarda karanfil yaginin kanser
onlemede ve kemoterapide etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Karanfil yaginda yiiksek
oranda bulunan &jenol biyolojik aktivite ve antimikrobiyal aktiviteden sorumludur.
Ojenol asetat olarak adlandirilan bu fenolik bilesik proteinleri denatiire edebilir ve hiicre
zar1 gegirgenligini degistirerek fosfolipitlerle reaksiyona girer. Lipid peroksidasyonunu,
COX-2 gen ckspresyonunu ve reaktif oksijen tiirlerini inhibe edebilmektedir. Bu
nedenden dolay1 kanser tedavisinde umut vaat etmektedir (Fangjun ve Zhijia, 2017).
Terpenoidlerin kansere kars1 faydali etkilerinin kanser hiicrelerinin zarmin ve 6zellikle
mitokondri zarinin polarizasyonundaki bir degisiklik ile iligkili oldugu diigiiniilmektedir.
Ucgucu yaglarin yapisindaki terpenoid ve fenilpropanoid bilesikleri lipofiliktir, viicut
tarafindan 1yi emilmektedirler ve hiicre zarlari i¢in yliksek afiniteye sahip olduklari
calismalar sonucunda gozlemlenmistir. Kanser hiicrelerinin apoptozu, kaspaz ailesinin
belirli proteinlerinin aktivasyonu yoluyla gerceklesmektedir. Caligmalar sonucu
terpenlerin kaspazlar aktive ettigi gosterilmistir. Biyokimyasal olarak bakildiginda bu
kaspazlarin aktivasyonunda gorev alan cesitli proteinlerin de fosforilasyonu ve
aktivasyonu gerekmektedir bu da sonug¢ olarak oldiirme sinyalini ilgili yolaklara
iletmektedir (Lesgards ve ark., 2014). Yapilan arastirmalar 1s1ginda bu ¢alismada HT29
kolorektal kanser hiicre hatti, A2780 yumurtalik kanseri hiicre hatti ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatt1 iizerinde kekik yagi, karanfil yagi, ardi¢c yagi ve incir ¢ekirdegi

yaginin potansiyel etkilerine bakilmasi amaclanmustir.



2.LITERATUR

2.1.Ucucu Bitkisel Yaglar Ve Kanser

Ugucu yaglar, aromatik bitkilerin salgi hiicreleri tarafindan sentezlenen dogal,
kompleks, ucucu ve kokulu molekiillerdir (Bukle, 1999; Sylvestre, 2006). Ugucu yaglar
ve igerikleri hiicre zarini gegebilen ve deri tarafindan hizli bir sekilde emilebilen
lipofilik bilesenlerdir (Sceur ve ark., 2011). Bitkilerden hidro-distilasyon ya da buhar-

distilasyonu gibi islemler ile ekstrakte edilebilmektedir.

Uzun yillardan beri tibbi degerleri nedeniyle taninan ugucu yaglar, giiniimiizde terapdtik
ajan olarak ilgi gormektedir. Geleneksel olarak ugucu yaglar, antiseptik, analjezik,
yatistirici, antiinflamatuvar ve lokal anestezik Ozellikleri igeren biyolojik aktiviteleri
icin kullanilmigtir (Bakkali ve ark., 2008). Birgok ugucu yagmn antioksidan aktiviteye
sahip oldugu ve antikanserojenik, antimutajenik, antiproliferatif etkileri oldugu
bildirilmistir (Abdolimohammadi ve ark., 2009). Mevcut kanser ilaglart her ne kadar
kanser tedavisinde olduk¢a 6nemli bir yere sahip olsa da etkili, diisiik toksisiteye ve
kiiciik ¢evresel etkiye sahip olan yeni ilaglara ihtiya¢ vardir. Ugucu bitkisel yaglar, ilag
caligmalarinda yenilik i¢in bir firsattir (Chai ve ark., 2004;Saygi ve Cacan, 2021).

Ugucu yaglarin ¢ogu ilk olarak enflamatuar ve oksidatif hastaliklarin tedavisi i¢in
kullanilmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile oksidasyonun kaynagi ve kansere
yol agabilen inflamasyon arasinda bir iliski oldugu i¢in bu ugucu yaglarin antikanser
etkileri de olabilecegi ortaya ¢ikmustir (Jackson ve Loeb, 2001). Bu nedenle birgok
calisma, ugucu yaglarin ve bunlarin igindeki bilesenlerinin ¢esitli kanser hiicrelerine

kars1 aktif olabilecegini gostermistir.

Ugucu yaglarin yapisinda {i¢ yiizden fazla bilesen oldugu tahmin edilmektedir. En temel
bilesenleri terpenler, terpenoidler ve fenolik bilesikler olarak tanimlanmistir. Ugucu
yaglar, bitkinin farkli boliimlerinden (tomurcuklar, cicekler, yapraklar, gévde, dallar,
tohumlar, meyveler, kokler, aga¢ veya aga¢c kabugu) ekstrakte edilebilir ve salgi
hiicrelerinde, trikomlarda depolanabilir. Ucucu yaglar diisiik molekiiler agirlikli ve
%20-%70 arasinda bilesen icermektedir ve bu bilesenler ugucu yagin biyolojik

aktivitelerinden sorumludur. Yaglarin bilesenleri ve miktarlar1 bitkinin elde edildigi



kismina, bitkinin cinsine, cografi bdlgeye, {lretim sekline gore degiskenlik
gostermektedir (Kumari ve ark., 2014;Pichersky ve ark., 2006;Bakkali, 2008;0zgiiven
ve Kirict, 1999;Angionu ve ark., 2006).

Farkli bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin baz1 kanser tiirleri i¢in antikanserojen
etkisi oldugu gosterilmistir. Bunlardan bazilar1 da kanser tedavisi i¢in faz I ve faz II
asamalarindan gegerek klinik olarak test edilmistir. Ugucu yaglarin ¢ok fazla aktif
bileseni oldugundan dolay1 hiicre icerisinde birden fazla hedef noktas: olabilir. Oncelikli
hedefi hiicre zar1 gecirgenliginin bozulmasi, iyon hemeostazi ve elektron tagima sistemi
gibi hiicresel fonksiyonlarin kaybina yol agmaktadir. Di1s ve i¢ mitokondriyal zarlarin
gecirgenligi sebebiyle hiicrede nekroz ve apoptoza neden olarak sitotoksik etki
gostererek hiicrenin oliimiine yol agmaktadir (L. Ait M’Barek ve ark., 2007;M. Abdel-
Aziz ve ark., 2005;Bakkali, 2008;Armstrong, 2006;Aissous ve ark., 2021;Hadjira ve
ark., 2021;Saidi ve ark., 2022).

2007 yilinda, Ait M’Barek ve ark. insan adenokarsinoma yumurtalik kanseri hiicre hatti
(IGR-OV1) ile yaptiklari c¢alismada, Fas endemik kekik bitkisi olan Thymus
broussonetii ugucu yaginin sitotoksik etkisine bakilmistir. Farkli IC50 degerleri
gbzlense de ugucu yagin yumurtalik kanseri hiicre hatt1 tizerinde sitotoksik etkisi oldugu
sonucuna varilmigtir. On esansiyel yag (nane, zencefil, limon, greyfurt, yasemin,
lavanta, papatya, kekik, giil ve tar¢in) iizerinde yapilan bir ¢aligmada, kekik esansiyel
yaginin prostat karsinom ve meme kanseri tizerinde en etkili ugucu yag oldugu yapilan
deneysel c¢alismalar sonucunda goriilmistiir. Kanser tedavisinde en ¢ok tercih edilen
yontemler radyoterapi ve kemoterapidir. Fakat bu yontemler hastalar i¢in zorlu bir siireg
olabilmektedir ve bulanti, kusma gibi yan etkiler meydana gelebilmektedir. Ugucu
yaglarin bu gibi etkileri de en aza indirgedigi diisiiniilmektedir. Hiicresel etkisinin yani
sira ugucu yaglarin kanser hastalar1 izerinde kaygiy1 azalttig1 ve duygusal stresi, agriyi,
kas gerginligini ve yorgunlugu azalttig1 kanitlanmistir (Boehm, 2012;L. Ait M’Barek ve
ark., 2007;Gautam, 2014).

Flavanoidler, kanser hiicrelerinde hiicresel aktiviteyi etkileyen polifenol sinifidir ve bol
miktarda meyve, sebze, tohum ve ¢igeklerde bulunur. Farkli gida tiirlerinin igerdigi
polifenol miktar1 farklilik gostermektedir ve buna bagli olarak antikanserojen etkileri de

degismektedir. Flavanoidlerin kimyasal yapisi iki ugta aromatik halka ve ortada ii¢
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karbonlu yapiya sahip difenilpropandir (C6-C3-C6). Flavanoidlerin en iyi bilinen
biyolojik 6zellikleri arasinda antikanserojen etki de yer almaktadir. Kanser ilaglarinin
bazilar1 onkogenez iizerinde simirli etki gosterebilmektedir ve olas1 yan etkilerini gz
onilinde bulundurmak gerekir. Fenolik bilesikler ikincil (sekonder) metabolitler olarak
da bilinmektedir ve bu metabolitlerden flavanoidler, kanserin inhibisyonunda ve
tedavisinde Onemli bir yerdedir. Polifenollerin kanser etkileri antioksidan ve anti-
inflamatuar O6zellikleri nedeniyle oldugu bilinse bile polifenollerin otokrin-parakrin
bozucu etkileri de mevcuttur. Bu nedenle polifenoller epigenetik sinyal kaskadlarina
etkisinden dolay1 kanser hiicreleri lizerinde etkileri goriilmiistiir. Flavonoidler ¢ok
cesitli antikanser etkileri uygularlar. Ornegin, ROS siipiiriicii enzim aktivitelerini
modiile ederler, hiicre dongiisliniin durdurulmasina katilirlar, apoptozu indiiklerler,
otofajiyi indiiklerler ve kanser hiicresi proliferasyonunu ve invazivligini baskilarlar
(Khan ve ark.,, 2020;Hazafa ve ark., 2019;Ullah ve ark., 2020;Pan ve ark.,
2015;Kopustinskiene ve ark., 2020).

Kekik Ucucu Yagi

Kekik Lamiaceae familyasina ait bir bitkidir ve genis tedavi edici 6zelliklerinden dolay1
geleneksel tipta binlerce yildir kullanilmaktadir. En ¢ok c¢aligilan tiir olan Thyme
vulgaris ve onun temel bileseni olan timoliin ugucu yagi, antifungal, antibakteriyel ve
antioksidan aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Cosentino ve ark., 1999;Miura ve
ark., 2002). Kekik ugucu yagmin bilesikleri monoterpenler, monoterpen alkoller, fenol
tirevleri, ketonlar, aldehitler, eterler ve esterler dahil olmak iizere gesitli kimyasal
gruplara aittir. Thymus vulgaris esansiyel yaginin i¢eriginde %37-55 timol ve %0.5-5.5
carvacrol monoterpenleri bulunmaktadir. Tyhmus vulgaris anti-inflamatuar 6zellik
gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda kekik esansiyel yaginin antiproliferatif etkileri
gbzlenmis olsa da molekiiler mekanizmasi heniiz belirlenememistir (Kowalczyk ve ark.,

2020;Raut ve Karuppayil, 2014;Lampronti ve ark., 2006).
Karanfil U¢ucu Yag

Karanfil bitkisi, geleneksel tipta kullanilan bitkilerden biri olan Caryophyllaceae
familyasina aittir. Karanfil agact Endonezya ve Pasifik adalarina 6zgiidiir. Yapilan

cesitli caligmalar sonucunda karanfil bitkisinin antikanser, antiviral, antibakteriyel ve



antioksidan etkilerinin oldugu gozlemlenmistir (Al-Snafi, 2017). Karanfil genellikle
baharat olarak kullanilmaktadir ve Hindistan’da sifacilar tarafindan solunum ve sindirim
rahatsizliklarii tedavi amagli kullanilmistir. Sulu karanfil inflizyonunun Bacillus
subtilis'in ¢imlenmis sporlarmin biiylimesini inhibe ettigi ve Campylobacter jejuni,
Salmonella enterides ve Escherichia coli patojenlerini inhibe ettigi bulunmustur. Bir
calismada tiimor olusum sathasinda apoptoz inhibisyonunun timdr hiicrelerinin
popiilasyonunu sinirlamada 6nemli bir yere sahip oldugu gozlemlenmistir ve akciger
kanserinin olusumu siirecinde karanfil infiizyonunun da etkili bir sekilde apoptozu
indiikledigi dogrulanmistir. Bir hiicrenin ne zaman apoptoza gidecegi p53,Bax ve Bcl-2
arasindaki iligkiye baglidir. Bu ¢alismada karanfil infiizyon tedavisi ile p53 ekspresyon
miktarmin artti1 ve ilgili genleri indiikleyerek apoptoza katki sagladigi ortaya ¢ikmustir.
Bax, Bcl-2 ailesinin hiicreyi apoptoza gotiiren bir iyesidir ve Bcl-2 ile heterodimer
olusturarak caligmaktadir. Bcl-2:Bax oram1  dokularda apoptozun indiiklenip
indiiklenmedigi belirler. Yapilan bu ¢alismada uygulanan karanfil infiizyon tedavisi ile
Bcl-2 ekspresyon seviyesi diismiis ve Bax konsantrasyonu artmistir. Bax mitokondri
yapisini bozarak sitokrom-c salinimini tesvik eder. Sitokrom-c apoptozun son halkasi
olan caspase-3’ii aktive ederek apoptozu indiikledigi bu c¢alismada gosterilmistir
(Banerjee ve ark., 2006). Karanfil yaginin ana bileseni 6jenoldiir ve yapisinda %72-90
oranlarinda bulunmaktadir. Ojenol disinda karanfil yapraklarindan veya saplarindan -
karyofillen ve tomurcuklarindan da 6jenol asetat ekstrakte edilebilmektedir. Karanfil
tomurcuklarindan elde edilen toplam 6jenol oraninin %36-90 civarinda olabilecegi,
saplardan ve yapraklardan elde edilen toplam 6jenol oranlarinin ise sirasiyla %85-95 ve
%75-90 civarinda olabilecegi bildirilmistir. Karanfil yagindan yiiksek oranda bulunan
djenol biyolojik aktivite ve antimikrobiyal aktiviteden sorumludur. Ojenol asetat olarak
adlandirilan bu fenolik bilesik proteinleri denatiire edebilir ve hiicre zar1 gegirgenligini
degistirerek fosfolipitlerle reaksiyona girer. Lipid peroksidasyonunu, COX-2 gen
ekspresyonunu ve reaktif oksijen tiirlerini inhibe ederek, 6jenoliin kanser dnleme ve
kemoterapide etkili olabilecegi diistiniilmektedir (Fangjun ve Zhijia, 2017;Jaganathan
ve Supriyanto, 2012;Della porta ve ark., 1998;Briozzo ve ark., 1989).



Ardi¢c Ucucu Yag

Ardig Cupressaceae familyasina ait bir bitki olup yine geleneksel tipta bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmistir. Tedavi amacl kullanilan ilaglarin etken maddeleri iizerinde
yapilan c¢alismalar sonucu ardi¢ bitkisinde bulunan ucucu yaglarin ve fenolik
bilesiklerin bulundugu gozlemlenmistir (Kapdan ve ark., 2019). Ardi¢ meyvelerinin
icermis oldugu ugucu yaglar, meyvelere aci bir tad ve terebentin benzeri bir koku verir.
Ardig ekstraktlarindaki onemli fenolik bilesenler; lignanlar, kumarinler, sesquiterpenes,
abietan, labdane ve pimaran diterpenleri, flavonoidler, biflavonoller, flavon glikozitleri
ve taninler olarak belirlenmistir. Ardi¢ meyvesi (Juniperus communis) anti-inflamatuar
potansiyele sahiptir. Ardi¢ meyve ve yapraklarinda ¢ikan ugucu yagin verimi, bitkinin
cografi, olgunluk ve yas derecesi, meteorolojik kosullar ve yagin elde edildigi yere gore
degismektedir. Ortalama yag verimi meyvelerden %0.5-2.5 ve yapraklardan %0.2-1.0
arasindadir. Ardic meyvesi Oziitlinlin antikanser aktivitesi, melanom, agiz kanseri,
meme kanseri, akciger kanseri ve karaciger ve kolon karsinomlari ile ilgili olarak tiimor
biiylimesinin inhibisyonuna dayali olarak gosterilmistir (Raut ve Karuppayil,
2014;Poddar ve Lederer, 1982;Gao ve ark., 2019).

Incir Cekirdegi Ucucu Yag

Incirin igerdigi yag asitleri oleik %18.99, linoleik % 33.72, linolenik % 32.95, palmitik
%5.23, stearik- %2.1.8, arasidik %1.05, o linolenik(n-3) asit, bitkisel omega 3
kaynagidir. Flavanoidlerin, polifenollerin ve antosiyaninlerin yiiksek antioksidan
kapasiteleri vardir. Incirin yapisindaki antosiyaninler saglikli kan lipit seviyelerinin
korunmasina yardimci olabilir ve obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi
kanserlerin Onlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir. Ficus carica'min kurutulmus
meyveleri 6nemli bir vitamin, mineral, karbonhidrat, seker, organik asit ve fenolik
bilesikler kaynagi olarak bildirilmistir. Taze ve kurutulmus incirler ayrica ¢ok miktarda
lif ve polifenol icerir. Antik ¢aglardan beri Ficus carica geleneksel olarak kullanilmistir.
Cesitli kiiltiirlerde sifal1 incir agac1 olarak kullanilmustir. Incir meyvesi yiiksek diizeyde
polifenoller, flavonoidler, antosiyaninler igerir ve yiiksek oranda antioksidan etkiye
sahiptir (Giiven ve ark., 2019;Barolo ve ark., 2014;Solomon ve ark., 2006). Incirin bu
ozelliklerine bakilarak incir ¢ekirdegi yaginin da kanser lizerinde tedavi edici etkisinin

olabilecegi diisliniilmektedir.



2.2.Kanser

Kanser giinlimiizde en o©nemli saglik sorunlarindan biridir. Sik goriilmesi ve
oldiiriictiligiintin yiiksek olmasindan dolay:r da bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir.
Kanseri basit bir sekilde ifade etmemiz gerekirse kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak
tamimlanabilir. Kanser, kalp hastaliklarindan sonra gelen en yaygm hastaliktir ve

ABD’deki 6liimlerin %23 tinii olusturmaktadir (Anand ve ark., 2008).

Kanser genetik materyalin kimyasal yapisinin bozulmasi yani mutasyana ugramasiyla
hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasiyla meydana gelen
bir hastaliktir. Hiicre icindeki genlerin bir grubu, hiicreye biiyiiylip bdliinmesi igin
sinyal mekanizmasi olustururken diger bir grup gen de biiyiimenin yeterli oldugunu ve
hiicrenin biiylimesini durdurarak islevini yerine getirmesi i¢in sinyali kesmekte ya da
yeni sinyal kaskadi olugturmaktadir. Kanser bu iki gen grubu arasindaki dengesizlikten
meydana gelmektedir. Hiicrenin biiylimesi ve ¢ogalmasi igin aktiflesen genler (proto-
onkogenler) normalden fazla galisirlarsa ya da biiylimeyi kontrol altinda tutan genler
(Tumor baskilayict genler) gerektiginden az ifade edilir veya bir sebepten mutasyona
ugrarsa hiicre devamli boliiniip biiylimekte ve boylece kanserli hiicre haline
gelmektedir. Kanserli hiicrede meydana gelen mutasyonlar hiicre bdliinmesinin
kontroliinde, farklilasmada, tamir mekanizmasinin kontroliinde, sinyal iletiminde,
programli hiicre Oliimiinde ve ¢ogalmasinda gorevli proteinleri sifreleyen genlerde
meydana gelen mutasyonlarla gelisir (Demirelli, 2003). Bunlarin sonucu olarak malign

tiimorler olusur ve metastaz yaparak viicudun diger bolgelerine yayilabilirler.

Timorler, kabaca bakildiginda iyi huylu (benign) ve kotii huylu (malign) olmak iizere
ikiye ayrilabilir. Benign tiimorler baslangi¢ bolgeleriyle sinirli kalan ve yavas ¢ogalan
hiicrelerden olusan tiimdrlerdir. Bu tlimoérler viicudun diger boliimlerine yayilmazlar ve
ameliyatla tamami alindiktan sonra tekrarlanma durumlari sinirlidir. Bunun tam tersi
malign tiimorler hizla biiyliyen anormal hiicrelerden olusur. Malign tiiméorler yakin
organ ve dokulara yayildigi gibi lenf ve kan yoluyla uzak bolgelerdeki dokulara da
yayilabilirler (Cacan, 2015). Timorler koken aldiklari hiicreye gore smiflandirilirlar.
Epitel hiicrelerden koken alanlar karsinomalar, bag dokudan (kas, kemik, kikirdak ve

fibroz doku) koken alanlar sarkomlar ve kan ya da immiin sistemden koken alanlar



l6semi ve lenfomalar olarak 3 tiptir. Bu kanser hiicreleri farkli dokulardan koken

almalarina ragmen belirli ortak 6zellikleri vardir.
Kanser hiicrelerinin genel 6zelliklerine baktildiginda;

e Sinirsiz ¢gogalma yetenekleri vardir.

e Yeni kan damarlar (anjiyogenez) olusturabilirler.
e Metastaz yapabilme potansiyeline sahiptirler.

e Apoptozdan kaginirlar.

¢ Biiylime engelleyici sinyallere kars1 direnglidirler.

e Kendi biliylime sinyallerini kendileri olusturabilirler.

Kanser hiicrelerinin bu ozellikleri benign tiimorlerde veya normal hiicrelerde
bulunmayan 6zelliklerdir (Weinberg, 2014). En sik goriilen kanser c¢esitleri arasinda
yumurtalik kanseri, kolorektal kanser, meme kanseri yer almaktadir. Bu kanser
cesitlerinin Oliim oranlarin1 en aza indirgemek, oOzellikle yumurtalik kanserinin
kemoterapik ajanlara karsi direncin artmasina yonelik yeni tedavi yontemleri

aranmaktadir.

Yumurtalik (over) kanseri her yil 125.000°den fazla kadinin 6liimiine neden olmaktadir.
Kadinlarda meydana gelen kansere bagl 6liim nedenleri arasinda besinci sirada yer
almaktadir. Standart tedavi yontemleri diger kanser tiirleri gibi bu kanser tiirii i¢in de
uygulanmaktadir ancak yumurtalik kanserinde kemoterapik ajanlara karsi bir direng
meydana gelmektedir. Yumurtalik kanseri kemoterapiye yiliksek oranda yanit
vermektedir fakat yasayan hastalarda iki yil igerisinde kemoterapiye karsi artan direng
hastaligin seyrini oldukg¢a etkilemektedir ve oliimlere neden olmaktadir. Yumurtalik
kanserinde Oliim oranlarmi en aza indirgemek icin mevcut tedavi yontemlerine ek
olarak yeni terapétik tedavi yontemleri gelistirilmelidir (Ali ve ark., 2013;Berkel ve
Cacan, 2021a;Cacan, 2017;Cacan ve ark., 2014;Berkel ve Cacan, 2021b).

Yine en sik goriilen kanser ¢esitleri arasinda tgiincii sirada kolon kanseri yer
almaktadir. Her yil yaklasik olarak 2 milyon yeni vaka ve 900 bin 6liim meydana
gelmektedir. Hastaligin erken teshis edilmesiyle Olim orani diismekte ve cerrahi
midahaleler sonucu c¢ogunlukla tedavisi yapilabilen bir hastaliktir. Ancak ¢ogu

durumda hastaligin ileri asamalarinda teshis edildiginden dolay1 sag kalim orani %8’e
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diismektedir. Kolorektal kanser tedavisinde radyasyon ve kemoterapik ajanlar
kullanilmatadir (Cacan ve ark., 2015). Hizla biiyiiyen hiicreleri 6ldiirme aktiviteleri
yiiksektir fakat bu tedavi yontemleri saglikli hiicreyi de etkileyebilmektedir. Daha farkli
dejeneratif hastaliklara da neden olabilmektedir. Kolorektal kanser ¢ogunlukla
yaslilarda goriilmesine ragmen genglerde de goriilen yaygin bir kanser cesididir.
Kanserin goriilme sikligin1 ve 6liim oranlarimi azaltmak i¢in farkli tedavi yontemleri

gelistirilmelidir (Kogak ve ark., 2021;Cacan ve Ozmen, 2020;Kucuk ve ark., 2021).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser ¢esididir. Kansere baglh 6liim nedenleri
arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (Moulder ve

Hortobagyi, 2007).

2.2.1 Kanser Gelisiminde Hedef Genlerin Diizenlenmesi

Birgok hiicre, siirekli olarak birbirini izleyen boliinme ve boliinmeme evreleri gegirir.
Bir bolinmenin tamamlanmasindan bir sonraki boliinmeye kadar gecen karmagsik
olaylar dizisi hiicre donglisiinii olusturur ve kanser hiicrelerindeki temel yanligliklardan
biri hiicre c¢ogalmasi tlizerindeki kontroliin kaybidir. Hiicre ¢ogalmasi, ¢ok hiicreli
organizmalarda tim gelisim ve doku onarimi i¢in gerekli olan hiicre bliylime ve
boliinme stirecidir. Biiyiime ve boliinme yoluyla ¢ok hiicreli organizmalar hasarli veya
Oli  hiicrelerini yenileriyle degistirebilirler. Hiicrelerin biiyiimesi ve bdliinmesi
diizenlenmelidir; aksi taktirde, organlarin ve dokularin biitiinliigii uygunsuz hiicre tipleri
ve hiicre miktarlar1 tarafindan bozulabilmektedir. Hiicre ¢cogalmasi lizerindeki normal
diizenleme, hiicre dongiisii asamalarini, hiicre 6liimlerinin programlanmasint ve asiri
boliinme sinyallerine karsi hiicrelerin cevaplarini kontrol eden ¢ok sayida gen ve
rtinlerin varligin1 gerektirir. Kanserli hiicrelerde, bu islevleri kontrol eden birgok gen
mutasyona ugramistir ya da yanhs ifade edilirler ve kontrol edilemeyen hiicre
cogalmasina yol acarlar. Kanserle iligskili mutasyonlar genellikle iki gen tipinde
gbzlenir: timor baskilayict genler ve onkogenler. Tiimor baskilayici genler ve proto-
onkogenler (onkogenlerin normal hiicresel formu) normalde hiicre biiylime ve
¢ogalmasinin kontroliine katilir ve kanser siklikla bu kontroliin ¢esitli mutasyonlardan

dolay1 olmamasindan ortaya ¢ikar (Klag ve ark., 2006;Tobias ve ark., 2014).
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Hiicre siklusunun diizenlenmesinde siklinler (cyc), siklin bagimli kinazlar (cdk) ve
siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) gorev alir. Cdk’lar hiicre donglistiniin diger
evrelerine gegmek i¢in gerekli olan hedef proteinleri fosforile ederek dongliniin
ilerlemesini saglar. Hiicre dongiisii esnasinda devamli olarak ifade edilirler. Inaktif
formlarinda siklinlerle bir araya gelerek fosforile olurlar ve aktif hale gelirler. Bu
proteinler Gy, S, G, ve mitoza gegisi kontrol ederler. Cdk’larin aksine siklinler hiicre
dongiisiiniin belirli evrelerinde sentez edilirler ve cdk’lar aktiflestirmeyle gorevlidirler.
Memeli hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorevli on bir tane siklin
bagimli kinaz (cdk 1-11) ve on alt1 siklin (siklin D (D1,D5,D3); siklin E (E1,E>); siklin A
(A1,A2) ve B (B1,By) gorevlidir. Siklin A ve B, S/IG,/M faz gegislerinde sentezlenir.
Siklin D hiicrenin biiyiime faktorii tarafindan uyarilmasi sonucu hiicre dongiisiinde ilk
artis gosteren siklindir ve biiylime faktoriiniin yoklugunda seviyeleri diiger. Siklin D’ler
cdk4 ve cdk6’yr regiile ederler. G;’in orta safhasinda meydana gelir ve S evresinde
ubiquitin-proteazom yolagiyla yikilir. Siklin D, G; evresinde cdk-4 ile kompleks olustur
ve bu kompleks retinoblastoma proteinini (RB) fosforiller. RB’nin fosforilasyonu hiicre
dongiisii icin anahtar gorevindedir. Hiicreler, hiicre dongiisiiniin Gy fazindayken RB
proteini fosforillenmemistir ve E2F gibi transkripsiyon faktorlerine baglanarak
baglandig1 transkripsiyon faktoriinii inaktive eder bdylece hiicrelerin replikasyonu
engellenir. Hiicre bliylime faktorleri tarafindan uyarildiginda G; fazina gecer. G; faz1
boyunca RB proteini cdk4-siklinD; kompleksi tarafindan fosforillenir. Fosforillenmis
RB inaktiftir ve bagladig1 regiilatdr proteinleri serbest birakir. RB tarafindan salinan
E2F ve diger diizenleyici proteinler serbest birakildiginda ilgili tiriinler G; fazindan S
fazina gecis icin gerekli olan genlerin ifadesi saglanir ve bu sekilde replikasyonun
gerceklesmesine izin verilir. Siklin E, G3/S fazlarinin sinirinda gegici olarak sentez
edilir ve hiicre S fazina girdiginde hizla yikilir. Siklin E, Cdk2’yi regiile eder. Siklin A
ve B; mitotik siklinlerdir. Siklin A, S fazi boyunca sentezlenir ve anafazda yikilir.
Siklin A cdk?2 ile kompleks olusturur. Siklin By ise S fazinin ge¢ déneminde sentez
edilir ve G, fazindan M fazina gecerken sentezi maksimum diizeye ulasir, anafazda
yikilir. Siklin B, cdk? ile etkilesir ve bu kompleks MPF (M-phase/maturation promoting
factor) olarak da bilinir. Siklin B’nin anafazda yikilmasiyla hiicre mitozisten ¢ikar ve
Gi’e geri doner. (Cabadak, 2008;Aktug, 2014;Alberts ve ark., 2002;Pines, 1995;Collins
ve ark., 1997).
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Normal hiicrelerde hiicre dongiisii kontrol noktalar1 sayesinde her evre tamamlandiktan
sonra hiicrenin diger bir evreye kontrollii bir sekilde gegisi saglanir. Hiicre dongiisliniin
diizenlendigi ti¢ kontrol noktasi vardir. Bunlar G;/S, Go/M ve M kontrol noktasidir. Bu
kontrol noktalarinda hiicrede herhangi bir DNA hasari, hiicrenin olmasi1 gereken
boyutunda bir anormallik tespit edilirse sorunlar giderilene kadar kosullar normal

sartlara getirilene kadar dongii durdurulur (Klug ve ark., 2006).

G1/S kontrol noktasi: S evresine girmeden Once mitoz Oncesinde meydana gelmis
DNA hasar1 varsa hiicrelerin S evresine ilerlemesini yavaslatir ve dongii G; kontrol
noktasinda durdurulur. G;’deki bu duraklama hiicrenin S evresine girmeden DNA’da ki
hasarin tamir edilmesine olanak saglar. Boylece S fazinda hasarli DNA’nin replike
olmasi engellenmis olur. G; kontrol noktasindaki bu duraklama p53 proteini etkisi ile
gerceklesir. Eger hasar tamir edilemezse apoptotik yolaklar aktive edilir. insanlarda
goriilen kanser tiirlerinde genellikle p53 proteinini kodlayan gen mutasyona ugramaistir.
Bu mutasyonlar sonucu p53 fonksiyonunu kaybeder ve DNA hasari meydana
geldiginde G1/S noktasindaki duraklama meydana gelmez. Bunun sonucu olarak da
hasarli DNA kopyalanarak diger nesillere aktarilir ve kanser gelisimine neden olur

(Aktug, 2014).

G2/M kontrol noktasi: Bu kontrol noktasinda DNA replikasyonu tamamlanmadik¢a
mitozun baglamas1 Onlenir. G, kontrol noktasi replike olmamis DNA’y1 tanir ve
dongiiyli durdurur. Hiicre dongiisiiniin bu kontrol noktasinda durmasi DNA hasarinda
veya tamamlanmamis replikasyona cevap olarak aktiflesen protein Kinaz olarak bilinen
p56 (chkl) aracihigiyla gergeklesir. Chkl,cdc25 adli protein fosfotazi fosforiller ve
cdc25’in cdc2’yi aktif hale getirmesini engeller. Cdc2 aktif hale gegemediginden mitoza
giris engellenir ve hiicre G,’de bekler. G, kontrol noktasindaki bu bekleme, hasarli
DNA’nin yavru hiicrelere ge¢cmeyip tamir edilmesi i¢in ya da replikasyonun

tamamlanmasi i¢in zaman tanir (Walker ve ark., 1999).

M kontrol noktasi: Bu fazda metafazdan anafaza gecis kontrol edilir. Kromozomlarin
mitoz mekigi lizerinde dizilmesini kontrol eder ve yavru hiicrelere kromozomlarin
dogru sekilde dagitilmasimi saglar. Her iki yavruya tam bir kromozom seti gidecek
sekilde dizilmedik¢e kromatidlerin ayrilmasinit onler. Mitotik siklinlerin yikimindan

sonra anafaz evresi baglar. Mitotik siklinler (siklin A ve siklin B) ubikuitinlendikten
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sonra yikim gergeklesir. Mitotik siklinlerin yikimi siklin B-cdk1 kompleksini inaktive
eder ve mitozun normal olarak sonlanmasi saglanir. Béylece bu kontrol noktasinda
olgunlagsma evresinde ulasmamis kardes kromatidlerin ayrilmasini engeller. Burada rol
alan genleri MAD ve BUB proteinleri kodlar. MAD proteinleri dogru kromozom
ayrilmasindan, BUB ise mitozun ilerlemesini diizenler (Murray, 1994;Cabadak, 2008).

2.2.2. Proto-onkogenler Ve Onkogenlere Doniisiim Mekanizmalar:

Proto-onkogenlerin goérevi hiicre biiyiimesi ve bdliinmesini devam ettirmektir. Bu
gorevlerini; diger genlerin ifadelerini uyaran transkripsiyon faktorlerini kodlayarak,
hiicre boliinmesini uyaran sinyal iletim molekiillerini ya da hiicrenin hiicre dongiisii
boyunca ilerlemesini saglayan hiicre dongiisii diizenleyicilerini kodlayarak yaparlar.
Hiicreler sessiz doneme girdiklerinde ve boliinmeyi sona erdirdiklerinde birgok proto-
onkogen tirlintiniin ifadesi de baskilanmis olur. Proto-onkogenler fazla ifade edilir veya
zamaninda transkripsiyonel olarak baskilanamazlarsa bdyle bir durumda proto-
onkogenlerin iirlinleri devamli olarak hiicreyi boliinmesi i¢in uyarir bu yiizden ¢ok iyi
kontrol edilmelidir. Proto-onkogenler mutasyona ugradiginda ya da hatali ifade
edildiginde kanser gelisimine katkida bulunan onkogen olarak adlandirilir (Klug ve ark.,
2006).

Proto-onkogenlerin, onkogene doéniismesi hiicre biiylimesinin kontrol mekanizmasini
bozmakta dolayisiyla kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesine ve ¢ogalmasina yol
acmaktadir. Proto-onkogenler proteinlerinin 6niine c, onkogenler ise v 6n ekini alarak
adlandirilirlar. Timdrlerden olusturulmus hiicre kiiltiirleri i¢in transforme olmus tanimi
kullanilmaktadir. Transforme bir hiicre daha az kisitli sartlarda biiytir, genellikle sert bir
zemine tutunma ihtiyaci duymaz ve uygun deney hayvanlarma enjekte edildiklerinde
timorleri indiiklerler. Boylece hiicrelere transformasyon ve Ooliimsiizlik o6zelligi
saglayan zincirleme degisiklikler hayvanlarda tlimdrlerin olusturulmasina olanak tanir.
Onkogenler de hiicre transformasyonunu baglatma ve siirdiirme kapasitesine sahiptir.
Onceden onkogenler tiimdr olusturan viriisler olarak tamimlanmistir. Sonradan
onkogenlerin konak¢t memelide bulunan hiicresel genlerin mutasyona ugramis formlari
oldugu gosterilmistir. Bu hiicresel genler ilk kez retroviriislerin genomunda

tanimlanmistir. Bu retroviriislerin genomlarinda transformasyona yol agan 6zel bir
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dizilim gorilmiistiir (v-onc), bu dizilim transforme olmayan retrovirus genomlarinda
bulunmamaktadir. Onkogenler viral enfeksiyonlara da bagli olabilmektedirler.
Retroviral onkogenlerin viriisle enfekte konakg¢i hiicre DNA’sma virlis vasitasiyla
aktarildigi belirtilmistir.  Virlisin kendi genomuna kopyaladigi proto-onkogen
enfeksiyonun herhangi bir evresinde, gen kesilmesi veya mutasyonla hasarli hale
gelebilmektedir. Tekrarlayan enfeksiyon sirasinda kendi proteinini sentezleyen bu viral
onkogenden olusan anormal protein normal hiicre biiyiimesini etkilemekte ve timor

olusumuna neden olmaktadir (Yokus ve ark., 2012;Pazarbas1 ve ark., 2003).

Insan tiimérlerinde siklikla mutasyona ugrayan genlerden biri ras genleridir. Ras gen
ailesi, hiicre zar ile iliskilendirilen ve hiicre biiylimesini ve bdliinmesini diizenleyen
sinyal iletim molekiillerini kodlar. Ras proteinleri GDP’ye bagli olduklarinda inaktif
durumda, GTP’ye baglandiklarinda aktif hale gecerler. Proto-onkogen ras’1 onkogene
dontistiiren mutasyonlar GTP’nin GDP’ye doniisiimiinii engeller ve bdylece Ras
devamli aktif formunda kalarak hiicreyi siirekli boliinmeye tesvik eder. Normal ve
kanserli hiicredeki Ras geni karsilastirildiginda normal proteinin 12. pozisyonunda
glisin 61. pozisyonunda glutamin olmasi gerekirken onkogenik Ras proteininde bu

sekilde olmadig1 gézlenmistir (Klug ve ark., 2006).

2.2.3. Tiimér Baskilayic1 Genler

Bu genler onkogenlerin aksine kanserlesmeyi engellemeye yonelik islev goren
genlerdir. Hiicre boliinmesini yavaslatan, DNA hatalarin1 onaran, hiicre dongiisii kontrol
noktalarin1 diizenleyen ve hiicreyi apoptozis siirecine yoOnlendirerek kontrolsiiz
cogalmay1 engelleyen genlerdir. Biiyiimeyi baskilayan sinyallere yanit olarak hiicre
dongiisiinii durdururlar. Tiimor baskilayict genler mutasyona ugradiklarinda ya da
inaktive olduklarinda belirtilen bu gorevleri yerine getiremez ve bdylece hiicrenin
dongiiyli terk edebilme ve sessiz doneme girme yetisinin kaybedilmesine yol agar.
Tiumor baskilayict genlerden dolayr meydana gelen kanserlerde ebeveynlerden gelen iki
allellin de mutasyona ugramasi gerekir. 1969 yilinda Henry Harris ve arkadaslarinin
yapmis oldugu somatik hiicre hibridizasyon g¢aligsmalar1 sonucunda varlig1 saptanan bu
genlerin yine ayni calismanin sonucu olarak c¢ekinik 6zellikte oldugu gozlemlenmistir.

Tiimor baskilayict genlerle iliskili kanser tiplerinde kanser meydana gelebilmesi i¢in her

14



iki ebevenynden alinan toplam iki allelin de mutasyona ugramasi gerekir. Bir
ebeveynden mutant allel alinirsa diger ebeveynden saglam allel alinirsa saglam allel
bliylime baskilayict fonksiyonunu devam ettirir. Diger saglam allel de mutasyona
ugrarsa timor baskilanmasi engellenir (Klug ve ark., 2006;Tobias ve ark., 2014;Harris
ve ark., 1969;Knudson, 1971).

2.3. Apoptoz

Tiim canlilarda oldugu gibi hiicreler de dogarlar, yasarlar ve Olirler. Canli
organizmalarda hiicre Oliimiinden sorumlu apoptoz ve nekroz olmak flizere iki
mekanizma gorev almaktadir. Apoptoz programlamis hiicre 6liimii olarak bilinmektedir.
Programlanmis hiicre 6liimii, yetiskin dokularda ve embiyolojik gelisimde ¢ok Snemli
bir yere sahip olan hiicre 6liimiiniin normal fizyolojik bir siirecidir ve dengelenmis
hiicre ¢ogalmasi, dokularda hiicre sayisini sabit tutmaktan sorumludur. DNA hasari
olugmasi durumunda hasarin meydana geldigi hiicre apoptoza yonlendirilerek ortadan
kaldirilmas1 amaclanmaktadir. Boylece DNA yapisina zararl hiicrelerin kanserlesme
ihtimalleri ortadan kaldirilmig olur. Fizyolojik 6lim sekli olan apoptoz normal olarak
gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin devaminmi saglamak ic¢in karsimiza
cikabilecegi gibi, hastalik ya da zararli ajanlar tarafindan hiicreler zarar gordiigiinde ya
da immiin reaksiyonlar gibi bir savunma mekanizmasi olarak da olusabilmektedir
(Cohen, 1997). Bunun tersine nekroz hiicre membraninin daha erken bir zamanda
bozulmasi ile sonuglanan ve hipoksi/iskemi, asir1 sicaklik ve mekanik travma gibi
siddetli ¢evresel ajanlar ile ilgili durumlara cevap olarak ve kaza eseri olusan pasif bir
siirectir (Erdz ve ark., 2012;Altunkaynak ve Ozbek, 2008;Elmore, 2007). Nekrotik
6limde, hiicre membran biitiinliigiinii kayderek hiicre igerikleri ve proinflamatuar
molekiillerin salinimiyla hiicrenin etrafinda inflamasyon meydana gelir devaminda
hiicre siser ve patlar. Bunun tam tersine apoptoz hiicresel sinyal yolaklar1 tarafindan
diizenlenen programli hiicre intiharidir. Apoptozis ile O6len hiicreler dokulardan
uzaklastirilirken aksine akut yaralanmalar sonucu o6len hiicreler hiicre iceriklerini
ekstraseliilere (hiicreler aras1 bosluk) birakarak inflamasyona neden olarak programsiz
sekilde Olmektedirler. Apoptoz oraninin artmasi ya da hizlanmasi; AIDS, insiiline

bagimli diyabet, nérodejeneratif hastaliklar, arteriosklerozis, hepatit-C enfeksiyonu gibi
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hastaliklara neden olmaktadir. Apoptoz oraninin azalmasi ya da yavaglamasi; kansere ve

otoimmiin hastaliklara yol agmaktadir (Er6z ve ark., 2012;Cohen, 1997).

2.3.1. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptozda rol oynayan Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cystein Aspartat
Spesific Protease = CASPASE) olarak tanimlanan bir protein ailesidir (Reed, 2000).
Kaspazlar, hiicrede ilk sentezlendiklerinde inaktif pro-kaspaz veya zymojen (inaktif
proteolitik enzim) olarak bulunmaktadirlar (Kartlasmis ve ark., 2016;Strasser ve ark.,
2000;Er6z ve ark., 2012;Reed, 2000). Kaspazlarin zymojen yapisi apoptozun
indiiklenmesinden sonra zincirde bulunan diger kaspazlar tarafindan kesilerek aktif
kaspaz formuna doniismektedir ve apoptozun sekillenmesinde gorev alan kirktan fazla
proteazin aktiflesmesinde gorev alirlar (Er6z ve ark, 2012). Bu proteaz ailesi iiyeleri
aktif bolgelerinde sistein rezidiilerine sahiptir ve hedef proteinleri aspartik asit
birimlerinden kesmektedirler. Kaspaz ailesinin bazi tiyeleri (kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatici
kaspazlar olarak bilinir baslatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan 6liim sinyallerini
efektor kaspazlara iletirler, bazilar1 da (kaspaz 3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak
bilinmektedir (Cohen, 1997;Er6z ve ark., 2012;Chowdhury ve ark., 2008). Efektor
kaspazlar ise DNA fragmentasyon faktor 45 (DFF 45), poly-(ADP-riboz) polimeraz
(PARP) gibi bilinen apoptotik substratlarin kesilmesinden sorumludur. Ilk tanimlanan
enzim ICE (interlokin 1-B doniistiiriici enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinmektedir
(Cohen, 1997).

2.3.2. Apoptoz Mekanizmalari

Viral enfeksiyonlar, bakteriyal toksinler, onkogenler, kemoterapdtikler, radyasyon gibi
baz1 faktorlerle apopotozis baslatildigr gibi agir DNA hasarina yanit olarak aktive olan
p53 ve reaktif oksijen radikalleri gibi bazi faktorlerle de apoptozis baslatilabilmektedir.
Apoptoz icin negatif sinyal anlamina gelen tiim bu faktorlerin yaninda biiylime
hormonu gibi hiicre yasami icin gerekli pozitif sinyallerin yokluguyla da apoptozis
baslatilabilmektedir. Tiim bu hiicre i¢i ve dist faktorlerin sonucunda hiicreyi 6liime

striikleyen 3 farkli apoptoz mekanizmasindan s6z edilmektedir. Bu 3 farkli
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mekanizmanin ikisi farkli kaspazlarin aktiflenmesi sonucu gergeklestirilirken, {igiincii

yol kaspaz disinda farkli bir yol izleyerek hiicre 6liimiine neden olmaktadir.

Apoptozun i¢ (mitokondriyal) yolagi: Saglikli bir hiicrenin yapisinda bulunan
mitokondrilerin dis membran yiizeyinde Bcl-2 ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik proteinler
bulunmaktadir (Bcl-2 ve Bcl-XL, mitokondri dis membranda olusan porlar1 kapatarak
sitokrom-c  ¢ikisini  6nlemesi  nedeniyle  anti-apoptotik  molekiiller  olarak
adlandirilmaktadir). Normalde, sitokrom-c ¢ikist igin uygun olmayan mitokondri dis
membran yapisinda bulunan porlar, Bcl-2 ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik iiyeler
tarafindan korunmaktadir. Fakat pro-apoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu sonucu
anti-apoptotikler ile pro-apoptotikler arasindaki hassas dengenin apoptoz tetikleyicileri
lehine  bozulmasi  durumunda veya onlarla  heterodimerizasyon  yaparak
etkisizlestirilmesi sayesinde mitokondriden sitokrom-c ¢ikist meydana gelmektedir.
Sitokrom-c, Apaf-1 kompleksine ATP’nin baglanmasi, inaktif durumdaki prokaspaz-
9’un aktiflesmesini saglayarak kaspaz proteinlerinin tetiklenmesine yol agmaktadir.
Sitokrom-c, Apaf-1, ATP ve prokaspaz-9 kompleksinin olusturdugu bu yap1 ayni
zamanda apoptozom olarak da isimlendirilmektedir. Aktif kaspaz-9 ise efektor
kaspazlardan prokaspaz-3’t aktive etmektedir. Aktif kaspaz-3, kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD) inaktiflestirmektedir. Boylece ICAD’ {iniin
bagladig1 kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) serbest hale gelir ve bu da
apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondenzasyonuna ve

oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olmaktadir (Gékhan ve ark., 2020).

Pro-apoptotik tiyelerin (Bad, Bax, Bid, Bim, Bag, Bok, Raf ve Bak), Bcl-2 ve Bcl-XL
gibi anti-apoptotik iiyelerle yaptigi heterodimerizasyonun mitokondri membraninda
bulunan voltaj bagimli anyon kanallarinin yapisin1 bozarak sitokrom-c ve AlF ¢ikisini
saglamaktadir. Mitokondrideki elektron transportu sirasinda olusabilecek elektron
sizintilarinin serbest radikal olusumuna yol agmasi ve bu radikallerin birincil hedefi
olan DNA ve proteinleri (mitokondri membran yapisinda bulunan kanal proteinleri ve
digerleri) etkileyerek bunlarin yapt ve fonksiyonlarmi degistirdigi anlagilmistir. Bid,
Bak, Bax gibi pro-apoptotik Bcl-2 iiyeleri normalde hiicrelerde sessiz halde
bulunmaktadirlar. Ancak bu pro-apoptotik iiyeler, aktive edildiklerinde sitokrom-c’nin

sitoplazmaya salinmasini saglayarak kaspaz-8 araciligiyla Bid’in kirilmasina ve
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apoptozun tetiklenmesine neden olmaktadir. Bid ayrica diger hiicre yilizey 6liim
reseptorleri olan TNF ve TRAIL araciligiyla da aktiflesmektedir. Bir¢ok normal
hiicrede bulunan Bad’in diger Bcl-2 ailesi tiyeleriyle kompleks yapmasi fosforilasyon
ve defosforilasyon mekanizmasi ile diizenlenmektedir. Normal kosullarda, Bad yasam
faktorlerinin etkisiyle serin-treonin kinaz Akt/PKB yoluyla fosforile durumda
tutulmaktadir. Fosforile haldeyken anti-apoptotik  tiiyelerle kompleks
olusturamadigindan onlar1 etkisiz hale getirememektedir. Eger defosforile olursa anti-
apoptotik tiiyelerle komleks olusturarak anti-apoptotik etkilerini ortadan kaldirarak
sitokrom-c salinimiyla baslayan apoptozis gergeklesmektedir. Pro-apoptotik aktiviteye
sahip olan Bim molekiilii ise normalde mikrotiibiillerle iliski i¢inde olan dynein motor
kompleksi ile birlikte bulunmaktadir. Apoptozis indiiksiyonu esnasinda mitokondriye
goc ederek sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasiyla baglayan

kaspazlarin aktivasyonunda rol oynamaktadir.

Apoptozun dis yolag:: Oliim faktorii olarak isimlendirilen Fas Ligand (FasL) ve timor
nekrozis faktor (TNF) isimli proteinler, ana fizyolojik aktivatorler olarak ilgili
reseptorlere baglanarak apoptozisi gerceklestirmektedirler. Fas ve TNF-a reseptorleri,
hiicre zarinda bulunan bir ¢esit integral membran proteini yapisindadirlar. Bu
reseptorler uygun ligandlar ile baglandiklarinda sitoplazmada bulunan inaktif
prokaspaz-8’in aktiflesmesine neden olarak bulunduklart hiicreyi 6liime gotiirecek olan
sinyal kaskadini da baslatmis olurlar. Bu yol daha ¢ok bagisiklik sisteminde hiicrelerin
kendinden olan ve olmayana gore degisen immiin cevap reaksiyonlarinda ve
infeksiyonlarda etkili olan sitotoksik T hiicre cevabinda kullanilan bir yoldur (Elmore,
2007). Sitotoiksik T lenfositler, viriis veya bakteri ile enfekte olmus hiicreleri ve timor
hiicrelerini tanir ve Oldiirtirler. Ayni sekilde NK' (natural killer) hiicreleri de tiimor
hiicrelerini 6ldiirmektedirler. Sitotoiksik T lenfositleri ne NK’larin hedef hiicreleri nasil
6ldiirdiigli uzun zamandir tartisilmaktadir. Ciinkii bilinen perforin/granzim temeline
dayanan mekanizma, sitotoksik T lenfositleri ile meydana gelen Slimlerin tiimiinii
aciklayamamaktadir. Fakat aktive T hiicrelerinin membran yiizeyindeki FasL
bulundugunda bu problem ¢6ziilmiistiir. Perforin/granzim ve FasL sistemi sitotoksik T
lenfositlerine bagli sitotoksisitede major yollar olarak bilinmektedir. Sitotksik T
lenfositleri aktive oldugunda membran yiizeyindeki T hiicre reseptorii viriis ile enfekte

hiicrenin MHC-antijeni (major histocompatibility complex) ile etkilesmekte ve hedef
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hiicre iki ayr1 yolla ortadan kaldirilmaktadir (Kumari ve ark., 2013;Morgan ve ark.,
2015;Er6z ve ark., 2012).

l.yolda; FasL sitotoksik, T lenfositlerinde ve dogal oldiriici (NK=natural Killer)
hiicrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarisi almis
olduklarindan bir seri protein-protein etkilesimlerinde bulunurlar. Oncelikle kendilerine
dogal olarak bagli bulunan ve 6liim bolgeleri death domain adir verilen TRADD (TNF-1
associated death domain) ve FADD (fas associated death domain) ile etkilesime
girerler. Bu oliim bolgeleri ise prokaspaz-8’1 aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda

aktivasyonlar1 baslatilirlar.

2.yolda; granzim (granzyme)’ler patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya tlimor
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda etkin rol alirlar. Perforinler ve granzimler normal
olarak sitotoksik lenfositlerin (CTL) ve natural killer (NK) cell’lerin sitoplazmik
graniillerinde bulunurlar. CTL’lerin hedef hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir
ve hedef hiicrenin membranina baglanarak membranda porlar meydana getirirler.
Perfotin porlar sitozolik kalsiyum diizeylerinin hizla artmasia yol agar. Beraberinde
salgilanan ve bir serin proteaz olan granzimin de bu porlar araciligiyla hiicreye
girmesiyle hiicre iginde prokaspaz-8’in aktivitesi dolayisiyla kaspaz kaskadi baslatilir.
Bu da enfekte hiicreyi veya kanser hiicresini apoptozise gotiiriir. Sitotiksik T lenfositleri
hiicrelerinde meydana gelen uyarilma, perforin ve granzim igeren graniillerde
sekresyona neden olur. Perforinin, hedef hiicre plazma membraninda porlar agtig1 ve
granzimin de buna yol gosterdigi diistiniilmektedir. Fakat perforin/granzim ve FasL,
hiicre 6lim programini birbirinden bagimsiz olarak tetiklemektedir. Sitotoksik T
lenfosit hiicreleri ve NK hiicreleri, perforin/granzim ve FasL/Fas yolunun her ikisini de

kullanirlar ancak ne zaman hangisini tercih ettikleri bilinmemektedir (EImore, 2007).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
Giivenlik kabini (ESCO, Class II, Type A2), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(Sigma life science), RPMI (Sigma life science), FBS (Biological Industries), penisilin-
streptomisin (Biological Industries), serolojik pipet (Costar), PBS (Alfa Aesar), tripsin
(Biological Industries), trypan blue boyas1 (Biological Industries), Thoma lami (Bright-
line), ependorf tiip (Isolap), vorteks (Velp scientifica), 100-1000 ul, 20-200 pl ve 0,5-10
ul mikropipet (Isolab Instruments), MTT (metiltiazoldifenil-tetrazolyum bromid) boyasi
(Biofrox), DMSO (Dimetil siilfoksit) (Serva), 96 kuyucuklu ve 6 kuyucuklu kiiltiir plag:
(Nest), santrifiij (micro 200 R Hettich Zentrifugen), %70’lik etanol (Isolab), niikleaz
free water (Thermo scientific), thermo scientific multiskan go, ibidi culture inserts,
karanfil yag1 (Ibrahim Saracoglu), kekik yag1 (Ibrahim Saracoglu), incir cekirdegi yag1
(Ibrahim Saragoglu), ardig yag1 (Ibrahim Saragoglu), Leica DFC295 S 40/0.45 floresans

mikroskobu.

3.2. Metod

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Ve Yag Dozlarimin Hazirlanmasi:
Yag dozlarimin hazirlanmasi:

Ticari olarak temin edilmis olan karanfil, incir ¢ekirdegi, kekik ve ardi¢c yaglar
islemlere baglamadan 6nce 90 °C’de bir saat otoklavlandi. Bu yaglar DMEM besiyeri
icerisinde seyreltilerek incir ¢ekirdegi, kekik, ardi¢ yaglari i¢in 0,0001-0,001-0,005-
0,01-0,05-0,1-0,5-1 olacak sekilde sirasiyla 1:10000-1:5000-1:1000-1:500-1:100-1:50-
1:10-1:5 olmak iizere konsantrasyonlara gore seyreltilmistir. Karanfil yag: i¢in 0,0001-

0,001-0,005-0,01-0,05-0,1 konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
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Konsantrasyon Yag miktari(pl) Diliisyon orani DMEM(p)
0,0001 pl 0,5 1:10000 4999,5
0,001 pl 0,9 1:5000 4499,1
0,005 pl 1 1:1000 999

0,01 pl 2 1:500 998

0,05 pl 10 1:100 990

0,1 pl 20 1:50 980

0,5ul 100 1:10 900

1ul 200 1:5 800

Tablo 3.1. Yag konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii islemlerinin tiimi steril kabin igerisinde gergeklestirildi. Kabine girecek
olan tiim malzeme ve kimyasallar %70’lik EtOH ile steril hale getirilerek kabin
icerisine alindi. Meydana gelebilecek kontaminasyon oranini en aza indirgemek icin
hiicre kiiltliriiniin bulunmus oldugu ortam iki giinde bir %10’luk c¢amasir suyu ile
temizlendi. Tek kullanimlik malzemeler islem sonrasi otoklavlanarak ortamdan

uzaklastirildi.

Bu calismada kullanilan hiicre hatlar1 Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bolimiinde, Kanser Arastirma Laboratuvari stogundan temin
edildi. Yumurtalik kanseri (A2780) ve meme kanseri MCF-7 hiicreleri igin %10 FBS,
%1 penicilin streptomycin igeren RPMI 1640 besiyerleri ve insan kolon kanseri
hiicreleri i¢in (HT29) %10 FBS (Fotal sigir serumu) ve %21 penicilin streptomycin
iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) besiyerleri kullanildi.

-86°C’lik sogutucuda cryovial’lerde bulunan hiicreler ¢ikarildi ve 50 ml’lik falkon
tiiplerine her hiicre hatt1 i¢in uygun biiylime kosullarin1 saglayacak olan besiyerleri her
birinden 10 mL olacak sekilde ayr1 falkon tiiplerine alindi. Falkona alinan
besiyerlerinden pastor pipetleriyle bir miktar alinarak cryovial tiiplerinde bulunan buz
halindeki hiicreler iizerine eklenip pipetaj yapilarak besiyeri yardimiyla hiicre ¢ozme

islemi gerceklestirildi. 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapild1 ve hiicre pelet halinde
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¢oktiiriildii. Ustte kalan siipernatant kisim uzaklastirilarak hiicre peleti 10 ml taze
besiyeri igerisinde ¢ozdiiriildii ve ¢ozelti 75 cm2’lik flasklara alinarak 37°C, %5 CO2 ve
%80-90°11ik nem satiirasyonuna sahip inkiibator ortamina alinarak hiicrelerin adherent
hale gecmesi ve cogalmalari amaclandi. Inkiibasyondan sonra iigiincii giin flask
icerisindeki besiyeri ¢ekildi ve 1X steril fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile kiiltiir
kab1 yikand1 ve yiizeye niifuz edilmesi saglandi. Eklenmis PBS ortamdan uzaklastirildi
ve yerine taze besiyeri eklenerek tekrar inkiibatore birakildi. Hiicreler konfluent hale
geldiklerinde pasajlama islemlerine baslandi. Ortamda bulunan besiyeri uzaklastirildi,
PBS ile yikama isleminden sonra 3 ml tripsin/EDTA soliisyonu eklendi. Hiicreler tripsin
yardimiyla kiltiir kabindan ayrildi. 10 ml taze besiyeri flaska eklenerek tripsinin
hiicrelere vermis oldugu zarar en aza indirgendi. Bu soliisyon falkon tiipline aktarilarak
3 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Tiipte kalan siipernatant kisim uzaklastirildi ve
¢oken hiicre peleti 10 ml taze besiyeri ile ¢ozdiiriildii. Daha sonra hemositometre
yardimiyla hiicre sayimi yapilarak 1.000.000 hiicre olacak sekilde kiiltiir ortamina

hiicreler alinarak pasajlama islemi gerceklestirildi.

4-5 giin sonra yeterli yogunluga ulasmis olan hiicreler pasajlama islemi esnasinda
yapilmis olan asamalar tekrarlandi. Tek fark 1.000.000 hiicre serum freezing medium
(dondurma soliisyonu; Biological Industries) icerisinde c¢oziilerek cryovial tiiplerine
alarak once -20°C’de yarim saat bekletildikten sonra tekrar kullanilmak iizere stok

hazirlamak i¢in -86°C sicakliktaki dondurucuya alindu.

3.3. Hiicre Canhlik Testleri

MTT Ve Hiicre Ekimi

Bu yontem hiicre canliligini belirlemek amaciyla kullanilan kolorimetrik bir yontemdir.
MTT suda ¢oziinen tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi icermeyen medium veya tuz
soliisyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak bir soliisyon olusturur. Tetrazolium
halkasinin dehidrogenaz enzimlerince parcalanmasi sonucu MTT mor renkli
¢oziinmeyen formazana doniigiir. Bu doniisim canli hiicrelerin  mitokondrileri
araciliiyla olur. Olusan bu formazan DMSO veya baska bir ¢6ziicli yardimiyla ¢6ziiniir
hale getirilir. Olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunur. Tetrazolium

tuzunun sadece metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara
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indirgenmesinden dolayr bu yontem sadece canli hiicreleri saptar. Olugsan formazan
miktartyla hiicre canliligt dogru orantilidir. Cogalan hiicreler prolifere olmayan
hiicrelerden metabolik olarak daha ¢ok aktivite gosterdigi i¢in bu yontemle sadece hiicre
canlilig1 ve sitotoksisite degil ayn1 zamanda hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu da

belirlenir.

Inkiibasyonda yeterli yogunluk seviyesine gelmis olan hiicreler inkiibatérden cikarilarak
kabin igerisinde eski besiyeri uzaklastirildi. Tripsinin ¢aligmasini kolaylastirmak ve
ortamdaki 6lii hiicreleri uzaklastirmak amaciyla 10 ml 1X steril PBS ile ortam yikandi.
Ardindan PBS ¢ekildi ve 3-4 ml tripsin eklenerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi
saglandi. Mikroskop altinda hiicrelerin ylizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol edildi.
Yiizeyden ayrilan hiicreler laminer kabin igerisinde tripsin bulunan flask igerisine 10 ml
taze besiyeri eklendi ve soliisyon santrifiij tiiplerine alinarak 3 dakika 3000 rpm’de
santrifiij yapildi. Tripsinin bulundugu siipernatant kisim serolojik pipet yardumiyla
¢ekildi. Kalan hiicre peleti 10 ml taze besiyeri igerisinde ¢ozdiiriilereck hemositometrede
hiicre sayimi yapildi. Her kuyucuk basina 7.500 hiicre olacak sekilde hesaplama yapildi
ve hiicre+media soliisyonu kuyucuklara ekildi. 24 saat hiicrelerin ylizeye tutunmasi igin
beklendi. Bu siire sonunda yiizeye tutunmus olan hiicrelerin bulundugu kuyucuklara
tedavi amaciyla kullanilacak olan yaglarin belirlenmis konsantrasyonlarindan uygun
olan miktar kadar eklenerek 48 saat ardindan hiicrelerin canlilik durumlarina bakmak

amactyla MTT testi yapildi.

Her kuyucuga 200 pl olarak ekilen eski besiyeri ve hiicre soliisyonu uzaklastirildi.
100ul PBS ile yikama islemi gergeklestirilmesinin ardindan PBS ortamdan ¢ekildi. 10
mg MTT 2ml 1X steril PBS igerisinde ¢ozdiiriilerek 10ml fenol kirmizisi ve fotal sigir
serumu (FBS) i¢cermeyen renksiz RPMI taze besiyeri igerisine ilave edildi. Elde edilen
bu soliisyon her kuyucuga 100ul olacak sekilde eklenerek 4 saatlik bekleme siiresi i¢in
inkiibe edildi. Bu iglemin ardindan canli hiicrelerde koyu mavi/mor renk degisimi
gozlemlendi. Kuyucuklarda bulunan 100ul MTT boyasi uzaklastirilarak ortama 100 pl
DMSO ¢oziiciisii eklendi ve esit siddette pipetaj yapilarak formazan bilesiginin
¢Oziinmesi saglandi. Ardindan shaker’da 1 saatlik bekleme siiresine gegildi. 540nm’de
spektorofotmetrik yontem (Multiskan GO mikroplate reader; ThermoScientific)

araciligryla kuyucuklardaki sollisyonun absorbans degerleri 6lgiildii. Elde edilen
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absorbans degerlerinin analizi i¢in kontrol grubunun ortalamasi alinarak %100 hiicre
canliligt olarak degerlendirme yapildi. Microsoft Excel {iizerinden verilerin
tablolandirma ve analiz islemleri gerceklestirildi. Analizlerin sonuglarina gore

migrasyonda tercih edilecek konsantrasyonlarin degerlendirilmesi yapildi.
Hiicre migrasyonu

12 kuyucuklu well plate igerisine migrasyon i¢in kullanilan ibidi culture inserts steril
kivrik uglu pens yardimiyla kuyucuklara yerlestirildi ve bdlmelerinin igerisine bdlme
bagina 5x10000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. 24 saat hiicrelerin yiizeye
yapigmasi i¢in inkiibe edildi. 24 saatin ardindan kuyucuklardaki ibidi culture inserts
kivrik uglu pens yardimiyla alindi. Her bir kuyucuk i¢in 1ml taze besiyeri eklendi.
Ardindan yaglar icin belirlenmis olan uygun konsantrasyonlar eklendi ve belirli
araliklarla hiicre migrasyonuna bakildi. 0-24-48 saatlerde Leica DFC295 S 40/0.45

floresans mikroskobu yardimiyla goriintiileri ¢ekildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlilik Analizleri

4.1.1. Karanfil yagi kaynaklh kolorektal kanser hiicre hatt1 (HT-29), yumurtahk
kanseri hiicre hatti1 (A2780) ve meme kanseri hiicre hatti iizerindeki (MCF-7)
sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Karanfil yaginin farkli konsantrasyonlart HT-29 hiicre hattinda MTT testi ile artan
dozlara gore yiizde canlilik oranlarina bakildi. Karanfil yagi i¢in 0,0001ul-0,001ul-
0,005ul-0,01pl-0,05u1-0,1ul konsantrasyonlari kullanildi. Hiicreler 96°lik well platelere
ekilerek 24 saat sonra yag uygulamasi yapildi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda MTT
protokolii uygulanarak spektrofotometrede Ol¢lim yapildi. HT-29 hiicre hatti igin
yapilan MTT sonuglarina bakilarak artan konsatrasyonlara gore karanfil yaginin
sitotoksik etkisinin de bu sonuclara paralel olarak arttigi gézlemlendi. 0,005ul icin
canlilik seviyesi yaklasik olarak %50 canlilik seviyesi gostermektedir. Elde edilen
verilere paralel olarak artan konsatrasyon degerleri i¢in sitotoksik etki de artmaktadir
(Sekil 4.1.).

Karanfil Yag

120 -
o 100 -
>

% % %

’E‘J 80 -
E

60 - * %k %k %
: * % ok & * ok %k %
-
g 40 - % % k%
-

20 -

0 T T
Kontrol 0,0001pul 0,001ul 0005;11 0,01pul 0,05ul 0,1ul

Sekil 4.1. Karanfil yagimin HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemiyle

sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi Microsoft excel programinda kontrol
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gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi (**: P <0,005, ****: P<0,00005 ). Deneyler

tuicer kez tekrarlandi.

Karanfil yaginin HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda control grubuna gore sitotoksik

etkisi diisiik konsantrasyonlardan itibaren etkisini gostermistir (Sekil 4.2.).

Control e G e
(N RS e ~ 75 S
S
g .‘;.’;’ . A X L Ji A
RS N
- _.,_’»" IS \\._ 4 f e M
\en it N . .
S i LGN o
R SN \.;‘ g

Sekil 4.2. Karanfil yaginin HT-29 kolorektal kanser hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

A2780 hiicre hatt1 i¢in yapilan MTT sonuglarina bakilarak artan konsatrasyonlara gore
karanfil yaginin sitotoksik etkisinin de bu sonuglara paralel olarak arttig1 gézlemlendi.
0,001pl i¢in canlilik seviyesi yaklagik olarak %65 canlilik seviyesi gostermektedir.
Artan konsantrasyonlar i¢in anlamli bir distis gozlenmemistir.0,01ul-0,05u1-0,1ul igin
canlilik seviyesi ayni seviyede kalmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Karanfil yaginin A2780 yumurtalik kanser hiicrelerinde MTT yOntemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi Microsoft excel programinda kontrol
gruplarma gore t-testi hesaplanarak yapildi (**: P <0,005,***: P <0,0005, ****:
P<0,00005 ). Deneyler iiger kez tekrarlandi.

Ayni sekilde A2780 yumurtalik kanser hiicre hatti icin ¢ekilmis olan mikroskop
griintiilerinde de hiicrelerin morfolojilerinin artan konsantrasyon oranlarina paralel
olarak sitotoksik etkisinin varligt goézlemlenmistir. MTT verileri ve mikroskop

gortintiileri birbirini desteklemektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Karanfil yaginin A2780 yumurtalik kanser hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda 0,05u1-0,1ul olarak belirlenen konsantrasyonlar
kullanildi. Yapilan MTT sonuglarina bakildiginda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
kayda deger bir toksik etki gézlemlenmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Karanfil yagmin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde MTT yontemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi Microsoft excel programinda kontrol
gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi (****: P <0,00005 ). Deneyler tiger kez
tekrarlandi.

Karanfil yaginin MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in mikroskop goriintiilerinde MTT

verileriyle paralel olarak toksik etkisi gézlenmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Karanfil yaginin MCF-7 meme kanseri hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

4.1.2. Kekik yaginin farkh konsantrasyonlarinin kolorektal kanser hiicre hattinda
(HT-29), yumurtalik kanseri hiicre hattinda (A2780) ve meme kanseri hiicre
hattindaki (MCF-7) sitotoksik etkisi

Kekik yaginin farkli konsantrasyonlart HT-29 hiicre hattinda MTT testi ile artan dozlara
gore yiizde canlilik oranlarmma bakildi. Kekik yagi i¢in 0,0001ul-0,001u1-0,005ul-
0,01u1-0,05u1-0,1u1-0,5u1-1pl  konsantrasyonlart  kullanildi. Hiicreler 96’Iik  well
platelere ekilerek 24 saat sonra yag uygulamasi yapildi. 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda MTT protokolii uygulanarak spektrofotometrede dl¢iim yapildi. HT-29 hiicre
hatti i¢in yapilan MTT sonuglarina bakilarak artan konsatrasyonlara gore kekik yaginin
sitotoksik etkisinin de bu sonuglara paralel olarak arttigt gdézlemlendi. 0,01ul i¢in
canlilik seviyesi yaklasik olarak %350 canlilik seviyesi gostermektedir. Elde edilen
verilere paralel olarak artan konsatrasyon degerleri icin sitotoksik etki de artmaktadir.

1ul igin canlilik %30 oranina kadar diismektedir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Kekik yaginin HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi Microsoft excel programinda kontrol
gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi (*: P <0,05, ****: P <0,00005 ). Deneyler

ticer kez tekrarlandi.

Kekik yaginin HT-29 kolorektal kanser hiicre hatti ve A2780 yumurtalik kanseri hiicre
hatt1 i¢in yapilan mikroskop c¢ekimlerinde control grubuna gore 72. saat sonundaki
goriintiiler konsantrasyon arttik¢a sitotoksik etki de artarak kanser hiicreleri tizerindeki

etkisi gozlenmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Kekik yagmin HT-29 kolorektal kanser hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

A2780 hiicre hatt1 igin yapilan canlilik testinde artan dozlarla beraber kekik yaginin
sitotoksik etkisinin de bu sonuglara paralel olarak arttigi gézlemlendi. 0,005ul igin
canlilik seviyesi yaklasik olarak %50 canlilik seviyesi gostermektedir. 0,05ul-0,1ul-
0,5ul-1pl artan konsantrasyonlarinda canlilik %15 seviyesinde sabit kalmistir (Sekil
4.9.).
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Sekil 4.9. Kekik yagmin A2780 yumurtalik kanser hiicrelerinde MTT yoOntemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi Microsoft excel programinda kontrol
gruplara gore t-testi hesaplanarak yapildi (**: P <0,005, ***: P <0,0005, ****:
P<0,00005 ). Deneyler iiger kez tekrarland.
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Sekil 4.10. Kekik yaginin A2780 yumurtalik kanser hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

MCF-7 meme kanseri hiicreleri igin 0,05ul-0,1ul-0,5ul-1ul artan dozlardaki
konsantrasyonlar1 kullanildi. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kekik yaginin artan
konsantrasyonlarinda MTT wverileri sonucunda birbirine ¢ok yakin degerler elde
edilmesiyle beraber kekik yagi hiicreler iizerinde toksik bir etki olusturmustur (Sekil
4.11)).
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Sekil 4.11. Kekik yagmin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde MTT yontemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi Microsoft excel programinda kontrol
gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi (****: P <0,00005 ). Deneyler licer kez
tekrarlandi.
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Sekil 4.12. Kekik yaginin MCF-7 meme kanseri hiicreleri 72. saat sonundaki mikroskop

goriintiileri
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4.1.3. Incir cekirdegi yaginin kolorektal, yumurtalik ve meme kanseri hiicre
hattindaki sitotoksik etkileri
Incir gekirdegi yaginin farkli konsantrasyonlart HT-29 hiicre hattinda MTT testi ile

artan dozlara gore yiizde canlilik oranlarma bakildi. Incir ¢ekirdegi yagi igin 0,0001pl-
0,001u1-0,005u1-0,01u1-0,05ul  konsantrasyonlart kullanildi. Hiicreler 96’lik  well
platelere ekilerek 24 saat sonra yag uygulamasi yapildi. 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda MTT protokolii uygulanarak spektrofotometrede 6l¢tim yapildi. HT-29 hiicre
hatt1 i¢in yapilan MTT sonuglarina bakilarak artan konsatrasyonlara gore incir ¢ekirdegi
yaginin sitotoksik etkisinin de bu sonuclara paralel olarak arttigi gézlemlendi. 0,001 ul

icin canlilik seviyesi yaklasik olarak %50 canlilik seviyesi gostermektedir (Sekil 4.13.).

incir Cekirdegi Yag
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Sekil 4.13. Incir gekirdegi yagmin HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT
yontemiyle sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizlerstudent t-testi
kullanilarak hesaplandi(****: P <0,00005). Deneyler birbirinden bagimsiz olarak iicer

kez tekrarlandi.

Incir ¢ekirdegi yaginda elde edilen deney sonuglarinda HT-29 kolorektal kanser hiicre

hatti i¢in yapilan deneyler sonucunda diger yaglardan farkli olarak artan
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konsantrasyonlarda sitotoksik etki artmasina ragmen 0,5ul icin mikroskop
goriintiilerinde canlilik goriilmiistiir. MTT verilerindeki degerler de 0,5ul i¢in canlilik
seviyesinin yiiksek ¢ikmasiyla beraber MTT testinin dogrulugunu bize gostermistir
(Sekil 4.14.).

Sekil 4.14. Incir ¢ekirdegi yaginin HT-29 kolorektal kanser hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

A2780 hiicre hatt1 icin yapilan MTT sonuglarina bakilarak artan konsatrasyonlara gore

incir ¢ekirdegi yagi i¢in anlamli bir sitotoksik etki goriilmemistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Incir gekirdegi yagimin A2780 yumurtalik kanser hiicrelerinde MTT
yontemiyle sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi kontrol gruplarma gére t-
testi hesaplanarak yapildi (*: P<0,05, **: P <0,005 ). Deneyler birbirinden bagimsiz

olarak ticer kez tekrarlandi.

Incir cekirdegi yaginin A2780 yumurtalik kanseri hiicre hattindaki mikroskop
goriintiileri kolorektal kanserle karsilastirildiginda canlilik degerlerinin daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda MTT degerleri i¢in de yumurtalik kanseri hiicre
hatt1 veri yiizdeleri yliksektir. Fakat buna ragmen yine de sitotoksik etki goriilmiistiir
(Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Incir g¢ekirdegi yaginin A2780 yumurtalik kanser hiicreleri 72. saat

sonundaki mikroskop goriintiileri

MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in 0,1ul-0,5ul-1ul olacak sekilde kullanilmis olan
incir ¢ekirdegi yag dozlarinda artan konsantrasyonlarla beraber toksik etkinin de
artmasini beklememize ragmen hiicrelerdeki canlilik seviyesi 0,5ul i¢in diisiik doz

olarak kullanilan 0,1ul’den daha yiiksek bir sonug verdi (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. Incir ¢ekirdegi yaginin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde MTT ydntemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi kontrol gruplarina gore t-testi
hesaplanarak yapild1 (*: P<0,05, ****: P <0,00005 ). Deneyler tiger kez tekrarlandi.

Incir ¢ekirdegi yagmin diger hiicrelerde oldugu gibi MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
de toksik etkisi goriilmiistiir ve MTT verilerindeki canlilik seviyeleri ile mikroskop

goriintiileri birbirini desteklemektedir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. Incir ¢ekirdegi yagmin MCF-7 meme kanseri hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

4.1.4. Ardi¢ yagimin farkh konsantrasyonlarinin kolorektal kanser, yumurtahk
kanseri ve meme kanseri iizerindeki canhlik seviyelerinin belirlenmesi

Ardi¢ yaginin farkli konsantrasyonlart HT-29 hiicre hattinda MTT testi ile artan dozlara
gore yiizde canlilik oranlarma bakildi. Ardig yag ig¢in 0,0001ul-0,001u1-0,005ul-
0,01u1-0,05u1-0,1ul1-0,5ul-1ul  konsantrasyonlari kullanildi. Hiicreler 96’lik  well
platelere ekilerek 24 saat sonra yag uygulamasi yapildi. 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda MTT protokolii uygulanarak spektrofotometrede 6l¢tim yapildi. HT-29 hiicre
hattina uygulanan ardi¢ yagi i¢in %25-35 arasinda bir canlilik seviyesi gézlemlenmistir

(Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Ardig yagimin HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi kontrol gruplarina gore t-testi
hesaplanarak yapildi (*: P <0,05 ****: P <0,00005 ). Deneyler licer kez tekrarlandi.

Ardic yagimin HT-29 kolorektal kanser hiicre hatti i¢in mikroskop goriintiilerinde

sitotoksik etki goriilmistiir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Ardi¢ yagimin HT-29 kolorektal kanser hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

A2780 hiicre hatt1 icin yapilan MTT sonuglarina bakilarak artan konsatrasyonlara gore

ardi¢ yag1 i¢in anlamli olmasa da sitotoksik etki gozlemlenmistir (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.21. Ardig yaginin A2780 yumurtalik kanser hiicrelerinde MTT yontemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi Microsoft excel programinda kontrol
gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi (*: P <0,05 **: P <0,005 ***: P <0,0005).

Deneyler ticer kez tekrarlanda.

Ardi¢ yaginin A2780 yumurtalik kanser hiicre hattindaki sitotoksik etkisi 0,1ul-0,5ul-
lul konsantrasyonlarina kadar canlilik seviyesi yiiksektir. Bu konsantrasyonlardaki
MTT verilenin de sabit olarak yaklasik %15 oranina kadar diistiigii bilinmektedir (Sekil
4.22.).
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Sekil 4.22. Ardig¢ yagimin A2780 yumurtalik kanser hiicreleri 72. saat sonundaki

mikroskop goriintiileri

MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in 0,05u1-0,1ul-0,5ul-1pul artan dozlarda ardig yagi
kullanildi. MTT wverilerine bakildiginda kontrole kiyasla olduk¢a toksik etki
gozlenmistir. Fakat konsantrasyonlar arasinda artan doza bagl olarak dogru orantili
olacak sekilde toksik etki beklenmesine ragmen boyle bir etki gozlenmedi. Yine de
onemli bir toksik etki gortldi (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. Ardig yagmin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde MTT yontemiyle
sitotoksik etkisinin belirlenmesi. Istatiksel analizi Microsoft excel programinda kontrol
gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi (***: P <0,0005, ****: P<0,00005).

Deneyler iicer kez tekrarlandi.

Ardi¢ yaginin MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in mikroskop goriintiilerinde kullanilan
en diisiik dozda bile toksik etki goriilmstiir ve artan dozlarda da canlilik seviyesi

oldukga azdir (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. Ardig yaginin MCF-7 meme kanseri hiicreleri 72. saat sonundaki mikroskop

goriintiileri

4.2. Ucucu Yaglari Kullanilan Hiicre Hatlar Icin 1C50 Dozlarimin Hesaplanmasi

4.2.1. Karanfil, kekik, ardig, incir cekirdegi yaglarimn HT?29 kolorektal kanser
hiicrelerindeki IC50 dozlarimin belirlenmesi
IC50 dozunun belirlenmesi igin ise MTT deneyleri sonunda doz-tepki egrileri ¢izildi.

IC50 dozlarinin belirlenmesi igin AAT Bioquest (Anonim, 2022) veri tabani
kullanilarak hesaplama yapildi. MTT canlilik testi i¢in belirlenen konsantrasyon

degerleri tizerinden dort ugucu yagin da farkli hiicre hatlari i¢in IC50 dozlar1 hesaplandi.
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IC50 degerleri (ul)

Karanfil yagi 0,0019
Kekik yagi 0,0047
Ardig yagi 0,0002

Incir ¢ekirdegi yag1 | 0,0002

Tablo 4.2. Kolorektal kanser HT29 hiicreleri i¢in IC50 dozlari
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Sekil 4.25. Karanfil yaginin HT29 kolorektal kanser hiicreleri i¢in IC50 dozu

Kekik yaginin ana bileseni olarak bilinen karvakrol igin Kkolorektal kanseri hiicre
hatlarinda (HCT-116 ve LoVo) karvakrol inhibisyonunun proliferasyon etkisine
bakmak i¢in yapilan bir ¢alismada IC50 degerleri HCT-116 ve LoVo hiicreleri igin
sirastyla 544.4 ve 530.2 umol/l olarak bulunmustur (Fan ve ark., 2015).
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Sekil 4.26. Kekik yagimin HT29 kolorektal kanser hiicreleri i¢in IC50 dozu

Yapilan bir calismada Juniperus communis (ardig) éziitii kullanilarak insan kolorektal
adenokarsinomu (HT-29), fare kolon kanseri (CT-26) hiicre hatlar1 iizerindeki
antikanser etkisine bakilmis ve kdpek bobrek epiteli (MDCK, BCRC) ve fare vaskiiler
endotelyal (SVEC) normal hiicreleri ile kiyaslama yapilmigtir. Juniperus communis tek
basina HT-29 ve CT-26 hiicrelerine uygulanmis ve ardindan kanser ilaci olarak biline 5-
flourourasil ile kombine halinde uygulanmistir. Sonucunda juniperus communis
oziitlinlin 5-flourourasil’in etkisini arttirdigi normal hiicrelere gore tiimor hiicrelerinin

canlilik seviyesinin dnemli derecede diistiigii goriilmistiir (Lai ve ark., 2021).
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Sekil 4.27. Ardi¢ yaginin HT29 kolorektal kanser hiicreleri i¢in IC50 dozu
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Sekil 4.28. Incir cekirdergi yaginin HT29 kolorektal kanser hiicreleri i¢in IC50 dozu

4.2.2. Karanfil, kekik, ardigc, incir ¢ekirdegi yaglarinin A2780 yumurtalk kanser
hiicrelerindeki IC50 dozlarinin belirlenmesi
Incir cekirdegi yagi icin kolorektal kanser HT29 hiicre hattinda 1C50 dozu

hesaplanmistir. Fakat yumurtalik kanseri A2780 hiicre hatti i¢in incir ¢ekirdegi yaginin
MTT degerleri %50°nin altina diigmediginden dolayr IC50 degeri A2780 igin

hesaplanamamustir.
IC50 degerleri (ul)
Karanfil yag: 0,0018
Kekik yagi 0,0057
Ardi¢ yagi 0,0137
Incir gekirdgi yag1 | -

Tablo 4.3. Yumurtalik kanseri A2780 hiicreleri i¢in IC50 dozlar
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Sekil 4.29. Karanfil yaginin A2780 yumurtalik kanseri hiicreleri i¢in IC50 dozu
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Sekil 4.30. Kekik yaginin A2780 yumurtalik kanseri hiicreleri i¢in IC50 dozu
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Sekil 4.31. Ardi¢ yagunin A2780 yumurtalik kanseri hiicreleri i¢in IC50 dozu

4.2.3. Karanfil, kekik, ardig, incir ¢ekirdegi yaglarimn MCF-7 meme kanseri
hiicrelerindeki IC50 dozlarinin belirlenmesi

IC50 degerleri (ul)

Karanfil yagi 0,0707
Kekik yagi 0,0848
Ardig yagl 0,055

incir cekirdegiyag | 0,7071

Tablo 4.4. Meme kanseri MCF-7 hiicreleri i¢in IC50 dozlari

Karanfilden ¢ikarilan ugucu yag neredeyse %72-90 6jenol icermektedir. Karanfilin ana
bilesiklerinden biridir. Yapilan bir calismada 6jenoliin ¢esitli kanser hiicreleri
tizerindeki tedavi edici etkileri incelenmistir ve antikanser etkisine de bakilmistir.
Ojenoliin mast hiicrelerine kars1 apoptozu indiikledigini gézlemlemislerdir. RBL-2H3
hiicrelerinin canlilik seviyesi zamana ve artan doza bagli olarak azalmistir. Yari
inhibisyon seviyesine bakildiginda (IC50) RBL-2H3 i¢in bu deger 700 uM olarak
bulunmustur (Jaganathan ve Supriyanto, 2012).
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Sekil 4.32. Karanfil yaginin MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in IC50 dozu
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Sekil 4.33. Kekik yaginin MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in IC50 dozu
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Sekil 4.34. Incir ¢ekirdegi yaginin MCF-7 meme kanseri hiicreleri icin 1C50 dozu
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Sekil 4.35. Ardic yagmin MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in IC50 dozu
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4.3. Karanfil Yagi, Kekik Yagi, Ardic Yag Ve Incir Cekirdegi Yaginin Hiicre
Migrasyonu Uzerindeki Etkileri
MTT yontemiyle elde ettigimiz veriler yardimiyla hiicreler i¢cin %50 canlilik elde edilen

dozlar belirlenerek kanser hiicrelerine uygulanan yaglarin konsantrasyonlari
kullanilarak hiicre migrasyonu yapildi. 12 kuyucuklu plaklara ekim yapilarak 24 saat
sonunda belirlenen dozlar dogrultusunda yag eklemesi yapildi. Yag eklemesinden sonra

0-24-48 saat araliklarinda floresans mikroskop yardimi ile goriintiileme islemi yapildi.

4.3.1. Karanfil, kekik, ardig, incir cekirdegi yaglarinin A2780 yumurtahk kanseri
hiicreleri iizeindeki proliferatif etkilerinin incelenmesi
Kontrol ve muamele grubu belirlenen saat araliklarinda kiyaslandiginda A2780

yumurtalik kanseri hiicre hattinda hiicre gocii meydana gelmedi. Hiicrelerin ¢ogu 24.
saat sonundaki mikroskop goriintiilerinde yasiyorken 48. saat sonundaki
goriintliilemelere bakildiginda gozle goriiliir derecede hiicre 6liimiiniin meydana geldigi

gozlemlendi (Sekil 4.36.).

Sekil 4.36. Kontrol grubu ve ardi¢ yagi icin A2780 yumurtalik kanseri hiicreleri

migrasyon goriintiileri

Incir gekirdegi yagimin 24. saat sonundaki goriintiilerinde hiicreler yasiyorken 48. saat
sonundaki goriintiilerine bakildiginda hiicrelerin 6ldiigii agik¢a goriildii. Karanfil yagi
icin yapilan mikroskop goriintiilerinde ise 24. saat sonunda hiicreler 6lmiisti. Kekik
yag1 i¢in de karanfil yaginda oldugu gibi 24. saat sonunda hiicrelerin 61diigii goriildii
(Sekil 4.37.).
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Sekil 4.37. Incir gekirdegi yagi, karanfil yagi ve kekik yagmin A2780 yumurtalik

kanseri hiicrelerindeki migrasyon etkileri

4.3.2. Karanfil, kekik, ardig, incir ¢ekirdegi yaglarimin MCF-7 meme kanseri
hiicreleri iizerindeki migrasyon etkileri
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kontrol grubunda 48. saat sonunda ara tamamen

kapandi. Ardi¢ yag1 ve incir ¢ekirdegi yagi i¢in A2780 yumurtalik kanseri hiicrelerinde
goriilen etki MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde tam tersi yaranin iyilesmesi seklinde
goriildii. Karanfil ve kekik ugucu yagi igin hiicre migraasyonu goriildii fakat 48. Saatin
sonunda hiicreler 6lmiisti (Sekil 4.38.).
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Sekil 4.38. Kontrol grubu, ardi¢ yagi ve incir ¢ekirdegi yagt MCF-7 meme kanseri

hiicreleri migrasyon goriintiileri
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Karanfil yagi ve kekik yaginda 48. Saat sonunda ara tamamen kapanmis olsa da

hiicrelerin 6lmiis oldugu goriildii. (Sekil 4.39.)

Sekil 4.39. Karanfil yagi ve kekik yagimmin MCF-7 meme kanseri hiicreleri migrasyon

goriintiileri
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5.SONUCLAR

Bu tez caligmasinda karanfil, kekik, ardi¢ ve incir ¢ekirdegi yaglarmin MCF-7 meme
kanseri hiicre hatti, A2780 yumurtalik kanseri hiicre hattt ve HT-29 kolorektal kanser
hiicre hatt1 tizerindeki potansiyel etkileri incelenmistir. Sonuglara bakildiginda karanfil
yag1 i¢in HT-29 kolorektal kanser hiicreleri ve A2780 yumurtalik kanseri hiicrelerinde
0,0001ul1-0,001ul-0,005u1-0,01u1-0,05u1-0,1ul  olarak  belirlenen  konsatrasyonlar
kullanild1 ve her iki kanser hiicreleri i¢in de anlaml1 bir toksik etki gézlemlendi. HT-29
kolorektal kanser hiicrelerinde 0,005l olarak belirlenen dozda hiicrelerin yaklasik %50
canlilik seviyesine ulagsmis oldugu gorildi. A2780 yumurtalik kanseri hiicreleri i¢in ise
0,001pul dozda %65 canlilik seviyesi oldugu goriildii. MCF-7 meme kanseri hiicreleri
igin 0,05ul-0,1ul olarak belirlenen konsantrasyon degerleri kullamldi. Uzerindeki
etkisine bakilan diger kanser hiicrelerine yakin onemli bir toksik etki meme kanseri
hiicrelerinde de goriildii. Bu ii¢ kanser hiicreleri i¢in ¢ekilen mikroskop goriintiilerinde
de MTT veri analizleri ve mikroskop goriintiileri birbirini desteklemektedir. Artan
konsantrasyona gore hiicrelerin canlilik seviyelerinin diistiigii goriilmiistiir. Kekik yagi
icin HT-29 kolorektal kanseri ve A2780 yumurtalik kanseri hiicrelerinde 0,0001pul-
0,001pul-0,005u1-0,01u1-0,05u1-0,1ul-0,5ul-1pl olarak belirlenen yag dozlari kullanildi.
Iki kanser hiicresi i¢in de artan konsantrasyonlara paralel olarak canlilik seviyesinin
diistiigli gortldi. HT-29 kolorektal kanser hiicreleri i¢in 0,01pl yag dozu i¢in canlilik
seviyesi yaklasik %50 olarak goriildii ve 1pul yag dozu i¢in bu canlilik seviyesi %30’°a
kadar diismiistiir. A2780 yumurtalik kanseri hiicreleri i¢in %50 canlilik seviyesi 0,005ul
olarak belirlenen yag konsantrasyonunda gozlemlendi. 0,05ul-0,1pl-0,5ul-1pl yag
dozlarinda ise bu canlilik seviyesi yaklasik %15°te sabit kalmistir. MCF-7 meme
kanseri hiicreleri i¢in 0,05ul-0,1u1-0,5ul-1ul artan dozlardaki konsantrasyonlari
kullanildi. Elde edilen sonuglara gore kullanilan yag dozlar1 arasinda ¢ok yakin degerler
goriilmiistiir. Bununla beraber canlilik seviyesi de diigmiistiir. Her ii¢ kanser hiicresi i¢in
mikroskop goriintiileri de MTT verileriyle ortiismektedir. Incir ¢ekirdegi yagimin HT-29
kolorektal kanser hiicreleri igin 0,0001u1-0,001u1-0,005u1-0,01u1-0,05u1-0,1ul  ve
A2780 yumurtalik kanseri hiicreleri i¢in 0,0001p1-0,001u1-0,005u1-0,01pn1-0,05u1-0,1 1
olarak belirlenen yag dozlari kullanildi. HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde 0,001l
yag dozu i¢in canlilik seviyesi %50 olarak goriildii. Bu degerlerin yani sira mikroskop

goriintlilerinde de net bir sekilde canlilik seviyesinin artip tekrar diistiigii acik bir
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sekilde goriilmiistiir. A2780 yumurtalik kanseri i¢in canlilik seviyesinde anlamli bir
diisiis goriilmemistir. Canlilik seviyesi artan dozlara ragmen sabit kalmistir. MCF-7
meme kanseri hiicreleri i¢in 0,1ul-0,5ul-1ul olacak sekilde kullanilmis olan incir
cekirdegi yag dozlarinda artan konsantrasyonlarda toksik etkinin de artmasini
beklememize ragmen hiicrelerdeki canlilik seviyesi 0,5ul i¢in diisiik doz olarak
kullanilan 0,1pl’den daha yiiksek bir sonug¢ verdi. Incir g¢ekirdegi yaginin A2780
yumurtalik kanseri hiicre hattindaki mikroskop goriintiileri kolorektal kanserle
karsilastirildiginda canlilik degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayni
zamanda MTT degerleri i¢in de yumurtalik kanseri hiicre hatt1 veri yiizdeleri yiiksektir.
Fakat buna ragmen yine de sitotoksik etki goriilmiistiir. incir cekirdegi yagmnin diger
hiicrelerde oldugu gibi MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde de toksik etkisi gortilmiistiir
ve MTT verilerindeki canlilik seviyeleri ile mikroskop goriintiileri birbirini
desteklemektedir. Ardic yagi i¢in HT-29 kolorektal kanser hiicreleri ve A2780
yumurtalik kanseri hiicrelerinde 0,0001u1-0,001u1-0,005u1-0,01u1-0,05u1-0,1pul-0,5ul-
lul olarak belirlenen yag konsantrasyonlari kullanildi. HT-29 kolorektal kanser
hiicrelerine uygulanan ardig¢ yagir i¢in %25-35 arasinda bir canlilik seviyesi
gozlemlenmistir. A2780 hiicre hatti i¢in yapilan MTT sonuglarma bakilarak artan
konsatrasyonlara gore ardi¢ yagi i¢in anlamli olmasa da sitotoksik etki gdzlemlenmistir.
MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in 0,05ul-0,1u1-0,5ul-1pl artan dozlarda ardig yagi
kullanildi.  MTT verilerine bakildiginda kontrole kiyasla olduk¢a toksik etki
gbzlenmistir. Fakat konsantrasyonlar arasinda artan doza bagli olarak dogru orantili
olacak sekilde toksik etki beklenmesine ragmen bdyle bir etki gozlenmedi. Yine de
onemli bir toksik etki goriildii. Ardig yaginin HT-29 kolorektal kanser hiicre hatti i¢in
mikroskop goriintiileri MTT verileriyle birbirini destekleyerek sitotoksik etkisi
gorilmistiir. Ardic yaginin A2780 yumurtalik kanser hiicre hattindaki sitotoksik etkisi
0,1ul-0,5ul-1pl  konsantrasyonlarma  kadar canlilik  seviyesi  yiiksektir. Bu
konsantrasyonlardaki MTT verilenin de sabit olarak yaklasitk %15 oranina kadar
diistiigli bilinmektedir. Ardi¢ yagimin MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in mikroskop
goriintiilerinde kullanilan en diisiik dozda bile toksik etki goriilmiistiir ve artan dozlarda

da canlilik seviyesi olduk¢a azdir.

Migrasyon goriintiilerine bakildiginda kekik, karanfil, ardi¢, incir ¢ekirdegi yag: i¢in
kontrol ve muamele grubu 0-24-48 olarak belirlenen saat araliklarinda kiyaslandiginda
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A2780 yumurtalik kanseri hiicre hattinda hiicre go¢ii meydana gelmedi. Hiicrelerin ¢cogu
24. saat sonundaki mikroskop goriintiilerinde yasiyorken 48. saat sonundaki
gorlntiilemelere bakildiginda gozle goriiliir derecede hiicre 6liimiiniin meydana geldigi
gozlemlendi. Incir cekirdegi yaginin 24. saat sonundaki goriintiilerinde hiicreler
yasiyorken 48. saat sonundaki goriintiilerine bakildiginda hiicrelerin 6ldiigii agikca
gorildii. Karanfil yag1 icin yapilan migrasyon sonucunda mikroskop goriintiilerinde ise
24. saat sonunda hiicreler 6lmiistii. Kekik yag1 icin de karanfil yaginda oldugu gibi 24.
saat sonunda hiicrelerin 6ldiigii goriildi. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kontrol
grubunda 48. saat sonunda ara tamamen kapandi. Ardi¢ yag1 ve incir ¢ekirdegi yagi i¢in
A2780 yumurtalik kanseri hiicrelerinde goriilen etki MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
tam tersi yaranin iyilesmesi seklinde goriildii. Karanfil yag:1 ve kekik yaginda 48. Saat

sonunda ara tamamen kapanmis ve hiicreler 6lmiisti.

Yapilan bu tez ¢alismasi karanfil, kekik, ardig, incir ¢ekirdegi yaglarinin kanser i¢in bir
tedavi yontemi olarak uygulanabilirligini gézden gecirmek amaciyla yapilan bir
caligmadir. Giiniimiizde kanser hala 6liimlere sebebiyet vermektedir. Kanser kaynakli
oliimleri en aza indirgemek ve bir umut 15181 olmasi i¢in ugucu yaglarin yukarida
bahsedilen terapotik tedavi mekanizmasmin kanser hiicreleri i¢in de uygun olup
olmadigimi anlamak icin yapilan bu calismada sonuglara bakildiginda bu kullanilan
ucucu yaglar i¢in kanserli hiicrelerin 6liimiiniin meydana geldigi goriildii. Bu ¢alismanin
devami olarak kemoterapatik ilaglarla kombine halde tedavi yontemleri uygulanarak bu

ucucu yaglarin etkilerine bakilabilecegi diistiniilmektedir.
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