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OZET

Insan Akciger (A-549), Meme (MCF-7) ve Melanoma (A-2058) Kanser
Hiicrelerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’nin Apoptozis
Yoluyla In vitro ve In vivo Antitimoral Etkinliginin Arastirilmasi

Kanser her yil diinya ¢apinda milyonlarca insanin 6liime yol agan ciddi bir halk
sagligr problemidir. Biz bu calismada ii¢ farkli insan kanseri [meme (MCF-7), akciger
(A-549), melanoma (A-2058)] hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve
P-Cymen’in antikanserojen aktivitelerini, bu fitokimyasallar ile Paklitaksel ve
Dakarbazin’in ikili, tiglii ve dortlii kombinasyonlarinin sinerjistik etkinliklerini aragtirdik.

Antikanserojen etkinlik veya sinerjistik aktivite ¢caligmalar1 fitokimyasallarin toksik
olmayan konsantrasyonlar1 dahilinde gergeklestirildi. Deneylerde p53, Bax, NF-kB, Bcl-2,
Bcl-xL ve kaspaz-3 (MCF-T7 hiicreleri hari¢) gen ekspresyonlari Real-Time PCR yontemiyle,
protein ekspresyonlar1 da Western blotlama yontemiyle incelendi. Ftokimyasallarin ve
kombinasyonlarinin konak iizerinde antitlimoral aktiviteleri ise deneysel olarak
olusturulmus deri alt1 fare tiimor modelinde arastirildi.

Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in non-sitotoksik konsantrasyonlari
sirastyla 0.078, 0.625 ve 1.25 pg/ml olarak tespit edildi. Kanser hiicrelerini en yiiksek
diizeyde apoptoza ugratan Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen konsantrasyonlarinin,
sirasiyla 0.019, 0.078 ve 0.625 pg/ml oldugu tespit edildi. Deneylerde fitokimyasallarin
hiicre tipine gore etkinliklerinin de degistigi tespit edildi. Calismada A-549 hiicreleri
tizerinde Gama-Terpinen ve P-Cymen’in, A-2058 hiicreleri lizerinde ise 6zellikle Gama-
Terpinen’in kaspaz-3 aktivitesini anlamli diizeyde arttirdig: tespit edildi. S6zgelimi A-549
hiicreleri lizerinde Alfa-Pinen’in Bcl-2 gen ekspresyonunu, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in
Bcel-xL gen ekspresyonunu anlamli diizeyde inhibe ettigi tespit edilirken, Alfa-Pinen ve
Gama-Terpinen’in NF-xB gen ekspresyonunu anlamli derecede inhibe ettigi tespit edildi.
Kombinasyon deneylerinde de tekli kullanimlarda oldugu gibi fitokimyasallarin
etkinliklerinin hiicre tiplerine goére anti-apoptotik ve pro-apoptotik gen eksresyonlarininin
farkli diizeyde etkiledikleri tespit edildi. Fitokimyasallarin kombine kullanimlari durumunda
hiicre tipine gore farklilik goriilse de bazi gen ekspresyonlar: iizerinde gii¢lii sinerjistik
etkinlikler tespit edildi. Sozgelimi MCF-7 hiicreleri {lizerinde yapilan kombine etkinlik
deneylerinde, Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen, Gama-Terpinen art1 Paklitaksel ve Gama-
Terpinen art1 Alfa-Pinen artt P-Cymen art1 Paklitaksel kombinasyonlarinin anti-apoptotik
genlerden Bcl-2 gen ekspresyonunu anlamli derecede azalttigi tespit edildi. In vivo
deneylerde, Alfa-Pinen tedavi grubunda akciger ve karaciger dokularinda melanosit
metastazinin sirastyla %30 ve %20 oraninda azaldig1, Gama-Terpinen tedavi grubunda hem
akciger ve hem de karaciger metastazinin %50 oraninda azaldig tespit edilirken, Alfa-Pinen
art1 Dakarbazin kombine tedavi grubunda akciger ve karaciger metastazinin sirasiyla %70
ve %80 oraninda azaldigi tespit edildi. Alfa-Pinen arti Gama-Terpinen artt P-Cymen art1
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Dakarbazin tedavi grubunda ise farelerin yalnizca %10’unda deri ve %10’unda ise akciger
dokusunda melanosit varligi tespit edildi.

Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in kombinasyonlar1 ve kanser ilaglariyla
farkli kombinasyonlariin 6zellikle Bc/-2 ve p53 gibi bazi genlerin ekspresyonlarini arttirici
ya da inhibe edici yonde giiglii sinerjiler olusturmustur. Fitokimyasallarla kemoterapdtik
ajanlarin kombine kullanimi, antikanserojen olarak kullanilan ilaglarin etkinligini artirmis
ve hiicreler iizerindeki sitotoksisiteyi de azaltmigtir. Boylece, kanser tedavisinin
kemoterapotiklerle tedavi basar1 oranlar1 da artacaktir. Bu fitokimyasallarin Paklitaksel ve
Dakarbazin ile ikili, tiglii ve dortlii kombinasyonlarinin yapilmasi, bu {i¢ kanser tiirii tizerinde
tarafimizdan ilk kez arastirilmis olup, bu kombinasyonlarin giiclii etkinlikler sergiledigi
tespit edilmistir. Insan meme, akciger ve melanoma kanserlerine kars: bu fitokimyasallarin
cesitli kombinasyonlarinin oldukg¢a giiclii etkinlik gostermeleri, bu kanser tiirlerinin
tedavilerinde olduk¢a umut vaad edici olarak degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Alfa-Pinen, Gama-Terpinen, P-Cymen, sinerjistik etki, deri alt1
tiimor modeli.
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ABSTRACT

Investigation of In vitro and In vivo Antitumoral Activity of Alfa-Pinene,
Gamma-Terpinene and P-Cymen by Apoptosis in Human Lung (A-549),
Breast (MCF-7) and Melanoma (A-2058) Cancer Cells

Cancer is a serious public health problem that kills millions of people around the
world each year. In this study, we investigated the anticarcinogenic activities of Alpha-
Pinene, Gamma-Terpinene and P-Cymen on three different human cancer cells, as well as
the synergistic effects of these phytochemicals and combinations of Paclitaxel and
Dacarbazine double, triple and quadruple.

Anticancer activity or synergistic activity studies were performed in non-toxic
concentrations of phytochemicals. Gene expressions of p53, Bax, NF-«B, Bcl-2 and Bcl-xL
and caspase-3 (excluding MCF-7 cells) were analyzed by Real-Time PCR method and
protein expressions were analyzed by Western blotting method. Antitumoral activities of
phytochemicals and their combinations on the host were investigated in an experimental
subcutaneous mouse tumor model.

Non-cytotoxic concentrations of Alpha-Pinene, Gamma-Terpinene and P-Cymen
were determined as 0.078, 0.625 and 1.25 pg/ml, respectively. The concentrations of Alpha-
Pinene, Gamma-Terpinene, and P-Cymen that induce the highest level of apoptosis in cancer
cells were 0.019, 0.078 and 0.625 pg/ml, respectively. In the experiments, differences were
found in the activities of phytochemicals according to the cell type. It was determined that
Gamma-Terpinen and P-Cymen on A-549 cells and especially Gamma-Terpinen on A-2058
cells significantly increased caspase-3 activity. For example, on A-549 cells Alpha-Pinene
significantly inhibited the expression of Bc/-2, while Gamma-Terpinene and P-Cymen
significantly inhibited the expression of Bc/-xL. Alpha-Pinene and Gamma-Terpinen
significantly inhibited NF-xB gene expression on the same cells. In combination
experiments, it was determined that the activities of phytochemicals affect different levels
of antiapoptotic and proapoptotic gene expressions according to cell types, as in the single
use of phytochemicals. Although the activities of the combinations of phytochemicals differ
according to cell type, strong synergistic activities were detected on some gene expressions.
For example, in combined efficacy experiments on MCF-7 cells, combinations of Gamma-
Terpinene plus Alpha-Pinene, Gamma-Terpinen plus Paclitaxel and Gamma-Terpinene plus
Alpha-Pinene plus P-Cymen plus Paclitaxel significantly increased Bcl-2 gene expression
from anti-apoptotic genes. It was found to decrease. In in-vivo experiments, it was found
that melanocyte metastasis in the lung and liver tissues decreased by 30% and 20%,
respectively, in the Alpha-Pinene treatment group, and both lung and liver metastases were
reduced by 50% in the Gamma-Terpinen treatment group. However, it was found that lung
and liver metastasis decreased by 70% and 80%, respectively, in the combined therapy group
of Alpha-Pinene plus dacarbazin. In the Alpha-Pinene plus Gamma-Terpinen plus P-Cymen
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plus Dakarbazin treatment group, melanocyte presence was detected in only 10% of the mice
and the lung tissue in 10% of the mice.

Combinations of Alpha-Pinene, Gamma-Terpinene and P-Cymen and their
different combinations with cancer drugs have created strong synergies to increase or inhibit
the expression of some genes, especially Bcl-2 and p53. Combined use of phytochemicals
and chemotherapeutic agents increased the efficacy of drugs used as anticarcinogen and
decreased cytotoxicity on cells. Thus, the success rates of cancer treatment with
chemotherapeutics will increase. Double, triple and quadruple combinations of these
phytochemicals with Paclitaxel and Dakarbazin have been investigated by us for the first
time on these three types of cancer and it has been determined that these combinations
exhibit strong activities. The strong efficacy of various combinations of these
phytochemicals against human breast, lung and melanoma cancers has been evaluated as
highly promising in the treatment of these cancer types.

Keywords: Alpha-Pinene, Gamma-Terpinen, P-Cymen, synergistic effect,
subcutaneous tumor model.
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1. GIRiS

Kanser her yil diinya ¢apinda milyonlarca 6liime yol acan ciddi bir halk sagligi
problemidir. Gliniimiizde tipta oldukc¢a Onemli ilerlemelere ragmen, kanser tedavisini
tyilestirmek icin hala ele alinmasi gereken ¢ok sayida problem bulunmaktadir. Bugiin
tedavide kullanilan bir¢ok kemoterapdtik ilag mevcut olsa da bu ilaglarin etkinliklerinin
diisiik olmasi ve kullanimlarindaki en biiyiik tehdit konak {izerinde goriilen yan etkileridir.
Kanser ilaglarinda konakta goriilen yan etkiler ¢cogu zaman etkili bir terapdtik ilacin
kullanimin1 dahi kisitlayacak dl¢iide ciddi zararlar verebilmektedir (Bisen 2013, Aslam ve

ark. 2014).

Gliniimiizde kanser tedavisinde; cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi temel
uygulamalarin yaninda monoklonal antikorlar, sitokinler, kanser asilari ve hiicre temelli
tedaviler gibi cok c¢esitli segenekler tedavide uygulanan yontemler arasinda sayilabilir.
Kanser kemoterapisinde sonuclar1 iyilestirmek icin immiinoterapi ajanlari, dogal iirlinler

gibi kombinasyon tedavileri gerekli olabilir (Bisen 2013).

[lag arastirmalarinda en 6nemli stratejilerden biri haline gelmis olan dogal iiriinler
halk arasinda da binlerce yildir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilagelmistir. Bitkisel
dogal iiriinlerin son zamanlarda yapilan ¢esitli ¢aligmalarda artan bir cazibesinin oldugu
goriilmektedir. Halk arasinda yiizyillardir ¢esitli fitokimyasallari1 ihtiva eden tibbi bitkiler
tedavi amaciyla halk tibbinda kullanilmaktadir (Duran ve ark. 2017). Fitokimyasallar
bitkilerde yaygin olarak bulunan bilesikler olup, tamami insan saglig1 agisindan son derece
faydali olan ve anti-enflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, antikanserojen ve
immiinomodiilator 6zelliklere sahip komponentlerdir (Ay ve Duran 2018). Direkt etkilegsime
girerek ya da gen ekspresyonunun modiilasyonu yoluyla karsinogenezisle ilgili bir¢ok
hedefin aktivitesini modiile edebilme yeteneklerinden dolayi, kanser hiicrelerinin
cogalmasin1 inhibe edebilmektedir. Bununla birlikte, antikanser ajanlar olarak
fitokimyasallarda karsilagilan en Onemli sorun, tek bir bilesigin in vivo etkilerini
engelleyebilecek zayif biyoyararlanimlaridir. Fitokimyasallarin viicutta zayif olarak emilim

ve biyo dagilim gosterdigi ve hizli bir metabolizma ve atiliminin oldugu bildirilmektedir.



Bir fitokimyasalin zayif biyoyararlanimi, kanser hiicreleri iizerinde verilen dozu da
etkilemektedir. Bu dezavantaj1 ortadan kaldirmanin bir yolunun ise farkli fitokimyasallarla
ya da fitokimyasallarla mevcut anti-kanser ilaglarin kombinasyon yonteminin oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica fitokimyasallarin birinin kullanimindan ziyade birden fazlasinin
kombinasyonunun daha etkili sonuglar yaratabildigi de bildirilmistir (Mohan 2013, Zulkipli
ve ark. 2015).

Bircok bitkisel esansiyel yag kimyasal bilesimlerinde yiiksek oranda monoterpen
icermekte, bu maddelerin de Ozellikle antitiimdral aktivite gibi 6nemli farmakolojik
aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmistir. Monoterpenler, meyveler, sebzeler ve birgok
bitkinin ugucu yag iceriginde bulunmaktadir. Monoterpenlerin hem karsinogenezin
baslangicinda hem de progresyon asamalarinda karsinojenez siirecini 6nledigi in vitro ve in
vivo olarak ¢ok sayida cesitli hiicresel ve molekiiler etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(Sobral ve ark. 2014). Monoterpenlerin erken ve ileri evre kanserlerin tedavisinde etkili
olabilecegi de bildirilmistir. Bugiin antikanserojen etkili ilaglarin %70’den fazlasinin dogal

iriinlerden tiiretildigi bilinmektedir (Tan ve ark. 2006).

(Calismalarda fitokimyasallarin veya bazi dogal bilesiklerin ¢esitli kanser hatlarinda
antikanserojen etkilerinden bahsedilmektedir (Duran ve ark. 2017, Sobral ve ark. 2014,
Yeruva ve ark. 2007, Halabi ve ark. 2014). Bu bilesenlerin mevcut tedavilerle sinerjik olarak
aktivite gosterebilecegi ve bu alanda kanser tedavisi i¢in yeni protokollerin arasgtirilmasinin
onemli oldugu bildirilmistir. Cesitli calismalarda fitokimyasallarin  konvansiyonel
kemoterapi ve radyoterapi ile sinerjik bir sekilde hareket ettigi ve hatta insanlarda olumlu
sonuglart goriilen sinirli bazi klinik ¢alismalarin oldugundan bahsedilmektedir (Lesgards ve
ark. 2014). Sinerji, baz1 maddelerin ayr etkilerinin toplamindan daha biiyiik bir birlesik
etkiye ulagsmak icin isbirligi yaptig1 bir siirectir. Daha giiglii etkinlik elde etmek igin
gelistirilen bir strateji olarak diisiiniilebilir. Bu baglamda, bitkisel iiriinler ile geleneksel
ilaglar veya biyokimyasal bilesikler arasindaki etkilesimde sinerjik etkiler gozlemlenebilir.
Bu tiir siireclerin getirdigi herhangi bir iyilestirme, hastaliklar1 tedavi etmek i¢in avantajli
bir sekilde kullanilabileceginden bu etkilesimlerin belirlenmesi ve kullanilmasi énemlidir.
Kanser gibi komplike bir hastalikta dahi hastalara daha fazla fayda saglamak veya olumsuz

yan etkilerden kaginmak dahil olmak {izere en iyi sonuglar elde etmek i¢in pozitif sinerjik



bitki-ilag etkilesimleri arastirllmalidir (Butterweck ve ark. 2000, Hemaiswarya ve ark.

2008).

Kombine tedavileri kanser hiicreleri veya patojenlerin dogrudan bloke edilmesi
veya yok edilmesinin yani sira insan viicudu savunmalariin veya onarim mekanizmalarinin
aktivasyonuna odaklanan yararli bir stratejidir. Daha dnceleri benimsenen tekli ilag tedavisi
dogmasi giiniimiizde ¢ok tercih edilmemektedir. Ozellikle kemoterapétiklerin dogal bir
iriinle kombine edilerek hem kemoterapdtik maddenin etkinligin arttirilmasi hem de
konakta immunmodiilasyonu saglamasi veya yan etkilerin azaltilmasi amaglanmaktadir.
Ozellikle son yillarda tiim diinyada fitoterapdtik ajanlarin etkinlikleri {izerinde yogun

calismalar stirdiiriilmektedir (Hemaiswarya ve ark. 2008, Zhang ve ark. 2011).

Birgok hastaligin ¢ok yonlii bir etiyolojiye sahip oldugu ve tek bir uygulamaya gore
bir ilag kombinasyon stratejisi ile daha basarili bir sekilde tedavi edilebilecegi ortaya
cikmigtir. Diinyada kanser gibi ¢ok faktorli ve oldukca karmasik hastalik tedavisi i¢in goklu
ilagc tedavisi segenekleri yaygin olarak benimsenmektedir (Butterweck ve ark. 2000,

Hemaiswarya ve ark. 2008, Nagaprashantha ve ark. 2011).

Sinerji iki veya daha fazla maddenin kombine etkilerinin her bir maddenin etkisi
toplamindan daha giiclii etki yaratabilmek amaciyla etkilesim veya isbirligi olarak
tanimlanir. Bir bagka deyisle "bir sistemin iki veya daha fazla bileseni arasindaki igbirligine
dayal1 etkilesim, bu birlesik etki her bir parcanin toplamindan daha biiytiktiir. Sinerjik etkiye
anatomide, kas gruplarinin tek tek kaslarin olusturabileceginden daha biiyiik bir kuvvetle
sonuglanan birlesik hareketi 6rnek verilebilir. Farmakolojide sinerjizm terapotik ajanlarin
kullanimimin farkli yollar etkileyebildigi ve tedaviyi daha verimli hale getirdigi
bildirilmektedir. Bunun yani sira sinerjik etki veya farmakolojik sinerji, tek tek bilesenlerden
yeni ve farkli etkiler liretmek i¢in etkilesime giren birlesik bilesenlerin etkisi olarak

tanimlanmaktadir.
Kombine Kullanimlarda Beklenen Faydalar:

¢ Sinerjik Cok Hedefli Etkiler;
Bir bilesik veya bir karisim beklendigi gibi tek bir hedef {izerinde hareket etmekle

kalmaz, ayn1 zamanda farkli hedefleri (metabolitler, reseptorler, enzimler, iyon kanallari,



tasiyicilar, niikleik asitler, ribozomlar ve proteinler gibi tiim islevsel veya yapisal hiicre
bilesenleri) de etkileyebilmektedir.
e Farmakokinetik veya Fizikokimyasal Etki Modiilasyonu;

Sinerjik etkiler, bir bilesigin veya karisimin ¢oziiniirligii dahil olmak iizere
fizikokimyasal oOzelliklerini etkileyerek sozde biyoyararlanimda bir iyilesme de
saglayabilmektedir.
¢ Diren¢ Mekanizmalarina Miidahale;

flaca direncli mikroorganizmalar (bakteriler, mantarlar) veya kanser hiicreleri
tizerinde, ila¢ direncinin gelisimini antagonize edebilen dogal tiirevlerin varlig1 sayesinde
(antibiyotikler ~veya kanser ilaclar1 ile birlikte saglanir) sinerjik  etkiler
gbzlemlenebilmektedir.
¢ Eliminasyon veya Notralizasyon Potansiyeli;

Bir bilesik veya karisim, bir ilacin toksik etkisini ortadan kaldirma veya nétralize
etme, hatta olumsuz etkilerini azaltma veya etkisizlestirme ve tedavide iyilesme ile
sonuclanma kabiliyetine sahip olabilir (Butterweck ve ark. 2000, Hemaiswarya ve ark.

2008).

Kanser tedavinde tiim kanser tipleri i¢in en Onemli ve vazge¢ilmez segenek
kematerapotik uygulamalaridir. Giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilan ¢ok sayida ve
farkli grup kematerapdtikler olsa da mevcut ilaclarin etkinliinin diisiik olmas1 yan etki
sorunu ve etkinligi olan ilaglara direnc gelisimi kanser kemoterapisinin dniinde en biiyiik

engeldir.

Biz ¢alisgmamizda Alfa-Pinen, Gama-Terpinen, P-Cymen’in farkli kombinasyonlari
ile akciger, meme ve melanoma kanserleri tedavisinde yaygin olarak kullanilan
antikanserojen ilaglar arasinda yer alan Paklitaksel ve Dakarbazin ile bu fitokimyasallarin

ikili, ti¢lii ve dortlii kombinasyonlarinin etkinliklerini degerlendirmeyi amagladik.
Amac

Gilintimiizde konvansiyonel kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin yan etkileri ve
tedaviye karsi olusan direng sebebiyle kanser hiicrelerinin proliferasyonunu durdurucu yeni
ilag arastirma ¢alismalar1 son derece onemlidir. Bir¢ok medisinal bitkinin antikanserojen

aktivitesi konusunda diinyanin farkli yerlerinde in vivo ve in vitro ¢ok c¢esitli ¢calismaya



rastlanilabilse de Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen gibi fitokimyasallarin anti-
neoplastik etkilerinin ¢esitli hiicre hatlarinda ve deneysel olarak olusturulmus tiimor

modelinde arastirildig1 kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bizim bu ¢alismadaki amaclarimiz:
— Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in farkli insan kanser hiicre hatlar1 [meme
(MCF-7), akciger (A-549), melanoma (A-2058)] iizerinde antiproliferatif etkilerinin
varligini arastirmak,
— Aktif komponentlerin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilabilmesi ve anlasilabilmesi
icin bu komponentlerin bazi apoptotik ve anti-apoptotik genlerin (Bc/-2, Bcl-xL, NF-kB ve
p33, kaspaz-3 ve Bax) transkripsiyonlarint Real-time PCR yontemiyle arastirmak ve bu
genlerin sorumlu oldugu protein seviyelerini ise Western blotlama yontemiyle gostermek,
— Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in birbirleriyle, Paklitaksel ve Dakarbazin ile
birlikte sinerjistik etkilerinin varligini arastirmak,
— Bunun yaninda, in vitro etkinligi tespit edilen fitokimyasallarin ya da kombinasyonlarinin
deneysel olarak olusturulmus deri alt1 fare tiimor modelinde antikanserojenik etkinliginin

arastirilmasidir.

Hedefler

Bu calisma ile;
e Fitokimyasallarin (Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen) kombine kullaniminin
bireysel etkileriyle kiyaslanmasi,
e Fitokimyasallar ile konvansiyonel ila¢ kombinasyonlarin kanser ilaglarinin etkinligi
(aktivitesinin artmasi, yan etkilerinin azalmasi gibi) lizerindeki etkilerinin gosterilmesi,
¢ Fitokimyasallar ile fitokimyasal-ila¢ kombinasyonlarinin insan kanser hiicreleri lizerinde
etkisinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi,
e Kanser hiicrelerine kars1 etkinligi yiiksek yeni aktif kombinasyonlar1 tanimlamak,
e Boylece etkinligi diisiik, yan etkileri yiiksek olan klasik ilaglarin etkinligini arttirmada, yan

etkilerini azaltmada dogal triinleri kullanimin gdsterilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fitokimyasallar

Insanligin baslangicindan beri insanlar bitkileri beslenme amaciyla ve tibbi
ozelliklerinden dolay1 ¢esitli hastalikalrin tedavilerinde de kullanagelmislerdir. Gliniimiizde
ise diinyanin farkli cografyalarinda yer alan birgok endemik tibbi bitkinin ¢ok cesitli
farmakolojik oOzelliklerinden dolay1 tedavide ve ila¢ gelistirme sanayinde kullanildigi

bilinmektedir (Silva ve ark. 2016).

Bitkiler, yiiksek terapdtik potansiyele sahip tibbi bilesiklerin sentezinde rol oynar.
(Ukwuani ve ark. 2013) Bitkisel ilaglarin diisiik maliyetli olmas1 onlart gelismekte olan
tilkelerde daha ilgi ¢ekici yapmaktadir. Bitkilerin tibbi tedavide kullanim1 ¢ok eski ¢aglara
kadar uzanmaktadir ve doga, binlerce yildir insanlara tibbi tedavi kaynagi olmustur.
Literatiirde milattan sonra yirmili yillarda hekim Dioscorides’in 600 civarinda tibbi bitkinin
tanimin1 yaptigi Ronesan donemine kadar bu bilgilerin farmakoloji alaninda faydalanilan
temel kaynaklardan biri oldugu bildirilmektedir. Tarih boyunca bir¢ok bilim insaninin tibbi
oneme haiz olan bitkilerden sifa aradigi ya da buldugu tarih kitaplarinda yer almaktadir.
Sozgelimi Hipokrat’in atesi diisiirmek i¢in soglit agact yapraklarini  kullandig
bildirilmektedir (Huie 2002). Dogal iirtinlerin koku, tat ve renklerinden dolay1 hastaliklarin
tedavisinde insanoglunun ilgisini ¢ektigi diisiiniilmiistiir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO),
diinya niifusunun % 80'inin temel saglik hizmetlerinin sifali bitkilere bagh oldugunu
bildirmistir (Prakash ve Sandhu 2012). Bitkilerde elde edilen tibbi 6nemi yiiksek olan dogal
iriinler arasinda; monoterpenler, terpenoidler, poliketidler, amino asitler, proteinler,

karbonhidratlar, lipidler sayilabilir (Jyoti ve ark. 2019).

Biyolojik sistemler tarafindan iiretilen bilesikler genellikle iki gruba ayrilir. Ilki,
primer, digeri ise sekonder metabolitlerdir. Primer metabolitler hiicre ¢ogalmasi ve gelisimi
icin gerekli olan karbonhidratlar, amino asitler, proteinler ve lipidler gibi kimyasal
maddelerdir. Ikincil metabolitler ise; ¢evreleriyle etkilesime girerek hayatta kalma ve
koruma gibi gorevleri olan diisiik molekiiler agirlikli maddeleri kapsamaktadir. Terpenler,

alkaloidler veya fenolik asitler sekonder metabolitler sinifindandir (Azmir ve ark. 2013).



Sekonder metabolitler, bitki, kok, govde, aga¢ kabugu, yaprak, c¢icek, meyve ve tohum
6zlerinden elde edilmektedir (Bernhoft 2010).

Ugucu yaglar, bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen aromatik, ugucu ve
kompleks sivilardir. Bunlar, bitkilerde savunma mekanizmalarinda yer alan ve genellikle
terpenler (mono, seskiterpenler ve diterpenler), alkol, esterler, ketonlar, asitler, apoksitler,
aldehit, siilfit, amin ve benzeri sekonder metabolitlerdir (Bhagat ve ark. 2020). Bunlar, hem
ucucu hem de ugucu olmayan maddeleri igerir. Ugucu olmayan bilesikler arasinda en yaygin
olanlar ise fenolik asitler, flavonoidler ve tanenlerdir (Marchese ve ark. 2017). Kozmetikte
cesitli kullanimlar1 disinda, farmasétikler, parfiimler, yiyecekler ve alkollii igeceklerde
kullanilirlar. Ayrica, antimikrobiyal, analjezik, antioksidan, antiviral, antispazmodik, gaz
giderici, analjezik, anti-inflamasyon gibi ¢esitli biyolojik 6zelliklerinin oldugu bildirilmistir

(Arpag ve ark. 2020, Bhagat ve ark. 2020).

Fitokimyasallar, sekonder bitkisel metabolitler olarak bilinmektedirler. Dogal
tiriinlerdeki biyoaktivite, genellikle patojenlere karsi korunma, bitkiler arasindaki rekabette
hayatta kalma ve abiyotik streslere karsi savunmada bitkinin sahip oldugu fitokimyasallarin
o6nemli rol oynadiklar1 bildirilmistir (Ruba ve ark. 2013). Fitokimyasallar; genel olarak, bitki
hiicrelerini kirlilik, stres, kuraklik, UV'ye maruz kalma ve patojen saldirilarina karsi ¢evresel
tehlikelerden koruyan bitki kimyasallar metabolitlerdir. Giintimiizde 4.000'den fazla
fitokimyasal siniflandirilmis ve 150 fitokimyasal ayrintili olarak incelenmistir (Saxena ve
ark. 2013). Fitokimyasallar meyvelerde, sebzelerde, baklagillerde, kepekli tahillarda,
kuruyemislerde, tohumlarda, mantarlarda, sifali otlarda ve baharatlarda bolca bulunur.
Fitokimyasallar bitkilerin kok, govde, yaprak, cicek, meyve veya tohum gibi farkli
kisimlarinda birikmektedir (Saxena ve ark. 2013).

Fitokimyasallar (phyto=bitki) bitkilerde bulunan biyolojik olarak aktif, dogal
olarak meydana gelen kimyasal bilesikler olarak da tanimlanabilir. Insan saglig: iizerinde

son derece dnemli faydalarinin oldugu bildirilmistir. (Sarany ve Divyabharathi 2019).

Fitokimyasallarin, antibakteriyel, antiviral, antioksidan oOzellikleri yaninda
detoksifikasyon enzimlerinin modiilasyonu, bagisiklik sisteminin uyarilmasi, trombosit
agregasyonunun azalmasi, hormon metabolizmasinin modiilasyonu ve antikanser etki gibi

cesitli biyolojik 6zelliklerinin oldugu ¢esitli calismalarda bildirilmistir. Bunun yaninda,



fitokimyasallarin DNA replikasyonunda da rol oynadig: bildirilmistir. Fiziksel olarak hiicre
duvarlarina baglanarak patojenlerin insan hiicre duvarina adezyonunu inhibe ettikleri
bildirilmistir (Ngoci ve ark. 2011). Fitokimyasallar temel besinler degildir ancak yasamin
stirdiiriilmesi, baz1 hastaliklarin 6nlenmesi veya bunlarla savasilmasi i¢in olan molekiillerdir

(Saxena ve ark. 2013).

Bazi fitokimyasallarin terapotik ve profilaktik ozelliklere sahip oldugu, normal
hiicre saglig1 ve onarimi i¢in besin sagladigi, kanserojenleri inhibe ettigi ve antioksidan
gorevi gordiigii bilinmektedir (Ngoci ve ark. 2011). Fitokimyasallarin farmakolojik
etkinliklerinin ~ farkli molekiillerle arttabilecegi sinerjik etkilesimin olabilecegi
bildirilmektedir. Fitokimyasallar patojen mikroorganizmalarin direncini kirabilmekte ve
adaptif reaksiyonlarin1 da azaltabilmektedir (Olila ve ark. 2001). Terpenoidler, alkaloidler,
tanenler, flavonoidler, saponinler, fitosteroidler, glikozitler fitokimyasallara 6rnek olarak

verilebilir.

Terpenoidler, bir veya daha fazla karbon iskeletine sahip izopren molekiil
tiirevleridir (Njeru ve ark. 2013). Terpenoidlerin cogu fonksiyonel gruplari ve temel karbon
iskeletleri ile birbirinden farkliliklar gostermekte olup cok halkali yapiya sahiptir. Bu tiir
dogal lipitler, her canli sinifinda bulunabilir. Bu nedenle en biiyiik dogal tiriin grubu olarak
kabul edilir (Elbein ve Molyneux 1999). Terpenoidler gida katki maddeleri olarak
kullanilmakta olup kozmetik sanayinde, tat ve koku olarak kullanimlar1 bakimindan
onemlidirler (Harborne ve Tomas-Barberan 1991). Terpenler, bitkilerde ucucu yaglarin
bilesenleri olarak dogada yaygin olarak bulunurlar. Yap1 taslar1 hidrokarbon izoprendir.
Antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiprotozoonal, antiallerjik, immunmodiilatér ve
antineoplastik ozellikleri gibi zengin farmakolojik etkinliklerinin oldugu bildirilmektedir
(Duran ve Kaya 2018, Bayraktar ve Duran 2018). Bu molekiillerin hiicre zar1 yapisini

bozarak etki ettigi diistiniilmektedir. (Ngoci ve ark. 2011).

Monoterpenlerin oksidasyonu veya yeniden diizenlemesi gibi biyokimyasal
modifikasyonlar sonucu monoterpenoidleri tiretilmektedir. Monoterpenoidlerin iki izopren
birimi mevcuttur. Siklik (Eucalyptol, Limonene, Citral, Camphor, Pinen, Geranil pirofosfat

gibi) veya asiklik yapida bulunabilirler (Saxena ve ark. 2013).



Bitki tiirleri 6nemli gida takviyesi ve tibbi saglik iirlinleri kaynaklaridir. Biyoaktif
bilesikler, metabolizma {irlinleri olup insanlarda ve hayvanlarda benzer sekilde hareket
ederler (Gurib-Fakim 2006). Nutrasdtik {irtinlerin hastaliklar1 onlemedeki etkinligi, aktif
bilesenlerin stabilitesinin, biyoaktivitesinin ve biyoyararlaniminin korunmasina bagli olarak
degismektedir (Fang ve Bhandari 2010). Bu olduk¢a 6nemli bir sorundur ¢iinkii oral
uygulamadan sonra genellikle midede kalma siiresinin yetersiz olmasi, diisiik ge¢irgenlik,
bagirsakta ¢Oziiniirliigiin diisiik olmas1 ve gastrointestinal sistemde diisiik emilim gibi
nedenlere bagli olarak molekiillerin sadece kii¢iik bir kismi kullanilabilir durumda
kalabilmektedir (Leonard 2000). Fitokimyasallar biyolojik olarak parcalanabilir bir polimer
icinde kapsiillenebilmektedir. Hiicrelerin kullanimi bir slispansiyona gore daha kolaydir ve
mikropartikiillerdeki dozajlar1 kontrol edilebilmektedir. Ayrica kombine kullanimlari

durumunda etkinlikleri ve emilimi artmaktadir (Anal ve Singh 2007).

2.1.1. P-Cymen

P-Cymen [1-metil-4- (1-metiletil) -benzen], benzen halkasi bir metil ve bir
izopropil gruba sahip olan ve dogada bulunan aromatik bir hidrokarbondur. Kekik ve kekik
gibi aromatik bitkilerde bol bulunmaktadir. P-Cymen, Thymus (kekik), Ocimun (Lamiaceae-
feslegen), Eucalyptus (Okaliptus), Origanum, Protium (Burseraceae) ve Artemisia
(Asteraceae) cinsine ait 100'den fazla bitki tiiriinde bulunur (Marchese ve ark. 2017). Dogal
olarak 200'den fazla gidada (portakal suyu, greyfurt, mandalina, tereyagi, havug, kekik ve
baharatlarin ¢ogu) ve cesitli bitki tiirlerinde yaygin olarak bulunan bir monoterpendir. P-
Cymen’in, antiinflamatuar, antinosiseptif, analjezik ve antioksidan ve immiinomodiilator

etkinliklerin oldugu bildirilmistir (Santos ve ark. 2019).

Deneysel hayvan modeli lizerinde gerceklestirilen in vivo calismalarda, P-
Cymen’nin oksidatif stresi azaltarak antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirdigi
bildirilmistir (Marchese ve ark. 2017). Ayrica, in vitro ve in vivo niikleer faktor-xB (NF-xB)
ve proinflamatuar sitokinlerin sentezinde yer alan yollar1 aktive ettigi, protein kinazi inhibe
ederek sitokin iretimini (timdr nekroz faktorii-a, interlokin-1p, interlokin 6) modiile ettigi

ve bdylece anti-inflamatuar aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Marchese ve ark. 2017).



2.1.2. Alfa-Pinen

Pinen (C10H16) bisiklik, ¢ift bagli, terpenoid bir hidrokarbondur (Winnacker
2018). Alfa ve B-Pinen, iki izomerdir ve dogada en yaygin bulunan monoterpenoidlerdir.
Alfa-Pinen, renksiz, suda ¢oziinmeyen ancak yagda ve etanolde ¢oziinen organik bir sividir.
Kaynama noktas1 155 °C’dir (Vespermann ve ark. 2017). Alfa-Pinen Pinus sp. (¢am), bircok
Salvia sp. (adacay1), Rosmarinus officinalis (biberiye), Helichrysium sp, Pistacia vera
(fistik), siyah erik, Cannabis sativa gibi igne yaprakli birgok bitki tiiri basta olmak tlizere en

az 40 farkl esansiyel yagda bulunur (Borges ve ark. 2019, Nuutinen 2018).

Alfa-Pinen’in fungisidal, antiviral ve antimikrobiyal etkinlikler gibi c¢esitli
farmakolojik etkinliklerinin oldugu bildirilmistir. Alfa-Pinen hiicre siklusu iizerinde
modiilator etki, antioksidan etki, antiinflamatuar etki ve apoptozun uyarilmasi gibi cesitli
molekiiler mekanizmalarla antikanserojen etkinlige sahiptir (Hou ve ark. 2019). Kiiciik
hiicreli olmayan akciger karsinomuna karst Alfa ve beta pinen’in antikanserojen
etkinliginden bahsedilmis, ayrica, meme kanseri ve l6semi hiicreleri iizerinde de hiicresel

¢ogalma iizerinde inhibitdr etkilerinin oldugu bildirilmistir (Winnacker 2018).

2.1.3. Gama-Terpinen

Gamma-Terpinen (p-Mentha-1,4-diene) C10H16 olak formiile edilen 136.23 g/mol
molekil agirligindadir. Gama-Terpinen, iki ¢ift bagin konumunda farklilik gosteren fi¢
izomerik monoterpenden biridir. Digerleri de Alfa- ve beta-Terpinendir. Alfa-Terpinen’de
cift baglar, p-mentan iskeletinin 1 ve 4 konumlarindadir (National Center for Biotechnology
Information). Bir monoterpen olan Gama-Terpinen 6nemli derecede anti-enflamatuar etkiye
sahip olup Eucalyptus cinsi de dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli bitkilerin ugucu yaglarinda
bulunan dogal bir bilesiktir. Pre-aromatik olan Gama-Terpinen, Okaliptus, turuncgiller,
kekik, ardig, keklik otu ve geyik otu gibi bir¢ok tibbi ve aromatik bitkinin ugucu yaglarinda
yaygin olarak bulunur. Gama-Terpinen’in antiinflamatuar etkinligi yaninda giiclii

antioksidan aktiviteye de sahip oldugu bildirilmistir (Guo ve ark. 2021).
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2.2. Kanser

Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak bdliintip
cogalmasiyla beliren habis hiicreler olarak nitelendirilmektedir (Xia ve ark. 2018). Ortalama
olarak her dort kisiden birinin hayatinda bir kere kansere yakalanacagi tahmin edilmektedir.
Kalitsal kanserler tiimdrlerin yalnizca kiigiik bir bolimiinii olustursa da ¢ogu kanser, kalitsal
ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir (Ghavami ve ark. 2009, Hausman 2019).
Akciger, meme, melonoma, kolon ve prostat kanser tiirleri tim diinyada morbidite ve
mortalite bakimindan en 6nemli kanser tiirleri arasinda yer almaktadir. Diinya capinda en
sik goriilen kanser tipleri arasinda akciger ve meme kanserleri ilk siralarda yer almaktadir.
Melanoma ise metastatik karekteri ve kotii prognozu sebebiyle akciger ve memekanserleri
yaninda morbidite ve mortalitesi bakimindan ciddi seyirli kanser tiirleri arasinda yer
almaktadir. Bu kanser tiirlerinin her yil on milyonlarca yeni insanda goriilmesi oldukga
korkutucu boyutlarda oldugunun bir gostergesi olarak degerlendirilmelidir. Kanser, iskemik
kalp hastaligindan sonra yaklasik on milyon 6liim orani ile diinyadaki ikinci en yiiksek
mortalite sebebidir. Kanser hastaliginin 2060’hh yillarda yaklagik yillik dliimlerin yirmi
milyon dolaylarina kadar tirmanabilecegi bdylece tiim diinyada en yiiksek mortalite sebebi
olabilecegi hesap edilmektedir (Mattiuzzi ve Lippi 2019). Insanlarin yasamlar1 boyunca
kansere yakalanma riskinin %20 dolaylarinda oldugu bildirilmistir. Erkek cinsiyette
olanlarin kansere yakalanma olasiliginin ise kadinlardan daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Erkeklerde en yiiksek malignite riskinin akciger kanseri iken kadinlarda ise meme
kanserlerinin ilk sirada yer aldig1 bildirilmistir (International Agency for Research on Cancer

2019).

Kanser, diinya ¢apinda en 6nemli morbidite ve mortalite sebeplerinden biri olup
(Potocnjak ve ark. 2018) kanser tedavisinde dnemli zorluklar yaganmaktadir. Ciinkii timor
hiicreleri, proto-onkojenlerin aktivasyonunu ve tiimor supressor genlerin inaktivasyonunu
olusturan DNA molekiiliiniin tiim genetik savunma mekanizmasint ve onarimini

degistirebilmektedir (Magalhaes ve ark. 2017)
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2.2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri tiim diinyada en sik goriilen kanserdir ve kansere bagli 6liimlerin
en Onde gelen nedenidir (Bray ve ark. 2018). Genel olarak, yiiksek riskli gruplarin
tanimlanmasinda yas ve sigara kullanimi temel kriterdir. Ancak arastirmalar akciger
kanserinin sigara disinda; hava kirliligi, ¢evresel ve genetik faktorlerden de etkilendigini
gostermektedir (Akhtar ve ark. 2017). Akciger kanserlerinin ¢ogu sigaradan kaynaklansa da
diinya ¢apinda bir¢ok akciger kanseri vakasi da sigara igmeyenlerde bildirilmektedir (Akhtar
ve ark. 2017). Hig sigara icmeyenlerde akciger kanseri ayr1 bir kategori olarak ele alinsaydi,
diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin yedinci nedeni olacagi bildirilmistir (Parkin ve ark. 2002).
Yasam aligkanliklari, kimyasal ajanlara maruziyet ve diyet gibi ¢esitli unsurlar kanser
gelisimi ile yakindan iligkilidir. Ayrica, farmakolojik miidahale ve beslenme aliskanligi
kanserin ilerlemesini  geciktirerek hastalarin yasam kalitesini O6nemli 6l¢iide
etkileyebilmektedir (Elbe ve ark. 2020). Ayrica, son yillarda geng niifusta akciger kanser
insidans1 artis egilimi gostermektedir (Kang ve ark. 2019). Akciger kanseri olan geng
hastalarin sayis1 goz ardi edilemeyecek kadar artmaktadir. Akciger kanserinde hayatta kalma
oraninin tani sirasindaki klinik ve patolojik evreler ile negatif korelasyon i¢inde oldugu
bildirilmektedir (Woodard ve ark. 2016). Ne yazik ki, semptomlar ortaya ¢iktiginda, hastalik
genellikle ilerlemis olmakta ve hastaligin tedavisi de zorlasmaktadir. Ancak, bilgisayarl
tomografinin bazi tiimorleri erken evrelerde saptayabilmesi erken tani ile birlikte yasam

stiresine art1 olarak yansiyabilmektedir (Team ve ark. 2011).

Akciger kanseri, diinya ¢apinda kansere bagli morbidite ve mortalitenin 6nde gelen
nedeni olup ve ciddi bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir. Gelismekte olan
iilkelerde, kirli hava nedeniyle hastaligin insidansinin daha da yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Yue ve ark. 2017). Son on yilda akciger kanseri en sik teshis edilen
kanserler tiirlerinin baginda yer almakta olup diinya ¢apinda en yiiksek 6liim oranina sahiptir
(Siegel ve ark. 2017). Erkeklerde ve kadinlarda kansere bagli 6liimlerin ikinci nedenidir
(Wattanathamsan ve ark. 2018). Akciger kanseri kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri olmak iizere ikiye ayrilir. NSCLC, tiim akciger
kanseri vakalarinin yaklasik %85’inden sorumludur (Elbe ve ark. 2020). En yaygin tip olan
NSCLC hastalarinin yaklasik %15’inda ortalama yasam siiresinin yaklasik bes yil kadar

oldugu bildirilmektedir. Metastaz bu durumu daha da kétiilestirmektedir. Bu nedenle akciger
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kanserinin molekiiler mekanizmalarinin daha fazla arastirilmasi, bu hastalik i¢in daha etkili

terapotik yontemleri belirlemek i¢in kritik 6neme sahip olacaktir (Fangjun ve Zhijia 2018).

Akciger kanserinin tedavisinde kemoterapi dahil olmak iizere bir¢cok terapdtik
yaklasim vardir. Radyoterapi ve kemoterapi hala standart tedavi metodu olarak akciger
kanserlerinde uygulansa da radyoterapi ve kemoterapi uygulamasindan sonra hayatta kalma
oranlarinin hala oldukga diisiik olmasi etkili bir kemoterapdtik ajana olan ihtiyacin ne denli

yuksek oldugunun en 6nemli gostergesidir. (Chen ve ark. 2017).

2.2.2. Meme Kanseri

Meme kanserleri diinyada en yaygin olan kotii huylu tiimoérlerden biridir. Farkli
ilkeler arasinda bolgesel degisiklikler goriilse de 20-50 yas arasindaki kadinlarda 6liimiin
onde gelen sebebidir (Siegel ve ark. 2019). Meme kanserinde mortalite oraninin
46.3/100.000 oladugu bildirilmistir ki, bu oran en yiiksek mortaliteye sahip kanser tiiriidiir

(International Agency for Research on Cancer 2019).

Cin ve Japonya gibi Asya iilkeleri ile Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa
tilkeleri karsilastirildiginda Asya iilkelerinde meme kanseri daha diisiik mortalite
gostermektedir (DeSantis ve ark. 2019). Diisiik mortalite goriilen bolgelerdeki insanlar, daha
yluksek oranlara sahip tilkelere go¢ ettiklerinde meme kanseri insidansi ve mortalitesinde bir
artis meydana gelmektedir (Mousavi ve Hemminki 2015). Bu da cevresel faktorlerin ve

yasam tarzinin patogenezde 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda yiliksek morbidite ve mortalite
oranlar1 ile onemli bir saglik sorunudur. Meme kanseri, heterojen bir hastalik kompleksi olup
biyolojik 6zelliklerine veya gen ekspresyon modellerine gore farkl alt tiplere ayrilmaktadir.
Meme kanseri hastalarinda metastaz, 6liimiin ana nedenlerinden biri olarak kabul edilir.
Metastaz hiicre dis1 matriksin degradasyonu ile baglamakta, ardindan hiicre invazyonu ve
transendotelyal hiicre gocii ile devam etmekte ve yeni bodlgede kolonizasyonla

sonug¢lanmaktadir (Abdullah ve ark. 2018).
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Meme kanseri diinya ¢apinda en ¢ok tan1 koyulan kanser tipidir. Kadinlarda kanser
Oliimlerinin ikinci Onemli sebebidir. Bazi meme kanseri tiirlerinde tedavide cerrahi,
kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi gibi kapsamli ve etkili tedaviler olsa da hastalarin
yaklasik %30-40’1nda ya metastaz ya da lokal olarak ilerlemis meme kanseri goriildiigii

bildirilmektedir (Assmann ve ark. 2018).

2.2.3. Melanoma

Cilt, en biiyiik organimizdir ve ¢evresel saldirilara karsi birinci basamak koruyucu
bariyer olarak goérevi gdrmektedir. insan cildi siirekli gesitli zararli maddelere, giines
isinlarima ve mikroorganizmalara maruz kalmaktadir. Ciltte farkli streslerin birikmesi
kanserin baglamasi, proliferasyonu ve progresyonu igeren ¢ok asamali bir siire¢ olan deri
karsinojenezine yol acabilir. Baglama asamasi, hiicresel DNA hasarina neden olan
ultraviyole (UV) radyasyonu gibi bir kanserojene maruz kaldiktan sonra gerceklesir. UV
radyasyonu hem dogrudan fotonlar tarafindan DNA hasar1 yoluyla hem de dolayli olarak
reaktif oksidatif stresle DNA, membran ve proteinleri etkileyerek karsinogenezi
indiiklemektedir. Hiicrede DNA hasar1 onarilmadan kalirsa geri doniisii olmayan kalici
genetik mutasyonlar gercekslesmekte ve hiicreye otonom c¢ogalma yetenegi
kazandirmaktadir. Proliferasyon asamasi, klonal hiicre proliferasyonunu tesvik eden
bilesiklere tekrar tekrar maruz birakildiginda meydana gelmektedir. Tekrarlayan yaralanma
veya UV radyasyonu, kronik inflamasyon ve oksidatif stres rejeneratif proliferasyonu gibi
etkenler cilt tiimdriiniin yay1lmasina katkida bulunmaktadir. Progresyon evresinde, iyi huylu
tiimor baska genetik mutasyonlara ugrar ve progresif olarak invazif hale gelir. Metastaz
yapma yetenegi ile malign hiicrelerine doniisiir. Anjiyogenez, vaskiiler yapilardan yeni kan
damarlarinin ortaya ¢iktigi bir siirectir. Progresyon evresindeki iissel tiimor ¢ogalmasi

anjiyogenez yoluyla besin ve oksijen ihtiyacini karsilamaktadir (Ng ve ark. 2018).

Melanoma, deride, gozlerde, i¢ kulakta ve leptomeninglerde bulunabilen pigment
iireten hiicreler olan melanositlerde genetik mutasyonlarin ortaya ¢ikmasindan kaynaklanir
(Davids ve ark. 2013). Melanom, tiim cilt malign tiimdrlerinin yaklasik %1’ini olusturur.
Ancak, kutan6z malign melanom, cilt kanserinin en agresif ve en Oliimciil olanidir

(American Cancer Society Cancer Facts & Figures 2017). Melanoma, en kotii huylu cilt
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kanseri tiirii olup 2019 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde 100.000'den fazla yeni vaka
tan1 almigtir. Melanomanin yilda progresyonu bakimindan en ciddi kanser tiirlerden biri
oldugu bildirilmektedir (Siegel ve ark. 2020). Hastalik metastatik hale geldiginde prognoz
kotiidiir. Tedavinin basarili olabilmesi i¢in erken teshisi ¢ok dnemlidir. Son yillarda kanser
tedavisinde umut verici gelismelere ragmen, metastatik melanomda yasam siiresi yaklasik
8-9 aydir (Soleimani ve ark. 2020). Tiimoriin konum, evre ve genetik 6zelliklerine bagh
olarak, tedavi secenekleri cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, radyoterapi, fotodinamik tedavi

ve immiinoterapi olabilmektedir. (Domingues ve ark. 2018).

Kanser tedavisinde en onemli mekanizmalardan biri apoptoz mekanizmasidir.
Hiicrenin apoptoza siiriiklenmesi intrinsik ve ektrinsik yolakta rol alan baz1 genlerin kontolii

altinda ger¢eklesmektedir.

2.3. Apoptoz (Apoptozis)

Programlanmig hiicre Oliimii olarak da bilinen apoptoz, hiicre gelisimi,
farklilagsmasi ve ¢ogalmasi dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik stireclerde rol oynar. Hasarls,
istenmeyen veya infekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglar. Kromatinin yogunlagmasi,
DNA pargalanmasi, apoptotik cisimlerin gelisimi, kaspazlarin uyarilmasi ve asir1 ROS
uretimi ile karakterizedir. Baz1 kanser ilaglari, apoptoz yoluyla hiicre 6liimiinii uyararak
timor hiicrelerine etki eder. Apoptoz kusurlarinin olmasi konakta kansere ve kemoterapiye

kars1 direng gelisimiyle de sonuglanabilmektedir (Hou ve ark. 2019).

Cok hiicreli organizmalarda hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda iki ana mekanizma
kullanilmaktadir: Nekroz ve apoptoz (Jin ve ark. 2007). Nekroz plazma membranin
parcalanmasiyla tetiklenebilir ve buna bir enflamatuar siirecin olusumu eslik edebilmektedir
(Brown 2008). Apoptoz ise kromatinin yogunlastig1 temiz bir Sliim tipini igerir; DNA
parcalanarak, "apoptotik cisimler" olarak adlandirilan vezikiiller olusmaktadir. Bunlar
makrofajlar tarafindan hizli bir sekilde fagosite edilir ve herhangi bir inflamatuar yanit

olmadan sonlanmaktadir (Lauber ve ark. 2004).

Konakta apoptoz kusurlarinin olusmasi kanser ve otoimmiin hastaliklar

indiiklerken; asir1 hiicre 6liimii ise iskemik vakalar1 artirabilmekte ve ndrodejenerasyonu
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tetikleyebilmektedir (Czabotar ve ark. 2014) Apoptozun tiimér olusumunun
diizenlenmesinde ¢ok dnemli rol oynadig1 ve ayn1 zamanda tedavi yanitini kritik bir sekilde
belirledigi bilinmektedir. Apoptoz indiiksiyonu birka¢ yolla gergeklesebilir. S6zgelimi
sadece tlimor hiicrelerinde anti-apoptotik faktorlerin ekspresyonunu azaltirken pro-apoptotik
faktorlerin ekspresyonunu tetiklemektedir. Bir diger yol ise 6zellikle transforme hiicreler
icinde hareket eden viral partikiillerin infeksiyonuyla meydana gelebilmektedir (Ozben

2007).

Memelilerde apoptoz ii¢ farkl1 yolla baslatilabilir: Oliim reseptorlerinin ligasyonu
ve kaspaz-8 aktivasyonu ile tetiklenebilen hiicre dis1 yolak ile. Hiicresel stres ile baslatilan
ve kaspaz-9'un aktivasyonu ile devam eden hiicre i¢i yolak ile. Sitotoksik hiicre proteaz
granzim B'nin hedef hiicrelere verildigi granzim B yolu ile. (Ghavami ve ark. 2009). Bu
yollarin her biri kaspaz-3 ve/veya kaspaz -7’nin proteolitik aktivasyonunu gerektiren ortak
bir apoptoz faz1 gerektirmektedir (Salvesen ve Dixit 1997). Biyokimyasal olarak, apoptozun
ana Ozellikleri kaspaz aktivasyonu ve DNA fragmentasyonudur (Adams 2003). Mitokondri
cesitli uyaranlarin neden oldugu apoptozda anahtar bir rol oynamaktadir. Mitokondri pro-
apoptotik proteinler (sitokrom c¢, Smac, Omi, AIF ve EndoG) saglar. Bu pro-apoptotik

proteinlerin sitozole salinimi B hiicreli lenfoma 2 (Bc/-2) ailesi tarafindan diizenlenir.

Mitokondriyal yol olarak da adlandirilan intrinsik yol, onkojenik stres
kemoterapotik ajanlar ve metabolik stres dahil olmak iizere gesitli sitotoksik uyaranlar
tarafindan tetiklenmektedir. Bu uyaranlar ilgili Bcl-2 ailesi proteinlerini aktive ederek
mitokondriyal dis zar gegirgenligine yol agmaktadir (Tait ve Green 2010). D1s mitokondriyal
zarin bozulmasiyla, sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO gibi bir dizi apoptotik protein salinir
(Smac/DIABLO, kaspazin ikinci mitokondri kaynakli aktivatoriidiir) (Deng ve ark. 2002).
Sitosolik sitokrom ¢, “apoptozom” olusturmak i¢in apoptoz proteaz aktive edici faktor 1
(Apaf-1) ve inaktif olan procaspase 9’u kullanir. Kaspaz 9’u aktive ederek kaspazin
islenmesini saglar (Beere ve ark. 2000). Mitokondriyal sinyal normal hiicresel homeostaz ve
kanser, diabetes mellitus, obezite ve Parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif bozukluklar

dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin patogenezinde 6énemli rol oynar (Liu ve ark. 2016).

Oliim reseptor yolu olarak da bilinen ektrinsik yol ise dliim reseptorleri ile timdr
nekroz faktorii (TNF) ailesinin ayn1 kokenli ligandlar arasindaki etkilesimlerle aktive edilir.

Oliim ligand uyarimi reseptdrlerin oligomerizasyonunu ve FADD (FADD, Fas ile iliskili
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6lim alani proteinidir) ile kaspaz 8’in rol almasini saglamaktadir. Bunun sonucunda 6liim
indiikleyici sinyallesme kompleksi olusmaktadir. Kaspaz 8'in aktivasyonu, kaspaz 3, 6 ve 7
gibi diger efektor kaspazlari aktive eder (Ashkenazi ve ark. 1998). Bu iki yol 6nce efektor
kaspazlar iizerinde daha sonra proteazlar ve niikleazlar iizerinde birleserek hiicre 6liimiine

neden olmaktadir.

2.3.1. Kaspaz Ailesi ve Kaspaz-3

Kaspazlar, degisken uzunlukta bir N-terminal prodomain, biiylik bir subiinit (20
kDa), kiiglik bir suniinit ( ~10 kDa) ve bu alt birimleri baglayan alan olmak iizere dort
bolgeden olusmaktadir (Salvesen ve Riedl 2008). Pro-apoptotik islevlerine gore baslaticilar
ve efektor kaspazlar olmak lizere iki gruba ayrilir. Baslatic1 kaspazlar (kaspazlar2, 8, 9, 10)
efektor kaspaz grubunu (kaspaz3, 6 ve 7) etkinlestirir. Efektor kaspazlar, hiicre ¢ekirdegi,
sitoplazma ve hiicre iskeletindeki yapisal ve diizenleyici proteinler dahil olmak iizere birgok
substrati dogrudan indirgeyebilir (Wang ve ark. 2005). Kaspazlar apoptozun yiiriitiicli

proteinleridir.

Kaspaz-3 bir efektor kaspazdir. Ektrinsik ve intrinsik hiicre 6liim yollari ile aktive
edilir. Hiicre apoptozununda 6nemli bir rol oynar (Juo ve ark. 1998). Bir calismada meme
karsinomu, hepatoselliiler karsinom, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, mide
karsinomu, kolon karsinomu, multipl miyelom gibi ¢esitli kanserlerde kaspaz-3 somatik
mutasyonu arastirilmistir. Kaspaz-3 somatik mutasyonlart i¢in ayni hastalardan alinan
saglikli ve malign dokular karsilastirdiklar1 calismalarinda normal 6rneklerde herhangi bir
mutasyon gozlenmezken mutasyonlarin somatik olarak artti§1 sonucuna varilmistir (Soung

ve ark. 2004).

2.3.2. Bcl-2

Insan Bcl-2 (B cell Lymphoma/leukemia-2) apoptoz diizenleyici protein ailesinin,
6 anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL gibi), 3 pro-apoptotik (Bax, Bak gibi) iiyesi bulunmaktadir.

Bcl-2 ailesi proteinleri, apoptoz, nekroz ve otofaji dahil olmak {izere temel hiicre 6limii
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mekanizmalarin1 diizenler (Levine ve Kroemer 2008). Boylece onkolojik yollarda kilit
noktalari olarak ¢aligir. Tiimor biyolojisi i¢in dnemli bir kilometre tasi olan Bcl-2 kesfedilen
ilk 6liim karsit1 gendir. Bcl-2 ailesi proteinleri, dort tane Bc/-2 homolog (BH1- 4) alan igerir.
Insan Bcl-2 ailesinde Bcl-2, Bel-xL, Mcl -1, Bel-w anti-apoptotik iiyeleri BH1, BH2, BH3 ve
BH4 igerir. Bax, Bak gibi pro-apoptotik proteinler BH4 icermezler. (Reed 2006). Kanserin

yeni tedavi yaklagimlarinda BH3 iizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir.

Bcl-2 ailesinde bulunan anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler, mitokondrinin
dis zarinda c-terminal transmembran alanlarinda bulunur. Bax ve Bak gibi pro-apoptotik
proteinleri mitokondriyal membran gecirgenligini indiikleyerek kaspaz aktive edici
proteinlerin ve diger hiicre 6liim aracilarinin salinmasina neden olur. Fakat Bc/-2 gibi anti-
apoptotik proteinler, Bax ve Bak’a kars1 dis zar biitiinliigiinii korur. Mitokondriyal membran
gecirgenligi indiiksiyonu, Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinlerin aksine dis
mitokondriyal membrandaki Bax ve/veya Bak ile iliskilidir (Eskes ve ark. 2000, Chipuk ve
Green 2008). Insan kanserlerinin yarisinda Bcl-2 gen yapisi veya kopya sayisinda
degisikliklerin meydana geldigi tahmin edilmektedir. Bu duruma, Bc/-2 gen ekspresyonunu
baskilayan endojen mikroRNA’larin (miR’ler) kayb1 (Cimmino ve ark. 2005) ve gen
hipometilasyonunun neden oldugu bildirilmektedir (Hanada ve ark. 1993). Anti-apoptotik
Bcl-2 veya Bcl-xL’nin asir1 ekspresyonu ¢ok sayida insan kanserinde mevcuttur (Amundson

ve ark. 2000).

Pro-apoptotik proteinlerin inaktive edici mutasyonlar1 tiimoérlerin kontrolsiiz
biiylimesine yol agmakta ve bu durum bir¢ok kanserde meydana gelmaktedir (Rampino ve
ark. 1997). Ayrica anti-apoptotik Bc/-2’nin asir1 ekspresyonu ila¢ direncinin énemli bir
etkenidir (Adams ve Cory 2007). Bcl-2 ailesi proteinleri apoptotik hiicre 6liimiiniin kritik
kontrol noktalaridir (Danial 2007). Calismalarda cesitli Bcl-2 aile iiyelerini hedeflemek,
kanser, otoimmiin hastaliklar ve noérodejeneratif bozukluklar dahil, apoptozla iligkili

disfonksiyonel hastaliklar i¢in en umut verici terapotik stratejilerden biridir.
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2.3.3. Bcl-xL

Bcl-2 protein ailesi, hiicre i¢i apoptotik yolun dogru diizenlenmesi ¢ok hiicreli
organizmalarin normal gelisimi ve fizyolojisi i¢in gereklidir. Pro-apoptotik Bax, Bak efektor
proteinler sadece BH3 proteinleri (Bim, Puma, Bid, Noxa, Bad, Bmf, Hrk, Bik) ile dogrudan
etkilesime girerek apoptozu inhibe eden Bc/-2 anti-apoptotik proteinleri (Bcl-xL, Bcl-2, Bcl-
w, Bfl-1, Mcl-1) yer alir (Golstein 1998). Bcl-x geni BH1 ve BH2 alanlar1 bulunmayan ancak
hem BH3 alan1 hem de hidrofobik kuyruga sahip olan proteinlerdir. Pro-apoptotik BH3-
sadece proteinleri, sadece bir BH3 alanina sahiptir (Lee ve ark. 2008). Bc/-xL ve Bcl-2 ¢oklu
BH alan1 proteinleridir. Bcl-xL ve Bcl-2’nin BH4 ve BH3 alani diger aile iiyelerine kiyasla
daha uzun bir diziye sahiptir. Bcl-xL, Bel-w (%51) ve Bcel-2 (%45) ile en yiiksek sekans
0zdesligi gosterirken, diger tiim ¢oklu-BH alan proteinleri ile sadece %18-25 oraninda

benzerlik gostermektedir (Czabotar ve ark. 2014).

Bcl-xL ve Bcl-2 apoptozu diizenlemek igin ikili mekanizmalar kullanir. ilk olarak,
Bcl-xL ve Bcl-2’deki hidrofobik bir oluk, apoptozu inhibe ederek pro-apoptotik
diizenleyicilerin o-helikal BH3 alanmna baglanir. ikinci olarak, Bcl-xL’deki hidrofobik
olugun distalindeki bir bdlge sitosolik p53°ii baglar. Bax’in p53°e baglh aktivasyonunu ve
apoptozu inhibe eder. Sadece-BH3 proteini PUMA, ikili mekanizma yoluyla apoptozu
tetikler. Bunu Bc/-xL’nin hidrofobik oluguna baglanarak ve pro-apoptotik sadece-BH3
proteinlerini degistirerek p53°ii serbest birakmak icin uzak baglanma bdlgesini allosterik

olarak yeniden modelleyerek gerceklestirir (Follis ve ark. 2018).

2.3.4. Bax

Pro-apoptotik protein olan Bax, mitokondriyal dis zar gecirgenliginden sorumlu
temel proteinlerdir. Hiicre 6liimiiniin yani1 sira mitokondriyal disfonksiyon i¢in gereklidirler
(Wei ve ark. 2001). Bax hiicre i¢i apoptotik sinyallesme i¢in miikemmel bir giris noktasidir.
Intrinsik yol tetiklendiginde, BH3 proteinleri, dogrudan veya dolayli yollarla Bax'1 aktive
eder. Oligomerize Bax, mitokondriyal membran gegirgenligini kolaylastirir. G6zeneklerin
olusumunu destekler. Boylece, sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO'nun zarlar arasi bosluktan

sitozole salinmasini saglar (Jurgensmeier ve ark. 1998). Apoptotik proteaz aktive edici
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faktor 1 (Apaf-1), dATP ve prokaspaz-9, sitokrom c ile birlikte karmasik bir "apoptozom"
olusturur. Apoptozom kaspaz 9'u aktive eder. Sonugta hiicre 6limii meydana gelir (Li ve
ark. 1997). Bcl-2 anti-apoptotik aile iiyeleri BH3 proteinlerini ayirir. Bax proteinlerini
noétralize eder. Boylece Bax'in allosterik aktivasyonunu ve mitokondriyal apoptozunu 6nler

(Cheng ve ark. 2001).

2.3.5. p53

p33 proteini hem hiicre dongiisii kontroliine hem de programlanmis hiicre 6liimiine
katkida bulunarak hiicresel tepkilerin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar. Tiimorijenez
sirasinda p53 fonksiyonunun kaybi istenmeyen hiicrelerin cogalmasina, hiicrelerin hayatta
kalmasina ve genetik kararsizliga yol acabilir. p53 gen mutasyonlar1 tiim malignitelerin
yaklagik yarisinda meydana gelmektedir. Bazi tiimor tiirlerinde p53 mutasyonlart kotii
prognoz ve tedavi basarisizligi ile iliskilidir (Kirsch ve ark. 1998). p53 geni Bcl-2 ailesiyle
etkilesime girerek Bcl-2 geninin ekspresyonunu azaltarak ve Bax geninin ekspresyonunu

arttirarak apoptozu diizenlemede rol oynar (Wang ve ark. 2013).

Tiimor baskilayict p53 geni normal hiicrelerin ¢ekirdeginde nadiren saptanabilen
bir fosfoproteindir (Benchimol ve ark. 1982). Hiicresel stres durumunda, 6zellikle DNA
hasar ile indiiklenen p33, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurabilir, boylece DNA nin
onarilmasina izin verebilir veya apoptoza yol agabilir (Kastan ve ark. 1991). Mutant p53
proteini tastyan kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonu kontrol edilemez. DNA onarimi
gerceklesmez ve genetik olarak degisken hiicrelerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Insan
kanserlerinde, p53 genini kodlayan dizilerde nokta mutasyonlar yaygin olarak goriiliir
(Soussi ve ark.1994). Bu tiir mutasyonlar meme, akciger, beyin, kolon, mide ve larinks
kanserleri dahil olmak {izere tiim 6nemli gruplarda bulunur (Greenblatt ve ark. 1994). p53
mutasyonlarin insan kanserlerinde en sik goriilen genetik olay oldugu ve vakalarin
%350'den fazlasin1 olusturdugu tahmin edilmektedir. Bildirilen nokta mutasyonlarmin
%090'indan fazlasi, ekson 4 ve 10 arasinda goriilmektedir. Ayrica, p53 proteininin DNA

baglanma alaninda lokalizedir (Soussi 2000).
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2.3.6. NF-xB

Niikleer faktor kB (NF-kB) ¢ok cesitli biyolojik yanitlarin diizenlenmesinde rol
oynayan bir transkripsiyon faktor ailesidir. NF-xB bagisiklik yanitlarin ve inflamasyonun
diizenlenmesinde gorev alir. Ayrica, yapilan ¢alismalar onkogenezde 6nemli bir rolii
oldugunu desteklemektedir (Dolcet at al 2005). NF-xB proliferasyon, gé¢ ve apoptoz gibi
kanserin gelisimi ve ilerlemesinde anahtar rol oynayan birgok siirecte yer alan genlerin
ekspresyonunu diizenler. NF-xkB hem mitokondriyal (intrinsik) hem de 6liim reseptori
(ektrinsik) yollarla hiicre Oliimiiniin baskilanmasinda rol oynayan birka¢ genin
transkripsiyonunu aktive edebilir. NF-xB 6liim reseptorii apoptotik yoluna etkili proteinlerin
ekspresyonunu artirabilir (Kreuz ve ark. 2001). NF-xB ayrica apoptoz inhibitdrlerinin
(Deveraux ve ark. 1998) ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesinin bazi iiyelerinin ekspresyonunu
indiikler (Chen ve Tu 2002) NF-xB anti-apoptotik genleri yukar1 diizenleyerek p53
seviyelerini diisiirir ve p53 ile indiiklenen apoptozu inhibe eder. Boylece, p353'in
transkripsiyonel aktivitesine miidahale edebilir. NF-xB aktivasyonu, ¢ok adimli bir sinyal
yolunun sonucudur. Bu ylizden, NF-xkB sinyallesme siirecinin farkli noktalarim

etkileyebilmektedir.

2.4. Kanser Tedavisi

Kanser ekonomik olarak gelismis iilkelerde ikinci, gelismekte olan iilkeler de ise
iclincli 6liim nedenidir (Hassan ve ark. 2020). Giiniimiizde kanser tam ve etkin tedavisi
olmayan ciddi bir halk saglig1 problemidir. Kanser tedavi secenekleri cerrahi rezeksiyon,
kemoterapi, radyoterapi, fotodinamik tedavi ve immiinoterapi olabilmektedir (Domingues

ve ark. 2018).

Kanser immiinoterapisi, kanserle savagsmak i¢in bireyin dogal bagisiklik sistemini
kullanan kanser tedavisidir. Kanser immiinoterapi tedavisi alan bir¢ok kanser hastasi iyi bir
prognoz gostermektedir. Kimerik antijen reseptorii (CAR) ile tasarlanmis T hiicreleri (CAR-
T) kanser immiinoterapisinde etkili bir tedavidir. T hiicreleri hastanin 16kositlerinden ayrilir,
spesifik CAR eklenerek belirli kanser hiicresi antijenleri hedeflenir. Boylece tiimor segiciligi

ve eliminasyonu saglanir (Jo ve ark. 2021).

21



Antikanser ilaglarin etkin kullanimi1 ve koruma 6zellikleriyle hayatta kalma oranlart
artmis olsa da bir¢ok kanser tiiriiniin hala etkili bir tedavisi yoktur. Kanser tedavisinde
metalo-ilaglar 6nemli bilesikler haline gelmistir ve diinya c¢apinda bir¢ok tiimore karsi
kullanilmaktadir. Bu tiir kompleksler ciddi yan etkilerin ortaya ¢ikma olasiligini azaltmanin
yani sira ila¢ direncini engelleyebilir. Genis bir kanser yelpazesinin klinik tedavisinde
sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
onemli toksisiteleri ve hem dogal hem de edinilmis ila¢ direnci nedeniyle bu platin bazl

ilaglarin kullanimi simirlidir (Hassan ve ark. 2020).

Antikanser ilaglar1 arasinda Doksorubisin, Vinkristin, Daunorubisin ve Paklitaksel
gibi yaygin olarak kullanilan dogal ilaglar bulunur (Yuan ve ark. 2017). Giiniimiizde akciger
kanseri i¢in klinik secenekler arasinda cerrahi islem, radyoterapi, kemoterapi ve hedefe
yonelik ilaglar bulunmaktadir (Huang ve ark. 2017). Gefitinib ve Gemcitabine akciger
kanseri tedavisinde kullanilan standart kontrol ilaglaridir (Gokalp 2020).

Meme kanseri tedavsinde cerrahi rezeksiyon ve radyoterapi klasik tedavi
yontemleridir. Abemaciclib, Palbociclib, Ribociclib, Olaparib, Talazoparib, Trastuzumab-
Emtansine meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglardir (Waks ve Winer 2019). Melanoma
kemoterapi tedavisinde, Cobimetinib, Dabrafenib, Ipilimumab, Nivolumab, Trametinib,
Vemurafenib kullanilir (Naves ve ark. 2017). Kemoterapide Dakarbazin, Temozolomid,
Cisplatin ve Paklitaksel yaygin olarak kullanilan antikanser ilaglaridir (Mouawad ve ark.
2010). Bunlar 16kopeni, hepatik ve bobrek fonksiyon bozukluklari, bulanti ve kusma gibi
cesitli yan etkilere neden olur (Zhang ve ark. 2015). Bu tiir yan etkilerin bitkisel esansiyel
yaglar, fitokimyasallar veya diisiik molekiiler agirlikli terpenoidler gibi toksik olmayan
ajanlarla kombine kullanimlariyla en aza indirilebilecegi bildirilmektedir (Zhang ve ark.

2015, Eid ve ark. 2012).

Bitkisel kaynakli {irtinler sentetik ilaglara gore daha az yan etkiye sahiptir. Bircok
antikanser ilag bitkilerden elde edilmekte veya kokenleri bitkilere dayanmaktadir. Bitkisel
kokenli olan esansiyel yaglar, tipta ve tamamlayici tedavide kullanilan degerli bitkisel dogal

tiriinlerdendir (Elbe ve ark. 2020).
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Giliniimiizde son yirmi yilda cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yaklagimlarinda
biiyiik ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen, kanser hala insanligin 6niindeki en ciddi

tehditlerden biridir (Fangjun ve Zhijia 2018).

Monoterpenlerin hem karsinogenezin baglangicinda hem de progresyon
asamalarinda karsinojenez siirecini 6nledigi, cok sayida ¢esitli hiicresel ve molekiiler etkiye
sahip oldugu bilinmektedir (Sobral ve ark. 2014). Monoterpenlerin erken ve ileri evre
kanserlerin tedavisinde etkili olabilecegi bildirilmektedir. Giinlimiizde antikanserojen
ilaclarin %70’den fazlasinin dogal iirlinlerden tiiretildigi bilinmektedir (Tan ve ark. 2006).
Bugiin antikanser 6zelliklere sahip oldugu bilinen en az 250.000 bitki tiirli vardir. Dogadan
elde edilen bircok molekiil tedavide olumlu sonuglar verirken, hala aragtirmacilar tarafindan
ayrintili olarak ¢alisilmay1 bekleyen ¢ok sayida molekiil vardir. En 6nemli ajanlardan olan
bitkisel fitokimyasallarin cesitli kanser tiirlerine karsi tedavide etkili olabilecegine dair

calismalar bulunmaktadir (Mukherjee ve ark. 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda 25.12.2018-15.01.2021 tarihleri arasinda yapildi. Calismada kullanilan
fitokimyasallar [Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen (Sigma-Aldrich, ABD)] ticari
olarak temin edildi. Deneylerde {i¢ farkli kanser hiicre hatti [MCF-7 (meme kanseri), A-549
(akciger kanseri) ve A-2058 (melanoma)] ile Vero (Afrika yesil maymun bobrek hiicre hatti)

hiicre hatti izerinde gergeklestirildi.

3.1. Fitokimyasallar

Calismada ticari olarak temin edilen fitokimyasallar [(Alfa-Pinen (SHBK3116,
Sigma-Aldrich, ABD), Gama-Terpinen (BCB24753, Sigma-Aldrich, ABD) ve P-Cymen
(MKCG5957, Sigma-Aldrich, ABD)] kullanildi. Fitokimyasallarin besiyeri iginde
¢Oziilmesi i¢in solvent olarak dimetil siilfoksit (DMSO, Merck, KGaA, Almanya) kullanildi.
Deneylerde standart ilag¢ olarak Pakliteksel (Bristol-Myers) ve Dakarbazin (Kogak, Farma)
secildi.

3.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Calismada saglikli hiicre hatt1 olarak Vero (Afrika yesil maymun hiicre hatti) hiicre
hatt1 ve A-549 (akciger karsinomu hiicreleri), MCF-7 (insan meme kanseri) ve A-2058
(insan melanoma hiicreleri) olmak {izere ii¢ farkli kanser hiicre hattt kullanildi.
Fitokimyasallarin saglikli hiicre hatlarinda toksik olmayan konsantrasyonlarmin

belirlenmesi Vero hiicre hattinde gerceklestirildi.

Kiiltiir caligmalarinda hiicre kiiltiirii tiretme besiyeri olarak igerisinde %10 oraninda
fetal dana serumu (FBS), 10 mM HEPES, 4mM glutaminli 100 IU/ml penisilin/streptomisin
ihtiva eden RPMI-1640 hiicre iiretme besiyeri kullanildi. Hiicre hatlarinin kiiltivasyonunda

inkiibasyon 37 °C ve %5 CO; bulunduran inkiibatérde gerceklestirildi. Hiicre ¢cogaltma ve
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iiretme deneylerinde hiicre yogunlugu 1x10° hiicre/ml, aktivite calismalar igin ise hiicre

konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanarak gerceklestirildi.

Idame ¢alismalarinda hiicrelerin inkiibasyonu kiiltiir kab1 yiizeyini kaplaymcaya
kadar siirdiiriildii. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi sirasinda besiyerlerinin pH’inda asidite tespit
edildiginde kiiltiir besiyeri degisimi yapildi. Kiiltiir kab1 yilizeyini kaplayan hiicreler kiiltiir
kab1 yiizeyinden %0.25’lik Versen-Tripsin soliisyonu ile kaldirilarak 50 ml’lik santrifiij
tiiplerine alindi. Tipler sogutmali santrifiijde 1500 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek toplandi.
Hiicre canliligt ve sayist hemositometre ile tripan mavisi boyasiyla boyanarak

gerceklestirildi.

3.2.1. Tripan Mavisi ile Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

Hiicre canlilig1, tripan mavisi boyasi ile tespit edildi. Bu yontemde temel prensip
Tripan mavisi boyasinin 6li hiicrelerin membran biitiinliiklerinin bozulmasi nedeniyle
boyanin 6li hiicrelerin igine girmeleri sonucu boyanmalari ile tespit edilmeleri sistemine
dayanmaktadir. Kiiltiirlerin pasajlari sirasinda tripan mavisi ile muamele edilen hiicrelerin
mikroskobik incelemesinde boya alan (mavi boyanan) hiicreler 6lii olarak, boya almayan
(maviye boyanmamis olan) hiicreler ise canli olarak tespit edildi. %1 lik tripan mavisi boyasi
PBS c¢ozeltisi iginde hazirlandi. %0.25°lik Versen-Tripsin soliisyonu ile kiiltiir kaplarindan
toplanan hiicreler 1:1 oraninda tirpan mavisi ve hiicre siispansiyonu olacak sekilde boyandi.
Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilen karisim mikroskopta incelenerek canlilik tespiti

yapildi. Hemositometre (Thoma lami) ile hiicre sayimi gergeklestirildi.

3.2.2. DMSO’nun Non-Toksik Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada kimyasal fitokimyasal bilesiklerin besiyerinde ¢oziilmesi amaciyla
dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma, MI, USA) kullanilmistir. DMSO’nun hiicreler
iizerindeki non-toksik konsantrasyonunu belirlemek i¢in 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
mikroplaklara farkli konsantrasyonlarda Vero hiicreleri inokiile edildi. Herbir diliisyon 4

kuyucukta ayri ayr1 calisgildi. Mikroplaklarin  kuyucuklarina DMSO’nun degisik
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konsantrasyonlar1 (8%, 4%, 2%, 1%, 0.5%) eklenerek 96 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonunda kontrol grubu (icerisinde DMSO bulunmayan) hiicreleri ile iginde
DMSO’nun farkli konsantrasyonunu bulunduran Kkiiltiirlerdeki hiicreler morfolojik
degerlendirmelerin yaninda kiltiir kabi yiizeyinden toplandi, tripan mavisi boyasiyla
boyandiktan sonra hiicre sayimlari1 yapilarak DMSO’nun hiicre canlig iizerindeki etkileri

degerlendirildi.

3.2.3. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) Yontemi

MTT yontemi ile kiiltive edilen canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Bu ydntem saglam mitokondrianin MTT boyasinin tetrazolium
halkasii pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (McGahon ve ark. 1995). Ilk olarak
Mosmann tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley ve arkadaslar1 (1988) tarafindan
gelistirilen 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) yontemi hiicre
canliliginin belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir. MTT, hiicrelere aktif
olarak absorbe olan ve mitokondriye bagl bir reaksiyon ile renkli, suda ¢dziinmeyen
formazana indirgenen bir maddedir (Mosmann ve ark. 1983). Hiicrelerin MTT indirgeme
ozelligi hiicre canliliginin 6lgiitli olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya

yogunlugu canli hiicre sayisi ile korelasyon gostermektedir.

Calismada Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in farkli konsantrasyonlariyla
(2,5; 1,25; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312; 0,0156; 0,0078; 0,0039 pul /ml) muamele edilen
MCF-7, A-549 ve A-2058 hiicre kiiltiirlerinde hiicre proliferasyonu tlizerindeki etkileri MTT

hiicre proliferasyon yontemiyle arastirildi.

Ayrica yukarida hiicre kiiltiirinlin hazirlanmasi alt bashiginda agiklandig1 gibi
negatif ve pozitif kontroller de MTT yonteminde birlikte galisilarak kiyaslandi. Kiiltiirlere
ilag ve fitokimyasallar eklendikten sonra 96 saate kadar 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Sonra her kuyucuga 10 pl MTT eklendi ve pleytler 4 saat i¢in ayni1
sartlar altinda inkiibe edilerek absorbans Ol¢limleri spektrofotometre 570 nm de yapildi.

Proliferasyon fitokimyasallarla muamele edilen kuyucuklardaki hiicrelerin kontrol grubu
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hiicrelerine orani olarak ifade edildi. ICso (Infectious Concentrations) degerleri SPSS

programi (SPSS.Inc, Chicago) kullanilarak hesaplandi.

3.3. Aktivite Calismalar
3.3.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltlirtinde proliferasyon deneyleri 12, 24, 48 ve 96 kuyucuklu diiz tabanli
mikroplaklarda gergeklestirildi. Deneyler kuyucuklara icerisinde %10 oraninda fetal dana
serumu bulunan RPMI-1640 besiyeri ile ml’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre inokiile

edilerek gerceklestirildi.

Deneylerde oncelikle fitokimyasallarin saglikli hiicreler {izerinde non-toksik
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in Vero hiicre hatt1 kullanildi. Fitokimyasal maddelerin
0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 0.6; 0.8; 1; 1.5; 2; 2.5; 5 ve 10 pg/ml diizeyindeki konsantrasyonlari
DMSO ile ¢oziilerek hazirlandi. Daha sonra her bir diliisyon 4 hiicre kuyucukta olacak
sekilde Vero hiicreleri ile kiiltive edildi. Fitokimyasallarin hiicre iiremesi tizerindeki etkileri
gerek invert mikroskopla giinliik olarak morfolojik agidan ve gerekse de inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre canliligt agisindan degerlendirmelere tabii tutularak gerceklestirildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda monolayer hiicreler %0.25’lik Versen-tripsin soliisyonu
toplanarak santrifiij tiiplerine alindi. Hiicreler sogutmali santrifiijde (+4 °C’de) 1500 rpm’de
10 dadika santrifiij edilerek toplandi. Calismada her bir etken madde 4 kiiltiir kabinda 3 kez
tekrar edilerek calisildi.

3.3.2. Proliferasyon Deneyleri

Antineoplastik aktivite ¢aligmalar1 belirlenen bu non-toksik konsantrasyonlar
dahilinde gerceklestirildi. Fitokimyasal bilesiklerin kanser hiicre hatlar1 (MCF-7, A-549 ve
A-2058 hiicre hatlar1) lizerinde antiproliferatif etkinliklerinin varligini arastirmak i¢in hiicre
konsantrasyonu 1x10°/ml olacak sekilde ayarlanarak hazirlandi. Hazirlanan bu hiicre
kiiltiirlerinde hiicrelerin adezyonu i¢in kiiltiir kabina inokiilasyonunu takiben 6 saat 37 °C’de

%35 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyine adezyonu igin 6
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saatlik inkiibasyondan sonra fitokimyasallarin farkli konsantrasyonlarimi (2,5; 1,25; 0,5;
0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312; 0,0156; 0,0078; 0,0039 pl/ml) iceren miktarlart kiiltiir
plaklarinin her kuyucuguna (her bir diliisyondan dort farkli kuyucuga olmak {izere)

eklenerek aktivite testleri gerceklestirildi.

Kontrol grubu olarak, igerisinde sadece solvent olarak kullanilan miktarda DMSO
ihtiva eden kiiltiirler deney grubuyla ayni anda kiiltive edildi. Ayrica, negatif kontrol olarak
igerisinde kimyasal madde bulunmayan kiiltiirler ve pozitif kontrol olarak da Dakarbazin ve
Paklitaksel’in (Kogak Farma, Tiirkiye) farkli konsantrasyonlarini (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50
ve 100 uM) igeren hiicre kiiltiirleri kullanildi. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak 4 kez
tekrarlanarak gerceklestirildi.

Inkiibasyondan sonra adzeyonunu kaybeden hiicreler santrifiij tiiplerine alind.
Inkiibasyon sonunda adezyonunu siirdiiren hiicreler ise kiiltiir kab1 yiizeyinden %]1°lik
Versen-tripsin soliisyonu ile muamele edilerek santrifiij tiiplerine alindi. Hiicreler sogutmali
santrifiijde (+4 °C’de) 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplandi ve hiicre canlilig1
tespiti yapildi. Ayrica toplanan hiicrelerde p53, Bax, Bcl-2, Bcl-xL ve kaspaz-3 mRNA
ekspresyon diizeyleri real-time PCR yontemiyle gerceklestirildi.

3.3.3. Kombinasyon Analizi

Ilag etkilesimlerini degerlendirmek igin Chou-Talalay yontemi kullanild: (Chou ve
Talalay 1984). Kombinasyon analizi i¢in her bir fitokimyasal maddeden bir ila¢g dozu
belirlendi. Alfa-Pinen (0.019 pg), Gama-Terpinen (0.039 pg) ve P-Cymen (0.312 pg). Sonra
ardindan, bir kombinasyon doz etkisi (Fitokimyasal Alfa-Pinen, fitokimyasal Gama-
Terpinen) sabit kombinasyon oraninda [(ICso) 1/(ICso) 2] belirlendi. Kombinasyon indeksi
(CI) degerleri ICso konsantrasyonunda [(fraksiyon etkisi (Fe) = 0.5)] belirlendi.
Kombinasyon indeksi degerleri (CI) CalcuSyn yazilimi (Biosoft, UK) kullanilarak
hesaplandi. CI=1: Additif etki, CI<1 sinerjistik etki (sinerjizm) ve CI>1 antagonistik etki

(antagonizm) olarak degerlendirildi.
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3.4. Hiicrelerde Morfolojik Degisimlerin Tespiti

Fitokimyasallarin ~ kanser hiicreleri iizerinde etkinliklerinin  morfolojik
degerlendirilmesi i¢in uygulanan yontemlerden biri Akridin oranj boyama ydntemi idi.
Morfolojik degisimlerin gosterilmesi icin 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hazirlanmis hiicre
stispansiyonlar1 igerisine steril lamellerin yerlestirildigi cam petri kaplarina konarak ve
belirlenen konsantrasyonlardaki fitokimyasal bilesikler hiicre besiyerlerine eklenerek
37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 3 kez 2 dakika siireyle PBS
sollisyonu ile yikanarak son yikama isleminden sonra cam petrilere 1 ml %70 etanol eklendi
ve 5 dakika oda 1sisinda tutuldu. Bir seri yikama igleminden sonra 2 dakika PBS’de
bekletilen hiicreler PBS igerisinde seyreltilen 200 pl akridin oranj (100 pg/ml) ve etidyum
bromiir (100 pg/ml) karigimi ile oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi. Preparat haline getirilen
hiicreler immiino-floresan mikroskop altinda incelenerek degerlendirildi. Ornek basina ii¢
yiliz hiicre sayilarak canli, apoptotik veya nekrotik olarak degerlendirmeler rapor edildi

(Geng ve ark. 2003).

Daha sonra preparattan, canli hiicreler (yesil boyanmis kromatin), apoptotik
hiicreler (kondans ve fragmante yesil boyanmis kromatin), normal ¢ekirdekli 6lii hiicreler
(nekrotik hiicreler homojen turuncu boyanmig kromatin), apoptotik ¢ekirdekli 6lii hiicrelerin
(kondanse ve fragmante turuncu boyanmis kromatin), sayimi gergeklestirilerek asagidaki

formiile gore apoptotik indeks hesaplandi (Akalin ve ark. 2005).

Apoptotik indeks = (Apoptotik HiicreSayisi+Apoptotik Cekirdekli Olii Hiicre
Sayis1)/Canli Hiicre Sayisi+Apoptotik Hiicre Sayist + Normal Cekirdekli Olii Hiicre
Sayisi+Apoptotik Cekirdekli Olii Hiicre Sayis1) x 100
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Sekil 3. 1. Akridin Oranj- Etidyum Bromid Boyama y6ntemiyle hiicrelerin boyanmasi.

3.4.1. Hematoksilen Eosin Boyama

Morfolojik hiicre analizi i¢in uygulanan yontemlerden biri de Hematoksilen-Eosin
boyama ydntemi idi. Bu yéntemde de 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hazirlanmus hiicre
stispansiyonlar1 igerisine steril lamellerin yerlestirildigi cam petri kaplarina konarak ve
belirlenen konsantrasyonlardaki fitokimyasal bilesikler hiicre besiyerlerine eklenerek 37
°C’de inkiibasyona birakildi. Hiicreler fitokimyasallarin farkli konsantrasyonlarinin
varliginda ve yoklugunda degerlendirildi. inkiibasyon sonunda hematoksilen boyasinda 1
dakika bekletildikten sonra preperatlar distile su ile yikandi. Daha sonra eosin boyada 20
saniye siireyle muamele edildi ve yikama islemi tekrar edildi. Sirasiyla %95 alkol ve %100
alkolde 10 saniye tutulduktan sonra 20 saniye ksilol ile muamele edildi. Boyanan preparatlar

151k mikroskobu ile incelendi (Topham ve Taylor 2013).

3.5. Akim Sitometri ile Hiicre Siklusu Analizi ve DNA Analizi

Fitokimyasallarla muamele edilen hiicrelerin ylizeyinde porlar agilmasim
saglayan DNA-prep soliisyonu hiicreler iizerine eklenerek vorteklendi. Hiicrelerde DNA
igerigi Duran ve ark’larinin tarif ettigini gibi gerceklestirildi (Duran ve ark. 2001). Analiz
sonucu hiicrelerin GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki hiicre yiizdeleri belirlendi. Kontrol grubu
hiicreleri ile ilaglarin (fitokimyasallar ve standart ilaclar) ICso konsantrasyonlariyla muamele
edilmis hiicrelerin dongii analizleri i¢in ilag ve fitokimyasallarla muamele edilen hiicre

kiiltiirlerinin inkiibasyonlar1 sonunda tripsin yardimi ile silispansiyon halinde toplanan
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hiicreler 2 kez PBS ile 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek yikandi. Sonra hiicre
konsantrasyonu 3x10®hiicre/ml olacak sekilde Annexin-V baglanma ¢dzeltisi iginde
siispanse edilerek hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak tiiplere aktarildi ve her
bir tiipe, 5 ul Annexin-V FITC + 10 ul propidyum iyodiir karisimi eklendi. Oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 400 pl Annexin-V baglanma ¢ozeltisi ilave
edilerek hiicrelerin akim sitometrisi ile hiicre siklusu analizleri gergeklestirildi (Vaz ve ark.

2012, Nunez 2001).

3.6. Kaspaz-3 Aktivitesi Miktar Tayini

Kaspaz 3 aktivitesi testi hiicre lizatindan salinan renkli p-NA molekiiliiniin Ac-
DEVD-p-NA subsratina baglanmasi esasina dayanan bir yontemdir. Kaspaz-3 aktivitesi,
kaspaz-3 kolorimetrik test kiti (Human Caspase 3 ELISA Kit (Bioassay Technology
Laboratory, China) kullanilarak hesaplandi. Calismada A-549 ve A-2058 hiicreleri tizerinde
fitokimyasallarin (Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen) ¢esitli konsantrasyonlari ile
bilinen bir apoptotik ajan olan Paklitaksel (10 uM) ve (10 uM) Dakarbazin ile kiyaslamali
olarak arastirildi. Kanser hiicre dizileri ve kontrol grubu hiicreleri fitokimyasallar ile
muamele edildikten sonra toplanarak hiicreler PBS ile yikandikta sonra 15 dakika lizis
tamponuyla (50 mM HEPES pH7.4, 5 mM CHAPS, 5 mM DTT) resiispanse edildi. Lizis
tamponunun konsantrasyonu her 100 pl’de 1x107 hiicre olacak sekilde ayarlandi. Lize edilen
hiicreler +4°C’de 16.000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Lizat protein konsantrasyonu
Bradford yontemi kullanilarak tespit edildi. Her 6rnekten esit miktarda protein (yaklasik 20
ng) test buffer1 (20 mM HEPES, pH7.4, 0.1% CHAPS, 5 mM DTT, 2 mM EDTA) igeren
kuyucuklara ilave edilerek tizerine 10 ul Ac-DEVD-p-NA (20 mM) eklendi. Toplam hacim
her kuyucukta 100 pl’ye tamamlandi. Kaspaz-3 aktivitesi dl¢timleri spektrofotometrede 405
nm’de dalga boyunda okunarak hesaplandi. Yontemde aciga ¢ikan Ac-DEVD-pNA miktari
ile ayn1 anda kaspaz-3 aktivitesi lizerinde bir kaspaz-3 inhibitorii olan Ac-DEVD-CHO nun
etkisi aragtirildi. Sonra 10 pl inhibitér Ac-DEVD-CHO (2 mM) test buffer iceren kuyucuga
eklenerek takiben hiicre lizat1 iizerine 10 plAc-DEVD-pNA (20 mM) substrati eklendi.
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3.7. Total RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi
3.7.1. RNA Ekstraksiyonu

Hiicre kiiltiirti ¢aligmalar1 50 ml’lik kiiltiir kaplarinda gergeklestirildi. Hiicre iiretme
besiyeri olarak igerisinde %1 oraninda FBS bulunan RPMI-1640 besiyeri kullanildi. Saglikli
hiicre hatt1 Vero ve kanser hiicre hatlar1 (MCF-7, A-549 ve A-2058)’1nda hiicre yogunlugu
1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi. Alfa-Pinen (0.019 ul/ml), Gama-Terpinen (0.078
ul/ml) ve P-Cymen (0.312 pl/ml) ile Paklitaksel (10 uM) ve Dakarbazin (10 uM) i¢in

onceden belirlenen proliferasyon konsantrasyonlari {i¢ tekrar halinde ¢alisildi.

Aktivite ¢alismalarindan 6nce ve sonra tiim hiicre kiiltlirlerinden (insan meme
(MCF-7), akciger (A-549), melanoma (A-2058) tripsinizasyon soliisyonu ile her hiicre
dizisinden yaklasik olarak 1x 10° hiicre, +4 °C’de 50 g’de santrifiij edilerek toplandi. Sonra
High Pure RNA Tissue Kitleri kullanilarak total RNA eksraksiyonlari gergeklestirildi. DNA
kontaminasyonunu Onlemek amaciyla ticari firma protokoliine uygun olarak
deoksiriboniikleaz I enzimi kullanilmistir. Degrade olmus RNA’y1 ekarte edebilmek igin

ekstraksiyonu yapilan RNA agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek kontrol edildi.

Aktivite ¢alismalarindan 6nce ve sonra tiim hiicre kiiltlirlerinden (insan meme
(MCF-7), akciger (A-549), melanoma (A-2058) tripsinizasyon soliisyonu ile her hiicre
dizisinden yaklasik olarak 1x 10° hiicre, +4 °C’de 50 g’de santrifiij edilerek toplandi. Tiim
hiicre hatlarinda aktivite ¢alismalar1 sonucunda toplanan hiicreler PCR caligsmasi yapilincaya
dek derin dondurucuda (-86 °C’de) muhafa edildi. RNA izolasyonu i¢in 6rnekler -86 °C’den
cikarilarak 20 dakika oda sicakliginda tutuldu. Total RNA izolasyonu TRIzol Reagent kit
protokoliine gére yapildi (Rio ve ark. 2010). Ornekler 15 dakika oda sicakliginda tutulduktan
sonra 250 ul kloroform eklenerek 20 kez ters-diiz edildi. Sonra 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 6rnekler +4 °C’de 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi steril, RNase-DNase i¢cermeyen, 1.5 ml’lik ependorflara aqua fazdan 400
ul alinarak aktarildi. 500 pl izopropil alkol ilavesinden sonra 6rnekler homonejize edilerek
10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu takiben 6rnekler +4 °C’de
12.000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan dokiilerek 6rneklere 500 pl %70°1ik etil
alkol ilave edildi. Sonra 6rnekler +4 °C’de 7.500 xg’de 5 dakika santrifiij edildi (bu islem
iki kere tekrar edildi). Son olarak siipernatant dokiilerek her bir 6rnege 500 pl %99’luk etil
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alkol eklendi ve +4 °C’de 7.500 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar dokiilerek
pelletler oda sicak sicakliginda kurumalari i¢in 10-15 dakika tutuldu. Sonra 6rnekler pellet
hacimlerine gore 30-100 pl niikleaz icermeyen distile su ile sulandirildi. RNA’larin saflik
ve konsantrasyonlart niikleik asit 6lger (Merinton, SMA-1000 UV Spectrophotometer,
China)’de kontrol edildi. Bu adima ek olarak, rRNA alt iiniteleri (28S ve 18S) kontrol etmek
icin %1’lik agaroz jel hazirlanarak 100 V’da 30 dakika siireyle yiiriitiilerek kontrol edildi.

3.7.2. Komplementer DNA (¢cDNA) Hazirlanmasi

Olas1 genomik DNA kontaminasyonunu 6nlemek icin DNA dijesyon islemi kit
(DNase I, RNase free, Thermo Scientific, USA) protokoliine gore gergeklestirildi. Bu islem
sonrasinda RNA ornekleri kit (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo
Fisher Scientific, USA) protokoliine gére cDNA’ya doniistiiriildii. Bu islemde reaksiyon
protokolii; 25 °C’de 10 dakikada, 37 °C’de 120 dakika ve 85 °C’de 5 dakika olarak
ayarlandi. Reaksiyon sonrasinda Ornek hacimleri niikleaz icermeyen su ile 200 ul’ye

tamamlandi.

3.7.3. RT-qPCR Uygulamasi

Calismada cDNA sentezi isleminin ardindan, Bax, Bcl-xL, Bcl-2, Caps-3, NF-xB ve
p33 genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi. Hedef genin amplifikasyonu her 6rnekten
10 pul cDNA o6rnegi kullanilarak gergeklestirildi. RT-qPCR analizlerinde SYBR Green
boyasi iceren kit (Power SYBR® Green PCR Master, ThermoFisher Scientific, USA)
kullanild1. Reaksiyon protokolii: 95 °C’de 10 dakika, 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 60 saniye
olarak 40 dongii seklinde ayarlanmistir (Rotor Gene Q Splex HRM, Qiagen, Germany). Her
ornek dublike ¢aligildi ve GAPDH geni referans gen olarak kullanildi. Kullanilan primerlerin

forward ve reverse sekanslar1 Tablo 1’de verimistir.
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Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan oligoniikleotidler (Yang ve ark. 2013; Wang ve ark. 2018) .

Genler Primer Sekanslari (5'—3") Uriin Kaynak
Biiyiikliigii
Bax TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC 195 Karaliotas ve
ark. (2015)
TCACCCAACCACCCTGGTCTT
Bcel-xL TCCTTGTCTACGCTTTCCACG 62 Olie ve ark.
(2002)
GGTCGCATT GTGGCCTTT
Bcl-2 CATGTGTGTGGAGAGCGTCAA 83 Yang ve ark.
(2013)
GCCGGTTCAGGTACTCAGTCA
Kaspaz-3 ACAAATGGACCTGTTGACCTGA 146 Wang ve ark.
(2018)
ACACCACTGTCTGTCTCAATGC
NF-kB AAAGACACATCCGGACCTCG 118 Designed by
authors
TGTAAGAGTTCCCCTCCGGT
p53 CCCATCCTCACCATCATCACAC 80 Hoseinzadeh
ve ark. 2019
GCACAAACACGCACCTCAAAG
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC 87 Hruz ve ark.

GGCATGGACTGTGGTCATGAG

2011

Bcl-2 gen bolgesi i¢in; program ve dongii sayisi; 94 °C’de 5 dk. denatiirasyondan
sonra 35 siklus olmak iizere: 94 °C’de 5 dk. 95 °C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn
olucak sekilde ayarlandi. Son uzama ise 72 °C’de 10 dk. olarak uygulandi.

Bcel-X L gen bolgesi i¢in; program ve dongii sayisi; 94 °C’de 5 dk. denatiirasyondan
sonra 35siklus olmak iizere: 94 °C’de 5 dk. 95 °C’de 45 sn, 56 °C’de 45 sn, 72 °C’de 30 sn

olucak sekilde ayarlandi. Son uzama ise 72 °C’de 10 dk. olarak uygulandi.

34



NF-kB gen bolgesi i¢in; program ve dongii sayisi; 94 °C’de 5 dk. denatiirasyondan
sonra 35 siklus olmak tizere PCR i¢in 1s1 dongiisii: 94 °C’de 7 dk. 95 °C’de 40 sn, 60 °C’de
30 sn, 72 °C’de 30 sn olacak sekilde ayarlandi. Son uzama ise 72 °C’de 10 dk. olarak
uygulandi.

P33 gen bolgesi i¢in; program ve dongii sayisi; 94 °C’de 5 dk. denatiirasyondan
sonra 35 siklus olmak iizere PCR i¢in 1s1 dongiisii: 94 °C’de 5 dk. 95 °C’de 30 sn, 55 °C’de
30 sn, 56 °C’de 30 sn olacak sekilde ayarlandi. Son uzama ise 72 °C’de 10 dk. olarak
uygulandi.

Kaspaz 3 gen bolgesi igin; program ve dongii sayisi;; 94 °C’de 5 dk.
denatiirasyondan sonra 35 siklus olmak iizere PCR ig¢in 1s1 dongiisii: 95 °C’de 5 dk. 95 °C
‘de 40 sn, 60 °C’de 40 sn, 72 °C’de 30 sn olacak sekilde ayarlandi. Son uzama ise 72 °C’de
10 dk. olarak uygulandi.

Bax gen bolgesi i¢in; program ve dongii sayisi; 94 °C’de 5 dk. denatiirasyondan
sonra 35 siklus olmak iizere PCR i¢in 1s1 dongiisii: 95 °C’de 5 dk. 95 °C ‘de 30 sn, 52 °C’de
40 sn, 72 °C’de 30 sn olacak sekilde ayarlandi. Son uzama ise 72 °C’de 10 dk. olarak
uygulandi.

3.8. Western Blotlama Yontemi
3.8.1. Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Calismada  fitokimyasalllar ve standart ilaglara Onceden belirlenen
konsantrasyonlarda maruz birakilan hiicre hatlarindan toplanan hiicrelerde Bradford
yontemine gore protein tayini gergeklestirildi. Calismada standart protein olarak BSA
(Bovine Serum Albumin; Thermo scientific, ABD) kullanildi. Distile su ile dilue edilen
BSA’dan 500, 1000, 1500, 2000, 2500 pg/ml’lik standartlar hazirlandi. Bu amagla 96
kuyucuklu diiz tabanli mikropleytin her bir kuyucuguna 10 pl 6rnek ya da standart konuldu.
Daha sonra tzerlerine 250 pl Bradford (Coomassie) (Thermo scientific, ABD) ayirac
eklendi. Blank (kor) olarak se¢ilen kuyucuga ise sadece 250 pl Bradford (Coomassie) ayiract
eklendi. Standartlar ve 6rnekler 3 tekrarli olarak ¢alisildi.
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Sekil 3. 2. Bradford Yontemi ile protein tayini.

Hazirlanan mikropleytler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Absorbans
Olcimleri ELISA okuyucuda (Multiskan GO, Thermo scientific, ABD) 595 nm dalga
boyunda spektrofotometre gergeklestirildi.

Her bir kiiltiir 6rneginden toplanan hiicrelerden izole edilen protein konsantrasyonu
elde edilen standart egrisi ile hesaplandi (Sekil 3). Laemmli soliisyonuna 1:10 oraninda beta
merkapto etanol (900 pul Laemmli buffer + 100 pl beta merkapto etanol) eklendi. Her 6rnekte
30 ug protein olacak sekilde miktar hesaplandi.

/muﬂ.im
Rl=08384

500 1000 1500 2000 2500
Protein Konsantravyon (ugfml}

Sekil 3. 3. Bradford yontemiyle protein konsantrasyonunun belirlenmesi.
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Tiiplere izole edilen protein ve 4xLaemmli buffer (proteinin 1:3 oraninda) eklendi

ve toplam hacim TBS (Tris Tamponlu Salin) ile 32 ul’ye tamamlandi.

Cizelge 3. 2 : Bradford yonteminde kullanilan soliisyonlarmn oranlar.

4x Laemmli

Ornek Buffer TBS
17.3 ul 5.8 ul 8.9 ul
12.7 ul 4.2 ul 15.1 ul
16.4 ul 5,5ul 10.1 pul
24 ul 8 ul 0 pl

12 ul 4 ul 16 ul

17.5 pul 5.8 ul 8.7 ul

Hazirlanan o6rnekler 95 °C’de 5 dakika denatiire edildi.

3.8.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Poliakrilamid jeller %10’luk konsantrasyonda kullanild1 (her %10°luk “resolving”
jel (10 mI’lik) 3.3 ml %30 acrylamide, 2.5 mL 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8), 100 pl %10’luk
SDS ve 4.1 ml olacak sekilde). Jeller elektoforez tanklarina yerlestirilerek, “running buffer”
(%10 10XSDS, %90 distile su) i¢inde numunelerin yiiklenmesinden once elektrik akimina
(200 V) 10 dakika boyunca maruz birakildi (6n yiiriitme: pre-run). On yiiriitme isleminden
sonra, tankin i¢ine “running buffer” ilavesi yapildi, 6nce 10-20 pl hacminde Rainbow marker
ilk kuyucuga sonra drnekler dikkatlice jelin kuyucuklarina pipetlendi. Jeldeki proteinler 100
V’luk akimin altinda yaklasik bir saat kadar (bromophenol-blue boyasinin jelde goriinmez

olana kadar) yiirtitiildii.

3.8.3. Protein Ekspresyonunun Western Blot yontemiyle gosterilmesi

Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in kanser hiicreleri lizerindeki pro-
apoptotik ve anti-apoptpotik protein diizeylerini modiile edip etmedigi degerlendirildi. Bu

amagla Vero, MCF-7, A-549 ve A-2058 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda
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fitokimyasallarla 72 saat muamele edildi. islem sonunda tiim hiicre protein lizat1 RIPA
buffer (0.5 M Tris-HCI, pH 7.4, 1.5 M NaCl, 2.5% deoxycholic acid, 10% NP-40, 10 mM
EDTA) kullanarak standart protokole gore hazirlandi. Her bir érnekten 30 pg protein,
%10’luk poliakrilamid jel elektroforezine yiiklenerek ve 2 saat siiresince yiiriitiildii. Daha
sonra jel lizerindeki proteinler PVDF membrana (Bio-Rad, Munich, Germany) transfer
edildi. Membranlar +4 °C’de bir gece blocking buffer i¢inde [10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150
mM NaCl, 0.1% Tween 20, 0.5% NP-40, 0.5% BSA, 2.5% dry milk powder] bloke edildi.
Daha sonra bir mouse anti-human Bc/-2 antibody (Chemicon International, Temecula, CA)
ile +4 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Membran iyice yikandiktan sonra uygun bir
peroxidase-conjugated sekonder antikor ile (Goat anti-rabbit HRP secondary antibody, R-
05072-500, Advansta, ABD) ile +4 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Internal kontrol
olarak B-actin proteini kullanildi. Olusan protein bantlar1 ImageJ Software (NIH, Bethesda,
MA, USA) ile denstiometrik olarak dl¢iilerek bant yogunluklar ilgili aktin bant yogunluklari
normalize edilerek degerlendirildi. Bu islemler Bcl-2, NF-xB, p53, Bax genlerinin sorumlu
oldugu protein seviyelerinin belirlenmesi i¢in ilgili anti-human antikorlar kullanarak bu
genlerin sorumlu oldugu protein diizeyleri Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen ile

muamele dncesi ve sonrasi western blot yontemi kullanilarak belirlendi.

3.8.4. Yiiriitme (Running)

Protein eksraksiyonunu takiben jel dikey elektroforez tankina yerlestirildi. Tanka
1xTris-glycine SDS (sodyum Dodesil Siilfat) “running buffer” (%10 10X SDS, %90 dH-0)
konuldu. Jelin tarag: ¢ikarildiktan sonra kuyucuklara 30 ul 6rnek ve 10 pl protein ladder
yiiklendi. Jel 150 V’da 60 dakika yiiriitiildii. Siire sonunda kaset sokiildii ve camlar ayrilarak
jel ¢ikarildi.
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Sekil 3. 4. Western Blotlama yonteminde jele orneklerin  yiiklenmesi ve yiritilmesi.
A: Jele orneklerin yiikklenmesi, B ve C: Orneklerin yiiriitiilmesi, D: Yiiriitme islemi sonrasi jelin sistemden

¢ikarilmasi.

3.8.5. immun Blotting (Blotlama)

Orneklerin yiiriitiilme islemi tamamlandiktan sonra jel cikarilarak immuno-
blotlama asamasina gegildi. Blotlama agamasinda 0.2 pm PVDF membranlar kullanildi.
Oncelikle membranlar 2-3 dakika (seffaflasana kadar) metanol icerisinde tutuldu. Membran,
transfer buffer (%10 10xTransfer Buffer %90 dH20) ile yikandiktan sonra proteinlerin
jelden PVDF membrana aktarilmasi semi-dry transfer yontemiyle gergeklestirildi. Bes 3
MM Whatman kagidi, jel, PVDF membran, 5 adet 3MM Whatman kagidi olacak sekilde
blotlama cihazina yerlestirildi. Whatman kagitlar1 ve membranlar transfer baglamadan ¢once
transfer buffer icinde tutularak islatildi (bu asamada yerlestirilirken hava kabarciginin
olmamasma dikkat edildi). Transfer islemi 1.3 A akim altinda 10 dakika siire ile
gerceklestirildi. Transferden sonra jel Poncue S (Bio-Rad, Dubai) ile boyanarak islemin

basarisi1 gozlemlendi. Transfer isleminin basarili oldugunun goriilmesiyle sonra membranlar
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TBS-T (%10 10XTBS, %90 dH>0 ve %0.1°lik Tween-20) soliisyonu igerisine alinarak oda

sicakliginda 5 dakika calkalayicida inkiibasyona birakildi. Daha sonra membran 3 kez

yikama islemine tabii tutuldu.

Sekil 3. 5. Western -blotlama yonteminde jelin membrana transfer islemleri.

Membranlarin bloklama islemi i¢in %7 yagsiz siit tozu igeren 50 ml TBS-T
hazirlandi. Membranin tizerine eklendi ve ¢alkalayicida oda sicakliginda 1 saat inkiibe

edildi. Daha sonra TBS-T ile 3x5 dakika muamele edildi.

Sekil 3. 6. Bloklama iglemi.
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Sekil 3. 7. A: Blotlama isleminden sonra jelin, B: Boyama isleminden sonra membranin goriintiilenmesi.

Membran subsrat ile boyandi. igerisinde 1ml peroxide soliisyonu ve 1 ml Luminol
Enhancer Soliisyonu ile karistirildi (5 dakika siireyle mikropipet yardimiyla membranin her
tarafina uygulandi). Goriintilleme {initesinde bantlarin fotograflar1 alinarak yogunluk

degerlendirmeleri yapildi.

3.8.6. Normalizasyon

Bu islem i¢in 20 ml TBS-T, %5 yagsiz siit tozu ile karistirildi ve 10 pl Beta-aktin
poliklonal antikor eklendi. Calkalayicida +4 °C’de bir gece (12-16 saat) inkiibasyona
birakildi.

A B

Sekil 3. 8. Normalizasyon islemlerinin gerceklestirilmesi.
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Inkiibasyon sonunda karisim dokiildii ve membran TBS-T ile 5 dakika yikandh.
Sekonder antikor olarak goat anti-rabbit IgG HRP (R-05072-500, Advansta, ABD)
kullanildi. Sonra 18 ml TBS-T, %6 yagsiz siit tozu ve 6 pl anti-rabbit sekonder antikor ile
kanistirildi. Calkalayicida oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ve TBS-T ile 5 dakika
yikandi.

Membran subsrat ile boyandi. Sonra 1 ml Peroxide solution (Thermo Fisher
Scientific, USA) ve 1 ml Luminol Enhancer Solution (Thermo Fisher Scientific, USA)
karistirildit ve 5 dk. boyunca mikropipet yardimiyla membranin her tarafina uygulandi.

Gorlintlileme tinitesinde bantlarin fotograflar1 alinarak yogunluk degerlendirmeleri yapildi.

Membran TBS-T ile 5 dakika yikandi. Primer ve sekonder antikoru membrandan
uzaklastirmak amaciyla stripping buffer eklendi ve 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra TBS-T ile 5 dakika inkiibe edildi. Aynt membrana ilk adim olan immun blotlama
yapildi. Bcl-2, NF-kB, Bax ve p53 genlerinin sorumlu oldugu protein seviyelerinin

belirlenmesi i¢in ayn1 adimlar takip edilerek caligildi.

3.9. Deney Hayvanlar1 Calismalar

Bu ¢alisma i¢in Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 27/12/2018 tarih ve 2018/11-9 numarali etik kurul onayr alinmistir. Hayvan
deneyleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde
gerceklestirildi. Deneylerde Balb-c tiirii disi fareler kullanildi. Fareler randomize olarak
gruplara ayrildi. Calismada tiim fareler deneyler siiresince standart diyet ve su ile ad libitum

olarak beslendi.

3.9.1. B16-F10 Hiicre Hattinin Hazirlanmasi

Farelerde deri alt1 timor olusturulmasi i¢in B16-F10 (mouse melanoma cell line)
hiicre hatt1 kullanildi. Hiicre kiiltiirleri igerisinde %10 oraninda fetal dana serumu,10 mM
HEPES, 4 mM glutaminli 100 IU/ml penisilin/streptomisin ihtiva eden RPMI-1640 s1v1

besiyerinde 37 °C ve %5 CO: ve bulunduran inkiibatorde inkiibe edilerek kiiltive edildi.
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Hiicrelerin kiiltivasyonu her bir ml’de x10° hiicre olacak sekilde ayarlanmis 100, 200 ve 500
ml’lik kiiltlir kaplarinda, kiiltiir kabinin yiizde 10’u nispetinde besiyeri bulunan kaplarda
inkiibe edildi. Hiicre kiiltiirlerinin inkiibasyonu Kkiiltiir kab1 yiizeyinde monolayer tarzda
iiremeler gerceklesinceye kadar beklenerek yapildi (3-7 giin siireyle). Bu siire i¢inde besiyeri

pH’inda degisme gozlemlenirse besiyeri degisimi yapildu.

3.9.2. Deri Alt1 Tiimor Modeli Olusturulmasi

Calismada Balb/c tiirii fareler kullanildi. Fareler 11 farkli gruba ayrildi. Farelerin
10’u saglikli kontrol grubu olarak belirlendi. Ayrica 10 fareden olusan standart ila¢ tedavi
grubu olusturuldu. Diger gruplar fitokimyasallar ve fitokimyasal+standart ilag (Dakarbazin

(20 mM)) tedavi gruplar1 olacak sekilde diizenlendi.

Tiimor olusturmak i¢in fare malign melanoma hiicre hatt1 olan B16-F10 hiicre hatt1
kullanildi. Fareler randomize olarak tedavi gruplarina alindi. Tedaviye B16-F10 hiicre
inokiilasyonun 7. glinlinden sonra baslanildi. Son injeksiyondan itibaren, hiicre kiiltiirlerinde
antiproliferatif etkinligi tespit edilen Alfa-Pinen (20 mM), Gama-Terpinen (60 mM), P-
Cymen (60 mM) ve bu ii¢ fitokimyasalin Dakarbazin ile (P-Cyemene artt Dakarbazin;
Gama-Terpinen artt Dakarbazin; Alfa-Pinen arti Dakarbazin; Alfa-Pinen arti Gama-
Terpinen art1 Dakarbazin) kombinasyonlarinin tedavide hayvan modeli iizerinde etkinligi

arastirildi. Hayvanlara tedavi intra peritonel (IP) olarak uygulandi.

Yukarida agiklanan hayvan deneyleri in vitro etkinligi saptanan her bir fitokimyasal
ve fitokimyasal kombinasonunun in vivo etkinligi deri alt1 fare tiim6r modelinde ayr1 ayri

caligildi.

3.9.3. Fare injeksiyonu

1.  Hiicre saymmii takiben PBS (pH=7.4) icinde ml’de 1x10° canli hiicre olacak sekilde
hiicre siispansiyonu hazirlandi.

2. Hiicre siispansiyonu insiilin enjektorii (25 G) yardimiyla her hayvanin deri altina (sirt

bolgesine) 100 pl (1x10° hiicre/fare) olacak sekilde injekte edildi.

43



3.  Injeksiyonu takiben fareler 6zel kafeslerine alindi ve normal besinlerle (su+yem)
beslenerek takip edildi.
4.  Hiicre injeksiyonu yapilan fareler calismanin ilk giiniinde ve sonra her haftada iki kez

olmak iizere tartilarak tiimor gelisimi agisindan kontrol edildi.

A B

Sekil 3. 9. Fare Injeksiyonu. A: B16-F10 melanoma hiicre injeksiyonu, B: Tedavinin IP olarak uygulanmasi.

3.9.4. Calisma Gruplan

Deney gruplar1 asagida verilmistir. Bu deneylerde kontrol gruplariyla birlikte
toplam 7 grup yer aldi. Birinci, ikinci ve {igiincii gruplar kontrol gruplari olarak belirlendi.
Sonuglarin istatiksel agidan degerlendirilmesi her grup verileri agisindan kiyaslamali olarak

yapildi.

Farelerin sol arka sirt bolgesinde B16-F10 melanoma hiicreleri ile deri alt1 timori

olusturuldu. Inokiilasyonun 7.giiniinden sonra tedavi protokolleri uygulanmaya basland.

1. Kontrol Grubu: Birinci grup, saglikli kontrol grubu olarak secildi (hiicre inokiilasyonu

yapilmadi, hi¢bir injeksiyon islemi gergeklestirilmedi.
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2. Hiicre kontrol grubu: Bu grupta secilen hayvanlara 1x10° hiicre/ml B16-F10 hiicre

inokiilasyonu yapildi, higbir tedavi uygulanmadi.

3. Solvent (DMSO/PBS) kontrol grubu: Bu grupta yer alan farelere fitokimyasallar
¢ozmek i¢in kullandigimiz konsantrasyonda DMSO/PBS soliisyonu verildi.

4. Standart ila¢ kontrol grubu: Bu grupta yer alan farelerin tedavileri Dakarbazin (20 mM)
ile 0.5 mg/giin hesabi ile 10 giin tedavi edildi.

5. P-Cymen tedavi Grubu: Bu grupta yer alan farelere P-Cymen (60 mM) ile 10 giin tedavi
uygulandi.

6. Gama-Terpinen Tedavi Grubu: Bu grupta yer alan farelere Gama-Terpinen (60 mM)

ile 10 giin tedavi uygulandi.

7. Alfa-Pinen Tedavi Grubu 3: Bu grupta yer alan farelere Alfa-Pinen (20 mM) ile 10 giin

tedavi uygulamda.

8. Alfa-Pinen arti Dakarbazin Tedavi Grubu: Bu grupta yer alan farelere Alfa-Pinen (20
mM) art1 Dakarbazin (10 mM) hesabi ile 10 giin tedavi uygulandi.

9. Gama-Terpinen art1 Dakarbazin Tedavi grubu: Farelere Gama-Terpinen (60 mM) art1

Dakarbazin (10 mM) uygulandu.

10. Alfa-Pinen arti Gama-Terpinen arti P-Cymen arti Dakarbazin Tedavi Grubu:
Farelere Alfa-Pinen (20 mM) arti Gama-Terpinen (60 mM) art1 P-Cymen (60 mM) arti
Dakarbazin (10 mM) uygulandi.

11. Dakarbazin Tedavi Grubu: Bu gruptaki fareler 10 mM Dakarbazin ile tedavi edildi.

3.9.5. Tedavi

Farelere B16-F10 hiicre inokiilasyonunu takiben giinliik olarak kitle olusumu tespit
edilen hayvanlara inokiilasyonun 7’inci gilinlinden itibaren tedavi verilmeye baglandi.

Fitokimyasallar in vitro deneylerde etkili bulunan konsantrasyonlarda standart ilag olarak
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secilen Dakarbazin tedavi gruplarina uygulandi. Hiicre kontrol grubuna hiicre injeksiyonunu
takiben hicbir tedavi uygulanmadi. Hayvanlarda kontrol gruplari grubu da dahil olmak {izere

tiim tedavi verilen gruplarda tiimdr gelisimi kumpasla Sl¢iilerek not edildi.

3.9.6. Disseksiyon ve Histolojik-Patolojik Degerlendirmeler

Tedavi protokolleri sonunda fareler ketamin/ksilazin anestezisi (150/9 mg/kg, i.p.)
yapildiktan sonra doku disseksiyonlart gergeklestirildi. Projede histolojik-patolojik
degerlendirmeler HMKU Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

Bu asamada tiimor kitlelerinin histopatolojisi ve metastatik 6zellikleri degerlendirildi.

Hayvanlarin dikkatli bir sekilde disseksiyonu yapilarak deri alt1 kitlesi basta olmak
tizere beyin, bobrek, dalak, kalp, akciger, karaciger, kalin barsaklari ¢ikartildi. Ayrica,
farelerde karin boslugunda asit birikimi kontrol edilerek ve periton PBS soliisyonu ile
yikandi. Yikama soliisyonlari tliplere alinarak Giemsa ve Hematoksilen-Eosin boyalart ile

boyanmak igin preperatlar hazirlandi. Timor kitleleri ile alinan organlar %10’ luk

formaldehid ¢6zeltisi i¢cine kondu.

Sekil 3. 10. Deri alti tiimdr dokusunun kumpasla capmin Olgiilmesi ve eksize edilmeden &nce
degerlendirilmesi.
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Alman organ ve dokulardan preperat hazirlamak icin kasetlere yerlestirme,
fiksasyon, parafin bloklar1 olusturma, kesit alma ve Hematoksilen-Eosin ile boyama gibi
gereken tiim prosediirler ve mikroskobik inceleme islemleri HMKU Veteriner Fakiiltesi

Patoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.9.7. Patolojik Degerlendirmeler i¢cin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Farelerden alinan drnekler laboratuvarda tespit (fiksasyon), takip (doku Isleme),
bloklama, kesme ve boyama islemlerinden gecirildi. Dokular 10 ile 20 kat fazlas1 olacak
sekilde hazirlanmis % 10’luk tamponlu formalinde (pH 7,2-7,4) tespit edildi. Tespit
sonrasinda 4 mm kalinliginda kiiciiltillerek bir gece akan ¢esme suyunda yikandi. Rutin
yontemlere gore dereceli alkol (%50, %80, %96, 9%100), ksilol ve parafin serilerinden
gecirildikten sonra parafinde bloklandi. Bu sekilde hazirlanan doku bloklarindan
mikrotomla 4 mikron kalinliginda alinan kesitler 6dnce 37°C’lik su banyosuna atilip
acilmalar1 saglandi ve sonra da lamlara alinarak 30 dakika 54°C’lik etiivde kurutuldu. Bu
kesitler ksilollerde deparafinize edilip; 100, 96, 80 ve 70’lik alkol serilerinden de
gecirildikten sonra Hematoksilen Eozin (HXE) ile boyandi. Tekrar dereceli alkol (%80, %96,
%100) ve ksilolden gecirilip yapistirict (Entellan) yardimiyla lamel ile kapatildi. Isik
mikroskop altinda (Olympus Cx31) incelendikten sonra mikrofotograflari (Olympus DP12)

alindu.

3.9.8. istatistik Analiz

Tiim istatiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, Windows v.
23, Chicago, IL) programi kullanilarak yapildi. Grup ortalamalar1 arasi1 farklarin 6nem
dereceleri test edilirken tiim analizlerde farklar p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. DMSO’nun Non-Toksik Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada fitokimyasallarin besiyerinde ¢oziilmesi i¢in kullanilan DMSO’nun
hiicreler iizerindeki non-toksik konsantrasyonu belirlendi. DMSO’nun besiyeri i¢erisindeki
farkli konsantrasyonlar1 igerisine 1x10° hiicre/ml olacak sekilde Vero hiicreleri muamele
edildi. Deneylerde DMSO <%2 (w/v) olan konsantrasyonlarinda hiicre iiremesine,
canliligina herhangi bir toksisitesinin olmadigi tespit edildi (Sekil 4. 1). Deneylerde
fitokimyasallarin besiyerinde ¢o6ziilmesi amaciyla solvent olarak kullanilan DMSO’nun

%1°lik konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
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1.00E+07 I I I
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Kontrol (%0,5) (%1,5) (%2,5) (%3,5)

M Baslangic ®m24h m48h 172h m9%h

Sekil 4. 1. Vero hiicreleri tizerinde DMSO'nun non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi

Vero hiicreleri {izerinde solvent olarak kullanilan DMSO’nun %2.5’lik
konsantrasyonunun inkiibasyonun 48.saatinden sonra hiicre sayilar1 agisindan istatiksel
olarak anlaml diizeyde azalmaya basladigi, hiicreler {izerinde toksisite olusturdugu tespit

edilmistir.

Deneylerde Vero hiicre kiiltiirlerinde %2 ve daha diisiik konsantrasyonlarda
DMSO’nun hiicre {iremesini inhibe etmedigi tespit edildi. Icerisinde DMSO bulunan ve

icerisinde DMSO bulunmayan Vero hiicreleri 96 saat siireyle hem morfolojik olarak
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hiicrelerde meydana gelebilecek sitopatolojik degisimler (hiicre yuvarlaklagsmasi, hiicrelerde
piknozis goriilmesi, sitoplazmanin daralmasi, niikleer biiylime gibi) hem de inkiibasyon
stiresi sonunda canli hiicre sayis1 bakimindan %?2 ve daha diisiik konsantrasyonda DMSO
ithtiva eden hiicre kiiltiirlerinde herhangi bir sitopatolojik degisimin meydana gelmedigi ve

canlt hiicre sayis1 bakimindan kontrol grubu hiicre kiiltiirlerinden farksiz oldugu tespit edildi

(»>0.05). Ayrica, morfolojik agidan kontrol grubuyla DMSO grubu arasinda herhangi bir
fark tespit edilmedi (Sekil 4. 2 — 4. 5).

Sekil 4. 2. Vero Hiicreleri. A. 96 saat inkiibasyondan sonra igerisinde DMSO bulunmayan hiicre kiiltiiriiniin
mikroskobik goriintiisii. B: igerisinde < %2 DMSO bulunan hiicre kiiltiiriiniin morfolojik gériinimii (10x).

Sekil 4. 3. A-549 Hiicreleri. A. 96 saat inkiibasyondan sonra i¢erisinde DMSO bulunmayan hiicre kiiltiiriiniin
mikroskobik goriintiisii. B: igerisinde < %2 DMSO bulunan hiicre kiiltiiriiniin morfolojik gériniimii (10x%).
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A B

Sekil 4. 4. A-2058 Hiicreleri. A. 96 saat inkiibasyondan sonra igerisinde DMSO bulunmayan hiicre kiiltiiriiniin
mikroskobik goriintiisii. B: igerisinde < %2 DMSO bulunan hiicre kiiltiirliniin morfolojik gériinimii (10x).

Sekil 4. 5. MCF-7 Hiicreleri. A. 96 saat inkiibasyondan sonra i¢erisinde DMSO bulunmayan hiicre kiiltiiriiniin
mikroskobik goriintiisii. B: igerisinde < %2 DMSO bulunan hiicre kiiltiiriiniin morfolojik gériiniimii (10%).
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0312 pg'mi 0.156 pg/md

0.0195 yo'mi 0.00975 pg'mi

Sekil 4. 6. A-549 hiicre hattinda Alfa-Pinen’in farkli konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri lizerinde meydana
getirdigi sitopatolojik degisiklikler.
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125 pgimi 0625 pg/ml

0.312 pgimi 0.158 pgrmi

Sekil 4. 7. A-2058 hiicre hattinda Gama-Terpinen’in farkli konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri iizerinde
meydana getirdigi sitopatolojik degisiklikler.
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125 pg/mi

0.312 pyid 0.156 pg'mi

0.78 pgimi 0.039 pg'mi

0.0195 pg/mi Q00075 pgimé

Sekil 4. 8. MCF-7 hiicre hattinda P-Cymen’in farkli konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri tizerinde meydana

getirdigi sitopatolojik degisiklikler.



4.2. MTT Sonuglari

Spektrofotometrik 6l¢lim metotuna dayanan bir yontem olan bu yontemle Alfa-
Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in hem saglikli (Vero hiicre hatti) hiicreler iizerinde hem
de kanser hiicre hatlar1 (A-549, MCF-7 ve A-2058 hiicreleri) iizerinde etkileri MTT Kkiti
kullanarak tespit edildi. Deneyler 96 kuyucuklu diiz tabanli mikropleytler kullanilarak
gerceklestirildi. Hiicreler inokiile edildikten sonra 37 °C’de 8 saat inkiibasyon sonucunda
hiicrelerin metabolik fonksiyonlarini1 diizenlemeleri saglandi. Metabolik fonksiyonlarini
diizenleyen hiicrelerin kiiltiir medyumu igerisine kiiltiir medyumu ile diliie edilen ¢esitli
konsantrasyonlarda fitokimyasallar ilave edilerek 96 saate kadar inkiibasyonlar1 yapildi.
Inkiibasyon sonunda MTT yontemiyle hiicre viabilitesi veya kimyasal bilesiklerin
(sentezlerin) hiicreler lizerindeki etkisi mikropleyt okuyucu ile okutularak ICso (hiicre

tiremesinin en azindan %50’sini inhibe eden konsantrasyon) degerleri belirlendi (Sekil 4. 9).
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Sekil 4. 9. Fitokimyasallarin saglikli (Vero hiicre hatt1) ve kanser hiicre dizilerinde (A-549, MCF-7 ve A-2058
hiicre hatt1) ICso degerleri.

Sekil 4. 9°da Alfa-Terpinen’in ii¢ kanser hatti izerinde de Gama-Terpinen ve P-
Cymen’den ¢ok daha yiiksek diizeyde etkili oldugu goriilmektedir. Alfa-Pinen’in A-549 ve
MCEF-7 hiicreleri iizerinde ICso degerinin 0.019 pg/ml oldugu tespit edilirken A-2058

hiicreleri tizerinde 0.039 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Deneylerde Gama-Terpinen’in ICso

degerlerinin Alfa-Pinen degerlerine oldukca yakin oldugu (A-549, MCF-7 ve A-2058 icin
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strastyla; 0.078, 0.078 ve 0.156 pg/ml), P-Cymen’in ise ICso degerleri ii¢ hiicre hattindan en
yiiksek oldugu (A-549, MCF-7 ve A-2058 i¢in sirastyla; 0.625, 0.312 ve 0.625 pg/ml) tespit
edilmistir (Sekil 4. 9).

4.3. Fitokimyasallarin Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi
4.3.1. Akridin Oranj Boyama Yontemi

Bu grup deneylerde akridin oranj boyama metodu ile hiicrelerde morfolojik
degisiklikler kaydedildi. Deneylerde fitokimyasallara maruziyet siiresi arttikca dogru
orantili olarak apoptoza giren hiicre sayisinin da arttigi tespit edildi. Kanser hiicrelerinin
fitokimyasallara maruziyetinden sonraki ilk 8 saatlik inkiibasyon sonunda apoptotik
yapilarin hiicre zar1 etrafinda toplandigi, hiicrelerde morfolojik degisimlerin olugmaya
basladigi, hiicrelerin tipik formdan atipik forma doniistiikleri tespit edildi. Deneylerde
kontrol grubuyla kiyaslandiginda bilesiklerin apoptotik indeksleri hiicre tipine gore sekil 4.
10 - 4. 18’de goriilmektedir. Deneylerde Gama-Terpinen, Alfa-Pinen ve P-Cymen’in hiicre

.

apoptotik indekslerin 3-34 arasinda degistigi tespit edildi.
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Sekil 4. 10. Alfa-Pinen'in A-549 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi

Alfa-Pinen ¢alismada etkisi arastirilan ii¢ fitokimyasal arasinda etkinligi en yiiksek

olan fitokimyasal olarak tespit edildi. Alfa-Pinen’in insan akciger hiicreleri lizerinde olduk¢a
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diisiik konsantrasyonlarda hiicrelerde apoptozu tetikledigi tespit edildi. Alfa-Pinen’in 0.019,
0.039 ve 0.078 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin standart ilagla (Paklitaksel) kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli farklarin olmadig tespit edildi (p>0.05; Sekil 4. 10).
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o

Sekil 4. 11. Gama-Terpinen'in A-549 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi.

Gama-Terpinen’in insan akciger adenokarsinama hiicre hattinda hiicreleri apoptoza
stiriikledigi dozun oldukga diisiik oldugu ve standart ilag Paklitaksel ile kiyaslandiginda
oldukca etkili oldugu tespit edildi. Gama-Terpinen’in A-549 hiicreleri lizerinde 0.019 ile
0.312 pg/ml’lik konsantrasyonlar arasinda oldukca 6nemli etkinlik gosterdigi tespit edildi
(Sekil 4. 11).
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Sekil 4. 12. P-Cymen'in A-549 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi.
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A-549 hiicre hatt1 iizerinde etkinligi arastirilan iiclincli fitokimyasal olan P-
Cymen’in etkinligi Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen ile kiyaslandiginda daha diisiik olarak
bulundu. P-Cymen’in A-549 hiicrelerine kars1 apoptozisi indiikledigi en yiiksek
konsantrasyonun 0.625 pg/ml oldugu tespit edildi. Bu dozda etkinligin paklitaksel ile
kiyaslandiginda etkinligi diisiik bulunsa da istatiksel olarak anlamli derecede fark olmadigi

tespit edildi (p>0.05; Sekil 4. 12).
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Sekil 4. 13. Alfa-Pinen'in MCF-7 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi.

Sekil 4. 13’te Alfa-Pinen’in insan meme kanseri hiicreleri lizerinde apoptotik
indeksi verilmistir. Burada Alfa-Pinen’in 0.019 ve 0.039 pg/ml’lik konsantrasyonlarda
hiicreleri 6nemli 6l¢iide apoptozise siiriikledigi tespit edildi (Sekil 4. 13).
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Sekil 4. 14. Gama-Terpinen'in MCF-7 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi.
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A-549 hiicreleri lizerinde oldugu gibi Gama-Terpinen MCF-7 hiicreleri iizerinde de
oldukca 6nemli apoptotik etkinlik gosterdi. Ozellikle 0.019; 0.039 ve 0.078 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda standart ilag etkinligiyle kiyaslandiginda olduk¢a onemli etkinlik

sergiledigi bulundu (Sekil 4. 14).
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Sekil 4. 15. P-Cymen'in MCF-7 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi

P-Cymen’in etkinligi MCF-7 hiicreleri iizerinde de benzer olarak en diigiik etkinlik
olarak tespit edildi. P-Cymen’in 0.312 upg/ml’lik konsantrasyonda standart ilagla
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede diisiikk etkinlik saptansa da bu

konsantrasyondaki etkinligi 6nemli bulundu (p<0.05; Sekil 4. 15).
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Sekil 4. 16. Alfa-Pinen'in A-2058 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi.
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Insan melanoma hiicre hattinda yapilan deneylerde ise Alfa-Pinen’in etkinliginin
Dakarbazin ile kiyaslandiginda daha diistik oldugu tespit edilse de 0.019 ve 0.039 pg/ml’lik

konsantrasyonlarda 6nemli bulunmustur (Sekil 4. 16).
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Sekil 4. 17. Gama-Terpinen'in A-2058 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi.

Deneylerde Gama-Terpinen’in melanamo hiicreleri iizerinde etkinligi oldukga
yiiksek olarak tespit edildi. Ozellikle Gama-Terpinen’in 0.039 pg/ml’lik konsantrasyonda
etkinliginin standat ilagla kiyaslandiginda aralarinda istatiksel agidan anlamli farkin

olmadig: tespit edildi (p<0.05; Sekil 4. 17).
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Sekil 4. 18. P-Cymen'in A-2058 hiicre hattinda apoptotik hiicre indeksi.
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P-Cymen’in etkinligi insan meme ve akciger kanser hiicrelerinde oldugu gibi
melanoma hiicrelerinde de standart ilagla (Dakarbazin) kiyaslandiginda diger
fitokimyasallardan daha diisiik olarak tespit edildi. P-Cymen’in 0.312 pg/ml’lik
konsantrasyonda melanoma hiicrelerini dikkate deger dl¢lide apoptoza siiriikledigi tespit

edildi (p<0.05; Sekil 4. 18).

4.3.2. Morfolojik Analiz

Calismada Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in kanser hiicre hatlar1 (A-549,
MCEF-7 ve A-2058) iizerindeki etkileri standart ilaglarla (Paklitaksel ve Dakarbazin) es
zamanli yapilan kiiltiir calismalariyla arastirildi. Fitokimyasallarin standart ilaclarla
etkilerinin degerlendirilmesi hiicreler toplanmadan ©nce morfolojik agidan yapilan

mikroskobik incelemelerle de degerlendirildi.

Icerisinde higbir fitokimyasal veya standart ilag bulundurmayan kontrol grubu
hiicreleri de bu ¢alismalarda degerlendirildi. Hiicre kontrol deneylerinde inkiibasyonun 96.
saatinde hiicrelerde herhangi bir sitopatolojik degisikligin meydana gelmedigi, hiicrelerin
tipik morfolojide ve kiiltiir kab1 yiizeyinde ¢ogalmasini siirdiirdiigii tespit edildi. Hiicrelerin
kiiltiir kab1 yiizeyinde monolayer tarzda iiredigi, sinsitya, graniilasyon, flizyon, niikleer
yapinin biiyiimesi ve hiicre yuvarlaklagsmasi gibi herhangi bir sitopatolojinin gézlenmedigi

tespit edildi.

Standart ilag ihtiva eden kanser hiicre dizilerinde ise hiicrelerde morfolojik olarak
degisikliklerin olustugu, adezyonun bozuldugu, genis 6l¢iide atipi ve patolojik degisimlerin

(hiicre yuvarlaklagmasi, sitoplazma daralmasi, niikleer genisleme gibi) oldugu tespit edildi.

4.4. Flow Sitometrik Analiz

(Calismada hiicre kontrol grubu (igerisinde sadece hiicre iiretme besiyeri bulunan,
herhangi bir kimyasal veya ila¢ bulunmayan Kkiiltiirler) ile fitokimyasallar ve standart
ilaglarin bulundugu hiicre kiiltiirleri, hiicre siklusu ve proliferasyon indeksleri bakimindan

degerlendirildi. Calismada igerisinde hi¢bir madde bulunmayan (fitokimyasal ve ilag)
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kontrol grubu hiicre kiiltiirlerinden alinan hiicrelerin hiicre proliferasyonlarinin devam ettigi,

incelemelerde hiicrelerin biiyiik oranda G2 siklusunda olduklar tespit edildi.

Igerisinde Paklitaksel bulunan hiicrelerin hiicre sikluslarmin ise biiyiik oranda S
fazinda, Dakarbazin bulunan hiicre kiiltlirlerindeki hiicrelerin ise GO/1 fazinda hiicre
sikluslarinin inhibe edildikleri saptanirken, fitokimyasal bulunan hiicrelerin ise GO/1 fazinda

hiicre liremesini inhibe ettikleri tespit edildi.
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A: Gama-Terpinen’in A-549 hiicre hattinda hiicre siklusu lizerindeki etkileri.
B: Alfa-Pinen’in MCF-7 hiicre hattinda hiicre siklusu tizerindeki etkileri.
C: Gama-Terpinen’in A-2058 hiicre hattinda hiicre siklusu iizerindeki etkileri.

Sekil 4. 19. Fitokimyasallarin kanser hiicre hatlarinda hiicre siklusu tizerindeki etkileri.

4.5. Kaspaz-3 Aktivitesi

Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in A-549 ve MCF-7 hiicreleri {izerinde
kaspaz-3 aktivitesi Paklitaksel, Dakarbazin ve kontrol grubu hiicreleriyle kiyasli olarak

degerlendirildi. Caligmada ticari olarak temin edilen kaspaz-3 kiti kullanildi.

14
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Sekil 4. 20. Kaspaz-3 standart egri grafigi.
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A-549 ve A-2058 hiicre hattinda fitokimyasallarin ve standart ilaglarin kaspaz-3
aktivitesi standartlar dogrultusunda degerlendirildi (Sekil 4. 20).

' ' ] . I

Hicre kontrol P- Cymen Gama-terpinen Alfa-pinen Paklitaksel

Deger (ng/ml)
N w B [6,] [e)} ~ [0} o

[any

Sekil 4. 21. Alfa-Pinen (0.019 pg/ml), Gama-Terpinen (0.039 pg/ml) ve P-Cymen (0.019 pg/ml)’in A-549

hiicre hatt1 iizerinde kaspaz-3 aktivitesinin kontrol ve Paklitaksel (10 uM) ile kiyaslanmasi.
P degerleri

Kontrol&Paklitaksel: p<0.01 Paklitaksel&Alfa-Pinen: p<0.05 Alfa-Pinen&P-Cymen: p<0.05
Kontrol&Alfa-Pinen: p<0.05 Paklitaksel&Gama-Terpinen: p<0.01 Gama-Terpinen&P-Cymen: p<0.05
Kontrol Gama-Terpinen: Paklitaksel&P-Cymen: p<0.05

p>0.05

Kontrol&P-Cymen: p<0.05 Alfa-Pinen&Gama-Terpinen: p<0.05

Calismada A-549 hiicreleri ve saglikli hiicreler iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen
ve P-Cymen’in kaspaz 3 aktiviteleri Paklitaksel ve kontrol grubu hiicrelerinin kaspaz-3
aktivitesiyle kiyaslamali olarak degerlendirildi. Fitokimyasallarin saglikli hiicreler iizerinde
non-toksik konsantrasyonlar: ile Paklitakselin non-toksik konsantrasyonlar1 karsilastirmali
olarak degerlendirildi. Caliymada Paklitakselin kaspaz-3 aktivitesi fitokimyasallarin
etkisinden daha yiiksek bulunsa da her li¢ fitokimyasalin da kontrol grubu hiicreleriyle
kiyaslandiginda hiicrelerdeki kaspaz-3 aktivitesini tetikledigi tespit edildi. Gama-Terpinen
ve P-Cymen’in hiicrelerde kaspaz-3 aktivitesini kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel

olarak anlamli diizeyde arttirdi8: tespit edildi (Sekil 4. 21).
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Sekil 4. 22. Alfa-Pinen, Gama-Terpinen (0.039 pg/ml) ve P-Cymen (0.019 pg/ml)’in A-2058 hiicre hatti
iizerinde kaspaz-3 aktivitesinin kontrol ve Dakarbazin (10 uM) ile kiyaslanmasi.

P degerleri

Kontrol&Dakarbazin: p>0.05 Dakarbazin&Alfa-Pinen: p<0.05 Alfa-Pinen&P-Cymen: p<0.05

Kontrol&Alfa-Pinen: p<0.05 Dakarbazin&Gama-Terpinen: p<0.01 Gama-Terpinen&P-Cymen:
p<0.05

Kontrol Gama-Terpinen: Dakarbazin&P-Cymen: p<0.05

p<0.01

Kontrol&P-Cymen: p<0.05 Alfa-Pinen&Gama-Terpinen: p<0.05

A-2058 melanoma hiicreleri lizerinde ise fitokimyasallarin kaspaz-3 aktivitesi
tizerinde hem kontrol grubuyla hem de standart ilagla kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli artislarm oldugu saptandi. Ozellikle Gama-Terpinen’in melanoma hiicreleri

tizerinde oldukga giiclii kaspaz-3 aktivitesini tetikledigi tespit edildi (Sekil 4. 22).

4.6. Real-Time PCR Sonuclar

Fitokimyasallar (Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen) ve standart ilaglarla
(Paklitaksel ve Dakarbazin) muamele edilen kanser hiicrelerinde inkiibasyon sonunda Bax,
Bcl-xL, Bcl-2, Caps-3, NF-kB ve p53 genlerinin ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi
icin RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA asamasina gegcmeden once
her grup hiicreden izole edilen RNA konsantrasyonu optimize edildi ve jel elektroforezinde
yiriitiillerek kontrolleri gerceklestirildi (Sekil 4. 23). Yeterli konsantrasyonlarda RNA

izolasyonu yapilan hiicrelerde daha sonra cDNA sentezleri gerceklestirildi.
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Sekil 4. 23. A-549, MCF-7 ve A-2058 kanser hiicre hatlarinda fitokimyasallarla muamele edilen hiicrelerden
izole edilen RNA’larin elektroforezde goriintiileri.

RNA izolasyonu sonrast orneklerin saflik (A260/280=1.87+0.01), konsantrasyon
(388.10+£12.80 ng/pl) ve kalite bakimindan cDNA doniisiimii i¢in uygun oldugu tespit edildi.
RT-qPCR reaksiyonu ile elde edilen Ct ve “melting curve” (erime egrisi) grafikleri Sekil 4.
24 — 4. 30’da verilmistir.
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Sekil 4. 24. GAPDH geni Real-Time PCR amplifikasyon ve “melting curve” grafigi.

e P ey

Sekil 4. 25. Bcl-2 geni Real-Time PCR amplifikasyon ve “melting curve” grafigi.
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Sekil 4. 27. Bcl-xL geni Real-Time PCR amplifikasyon “melting curve” grafigi.
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Sekil 4. 28. Kaspaz-3 geni Real-Time PCR amplifikasyon “melting curve” grafigi.
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Sekil 4. 29. NF-kB geni Real-Time PCR amplifikasyon “melting curve” grafigi.

65



0.0 A zesdois

5 4 S 20 25 L 100
Ve
Sekil 4. 30. P53 geni Real-Time PCR amplifikasyon “melting curve” grafigi.
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Kontrol Paklitaksel p-Cymene Gama-Terpinene a-pinene

Kont.: Kontrol; PAK: Paklitaksel; PC: P-Cymen; GT: Gama-Terpinen; AP: Alfa-Pinen

Sekil 4. 31. A-549 hiicreleri tizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bcl-xL gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P>0.05 Kont.&AP: P<0.05 PAK&GT: P>0.05
Kont.&PC: P>0.05 PAK&PC: P>0.05 PAK&AP: P<0.05

Kont.&GT: P>0.05

Deneylerde A-549 hiicreleri lizerinde Gama-Terpinen ve P-Cymen’in Bc/-xL gen
ekspresyonunu azaltan etkisinin varlig1 tespit edilirken, Alfa-Pinen’in anti-apoptotik bir gen

olan Bcl-xL gen ekspresyonunu inhibe etmedigi hatta arttirdig: tespit edildi (Sekil 4. 31).
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Sekil 4. 32. A-549 hiicreleri lizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in NF-xB gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.05 PAK&GT: P<0.05
Kont.&PC: P<0.05 PAK&PC: P>0.05 PAK&AP: P<0.05

Kont.&AP: P<0.05

A-549 hiicreleri tizerinde Alfa-Pinen ile Gama-Terpinen’in NF-kB gen
ekspresyonunu istatiksel olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilirken, P-Cymen’in bu

gen ekspresyonunu kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli derecede inhibe ettigi tespit
edildi (Sekil 4. 32).

mRNA ekspresyon dizeyi
"fold change"
w
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Kontrol Paklitaksel a-pinene p-Cymene Gama-Terpinene

Sekil 4. 33. A-549 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bcl-2 gen ekspresyonu
tizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P>0.05 Kont.&GT: P<0.01 PAK&GT: P<0.05
Kont.&PC: P>0.05 PAK&PC: P>0.05 PAK&AP: P<0.05

Kont.&AP: P<0.05

Benzer sekilde A-549 hiicreleri lizerinde yapilan deneylerde bir anti-apoptotik gen
olan Bcl-2 gen ekspresyonunu Alfa-Pinen’in istatiksel olarak anlamli diizeyde inhibe ettigi
tespit edilirken P-Cymen ve Gama-Terpinen’in bu genin ekspresyonunu inhibe etmedigi

aksine tetikledigi tespit edildi. Paklitaksel ile Alfa-Pinen’in etkisi kiyaslandiginda Bc/-2 gen
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ekspresyonu lizerindeki inhibisyon etkileri arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi

(Sekil 4. 33).
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Kontrol p-Cymene a-pinene Gama-Terpinene Paklitaksel

Sekil 4. 34. A-549 hiicreleri tizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in kaspaz-3 gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.01 Kont.&GT: P<0.01 PAK&GT: P>0.05
Kont.&PC: P>0.05 PAK&PC: P<0.01 PAK&AP: P<0.01

Kont.&AP: P>0.05

A-549 hiicreleri tlizerinde kaspaz-3 geni ekspresyon oranlar1 degerlendirildiginde
Gama-Terpinen’in kaspaz-3 gen ekspresyonunu anlamli derecede arttirirken, P-Cymen ve
Alfa-Pinen’in bu genin ¢aligmasi tizerinde anlamli bir etkisinin olmadig: tespit edildi (Sekil

4.34),

Kontrol p-Cymene a-pinene Paklitaksel Gama-Terpinene

mRNA ekspresyon diizeyi
"fold change"
o - N w D w ()] ~ [o]

Sekil 4. 35. A-549 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in p53 gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.01 PAK&GT: P<0.05
Kont.&PC: P>0.05 PAK&PC: P<0.05 PAK&AP: P>0.05

Kont.&AP: P<0.05
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Fitokimyasallarin pro-apoptotik genlerden birisi olan p53 geni iizerindeki etkisinin
insan akciger karsinomu {izerinde etkilerinin arastirildig1 calismalarda her {i¢ fitokimyasalin
da kontrol grubuyla kiyaslandiginda p53 geni ekspresyonunu arttirdigi tespit edilirken,
P-Cymen’in etkinliginin istatiksel agidan anlamsiz oldugu, Alfa-Pinen’in etkinliginin
istatiksel olarak kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek olsa da, Paklitaksel’in
etkinliginden anlamli derecede diisiik kaldig1 goriilmektedir. Gama-Terpinen’in ise p53 gen
eksresyonunu Paklitaksel ile kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek oranda tetikledigi

tespit edildi (Sekil 4. 35).
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Sekil 4. 36. A-549 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bax gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.05 PAK&GT: P<0.05
Kont.&PC: P<0.05 PAK&PC: P<0.05 PAK&AP: P<0.01

Kont.&AP: P<0.001

A-549 hiicreleri tizerinde Bax pro-apoptotik geni ile ekspresyon c¢aligmalarinda ise
her ti¢ fitokimyasalin da kontrol grubuyla kiyaslandiginda Bax gen ekspresyonunun anlamli
derecede arttirsa da hem P-Cymen hem de Gama-Terpinen’in etkinliginin Paklitakselin
etkinliginden anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi. Paklitakselin etkisiyle
kiyaslandiginda Bax gen ekspresyonunu bu ii¢ fitokimyasal arasinda istatiksel olarak anlamli

derecede arttiran fitokimyasalin Alfa-Pinen oldugu saptandi (p<0.01; Sekil 4. 36).
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Sekil 4. 37. MCF-7 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bcl-xL gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.01 PAK&GT: P<0.01
Kont.&PC: P>0.05 PAK&PC: P>0.05 PAK&AP: P<0.01

Kont.&AP: P<0.01

MCF-7 hiicreleriyle yapilan gen ekspresyonu deneylerinde anti-apoptotik
genlerden biri olan Bcl-xL gen ekspresyonunu Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen’in inhibe
etmedikleri aksine arttirdiklar1 fakat P-Cymen’in bu gen ekspresyonunu Paklitaksel’in

etkinligiyle kiyaslandiginda azalttig1 tespit edildi (Sekil 4. 37).
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Sekil 4. 38. MCF-7 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in NF-xB gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.05 PAK&GT: P>0.05
Kont.&PC: P<0.01 PAK&PC: P<0.01 PAK&AP: P>0.05

Kont.&AP: P<0.05

MCF-7 hiicreleri tizerinde Gama-Terpinen ve Alfa-Pinen’in Paklitaksele benzer bir
mekanizma ile NF-kB gen ekspresyonunu inhibe ettigi tespit edilirken, P-Cymen’in bu gen

ekspresyonunu anlamli derecede arttirdig1 saptandi (Sekil 4. 38).
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Sekil 4. 39. MCF-7 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bax gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.01 Kont.&GT: P<0.05 PAK&GT: P<0.01
Kont.&PC: P<0.01 PAK&PC: P>0.05 PAK&AP: P<0.01

Kont.&AP: P<0.05

Insan meme kanserinden derive edilen MCF-7 hiicreleri {izerinde yapilan deneylerde
bir pro-apoptotik gen olan Bax geni ekspresyonunu P-Cymen’in anlamli derecede arttirdigi
tespit edilirken, Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen’in kontrol grubuyla kiyaslandiginda
hiicrelerde istatiksel agidan anlamli derecede diisiik diizeyde eksprese edildigi tespit edildi

(Sekil 4. 39).
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Sekil 4. 40. MCF-7 hiicreleri lizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bcl-2 gen ekspresyonu
tizerindeki etkilerinin Paklitaksel ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.05 PAK&GT: P>0.05
Kont.&PC: P<0.05 PAK&PC: P>0.05 PAK&AP: P>0.05

Kont.&AP: P<0.05

MCF-7 hiicreleri {lizerinde her ii¢ fitokimyasalin da kontrol grubuyla
kiyaslandiginda bir anti-apoptotik gen olan Bcl-2 gen ekspresyonunu kontrol grubuyla

kiaslandiginda istatiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 tespit edildi. Fitokimyasallarin
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Paklitaksel ile kiyaslandiginda ise Alfa-Pinen, Gama-terpien ve P-Cymen’in etkinligi ile
anlamli bir fark tespit edilmedi. Caligmada bu hiicreler iizerinde en etkili fitokimyasalin

Alfa-Pinen oldugu saptandi (Sekil 4. 40).
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Sekil 4. 41. MCF-7 hiicreleri lizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in p53 gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Paklitakse ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&PAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.05 PAK&GT: P<0.05
Kont.&PC: P<0.05 PAK&PC: P>0.05 PAK&AP: P<0.05

Kont.&AP: P<0.05

Deneylerde MCF-7 hiicreleri lizerinde p53 gen ekspresyonunu her iig
fitokimyasalin da tetikledigi tespit edilirken, P-Cymen’in ekinliginin Paklitalsel’den farksiz
oldugu istatiksel olarak anlamli fark bulunmadigi, Gama-Terpinen ve Alfa-Pinen’in ise
Paklitaksel’in etkinliinden istatiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit
edildi (Sekil 4. 41).
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Kontrol a-pinene p-Cymene Dakarbazin Gama-Terpinene

DAK: Dakarbazin

Sekil 4. 42. A-2058 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bcl-xL gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin Dakarbazin ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&DAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.01 DAK&GT: P<0.05
Kont.&PC: P<0.05 DAK&PC: P<0.05 DAK&AP: P<0.05

Kont.&AP: P>0.05

Insan melanoma hiicreleri iizerinde (A-2058) yapilan ¢aligmalarda Alfa-Pinen ve
P-Cymen’in Bel-xL gen ekspresyonunu Dakarbazin ile kiyaslandiginda anlaml diizeyde
azalttig1 tespit edilirken, Gama-Terpinen’in ise anlaml1 derecede arttirdig: saptand (Sekil 4.

42),
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Sekil 4. 43. A-2058 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve NF-«xB gen ekspresyonu lizerindeki
etkilerinin Dakarbazin ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&DAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.05 DAK&GT: P>0.05
Kont.&PC: P<0.05 DAK&PC: P>0.05 DAK&AP: P>0.05

Kont.&AP: P<0.05

A-2058 hiicrelerinde NF-xB gen ekspreyonu lizerinde yapilan deneylerde her {i¢
fitokimyasalinda etkinliginin Dakarbazinin etkinligi ile olduk¢a yakin oldugu tespit edildi.
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Dakarbazin ve fitokimyasallarin bu gen ekspresyonu iizerinden kontrol grubuyla

kiyaslandiginda inhibitdr etki gosterdikleri tespit edildi (Sekil 4. 43).

Kontrol Gama-Terpinene p-Cymene a-pinene Dakarbazin

mRNA ekspresyon dizeyi
"fold change"
N w » wv ()] ~

-

Sekil 4. 44. A-2058 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bax gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin standart ilaglar ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&DAK: P<0.05 Kont.&GT: P>0.05 DAK&GT: P<0.05
Kont.&PC: P<0.05 DAK&PC: P<0.05 DAK&AP: P>0.05

Kont.&AP: P<0.05

Melanoma hiicreleri iizerinde Bax geni ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde
fitokimyasallardan Gama-Terpinen etkinliginin anlamli derecede yiiksek olmadigi tespit
edilirken, hem P-Cymen hem de Alfa-Pinen Bax geni ekspresyonunu istatiksel olarak

anlamli derecede arttirdi (Sekil 4. 44).

w »
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mRNA ekspresyon diizeyi
"fold change"
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Kontrol p-Cymene Dakarbazin a-pinene Gama-Terpinene

o

Sekil 4. 45. A-2058 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Bcl-2 gen ekspresyonu
tizerindeki etkilerinin standart ilaglar ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&DAK: P<0.05 Kont.&GT: P>0.05 DAK&GT: P>0.05
Kont.&PC: P>0.05 DAK&PC: P<0.05 DAK&AP: P>0.05

Kont.&AP: P<0.05

A-2058 hiicreleri iizerinde yapilan caligmalarda Bcl-2 gen ekspresyonunu

P-Cymen’in anlamli derecede inhibe ettigi tespit edilirken hem satandart ilag Dakarbazin
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hem de Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen bu genin ekspresyonunu inhibe edici bir etki gosterdi

(Sekil 4. 45).
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Kontrol p-Cymene Dakarbazin a-pinene Gama-Terpinene

Sekil 4. 46. A-2058 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Kaspaz-3 gen ekspresyonu
iizerindeki etkilerinin standart ilaglar ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&DAK: P<0.05 Kont.&GT: P<0.05 DAK&GT: P>0.05
Kont.&PC: P>0.05 DAK&PC: P<0.05 DAK&AP: P>0.05

Kont.&AP: P<0.05

Melanoma hiicreleri iizerinde yapilan deneylerde Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen’in
hiicrelerde kaspaz-3 geni eksresyonunu istatiksel olarak anlamli derecede arttirdigi tespit
edilirken, P-Cymen’in kaspaz-3 geni ekspresyonunu kontrol grubuyla kiyaslandiginda

arttirdig tespit edilse de anlamli bir artisa yol agmadig goriildii (Sekil 4. 46).

Kontrol p-Cymene a-pinene Gama-Terpinene Dakarbazin

mRNA ekspresyon diizeyi
"fold change"

o = N w
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Sekil 4. 47. A-2058 hiicreleri iizerinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in p53 gen ekspresyonu
tizerindeki etkilerinin standart ilaglar ve kontrol grubuyla kiyaslanmasi

P Degerleri
Kont.&DAK: P<0.01 Kont.&GT: P<0.05 DAK&GT: P>0.05
Kont.&PC: P>0.05 DAK&PC: P<0.05 DAK&AP: P<0.05

Kont.&AP: P<0.05

Melanoma hiicreleri iizerinde yapilan aragtirmalarda P-Cymen ve Alfa-Pinen’in

p33 gen ekspresyonu lizerinde istatiksel acidan anlamli diizeyde bir etkisinin olmadigi
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ancak, Gama-Terpinen’in bu gen ekspresyonunu istatiksel olarak anlamli derecede arttirdigi
tespit edildi. Gama-Terpinen’in etkisinin Dakarbazinle kiyaslandiginda ise daha diisiik

oldugu tespit edildi (Sekil 4. 47).

4.7. Sinerjistik Aktivite Caliyma Sonuclari

4.7.1. Fitokimyasallarin ve Standart ilaclarin Farkhh Kombinasyonlarinin Kanser

Hiicrelerine Kars Sinerjistik Etkilerinin Degerlendirilmesi

mRNA ekspresyon diizeyi
fold change'
w

I

1
=I=|ili=il‘i=
0
PAK GT AP PC

GT+AP GT+PC PC+AP GT+PAK GT+AP+PAK  GT+AP+PC+PAK
M Bcl-xI m Bcl-2

Sekil 4. 48. A-549 hiicreleri lizerinde fitokimyasallarin kombine kullanilmalarinin Bcl-2 ve Bcl-xL gen
ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkilerinin kiyaslanmast

P Dgerleri

Bcl-xL Bcl-2

PAK&GT: P>0.05 PAK&PC+AP: P>0.05 PAK&GT: P<0.01 PAK&PC+AP: P>0.05
PAK&GT+PAK: PAK&AP: P>0.05 PAK&GT+PAK:

PAK&AP: P<0.05 P>0.05 P<0.05
PAK&GT+AP+PAK: PAK&PC: P<0.05 PAK&GT+AP+PAK:

PAK&PC: P>0.05 P>0.05 P>0.05
PAK&GT+AP+PC+PA PAK&GT+AP: P<0.05 PAK&GT+AP+PC+P

PAR&GT+AP:P0.05 . b 05 AK: P>0.05

PAK&GTHPC: P>0.05 PAK&GT+PC: P<0.05

Fitokimyasallarin gerek kendi aralarinda ve gerekse de standart ilaclarla kombine
etkinliklerinin arastirildig1 bu grup ¢alismalarda standart ilag etkinlikleriyle karsilastirmali

olarak pro-apoptotik ve anti-apaoptotik gen ekspresyonalari arastirildi.

A-549 hiicreleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda anti-apoptottik genlerden Bcl-xL ve
Bcl-2 gen ekspresyonlar iizerinde farkli kombinasyonlar denendi, Gama-Terpinen art1 Alfa-

Pinen’in, P-Cymen art1 Paklitaksel’in ve Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen arti P-Cymen art1
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Paklitaksel kombinasyonlarinin bu iki anti-apoptotik gen ekspresyonlar: iizerinde oldukga

onemli inhibitdr etki gosterdikleri tespit edildi (Sekil 4. 48).
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Sekil 4. 49. A-549 hiicreleri lizerinde fitokimyasallarin kombine kullanilmalarinin Bax, kaspaz-3 ve p53 gen
ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkilerinin kiyaslanmast

P Dgerleri

Bax Kasp-3 P53

PAK&GT: P>0.05 PAK&GT: P>0.05 PAK&GT: P<0.05
PAK&AP: P<0.05 PAK&AP: P>0.05 PAK&AP: P>0.05
PAK&PC: P>0.05 PAK&PC: P<0.01 PAK&PC: P>0.05
PAK&GT+AP: P<0.05 PAK&GT+AP: P>0.05 PAK&GT+AP: P<0.05
PAK&GT+PC: P>0.05 PAK&GT+PC: P<0.05 PAK&GT+PC: P<0.05
PAK&PC+AP: P<0.05 PAK&PC+AP: P<0.01 PAK&PC+AP: P>0.05
PAK&GT+PAK: P>0.05 PAK&GT+PAK: P>0.05 PAK&GT+PAK: P<0.05
PAK&GT+AP+PAK: P<0.05 PAK&GT+AP+PAK: P>0.05 PAK&GT+AP+PAK: P<0.05

PAK&GT+AP+PC+PAK: P<0.05 PAK&GT+AP+PC+PAK: P>0.05 PAK&GT+AP+PC+PAK: P<0.05

A-549 hiicreleri iizerinde pro-apoptotik genlerden Bax, kaspaz-3 ve p53 genleri
tizerinde Gama-Terpinen arti Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen’in diger kombinasyonlarinin
Bax ve p53, Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen ve Paklitaksel kombinasyonlarinin Bax, kaspaz-
3 ve p53 gen ekspresyonlart iizerinde anlamli 6l¢ilide artisa yol actig tespit edildi (Sekil 4.
49).
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Sekil 4. 50. MCF-7 hiicreleri iizerinde fitokimyasallarin kombine kullanilmalarinin Bcl-2 ve Bcl-xL gen
ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkilerinin kiyaslanmast

P Dgerleri

Bel-xL Bcl-2

PAK&GT: P<0.01 PAK&PC+AP: P>0.05 PAK&GT: P>0.01 PAK&PC+AP: P>0.05

PAK&AP: P<0.01 PAK&GT+PAK: PAK&AP: P>0.05 PAK&GT+PAK:
P<0.05 P<0.01

PAK&PC: P>0.05 PAK&GT+AP+PAK: PAK&PC: P>0.05 PAK&GT+AP+PAK:
P>0.05 P<0.05

PAK&GT+AP: P<0.05 PAK&GT+AP+PC+P PAK&GT+AP: P<0.05 PAK&GT+AP+PC+P
AK: P>0.05 AK: P<0.01

PAK&GT+PC: P>0.05 PAK&GT+PC: P>0.05

MCF-7 hiicreleri iizerinde yapilan kombine etkinlik deneylerinde Gama-Terpinen
arti Alfa-Pinen kombinasyonunun, Gama-Terpinen artt Paklitaksel kombinasyonunu ve
Gama-Terpinen arti Alfa-Pinen arti P-Cymen art1 Paklitaksel kombinasyonlarinin anti-
apoptotik genlerden Bcl-2 gen ekspreyonunu anlamli derecede azalttigi tespit edildi. Bunun
yaninda Gama-Terpinen arti P-Cymen kombinasyonunun da Bcl-xL gen ekspresyon

diizeyinde anlamli diizeyde azalmaya yol actig1 saptandi (Sekil 4. 50).
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Sekil 4. 51. MCF-7 hiicreleri tizerinde fitokimyasallarin kombine kullanilmalarinin Bax, kaspaz-3 ve p53 gen
ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkilerinin kiyaslanmast

P degerleri

Bax P53

PAK&GT: P<0.05 PAK&GT: P<0.05
PAK&AP: P<0.05 PAK&AP: P<0.05
PAK&PC: P>0.05 PAK&PC: P>0.05
PAK&GT+AP: P<0.01 PAK&GT+AP: P<0.05
PAK&GT-+PC: P<0.01 PAK&GT+PC: P<0.05
PAK&PC+AP: P>0.05 PAK&PC+AP: P<0.05
PAK&GT-+PAK: P>0.05 PAK&GT-+PAK: P<0.01
PAK&GT+AP+PAK: P>0.05 PAK&GT+AP+PAK: P<0.01
PAK&GT+AP+PC+PAK: P>0.05 PAK&GT+AP+PC+PAK: P<0.05

A-549 hiicreleri lizerinde Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen kombinasyonu, P-Cymen
arti  Alfa-Pinen kombinasyonu, Gama-Terpinen artt Alfa-Pinen arti Paklitaksel
kombinasyonu, Gama-Terpinen arti Alfa-Pinen artt P-Cymen art1 Paklitaksel
kombinasyonlarinin p53 gen ekspresyonu iizerinde anlamli derecede daha yiiksek oldugu

tespit edildi (Sekil 4. 51).
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Sekil 4. 52. A-2058 hiicreleri ilizerinde fitokimyasallarin kombine kullanilmalarinin Bcl-2 ve Bcl-xL gen
ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkilerinin kiyaslanmasi
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P Dgerleri
Bel-xL

Bcl-2

DAK&GT: P<0.05

DAK&PC+AP: P>0.05

DAK&GT: P>0.01

DAK&PC+AP: P<0.05

DAK&AP: P<0.05 DAK&GT+DAK: DAK&AP: P>0.05 DAK&GT+DAK:
P>0.05 P>0.05

DAK&PC: P<0.05 DAK&GT+AP+DAK: DAK&PC: P<0.05 DAK&GT+AP+DAK:
P>0.05 P<0.05

DAK&GTH+AP: DAK&GT+AP+PC+D DAK&GTHAP: DAK&GT+AP+PC+D

P<0.05 AK: P>0.05 P>0.05 AK: P<0.05

DAK&GT+PC: DAK&GT+PC:

P<0.05 P<0.05

Insan melanoma hiicreleri iizerinde anti-apoptotik genlerden Bcl-xL ve Bcl-2

ekspresyon oranlarmin fitokimyasal ve Dakarbazin kombinasyonlar1 Sekil 4. 52°de

verilmistir. Deneylerde Gama-Terpinen artt Alfa-Pinen kombinasyonunun her iki gen

ekspresyonunda da Dakarbazin ile kiyaslandiginda anlamli bir inhibisyonun olusturdugu

tespit edildi. Gama-Terpinen artt P-Cymen kombinasyonu ve P-Cymen arti Alfa-Pinen

kombinasyonlarinin da istatiksel olarak anlamli diizeyde bu iki anti-apoptotik gen

ekspresyonunu inhibe ettigi tespit edildi (Sekil 4. 52).
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Sekil 4. 53. A-2058 hiicreleri iizerinde fitokimyasallarin kombine kullanilmalarinin Bax, kaspaz-3 ve p53 gen
ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkilerinin kiyaslanmasi

P Dgerleri
Bax

Kasp-3

p-53

DAK&GT: P<0.05

DAK&AP: P>0.05

DAK&PC: P>0.05
DAK&GT+AP: P>0.05
DAK&GT+PC: P>0.05
DAK&PC+AP: P>0.05
DAK&GT-+DAK: P<0.05
DAK&GT+AP+DAK: P>0.05
DAK&GT+AP+PC+DAK: P>0.05

DAK&GT: P>0.05

DAK&AP: P>0.05

DAK&PC: P>0.01
DAK&GT+AP: P<0.01
DAK&GT+PC: P<0.05
DAK&PC+AP: P<0.05
DAK&GT+DAK: P<0.05
DAK&GT+AP+DAK: P<0.05
DAK&GT+AP+PC+DAK: P<0.01

80

DAK&GT: P>0.05

DAK&AP: P>0.05

DAK&PC: P<0.05
DAK&GT+AP: P<0.05
DAK&GT+PC: P>0.05
DAK&PC+AP: P<0.05
DAK&GT+DAK: P<0.05
DAK&GT+AP+DAK: P<0.01
DAK&GT+AP+PC+DAK: P<0.01



Melanoma hiicre hattinda yapilan kombinasyon ¢alismalarinda Gama-Terpinen art1
Alfa-Pinen kombinasyonun kaspaz-3 ve p53 gen ekspresyonlarinda istatiksel olarak anlamli
derecede artislar tespit edildi. Gama-Terpinen arti P-Cymen kombinasyonunda kaspaz-3 gen
ekspresyonu anlamli derecede artarken p53 gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
saptanmadi. Bunun yaninda Gama-Terpinen’in Dakarbazinle kombine kullaniminin ve ii¢
fitokimyasal arti Dakarbazin kombinasyonlarinin kaspaz-3 ve p53 gen ekspresyonlarinda

istatiksel olarak anlamli derecede artislar tespit edildi (Sekil 4. 53).

4.8. Western Blotlama Sonuglari

Bilindigi gibi molekiiler biyolojik yontemlerden biri olan Western Blotlama
yontemi aranilan spesifik proteinlerin varliginin antikorlar kullanilarak gosterilmesi esasina
dayanir. Calismada, meme (MCF-7 hiicre hatt1), akciger (A-549 hiicre hatt1) ve melanoma
(A-2058 hiicre hatt1) kanser hiicre hatlarindan total protein izolasyonu RIPA Lysis Buffer
sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Western Blotlama analizi ile hiicre hatlarindan izole
edilen total protein ekstraktlarinda anti-p53, anti-Bcl-2, anti-Bax, anti-NF-kB ve anti-Bcl-xL
primer antikorlar1 kullanilarak protein ekspresyonlari spesifik olarak gdsterildi.

Housekeeping olarak B-aktin se¢ildi.

Alfa-Pinen (0.019 pg/ml), Gama-Terpinen (0.039 pg/ml) ve P-Cymen (0.625
png/ml) ’in A-549, MCF-7 ve A-2058 hiicre hatlarinda Paklitaksel ve Dakarbazin etkileriyle
kiyaslamali olarak p53, Bcl-2, Bax, NF-xB ve Bcl-xL genlerinin ekpresyonlari sonucu
sentezlenen protinleri akrilamid jel elektroforezi ve blotlama sonuglar1 asagida verilmistir.
Deneylerde sekil 4. 54°de 6rnek olarak verilen A-549, A-2058 ve MCF-7 hiicrelerinde p53
ve Bcl-2 geni protein blotlama sonuglar1 goriilmektedir. Calismada anti-apoptotik ve pro-
apoptottik gen ekspresyonlar1 sonuglarinin eksprese edilen protein sentezleri ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Yiiksek diizeyde ekspresyonu RT-PCR yontemiyle tespit eidlen
genlerin blotlama sonuclarindan da anlasilacagi gibi translasyon oranlarinin da yiiksek

oldugu tespit edildi.
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HK: Hiicre kontrol DK: Dakarbazin GT: Gama-Terpinen
PK: Paklitaksel AP: Alfa-Pinen PC: P-Cymen

Protein 6rnekleri SDS-PAGE ile fraksiyonlara ayrildi, nitroselilloz membrana aktarild: ve ilgili protein (p53)
antikoru (A, C ve E), Bcl-2 (B ve D) ve Beta-aktin (F) ile inkiibe edildi.

A: A-549 hiicrelerinde p53 geni proteini sentezi (1: Hiicre kontrol, 2: Paklitaksel, 3,4 ve 5: P-cymne, 6-9: Alfa-
Pinen, 10: Gama-Terpinen).

B: A-549 hiicrelerinde Bcl-2 geni proteini sentezi (1: Hiicre kontrol, 2: Paklitaksel, 3 ve 6: Alfa-Pinen, 4 ve 5:
P-Cymen, 7 ve 8: Gama-Terpinen.

C: MCF-7 hiicrelerinde p53 geni proteini sentezi (1 ve 6: Hiicre kontrol, 2: paklitaksel, 3 ve 5: Alfa-Pinen,
4: Gama-Terpinen).

D: A-2058 hiicrelerinde Bcl-2 geni proteini sentezi (1: Hiicre kontrol, 2: Dakarbazin, 3: P-Cymen, 4 ve 5: Alfa-
Pinen, 7: Gama-Terpinen

E: A-2058 hiicrelerinde p53 geni proteini sentezi (1: Dakarbazin, 2: Gama-Terpinen artt Alfa-Pinen,
3: P-Cymen art1 Alfa-Pinen, 4: Gama-Terpinen arti Dakarbazin, 5: Gama-Terpinen artt Alfa-Pinen arti
Dakarbazin, 6: Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen artt P-Cymen art1 Dakarbazin.

F: Beta-aktin geni.

Sekil 4. 54. Farkli kanser hiicre hatlarindan ekstrakte edilen 15 pg protein 6rneklerinin jel elektroforez
goriintiileri.

4.9. Hayvan Deneyleri ve Histopatolojik Sonug¢lar
Farelerde tedavi verilmeyen kontrol grubunda hayvanlarin tiimoér dokularinin
bliylimesinin sakrifikasyon islemine kadar devam ettigi tespit edildi. Deneylerde tedavi

verilmeyen kontrol ve DMSO/PBS kontrol gruplarinda 35. giinden itibaren timor

biiylimesine bagl olarak oliimler goriilmiistiir.
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Sekil 4. 55. Hiicre kontrol ile solvent (DMSO/PBS) kontrol grubunda tiimér gelisiminin kiyaslanmasi

Calismada tedavi verilmeyen hiicre kontrol grubu ile DMSO/PBS kontrol grubunda
tiimdr gelisiminin injeksiyonun tamamlanmasindan itibaren hafta bazinda gelisimi sekil 4.
55°de verilmistir. Sekil 4. 55°de gorildiigii gibi her iki grup arasinda istatiksel agidan anlamli
bir fark tespit edilmedi (p<0.05) (Sekil 4. 55).

50

Tumor kitle gapi (mm)
[ = N N w w B H
o v o v o v o wv

wv

o

; I
I 1

21 28 35 42 49 56

Zaman (guin)

H® Hiicre Kontrol Grubu DMSO/PBS Kontrol Grubu & Dakarbazin

Hiicre Kontrol:HK

Sekil 4. 56. Dakarbazin ile tedavi sonrasi hiicre kontrol ve solvent (DMSO/PBS) kontrol grubunda tiim&r
gelisiminin kiyaslanmasi.

83



P degeri

HK&DMSO (7.giin): P>0.05 HK&DAK (7.giin): P<0.05

HK&DMSO (14.giin): P>0.05 HK&DAK (14.giin): P<0.05
HK&DMSO (21.giin): P>0.05 HK&DAK (21.giin): P<0.05
HK&DMSO (28.giin): P>0.05 HK&DAK (28.giin): P<0.05
HK&DMSO (35.giin): P>0.05 HK&DAK (35.giin): P<0.05
HK&DMSO (42.giin): P>0.05 HK&DAK (42.giin): P<0.05
HK&DMSO (49.giin): P>0.05 HK&DAK (49.giin): P<0.05
HK&DMSO (56.giin): P>0.05 HK&DAK (56.giin): P<0.05

Sekil 4. 56’da kontrol grubu ilag olarak secilen Dakarbazin’in etkinliginin kontrol
grubu ve DMSO/PBS kontrol grubuyla kiyaslamasi goriilmektedir. Tiimor gelisimi tedavi
verilmeyen gruplarda zaman iliskili olarak biiylimesine devam ederken, Dakarbazin’in

tiimdral gelisim tizerinde anlamli derecede azalmaya yol agtig1 ancak biiytimenin siirdiigii

tespit edildi.
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Sekil 4. 57. Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in deri alti timér modelinde melanoma hiicreleri
iizerindeki etkinliginin Dakarbazinin etkinligiyel kiyaslanmasi.

P degeri

GT&DAK (28.giin): P<0.05 GT&DAK (49.giin): P<0.01
GT&AP (28.giin): P<0.05 GT&AP (49.giin): P<0.01
GT&PC (28.giin): P<0.05 GT&PC (49.giin): P<0.01
GT&DAK (35.giin): P<0.05 GT&DAK (56.giin): P<0.01
GT&AP (35.glin): P<0.05 GT&AP (56.giin): P<0.01
GT&PC (35.giin): P<0.05 GT&PC (56.giin): P<0.01

Sekil 4. 57°de Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in melanoma hiicreleri
tizerinde antitomoral etkinligi Dakarbazin ile kiyaslamali olarak verilmistir. Sekilde de
goriildigi gibi fitokimyasallarin melanositler {izerinde antiproliferatif etkinliginin
Dakarbazin ile kiyaslandiginda etkinlikleri dikkate deger olarak bulundu. Ancak, Gama-
Terpinen’in etkinligi bu ¢ fitokimyasal icerisinden digerlerinden ve Dakarbazin’in

etkinliginden anlamh 6lgiide yiliksek olarak tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 58. Deri alt1 tiimor moelinde Alfa-Pinen artt Gama-Terpinen ve Alfa-Pinen arti Dakarbazin ve
Gama-Terpinen art1 Dakarbazin'in kombine etkinligi.

28 35 42 4

Zaman (gun)

14 21

M Dakarbazin M Alfa-Pinen+Gama-Terpinen # Alfa-pinen+Dakarbazin B Gama-Terpinen+Dakarbazin

9

P degeri

AP+GT&DAK (49.giin): P<0.01 AP+GT&DAK (56.giin): P<0.01
AP+DAK&DAK (49.giin): P<0.01 AP+DAK&DAK (56.giin): P<0.01
GT+DAK&DAK (49.giin): P<0.01 GT+DAK&DAK(56.giin): P<0.01

Sekil 4. 58’de de goriildiigii gibi Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen’in ozellikle
Dakarbazin ile kombine edilerek kullanildigindan in vivo olarak antitiimoral etkinligin

istatiksel olarak anlaml1 deredece arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4. 58).
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Sekil 4. 59. Deri alt1 tiimér modelinde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen'in Dakarbazin ile kombine

etkinligi.
P degeri
PC+DAK&DAK (49.giin): P<0.05 PC+DAK&DAK (49.giin): P<0.01
AP+GT+DAK &DAK (49.giin): P<0.01 AP+GT+DAK &DAK (49.giin): P<0.01

Sekil 4. 59°da Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in timér gelisimini tekli

Dakarbazinin etkinliginden daha yiiksek inhibe ettigi, Gama-tepinen art1 Alfa-Pinen ile
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Dakarbazin kombinasyonun ¢ok daha giiclii antitiimoral aktiviteye sahip oldugu

goriilmektedir (Sekil 4. 59).
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Sekil 4. 60. Gama-Terpinen'in Dakarbazin ile kombinasyonunun melanoma hiicreleri iizerindeki sinerjistik
etkinligi

P degeri

GT &DAK (42.giin): P<0.05 GT+DAK&DAK (42.giin): P<0.01
GT &DAK (49.giin): P<0.05 GT+DAK&DAK (49.giin): P<0.01
GT &DAK (56.gtin): P<0.01 GT+DAK&DAK (56.giin): P<0.01

Sekil 4. 60’da Gama-Terpinen’in Dakarbazinin’in etkinligi ile kiyaslandiginda
tedavinin ilk haftasindan 7. haftasina kadar istatiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmezken sonraki haftalarda etkinliginin anlamli derecede arttig1 tespit edildi. Gama-
Terpinen art1 Dakarbazin kombinasyonunun ise tiimér dokusu iizerinde ilk haftadan itibaren

anlamli derecede daha yiiksek etkinlik sergiledigi tespit edildi (Sekil 4. 60).
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Sekil 4. 61. Alfa-Pinen'in Dakarbazin ile kombinasyonunun melanoma hiicreleri tizerindeki sinerjistik etkinligi
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P degeri

AP &DAK (7.giin): P>0.05

AP &DAK (14.giin): P>0.05
GT &DAK (21.giin): P>0.01
AP &DAK (28.giin): P>0.05
AP &DAK (35.giin): P>0.05
AP &DAK (42.giin): P>0.05
AP &DAK (49.giin): P>0.05
AP &DAK (56.giin): P>0.05

AP+DAK &DAK (7.giin): P<0.05

AP+DAK &DAK (14.giin): P<0.05
GT+DAK &DAK (21.giin): P<0.01
AP+DAK &DAK (28.giin): P<0.05
AP+DAK &DAK (35.giin): P<0.05
AP+DAK &DAK (42.giin): P<0.05
AP+DAK &DAK (49.giin): P<0.01
AP+DAK &DAK (56.giin): P<0.01

Gama-Terpinen’de oldugu gibi Alfa-Pinen ve Dakarbazin kombinasyonunun
melanositler tizerinde oldukca giiglii aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Alfa-Pinen arti

Dakarbazin etkinliginin tekli Dakarbazin etkinliginden istatiksel olarak anlamli derecede

daha yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05, Sekil 4. 61).
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Sekil 4. 62: P-Cymen'in Dakarbazin ile kombinasyonunun melanoma hiicreleri iizerindeki sinerjistik etkinligi

P degeri
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Zaman (glin)

B P-cymen ® P-Cymen+Dakarbazin

I

I :[ H ¥
21 28 35 42 4 )

9

PC &DAK (7.giin): P>0.05

PC &DAK (14.giin): P>0.05
PC &DAK (21.giin): P>0.01
PC &DAK (28.giin): P>0.05
PC &DAK (35.giin): P>0.05
PC &DAK (42.giin): P>0.05
PC &DAK (49.giin): P>0.05
PC &DAK (56.giin): P>0.05

P-Cymen etkinligi Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen etkinliginden diisiik olsa da

ozellikle P-Cymen ve Dakarbazin etkinliginin Dakarbazinin etkinliginden daha yiiksek

PC+DAK &DAK (7.giin): P<0.05

PC+DAK &DAK (14.giin): P<0.05
PC+DAK &DAK (21.giin): P<0.01
PC+DAK &DAK (28.giin): P<0.05
PC+DAK &DAK (35.giin): P<0.05
PC+DAK &DAK (42.giin): P<0.05
PC+DAK &DAK (49.giin): P<0.01
PC+DAK &DAK (56.giin): P<0.01

oldugu bulundu (p<0.05, Sekil 4. 62).
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Sekil 4. 63. Tiimor olusturulan hayvanlarda tedavi sonrasi histopatolojik incelemelerde metastaz varlig.

Caligsmada in vitro deneylerde en yliksek diizeyde etkinlik gosteren fitokimyasal veya
kombinasyonlarin deri alt1 fare timor modelinde antitiimdral etkinlikleri karsilastirilmistir.
B16-F10 hiicre injeksiyonunu takiben tedavi verilmeyen hayvanlardan alinan doku
orneklerinin tamaminda melanosit varlig1 dolayisiyla metastaz tespit edildi (Sekil 4. 63).
Dakarbazin tedavi grubunda ise tiim hayvanlarda tiimér dokusunda kiigiilmenin varligiyla
birlikte deri 6rneklerinin tamaminda melanosit varlig1 tespit edildi. Ayrica Dakarbazin’in
tedavi verilmeyen kontrol grubuyla kiyaslandiginda akciger, karaciger ve bdbrek
metastazlarinda bir azalma (sirastyla %20, %20 ve %50 azalma) tespit edilse de
melanositlerin yayilimimi 6nlemede yetersiz kaldigi tespit edildi. Dakarbazin tedavi

grubunda beyin, kalp ve bagirsak dokularinda ise metastaz tespit edilmedi.

Alfa-Pinen tedavi grubunda ise tiim hayvanlarin deri 6rneklerinde melanosit varlig
tespit edilmis olup, akciger, karaciger ve bobrek dokularinda ise metastaz varlig1 sirasiyla
%30, %20 ve %40 oraninda azalmistir. Dakarbazin tedavi grubunda oldugu gibi diger

organlarda melanosit varlig1 tespit edilmedi.

Gama-Terpinen tedavi grubunda ise antitlimoral etkinligin daha giiclii oldugu deri
orneklerinin tamaminda melanosit varlig1 tespit edilirken, tedavi verilmeyen kontrol
grubuyla kiyaslandiginda akciger ve karaciger metastazi farelerin %50’sinde tespit
edilirken, bobrek metastazi ise hayvanlarin %40’inda tespit edildi. P-Cymen’in ise Alfa-
Pinen ve Gama-Terpinen tedavi grubuyla kiyaslandiginda antitiimoral etkinligin daha diisiik

oldugu tespit edildi.
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Deneylerde, fitokimyasallarin  Dakarbazin ile kombine kullanimlarinda
etkinliklerinin daha carpici oldugu tespit edildi. Alfa-Pinen art1 Dakarbazin kombine tedavi
grubunda farelerde deri 6rneklerinin tamaminda melanosit varlig: tespit edilirken, farelerin
%70’inde akciger, %80’in de ise karaciger metaztazi tespit edilmedi. Gama-Terpinen arti
Dakarbazin tedavi grubunda ise farelerin %50’sinde deri 6rneklerinde melanosit varligi,
%70’inde akciger ve %80’inde ise karaciger metastazinin goriilmedigi tespit edildi. Alfa-
Pinen arti Gama-Terpinen arti P-Cymen art1 Dakarbazin tedavi grubunda ise hayvanlarin

sadece %10’unda deri ve %10’unda ise akciger dokusunda melanosit varlig tespit edildi.

Dﬁ‘z

A

Sekil 4. 64. Tedavi gruplarindan 6rnek goriintiiler. A: Tedavi verilmeyen hiicre kontrol grubu. B: Dakarbazin
tedavi grubu, C: Gama-Terpinen tedavi grubu. D: Gama-Terpinen art1 Dakarbazin tedavi grubu.
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Sekil 4. 66. B16-F10 injeksiyonu yapilan hiicre kontrol grubundan deri altinda bag dokusu (oklar) ile
sinirlandirilmig atipik melanotik melanositler (yildiz), 100x, HXE.
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Sekil 4. 67. Tedavi verilmeden 6nce B16-F10 injeksiyonu yapilan farelerden deri altinda atipik melanotik

melanositler (okbaslar1) ve mitotik figiirler (oklar), 100, HXE.

Sekil 4. 68. Saglikli kontrol grubundan normal histolojik yapida akciger dokusu, 40x, HXE.
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Gama-Terpinen arti Dakarbazin tedavi grubundan tedavi sonrasi akcigerde peribronsiyal

69.
mononiiklear hiicre infiltrasyonu (oklar), 100x, HxE.

Sekil 4

gerde perivaskiiler mononiiklear hiicre infiltrasyonu

Gama-Terpinen grubu tedavi sonrasi karaci

70.
100x

Sekil 4
(oklar)

HxE.

)

)
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Sekil 4. 71. B16-F10 injeksiyonu yapilan tedavi verilmeyen farelerde karacigerde metastazla gelen melanotik
melanositler (oklar), 400x, HxE.

Sekil 4. 72. Gama-Terpinen art1 Dakarbazin tedavi grubunda normal histolojik yapida kalp dokusu, 40x, HXE.
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Sekil 4. 74. Alfa-Pinen artt Gama-Terpinen tedavi grubunda bagirsakta Lamina propria’da fokal mononiiklear
hiicre infiltrasyonu (oklar), 40x, HxE.
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F10 injeksiyonu yapilan farelerde dalakta metastazla gelen melanotik melanositler

, dev hiicreleri (oklar) 400x, HXE.

75. BI16

Sekil 4.

(okbaglarr)

76. Gama-Terpinen tedavi grubunda bobrekte fokal odaklar halinde mononiiklear hiicre infiltrasyonu

100%, HxE.

Sekil 4.

(oklar),
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Sekil 4. 77. Gama-Terpinen art1 Dakarbazin tedavi grubunda normal histolojik yapida beyin dokusu, 40x, HXE.
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5. TARTISMA

Hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal sekilde ¢ogalmalar: ile karakterize edilen bir
hastalik olan kanser giliniimiiziin en onemli halk sagligi problemlerinden biridir. Kanser
glinlimiizde heniiz kesin tedavisi olmayan O6nemli bir saglik problemi olarak kabul
edilmektedir. Kanser tedavisinde amag, viicutta tim kanser hiicrelerinin yok edilmesidir. Bu
amagla giinlimiizde uygulanan tedavi yontemleri; cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi olmak
lizere baglica li¢ 6nemli kategoriye ayrilmaktadir. Glinlimiizde kemoterapi yontemi ile
kanserli olgularin bir kisminda basarili olunabilse de kanser hastalarin c¢ogunda
kemoterapotik ilaglara karsi direng gelisebildigi veya bu ilaglarin 6limciil toksisite
olusturabildikleri bilinmektedir. Bu nedenle giliniimiizde kanser tedavisinde uygulanan temel
yontemlerin ve kullanilan ilaglarin yetersiz oldugu kabul edilmektedir. Bundan dolay1 son
yillarda kanser tedavisinde yeni antikanserojen ilaglarin 6zellikle bitkisel kokenli ilaglarin
arastirilmasina daha fazla onem verilmektedir (Bisen 2013, Hong ve ark. 2010,

https://www.intechopen.com)

Ne yazik ki, glinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan antikanserojen ilaglarin
saglikl hiicreler lizerinde meydana getirdigi toksik etkiler bu ilaglarin tedavide kulllanimini
kisitlayacak boyutlara ulagabilmektedir. Hatta kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin yan
etkileri sebebiyle mortaliteye dahi sebep olabildigi bildirilmektedir (Karmakar ve ark. 2014,
Bader ve ark. 2015).

Bunun yaninda, giinlimiizde kanser kemoterapisinde en 6nemli sorunlardan birinin
de kemoterapik ilaglara kars1 goriilen diren¢ oldugu bildirilmektedir. Kanser tedavisinde
kemoterapotik ilaglara karsi direng ve dliimciil sitotoksisite en 6nemli sorunlar arasinda yer
almaktadir. Bu sebeple giinlimiizde kanser tedavisinde uygulanan temel yontemler ve

kullanilan ilaglar yetersiz kalmaktadir (Mansoori ve ark. 2017).

Tedavide karsilagilan bu problemler sebebiyle yeni ve daha potent ila¢ arastirma
caligmalar1 hizla devam etmektedir. Arastirmalarda temel amag en az sitotoksisite ve daha
giiclii aktivitedir. Kanser arastirmalarinda bitkisel orjinli aktif maddelerin daha az toksisite

ve daha gii¢lii aktiviteye sahip olabilecekleri ¢esitli aragtirmalarda bildirilmektedir. Bundan
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dolay1 6zellikle son yillarda bitkisel kaynakli dogal ilag arastirmalar hizla devam etmektedir
(Karmakar ve ark. 2014). Bu nedenle, direnci ve ciddi yan etkileri olmayan yeni ve etkili
antikanser ajanlarin arastirilmasi ve gelistirilmesi bu konuda en 6nemli ve can alic1 konular
arasindadir. Son on yilda, dogal iirtinler 6nemli bir kemoterapdtik kaynagi olmustur.
Glinlimiizde kullanilan kanser ilaglarinin yarisindan fazlasiin (yaklasik %60°1) dogal {iriin
kokenli oldugu bilinmektedir. Bugiin tibbi bitkiler diinyada birgok iilkede kanser tedavisine
onemli bir alternatif yol olarak goriilmektedir (Zulkipli ve ark. 2015, Yin ve ark. 2013,
Nobili ve ark. 2009).

Neoplastik hiicrelerde proliferasyonu durdurabilen ve apoptozu indiikleyebilen
bir¢ok fitokimyasal bilesik kesfedilmistir. Bu bilesiklerin konvansiyonel ilaglardan daha az
toksik oldugu ve antikanserojen etkili olduklarin1 gésteren ¢aligsmalar bulunmaktadir (Mund

ve ark. 2016).

Birgok bitkiye ait esansiyel yaglarin, bitkisel ekstrelerin veya komponentlerin
zengin farmakolojik etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu farmakolojik etkinlikler arasinda
antikanserojen veya antitiméral etkinlik calismalar1 da literatiirde ¢ok cesitli bitkiler
tizerinde ¢alisilan 6nemli konular arasinda yer almaktadir (Gonzalez-Tejero 2008). Ancak,
bu bitkilerin veya aktif komponentlerinin anti-kanser o6zellikleri ve etki mekanizmalari
hakkinda bilinenler sinirlidir (Lewis ve Ausubel 2006, Srivastava ve Srivastava 2015).
Gerek mevcut ilaglarin etkinliklerinin arttirilmasinda veya ila¢ direncinin 6nlenmesinde
gerekse de yeni ilag aragtirmalarinda bitkisel komponentlerin veya fitokimyasallarin
molekiiler mekanizmalarinin bilinmesi biliylikk 6nem tasimaktadir. Bu sebeple biz
calismamizda ¢ok ¢esitli tibbi ve aromatik bitkide bulunan 6nemli ve zengin farmakolojik
etkinlige sahip olan Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in insan akciger (A-549),
meme (MCF-7) ve melanoma (A-2058) kanser hiicreleri lizerinde hem antiproliferatif ve
antikanserojen etkinliklerinin varligin1 hem de etkinliklerinin molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasini1 amacladik. Literatiirde fitokimyasallarla in vitro olarak yapilmis gesitli
aktivite ¢alismalar1 veya molekiiler mekanizmalara iliskin ¢aligmalara rastlanabilmektedir.
Calismamizda literatiirden farkli olarak in vitro etkili bulunan molekiillerin veya
kombinasyonlarin hayvan tiimoér modeli iizerinde etkinliklerinin arastirilmasi ¢alismamizin

en gliclli yanlarindan biridir.
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Dogal kaynaklardan ilag¢ kesfi, kanser ve komplikasyonlar1 dahil olmak iizere ¢esitli
farmakolojik hedeflere kars1 yeni ilaclarin gelistirilmesine yonelik yeni kimyasal bilesikler
elde etmek icin etnobotanik, fitokimyasal ve biyolojik teknikleri birlestiren ¢ok disiplinli bir
yaklasimi icermektedir. Sitotoksik tarama modelleri, potansiyel antineoplastik 6zelliklere
sahip bitki ekstrelerini belirlemede 6nemli 6n veriler saglamaktadir. Baslangi¢ calismalarini
kapsayan ilk taramalar, bitki ekstrelerinin veya izole edilmis bilesiklerin toksik etkilerinin
Olctilebildigi hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan hiicre bazli analizlerdir (Mondal ve ark.

2012).

Kemoterapi metastatik kanser tiirlerinin ¢ogu i¢in temel tedavidir. Bununla birlikte
giiniimiizde kullanilan konvansiyonel kemoterapotik ajanlar kanser hiicreleri tarafindan
malignensi gelismesi ve ¢oklu ilag¢ direnci nedeniyle yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle etkili
kemoterapoétik ajanlarin gelistirilmesi kanserin metastatik evrelerini kontrol etmek i¢in son

derece onemli ve gereklidir (Alam ve ark. 2018).

Yeni terapotik arayisinda bitkiler biyolojik olarak aktif maddelerin ana
kaynaklarindan biri olarak kabul edilmektedir. Geleneksel tipta kullanilan bitkiler potansiyel
bir aktif bilesik kaynagi olarak biiyiik ilgi géormektedir. Ayrica, bitkisel {irlinler genellikle
daha az toksik olup sentetik ilaclara gore daha az yan etkiye sahiptirler. Diinyada ¢ok sayida
bitki, ¢esitli farmakolojik 6zellikleri i¢in siirekli taranmaktadir (Ijaz ve ark. 2018, Magalhaes
ve ark. 2018).

Fitokimyasallar c¢esitli farmakolojik etkinliklerinden dolay1r bir¢ok bilimsel
caligmanin yapildig1 molekiiller arasinda yer almaktadir. Fitokimyasallar, bitkilerde yaygin
olarak eksprese edilen bilesikler olup anti-enflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, antikanser
ve immiinomodiilator aktivitelerin de dahil oldugu insan saglig: iizerinde yararli bir¢ok
etkiye sahip komponentlerdir (Marzocchella ve ark. 2011, Benvenuto ve ark. 2013, Izzi ve
ark. 2012). Calismalarda cesitli fitokimyasallarin hiicre proliferasyonunu inhibe ederek
kontrolsiiz ¢ogalmanin 6niine gegebildigi bildirilmektedir. S6zgelimi bir¢ok tibbi bitkide
yaygin olarak bulunan karvakroliin MCF-7 hiicreleri {izerinde etkinliginin arastirildigi bir
calismada apoptozun dramatik olarak indiiklendigi ve hiicre siklusunun G1/G0 sathasinda
inhibe edildigi bildirilmistir. (Li ve ark. 2021) Bizim c¢alismamizda Alfa-Pinen, Gama-
Terpinen ve P-Cymen’in benzer olarak hem MCF-7 hiicrelerini, hem de A-549 akciger

karsinomu ve A-2058 melanoma hiicrelerinin proliferasyonunu G1/G0 safhasinda inhibe
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ettikleri tespit edilmistir. Deneylerde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in her ii¢
kanser hiicre tlirinde de hiicre proliferasyonunu G1/GO sathasinda inbibe ettigi tespit
edilmistir. Paklitaksel’in akciger ve meme kanseri hiicrelerini, Dakarbazin’in ise melanoma
hiicrelerini S fazinda inhibe ettigi goriiliirken, fitokimyasllarin hiicre siklusunu mitotik
boliinmenin erken safhasi olan G1/GO0 fazinda inhibe etmesi fitokimyasallarin etkinliginin

spesifik ve potent oldugu seklinde yorumlanabilir.

Son zamanlarda, taranan bitkisel iirlinlerde sitotoksik ve antiproliferatif etkilerin
saptanmast yeni antikanser ajanlarinin arastirilmasinda temel strateji haline gelmistir
(Oztiirk ve Duran 2018). Literatiirde birgok bitkisel iiriin ve komponentlerin umut verici
anti-timor etkili terapotik ajanlar oldugu gosterilmis, bu tiir dogal {iriinler iizerinde klinik
oncesi ve klinik aragtirmalar olduk¢a yogun olarak siirdiiriilmektedir. Bu anti-tiimor
ajanlarin  genellikle tiimoér hiicrelerindeki apoptozis yolaklarimi aktive ettikleri

bildirilmektedir (Halabi ve ark. 2014, Bonofiglio ve ark. 2016, Engel ve ark. 2011).

Apoptozis bir hiicre i¢i program tarafindan organize edilmis hiicre Oliimii
diizenlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Apoptozis, programlanmis hiicre dliimiiniin tek
bi¢imi olarak diisiiniilmektedir. Bununla birlikte son yillarda programlanmis hiicre 6liimii,
otofaji ve nekroptoz (programlanmis nekroz) olaylarini da igerecek sekilde genislemistir.
Programlanmais hiicre 6liimiiniin bu modlari, 6zellikle apoptoz ve nekroptoz, habis hiicrelerin
hayatta kalmasina ve yayilmasina engel olan dogal bariyer islevi gormektedir. Apoptozis
cok hiicreli organizmalarin gelisimi ve homeostazi sirasinda istenmeyen hiicrelerin yok
edilmesi icin gerekli bir mekanizmadir. Bu son derece iyi diizenlenmis siireg, DNA
parcalanmasi, zar kabarciklanmasi, hiicre biiziilmesi ve zarla kapali vezikiillere ayristirmay1
igerir. Diizensiz hiicre oliimii giderek artan klinik bozukluklarla iliskilendirilir. Asir
apoptozis iskemik hasar ve norodejeneratif hastaliklara neden olabilirken, kanser ve
otoimmiin hastaliklar gibi kosullar yetersiz apoptozdan kaynaklanabilir. Yiiksek diizeyde

diizenlenmis apoptotik siire¢, karmasik bir olay kaskat1 gerektirir (Goldar ve ark. 2015).

Calismamizda Alfa-Pinen’in A-549 ve MCF-7 hiicrelerinde 0.019, 0.039 ve 0.078
ug/ml’lik konsantrasyonlarmin apoptotik indekslerinin Paklitaksel ile kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Gama-Terpinen’in ayni

hiicre hattinda 0.019-0.312 pg/ml’lik konsantrasyonlar arasinda apoptotik indekslerinin en
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yiiksek oldugu tespit edilirken, P-Cymen’in apoptozisi en yiiksek oranda indiikleyen
konsantrasyonun ise 0.625 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Fitokimyasallarin A-2058
melanoma hiicrelerinde de hiicresel apoptozu tetikleyen en yliksek konsantrasyonlarinin;
Alfa-Pinen i¢in 00.19 pg/ml, Gama-Terpinen i¢in 0.039 pg/ml olarak bulunurken, P-
Cymen’in melanoma hiicrelerinde etkinliginin akciger ve meme kanseri hiicreleriyle
kiyaslandiginda daha diisiik konsantrasyonlarda (0.312 pg/ml) etkinliginin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Calismamizda en ¢arpict bulgulardan biri ise; fitokimyasallarin
konsantrasyonlarinin arttirilmasinin hiicreleri yiiksek diizeyde apoptoza siiriiklemedigidir.
Hiicresel sitotoksisitenin fitokimyasallarin konsantrasyonuna bagli olarak artis gdstermesine
ragmen, hiicresel apoptozun her bir fitokimyasal i¢in doz-iliskili olmayip fitokimyasalllarin

optimal konsantrasyonlarda hiicresel apoptozu daha yiiksek oranda tetikledigidir.

Apoptozda cok c¢esitli genler bu siireci kontrol etmektedir. Apoptoz siirecinde
kaspazlar 6nemli rol oynamaktadirlar. Kaspazlar yiiksek derecede korunmus aspartata 6zgii
sistein proteazlarindan olusan bir aileye aittir. Kaspazlarin bulundugu iki ana apoptotik yol
tarif edilmistir. Bunlar ekstrinsik ve intrinsik yolaklardir. Biri hiicre yiizeyi uyarisina dayanir
ve ekstrinsik yol olarak bilinir. Oliim sinyali, timdr nekroz faktdrii (TNF) gibi bir hiicre dist
6lim ligandinin, ayn1 kokenli reseptor olan TNF reseptoriine baglanmasi yoluyla iletilir.
Oliim reseptorleri, ekstrinsik yolagin apikal proteazlari, kaspaz-8 ve kaspaz-10"un alindigi
hiicrelere sinyal gonderir. Kaspaz-8, 6liim reseptorii yolunda énemli baglatici kaspazdir.
Ligand baglama iizerine, 6liim reseptdrleri, 6rnegin CD95 (Apo-1/Fas) agrege ve membrana
bagl sinyal kompleksleri olustururlar. Bu kompleksler daha sonra, adaptdr proteinleri
vasitastyla, prokaspaz-8 zimojenin yiiksek bir lokal konsantrasyonuyla sonuglanir. Intrinsik
yol, hiicresel stresin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve mitokondriyondaki sitokrom c'nin
aracilik ettigi yolaktir. Bu durumda, kaspaz-9 aktive edilir. Mitokondriye bagimli (veya
intrinsik) apoptoz yolu, biiylime faktorii eksikligi, DNA hasari, 1s1 soku, UV- veya y-
radyasyonu ve kemoterapoétik ilaclar dahil ¢esitli uyaranlarla aktive edilir. Uyaranlar Bax ve
Bak gibi pro-apoptotik genlerin aktivasyonuna neden olur. intrinsik yolakta Bax ve Bak
proteinlerinin artis1 mitokondri dis zar1 gegirgenligini degistirerek sitokrom c’nin sitozole
salinimina neden olur. Sitozole salinan sitokrom ¢, APAF-1’e baglanir. Bu kompleks
prokaspaz 9’a baglanarak apoptozomu olusturur. Apoptozom olusumu ile aktif forma gecen
kaspaz-9, kaspaz-3’1i aktiflestir ve bu sekilde apoptoz gergeklesir (Mcllwain ve ark. 2013,
MacKenzie ve Clark 2008).
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Esansiyel yaglarinin temel bilesenleri arasinda yer alan Gama-Terpinen, P-Cymen’in
bulundugu Oliveria decumbens bitkisinin fare meme karsonuma hiicreleri iizerinde
antiproliferatif etkinliklerinin arastirildig1 bir ¢alismada olduk¢a 6nemli etkinlige sahip
oldugu bildirilmistir. Calismada esansiyel yaglarin kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla hiicresel
apoptozu tetikledigi bildirilmistir. Bu c¢alisma bulgulariyla uyumlu olarak ¢aligmamizda
A-549 ve A-2058 hiicrelerinde Gama-Terpinen ve P-Cymen’in kaspaz-3 aktivasyonu
saglayarak kanser hiicrelerini apoptoza siiriikkledigi boylece antitimoral etkinlik

sergiledikleri tespit edilmistir (Jamali ve ark. 2020).

Tiirkiye’de endemik olarak yetisen Myrtus communis L.’in énemli esansiyel yag
komponentlerinden biri Alfa-Pinen’dir. Myrtus communis’in esansiyel yaglarinin akciger
karsinoma hiicrelerinde (A-549) kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, Bcl-2 ve p21 genlerinin
ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yontemi ile arastirilmig, ¢alismada esansiyel yaglarin
kaspaz-3, kaspaz-9 ve p2l gen ekspresyon seviyelerinin anlamli diizeyde arttirdigi
boylelikle hiicreleri apoptoza siiriikledikleri bildirilmistir. Calismamiz bu ¢alismadan farkl
olarak bircok tibbi bitki esansiyel yag iceriginde yer alan komponentler {izerinde
gerceklestirilmistir. Calismamizda Alfa-Pinen’in akciger (A-549) meme (MCF-7) ve
melanoma (A-2058) kanser hiicreleri lizerinde onemli antiproliferatif etkinlik sergiledigi
tespit edilmis olup, Myrtus communis esansiyel yag icerigi de dikkate alindiginda temel
bilesenlerin benzer sekilde hiicresel yolakta rol oynayan gen ekspresyonlarin tetikleyerek

kontollii hiicre 6liime yol actig1 saptanmistir (Bilgic ve Duran 2020).

Cinnamomum zeylanicum esansiyel yaglarmin etkinliklerinin arastirildig: bir baska
calismada esansiyel yaglarin uygulandig1 tedavi grubunda kontrollere kiyasla esensiyel
yagin timor hacmini 6nemli Ol¢lide kiiciilttiigli bildirilmistir. Ayrica, tedavi edilen timor
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla mitotik indeksin %29-45 arasinda doz-iligkili olarak
azaldig: bildirilmistir. Tedavi edilen sican tiimor drneklerinin histopatolojik analizlerde ise
kontrol grubuyla kiyaslandiginda karsinoma hiicre oraninda ciddi azalmanin oldugu
bildirilmistir. Esansiyel yaglarla tedavi verilen sican karsinomlarinda kaspaz-3 ve Bax
ekspresyonlar artarken, Bcl-2 geni ekspresyon seviyesinde ise anlamli derecede azalmanin
oldugu tespit edilmistir. Calismada esansiyel yaglarinin in vitro ve in vivo degerlendirmeler
sonucu hayvan meme karsinom modellerinde 6nemli diizeyde kemopreventif ve terapotik

aktiviteler sergiledigi bildirilmistir (Kubatka ve ark. 2020) Bu ¢alismada oldugu gibi bizim
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calismamizda da fitokimyasallarin pro-apoptotik gen ekspresyonlarini (Bax, p53, kaspaz-3)
indiiklerken, anti-apoptotik gen ekspresyonlarini (Bcl-2, Bcl-xL) inhibe ederek aktivite
gosterdikleri tespit edilmistir. Yine benzer sekilde in vitro olarak elde edilen test
sonuclarinin fare timor modelinde de etkili olmasi in vitro test sonuclarinin in vivo testlerle
dogrulandiginin gostergesidir. Bu ¢alisma bizim ¢alismamizdan farkli olarak total esansiyel
yaglarla yapilsa da esansiyel yag komponentlerinin temel bilesenleri arasinda Alfa-Pinen yer
almas1 c¢alismamizla benzerlik gostermektedir. Antitiimoral etkinligin esansiyel yag
komponentlerinden hangisinden kaynaklandiginin bilinmesi ileriki ¢aligmalar agisindan son
derece Onemlidir. Bu amagcla calismamizda tibbi bitkilerde yaygin bulunan 6nemli ii¢
komponentin tekli ve kombine etkinlikleri in vitro ve sonrasinda ise in vivo olarak deneysel
fare timor modelinde degerlendirilmistir. Calismamizda bu g¢alismayla uyumlu olarak
fitokimyasallarin doz iliskili olarak antiproliferatif etkinliklerinin arttig1 tespit edilmistir. /n
vitro testlerde fitokimyasallarin hiicre siklusunun 6nemli Olglide G1/GO sathasinda
durduruldugu tespit edilmis olup, histopatolojik analizlerde de fitokimyasallarin hiicreleri
apoptoza siirliklendigi tespit edilmistir. Fitokimyasallarla tedavi grubunda pro-apoptotik gen
(Bax, p53, kaspaz-3) ekspresyonlarinin indiiklenirken, anti-apoptotik gen (Bcl-2, Bcl-xL)
ekspresyonlarinin ise inhibe edildigi tespit edilmistir. Daha da 6nemlisi, in vitro sonuglarin
deneysel olarak olusturulmus deri alt1 fare tiimér modelinde fitokimyasallarla (tekli ve
kombine tedavi gruplarinda) tiimor kitle caplarindan azalma hatta tespit edilemeyecek
diizeyde kitlelerin kiiciildiikleri saptanmistir.  Standart ilag, fitokimyasallar ve
fitokimyasallarla farkli kombinasyonlarin uygulandig: tedavi gruplar ile tedavi verilmeyen
kontrol gruplarinda yer alan farelerden alinan deri, akciger, karaciger, bobrek, beyin, kalp
ve bagirsak doku 6rneklerinde uzak organlara hiicre metastazlarinin varligi degerlendirilmis
olup deneylerde Alfa-Pinen art1 Dakarbazin, Gama-Terpinen art1 Dakarbazin ve Alfa-Pinen
artt Gama-Terpinen artt P-Cymen tedavi gruplarinda hiicre metastazlariin énemli dlgiide
inhibe edildigi tespit edilmistir. Metastaz yapmasiyla karekterize olduk¢a dnemli bir kanser
tirii olan melanoma hiicrelerinin Gama-Terpinen arti Dakarbazin kombinasyonunun
verildigi tedavi grubunda hayvanlarda diger organlara hiicre metastazinin %90 nispetinde

inhibe edildigi tespit edilmistir.

Alfa-Pinen tiirevi olan GY-1 (6,6-dimetilbisiklo [3.1.1] hept-2-en-2-yl) metil-4-
metilbenzenstilfonat)’in  hepatoma karsinomu hiicrelerinde antitiimoral etkinliginin

arastirildigr bir ¢alismada hiicre proliferasyonunun S fazinda inhibe edildigi ve p53 geni
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ekspresyonunda artisa yol acarak hiicresel apoptozun tetiklendigi bildirilmistir.
Calismamizda ise bu ¢alismayla uyumlu olarak Alfa-Pinen p53 geni ekspresyonunu artirarak
hiicresel apoptozu tetiklerken, bu c¢alismadan farkli olarak akciger, meme ve melanoma

kanser hiicrelerinde hiicre siklusunu G1/0 fazinda durdurmustur (Ye ve ark. 2020)

Insan over kanser hiicre hattinda Alfa-Pinen’in hiicre siklusunu G2 safhasinda
inhibe ederek antiproliferatif etki gosterdikleri ve pro-apoptotik genlerden kaspaz-3 geni

ekspresyonunu tetikleyerek hiicreleri apoptoza siiriikledigi bildirilmistir. (Hou ve ark. 2019)

Bir baska calismada ise Alfa-Pinen’in farelerde CT-26 kolon kanseri hiicrelerinde
antitiimoral etkisinden bahsedilmistir. (Jo ve ark. 2021) Benzer olarak HepG2 karaciger
karsinoma hiicrelerinde hiicre siklusunu G2/M sathasinda inhibe ettigi, ayrica p53 geni
ekspresyonunu tetikleyerek hiicrelerin  apoptoza  siiriiklenmesini  hizlandirdiklar

bildirilmistir. ( Xu ve ark. 2018)

Apoptoz Bcl-2 gen ailesi ile diizenlenmektedir. Bu gen ailesinin bazi iiyeleri
apoptozu indiiklerken (pro-apoptotik), bazilar1 apoptozu inhibe etmektedir (anti-apoptotik).
Bcl-2, Bcl-xL ve Bcl-w bu gen ailesinin yasami temsil eden anti-apoptotik genlerini
olustururken, Bax, Bik, Bak, Bid, Bad, ve Bcl-xs genleri apoptozun 6liimii temsil eden pro-
apoptotik genlerini olustururmaktadir (Hata ve ark. 2015). Bax geni apoptozun
mitokondriyal yolunun kilit diizenleyicilerindendir. Hiicre stresinde Bax ve Bak,
mitokondriyal ytizey iizerinde farkli odaklarda birikerek burada konformasyonel degisiklige
ugramakta, oligomerize olarak sitokrom c salinimina aracilik ederek hiicre 6liimiine neden

olmaktadirlar (Hata ve ark. 2015).

Fitokimyasallarin  antikanserojen etkinliklerinin molekiiler ~mekanizmasinin
arastirildigt MCF-7 hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada Bc/-2 gen ekspresyonunun
azaldig1i, Bax geni ekspresyonunun ise indiiklenerek hiicresel apoptozun tetiklendigi

bildirilmistir. (Mari ve ark. 2020)

Fitokimyasallarla yapilan bir baska calismada ise thymol, Gama-Terpinen ve P-
Cymen MCF-7 hiicreleri iizerinde antiproliferatif ve antioksidan etkinlikleri in vitro olarak
arastirtlmis, thymol’iin gii¢lii antiproliferatif ve antioksidan etkisinden bahsedilirken, Gama-

Terpinen ve P-Cymen’in antioksidan ve antiproliferatif etkilerinin zayif oldugu bildirilmistir
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(Fitsiou ve ark. 2016). Bizim ¢alismamizda ise bu ¢aligmadan farkli olarak Gama-Terpinen
ve P-Cymen’in 6zellikle akciger kanser hiicrelerinde ve melanoma hiicrelerinde olmak iizere
dikkate deger nitelikte pro-apoptotik gen ekspresyolarini indiikledikleri, anti-apoptotik gen
ekspresyonlarini ise inhibe ederek kontrollii hiicre 6liimiine yol actiklarini tespit ettik. Ayrica
calisgmamizda literatiirden farkli olarak bu fitokimyasallarin kendi aralarindaki
kombinasyonlar1 ile Paklitaksel ve Dakarbazin kombinasyonlarinin da hem in vitro olarak

hem de deneysel tiimor modelinde etkinliklerinin oldukc¢a ¢arpici oldugu tespit edilmistir.

Son yillarda P-Cymen ile metallo derivelerinin kanser tedavisinde kullanilan 6nemli
bilesikler haline geldigi bildirilmektedir. Bu tiirevlerin antikanserojen aktivite gosterdikleri
ve kanser kemoterapi kombinasyonunda etkili olabilecekleri bildirilmistir (Hassan ve ark.
2020). Bu ¢alisma bulgularini destekler nitelikte bizim ¢alismamizda da P-Cymen’in tekli
kullaniminda kanser hiicreleri lizerinden in vitro ve in vivo etkinlige sahip oldugu tespit
edilse de P-Cymen’in diger fitokimyasallarla ve standart ilaclarla kombine kullanimlarinin

daha giiclii oldugu tespit edilmistir.

Esansiyel yag igerisinde temel bilesenler arasinda bulunan Gama-Terpinen ve Alfa-
Terpinen’in insan meme (MCF-7) ve fare meme kanseri (4T1) hiicreleri {izerinde yapilan
deneylerde MCF-7 hiicrelerinde Bax /Bcl-2 gen ekspresyonu oraninin arttig1 bildirilmistir ki
boylece hiicresel apoptoz tetiklenmistir. Benzer etkinlik fare meme kanseri hiicre hattinda
da gozlenmistir. Bu etkinin doz-iliskili olarak degistigi bildirilmistir. Benzer olarak bizim
calismamizda da hem Alfa-Pinen hem de Gama-Terpinen Bax geni ekspresyonunu arttirmis,
Bcl-2 geni ekspresyonunu azaltmistir. BOylece bu fitokimyasallarin verildigi tedavi
gruplarinda antikanserojen etkinlik varligi tesppit edilmistir (Assmann ve ark. 2018). Benzer
olarak Gama-Terpinen’in HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde DNA hasar1 olusturarak hiicre

prolifrasyonunun durduruldugu programli hiicre Oliimiiniin tetiklendigi bildirilmistir.

(Bhagat ve ark. 2020)

In vitro antianserojen etkinlik ¢aligmasi olan P-Cymen ve Gama-Terpinen’in temel
komponentleri oldugu bildirilen Sideritis raeseri bitkisinin esansiyel yaglarinin insan
melanoma (A-375), insan kolon adenokarsinomu (Caco2) ve insan prostat karsinomU (PC3)
hiicreleri lizerinde Onemli antiproliferatif etkinlik sergiledikleri bildirilmistir. Bu iki
fitokimyasalin en giiclii etkinligi melanoma hiicreleri tizerinde gosterdikleri bildirilmistir

(Mitropoulou ve ark. 2020).
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Calismada P-Cymen ve Gama-Terpinen’in proinflamatuvar sitokin (IL-1 beta ve IL-
8) salmimim tetikledigi ve anti-inflamatuvar etkinlik sergiledigi tespit edilmistir. Bu
calismadan farkli olarak hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalar1 kapsayan calismamizda
Gama-Terpinen’in insan akciger, meme ve melanoma hiicrelerinde yiiksek etkinlik
gosterdikleri hiicresel apoptozun en dnemli tetikleyicisi oldugu saptanmistir (Oliviero ve

ark. 2016).

Literatiirde fitokimyasallarin antiproliferatif ve antitiimdral etkinliklerinin kanser
hiicre tiplerine gore degisebilecegi bildirilmektedir. Bir ¢calismada Gama-Terpinen ve P-
Cymen’in farkli kanser hiicrelerinde ICso degerlerinin tipleri {izerinde farkliklilar gosterdigi
bildirilmistir. Bu sebeple calismamizda da Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in insan
akciger, meme ve melanoma hiicrelerinde antiproliferatif ve antitiimoral etkinliklerinin ayri
ayr1 degerlendirilmistir. Literatiirle uyumlu olarak bu fitokimyasallarin etkinliklerinin farkli
kanser tiirlerinde farkli diizeyde aktivite gosterdikleri belirlenmistir. (Ozkan ve Erdogan

2017).

Akciger karsinomu ve keratinosit hiicreleri lizerinde Gama-Terpinen’in 6nemli
kaynaklarindan Rosmarinus officinalis’in antioksidan, antifungal ve kanser hiicrelerine kars1
sitotoksisitelerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, Gama-Terpinen’in kanser hiicrelerine
kars1 onemli diizeyde sitotoksisite sergiledikleri ve giiclii antioksidan etkinlige sahip
oduklar1 tespit edilmistir. (Spagnoletti ve ark. 2016). Bu ¢alismayla uyumlu olarak bizim
calismamizda da MCF-7 hiicrelerinde Gama-Terpinen’in olduk¢a giiclii etkinlik
gosterdiklerini tespit ettik.

Calismamizin en O6nemli hedeflerinden biri de fitokimyasallarla konvansiyonel
tedavide kullanilan kanser ilaglariin kombine kullanimlariyla mevcut ilaglarin
etkinliklerinin arttirilmasi ve yan etkilerinin azaltilmasidir. Bir ¢alismada Gama-Terpinen
ve P-Cymen’in farkli tip kanser hiicreleriyle muamele edildikten sonra kemoterapotik
ilaglara duyarligininin arttig1 bildirilmistir. Bu ¢alisma sonuclarim1 destekleyecek sekilde
bizim c¢alismamizda da secilen her ii¢ fitokimyasalin insan akciger meme ve melanoma
kanser hiicrelerinde hiicresel apoptozun tetiklendigi, Paklitaksel ve Dakarbazin ile bu
fitokimyasallarin kombine kullanimlar1 durumunda etkinliklerinin arttig1 tespit edilmistir

(Ozkan ve Erdogan 2017).
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Mitokondriyal apoptotik yol, Bcl-2 protein ailesi tarafindan siki bir sekilde kontrol
edilmekte ve mitokondri dis membran permeabilizasyonunu igermektedir. Mitokondri dis
membran permeabilizasyonunu takiben, hiicre 6liimiine yol agan kaspaz kaskadini aktive
etmek icin sitozole sitokrom ¢ ve SMAC/DIABLO gibi apoptotik faktorler salinir.
Arastirmalar Bcl-2 ailesinin en az 18 farkli iiyesinin tanimlanmasini ve karakterize
edilmesini saglamig ve apoptozdaki islevlerine ve igerdikleri Bcl-2 homoloji (BH)
alanlariin sayisina gore bunlar ii¢ alt gruba ayrilmistir. Bcl-2 ailesinin multi BH (BH 1-3)
domaini igeren pro-apoptotik {iyeleri Bax ve Bak, mitokondri dis mebran
permeabilizasyonunun dogrudan yiiriitiiciileri olarak kabul edilir ve apoptozu baslatirlar.
BH3 domaini igeren Bid, Bim ve PUMA da apoptoz indiikleyicidir. Bcl-2 ve Bcl-xL ise dort
BH alaninin tiimiinii igeren ve pro-apoptotik proteinlerin etkisini inhibe eden anti-apoptotik
proteinlerdir. Bax ve Bak bu nedenle apoptozu olusturan yolun 6ziinde yer almaktadir. Hem
sitozol hem de mitokondri dis membran arasinda mekik olmasina ragmen, Bax oncelikle
saglikli hiicrelerdeki sitoplazmaya yerlesirken, Bak esasen mitokondri dis membraninda
bulunur. Aktive edildiginde, bu proteinler oligomerize olur ve mitokondri dig membran
permeabilizasyonuna aracilik eder ki, apoptotik faktorlerin sitozole salinmasina izin vererek
hiicre o6liimiine yol acar (Cosentino ve Garcia-Saez 2017, Pefia-Blanco ve Garcia-Sadez

2018).

Apoptozisi diizenleyen bir diger gen, tiimor baskilayici p53 genidir. Normal islev
goren wild type (yabanil tip) p53 geni, hiicrede apoptozu kolaylastirir. Hipoksi ve serbest
radikal olusumu p53 aracili DNA onarimi ve apoptozu baglatir. DNA hasar1 olustugu zaman
S fazina gecisi bloke eder. DNA tamiri i¢in zaman kazanilir, eger tamir miimkiin degilse
hasarlanmis hiicreler apoptozla yok edilir. Wild tip p53 antikanserojen ilaglar tarafindan
olusturulan DNA hasarin1 takiben apoptoz indiksiyonunda 6nemli bir regiilatdr proteindir.
Bu tiimor supressor protein canlt hiicrelerin liremesini G1 fazinda durdurmakta onarim

gerceklesmezse apoptoza yol agmaktadir (Sun 2015).

Calismamizda A-549 hiicreleri iizerinde ozellikle P-Cymen basta olmak {izere
Gama-Terpinen’in de hiicrelerde kaspaz-3 aktivitesini kontrol grubuyla kiyaslandiginda
anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilirken, Gama-Terpinen ve Alfa-Pinen’in etkinliginin

dikkate deger oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglardan da anlasilacagi gibi her bir
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fitokimyasal hiicresel apoptozda farkli genlerin ekspresyonlarini indiikleyerek ya da inhibe

ederek aktivite gosterebilmektedir.

Deneylerde fitokimyasallar arasinda A-549 hiicreleri iizerinde anti-apoptotik
genlerden Bcl-xL ekspresyonu inhibe etmesiyele one ¢ikan fitokimyasal P-Cymen olurken,
Bcl-2 gen ekspresyonunu anlamli derecede azaltan fitokimyasalin ise Alfa-Pinen oldugu
tespit edilmistir. P-Cymen ve Gama-Terpinen’in ise Bcl-2 gen ekspresyonu iizerinde
herhangi bir inhibitor etkinlik sergilemedigi tespit edilmistir. Ayn1 hiicreler iizerinde pro-
apoptotik genlerden olan p53 ve kaspaz-3 ekspresyonunun Gama-Terpinen varliginda
anlamli derecede arttig1, Bax geni ekspresyonunun ise Alfa-Pinen tarafindan benzer sekilde
istatiksel olarak anlamli derecede indiiklendigi tespit edilmistir. Buradan da anlagilacag: gibi
fitokimyasallarin molekiiler mekanizmasinin bilinmesi ila¢ arastirmalarinin temelinde

biiylik 6neme sahiptir.

MCF-7 hiicrelerinde Bcl-xL ekspresyonu iizerinde ii¢ fitokimyasaldan higbirinin
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir azalmaya sebep olmadigi goriiliirken, iig¢
fitokimyasalin da yine bir anti-apoptotik gen olan Bc/-2 gen ekspresyonun anlamli derecede
inhibe ettigi tespit edilmistir. NF-xB gen ekspresyonunun Gama-Terpinen ve Alfa-Pinen
tarafindan anlamli derecede inhibe edildigi saptanmistir. Aym hiicreler ilizerinde p53 gen
ekspresyonunun anlamli derecede indiiklendigi tespit edilirken, Bax geni ekspresyonu

sadece P-Cymen tarafindan istatiksel olarak anlamli derecede indiiklenmistir.

A-2058 hiicrelerinde  anti-apoptotik gen ekspresyonunu inhibe eden
fitokimyasallarin Alfa-Pinen ve P-Cymen, pro-apoptotik gen ekspresyonunu indiikleyen
fitokimyasallarin ise p53 ve kaspaz-3 genleri i¢in en yiiksek diizeyde Gama-Terpinen, Bax

geni i¢in ise Alfa-Pinen oldugu tespit edilmistir.

In vitro ve in vivo ¢aligmalar fitokimyasal kombinasyonlarinin, tekli kullanilan
bilesiklerden daha etkili bir sekilde tiimdr biiyiimesini inhibe ettigini gostermistir. Ayrica,
calismalar fitokimyasallarin geleneksel tedavilerin etkilerini giiclendirdigini ve kemoterapi
ilaglarinin etkili dozlarin1 azaltmaya, ilag direncini yenmeye ve toksisiteyi indirgemeye
yardimci olabilecegini gostermistir. Kanser tedavisinde Onemli bir strateji; farkl

fitokimyasallar1 birbirleriyle birlestirmek ya da antikanser ilaglariyla birlikte bu
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komponentleri kullanmak olabilir (Chan ve Fong 2009, Halabi ve ark. 2014, Mund ve ark.
2016).

Bununla birlikte, kanser tedavisi i¢in konvansiyonel tedavilerle kombinasyon
halinde fitokimyasallarin kullanimiyla ilgili sinirli sayida klinik ¢alisma bulunmaktadir.
Bunun en olasi sebebi; metabolizma, stabilite, diger ilaglarla etkilesim, yan etkiler ve bu
bitki tlirevlerinin etki mekanizmalarinin insanlarda tam olarak agiklanamamis olmasi
olabilir. Bu fitokimyasallarin yanlis uygulanmasi, insanlarda zararli etkilere yol agan
geleneksel tedavilerin aktivitesine miidahale edebilmektedir (Mohan ve ark. 2013, Ulbricht
ve Chao 2010).

Calismamizda fitokimyasallarin kombine kullanimlart tekli kullanimlariyla
kiyaslandiginda hem pro-apoptotik gen ekspresyonlarini anlamli derecede indiikledikleri
hem de anti-apoptotik gen ekspresyonlarini anlamli diizeyde inhibe ettikleri tespit edilmistir.
Sozgelimi A-549 hiicreleri lizerinde anti-apoptotik genlerden Bcl-xL ve Bcl-2 gen
ekspresyonlarinin Gama-Terpinen artt Alfa-Pinen, P-Cymen art1 Paklitaksel ve Gama-
Terpinen artt Alfa-Pinen artt P-Cymen arti Paklitaksel kombinasyonlarimin tekli
etkinliklerinden anlamli diizeyde daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayni hiicre hatt1
tizerinde Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen arti P-Cymen kombinasyonlarinin Bax ve p53,
Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen art1 Paklitaksel kombinasyonlarinin Bax, kaspaz-3 ve p53
gen ekspresyonlarinin anlamli 6lgiide daha yiliksek oldugu giiglii sinerjistik aktivite

sergiledikleri tespit edilmistir.

Fitokimyasallarin kendi arasinda ve Paklitaksel ve Dakarbazin ile kombine
kullanimlar1 durumunda benzer sinejistik etkinliklerin hem MCF-7 hem de A-2058

hiicrelerinde goriildiigii tespit edilmistir.

Calismamizda Real-Time PCR ydntemiyle gen ekspresyonlarin indiiksiyonu ve
inhibisyonu tespit edilen gruplarda protein ekspresyon seviyeleri ise Western blotlama

yontemiyle gosterilerek sonuglarin konfirmasyonu yapilmaistir.

Calismada in vitro etkinlikleri gosterilen fitokimyasallarin ve kombinasyonlarinin
in vivo etkinlik ¢aligmalarinin degerlendirildigi deri alt1 timdr modelinde hayvanlara tedavi

verilmesini takiben 2 ay siiresince tiimdr biiyiimesi takip edilmis, tiimor kitle ¢ap1 dl¢timleri
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yapilmistir. Tedavi sonunda hayvanlarin sakrifiye edilmelerini takiben melanosit varligi
basta melanositlerin enjekte edildigi deri bolgesinde olmak iizere akciger, karaciger, bobrek,
dalak, beyin, kalp ve bagirsaklardan hazirlanan preperatlarda incelenerek metastaz varligi

acisindan da degerlendirilmistir.

Gama-Terpinen tedavi grubunda 6zellikle tedavinin 21. giiniinden itibaren timor
kitle ¢apinda anlamli derecede azalmanin oldugu tespit edilmistir. Ozellikle kombine tedavi
basarisinin Dakarbazin’le kiyaslandiginda birinci haftadan itibaren timor kitle capinda
anlamli derecede azalmanin tespit edilmesi in vivo giiglii sinerjizm olarak
degerlendirilmistir. Deneylerde 6zellikle Alfa-Pinen artt Gama-Terpinen, Alfa-Pinen arti
Dakarbazin ve Gama-Terpinen arti Dakarbazin tedavi gruplarinda timdr kitle ¢aplarinin
tedavinin 15. giiniinden itibaren palpasyonla tespit edilemeyecek diizeyde kaybolmasiyla
sonuclanmistir ki, sonuglar Dakarbazinin tekli etkinliginden anlamli derecede daha yiiksek
bulunmustur. Hayvan deneylerinde en potent kombinasyonun Gama-Terpinen arti
Dakarbazin oldugu tespit edilmistir. Bu etkinin tedavinin ilk hastasindan itibaren tespit

edilmesi ise oldukg¢a 6nemli olarak nitelendirilmistir.

Hayvan deneyleri ¢alismas1 tedavi bitiminde hayvanlarin sakrifiye edilerek
histopatolojik degerlendirmelerle dogrulanmistir. Calismada in vitro deneylerde en yiiksek
diizeyde etkinlik gosteren fitokimyasal veya kombinasyonlarin deri alti fare tiimor
modelinde antitiimoral etkinlikleri karsilagtirilmistir. B16-F10 hiicre injeksiyonunu takiben
tedavi verilmeyen hayvanlardan alinan doku Orneklerinin tamaminda melanosit varligi
dolayisiyla metastaz tespit edilmistir. Dakarbazin tedavi grubunda ise tiim hayvanlarda
tiimor dokusunda kii¢iilmenin varhigiyla birlikte deri 6rneklerinin tamaminda melanosit
varlig1 tespit edilmistir. Ayrica Dakarbazin’in tedavi verilmeyen kontrol grubuyla
kiyaslandiginda akciger, karaciger ve bobrek metastazlarinda bir azalma (sirasiyla %20,
%20 ve %50 azalma) tespit edilse de melanositlerin yayilimini 6nlemede yetersiz kaldigi
tespit edilmistir. Dakarbazin tedavi grubunda beyin, kalp ve bagirsak dokularinda ise

metastaz tespit edilmemistir.

Alfa-Pinen tedavi grubunda ise tiim hayvanlarin deri 6rneklerinde melanosit varligi
tespit edilmis olup, akciger, karaciger ve bobrek dokularinda ise metastaz varlig: sirasiyla
hayvanlarin %70, %80 ve %60’inde oraninda tespit edilmistir. Dakarbazin tedavi grubunda

oldugu gibi diger organlarda melanosit varlig1 tespit edilmemistir.
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Gama-Terpinen tedavi grubunda ise antitlimoral etkinligin daha giiglii oldugu deri
orneklerinin tamaminda melanosit varlig1 tespit edilirken, tedavi verilmeyen kontrol
grubuyla kiyaslandiginda akciger ve karaciger metastazi farelerin %350 sinde tespit
edilirken, bobrek metastazi ise hayvanlarin %40’ 1inda tespit edilmistir. P-Cymen’in ise Alfa-
Pinen ve Gama-Terpinen tedavi grubuyla kiyaslandiginda antitiimdral etkinligin daha diisiik

oldugu tespit edilmistir.

Calismada Alfa-Pinen arti Dakarbazin kombine tedavi grubunda farelerde deri
orneklerinin tamaminda melanosit varlig1 tespit edilirken, farelerin %70’ininde akciger,
%80’in de ise karaciger metastazi tespit edilmemistir. Gama-Terpinen art1 Dakarbazin tedavi
grubunda ise farelerin %50’inde deri 6rneklerinde melanosit varligi, %70’inde akciger ve
%80’inde ise karaciger metastazinin goriilmedigi tespit edilmistir. Deneylerde ii¢
fitokimyasalin Dakarbazin ile kombine kullanimlar1 durumunda antitiimoéral etkinliklerinin
daha da carpici olarak arttig1 tespit edilmistir. Alfa-Pinen artt Gama-Terpinen art1 P-Cymen
arti Dakarbazin tedavi grubunda ise hayvanlarin sadece %10’unda deri ve %10’unda ise

akciger dokusunda melanosit varligi saptanmistir.

Karsinogenezde rol oynayan ¢oklu hedeflerin aktivitesini modiile etme
yeteneklerinden dolayi, fitokimyasallar kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe edebilir.
Bununla birlikte, in vitro ¢aligmalarin {imit verici sonuglarina ragmen, klinik uygulamada,
tek antikanser ajan olarak fitokimyasallarin kullanimi simirlhidir. Bu gergek, temel olarak
insan viicudundaki zay1f biyoyararlanimlarindan kaynaklanmaktadir. Aslinda, polifenollerin
zay1f emilimi ve biyolojik dagilim1 vardir, ancak insan viicudunda, tekli bilesiklerin in vivo
etkilerini engelleyen ve kanser hiicrelerine verilen dozu etkileyen yiiksek metabolizma ve
atilim gibi Ozellikleri bulunmaktadir. Her ne kadar fitokimyasallarin biyoyararlanimini
arttirma yontemleri son 20 yilda ilerlemis olsa da, fitokimyasallarin antikanser ilaglar olarak
etkinligini artirmak i¢in yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Chan ve Fong 2009, Halabi
ve ark. 2014, Mund ve ark. 2016).

Kemoterapi ve radyoterapi gibi konvansiyonel tedaviler kanser tedavisinde altin
standarttir. Ne yazik ki, tiimor hiicreleri ya kemoterapdtik ajanlar hiicre disina atarak ya da
kanserojenezde rol alan genlerin ve proteinlerin ekspresyonunu degistirerek ilag hedeflerini
degistirmekte veya Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinlerin iiretimini arttirarak bu

tedavilere direncli hale gelebilmektedir (Chan ve Fong 2009). Fitokimyasallarin geleneksel
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tedavilerde kullanilan ilaglarin antikanserojenik etkilerini arttirdigi, karsinogenezde rol
oynayan farkli sinyal iletim yollarin1 modiile edebilme yeteneklerinin olmasi ve fitokimyasal
kombinasyonlarin timor biiylimesini énemli dl¢iide engelledigine dair artan kanitlarin
bulunmasi kanser tedavisinde olduk¢a 6nemlidir. Ayrica, fitokimyasallarin konvansiyonel
tedavilerle kombine kullaniminin ilag¢ direncinin iistesinden gelmeye ve standart antikanser
tedavilerinin yan etkilerini azaltmaya yardimci olabilecegi de diisliniilmektedir (Chan ve

Fong 2009, Halabi ve ark. 2014, Mund ve ark. 2016).

Literatiirde in vitro ve in vivo olarak yapilan calismalarda, kombinasyon halinde
fitokimyasallarla yapilan tedavinin, kanser hiicrelerinin {iremesini inhibe etmede tek bir
fitokimyasal ile yapilan tedaviden daha etkili oldugu bildirilmistir (Ferrer ve ark. 2005,
Wang ve ark. 2014, Wang ve ark. 2012).

Karsinogenezis normal bir hiicrenin kanser hiicresine asamali doniisiimiine neden
olan ¢ok asamali bir siirectir. Malign transformasyon hiicre proliferasyonunu arttiran
genlerin asir1 ekspresyonu veya hiperaktivasyonu ya da hiicre ¢ogalmasint kontrol eden
genlerin (tiimdr baskilayicit genler) ekspresyonunun azalmasi veya kaybolmasi ya da
fonksiyonlarmin inaktivasyonu sonucu gerceklesmektedir. Sonug olarak, normal hiicreler
cogalmalarini ve sag kalimlarim1 kontrol eden ekzojen uyaricilardan etkilenirken, kanser
hiicreleri ekzojen sinyallerin yoklugunda hizla cogalabilmekte ve sagkalimin negatif
diizenleyicilerine kars1 duyarsiz hale gelmesiyle gerceklestigi bildirilmektedir. Bunun
yaninda, biiyiime faktorlerinin ve/veya reseptorlerinin asir1 ekspresyonu kanser hiicrelerinin
stirekli cogalmalarini da tetiklemektedir (Bei ve ark. 2012). Kanserojenezde yer alan sinyal
iletim yollarm1 diizenleyebildiklerinden, bitkisel komponentlerin timor hiicrelerinin
cogalmasini Onleyebilecegi konusunda umut verici bir potansiyele sahip oldugu ¢esitli
calismalarda bildirilmistir (Benvenuto ve ark. 2013, Kunnumakkara ve ark. 2008, Mohan

ve ark. 2013).

Antikanser ajan olarak fitokimyasallarin kullanilmasindaki en 6nemli sakincanin
insan viicudundaki zayif biyoyararlanimlari oldugu bildirilmistir. Bu durum o6zellikle
fitokimyasallarin tek baslarina kullanildiginda in vivo etkilerini engelleyebilecegi ya da
azaltabilecegi bildirilmigtir. Bu etkinin ortadan kaldirilabilmesi konusunda en 6nemli

yaklasgimin 1se birka¢ fitokimyasalin veya fitokimyasallar ve antikanser ilaclarla
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kombinasyon tedavisinin olabilecegi diistiniilmektedir (Crozier ve Jaganath 2009,

Williamson ve Manach 2005).

Kanser giinlimiizde insidansi her gecen giin artarak devam eden en mortal
hastaliklardan biridir. Kanser tedavisinde cerrahi yontemler, kemoterapi, radyoterapi,
hormon destekleri ve tamamlayici/alternatitif tibbi uygulamalar segilen yontem veya
yontemler arasinda yer almaktadir. Konvansiyonel tedavi yontemleri yaninda alternatif
tedavi alan kanser hastalarinda ilag etkilesimleri ciddi riskler de meydana getirebilmektedir
(Alam ve ark. 2018, Bisen 2013). Bitkisel bilesiklerin birlikte kullanildiklar1 zaman
kemoterapoétiklerin etkisini arttirdigi (additif veya sinerjistik) ya da etkisini azalttigi
bildirilmektedir. Bu sebeple fitokimyasallarin birlikte kullanildiginda etkilerinin
belirlenmesi 6nem arz etmektedir (Chan ve Fong 2009). Bu tir caligmalarda
fitokimyasallarn  kombine kullanimlar1 ile tespit edilebilecek yiiksek etkinlikli

formiilasyonlar tedavi edilmesi diigiiniilen kanser tiirii icin umut olabilmektedir.

Amacimiz 6liim oraninin yiiksek oldugu bilinen kanser tiirlerinde etkin bir tedavi
yonteminin olusturulmasina katki saglamaktir. Son zamanlarda, kanser tedavisinde ilag
kombinasyon ¢aligmalar1 lizerinde 6nemle durulan ve yaygin olarak kullanilmaya baglanilan
yontemlerdendir. Literatiirde insan meme kanseri (MCF-7 hiicre hatt1), akciger kanseri
(A-549 hiicre hatti) ve melanoma (A-2058 hiicre hatt1) hiicreleri iizerinde, Alfa-Pinen,

Gama-Terpinen ve P-Cymen’nin kombinasyonu ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Sinerjistik etkili bilesikler kullanarak en etkin kombinasyonlarin belirlenmesi
kanser gibi hastaliklarin tedavisi agisindan son derece Onemlidir. Alfa-Pinen, Gama-
Terpinen ve P-Cymen’nin kombine kullaniminin biyoyararlanimlarimin arttirilmasinda
faydali olacagi disliniilmiis ve bu fitokimyasallarin sinerjistik etkilerinin bu ii¢ énemli
kanser hiicre tipi lizerinde arastirilmiasi amaglanmistir. Ayrica bu fitokimyasallarin
birbirleri ile hazirlanan kombinasyonlarinin MCF-7, A-549 ve A-2058 hiicreleri lizerinde

apoptotik mekanizmasi da aydinlatilmaya ¢alisilmistir.
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6. SONUC

Calismada Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in Vero hiicreleri (Afrika
Yesil Maymun Bobrek Hiicre hatti) {izerinde non-sitotoksik konsantrasyonlari tespit edildi.
Saglikli hiicreler iizerinde tespit edilen non-sitotoksik konsantrasyonlar dahilinde bu

fitokimyasallarin;

o Akciger (A-549; insan akciger adenokarsinoma hiicre hatti),
e Meme (MCF-7; insan meme adenokarsinoma hiicre hatti)

e Melanoma (A-2058; insan malign melanoma hiicre hatti),

hiicre hatlar1 {izerinde antiproliferatif, antikanserojen etkinliklerinin varlig

arastirildi.

1. Deneylerde non-toksik konsantrasyonlarinin belirlenmesi bu tip ¢aligmalar i¢in en ¢ok
tercth edilen yontemlerden Dbiri olan MTT  (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) yontemi ile gerceklestirildi.
2. Calismada ii¢ kanser hiicre hattinda (A-549, MCF-7 ve A-2058) bu fitokimyasallarin tekli
ve kombine etkinlikleri;

e Akridin oranj boyama yontemiyle,

¢ Flow sitometrik hiicre siklusu analiziyle,

e Real-Time PCR yontemiyle pro-apoptotik ve anti-apoptotik gen ekspresyonlari
tizerindeki etkileri tespit edilerek;

a) Bcl-2

b) Bcl-xL

c) pS53

d) Bax

e) NF-kB,

e Western-Blotlama yontemiyle protein ekspresyonlari analiz edilerek arastirildi.

Alfa-Pinen’in A-549 hiicreleri iizerinde Paklitakselin etkisiyle kiyaslandiginda
0.019, 0.039 ve 0.078 ng/ml,’lik konsantrasyonlarinin hiicreleri en yiiksek diizeyde apoptoza
siiriikledikleri tespit edilmistir. Ik 8 ve 24. saatler iginde 0.019 pg/ml,’lik konsantrasyonda
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Alfa-Pinen’in istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da Paklitaksel’in etkinliginden

daha giiclii bir aktvite sergiledigi tespit edilmistir (Sekil 4. 10).

Gama-Terpinen ise benzer olarak 0.019, 0.039, 0.078, 0.156 ve 0.312 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda standart ilag (Paklitaksel) etkinliginden farkli olmayan aktivite
gostermistir. Gama-Terpinen hiicreleri 0.039 pg/ml’lik konsantrasyonda en yiiksek etkinlik

gostermistir. Bu konsanrasyonda Paklitaksel’in etkinliginden daha giiclii bir etkinlik

sergilemistir (Sekil 4. 11).

P-Cymen’in A-549 hiicreleri iizerinde hiicrelerin apoptotik indeks {izerinde
etkinligi degerlendirildiginde 0.312 ve 0.625 pg/ml’lik konsantrasyonlarda etkinliginin
Paklitakselin etkinligine benzer oldugu saptanmistir. P-Cymen akciger karsinomu iizerinde

en yiiksek aktiviteyi 0.612 pg/ml’de gostermistir (Sekil 4. 12).

Meme kanseri hiicreleri (MCF-7 Hiicre Hatt1) iizerinde Alfa-Pinen’in 0.019 pg/ml
ile 0.312 pg/ml’lik konsantrasyonlar arasinda hiicreleri apoptoza stiriikledigi bu etkinin
Paklitakselin etkisinden alamli dereccede farksiz oldugu tespit edilmistir. Akciger kanseri
hiicrelerinde oldugu gibi 0.019 pg/ml diizeyinde en yiiksek derecede hiicreleri apoptoza
striiklemistir (Sekil 4. 13).

Gama-Terpinen’in 0.019 ve 0.039 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin Paklitaksel’in
etkisinden istatiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da daha giiclii aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Gama-Terpinen 0.019, 0.039 ve 0.078 png/ml’lik konsantrasyonlarda standart
ilacin etkinligine benzer sekilde etkinlik gostermistir. Gama-Terpinen’in daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise apoptozise siiriikledigi hiicre sayisinda azalma oldugu etkinligin

azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4. 14).

P-Cymen’in meme kanseri hiicreleri tizerinde etkinliginin Paklitaksel’le
kiyaslandiginda tiim konsantrasyonlarda anlamli derecede daha diisiik oldugu tespit edildi.

P-Cymen’in en giiclii aktivite gosterdigi konsantrasyon ise 0.312 pg/ml olarak tespit

edilmistir (Sekil 4. 15).

Melanoma hiicreleri {izerinde yapilan deneylerde Alfa-Pinen’in etkinliginin

standart ila¢ Dakarbazin’den daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Alfa-Pinen’in 0.019
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ng/ml’lik konsantrasyonunun en yiiksek diizeyde hiicreleri apoptoza siiriikleyen doz oldugu

tespit edilmistir (Sekil 4. 16).

Gama-Terpinen’in melanoma hiicreleri lizerinde Alfa-Pinen’in etkinliginden daha
giiclii oldugu bulundu. Ozellikle 0.039 pg/ml’lik konsantrasyonda istatiksel acidan anlamli
olmasa da Dakarabazin’in etkinliginden daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4. 17).

Bu ii¢ fitokimayasal arasinda P-Cymen bu ii¢ kanser tipi i¢inden en yiiksek etkinligi
insan melanoma hiicreleri iizerinde sergiledigi tespit edilmistir. Dakarbazinin etkinliginden
diisiik olsa da 0.039, 0.078 ve 0.312 pg/ml’lik konsantrasyonlardaki etkinligi dikkate deger
bulunmustur (Sekil 4. 18).

Calismada ii¢ fitokimyasalin etkili olduklar1 konsantrasyonlar hiicre tipine gore
degiskenlikler —gostermektedir. Caligmada fitokimyasallarin  hiicreleri  apoptoza
stiriikledikleri konsantrasyonlarinin arastirildigi deneylerde fitokimyasallarin yiiksek
konsantrasyonlarda kullanimlariin hiicreleri daha yiiksek diizeyde apoptoza siiriiklemedigi,
her fitokimyasalin optimal konsantrasyonda kullanimin en yiiksek etkiyi gosterdigi tespit

edilmistir.

Flow sitometrik analizlerde Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in her {ii¢
kanser hiicreleri iizerinde de benzer sekilde hiicre siklusunu GO/G1 fazinda inhibe ederek

antiproliferatif etkinliklerini gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil 4. 19).

Calismada fitokimyasallarin pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin tizerindeki
etkinliklerinin hiicre tipine gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Her bir fitokimyasal
kanser hiicre tipine gore bazi gen ekspresyonlarini tetikleyerek bazilarinin ekspresyonlarini

da inhibe ederek antikanserojen etkinlikler géstermislerdir.

Calismada hem A-549 hem de A-2058 hiicre hatlar1 iizerinde Alfa-Pinen, Gama-
Terpinen ve P-Cymen’in kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlaml ya da
anlamli olmayan derecede kaspaz-3 aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir. Deneylerde
A-549 hiicreleri tizerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda Gama-Terpinen’in etkinlikleri
arasinda anlamli olmayan bir iliski saptanirken, Alfa-Pinen ve P-Cymen’in kaspaz-3
etkinligini tetiklese de Paklitakselin etkinliginden anlamli derecede olmasa da kontrol

grubundan anlaml diizeyde daha yiiksek oranda tetikledigi tespit edilmistir (Sekil 4. 20).
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A-2058 insan melanoma hiicreleri iizerinde yapilan deneylerde fitokimyasallarin
kaspaz-3 aktivasyonu iizerinde daha belirgin diizeyde etkinlik sergiledigi tespit edilmistir.
Dakarbazinle kiyaslandiginda Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in etkinliginin

istatiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4. 21).

A-549 hiicreleri lizerinde yapilan gen ekspresyonu deneylerinde bir anti-apoptotik
gen olan Bcl-xL geni eskpresyonunda istatiksel olarak anlamli derecede olmasa da P-Cymen
ve Gama-Terpinen’in inhibitdr etkinlik sergilegi tespit edilirken, Alfa-Pinen bu gen
ekspresyonunu anlamli olarak arttirmistir. NF-xB ekspresyonu {lizerinde ise P-Cymen
Paklitaksel etkinligine benzer etkinlik gosteritken, Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen
etkinlikleri NF-xB ekspresyonunu tetikleyici yonde olmustur. Bcl-2 geni ekspresyonu A-549
hiicreleri lizerinde Alfa-Pinen varliginda kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli derecede azalmistir. Fakat P-Cymen ve Gama-Terpinen Bcl-2 ekspresyonunu
arttirict bir davranis sergilemistir. Gama-Terpinen’in ise kaspaz-3 geni ekspresyonunu
anlamli derecede arttirirken, P-Cymen ve Alfa-Pinen kaspaz geni ekspresyonunda etkili
olmamuistir. p53 geni ekspresyonunda ise, Paklitakselin etkinligiyle kiyaslandiginda anlamli
Ol¢iide daha yliksek etkinlik gostermistir. A-549 hiicreleri {lizerinde bir apoptotik gen olan
Bax geni lizerinde ise Alfa-Pinen etkinligi olduk¢a carpici bulunmustur (Sekil 4. 31 - 4. 36).

MCEF-7 hiicreleri lizerinde yapilan deneylerde; anti-apoptotik genlerden Bc/-xL gen
eskpresyonunu inhibe edici etkinlik gosteren fitokimyasal P-Cymen olurken, her ii¢
fitokimyasal da Bcl-2 gen ekspresyonunu kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
azaltmistir. NF-xB iizerinde Gama-Terpinen ve Alfa-Pinen etkinligi Paklitaksel etkinligine
benzer olarak tespit edilirken, P-Cymen MCF-7 hiicrelerinde bu gen ekspresyonunu ¢ok
ciddi oranlarda arttirmistir. Pro-apoptotik genlerden biri olan Bax geni ekspresyonu ise P-
Cymen varliginda olduk¢a 6nemli oranda artarken, Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen etkinligi
Bax geni ekspresyonunda tespit edilmemistir. Meme kanseri hiicrelerinde her iig
fitokimyasal da p353 pro-apoptotik gen ekspresyonunu anlamli derecede ylikseltirken, en

yiiksek etkinlik Alfa-Pinen ile tespit edilmistir (Sekil 4. 37 — 4. 41).

Insan melanoma hiicreleri iizerinde yapilan deneylerde ise standart ilag
Dakarbazin’in etkinligi ile kiyaslandiginda anti-apoptotik genlerden Bcl-xL geni
ekspresyonunu inhibe edici 6zellikle Alfa-Pinen ve P-Cymen ile tespit edilirken, Gama-

Terpinen geni ekspresyonu ise artmistir. Bcl-2 geni tizerinde ise inhibitor etkinlik gdsteren
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tek fitokimyasal P-Cymen olarak tespit edilmistir. Alfa-Pinen’in etkinligi Dakarbazin’le
benzer, Gama-Terpinen’in etkinligi ise Bcl-2 gen ekspresyonunu tetikleyici yonde tespit
edilmistir. Melanoma hiicreleri iizerinde Dakarbazin’de oldugu gibi her {i¢ fitokimyasal da
kontrol grubu hiicreleriyle kiyaslandiginda anlamli derecede NF-xkB gen ekspresyonunu
inhibe etmistir. Bax geni ekspresyonu iizerinde her {i¢ fitokimyasalin ekspresyonu arttirict
etkinligi tespit edilirken, fitokimyasallarin etkinliklerinin Dakarbazin’in etkinliginden daha
diisiik oldugu bulunmustur. Kaspaz-3 geni lizerinde Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen’in
oldukca onemli etkinliginin oldugu tespit edilmistir. p53 geni lizerinde ise sadece Gama-
Terpinen’in gen ekspresyonunu arttirdigi fakat bu etkinin Dakarbazin’in etkinliginden daha

diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4. 42 — 4. 47).

Bir molekiiliin etkinlik gosterdigi bir yol veya yolak, bu molekiiliin farkli
molekiillerle kombine kullanildiginda farkli yol ve yolaklar iizerinden etkinlik
gosterebilmektedir. Ayrica, kombine kullanimlart bilesiklerin tekli kullanimlarindan daha
giiclii veya daha diisiik etki gosterebilmektedir. Calismamizda gerek fitokimyasallarin
birbirleriyle kombine etkinlikleri ve gerekse de standart ilaglarla kombine etkinliklerinin

varligini aragtirdigimiz deneylerde oldukca ¢arpici sonuglar alinmistir.

A-549 hiicre hatt1 ilizerinde yapilan sinerjistik etki varligiin arastirildigi
caligmalarda, Gama-Terpinen arti Alfa-Pinen, P-Cymen arti Gama-Terpinen ve Gama-
Terpinen art1 Paklitaksel’in kombine kullanimlarinin Bel-xL gen ekspresyonunu anlaml
derecede inhibe ettikleri tespit edilmistir. Ayni hiicre hattinda Bax, Kaspaz-3 ve p53 pro-
apoptotik genleri lizerinde ise, Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen’in Bax ve p53, P-Cymen art1
Alfa-Pinen’in Bax, Gama-Terpinen art1 Paklitaksel’in Bax ve p53, Gama-Terpinen art1 Alfa-
Pinen art1 Paklitaksel kombinasyonunun Bax, Kaspaz-3 ve p53, Gama-Terpinen art1 Alfa-
Pinen art1 P-Cymen art1 Paklitaksel kombinasyonunun ise Bax ve Kaspaz-3 genleri lizerinde

ekspresyonlar1 anlamli derecede arttirdigi tespit edilmistir (Sekil 4. 48 ve 4. 49).

MCEF-7 hiicre hatt1 iizerinde yapilan kombinasyon deneylerinde Bcl-2 ve Bcl-xL
anti-apoptotik gen ekspresyonlarini inhibe edici olarak tespit edilen kombinasyonlar; Gama-
Terpinen arti Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen arti Paklitaksel kombinasyonudur. Bunun
yaninda, her {i¢ fitokimyasalin Paklitaksel ile kombinasyonunun Bcl/-2 gen ekspresyonunu

anlaml derecede azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4. 50).
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MCF-7 hiicreleri iizerinde fitokimyasallar ve Paklitaksel kombinasyonlarinin Bax
ve p53 gen ekspresyonlart {izerindeki c¢alismalarda, P-Cymen’in etkinliginin tekli
kullanildiginda istatiksel agidan anlamli olmayan diizeyde p53 gen ekspresyonunu arttirdigi
tespit edilirken, Gama-Terpinen arti P-Cymen kombinasyonun bu gen ekspresyonunu
anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica, P-Cymen arti Alfa-Pinen, Gama-
Terpinen art1 Paklitaksel, Gama-Terpinen art1 Alfa-Pinen art1 Paklitaksel ve Gama-Terpinen
artt1 Alfa-Pinen artt P-Cymen art1 Paklitaksel kombinasyonlariin p53 gen eskpresyonu
tizerinde istatiksel olarak anlamli diizeyde artislar meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil

4.51).

Insan melanoma hiicreleri (A-2058) iizerinde yapilan deneylerde fitokimyasallarin
birbirleri ve Dakarbazin ile kombine kullanimlarinin anti-apoptotik genler Bcl-xL ve Bcl-2
gen eskpresyonlarini anlamli derecede inhibe ederek aktivite gosterdikleri tespit edilmistir.
Gama-Terpinen arti Alfa-Pinen kombinasyonunun her iki gen ekspresyonlarini, Gama-
Terpinen arti P-Cymen’n Bcl-xL ekspresyonunu anlamli derecede azalttigi tespit edilmistir.
Bunun yaninda, Gama-Terpinen artt Dakarbazin kombinasyonunun Bc/-2 ve Bcl-xL gen
ekspresyonlarini, Gama-Terpinen arti Alfa-Pinen arti Dakarbazin kombinasyonu ve
Dakarbazinin her ii¢ fitokimyasalla kombine kullanimlarinin Bel-2 ekspresyonunu anlamli

diizeyde azalttiklar tespit edilmistir (Sekil 4. 52).

A-2058  hiicrelerinde fitokimyasallarin kendi iclerinde ve Dakarbazin’le
kombinasyonlarinin pro-apoptotik genler olan Bax, kaspaz-3 ve p53 genleri lizerinde basta
kaspaz-3 geni olmak iizere p53 ve Bax gen ekspresyonlari lizerinde de oldukga gii¢lii etkinlik
tespit edilmistir. Gama-Terpinen artt Alfa-Pinen kombinasyonu kaspaz-3 ve p53 geni
tizerinde, Gama-Terpinen art1 Dakarbazin kombinasyonu ise her ii¢ genin ekspresyonlarini

da anlamli derecede arttirmistir (Sekil 4. 53).

Caligsmada in vitro deneylerde en yiiksek diizeyde etkinlik gosteren fitokimyasallarin
ve fitokimyasal-ilag kombinasyonlarinin fare tiimoér modelinde in vio etkinlikleri
degerlendirilmistir. Deneylerde Alfa-Pinen tedavi grubunda hayvanlarda akciger, karaciger
ve bobrek dokularinda metastaz varlig1 anlamli diizeyde azalmistir. Gama-Terpinen tedavi
grubunda ise antitlimoral etkinligin Alfa-Pinen’in etkinliginden daha gii¢lii oldugu tespit
edilmistir. Antitimoral etkinlik sergileyen en diisiik fitokimyasal ise P-Cymen olarak

bulunmustur. Bu sonucglardan daha da carpici olan1 fitokimyasal kombinasyonlar1 ve
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fitokimyasallarla standart ilag kombinasyonlarindaki etkinligin anlamli 6l¢iide daha yiiksek
olarak tespit edimesidir. Alfa-Pinen art1 Dakarbazin kombine tedavi grubunda hayvanlarda
akciger ve karaciger metaztazi farelerde sirastyla %70 ve %80 oraninda inhibe edilirken, en
giiclii ekinlik gosteren kombinasyonun ise ii¢ fitokimyasal (Alfa-Pinen arti Gama-Terpinen
artt P-Cymen) art1 Dakarbazin tedavi grubunda tespit edilmistir. Bu grupta tedavi edilen
hayvanlarin sadece %10’unda deri ve %10’unda ise akciger dokusunda melanosit varligi

tespit edilmistir.

In vitro etkinlik calisma bulgularinin in vivo fare modellerinde test edilerek

gosterilmesi olduk¢a 6nemli olarak degerlendirilmistir.

Bu projede Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in A-549, MCF-7 ve A-2058
hiicre hatlar1 {izerinde yapilan ¢alismalarda bu fitokimyasallarin hiicre proliferasyonunu
inhibe edici, pro-apoptotik gen ekspreyonlarini artirici, anti-apoptotik gen ekspresyonnu
azaltici etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Bu fitokimyasallarin bireysel kullanimlari
yaninda kombine kullanimlar farkli yolaklar tizerinden daha yiiksek etkinlik gostermistir ki,

bu sonuglarin énemli klinik uygulamalarda yansimalarinin olacagi kanaatindeyiz.

Ayrica meme, akciger ve melanoma kanselerinde giiniimiizde kanser tedavisinde
en yaygin olarak kullanilan ilaclar arasinda yer alan Paklitaksel ve Dakarbazin’in etkinligini
artirmak, yan etkilerini azaltmak amaciyla fitokimyasallarla farkli kombinasyonlarinin bu
kanser hiicreleri tlizerinde etkinliklerinin degerlendirildigi calismalarda Gama-Terpinen,
Alfa-Pinen ve P-Cymen’in Paklitaksel ve Dakarbazin ile oldukg¢a giiclii sinerjistik aktiviteler
sergilemesi hem bu kanser tiirlerinin tedavisinde ilaglarin klinik faydalarini arttiracagini hem

de ilag direnci sorununa karsi etkili ¢6ziim olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bunun yaninda bu ¢alisma sonuglar1 fitokimyasallarla diger kemoterapdotiklerin
etkinliklerini arttirmada, ila¢ direnci tespit edilen vakalarin diren¢ gelisimini 6nlemede ve
yan etkilerin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmas1 amaciyla yeni bir¢ok ¢alisma i¢in rehber

olacaktir.

Calismamizda Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in akiciger, meme ve
melanoma kanser hiicrelerinde kanser kemoterapisinde yaygin olarak kullanilan Paklitaksel

ve Dakarbazin’in hem etkinlikleri arttirmasi hem de saglikli hiicreler iizerinde sitotoksik
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degerlerini azaltmasi (yan etkilerini azaltmasi), kanser kemoterapisinde kullanilan diger

kemoterapotiklerle fitokimyasallarin basariyla kullaniminin yolunu agabilecektir.
Fitokimyasallar veya dogal iiriinlerle kemoterapdtiklerin kombine kullanimlari;

e Kemoterapoétiklerin etkinliklerini arttirabilmekte,

e Konak iizerinde yan etkileri ortadan kaldirmak veya azaltmak i¢in en giivenli
yollardan biri olabilir,

e Ayrica giinlimiizde kemoterapotiklerin etkinligini sinirlayan veya ortadan
kaldiran en 6nemli sorunlar arasinda tanimlanan ilaca kars1 direng gelisimi fitokimyasallarla
kombinasyon se¢enekleriyle asilabilir,

e Fitokimyasalllarin veya dogal iirlinlerin bireysel etkinlikleri ¢oklu kombinasyon
uygulamalariyla daha giiclii sinerjistik etkiler olusturabilir,

e Yeni ilag aragtirmalarinda sinerjistik etki ¢aligmalar1 etkinligi arttirmada mutlaka

tizerinde durulmasi gereken bir secenek olarak her zaman akilda tutulmalidir.

Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’in akciger (A-549 hiicre hatt1), meme
(MCF-T7 hiicre hatt1) ve melanoma (A-2058 hiicre hatt1) kanser hiicreleri lizerinde, olduk¢a
onemli antikanserojen etkinlige sahip fitokimyasal oldugu tespit edilmistir. Bu
fitokimyasallarin p53 ve Bax ve kaspaz gen ekspresyonlarini arttirirken, Bel-2 ve Bel-xL gibi
anti apoptotik gen ekspresyonlarini inhibe ettikleri, hiicreleri oldukca giiclii sekilde apoptoza

stiriikledikleri tespit edilmistir.

Fitokimyasallarin birbirleriyle ve kanser ilaglariyla farkli kombinasyonlarinin,
Ozellike bazi genlerin ekspresyonlarini ve inhibisyonlarinda gii¢lii sinerjiler olusturdugu

tespit edilmistir.

Hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilan c¢aligmalar, kansere karst yeni antikanser
ilaclarin kesfedilmesi veya gelistirilmesi i¢in dogal ya da sentetik {iriinlerin taranmasinda
onemli modeller olarak kullanilmaktadir. Calismamizda segilen fitokimyasallar ile (Alfa-
Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen) literatiirde ¢esitli calismalarin yapildigi bildirilmis olsa
da bu ¢alismamizda Alfa-Pinen, Gama-Terpinen ve P-Cymen’nin insan meme kanseri
(MCF-T7 hiicre hatt1), akciger kanseri (A-549 hiicre hatt1) ve melanoma (A-2058 hiicre hatti)

hiicreleri iizerinde antiproliferatif ve apoptotik etkileri arastirilarak antikanserojen etki
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mekanizmalarinin aydinlatilmasi1 ve hayvan modellerinde etkili oldugu tespit edilen
formiilasyonlarin etkinliklerinin arastirilmasi ¢alismamizin en gii¢lii yanlarindan biri

olmustur.

Ayrica fitokimyasallarin tekli etkinlikleri yaninda kombine kullanimlarinin ve
konvansiyonel kanser kemoterapisinde kullanilan kemoterapdtiklerin etkinliklerinin

arttrilmasinin ve yan etkilerinin de azaltilmasi da en 6nemli bulgulardan olmustur.

Calismada, Alfa-Pinen ve Gama-Terpinen’in her {i¢ kanser hiicre hattinda da hiicre
proliferasyonunu inhibe edici 6zellikte oldugu, hiicreleri apoptoza siiriikledikleri tespit
edilmig, ayrica fare tiimér modelinde timor kitle c¢aplarinda kontrol grubuyla

kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede kii¢iilmeye yol actig1 tespit edilmistir.

Calismamizda fitokimyasallarin, kanser tiirlerine kars1 etkinliklerinin de
degisebildigi farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica, fitokimyasallarin o6zellikle Gama-
Terpinen ve Alfa-Pinen’in Paklitaksel ile kombine kullanimlarinda meme ve akciger kanseri
hiicrelerinde antiproliferatif etkinliklerinin ve hiicreyi apoptoza siiriikleyen gen
ekspresyonlarinin tek basina Paklitaksel’in etkinligi ile kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir. Bunun yaninda, Paklitaksel’in Alfa-Pinen, Gama-
Terpinen daha diisiik olarak da P-Cymen ile kombinasyonlarinin saglikli hiicreler tizerindeki
toksisitelerinin de Paklitaksel’in toksik konsantrasyonuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli derecede daha diisiik olmasi da calismanin bir diger 6nemli bulgusudur. Bu
fitokimyasallarla Paklitaksel’in kombine verilmesi hem akciger hem de meme kanseri
kemoterapisinde konakta olusan yan etkilerin daha diisiik olacagi anlamina gelmektedir. Bu
sonuclar ilag toksisitesi nedeniyle tedavide kullanimi sinirli olan antikanser ilaglarin yaygin

kullaniminin 6niinii agabilecek etkinliklerini de arttirabilecektir.

Fitokimyasallarin  Paklitaksel ve Dakarbazin ile ikili, tglii ve dortli
kombinasyonlarinin yapilmasi, bu {i¢ kanser tipleri i¢in, tarafimizdan ilk kez arastirilmis ve

bu kombinasyonlarin gii¢lii etkinlikler sergiledigi tespit edilmistir.

Bu fitokimyasallarin kombine kullanildiklarinda tek kullanimlarindan daha ytiksek
sinerjistik etkinlik gostermis olmalari, bu kanser tiirleri i¢in, tedavide olduk¢a umut vaad

edici degerlendirilmistir.
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	2.1.3. Gama-Terpinen
	Gamma-Terpinen (p-Mentha-1,4-diene) C10H16 olak formüle edilen 136.23 g/mol molekül ağırlığındadır. Gama-Terpinen, iki çift bağın konumunda farklılık gösteren üç izomerik monoterpenden biridir. Diğerleri de Alfa- ve beta-Terpinendir. Alfa-Terpinen’de ...
	Akciğer kanseri, dünya çapında kansere bağlı morbidite ve mortalitenin önde gelen nedeni olup ve ciddi bir halk sağlığı sorunu olmaya devam etmektedir. Gelişmekte olan ülkelerde, kirli hava nedeniyle hastalığın insidansının daha da yüksek olduğu bildi...
	Akciğer kanserinin tedavisinde kemoterapi dahil olmak üzere birçok terapötik yaklaşım vardır. Radyoterapi ve kemoterapi hala standart tedavi metodu olarak akciğer kanserlerinde uygulansa da radyoterapi ve kemoterapi uygulamasından sonra hayatta kalma ...

