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OZET

In Vitro Pankreatik Ductal Adenokarsinomda Lavandula Stoechas

Esansiyel Yaginin Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Pankreatik kanser, diinya genelinde 6liim orani1 en yiiksek kanser tiirlerinden biridir.
Pankreatik kanserin 6liim oraninin yiiksek olmasinin nedenleri; erken tani1 zorlugu, hizli
metastaz kabiliyeti, radyoterapi ve kemoterapiye cevap vermemesidir. Bu nedenlerden
dolayr konu hakkinda arastirmalar dogal iirlinlerden elde edilen etken maddelere
yogunlasmistir. Lavanta bitkisinin antibakteriyel, askarisidal, antifungal, kemoterapotik
ilaclarin yan etkilerini bertaraf etme, hepatoprotektif ve renopretektif gibi bir¢cok biyolojik
aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, lavanta ekstraktinin bir¢ok kanser
calismasinda sitotoksik etkileri oldugu da rapor edilmistir. Caligmanin amacini yoremizden
toplanan esansiyel yagi su distilasyon yontemiyle c¢ikarilan Lavandula stoechas’in
pankreatik duktal adenokarsinomda sitotoksik etkinliginin aragtirilmasi olusturmaktadir.

Bu amagla aragtirmada deney materyali olarak insan orijinli AsPC-1 pankreatik
adenokarsinom hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler DMEM besiyerinde iiretilerek,
kontrol(kont) ve etken madde uygulanan gruplar (LS) olarak ayrilmistir. Lavandula stoechas
esansiyel yag, su distilasyon yontemiyle elde edilerek, farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.25,
0.5 ve 1 pg/ml) ve 24 saat hiicrelere uygulanmistir. Siire sonunda MTT metoduyla hiicre
canlilik testleri yapilarak etkin konsantrasyon tespiti ger¢eklestirilmistir. Alinan mMRNA
orneklerinden ise, pankreatik duktal adenokarsinoma hiicrelerinin patogenezinde 6nemli rol
oynayan EGFR ve K-Ras oncogenlerinin ekspresyon diizeyleri tam zamanli kuantatif
polimeraz zincir reaksiyonuyla arastirilmigtir. Elde edilen verilere gére LS’in 1 pg/ml
konsantrasyonunun etkin konsatrasyonu oldugu canlilik testleriyle ortaya konulmustur. Yine
yapilan gen ekspresyon analizlerinde etkin konsantrasyonda LS’in hem EGFR hem de K-
Ras ekspresyonlarin1 down regiile ettigi tespit edilmistir.

Tiim bu bilgilerin 15181nda lavandula stoachas esansiyel yag bilesenlerinin PDAK
patogenezininde potansiyel bir ajan olarak disiiniilebilecegi kanisina varilmistir. Bu
konunun tam olarak sdylenebilmesi igin ise in Vivo ve daha ileri seviye arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Pankreatik ductal adenokarsinom, Lavandula stoechas, sitotoKsitite.
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ABSTRACT

Investigation of Cytotoxic Effects of Lavandula Stoechas Essential Oil in In Vitro

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma

Pancreatic cancer is one of the highest mortality types in the world. The reasons for
the high mortality rate of pancreatic cancer include difficulty in early diagnosis, rapid
metastasis ability and nonresponsiveness to radiotherapy and chemotherapy. For these
reasons, research on the subject has focused on active substances derived from natural
products. Lavender plant is known to have many biological activities such as antibacterial,
ascarisidal, antifungal, protective effect against side effects of chemotherapeutic drugs,
hepatoprotective and renopretective. In addition, lavender extract has been reported to have
cytotoxic effects in many cancer studies. The aim of this study is to investigate the cytotoxic
efficacy of essential oils of Lavandula stoechas extracted by water distillation in pancreatic

ductal adenocarcinoma.

For this purpose, AsPC-1 pancreatic adenocarcinoma cell line of human origin was
used as experimental material. Cells were produced on DMEM medium and separated into
control and active agent applied group (LS). Lavandula stoechas essential oil was obtained
by water distillation method and applied to cells at different concentrations (0.1, 0.25, 0.5
and 1 pg / ml) for 24 hours. At the end of the period, cell viability tests were performed by
MTT method and effective concentration was determined. Expression levels of EGFR and
K-Ras oncogenes, which play an important role in the pathogenesis of pancreatic ductal
adenocarcinoma, were investigated by real-time quantitative polymerase chain reaction from
mRNA samples taken after 24 hours incubation. According to the data obtained, viability
tests showed that LS has the effective concentration of 1 pg / ml concentration. In gene
expression analysis, it was found that effective concentration of LS downregulates the

expression of both EGFR and Kras oncogenes.

In the light of all these data, it was concluded that essential oil components of
lavandula stoechas could be considered as a potential agent in PDAK pathogenesis. In order

to be able to say this subject in full, in vivo and further studies are needed.

Key words: Pancreatic ductal adenocarcinoma, Lavandula stoechas, cytotoxicity.
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Kanser; hiicrelerin DNA yapisinda meydana gelen bozulmalar sonucunda kontrolsiiz
olarak cogalmasi ve birikmesi ile karakterize komplike bir hastaliktir (Yokus ve Cakir 2012).
Etkilenen hiicreler bagska doku ve organlara yayilabilme yetenegine de sahiptir (Baykara
2016). Olduke¢a hizli gergeklesen hiicre boliinmesi icin gerekli olan makromolekiillerin

sentezi bircok onkojenik mutasyon ile gerceklesmektedir. Yapilan calismalarda hala

1.

GIRIiS

kanserogenezin molekiiler mekanizmalari tam olarak belirleyememistir (izgi 2017).
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Grafik 1. Tiim Yas Gruplarindaki Kadin ve Erkeklerde En Sik Gériilen Baz1 Kanserlerin Bu Grup Igindeki

Yiizde Dagilimlar (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013).




Tiirkiye Halk Saghigi Kurumu’nun 2016 yilinda yaymlamis oldugu verilere gore;
erkeklerde tiim yas gruplarinda en sik goriilen kanser treake, brons, akciger kanseri (%21,9)
iken kadinlarda tiim yas gruplarnda en sik goriilen kanser meme kanseri (%24.6) olarak

bildirilmistir (Tirkiye Halk Sagligi Kurumu 2016 Raporu) .

Diinya Saglik Orgiitii’ niin yayinlamis oldugu verilere gore kanser, diinyada ikinci
onde gelen 6liim nedeni olmakla beraber, kiiresel olarak her alt1 6liimden biri kanserden
kaynaklanmaktadir. 2018 yilinda, kanser kaynakli 6liim vakalari; mide (2.09 milyon olgu),
meme (2.9 milyon olgu), kolorektal (1.8 milyon olgu), akciger (1.76 milyon o6liim),
kolorektal (876 bin olgu) ve mide (783 bin 6liim) olarak siralanabilir (Diinya Saglik Orgiitii
2018 Raporu).



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Kanser nedenleri

Kanserogenez, genetik ve c¢evresel etmenlerden kaynaklanmaktadir. Kanser
vakalarinin biliylik ¢ogunlugu yasam boyunca c¢esitli mutajenlere maruz kalinmasi
sonucunda hiicre DNA’sinda gergeklesen mutasyonlar ve progresif degisiklikler ile
olusmaktadir. Bu mutajenler; fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler olarak
siniflandirilabilir. Sigara, alkol tiiketimi, kdmiir tozu ve benzen gibi maddeler kimyasal
olarak kansere neden olurken; mekanik travmalar, giines 1ginlari, 1s1 ve iyonize radyasyon
1isinimlan fiziksel olarak kansere neden olabilmektedir. Iyonize radyasyon isinlarma (UV
1sinlar1, X 1smlar1, Gama 1sinlar) maruz kalinmasi doku hiicresinde DNA’nin kopmasina ve
mutasyonlara neden olabilmektedir. T hiicreli 16semi viriisii, Helikobacter pylori, insan
papillom virtisii gibi ajanlar ise biyolojik olarak kanser olusturabilmektedir (Yokus ve Cakir

2012; Ozgenoglu 2013).

Diinya Saglik Orgiitiiniin 2018 yil1 verilerine gore, kanser igin tiitiin en énemli risk
fakroriidiir. Kanser oliimlerinin %22’sinden sorumluyken, diisiik ve orta gelirli iilkelerde
Hepatit ve Insan Papillom viiriisii (HPV) gibi kansere neden olan enfeksiyonlar kanser
vakalarmin %25’ ini olusturmaktadir. Sigaranin onkogen veya timor siipresér gen
sisteminde mutasyonlar olusturarak akciger kanserine neden oldugu diisiiniilmektedir.
Sigara tiiketimi ile maruz kalinan benzo-(a)-piren diol epoksit maddesinin p53 geninin 157,
248 ve 273 lokasyonlarinda nokta mutasyonuna neden olarak kanser olusturdugu tespit

edilmistir (Denissenko ve ark. 1996).
2.2. Kanser Hiicrelerinin Metabolizmasi

Kanser ¢ok hizli bolinme ve biliylime o6zelligi gosterdigi icin gerekli olan
metabolitlerini de normal hiicrelerden farkli olarak karsilamaktadir. Normal hiicreler
dinlenme donemine girdiginde ATP iiretimi ile hemostatik dengeyi saglarken, prolifere olan
hiicreler replikasyon i¢in gerekli olan enerjinin haricinde, makromolekiillerin metabolik
ihtiyaclart ve redoks dengesi i¢in gerekli enerjiyi saglamalidir. Kanser hiicrelerinin hizli
proliferasyon 6zellikleri glikoz ihtiyaglarini arttirmaktadir. Kanser hiicrelerinin artan glikoz
ithtiyaclarini nasil karsiladiklar1 ilk olarak “Otto Warburg” tarafindan ortaya konulmustur.

Kanser hiicreleri oksijen varlifinda dahi glikoz’u laktata dontstiirerek glikoliz



gerceklestirmektedir (“Warburg etkisi” veya “Aerobik Glikozis™). Tiimor hiicrelerinin
hayatta kalmasi icin gerekli ortam kosullarina adaptasyonunu saglayan bu yontem
sonucunda; yan iriin olarak fazla iiretilen NADPH, trans-aminasyon reaksiyonlari ile
esansiyel olmayan aminoasitlere azot kaynagi olusturmakta ve oksijenli/oksijensiz ortam
kosullarinda varhgini siirdiirmektedir (Warburg 1956; izgi 2017; Kisacam ve Ozan 2017).
Kanser hiicrelerinin karbonhidrat metabolizmasinda olusan degisimler; kanserin teshis ve
tedavisinde kullanilan yontemlere rehberlik etmektedir ki; PET goriintiileme yontemi ile
kanser hiicrelerinin glikoz metabolizmasindaki degisikliklere bakilarak kanser evreleri

belirlenebilmektedir (Mizrak ve Akbulut 2015).

Farklilasmis / Normal Doku Timor

+09 / \;02 +/-09

Glikoz Glikoz Glikoz
02 Pirlivat Pirlivat 02 Piriivat
K Laktat *
Laktat
CO2
Aerobik Glikoliz
Oksijenli Solunum Oksijensiz Solunum Oksijenli ortamda bile Glikoliz
(Oksidatif Fosforilasyon)  (Anerobik Glikoliz) (Warburg Etkisi)

Sekil 1.Warburg Etkisi (Anonim, Erigim: https://www.drozdogan.com/meme-kanserinin-tedavi-sonrasi-
tekrarlamasi-yag-metabolizmasiyla-iliskilendirildi/ ).
Tiimdr hiicreleri oksidatif fosforilasyon gerceklestirmediginden ATP gereksinimini

lipit metabolizmasindan karsilamaktadir. Normal hiicreler glikozdan ATP iiretimi yeterli
olmadig1 durumlarda enerji ihtiyacim1 katabolik metabolizmay1 reaktive ederek

karsilamaktadir. Glikozdan ATP iiretmeyen bu farklilasmis hiicreler heniliz agiklanamamis


https://www.drozdogan.com/meme-kanserinin-tedavi-sonrasi-tekrarlamasi-yag-metabolizmasiyla-iliskilendirildi/
https://www.drozdogan.com/meme-kanserinin-tedavi-sonrasi-tekrarlamasi-yag-metabolizmasiyla-iliskilendirildi/

mekanizmalar ile lipolizi arttirmakta, serbest kalan yag asitlerinin beta-oksidasyonunu

arttirarak glutamin veya laktatin oksidatif kullanimi ile ATP saglamaktadir (izgi 2017).

Kanser hastalarinda kaseksinin altinda yatan sebepler, Insiilin duyarliiginin
azalmasi, bozulmus glukoz toleransi, glikoneogenez artisi, laktat diizeyinde yiikselmeler ve
lipolizin artis1 olarak siralanabilir (Saka 2010). Kanser hastalarinda kaseksinin bir diger
nedeni ise, timor varliginda immun sistem devreye girerek timor nekroz faktor alfa (TNF-
a) salinimint arttirir, ve dolayisiyla interlokin 1 (IL-1) salinimi da artar. Artan IL-1 plazmada
ve beyin omurilik sivisinda (BOS) triptofan seviyesinin artmasina neden olur. Tiim bu
olaylarin sonunda BOS’da seratonin miktar1 artar ve tokluk hissi olusur (Erdamar ve ark.
2014). TNF-a seviyesindeki artis sonucunda ubikuitin-proteozom yolu ile salinan proteoliz
indiikleyici faktor etkisi ile asir1 protein yikimi gergekleserek, negatif nitrojen dengesi

sekillenmektedir (Saka 2010).
2.3. Hiicre Siklusu

Hiicrenin boliinmeye baslamasindan, birbirine benzeyen iki hiicre olugsmasina kadar
gecen siirecte hiicrede gergeklesen gecici biyokimyasal aktivite ve morfolojik degisikliklerin
goriildiigi siire¢ “Hiicre siklusu” olarak adlandirilir. G (0) diye adlandirilan hiicre donemi
hiicrenin dinlenme evresidir ve hiicre boliinme sinyali almasi ile Interfaz evresi denilen
hazirlik siirecine girer ki bu evre G (1), S, G (2) olmak iizere lic asamadan olusur (Canpolat
2017). G (1) evresinde, S evresine geg¢is i¢in hazirlik yapilir. Hiicrede bdliinmeyi uyaracak
olan proteinlerin (biliylime faktorleri) aktive olmasi saglanir ve RNA ile protein sentezi
gerceklestirilir. G (1) evresinde yapilan sentezler tamamlandiktan sonra S evresi baglar ve
bu evrede DNA replikasyonu, kromozom ciftlenmesi, RNA ve protein sentezi gerceklesir. G
(2) evresine gecildiginde protein ve RNA sentezlerine devam edilir. Bunun sonunda mitoz

boliinmenin gerceklesecegi M evresine gecilebilir (Aktug 2014).



G, Kontrol Noktasi

M Kontrol Noktasi

Hucrenin
buylumesi

S DNA sentezi G,
Hlcrenin
buyumesi
=
webders.net G,Kontrol Noktasi (sinirlama)

Sekil 2. Hiicre sikliisu (Anonim, Erigim: http://webders.net/etiket/28/2/biyoloji.html)

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin engellenmesi ve genomik hatalarin olusmamasi i¢in
hiicre siklusu ¢esitli mekanizmalar ile kontrol edilir. Siklus G (1) evresinden S evresine
geciste, G (2)’den M evresine gegiste ve metafaz- anafaz gecisinde yeralan kontrol noktalari
ile denetlenir (Pazarbas1 ve Kasap 2013). Hiicre siklusunu bu kontrol noktalarinda olusacak
bir bozulma kanser gelisimine neden olur (Ustaoglu 2009). Hiice boliinmesinde kontrol
noktalarinin denetimi, hiicrenin metabolizmas1 gibi durumlar siklin bagimli kinazlar

tarafindan denetlenir (Pazarbasi ve Kasap 2013).
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Sekil 3. Siklin bagimli kinazlar ve hiicre sikliisu (Erisim: http://www.biyolojidefteri.com/index.php/siklin-

bagimli-kinazlar)
2.4. Protoonkogenler ve Onkogenler

Kanserogenezde s6z sahibi olan genler; onkogenler, tiimor baskilayict genler ve
DNA tamir genleridir. Proto-onkogenler, mutasyonlar, gen dublikasyonlari, artmis gen
ifadesi ve kromozamal yeni diizenlemeler sonucunda kansere neden olan onkogen haline
gelebilmektedir (Baykara 2016). Protoonkogenler hiicre boliinmesinde gerekli olan
proteinleri kodladig1 i¢in gergeklesen mutasyon sonucu aktiflesmesi hiicrenin siirekli
boliinmesine neden olmaktadir (Isikdogan ve ark. 2003; Erdogan 2011). Ras, MYC ve Erk

genlerindeki mutasyonlar, kansere neden olan en yaygin onkogenlerdir (Baykara 2016).
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2.4.1 Ras Geni

Ras geni ailesi iiyeleri, Guanosin trifosfata (GTP) baglandiginda proliferasyon,
farklilagsma, apoptoz ve hiicre goc¢ii gibi aktiviteleri diizenleyen sinyal molekiillerini
etkinlestirirler (Spaargaren ve ark. 1995). Tiimor gelisiminde en ¢ok goriilen Ras genleri;
K-Ras, N-ras ve H-ras’ dir (Simsek ve Cantiirk 2013). Tiim tiimorlerin yaklasik % 30'unun
Ras ailesi iiyeleri, H-Ras, N-Ras ve K-Ras te onkojenik mutasyonlara ugradigi tahmin
edilmektedir (Fernandez-Medarde ve Santos, 2011). Onkojenik K-Ras hemen hemen her
pankreas tiimoriinde bulunur. (Jones ve ark. 2008; Biankin ve ark. 2012). GTP'nin K-Ras'a
baglanmasi, GTP yiikleme oranini artiran, guanin niikleotit degisim faktorleriyle etkilesimin
olmadig1 durumlarda son derece diisiiktiir. Biiyiime faktorleri, sitokinler, hormonlar,
ndrotransmiterler ve diger regiilatorler icin birgok reseptor, dogrudan veya dolayli olarak
guanin niikleotit degisim faktorlerine erisimi artirarak K-Ras't aktive edebilir. K-Ras'taki
spesifik nokta mutasyonlar1 (6ncelikle K-Ras GTPaz-aktive edici protein etkilesimlerini
etkileyenler) GTP hidrolizini azaltir ve bdylece K-Ras'in aktif kalmasimna neden olur

(Scheftzek ve ark. 1997).

Birgok ¢aligma K-Ras aktivitesinin, K-Ras'in onkojenik  formlariyla
transfeksiyonundan sonra arttiini, timor yapici olarak aktif olduklarini gosterir. (Koeffler
ve ark. 1991; Karnoub ve Weinberg 2008; Pylayeva-Gupta ve ark. 2011). Bununla birlikte,
K-Ras aktivasyonu karmagik bir fenomendir; GTP baglanmasi aktif Kras't tanimlamak i¢in

yeterli degildir (Campbell ve ark. 1998; Campbell ve ark. 2006).

Pankreas, safra kesesi ve akciger kanserlerinde K-ras mutasyonlari, miyelomada K-
Ras ve N-Ras mutasyonlar1 daha ¢ok goriilmektedir. Ras protein ailesinin i¢cinde bulunan
GTP-az’lar hiicre boliinmesi, farklilagsmasi, hiicre biiylime faktorii sinyal iletimi ve gen
diizenlenmesi gibi son derece onemli rollerde yer almaktadir. GTP-az‘lar hiicre ig¢indeki
cesitli proteinler {lizerinde etki gostererek (protein konformosyonel degisimleri ve
fosforilasyonu gibi) hiicre i¢i sinyal iletiminin baglamasini saglarlar (Telkoparan ve Tazebay

2011).
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Sekil 4. Temel K-Ras biyolojisi ve K-Ras ile inflamasyon arasindaki pozitif geri besleme dongiisii (Maglino

ve Logsdon 2013).

Pankreas kanserlerinin patogenezinde K-Ras mutasyonu biiylik 6neme sahiptir.
Ayrica akciger, kolon ve diger tiimor tiirlerinde de sik rastlanir. Onkojenik mutasyonlar
yerine GTP’az-aktive edici proteinlerdeki degisiklikler yoluyla, hepatoseliiler karsinomun
gelisimi i¢in arttirilmig K-Ras aktivitesi gereklidir. K-Ras efektorlerinin aktivitesinin artmis
seviyeleri veya K-Ras inhibitérlerinin (veya bunlarin diizenleyici molekiillerinin) azalmis
seviyeleri veya aktiviteleri de hepatik timorogeneze neden olabilir (Jones ve ark., 2008). K-
Ras, MAPK yolunun diizenleyicisidir. PDAK'da, normal olarak aktif K-Ras tarafindan
diizenlenen MAPK yolu i¢indeki birka¢ molekiil asir1 veya az baski altindadir. Benzer
sekilde, kanser hiicrelerinde siklinlerin ve diger hiicre dongiisii diizenleyicilerinin
ekspresyonu artar. Bu degisiklikler muhtemelen yiiksek K-Ras aktivitesi seviyelerinin hiicre

proliferasyonunu arttirmasi i¢in secilmistir. Pankreas kanserinde K-Ras aktivitesini uyaran



degisikliklerin karmasikligina ragmen, in vivo veya in vitro birgok calismada, pankreas
tiimorogernezinde K-Ras mutasyonunun gerekli oldugu bildirilmistir (Maglino ve Logsdon

2013).
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Sekil 5. Pankreatik kanserde Onkogenik K-Ras’1n etkisi (Maglino ve Logsdon 2013).
2.5. Tumor Baskilayici1 Genler

Tiimor baskilayict genler hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasini kontrol ederek, hasar
olustugunda diizelmesini saglayan, diizeltilemeyecek olan biiyiik hasarlarda ise hiicreyi
apoptozise gotiiren gen grubudur (Baykara 2016). Kanser olusumuna en ¢ok neden olanlari
Retinoblastoma ve TP53 genleridir (Baykara 2016; Akgiin 2018). Timor supresor
genlerinde olusan mutasyonun kanser olusturabilmesi i¢in her iki alelde degisiklik olmalidir.
Tiimdr silipressor geninde olusan ilk mutasyon zigotta gergeklesmis olabilir ya da sonradan
ilgili dokuda gerceklesebilir ve kanserin olusmasi daha sonra ayn1 timor siipressor geninde

mutasyon meydana gelirse gergeklesir (Pazarbasi ve Kasap 2013).
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2.5.1. Retinoblastoma Geni

Retinoblastoma geni Rb proteinini kodlar, bu protein siklin/siklin bagimli kinazlar
tarafindan fosforile edilmektedir. Rb proteini E2F ile baglanir ve hiicre siklusunun kontrol
noktalarindan biri olan G (1) den S fazina ge¢is bu sekilde durdurulur. Fosforile edilen Rb
proteini E2F den ayrilir ve S evresine gegilir (Aver 2009; Inci 2018). Rb geninde sekillenen
bir mutasyon Rb protenin yokluguna veya fazla iiretilmesine neden olmaktadir. Fazla
miktada {iretilen Rb proteini uygunsuz fosforlanarak E2F ile baglanamayarak, E2F gibi
transkripsiyonel faktorlerin artmasina neden olmaktadir (Aver 2009). Meme, mesane,
osteosarkom, kii¢iik hiicreli akciger kanseri gibi epiteliyal ve mezensimal kanserler

Retinoblastoma gen mutasyonu sonucu sekillenmektedir (Inci 2018).
2.5.2. p 53 Geni

TP53 gen mutasyon bir¢ok kanser hiicrelerinde tespit edilerek bu hiicrelerin daha ¢cok
boliiniip, invaziv olduklar1 ve metastaz gerceklestirdikleri yapilan ¢aligmalar sonucunda
gosterilmistir. TP53 DNA hasari1 bulunan hiicreyi tamir edilmek iizere G(1) fazinda
durdurarak CDK inhibitorii olan p21 transkripsiyonunu arttirir. Artan p21 transkripsiyonu
tamir mekanizmalarinin  baglamasin1  saglayarak hasarin  onarilmasi  saglanir.
Diizeltilemeyecek hasar olmasi durumunda yine p53 geni Bax proteinini aktive ederek
hiicreyi apoptoza gotiirlir (Giilsar ve ark 2016). P53 geni mutasyonlar1 baglica akciger,
mesane, kolon, pankreas, over, meme ve prostat kanserlerinde tespit edilmistir. P53

pozitifligi ve % oranlar1 Grafik 2’ de gosterilmistir.
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Grafik 2. Degisik timorlerde bildirilen p53 pozitifligi (Ozdemir 1998).

2.6. Pankreas kanseri

Pankreas kanseri diinya genelinde kanser kaynakli dliimlerin baglica nedenleri
arasinda yeralmaktadir. Pankreas kanseri tedavisinde cerrahi rezeksiyon, ancak lokal olarak
ilerlemis veya metastaz durumu diisiikk vakalarda az sayida hastaya uygulanabilmektedir
(Kaya 2014; Li2018). Cerrahi miidahale yapilan vakalarda dahi 15-20 ay igerisinde rekiirens
goriilmektedir. Kemoterapi, radyoterapi gibi yaklasima direngli kanser hiicreleri ise

terapilerle tedaviyi sinirlandirmaktadir (Li 2018).

Amerika Birlesik Devletlerinde, pankreas kanseri insidanst 11. sirada bulunurken,
kansere bagl dliimler incelendiginde ise 4. sirada yer almaktadir (Helvaci 2016). Yapilan
arastirmalar sonucunda 2009 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde 42.470 pankreas

kanseri vakasinin 35.240°1 6liimle sonug¢landigi bildirilmistir (Jemal ve ark. 2009).
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2.6.1. Pankreas Kanseri Nedenleri

Pankreas kanserinin etiyolojisi kesin olarak belirlenemese de pankreas kanserine pek
cok faktoriin etkili olabilecegi, bu faktorlerin de direk kanser olusturmadigi bilinmektedir.
Vakalarin % 20-30” unun sigara kullanimu ile ilgisi bulundugu tahmin edilmektedir (Unek,
2010; inan 2015). Sigaranin pankreas kanseri iizerine olan etkisi kesin olarak kanitlanmasa
da sigara igen insanlarin otopsi sonuglarinda pankreas niivelerinde atipik degisimlerin
oldugu ve ductus hiicrelerinde hiperplazilerin oldugu goriilmustiir (Alshair 2009). Yas,
obezite, metilksantin iceren icecekler (kahve gibi), radyasyon gibi mutajenlere maruz
kalmak da pankreas kanseri icin risk faktoriidiir (Inan, 2015; Géral, 2014). Pankreas
kanserinde hiperglisemi olusumunun kétii prognoz ile iliskisi oldugu diisiiniilmektedir.
Hidrojen peroksit {iretiminin kanser hiicrelerinin invaziv ve go¢ yeteneklerinin artmasina

neden olmaktadir (Li, 2011).

Tropik ve herediter pankreatik vakalarinin pankreas kanserine yatkinlik olusturdugu
hatta herediter pankreatit hastalarinda pankreas kanserine yakalanma orani % 40’ a
ulagmaktadir. Pankreatik intraepitelyal neoplaziler (PanIN), intraduktal papiller miisinéz
neoplaziler (IPMN) ve miisindz kistik neoplaziler (MCN) pankreatik kanserin gelisiminde
bulunan oncii lezyonlardir (Avei 2015). PAIN’ler ¢ogunlukla kiigiik pankreatik kanallarda
lokalize olan noninvaziv mikroskopik epitelyal neoplazmalardir. IPMN; ana pankreatik
kanal veya kii¢iik kanallardan gelisip musin salgilayan asemptomatik yapilardir. Pankreasin
tiim kistik tiimorlerinin %20-50" sini olustururken, yavas ilerleme egilimi gostermektedir ve
sigara kullananlarda daha fazla goriiliir. MCN’ ler nadir olarak goriiliir ve asemptomatik

seyretmektedir (Goral 2014).

2.6.2. Pankreatik Duktal Adenokarsinom (PDAK)

Pankreatik kanser, diinya genelinde 6liim orani en yiiksek kanser tiirlerinden biridir.
Son verilerde 4. sirada oldugu bildirilmektedir. Pankreatik kanserin 6liim oranimin yiiksek
olmasmin nedenleri; erken tanmi zorlugu, hizli metastaz kabiliyeti, radyoterapi ve
kemoterapiye cevap vermemesi seklinde siralanmaktadir. Pankreatik kanserin erken
dénemde saptamasinin giicliigli, pankreasin anatomik konumu, sinsice gelismesi ve timor

belirteglerinin olmamasindan kaynaklanmaktadir (Gooiker ve ark. 2014).
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Bir¢ok kanserde oldugu gibi pankreatik kanserinin olusumunda da rol alan 6nemli
onkogenlerden biri de Ras gen grubudur. Ras gen ailesinin H-Ras, N-Ras ve K-Ras olmak
izere 3 tiyesi bulunmaktadir. Pankreatik kanser aragtirmalarinda, K-Ras onkogen iiriinii ve
ilgili sinyal yolagi yogun olarak c¢alisilan en 6nemli konulardan biridir (Magliano ve
Logsdon 2013) .

Tiim insan kanserlerinde %20 oraninda saptanan K-Ras gen mutasyonu %95’lik
oranla pankreas kanserinde en sik saptanan mutasyondur. K-Ras hiicre ¢ogalmasi, hiicre
farklililagmasi, hiicre gelisimi gibi bir seri 6nemli hiicresel siire¢ ile yakindan iliskilidir.
12p3°te yerlesim gosteren K-Ras geninde meydana gelen mutasyon, genellikle 12. kodonda
nadir olarak da 13 ve 61. kodonda meydana gelen nokta mutasyonudur (Caldas ve Kern
1995).

Pankreas kanserinde en sik mutasyonun gozlendigi tiimdr baskilayici genler TP53,
SMADA4/DPC4 ve CDKN2A/p16°dir (Hong ve ark. 2011). Kromozom 17p’de yerlesim
gosteren TP53 geni tarafindan kodlanan p53 proteini, hiicre dongiisiiniin G(2)-M’de
durdurulmasi, G(1)-S kontrol noktasinin diizenlenmesi, apoptozun indiiklenmesi ve DNA
tamiri gibi mekanizmalarda rol oynamaktadir. TP53 geninde meydana gelen mutasyon
sonucu p53 proteininde islev kaybinin olmasi, DNA hasarinin meydana gelmesi durumunda
hiicrenin hayatta kalmasina ve bdliinmenin devam etmesine sebep olur, bu da kanser
gelisimine neden olabilecek genetik anomalilerin hiicre i¢inde birikmesine yol agar
(Vogelstein ve Kinzler 2004). Pankreas kanserlerinin %75’inde, TP53 geninde mutasyon
mevcuttur (Scarpa ve ark. 1993; Moore ve ark. 2001). Ayrica p53 genindeki degisiklikler K-
Ras mutasyonu ile iligkilidir (Sarkar ve ark. 2007).

Pankreatik kanserde H-Ras ve N-Ras gen mutasyonlar1 ¢ok nadir saptanmasina
karsin, K-Ras gen mutasyonunun %95’lik oranla pankreatik kanserinde saptanan en sik
mutasyon oldugu bildirilmektedir. Bu gende meydana gelen mutasyon tipi nokta
mutasyonudur. K-Ras genindeki mutasyon pankreatik adenokarsinomun ilk evresinde
meydana gelmektedir. Hiicrenin gelisim, proliferasyon ve farklilasma gibi fonksiyonlarin
diizenlemektedir. Mutant K-Ras ekspresyonunun artmis mikro damarlanmayla
(neovaskulirizasyon) yogun olarak korelasyon goriilmektedir. Pankreatik kanser olgularinda
goriilen “Epidermal Growth Factor (EGF)”, “Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)”,

TGF-o ve amfiregulin seviyesindeki artisin azalan yasam siiresiyle iliskili oldugu
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gosterilmistir (Magliano ve Logsdon 2013). PDAK K-ras onkogeni (%95) i ve p16(%85) ;
pS3(%75) ve smatd (%55) timor baskilayict genlerde mutasyona yiiksek frekansi ile
iliskilidir (Kern, 2000). Dahas1 ayn1 zamanda p16 geni mutasyona ugramadig1 epigenetik
olarak silindigi de bilinmektedir (Schutte ve ark., 1997). Ayn1 zamanda epidermal biiylime
faktorii (EGF) ve reseptorii (EGFR), diger tirozin kinaz reseptorleri ve diger ligantlar ile
transforming biiylime faktor beta (TGF-B) izoformlarinin artan ekspresyonlari da soz
konusudur (Korc, 1998). EGFR ’nin farkli yollarla aktivasyonu (mitojen aktive protein kinaz
—MAPK, p38-MAPK ve jun kinaz-JNK) ile hiicre otonom mitojenik ve otojenik sinyal
kaskadlar1 diizenlenir. Ayrica PDAC’da tiim6r mikrogevresinde hiicrelerin parakrin
etkilerinin arttirdigina inanilan TGF-f’ nin smad bagimli veya bagimsiz sinyalleri aktive
ettigi bilinmektedir (Citri ve Yarden 2006; Kang ve ark. 2009; Neesse ve ark. 2011). EGF
ailesine ait (TGF- a, Heaprin bagli EGF benzeri biiylime faktorii (HB-EGF) betaselliilin ve
amfiregulin gibi ligandlar) PDAK’ta yiiksek seviyede ekspre olmaktadir ve PDAK’in
gelisiminde kanser hiicrelerinde 6nemli diizeyde etkindirler (Korc 1998). Bu ligandlar
tarafinadn EGFR aktivasyonu ile Ras/Raf/MAPK ve Rac/JNK/MAPK-p38 gibi karmagsik
sinyal kaskadlar1 uyarilir (Baldwin ve Korc 1993). EGFR ilgili diger ligandlar EGFR’nin
heterodimerizasyonu ile timor progresyonunu arttiran Src, Rafl, B-raf, Crk ve Nck gibi
sinyal yolaklarini da aktive edebilir (Hall ve ark. 1990). EGFR; K-Ras ve Smad 4 mutasyonu
frekansindaki ve ektstraseliiler matriksteki TGF-f artislar sonucu tlimdérogenezde metastaz
ve anjiyogenez ile epiteliyal mezensimal iletigsimin sekillenmesinde dnemli bir cok karmasik
hiicre yolaklarinda etkindir (Schutte ve ark. 1997; Hruban ve ark. 2000; Kern 2000;
Rowland-Goldsmith ve ark. 2001; Rowland-Goldsmith ve ark. 2002; Kolb ve ark. 2007;
Korc 2007; Neesse ve ark. 2011).

2.7. Lavandula bitkisi (Lavanta)

Lavanta, Laminaceae ailesinin 6nemli bir {iyesidir. Lavandula tiirleri Akdeniz
bolgesi, Fransa, Ispanya ve Italya’ da yaygin olarak bulunur (Géren 2002; Hajhashemi ve
ark. 2003). Lavanta ballibabagiller familyasina aittir ve aromatik bitki yaprag: ve ciceklere
sahip olan, kii¢iik ve yaprak dokmeyen bodur agaclarla yaklagik 20 tiirden olusur (Allaby
1992). Italya’da 5 lavanta tiirii difiize oldu fakat asil olarak ikisi, Karabas otu ve Lavanta,

yabanice yetisir veya yetistirilir (Pignatti 1982).
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Lavanta yaglarinin hos kokusundan dolay1 birgok kozmetik iirlinde kullaniminin
yani sira yiizyillardir geleneksel tip kullanimi da bulunmaktadir (McGimpsey ve Porter
1999). Gegmisten beri bitkisel tedavi amaciyla ilag sektoriinde kullanilan lavanta yagi;
sampuan, deterjan, masaj yagi, yemek yapimi ve ¢ay olarak da kullanilir (Basch ve ark. 2004;
Denner, 2009; Hassiotis ve ark. 2014; Nadalin ve ark. 2014).

Lavanta yaginin antineoplastikten antienflamatuar, antioksidan, antibakteriyel,
antifungal, antiseptik, antiviral, antidepresif, sedatif ve immiin uyarici etkilere kadar ¢esitli
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu oOnerilmektedir (Cavanagh ve Wilkinson 2002;
Atsumi ve Tonosaki 2007; Yang ve ark. 2010; Adaszynska ve ark. 2013; Nikolic ve ark.
2014; Carrasco ve ark. 2016; Shokri ve ark. 2017). Ayn1 zamanda lavanta yaginin diger
kullanimlar1 arasinda, merkezi sinir sistemi bozukluklarinda, kardiyovaskiiler ve solunum
enfeksiyonlarinda, kronik rahatsizliklarinin tedaviside yer almaktadir (Dobetsberger ve
Buchbauer 2011; Koulivand ve ark. 2013; Prusinowska ve Emigielski 2014; Wotman ve ark.
2017). Lavanta kompleks kimyasal yapisinda lipofilik (esansiyel yag) ve hidrofilik
bilesenler (fenolik bilesenler, antosiyaninler, fitosteroller, tanin, flavon glikozidler)
acisindan zengin bir yapiya sahiptir (An ve ark. 2001; Shellie ve ark. 2002; Yang ve ark.
2010; Rajeshwari ve ark. 2014). K6k damitmasi veya hidrodisilasyonu ile lavanta ¢igeginden
elde edilen yag linalool, linalil asetat, keton, kamfor, izomerik hidrokarbon (- acimere),
karyofilin, terpinol, lavanta, asetat gibi EO’nun 300 den fazla aktif biyolojik bilesik elde
edilmistir. Lavantada bulunan esansiyel yag farmakolojik ve biyolojik 6zellikleri terperoitler
ve terpenlerin varligindan nitelendirilir (Umezu ve ark. 2006; Dupuy ve ark. 2014;
Prusinowska ve Emigielski 2014; Carrasco ve ark. 2016; Coelho ve ark. 2017). Ek olarak,
tim lavanta yaglarinin niteliksel ve niceliksel yapisi, dnemli Olgiide genotipine, yetistigi
bolgeye, iklimsel kosullara, morfolojik 6zelliklerine bagli olarak degisebilir (Cavanagh ve
Wilkinson 2002; Emigielski ve ark. 2013; Lesage-Meessen ve ark. 2015; Fahim ve ark.
2017). Bazi caligmalar lavanta esansiyel yaginda bulunan bilesiklerin antinoseptif,
immuunurediilatér ve antiinflamatuar 6zelliklerini arastirmistir (Kim and Cho 1999; Peana
ve ark. 2002). Bu ¢aligmalar, a-pipin, a-terpinon, terpin-4-ol, a-terpineol, linalil asetat ve
linalool gibi farkli ugucu yag bilesenlerinin etkileri {izerine olmustur. Yapilan aragtirmalar
ele alindiginda lavanta esansiyel yaginda bulunan bilesiklerin dogrudan veya dolayl1 olarak

antienflamatuar veya antinosiseptif aktivitelere sahip olabilecegi sonucuna varilmstir
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(Gabriela ve ark. 2015). Bununla birlikte birgok kanser ¢alismasinda sitotoksik etkilerinin
oldugu da rapor edilmistir (Zu ve ark. 2010; Zamanian-Azodi ve ark. 2012; Ali ve ark. 2014).

Lavandula angustifolia bati Akdenize 6zgii Lavanta tiiridiir (Basch E ve ark. 2004;
Denner 2009).Yag ¢ikarma seklinde, L angustifolia ¢i¢ek ve yapraklari kullanilir (Cavanagh
ve Wilkinson 2002). Calismalar, L.angustifolia’ nin ayrilma ekstratinin insan akciger kanseri
(A-549), meme kanseri (MCF-7), rahim agz1 kanseri (PC-3) ve prostat kanseri (PC-3)
tizerinde sitostatik ve apoptatik etkileri oldugunu gostermistir (Zu ve ark. 2010).
L.Angustifolia damitma iiriinlerinin ana bilesenleri linalool (% 26-% 49) ve linalil asetattir
(%17,6-%53) ki bunlar karakteristik lezzet ve terapotik ozelliklerinden sorumludur (Denner
2009; Budzynska 2011). /n vitro galismalar, linaloolun apoptozu indiikleyerek ve antitimor
tinitesini aktive ederek SWG20, Hep G2, A-549 ve T47D hiicrelerine karsi antiproliferatif
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Chang ve Shen 2004). Bir in vivo sarkom-180 timor
modeli ¢alismas, linaloolun antitiimér potansiyelinin oksidatif stres modiilasyonu ile elde
edildigi belirtildi (Jana S 2014). Linalool ayrica Staphylacoccus epidermis, Pseudomanas
aeruginosa ve Candida albicans’a kars1t ¢ok yiiksek antimikrobiyel aktivite gOstermistir

(Kundakovic 2014).
2.7.1. Lavandula Stoechas

Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak goriilen Lavandula Stoechas 45-50 cm yiikseklige
sahip, tiyli, ¢alimsi, ¢ok yillik bir bitki olmakla birlikte Hatay ilinde 100-700 metre
yiikseklikte dogal olarak yetismektedir (Ayanoglu ve ark. 2000). Antiseptik, yara iyilestirici,
balgam soktiiriici, agr1 kesici, idrar yollar1 iltithaplarin1 giderici, epilepsi ve astimda
yatigtirict Ozelliklerinden dolayr Lavandula Stoecas’in tibbi olarak kullanimi Anadoluda

halk arasinda yaygindir (Oztiirk ve ark. 2005).
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Fotograf.1. Lavandula stoechas (Anonim Erisim: http://www.agaclar.net/forum/ege-bolgesi/5202.html)

Tirkiye’de yetisen Lavandula Stoechas ugucu yaglari; kafur, fenkon, borneol,
terpinol, sineol, linalol, linalil asetat, bornil asetat ve kadinen igermektedir. Ugucu yag % 30
kafur, % 18 fenkon igerdiginden dolayr ugucu yagin yarisi ketondur ve bu ozelligiyle
Avrupa’ da bulunan tiirlerinden farklidir. Yine linalol oran1 % 0,6 oldugundan Avrupada

bulunan tiirlerin aksine linalol kaynagi degil, kafur kaynagidir (Orhan 2007; Akgiil 2014 ).

Tiim bu literatiir bilgilerinin 1s18inda ¢aligmanin amacini; insan pankreatik
adenokarsinomda lavandula stoechas’tan su destilasyon yontemiyle elde edilen esansiyel

yaglarin sitotoksik etkinligi arastirilmasi olusturmaktadir.
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3.  GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii (/n Vitro Cahsma)

Calismada insan Pankreatik adenokarsinom AsPC-1 (ATCC CRL-1682) hiicre hatt1
kullanildi. Hiicreler, polietilenimin (sodyum borat tampon igerisinde 0.2 mg/ml, pH 8.3) ile
kapl1 25 cm?’ lik hiicre iiretme kaplarma konuldu. Uzerlerine, iceriginde % 10 oraninda 1s1
ile inaktif edilmis fotal sigir serumu (FBS) ve penisilin/streptomisin/amfoterisin B karisimi
ihtiva eden yiiksek glikozlu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's) besiyeri eklendi.
Hiicreler 37°C, %5 CO2 ve %95 hava bulunduran steril inkiibator sartlarinda tretildi.
Hiicreler, besi yeri kabi tabanina %75-80 diizeylerinde yogunluga ulastiklarinda tripsinize
(%0,025 Tripsin/EDTA) edilerek kaldirildi. Devaminda 200 gx5 dk siireyle santrifiij edilerek
topland1 ve 1:3 oraninda pasajlandi. Sonrasinda hemositometrik hiicre sayimi1 mikroskopta
tripan mavisi boyasi ile gerceklestirilerek deneme gruplart olusturuldu. Deneme gruplari
hiicre sayilart ml’de 1x10° hiicre olacak sekilde tasarlandi. /n vitro ¢alisma deneme gruplari

Tablo 2.’ de verilmistir.

Cizelge.1. In vitro galsma deneme gruplari

Deneysel Calisma Diizeni

Deneme Gruplari Ornek Tekrar
sayis1 X Sayisi
Grup
Sayisi

Deneme Grubu 1: AsPC-1 hiicreleri ox1 3

Deneme Grubu2: AsPC-1 hiicreleri + 5x1 3

Lavanta Stoechas esansiyel yagi
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3.2. MTT Viyabilite Testi

Tiazolil Mavi Tetrazolyum Bromid (MTT) ayiract, bir hiicre toplulugundaki ancak
canlt hiicrelerin sahip oldugu mitokondrial rediiktazlarin tetrazolyum halkasini parcalayarak
canli hiicre popiilasyonunu kantitatif ortaya koyabilmektedir. Parcalanma sonucu
besiyerindeki sar1 renkli ayira¢ mavi-mor formazan rengine donmektedir. Bu metotta 24
kuyucuklu besiyeri kaplarindaki hiicrelere, farkli konsantrasyonda LS esansiyel yaglari (0.1,
0.25, 0.5 ve 1 ug/ml) 24 saat stire ile hiicrelere uygulandi ve sonra hiicrelerin {izerilerindeki
besiyeri alinarak, yerine igerisinde 20 pl MTT ayiraci (5 mg/ml besiyerinde ¢ozdiiriilerek
elde edilmistir) bulunan 200 ul taze komple besiyeri eklendi. Sonrasinda hiicreler 4 saat, 37
9C’ de inkiibe edildi. Ayirag ile boyanan kristaller 100 ul 0.04 M HCL/isopropanol karisim1
ile 15 dk siireyle ¢dzdiiriildii. Sonrasinda tiiplere alinan drnekler 12000 rpm ve +4 °C’de
santrifiij edilerek ve 570 nm 151k dalga boyunda mikropleyt (nQuant ELISA reader)
okuyucuda okutularak kaydedildi. Bu analiz ile lavanta bitkisinden elde edilen esansiyel
yagin pankreatik adenokarsinom hiicrelerine uygulanmasit sonucunda canlilifa etkileri

arastirilarak proliferative ve sitotoksik etkinlikler ortaya konuldu.
3.3. RNA izolasyonu

Inkiibasyonlar sonucu test gruplarmin bulundugu 25 ¢cm? lik hiicre kaplarinda
besiyeri uzaklastirildi. ASPC-1 hiicreleri scraper araciligiyla kaldirilarak steril tiiplere alindi.
Daha sonra tiipler 1 ml RNA izolasyon reaktifi (Trizol Reagent, Sigma) konuldu ve
vortekslendi. Sonrasinda 6rnekler oda 1sisinda 5 dk bekletilerek 12000 gx 4° Cx 10 dk
santrifiijlendi. Tiplerde iistte kalan sivilar otoklavlanmis 1.5 ml’ lik yeni tiiplere alinarak
oda 1sisinda 5 dk siireyle bekletildi. Sonrasinda tizerlerine 0.2 ml kloroform ilave edilerek,
15 sn vortekslendi. Bu islemi takiben 25°C” de 15 dk inkiibe edilen &rnekler 12000 g x
4°Cx15 dk santrifiijlendi. Tiiplerin lizerinde meydana gelen {i¢ fazdan iistteki renksiz fazlar
(RNA bulundurur) temiz tiiplere alindi. Uzerlerine 0.5 ml izo-praponol (Merck) eklendi.
Tiipler oda 1sisinda 5-10 dk inkiibe edildikten sonra 12000 gx 10 dk santrifiijlenerek RNA
¢okeltilerinin meydana gelmesi gergeklestirildi. Cokelekler tizerindeki st sivilar
pipetlendikten sonra RNA’lar 500 pl % 75°lik etil alkol (Merck) ile yikandi. RNA igeren bu
stv1 vortekslenerek 7500 gx5 dk yeniden santrifiijlendi. Sonrasinda ise {ist sivilar atilarak,
RNA” larin 10-15 dk siire ile hava akiminda kurutulmasi gergeklestirildi. Tiiplerdeki RNA
cokelekleri tizerine 20 pul DEPC water (dietilpirokarbonatli su) eklenip, pipetlenerek
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cozdiriilmeleri gerceklestirildi. Spektrofotometrede 6rneklerin  RNA/DNA  oranlari
(ODygo/ ODpgp) 1.7-2.0 araligindaki Orneklerin safligi yiiksek kabul edildi ve gen

ekspresyon analizleri i¢in bu 6rnekler kullanildi.

3.4. Gen ekspresyon analizleri- QRT PCR analizleri

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in “tek basmak nitelikli” hazir ticari ve “syber green”
prob isaretli kitler kullanildi (EurX, PL). Bu islem ig¢in, kit protokoliinde bulunan miktarda
izole edilen RNA, master mix tampon c¢ozeltisi, spesifik primerler (Oligomer/Tiirkiye
firmasinda dizayni1 gergeklestirildi) prosediiriine uygun miktarlarda bir strep 6zellikli 200
pI’lik ependorf tiiplerde toplanarak thermal syklirda (Bio RAD CFX96) cDNA doniisiimii
ve PCR dongiileri saglandi. Bu analizle g¢alismanin inkiibasyon stireleri sonrasi deney
gruplarindan aliman RNA 6rneklerinde K-Ras ve EGFR gen ekspresyon diizeyleri kontrol
gen GAPDH diizeyleriyle optimize edilerek arastirildi ve ortaya konuldu. Arastirmada PCR
dongiileri cDNA sentezi asamasi 50°C” de 30 dk, baslangig inaktivasyonu ise 95°C” de 3 dk
birer sikliis olarak gerceklestirildi. Denatiirasyon 94°C’de 15 sn, yapisma EGFR geni igin
57°C’ de 30 sn, K-Ras ve GADPH genleri igin 60°C” de 45 sn uygulandi. Zincir uzama ise
72°C’ de 30 sn olarak gerceklestirildi. Dongiiler 40 sikliis tekrarl olarak gergeklestirildi.

3.5. Lavandula Stoachas Esansiyel U¢ucu Yaglarin Elde Edilme Yontemi:

Lavandula stoachas, Eyliil-Ekim arasinda heniiz ¢igeklenmeye basladigi zamanda
tiniversitemizin ana Yyerleskesinin bulundugu lokasyonda dag eteklerinden toplandi.
Esansiyel yaglarinin eldesi ise “Su Destilasyon Yontemi” (Hidrodestilasyonu) ile On Dokuz
Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni anabilim dali 6gretim iiyelerinden Doktor
Ogrt. Uyesi Aydin ALTOP tarafindan gergeklestirildi. Sabit basing altinda kaynatilan bir
stv1 karisim iizerinde olusan buharin sogutucudan gecirilerek yogunlastirildigi her isleme
genel olarak “destilasyon” ya da “damitma” denir. Bu islem, kaynatilma ile bozulmayan
bitkisel materyallere uygulanmakta ve bitkisel droglardan ugucu yag ve aromatik su
eldesinde kullanilmaktadir. Bu yontem ile kisaca, yaklasik 1 kg nemsiz ortamda kurutulmus
lavanta bitkisi “clavenger” cihaziyla kirilarak destilasyon cihazina yerlestirildikten sonra,

tizerini Ortecek kadar su ilave edildi. Distan 1sitilan sistemde buharlasan su ve yag
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sogutucudan gecerek yogunlastirildi ve toplama kabinda biriktirildi. Elde edilen esansiyel

yaglar1 igeren koyu koruma kab calisma siiresince +4°C’de tutuldu.

Cizelge.2. Aragtirmada kullanilan gen spesifik primerler

Gen Reverse Forward
K-ras 5>-GGTCCTGCACCAGTAATATG-3’ 5’-GGCCTGCTGAAAATGACTG-
3 b
EGFR 5’-CACACAGCAAAGCAGAAACT-3’ 5’-ACCATCTCACAATTGCCA-3’
GAPDH | 5-CAT TGA ACT TGC CGT GGG TA-3! | 51-GCTACCAGGGCTGCCTTCT-3¢

3.6.

istatistiksel Metod

Arastirmada elde edilen veriler, SPSS 21.0 programinda, One-way ANOVA varyans

analizi yontemi ile gergeklestirildi. Gruplar arasindaki istatistiksel farklar Duncan testi ile

yapildi. p<0.05 ve alt1 degerler istatistiksel olarak dnemli kabul edildi. Degerler ortalama

+standart deviasyon ve standart hata (S.E) seklinde verildi.
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4. BULGULAR
4.1. Viyabilite sonuclari

Pankreatik duktal adenokarsinom hiicrelerine degisik konsantrasyonda (0.1, 0.25, 0.5
ve 1 pg/ml) lavandula stoachas’ tan elde edilen esansiyel yaglar uygulanarak 24 saat siireyle
maruziyetleri saglandi. Siire sonunda deneme kuyucuklarindaki hiicrelerin canlilik

seviyeleri MTT yontemiyle analiz edildi.

2,5000

2,0000

1,5000
1,0000
0,5000 I
0,0000

Kont. LS 0.1 pg/ml LS 0.25 pg/ml LS 0.5 pg/ml LS 1 ug/ml

Hicre Viyabilitesi (OD 570 nm)

Grafik.3. Farkli dozlardaki lavandula stoechas esansiyel yaglarinin hiicre canliligi lizerine etkileri (24 saat).

Analiz sonuglarina gore viyabilite, kontrol grubuna gore sirastyla LSEO’in 0.1, 0.25
ve 0.5 pg/ml konsantrasyonlari sirastyla % 64 (1.822 + 0.343) (p<0.05), % 64 (1.821+0.088)
(p>0.05) ve % 20 (1.338 £ 0.189) (p>0.05). diizeylerinde hiicre artisina neden olmustur.
Ancak LS’in 1 pg/ml konsantrasyonda hiicrelere uygulanimi sonucu hiicre yogunlugu
kontrol grubuna gore % 32 oraninda azaldigi tespit edilmistir (0.847+0.189) (p<0.05).

Sonraki ¢aligmalar i¢in bu konsantrasyon etkin doz olarak secilmistir.
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4.2. Gen ekspresyon analiz sonuclari

AsPC-1 hiicrelerine LS’in 1 pg/ml konsantrasyonda 24 saat uygulanimin takiben
deneme gruplarindan RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Sonrasinda ise bu ornekler tek
basamakli Syber Green kit ve gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle EGFR
ve K-Ras genlerinin ekpresyonlari analiz edilmistir. Calismada birbirinden bagimsiz 3 6rnek

sonucunun ortalamasi alinmis ve standart hatalar ise yiizdelik oranlara gore verilmistir.
4.2.1. EGFR Gen ekspresyon diizeyleri

1,2

0,8

0,6

0,4

EGFR Gen expresyonu (misli degisim)

0,2

Kont LS 1 ug/ml

Grafik.4. 24 saat inkiibasyondan sonra deneme gruplarindaki EGFR gen ekspresyon diizeyleri

Gergek zamanli PCR analizlerine gore LSEO’nun kontrol grubuna gore EGFR gen

ekspresyon diizeyini 1.15 relatif misli degisimlerle down regiile ettigi tespit edilmistir (n=3).
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4.2.2. K-Ras Gen ekspresyon diizeyleri

1,2

0,8

0,6

0,4

K-Ras gen expresyonu (Misli degisim)

0,2

Kont LS 1 ug/ml

Grafik. 5. 24 saat uygulanimlardan sonra gruplarindaki K-Ras gen ekspresyon seviyeleri

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizlerine gore; LSEO’nun kontrol grubuna
gore K-Ras ekspresyon diizeyini 6.41 relatif misli degisimlerle down regiile ettigi

bulunmustur (n=3).

25



4.3. Hiicre Goriintiileri

Pankreatik adenokarsinomlara LS esansiyel yaglarinin 24 saat siireyle uygulanimlari
sonucu hiicre goriintiileri bir invert mikroskop (Olympus CK40,JP) ile 10x objektifiyle
goriintiilendi. Calismadan alinan fotograf goriintiilerinde LS’ in diisiik konsantrasyonlarda
etkileri proliferatifken, yiiksek konsantrasyonlarinin ise (1 pg/ml) kontrol grubuna gore

sitotoksik etki gosterdigi ortaya konulmustur.

4.3.1. Kontrol grubu hiicre goriintiileri

Fotograf.2. Kontrol grubu fotografi (10x, skala bar 1-50 nm).
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Calismada kontrol hiicrelerinin morfolojilerinin normal pankreatik ductal
adenokarsinom goriiniimiine sahip olmalarinin yaninda besi kab1 tabaninda homojen dagilim

gosterdigi goriilmektedir.

4.3.2. LSEO 0.1 pg/ml uygulanan gruptaki hiicre goriintiileri

Fotograf .3. LSEO’in 1 pg/ml konsantrasyonda eklenen gruptaki hiicre fotografi (10x, skala bar 1-50 nm).

Hiicrelere LSEO’nun 0.1 pg/ml ilavesi sonucu hiicreler morfolojilerini korurken,
hiicre yogunlugunun arttig1 goriilmektedir.
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4.3.3. LSEO 1 pg/ml uygulanan gruptaki hiicre goriintiileri

Fotograf .4. Hiicrelere LSEO’in 1 pg/ml konsantrasyonda eklenen gruptaki hiicre fotografi (10x, skala bar
1-50 nm).

Adenokarsinomlara LSEO 1 pg/ml konsantrasyonda eklenerek 24 saat
inkiibasyonlar1 saglandi. Siire sonunda hiicrelerin mikroskobik goriintiilerinde, hiicre
yogunlugun 6nemli diizeyde azaldig, ayrica hiicre morfolojilerininde dikkate deger sekilde

farklilastig1 goriildii.
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5. TARTISMA

Pankreas adenokarsinomlar1 gelismis iilkelerde kansere bagli 6liimler arasinda 10.
siray1 almistir. Avrupa’ da ortalama 40.000’in iizerinde, Amerika Birlesik Devletlerinde ise
yaklasik 30.000 6liime neden oldugu belirtilmistir. Pankreatik kanserinin teshisi anatomik
lokasyonundan dolay1 ¢ok zordur. Tedavide hali hazirda kullanilan kemoterapotik ajanlar
yetersiz kalmakla birlikte bircok yan etkiye sahip olmaktadir. Bu nedenlerden dolay:
tedavide aragtirmalar 6zellikle dogal iiriinlerden olusan alternatiflere yonelmistir. Fitoterapi
tarih boyunca ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir; glinlimiizde kanser tedavisinde

de genis kullanim alanlar1 bulmaktadir.

Lavanta bitkisi genis bir dagilima sahip Laminaceae familyasina aittir. Lavanta
yaglarinin hos kokusundan dolay1 bir¢ok kozmetik iiriinde kullaniminin yani sira yiiz
yillardir geleneksel tip kullanim1 da bulunmaktadir (McGimpsey and Porter 1999). Lavanta
yagmin temel bilesenleri linalool, linalyl acetate, 1,8-cineole, c-ocimene (cis ve trans-),
terpinen-4-ol ve kamfordur. (Cavanagh ve Wilkinson 2002). Lavanta bitkisi esansiyel
yaglarinin igerisinde bulunan bilesiklerin, antibakteriyel (Nelson 1997), askarisidal (Perrucci
1996), antifungal (Antonov ve ark. 1997), kemoterapotik ilaglarin yan etkilerini bertaraf
edici (Nelson 1997), hepatoprotektif ve renoprotektif (Selmi ve ark. 2015) gibi bircok
biyolojik 6zellikleri bulunmaktadir. Bununla birlikte bir¢ok kanser ¢alismasinda sitotoksik
etkilerinin oldugu da rapor edilmistir (Zu ve ark. 2010; Zamanian-Azodi ve ark. 2012; Ali
ve ark. 2014). Arastirmada elde edilen verilere gore LS esansiyel yaginin PDAK hiicreleri
tizerine gliclii sitotoksik etkinlik gdsterdigini tespit ettik. Bu ¢alismadaki bulgulara benzer
olarak, Goren ve ark.(2002) in vitro LS esansiyel yaglarini farkli bir¢ok kanser hattinda (KB
insan epidermoid karsinom, BC1 insan gogiis kanseri, LU1 insan akciger kanseri, COL-2
insan kolon kanseri, P-388 fare 16semi kanseri ve LNCaP hormon bagimli insan prostat
kanseri) sitotoksik etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir. Ancak ayni ¢aligmada o6zellikle
ASK rat glioma hiicreleri lizerine lavandula stoechas esansiyel yaglarinin etkilerinin siirh
oldugu da rapor edilmistir. Yapilan bu ¢alismadaki bulgulara benzer olarak Shapira ve ark.
(2016) yaptiklari in vitro ¢alismada, farkli gastrik kanser hiicre hatlar1 iizerine Terpinen-4-
ol’iin sitotoksik etkinligini arastirmis ve 6zellikle kolon ve pankreatik kanser hatlarinda doz

bagimli olarak yiiksek diizeyde sitotoksik etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir. Arastiricilar
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bu etkinin Ozellikle apoptozu tetikledigini ancak nekroz {iizerine etkili olmadigimi
vurgulamislardir. Benzer sekilde, Calcabrini ve ark. (2004) Terpinen-4-ol’iin melanoma
hiicrelerinde apoptotik etkinlik gosterdigni belirtmislerdir. Bunlara ek olarak Wu ve ark.
(2012) yaptiklar1 in vivo ve in vitro ¢alismada Terpinen-4-ol’lin biiyiik hiicre insan akciger
kanseri modellemelerinde apoptozun uyarimiyla antikanser etkinligini ortaya koymuslardir.
Nakayama ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada xsenograf in vivo fare kolorektal kanser
modelinde Terpinen-4-ol’iin kaspaz 3/7 aktivasyonu ve mitokondriyal reaktif oksijen
tiirlerinin artig1 ile sitotoksik etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir. Zu ve ark. (2010)
yaptiklar1 in vitro ¢alismada icerisinde lavandulanin da oldugu farkli esansiyel yaglarin
sitotoksik etkinliklerini arastirmis ve Ozellikle prostat kanser hiicreleri lizerine giiclii
sitotoksik etkinlik gosterdigini ortaya koymustur. Ayni ¢alismada bu esansiyel yaglarin

akciger ve gogiis kanser hiicre hatlarinda sinirhi etkilerinin de oldugu belirtilmistir.

Sekil.6. Terpinen 4-ol’iin kimyasal yapist (Anonim: Erisim: https://www.extrasynthese.com/terpinen-4-
ol.html)

Pankreas kanserinde en stk mutasyonun gozlendigi tiimor baskilayic1 genler TP53,
SMAD4/DPC4 ve CDKN2A/p16’dir (Hong ve ark. 2011). Kromozom 17p’de yerlesim
gosteren TP53 geni tarafindan kodlanan p53 proteini, hiicre dongiisliniin G (2)-M’de
durdurulmasi, G (1)-S kontrol noktasinin diizenlenmesi, apoptozun indiiklenmesi ve DNA

tamiri gibi mekanizmalarda rol oynamaktadir. TP53 geninde meydana gelen mutasyon
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sonucu p53 proteininde islev kaybinin olmasi, DNA hasarinin meydana gelmesi durumunda
hiicrenin hayatta kalmasina ve boliinmenin devam etmesine sebep olur, bu da kanser
gelisimine neden olabilecek genetik anomalilerin hiicre iginde birikmesine yol agar
(Vogelstein ve Kinzler 2004). Cha ve ark. (2010) yaptiklar1 in vitro ¢alismada Artemisia
lavandulaefolia’dan elde edilen esansiyel yag ve 1,8-cineol’un KB agiz mukoza karsinoma
hiicrelerinde G (1) hiicre sikliisunu durdurarak ve bununla birlikte PARP aktivasyonunu,
DNA fragmentasyonunu, mitokondriyal stresi ve kaspaz aktivasyonunu tetikleyerek
sitotoksik etki gosterdigini rapor etmislerdir. Greay ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada
Terpinen-4-ol’lin ila¢ direngli bircok kanser hiicre tiirlinde kaspaz uyarimli apoptozu
tetikleyerek antikanser etkinlik gosterdigini ortaya koymuslardir. Ayn1 arastiricilar Terpinen-
4-ol’tin B16 melanoma hiicrelerinde 6zellikle apoptozu tetikledigini AE17 mezotelioma
hiicrelerinde nekrozu tetikleyerek sitotoksik etkinlik gosterdigini de rapor etmislerdir.
Aragstiricilar B16 melanom hiicrelerinde bu monoterpen bilesigin G (1) hiicre sikliisunu

bloke ettigini de vurgulamislardir.

Jardak ve ark. (2017) yaptiklart mef7 gogiis kanseri ilizerine biberiye esansiyel
yagmin anlamli diizeyde sitotoksik etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir. Aragtirmacilar
sitotoksik etkinligin 6zellikle Lavanduala stoechasinda kontentinde bulunan 1,8-cineole ve
camphor gibi polyvalent etken maddelerden ileri geldigini belirtmislerdir. Yine Moteki ve
ark. (2002) 1,8-cineole’iin 2 farkli 16semi kanser hattinda apoptozu tetikledigi, ancak mide
kanseri hiicre hattinda etkili olmadigini rapor etmislerdir. Bununla birlikte Conforti ve
arkadaglar yaptiklar in vitro ¢alismada (2012) Anthemis wiedemanniana bitkisi esansiyel
yaglarinin bilsenleri olan (kamfor gibi) sayesinde melanoma ve akciger kanser hiicre

hatlarinda giiclii sitotoksik etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir.

Pankreas kanserlerinin %75 inde, TP53 geninde mutasyon mevcuttur (Scarpa ve ark.
1993; Moore ve ark. 2001). Ayrica p53 genindeki degisiklikler K-Ras mutasyonu ile
iliskilidir (Sarkar ve ark. 2007). Pankreatik kanserde H-Ras ve N-Ras gen mutasyonlar1 ¢ok
nadir saptanmasina karsin, K-Ras gen mutasyonunun %95’ lik oranla pankreatik kanserinde
saptanan en sik mutasyon oldugu bildirilmektedir. K-Ras Hiicrenin gelisim, proliferasyon
ve farklilasma gibi fonksiyonlarini diizenlemektedir. Pankreatik kanser olgularinda goriilen
“Epidermal Growth Factor (EGF)”, “Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)”, TGF-a

ve amfiregulin seviyesindeki artisin azalan yasam siiresiyle iligkili oldugu gosterilmistir
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(Magliano ve Logsdon 2013 ). Epidermal Growth Factor (EGF) ailesine ait (TGF- o, Heaprin
bagli EGF benzeri biiylime faktorii (HB-EGF) betaselliilin ve amfiregulin gibi ligandlar)
PDAK ’ta yiiksek seviyede ekspre olmaktadir ve PDAK’ 1n gelisiminde kanser hiicrelerinde
onemli diizeyde etkindirler (Korc 1998). Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR); K-
Ras ve Smad 4 mutasyonu frekansindaki ve ektstraseliiler matriksteki TGF-f artiglar sonucu
timorogenezde metastaz ve anjiyogenez ile epiteliyal mezensimal iletigimin
sekillenmesinde dnemli birgok karmasik hiicre yolaklarinda etkindir (Kern 2000; Rowland-
Goldsmith ve ark. 2002; Neesse ve ark. 2011). Sunulan bu ¢alismada, Lavandula stoechas
esansiyel yaglar1 uygulanan pankreatik kanser hiicrelerinde, kanserogenezin Onemli
biyobelirteglerinden olan K-Ras ve EGFR gen ekspresyonlarinin énemli diizeyde down
regule oldugu tespit edildi. Bu ¢alismaya benzer olarak Shapira ve ark. 2016 kolorektal
kanser hatlarinda Lavandula tiirlerinde de bulunan Terpinen-4-ol’ iin 6zellikle anti-EGFR
terapiye direngli K-Ras mutasyonunu tetikleyen promotoriin aktivasyonunu inhibe ettigini
rapor etmiglerdir. Yapilan bu c¢alismada elde edilen veriler, pankreatik duktal
adenokarsinomda LS esansiyel yaginin doz bagimli olarak sitotoksik etkilerinin oldugu
goriildi. Bu etkinin altinda yatan hiicresel ve biyokimyasal meknizmalarin, yagin igerisinde
bulunan 4 terpinol ve 1,8 linalool gibi bilesiklerin biyofonksiyonlarindan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Her iki maddenin sitotoksik etinliginin altinda yatan mekanizmalar, kanser
hiicrelerinde G (1) hiicre sikliisunun durdurulmasi, hiicre i¢i ve mitokondriyal reaktif oksijen
tirleri artis1 ve Ozellikle de kaspaz uyarimli apoptozun tetiklenmesi gibi unsurlardan

kaynaklanabilir.
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6. SONUC

Insan pankreatik adenokarsinomda lavandula stoechas’tan su destilasyon yontemiyle
elde edilen esansiyel yaglarin sitotoksik etkinligi arastirildi. Aragtirma sonuglarina gore
Ozellikle 1 pg/ml konsantrasyonda etkin olarak LS esansiyel yaglar1 anlamli derecede kanser
hiicre 6liimlerine neden oldugu gosterildi. LSEO’ nun bu etkinligini ortaya koyabilmek i¢in
pankreatik adenokarsinomun patogenezinden sorumlu genlerin ekspresyonu da arastirildu.
Elde edilen verilere gore LSEO’1 K-Ras ve EGFR genlerinin ekspresyonlarint down regiile
ettigi tespit edildi. Tiim literatiir biligileri ve bu arastirmann sonuglarina goére, LSEO’1
pankreatik kanser tedavisinde potansiyel bir alternatif olabilecegi kanisina varilmistir. Bu
tez calismasinda alinan sonuglar, LSEO’nun pankreatik kanserin hiicresel mekanizmalarinda
ne gibi degisikler meydana getirdigi konusunda sonraki yapilacak kapsamli ¢aligmalar igin
bir kaynak olarak kullanilabilecegi gibi, ayni zamanda literatiirdeki bosluklarin

doldurulmasina da biiyiik katkilar saglayacag: diisiiniilmektedir.
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