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Akciger kanseri, diinya genelinde kansere bagli oOliimlerin baslica
nedenlerinden biridir ve 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak kabul edilmektedir.
Son yillarda tan1 ve tedavi alaninda onemli ilerlemeler kaydedilmis olmasina
ragmen, akciger kanseri hastalarinin prognozu genellikle tatmin edici degildir.
Giinliimiizde kanser hastalari, konvansiyonel tedavilerin yani sira alternatif ve
tamamlayic1 tedavileri de siklikla tercih etmektedir. Bitkisel preparatlar ve
fitokimyasallar, bu tedavi yontemlerinin 6nemli bir parcasini olusturmaktadir.
Achillea cinsine ait bitkiler geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmakta ve
antienflamatuvar, antioksidan ve antikanser oOzellikleri gibi cesitli biyolojik
aktiviteleri ile dikkat cekmektedir. Achillea alimeana, 2022 yilinda Denizli ilinin
Cameli ilgesinde (Tiirkiye) kesfedilen yeni bir bitki tiiridiir. Bu bitkinin biyolojik
aktiviteleri hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir. Bu ¢alisma, A. alimeana’nin iki
farkli insan akciger kanseri hiicre hatti (A549 ve H1975) iizerindeki potansiyel
biyolojik etkilerini aydinlatmay1 hedeflemistir. Bu kapsamda bu hiicre hatlar
kullanilarak, A. alimeana’nin sitotoksik etkileri in vitro olarak incelenmis,
Annexin V boyama, liisiferaz aktivite analizi ve RT-PZR yo6ntemi ile apoptotik
etkileri belirlenmis ve migrasyon ve invazyon kapasitesi degerlendirilmistir.
Sonuglar A. alimeana’nin her iki akciger kanseri hiicresinin farkli derecede
antiproliferatif etkiye sahip olabilecegini ve farkli sinyal yollarmi kullanarak
apoptotik ve nekrotik Oliimii tetikledigini gOstermistir. Ayrica hiicrelerin
migrasyon ve invazyon yeteneklerini engelleyerek anti-migratif ve anti-invaziv
ozellikler sergilemistir. Bu tez ¢aligsmasi literatiire yeni antikanserojenik etkiye
sahip bir bitkinin tanimlanmasini saglamistir. ileride yapilacak calismalarda bu
bitkinin igerisindeki etken maddelerin izole edilmesi, tek basina yeni ilag etken
maddelerinin tanimlanmasina ve yliksek ekonomik ¢iktilarin {iretilmesine olanak
saglayabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Achillea alimeana, akciger kanseri, sitotoksik,
apoptoz, hiicre go¢ii, invazyon.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTICANCER PROPERTIES OF Achillea alimeana
IN LUNG CANCER CELLS
MSC THESIS
YAGMUR CEYLAN EKiZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF ORGANIC AGRICULTURE MANAGEMENT
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. GURBET CELIK TURGUT)

DENIiZLi, NOVEMBER 2024

Lung cancer is one of the leading causes of cancer-related deaths
worldwide and is considered a major public health problem. Although significant
progress has been made in diagnosis and treatment in recent years, the prognosis
of lung cancer patients is often unsatisfactory. Today, cancer patients often prefer
alternative and complementary treatments in addition to conventional treatments.
Herbal preparations and phytochemicals constitute an important part of these
treatment methods. Plants belonging to the genus Achillea are widely used in
traditional medicine and attract attention with their various biological activities
such as anti-inflammatory, antioxidant and anticancer properties. Achillea
alimeana is a new plant species discovered in Cameli district of Denizli province
(Tiirkiye) in 2022. There is limited information about the biological activities of
this plant. This study aimed to elucidate the potential biological effects of A.
alimeana on two different human lung cancer cell lines (A549 and H1975). In this
context, using these cell lines, the cytotoxic effects of A. alimeana were examined
in vitro, its apoptotic effects were determined by Annexin V staining, luciferase
activity analysis, and RT-PCR method as well as evaluating its migration and
invasion capacity. The results showed that 4. alimeana may have different degree
of antiproliferative effect on both cell lines, triggering apoptotic and necrotic
death using different signaling pathways. It also exhibited anti-migratory and anti-
invasive properties by inhibiting the migration and invasion abilities of the cells.
This thesis study has provided the identification of a plant with new
anticarcinogenic effects in the literature. In future studies, isolating the active
ingredients in this plant may allow for the identification of new drug active
ingredients and the production of high economic outputs.

KEYWORDS: Achillea alimeana, lung cancer, cytotoxic, apoptosis, cell
migration, invasion.
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1. GIRIS

Akciger kanseri, invaziv dogas1 ve hizli metastaz yetenegi ile hem erkeklerde
hem de kadinlarda en yiiksek 6liim oranina sahip kanser tiirtidiir (Dela Cruz ve dig.
2011). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin 2020 yilina ait verileri, diinya
genelinde yaklasik 1,8 milyon insanin akciger kanseri nedeniyle hayatini kaybettigini
gostermektedir. Bu sayi, tim kanser tiirlerinden kaynaklanan oliimlerin yaklasik
%18’ini olusturmaktadir (Sung ve dig. 2021). Oliim ve sag kalim sanslari, iilkelere
ve bolgelere gore degisiklik gosterse de genellikle yiliksek insidans ve olim
oranlarma sahip oldugu gozlemlenmektedir (Youlden ve dig. 2008). Insidans ve
Oliim oranlari, akciger kanseri vakalarinin cogunu olusturan baslica risk faktoriiniin,
uzun siire sigara kullanimi ile tutarl bir iligski i¢inde oldugunu ortaya koymaktadir
(Lee ve dig. 2014). Akciger kanseri etiyolojisinde sigara i¢gmenin diginda
tanimlanmis birgok farkli risk faktorii bulunmaktadir (Molina ve dig. 2008; Dela
Cruz ve dig. 2011).

Akciger kanseri, esas olarak iki tiirde siniflandirilir: Tiim vakalarin %85’ini
olusturan kii¢tik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve geriye kalan %15°lik bir
orani temsil eden kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) (Basumallik ve Agarwal
2023). KHDAK, genellikle daha yavas ilerleyen ve daha yaygin olan form iken
KHAK ise daha agresif seyreden ve tedaviye daha hizli yanit veren bir tiirdiir. Diinya
Saghk Orgiitii (DSO), KHDAK’1 ii¢c temel kategoriye ayirmistir: Adenokarsinom,
skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom. Adenokarsinom, akciger
kanserlerinin en yaygin formudur ve genellikle akcigerlerin dis boliimlerinde baslar.
Skuamo6z hiicreli karsinom genellikle bronslarin orta boliimlerinde olusur. Biiyiik
hiicreli karsinom ise isminden de anlasilacagi gibi biiyiilk anormal hiicrelerin
karakteristik oldugu nadir bir tlirdiir. Akcigerin hormonal hiicrelerinden kaynaklanan
KHAK, en farklilasmis kanser tiirlerinden biridir ve genellikle merkezi mediastinal
tiimorler seklinde goriiliir (Travis ve dig. 2015; Zappa ve Mousa 2016). KHAK, hizli
hiicre bolinme orani ve hizli biiylime ilerlemesi ile karakterizedir ve bu ayni
zamanda erken yayilima ve yiiksek niiks oranlarina da yol agar (Gergen ve dig.

2020).



Akciger kanseri, bronslarin cesitli bolgelerinde gelisebilen ve c¢ok ¢esitli
ozellikler gosterebilen bir hastaliktir. Bu karmasik hastalik, farkli tiirlerdeki
hiicrelerden kaynaklanabilir ve her hasta i¢in farkli bir seyir izleyebilir. Anatomik
yerlesimine gore farklilik gosteren cesitli semptom ve bulgulara neden olabilir.
Akciger kanserinin teshisi ve tedavisinde, bu degisken belirtiler goz Oniinde
bulundurularak cesitli tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Erken evre akciger kanseri
hastalar1 i¢in, Evre I ve II’de, kontrendikasyon yoksa tam cerrahi rezeksiyon
onerilmektedir (Luna ve dig. 2021). ileri evre hastaliklarda tedavi secenekleri,
hastanin genel durumu, tiimoriin 6zellikleri ve yerlesimi gibi bircok faktdre baglh
olarak belirlenir. Radyoterapi ve kemoterapi gibi sistemik tedaviler, tiimdriin
viicuttaki yayilimm kontrol altina almay1 amaglar. Immiinoterapi, hastanin kendi
bagisiklik sistemini tiimore karsi aktive ederek calisir. Perkiitan termal ablasyon
yontemleri olan kriyoablasyon, mikrodalga ve radyofrekans ablasyon, timor
dokusunu yiiksek veya diislik sicakliklar kullanarak yok etmeyi hedefler. Cerrahi
rezeksiyon ise miimkiin oldugunda tiimoériin tamaminin ¢ikarilmasini icerir. Her bir
tedavi yontemi, hastanin ihtiyaglarina ve tiimoriin 6zelliklerine gore 6zellestirilir ve
bircok durumda, en etkili sonuc¢lari elde etmek ic¢in bir kombinasyon halinde
uygulanir (McTaggart ve Dupuy 2007). Kanser tedavisinde klasik yontemlerin yani
sira, hedefe yonelik terapiler giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bu terapiler
arasinda epidermal biiyiime faktorii reseptor (EGFR) inhibitorleri, vaskiiler endotel
bliylime faktorii (VEGF) inhibitorleri, insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF)
inhibitorleri, histon deasetilaz (HDAC) inhibitorleri ve proapoptotik ajanlar
bulunmaktadir. EGFR inhibitorleri, 6zellikle KHDAK tedavisinde kullanilan hedefe
yonelik tedaviler arasinda yer alir ve bu tedavi, EGFR mutasyonu tastyan hastalarda
etkili olabilmektedir. VEGF inhibitorleri, anjiyogenezin inhibisyonu yoluyla tiimér
biliylimesini engelleyerek kanser tedavisinde kullanilir. IGF inhibitorleri, hiicre
bliylimesi ve farklilagmasimi1 diizenleyen sinyal yollarin1t hedef alir. HDAC
inhibitorleri, gen ifadesini diizenleyerek kanser hiicrelerinin  biiylimesini
baskilayabilir. Proapoptotik ajanlar ise, kanser hiicrelerinin programli hiicre 6limiinii
(apoptoz) indiikleyerek tedaviye katkida bulunur (Bonnesen ve dig. 2009; Horn ve
Sandler 2009; Soria ve dig. 2010; Fidler ve dig. 2012; Mamdani ve Jalal 2020).
Conatumumab ve YM155, KHDAK tedavisinde umut verici yeni proapoptotik
ajanlardir. Conatumumab, 6liim reseptorii 1’1 (DR1) hedef alirken, YM155 survivin

proteinini hedef alarak kanser hiicrelerinin apoptozunu indiiklemeyi amaglar. Klinik
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caligmalar, bu ajanlarin kemoterapi ile birlikte kullanildiginda sinerjik etkiler
gosterdigini ve hastaligin ilerlemesini yavaslattigini ortaya koymustur (Kelly ve dig.
2013; Paz-Ares ve dig. 2013). Ancak, bu ajanlarin tam potansiyelini anlamak ve en

iyi tedavi kombinasyonlarini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.

Geleneksel ve tamamlayici tip ¢esitli kiiltiirlerde yiizyillar boyunca kullanilan
dogal tirlinlerin ve uygulamalarin bir araya gelmesiyle olusur. Bu tip dali genellikle
bitkiler, mineraller ve diger dogal kaynaklardan elde edilen ilaglar1 igerir. Modern
tibbin yan1 sira, geleneksel yontemler de saglik ve iyilesme siireglerinde énemli bir
rol oynar. Tiirkiye’de ve diinya genelinde pek ¢ok insan, konvansiyonel tedavilere ek
olarak veya alternatif olarak bu yontemlere basvurmaktadir (Cragg ve Newman
2013). Dogal kaynaklardan elde edilen bilesiklerin saglik iizerindeki olumlu etkileri,
modern tibbin  6nemli bir pargasidir. Ozellikle, antikanser, antioksidan,
immiinomodiilator, antimikrobiyal ve antienflamatuvar gibi oOzellikler gosteren
bilesikler, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Tilaoui ve dig. 2015;
Oliveira ve dig. 2017; Gonelimali ve dig. 2018; Chaves ve dig. 2020; Zebeaman ve
dig. 2023). Dogal iiriinlerin akciger kanseri hiicrelerine karsi antikanser aktivitesi
oldugunu gosteren ¢esitli aragtirmalar bulunmaktadir (Hung ve dig. 2010; Wu ve dig.
2010; Yang ve dig. 2014; Poofery ve dig. 2020). Bridelia ovata, Croton
oblongifolius ve Erythrophleum succirubrum bitkilerinden elde edilen etil asetat ve
etanol ekstrelerinin, A549 akciger kanseri hiicre dizisi iizerindeki antikanser etkileri
iizerine yapilan arastirma, bu bitki ekstrelerinin kanser hiicrelerine karsi toksik etkiler
gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle, etil asetat ekstresi formunda B. ovata, C.
oblongifolius ve E. succirubrum ve etanol ekstresi formunda E. succirubrum olmak
tizere dort etkili ekstre, A549 hiicrelerine kars1 toksik etkiler sergilemistir. Bu etkili
ekstreler, kemoterapotik ilaglarla birlikte test edilmis ve 6zellikle B. ovata’nin etil
asetat esktresi ile metotreksat, E. succirubrum’nin etanol ekstresi ile metotreksat ve
E. succirubrum’nin etanol ekstresi ile etoposid kombinasyonlarindan etkili bir
sinerjizm gozlemlenmistir. Apoptotik hiicre 6limi, bu etkili ekstreler tarafindan
A549 hiicrelerinde mitokondri yoluyla indiikklenmistir. Ayrica, akciger kanseri
hastalarinin akciger dokusundan elde edilen primer akciger kanseri ve normal
epitelyal hiicreler iizerinde yapilan sitotoksisite sonuclari, E. succirubrum’nin etanol
ekstresinin akciger kanseri tedavisinde Onemli bir potansiyele sahip oldugunu

gostermistir (Poofery ve dig. 2020). Dehidrokostuslakton (DHE), tibbi bitki tiirevi bir



seskiterpen lakton olup, KHDAK hiicre dizileri iizerindeki antikanser etkileri
arastirilan ilgi ¢ekici bilesiklerden biridir. Yapilan calismada, DHE nin A549, NCI-
H460 ve NCI-H520 hiicre dizilerinin ¢ogalmasimi engelleyebildigini ve o6zellikle
A549 ve NCI-H460 hiicrelerinde endoplazmik retikulum (ER) stresi yoluyla hiicre
oliimiinii tetikleyebildigini gostermistir. Bu bulgular, hayvan modeli {izerinde yapilan
deneylerle de desteklenmis, 28 giinlik bir tedavi silirecinin ardindan timor
boyutlarinda %50’ye varan bir azalma sagladigi rapor edilmistir (Hung ve dig. 2010).
Bu sonuglar, DHE’nin KHDAK tedavisinde potansiyel bir antikanser ajani olarak
kullanilabilecegine dair umut verici bir perspektif sunmaktadir. Oryza officinalis,
icerdigi w-Hydroxyundec-9-enoik asit (n-HUA) ile dikkat ¢cekmektedir. Bu hidroksil
doymamis yag asidi tiirevii, KHDAK hiicre hattinda apoptozu indiikleyerek
antikanser aktivitesi goOstermistir. Arastirma, ©-HUA’nin reaktif oksijen tiirleri
(ROS) aracilt ER stresini tetikleyerek bu etkiyi gergeklestirdigini ortaya koymustur.
Bu bulgu, o-HUA’nin KHDAK tedavisinde umut verici bir aday olabilecegini
gostermektedir (Yang ve dig. 2014). Paris polyphylla bitkisinde bulunan Polyphyllin
D, giiglii bir sitotoksik saponin olarak bilinir ve son arastirmada, Polyphyllin D’nin
KHDAK hiicre hattit NCI-H460 {izerindeki etkilerini detayl bir sekilde incelenmistir.
Bu ¢aligma, Polyphyllin D’nin ER stresi yoluyla ve ardindan mitokondriyal apoptotik
yolu tetikleyerek akciger kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkiler gosterdigini ortaya
koymustur (Siu ve dig. 2008). Ozellikle, Polyphyllin D’nin hiicre igi stres yanitin
diizenleyen proteinler olan glukoz diizenlenmis protein 78 (Bip/GRP7S), protein
disiilfiir izomeraz (PDI) ve C/EBP homolog transkripsiyon faktoriinii (chop) artirarak
hiicre Oliimiinii indiikledigi belirlenmistir (Siu ve dig. 2008). Kantaridin (CTD),
Mpylabris phalerata’nin dogal bir bileseni olarak, NCI-H460 insan akciger kanseri
hiicrelerinde Onemli etkiler gostermistir. Arastirmalar, CTD’nin hiicre 6limiinii
indiikleyerek kanser hiicrelerinin gogiinii ve invazyonunu inhibe ettifini ortaya
koymustur. Ozellikle, CTD’nin hiicre canliligin1 doza bagh olarak azalttig1 ve hiicre
gocii ile invazyonunu doza bagl olarak inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica, CTD’nin
matriks metalloproteinazlarin (MMP-2/-9) enzimatik aktivitelerini inhibe ettigi ve
NCI-H460 hiicrelerinin protein ekspresyonunu azalttigr gozlemlenmistir (Hsia ve
dig. 2014). Bu bulgular, CTD’nin akciger kanseri metastazini inhibe eden yeni bir
antikanser ajani olarak potansiyelini gostermektedir. Ayrica, CTD’nin ER stresi ile
iligkili proteinlerin ekspresyonunu artirarak ve apoptoz yollartyla iliskili bazi

proteinleri inhibe ederek hiicre 6liimiine yol agtig1 belirtilmistir. (Hsia ve dig. 2014).
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Kurkumin, geleneksel tipta uzun yillardir kullanilan ve son yillarda kanser
arastirmalarinda dikkat ¢eken bir bilesendir. NCI-H460 akciger kanseri hiicre hatti
iizerinde yapilan calismada, kurkuminin antikanser etkilerini apoptoz ve hiicre
dongiisliniin durdurulmasi yoluyla gosterdigini ortaya koymustur (Wu ve dig. 2010).
Xu ve arkadaglarmin yaptigi calisma, Curcumae rhizoma’dan izole edilen
Furanodien adli dogal bir terpenoidin, A549, NIH-H1299 ve 95-D akciger kanseri
hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ortaya koymustur (Xu ve dig.
2012). Bu ¢alisma, Furanodien’in potansiyel bir antikanser ajani olarak kullanimini
destekleyen onemli bir calismadir (Xu ve dig. 2012). Achillea millefolium, yaygin
olarak bilinen adiyla civanpercemi, seskiterpen laktonlar gibi biyoaktif bilesikler
icermesiyle taniir. Bu bilesiklerden izo-seko-tanapartholid, arteludooicinolide A ve
milifolid A, insan akciger kanseri hiicreleri iizerindeki inhibitor etkileri agisindan
incelenmistir. Yapilan arastirma, ozellikle milifolid A’nin, hiicre apoptozunu
tetikleyerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimi 6nemli olgiide inhibe ettigini ortaya
koymustur. MTT (3-(4,5- di metil tiyazol -2-il)-2,5-di fenil tetrazolyum bromiir) ve
raportdr gen tahlilleri gibi yoOntemlerle yapilan bu caligmalar, civanper¢eminin
potansiyel kanser tedavisindeki roliinii daha iyi anlamamiza yardimci olmaktadir (Yu
ve dig. 2022). A. millefolium c¢iceginden elde edilen yeni bir guaianolid olan
Achillinin A’nin, A549 hiicre hatt1 {izerinde gosterdigi potansiyel antiproliferatif
aktivite, bilimsel arastirmalarda dikkat ¢ekici bulgular arasinda yer almaktadir. Bu
bilesik, 2B,3B-epoksi-1a,4P,10a-trihidroksiguai-11(13)-en-12,6a-olide olarak
tanimlanmis ve Ozellikle A549 akciger kanser hiicreleri {izerinde inhibisyon etkisi
gostermistir.  Yapilan c¢alismalar, Achillinin A’nin yar1 maksimal inhibitor
konsantrasyonu (ICso) degerlerinin A549, RERF-LC-KJ ve QG-90 hiicre hatlar1 i¢in
sirastyla 5,8 uM, 10 uM ve 0,31 pM oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, A.
millefolium’un geleneksel tipta uzun zamandir kullanilmasinin yani sira, modern
tibbi uygulamalarda da potansiyel bir degere sahip olabilecegini gostermektedir.
Ayrica bu tiir bilesiklerin kanser tedavisinde yeni terapdtik ajanlar olarak gelistirilme
potansiyeli tasidigina dair umut verici isaretler sunmaktadir (Li ve dig. 2011).
Yapilan baska bir calismada, BALB/c fareler lizerinde Ehrlich solid tiimorii
olusturulmus ve A. millefolium ekstresinin etkileri incelenmistir. Arastirma
sonuclarina gore yiiksek dozda (400 mg/kg) civanpercemi ekstresi alan grup
histolojik olarak olumlu sonuglar gostermis ancak tiimor biiyiikligl, hacmi ve

agirhigr lizerinde anlaml bir etki gézlemlenmemistir (Bagc1 Uzun ve dig. 2022). Bu
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bulgular, akciger kanseri tedavisinde civanperceminin potansiyel kullanimi1 hakkinda
umut verici olmakla birlikte, insanlar tizerindeki etkinligini ve giivenligini belirlemek

icin daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

100’den fazla tiirii bulunan Achillea cinsine ait bitkiler, uzun bir siiredir
cesitli geleneksel tip uygulamalarinda kullanilmaktadir (Khazneh ve dig. 2010). Bu
bitkilerin igerdigi 141 farkli fitokimyasal bilesen, hepatoprotektif, antispazmodik,
antiviral, antikanser, antienflamatuvar, yara iyilestirici, antioksidan, antidiyabetik,
esterojenik, antispermatojenik, antiiilser, antimikrobiyal gibi ¢esitli etkilere sahiptir
(Candan ve dig. 2003; Yaeesh ve dig. 2006; Saeidnia ve dig. 2011; Moradi ve dig.
2013; Tadi¢ ve dig. 2017; Hosseini ve dig. 2019; Papakosta ve dig. 2020; Salehi ve
dig. 2020; Tilwani ve dig. 2022). Klinik ¢alismalar, Achillea’nin multiple skleroz
(MS), iilseratif kolit (UK), epizyotomi yarasi, primer dismenore, oral mukozit gibi
cesitli rahatsizliklara karsi potansiyelini gostermistir (Jenabi ve Fereidoony 2015;
Miranzadeh ve dig. 2015; Hajhashemi ve dig. 2018; Ayoobi ve dig. 2019; Salehi ve
dig. 2020; Mohamed ve dig. 2021). Achillea tiirleri 6zellikle kanser tedavisinde
potansiyel bir fitokimyasal kaynak olarak degerlendirilen, Tiirkiye’de geleneksel
tipta yaygin olarak kullanilan bir bitkidir (Bali ve dig. 2015; Tian ve Zang 2015;
Ashtiani ve dig. 2017; Mouhid ve dig. 2019; Rezai ve dig. 2019; Abdalla ve dig.
2020; Papakosta ve dig. 2020; Gawel-Beben ve dig. 2020; Sargazi ve dig. 2020;
Alshuail ve dig. 2022; Ayan ve dig. 2022; Break ve dig. 2021; Alasmari 2024).
Akciger kanseri, diinya genelinde en oliimciil kanser tiirlerinden biri olarak kabul
edilmekte ve bu nedenle kanser tedavisinde yeni ve etkili terapotik segeneklerin
gelistirilmesine katkida bulunabilecek bilesiklerin tanimlandigi calismalar biiyiik
onem arz etmektedir. Bu caligmalar akciger kanseri tedavisinde bitkisel terapilerin
potansiyelini ortaya koymakta ve bu alanda gelecekte yapilacak arastirmalar i¢in bir
temel olusturmaktadir. Achillea alimeana, bu cinsin yeni tanimlanmis bir tiirii olup
(Semiz ve dig. 2022) biyolojik aktiviteleri hakkinda heniiz yeterli bilimsel veri

bulunmamaktadir.

Bu calismada A. alimeana nin insan akciger kanseri hiicre hatlarinda olasi
antikanser etkisinin molekiiler mekanizmalarinin arastirilmast amaclanmistir. Bu
calismanin, A. alimeana’nin biyolojik aktivitelerini ve potansiyel tibbi kullanimlari

gozler Oniine seren ilk caligma oldugu gozler Oniinde bulunduruldugunda tiiriin



korunmasi ve siirdiiriilebilir kullanimi i¢in oldukca 6nemli bir mihenk tas1 olacagi

aciktir.

1.1 Kanser

Kanser, genetik diizeyde meydana gelen degisikliklerin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan ve ilerleyen bir hastaliktir (Wang 2016). Bu degisiklikler, onkogenlerin
aktive olmasi, tiimor baskilayict genlerin fonksiyon kaybetmesi, apoptoz
mekanizmalarin1 diizenleyen genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler ve
DNA hasarint onaran mekanizmalardaki bozulmalar seklinde olabilir (Pedraza-

Farifia 2006; Chow 2010; Lee ve Muller 2010).

Genetik mutasyonlar, baz1 durumlarda kalitsal olarak mevcut olup kansere
yatkinlik yaratabilirken, diger durumlarda ise hiicresel diizeyde dis etkenlerle
tetiklenerek hiicrenin boliinme kapasitesinde degisikliklere yol agar ve neoplastik
doniisiimii tetikleyebilir. Bu siireg, hiicrenin kontrolsiiz sekilde bdliinmesine ve

tiimor olusumuna neden olur (Shlyakhtina ve dig. 2021).

Kanserin gelisimi, genetik ve c¢evresel faktorlerin karmasik etkilesimi
sonucunda meydana gelir ve bu siirecte bircok genetik ve molekiiler mekanizma rol
oynar (Virolainen ve dig. 2023). Hiicrelerde goriilen genetik degisiklikler, kanser
gelisiminde 6nemli bir rol oynar ve bu degisiklikler hiicrelerin davranigini alt1 temel
mekanizma ile etkiler. ilk olarak, hiicreler biiyiime faktorii sinyallerine ihtiyag
duymadan kendi kendine ¢ogalabilir. ikinci olarak, normalde biiyiimeyi engelleyen
sinyallere direng gosterebilirler. Ugiinciisii, programlanmus hiicre 6liimii olan apoptoz
mekanizmasini devre disi birakabilirler. Dordiincii olarak, hiicreler normal sinirlarini
asarak stirekli boliinebilir hale gelebilir. Besinci mekanizma, tiimdriin beslenmesini
saglayan yeni kan damarlarinin olusumunu igeren anjiyogenezdir. Altinci ve son
olarak, kanser hiicreleri ¢evre dokulara yayilabilir ve viicudun diger bolgelerine
metastaz yapabilir. Bu altt mekanizma, kanser arastirmalarinda temel olusturur ve
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik 6neme sahiptir (Hanahan ve Weinberg

2011).

Bu degisimler, hiicre metabolizmasi1 ve proliferasyonunda rol oynayan sinyal

iletim yollarindaki degisikliklerle gergeklesir. Normal kosullarda, hiicre dongiisii,
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DNA hasari olustugunda tamir mekanizmalar1 tarafindan onarilana kadar durdurulur.
Eger hasar onarilamiyorsa, hiicre apoptoza yonlendirilir ve bdylece hasarli hiicrenin
ortadan kaldirilmasi saglanir (Gorgoulis ve dig. 2018). Ancak bir hiicre kanserli
hiicreye dontisiirken, DNA hasar1 sonrasinda hiicre dongiisii kontrolii ve/veya DNA
hasar1 tamir mekanizmalari etkin bir sekilde calismadiginda, hasar onarilamayabilir
ve hiicre hasarl bir sekilde proliferasyona devam edebilir. Bu siireg, hiicre sayisinin
genetik diizenlenmesi ve homeostazin bozulmastyla iliskilidir ve kanserin temelinde
yatan genetik nedenler, hiicre cogalmasini ve Sliimiinii kontrol eden mekanizmalarin
mutasyonlaridir. Kanser, kontrolsiiz biiyliyen ve yayilan kotli huylu tiimorlerdir ve
bu siirecte tiimor baskilayict genler, DNA onarimi ve apoptoz gibi kritik

mekanizmalar 6nemli rol oynar (Alhmoud ve dig. 2020).

1.1.1 Akciger Kanseri

1.1.1.1 Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, diinya ¢capinda en yaygin kanser tiirlerinden biri olarak kabul
edilir ve her yil tam1 konulan vaka sayisinda artis yasanmaktadir. Erkeklerde en
yaygin 0lim nedeni olan kanser tiirii, kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci
en yiiksek Olim oranina sahip kanser tiirtidiir. 2018 yili kiiresel verileri, akciger
kanserinin 2.093.900 yeni vaka ile en sik teshis edilen kanser oldugunu ve ayni
sekilde kiiresel olarak 1.761.000 Sliimle en yaygin kanser 6lim nedeni oldugunu
gostermektedir (Oliver 2022). 2022 yilinda kaydedilen verilere gore, 2.480.301 kisi
akciger kanseri tanis1 almis ve 6liim sayis1 1.817.172°ye yiikselmistir (Bray ve dig.
2024). Bu, kiiresel saglik alaninda énemli bir veri noktasidir ve kanser arastirmalari

icin kritik bir 6neme sahiptir.

1.1.1.2 Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger kanseri, ¢esitli etkenlerin bir araya gelmesiyle gelisebilen karmagsik
bir hastaliktir. En yaygin bilinen risk faktorii sigara kullanimidir ve kanser

vakalarinin biiyiik bir kismindan sorumludur (Bade ve Dela Cruz 2020). Yas,
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cinsiyet ve etnik koken gibi demografik oOzellikler hastaligin goriilme sikligim
etkileyebilir (Cranford ve dig. 2023; Cen ve dig. 2023). Mesleki maruziyetler ve
cevresel kanserojenler, 6zellikle asbest, radon ve bazi agir metaller riski artirabilir
(Shankar ve dig. 2019; Buttice ve dig. 2023). Beslenme aligkanliklar1 ve diyet de
kanser gelisiminde rol oynayabilirken, sosyoekonomik durum ve yasam tarzi
faktorleri lizerinden etkili olabilir (Andersen ve dig. 2023). Daha 6nce gecirilmis
akciger hastaliklar1 olan bireylerde de akciger kanseri riskinde artis gézlemlenmistir
(Cho ve dig. 2023). Son olarak, genetik yatkinlik, ailede akciger kanseri dykiisii olan
kisilerde hastaliga yakalanma olasiligini yiikseltebilir (Cao ve dig. 2016).

Sigara kullanimi, akciger kanseri gelisimindeki en kritik risk faktorlerinden
biridir. Yirminci yiizyilin baslarinda, akciger kanseri olduk¢a nadir bir hastalikken,
sigara tiiketimi ile bu kanser tiiriiniin iligkisi kurulmus ve zamanla bu iliski daha da
netlesmistir (Thun 2010). Amerika Birlesik Devletleri’nde, sigara tiikketiminin
artmasiyla birlikte akciger kanseri vakalarinin ve Olim oranlariin yiikseldigi
gozlemlenmistir. Erkekler, 6zellikle 20. yilizyilin baslarinda ve II. Diinya Savasi
sirasinda sigaraya baslamis, savas sonrasi donemde ise kadinlar arasinda sigara
kullanim1 yayginlasmistir (Lund ve dig. 2009). 1964 yilinda yayimlanan ve sigara
icmenin akciger kanseri iizerindeki etkilerini belgeleyen rapor sonrasinda, tiitiin
tiiketimi 6nemli Ol¢lide azalmistir. Bu rapor, sigara igmenin akciger kanserine yol
actigma dair kesin kanitlar sunmus ve toplum saghigi iizerinde biiyiik etkiler
yaratmigtir.  Titiin -~ kullanimmin  azaltilmasi, akciger kanseri vakalarinin
onlenmesinde kritik bir adim olarak goriilmektedir (Ruegg 2015). Sigara i¢gmenin,
hi¢ igmeyen bir bireye kiyasla akciger kanseri riskini yaklasik 20 kat artirdigi
bilinmektedir. Bu risk, sigara tiiketim siklig1 ile dogru orantilidir (Peto 2012; Alberg
ve dig. 2013). Sigara i¢gme aligkanliklarin1 ve demografik bilgileri temel alan bir¢cok
internet tabanli akciger kanseri risk degerlendirme modeli bulunmaktadir. Bu
modeller, bireylerin ge¢mis sigara kullanimi ve igme yogunluguna dayanarak kisisel
risk degerlendirmesi yapmalarina olanak tanir (Amos ve Bostock 2007; Brenner ve

dig. 2011; Church ve dig. 2014; Chen ve dig. 2015; Hveem ve dig. 2018).

Pasif icicilik, akciger kanserine neden olabilen, dolayli bir kanserojen
maruziyet bi¢imidir. Tiitlin duman, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrozaminler

ve aromatik aminler gibi ¢esitli kanserojen maddeler igerir (Hang ve dig. 2019). Bu



maddeler, sigara igmeyen bireylerin bile maruz kaldig1 zaman sagliklar1 iizerinde
olumsuz etkilere sahip olabilir. Aragtirmalar, pasif igiciligin, nikotin ve onun
metaboliti olan kotininin yani sira, tiitin dumanindaki kanserojen maddelerin
DNA’ya baglanarak olusturdugu eklentilerin, sigara igmeyen kisilerin idrarinda dahi
tespit edilebildigini gostermektedir (Hecht ve dig. 2013). Bu durum, pasif i¢iciligin
potansiyel saglik risklerini ve tiitiin dumaninin zararlarin1 ortaya koymaktadir. 2018
yilinda yayimlanan ve 12 ayri ¢alismay1 degerlendiren bir meta-analiz, pasif igicilik
yoluyla sigara dumanina maruz kalan kisilerin, hi¢ sigara igcmemis bireylere gore

akciger kanseri riskinin %25 oraninda arttigini ortaya koymustur (Kim ve dig. 2018).

Akciger kanserinde demografik 6zellikler hastaligin goriilme siklig1 ve seyri
tizerinde etkili olabilmektedir. Erkeklerde akciger kanseri goriilme orani, kadinlara
kiyasla daha yiiksektir (Gee ve Yendamuri 2024). Akciger kanseri, daha ¢ok orta ve
ileri yas gruplarinda goriilse de son zamanlarda geng bireyler arasinda da artan bir
oranda tespit edilmektedir. Arastirmalar, gen¢ hastalarda akciger kanserinin, sigara
icme Oykiisii gibi belirli risk faktorleriyle iliskili oldugunu ve bu hastalarda genel
sagkalim siiresinin sigara igmeyenlere gére daha kisa olabilecegini gdstermektedir
(Bailey ve dig. 2001). Ayrica etnik gruplarin, genetik yatkinliklar ve maruz kalinan
cevresel  faktorler nedeniyle akciger kanserine daha yiliksek oranda

yakalanabilecegini gostermektedir (Cranford ve dig. 2023).

Mesleki maruziyetler, akciger kanserlerinin yaklagik %S5 ile %10’unun nedeni
olarak kabul edilir (Albin ve dig. 1999; Concha-Barrientos ve dig. 2005; Dela Cruz
ve dig. 2011; Alberg ve dig. 2013). Bu maruziyetler arasinda, asbest en yaygin
bilinenidir ve bircok meslek grubunu etkilemistir. Asbeste maruziyet, akciger
kanserinin etiyolojisinde dnemli bir faktordiir ve hem dogrudan hem de dolayh
yollarla karmasik mekanizmalar etkiler. Bu etkiler, oksidatif stresin artmasi, kronik
enflamasyon, genetik ve epigenetik diizeyde degisiklikler, hiicre zehirlenmesi ve
fibrozis gibi ¢esitli biyolojik siirecleri igerir (Liu ve dig. 2013; Zolondick ve dig.
2021). Ayrica, asbest maruziyeti ve tiitlin kullaniminin akciger kanseri riski ve 6lim
oranlar tlizerinde sinerjik etkileri oldugu gozlemlenmistir (Hammond ve dig. 1979;
Ambrosini ve dig. 2006; Case 2006). Bu etkilesimler, akciger kanseri gelisiminde
Oonemli faktorler olarak kabul edilmektedir. Asbest disinda Uluslararasi Kanser

Arastirmalar1 Ajansinin “insanlar i¢in kanserojen” olarak siniflandirdigit Grup 1
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kanserojenleri arasinda arsenik, berilyum, kadmiyum, krom ve dizel egzoz
partikiilleri bulunmaktadir (Field ve Withers 2012). Bu maddelere maruziyet,
Ozellikle aliminyum {iretimi, komiir gazlagtirma, kok tiretimi, yeraltti hematit
madenciligi, demir ve ¢elik dokiimii, boyama ve kaucuk iiretimi gibi belirli meslek
gruplarinda daha yaygindir. Bu tiir maruziyetler, akciger kanseri riskini artirabilir

(Croft ve dig. 2018).

Radon, toryum ve uranyumun radyoaktif bozunmasi sonucu dogal olarak
olusan, goriinmez, kokusuz ve tatsiz bir gazdir. Toprakta bulunan bu gaz, evlerin
icine sizarak insan sagligi icin risk olusturabilir. Diinya genelinde, akciger
kanserlerinin %3 ile %14’ii radon maruziyetine baglanmaktadir (Riudavets ve dig.
2022). Yayimlanan meta-analizler, i¢ mekanlardaki radon maruziyetinin, hi¢ sigara
icmemis bireylerde bile akciger kanseri riskini Oonemli oOl¢iide artirabilecegini
gostermektedir (Lubin ve Boice 1997; Zhang ve dig. 2012; Garzillo ve dig. 2017;
Riudavets ve dig. 2022).

Epidemiyolojik ¢aligmalar, beslenme aligkanliklarinin kanser riski {izerinde
onemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Marino ve dig. 2024). Ozellikle,
bitkisel gidalarda bulunan fitokimyasallarin akciger kanseri riskini azaltabilecegi
belirtilmistir (Rudzinska ve dig. 2023). Ayrica vitamin A eksikliginin solunum
sistemi epitelinde skuamdz metaplaziye yol actigi ve bu durumun akciger kanseri
riskini artirabilecegi belirtilmistir (Schaefer-Prokop ve Elicker 2019). Bulasici
olmayan solunum hastaliklarinin, akciger kanseri riskini artirabilecegi bilinmektedir.
Yapilan meta-analiz ¢aligmalari, kronik obstriiktif akciger hastaligt (KOAH),
amfizem veya kronik bronsit gibi hastaliklarin, akciger kanseri riskini 2 ile 3 kat
arasinda artirabilecegini gostermistir (Brenner ve dig. 2011; Brenner ve dig. 2012;
Wang ve dig. 2012). Uluslararas1 Akciger Kanseri Konsorsiyumu tarafindan yapilan
bir analiz ise, amfizem Oykiisii olan bireylerde akciger kanseri riskinin 2,44 kat daha
fazla oldugunu ortaya koymustur (Brenner ve dig. 2012). 2012 yilinda Uluslararasi
Akciger Kanseri Konsorsiyumu tarafindan yapilan 16 ¢alismanin birlesik analizi,
astim ile akciger kanseri riski arasindaki iliskinin mutlaka nedensel olmayabilecegini
ortaya koymustur. Bu sonuca varilmasinin nedeni, astim vakalarindaki artisin,
ozellikle teshisten sonraki ilk iki yil i¢inde kiiciik hiicreli ve skuamdz hiicreli akciger

kanserlerinde gozlemlenmesi ve bu iliskinin sigara i¢gmeyenlerde daha zayif
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olmasidir (Rosenberger ve dig. 2012). Ancak, 2017°de 16 milyonu askin kisiyi
kapsayan 18 calismanin degerlendirildigi bir meta-analiz, astimin akciger kanseri
riskini %44 oraninda artirdigini1 ve sigara igmeyenlerde bu riskin %28 oldugunu
belirlemistir (Qu ve dig. 2017). Bu bulgular, solunum yolu hastaliklarinin ve
ozellikle sigara kullaniminin, akciger kanseri gelisimi iizerindeki etkilerinin daha iyi

anlasilmasi agisindan 6nemlidir.

Genetik faktorlerde, akciger kanseri riskini etkileyebilmektedir. 2004 yilinda,
Akciger Kanseri Genetik Epidemiyolojisi Konsorsiyumu, 6q23-25 kromozom
bolgesinde akciger kanseri riskini artiran Onemli bir genetik duyarlilik lokusu
kesfetmistir (Bailey-Wilson ve dig. 2004). Bu kesif, genom c¢apinda iliskilendirme
caligmalarinin (GWAS) baglamasindan yaklasik 17 yil sonra gelmistir ve bu
caligmalar, insan hastaliklar1 ile kalitsal tek niikleotit polimorfizmleri (SNP)
arasindaki baglantilarin anlasilmasini saglamistir. GWAS calismalari, farkli kanat
giicleriyle akciger kanseri duyarlilifina etki eden genetik faktorleri basariyla
tanimlamigtir. Bu faktorler cinsiyet, etnik koken, sigara igme durumu ve histolojik alt

tipler gibi belirli alt gruplara gore detaylandirilmistir (Long ve dig. 2023).

1.1.1.3 Akciger Kanseri Histopatolojisi

DSO, 1967 yilinda akciger kanserinin simiflandiriimasi icin temel bir sistem
yaymlamistir. Bu smiflandirma, sonraki yillarda (1982, 1999, 2004 ve 2015°te)
giincellenmistir. Ancak, morfolojinin kullanilmasi, immiinohistokimya ile
desteklenmesi ve molekiiler tekniklerin kullanilmasindaki degisiklikler nedeniyle,
DSO 2021 yilinda bu smiflandirmay: yeniden gézden gegirmistir. Nicholson ve
arkadaglar1 tarafindan 2022 yilinda yapilan bu simiflandirma Tablo 1.1°de verilmistir
(Nicholson ve dig. 2022).

Tablo 1.1: DSO’ye gére akciger kanserlerinin patolojik siniflandiriimast

1. Epitel Tiimorler

A. Papillomlar
Skuamoz hiicreli papillom
Skuamoz hiicreli ters papillom
Glandiiler papillom
Karigik skuamdz hiicreli ve glandiiler papillom
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Sklerozan pnomositoma

Alveolar adenom

Papiller adenom

Brongiyoler adenom / mukonodiiler papiller timor
Mukozal kistadenom

Mukoza bezi adenomu

Atipik adenomat6z hiperplazi

1. Adenokarsinom in situ

Adenokarsinom in sifu, miisindz olmayan
Adenokarsinom in situ, miisindz

1. Minimal invaziv adenokarsinom

Minimal invaziv adenokarsinom, miisindz olmayan
Minimal invaziv adenokarsinom, miisindz

2. Invaziv miisin6z olmayan adenokarsinom
Lepidik adenokarsinom

Asiner adenokarsinom

Papiller adenokarsinom

Mikropapiller adenokarsinom

Kat1 adenokarsinom

Karigik invaziv miisindz ve miisin6z olmayan adenokarsinom
Kolloid adenokarsinom

Fetal adenokarsinom

Adenokarsinom, enterik tip

Adenokarsinom

In situ skuamdz hiicreli karsinom
Hafif skuamoz displazi

Orta derecede skuamoz displazi
Siddetli skuaméz displazi

Skuamoz hiicreli karsinom

Skuamoz hiicre karsinomasi, keratinize
Skuamoz hiicre karsinomasi, keratinize olmayan
Bazaloid skuamoz hiicreli karsinom
Lenfoepitelyal karsinom

Biiyiik hiicreli karsinom

Adenoskuamoz karsinom

Pleomorfik karsinom
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Dev hiicreli karsinom
Ig hiicreli karsinom
Pulmoner blastoma
Karsinosarkom

NUT karsinomu
Torasik SMARCA4 eksikligi farklilagmamis tlimor

Pleomorfik adenom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal-miyoepitelyal karsinom
Mukoepidermoid karsinom

Hyalinize edici berrak hiicreli karsinom
Miyoepitelyoma
Miyoepitelyal karsinom

Yaygin idiyopatik néroendokrin hiicre hiperplazi

Karsinoid timor, ndroendokrin timor
Tipik karsinoid/ndroendokrin tiimdr, derece 1
Atipik karsinoid/néroendokrin tiimor, derece 2

Kiigtik hiicreli karsinom

Kombine kii¢iik hiicreli karsinom

Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
Birlesik biiyiik hiicre néroendokrin karsinom

Melanom
Menenjiyom

Pulmoner hamartom

Kondrom

Diffiiz lenfanjiomatoz

Ploéropulmoner blastoma

Intimal sarkom

Konjenital peribronsiyal miyofibroblastik timdr
Pulmoner miksoid sarkom EWSR1-CREBI fiizyonu ile

Lenfanjiyoleiyomiyomatozis
PEKom, iyi huylu
PEKoma, kotii huylu

MALT lenfoma
Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, NOS
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Lenfomatoid graniilomatoz
Lenfomatoid graniilomatoz, 1. derece
Lenfomatoid graniilomatoz, 2. sinif
Lenfomatoid graniilomatoz, 3. sinif
Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
Langerhans hiicreli histiyositoz
Erdheim-Chester hastalig1

Akciger kanserlerinin ¢ok cesitli tiirleri olmasina karsilik, bunlarin yaklagik
%15’1 KHAK olarak bilinir. KHDAK ise tiim vakalarin yaklasik %85’ini olusturur
(Basumallik ve Agarwal 2023). Adenokarsinomlar %32-40 arasinda bir orana
sahiptir. Skuam6z karsinomlar %25-30’liik bir yiizdeyle temsil edilmektedir. Biiyiik
hiicreli timorler ise %8-16’lik bir kismu1 teskil eder (Sudhakar ve dig. 2019).

1.1.1.4 Akciger Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Solunum yolu mukozasi, kanserojen maddelerle uzun siireli temas sonucu
cesitli degisikliklere ugrar. Bu kanserojenler, hiicrelerde bulunan proteinler, lipidler
ve DNA ile etkilesime girerek genetik materyalde hasar olusturabilir. Kronik
maruziyet, hiicre boliinmesini diizenleyen onkogenlerin (6rnegin c-Myc ve RAS
genlerinin) aktivasyonuna ve hiicre biiylimesini engelleyen tiimoér baskilayic
genlerin, RB ve P53 gibi, inaktivasyonuna yol agabilir. Kanserler, akciger kanseri de
dahil, siklikla onkogenlerin aktive olmasi veya tiimor supresor genlerin devre dist
birakilmasiyla tanimlanir. Bu genetik olaylar, kanserin ilerlemesinde hayati dneme
sahiptir. Onkogenlerin asir1 aktive olmasi hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina yol
acarken, timor supresor genlerin islev kaybi hiicre biiyiimesini durdurma yetenegini
kaybettirir, bu da kanser gelisimini tetikler (Fong ve dig. 2003; Larsen ve Minna
2011).

Kromozom 17p13 iizerinde yer alan P53 geni, hasar gérmiis DNA bdlgelerini
tantyan ve bu bolgelere baglanarak onarimini veya apoptozu tetikleyen bir niikleer
fosfoprotein olan P53’ii kodlar (Mogi ve Kuwano 2011). Bu protein ayn1 zamanda
birgok farkli genin ifadesini diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. DNA hasari
veya kanserojen stres durumunda, P53 aktivasyonu hiicre dongiisiiniin durmasina ve

hasarin onarilmasina ya da hiicrenin oliimiine yol agar. Akciger kanserinde, P53
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geninin inaktivasyonu, Ozellikle KHAK’in %90’mmda ve KHDAK’in yaklasik
%65’inde goriilen 6onemli bir genetik anormalliktir (Mogi ve Kuwano 2011; Wang ve
dig. 2023). P53’teki inaktive edici mutasyonlar, KHAK’1n biiyiik bir cogunlugunda
rapor edilmistir (D’Amico ve dig. 1992). Diger yandan, KHDAK vakalarinin
yaklasik yarisinda P53 mutasyonlar1 veya protein birikimi gézlemlenmis, bu durum
genellikle adenokarsinomlardan ziyade skuamoz hiicreli karsinomlarda ve yliksek
timor evresi, derecesi ve erkek cinsiyeti ile iliskilendirilmistir. Sigara i¢me
aliskanlig1 ve gevresel tiitiin dumanina maruz kalma, P53 mutasyonlari ile giiglii bir
iligski gosterir ve sigara icenlerdeki mutasyon spektrumu, icmeyenlere gore farklilik
gosterir. Sigara ile iliskili kanserlerde, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin etkisiyle
Guanin’den (G) Timin’e (T) doniisiimler daha sik goriiliirken, sigara igmeyenlerde
CG diniikleotitlerinde G’den Adenin’e (A) doniisiimler daha yaygindir (Pfeifer ve
dig. 2002; Rivlin ve dig. 2011). 74 ¢aligmanin meta-analizi, protein ekspresyonu ya
da mutasyon analizi yoluyla saptanan anormal P53 proteininin, KHDAK i¢in kétii bir
prognostik gdsterge oldugunu ortaya koymustur (Steels ve dig. 2001). Ayrica, P53
genindeki degisikliklerin, kanser tedavisine diren¢ gelisimi ile baglantili oldugu

belirlenmistir (Mogi ve Kuwano 2011).

KRAS, insanlarda bulunan RAS proto-onkogen ailesinin dnemli bir iiyesidir
ve hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan sinyal yollarini
diizenleyen bir G-proteini ifade eder (Jancik ve dig. 2010). KRAS mutasyonlari,
EGFR mutasyonlari ile birlikte goriilmez (Jang ve dig. 2009), bu da onlarin kanserde
onemli mutasyonlar olarak 06zel bir rol oynadigmi gosterir ancak bazi nadir
durumlarda birlikte bulunabilirler (Schmid ve dig. 2009). Yapilan bir meta-analiz,
KRAS mutasyonu tasiyan tiimoérlerin, EGFR tirozin kinaz inhibitérlerine (TKI)
diren¢ gdsterdigini ortaya koymustur (Linardou ve dig. 2008) ¢iinkii bu mutasyonlar
EGEFR sinyal yolunun altinda yer alan yollarin siirekli aktive olmasina neden olur.
Akciger kanserinde KRAS mutasyonlarinin yiiksek oranda bulunmasi, bu geni
potansiyel bir terapotik hedef yapar fakat simdiye kadar yapilan klinik ¢aligmalar
genellikle basarisiz olmustur. KRAS genindeki aktivasyon mutasyonlari, 6zellikle
akciger adenokarsinomlarinda en sik rastlanan onkojenik degisiklikler arasindadir

(Reita ve dig. 2022).

EGFR, KHDAK gibi birgok tiimoriin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Bu

transmembran tirozin kinaz (TTK), bir hiicre dis1 ligand baglama alanina ve bir hiicre
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ici tirozin kinaz (TK) bolgeye sahiptir (Prenzel ve dig. 2001). Ligandin, yani EGF’in
baglanmasi, EGFR’nin diger aile iiyeleriyle reseptdr dimerizasyonunu tetikler ve bu
da TK alaninin aktivasyonuna yol acar (Scagliotti ve dig. 2004). Aktive olan EGFR,
PI3BK/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPK ve JAK/STAT gibi ¢esitli sinyal yollarini
kullanarak hiicre i¢i sinyal iletimini baslatir. Bu sinyal yollari, hiicre biiyiimesi,
proliferasyon ve hayatta kalma gibi siirecleri diizenleyerek tiimdr gelisimine katkida

bulunur (Wee ve dig. 2017).

Akciger kanseri, EGFR mutasyonlar1 acisindan incelendiginde, bu
mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu adenokarsinomlarda bulunur (Kosaka ve dig. 2004;
Shigematsu ve dig. 2005; Tam ve dig. 2006; Li ve dig. 2008; Wu ve dig. 2008).
EGFR mutasyonlari, kadinlar, gencler ve sigara igcmeyen bireyler arasinda daha
yaygin olarak tespit edilmektedir (Kosaka ve dig. 2004; Shigematsu ve dig. 2005;
Tokumo ve dig. 2005; Tam ve dig. 2006; Wu ve dig. 2008). Skuamdz hiicreli
karsinomlarda EGFR mutasyonlarina ¢ok nadiren rastlanir ancak bazi ¢alismalar bu
tir kanserlerde de EGFR mutasyonlarmin varligint gostermistir (Ohtsuka ve dig.
2007; Jin ve dig. 2021). Ornegin, 188 skuamoz hiicreli karsinom &rneginin genis
capli genomik analizinde, iki vakada L861G mutasyonu tespit edilmistir (Cooper ve

dig. 2013).

1.2 Asteraceae Familyasi

3.000 yildan fazla bir siiredir hem beslenme hem de tibbi kullanim igin
yetistirilen bitki tiirlerini iceren Asteraceae familyasi, genellikle aygigcegi familyasi
olarak bilinir ve diinya ¢apinda 1.600°den fazla cins ve 25.000’den fazla tiir
barindirir. (Rolnik ve Olas 2021). Papatya (Chamaemelum nobile), hindiba
(Cichorium intybus), marul (Lactuca sativa), yidiz ¢i¢cegi (Dahlia pinnata) ve
karahindiba (Taraxacum officinale) en ¢ok bilinen taksonlaridir. Bu tiirler diinya
genelinde yaygin bir sekilde bulunur fakat en yogun olarak subtropikal ve diisiik

iliman enlemlerin kurak ve yar1 kurak iklimlerde rastlanir (Achika ve dig. 2014).

Bu familyadaki bitkilerin ¢ogu, tiiylii ve aromatik yapraklara ve gévdenin iist
kisminda kiigiik, renkli ¢i¢eklerden olusan diiz kiimelere sahip olma egilimindedir;

bu da onlarin bahge bitkisi olarak kullanilmasina neden olur (Achika ve dig. 2014).
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Cogu tiiriin dekoratif kullaniminin yan1 sira tedavi edici uygulamalar1 da vardir. Bu
familyanin iiyeleri, antioksidan, antienflamatuvar ve antimikrobiyal aktiviteler gibi
cesitli terapdtik  Ozelliklere sahiptir ve geleneksel tipta binlerce yildir
kullanilmaktadir (Chagas-Paula ve dig. 2015; Anvari ve Jamei 2018; Pigtkowska ve
dig. 2022; Gou ve dig. 2023; Yousseu Nana ve dig. 2023). Ornegin hem karahindiba
hem de papatya giiclii antienflamatuvar ve idrar soktiiriicii aktivitelere sahiptir
(Rolnik ve Olas ve dig. 2022). Achillea kellalensis’in su bazl 6ziitii, siganlarda yara
iyilesmesini hizlandiran 6nemli bir etkinlik sergilemistir. Bu tedavi siireci, flavonoid
bilesiklerinin etkisi sayesinde, kontrol gruplarina gore siganlarmn daha c¢abuk
iyilesmesini saglamistir. Bu sonuglar, A. kellalensis’in potansiyel terapdtik
kullanimlarint ve flavonoidlerin yara iyilesmesindeki roliinii vurgulamaktadir

(Rolnik ve Olas 2022).

Bu familyadaki pek ¢ok bitki, karakteristik aromalarindan sorumlu olan
ucucu yaglar icerir. Bu yaglar genellikle parfiimlerde, kozmetik iiriinlerde ve diger
kokularda kullanilir. Seskiterpen laktonlar bir¢ok Asteraceae familyasi iiyesinde
bulunan ve bunlarin farmakolojik etkilerinden sorumlu olan baska bir bilesik
smifidir. Bu bilesiklerin de antienflamatuvar, antimikrobiyal ve antikanser 6zelliklere

sahip oldugu gosterilmistir (Ivanescu ve dig. 2015; Salazar-Gémez ve dig. 2020).

Asteraceae familyasi, farmakolojik olarak aktif bir¢ok madde sinifini iceren
tirler bakimindan oldukca zengindir. Bu familyanin {iiyeleri bitkisel tedavilerin
gelistirilmesinde dnemli bir rol oynayabilir ve yeni ila¢ kesifleri i¢in umut verici bir

kaynak olabilir.

1.2.1 Achillea cinsi

Achillea cinsi, Asteraceae familyasina dahil olup, 1liman bolgelerdeki kuru ve
yart kuru alanlarda yetisen yaklagik 130 tiirii barindirir (Saeidnia ve dig. 2011).
Geleneksel kullanimlarda, Achillea’nin  toprak {stii  kisimlar1  spazmodik
gastrointestinal ve hepatobiliyer bozukluklar, kanamalar, zatiirre, romatizmal agrilar
ve yara iyilesmesi gibi durumlar i¢in infiizyon ve kaynatma seklinde kullanilmistir
(Nemeth ve Bernath 2008; Barda ve dig. 2021). Achillea tiirleri, antimikrobiyal,

antioksidatif, antiproliferatif ve antikanser etkiler gdstererek bilim diinyasinin
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dikkatini ¢ekmistir (Nemeth ve Bernath 2008; Barda ve dig. 2021; Villalva ve dig.
2022). Klinik arastirmalarda da MS, UK ve oral mukozit gibi durumlar igin
potansiyel tedavi yontemleri arasinda yer almaktadir (Ayoobi ve dig. 2019; Salehi ve
dig. 2020). Achillea cinsine ait bazi bitkilerden elde edilen ekstreler ve izole edilmis
bilesiklerin antiproliferatif ve sitotoksik etkileri literatiirde belgelenmistir (Csupor-
Loffler ve dig. 2009; Hosseini ve dig. 2019; Papakosta ve dig. 2020). A.
millefolium’un yaprak ve ciceklerinden elde edilen etanolik ekstreler, insan meme
kanseri hiicre hatlar1 SK-BR-3 ve MDA-MB-435 ile 16semi hiicre hatlart U937 ve
K562 iizerinde incelenmistir (Amirghofran ve Karimi 2001). Ayrica, A.
millefoliumun metanol ve kloroform ekstrelerinin MCF-7, THP-1, PC-3 ve
OVCAR-5 kanser hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkileri de arastirilmistir (Bhat
ve dig. 2014). Bu calismalar, 4. millefolium ekstrelerinin s6z konusu tiim kanser
hiicre hatlarina karst belirgin bir sitotoksik aktivite gosterdigini gostermistir. A.
millefolium ciceklerinden elde edilen vitexikarpin ve centaureidin bilesikleri meme
kanseri ve prostat kanseri hiicre hatlarinda Achillinin A ise akciger kanseri hiicre
hatlarinda 6nemli antiproliferatif aktivite gostermistir (Li ve dig. 2011; Huo ve dig.
2013). A. millefolium’dan elde edilen flavonoid bilesik olan kastisin, hiicre
biliytimesini G2/M fazinda durdurma etkisine sahiptir. Tiibiilin baglayict bir ajan
olarak islev goren kastisin, P21 proteininin indiiksiyonunu saglar ve bu durum Cdk1
enziminin inhibisyonu ile birlikte siklin A seviyesinin diisiiriilmesine yol agar
(Haidara ve dig. 2006). 4. clavennae’den izole edilen izosekoguaianolid bilesigi,
insan U251 ve sican C6 glioma hiicre hatlarinda apoptotik hiicre o6liimiiniin
indiiklenmektedir (Trifunovi¢ ve dig. 2014). A. wilhelmsii’nin hidroalkolik
ekstresinin prostat kanseri hiicrelerinde hTERT onkogeninin ifade diizeyinin
inhibisyonu saglayarak giicli antiproliferatif ve apoptotik etkiler gostermistir
(Ashtiani ve dig. 2017). A. teretifolia metanol ekstresi prostat kanseri hiicrelerinde
BAX ve CASP3 gen ekspresyonunun artirarak, BCL2 ekspresyonunun azaltarak
onemli bir sitotoksik aktivite sergiledi. Aksine HGF hiicrelerinde sitotoksik aktivite

gozlenmedi (Bali ve dig. 2015).

Yapilan arastirmalar, Achillea tiirlerinin bitkisel tedavi yoOntemlerinin
gelistirilmesinde kritik bir 6neme sahip olabilecegini ve yeni ilaglarin kesfedilmesi

icin umut vadeden bir kaynak teskil edebilecegini gostermektedir. Bu tiirler,

19



farmakolojik ©zellikleri nedeniyle, 6zellikle dogal bilesenlerin tibbi potansiyelini

ortaya ¢ikarmada ve hastaliklarin tedavisinde yenilik¢i yaklagimlar sunabilir.

1.3 Tez Calismasinin Amaci

Kanser, erken teshis ve tedavi yontemlerindeki ilerlemelere ragmen, diinya
genelinde 6nde gelen 6lim nedenleri arasinda yer almaya devam etmektedir. Bu
durum, bilim insanlarini, kanserin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni yollar aramaya
itmistir. Son yillarda yapilan arastirmalar, bitkisel kaynakli maddelerin kansere kars1
koruyucu ozellikler tasidigini gostermistir. Ozellikle, bu maddelerin antioksidatif,
antikanserojenik ve antimutajenik etkileri {izerine yogunlagilmistir (Desai ve dig.

2008; Dehelean ve dig. 2021; Michalak 2022).

Gliniimiizde, bitkisel kaynaklardan elde edilen pek c¢ok aktif bilesen, diinya
genelinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve ozellikle baz1 kanser tiirlerinin
tedavisinde umut verici sonuglar sunmaktadir. Bu aktif bilesenler, dogal tedavi
yontemleri arasinda 6énemli bir yere sahip olup, modern tibbin yani sira alternatif tip
uygulamalarinda da tercih edilmektedir. Bitkisel kokenli bu kimyasallar, kanser
hiicrelerinin biiyiimesini engelleme ve onlar1 yok etme potansiyeline sahip olmasiyla
bilinir ve bu 6zellikleri sayesinde, kanser arastirmalarinda yeni tedavi yontemlerinin

gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Asteraceae familyasinin Achillea tiirleri, potansiyel kanser tedavisi igin
fitokimyasallar icerme olasilig1 yiiksek oldugundan insan sagligi i¢in énemlidir. A.
alimeana, bu tiirler arasinda yeni kesfedilmis bir tiirdiir ve kansere kars1 koruyucu
etkilerinin mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Bu c¢alismada, 4. alimeana’nin
A549 (KRAS mutasyonu) ve H1975 (P53 ve EGFR mutasyonu) KHDAK hiicre
hatlar1 iizerindeki antikanserojenik etkilerinin ve bu etkilerin mekanizmalarinin
incelenmesi amaclanmistir. Bu amacla 4. alimeana su ekstresinin A549 ve H1975
hiicre hatlar1 iizerindeki potansiyel sitotoksik etkileri ve apoptotik etki
mekanizmalari, belirli genlerin ekspresyon diizeylerinin incelenmesi yoluyla
aragtirtlmigtir. Bu genler arasinda apoptoz yolaklarini diizenleyen BCL2, BAX,
CASPS, CASP9, APAF1 ve P53 genlerinin ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir.

Bu ¢aligma, hiicre 6liimii mekanizmalar1 olan apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarinin
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yani sira, P53 yanit elementinin (P5S3RE) aktivitesini ve hiicrelerin invazyon ve
migrasyon kapasitelerini de kapsayacak sekilde tasarlanmistir. Bu ¢alismanin
sonuglari, A. alimeana’nin alternatif tedavi yontemleri arasinda yer alabilmesi igin
gerekli antikanserojenik ve apoptotik etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki

saglayacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 MATERYAL

2.1.1 Cahsmada Kullamlan Cihazlar

Tez calismasinda laboratuvarda yer alan laminar flow kabin (Nuaire
Biological Safety Cabinet Class II model), santrifiij (Sigma, 1-14), CO: inkiibatorii
(NuAire AutoFlow, NU-8500), vorteks (HV-VM-20), otoklav (Hirayama Hiclave,
HVE-50), mikroskop (Olympus, CX31), RT-PZR cihazi (Bioneer ExiCycler 96,
EXI-05C-1101019), agaroz jel elektroforez aparati (Thermo, EC-320), UV jel
goriintiileme sistemi (Herolab UVT-14M), kuru blok 1sitict (Biosan Kuru Blok
Termostat, TDB-100), mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific Multiskan GO
Mikroplaka spektrofotometre, 1510), analitik terazi (Precisa, XB 220A), mikrodalga
firm (SHOV, M7017-P), giic kaynagi (Thermo, EC-250-90), -80°C ultra disiik
sicaklikli dondurucu (NuAire, NU-99338J), saf su sistemi (Human Power Scholar),
ekstraksiyon cihazi (Gerhardt, SOX-416), liyofilizatér (Labconco Freeze Dryer,
7750020), yiiksek hizli sogutmali santrifiij (Sigma, 3K30), nanodrop (Maestrogen,
MN-913), orbital calkalayic1 (IKA-Werke, RS 10B), buz makinesi (Hoshizaki, FM-
120 EE), etiiv (Binder BD 115), luminometre (Synergy HTX, BioTek) kullanilmistir.

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar; tripsin-EDTA (Wisent, 325-043 EL),
Dulbecco’s Modified Eagle’s besiyeri (DMEM) (Gibco, 41966029), Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyeri (Gibco, 21875034), fetal sigir serumu
(FBS) (Gibco, 10270106), penisilin-streptomisin (Gibco, 15140122), etanol (Riedel,
32221), dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich, 67-68-5), kristal viyole (Fluka,
61135), gPZR Kit (NucleoGene-qPCR Sybr Green Master Mix (2X)), cDNA sentez
kiti (NucleoGene-RNA to cDNA Mix), 1 kb DNA ladder (Genesta, GA-100),
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Annexin V-FITC/Apoptoz kit (Elabscience, E-CK-A211-100A), total RNA
izolasyon kiti (Hibrigen, MG-RNA-01-50), etidyum bromiir (Bioshop, ETB444.50),
tripan mavisi boya (Fluka, 93595), sodyum sitrat (Sigma, S1804), lisiferaz kit
(Promega, E1500), transfeksiyon reaktifi (Abmgood, G2500).
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2.2.1 Cahsmada Kullanilacak Bitki Materyalinin Toplanmasi

Ornekler Denizli’nin Cameli ilgesine baghh Kargin Yaylasi’nda (Akdag),
1700-1900 m yiikseklikten 2022 y1l1 haziran ayi icerisinde toplanmistir. Bu 6rnekler,
Prof. Dr. Giirkan SEMIZ tarafindan giincel literatiir (Boissier 1875; Huber-Morath
ve Davis 1975; Duman 2000; Arabac1 2006, Arabaci ve dig. 2012) referans alinarak
incelenmis ve tiir teshisi yapilmigtir. S6z konusu Orneklerden biri, Pamukkale
Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryum’unda (GSE2146 envanter numarasi ile)

muhafaza edilmektedir.

2.2.2  Achillea alimeana’nin Biyoetkinliginin Belirlenmesi

A. alimeana’nin biyoetkinlik caligmalar1 Pamukkale Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyokimya ve Molekiiler Toksikoloji Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

2.2.2.1 Achillea alimeana’nin Su Ekstresinin Hazirlanmasi

A. alimeana’nmm biyoetkinlik ¢alismalart i¢in toplanan Ornekler goélge ve
havadar bir yerde kurutulmustur. Kurutulmus ornekler laboratuvar ortaminda
degirmende toz haline getirilmistir. Toz haline getirilmis 6rnekten 10 g ekstraksiyon
kartusuna alindiktan sonra Ornege 100 mL distile su ilave edilmis, Gerhardt

ekstraksiyon cihazinda 130°C’de ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Elde edilen sulu
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ekstre Labconco Freeze Dryer cihazi ile liyofilize edilmistir. Bu ekstre, sonraki

deneylerde kullanilmak tizere +4°C’de buzdolabinda saklanmistir.

2.2.2.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

2.2.2.2.1 Besiyeri Hazirlanmasi

Tez calismasinda KHDAK hiicre hatlarindan A549 ve H1975 ve ayrica insan
embriyo bobrek hiicre hattt HEK-293 kullanilmistir. A549 ve HEK-293 hiicre hatti
icin, %1 penisilin/streptomisin ve %10 FBS iceren DMEM kullanilirken; H1975
hiicre hatt1 i¢in ise %1 penisilin/streptomisin ve %20 FBS iceren RPMI besiyeri

kullanilmistir.

2.2.2.2.2 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Insan akciger karsinomu hiicresi A549 (CCL-185), insan akciger
adenokarsinomu hiicresi H1975 (CRL-5908) ve insan embriyo bobrek hiicresi HEK-
293 (CRL-1573) hiicre hatlar1 Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyon (ATCC)
firmasindan satin alinmigtir. Kriyojenik tiip igerisinde olan hiicreler 2000 rpm’de 5
dk santriflij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasi, slipernatant dikkatlice uzaklastirilmig
ve peletin yogunluguna uygun olarak besiyeri eklenmistir. Hiicreler pipetleme
yapilarak besiyeri igerisinde ¢ozdiiriilmiis, daha sonra petri kaplarma (100 mm x 20
mm) aktarilmistir. Petri kaplarina alinan hiicrelere 6 mL besiyeri eklenmis, 37°C
sicaklikta, %5 CO2 ve %95 nispi nem igeren bir CO: inkiibatoriinde 24 saat inkiibe
edilerek hiicrelerin yiizeye adezyonu saglanmistir. Hiicrelerin 24 saatte bir kontrolii
saglanarak, hiicre canliliklar1 ve biiylimeleri takip edilmistir. Standart kosullari

saglayan hiicrelere besiyeri degisikligi veya pasajlama islemleri yapilmistir.
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2.2.2.2.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler yapistiklari petri kaplarinin yiizeyini tamamen kapladiklarinda
pasajlama iglemi yapilmistir. Pasajlama isleminde ilk olarak petri igerisinde
bulunan besiyeri tamamen ¢ekilmistir. Hiicreleri serumdan ve 6lii hiicrelerden
uzaklagtirmak i¢in hiicreler steril fosfat tuz tamponu (PBS) ile yikanmistir. PBS
uzaklastirildiktan sonra hiicrelere %0,25’lik 2 mL tripsin ilave edilmis ve
inkiibatore kaldirilmistir. Adherent hiicreler yiizeyden tamamen kalktiktan sonra
hiicreye uygun besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe
aktarilmistir. 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonras1 elde edilen
slipernatant atilmig, pelet hiicre yogunluguna gore hiicreye uygun besiyeri ile

¢cOzdiiriilmiistiir ve yeni petrilere ekim gerceklestirilmistir.

2.2.2.2.4 Sitotoksisite Calismalari

A549, H1975 ve HEK-293 hiicrelerinin biiylimeleri ve yeterli stok durumuna
ulagtiktan sonra sitotoksisite c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. A. alimeana
sitotoksisite deneyi i¢in steril saf su icerisinde ¢oOzdiiriilerek sitotoksisite
deneylerinde kullanilacak olan ana stok hazirlanmistir. Hazirlanan ana stoktan 7
farkli dozda (10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 ug/mL, 75 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL
ve 500 pg/mL) uygulama yapilmistir. Kontrol grubu hiicrelerine sadece uygun
besiyeri (100 pL) eklenmistir. Sitotoksisite ¢aligmalari i¢in biiyiitiilen hiicrelerin
icerisinden ilk olarak eski besiyeri g¢ekilmistir. Daha sonra yapisan hiicreleri
kaldirmak tiizere tripsin uygulanmigtir. Kaldirilan hiicreler iizerine tripsinin 2 kati
kadar uygun besiyeri eklenerek, 15 mL’lik steril tlip icerisine aktarilmistir ve 2000
rpm’de 5 dk santrifilij edilmistir. Stipernatant atilip, dibe ¢oken pelet 1 mL besiyeri
icinde siispanse edilmistir. Tripan mavisi kullanilarak hiicre canlilig1
degerlendirilmigtir ve hiicre saymmi1 manuel olarak thoma lami iizerinde
gergeklestirilmistir. Sayim sonrasinda, 96 kuyulu plakada her bir kuyucuga 1x10°
hiicre ekilmistir ve hiicrelerin adezyonu i¢in CO; inkiibatoriinde bir gece inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan A. alimeana ekstresinin 7 farkli
konsantrasyonu hiicrelere uygulanmistir ve hiicreler tekrar %5 CO2 ve %95 nem

iceren inkiibatdrde 24 saat siireyle inkiilbe edilmistir. Inkiibasyonun
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tamamlanmasinin ardindan, 96 kuyulu plakadaki besi ortami1 uzaklastirilmis ve her
bir kuyu 100 pL kristal viyole ile boyanmistir. 10 dk boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Kristal viyole, plakalarin egik bir sekilde tutularak su altinda
yikanmasiyla uzaklagtirllmigtir. Son olarak, her kuyucuga 100 pL, 0,1 M sodyum-
sitrat iceren %350 etanol ¢ozeltisi eklenmis ve 15 dk boyunca 100 rpm hizinda
calkalama islemi gergeklestirilmistir. Mikroplaka okuyucuda 630 nm dalga
boyunda 6l¢iim yapilarak elde edilen renk degerleri analiz edilmistir (Celik ve dig.
2013). Kontrol grubuna kiyasla farkli dozlarda 4. alimeana su ekstresinin hiicre
hatlarinin canlilik oranina etkileri incelenmistir. Bu calismalar sonucunda, A.
alimeana’nin hiicreler iizerinde yart maksimal etkili oldugu konsantrasyon olan

ICs0 dozu tespit edilmistir ve bu doz sonraki ¢alismalarda kullanilmistir.

2.2.2.2.5 Apoptotik Hiicrelerin Belirlenmesi

A. alimeana’nin apoptotik hiicre sayisin1 belirlemek i¢in, 6 kuyulu
mikroplakalara 30x10? hiicre/kuyu oraninda hiicre ekimi yapilmigtir. Bu hiicreler %35
CO> ve %95 nem igeren inkiibatdrde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon
stiresinin sonunda, 4. alimeana’nin O6nceden belirlenen ICso degerlerine gore doz
uygulamasi gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak H>O» kullanilmistir. 24 saat
inkiibasyonu takiben, hiicreler PBS ile yikanmis ve Tripsin-EDTA ile kaldirilmistir.
Daha sonra 15 mL’lik falkon tiiplere transfer edilmistir ve 2000 rpm’de 5 dk siireyle
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmis ve hiicre peleti
PBS ile yikanmistir. Temizlenmis pelet, kit iceriginde bulunan baglanma tamponu ile
¢cozllmiistiir. Hiicre slispansiyonuna 5 pL Annexin V ve 2 pL PI boyalar1 eklenmis
ve karisim homojenize edilmistir. Numuneler, 20 dk boyunca karanlik bir ortamda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, slaytlara yiiklenen 6rnekler floresan imaj
sitometri cihazinda analiz edilerek canli, apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdeleri

saptanmistir (Sulak ve dig. 2022; Celik Turgut 2023).
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2.2.2.2.6 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonunu gergeklestirmek igin ilk olarak petri kaplarma 10° hiicre
ekilip, bir giin boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra, 4. alimeana bitkisinin ICso
dozlari, steril kosullar altinda hiicrelere uygulanmistir. 24 saat inkiibasyon
sonrasinda, ‘Hibrigen RNA Izolasyon® kiti kullanilarak total RNA, hiicrelerden
izole edilmistir. Kitte belirtilen prosediire uygun olarak, ilk olarak petri
kaplarindaki besiyeri uzaklastirilmistir ve hiicreler PBS ile {i¢ defa yikanmustir.
Yikama igleminden sonra, HT1 tamponu kullanilarak bir hiicre kaziyict araciligiyla
hiicreler toplanmis ve 5 dk buz {izerinde bekletilmistir. Ardindan 200 pL kloroform
eklenerek, 4-5 defa pipetleme yapilmistir. 10 dk buz iizerinde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan 4°C’de 11.000 xg’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonras1 olusan iist faz baska bir ependorfa toplanarak izolasyona devam edilmistir.
Ust fazdan ka¢ pL alindiysa esit hacimde iizerine %100 etanol eklenmistir ve cek-
birak yapilarak RNeasy mini spin kolona aktarimigtir. 4°C’de 11.000°’xg de 30 sn
santrifiij edilmistir. Kolonun altina gecen sivi atilmistir. Kolonun tam ortasindan
500 uL RY1 yikama tamponu eklenmistir ve 4°C’de 11.000’xg de 30 sn santrifiij
edilmistir ve alta gecen siv1 tekrar atilmistir. Kolonun tam ortasindan 500 pLL RY?2
yikama tamponu eklenmistir ve 4°C’de 11.000 xg’de 30 sn santrifiij edilmistir ve
alta gecen s1vi atilmistir. Bu basamak 2 kez tekrarlanmistir. 4°C’de 11.000 xg’de 2
dk tekrar santrifiij edilmistir. Kolon, yeni bir tiipe transfer edilmis, ardindan 40 pL
su eklenmis ve oda sicakliginda 2 dk siireyle inkiibe edilmek iizere bekletilmistir.

Son olarak 4°C’de 11.000 xg’de 2 dk santrifiij edilmistir.

2.2.2.2.7 RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintillenmesi

Izole edilen RNA’lar, %1 agaroz jel kullamlarak Thermo yatay agaroz jel
elektroforezi ile elektroforez islemine tabi tutulmustur. %1°lik agaroz jel, 10X Tris-
Asetik asit-EDTA (TAE) tampon ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. Agaroz, 10X
TAE tamponu i¢inde mikrodalga firinda isitilarak ¢ozlilmiistiir. Cozliinme islemi
tamamlandiktan sonra, agaroz sollisyonu sogutulmus ve 0,75 pL EtBr eklenerek
homojen bir karisim elde edilmistir. Daha sonra bu karigim, elektroforez tankina

dokiilerek jel katilasana kadar bekletilmistir. Agaroz jel elektroforez tankina
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yerlestirildikten sonra, RNA’nin negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutba dogru hareket
edebilmesi i¢in elektroforezin negatif kutbuna dogru konumlandirilmistir.
Elektroforez islemi icin tank, 1X TAE tampon ¢ozeltisi ile doldurulmustur.
Ardindan, 6 pL. RNA o6rnegi, 2 pL ylikleme boyast ve 1 uL. DNAaz/RNAaz
icermeyen su ile hazirlanan karisim, mikropipet yardimiyla jeldeki kuyulara
yiiklenmistir. Elektroforez cihazi gii¢ kaynagina baglanarak, 90 V ve maksimum 500
mA sartlarinda 45 dk siireyle ¢ahistirilmistir. Islem tamamlandiginda, jel UV
transilluminatdr kullanilarak goriintiilenmis ve RNA Orneklerinde herhangi bir
kirilma veya DNA kontaminasyonu olup olmadigi degerlendirilmistir (Sekil 2.1).
RNA konsantrasyonlari, MaestroNano cihazi ile 6l¢tim yapilarak belirlenmistir. Elde

edilen RNA ornekleri, cDNA sentezi islemine kadar -80°C’de saklanmustir.

@)
X
—
285 e
185 o
5.85

Sekil 2.1: A549 ve H1975 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin %1’lik agaroz jel elektroforezi. Hat
1: A549 kontrol hiicreleri, Hat 2: A. alimeana uygulamasindan sonra elden edilen A549 hiicreleri Hat
3: H1975 kontrol hiicreleri, Hat 4: A. alimeana uygulamasindan sonra elden edilen H1975 hiicreleri,
Hat 5: Bos, Hat 6: 1 kb Markor

2.2.2.2.8 c¢cDNA Sentezi

cDNA sentezi, ‘NucleoGene-RNA to cDNA mix’ kiti kullanilarak oligo d(T)
primer ve ters transkriptaz (RT) enzimi ile gerceklestirilmistir. Uretici firmanin

talimatlarina uygun olarak, cDNA sentez karisimi1 Tablo 2.1°deki prosediire gore
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hazirlanmistir. Karigim hazirlandiktan sonra, cDNA sentezi i¢in 50 dk boyunca
50°C’de inkiibe edilmistir. Siire tamamlandiginda, enzim aktivitesini durdurmak igin
karisim 5 dk siireyle 85°C’de bekletilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, RT-PZR islemi

gerceklesene kadar -80°C’de saklanmugtir.
Tablo 2.1: cDNA sentez karigimi

Hacim Son konsantrasyon
Enzim karisim (20X) 1 uL 1X
NucleoGene RNA — ¢cDNA mix (5X) 4 uL 1X
RNAaz icermeyen su Degisken -
Son hacim 20 uL -
Total RNA Degisken | 1 pg—10 pg total RNA

2.2.2.2.9 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Literatiir ve veri bankalarinin taranmasi sonucunda, apoptoz ile iligkili oldugu
bilinen genler tespit edilmistir. GenBank/EMBL veri bankalar: taranarak, bu genler
icin uygun primer dizileri belirlenmistir. S6z konusu primerlerin niikleotit dizilimleri
Tablo 2.2°de listelenmistir. Her bir gen icin dncelikle 6n deneme yapilarak uygun

kosullar (primer konsantrasyonu, yapigsma sicakligi vb.) belirlenmistir.

Tablo 2.2: Primerlerin niikleotit dizilimleri

Primer FveR Niikleotit Dizisi ™™™ (°C)

APAF | F(5—>3") | GTCTGCTGATGGTGCAAGGA 61
R (3°—>5’) | GATGGCCCGTGTGGATTTC

BAX F (5°—>3’) | AGAGGATGATTGCCGCCGT 58
R (3°—>5°) | CAACCACCCTGGTCTTGGATC

BCL2 | F(5—>3") | ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC 61
R (3’—5’) | TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC

CAS8 | F(5’—>3’) | TCTGGAGCATCTGCTGTCTG 59
R (3°’—>5’) | CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT

CAS9 | F(5’—3’) | GGCTGTCTACGGCACAGATGGA 61
R (3°—>5) | CTGGCTCGGGGTTACTGCCAG

P53 F(5°>3’) | ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT 61
R (3’—5) | GTGGTACAGTCAGAGCCAACC

ACTB | F(5—3") | TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC 59
R (3°—5’) | CTGCTTGCTGATCCACATCTG

A. alimeana’nin gen ifade diizeyleri iizerindeki etkilerini tespit etmek

amaciyla RT-PZR analizi yapilmistir. Bu analiz i¢in kullanilan RT-PZR kosullar
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Tablo 2.3’te, RT-PZR protokolii ise Tablo 2.4’te detaylandirilmistir (Turgut ve dig.

2017).

Tablo 2.3: RT-PZR kosullari

Bilesenler Reaksiyon Karisim
SYBR Green 12,5 uL
F primer (10 pm) 0,6 uL
R primer (10 pm) 0,6 uL
cDNA 5uL
Distile su 6,3 uL
Toplam Hacim 25 pLL
Tablo 2.4: RT-PZR protokolii
Program Ismi Segment Sicakhk Inkiibasyon
(9] Siiresi (sn)
On Inkiibasyon - 95 900
Denatiirasyon 95 10
Kantitatif Analiz Yapisma Degisken 5
Uzama 72 25
Denatiirasyon 95 0
Erime Egri Analizi Yapisma 65 15
Uzama 95 (Egim 0.1°C/S) 0

2.2.2.2.10 Liisiferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

P53 yanit elementinin (P53RE) aktivitesini olgmek i¢in 2x10* hiicre 96
kuyulu plaklara ekilmistir. 24 saat inkiibasyonun ardindan P53RE ve liisiferaz
normalizasyonu amaciyla Renilla geni barindiran pGL4.38 [luc2P/P53RE/Hygro]
plazmidi, ‘Fugene HD’ reaktifi ile HEK-293 hiicrelerine transfekte edilmistir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra, hiicrelere 4. alimeana ekstresinin belirlenen dozu
uygulanmistir. Ardindan 24 saatlik bir stimiilasyon siirecinden sonra, liisiferaz deney

kitini kullanarak ‘Synergy HTX’ luminometre ile liisiferaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir

(Sulak ve dig. 2022).
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2.2.2.2.11 invazyon Etkisinin Belirlenmesi

A. alimeana’nin hiicre invazyon kapasitesi lizerindeki etkisi, Trans-well
matrigel invazyon kaplar1 kullanilarak 24 kuyulu mikroplakalarda incelenmistir.
Deneyde, serum igeren kiiltiir ortami invazyon kuyucugunun altina yerlestirilmis,
matrigel membranin (8 pm gozenek genisligi) iist kismima ise serumsuz ortamda
bekletilen A. alimeana ile islem gormiis hiicreler eklenmistir. 24 saat inkiibasyon
sonrasi, membranin iist yiizeyinde kalan invaze olmayan hiicreler bir kulak pamugu
yardimiyla temizlenmis, alt ylizeye go¢ eden hiicreler ise kristal viyole ile boyanarak

151k mikroskobu ile sayilmis ve analiz edilmistir (Karagur ve dig. 2018).

2.2.2.2.12 Migrasyon Etkisinin Belirlenmesi

Alt1 kuyulu mikroplakalara 30x10° hiicre ekilmistir. Ekim yapilan hiicreler
%35 COz igeren inkiibatorde, %95 nemli ortamda inkiibe edilmistir. Hiicre yogunlugu
%90’a ulastiginda, steril 200 pL pipet ucu kullanilarak petri kab1 diiz tutulup
kuyunun tam ortasindan lineer olarak c¢izilmis ve besiyeri kuyudan alinmistir.
Ardindan, hiicreler PBS ile {i¢ kez yikanmistir. Kontrol grubu, serum igeren
besiyeriyle kiiltiire alinirken, 4. alimeana ekstresi uygulanan grup, belirlenen
dozlarda ekstre igceren besiyeriyle kiiltiire alinmigtir. Deneyin baslangicinda, sifirinci
saatte hiicreler fotograflanmistir. Ardindan kontrol ile ekstre uygulanan hiicreler, 24
ve 48 saat sonunda tekrar fotograflanmistir. Deneyin sonunda, kontrol ve ekstre
uygulanan gruplarin hiicre go¢ kapasiteleri gorsel olarak karsilastirilmis ve Image J

programi kullanilarak migrasyon alanlar1 6l¢iilmiistiir (Mutlu ve dig. 2022).

2.2.2.2.13 istatistiksel Analiz

Tim veriler, Ortalama + Standart Sapma seklinde ifade edilmistir. Gen
ifadesindeki varyasyonlari degerlendirmek i¢in varsayilan parametrelerle Qiagen
GeneGlobe qPCR Veri Analiz Portali kullanilmigtir. Verilerin istatiksel analizleri
Minitab 21 programu kullanilarak gerceklestirilmistir. Invazyon verileri Student’s t-
test ile analiz edilirken, apoptoz, migrasyon ve liisiferaz deneylerinden elde edilen

veriler tek yonlii ANOVA ve akabinde Tukey testi ile analiz edilmistir. 0,05’ten
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kiigiik p degerleri istatiksel olarak 6nemli kabul edilmistir. Her deney iki paralelli

olarak en az ii¢ defa tekrar edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Sitotoksikte Sonuc¢lari

A. alimeana su ekstresinin A549, H1975 ve HEK-293 hiicrelerinin canlilig1
tizerindeki etkilerini incelemek i¢in kristal viyole boyama metotu kullanilmistir. 96
kuyulu plakaya ekilen A549, H1975 ve HEK-293 hiicreleri tizerine 7 farkh
konsantrasyonda (10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL, 100 pg/mL, 250
pg/mL ve 500 pg/mL) A. alimeana su ekstresi uygulanmig ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan farkli konsantrasyonlarda uygulanan 4. alimeana

su ekstresinin hiicrelerin yasam oranlarina etkileri belirlenmistir.

A. alimeana su ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerinin
canlilik orani tizerindeki etkisi Sekil 3.1°de sunulmustur. Kontrol grubu verileri
%100 canlilik olarak kabul edilerek, diger doz gruplarinin sonuglar1 bu referans
degerine gore degerlendirilmistir. Regresyon analizi kullanilarak y=ax+b denklemi
ile ICso degeri hesaplanmis ve sonraki deneyler icin 4. alimeana’nin 1Cso degeri

olarak hesaplanan 104,68 + 12,48 ng/mL dozu kullanilmistir.

100
90 -
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40 -
30 -
20 -
10 + 1

y =-20,9In(x) + 147,21
R? = 0,9626

Hiicre canhligi (%)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.1: Farkli konsantrasyonlardaki 4. alimeana su ekstresinin A549 hiicre canliligina etkisi
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A. alimeana su ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin H1975 hiicrelerinin
canlilik orani iizerindeki etkisi Sekil 3.2°de sunulmustur. Kontrol grubu verileri
%100 canlilik olarak kabul edilerek, diger doz gruplarinin sonuglar1 bu referans
degerine gore degerlendirilmistir. Regresyon analizi kullanilarak y=ax+b denklemi
ile ICso degeri hesaplanmis ve sonraki deneyler icin 4. alimeana’nin 1Cso degeri

olarak hesaplanan 66,68 + 9,43 ng/mL dozu kullanilmistir.
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y = -20,73In(x) + 137,21
R? = 0,9932

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.2: Farkli konsantrasyonlardaki 4. alimeana su ekstresinin H1975 hiicre canliligina etkisi

A. alimeana su ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin  HEK-293
hiicrelerinin canlilik orani lizerindeki etkisi Sekil 3.3’te sunulmustur. Kontrol grubu
verileri %100 canlilik olarak kabul edilerek, diger doz gruplarinin sonuglar1 bu
referans degerine gore degerlendirilmistir. Regresyon analizi kullanilarak y=ax+b
denklemi ile ICso degeri hesaplanmig ve sonraki deneyler i¢in 4. alimeana’nin 1Csg

degeri olarak hesaplanan 131,63 + 2,98 pg/mL dozu kullanilmistir.
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Sekil 3.3: Farkli konsantrasyonlardaki 4. alimeana su ekstresinin HEK-293 hiicre canliligina etkisi

A. alimeana’nin farkli akciger kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik
etkileri farklilk gostermektedir. Ozellikle, A. alimeana su ekstresi uygulamasinin,
H1975 hiicre hattinda A549 hiicre hattina kiyasla daha duyarli oldugu yani daha
diisitk konsantrasyonlarda bile yiiksek oOldiiriiciilik gosterdigi belirlenmistir. Bu
bulgular 4. alimeana’nin sitotoksik etkilerinin farkli akciger kanseri hiicrelerinde
farklilik gosterebilecegi ve potansiyel bir kanser tedavisi ajani olarak kullaniminin
hiicre hattinin 6zelliklerine gore Ozellestirilmesi gerektigini gostermistir. Ayrica A.
alimeana’nin akciger kanseri hiicreleri (A549 ve H1975) i¢in normal hiicrelere
(HEK-293) gore daha toksik oldugu goriilmiistiir.

Literatiir incelendiginde Achillea tiirlerinin ¢esitli kanser hiicreleri iizerinde
antiproliferatif etkilerinin oldugu gosterilmistir (Ghavami ve dig. 2010; Albayrak ve
Silahtarlioglu 2017; Kongiil ve dig. 2017; Baker 2020; Ullah ve dig. 2022). Ullah ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada A. fragrantissima’nin hidrometanolik 6ziitii meme
kanseri (MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3), pankreas kanseri (BxPC-3, MIAPaCa-
2), prostat kanseri (LNCaP, C4-2B, PC-3) ve akciger kanseri (A549) hiicreleri
iizerindeki antikanser mekanizmasi arastirilmistir. Oziitiin 96 saat uygulamasi
sonucunda MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3, LNCaP, C4-2B, PC-3, MIAPaCa-2,
BxPC-3 ve A549 hiicreleri iizerindeki ICso degeri sirastyla 236,6 pg/mL, 150,2
pug/mL, 44,2 ng/mL, 45 pg/mL, 51,8 pg/mL, 80 pg/mL, 280,1 ug/mL, 60,2 ug/mL ve
318 pg/mL bulunmustur (Ullah ve dig. 2022).

A. coarctata Szitiniin MCF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik aktivitesi
arastirllmistir. A. coarctata’nin 24 ve 48 saatlik uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre
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hatt1 iizerindeki ICso degerinin sirasiyla 37,39 pg/mL ve 33,98 pg/mL oldugu
bildirilmistir (Albayrak ve Silahtarlioglu 2017).

A. millefolium etanol Oziitiinlin, g¢esitli kanser hiicre hatlar1 tlizerindeki
antikanser potansiyeli incelenmistir. Yapilan bir ¢aligmada, normal fibroblast hiicre
hatti1 (HFFF) ve insan mide adenokarsinomu (AGS), insan meme kanseri (MCF-7),
insan kolorektal adenokarsinomu (SW742), insan akciger karsinomu (SKLC6), insan
melanom kanseri (A375) ve insan karaciger hepatomu (PLC/PRF/S) olmak {izere 6
farkli kanser hiicre hatti kullanilmistir. 4. millefolium’un AGS, SKLC6, HFFF,
SW742, A375, MCF-7 ve PLC/PRF/5 hiicre hatlarindaki ICso degeri sirasiyla 22
png/mL, 24,1 pg/mL, 34,4 pg/mL, 40,2 pg/mL, 49,4 ng/mL, 64 ng/mL ve 66 pg/mL
bulunmustur. Elde edilen sonuglardan, A. millefolium etanol 6ziitiiniin kanser hiicre
hatlarina kars1 segici sitotoksik etkiler gdsterdigi bildirilmistir (Ghavami ve dig.
2010). Ayrica yapilan baska bir calismada 4. millefolium’un dort farkli ¢oziicii ile
ekstrelerinin K562, HeLa, MCF-7, A431 ve A549 hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik
aktiviteleri incelenmistir. HeLa hiicrelerinde etil asetat ekstresi en yliksek sitotoksik
etkiyi gostermistir (Baker 2020). A. millefolium’un farkl 6ziitlerinin meme kanseri
izerine etkileri incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda 30,6 pg/mL ICso degeri ile su
Oziitlinlin en sitotoksik 0ziit oldugu bulunmustur (Kongiil ve dig. 2017). Yapilan
calismalar A. millefolium’un ¢esitli kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin
oldugunu ve farkli ekstraksiyon yontemlerinin, kanser hiicrelerinin canlilik oranlari
iizerinde farkli etkilere neden olabilecegini ortaya koymaktadir.

Bitki ekstrelerinin antiproliferatif etkileri lizerine yapilan sayisiz ¢aligma
mevcuttur (Ugur ve dig. 2017; Sergazy ve dig. 2021; Khan ve dig. 2022) ve Achillea
cinsi, ¢esitli kanser hiicre tiplerine kars1 gosterdigi belirgin sitotoksik etkilerle dikkat
cekmektedir (Papakosta ve dig. 2020; Sowa ve dig. 2020). Yeni tanimlanan A.
alimeana tirl ile ilgili su ana kadar herhangi bir antikanser aktivite c¢aligmasi
bulunmamaktadir. 4. alimeana’nin akciger kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki etkisi bu

caligma ile literatiire kazandirilmstir.
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3.2  Apoptoz Sonuclari

3.2.1 Annexin-V/PI Boyama Sonug¢lar:

A. alimeana su ekstresinin belirlenen ICso dozlarinin A549 ve HI1975
hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonrasinda Annexin-V/PI boyama yontemi ile
apoptoz orani belirlenmistir. Kontrol grubuna sadece besiyeri uygulanirken, pozitif
kontrol grubuna H>O; uygulanmistir. Canli, 6lii ve apoptotik hiicre oranlar1 floresans

imaj sitometri cihazi kullanilarak belirlenmistir.

A. alimeana’nin  AS549 hiicrelerine uygulanmasi sonrasinda kontrol
grubunda canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri sirastyla 91 + 4,94, 6 £ 3,00 ve 3 +
1,41 iken pozitif kontrol grubunda sirastyla 51 £+ 0,70, 30 = 2,12 ve 19 + 2,82 olarak
belirlenmistir. A. alimeana grubunda ise %45 + 1,41 canli, %29 + 1,41 6lii ve %26 +

2,82 apoptotik hiicre bulunmustur (Sekil 3.4).

H>O2’nin  apoptozu indiikledigi bilindigi icin pozitif kontrol olarak
kullanilmistir (Vilema-Enriquez ve dig. 2016). Apoptozu indiiklemesinin yani sira
H>O2’nin A549 hiicrelerinde nekrozu da indiikledigi gosterilmistir (Chiou ve dig.
2013). Yapilan calisma sonucunda literatiir ile uyumlu olarak H»O,, A549
hiicrelerinde hem apoptotik hem de nekrotik hiicre sayisini anlamli olarak artirmistir.
Ayrica A. alimeana uygulamasi sonrasinda apoptotik hiicre sayisinin yani sira

olii/nekrotik hiicre sayisi da indiiklenmistir.
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Sekil 3.4: A. alimeana’nin A549 hiicrelerinde apoptoza etkisi. Ayni harfi tasimayan degerler
birbirinden anlamli sekilde farklidir (p < 0,05)

A. alimeana’nn H1975 hiicrelerine uygulanmasi1 sonrasinda kontrol
grubunda canli, 6lii ve apoptotik hiicre ylizdeleri sirasiyla 93 + 2,12, 2 + 0 ve 5 +
2,12 iken pozitif kontrol grubunda sirasiyla 80 + 3,53, 5 + 2,12 ve 15 + 2,12 olarak
belirlenmistir. A. alimeana grubunda ise %73 + 1,41 canli, %11 £ 1,41 6lii ve %16 +

0 apoptotik hiicre bulunmustur (Sekil 3.5).

100 OKontrol B Pozitif kontrol B A. alimeana

H o

90 -
80 - b
70 -
60 -
50 -
40 -

Yiizde hiicre (%)

30 -

a a

HulE

Canl Olii Apoptotik

20 +

10 4

Sekil 3.5: A. alimeana’nin H1975 hiicrelerinde apoptoza etkisi. Ayni harfi tagimayan degerler
birbirinden anlamli sekilde farklidir (p < 0,05)
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HI1975 hiicrelerinde en yiiksek Olii/nekrotik hiicre sayist A. alimeana
grubunda (11,00 £ 1,41) en diisiik 6lii/nekrotik hiicre sayis1 kontrol grubunda (2,00 +
0,00) tespit edilmistir. Yapilan istatiksel analizler, 4. alimeana grubundaki
olii/nekrotik hiicre sayinin kontrol grubundakinden anlamli derecede farkli oldugunu
(p < 0,05), ancak pozitif kontrol grubundaki 6lii/nekrotik hiicre sayisinin kontrol
grubundakinden ve 4. alimeana grubundakinden istatiksel olarak farkli olmadigini (p
> 0,05) gostermistir. Ayrica apoptotik hiicre sayis1 pozitif kontrol ve 4. alimeana

grubunda anlamli bir sekilde artmistir (p < 0,05).

A. alimeana su ekstresi A549 hiicrelerinde H1975 hiicrelerine gore apoptozu
daha fazla indiiklemistir. Ayrica her iki hiicre hattinda anlamli bir sekilde
olii/nekrotik hiicre sayisi artmistir. A. alimeana su ekstresi hem apoptotik hem de

Olu/nekrotik hiicre 6lumiini artirmaktadir.

3.2.2 RT-PZR Sonugclari

Sitotoksisite ¢aligmalari ile belirlenen A. alimeana su ekstresinin A549 ve
H1975 hiicreleri iizerinde etkili dozlari hiicrelere uygulanmis ve RT-PZR yontemiyle
apoptotik yollar1 diizenleyen APAF1, BAX, BCL2, FAS, CASP3, CASP8, CASP9
ve P53 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisiklikler belirlenmistir.

A. alimeana su ekstresinin 1Cso dozunun A549 hiicrelerine 24 saat muamele
edilmesinden sonra BAX, CASP3, CASP9, FAS ve P53 gen ekspresyon seviyesi
sirastyla 8,54 + 0,04 kat, 7,21 + 0,06 kat, 3,56 = 0,01 kat, 3,99 = 0,11 kat ve 2,81 +
0,17 kat artarken, BCL2 gen ekspresyon seviyesi 3,83 + 0,08 kat azalmistir (p <
0,05). APAF1 ve CASP8 gen ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisim

gbzlemlenmemistir (Sekil 3.6).

39



-
o

J-I Iﬁlll

Kontrol APAF1 CAS3 CAS8 CAS9

mRNA ekspresyonu (kat degisimi)
h hdDda2oanvmwasoao~N oo

Sekil 3.6: A. alimeana’nin A549 hiicrelerinde APAF1, BAX, BCL2, CASP3, CASP8, CASP9, FAS
ve P53 mRNA seviyesine etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edilerek degerlendirilmistir. *: Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)

A. alimeana su ekstresinin ICso dozunun H1975 hiicrelerine 24 saat muamele
edilmesinden sonra BAX ve P53 gen ekspresyon seviyesi sirastyla 3,74 + 0,03 kat ve
2,64 + 0,19 kat artarken, BCL2 gen ekspresyon seviyesi 3,13 + 0,08 kat azalmistir (p
< 0,05). APAF1, CASP3, CASP8, CASP9 ve FAS gen ekspresyon seviyesinde
anlamli bir degisim gergeklesmemistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: A. alimeana’nin H1975 hiicrelerinde APAF1, BAX, BCL2, CASP3, CASP8, CASP9, FAS
ve P53 mRNA seviyesine etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edilerek degerlendirilmistir. *: Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)

Apoptoz, hiicre 6liimiiniin programlanmis bir formudur. Kanser hiicrelerini
oldiirmede kritik bir rol oynar, igsel ve digsal olarak diizenlenir. I¢sel yolak,
mitokondriyal hasar ve sitokrom c¢ salimimi gibi hiicre ici sinyaller tarafindan
tetiklenirken, digsal yolak, 6liim reseptorlerinin ligandlar1 ile etkilesimi sonucu

baglatilir. Bu stirecler, hiicrenin programli liimiinii saglayarak kanser hiicrelerinin
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cogalmasini engelleyebilir (Jan ve Chaudhry 2019). Bu nedenle, kanser hiicrelerinin
apoptoza ugramasinit ve Oliimiinii indiikleyebilen dogal ajanlarin kesfi kanser
arastirmalarinda 6nemli bir hedef haline gelmistir.

A. fragrantissima’nin MCF-7 meme kanseri hiicreleri lizerindeki etkilerinin
incelendigi bir ¢alisma, bu bitkinin etanolik ekstresinin 20 pg/mL konsantrasyonda
24 saat siireyle hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosterdigini ve hiicre canliligini
azaltarak apoptoz olusumuna yol actigim1 ortaya koymustur. Bu calisma, A.
fragrantissima’nin CASP3, CASP8, CASP9, sitokrom c, BID, BAX ve PTEN gibi
apoptoz ile iligkili genleri 6nemli Ol¢lide yukari diizenledigini, Pi3K/Akt sinyal
yolunu ise asag1 diizenleyerek apoptozu tetikledigini dogrulamistir (Alasmari 2024).

Ayrica bagka bir calismada A. fragrantissima yapraklarinin metanol
ekstresinin HepG2, A549, HCT116 ve MCF-7 kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik
ve apoptotik Ozellikleri belirlenmistir. Sitotoksik aktivite en yiliksek A549
hiicrelerinde gézlemlenmistir. CASP3, P53 ve BAX’1n aktivasyonunu, BCL2’nin de
baskilanmasini saglayarak apoptozu indiikledigi belirtilmistir (Break ve dig. 2021).
Ayrica A. vermicularis metanol 6ziitiiniin de MCF-7 hiicrelerinde CASP3’ii aktive
ettigi bildirilmistir (Hamzeloo-Moghadam ve dig. 2015).

Rezai ve arkadaslar1 (2019) A. wilhelmsii hidroalkolik oziitiiniin HeLa
servikal kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve apoptoz indiikleyici etkisini
arastirmiglar ve P53°in mRNA seviyesinin A. wilhelmsii uygulamasinin 12, 24 ve 48
saatinden sonra arttigin1 gostermislerdir. Bagka bir calismada ise A. wilhelmsii’nin
hidroalkolik 6ziitiiniin MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda antiproliferatif ve
apoptoz indiikleyici potansiyeli gosterilmistir. A. wilhelmsii’nin hidroalkolik
oziitiiniin MCF-7"de ge¢ apoptozu ve MDA-MB-468’de erken apoptozu indiikledigi
ve MDA-MB-468’de CASP3’ilin arttig1 gosterilmistir (Galavi ve dig. 2016). Bu
caligsmalar, 4. wilhelmsii hidroalkolik Oziitiiniin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
apoptozu indiikledigini gostermistir.

Yapilan bir arastirmada, 4. millefolium’un hidroetanolik 6ziitiiniin, NCI-
H460 ve HCT-15 hiicre hatlari {izerindeki etkileri incelemistir. Bu ¢alismada, 6ziitiin
75 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin, hiicre dongiistinde degisikliklere yol agtigini
ve apoptoz seviyelerini artirdigini géstermistir. Ayrica, NCI-H460 hiicrelerinde P53
ve P21 proteinlerinin ekspresyonunu artirirken, HCT-15 hiicrelerinde XIAP protein

seviyelerini diislirdiigli belirlenmistir (Pereira ve dig. 2018).
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A. teretifolia ekstrelerinin insan prostat kanseri hiicre hatlar1 DU145 ve PC-
3 hiicre hatlarinda BAX ve CASP3 mRNA ekspresyonunu artirdigi, BCL2 mRNA
ekspresyonunu 6nemli diizeyde baskiladig1 bununla birlikte insan gingival fibroblast
HGF hiicre hattinda herhangi bir sitotoksik ve apoptotik etki gostermedigi
bildirilmistir (Bali ve dig. 2015).

A. ketenoglui metanol 6ziitlinlin kolorektal kanser hiicre hatlart HCT-116 ve
HT-29 {izerinde antikanser aktivitesi belirlenmistir. Yapilan deneyler sonucunda P53,
P21, CASP3 ve CASP9 mRNA ekspresyonunu artmistir. Protein ekspresyon
analizinde ise CASP3 ve P53 ekspresyonunda artis gozlenmistir. Ayrica, HT-29
hiicrelerinde CASP9 ekspresyonun arttig1 bildirilmistir (Ayan ve dig. 2022).

A. filipendulina’'nmin metanol 0ziitiintin, MCF-7 ve MDA-MB-468 meme
kanseri hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkileri incelenmistir. Annexin V testi ile
gerceklestirilen apoptoz deneyi sonuglari erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin varligini
tespit etmistir. A. filipendulina’nin apoptozu indiikleme yetenegine sahip bir bitki
oldugu bildirilmistir (Hamzeloo ve dig. 2019).

Literatiir calismalar1 Achillea tiirlerinin gesitli apoptotik yollar1 indiikleyerek
kanser hiicrelerini apoptoza tesvik ettigini gostermistir. Literatiir caligmalarina
benzer olarak A549 ve H1975 hiicreleri iizerinde gerceklestirdigimiz in vitro apoptoz
deneyleri, yeni kesfedilmis bir tiir olan A. alimeana’nin su ekstresinin antikanser
ozelliklerini apoptoz indiiksiyonu yoluyla gergeklestirdigini gostermistir. Elde edilen
sonuglar 15181nda A549 hiicrelerinde hiicre 6liimii mekanizmasinin, kaspaz bagiml
apoptozun ig¢sel yolu araciligiyla gergeklestigi, H1975 hiicrelerinde ise BCL2 ailesi
proteinleri tarafindan kontrol edilen kaspaz bagimsiz yolun aktive oldugu

diistinilmektedir.

3.2.3 Liisiferaz Aktivitesi Sonu¢lari

A. alimeana su ekstresi akciger kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiiklemektedir. Hiicrelerin apoptozuna P53 transkripsiyonel faktoriiniin aracilik
edip etmedigini dogrulamak i¢in, PS3RE ve lisiferaz normalizasyonu amaciyla
Renilla geni barindiran pGL4.38 [luc2P/P53RE/Hygro] plazmidi, transfeksiyon
reaktifi kullanilarak HEK-293 hiicrelerine transfekte edilmistir. Transfeksiyon

sonrasinda luminometre ile liisiferaz aktivitesi ol¢iilmiistiir. Pozitif kontrol olarak
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doksorubisin kullanilmistir Kontrol grubu 4,33 + 0,91 RLU aktivite degerine sahip
iken, Doksorubisin (324,20 + 16,81) ve A. alimeana su ekstresi (43,86 + 7,68) P53

promotdr aktivitesini anlamli bir sekilde arttirmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8: pGL4.38 plazmidi transfekte edilmis hiicrelere, doksorubisin ve A. alimeana muamele
edildikten sonra liisiferaz aktivitesi 6l¢limii. Ayni harfi tasimayan degerler birbirinden istatistiki olarak
anlaml sekilde farklidir (p < 0,05)

Bu sonug, 4. alimeana’nin akciger kanseri hiicrelerinde P53 araciligiyla
transkripsiyonel olarak diizenleme yaparak c¢esitli sinyal yollarini etkiledigini

diisiindiirmektedir.

3.3  Invazyon Etkisinin Belirlenmesi

Kanser hiicreleri ¢evresindeki dokular istila etme yetenegi kazandiginda,
hiicre dis1 matriksten (ECM) hiicreler gd¢ etmeye baslar. Invazyon, kanser
hiicrelerinin metastazi ile iligkili bir siireci ifade eder (Martin ve dig. 2013). Kanser
hiicrelerinin metastazin1 arastirmakta invazyon testleri kullanilmaktadir. Bu
calismada A. alimeana nin akciger kanseri hiicrelerinde anti-metastatik etkisinin olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla Matrigel invazyon testi kullanilmistir. Go¢ eden
hiicreler kristal viyole ile boyanarak 151k mikroskobu ile sayilmis ve ImageJ programi

ile analiz edilmistir.

A. alimeana su ekstresinin 24 saat uygulamasi sonrasinda A549

hiicrelerinde invazyonu %30,5 + 3,32 azalttigi, H1975 hiicrelerinde ise kontrol
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grubuna gore %38,8 + 12,26 baskiladigi belirlenmistir (p < 0,05). Kontrol grubu 100
olarak alinmistir (Sekil 3.9).

A) Kontrol Uygulama B)

T

OKontrol DOUygulama

A549

Invazyon orani (%)

H1975

A549 H1975

Sekil 3.9: A) Kontrol ve doz grubu invaze olan A549 ve H1975 hiicrelerin mikroskop goriintiisii.
Goriintiiler temsili alanlardan secilmistir B) yiizde siitlin grafigi

Literatiir taramalar1 sonucunda fitokimyasallarin anti-metastatik aktiviteler
arastiran ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir (Weng ve Yen 2012; Kapinova ve dig.
2019). A. fragrantissima hidrometanolik 6ziitiinlin meme kanseri (MDA-MB-231,
MCF-7, SKBR3), pankreas kanseri (BxPC-3, MiaPaCa-2), prostat kanseri (LNCaP,
C4-2B, PC-3) ve akciger kanseri (A549) hiicreleri ile muamelesinden sonra hiicre
gdclinde ve invazivlikte kademeli bir azalma gdzlemlenmis, invazivligi geciktirerek
anti-metastatik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Ullah ve dig. 2022). Yapilan baska
bir calismada da A. fragrantissima’nin etanolik Oziitiinlin MCF-7 hiicre hattinda
hiicre gogiinii durdurdugu, koloni olusturma yeteneginin kaybettigi ve invazyonu

baskiladig1 gosterilmistir (Alasmari 2024).

Deney sonuglar1 akciger kanseri hiicrelerinde invazivligin 4. alimeana ile
muamele edilen hiicrelerde anlamli derecede azaldigi, dolayisiyla A. alimeana’nin iki

hiicre hattinda da invazyonu baskilama potansiyelinin oldugu goriilmiistir.

3.4  Migrasyon Etkisinin Belirlenmesi

Migrasyon yontemi A. alimeana su ekstresinin A549 ve H1975 hiicrelerin
go¢c etme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir. 6 kuyulu
plakalara ekilen hiicreler %90 yogunluga ulastiktan sonra yara a¢ilimi gerceklesmis

ve sifirinct saat olarak fotograf cekilmistir. Sifirinci saat olarak ifade edilen yara
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acilimi %100 olarak kabul edilmis ve sonuglar buna gore degerlendirilmistir. Yara
alan1 kapanana kadar hiicreler fotograflanmis ve Image] programi ile analiz

edilmistir. Kontrol grubu yalnizca besiyeri igermektedir.

Elde edilen sonuglara gore negatif kontrolde 48. saatte %49 + 6,27
migrasyon kaydedilmistir. 4. alimeana’nin 1Cio dozunda 48 saat uygulamasindan
sonra %103 + 2,35 migrasyonu engellerken, I1Cso dozunun 48. saat uygulamasinda
%141 + 2,28 hiicre ¢ogalmasimi engelledigi ayrica hiicre morfolojisini bozdugu

gozlemlenmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: A) A. alimeana’nin A549 hiicre hattinda migrasyon yetenegi iizerine etkisi B) yiizde siitun
grafigi. Ayni harfi tagimayan degerler birbirinden anlamli sekilde farklidir (p < 0,05).

Elde edilen sonuglara gore negatif kontrolde 48. saatte %30 + 10,71
migrasyon kaydedilirken, 4. alimeana’nin 1Cio dozunun 48 saat uygulamasindan
sonra %44 + 2,32 migrasyon kaydedilmistir. A. alimeana’nin 1Cso dozunun 48. saat
uygulamasinda %194 + 18,95 hiicre c¢ogalmasin1 engelledigi ayrica hiicre

morfolojisinin bozuldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11: A) A. alimeana’nin H1975 hiicre hattinda migrasyon yetenegi lizerine etkisi B) yiizde
stitun grafigi. Ayni harfi tasimayan degerler birbirinden anlamli sekilde farklidir (p < 0,05).

A. fragrantissima’nin hiicresel go¢ lizerindeki etkisini arastirmak icin MCF-
7 hiicrelerinde in vitro yara iyilestirme testi gerceklestirilmistir. Test grubunda
migrasyon azalmis, kontrol grubunda ise aktif olarak go¢ etmis ve yara alanini
kapatmistir. Artan aralik sirasinda, tedavi edilen grupta hiicresel biitlinliigiinde
kayboldugu gosterilmistir (Alasmari 2024). Ayrica Qurtam ve Nasr yaptigi
calismada A. millefolium diklorometan 6ziitiinlin MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicreleri tizerinde apoptotik ve anti-gd¢ etkilerinin oldugu gosterilmistir (Qurtam
and Nasr 2024). Yaptigimiz calisma sonucu literatiir calismalarina benzer olarak A.
alimeana’nin A549 hiicrelerine uygulanmasi sonucu ICio ve ICso dozunda hiicre
goclinii  geciktirdigi  gorilistir. HI1975 hiicrelerinde ise 4. alimeana
uygulanmasindan 48 saat sonra ICio dozunda yara kapanmasi desteklenirken, ICso
dozunda yara kapanmasmi engellemistir. Bu etkinin doza bagh oldugu
diisiiniilmektedir. A. alimeana’nin her hiicre hatt1 icin spesifik doz caligmalar
yaptlmasinin  6nem tasidigi anlagilmaktadir. Migrasyon deneyi sonuglart A.
alimeana’nin hiicre tiiriine, sahip oldugu mutasyonlara ve doza baglh olarak hiicre

migrasyonunu artirip azaltabilecegine isaret etmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri, diinya genelinde en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olup,
kansere bagl 6liimlerde de ilk siralarda yer almaktadir (Bray ve dig. 2024; Thandra
ve dig. 2021). DSO’niin 2020 tahminlerine gore, erkekler arasinda en yaygin kanser
tiirii olarak bilinirken, kadinlarda ikinci sirada yer almaktadir (Bray ve dig. 2024). Bu
kadar yaygin olmasiin sebebi hastaligin erken evrelerinde herhangi bir belirti
gostermemesidir. Bu nedenle bir¢ok hastaya ileri evre akciger kanseri tanisi
konmaktadir (Ning ve dig. 2021). Hastaligin tedavisi, kanserin tiiriine ve evresine
bagh olarak farklilik gostermektedir. Cerrahi rezeksiyon uzun siireli sagkalim i¢in
tercih edilebilir. Ancak her hastanin durumu farkli oldugundan, tedavi secenekleri
kisisellestirilmelidir (Montagne ve dig. 2021). Immiinoterapi gibi yeni tedavi
yontemleri 6zellikle ileri evre kanserlerde umut vaat eden sonuglar gostermektedir
(Mamdani ve dig. 2022). Cerrahi miidahalenin uygun olmadig hastalarda, kanserli
hiicreleri yok etmek i¢in radyoterapi ve/veya kemoterapi onerilebilmektedir (Albain
ve dig. 2009). Kemoterapi, hastaliklarin tedavisinde siklikla basvurulan yontemler
arasindadir. Ancak kemoterapinin neden olabilecegi toksisite, sinirli etkinlik ve bazi
durumlarda geligebilen c¢oklu ilag direnci gibi yan etkiler, tedavinin
uygulanabilirligini kisitlayan faktorlerdendir (Alfarouk ve dig. 2015; Bukowski ve
dig. 2020). Bu baglamda, klinik sonuglar1 iyilestirecek yeni terapétik ajanlarin
gelistirilmesi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bitkisel ilaclar, kemoterapi tedavisinin yol
acabilecegi yan etkileri hafifletmek, toksisiteyi diisiirmek, hastalarin yagam siiresini
artirmak, bagisiklik sistemini giiclendirmek, kanser semptomlarin1 azaltmak ve hatta
bazi durumlarda antikanser etkiler gdstermek icin tercih edilmektedir (Wang ve dig.
2012; Yin ve dig. 2013; Jaradat ve dig. 2016; Li ve dig. 2020; Jenca ve dig. 2024).
Bu dogal ilaglar modern tibbi tedavilerle birlikte kullanildiginda, hastalarin genel
saglik durumlarini iyilestirebilir ve yasam kalitelerini yiikseltebilir (Olaku ve White
2011). Dogal kaynaklardan izole elde edilerek elde edilen bilesikler kansere karsi
koruyucu, oksidatif hasar1 6nleyici, bagisiklik sistemini diizenleyici, mikroplara kars1
oldiirticii ve iltihap Onleyici gibi birgok terapétik fayda saglamaktadir (Arulselvan ve
dig. 2016; Xu ve dig. 2017; Asma ve dig. 2022; Zebeaman ve dig. 2023; Eshboev ve
dig. 2024). Bitkisel kaynaklardan elde edilen preparatlarin, potansiyel antikanser
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ajanlar1 olarak tanimlanmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu tlir dogal iiriinler,
kanserle miicadelede yeni yollar sunarak geleneksel tedavilere alternatif ¢oziimler
saglayabilir. Bu nedenle, bu tiir preparatlarin sistematik bir sekilde tanimlanmasi ve
karakterize edilmesi, kanser tedavisindeki potansiyellerini anlamak i¢in kritik bir

adimdar.

Achillea tirleri, geleneksel tipta uzun zamandir kullanilan ve gesitli saglik
yararlartyla bilinen bitkilerdir. Bu bitkiler, yaralarin iyilestirilmesi, kanamalarin
durdurulmasi, bas agrilarimin hafifletilmesi, iltihaplarin azaltilmasi, agrilarin
giderilmesi, spazmodik rahatsizliklarin tedavisi ve hazimsizlik problemlerinin
iistesinden gelmede yardimci olabilir (Saeidnia ve dig. 2011; Strzepek-Gomotka ve
dig. 2021; Bagheri ve dig. 2024). A. alimeana yeni tanimlanmis bir tiiriidiir ve insan
akciger kanseri hiicre hatlar1 {izerindeki potansiyel antikanser etkilerinin
arastirilmasi, kanser tedavisi alaninda 6nemli bir gelisme olabilir. Bu tiiriin, kanser
hiicrelerinin biiylimesini engelleme veya yavaslatma yetenegi, modern tibbin yani
sira geleneksel tedavi yoOntemlerine de katkida bulunabilir. A. alimeana’nin
etkinliginin bilimsel olarak kanitlanmasi, bu bitkinin kanserle miicadelede
kullanimimi destekleyecek ve yeni tedavi yaklasimlarimin gelistirilmesine imkan
tantyacaktir. Bu nedenle, bu bitkinin antikanser Ozelliklerinin belirlenmesi hem

bilimsel hem de tibbi agidan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Yeni antikanser ilaclarinin gelistirilmesindeki temel yaklasimlardan biri,
bitkilerin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerinin tespit edilmesidir. Bu
nedenle 6ncelikle, ilaglarin etkinligini 6lgmek i¢in iki farkli mutasyona sahip akciger
kanser hiicre hatti lizerinde 1Cso degerleri hesaplanmustir. ICso degeri, bir ilacin belirli
bir hiicre hattin1 inhibe etmek i¢in gereken konsantrasyonunu ifade eder ve bu deger,
potansiyel bir tedavinin giiclinii belirlemede kritik 6neme sahiptir. Bu ylizden
oncelikle 4. alimeana’nin A549 ve HI1975 kanser hiicrelerine karsi sitotoksik
aktivitesi aragtirllmis ve 1Cso degerleri belirlenmistir. 4. alimeana’nin antiproliferatif
etkileri, farkli akciger kanser hiicre hatlarinda gesitlilik gostermistir. H1975 hiicre
hattinin A549’a kiyasla A. alimeana’ya daha duyarli oldugu, 4. alimeana’nin
sitotoksik etkilerinin akciger kanseri hiicreleri arasinda degisebilecegini ve
potansiyel bir kanser tedavi ajan1 olarak kullaniminin, hiicre hatt1 6zelliklerine gore

optimize edilmesi gerektigini gostermistir. Ayrica, 4. alimeana’nin akciger kanseri
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hiicreleri (A549 ve H1975) tlizerindeki toksisitesinin, normal hiicrelere (HEK-293)

gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Kemoterapdtik ajanlar ve bitkisel kaynakli antikanser ilaglari, sitotoksik
aktivitelerini genellikle tiimor hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek gosterirler
(Banerjee ve dig. 2023). Apoptotik sinyallerin uyarimi ¢ogunlukla P53 sinyallerini
aktivasyonu ile gerceklesir. Ancak P53 geni kanser hiicrelerinde en fazla mutasyona
ugrayan gendir (Herndndez Borrero ve El-Deiry 2021). Bu durumda farkli apoptotik
sinyal uyaranlar1 veya apoptotik uyaranlara direngli kanser hiicrelerinde, farkli
apoptotik olmayan mekanizmalarla da 6liime yonlendirilebilir (Mohammad ve dig.
2015). A. alimeana uygulamasi sonucunda A549 ve H1975 hiicrelerinde hem
apoptotik hem de olii/nekrotik hiicre 6liimii gerceklesmistir. 4. alimeana’nin akciger
kanseri hiicrelerinde apoptotik etkisini, P53 promotor aktivitesindeki artis nedeniyle
transkripsiyonel diizeyde apoptozu tetikleyerek ve ¢esitli sinyal yollarin1 aktive
ederek gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. P53; apoptoz, hiicre dongiisii durmasi,
DNA onarimi ve hiicresel yaslanma gibi bir¢ok hiicresel olayda gorev alan bir
transkripsiyon faktoriidiir (Chen ve dig. 2016). P53 transkripsiyonel aktivitesini,
baglandig1 hedef genlerdeki diizenleyici bolge olan P53 yanit elamanlarina
baglanarak baglatir (Sullivan ve dig. 2018). P53 pro-apoptotik genlerin
transkripsiyon diizeyini degistirerek apoptozu artirmaktadir. BAX geninin
transkripsiyonunu  artirtp BCL2’nin  transkripsiyonunu azaltarak apoptozu
indiiklemektedir (Yamaguchi ve dig. 2009). In vitro apoptoz deney sonuglari, KRAS
mutasyonlu AS549 hiicrelerinde hiicre oliimii mekanizmasinin kaspaz bagiml
apoptozun igsel yolu araciligiyla gergeklestigini, EGFR mutasyonlu H1975
hiicrelerinde ise BCL2 ailesi proteinleri tarafindan kontrol edilen kaspaz bagimsiz
yolun aktive oldugunu diisiindiirmektedir. Bu farklilik her iki hiicre hattindaki farkli
mutasyonlardan kaynaklantyor olabilir. A. alimeana’nin antiproliferatif etkisi EGFR
mutasyonlu hiicrelerde daha fazla iken, apoptotik etkisi KRAS mutasyonlu
hiicrelerde daha belirgindir. Bununla birlikte 4. alimeana uygulamasi sonucunda
olii/nekrotik hiicre 6liimii de anlamli bir sekilde artmistir. Hiicre 6liimii/nekroz sinyal
yolaginin ileri arastirmalarda belirlenmesi apoptoza direngli kanser hiicrelerinde
alternatif hiicre 6limii yollarini indiikleyen antikanser ilaglarinin da kesfedilmesi

acisindan 6nem arz etmektedir.
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Kanser hiicrelerin anormal bir sekilde ¢ogalmasi ve olustugu dokudan farkl
dokulara yayilmasi ile karakterizedir (Brown ve dig. 2023). Sitotoksik ilaglar kanser
tedavisinde her ne kadar etkili olsa da lokal invazyon veya metastaz gergeklestiginde
tedavi etkisi sinirlanmaktadir (Gandalovicova ve dig. 2017). Bu nedenle kanser
hiicrelerinde antikanser ilaglarinin ECM’yi istila etme ve metastaz ozellikleri de
arastirilmalidir (Prakash ve dig. 2024). A. alimeana, her iki hiicre hattinda da
hiicrelerin gé¢ ve invazyon yeteneklerini azaltarak anti-migratif ve anti-invaziv etki

gostermistir.

Sonug¢ olarak, bu tez c¢alismasinda literatiire yeni kazandirilmis olan A.
alimeana bitkisinin akciger kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etki gosterdigi,
apoptoz ve nekrozu indiikledigi, anti-migratif ve anti-invaziv 6zelliklerinin
bulundugu saptanmistir. Elde edilen sonuglar A. alimeana’nin antikanser aktivitesine
sahip oldugunu gozler oniine sermistir. Ileriki ¢alismalar ile molekiiler
mekanizmasinin in vitro ve in vivo uygulamalar ile daha detayli aragtirilmasi ve yan

etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir.
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