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OZET

Hatay ilinde Yetisen Myrtus communis L.'nin A549 Hiicreleri Uzerindeki

Apoptotik Etkisi

Myrtus communis L. (MC) anti-proliferatif, apoptotik, analjezik ve anti-inflamatuar
etkilere sahip olan 6nemli tibbi ve aromatik bir bitkidir. Ancak bitkinin biyolojik aktiviteleri
ve potansiyel molekiiler hedefleri ile ilgili bilgiler heniiz tam olarak netlik kazanmamustir.
Kanser arastirmalarinda apoptotik hiicre 6liimiiniin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasi
biiyiik 6nem arz etmektedir. Calismamizin amaci, MC esansiyel yaginin A549 hiicrelerinde
apoptozu uyarip uyarmadigi, uyariyor ise hangi yolak tlizerinden hiicreleri apoptoza
yonlendirdigini aragtirmaktir.

Calismamizda, A549 hiicreleri 24 ve 48 saat siireyle MC esansiyel yaginin 31.25 ile
2500 pg/ml doz araligindaki ¢esitli konsantrasyonlari ile muamele edildi. MTT analizi ile
sitotoksisite Ol¢iildii ve ICso'nin altindaki sitotoksik olmayan konsantrasyonlar belirlendi.
Daha sonra hiicreler 312.5 ve 156.25 pg/ml konsantrasyonlarinda MC esansiyel yagi ile 24
saat siireyle inkiibe edildi ve qRT-PCR yontemiyle Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2 ve
p21 genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi.

Sonuglarimiz 24. saatte 625 pg/ml ve lstiindeki konsantrasyonlarin, kontrol grubu
ile kiyaslandiginda hiicre canliligmmi 6nemli 6l¢lide baskiladigini gosterdi. 312.5 pg/ml
dozda, intrinsik yolakta gorev alan genlerden Kaspaz 3 ve Kaspaz 9'un ekspresyon
seviyelerinin anlamli 6l¢iide arttig1 saptandi (sirasiyla p:0.0129 ve p:0.0180). p21, anti-
apoptotik Bcl-2 ve ekstrinsik yolakta gorev alan Kaspaz 8 geninin ekspresyon seviyelerinde
ise anlamli bir fark goriilmedi. 156.25 ng/ml dozda ise bakilan genlerden sadece p21 geninin
ekspresyon seviyesi anlamli bir artig gosterdi (p:0.0002).

Sonu¢ olarak, bu calisma kapsaminda MC esansiyel yagmin intrinsik yolak
aracilifiyla apoptozu uyardigi gosterilmis olup MC'nin kanser tedavisinde dogal yeni bir
terapotik ajan olarak potansiyel teskil ettigi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, A549 hiicreleri, Myrtus communis L. esansiyel yag
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ABSTRACT

Growing in Hatay Province Myrtus communis L. of Apoptotic Effect on

A549 Cells

Myrtus communis L. (MC) is an important aromatic and medicinal plant with anti-
proliferative, apoptotic, analgesic and anti-inflammatory effects. However, information
about the plant's biological activities and potential molecular targets has not yet been fully
clarified. Understanding of the molecular mechanism of apoptotic cell death in cancer
studies has great importance. In our study, we aimed to investigate whether the essential oils
of MC induce apoptosis on A549 cells, and if it is induced, which pathway leads the cells to
apoptosis.

In our study, A549 cells were exposed to various concentrations from 31.25 to 2500
pg/ml of the essential oils for 24 and 48 hours. The cytotoxicity was measured by MTT assay
and non-cytotoxic concentrations lower than ICsy were determined. Then, the MC essential
oil was administered at the concentrations of 312.5 and 156.25 pg/ml for 24 hours. The
expression levels of Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9, Bcl-2 and p21 genes were evaluated
by qRT-PCR method.

Our results showed that 625 pg/ml and higher concentrations of the MC essential oil
was significantly suppressed cell viability at 24 hour time period in treatment group when
compared to control. Expression levels of Caspase 3 and Caspase 9 genes which are
mediators of intrinsic pathway were significantly increased at concentration of 312.5 pg/ml
of essential oils (p:0.0129 and p:0.0180 respectively). However, the expression levels of the
Caspase 8 gene, an important mediator of extrinsic apoptosis pathway, no difference was
found. It was found that the p21 and the anti-apoptotic Bcl-2 genes were not different. At
the dose of 156.25 pg/ml, only the expression level of the p21 gene showed a significant
increase (p:0.0002).

As a result, the essential oils of MC induce apoptosis through the intrinsic pathway.
In this regard, we think that MC has potential as a new natural therapeutic agent in the
treatment of cancer.

Keywords: Apoptosis, A549 cells, Myrtus communis L. essential oil
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1.GIRIS

Myrtus communis L. (MC), 100 cins ve yaklasik 3000 tiir igeren myrtaceae
familyasindan Onemli aromatik ve tibbi bir bitkidir. Murt ve mersin bitkisi olarak
anilmasinin yani sira Hatay ilinde "hambeles" ismi ile bilinen MC &zellikle Tiirkiye,
Yunanistan, Italya, Cezayir, Tunus ve Fas gibi Akdeniz iilkelerinde yaygm olarak
goriilmektedir (Benchikh 2016). Bitkinin ¢esitli kisimlar1 yiizyillar boyunca ishal, dizanteri,
peptik iilser, hemoroit, inflamasyon, akciger ve deri hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir
(Alipour ve ark. 2014). Daha once yapilan g¢alismalarda, bitkinin anti-bakteriyel, anti-
inflamatuar, analjezik, anti-proliferatif ve apoptotik etkileri gosterilmistir ancak biyolojik
aktiviteleri ve potansiyel molekiiler hedefleri ile ilgili bilgiler heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Ayrica MC'nin apoptoz yolag: {izerine etkilerini arastiran siirli sayida

calisma mevcuttur (Cottiglia ve ark. 2012, Iskender ve ark. 2015).

Apoptoz ¢ok hiicreli organizmalarda istenmeyen, hasar goérmiis, enfekte olmus
hiicrelerin yok edilmesinde ve gelisme, hiicre farklilagmasi, ¢ogalmay1 iceren g¢esitli
biyolojik siire¢lerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Apoptotik sinyaller
genomik biitlinliglin korunmasina katkida bulunurken kusurlu apoptoz kanser, otoimmiin
ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi bir¢cok hastalifa neden olabilmektedir. Bu yiizden
apoptotik hiicre Oliimiinii kontrol eden ve yliriiten molekiiler mekanizmalar ile ilgili

arastirmalar biiyiik 6nem arz etmektedir (Hassan ve ark. 2014, Lowe ve ark. 2000).

Tiimdr gelisimi, diizensiz proliferasyon ve apoptozun baskilanmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. Timor gelisimi sirasindaki bu birincil kusurlara yapilacak miidahale kanser
tedavisi i¢in biiyiik bir firsat sunmaktadir (Kasibhatla ve Tseng 2003). Nitekim bizim
calisgmamizda da apoptoza direngli oldugu bilinen kanser hiicrelerinde anti-proliferatif ve

apoptotik 6zelliklere sahip olan MC'nin 6nemli etkiler sunacagi diistiniilmektedir.

Bu calismada in vitro ortamda A549 hiicre dizileri MC esansiyel yagmin farkli
konsantrasyonlar1 ile muamele edilerek, MC esansiyel yaginin apoptotik yolak iizerindeki
etkilerinin; hangi doz ve muamele siirelerinde geceklestigi ve hangi apoptotik yolak

tizerinden diizenlendigi belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Myrtus communis L.

Myrtus communis L., 100 cins ve yaklasik 3000 tiir iceren myrtaceae familyasindan,
boyu 5 metreye kadar ulasabilen her daim yesil, aromatik ve tibbi bir bitkidir. Yapraklar1 7-
13 cm uzunlugunda olup giizel kokuludur (Sekil 2.1). MC o6zellikle Giiney Avrupa, Kuzey
Afrika, Bati Asya, Giiney Amerika, Kuzey Bati, Himalaya ve Avustralya'da yetismektedir.
En yaygin goriildiigii iilkeler ise Tiirkiye, Yunanistan, Italya, Cezayir, Tunus ve Fas gibi

Akdeniz iilkeleridir (Alipour ve ark. 2014).

Iceriginde ¢ok sayida aktif bilesen bulundugundan dolay1 genis terapédtik etkilere
sahip olan bitkinin meyvesi, dallar1 ve yapraklari diyare, peptik iilser, hemoroit,
inflamasyon, kanama, bas agrisi, carpinti, asir1 terleme, akciger ve deri hastaliklarinin
tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir (Alipour ve ark. 2014, Gauthier ve ark.
1989). Ayrica, etnofarmakolojik arastirmalar tarafindan da bitkinin anti-mikrobiyal, anti-
diyareik, anti-diyabetik, anti-spazmodik, vazodilatator, anti-lilser, anti-oksidan, anti-kanser,
anksiyolitik, sedatif-hipnotik ve anti-inflamatuar etkinlikler gibi kapsamli farmakolojik

aktivitelere sahip oldugu belirtilmektedir (Sisay ve Gashaw 2017).

w .

Sekil 2.1. Myrtus communis L. bitkisi (Ozkan ve Giiray 2009)



2.1.1. Myrtus communis L. Bilesenleri

Myrtus communis L. bitkisi fenolik asitler, flavonoidler, tanenler ve terpenler gibi
bilesenleri biinyesinde barmndirmaktadir. Ayrica bitkinin yagi, biyoaktif monoterpen
(Ornegin: okaliptol, o-pinen, linalol) gesitliligi ve seskiterpen (sesquiterpenes) tiirevleri

acisindan zengin bir igerige sahiptir (Sisay ve Gashaw 2017).

Fenolik Asitler: Fenolik bilesenlerin 6nemli bir kategorisi olan ve dogal olarak
olusan fenolik asitler 6nemli anti-oksidan 6zellige sahiptirler. Kimyasal yapilarina gore;
yapilarinda hidroksi benzoik asit bulunduranlar ve yapilarinda hidroksi benzoik asit

bulundurmayanlar olmak {izere iki gruba ayrilirlar (Liu ve ark. 2017).

Flavonoidler: Bitkisel kokenli gidalarda bulunan polifenolik bilesiklerdir. Yapilan
caligmalarda anti-inflamatuar, anti-oksidan oOzellikleri ve tiimor gelisiminin c¢esitli
asamalarindaki inhibitor rolleri nedeniyle faydali saglik etkilerine sahip olabildikleri
belirtilmistir (Hollman ve Katan 1999, Koca ve Karadeniz 2005). Flavonoidlerin timor
olusumuyla yakindan ilgili olan prostaglandin sentaz, lipoksigenaz ve siklooksigenaz
enzimlerini inhibe edebildikleri ve ayrica serbest radikallerin tetikledigi kanser, kalp damar
hastaliklar1 ve mide mukozas1 rahatsizliklar: gibi hastaliklar1 dnleyebildikleri belirtilmistir
(Koca ve Karadeniz 2005). Bunun aksine, belirli kosullara bagli olarak zararli etkilerinin

bulundugu da bildirilmistir (Ross ve Kasum 2002).

Tanenler: Bitkilerde dogal olarak bulunan polifenollerdir. Genelde hidrolize ve
non-hidrolize (veya yogunlastirilmis) olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Fresco ve ark. 2006).
Tanenlerin anti-kanserojen, anti-oksidan, anti-mutajenik ve anti-mikrobiyal olduklar
bildirilmistir. Tanenlerin anti-karsinojenik ve anti-mutajenik potansiyel etkilerinin hiicresel
oksidatif hasar1 korumada Onemli olan anti-oksidatif ozellikleri ile iligkili olabildigi
diisiiniilmektedir. Bunun disinda tanenlerin, doz ve tanen tiirline baglh olarak kan
pithtilasmasini hizlandirmak, kan basincint diisiirmek, serum lipit diizeyini diislirmek,
karaciger nekrozu tiretmek gibi fizyolojik etkilerinin oldugu da bildirilmistir (Chung ve ark.

1998).

Terpenler: Monoterpen, seskiterpen, diterpen, triterpen, tetraterpen ve politerpen
olarak smiflandirilmaktadirlar (Katerova ve ark. 2012). Ucgucu yaglarin &nemli
bilesenlerinden olan terpenler mutajenlere kars1 koruyucu etki gostermektedirler (Bakkal ve

ark. 2008).



Monoterpenler: Esansiyel yaglarin temel bilesenlerindendir. Hayvan modellerinde
ve farkli hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda monoterpenlerin anti-timor ve anti-oksidan
etkinlige sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica kanserin hem baslangi¢c asamasinda hem de ileri
safhalarinda karsinogenezisi inhibe ederek erken ve ileri kanser tedavisinde 6nemli bir

bilesen oldugu savunulmaktadir (Crowell 1999, Grassmann 2005).

Okaliptol: 1, 8-cineole olarak da bilinen dkaliptol mentol benzeri kokuya sahip
dogal monoterpen bilesenidir. MC esansiyel yaginda yiiksek oranda bulunan bu bilesenin
kanserojenik etkileri ile ilgili yapilan bir ¢calismada insan kolorektal kanseri hiicre hattinda
(HCT 116) apoptozu uyararak proliferasyonu baskiladig1 gosterilmistir (Murata ve ark.
2013). Ayrica oOkaliptoliin anti-inflamatuar sitokin inhibisyonu ile hava yolu mukus
hipersekresyonunu ve astimi kontrol ettigine dair kanitlar mevcuttur (Juergens 2014). Bu
etkilerin yan1 sira, analjezik bir ajan olarak terapide potansiyel yararli kullanima sahip

oldugu da belirtilmistir (Santos ve Rao 2000).

a-Pinen: Terpen smnifina ait organik bir bilesendir. MC esansiyel yaginin ana
bilesenlerinden biri olan a-pinen'in anti-kansorejen 6zelliklere sahip olduguna dair 6nemli
kanitlar mevcuttur. Nitekim prostat kanseri hiicre hattinda (PC-3) yapilan ¢alismada o-
pinenin hiicre dongiisiinii durdurup apoptozu uyararak kanser hiicre biiytimesini inhibe ettigi
bildirilmistir (Zhao ve ark. 2018). Benzer sekilde karaciger kanseri hiicrelerinde yapilan
caligmada da kanser hiicrelerinin biiylimesini in-vitro da %79.3, in-vivo da %69.1 oraninda
belirgin bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (Chen ve ark. 2015). Ayrica bu bilesen anti-
inflamatuar etkiye sahiptir. Insan monosit hiicre hattinda (THP-1) yapilan bir ¢calismada o-
pinenin lipopolisakkarit tarafindan uyarilan NF-xB'nin niikleer translokasyonunu inhibe

ettigi bildirilmistir (Zhou ve ark. 2004).

Linalol: MC esansiyel yaginda bulunan biyolojik aktif bilesenlerden biridir.
Analjezik, anti-inflamatuar, anti-viral, anti-bakteriyel ve anti-kanserojenik etkilere sahip
oldugu diistinilmektedir (Ravizza ve ark. 2008, Sun ve ark. 2015). Kemoterapdtik ajan
olarak potansiyel etkileri HL-60 (akut promyelositik 16semi hiicre hatt1) hiicre biiyiimesini
inhibe ettigi ve apoptozu uyardig1 yoniindedir (Maeda ve ark. 2012). Benzer sekilde Hep G2
(karaciger karsinom hiicre hatti) (Usta ve ark. 2009) ve DU 145 (prostat karsinom hiicre
hatt1) hiicrelerinde de biiyiimeyi inhibe ettigi bildirilmistir (Sun ve ark. 2015). Epitelyal over
kanseri hiicrelerinde ise ROS ve Kaspaz 3 seviyesinin artisi ile apoptozun arttidi

bildirilmistir (Han ve ark. 2016). Bunlara ilaveten U937 (insan akut miyeloid 16semi hiicre



hatt1) ve HeLa (insan papillom viriisii hiicre hatt1) hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢alismada

da sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre dongiisiinii durdugu gosterilmistir (Chang ve ark.
2015).

Seskiterpenler: Esansiyel yaglarin temel bilesenlerindendir. Seskiterpenler kanser
gelisimini azaltmada terapotik potansiyel etki gdstermesinin yani sira anti-oksidan etkinlige
sahip bir molekiildiir. Bu molekiil bitkilerde ve deniz canlilarinda  bulunmaktadir

(Grassmann 2005, Modzelewska ve ark. 2005).

2.1.2. Myrtus communis L. ve Kanser

Kontrolsiiz bilylime ve anormal 6liimsiiz hiicrelerin yayilmasi ile karakterize olan
kanser, multifaktoriyel bir hastalik olup her gecen giin artan siklig1 ve tatmin edici bir tibbi
tedavi yonteminin bulunmamasi nedeniyle gliniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden
birini olusturmaktadir (Ogur 2014). Giiniimiizde ¢ogu kanser tiirii i¢cin uygulanan terapotik
ve cerrahi yaklagimlar hastaligin insidansini kontrol edemedigi i¢in, mekanizmaya dayali
stratejiler gelistirmek hastaligin tedavisinde olduk¢a 6nemlidir. Dolayistyla bilim adamlari,
mevcut kanser biyolojisinde oOzellikle hiicrelerin proliferasyonunu, sag kalimmi ve
transformasyonunu diizenleyen hiicresel sinyal yolaklar1 ile ilgili ¢aligmalar {izerine

yogunlagsmaktadir (Fresco ve ark. 20006).

Dogal veya dogal tiirevli iirlinler modern tipta en 6nemli ila¢ kaynagi oldugu icin
kanserde de bu dogal iiriinlerin kullanim1 biiylik 6nem arz etmektedir (Ogur 2014). MC
yiizyillar boyunca ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan dogal bir {iriindiir. MC'nin tibbi
ozellikleri ile ilgili farkli ¢aligmalar bulunmasina ragmen cesitli ekstraktlar1 ve esansiyel yagi
kullanilarak yapilan anti-kanser caligmalar1 kisith sayidadir (Ogur 2014). Dolayistyla bu

alanda yapilacak calismalar dogal ve sitotoksik olmayan ilag arastirmalarina 1s1k tutacaktir.



2.2. Apoptoz

Apoptoz terimi "agagtan diisen yaprak" anlamina gelen eski bir yunanca kelimedir
(Wong 2011). 1k kez 1972'de Kerr ve arkadaslari hiicre dliimiiniin farkli bir morfolojisini
tanimlamak i¢in "apoptoz" terimini kullanmistir (Kerr ve ark. 1972). Apoptozun molekiiler
biyolojik caligmalari 1980'lerin sonlarinda baslamis olup apoptoz mekanizmasini agiga
cikarmada oldukea hizli bir ilerleme kaydedilmistir (Tsujimoto 1998). 1990'l1 yillara dogru
ise O6nemli gelismeler saglayacak iki bulgu tespit edilmistir. ilk olarak, nematod
Caenorhabditis elegans'in tek hiicre diizeyinde tam gelisim dizisi bildirilmis ve bdylece
ongoriilebilir sayida hiicrenin Oliim siirecine girdigi ve bu siirecte pozitif ve negatif
diizenleyici spesifik genlerin rol aldig1 aciklanmustir. ikinci olarak ise Bcl-2 (B-Cell
CLL/Lymphoma 2) adi verilen yeni bir gen kesfedilmis ve bu genin, insan tiimor
hiicrelerinde hiicre boliinmesini harekete geciren klasik bir onkogenin aksine apoptozu

Onleyerek islev gordiigii bildirilmistir (Shamas-Din ve ark. 2013).

Apoptotik hiicre 6liimiiniin genel asamalar1 6 adim1 takip etmektedir; 1) apoptozun
uyarilmasi veya tetiklenmesi, 2) pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonu, 3) kaspaz kaskatini
takiben hedef proteinlerin ayrilmasi, 4) hiicre i¢i organellerin bozunumu/yeniden
organizasyonu, 5) hiicrelerin apoptotik cisimlere boliinmesi, 6) makrofajlar veya komsu
hiicreler tarafindan fagositoz i¢in hiicre fragmanlarinin hazirlanmasi (Savitskaya ve

Onishchenko 2015) (Sekil 2.2).

Apoptozun uyarilmasinda; hiicre zari, mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi,
lizozomlar ve ¢ekirdek gibi ¢esitli organeller rol alir. Pro-apoptotik proteinlerin farkli sinyal
yollarini uyarmasi ile kaspaz ailesi tarafindan yonlendirilen ortak bir mekanizma aktive olur.
Daha sonra siireg DNA ve protein parcalanmasini takiben membran degisiklikleri ve
fagositik hiicreler tarafindan taninma ile son bulur (Savitskaya ve Onishchenko 2015). Bu

mekanizmada Bcl-2 ailesi negatif diizenleyici olarak gorev alir (Tsujimoto 1998).
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Sekil 2.2. Apoptotik hiicre 6liimiiniin genel agamalari

2.2.1. Apoptozda Rol Alan Proteinler/Genler

2.2.1.1. Kaspaz Ailesi

Kaspazlar (Caspases; cysteine-dependent aspartate-specific peptidases), apoptotik
hiicre 6liim mekanizmasiin ger¢eklesmesini saglayan sistein proteazlardir (Wong 2011).
Kaspazlar hiicrede zimojen veya pro-kaspaz durumunda olup apoptotik uyaranlar ile
aktiflesirler (Kim ve ark. 2011). Giinlimiizde insanlarda 11 kaspaz tarif edilmistir. Genel
olarak, apoptotik (Kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) ve inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5 ve 14)
olarak ikiye boliinebilirler (Galluzzi ve ark. 2016).

Apoptotik kaspazlar da iki alt aileye ayrilmistir;
1) Baslatici kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10.

2) Efektor kaspazlar: Kaspaz 3, 6, 7 (Sekil 2.3).



Kaspazlar

/N

Apoptotik Kaspazlar inflamatuar Kaspazlar
*Kaspaz1l
/ \ *Kaspaz4
> *Kaspaz5
*Kaspaz14
Baslatici Kaspazlar Efektor Kaspazlar
*Kaspaz2 *Kaspaz3
*Kaspaz8 *Kaspaz6
*Kaspaz9 *Kaspaz7
*Kaspaz 10

Sekil 2.3. Kaspazlarin siniflandiriimasi

Baglatic1 kaspazlar kesilip aktive olduktan sonra efektor kaspazlarin inaktif
formlarini aktive ederler ve boylece hizli hiicre 6liimiiyle apoptotik yollar: tetiklemis olurlar.
Efektor kaspazlar ise apoptotik islemi baslatmak i¢in hiicredeki diger protein substratlarini

parcalarlar (Balasescu ve ark. 2015).

Fonksiyonel yonden kaspazlar, yakinindaki amino asitlerin taninmasina ve aspartik
asit kalintilarinda proteinin kesilmesine izin veren proteolitik aktiviteye sahiptir. Bu
aktivasyon siireci 6liim sinyalleri tarafindan tetiklenir, IAP (Inhibitors of apoptosis proteins;
apoptoz proteinlerinin inhibitdrleri) ve Bcl-2 protein ailesinin bazi {iyeleri tarafindan ise

kontrol edilir (Balasescu ve ark. 2015).

Kaspazlarin aktivasyonu ile hiicre sistematik olarak sokiiliip, cevresindeki hiicrelere
ve dokuya zarar vermeden etkin bir sekilde ¢ikarilir. Dolayisiyla apoptoz mekanizmasinda,
bir dizi olaym ilerlemesinde 6nemli rol oynayan kaspazlara yapilan miidahaleler timor

tedavisi i¢in olas1 bir yaklagimi temsil edebilir (Kasibhatla ve Tseng 2003).

Kaspaz 3: Hem intrinsik hem de ekstrinsik yolakta en iyi tanimlanmis efektor
kaspazlardan biridir (Mirzayans ve ark. 2016). Kaspaz 9 sonras1 Kaspaz 3 aktivasyonu
genellikle geri doniisiimsiiz hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesi olarak diisiiniiliir (Li ve ark.

2017). Bunun yani sira Kaspaz 3'iin; noro gelisim ve farklilagsma gibi fizyolojik siireclerde



ve alzheimer, parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarda rol oynayan apoptozdan bagimsiz

fonksiyonlariin da oldugu bildirilmistir (Mirzayans ve ark. 2016).

Kaspaz 8: Ekstrinsik yolak i¢in baslatici bir kaspazdir. Kaspaz 3 ve 7'yi dogrudan

aktive ederek apoptozun gerceklesmesini saglar (Julien ve Wells 2017).

Kaspaz 9: Intrinsik yolak icin baslatici bir kaspazdir. Kaspaz 9'un aktive edilmemesi
dejeneratif ve gelisimsel bozukluklara hatta kansere yol agabilen dnemli fizyolojik ve

patofizyolojik sonuclara neden olabilmektedir (Li ve ark. 2017).

2.2.1.2. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 protein ailesi, intrinsik apoptoz yolunda anahtar regiilatdrler olarak gorev
yapan Onemli bir protein grubudur (Anilkumar ve Prehn 2014). Bugiine kadar, apoptozu
tesvik eden pro-apoptotik proteinler ve apoptozu dnleyen anti-apoptotik proteinler de dahil
olmak tizere memeli hiicrelerinde en az 15 Bcl-2 aile iiyesi protein tespit edilmistir (Lowe

ve Lin 2000).

Bcel-2 ailesi, yapisal ve islevsel Ozelliklerine bagli olarak; anti-apoptotik Bcl-2
proteinleri, pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri ve BH3-only proteinler (Bcl-2 homology 3; Bcl-

2 homolojisi 3) olmak iizere ii¢ farkli sinifa ayrilmaktadir (Anilkumar ve Prehn 2014).

2.2.1.2.1. Anti-apoptotik Bcl-2 Proteinleri

[k bulunan apoptoz inhibitérii olan Bcl-2 (Adams ve Cory 2018), Bel-xL (B-cell
lymphoma extra large), MCL-1 (Myeloid cell leukemia 1) A1/BFL-1 (BCL2A1; Bcl-2
related protein Al; Bel-2 ile iligkili Al proteini) ve Bcl-W (BCL2L2; Bcl-2-like protein 2;
Bcl-2 benzeri protein 2) bu grupta yer alan proteinlerdir. Bunlar doért BH (1-4) domaini
icerirler (Anilkumar ve Prehn 2014) ve apoptozun inhibe edilmesi ile hiicre sag kalimini
arttirirlar (Adams ve Cory 2018). Bcl-2, hiicrede integral bir zar proteindir. Bcl-W ve Bcl-
xL ise sadece sitotoksik bir sinyalden sonra zar ile siki bir sekilde birlesen proteinledir

(Aggarwal ve ark. 2004).



Bcl-2; Bcel-2 ilk basta B hiicre orijinli insan folikiiler lenfoma da rol oynayan bir
onkogen olarak tanimlanmistir (Tsujimoto 1998). 1988 yilinda Vaux ve arkadaslari
tarafindan bu proteinin anti-apoptotik aktivitesi kesfedilmistir (Vaux ve ark. 1988). Bundan
kisa bir siire sonra ise Bcl-2'nin serum yoksunlugu, 1s1 soku ve kemoterapdtik reaktifler gibi
cesitli uyaranlar tarafindan tetiklenen apoptozu onledigi gosterilmistir (Tsujimoto 1998).
Bcel-2 asin1 diizeyde eksprese oldugu zaman MOM (Mitochondrial outer membrane;
mitokondriyal dis zar) permeabilizasyonunu diizenleyen ilgili proteinlere baglanir ve ¢esitli

uyaranlara yanit olarak hiicrelerin apoptoza yonelmesini dnler (Shamas-Din ve ark. 2013).

2.2.1.2.2. Pro-apoptotik Bcl-2 Proteinleri

Bax (Bcl-2-associated X protein; Bcel-2 iligkili X proteini), Bak (Bcl-2 antagonist
killer; Bcl-2 antagonist 6ldiiriicli) ve Bok (Bcl-2 related ovarian killer; Bel-2 ile iliskili
yumurtalik katili) bu grupta yer alan proteinlerdir. Bunlar korunmus tic BH domaini igerirler
ve bazi anti-apoptotik proteinlerle gii¢lii bir sekilde etkilesime girerler (Anilkumar ve Prehn
2014). Aktive olan pro-apoptotik proteinler, Bcl-2 veya Bel-xL ile baglanmadik¢a hiicre
oliimiinii tesvik ederler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik iki molekiil (6rnegin; pro-apoptotik
bax ve anti-apoptotik Bcl-2) etkilerini harekete gecirmek i¢in es zamanli aktive olabildikleri
gibi birbirilerinden bagimsiz olarak da hareket edebilirler. Yani proteinlerin aktivasyonu
ayn1 zamanda ger¢eklesmeyebilir (Kim ve ark. 2011). Bax ve homologu Bak apoptozun
mitokondriyal yolunun anahtar diizenleyicileridir. Aktive olan Bax ve Bak, mitokondriyal
ylizey iizerinde konformasyonel bir degisime ugrar, oligomerize olur ve hiicre 6liimiine yol

acan sitokrom c salinimina aracilik eder (Cosentino ve Garcia-Saez 2017).

2.2.1.2.3. BH3-only Proteinler

Bim (Bcl-2 interacting mediator; Bcel-2 ile etkilesen araci), PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis; p53 up-regiile modiilatér apoptoz), Bid (BH3 interacting domain
death agonist; BH3 ile etkilesen domain 6liim agonisti), Bik (Bcl-2 interacting killer; Bel-2

ile etkilesen oldiiriicii), Bad (Bcl-2 associated death promoter; Bel-2 iligkili 6liim promoter1),
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Bmf (Bcl-2 modifying factor; Bel-2 degistirici faktor), Hrk (Hara-kiri) ve Noxa (latince
"zarar") bu grupta yer alan proteinlerdir. Bu proteinler sadece bir alanda Bcl-2 ailesi
proteinlerinin homolojisine sahip olan BH3 domaini igerirler. Anti-apoptotik ve pro-
apoptotik Bcl-2 familyasi proteinleri hiicrelerde yapisal olarak eksprese edilirken, BH3-only
proteinleri apoptotik stres sinyaline yanit olusturma sirasinda, tipik transkripsiyonla veya
translasyon sonrasi aktive olur (Anilkumar ve Prehn 2014). Anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerin aksine, BH3-only proteinler hiicrede meydana gelen ¢esitli stres durumunda
(Orn: DNA hasari, sitokinler ve besin yetersizligi) up-regiile olur ve Bcl-2 benzeri proteinleri
engelleyerek Bax ve Bak'in kisitlanmasini 6nler. Boylece hiicre 6liimiinii tesvik etmis olur.
Bunun yani sira Bim, Bid ve muhtemelen PUMA' nin da dahil oldugu BH3 proteinlerinin
dogrudan Bax ve Bak'i aktive ederek homo-oligomerlesmeyi ve MOM permeabilizasyonunu

hizlandirabilecegi bildirilmektedir (Adams ve Cory 2018).

2.2.1.3. p53

p53 (TP53; Tumor Protein p53) apoptoz ile baglantili ilk timor baskilayict gendir
(Lowe ve Lin 2000). Yaygin olarak “genomun koruyucusu” olarak adlandirilan p53,
DNA'daki spesifik tepki Ogelerine baglanir ve genomik stabiliteyi arttirarak tiimor

olusumunu inhibe eder (Lakin ve Jackson 1999).

Normal kosullarda, p53 yapisinda bulunan poli peptit yar1 dmriiniin ¢ok kisa olmasi
sebebiyle p53 proteini diisiik seviyede eksprese edilmektedir. Ancak DNA hasari, hipoksi
ve niikleotit yoksunlugu dahil olmak iizere bir dizi hiicresel stres yanitinda p53 aktivasyonu
gerceklesir ve p53 proteini stres sinyallerine cevap olarak ¢esitli mekanizmalarla genomik
stabilitenin korunmasina yardimei olur. S fazina girmeden 6nce DNA hasar1 oldugunda p53,
p21'i transkripsiyonel olarak uyararak G1 fazindaki hiicre dongiisiinii durdurur. DNA onarim
sistemleri aktif hale getirilerek hasar giderilir ve hiicre dongiisiine devam eder. Hasarin
onarilamadig1 durumlarda ise apoptoz uyarilir (Kang ve Rosenwaks 2018, Lakin ve Jackson
1999). Bunun yani sira aktif p53'iin p21 yoklugunda da hiicre dongiisiinii durdurdugu veya
apoptozu destekleyebildigi belirtilmektedir (Piccolo ve Crispi 2012).
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p53 kaybi kanser gelisiminin uyarilmasinda esas rol oynar. Ciinkii genomu koruyan
bu genin yoklugunda hiicre arttk mutasyonlardan ve genomik sapmalardan yeterince

korunamaz (Williams ve Schumacher 2016).

Tiimor siipresor protein p53; DNA onarim proteinlerinin aktivasyonu, DNA
hasarmin taninmasindan sonra G1/S kontrol noktasinda durarak hiicre biiyiimesinin
engellenmesi, DNA hasar telafi edilmez ise apoptozun baslatilmasi gibi ¢oklu etkileri ile

Bcl-2 proteininin diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Balasescu ve ark. 2015).

2.2.1.4. p21

p21 (CDKNI1A; cyclin dependent kinase inhibitor 1A; siklin bagimli kinaz inhibitorii
1A), p53 tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edilen bir siklin bagimli kinaz (Cdk)
inhibitoriidiir. p21; CDK2, CDKIl ve CDK4/6 komplekslerinin aktivitesini fiziksel
etkilesimler ile inhibe eder boylece G1 ve S evrelerinde hiicre dongiisii slirecinin regiilatorii

olarak islev goriir (Georgakilas ve ark. 2017).

Ik olarak 1996 yilinda p21'in DNA hasarina yanit olarak anti-apoptotik aktivite
gosterebilecegi bildirilmistir (Waldman ve ark. 1996). Daha sonra yapilan ¢aligmalarda p21
ekspresyonunun, p53'ten bagimsiz olarak iki ana mekanizma yoluyla apoptozu inhibe ettigi
gosterilmistir. Pro-Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 10 veya ASK1 (Apoptosis signal-regulating
kinase-1; apoptoz sinyal diizenleyici kinaz-1) gibi pro-apoptotik diizenleyici proteinler ile
etkileserek inhibisyon (Sekil 2.4-A) ve CDK'larin kaspaz bagimli aktivasyonunu
hedefleyerek kromatin yogunlasmasi, adezyon kaybi ve hiicre biiziismesi gibi apoptotik

olaylarin inhibisyonu (Dutto ve ark. 2015) (Sekil 2.4-B).

20 y1il1 askin bir siire 6nce kesfedilmesinin ardindan, p21 hakkindaki goriislere son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarla yenileri eklenmistir. Basit¢e bir hiicre dongiisii inhibitorii,
yaslanma tetikleyicisi ve timor siipresor gorevlerinin yani sira apoptoz, DNA onarimi, aktin
sitoskeleton yeniden sekillendirme ve hiicre gocii gibi birgok karmagik hiicresel programin
diizenleyicisi oldugu diisiiniilmektedir (Romanov ve Rudolph 2016). Bunun yani sira nemli
hiicresel mekanizmalarda rol oynayan p21, son zamanlarda tiimdr siipresor islevlerini

kullanabilen ve/veya onkojenik 6zelliklerini inhibe edebilen yeni bilesiklerin tanimlanmast
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icin anti-kanser arastirmalarinda umut verici bir hedef olarak goriilmektedir (Dutto ve ark.

2015).

A
Pro-Kaspaz
3
/‘ Kaspaz 8
— mmlyemm)  APOPTOZ
\.' Kaspaz 10
~
ASK1

B
Q — CDK + APOPTOZ

Sekil 2.4. Apoptoz mekanizmasinda p21'in roli

2.2.2. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptozun genel olarak agiklanan iki baslatma yolu; intrinsik (mitokondriyal) ve

ekstrinsik (6liim reseptorii araciliiyla) yolaklardir (Ola ve ark. 2011) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Apoptoz mekanizmasi

2.2.2.1. intrinsik Yolak

Mitokondriyal yolak olarak da adlandirilan intrinsik yol, mitokondrinin anahtar rol
oynadig1 hiicre ici sinyaller tarafindan tetiklenmektedir (Radha ve Raghavan 2017). Hiicre
ici sinyaller dogrultusunda pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin mitokondriyal apoptoz
yolagin1 aktive etmesi ile apoptoz dahil olmak iizere farkli hiicre 6liim yolaklar: aktive
olabilmektedir (Anilkumar ve Prehn 2014). Apoptoz da 6nemli rol oynayan pro-apoptotik
Bax ve Bak'in aktivasyonu i¢in iki model dnerilmistir. 1) Dogrudan aktivasyon modeli; Bax
ve Bak aktivasyonunun dogrudan BH3-only proteinlerin neden oldugu konformasyonel
degisiklikler yoluyla gergeklestigi model. 2) Dolayli aktivasyon modeli; BH3-only
proteinlerin anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanarak pro-apoptotik Bax ve Bak
proteinlerinin serbest birakilmasini ve aktivasyonunu sagladigi model (Anilkumar ve Prehn,

2014). Bu aktivasyon modelleri sayesinde aktif hale gelen Bax ve Bak, homo-oligomerize
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olarak MOM permeabilizasyon siirecini baglatir ve bdylece apoptotik kaskattaki
downstream olaylarinin tetiklenmesinde 6nemli rol oynayan Smac [(Diablo olarak da bilinir)
Second mitochondria-derived activator of caspase; mitokondriyen tiirevli kaspaz
aktivatdrii], sitokrom c ve pro-apoptotik molekiiller mitokondri gbzeneklerinden sitozole
salimir (Brunelle ve Letai 2009). Sitokrom c'nin salinimi, 6nemli hiicresel proteinleri
parcalayan proteazlar olan kaspazlarin aktivasyonuna yol acar (Brunelle ve Letai 2009). Bu
durum hiicre biliziismesi, zar kabarciklanmasi, kromatin yogunlagmast ve niikleer
pargalanma gibi bir¢ok morfolojik 6zelligin olusumunu tetikler (Radha ve Raghavan 2017).
Sitokrom c, Apafl (Apoptotic protease activating factor 1; apoptotik proteaz aktive edici
faktor) ve dATP (Deoksiadenozin trifosfat) ile etkileserek aktive olur ve "apoptozomu"
olusturur. Apoptozom, intrinsik yolagin baslatici kaspaz molekiillerini bir araya getiren bir
platform olusturur (Ola ve ark. 2011). Kaspaz 9 aktive olur. Bu durum, hiicresel proteinleri
parcgalayan, hiicre yikimini saglayan efektor Kaspaz 3, Kaspaz 6 ve Kaspaz 7'yi aktive eder
(Adams ve Cory 2018) (Sekil 2.5). Aktif durumdaki efektor kaspazlar, CAD (Capsase
activated deoxyribonuclease; kaspazla aktive olan deoksiriboniikleaz) inhibitorii ICAD
(Inhibitor of caspase activated deoxyribonuclease; kaspazla aktive olan deoksiriboniikleaz
inhibitorii)1 inaktif hale getirir. Serbest kalan CAD’mn niikleus icine girmesiyle niikleik

asitler degrede olur (Sekil 2.6) ve apoptoz gergeklesir (Giines 2012).

Nikleus

Efektor _ ICAD CAD _ CAD _

Kaspazlar

$UHQ

Nikleik asit degredasyonu

SITOPLAZMA

Sekil 2.6. Niikleik asitlerin degredasyon siireci
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2.2.2.2. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolagin aktivasyonu, apoptozu tetikleyen bir ligand, hiicre yilizey 6lim
reseptoriine baglandiginda gerceklesir. Apoptozu tetikleyen ligandlar, TNFR (Tumor
necrosis factor receptors; timor nekrozis faktor reseptorii) siiper ailesinin 6liim reseptorleri
ile etkilesime giren TNF (Tumor necrosis factor; timor nekroz faktorii)nin sitokinlerine
aittir. TNF siiper ailesi sitokinleri membrana baglanmis veya salgilanmis protein
durumundadirlar (Savitskaya ve Onishchenko 2015). TNFa (Tumor necrosis factor alpha;
timor nekroz faktor alfa), FasL, TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand; ttimor nekrozis faktor ile iliskili apoptoz uyarici ligand), TWEAK (TNF-related weak
inducer of apoptosis; apoptozun TNF ile iliskili zayif uyaricis1), RANKL (Receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand; niikleer faktér kappa-B ligandinin reseptor aktivitorii),
APRIL (A proliferation inducing ligand; proliferasyon uyarici ligand) ve lenfotoksin-o
(LTa) ligandlart TNF siiper ailesine aittir. FasL selektif olarak Fas'a baglanir. TRAIL;
TRAILRI (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing Receptor-1; tiimor nekrozis
faktor ile iliskili apoptoz uyarici ligand reseptor 1), TRAILR2 (Tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing Receptor-2; tiimor nekrozis faktor ile iliskili apoptoz uyarict ligand
reseptoOr 2), TRAILR3 (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing Receptor-3; tiimor
nekrozis faktor ile iligkili apoptoz uyarici ligand reseptor 3) ve TRAILR4 (Tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing Receptor-4; tiimdr nekrozis faktor ile iliskili apoptoz
uyarict ligand reseptor 4) olmak tizere dort farkli reseptdre baglanabilir. TNFa ise iki
reseptor ile etkilesir: TNFR1 (Tumor necrosis factor receptor 1; tiimor nekrozis faktor
reseptorli 1) ve TNFR2 (Tumor necrosis factor receptor 2; tiimdr nekrozis faktor reseptorii

2) (Savitskaya ve Onishchenko 2015).

FasL tarafindan aktive edilen Fas/CD95 reseptorii, FADD/MORT] (Fas iliskili 6liim
bolgesi) adaptor proteinleri ile etkilesime girer ve bu da hemen baglatic1 Pro-Kaspaz 8 veya
Pro-Kaspaz 10 etkilesimini baglatir ve DISC (Death-inducing signaling complex; 6liim
uyarici sinyal kompleksi) olarak adlandirilan bir kompleks olusur. Bu kompleksin olusmasi

Kaspaz 8 ve Kaspaz 10'u aktive eder. Aktive olan Kaspaz 8 ve Kaspaz 10 efektor kaspazlari
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(Kaspaz 3, 6, 7) etkinlestirir (Sekil 2.5) ve niikleik asit degredasyonunu takiben apoptoz
gerceklesir (Wong 2011) (Sekil 2.6).

Bunun yani sira ekstrinsik yolakta 6nemli rol oynayan Kaspaz 8 ve Kaspaz 10, Bid
proteinini parcalayarak aktif tBid (Truncated Bid; kesilmis Bid) iiretir ve boylece tBid, dis
mitokondriyal membrana dahil olan ve mitokondriyal yolla apoptozu uyaran Bax't aktive
eder. Aktive olan Bax apoptotik kaskat downstream olaylarini tetikleyerek apoptozun

gerceklesmesini saglar (Ott ve ark. 2009) (Sekil 2.5).

2.2.3. Kanser ve Apoptoz

Normal bir hiicrede proliferasyon (hiicre ¢ogalmasi), apoptoz (hiicre olimii) ile
dengelenmistir. Homeostazisi saglayan bu dengenin degismesi ¢ok 6nemli saglik sorunlarina
neden olabilmektedir. Nitekim kanserde de apoptotik sinyallesmenin bastirilmasi ile degisen
proliferasyon-apoptoz dengesinin karsinogenezise ve timor ilerlemesine neden oldugu
bildirilmektedir (Hata ve ark. 2015). Dolayisiyla kanserde apoptoz mekanizmasi ile ilgili

caligmalar bliylik 6nem arz etmektedir (Mohamed ve ark. 2017).

Kanser gelisimi, baglatict mutasyonlar ile baslar ve asamali olarak ortaya ¢ikan
bir¢ok adim ile devam eder. Bu asamali adimlar sirasinda kanser hiicreleri, hiicrelere hayatta
kalma ve ¢cogalma avantaji kazandiran bir dizi genetik degisiklik meydana getirir (Fernald
ve Kurokawa, 2013). Ayrica kanser hiicreleri, gelisme siireci boyunca anormal veya hasar
gbérmiis hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in apoptoz ile karsilasirlar. Apoptoz ile karsilagsan
kanserli hiicreler, Bel-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu ile veya Bax, Bak gibi
pro-apoptotik proteinlerin down-regiilasyonu veya mutasyonu ile apoptosise direng
kazanabilmek i¢in ¢esitli stratejiler uygularlar (Hassan ve ark. 2014). Kanser hiicreleri bu
stratejileri uygularken apoptotik yollar1 transkripsiyonel, translasyonel ve posttranslasyonel
(translasyon sonras1 modifikasyon 6rnegin; fosforilasyon) olarak modiile edebilirler. Ayrica
alternatif olarak, anti-apoptotik veya pro-apoptotik proteinleri stabilize ederek veya
destabilize ederek de apoptozu inhibe edebilirler (Fernald ve Kurokawa 2013). Boylece asir1
proliferasyon gosterirler ve zorlu kosullar altinda (hipoksi ve stres gibi) bile hayatta kalarak

terapotik ajanlara karsi direng saglarlar (Matsuura ve ark. 2016).
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2.2.3.1. Akciger Kanseri ve Apoptoz

Akciger kanseri, akciger dokusunda kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ile karakterize
malign tiimorler ile olusan kanser tiiriidiir. Birden fazla alt tip vardir, ancak 2 ana alt tipe
ayrilabilir; kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC: non-small-cell lung cancer) ve
kiigiik hiicreli (SCLC: small-cell lung cancer) akciger kanseri. Calismalar, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri vakalarinin yaklasik %80-85'lik oranla daha yaygin akciger kanseri
tirii oldugunu gostermektedir (Cho 2017). Uluslararas1 kanser arastirma ajansit 2012
verilerine gore akciger kanseri genel popiilasyonda en yiiksek insidans (%13) ve mortalite
(%19) oranlar ile diinya capinda en 6nemli 6liim nedenlerinden biridir (Sekil 2.7).
Erkeklerde tiim kanser tiirleri arasinda en yiiksek insidans ve mortalite orani ile ilk siradadir
(Sekil 2.8). Kadinlar da ise ii¢lincii en yiiksek insidans ve ikinci en yliksek mortalite oranina

sahiptir (Sekil 2.9) (International Agency for Research on Cancer 2018).

Apoptoz normal kosullar altinda tiimor olusumunu 6nlemeye yonelik bir koruma
mekanizmasint  temsil etmektedir. Apoptozdan kaginma kanserlerin karakteristik
ozelliklerinden biridir. Baskilanmis hiicre O6liimii sadece kanser olusumuna katkida
bulunmakla kalmaz ayni1 zamanda kanserin ilerlemesine ve tedavi direncine de neden olur.
Diizenli apoptoz cogu anti-kanser terapisinin terapdtik etkinligi i¢in kritik Onem
tagimaktadir. Dolayistyla kanser olusumunda rol oynayan mekanizmalarin daha iyi
anlasilmas1 ve bu mekanizmalardaki diizensizligin giderilmesine yonelik yapilan ¢alismalar

kanser tedavisi i¢in umut vaat edici goziikkmektedir (Fulda 2015).
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Sekil 2.7. Genel popiilasyonda akciger kanseri insidans ve mortalite oranlar1 (International Agency for
Research on Cancer 2018).

insidans

Mortalite
(17%)
(25%) (24%) (28%)
Toplam Toplam 159,
(2.6%) — 4653385 | (29%) 7410376 (15%)
(3.3%) (1%) (2.9%)
(3.7%) ' (4.4%) "
(6%) (10%) (4.5%) (10%)
(6.6%) (8%) (7.5%) (8.5%)
B Kan Kolon
- Bébrek Losemi

- Dudak, agiz boslugu [ Karaciger

B Akciger B Non-Hodgkin lenfoma (NHL)
I Girtlak I pankreas
.. N Prostat W vide
Cinsiyet: erkek Oiger

Sekil 2.8. Erkeklerde akciger kanseri insidans ve mortalite oranlar1 (International Agency for Research on

Cancer 2018).
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Sekil 2.9. Kadinlarda akciger kanseri insidans ve mortalite oranlar1 (International Agency for Research on
Cancer 2018).
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3. GEREC ve YONTEM

Deney akis prosediirii: adenokarsinomik insan alveol epitel hiicre dizileri olan A549
hiicreleri uygun kosullarda ¢ogaltilarak kiiltiire edildi. Ardindan deneylerde kullanilmak
iizere 1 x10° hiicre/ml olacak sekilde 24 kuyucuklu 'plate'lere ekim yapildi. Hiicreler kiiltiir
kaplarinin yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra, hiicrelerin tizerine %10 FBS (Fetal
bovine serum; fetal sigir serumu) iceren vasatin yerine serumsuz vasat eklenerek 24 saat
siireyle bu kosullarda inkiibe edildi. Hiicreler 24 saatin sonunda 2500-1250-625-312.5-
156.25-78.125 pg/ml ve 1000-500-250-125-62.5-31.25 pg/ml dozlarda MC esansiyel yagi
ile 24 ve 48 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda MTT testi yapild1 ve %
inhibisyon oranlar1 belirlendi. ICs (hiicrelerin yarisini dldiiren konsantrasyon) degerinin
altindaki sitotoksik olmayan konsantrasyonlar saptandi. Hiicreler belirlenen uygun dozlar ve
sirede MC esansiyel yag ile muamele edilerek RNA izolasyonu ve cDNA eldesi
gergeklestirildi. Daha sonra real-time PCR (qRT-PCR) yardimiyla apoptoz yolaginda rol
alan genlerden Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2 ve p21'in ekspresyon diizeyleri
belirlendi (Sekil 3.1). Tiim deneyler 3 set olarak calisildu.

[
— RNA izolasyonu
000000
000000 |
000000
.|.1.1.1“ cDNA eldesi
2500-1250-625-312.5-156.25-78.125 pg/mlve
1000-500-250-125-62.5-31.25 pg/ml dozlarda l
24-48 saat MC esansiyel yag maruziyeti
l gRT-PCR
MTT Testi

B-aktin, Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2 ve
P21 genlerinin ekspresyon duzeyleri belirlendi

}
o0
o0

‘\
312.5ve 156.25 pg/ml MC esansiyel yag
dozlarisecgilerek 24 saat maruziyet

Sekil 3.1. Deney akist
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3.1. Hiicre Kiiltiirii

Mustafa Kemal Universitesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dalr hiicre kiiltiirii laboratuvar
stogundan temin edilen A549 hiicre dizileri, in vitro ¢galigmalarda yaygin olarak kullanilan
adenokarsinomik insan alveol epitel hiicre dizileridir. Deneylerde kullanilacak olan A549
hiicre dizileri 175 cm®lik kiiltiir kaplarinda (flask) %10 FBS (Gibco, USA) ve %]
penisilin/streptomisin (Gibco, USA) iceren Dulbeco Modifiye Edilmis Vasatta (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, DMEM, Gibco, UK) %95 nem, %5 CO, ve 37°C saglayan
inkiibatorde kiiltiire edildi. Kiiltiir vasat1 haftada iki kez degistirildi ve hiicreler yeterli sayiya
ulastiklarinda deneylerde kullanildi.

Fwy A -
- AN o (i
5

Sekil 3.2. A549 hiicrelerinin goriinimii

3.2. Myrtus communis L. Esansiyel Yag Dozlarimin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak MC esansiyel yagi Mustafa Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi'nden temin edildi. MC esansiyel yag1 2500-1250-625-312.5-156.25-78.125 pg/ml
ve 1000-500-250-125-62.5-31.25 pg/ml dozlarda az miktarda DMSO (Dimethyl Sulfoxide,
SIGMA) igeren serumsuz DMEM vasat i¢inde hazirlanip deneylerde kullanildi.

Dimetil stilfoksitin 9%0.25 iizerindeki konsantrasyonunun sitotoksik oldugu
belirtilmektedir (Borel 1976). Calismada kullanilan en yliksek konsantrasyonda (2500
pg/ml) DMSO dozu %0.25 oraninda olup diger dozlarda seri diliisyon ile her seferinde
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yartya diigmektedir. Dolayistyla kullanilan doz sitotoksik olmadig1 i¢in gruplar arasina

ayrica DMSO muamelesi yapilan bir kontrol grubu (vehicle kontrol grubu) eklenmemistir.

3.3. Myrtus communis L. Esansiyel Yag Eldesi ve Kimyasal Kompozisyonlari

Myrtus communis L. etken madde miktarlarinin en yogun oldugu dénem olan tam
ciceklenme doneminde Hatay ilinde hasat edilmis ve kurutma firinlarinda 35°C sabit
sicaklikta kurutulduktan sonra Neo-clevenger aparat ile hidrodistilasyon yontemiyle
esansiyel yag oranlar1 belirlenmistir. Bunun i¢in 100 g kuru bitki 6rnegi clevenger cihazinin
balonuna konulduktan sonra balona bitki miktarinin 10 kati1 kadar (1000 ml) saf su ilave
edilerek mantolu 1sitic1 iizerinde balon igerigi kaynatilmistir. Kaynama sirasinda, esansiyel
yaglar su buhari ile birlikte buharlagsarak balonun iistiine monte edilmis olan ve soguk su
sirkiilasyonu ile sogutulan sogutucuya siiriklenmistir. Sogutucuya c¢arpan buhar
yogunlagarak damla damla toplama iinitesinde birikmistir. Hidrodistilasyona, bitkisel
materyal kaynamaya bagladiktan sonra 3 saat siireyle devam edilmis ve siirenin sonunda

toplama tinitesinde biriken ugucu yag koyu renkli kiigiik siselere alinmistir (Sekil 3.3).

Elde edilen ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlart GC-MS (Gas chromatography-
mass spectrometry; gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi) ile analiz edilerek
belirlenmistir. Bu analizlerde kapiler kolon (TG-Wax 30m x 25 pm) ve mass dedektor
kullanilmistir. Iyonizasyon igin kullanilan enerji 70 eV olup, helyum gazi tasiyici gaz (1
ml/dk) olarak kullanilmistir. Enjektor ve MS (Mass spectrometry; kiitle spektrometresi)
gecis hatti sicaklik degerleri sirasiyla 250 ve 220 °C’dir. Kolon sicakligi ise baslangigta
50°C’de 3°C/dk 1s1 artig orani ile 220°C” ye kadar yiikselmistir. Ugucu yag 6rnekleri cihaza

otomatik enjeksiyonla 1 pl verilmistir.
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Cizelge 3.1. MC esansiyel yaginin kimyasal kompozisyonlar1

RT Bilesen Ad1 SI RSI Cas # % Alan
3,41 o-Pinene 985 986 80-56-8 29,56
4,49 Isobutylisobutyrate 991 992 97-85-8 0,34
4,76 B-Pinene 983 993 127-91-3 0,28
6,01 Myrcene 973 981 123-35-3 0,11
6,85 Limonene 980 995 138-86-3 8,16
7,05 Eucalyptol 989 989 470-82-6 31,20
8,17 y-Terpinene 960 977 99-85-4 0,26
8,42 Ocimene 973 983 3779-61-1 0,10
8,96 p-Cymene 964 964 99-87-6 0,30
9,3 Terpinolene 933 934 586-62-9 0,18
19,1 Linalool 982 982 78-70-6 11,76
19,34 | Linalylacetate 982 984 115-95-7 1,46
20,87 | Terpinen-4-ol 979 981 562-74-3 0,20
23 a-Humulene 966 972 6753-98-6 0,18
23,44 |Estragole 978 988 140-67-0 0,33
23,95 | trans-Sabinol 885 890 471-16-9 0,10
24,27 | o-Terpinylacetate 968 985 80-26-2 1,17
24,43 | o-Terpineol 991 993 98-55-5 7,19
25,35 | 2-Hydroxycineol 839 874 18679-48-6 | 0,12
25,57 | Nerylacetate 955 959 141-12-8 0,19
26,67 | Geranylacetate 991 991 105-87-3 2,44
28,21 | Nerol 969 976 106-25-2 0,10
29,89 | Geraniol 971 972 106-24-1 0,61
33,72 | Caryophylleneoxide 956 978 1139-30-6 0,12
35,41 | Anisylacetone 953 960 104-20-1 0,68
35,56 | Humuladienone 838 859 NA 0,21
35,89 | Cinerolone 787 892 17190-74-8 | 0,60
39,23 | 1,2,4-Cyclopentanetrione, 3-(2-pentenyl)- 767 864 54644-27-8 0,11
40,58 | Docosane, 11-decyl- 643 644 55401-55-3 0,19
43,26 | Caryophylleneoxide 873 897 1139-30-6 0,11
Methyl 4-{[(2E)-3',7'-dimethyl-5'-0x0-3",6'-

43,79 | octadienyl]oxy]-3-hydroxybenzoate 609 933 NA 0,35
48,85 | Pyrrolidine, 1-(1,6-dioxooctadecyl)- 660 733 56630-89-8 0,26

*RT: Retention time
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3.4. MTT Testi

MTT testi i¢in hiicreler, 24 kuyucuklu ‘'plate'lere %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin igeren DMEM vasatta 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve %95
nem, %5 CO, ve 37°C saglayan inkiibator kosullarinda inkiibe edildi. Hiicreler kiiltiir
kaplarinin yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra, hiicrelerin lizerine %10 FBS iceren
vasatin yerine serumsuz vasat eklenerek 24 saat silireyle bu kosullarda inkiibe edildi.
Hiicreler 24 saatin sonunda 2500-1250-625-312.5-156.25-78.125 pg/ml ve 1000-500-250-
125-62.5-31.25 pg/ml MC esansiyel yag ile 24 ve 48 saat siireyle muamele edildi. 24 ve 48
saatlik siireler sonunda asagidaki adimlar takip edildi.

1. 1 mg/ml MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma-
Aldrich, USA) soliisyonu hazirlandi.
2. 24 kuyucuklu 'plate'deki mevcut soliisyon vakumlandi ve her bir kuyuya 500 pl MTT

soliisyonu eklendi.
3. 4 saat 37 "C'de inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda plate i¢indeki MTT soliisyonu dékiildii ve bir pecete iizerinde
2-3 dk bekletildi.

5. Her bir kuyuya 500 ul DMSO eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

6. Renkteki degisim kolorimetrik bir okuyucu olan spektrofotometrede 590 nm’de 670 nm

referans dalga boyuna kars1 okutuldu.

7. Asagidaki formiil kullanilarak % inhibisyon oranlar1 belirlendi.
Hiicre canliligiin % inhibisyonu= 100-(Mgod x100/Kgod)
Mgod: MC-uygulama grubu optik dansite

Kgod: Kontrol grubu optik dansite

8. ICsy degerinin altinda kalan sitotoksik olmayan dozlar (312.5 ve 156.25ug/ml) ve uygun

muamele zamani (24 saat) secilerek calismalar devam ettirildi.

25



3.5. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu icin hiicreler 6 kuyucuklu 'plate'lere %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin igeren DMEM vasatta 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve %95
nem, %5 CO, ve 37°C saglayan inkiibator kosullarinda inkiibe edildi. Hiicreler kiiltiir
kaplarinin yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra, hiicrelerin lizerine %10 FBS iceren
vasatin yerine serumsuz vasat eklenerek 24 saat siireyle bu kosullarda inkiibe edildi. 24 saat
sonra hiicreler 312.5-156.25 pg/ml dozlarda MC esansiyel yag ile muamele edildi. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra hiicreler tripsin yardimiyla kaldirildi ve 3000 rpm (Revolutions per
minute; dakikadaki devir sayis1)'de 5 dk santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirilarak hiicre
pelletinin tizerine 700 pl QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN, USA) eklenerek homojenize
edildi daha sonra RNeasy Mini Kit (Katalog no: 217004, QIAGEN, Germany) ile iiretici

firmanin protokoliine uygun olarak RNA izolasyonu yapildi.
RNA izolasyonu asagidaki sekilde gerceklestirilmistir;
1. Homojenize edilmis hiicreler 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
2. Siire sonunda hiicrelerin tizerine 140 pl kloroform eklendi ve kuvvetlice ¢alkalandi.
3. 2-3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

4.4°C, 12.000 x g (g-force; g kuvveti veya RCF: Relative centrifugal force; nispi merkezkag
kuvveti)'de 15 dk santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonrasi tiipte 3 faz (list faz RNA, orta faz DNA, alt faz protein ve lipit) olustu.
Ust faz (RNA tabakasi) dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe alindi. Uzerine 1.5 hacim % 100

etanol eklendi ve pipetle iyice karigtirildi.

6. Tiip icindeki RNeasy Mini column igine hi¢ bir ¢okelti icermeyen 700 pl 6rnek eklendi
ve oda sicakliginda 15 sn (saniye), 8000 x g'de santrifiij edildi. Alt faz atild1.

7. RNeasy Mini columna 700 pul RWT buffer eklendi. Oda sicakliginda 15 sn, 8000 x g'de
santrifiij edildi. Alt faz atildi.

8. RNeasy Mini columna 500 ul RPE Buffer eklendi. Oda sicakliginda 15 sn, 8000 x g'de
santrifiij edildi. Alt faz atildi.
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9. RNeasy Mini columna 500 pul RPE Buffer eklendi. Oda sicakliginda 2 dk, 8000 x g'de
santrifiij edildi.
10. Yeni 2 ml toplama tiip icine RNeasy Mini column yerlestirildi. Membranin kurumasi

icin oda sicakliginda 1 dk, 10.000 x g'de santrifiij edildi.

11. RNeasy mini column yeni bir tiipe aktarildi ve membran {izerine dogrudan 50 ul RNase-

free su eklendi. Oda sicakliginda 1 dk, 8000 x g santrifiij edildi.
12. Bir 6nceki adim RNase-free su 20 ul olacak sekilde tekrarlandi.

Elde edilen RNA'larin kalite ve miktar tayini MultiskanGo (Thermo Scientific) cihazi
kullanilarak yapildi. RNA'lar 0.1 pg/ul olacak sekilde diliie edilerek cDNA sentezi i¢in
kullanildi. Kalan stok RNA'lar -80°C” de saklandi.

3.6. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentez kiti (High Capacity cDNA, Reverse
Transcription Kit, applied biosystems by Thermo Fisher Scientific, Lithuania) kullanilarak
cDNA eldesi gerceklestirildi. ¢cDNA sentezinde kullanilan karisim asagidaki tabloda

verilmistir.

Cizelge 3.2. cDNA sentezinde kullanilan karisim ve oranlari

10X RT Buffer 2l
25X dNTP 0.8 ul

10X RT Random Primer 2l

Reverse Transcriptase 1 ul
Nuclease-Free Water 4.2 ul

Toplam 20 pl olacak sekilde ¢izelge 3.2'de belirtilen cDNA karisimi (10 pl), 10 pl
diliie RNA ile birlestirildi. Ardindan reverse transkripsiyon islemi Thermal Cycler (T100,
BiO-RAD) cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon kosullari asagidaki tabloda

verilmistir.
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Cizelge 3.3. cDNA reaksiyon kosullar1

Sicaklik (°C) Zaman (Dk)
25 10
37 120
85 5
4 ~

Elde edilen cDNA o6rnekleri tizerine 80 pl Nuclease-free su eklenerek diliie edildi ve

toplam 100 pl olan cDNA’lar -20°C'de saklandi.

3.7. Real Time PCR Analizi

Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2, p21 genleri ve ‘ev’ (housekeeping) geni f3-
aktin (RT> qPCR Primer Assay QIAGEN, USA) genlerinin gen transkripsiyon diizeyleri
‘real time’ PCR (qRT-PCR) yontemiyle (QIAGEN Rotor-Gene Q, Germany) belirlendi.

qRT-PCR'da kullanilan karigim asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 3.4. qRT-PCR'da kullanilan karigim ve oranlar1

gPCR Mastermix (Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR

Master Mix, Thermo Scientific) 75ul
Primer (10 uM stok) (QIAGEN, USA) 1l
Nuclease Free Water Sul

Reaksiyon toplam 15 pl olacak sekilde; 13.5 pul gqRT-PCR karisimi + 1.5 pl cDNA
ile birlestirilerek QIAGEN Rotor-Gene Q cihazinda gerceklestirildi. Reaksiyon kosullari

asagidaki tabloda verilmistir.
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Cizelge 3.5. qRT-PCR reaksiyon kosullari

Asama Sicaklik (°C) Zaman Dongii
UDG pre-treatment 50 2 dk 1
Initial denaturation 95 10 dk 1
Denaturation 95 15 sn 40
Anneling and extention 60 1 dk 40

* UDG: Uracil-DNA glycosylase

3.8. istatistiksel Analizler

Calismanin MTT analiz sonuglari GraphPad Prism Version 5.01 (GraphPad Software
Inc., USA) programi kullanilarak yapildi. Gruplar i¢indeki verilerin normal dagilima uyup
uymadig1 Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Gruplar arasinda farkliligin olup olmadig:
Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Gruplar arasindaki anlamliligin hangileri arasinda
oldugunun belirlenmesinde Dunn's Multiple Comparison Test kullanildi. Her test grubu
kontrol grubu ile karsilastirildi ve p<0,05'den kiiciik degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi. Sonuglar ortalama (ort)+standart sapma olarak ifade edildi.

QIAGEN Rotor-Gene Q cihazinda yapilan ekspresyon verilerinin analizi RT”
profiler PCR Array Data Analysis version 3.5 ile yapild1 ve tiim grafiker GraphPad Prism

5.01 ile olusturuldu. B-aktin "housekeeping gen" olarak normalizasyonda kullanildi. Gen

ekspresyon analizleri Fold change (kat degisimi) olarak ifade edildi.
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4.1. Myrtus communis L. Esansiyel Yaginin (2500 pg/ml-78.125 pg/ml) Hiicre Canhihg:

Uzerine Etkisi

Myrtus communis L. esansiyel yaginin 2500 pg/ml ve 78.125 pg/ml konsantrasyon
araliklarinda A549 hiicre canlilif1 {izerine etkilerine bakildiginda; 24 saatlik siire sonunda,

2500-1250-625 pg/ml dozlarda hiicre canliligint anlamli bir sekilde baskiladigr goriildii. 48

saatlik siire sonunda ise, 2500 ve 1250 pg/ml dozlarda hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde

4. BULGULAR

baskiladig1 goriildii (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. 2500 ng/ml-78.125 pg/ml konsantrasyon araliklarinda 'optik dansite' nin ortalamaz+standart sapma

degerleri
MC Esansiyel Yag Ortalama+Standart Sapma

Konsantrasyonu T24 T48
2500 pg/ml 0.06493+0.01557*** 0.08696+0.08167***
1250 pg/ml 0.4753+0.1320** 0.4156+0.1960***
625 ng/ml 1.574+0.8023* 1.845+0.4764
312.5 pg/ml 2.485+0.3562 2.390+0.3081
156.25 pg/ml 2.755+0.3314 2.37140.4982
78.125 pg/ml 2.716+0.4576 2.959+0.5802
Kontrol (0) 3.038+0.2894 3.140+0.2980

Istatistiksel dnem *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir.
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Sekil 4.1. MC esansiyel yaginin 2500 pg/ml-78.125 pg/ml konsantrasyon araliklarinda A549 hiicre canlilig
tizerine etkisi

Myrtus communis L. esansiyel yaginin 2500 pg/ml ve 78.125 pg/ml konsantrasyon
araliklarinda A549 hiicrelerinde % inhibisyona etkilerine bakildiginda; 24 saatlik siire
sonunda, 2500-1250 ve 625 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 97.8-84.3 ve 48.1
degerleri ile anlamli gézlemlendi. 48 saatlik siire sonunda ise, 2500 ve 1250 ng/ml dozlarda
% inhibisyon sirasiyla 97.2 ve 86.7 degerleri ile anlamli gozlemlendi (Cizelge 4.2 ve Sekil
4.2).

Cizelge 4.2. 2500 pg/ml-78.125 pg/ml konsantrasyon araliklarinda % inhibisyon oranlari

MC Esansiyel Yag % Inhibisyon Orani
Konsantrasyonu T24 T48
2500 pg/ml 07.8%** 97 2%
1250 pg/ml 84 .3%* 86.7H**
625 ng/ml 48.1* 41.2
312.5 pg/ml 18.2 23.8
156.25 pg/ml 9.3 24.4
78.125 pg/ml 10.5 5.7
Kontrol (0) 0 0

Istatistiksel dnem *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir.
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Sekil 4.2. A549 hiicrelerinde MC esansiyel yaginin 2500 pg/ml-78.125 ng/ml konsantrasyon araliklarinda %
inhibisyon grafigi

4.2. Myrtus communis L. Esansiyel Yaginin (1000 pg/ml-31.25 pg/ml) Hiicre Canhhg:

Uzerine Etkisi

Myrtus communis L. esansiyel yaginin 1000 pg/ml ve 31.25 pg/ml konsantrasyon
araliklarinda A549 hiicre canlilif1 iizerine etkilerine bakildiginda; 24 saatlik siire sonunda
1000 pg/ml dozda hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde baskiladigi goriildii. 48 saatlik siire
sonunda ise, 1000 ve 500 pg/ml dozlarda hiicre canliligini anlaml bir sekilde baskiladig:

goriildi (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3).
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Cizelge 4.3. 1000 pg/ml-31.25 pg/ml konsantrasyon araliklarinda 'optik dansite'nin ortalama+standart sapma

degerleri
MC Esansiyel Yag Ortalama+Standart Sapma
Konsantrasyonu T24 T48
1000 pg/ml 0.8884+0.3030%*** 0.5923+0.1952%***
500 pg/ml 2.446+0.3305 2.301+0.2312%*
250 pg/ml 2.414+0.5849 2.821+0.3586
125 pg/ml 2.462+0.5362 2.844+0.3305
62.5 pg/ml 2.800+0.4474 2.636+0.3934
31.25 pg/ml 2.674+0.5471 2.718+0.3802
Kontrol (0) 3.022+0.2645 3.163+0.2818
Istatistiksel 6nem *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir.
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Sekil 4.3. MC esansiyel yagmin 1000 pg/ml-31.25 pg/ml konsantrasyon araliklarinda A549 hiicre canlilig:

tizerine etkisi

Myrtus communis L. esansiyel yaginin 1000 pg/ml ve 31.25 pg/ml konsantrasyon

araliklarinda A549 hiicrelerinde % inhibisyona etkilerine bakildiginda; 24 saatlik siire

sonunda, 1000 pg/ml dozda % inhibisyon 70.5 degeri ile anlamli gozlemlendi. 48 saatlik

stire sonunda ise 1000 ve 500 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 81.2 ve 27.2 degerleri

ile anlaml1 gézlemlendi (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4).
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Cizelge 4.4. 1000 pg/ml-31.25 ug/ml konsantrasyon araliklarinda % inhibisyon oranlari

MC Esansiyel Yag % Inhibisyon Orani
Konsantrasyonu T24 T48
1000 pg/ml 70.5%** 81.2%**
500 pg/ml 19.0 27.2%*
250 pg/ml 20.1 10.8
125 pg/ml 18.5 10.0
62.5 pg/ml 7.3 16.6
31.25 pg/ml 11.5 14.0
Kontrol (0) 0 0

Istatistiksel 6nem *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir.
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Sekil 4.4. A549 hiicrelerinde MC esansiyel yagiimn 1000 pg/ml-31.25 pug/ml konsantrasyon araliklarinda %
inhibisyon grafigi
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4.3. Myrtus communis L. Esansiyel Yaginin Apoptoz Mekanizmasinda Rol Alan

Genlerin Ekspresyonu Uzerine Etkileri

4.3.1. Myrtus communis L. Esansiyel Yagmmn (312.5 pg/ml) Kaspaz 3 Geninin
Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel
yagmin 312.5 pg/ml dozunda Kaspaz 3 geninin ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde
arttign goriildii (p:0.0129) (Sekil 4.5). Istatistiksel dnem *<0.05, **<0.01, ***<0.001

seklinde gosterilmistir.
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Sekil 4.5. MC esansiyel yaginin (312.5 pg/ml) Kaspaz 3 geninin ekspresyonu iizerine etkisi
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4.3.2. Myrtus communis L. Esansiyel Yagmmn (312.5 pg/ml) Kaspaz 8 Geninin

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel
yaginin 312.5 pg/ml dozunda Kaspaz 8 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisim

goriilmedi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. MC esansiyel yaginin (312.5 pg/ml) Kaspaz 8 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.3. Myrtus communis L. Esansiyel Yagimin (312.5 pg/ml) Kaspaz 9 Geninin

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel
yagmin 312.5 pg/ml dozunda Kaspaz 9 geninin ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde

arttign goriildii (p:0.0180) (Sekil 4.7). Istatistiksel dnem *<0.05, **<0.01, ***<0.001

seklinde gosterilmistir.
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Sekil 4.7. MC esansiyel yaginin (312.5 ug/ml) Kaspaz 9 geninin ekspresyonu lizerine etkisi
4.3.4. Myrtus communis L. Esansiyel Yaginin (312.5 pg/ml) Bcl-2 Geninin Ekspresyonu
Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel

yagmin 312.5 pg/ml dozunda Bcl-2 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisim

gorlilmedi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. MC esansiyel yaginin (312.5 pg/ml) Bcl-2 geninin ekspresyonu iizerine etkisi
4.3.5. Myrtus communis L. Esansiyel Yagimin (312.5 pg/ml) p21 Geninin Ekspresyonu
Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel

yagmin 312.5 pg/ml dozunda p21 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisim

gorlilmedi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. MC esansiyel yagmnin (312.5 pg/ml) p21 geninin ekspresyonu {izerine etkisi

4.3.6. Myrtus communis L. Esansiyel Yag (312.5 pg/ml) Uygulanmis AS549

Hiicrelerinde Apoptoz Genleri Ekspresyonunun Karsilastirilmasi

A549 hiicrelerinde 24. saatte MC yaginin 312.5 pg/ml dozunda Kaspaz 3 ve Kaspaz
9 genlerinin ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (sirasiyla p:0.0129

ve p:0.0180) (Sekil 4.10). Istatistiksel 6nem *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde

gosterilmigtir.
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Sekil 4.10. MC esansiyel yaginin (312.5 ug/ml) apoptoz mekanizmasinda rol alan genlerin ekspresyonu

tizerine etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.11. Apoptoz mekanizmasinda rol alan genlerde kontrol grubu ve 312.5 pg/ml MC esansiyel yag

dozunun ortalama Ct degerlerinin karsilagtirilmasi
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Cizelge 4.5. Kontrol grubu ve 312.5 pg/ml MC esansiyel yag dozunun ortalama Cttstandart sapma degerleri

Genler

Kontrol Grubu
Ort Ct+Standart Sapma

312.5 pg/ml MC Esansiyel
Yag Konsantrasyonu
Ort Ct+Standart Sapma

B-aktin 29.69+0.297923 30.42+0.56888
Kaspaz 3 29.29+0.957827 27.95+0.729446
Kaspaz 8 23.73+0.286051 24.62+0.168795
Kaspaz 9 30.45+1.025943 28.11+1.063246
Bcl-2 29.94+0.188569 29.92+1.03767
p21 27.53+0.415772 28.02+0.538354

4.3.7. Myrtus communis L. Esansiyel Yaginin (156.25 pg/ml) Kaspaz 3 Geninin

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel

yagimin 156.25 pg/ml dozunda Kaspaz 3 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisim

goriilmedi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. MC esansiyel yagmin (156.25 pg/ml) Kaspaz 3 geninin ekspresyonu iizerine etkisi
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4.3.8. Myrtus communis L. Esansiyel Yagmn (156.25 pg/ml) Kaspaz 8 Geninin

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel

yagimin 156.25 pg/ml dozunda Kaspaz 8 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisim

gorlilmedi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. MC esansiyel yagmin (156.25 pg/ml) Kaspaz 8 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.9. Myrtus communis L. Esansiyel Yagimn (156.25 pg/ml) Kaspaz 9 Geninin

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel

yagimin 156.25 pg/ml dozunda Kaspaz 9 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisim

goriilmedi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. MC esansiyel yagmin (156.25 pg/ml) Kaspaz 9 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.10. Myrtus communis L. Esansiyel Yagmin (156.25 pg/ml) Bcl-2 Geninin

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel

yagmin 156.25 pg/ml dozunda Bcl-2 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisim

gorlilmedi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. MC esansiyel yaginin (156.25 ng/ml) Bcl-2 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.11. Myrtus communis L. Esansiyel Yaginin (156.25 pg/ml) p21 Geninin Ekspresyonu

Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda MC esansiyel
yaginin 312.5 pg/ml dozunda p21 geninin ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde arttigi

goriildii (p:0.0002) (Sekil 4.16). Istatistiksel Snem *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde

gosterilmistir.
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Sekil 4.16. MC esansiyel yaginin (156.25 ug/ml) p21 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.12. Mpyrtus communis L. Esansiyel Yag (156.25 pg/ml) Uygulanms A549

Hiicrelerinde Apoptoz Genleri Ekspresyonunun Karsilastiriimasi
A549 hiicrelerinde 24. saatte MC yagmin 156.25 pug/ml dozunda p21 geninin

ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde arttigr gorildi (p:0.0002) (Sekil 4.17).

Istatistiksel nem *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir.
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Sekil 4.17. MC esansiyel yaginin (156.25 pg/ml) apoptoz mekanizmasinda rol alan genlerin ekspresyonu
tizerine etkisinin karsilagtiriimasi
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Sekil 4.18. Apoptoz mekanizmasinda rol alan genlerde kontrol grubu ve 156.25 pg/ml MC esansiyel yag
dozunun ortalama Ct degerlerinin karsilagtirilmasi
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Cizelge 4.6. Kontrol grubu ve 156.25 ng/ml MC esansiyel yag dozunun ortalama Ct+standart sapma degerleri

Genler

Kontrol Grubu
Ort Ct+Standart Sapma

156.25 pg/ml MC Esansiyel
Yag Konsantrasyonu
Ort Ct+Standart Sapma

B-aktin 29.69+0.297923 29.53+0.19242
Kaspaz 3 29.29+0.957827 28.16+0.17378
Kaspaz 8 23.73%0.286051 23.5+0.16338

Kaspaz 9 30.45+1.025943 30.18+077526
Bcl-2 29.94:0.188569 29.67+0.34365
p21 27.53+0.415772 25.76+0.10532
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada insan akciger adenokarsinom hiicresi olan A549 hiicreleri, MC
esansiyel yagi ile muamele edildi ve bu yagin apoptotik yolak iizerindeki etkileri arastirildi.
Oncelikle sitotoksik olmayan MC esansiyel yag dozunun belirlenmesi amaciyla MTT testi
yapildi. Daha sonra apoptotik yolakta rol alan Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2 ve p21

genlerinin ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Kanser diinya genelinde yiiksek 6liim oranlar1 nedeniyle 6nemli saglik sorunlarindan
biridir (Huang ve ark. 2017). Uluslararasi kanser aragtirma ajansi1 2012 verilerine gore, tim
kanser tiirleri arasinda akciger kanseri genel popiilasyonda en yiiksek insidans ve mortalite
oranlar ile ilk sirada yer almaktadir (International Agency for Research on Cancer 2018).
Giliniimiizde kanser tedavilerinde kemoterapi ve radyasyon terapisi gibi ¢esitli tedavi
yontemleri kullaniliyor olsa da bu yontemler saglikli hiicrelerin de kaybina yol agmasi ve
cok sayida yan etkilere sahip olmasi nedeniyle hastalarin yasam  kalitesini koti
etkilemektedir (Cho 2017). Son yillarda bilim adamlar1 bu olumsuz etkilerle basa
cikabilecek dogal ve sitotoksik olmayan ya da yliksek etkinlik ve diisiik yan etkilere sahip

yeni ilag¢ aragtirmalar lizerine yogunlagsmaktadir (Kooti ve ark. 2017).

Normal sartlar altinda hiicreler apoptoz ile homeostazisi saglayarak tiimor
olusumunu engellemesine ragmen kanserli hiicreler apoptoza kars1 direng kazandiklari igin
devamli ¢cogalarak tiimoér olusumuna neden olurlar. Dolayisiyla bu hiicrelerin kontrol altina
alinabilmesinde apoptozun uyarilmasini hedefleyen terapdotik bir strateji gelistirmek oldukca

onemli bir yaklasimdir (Fernald ve Kurokawa 2013).

Myrtus communis L. geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan biyoaktif bilesenlerce
zengin bir bitki tliridiir. Apoptotik, anti-proliferatif, anti-inflamatuar, anti-oksidan ve
analjezik gibi ¢esitli etkilere sahiptir (Amira ve ark. 2012, Ogur 2014). Bitkinin bu dogal
etkileri, icerisinde bulunan biyoaktif bilesenlerce (alkaloidler, terpenoidler, flavonoidler,
pigmentler, tanenler vb.) saglanmaktadir (Kooti ve ark. 2017). MC'nin farkli formlar
kullanilarak in-vivo ve in-vitro ¢aligmalar yapilmistir ancak MC esansiyel yag ile yapilan

caligmalar oldukga sinirlidir.
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Caligmamizda, anti-proliferatif ve apoptotik etkilere sahip olan MC esansiyel yaginin

A549 hiicreleri lizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin arastirilmast amaglanmaistir.

MTT testi ile belirlenen sitotoksisite sonuglarimiza gore; 24 saatlik silire sonunda
A549 hiicrelerinde 2500-1250-1000 ve 625 pg/ml MC esansiyel yag dozunun hiicre
canliligini sirastyla %97.8-84.3-70.5 ve 48.1 inhibisyon ile anlamli bir sekilde baskiladigi
gozlemlendi. 500-312.5-250-156.25-125-78.125-62.5 ve 31.25 pug/ml MC esansiyel yag
dozlarmin ise hiicre canliliginda anlaml bir degisiklige neden olmadig1 gozlemlendi. 48
saatlik MC esansiyel yag muamelesi sonunda ise A549 hiicrelerinde 2500-1250-1000 ve 500
pg/ml MC esansiyel yag dozunun hiicre canliligini sirastyla %97.2-86.7-81.2 ve 27.2
inhibisyon ile anlamli bir sekilde baskiladigi gozlemlendi. 625-312.5-250-156.25-125-
78.125-62.5 ve 31.25 pg/ml MC esansiyel yag dozlarinin ise hiicre canlilifinda anlamli bir
degisiklige neden olmadig1 gdzlemlendi. Ilging bir sekilde 625 ng/ml dozda 24 saatlik siirede
sitotoksik etki goriilmesine ragmen 48 saatlik siire sonunda sitotoksik etki istatistiksel olarak
anlamli goriilmedi. Fakat 24 ve 48 saatlik % inhibisyon oranlar1 sirastyla %48.1 ve 41.2 ile
benzerlik gosterdi. Ayrica 500 pg/ml dozda 24 saatlik muamele siiresinde sitotoksisite
goriilmemesine ragmen 48 saatlik muamele siiresinde sitotoksisite gézlemlendi. MC'nin
aktif bilesenlerinden olan Myrtucommulone-A ile yapilan bir calismada uzun siireli kiiltlirde
sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir (Iskender ve ark. 2015). Bizim ¢aligmamizda da 500
pg/ml MC esansiyel yag dozunun 24 saatte sitotoksik etki gostermemesine ragmen 48 saatte
gostermesinin Myrtucommulone-A c¢alismasinda belirtilmis oldugu gibi uzun siireli

muamelenin sitotoksik etki olusturmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Daha dnce MC esansiyel yag ile ilgili yapilan in-vitro ¢alismalarda; Cezayir'de farkli

bolgelerden toplanarak elde edilen iki farkli MC esansiyel yaginin 1.25 mg/ml'ye kadar olan

konsantrasyonlarda A549 canliligini etkilemedigi gozlemlenmistir (Bouzabata ve ark. 2015).

200 pg/ml konsantrasyonda MC esansiyel yaginin prostat kanseri hiicrelerinde %67, gogiis

kanseri hiicrelerinde ise %95.2 inhibisyon ile hiicre canliligin1 azalttig1 bildirilmistir. 3T3

fibroblast hiicreleri ile yapilan bir calismada ise 100 pg/ml MC esansiyel yagi %3.7, 200 pg/ml

MC esansiyel yagi ise %6.5 inhibisyon saglayarak hiicre canliligini azaltmistir (Stevens 2018).

HT29 (insan kolon adenokarsinom hiicreleri) hiicre hattinda MC esansiyel yaginin I1Csy degeri

110+4 pg/ml olarak belirtilmistir (Anwar ve ark. 2017). MC yapragindan elde edilen

Myrtucommulone bilesiginin ise HL-60 (akut promyelositik 16semi), MM6 (akut monositik
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l6semi), DLD-1 (kolorektal adenokarsinom), H9 (kutanéz T hiicreli lenfoma) ve KFR
(rabdomyosarkom) gibi farkli kanser hiicre hatlarinda yaklasik 3.1-8.8 pM araligindaki ICs
degerleri ile hiicre 6liimiinii giiclii bir sekilde tetikledigi belirtilmistir. Bunun yani sira saglikli
hiicre hatt1 olan PBMC (insan periferik kan mononiikleer hiicreleri)'de Myrtucommulone'in 60
uM ICso degeri ile daha az sitotoksik oldugu saptanmistir (Tretiakova ve ark. 2008). MCF 7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarinda MC'nin farkli ekstraksiyon formlari
(metanol, etil asetat, n-Biitanol ve su) kullanilarak sitotoksik etkiler arastirilmig ve ICsg
degerleri MCF 7 hiicrelerinde yaklasik 22-51 pg/ml, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise yaklagik
24-138 pg/ml olarak saptanmistir (Hrubik ve ark. 2012). Daha 6nce bildirilen bu sonuglar
bizim elde ettigimiz sonuclar ile uyumludur fakat konsantrasyon diizeyleri farklilik
gostermektedir. Bu durumun MC'nin kullanilan formundan, MC igerigindeki aktif

bilesenlerden ve hiicre hattindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Elde edilen bu veriler dogrultusunda ¢alismamizin ikinci boliimii olan apoptozun
belirlenmesinde, uygun dozlar ve muamele siiresi secilerek calismalar devam ettirilmistir.
625 png/ml doz ve istiindeki dozlar ilk muamele siiresinde (24 saat) sitotoksisite gosterdigi
icin bu dozlar ¢aligmaya dahil edilmemistir. 500 pg/ml'lik doz 24. saatte sitotoksisite
gostermemistir. Ancak 48. saatte doza ve siireye bagh gosterdigi sitotoksisite nedeniyle, ICs
degerinin altindaki sitotoksisite gostermeyen en yiiksek iki doz (312.5 pg/ml ve 156.25
pg/ml) ve ilk etkinin goriildiigi siire olan 24. saat secilerek gen ekspresyonu yoluyla apoptoz

degerlendirilmistir.

Gen ekspresyonu ile belirlenen apoptoz sonuglarimiza gore; 24 saatlik siire sonunda
A549 hiicrelerinde 312.5 pg/ml MC esansiyel yag dozunun Kaspaz 3 geninin ekspresyonunu
4.1 kat, Kaspaz 9 geninin ekspresyonunu ise 8.3 kat arttirdig1 gozlemlenmistir. Kaspaz 8,
Bcl-2 ve p21 genlerinin ekspresyon diizeylerinde ise anlamli bir degisiklik goriilmemistir.
Bu sonuglar, intrinsik yolakta rol alan Kaspaz 3 ve Kaspaz 9'un artisini, ekstrinsik yolakta
rol alan Kaspaz 8'in ise degismedigini gosterdigi i¢in MC'nin intrinsik yolak araciligryla
apoptoza neden oldugunu diisiindiirmektedir.

156.25 pg/ml MC esansiyel yag dozunun ise sadece p21 geninin ekspresyonunu 3
kat arttirdig1, Kaspaz 3, 8, 9 ve Bcl-2 genlerinin ekspresyonlarinda ise anlamli bir degisiklige
neden olmadig1 goézlemlenmistir. Elde edilen bu veriler 156.25 pg/ml MC esansiyel yag

dozunun apoptozda etkin bir doz olmadigin1 gostermektedir. p21 geni ile ilgili yapilan
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caligmalarda, hiicre tipine ve hiicresel kosullara bagl olarak, hem tiimor olusumunda hem
de tiimdr baskilanmasinda anti-apoptotik veya pro-apoptotik fonksiyonlara sahip olabilecegi
bildirilmektedir (Gartel ve Tyner 2002, Piccolo ve Crispi 2012, Xia ve ark. 2011). Nitekim
bizim calismamizda da A549 hiicrelerine uygulanan 156.25 pg/ml MC esansiyel yag
dozunda p21 ekspresyonunun artmis olmasi, p21'in apoptozu inhibe ettigini dolayisiyla
apoptozun gerceklesmesinde Onemli rol oynayan kaspaz genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmadigini diisiindiirmektedir. Baska bir agidan
bakildiginda ise elde edilen bu veriler dogrultusunda 156.25 pg/ml MC esansiyel yag
dozunun apoptozda heniiz etkin bir doz olmadig1 da sdylenebilir. p21'in uyarilmasi ile ilgili
olarak, P21'in hiicre dongiisiinii durdurmasi ile olast DNA hasarimin giderildigi ve hiicre
dongiisiine devam edildigi ya da hasarin onarilamadigr durumlarda apoptozun uyarildig:
belirtilmektedir (Kang ve Rosenwaks 2018, Lakin ve Jackson 1999). Dolayiyla 156.25
pg/ml MC esansiyel yag dozunda ekspresyonu artmis olan p21'in uyarilmis oldugu fakat bir

sonraki agsama ihtimali olan apoptozun heniliz goriilmedigi yorumu da yapilabilir.

Tretiakova ve ark. (2008) farkli kanser hiicre hatlarinda [Jurkat cell (akut T-cell
16semi), PC-3 (androjenden bagimsiz prostat karsinomu), LNCaP (androjene bagl prostat
karsinomu), H9 (kutandz T-hiicreli lenfoma), DLD-1 (kolorektal adenokarsinom), HL-60
(akut promiyelositik 16semi)] Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9'un aktivasyonunu inceleyerek
Myrtucommulone'nin apoptozu ekstrinsik yolaktan ziyade intrinsik 6liim yolag1 araciligryla
uyardigi bildirilmistir. Bunun aksine fare meme kanseri hiicre dizisinde (4T1) yapilan bagka
bir ¢aligmada ise Myrtucommulone-A'nin ekstrinsik apoptotik yolagi tetikledigi
bildirilmistir (Izgi ve ark. 2015). Bizim bulgularimiz Tretiakova ve ark. (2008)'nin yaptigi
Myrtucommulone ¢aligmast ile benzer sonuglar gdstermis ve Kaspaz 3 ve Kaspaz 9'un

uyarilmasi ile intrinsik apoptotik yolagin aktive oldugu diistiniilmiistiir.

Kanserle basa ¢ikabilmek i¢in kanserli hiicrelerde apoptozun uyarilmasi ve apoptotik
molekiiler yolagin aydinlatilmasi biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu konuda literatiirde ¢ok
fazla in-vivo ¢alisma bulunmamasina ragmen bir derlemede bildirilen bazi bulgular su
sekildedir; CD1 farelerine enjekte edilmis Ehrlich tiimorii tizerine MC yaginin anti-kanser
etkileri aragtirilmig ve MC yag1 i¢in maksimum tolerans dozu 2 ml/kg, LDsy degeri ise 2.5
ml/kg olarak belirlenmistir. Ayrica arastirmacilar MC yaginin deney hayvanlarinin hayatta
kalma siiresini anlaml bir sekilde arttirdigini belirtmislerdir. Benzer bir ¢alismada Ehrlich

asit timori enjekte edilen farelerle MC su ekstraktinin hayvanlarda yagsam siiresini uzattigi
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tespit edilmistir (Ogur 2014). MC'nin kanserde dnemli etkilere neden oldugunu gosteren bu
in-vivo sonuglar ve bizim in-vitro ¢aligmalardan elde ettigimiz bulgular MC esansiyel

yaginin apoptozu uyararak kanserde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Taranan literatiir verileri ve ¢alismamizdan elde edilen bulgular dogrultusunda;
apoptotik ve anti-kanserojenik etkilere sahip olan MChnin ¢agimizin en O6nemli

hastaliklarindan olan kanser tedavisinde umut vaat edecigi oldugu sdylenebilir.
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6. SONUC

Myrtus communis L. esansiyel yagiin, A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve
apoptotik etkilerini aragtirdigimiz bu calismada; 2500-1250-1000-625-500-312.5-250-
156.25-125-78.125-62.5-31.25 pg/ml MC esansiyel yag dozlar1 kullanildi. Sitotoksisite
olgiildii ve Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2 ve p21 genlerinin ekspresyon diizeyleri

incelendi.
1. MC esansiyel yagiin 0-312.5 pg/ml doz araliginda sitotoksik olmadigi tespit edildi.

2. MC esansiyel yaginin apoptozu uyardigi en etkili doz 312.5 pg/ml, en etkili siire ise 24

saat olarak saptandi.

3. A549 hiicrelerinde 312.5 ug/ml MC esansiyel yag muamelesi ile Kaspaz 3 ve Kaspaz 9

ekspresyonlarinin arttig1 saptandu.

4. A549 hicrelerinde 312.5 pg/ml MC esansiyel yag muamelesi ile Kaspaz 8§

ekspresyonunun degigsmedigi saptandi.

5. A549 hiicrelerinde 312.5 pg/ml MC esansiyel yag muamelesi ile p21 ve anti-apoptotik

Bcl-2 ekspresyonunun degismedigi saptandi.

6. A549 hiicrelerinde 156.25 pg/ml MC esansiyel yag muamelesi ile sadece p2l

ekspresyonunun arttig1 saptandi.

7. A549 hiicrelerinde MC esansiyel yaginin apoptozu intrinsik yolak araciligiyla uyardigi
belirlendi.

8. Bulgularin; in-vitro ortamda saglikli bir hiicre hatt1 eklenerek, apoptotik {iriin olusumu
gosterilerek ve in vivo deneysel ortamlarda test edilerek genisletilmesi MC esansiyel yaginin

apoptotik etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi icin yararli olacaktir.

Sonu¢ olarak; bu g¢aligma kapsaminda MC esansiyel yaginin ortaya konulan
apoptotik etkilerinin, kanser tedavisinde dogal yeni bir terapdtik ajan olarak potansiyel teskil

ettigi diisliniilmektedir.
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