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ONSOZz

Okumak iizerine var olan diinyanin en giizel yolu olan bilim yolunun bir basamagini
daha tamamlarken beni hi¢bir dem yalniz birakmayanlara sonsuz tesekkiir etmek igin
ayirtyorum bu sayfayt. Bir 0mrii yeni seyleri 6grenmeye adamak gibisi yok siiphesiz.
Kendime yol olarak se¢tigim genetigin kesfedilmeye agik bir derya oldugunu fark
ettigim anla bagladim bu yolda adim atmaya. Lisans egitimimle aralanan kap1, lisans
sonrasinda iyice a¢ildi. Giin gectikge daha anlam bulan, yeniliklere yenilik katilan bu
alanda bulunmak, sabirla laboratuvarda g¢aligmak, insanligin iyiligi ig¢in ¢abaliyor
oldugunu bilmek en biiylik dayanak noktamdi. Karsilasilan her zorlukta sabirla
denemeye devam etmemi saglayan da insanlik i¢in ardimda birakabilecek bir sey olsun
cabamdi, bu idi azmimim sebebi de. Elbet bir insan degistiremezdi diinyay1, ama her
insanin yaptig1 kiigiik seyler daha giizel bir diinyanin olusmasina miijde idi. Bu
noktada iizerime diiseni yapma adina genetik bilimi i¢in bir tag da ben koyayim diye

calismalarimi siirdiirdiim ve siirdiirmeye de devam edecegim.

Egitimimin bu asamasinda hazirladigim tezimde bana kiymetli tecriibeleri ile destek
olan, teorik temelleri olusturmam da yoluma 151k tutan, deneyler sirasinda her tiirli
soruma yanit olan, calismalarim boyunca bilgilerini hosgorii ile aktaran degerli
hocalarim Dog. Dr. Esra GUNDUZ, Prof. Dr. Mehmet GUNDUZ, Yrd. Dog. Dr.
Muradiye ACAR, Yrd. Dog. Dr. Sultan YILMAZ CIFTCI, Yrd. Dog. Dr. Murat
OZNUR, Dr. Eyiip UCTEPE, Dr. Sadik CIGDEM ve tez danismanim Yrd. Dog. Dr.
Omer Faruk HATIPOGLU’na sonsuz tesekkiir ederim.

Bu alan sabr1 ve cokg¢a ¢alismay1 gerektirirken calismalarim sirasinda her zaman
neseleri, bilgileri, maddi manevi destekleri ile yanimda olan ¢alisma arkadaslarim
Kiibra FAKIOGLU, Onur BENDER, Serap MEMIK, Yunus Emre BILGEN, Gizem
SEVINC, Dilara ACER, Tugce YASAR, Esra EROGLU, Elif Nihan CETIN,
Catherine MOROSKIi- ERKUL, Ayfer BAYATOGLU, Esin DEMIR, Emrah
KARAGOZ, Nazli KURT, Birsen DOGAN, Dilek GUN’e tesekkiirii borg bilirim.



Ayrica laboratuvar ¢aligmalarimi yiiksek lisansimin bagindan itibaren daha da keyifli
kilan grup arkadasarim Bilge ATAR, Kiibra YILDIRIM a bana deneylerimde sabriyla
yardim eden Kiibra AKBAS’a, her daraldigimda bir aydinlik bulmami saglayan Ayse
CELIK e ve manevi destegini iizerimden esirgemeyen Esma SULTAN’a ¢ok tesekkiir

ederim.

Sevgileri ve tarifsiz fedakarliklar ile her zaman yanimda olan tezimde de beni yalniz
birakmayan canim aileme haklarini hi¢bir dem 6deyemeyecegimi bilsem de ¢alisma
disiplini ve egitimimde aslolan yolu bana 6greten babam Sezai GURSES’e, merhameti
ve dualari ile hep destek olan annem Nilay GURSES e, tiim egitimim boyunca maddi
manevi destegini benden esirgemeyen amcam Saban GURSES’e, ¢alisma azmi ve
degerli diisiinceleri ile bana yoldas olan kardesim Enes GURSES’e nacizane tesekkiir

ederim.
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Hazirladigim bu tezimin, diger ¢alismalar i¢in de bir basamak olusturmasini imit
ediyorum. Mersin otu ve kanser lizerine yapilan ¢aligmalarin sinirli olmasi, iilkemizde
mersin otunun kolay yetistiriliyor olmasi ¢alismayr 6zgiin kilmaktadir. Uzerine
yapilacak ¢alismalarin arttirilmasi ile umarim ki bu ¢aligma ilerde tedaviye yonelik bir

yol olur.

Hacer Esra GURSES
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OZET

[GURSES,Hacer Esra]. [Myrtus communis (Mersin otu)’in Meme Kanseri ve Bas-
Boyun Kanseri Hiicre Hatlarinda Terapdétik Etkisinin Incelenmesi], [Yiiksek

lisans tezi, Ankara, 2015].

Giliniimiizde ilerleyen teknoloji araciligiyla hastaliklari molekiiler seviyede
anlayabilmek ve yeni tedaviler ortaya koyabilmek i¢in yapilan genetik caligmalar
artmistir. Bu ¢aligmalarin biiyiik kisminin kanser hastaligi ilgili oldugu belirlenmistir.
Kanserin sebebi molekiiler seviyede incelendiginde farkli sinyal yolaklar1 merkezli
tiimorlesme oldugu tespit edilmistir. Diinya saglik orgiitiince yapilan incelemelere
gore kanserin diinyada saglik sorunlari arasinda basta geldigi sdylenmektedir.
Diinyada her yil yaklasik 12 milyon kisiye kanser tanisi konuldugu ve 7.6 milyon
kisinin kanserden yagamini yitirdigi bildirilmistir. Eger bu artis 6nlemezse, diinya
genelinde 2030'da 26 milyon yeni kanser vakasina ve 17 milyon 6liime ulasilacag
tahmin edilmektedir. Tiirkiye'de ise her yil 200 bin yeni kanser vakasinin ortaya
ciktigini bilinmektedir. Son otuz yilda yapilan calismalarda molekiiler seviyede
basarili gelismeler oldugu bildirilmistir.Birgok ¢esidi ve birbirinden farkli sebebi olan
kanserin iilkemizde de oldukca sik goriilmesinden ve 6liim oranlarinin giin gectikce
artmasindan dolayr multifaktoriyel bir hastalik olan kanser caligmalarin odak

noktasidir.Bir¢ok arastirmaci ¢aligmalarini bu yonde yogunlagtirmistir.

Bir Akdeniz iilkesi olan Tirkiye’de kolayca yetisebilen Myrtus communis
(mersin otu) kanserli hiicrelere uygulanmis, farkli kanser hiicrelerini apoptoza
gotlirdiigii tespit edilmistir. Arastirmacilar ¢alismalarinda bu etkinin mitokondriyal
yolak lizerinden oldugunu gostermislerdir. Yapilan c¢alismalarda Myrtus
communis’nin prostat kanserinde, l6semide, kolorektal adenokarsinomada kanser
hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii tespit edilmistir. Amacimiz daha dnce mersin otu
uygulamas1 yapilmayan hiicre hatlarinda mersin otunun etkisini tespit etmektir. /n
vitro deneylerden elde edilen sonuglar dogrultusunda saglikli hiicrelerde
sitotoksisitesinin diisiik oldugu gosterilen mersin otu ekstraktinin kanser ilaglari ile

birlikte veya tek basina kullanimi i¢in bir basamak olusturacaktir.



Tiirkiye’de sik goriilen kanserlerden olan meme kanseri ve bas - boyun kanseri
bu aragtirmada incelenmistir. Ug farkli kanser hattinda 6ncelikle apoptoz mekanizmasi
arastirtlmistir. Bu ¢alismada Myrtus communis’nin meme kanseri, bas-boyun kanseri
tizerinde ne kadar etkili oldugu, apoptotik yolakta hangi genleri nasil etkiledigi

sorularina cevap bulmak hedef alinan temel basamaklar1 olugturmustur.

Calismada meme kanseri ve bas boyun kanserinde mersin otu ekstrakti
uygulamasi sonrasinda mersin otunun hiicreleri 6liime gotiirdiigii tespit edilmistir.
Bunun yaninda fibroblast kontrol hiicrelerinde mersin otunun sitotoksik etkisinin az
oldugu goriilmiistiir. Ardindan hiicrelerin apoptoz yolagini kullanarak liime gittiginin
belirlenmesi amaciyla apoptoz yolagindaki gérevli genlerin degisimi incelenmis,
hiicre 6limiiniin apoptoz ile oldugu belirlenmistir. Yapilan analizlerin ardindan pro-
apoptotik genlerin ekspresyonunun arttigi, anti-apoptotik genlerin de ekspresyonunun
azaldig1 tespit edilmistir. DNA tamirinde goérevli Poly ADP Ribose Polymerase
(PARP)’1n bu hiicre hatlarinda pargalanmasinin tespiti de hiicre 6liimiiniin apoptotik
yolakla olduguna isaret etmistir. Sonug olarak meme kanseri ve bas-boyun kanseri
tedavisinde mersin otu ekstraktinin sitotoksisitesi az bir tedavi basamagi olabilecegi

bulunmustur.

Anahtar Sozciikler:Mersin otu, Kanser, Apoptoz, Bas Boyun Kanseri, Meme Kanseri



ABSTRACT:

[GURSES,Hacer Esra]. [In Vitro Investigation of Therapeutic Effects of Myrtus
Communis (Myrtus) in Breast and Head-Neck Cancer Cell Lines], [Master thesis,
Ankara, 2015].

Thanks to advancing technology, the genetic study of diseases at the molecular
level has recently increased. The majority of these molecular studies are related with
cancer. At the molecular level, cancer’s etiology lies in various signalling pathways.
Cancer has been identified by the World Health Organization as a leading health
problem worldwide. Each year it is reported that worldwide approximately 12 million
people are diagnosed with cancer, and 7.6 million people die of cancer. If no measures
are taken, it is estimated that in 2030 there will be 26 million new annual cases of
cancer worldwide with17 million deaths. In Turkey alone, each year 200 thousand
new cases of cancer are diagnosed. Successful developments in the study of cancer at
the molecular level have been reported in the last thirty years. Cancer is a multifactorial
disease with many different varieties which differ significantly from one another. Due
to its complexity and variety, common occurence and high death rate, scientists have
focused heavily oncancer research.Accordingly scientists in Turkey have also turned

their studies in this direction.

As a country located in the Mediterranean region, Myrtus communis (Myrtus)
grows easily in Turkey and can be conveniently obtained for research in cancer. It has
been reported that Myrtus causes apoptosis in several different cancer cell lines.
Researchers showed that this effect is via the mitochondrial pathway and cytotoxicity
is low in human peripheral blood monocytes and skin fibroblasts. Our aim is to
determine the effect of Myrtus communis on cancer cell lines which have not yet been
investigated such as breast as well as head and neck cancer. In some studies, Myrtus
communis has been identified as effective in inducing apoptosis in prostate cancer,
leukemia, and colorectal adenocarcinoma cancer cells. We are planning to investigate
the mechanism of apoptosis in three different cell lines and determining which genes

are involved in apoptosis induced by Myrtus communis.



Vi

In this study, we aim to examine the effect of Myrtus communis on breast
cancer and head-neckcancer. How Myrtus communis affects cancer cell lines, which
genes are affected by Myrtus communis in the apoptotic pathway are all questions we
will try to get answer. Ultimately,this project aims to evaluate the efficacy of Myrtus
communis extract, which has low cytotoxicity in healthy cells, as a stand-alone cancer
treatment or as an adjuvant therapy alongside chemotherapy, radiotherapy and surgical

intervention.

In this study, it was found that Myrtus communis extract causes cell death in
breast and head and neck cancer cell lines. In addition, it was shown that Myrtus
communis extract has little cytotoxic effect in a normal fibroblast cell
line. Furthermore, to investigate whether cells were dying via apoptosis, changes in
the expression of genes involved in the apoptotic pathway were investigated. It was
found that cell death indeed occurred through apoptosis. Analysis revealed an increase
in expression of pro-apoptotic genes and decrease in expression of anti-apoptotic
genes. The presence of cleaved PARP in these cell lines after treatment further
confirmed that cells were dying via apoptosis. In conclusion, it was found that Myrtus
communis extract has little cytotoxic effect in non-cancer cells and, therefore, an initial
step towards its potential use as a treatment for breast and head and neck cancer has

been made.

Keywords:Myrtus communis (myrtus), Cancer, Apoptosis, Breast Cancer, Head and

Neck Cancer
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1. GIRIS

Giiniimiizde kanser tanisi konulan hastalarin tedavilerinde mevcut cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi gibi yontemlere ragmen, ¢ok basarili sonuglar elde
edilememektedir. Cogu kemoterapi tedavisinde sitotoksisite yan etkidir. Bundan
dolay1 kanser tedavisinde sitotoksisitesi az olan alternatif yollar aranmaktadir.Son
yillarda arastirmacilar farkli kanser tiirlerinde molekiiler seviyede ¢calismalar yapmaya
baslamis, terapotik hedef olarak da farkli metabolizmalar1 kullanmiglardir. Apoptoz,
nekroz ve otofaji adiyla farkli hiicre 6liim ¢esitleri vardir. Bunlarin farkli sinyal yollar1
olmasi nedeniyle bu sinyal yolaklarina ozgii anti-kanser ajanlar belirlenip,
uygulanmaktadir. Bu anti-kanser ajanlarin  DNA tamiriyle veya hiicre

metabolizmasindaki farkli yolaklar1 etkilemesiyle apoptozu indiikledigi belirtilmistir
[1].

Uzerinde en ¢ok ¢alisma bulunan apoptotik hiicre dliimii sinyal yolag, birgok
kanser tipi i¢in hedef alinmistir. Morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler nedeniyle
olusan ve fiziksel bir siire¢ olan apoptotik hiicre 6limii; proliferasyon, degisim ve
matiirasyon siiregleri ile tehlikeli hiicrelerin organizmadan uzaklagmasidir.
Apoptozdaki en 6nemli enzimlerin de yapisal ve fonksiyonel proteinleri hidrolize eden
kaspazlar oldugu belirtilmistir. Kaspaz aktivasyonuna iki yolagin sebep oldugu
bilinmektedir. Birinci yolak olan digsal yolak membran reseptorleri ve ligandlariyla,
ikinci yolak olan igsel yolak da mitokondri ile ilgilidir[2]. Bundan dolay1 apoptoz

temelli yapilan molekiiler ¢caligmalarin bir¢cogunda ilk olarak kaspaz yolagi incelenir.

Apoptoz pek ¢ok fizyolojik ve patofizyolojik siirecte Onemli gorevler
uistlenmistir. Apoptotik indeks histolojik olarak apoptotik hiicre sayisini1 yasayabilir
hiicrelere oranlar ve bu indeks apoptozun siddetini ya da oranini belirler[3]. Apoptoz
siddetini  arttiran ajanlar  belirlenerek, c¢esitli g¢alismalarda  kullanilmstir.
Arastirmalarda anti-kanser ilaglar iizerine yapilan calismalarin 1900’li yillarda
basladig1 belirtilmistir. Bu ¢alismalarda dogal tiriinlerin kullaniminin gittikge arttig1 da

belirtilmektedir [4].



Antiseptik ve anti-inflamatuar ajan olan ve halk arasinda da sik¢a kullanilan mersin

otunun, kanser tiirlerine tedavi edici ajan amagl kullanilmasi hedeflenmistir.

Sitotoksik etkisi ¢ok az oldugu bilinen mersin otu, Ozellikle Akdeniz
bolgelerinde halk arasinda kullanilmaktadir. Bu bilgi laboratuvar ortamina taginmas,
baz1 kanser hiicrelerinde mersin otunun apoptotik hiicre Oliimiinii indikledigi

gosterilmistir [5].

Diinya saglik orgiitiin tarafindan yapilan istatistiksel analizde belirtildigi lizere;
iilkemizde zaman gectikge artan, bayanlarda daha sik rastlanan meme kanseri tiim
kadin kanserlerinin %23 linii teskil etmektedir. Meme kanserli hastalardaki 5 yillik
sagkalim oranlari, gelismis tlilkelerde %83 iken, gelismekte olan iilkelerde %53 olarak
bildirilmistir. Ulkemizde heniiz diizenli bir meme kanseri kayit programi
olmadigindan, kesin sikliginin belirlenmesi giictiir. Ancak mevcut verilere gore, dogu
bolgelerimizde 20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir
sikligin oldugu tahmin edilmektedir. Bu siklik farki, Tiirkiye’nin batisindaki yasamin
Avrupa’dakine benzerliginden kaynaklanmaktadir. Kadinlardaki 4 kanserden biri
meme kanseri olup, kanserler arasinda en sik 6liim nedenidir. Meme kanseri tedavisi
olarak oncelikle kemoterapi Onerilmekte, ardindan radyoterapi, hormon tedavisi ve
cerrahi girisimler denenmektedir. Meme kanserinde yiliksek oranda metastaz
goriilmekte bundan dolayi cerrahi tedavi yetersiz kalmaktadir. Metastaz yeri genellikle
akcigerdir. Metastazli hastalarin yaklagik olarak %20'si 5 y1l ve daha uzun yasarlar ve
bu hastalara kemoterapi Onerilir. Yiiksek dozlu kemoterapi ile bu hastalar tedavi

edilmeye ¢alisilmaktadir, ancak bu konudaki ¢aligmalarin sonuglari ¢eligkilidir.

Meme kanserinin olusumunda Ostrojenlerin esas etken olmasi nedeni ile
hormon azaltimi terapisi veya dstrojen biyosentezini engelleyen aromataz inhibitorleri
kullanilmaktadir. Ancak bu terapi modelleri meme kanserlerinin yaklasik 2/3’sini
olusturan hormona duyarsiz, ya da baslangic evresinde hormona cevap veren fakat
daha sonraki evrede cevap vermeyen tlimorlerin tedavisinde etkisiz olmaktadirlar.
[statistikler, liim oranlarmin erken teshis olanaklar1 ve adjuvan terapiler sonucunda
giderek azaldigin1 gostermektedir, [6] fakat metastazin meydana gelmesi, meme

kanserinin tedavisini gii¢lestirmektedir.



Metastatik meme kanserinde yasam stiresi 15-20 ay olarak belirtilmistir. Basarili
sitotoksik veya genotoksik kemoterapi, hormona duyarsiz, hizli, progresif hastalik
gosteren kadinlarda oncelikli olarak ele alinmaktadir[7]. Bir diger tedaviyi gii¢lestiren

durum ise cevapsizlik mekanizmasidir.

[laca bastan duyarsiz veya hastalik siiresince edinilen direng mekanizmasinin
molekiiler diizeyde her hasta i¢in modellenmesi mortalite oranlarimi diisiirecektir. Bu
nedenle molekiiler mekanizmalarin daha detayli tanimlanmasi, yeni terapotik

hedeflerin gosterilmesi 6nem tagimaktadir[6-8].

Giin gegtikge daha da yayginlasan bas-boyun kanseri Ege Universitesi kanser
kayit analizlerine (2007) gore erkeklerde %12.6, bayanlarda %)5.6 gorildigi
belirtilmistir. ilerleyen ¢alismalara ragmen bas-boyun kanseri hastalarimin hayatta
kalma ve hastalik tedavi oranlarinda net bir degisim goriilmemistir. Tiimoriin agresif
olmasi1 ve metastaz yapmasi sebebiyle mevcut tedaviler yetersizdir. Bu nedenle, daha
etkili ve daha az toksik terapotik yaklasimlar: gelistirmek amaciyla, bu hastaligin
biyolojisinin daha iyi bilinmesi hedeflenmistir. Bu ¢alismada bas-boyun kanserinin

metastaz ve timor tipleri kullanilmastir.

Myrtus communisile ilgili siirl sayida kaynak olmasi ve iilkemizde kolay
yetistirilmesi sebepli bu c¢alismada hedef sec¢ilmistir. Ayrica iilkemizde goriilme
sikliklart ¢ok fazla oldugundan meme kanseri, bas-boyun kanseri hiicreleri

belirlenmistir.

Apoptozda ii¢ temel grup rol alir; 6liim reseptorleri, adaptor proteinler ve
proteolitik enzimler (kaspazlar). Oliim reseptdrleri TNF (Tumour Necrosis Factor)
reseptor gen ailesine aittir. Kaspazlar, sitokin {iretimine katkida bulunanlar
(kaspaz1,4,5,13), proteolizisin "baglaticilar1" (kaspaz 2,8-10) ya da "uygulayicilar"
(kaspaz 3,6,7) olarak siniflandirilirlar. Oliim sinyali veren baslatici kaspazlar, adaptore
baglanip ve oliime yonlendirir ama infaz1 gergeklestiremedigi i¢in bunu yapacak
olanlar1 aktive eder. Infaz1 gergeklestirenin uygulayici (effektdr) kaspazlar oldugu,

uygulayici kaspazlarin baglatici kaspazlarin akisini aktive ettigi bilinmektedir.



Apoptotik programin merkezi bileseninin kaspazlar oldugu, kaspaz aktivasyonunun
hiicreye 0zgii ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektdr kaspazlari inhibe ederek

apoptozu engelledigi gosterilmistir [9].

Kanser tedavisinde apoptosizin énemli bir fonksiyonlar1 vardir. Bu nedenle
apoptotik siirece miidahale ederek yeniden diizenlenmesi, 6nemli tedavi yontemlerini
giindeme getirmistir. Potansiyel tedavi yontemlerinin ii¢ kategoride toplandigini
belirtmislerdir: 1. Gen tedavisi (p53’iin yedeklenmesi vb), 2. Apoptoz molekiillerinin
diizenleyicilerini hedefleyen molekiillerin enjeksiyonu (bliyiime faktorleri ve
coziilebilir FasL vb), 3. Apoptozla iliskili genlerin ifadesini (ekspresyonunu)
diizenleyen farmakolojik kiiciik molekiiller (Bcl-2 vb). Bugiine kadar non-steroidal
antiinflamatuvarlar gibi apoptoz diizeyini degistirdigi bilinen bir¢ok ila¢ oldugu ama
biitiin sitotoksik ilaglar ve radyoterapi programlari tiimor hiicrelerinde apoptozu
baslattig1 ve apoptoza olan direng tedavideki basarisizligr getirdigi belirtilmistir
[5].Ustelik bu tedavilerin, normal hiicrelerde de apoptozu baslattigi bildirilmistir. Bu
nedenle son zamanlarda gelistirilen yeni bir¢ok tedavi denemeleri preklinikte timit
verici oldugu sdylenmistir. Apoptozun Onemi, g¢esitli biyolojik olaylarda gereksiz,
hasarl1 ya da =zararli hiicrelerin inflamatuvar yanit olmaksizin yok edilisini
saglamasindan ve organizmanin i¢ dengesinin devamliligina katkida bulunmasindan
ileri gelmektedir. Canli doku ortaminda hiicrelerin tek tek iz birakmaksizin silindigi
fizyolojik bir 6liim sekli olan apoptoz ilgi ¢ekici oldugu kadar, insanlardaki 6nemli
patolojilerin tedavisi agisindan da umut verici bir mekanizma oldugu belirtilmistir.

Bu siiregte, kaspaz ailesi iyeleri ve Bcl-2/Bax ailesindeki genlerin
ekspresyonlar1 6nemli yer tuttugu ve bu konu ile ilgili yogun arastirmalarin slirmesi

tipta pek ¢ok soruya yanit getirecegi inancini destekledigi bildirilmistir[9].

Incelenme mekanizmasi olarak apoptoz yolaklari olan igsel ve digsal yolaklar
belirlenmistir. Caligmamizda bu yolaklar icerindeki Bax ve Bcl-2 genler
incelendi.Yapilan ¢alismalarda Kaspaz 3’lin apoptoz yolagindaki en kritik medyator
oldugu, birgok hiicresel proteini katalizledigi belirtilmistir [10]. Apoptoz yolaginda rol
alan, hiicreyi apoptoza gotiren Onemli bir ajandir[11]. Bcl-2 proteinlerinin
programlanmis hiicre 6liimiinii diizenledigi belirtilmektedir. Biitiin Bel-2 proteinleri

dort BH domaininden en az bir tanesini igerir (Bcl-2 homolojisi).



Apoptotik 6limii engelleyen bir mitokondriyal membran proteini kodlayan ve
apoptozisi baskilayan Bcl-2,hiicre 6liimiinii, mitokondriyal membran permeabilitesini
kontrol ederek diizenlemektedir. Antiapoptotik ve pro-apoptotik olarak iki gruba
ayrilir. Pro-apoptotik gruplarin, yapisal 6zellikleri agisindan, yalnizca BH3 domaini
iceren proteinler (Bid, Noxa, Puma ve Bad) ve multidomain proteinler (Bax ve Bak)
olmak iizere alt gruplara ayrildig1 belirtilmistir. Antiapoptotik olanlarda Bcl-2, Bcl-xl,
Mcl1l,BHRL-1, bcl-w, bfl-1, brag-1, A1 olarak belirtilmistir [12]. Kaspaz aktivitesini
de, ya mitokondriden sitokrom ¢ salinimini engelleyerek ya da Apaf-1’i baglayarak
inhibe eder. Farkli yollarla apoptozu engellendigi bilinen bu protein bir gérevi Bax
adli proteine baglanarak anti-apoptotik yolak olusturmaktir. Fosforilasyona bagl
olarak ya da regiile olup anti apoptotik gorev yaptig1 bilinmektedir. Serbest radikal
iriinlerinin inhibisyonu ile de anti-apoptotik yolak olusturmaktadir. Mitokondriden
sitokrom ¢ saliimin 6nlenmesi ile de Bcl-2 isleve girip apoptozu engellemektedir
[11].

Pro-apoptotik gen olan Bax, Bcl-2 protein ailesine aittir. Bcl-2 ile heterodimer
olusturan, apoptotik aktivatér olarak islev gdren bir proteindir. Bu proteinin,
mitokondri membran1 {izerinde yer alan anyon kanallar1 ile etkilesip, membran
potansiyelinde degisiklik yaratarak sitokrom € salinnmima ardindan da Kaspaz-3
aktivasyonuna sebep oldugu belirtilmistir. Bu genin ekspresyonunun, bir timor
supresor olan p53 ile diizenlendigi ve p53 araciligiyla gergeklesen apoptoziste
proteinin yer aldig1 gosterilmistir [13].

Kaspaz 8, 6liim reseptorii olan FAS molekiilii ile birlikte ¢alisir. Oliim
alanlarim1 iceren bu TRADD ve RIP proteinleri, prokaspaz-8’in aktivasyonu ile
apoptozu dogrudan uyarirlar. Diger kaspazlar da aktive olup hiicrelerin apoptoza
gitmesi gerceklesir [14]. PARP(Poly (ADP-ribose) polymerase), DNA tamiri ve
programlanmis hiicre 6liimiinde gorevlidir. Hiicre ¢ekirdeginde yer alan PARP
hiicresel stres ve DNA hasarinda aktive olur. Hiicresel stres durumlarinda farkli sinyal

yollartyla islev yapar [15].



Mersin otunun calismada kullanilmasmin 6nemli bir sebebi bu bitkinin
tilkemizin Akdeniz bdlgesinde kolay yetistirilebilen bir bitki olmasidir. Bu bitki halk
arasinda bazi hastaliklarda tedavi amacgli kullanilmaktadir. Biz de ¢alismamizda halk
arasinda sifal1 bitki olarak gegcen mersin otunu bilimsel bazda incelemeyi hedefledik.
[lk olarak in vitro’ da yapilacak ¢alisma basarili oldugu takdirde bir iist basamak olan
fare deneylerine in vivo ¢alisma olarak gegilebilir. Bu iki basamakta da elde edilen
anlamli sonuglar 1s18inda diger basamaga gegilmesi Oniimiizdeki c¢alismalar icin
hedeflenmektedir. Kanser calismalarinda 6nemli bir basamak olacagina inanarak yola
cikilan calismada apoptoz yolaklar1 bircok yoniiyle incelenecektir. Bu aragtirmanin

bundan sonraki ¢aligmalara da 151k tutacagina inaniyoruz.

Mersin otunun etken maddesi olan Myrtus communis’de kanser hiicre
hatlarinda denendigi ve kanser hiicre hatlarinda hiicre canliligimi azalttigini
belirlemiglerdir. MC’nin farkli bigimlerde farkli kanser hiicre hatlarina
uygulanmasiyla hiicre 6liimiiniin gergeklestigi belirtilmistir. Akut promiyelositik
16semi, akut monosit 16semi hiicre hatlarina uygulanan MC’nin bu hiicre hatlarinda
hiicre canliligint azalttig1 belirtilmistir. MC’nin apoptoz mekanizmasindaki kaspaz
3,8,9a etkisi ve poly (ADP ribose) polymerase (PARP)’a etkisi arastirilmis ve artan
MC ile kaspaz 9 miktarmin azaldigir belirlenmistir. Bu da mersin otunun etken
maddesinin hiicreyi apoptoza gotlirdiiglinli gostermistir. Mersin otunun kanserli hiicre
hatlarinda uygulanmasinin DNA degredasyonuna yol agtigr da tespit edilmistir.

Mersin otunun apoptozda etken bircok mekanizmada rol aldig1 da belirlenmistir.

Ulkemizde kolaylikla yetismekte olan mersin otu ile hastalar1 en az
sitotoksisite ile tedavi edebilmek i¢in bu konuda gerekli c¢aligmlarin yapilmasini

hedefleyen ¢alismamiz bundan sonraki arastirmalara da 151k tutacagini diisiinmekteyiz.



2.KURAMSAL TEMELLER
2.1 Kanser

Kanser, iizerinde ¢ok fazla aragtirma yapilan, gliniimiize kadar bir¢cok bilim
adaminin iizerinde durdugu bir hastaliktir. Latince’de yengec¢ anlamina gelen “crab”
sOzcliglinden tiiretilmistir. Bu hastalik basladig1 bolgeden diger organlara yayildiginda
Yunanli hekim Hipokrat bu tanimlamayr yapmistir[16]. Kanser, hiicrelerin
farklilasarak kontrolsiiz, anormal ve asir1 derecede cogalip bir kitle ve tiimor
olusturmasidir. Kanserin bir¢ok ¢esidi vardir ama hepsi anormal hiicrelerin kontrolsiiz
biiylimesiyle baslamaktadir. Kansere sigara, kimyasallar, radyasyon, beslenme gibi dis
kaynakli sebepler yol actig1 gibi, kalitsal mutasyonlar, hormonlar, immiin kosullar ve
genlerdeki mutasyonlar da yol agmaktadir. Bu faktorler birlikte kansere neden
olabilecegi gibi tek baslarina da kansere sebep olabilirler [17].

Amerika’da ikinci 6lim sebebinin kanser oldugu belirtilmistir. Hayatlari
boyunca erkeklerin yarisinda ve kadinlarin iicte birinde kanser hastaliginin
goriilebilecegi belirtilmistir. Giiniimiizde de milyonlarca insanin kanserli oldugu ve
oncesinde kanser Oykiisiine sahip oldugu belirtilmistir [18].

Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi kanser tedavisinde kullanilan temel
yontemlerdir. Bunun yaninda hormon tedavileri, hedefe yonelik tedaviler ve biyolojik
tedavi yontemleri de kullanilmaktadir. Bu yontemler tek basma kullanildigir gibi
birlikte de kullanilmaktadir. Genellikle kanserde birinci basamak olarak uygulanan
cerrahi tedavi ilk uygulanan tedavidir. Bu tedaviden sonra adjuvan tedavi verilir.
Cerrahi sonrasi verilen kemoterapi adjuvan tedavidir. Neoadjuvan tedavi ise ilk
basamak Oncesi uygulanan tedavidir. Eger tiimor cerrahi olarak alinacaksa cerrahi
uygulama 6ncesinde neoadjuvan kemoterapi uygulanir, ameliyat sonrasi tekrar olusma
riskinin azaltilmas1 ve hastaligin metastazinin engellenmesi amagh adjuvan
kemoterapi ve tiimoriin kontrol altinda tutulmasi ve yan etkilerinin azaltilmasi1 amagh
da palyatif kemoterapi tedavisi uygulanmaktadir. Neo-adjuvan kemoterapi tedavi de
tiimorii siirli ve cerrahi olarak ¢ikarilmast miimkiin olan hastalarda, kitlenin
kiiciiltiiliip ameliyatin kolaylastirilmasi amaciyla verilir. Adjuvan kemoterapi tedavisi
de hasta ameliyat olduktan sonra, tekrar olusma riski degerlendirilerek lokal tekrarin

onlenmesi veya hastaligin yayilmasini 6nlemek amaciyla verilir.



Palyatif kemoterapi tedavi ise yaygin hastalikta tiimori geriletmek veya kontrol

altinda tutmak veya tiimdre bagli semptomlarin giderilmesi amaciyla verilir [19].

2.2 Meme Kanseri

2.2.1 Genel Ozellikleri, Cesitleri, Nedenleri

Meme kanserinin kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii oldugu ve %23
oraninda gorildigi belirtilmistir. 100.000 kadinda 45 yasina kadar olanlarda
20.8’inde bu hastalik goriiliirken, bu degerin 45-60 yas araliginda 186.7 kadinda
oldugu, 60-75 yas araliginda ise 238.5 kadinda oldugu belirlenmistir [20]. 2005 teKi
kanser verilerinde meme kanserinin Tiirkiye’de insidansinin 35-47/100.000 oldugu
belirtilmektedir. Ayrica bu kanserin 6liim hizi ve insidansinin yasla birlikte artis
gosterdigi bildirilmistir[21]. 2000°1i yillarda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde meme
kanseri dagilimmin cografik, ekonomik, sosyal ve kiiltiirel faktorlere bagli olarak
degistigi belirlenmistir. Tiirkiye’nin batisinda meme kanseri goriilme sikligi, dogu
bolgelerine oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ulkemizin bati bdlgelerinde 40-
50/100.000 iken dogu bolgelerinde 20/100.000 oraninda meme kanseri goriildigi

tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de en sik rastlanilan kanserler i¢inde ikinci sirada meme

kanserinin oldugu belirlenmistir (Tablo 1) [22].

Tablo 1. 2002 yilinda yapilan ¢alismada Tiirkiye’de en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden

ilk besinin insidansinin gosterimi[22]

Organlar Olgu Sayis1 Yiizde (%) insidans* (100.000)
Akciger 7802 15.26 11.26

Aeme 5400 10.9 7.79

Mide 3407 6.88 492

Deri 3150 6.36 4.55

Mesane 2535 5.12 3.66

Diger 27253 55 3932

Toplam 49547 100 7149




Tiirkiye’de meme kanserine bagli 6liim oranlar1 da incelendiginde 45-64 yas
araliginda 6liim oraninin arttig1 belirlenmis ve 70-74 yaslar1 arasinda ise en sik olarak

goriildiigi tespit edilmistir (Tablo 2) [23].

Tablo 2.Tirkiye’deki kadinlarda meme kanseri hastaliginin yasa bagh

oliimlerinin dagilimi [23]

Yas Grubu Bildirilen Oliim Sayisi %%
15-24 4 0.4
25-34 44 41
35-44 163 154
45-54 287 271
55-64 231 21.8
65-74 188 17.8
75+ 142 134
Toplam 1059 100

2.2.1.1 Meme kanseri nedenleri

Risk faktorii olarak uzun siireli oral kontraseptif ilag alimi, dstrojen, oksidatif
stres, apoptozun engellenmesi, BRCA1 ve BRCA2 genlerinin taginmasi, genetik
yatkinlik, dnceden gecirilen diger kotii huylu meme hastaliklari, erken menars, gec
menopoz, obesitesi olan postmenopozal kadinlar, alkol kullanimi, diisiik doz
radyasyon, diabetes mellitus, ilk dogumunu ge¢ yasta yapmis kadinlar, pestisitlere
maruz kalma belirtilmistir.

Riski azaltan faktorler olarak da Asya 1rki, erken menopoz, 50 yasindan once
bilateral ooforektomi [24-25], emzirme [26-27],20 yas Oncesi gebelik [28], 14 yas
sonrast menarj, artan parite[29], fiziksel aktivite [30-31],selektif Ostrojen reseptor
modiilatorii kullanimi [32] bildirilmistir.

Risk faktorii olmayan grup olarak da benign meme lezyonlar1 [33], diyet
(kahve, cay, diger kafeinli icecekler, diyetsel fitodstrojenler, meyve ve sebzelerin
tutarli bir etkisi saptanmamuistir) [34-35], ilaglar (antibiyotikler, aspirin ve nonsteroid
antiinflamatuarlarin tutarl bir etkisi saptanmamustir) [36-37], diisiikler [38], sigara

[39] saptanmustir.
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Risk faktorii olarak reprodiiktif faktdrlerin ilk primer meme kanseri i¢in 6nemli
oldugu belirlenmistir [29]. Erken menapozun, ge¢ yasta menarsin, gen¢ yasta
gebeligin, gebelik sayisinin artiginin, emzirme siiresinin uzamasinin azalmis meme
kanseri riski ile baglantili bulundugu ifade edilmistir [26].Meme dokusunun Ostrojene
maruz kalma siiresi erken menstruasyon yasi ile uzar ve bdylece erken menars meme
kanseri riskini arttirir [40].1lk dogum yapma yas1 ile menstruasyon yasi arasindaki
siirenin uzunlugunun meme kanseri riskini arttirdig1 ve uzun siiren laktasyonlarin
ovulatuvar donem sayisini azaltarak koruyucu etki yaptigi varsayilmaktadir[41-
42]Evlenmemis ve dogurmamis kadinlarda meme kanseri goriilme olasiliginin daha
fazla oldugu ifade edilmistir [43-44][43, 44]. Ge¢ menapozun ve ilk dogumunu 35
yasindan sonra yapmis olmanin da meme kanseri riskini arttirdigi ifade edilmistir.

Reprodiiktif faktorler ile farkli histolojik tipte meme kanserlerinin iligkisi
27.397 invaziv meme kanserli kadinda arastirilmistir. Reprodiiktif faktorlerin hangi
mekanizmayla meme kanseri gelisimine etkili oldugu tam anlasilamamistir ama
laktasyon ve gebelik ve sirasindakihormonal degisikliklerin koruyucu etkisi olduguna
inanilmaktadir[45]. Hormon replasman tedavisinin duktalden daha ¢ok lobiiler ve
tiibiiler kanserde risk artisina sebep oldugu ifade edilmistir [46]. Lobiiler meme
dokusunun da hormonlara duktal dokudan daha duyarl oldugu s6ylenmistir[47].

Yagdan zengin beslenme, diyetteki hayvansal yaglari % 10’dan fazla olmasi
meme kanseri riskini arttirmaktadir[48].Ama diyetteki yagin % 5’in altinda olmasi
ozellikle yag icermeyen diyetle beslenme, tiimoriin biiylimesini dahi inhibe
edebilmektedir[43]. Bagirsaktan Ostrojen absorbsiyonunu engelledigi igin liften
zengin gidalarin meme kanserini Onleyebilecegi disiiniilmektedir. Alkol kullanan
kadinlarda da meme kanseri daha fazla goriildiigii bildirilmistir[43]. Diyetin etkisinin
meme kanserinde cocuk ya da adolesanlarda erken yasta olustugu, ileri yaslardaki
diyet degisikliginin riskin azalmasina katkisinin olmadig1 bildirilmistir[49].

Ayrica meme kanseri mortalitesi, insidansinin sosyoekonomik durumla iliskili
oldugu gosterilmistir. Meme kanseri mortalitesinin sosyoekonomik durumu diisiik
olan kadinlarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir[50].

Meme kanserinde risk olusturan en iyi saptanan etyolojik ajanin da radyasyona

maruz kalinmasi oldugu ifade edilmistir[49].



11

2.2.1.2 Meme kanseri evreleri

Amerikan Ulusal Kanser Merkezi meme kanserini timor olusumu ve

etrafindaki dokulara sigcrama 6zelliklerine gore dort evreye ayirmistir;

Invaziv olmayan anormal hiicreler Evre (Stage) 0’i olusturmaktadir. Duktal
karsinoma (ductal carcinoma in situ / DCIS) olarak tanimlanmaktadir. Invaziv meme
kanserinin erken evresi de Evre I olarak kabul edilir. Kanser baslangi¢ sayilip meme
dokusuna heniiz yayilmamistir. Tiimoral doku biiyiikliigii 2 cm’den biiyiik degildir.
Evre (Stage) II’de tiimor en fazla 5 cm ebatindadir ve koltukalt1 lenf diigiimlerine
metastaz yapip yapmamasina gore gruplanmaktadir.Evre III ilerlemis kanser tipidir.
Kendi i¢inde lice ayrilmistir; Evre IIIA: 5 cm’den biiylik olan timordiir, koltukalti
lenf diiglimiine metastaz yapmis ve etrafindaki dokulara tutunmustur. Evre IIIB:
Gogiis duvarinda ya da meme derisinde herhangi bir ebatta tiimor veya koltukalti lenf
diigiimiine ile karakterize evredir. Enflamatuvar meme kanseri olup meme kanserinin
az gortlen bir tipidir. Evre IIIC: bu tiimor tipi herhang bir ebatta olabilir ve timor
koltukalt1 ve gogiis lenf diiglinlerine sigramistir. Lenf diigiimlerinin 6niine ve arkasina
sigrayarak buralara yayilirlar. Evre (Stage) IV’de uzak metaztazik kanser olup
karaciger, kemik gibi viicudun c¢esitli kistmlarina metaztaz yapmistir. Kanser tedavisi
uygulanan ve kanserli dokusu uzaklastirildiktan sonra kanserin yeniden niiks etmesi

durumu da tekrarlayan (rekiirrent) kanser tipidir.
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2.2.1.3Meme Kanseri Cesitleri

Meme kanserinin genelde siit bezlerinde, siit kanallarinda ve lobiillerdeki
hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ile gelistigi belirlenmistir. Ancak meme bezinin yag
ve fibréz doku bakimindan zengin olan stromal dokularinda daha az siklikta meme

kanseri gelistigi ifade edilmistir (Sekil 1) [51].

A.Kanallar,

B.Lobiiller.

C.Siit tutan kanallar,

D.Meme basl.

E. Yag,

F.Major kas.

G.Goglis duvary/gogiis kafesi

Genisletilmis sekli:

A.Normal kanal hiicreleri.
B.Bazal membran

C.Liimen (kanal merkezi)

Sekil 1. Meme Kanseri Profili[51]

Meme kanseri; damarlar, siit kanallari, lobiiller ve bazi durumlarda da aradaki
dokular gibi memenin farkli bolgelerinde baslayabilecegi gibi, farkli bolgelerde
baslayan kanserler farkli karakteristikler goOsterebilecegi belirlenip buna gore

cesitlendirilmistir. Bu cesitler agagida belirtilmistir[52].
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2.2.1.3.1 Duktal Karsinoma

Bu tiir meme kanserleri genellikle siiti meme ucuna tastyan siit kanallari
sirasinda goriiliir (Sekil 2). Meme kanserlerinin yiizde 85-90 civari bu bélgede olusur.
Meme kanserinin erken formu olarak belirlenmistir. Sebebi icin kesin bir seyler
belirtilmemekle beraber genetik mutasyon sebepli oldugu diistiniilmiistiir[52].

Eger kanser DCIS (ductal carcinoma in situ) ise yayilmaci cinste degildir ve
basartyla tedavi edilebilecegi belirlenmistir. Tamamen temizlendigi takdirde

radyasyon tedavisiyle devam edilebilecegi saptanmistir[53].

Sekil 2. Duktal kanserin gosterimi.A.Kanallar, B.Lobiiller,C.Siit tutan kanallar,
D.Meme basi, E. Yag, F.Major kas G.Gogiis duvar/gogiis kafesi Genisletilmis
sekli;A. normal duct  hiicreleri,B. ductal kanser hiicreleri,C. bazal

membran,D. limen[54].
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2.2.1.3.2 Lobular Karsinoma
Insidans1 %1 - %20 arasinda oldugu rapor edilmistir.Bu tiir meme kanseri

memede siit liretimini saglayan bezlerde veya lobiillerde baglar (Sekil 3).

Sekil 3. Lobiiller kanserin gdsterimi. A.Kanallar, B.Lobiiller, C.Siittutan kanallar,
D.Memebasi, E.Yag, F.Major kas G.Gogis duvar/gogis kafesiGenisletilmis
sekli;A.normal hiicreler, B.bazal membranda bozukluk gosteren kanserli hiicreler,
C.bazal membran [54].

Lobiiller memenin daha derin bir bodlgesinde bulunurlar. Meme kanseri
cinslerinden ancak yiizde 8’1 lobiillerde olusur. Eger kanser LCIS (lobular carcinoma
in situ) ise bu durumda sadece lobiillerde olusur ve ¢evreye yayllmamistir.Bununla
birlikte invaziv lobiiler karsinoma sik goriilen invaziv kanserler arasinda ikinci sirada
geldigi belirtilmistir. Bu meme kanseri tiiriiniin artmasi hormon tedavisi kullaniminda
da artmasina sebep oldugu tespit edilmistir. Yas artisiyla beraber daha sik gorildiigi
gbzlemlenmistir.

Kemoterapi ve hormon tedavisi bu tiir hastalarda sistematik olarak
kullanilmaya baglanmistir. %32-53 hastada kullanildigi belirtilmis ve sag kalimi1 da
arttirdig1 gorilmistiir[55].Eger tiimoriin gevresi temizse ve bir yere bagl degilse
Lumpektomi(memenin sadece tlimorlii kismmin alinmasi) yontemiyle tiimor

almabilir. Tedavinin devaminda radyoterapi uygulanabilir.



15

Eger yayilmaci tiir bir kanserse ve ¢evre meme dokulara sigramissa bu
durumda mastektomiye(memeyle birlikte, memenin altindaki kaslarin ve koltuk
altindaki lenf bezlerinin de ¢ikartilmasi) ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir [56].
2.2.1.3.3 Invaziv Meme Kanseri

Invaziv cinsteki meme kanserlerinin orjinal tiim&riin bulundugu alandan disar
memenin diger dokularina veya viicudun diger bolgelerine yayilma veya sizma egilimi

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4) [57].

Sekil 4. Normal memeden kanserli hiicrelerin lenf ve kan kanalina yayilmasiA.kan
kanallari, B lenf kanallari. Genisletilmis sekli;A.normal dukt hiicreleri, B.kanserli

hiicreler, C.bazal membran, D.lenf kanallari, E.kan kanallari, F. Meme dokusu [54].

2.2.1.3.4 Inflamatuvar Meme Kanseri

Nadir rastlanan bir meme kanseri tiirii olan inflamatuvar meme kanserinde
memede kirmizilik ve siskinlik goriildiigii tespit edilmistir. Bu goriiniim, kanserli
hiicrelerin lenf damarlarinin tikamasi sonucu ortaya ¢iktigi ve gogiis enfeksiyonu ile

de karigtirlldig1 belirtilmistir [58].
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2.2.1.3.5 Tekrarlayan Kanser

Bazi durumlarda belirli bir siire atlatildig1 sanilan kanser geri donebilir. Bunun
sebebi; kanser tamamen yok edilmis gibi géziikse de bazi durumlarda tedaviden sonra
da tespit edilemeyen kanser hiicrelerinin viicudun bir yerinde kalmis olmalarindan
kaynaklanir. Tekrar memede ortaya g¢ikabilecegi gibi viicudun diger organlarinda da
ortaya ¢ikabilecegi belirlenmistir [59].

Meme kanseri lizerinde yapilan calismalar iizere erken tanida gelismeler
olmustur. Bu kanserin biyolojisinin molekiiler temeli iizerine de bircok c¢alisma
yapilmistir. Bunlara ragmen erken evre meme kanserli olgularin %30’unda rekiirrens
goriilmektedir [60].

Bir tiimoriin dogal seyrini 6nceden belirlemek icin, kanserde tan1 aninda var
olan, tedavi yapilmadigi durumda hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalimla iligkili her
turlii 6lgiimii ifade etmekte olan terim prognostik terimidir. Meme kanserinde bu
amagla kullanilan standart prognostik faktorlerin aksiller lenf nodu tutulumu ve sayisi,
histolojik alt tip, tiimor biiyiikliigii, niikleer ve histolojik derece, ER (6strojen reseptor)
ve PR (progesteron reseptor) durumu oldugu bildirilmistir. Yas, menapoz durumu, irk
gibi fiziksel etkenler, klinik etkenler, timor boyutu ve biiylime sekli, tiimdriin
yerlesimi, histolojik tiir, tiimoriin derecesi, aksiller lenf nodu tutulumu, damar
invazyonu, yaygin intraduktal komponent, cerrahi sinirlar, deri tutulumu,aksiller lenf
nodu degisiklikleri, elastozis, lenfosit infiltrasyonu, tiimér nekrozu olan patolojik
Ozellikler, meme kanserinin evresi, kemik iligi metastazlari, proliferasyon
belirleyicileri, DNA igerigi, litik enzimler, steroid hormon reseptorleri, timor
baskilayici  genler ve onkogenler olan biyolojik belirleyiciler ~meme
kanserininprognostik faktorleri olarak bildirilmistir. Yanlniz hala iizerinde daha ¢ok
calisma yapilmakta ve yenileri de bunlara eklenmektedir. Molekiiler seviyede yapilan

caligmalar bunlarin bir pargasidir ve iizerine birgok ¢alisma yapilmaktadir [61].
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2.2.2 Genetik Faktorler

Meme kanserinin nedeninin ¢ogunlukla sporadik vakalar oldugu
belirtilmektedir. Bunun yaninda yaklasik %35-10 oraninda kalitsal nedenli ailesel
meme kanserlerinin de goriildigii ifade edilmistir [62]. Normal popiilasyonla anne, kiz
ve kiz kardesler arasinda goriilen meme kanseri karsilastiginda anne, kiz ve kiz kardes
arasinda iki kat fazla bu kanserin goriildigu belirtilmistir. Aile hikayesinde meme
kanseri olan gruplarda meme kanseri olma yas1 daha erken ve bilateral olma durumu
mevcut oldugu bildirilmistir [43]. Ailevi meme kanseri ile ilgili baz1 genler tizerinde
son zamanlarda yapilan ¢aligmalar artmis, bu genlerin meme kanseriyle ilgisi tizerinde
durulmustur[63].

17g21’e yerlesik olan BRCA-1’nin mutasyonu sonucu ailevi meme ve over
kanseri meydana geldigi saptanmistir. 13q12°ye yerlesik olan BRCA-2 geninin ise
hastaligin erken ortaya ¢ikmasinda ve bilateral olmasinda 6nemli oldugu bildirilmistir.
Bu genlerdeki germ hiicre soyu mutasyonlarina sahip kadinlarin meme kanserine
yakalanma oranlarinin %50-80 arasinda degistigi ifade edilmistir[62]. Meme kanseri
goriilen bir kadinda ikinci meme kanseri olugma riskinin % 25-30 oldugu ve meme
koruyucu cerrahi sonrasit kalan meme dokusunun da risk altinda oldugu bildirilmistir.
Ama bu riskin ¢ok kii¢iik bir risk oldugu, karst memede olusma riski kadar az ve
senede % 0.5-1 oldugu saptanmustir.

2.2.3 Tedavi yontemleri

Psikolojik sikintinin, sosyal stresin ve psikososyal destegin etkisinin
meme kanseri hastalarinin tibbi tedavisinde etkili oldugu ve tedavinin seyrini
degistirebildigi belirtilmistir. Psikolojik destegin ortadan kaldirmasinin tedavinin
etkisinde olumsuz sonug olusturabildigi bildirilmistir[64]. Meme kanseri tedavisi i¢in
uygun goriilen yontemlerin de cerrahi tedavi, radyoterapi, kemoterapi ve hormon

tedavisi oldugu belirtilmektedir.

Giinlimiizde kanser aragtirmalarinda dogru hedeflerin bulunmasi amaci ile
molekiiler hiicre temelli ¢aligmalar 6nem kazanmaktadir. Buna binaen apoptotik
yolaktaki genleri hedef alan bir¢cok ¢alisma yapilmaktadir. Sitotoksik etkisi az olan
bitkisel ajanlar da bu konudaki ¢alisma ajanlaridir. Myrtus communis’de bu grupta

calisilmasi yapilan bir ajandir.
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2.3 Bas ve Boyun Kanserleri
2.3.1 Genel Ozellikleri, Cesitleri, Nedenleri

Bas ve boyun kanseri diinyada yaygin olarak 6. sirada malignant kanser olarak
gorilmektedir ve sagkalim orani diisiik olan kanser tiirtidiir. Diinya ¢apinda her yil
550,000°den fazla bag ve boyun kanseri vakasi hesaplandigi belirtilmistir. Erkekler
kadinlara oranla daha fazla bu kanserden etkilenirler [65]. Amerika’da, yilda 55,000
Amerikal1 da gelisen bas ve boyun kanseri ve bu hastaliktan 6len 12,000 hasta ile
birlikte %3 malignant bas ve boyun kanseri hesaplanmistir[66]. Giiney Amerikali
erkeklerde, agiz i¢i ve farenks kanseri disinda, larenks kanseri insidansinin yaklagik
%50 nin {izerinde oldugu belirtilmistir[67].2012’de American Cancer Society (ACS)
52,000’den fazla bireyde bas ve boyun kanserinden birinin tanis1 konacagi
belirtilmistir. Saptanan bas ve boyun kanseri yassi hiicreli kanserlerden ve

varyantlarindan olusmaktadir [68].

2.3.1.1 Bas ve boyun kanserinin nedenleri

Bu kanserin risk faktorleri alkol, sigara kullanimi,insan papilloma viriisii
enfeksiyonu (HPV) (orofarinks kanser i¢in), ilgili organa gore viral etkenler, Epstein-
Barr Virus (EBV) enfeksiyonu (nazofarenks kanseri) yas, cinsiyet, meslek,ilaglar,
radyasyon, genetik faktorler, immiinolojik etkenler, kimyasal ajanlar, travma, kronik
iritasyon (sivilar, yemekler, duman, buhar, toz vb.) kotii agiz hijyeniolarak
belirtilmistir[69]. Bu risk fakotorlerinin dagilimimin farkliligr sebepli diinyanin farkl

bolgelerinde bu kanser tiiriiniin farkli alt tipleri goriilmektedir [70].

2.3.1.2 Bas ve boyun kanseri evreleri

Bu bolge malignitelerinde diger bolge bolgelerin  malignitelerinin
evrelendirilmesinde oldugu gibi TNM sistemi kullanildigi, T-tiimoriin lokal
yayilimini N- tiimoriin bolgesel (servikal) lenf nodu yayilimini, M- tiimériin uzak
organ metastazin1 gosterdigi belirtilmistir. Bas-boyun kanserlerinde bagvuru, tani,
tedavi ve takip asamasinda, prognozda timdriin primer (T) ve bolgesel (N)
boyutunun énemli oldugu bildirilmistir. Uzak metastazin basvuru aninda sik goriilen

bir durum olmadig1 saptanmaistir.
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Ayn1 zamanda bu bolge kanserlerinde boyun lenf nodu metastazi (bolgesel-rejyonel
tutulum) bazen klinik olarak ¢ok belli olup (palpabl lenf nodu ve/veya radyolojik
incelemede patolojik lenf nodu), bazen de gizli kalabilir. Bu nedenle bu hastalarda
klinik olarak patolojik lenf nodu olmasa bile gizli metastaz yapma riski yiiksek
lezyonlarda da siklikla primer tiimor rezeksiyonuna lenf nodu diseksiyonu da
eklenir.Bununla birlikte evreleme i¢in, klasik fizik muayene ve endoskobik inceleme
sonrasinda BT ve/veya MR gibi ileri radyolojik tetkikler de gerekebilecegi

belirtilmistir [71].Ayrica gesitli bolgelerde tiimoriin T siniflandirilmasi  yapilmistir
(Tablo 3).



Tablo 3. Tumoriin T siniflandirilmasi

TUMOR

LOKALIZASYONU

Dudak ve oral
kavite

Orofarenks

Hipofarenks

Nazofarenks

Tiikriik bezleri

En biiyiik
boyutu 2 cm ve
daha az olan
timor

En biiyiik
boyutu 2

boyutu 2 cm ve
daha az olan
timor
kiiciik olan
timor
Hipofarenksin §Hemilarenksin
bir alt (kor-dun)
bolgesine [ fiksasyonu ol-
sinirili timor maksizin
hipofa-renksin
birden fazla alt
bdlgesini veya
bir komsu
bolgeyi inva-ze
eden timor

Nazofarenksin §Nazofarenksin
bir alt bir-den fazla
bdlgesine alt bolgesi-ni
sinirili timor | invaze eden
timor
En biiyiik En biiyiik
boyutu 2 boyutu 2
cm’den kii¢lik ffcm’den biiytik,
olan timor 4 cm’den
kiiciik olan
timor

En biiyiik
boyutu 4
cm’den biiyiik
olan timor

En biiytiik
boyutu 4
cm’den biiyiik
olan timor

Hemilarenksin
(kor-dun)
fiksasyonu ile
birlikte
hipofarenk-sin
birden fazla
alt bolgesini
eya bir komsu
bolgeyi inva-ze
eden timor
Nazal kaviteyi
ve /veya

orofarenksi in-
vaze eden

En biiyiik
boyutu 4

kiiciik olan
timor
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Kemik korteksi, dil,

boyun cildi, dilin
ekstrensek kaslari,

maksiller siniis gibi
komsu yapilar1 invaze

eden timor

Kemik korteksi,
boyun yumusak
dokulari, dilin
ekstrensek kaslari,
gibi komsu yapilar
invaze eden timor

Kikirdak veya bo-yun

yumusak doku-lar1
gibi komsu yapilar
invaze eden tiimor

Kafatabani ve/veya
kraniyal sinir(ler)i
invaze eden tiimor

En biiytlik boyutu 6
cm’den biiyiik olan
timor

Ta: Lokal yayilim (cilt, yumusak dokular, kemik veya sinire) bulgular
yok.Tb: Lokal yayilim (cilt, yumusak dokular, kemik veya sinire)
bulgular1 var




Tiim anatomik bolgeler i¢in N siniflandirilmasi 2 ayri sekilde yapilabilir (Tablo 4).

Tablo 4. Tiim anatomik bdlgeler i¢in N siniflandirilmasi

Palpabl En biiytik En biiyiik | Higbirinin | Higbirinin
lenf nodu boyutu 3 boyutu 3 en biyiik biiytik

yok cm’ den cm’ den boyutu 6 boyutu 6
kiigiik tek, blytik, 6 cm’yi cm’yi

ipsilateral § cm’den kii- | gecmeyen, | geg¢meyen,
lenf nodu ciik olan,  multipl ipsi- bilateral
tek lateral lenf veya
ipsilateral nodlar1 kontlateral
lenf nodu lenf nodlar1

gecen lenf
nodu veya

Yine tiim anatomik bolgeler icin M smiflandirilmasi su sekilde yapilabilecegi

belirtilmistir; MO; uzak metastaz yok ve M1; uzak metastaz var.

Bu TNM siniflandirilmasi paralelinde evrelendirme ise su sekilde yapilabilecegi su

sekilde belirtilmistir:

EVRE-I : T1 NO MO
EVRE-I1 : T2 NO MO
EVRE-I11: T3 NO MO
T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

EVRE-IV: T4 NO MO
T4 N1 MO

N2 MO tiim T’ler

N3 MO tiim T’ler

MI tim T ve N’ler
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2.3.1.3 Bas ve boyun kanseri cesitleri

Yeme, igme, c¢igneme, solunum ve konusma gibi yasamin temel
fonksiyonlarini etkileyen bas ve boyun bolgesinde lokalize malign neoplazmlar, tim
viicut neoplazmlarinin  %5-7’si kadarmi olusturdugu belirtilmigtir. Bag-boyun
kanserleri tiikkriik bezlerinden; parotis, submandibiiler, sublingual, minér, iist solunum
ve sindirim yolu mukozasindan; oral kavite, nazo, oro ve hipofarenks, nazal kavite ve
paranazal siniisler, larenks ve trakea, servikal 6zefagus, tiroidden, temporal kemik ve
kulaktan, bas-boyun cildinden ve kafatabanindan malignitlerinden olusmaktadir
(Sekil 5).

BAS BOYUN KANSERi BOLGELERI

PARANAZAL -
SINUSLER g

Qd S l\
’ -

BURUN BOSLUGU

NAZOFARINKS '
| % : >
} ' /,\\ AGIZ BOSLUGU

. \ _
) OROFARINKS i ,
FARINKS “ - DiL i

L F TUKURUK BEZI

HiPOFARINKS L’ : LARINKS

Sekil 5. Bas ve boyun kanserinin goriildiigii bolgeler [72]
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Bas ve boyun kanserli hastalarin bir veya daha fazla semptom ile hastaneye
basvurdugu ve kesin tan1 i¢in biyopsi yapilan bolgeyle beraber hiicre yapisinin da
onemli oldugu belirtilmistir. Bas ve boyun kanserinin histopatolojik incelemeleri
adenokarsinoma ve skuamoz hiicreli karsinom olarak gruplanmistir. Bezsel dokularda
ortaya ¢ikan adenokarsinomlar bas ve boyun kanserinin yaklasik % 10’unu olusturur.
Adenom olarak goriilen bu kanser tipi benign bir bezsel tiimordiir. Bircok organdan
koken alan yasst hiicreli karsinom da skuaméz hiicreli karsinomdur. Mukoz
membranlar1 da kapsayan ve viicudun her tarafinda goriilebilen bu tiir bas boyun
kanserinin diinyada en sik goriilen 6. kanser tiirii oldugu belirtilmistir[73]. Bu tip
kanser hastalarinin tigte ikisi ileri evrede hastaneye bagvuran hastalardir [74]. Bas ve
boyun kanseri tedavileri gelismesine ragmen son 40 yilda sag kalim oraninda iyilesme
goriilmedigi belirtilmistir [75]. Bu hastalarin iginde ileri evre hastalik goriilen
kisilerde iki y1l igerisinde %50-60 oraninda bdlgesel niiks ve %20-30 oraninda uzak
metastaz gortildigi belirtilmistir[76].

2.3.2 Genetik Faktorler

Bag-boyun skuamoz hiicreli kanserler ileri yastakilerde daha sik goriilmekle
birlikte, ayn1 kiside birden ¢ok lezyon gelisebilir. Preinvaziv ve invaziv sekillerin
varlig1, preinvaziv formdan invaziv hastaliga gegis gosterebilmesi, sigara, alkol gibi
dis etmenlerin etyopatogenezde rol almasi, ikinci malignitelerin sik goriilmesi nedeni
ile normal dokunun transformasyonla displaziden invaziv karsinoma geg¢isini i¢eren

cok basamakli tiimorigenezisteki genetik degisikliklerin tanimlanmasma sebep

olmaktir [77].

Bas-boyun kanserlerinde tiimor baskilayic1 genlerden p53°iin roliiniin oldugu
saptandigindan bununla ilgili arastirmalar da artmistir. Bunun yaninda bir diger
hiicresel onkogenin epidermal growth faktor reseptor (EGFR) geni oldugu
bildirilmistir. Bas-boyun kanserlerinde arastirma konusu olan diger bir grubun da
hiicre ¢cogalmasi, boliinmesi farklilasma ve apoptozda rolii olan myc ailesi oldugu

bildirilmistir.
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pl6 (INK4) tiimor baskilayict geninin inaktivasyonu bu kanser tipi i¢in en sik
rastlanan genetik degisiklerden birisidir. Bas-boyun kanseri hiicre kiiltiiriine p16
genini yiiksek diizeyde iiretebilecek sekilde dizayn edilen adenovirus (Ad5-pl6) in
vitro olarak uygulandiginda hiicre biiylimesinin %96’ya varan etkinlikte

ekspresyonunun diisebilecegi bildirilmistir[78].

Timor siipressor gen olan ING3 geninin de bas boyun kanseri ile iliskisi
iizerine ¢alisilmistir. Ozellikle larinks ve dil tiimérlerinde ING3 ekspresyonun

diismesinin mortaliteye egilimi arttirdigini ifade etmislerdir[79].

2.3.3 Tedavi Yontemleri

Bu kanser tiirii iginkemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler kullanildigi
ama bununla birlikte molekiiler hedefli tedaviler kullanilmaya baslandig
belirtilmistir[80]. Tedavi olusturulmasinda 6nemli faktor, bu bolge malignitelerinin
koken aldiklart bolgede lokal invazyon yaparak ve bolgesel lenf nodlarina metastaz
yaparak smirli kalma egiliminde olmasi gerektigi belirtilmistir (loko-rejyonel
yayilim). Baz1 bolgeler ve patolojiler haricinde uzak metastazin bu tiimoérlerde ender
goriildiigii saptanmistir. Bundan dolay1 cerrahi ve radyoterapiyi igeren lokal tedavinin

yeterli oldugu belirtilmistir.

Tiimoriin histolojisi, hastaligin lokal veya bolgesel yayginligi ve hastanin
genel durumuna bagl tedavi tipinin degistigi, gerektiginde birinin uygulandigi
gerektiginde tedavilerin birlikte uygulandigi belirtilmistir. Bu kanser tiiriinde genelde
cerrahi primer tedavi segenegidir. Erken evre olgularda primer cerrahi tedavinin
yeterli oldugu saptanmustir. Ileri evre olgularda ise genellikle radyoterapi, ender
olarak da kemoterapi ile kombine edildigi ifade edlmistir. Olgularin az bir boliimiinde
ozellikle erken evre tiimorlerde (T1No) tek basina radyoterapinin kullanilabilecegi,
ileri evre olgularin az bir kisminda ise radyoterapi ve kemoterapi tedavi yontemidir.
Rekiirrent, rezidiiel hastaliklarda cerrahi ile kurtarma girisimi yapildigi, c¢ok
ilerlemigve inrezektabl olgularda ise agrinin kontrolii gibi palyatif amaclh terminal
donem bakimini i¢eren tedavi uygulandigi ifade edilmistir [81].

Sitotoksik etkisi az olan bitkisel ajanlar kullanilarak bu kanser tipinde de
calismalar sitirdiriilmektedir. Myrtus communis’de bu tiir hiicre hatt1 iizerinde

calismamizda kullanilmis bir ajandir.
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2.4 Myrtus communis (Mersin otu)
2.4.1 Tarihgesi

Mersin otu bitkisi yiizy1l 6ncesinden bu yana bilinen kullanilan bir bitkidir.
Ibraniler'in "giizel kokulu bitki bahgeleri” adim verdikleri ¢ok miktarda baharat
bitkisinin dogal olarak yetistigi verimli topraklara sahip vadilerinde bulunan bu
bitkinin yapraklarinin ibranilerce ¢okca kullanildig1 belirtilmistir. Yunan mitolojik
hikayelerinde kullanilan mersin otu antik Yunanistan’da da mutfakta ve tipta
kullanilmistir. Yunanlilar agir yemeklerinden sonra sindirimi kolaylagtirmak i¢in bu
bitkiden yapilan icecekleri igerlerdi. Galyalilar da defne,nane ve mersin bitkisinin

dallarindan yaptiklar kiiglik ¢elenkleri tag seklinde baslarina takarlardi[82].

Mersin agacinin Islam kiiltiiriinde de 6nemli yeri oldugu belirtilmistir. Bununla
ilgili farkli rivayetlerden bahsedilmektedir. Nuh peygamberin tufan sonrasinda
gemiden indikten sonra ilk mersin agaci diktigi rivayet edilmistir. Adem peygamberin
ise cennetten diinyaya inerken yaninda ii¢ seyi getirdigi rivayet edilmektedir. Bunlar
bugday, hurma ve diinya c¢i¢eklerinin en iyisi, giizeli olarak ifade edilen mersin
agacidir[83]. Bu manevi degerleri bu bitkiye yiliklenmesi sebepli bazi yorelerimizde
mersin bitkisinin taze dallarinin kabir ziyaretinde kullanildig1 ve baz1 yerlerde de vefat

eden kisinin yikanacagi suya mersin yapraklarinin atildigi anlatilmaktadir[84].

2.4.2 Yapasi ve ozellikleri

Mpyrtaceae familyasinin yaklasik 100 cins ve 3000 tiirii kapsayan bliylik bir
familya oldugu ve cogunlugunun Giliney Amerika ve Avustralya'nin tropikalve
subtropikal bolgelerinde yetistigi belirtilmistir (Tablo 5)[85]. Yalnizca Myrtus
communis’in Akdeniz gevresinde yayildig: belirtilmistir. Farkli habitat (yetisme yeri-
ortami) sartlarinda yetisebilen mersin bitkisi genis ekolojik degiskenlik
gostermektedir. Ureme kapasitesi biiyiik olmakla birlikte yavas bilyiimektedir [86].
Ama uzun 6miirli bir bitkidir; gdvde ¢evresinin 100 yilda ancak bir metre olabildigi

belirtilmistir.
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Tablo 5. Myrtus communis’in taksonomik siniflandirilmasi [87]

TUBITAK- Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani
Kingdom: Plantae
Subkingdom: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Rosidae
Order: Myrtales
Family: Myrtaceae
Genus: Myrtus
Species: Myrtus communis Linnaetits

Bitki igerigi flavonoidler, kumarinler, ugucu bitki yagi, sabit yag, lifler,
sekerler, sitrik asit, malik asit ve antioksidanlar gibi etkin bilesenlerden olusmaktadir.
Kimyasal bilesenleri ve farmakolojik profili sebepli bu bitki kapsamli inceleme altina
alinmistir. Orta Dogu ve Kuzey Amerika’nin iliman bolgeleri, Akdeniz bolgesi ve
Avustralya’ da dogal olarak yayilis gosterdigi belirtilmistir[88].

M. communis bitkisiTiirkiye, Tunus’un kiy1 bolgeleri, Fas, ve Fransa’ da yabani
olarak yetismektedir. Bununla birlikte Iran, Ispanya, italya, Eski Yugoslavya ve
Korsika’ da kiiltiirii yapilmaktadir[88].

Ulkemizde de Akdeniz Havzasmin tipik dogal bitkilerinden olan M.
communis ’in; Ordu, Sinop, Trabzon, Izmir, Samsun, Mugla ve Hatay illerinde dogal
olarak bulundugu belirtilmistir[89]. Bu bitki iilkemizde “Mersin” adiyla bilinmektedir,
ama Giiney sahillerinde “murt”, “hambeles” ve “adi mersin” adlariyla da bilindigi,baz1
yerlerde ise yapragina “bahar” dendigi belirtilmistir[90].

Myrtus communis L. (mersin, murt)’un Akdeniz florasinin karakteristik bir
temsilcisi oldugu ve kiiclik yaprakli, 1,8-2,4 m boyunda ve yarikli kabuklar1 olan
cekici, aromatik bir ¢ali oldugu belirtilmistir (Sekil 5). Hos kokulu beyaz ¢icekleri
Mayis ve Agustos aylar1 arasinda goriildiigii, yenilebilen mavi-siyah meyveleri yazin
olgunlasir. Yaygin olan myrtle 2.4-3 m uzunlugunda dik govdeli, dallar1 yakin ve
yapraklar1 dort mevsim yesildir. Bitkinin kokii dallanmis, koyu yesil yapraklar1 da
parlak, tiiysiiz, sert, zit sekilde, esli ve helezonik sekilde oval ve mizraksi sekildedir.
Bitki orta boyda 2 cm ¢apinda kalin sar1 arterlere ve ince pedinkiillerininde aksiller
beyaz ¢igceklere sahiptir (Sekil 6). Ta¢ yapraklar1 beyaz bezelerle ve ince tiiylerle
kaplidir. Bunlar da etrafa hos bir koku vermektedir.



27

Sekil 6.Myrtus communis bitkisi

Meyveleri bezelye biiyiikliigiinde olup yuvarlak, elips seklinde mavi, beyaz
veya siyahtir. Bunlar farkli boyutlarda (0.7-1.2 cm) ve sekillerdedir. (Sekil 7). Tiiysiiz
meyveleri yuvarlak orta kisimlari siskin, dis kisimlar1 da 4-5 pargali ganaga sahiptir.
Olgun meyveleri ilk olarak soluk yesildir, sonra koyu kirmiziya doner ve sonunda tam
olgunlaginca ¢ivit mavisi rengini alir. Olgunlagsmamisken aci tatlar1 olan meyveleri,
olgunlastiginda tatlilagir. Son derece kurakliga dayanikli, az miktarda suya ihtiyag
duyan bir bitkidir. Topraginin sulamalar1 arasinda kuru olmasi saglanmalidir. Nemli
yerlerde, 800 m. rakiml yerlere kadar yetisebilmektedir. Cigeklenme zaman1 da yaz

mevsimidir[91].
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Sekil 7. Myrtus communis Linn.

Meyveleri antiseptik, kanama durdurucu[92], karminatif[93], yatistirici,
emenagog[93], agn kesici, hemostatik[94] antiemetik, kardiyotonik,antiinflamatuar
etkilere sahiptir. Yapraklarinin da ¢esitli farmakolojik etkileri mevcuttur; kanamay1
durduran, antiseptik, hipoglisemik,laksativ, hemostatik. Koklerin de antibakteriyel
ozelliklerinin oldugu bildirilmistir.

Bu bitkinin geleneksel olarak antiseptik, dezenfektan ve hipoglisemik ajan
olarak kullanildig1r belirtilmistir. Bitkinin farkli kisimlar1  farkli islevlerde
kullanilmaktadir; 6rnegin et ve soslar i¢in tatlandirict veya kozmetik enstitiistinde.
Yapraklarindan elde edilen esansiyel yag Fransa’da dezenfektan ve antiseptik olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda Paris’teki hastanelerde romatizmal hastaliklarda lokal
uygulamalar i¢in tavsiye edildigi ve solunum, mesane ile iligkili hastaliklarda
kullanildig1 belirtilmistir[95]. Bu bitki lif, seker ve antioksidanla birlikte bir¢ok aktif
biyolojik bilesik icerir[96]. Meyvelerinde flavonoid, antosiyanin fenolik bilesiklerini
icerir. Tohumlarinda %12-15 oleik, linoleik, miristik, palmitik, linoleik ve lorik asit

olan gliserid igerirler.
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Caligmalardaki myrtle meyvelerindeki yag asidi analizinde 14 yag asidinin mevcut
oldugu belirtilmistir. Oleik asidin en ¢ok bulundugu (%67.07) iceriginde palmitik asit
(910.24) ve stearik asit (%8.19) oranlarinda bulunmaktadir[97].

Bitkinin meyvelerinin igeriginde; sitrik asit, malik asit, recine, tanen, yag,
seker, flavonoidler, antosiyanin, glukozit,arabinosit, kamferol, 3-0-gliikoz mirisetin,
kuersetin, mirisetin, 3-di-o-galaktosid, 3-0-glukosid, mirisetin 3, kafeik asit bulundugu
belirtilmistir[98]. Yapraklarinda tanen, flavonoid, kumarin, myrtucommulone A & B,
semimyrtucommulone, kafeik, gallik ve ellajik asit mevcuttur[99].

Koklerinde taninler, alkaloidler, glikositler, sekerler, yag, gallik asitler, fenolik
asitler, kuersetin ve patuletin varligi saptanmistir[100]. Fitokimyasal ¢aligmalarda
mersin bitkisinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen bilesiklerin sunlar oldugu
belirtilmistir: 1,8-sineol (6kaliptol), mirtenol, alfa pinen, jeraniol, nerol, kamfen, beta
pinen, mirsen, limonen,gama terpinen, p-simen, terpinolen, linalol, linalil asetat, kafur,
bornil asetat, karyofilen, alfa terpineol, alfa terpinil asetat, mirtenil asetat, neril asetat,
jeranil asetat ve metil 6jenol ugucu yagda bulunmaktadir[101]. Pentasiklik triterpen
asitleri (kloroform ekstresindeki); oleanolik asit, krataegolik asit ve terminolikasit
[102]. Govdesinin petrol eteri ekstresinde bulunan bilesikler; hekzakosanoat,
oktakosanol ve betasitositerol[103]. Misir'da yapilan bir ¢alismada saptanan bilesikler;
(sadece farkli olanlar) terpin-4-ol formilester, timol format, 4-terpinol ve beta-
elemen.Flavonoid bilesikler; galaktozil 3-mirisetin, ramnozil mirisetin, galaktozil 3-
kuersetin, glukozil3-kuersetin, patuletin, kamferol, kaffeik asit, mirisetin-3-
ramnoglikozid, mirisetin 3,3'- digalaktozid, mirisetin 3'-glukozid, eskulin,
eskuletin,kuersetin-3-beta  (6'-0-galloilgalaktozid),gallik  asit,  ellajik  asit,
ellagitanninler,proantosiyanidinler[104].Antosiyanidinpigmentleri;delfinidin,petunidi
n, malvidin, peonidin, siyanidin-3-monoglukozidve siyanidin-3,5-diglukozid
(meyvalannda).Tanenler en yiiksek oranda yapraklarda bulunurlar; yapraklarda %14-
19 civarinda olan tanenmiktar1  koklerde  %6.64,-6.8'e  diismektedir.
Agilfloroglukinoller; mirtukommulon-A,B,C ve mirtukommulon-D. Ayrica alkanlar,
recine, ¢esitli vitaminler (A,B ve C vitaminleri), bol seker ile malik ve sitrikasit de

saptanmistir.
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Avcr ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bornova arastirma alaninda bulunan Mersin (Myrtus communis L.) bitkilerinde farkli
hasat zamanlarinin ugucu yag oranlarma etkisini arastirmaktir. Bu arastirmada
M.communis’in yapraklarindan elde edilen ugucu yag oranlart ile diger
aragtirmacilarin bulmus olduklart sonuglarin paralel oldugu ve Bornova ekolojik
kosullarinda en yiikksek ucucu yag oranmni saglayabilmek i¢in en uygun hasat
zamaninin temmuz ayioldugu belirtilmistir[105]. Bizim ¢alismamizda da mersin otu

ekstrakti temmuz ayinda hasat edilen bitkilerden elde edilmistir.

2.4.3 Uygulama alanlar ve kanserle iliskisi

Myrtus communis(mersin, murt)iceriginin zenginligi sebebiyle ¢ok cesitli
alanlarda kullanilmaktadir. Bu bitkinin eski Yunan zamanindan beri onemli bir ilag
olarak kullanildig: belirtilmistir. Bu bitkiyi yapraklari, meyveleri ve ¢icekleri sebepli
yetistirmektedirler. Yapraklart ve meyveleri mide iilseri, ishal, dizanteri, kusma,
romatizma, kanamalar, derin siniisler gibi cesitli rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Mersin bitkisinden elde edilen ucucu yag bilesiminde bulundurdugu
komponentler sebebiyle tipta ve ilag sanayinde yaygin olarak kullanildigi
belirtilmistir[105]. Cok siki ve ince dokulu olan mersin bitkisinin odununun
marangozculukta ince iglerde kullanildigi belirtilmistir[106].

Arastirmacilarinin en ¢ok dikkatini ¢eken bu bitkiden elde edilen ugucu yagidir
(Mersin Esanst; Oleum Myrti). Bu yagin yapraklarda daha ¢cok bulundugu, meyve ve
ciceklerde daha az oldugu bildirilmistir. Baslica kullanim alan1 olarak da
parfiimeri,kolonya gibi seylerde koku wverici olarak, ¢esitli igeceklerde,
sekerlemelerde, cesni karisimlarinda, soslarda, dondurmada ve firincilik trtinleri
belirtilmektedir. Myrtus communis’in farmakolojik etkileri olarak; anti-mikrobiyal,
anti-fungal, anti-mollussisidal, bocek oldiiriicii, anti-inflamatuvar, anti-oksidan, anti-
diabetik, kolesterole karsi koruyucu, anti-mutajen, kanser hiicrelerinde apoptoza
gotlirme, kardiyovaskiiler aktivitesi, tekrarlayan aftoz iilsere karsi koruma, karaciger

iskemisine karsi koruma, anti-iilser, agr1 kesici aktivitesi belirtilmistir[107].
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Endiistride mersin bitkisi esas olarak gida,eczacilik, parfiimeri ve kozmetik
alaninda kullanildig1 belirtilmistir. Ayrica yiliksek oranda icerdigi tanen dolayisiyla
tanenin kullanildig1 tiim alanlarda kullanildigi bildirilmistir. Bu alanlar;tipta,astrenjan,
antidiyareik, antibakteriyel, antienflamatuar olarak, dericilikte tabaklama islemi i¢in,
fotografcilikta ve lastik endiistrisi.

Belirlenen terap6tik dozlarda herhangi bir yan etkinin veya saglik tehlikesinin
gozlemlenmedigi belirtilmistir. Nadiren bu bitkiden elde edilen yagin kullanimi
sonrasinda bulanti, kusma ve ishal gézlemlenmistir. Mersin otundan elde edilen yagin
asirt dozu (10 g’dan fazlasi) yliksek sineol sebebiyle zehirlenmeye yol agabilmektedir.
Bu zehirlenmenin belirtisi olarak da kan basincinin diismesi, dolasim bozukluklari,
solunum yetmezligi goriildiigii belirtilmistir[108].

Bu bitkinin en 6nemli 6zelliklerin biri olarak antikanserojen aktivite olmasi
belirtilmistir. Lakin folklorik tipta da laboratuvar ¢alismalarinda da mersin bitkisinin
¢ok taninmadigini, lizerinde ¢ok ¢aligmanin olmadigini belirtmislerdir.

Giinlimiizde kullanilan ilaglarin ¢ogunun, dogal olarak bulunanprototip
maddelerin birtakim sentetik islemlerle daha uygun ve etkili hale getirilmesiyle elde
edildigi belirtilmistir. Bu sentetik islemlerin halen devam ettigi ama yeni
kemoterapoétik ajanlarin olusturulmasinda karsilasilabilecek en biiyiik sorunun yeni
prototip maddelerin bulunmasi oldugu bildirilmistir. Protip maddelerin kaynag1 olarak
ise 1.000.000'a yakin bitkiler alemi bildirilmistir. Protiplerle ilgili sikintinin kanser
ilaglarinda da mevcut oldugu, bundan dolayr yeni prototiplere ihtiya¢ duyuldugu
belirtilmistir. Bundan dolayr mersin bitkisinin giiclii antikanserojen aktivitesi bir

caligma alan1 olusturmaktadir.
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Mersin bitkisi ile yapilan 6rnek bir calismada degisik bitki ekstraktlar
kullanilarak AHH (Aril Hidrokarbon Hidroksilaz) enzim aktivitesi ve 3HBenzo (a)
piren'in DNA'ya baglanmasi lizerineolan etkileri incelenmistir. Calisma esnasinda
distile suda hazirlanan ekstraktlarindan higbirisinin etkili olamadig belirtilmistir.
Lakin bazi1 organik solventlerle elde edilen ekstraktlarin bir kism1 her iki aktiviteyi de
belirli oranlarda inhibe etmislerdir. Mersin bitkisinin de butanolik ekstraktinin 2 mg'lik
konsantrasyonda AHH aktivitesini inhibe etmistir, ayrica 3H-B (a) P'nin inek timiis
DNA' sina baglanmasini da ayni1 dozlarda engelledigi belirtilmistir. Calisma sonunda
antikanserojen aktiviteye sahip maddelerin suda ¢ozlinmedigi, organik solventlerle
elde edilen ekstraktlarin etki giiglerinin daha fazla oldugu belirtilmistir.

Bagka bir grup tarafindan yapilan ¢alismada da mersin bitkisinin de iclerinde
oldugu 10 adet bitkinin etanolik ekstraktlarinin AHH enzim aktivitesine ve 3H-B (a)
P'nin fare karaciger mikrozomal proteinine baglanmasina olan etkileri incelenmistir.
Bu c¢aligmada mersin bitkisinin diger bitkilerden daha yiliksek bir aktiviteye sahip
oldugu gozlenmistir. Mersin bitkisinin bu etkisi bol miktarda flavonoid igermesine
baglanmistir. Bunun yaninda antikanserojen aktiviteye sahip baska maddeler de bu
olayda s6z sahibi olabilir[109].

Mersin otu ile ilgili yapilan antikanserojen calismalarin ilklerinin bunlar
oldugu belirtilmigtir. Daha sonraki zamanlarda bu bitkinin farkli kanser tipleri
tizerindeki etkisi arastirilmis ve mersin otunun farkli kanser tiirlerinde kanserli
hiicreleri apoptoza gotiirdiigi bildirilmistir. Buna 6rnek 2008’de Tretiakova ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada mersin otunun farkli kanser hiicrelerini mitokondriyal
yolaktan apoptoza gotiirdiigii belirtilmistir [5]. Ayrica Mothana ve arkadaglarinin
2011°de bitkilerle yaptiklar1 calismada mersin bitkisinin anti-kanser 6zelligi tizerinde

durulmustur [110].
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2.5 Apoptoz

Apoptozun ilk tanimlanmasi1 1842 yilinda Vogt tarafindan yapilmistir; Yunanca’da
apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinden olusan terim, hiicrelerde normal gelisim
sirasinda meydana gelen 6liim olarak belirtilmistir. Apoptoz terimini ilk defa patolog Kerr,
Whyllie ve Currie’nin 1972 yilinda kullandigi ifade edilmistir [111].

Hasara ugramis hiicrelerin veyaorganizmada gorevini tamamlamis hiicreleringevre
hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan, genetik olarak kontrol edilen
programlanmis bir hiicre 6liimiine apoptoz denilmektedir.Birtakim genetik faktorler veya
hiicre dis1 lezyonlar ile aktive edilen ve hiicre tarafindan programlanmis bir mekanizma
ile hiicre 6liimiinii kontrol eden bir olan apoptoz, yasamin farkli evrelerinde biiyiik 6nem
tagimaktadir [112].

Fizyolojik bir islem olarak apoptoz, normal gelisim sirasinda ve olgun
organizmadaki c¢esitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan
sorumludur. Apoptotik hiicre sayis1 kisinin ya da organizmanin saglikli ya da hasta
olusunu belirlediginden, apoptozun fonksiyonel mekanizmalari hiicrede denge unsurudur.
Bu da; apoptoz oraninin azalmasi ile hiicre sayisinin artmasi ve bunun aksine apoptoz
oraninin artmasi hiicre sayisinin azalmasi ve istenmeyen doku tahribatt meydana gelmesi
anlamindadir [113].

Apoptoz gelisim sirasinda, immun sistem hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlar1 ve
normal dokunun metabolik dongiisii gibi baz1 énemli fizyolojik siire¢lerde, Alzheimer
hastaligimin da dahil oldugu bazi major ndrodejeneratif bozukluklarda, otoimmiin
bozukluklarda, AIDS’de ve malignitelerin dahil oldugu daha bir¢ok patolojik durumlarda
da rol aldig1 belirtilmistir [114]. Tek hiicreli organizmalarda hiicre 6liimiiniin yalnizca
apoptozla oldugu, c¢ok hiicreli organizmalarda da genetik olusumlu hiicre hasarinin
engellenmesi veya hiicrenin tamamen yok edilmesin de apoptozun rol aldig: belirtilmistir.
Tiim bunlardan dolay1 hasar yayilmasi ve tiimér olusumu engellenir. Apoptozdan 6nce
hiicresel replikasyon iglemi durur DNA onarmmi gerceklesir, eger bu sirada DNA tamiri

gerceklesemezse hiicre apoptoza gider.
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In vitro ¢alismalarda, apoptoz olaymnin hizli bir olay oldugu, apoptotik uyaridan
sonra hiicrenin hizla ortamdan uzaklastigi; yuvarlaklasirken igerigi bir araya toplanip,
sitoplazmasinin biiziildiigii bildirilmistir. Biiziilme kabarma gelisimi esnasinda siddetle
gelisen aktivitelere yansir. Protoplazma zardan uzaklasir, apoptotik cisim olusur ve tiim
bu olaylar birka¢ dakika stirer. Apoptotik hiicrelerin birlikte fagositozu i¢in ise 12-18 saat
gibi daha uzun bir zaman gerekir [115]. Fagositoz sirasinda makrofajlar ile apoptoza
ugrayan hiicrelerin yutuldugu ve komsu hiicrelerin apoptoza ugrayan hiicrelerin
sergiledigi fosfotidilgliserin gibi molekiiler belirteclerin tanindig1 ifade edilmistir. Son
derece diizenli gerg¢eklesen hiicre biizlilmesi, tomurcuklanma ve kromatin kondensasyonu
ve fragmentasyonu ile apoptozun karakterize edildigi de belirtilmistir [116].

DNA ¢o6ziilmesi,kromatin yigilmasi apoptozun dnemli basamaklaridir, apoptoz
islemi aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun bir siire sonra DNA’da tek iplikte bir
centikle baslayan ¢ok karakteristik ve geri doniigsiiz bir parcalanma goriiliir. DNA
yariklanmasi, DNA’y1 parcalayan enzim olan endoniikleaz aktivitesini de arttirir.
endoniikleaz enziminin aktivasyonunun muhtemelen Ca/Mg oraninin 1 ya da daha fazla
olusuna bagli olabililecegi belirtilmistir. DNA fragmentasyonunun da apoptoz
calismalarinda DNA laddering, DAPI boyama gibi yoOntemlerle de incelendigi
belirtilmistir [117].

Hiicredeki kalsiyum iyonlarindaki artis ile aktiflesen enzimler hiicre iskeletinin
yikilmasinda etkendir. Kaspazlar (Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-CASPASE)
da bu enzimlerin en 6nemlileridir. Bu enzimler apoptoz esnasinda 6nemli rol oynayan
sistein-proteaz grubudur. Basta inaktif olan proteinler gesitli yollarla aktive edilirler.
Sonrasinda hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri taniyip, mevcut substrati bir
karboksil tarafindan ayirir. Apoptoz sirasinda meydana gelen pek c¢ok sekilsel ve
hiicresel degisimler, bu enzimlerin gorevli oldugu siirecler sonucunda gelisir. Kaspaz
aracilt apoptozun aktivasyonunda {i¢ ayrt yolun varligi bilinmektedir; 1.
Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptoz, 2. Hiicre yiizey reseptorleri araciligi ile
tetiklenen apoptoz ve 3. Edoplazmik retikulum aracili apoptozdur. Memelilerde en az
14 kaspaz tanimlandig1 ve islevlerine gore ii¢ gruba ayrildigi belirtilmistir; 1. Baglatict
kaspazlar (kaspaz 2,8,9, 10), 2. Etkili (Efektor) kaspazlar (kaspaz 3,6,7) ve 3.
Enflamatuvar kaspazlar (kaspaz 1,4,5, 11, 12, 13 ve 14) [118].
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Ekstrinsik yolak, hiicre ylizey reseptorleri araciligi ile tetiklenen apoptoz
tipidir. Tiimor nekroz faktorii (TNF), Fas ligand gibi bir 6lim faktori sirasi ile
reseptorlerine baglanir. Fas ligand komsu hiicrelerin plazma membranina baghdir.
Oliim reseptorlerine ligand baglandig1 zaman yapisal bir degisiklik meydana gelip,
birka¢ reseptor bir araya gelerek, oligomerizasyon gergeklesir. Sonunda hiicre disindan
gelen molekiillerin baglanmasiyla Kaspaz 8’ i aktive eden sinyaller yayilir (Sekil 8)
[119]. Ekstrinsik yolakta kaspaz 8 baslatic1 kaspazdir, reseptor ile apoptotik proteazlar
arasindaki ilk baglantidir. Aktive olan Kaspaz 8, diger kaspazlar (Kaspaz 3, 6, 7) aktive
eder. Sonug olarak enzim kaskadi spesifik hedef proteinini kirar ve apoptoz meydana gelir.
Enzim kaskadinin hedefledigi proteinlerin proteolizi, hiicre yikimini olusturur. Hedef
proteinler arasinda hiicre iskeleti proteinleri; aktin, nukleusun biiziilmesine neden olan
laminler ve DNA’y1 nukleozomlar arasindan kirarak DNA ladder olusturan DNaz
mevecuttur.intrinsik yolak da, mitokondri/ sitokrom ¢ aracili apoptoz tipidir. DNA hasari
ve oksidatif stres gibi hiicre iginden gelen uyarti, apoptozun intrinsik yolagin
mitokondrinin dis membranina etki eden Bcl-2 ailesi proteinleri araciligiyla indiikler

Apoptozun intrinsik yolagi disaridan gelen uyartilara (FAS, TNF) duyarli degildir[120].

2.5.1 Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Bcl-2 Ailesi Uyeleri

Bcl-2 ailesinin yaklagik 20 iiyesi oldugu ve hepsinin en az bir protein-protein
iligkisine aracilik eden Bcl-2 homoloji (BH) domaini igerdigi belirtilmistir. Aile iiyelerinin
cogu ya li¢ ya da dort BH domaini paylasir. Bel-2 proteinleri alt gruplara ayrilir; bir gup
hiicreyi apoptoza gotiiren pro-apoptotik, diger grup da apoptozu inhibe eden anti-apoptotik
gruptur (Tablo 6). Pro-apoptotik molekiillerden olusan grup i¢inde BH3 only proteinleri
olarak isimlendirilen alt grup vardir. BH3 only proteinleri pro-apoptotik molekiillerin
aktivitesini ya indiikler (BH3 only aktivatorleri) ya da anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine
baglanarak inhibe eder. Mitokondri dig membrani iizerinde biraraya gelen Bcl-2 ailesinden
Bax ve Bak molekiilleri, oligomerize olur ve membran {izerinde bir kanal olusturur. Altt
ya da sekiz molekiiliin oligomerizasyonu, Bax ve Bak proteinlerinin sekilsel degisikligi
sonrasi insersiyonundan sonra meydana gelir. BH3 only proteinlerinden Bid ve Bim
tarafindan indiiklenir. Mitokondri i¢inde bulunan Sitokrom c ve Prokaspaz 9’un salinimini

saglar [120].
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Tablo 6: Anti-apoptotik ve pro-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri.

Pro-apoptotik iiyeler

BH3-only pro-apoptotik iiyeler

Anti-apoptotik iiyeler

Bax

Puma

Bcl-2

Bak Noxa Bcl2110
Bok Bmf Bel-xL
Bfk Bik Mcl-1
Bcl-rambo Bim Bel-w
Bcl-G Bad Bfl-1
Bid Bcl2l12

Prokaspaz 9 ve Sitokrom c sitoplazmaya serbestlenip, apoptozom adl

halkasalkompleksi olusturur. Bununla birlikte dATP de Apaf-1’e baglanir. Kofaktor

proteini olan Apaf-1 Prokaspaz 9 aktivasyonunda gorevlidir.Baslatic1 kaspaz olan Kaspaz

9 intrinsik yolagin anahtaridir. Kaspaz 9 aktivasyonundan sonra Kaspaz 3, 6 ve 7 aktive

olup, apoptoz yolagimaktiflestirir (Sekil 8) [120].

Fas
TNF-R 4 {\\ § $835445 154 § 31 1 § 138 1534 H\. 15338 § 3 )43 14 3 §
3 R HIHHG LI R R RS R UL : g
TRA"__R siat o I S s et e e e e e e e e e et T

—6 Kaspaz
@O Bcl-2 ailesi (pro-apoptotik)
)

© Bcl-2 ailesi (anti-apoptotik)

' Intraselliiler
sinyaller

N

Sekil 8.D1s ve i¢ apoptotik yolaklar [121]
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2.5.2 BAX, BCL-2, KASPAZ 3, KASPAZ 9 ve PARP Yapisi ve Ozellikleri
Apoptoz regiilasyonunun Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglandigi belirtilmistir. 20
iiyesi olan bu ailede Bax proapoptotik gendir, Bcl-2’de apoptoz inhibitoriidiir,
antiapoptotiktir[122]. Oncelikle proapoptotik protein olan Bax, apoptotik sinyalin
alinmasindan sonra mitokondri zarmmin iyon gegirgenligini (permeabilitesini)
azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c ve AIF (Apoptozis Inducing
Factor) gibi mitokondri zar1 iginde yer alan faktorler sitoplazmaya gegerler[123].
Sitoplazmaki sitokrom ¢ apoptozun en son basamaginda rol alirken, AIF dogrudan
yogunlasan kromatine ve pargalanan gekirdege yonelir[122-124]. Hiicrenin yagamini
ya da Oliminii belirleyen O6nemli bir kapi; mitokondrinin dis membranidir. Bu
membrandaki kanalllarin agilip kapanmasinda anti-apoptotik ve pro-apoptotik genler
gorevlidir. Bazi anti-apoptotik sinyaller dis mitokondriyal membran kanallarini kapali
tutmaya ¢alisirken bazilari tersine pro-apoptotik 6liim sinyalleri de bu kanallar1 agmak

icin galigir.

Sitozol igine serbest birakilabilir mitokondriyal molekiillerin arasindan en
onemlileri sitokrom ¢ ve Smac\DIABLO’dur. Sitokrom c¢ molekiilleri, apoptozom
olusturmak tizere Apaf-1 ile biraraya gelir. Apoptozom prokaspaz 9’u etkileyerek aktif
kaspaz 9’a gevirir ve pro-kaspaz 3,6, 7’yi sirayla aktiflestirir. Boylece bunlar1 6ldiirticii
kaspazlar haline getirir. Daha sonra, iiriinleri apoptatik hiicre fenotipi olusturan cesitli
“Oliim substratlarina” ayirir. Normal olarak, ¢ok sayida apoptoz inhibitorleri (IAPs),
kaspazlara yapisir ve onlari inaktif yapar. Fakat, yine mitokondriden salinan

Smac/DIABLO bu IAP’lara zit ¢alisarak kaspazlari IAP inhibisyonundan korur [125].
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Kaspaz ailesi lyeleri ve Bcl-2/Bax ailesindeki genlerin ekspresyonlarinin
kanser tedavilerinde 6nemli rol aldig1 belirtilmistir [126][126]. Ornegin, yeni tedavi
yontemi olarak Bcl-2 antisense ilk klinik ¢aligmalarda non-Hodjkin’s lenfoma gibi
bazi hastaliklarin olumlu sonu¢ verdigi bulunmustur. Apoptozda asil gorevli olan
sistein proteazlardir [127]. Kaspazlar proteolitik olarak aktif enzimleri pargalar ve
normalde hiicrede inaktif olan proenzimler olarak sentezlenirler [128] . Ozel aspartik
asit sistein proteazini kodlayan Ced-3 genine bagl proteolitik akis apoptozda 6nemli
role sahiptir [129-130] . Bu Ced-3 geninin substratlarindan birinin de apoptoz boyunca
pargalanan poli ADP riboz polimeraz (PARP) oldugu saptanmistir [131]. PARP; DNA
tamirinde gorevlidir, bu enzimin proteolitik yitkimi da DNA onarimini engeller [132].
PARP aym1 zamanda Ca/Mg’ye bagli ve DNA’y1 apoptoz boyunca pargalayan
endoniikleazlari inhibe eder. PARP Ced-3 tarafindan parcalanir ve apoptozu ortaya
cikaran iki anahtar fonksiyonu inhibe eder [122]. Bu genler membran fosfolipid
simetrisindeki azalmasiyla ve plazma membranindaki karbonhidrat kaybiyla aktive

olur. Bu yollarm ikisi de hiicreyi apoptoza gotiiriir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. MATERYAL

3.1.1 Kullanilan Hiicreler Ve Ozellikleri

MCF7 Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri (MCF7 (ATCC® HTB-22T™))

MCF7, 1970’ de meme kanseri olan 69 yasinda Kafkas bir kadindan elde
edilmis ve Michigan Cancer Foundation-7 kisaltmasi olan ( MCF-7 ) olarak
isimlendirilmistir. MCF-7 hiicre hatt1 insan meme dokusundan ve metastatik
bolgelerden elde edilir. Hiicre ¢esidi olarak sadece epitel hiicreleri igerir. Bu hiicre
hatt1 transfeksiyon i¢in uyumludur. Sivi azotta dondurulmus olarak saklanir. Hiicre

kiiltiirii sartlar1 %5 CO2 ve 37° olarak belirlenmistir [133].
HUC-F Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri (Riken:RCB0153)

HUC-F hiicre hatt1 etnik kokeni Japon olan bir bayanin gobek kordonundan
elde edilmis fibroblast hiicreleridir. Morfolojik yap1 olarak fibroblastlarla aym
Ozelliklere sahiptir. Hiicre kiiltiirii sartlart antibiyotiksiz ortamda 370 ve %5 CO2
olarak belirlenmistir[134].

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri (The University of
TURKU)

Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom (UT-SCC)’un farkli tiirleri mevcuttur.
Calismamizda Finlandiya’da Turku Universitesinden alman UT-SCC-74A primer
timor ve UT-SCC-74B boyun metastazi kullanilmistir. UT-SCC-74A (74A) hiicre
hatt1 31 yasindaki dilinin sag marjininde SCC olan G1-G2 evresinde bir erkekten elde
edilmistir (T3N1MO0). UT-SCC-74B (74B) hiicre hatt1 ileri satha boyun metastazindan
elde edilmistir [80].Hiicre kiiltiirii sartlar1 antibiyotikli ortamda 37°, DMEM medyum
ve %5 CO2 olarak belirlenmistir. UT-SCC-74B  hiicre hatti UT-SCC-74A’nin
metastaz halidir. Primer hiicre hatt1 erkek hastanin tiimorlii boyun epitel dokusundan
hastaligin G1 evresinde elde edilmistir. Hiicre kiiltiirli sartlar1 UT-SCC-74A sartlar1 ile

aynidir.



3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Hettich Rotina 380R santrifiij (Germany)

Niive Bench Top santrifiij (Turkey)

Memmert Benmari WNB-14 (Germany)

Shimadzu AUW?220D Hassas terazi (Japan)

Herolab UV transluminator (Germany)

Thermo scientific (Pipet Tabancasi)

VWR International VVortex (Germany)

Scotsman AF80 Buz makinesi (IL, USA)

VWR Galaxy Ministar spin arttirict (Korea)

Thermo Scientific OWL EASYCASTTM B2 Jel
elektroforez sistemi (USA)

Qiagen RT-PCR cihazi

Techne TC-5000 PCR cihaz1 (Gradient PCR)(USA)

Schimadzu UV-Pharmaspec 1700 spektrofotometre
(Japan)

Schimadzu Biotech Biospec-nano spektrofotometre
(Japan)

Thermo Scientific Barnstead Easypure 1l ultra saf su
cihazi (USA)

Techne Dri-Block DB-2D heatblock (UK)

Consort EV265 elektroforez glickaynagi (Belgium)

Cleaver Scientific MSCHOICE elektroforez tanki

Mikrodalga firint SAMSUNG MV71E (Korea)

VWR advanced VMS-C7 manyetik karistirici(Korea)

Leica DM IL LED Mikroskop

Thermo BioSafety Cabinet Class II (Steril Hiicre
Kiiltiirti Kabini)

Sanyo CO?2 inkiibatorii

Roche xCELLigence (Canli hiicre proliferasyon analiz
cthazi)

BioRad Cell Counter (Hiicre Sayim Cihaz1)

Sanyo -800C buzdolabi

Niive Steamart (Kat1 ve s1vi otoklav)

Thermo Varioskan (Florasan Okuyucu)

Mini and Midi Format Electrophoresis Systems (Bio-
Rad) (Running)

The Mini Trans-Blot® (Bio-Rad) (Transfer)

The ChemiDoc MP system(Bio-Rad) (Goriintii)

40
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3.1.3 Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

12 kuyucuklu petri, 6 kuyucuklu petri, 25cm? hiicre biiyiitme kaplar1,75cm?
hiicre biiylitme kaplar1 ,MCF-7 hiicre hatti, HUC-F hiicre hatti, UT-SCC-74A hiicre
hatti, UT-SCC-74B hiicre hatti, Fetal Bovine Serum,Tripsin-EDTA, Kriyovial tiip,
Penisilin/Streptomisin, L-Glutamin, DMEM,Penisilin, Steril pipetler (5, 10ml) ,
Siringa filtreleri (0.22 um),

3.2 YONTEMLER
3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Calismada ticari olarak temin edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hatti,
fibroblast hiicre hatt1 ve Turku Universitesi’nden iiniversitemize gelen 74A ve 74B bas

ve boyun kanseri hiicre hatlarikullanildu.

Hiicrelerin kiiltiir edilmesi siiresince  DMEM/High Glucose medyumu
kullanildi. % 5 CO; igeren nemli 37°C’lik etiivde biiyiitiildii. Her 2-3 giinde bir, hiicre

yogunluguna ve deneysel ihtiyaclara bagli olarak pasajlar1 gerceklestirildi.

Calismada kullanilan hiicre hatlarinin medyumlar1 su sekilde hazirlandi; 500
mL DMEM/High Glukoz (HY-SH30243.01) medyumun igerisine, 50 mL FBS
(Wisent- 080110 veya HY- CH30160.02), 5mL penisilin /streptomysin(HY -
SV30010), 4 mL L-Glutamin (Wisent-609-065-ZL) ve 0,5mL Plasmocin (ant-mpt
(Invitrogen) eklenerek kullanima hazir hale getirildi. Calisma hiicre kiiltiirli ¢alisma
kurallar1 g6z oniinde bulundurularak, titizlik igerisinde siirdiiriildii. Her ¢alismadan
yarim saat once kabinin UV 15181 agilarak kabin sterilize edildi. Kabin, ¢alisma
oncesinde % 70’lik alkol ile temizlendi. Once ates yakildi, daha sonra havalandirma

acildu.
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3.2.1.1 Hiicre ekim islemleri

1.

Hiicreler calisma boyunca 37°C inkiibe edildiginden ¢alismada kullanilacak
soliisyonlarinda 1sisinin ayni1 olmasi gerektiginden soliisyonlar her zaman
calisma oncesinde 37°C’de 1s1t1ld1

-196 °C’de siv1 azotta saklanan stok hiicreler, buradan alinarak 37 °C’deki
1siticida eriyene kadar bekletildi.

Cryovial tiiplerin etrafi alkol ile temizlenip, titiz bir sekilde acildi.

3 ml medyum konan falkon tiipiliniin i¢ine stok soliisyonu i¢indeki hiicreler
aktarildi.

25 °C’de 1100 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

Santrifiij ardindan siipernatant atildi.

Hiicrelerin iizerine pelletin yogunluguna gore gerekli miktarda medyum
konulup, ekim yapilacak flaskin boyutuna gore hiicrelerin iizerine medyum
eklendi (Ornegin;75lik flask i¢in 10 mL olacak sekilde).

Pipetaj yapilarak hiicreler ¢6ziildii ve medyum bulunan flask icerisine hiicreler

eklendi,flaska yayilacak sekilde sallandi ve 37°C % 5 COz‘lik etiive konuldu.

3.2.1.2 Medyum Degisimi (75’lik flask i¢in)

1.
2
3.
4. Medyum hiicre tipi ve yogunluguna gore siirekli kontrol edilip gerektikge

Medyum 37 °C’de 1sit1ld1.
75°1ik flasktaki medyum uzaklastirildi.
10 mL medyum eklendi ve etiive kaldirildi.

degistirildi. Bu siiregte pasaj gerektiginde hiicreler pasajlandi.
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3.2.1.3 Harvest Islemi (75°lik flask icin)

L N o g B

Flasktaki medyum bosaltildi.

Flaska 4 ml 1xPBS ilave edilerek varsa 6lii hiicreler uzaklastirildi ve boylece
flaskta tutunan canli hiicreler kaldu.

3 mL tripsin-EDTA (HY-SV30031.01) eklenip, etiive konuldu, hiicrelerin
kalkmasi saglandi (Tripsin-EDTA 37°C’de aktivite olan bir kimyasaldir,
bundan dolay1 37°C’de inkiibe edildi).

3 mL medyum eklenip, pipetaj yapilarak falkon tiipe aktarildu.

25°C’de 1100 rpm’da 3 dk. santrifiij yapildi.

Stipernatant atild1 ve medyum eklendi, tekrar santrifiij edildi.

Medyumun tamami hiicrelere zarar vermeden dikkatlice ¢ekildi.

Medyumda hiicreler ¢oziliip esit bir sekilde hiicre kiiltiir tabaklarina
(well=kuyucuk) tekrar ekildi. Bu ekim sirasinda kullanilacak well-platelerin

boyutlar1 6nemlidir. Her plate i¢in uygun sayida hiicre ekimi gergeklestirildi.

3.2.1.4 Hiicre sayimi

1.

Flasktan yukarida belirtildigi gibi kaldirilan hiicreler medyumda ¢o6ziindiiriiliip
karisim homojenize edildi, hiicre sayimi i¢in; 10 pl Tryphan Blue, 10 pl hiicre
ornegi ile karistirildi.

Bu karigimdan 10 ul alinip, Bio-Rad's New TC10™ Automated Cell Counter
cihazinin slaytina eklenip, bu cihazda hiicre sayimi1 yapildi (Sekil 9).
Konsantrasyon (hiicre/ml) =canli hiicre sayis1 ve canlilik oran1 belirlenir. Ekim
yapilacak plate’e uygun hesap yapilip, ekim gergeklestirildi (Sekil 10).

16 well plate icin her welle belirlenen hiicre sayisinda hiicre ekildi. Bu hiicre
sayist hiicre hattindan hiicre hattina degisiklik gostermektedir. Bundan dolay:
oncelikle bu kuyucuklara farkli sayilarda hiicre ekildi, ardindan uygun hiicre
sayist belirlendi (Sekil 11). Diger deney asamalarinda da kuyucuklara buna
uygun hiicre sayisinda ekim yapildi. RNA izolasyonu i¢in 12’lik well platelere
ekim yapilirken, protein izolasyonu i¢in 6’lik well plate kullanildigindan bu

platelere de hiicre tipine uygun sayida hiicre ekildi.
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Sekil 9.Bio-Rad's New TC10™ Automated Cell Counter’da hiicre sayim asamalari

Ornek hesaplama:
1mil 1.10x107
? 12x10°

7=0,109ml hiicre karigimdan
alinacak, iizerine medyum ile
tamamlanacak. (12x10° =kuyu bas1
5000 hiicre x 24 kuyu,
xCELLigence plateleri igin)

Sekil 10. Hiicre sayimi1 ardindan hesaplanmasi

3.2.1.5 xCELLigence Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi
1. xCELLigence 6zel platelerine DMEM’den 100 pl her kuyucuga eklenip,
cihaza okutuldu.
2. Pasajdan elde edilen hiicreler hiicre sayimi1 yapildiktan sonra XCELLigence
0zel platelerine hiicre tipine 6zgiin olarak belirlenen sayida ekilir.
3. Ekim ardindan 30 dakika oda sicakliginda bu plateler bekletildi.
4. Cihaza plateler yerlestirilir ve cihaz program ayarlandiktan sonra caligtirildi.

(Sekil 11).
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Sekil 11. xCELLigence plate’ine ekim ve cihaza 6rneklerin yerlestirilmesi
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3.2.2 Myrtus communis (Mersin Otu) Muamelesi

Ticari olarak satin alman mersin otu ekstraktiDMEM+DMSO igerisinde

¢oziilerek son konsantrasyon 4000 pg/ml olacak sekilde stok soliisyonu hazirlandi

(Tablo 7).

Tablo 7. Soliisyonlarin hazirlanmas:

25ul DMSO + 25 ml DMEM = %0,1°lik DMSO ¢ozeltisi

20 mg bitki ekstrakti + 5 ml %0,1’lik DMSO = A =4000 pg/ml - stok soliisyonu

1 ml A+ 1Iml %0,1°lik DMSO =B =2000 pg/ml Final Konsantrasyonu = 2000 pg/ml
1 ml B+ 1 ml%0,1’lik DMSO = C = 1000 pg/ml Final Konsantrasyonu = 1000 pg/ml
1mlC+1ml%0,1’lik DMSO =D =500 pg/ml  Final Konsantrasyonu = 500 pg/ml
1 ml D+ 1 ml %0,1’lik DMSO = E = 250 ug/ml  Final Konsantrasyonu = 250 pg/ml
1 mlE+ 1 ml%0,1’lik DMSO =F =125 pg/ml  Final Konsantrasyonu = 125 pg/ml
1 ml F+1ml%0,1’lik DMSO =G = 62,5 ng/ml  Final Konsantrasyonu = 62,5 pg/ml
1 ml G+ 1 ml%0,1’lik DMSO = H =32 pg/ml Final Konsantrasyonu = 31 pg/ml
1 mlH+1ml%0,1’lik DMSO = I = 16 pg/ml Final Konsantrasyonu = 16 pg/ml
Imll+1ml%0,1’lik DMSO = J = 8ug/ml Final Konsantrasyonu = 8 pg/ml

Bu dozlar xCELLigence platelere 3’er tekrarli uygulandi. Hiicrelere proliferasyon

analizi yapild1.

3.2.3 Hiicre Titrasyon Testi (xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi)

1. Hiicreye harvest islemindeki ilk basamaklar uygulanarak hiicreler kaldirildi.
Hiicre sayim1 gergeklestirildi.

2. xCELLigence 06zel platelerine DMEM’den 100 pl her kuyucuga eklenip,
cihaza okutuldu.

3. 16 well-plate xCELLigence plate’lerine tiger tekrarli 10.000,7500,5.000 ve
2.500 sayisinda hiicreler ekildi.

4. Ekim ardindan 30 dakika oda sicakliginda bu plateler bekletildi.
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5. Cihaza plateler yerlestirilir ve cihaz program ayarlandiktan sonra ¢aligtirildu.
(Sekil 11).
6. Ekim ardindan hiicrelerin proliferasyonlarindaki farkliliklar, zamana ve

sayisina bagli bu platelere ekim i¢in en uygun say1 belirlendi.

3.2.4 Hiicre Sitotoksisite Testi (xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi)

1. Hiicreye harvest igslemindeki ilk basamaklar uygulanarak hiicreler kaldirildi.
Hiicre sayimi gergeklestirildi.

2. xCELLigence 6zel platelerine DMEM’den 100 ul her kuyucuga eklenip, cihaza
okutuldu.

3. Cell titration deneyi sonucunda belirlenen hiicre sayisi 16’lik well platelere ekildi.

4. Cihaza plateler yerlestirilir ve cihaz program ayarlandiktan sonra ¢alistirildi.

5. 24 saat sonrasinda yukarida belirtilen dozlarda mersin otu ekstrakti ticer tekrarl
uygulandi.

6. llerleyen saatlerde hiicrelerin cogalma egrileri takip edildi. Etkili doz belirlenip

ICs0 degeri tespit edildi.

3.2.5 mRNA ifadesinin Belirlenmesi
3.2.5.1 TRIZOL ile hiicreden RNA izolasyonu

Her hiicre hatt1 igin xCELLigence kullanilarak dozlar belirlendikten sonra
hiicreler 12’lik wellere her doz igin tiger tekrarli ekildi, inkabat6rde inkiibe edildi. 24
saat sonra farkli dozlarda mersin otu ekstrakti uygulandi ve tekrar 24 saat sonra
asagidaki protokol takip edilerek RNA izolasyonu yapildi. Izolasyondan &nce invert
mikroskobuyla hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. Mersin otu ekstrakti uygulanan
hiicrelerin sekilleriyle kontrol gruplar1 kiyaslandi. Hiicrelerin sekillerinde degisiklikler

gozlemlendi.
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1. 12°1lik wellerdeki medyum bosaltildi

2. Soguk 1XPBS’le (1 mL) iki kez yikanda.

3. Her bir kuyucuga 400 pl TRIZOL (Invitrogen, Cat. No.15596-026) ilave edildi ve
kuyucuklar iyice yikandi, pipet ucuyla da iyice kazindi.

4. Her kuyucuktaki hiicreler 1.5 mL’lik ependorf tiiplere alind1.

5. 100 pL kloroform(Merck, 102431) eklendi ve renk degisene kadar 2-3 dk salland.
6. 12.000 x rpm’°de 15 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

7. Santrifiij sonrasinda ii¢ faz olusur, Ustteki seffaf kisim (slipernatant) yeni ependorf
tiipe aktarildi.

8. 500 uL 2-propanol (Merck, cat. No.100995) eklenip, sallanarak karistirild1 ve oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

9.12.000 x rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiij yapildu.

10. Siipernatant RNA’ya zarar vermeden dikkatlice atildi. % 75°1ik etanolden (Merck,
cat. No. 100993) 1000 uL eklendi ve hafifce sallandi.

11.12.000 x rpm’de 5 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

12. Siipernatant atild1 ve alkoliin uzaklagmasi i¢in 10-15 dk oda sicakliginda kapaklari
acik olarak bekletildi.

13. 40 uL PCR-grade DEPC (Invitrogen, 46-2224) su eklenerek RNA pipetejla
¢Oziindiirtldi.

14.RNA’lar nanodropta 6l¢iildii, konsantrasyonlar1 ve OD degerleri belirlendi.

15. RNA diger deneyler kullanilmak tizere -80° C’de saklandi.
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3.2.5.2 ¢cDNA Protokolii

e Tiim RNA’lar sabit bir sayiya esitlendi. (RNA konsantrasyonuna gore 1 veya

2 g gibi)

e Hesaplama iglemi soyle yapilir;

Ornegin izole ettigimiz RNA degeri X=274,2 ng/ul olsun. Bunu 1 pg’ma esitlemek

istiyorsak;

2742 ng=0,274 ng

(0,274’1 neyle garparsam 1’e esitlenir diye hesap yapilir)

0,274 x 3,65 =1,0001 pg

3,65 ul = alinacak RNA miktar1

e Hesaplamalari yaptiktan sonra ¢aligmaya gegilir.

(NOT: RNA ve kitin i¢ginde bulunan malzemeler her zaman buzda bekletilmelidir.)

1. Ornek sayis1 kadar 1,5 mI’lik ependorf tiip cikartild.

2. Her bir 6rnek i¢in hesaplanan miktarda RNA sirasiyla ependorf tiiplere

konuldu.

Her bir 6rnek icin hesaplanan miktarda su (kitin iginde mevcut)
stirastyla ependorf tliplere konuldu (6rnegin RNA 2ul ise 11ul’ye
tamamlayacak sekilde yani 9pul su tiiplere konur).

Ayr1 bir temiz ependorf tiiplin icinde asagidaki oranlarda mix

hazirlandi.

» Bir o6rnek i¢in hazirlanacak miktarlar (6rnek sayisiyla carpilarak mix

hazirlanir).
e 5X Reaction Buffer 4ul
e Ribolock™ RNase Inhibitor(20 u/ul) Ll
e 10mM DNTP Mix 2ul

RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase(200 u/ul)  1pl
Oligo(dT)1g primer Tl
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5. Hazirlanan mix 6rnek tiiplerinin istiine 9 pl olacak sekilde dagitildi.

Toplam hacim20 pl olacak (11 6nceden vardi 9 pl mix ekledik toplam 20
ul oldu).

6. 42 °C 60 dk inkiibasyona birakildi, Sonra 70°C de 5 dk bekletildi. Spin
attirildi.
7. Elde edilen cDNA’lar -70°C de saklandi.

3.2.5.3 BETA AKTIN, BAX, BCL-2 Primerlerin hazirlanmasi

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda
IXTE (Tris-EDTA) eklenerek 100 pmol/mL’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi. PCR
isleminde kullanilmak tizere stoktan 20 pL alinarak 80 pL 1xXTE tamponu eklendi.

Kullanilan primerlerin sekansi su sekildedir:
BAX PRIMERI:
Hrs:5GTCCAATGTCCAGCCCATGA3
Hras:5’AGCTGAGCGAGTGTCTCAAGS3'

BCL-2 PRIMERI:
Hrs:5'GGTGAACTGGGGGAGGATTG3!
Hras:5’GGCAGGCATGTTGACTTCAC

BETA AKTIN PRIMERI:
Hrs:5TTCCTGGGCATGGAGTCCT3'
Hras:5’AGGAGGAGCAATGATCTTGATC3’
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3.2.5.4 Gradiyent PCR

Real-time PCR ‘da kullanilacak olan primerlerimizin g¢alisma sicakligini

bulmak i¢in asagidaki soliisyonlar ve program kullanilarak gradiyent PCR yapildi.

SOLUSYONLAR MIKTAR
NH4 BUFFER 2,5uL
MgClI 2,5uL
dNTP 0,5uL

PRIMER(REVERSE) |(0,5uL
PRIMER(FORWARD) |0,5uL
TAQ POLIMERAZ 0,2uL
NUCLEASE  FREE
WATER 16,3uL

Gradiyent pcr yapmak igin belirlenen B-AKTIN, BAX, BCL-2genleri igin

belirlenen program kosullari su sekildedir:

INITIAL

DENATURATION 95°C 5dk 1cycle
DENATURATION 95°C 30sn
ANNELING 53-67°C |30sn |32 cycle
EXTENSION 72°C ldk

FINAL EXTENSION 72°C 5dk 1cycle

BAX,BCL-2 VE Beta-aktin i¢in uygun sicaklik 58°C olarak belirlendi.
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3.2.5.5 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasi istenen bolgenin amplifiye olup olmadigini kontrol etmek i¢in

%2’lik agaroz jelde PCR iiriinleri yirtitiildii.

1.

100mL 1xTAE (Tris/Asetik Asit /EDTA) tamponunun ig¢ine 2 gr agaroz
(Invitrogen kat no: 16500-100g) konuldu.

Mikrodalga firinda homojen olana kadar tutuldu.

1.8 puL ethidium bromide (Merck, 11608.0030) ilave edildikten sonra jel kaliba
dokiilerek donmaya birakildi.

PCR driinlerinden SuL alinarak 1pL 6xLoading dye(Thermo, #R0611) ile
karistirtlip kuyucuklara yiiklendi.

Jel, 110 V’de yaklasik 15-20 dk. yiiriitiildiikten sonra UV transliminatorde

goriintlilendi.

3.2.5.6 Jel Ekstraksiyonu
Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, cat. No 28704) ile yapildi.

1.

IS

10.

11.
12.

Jel ekstraksiyonu yapilacak PCR iiriinleri (20uL) yeni hazirlanmis taze kalin
tarakli jele yiiklendi.

Dimerlerin uzaklagmasi i¢in miimkiin olan en uzun siire yiirtitildi.

Karanlik odada bantlara bakilip, hangisinin alinacagina karar verildi.

DNA bantlar1 bant kesici (extractor) ile dikkatlice alinda.

Kesilen jel pargasi tartilip ependorf tiipe aktarildi.

Ornegin; 1 Jel 40 mg = 40uL hesabina gore kag kuyucuk kesildi ise 2 ya da 3
oranda2x40, 3x40 diisiiniildii.

40x0rnek sayis1 kadar QG tamponu eklendi (QIAGEN).

50 °C’de 10 dk. inkiibasyona birakild.

Jel parcalart tamamen eriyene kadar 2-3 dakikada bir vortex yapildi. (Jel
parcalarieridikten sonra tamponun rengi sart olmali, eger turuncu ya da mor
renk olusursa renk sar1 olana kadar 10pL 3M sodyum asetat eklenir.)
Stipernatant mor kapakli spin kolona aktarildi ve 13.000 rpm’de 1dk. santrifiij
edildi.

Alttaki toplama tiipii bosaltilip tekrar takildi.

Icindeki alkoliin tamamen uzaklagmas icin bos olarak tekrar santrifiij yapildi.
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13. Spin kolon yeni ependorf tiipe oturtuldu. Toplama tiipleri atild.
14. 30uL EB buffer (QIAGEN) eklendi. 4dk. oda sicakliginda bekletildi.
15. 13.000 rpm’de 1dk. santrifiijlendi. DNA degeri spektrofotometrede okutuldu.

3.2.5.7 Real-time PCR i¢in Standartlarin Hazirlanmasi
Jel ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan standart hazirlanir.

Primere ait jel ekstraksiyonu yaptiktan sonra spektrofotometrede

konsantrasyon ve kalite 6l¢iimii yapildi.
ORNEK:

BETA-AKTIN geninin jel ekstraksiyon sonucu:

Sng/ul mmmmp  5000pg mmmmp 50 KAT

7N\

49 ul ddH20 1ul DNA

Seklinde hesaplama ile sulandirma katsayisi bulundu. Sonrasinda 1:10 miktarinda seri
dilisyon yapildi. Standartlar birinci standart hazirlandiktan sonra diliie edilerek sirayla

hazirlandi.
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Real-time PCR’da kullanilan sybr green 1siktan etkilendigi i¢in ¢aligma alani

karanlik olmali, metal bloklarda ve asagidaki miktarlarda (bir Ornek igin)

calisiimalidir.

BiLESENLER
FORWARD PRIMER
REVERSE PRIMER
SYBR GREEN MASTER MiX
NUKLEAZ-FREE SU
cDNA

TOPLAM

MIKTAR

0,5 pul
0,5 ul
12,5u1
9ul

2,5 ul

25 ul

Real Time PCR’da cihaza calisilan gene gore program girildi.

Denatiirasyon i¢in 15' 94 °C,

Annealing 30" (her gen i¢in normal PCR’daki ¢alisma sicakliginin 2°C alt1 segildi).

Extention 30' 72 °C, cycle ¢alismaya gore 45 segildi.

Ayni sekilde housekeeping gen olan B-aktin ile normalize edildi.

Analizde okunan B-AKTIN, BAX, BCL-2 degerleri excel programinda yerlestirilip

oranlamalari, ortalama degerleri hesaplanip varsa ekspresyon degisimine

bakildi.
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Protein ifadesinin Belirlenmesi

3.2.6.1 Protein izolasyonu

1.

Flasklarda yeterli yogunluga ulagsmis hiicreler gereken protokol ile flasktan
kaldirild1 ve hiicre ayimi yapildi.

Toplam protein izolasyonu i¢in kuyu basina belirlenen sayida hiicre hiicre
tipine gore 6 kuyucuklu well-platelere ekildi.

24 saat ardindan mersin otu ekstrakti belirli 4 dozda uygulandi. 24 saat daha
inkiibe edildikten sonra izolasyonu yapildi.

Hiicreler iizerine 1X PBS eklendi. PBS’le yikayip, kaziyict yardimiyla petri
yiizeyinden kaldirildi.

Soguk santrifiijleme islemiyle +4°C’de 4000 rpm’de 5 santrifiij edildi.
Hiicre pelleti elde edildi. Toplam protein igerigi eldesi i¢in hiicre dziitleme
tamponu igerisine alman hiicreler 2.5 dakika boyunca sonikasyon islemi
gerceklestirildi.

15 dakika 13200 rpm’de +4°C’de santrifiijlenen orneklerin {ist sivis1 yeni bir
tiipe alind1 ve 20°C’de saklandi.

3.2.6.2 Bradford Yontemiyle Protein Miktar Tayini

1.
2.

Protein miktar analizi Bradford yontemi kullanildi (Bio-Rad).

Proteinler Coomassie brillant blue G-250 ye baglandi ve tayini bu sayede
yapildi. Normalde protone halde kirmizi/kahverengi renkte olan boya proteinle
baglaninca mavi renkte goriildii. Bu degisim Varioskan Flash’da 595 nm’de
absorbans Olciilerek belirlendi (Thermo Electron North Ame).

BSA (Bovine Serum Albumin) 1,5 pg- 7,5 pg araliginda alinarak standartlar
olusturuldu.

Daha sonra oOrneklerde 2 pl olacak sekilde kuyucuklara eklendi ve
tizerlerine100 pl Bradford soliisyonu eklenip karanlikta 5 dakika beklendikten

sonra 595 nm de 6l¢iim yapildu.
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3.2.6.3 SDS-PAGE jel hazirlanmasi

SDS-Page (sodyum dodesil stilfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforez) proteinlerin
molekiiler biiyiikliigiinii analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. Poliakrilamid jellerle
yapilan elektroforez, hem molekiiler ayrim hem de elektroforetik harekete dayali

oldugundan 6rnekteki bilesenlerin daha iyi ayrigsmalarina yol agar.

3.2.6.4 Protein Orneklerin Hazirlanmasi
1. lIzole edilen proteinlerin jele yiiklenecegi miktari immunoblotlama ydntemi
icin Bradford sonuglarina gore standart egriye bagl olarak tespit edildi.
2. Ardindan 1:3 oraninda yiikleme tamponu ile karistirildi ve 95°C’° de 5 dakika

tutuldu ve buza alindu.

3.2.6.5 SDS-PAGE Jelin Yiiriimesi ve PVDF Membrana Transfer
1. Ornekler protein belirtegler ile birlikte 100 V’da 5°, 240 V’da 20’ saat SDS
iceren yiirlitme tamponunda yiiriitiildii.
2. Jel izerinde olan protein 6rnekleri PVDF membrana transfer edildikten sonra
(% 15 Metanol iceren 1X Transfer Tamponu), yagsiz siit tozu ile 30' oda
sicakliginda galkalandi. (100 ml %0,001 Tween-20 iceren Tris Tuz Sollisyonu

icin 5g siit tozu).

3.2.6.6 immunoblotlama icin Birincil ve Ikincil Antikorlarin Girilmesi ve

Sonucun Filme Fiksasyon islemi

1. Uygun birincil antikorla (protokolde belirlenen oranda (1:1000 orani gibi)
antikor: % 5 siit soliisyonu) gece boyu +4°C inkiibe edildi.

2. S’er dakikalik ti¢ kez TBS-T ile yikama sonrasinda uygun ikincil antikorla
(1:4000; antikor: % 5 siit soliisyonu) oda sicakliginda 30’ inkiibe edildi.

3. Daha sonra uygulamalarin ardindan 5’er dakikalik araliklarla TBS-T ile ii¢ kez
yikandu.

4. Kemiluminesans madde ile 1 dakika boyunca muamele edildiler. Daha sonra
stre¢ filme sarilan membranlar,

5. Sonuglar B-aktin yiikleme kontrolii ile karsilagtirilarak tartigildi.
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Calismada kulllanilan antibodyler su sekildedir;

Kaspaz-3 (8G10) Rabbit mAb #9665, PARP Antibody #9542 ,Kaspaz 9 (C9) Mouse
mAb #9508, B-Actin (N-21): sc-130656, Bax (D2E11) Rabbit mAb #5023, Bcl-2
Antibody #2876

3.2.7 Istatistiksel Analiz

Calismanin xCELLigence ve RT-PCR sonuglart SPSS 18.0 programi
kullanilarak analiz edildi. Unpaired 1-tailed T test uygulandi. xCELLigence analizi
icin ICsp degerinin gdsterdigi uygun dozun, t testine gére de anlamli araliktan se¢ilip
secilmedigi kontrol edildi . T testi sonucunda sec¢ilen doz araligr p<0.05 degerinin
altinda ¢ikmasi, belirlenen dozun uygunlugunun istatistiki kontrolii olarak kullanildu.
MCF-7, UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatt1 i¢in de ayni kontrol yapildi.
Datalar kontrol ve doz uygulanan gruplarin tiger tekralar1 kiyaslanarak hesaplandi.
RT-PCR’da her ti¢ hatt1 icin BAX ve BCL-2 geninde analiz edilirken SPSS 18.0
programi kullanilarak analiz edildi. Paired 1-tailed T uygulandi. Belirlenen dort farkli

dozda p degeri 0.05’den kiigiik ¢iktigindan anlamli sonug elde edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1.HUC-F, MCF-7, UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B HUCRELERININ
TITRASYON GRAFIKLERI

xCELLigence cihaz1 ¢alismamizda mersin otu ekstraktinin meme kanseri ve
bas-noyun kanseri hiicre hatlarindaki etksinin belirlenmesinde,IC50 degerinin tespiet
edilmesinde kullanilmistir. Bu ¢alismaya gegmeden dnce bu cihazdaki 16 kuyulu E-
Plaka’lar i¢in en uygun hiicre konsantrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir. Bu
amacla bu plakalara farkli sayilarda hiicreler ekilmistir. Cok fazla sayida ekilen
hiicreler kisa zamanda ¢ogalip plakada c¢ogalmak i¢in yer bulamayacagindan, az
ekilenin de yetersiz geleceginden en uygun sayidaki hiicre sayisinin bulunmasi
hedeflemistir. Zamanla siirekli hiicre sayisinin artmadigi plato faza ulastiktan sonra
proliferasyonun sabit kaldigi, cell index’deki degerin en az 1’e ulastigt deger
belirlenmigtir. Cell index 1’in altinda ise kullanilamamaktadir, hiicre sayisi ¢ok az
gelmektedir. Bu sayinin tizerindeki degerler de kendi aralarinda degerlendirililip her

hiicre hatti i¢in en uygun say1 belirlenmistir.

4.1.1 HUC-F hiicrelerinin titrasyon grafigi
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Sekil 12. HUC-F hiicre hattinda titrasyon grafigi. Bu grafik de lacivert: 20 000,
yesil: 10 000, kirmizi: 5 000 hiicreyi gostermektedir.

Yapilan titrasyon deneyinden sonra HUC-F hiicre hatti icin en uygun degerin 10.000
oldugu tespit edilmistir.
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4.1.2 MCF-7 hiicrelerinin titrasyon grafigi
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Sekil 13. MCF-7 hiicre hattinda titrasyon grafigi. Bu grafik de yesil: 20 000, kirmiz:
15 000, lacivert: 10 000, pembe: 5 000, turkuaz: 2 500, mor: sadece dmembhiicreyi

gostermektedir.

MCF-7 hiicre hatt1 i¢in titrasyon deneyinden sonra en uygun hiicre sayisinin 5000
oldugu belirlenmistir. Bu saymin tizerindeki hiicrelerde ani artis olmasi, altindaki
hiicre sayillarinda da yapilacak deney icin hiicre sayisinin yetersiz kalacagi

gbzlemlenmistir.

4.1.3 UT-SCC-74A hiicrelerinin titrasyon grafigi
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Sekil 14.UT-SCC-74A hiicre hattinda titrasyon grafigi.Bu grafik de lacivert: 20 000,
yesil: 10 000, kirmizi: 5 000 hiicreyi gostermektedir.

UT-SCC-74A hiicre hattinda uygun hiicre sayisi olarak 10 000 tespit edilmistir.
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4.1.4 UT-SCC-74Bhiicrelerinin titrasyon grafigi

Time (in Hour)

Sekil 15. UT-SCC-74B hiicre hattinda titrasyon grafigi. Bu grafik de lacivert: 20
000, yesil: 10 000, kirmizi: 5 000 hiicreyi gostermektedir.

UT-SCC-74B hiicre hattinda da 10 000 ekilecek hiicrenin bu deney i¢in uygun olacagi

belirlenmistir.

42 HUC-F, MCF-7, UT-SCC-74A VE UT-SCC-74B HUCRE
PROLIFERAYONU UZERINDE MERSIN OTU EKSTRAKTININ ETKISi

Calismada kullanilan hiicre hatlarina mersin otu ekstrakti farkli dozlarda tiger
tekrarlt uygulanmistir. xCELLigence cihazi kullanilan bu asamada hiicreler i¢in IC50
(Hiicre biliylimesinin % 50’sini inhibe eden konsantrasyon) degerinin bulunmasi
hedeflenmistir. Cihazin 16 kuyulu E-Plaka’larina hiicreler belirlenen sayilarda
ekilmis, 24 saat ardinda farkli dozlardaki mersin otu eksrakti uygulanmistir.
Hiicrelerdeki degisim kontrol grubuna gore kiyaslanarak her hiicre hatti igin ICso

degeri tespit edilmistir.
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4.2.1 HUC-F hiicresinde mersin otu ekstraktinin etkisi

Cell Index
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Sekil 16. HUC-F hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin uygulanmasi.
Grafikte her renk farkli dozda mersin otu ekstraktini ifade eder. Koyu yesil: kontrol,
Acik pembe: 8 pg/ml, Pembe: 16 pg/ml, Kirmizi: 32 pg/ml, Turkuaz: 62.5 pg/ml,
Turuncu: 125 pg/ml, Acik yesil: 250 pg/ml, Mavi: 500 pg/ml, Lila: 1000 pg/ml,
Lacivert: 2 000 pg/ml.

FIBROBLAST HUCRE HATTINA MERSIN OTU EKSTRAKTININ FARKLI DOZLARDA

UYGULANMASI
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MERSIN OTU EKSTRAKTI

Sekil 17 . HUC-F hiicre hattina farkl1 dozlarda mersin otu ekstraktinin uygulanmasi
ardindan mersin otu ekstraktinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi.
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HUC-F hiicre hatt1 bu calismada kontrol grubu olarak kullanilan fibroblast
hiicreleridir. Bu hiicre hattinda mersin otu ekstraktinin degisimi izlenmis, farkli
konsantrasyonlarin etkisi belirlenmistir. Yiiksek dozlarin kontrol grubu olan bu hiicre
hattinda hiicreleri o6liime gotiirdiigli gézlemlenirken diger hiicre hatlar igin tespit
edilen 1Csodegerindeki dozlarin bu hiicre hattinda hiicreleri biiyiik bir oranda 6liime
gotiirmedigi gézlemlenmistir. Bu da sitotoksik etkisinin fibroblast hiicre hattinda az
oldugunu gostermistir. Yalniz yiiksek dozlarin bu hiicre hattin1 da 6liime gotiirdigt

azalan cell index degerlerinden gézlemlenmistir.

4.2.2 MCF-7 hiicresinde mersin otu ekstraktinin etkisi

Cell Index
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Sekil 18 . MCF-7 hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin uygulanmasi.
Grafikte her renk farkli dozda mersin otu ekstraktini ifade eder. Kirmizi: kontrol,
Mavi: 8 pg/ml, Turuncu: 16 pg/ml, Koyu yesil: 32 pg/ml, Acik pembe: 62.5 pg/ml,
Pembe: 125 pg/ml, Mor: 250 pg/ml, Lacivert: 500 pg/ml, Turkuaz: 1000 ng/ml, A¢ik
yesil: 2 000 ug/ml.
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MCF-7 HUCRE HATTINA MERSIN OTU EKSTRAKTININ FARKLI
DOZLARDA UYGULANMASI

1C50:113 pg/ml
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Sekil 19. MCF-7 hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin uygulanmasi

ardindan mersin otu ekstraktinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi. (Kontrol ve 62,5

ug/ml doz verilen mersin otu ekstrakti gruplari arasindaki fark anlamli olup,

p=0,002"dir, kontrol ve 125 ug/ml doz verilen mersin otu ekstrakti gruplar1 arasindaki
fark anlamli olup, p=0,005"dir,ICso degeri de bu degerler arasinda ¢ikmaistir.)

1C50:113 pg/ml
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Sekil 20. MCF-7 hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin uygulanmasi
ardindan IC50 degerinin belirlenmesi. xCELLigence RTCA sofware sistemi

kullanilarak hesaplanmasi.
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MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda 3’er tekrarli farkli dozlarda mersin otu
ekstrakti uygulanmasi ardindan kontrol grubuna gore hiicre sayilarindaki degisiklik
gozlemlenmis, ICsodegeri belirlenmistir. Yukardaki lic grafik de bu degisimi
belirtmektedir. Ilk grafik de hiicre ekiminden 24 saat sonra madde uygulandig1 ve her
dozun farkli karakter gosterdigi belirlenmistir. Ardindan elde edilen cell index
degerleri ile farkli konsantrasyonlardaki degisim hesaplanmis hiicre sayisindaki
degisim belirlenmistir. Ayrica bu deger XCELLigence RTCA sofware kullanilarak da
hesaplanmis ve ICsodegeri 113 pg/ml olarak belirlenmistir. Belirlenen 1Csodegerinin
arasinda bulundugu dozlar ile yapilan T-testi sonucunda p degerleri 0,05’den kiigiik

oldugundan anlamli sonug elde edilmistir.

4.2.3 UT-SCC-74A hiicresinde mersin otu ekstraktinin etkisi
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Sekil 21. UT-SCC-74A hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin
uygulanmasi. Grafikte her renk farkli dozda mersin otu ekstraktini ifade eder. Pembe:
kontrol, Mor: 8 pg/ml, Turkuaz: 16 pg/ml, Lila: 32 pg/ml, Turuncu: 62.5 pg/ml, Mavi:
125 pg/ml, Yesil: 250 pg/ml, Lacivert: 500 pg/ml, Kirmiz1:1000 pg/ml, Acik yesil:
2000 pg/ml, Koyu yesil: sadece dmem.
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74A HUCRE HATTINA MERSIN OTU EKSTRAKTININ
FARKLI DOZLARDA UYGULANMASI

IC50:185 pg/ml

I I d:
- o B
S & & & & & >
Vv NV 2 s ,\590 ,.EPQ

MERSIN OTU KONSANTRASYONU

Sekil 22. UT-SCC-74A  hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin
uygulanmasi ardindan mersin otu ekstraktinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi.
(Kontrol ve 125 pug/ml doz verilen mersin otu ekstrakti gruplari arasindaki fark anlaml
olup, p=0,008"dir, kontrol ve 250 pg/ml doz verilen mersin otu ekstrakti gruplari

arasindaki fark anlamli olup, p=0,001’diir,ICso degeri de bu degerler arasinda
cikmustir.)
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Sekil 23. UT-SCC-74A hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin
uygulanmasi ardindan IC50 degerinin belirlenmesi. xCELLigence RTCA sofware
sistemi kullanilarak hesaplanmasi.
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UT-SCC-74A hiicre hatt1 i¢in belirlenen sayidaki hiicreler E-Plakalara ekilmis,
24 saat ardindan mersin otu ekstrakti farkli dozlarda tiger tekrarli olmak iizere
hiicrelere uygulanmistir. Hiicrelerin sayisindaki degisim izlenmis, 1Csodegeri tespit
edilmistir. Yukaridaki ii¢ grafik sonucunda belirlenen deger 185 pg/ml’dir.Belirlenen
ICsodegerinin arasinda bulundugu dozlar ile yapilan T-testi sonucunda p degerleri
0,05’den kiiciik oldugundan anlamli sonug elde edilmistir.

4.2.4 UT-SCC-74Bhiicresinde mersin otu ekstraktinin etkisi
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Sekil 24. UT-SCC-74B hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin
uygulanmasi. Grafikte her renk farkli dozda mersin otu ekstraktini ifade eder. Kirmizt:
Kontrol, Lacivert:8 pg/ml, Pembe: 16 pg/ml, Turuncu:32 pg/ml, Acik yesil: 62.5
pg/ml, Turkuaz: 125 pg/ml, Yesil: 250 pg/ml, Lila: 500 pg/ml, Mor: 1000 pg/ml,
Mavi: 2000 pg/ml, Koyu yesil: sadece DMEM.
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74B HUCRE HATTINA MERSIN OTU EKSTRAKTININ FARKLI
DOZLARDA UYGULANMASI

1IC50:143ug/ml
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Sekil 25. UT-SCC-74B hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin
uygulanmasi ardindan mersin otu ekstraktinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi.
(Kontrol ve 125 pg/ml doz verilen mersin otu ekstrakti gruplari arasindaki fark anlamli
olup, p=0,0009’dur, kontrol ve 250 pg/ml doz verilen mersin otu ekstrakti gruplari
arasindaki fark anlamli olup, p=0,0001’dir,ICso degeri de bu degerler arasinda
¢cikmustir.)
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Sekil 26. UT-SCC-74B hiicre hattina farkli dozlarda mersin otu ekstraktinin
uygulanmasi ardindan IC50 degerinin belirlenmesi. xCELLigence RTCA sofware
sistemi kullanilarak hesaplanmasi.
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UT-SCC-74B hiicre hattinda da ayni sekilde belirlenen sayidaki hiicreler E-
Plakalara ekilmis 24 saat ardindan mersin otu ekstrakti farkli dozlarda iiger tekrarli
uygulanmistir. Bu hiicre hattinda da degisim izlenmis, ICsodegeri hesaplanmistir. UT-
SCC-74B hiicre hatt1 igin de ICsodegeri 143ug/ml olarak belirlenmistir. elirlenen
ICsodegerinin arasinda bulundugu dozlar ile yapilan T-testi sonucunda p degerleri

0,05°den kiiclik oldugundan anlamli sonug elde edilmistir.

Tim hiicre hatlar1 i¢in ICsodegerleri xCELLigence cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Bu cihaz ile hiicrelerin her saatteki degisimi rahatca gozlemlenmis,
hiicrelere uygulanacak maddenin zamani bu sekilde belirlenmistir. Ne zaman
hiicrelerin tamamen o6liime gittigi, ya da hangi zaman araliginda nasil degistigi de
rahatga tespit edilmistir. Kullanilan hiicre hatlarinda ¢ok yiiksek miktardaki dozlarin
hiicreleri tamamen Oliime gotiirdiigii gozlemlenmistir (2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500
png/ml). Diisiik dozlarinda kontrole yakin davrandigi hiicreleri ¢ok etkilemedigi
goriilmistiir (8 pg/ml, 16 pg/ml gibi). Tiim veriler 1s1nda ICsodegerleri belirlendikten
sonra ikinci adim olarak apoptoz hiicre Oliimii ile mersin otu ekstraktinin kanser
hiicrelerini O6liime gotlirdiigiinii aragtirmak amact ile apoptoz yollarindaki gen
degisimlerinin incelenmesine karar verilmistir. Tretiakova ve arkadaglarinin yaptigi
calismada kanser hiicrelerine mersin otu ekstrakti uygulanmasi ardindan hiicrelerin
apoptoz yolagmi kullanarak hiicre Oliimiinii gergeklestirdikleri belirtilmistir [5].

Bundan dolay1 ¢alismada apoptoz yolagindaki gen degisimleri incelenmistir.
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4.3 MERSIN OTU EKSTRAKTININ HUC-F, MCF-7, UT-SCC-74A VE UT-
SCC-74B HUCRELERINE UYGULANMASI ARDINDAN
MORFOLOJILERININ GOZLEMLENMESI

ICsodegerinin belirlenmesi i¢in 2000 pg/ml’den 8ug/ml’e kadar olan dozlarda
mersin otu ekstrakti genis doz araliginda incelenmistir. Bu degerin tespiti ardindan
belirlenen dort doz diger deney asamalrinda kullanilmistir. Belirlenen dozlar 250
png/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 32 pg/ml’dir. Bu dozlar belirlenirken hiicre sayisinin
degisiminde en etkili olanlar seg¢ilmistir. Cok yliksek dozlar hiicreleri neredeyse
tamamen Oliime gotiirdiiglinden, diisiik dozlarda hiicre tizerine ¢ok etki etmediginden
aradaki dozlar secilmistir. Bu dozlarin arasinda 1Cspdegeri de bulunmaktadir. Bu
belirlenen dort doz kullanilarak western blot ve RT-PCR analizi yapilmis, apoptotik
yolaktaki genlerin degisimleri incelenmistir. Bu analizler i¢in hiicre ekimleri protein
izolasyonunda 6’lik well-plate’e, RNA izolasyonunda da 12’lik well-plate’e
yapilmistir. izolasyon 6ncesinde mersin otu ekstrakti uygulanan gruplardaki hiicrelerin
morfolojilerindeki degisimler net bir sekilde gozlemlenmistir. Asagida da bu
hiicrelerin sekilleri gosterilmektedir. Fibroblast hiicre hattinda madde uygulamasi
ardinad hiicre sekillerinde degisiklik gdzlemlenmezken, kanser hiicre hatlarinda hiicre

PR

morfolojilerinin degistigi gozle goriilmustiir.
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4.3.1 Mersin otu ekstraktimn HUC-F hiicresine uygulanmasi ardindan
morfolojilerinin gozlemlenmesi

Sekil 27.HUC-F hiicre hattina 6 well-plate’e ekiminden 24 saat sonra farkli
dozlarda mersin otu ekstraktinin uygulanmasi ardindan hiicre sekillerinin
gozlemlenmesi (10x biiylitme) (1. Kontrol, 2. 32 pg/ml, 3. 62,5 pg/ml, 4. 125
pg/ml, 5. 250 pg/ml).

HUC-F hiicrelerinde mersin otu uygulanan grupla kontrol grubu kiyaslandiginda

degisimin olmadig1 goriilmuistiir.
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4.3.2 Mersin otu ekstraktinin MCF-7 hiicresine uygulanmasi ardindan
morfolojilerinin gozlemlenmesi

(b)

Sekil 28a: MCF-7 hiicre hattina 6 well-plate’e ekiminden 24 saat sonra farkli dozlarda
mersin otu ekstraktinin uygulanmasi ardindan hiicre sekillerinin gézlemlenmesi (10x
biiyiitme) (1. Kontrol, 2. 32 pg/ml, 3. 62,5 ug/ml, 4. 125 pg/ml, 5. 250 ug/ml) b:MCF-
7 hiicre hattinda mersin otu uygulanan (125 pg/ml) ve kontrol grubun kiyaslanmasi,

biiyiitiilmiis hali.

Hiicrelerin morfolojilerinde madde uygulamasi ardindan degisiklik gdzlemlenmistir.
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4.3.3 Mersin otu ekstraktimn UT-SCC-74A hiicresine uygulanmasi

ardindan morfolojilerinin gozlemlenmesi

(b)

Sekil 29a:UT-SCC-74A hiicre hattina 6 well-plate’e ekiminden 24 saat sonra farkli
dozlarda mersin otu ekstraktinin uygulanmasi ardindan hiicre sekillerinin
gozlemlenmesi (10x biiyiitme) (1. Kontrol, 2. 32 pg/ml, 3. 62,5 ug/ml, 4. 125 ug/ml,
5. 250 pg/ml) b:UT-SCC-74A hiicre hattinda mersin otu uygulanan (125 pg/ml) ve

kontrol grubun kiyaslanmasi, biiyiitiilmiis hali.

Hiicrelerin morfolojilerinde madde uygulamasi ardindan degisiklik gozlemlenmistir.
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4.3.4Mersin otu ekstraktinin UT-SCC-74B hiicresine uygulanmasi ardindan

morfolojilerinin gozlemlenmesi

(b)

Sekil 30a:UT-SCC-74B hiicre hattina 6 well-plate’e ekiminden 24 saat sonra farkli
dozlarda mersin otu ekstraktinin uygulanmasi ardindan hiicre sekillerinin
gozlemlenmesi (10x biiyiitme) (1. Kontrol, 2. 32 pg/ml, 3. 62,5 ng/ml, 4. 125 pg/ml,
5. 250 pug/ml)b:UT-SCC-74B hiicre hattinda mersin otu uygulanan (125 ug/ml) ve
kontrol grubun kiyaslanmasi, biiyiitiilmiis hali.

Hiicrelerin morfolojilerinde madde uygulamasi ardindan degisiklik gézlemlenmistir.
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4.4 MERSIN OTU EKSTRAKTININ MCF-7, UT-SCC-74A VE UT-SCC-74B
HUCRELERINE UYGULANMASI ARDINDAN RT-PCR ILE GEN
EKSPRESYON DUZEYLERINE BAKILMASI

Meme kanseri ve bas-boyun kanseri hiicre hatlarinda apoptotik hiicre 6liim
yolagini kullanarak hiicrelerin dliime gittigini gézlemlemek i¢in apoptozdaki 6nemli
rolii olan BAX (Pro-apoptotik), BCL-2 (Anti-apoptotik) genleri se¢ilmis,RT-PCR
yaptlmistir. BoOylece bu hiicre hatlarinda mRNA diizeyindeki degisiklikleri
belirlenmistir. Hiicrelerin apoptoz yolagini kullanarak oliime gittigi bu yapilan
deneylerde gozlemlenmistir. Bunu teyit etmek amaciyla ardindan western blot analizi

ile de bu genler protein seviyelerinde incelenmistir.

4.4.1 MCF-7 hiicre hatinda BAX ve BCL-2 gen ekspresyon diizeylerine

bakilmasi

MCF-7 HUCRE HATTINDA MERSIN OTU
UYGULAMASI SONRASI BAX EKSPRESYONU

kontrol 31ug/ml 62.5ug/ml 125 ug/ml 250 ug/ml

2,5

15

BAX ekspresyonu

=
(%]

mersin otu ekstrakti

Sekil 31. MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstrakti uygulamasi sonrasinda
RT-PCR sonucu. Kontrol grubu ile 4 farkli doz uygulanmasinda BAX gen
ekspresyonundaki degisikligin saptanmasi. (Kontrole gore sirasiyla her doz igin
hesaplanan p degeri:32 pg/ml=0,007, 62.5 ng/ml=0,005, 125 pg/ml=0,001, 250
ng/ml=0,0001"dir)
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MCF-7 HUCRE HATTINDA MERSIN OTU
UYGULAMASI SONRASI BCL-2 EKSPRESYONU

1,2

08
0,6
0,4

0,2
0 || | e

kontrol 32 ug/ml 62.5 ug/ml 125 ug/ml 250 ug/ml
Mersin otu ekstrakti

BCL-2 ekspresyonu

Sekil 32. MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstrakti uygulamasi sonrasinda
RT-PCR sonucu. Kontrol grubu ile 4 farkli doz uygulanmasinda BCL-2 gen
ekspresyonundaki degisikligin saptanmasi. (Kontrole gore sirasiyla her doz igin
hesaplanan p degeri:32 pg/ml=0,004, 62.5 pg/ml=0,0001, 125 pg/ml=0,001, 250
pg/ml=0,0001"dir)

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda RT-PCR ardinda pro-apoptotik gen olan
BAX’in kontrol grubuna nazaran 125 pg/ml ve 250 pg/ml mersin otu ekstrakti
uygulanan gruplarinda arttigi gériilmistiir. Anti-apoptotik gen olan BCL-2 geninin ise

tiim dozlarinda kontrol grubuna gore diisiis gozlemlenmistir.
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4.4.2 UT-SCC-74A hiicre hattinda BAX ve BCL-2 gen ekspresyon diizeylerine

bakilmasi

74A HUCRE HATTINDA MERSIN OTU UYGULAMASI
SONRASI BAX EKSPRESYONU

kontrol 32 ug/ml 62.5 ug/ml 125 ug/ml 250 ug/ml
Mersin otu ekstrakti

S

w

BAX ekspresyonu
[ N

o

Sekil 33.UT-SCC-74A hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstrakti uygulamasi
sonrasinda RT-PCR sonucu. Kontrol grubu ile 4 farkli doz uygulanmasinda BAX gen
ekspresyonundaki degisikligin saptanmasi.(Kontrole gore sirasiyla her doz igin
hesaplanan p degeri:32 pg/ml=0,004, 62.5 pg/ml=0,001, 125 pg/ml=0,001, 250
ng/ml=0,0001"dir)

74A HUCRE HATTINDA MERSIN OTU
UYGULAMASI SONRASI BCL-2 EKSPRESYONU

1,2
1

0,8
0,6
0,4
0,2 '
0 [ | E— —

kontrol 32 ug/ml 62.5 ug/ml 125 ug/ml 250 ug/ml

BCL-2 EKSPRESYONU

mersin otu ekstrakti

Sekil 34.UT-SCC-74A hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstrakti uygulamasi
sonrasinda RT-PCR sonucu. Kontrol grubu ile 4 farkli doz uygulanmasinda BCL-2
gen ekspresyonundaki degisikligin saptanmasi.(Kontrole gore sirasiyla her doz icin
hesaplanan p degeri:32 pg/ml=0,0005, 62.5 pg/ml=0,0002, 125 pg/ml=0,002, 250
ug/ml=0,0001"dir)
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UT-SCC-74A bas-boyun kanseri hiicre hatlarinda BAX geninin kontrol
grubuna gore 62,5 pg/ml dozundaki mersin otu ekstraktindan itibaren arttig
gbzlemlenmistir. BCL-2 geninde de kontrol grubuna gore azalma oldugu tespit

edilmistir.

4.4.3 UT-SCC-74Bhiicre hatinda BAX ve BCL-2 gen ekspresyon diizeylerine

bakilmasi
74B HUCRE HATTINDA MERSIN OTU
UYGULAMASI SONRASI BAX EKSPRESYONU

3,5

> 3

2 25

d 2

215

g1
305 .

0

kontrol 32 ug/ml 62.5 ug/ml 125 ug/ml 250 ug/ml

mersin otu ekstrakti uygulamasi

Sekil 35.UT-SCC-74B hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstrakti uygulamasi
sonrasinda RT-PCR sonucu. Kontrol grubu ile 4 farkli doz uygulanmasinda BAX gen
ekspresyonundaki degisikligin saptanmasi. (Kontrole gore sirasiyla her doz igin
hesaplanan p degeri:32 pg/ml=0,0005, 62.5 ug/mi=0,0002, 125 ug/mi=0,0002, 250
pg/ml=0,0001"dir)



78

74A HUCRE HATTINDA MERSIN OTU UYGULAMASI
SONRASI BCL-2 EKSPRESYONU

1,2

0,8

0,6

BCL-2 EKSPRESYONU

0,4

0,2

0 ] [ - —
kontrol 32 ug/ml 62.5 ug/ml 125 ug/ml 250 ug/ml
Mersin otu ekstrakti

Sekil 36.UT-SCC-74B hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstrakti uygulamasi
sonrasinda RT-PCR sonucu. Kontrol grubu ile 4 farkli doz uygulanmasinda BCL-2
gen ekspresyonundaki degisikligin saptanmasi.(Kontrole gore sirasiyla her doz icin
hesaplanan p degeri:32 pg/ml=0,0005, 62.5 pg/ml=0,0008, 125 pg/ml=0,004, 250
png/ml=0,0001"dir)

UT-SCC-74A bas-boyun kanseri hiicre hatlarinda da BAX geninin kontrol
grubuna gore 62,5 pg/ml dozundaki mersin otu ekstraktindan itibaren arttig
gozlemlenmistir. BCL-2 geninde de kontrol grubuna goére azalma oldugu tespit
edilmistir.

Ug hiicre hattinda da pro-apoptotik gen olan BAX 1n artis1, anti-apoptotik gen
olan BCL-2’nin azalis1 hiicrelerin apoptotik yolag: kullandigina bir isarettir.

Bundan sonraki asamada da kanser hiicre hatlar1 western blot ile protein
seviyesinde incelenmistir. Anti-apoptotik ve pro- apoptotik genlerin bazilar

kullanilmistir.
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4.5 MERSIN OTU EKSTRAKTININ MCF-7, UT-SCC-74A VE UT-SCC-74B
HUCRELERINE UYGULANMASI ARDINDAN WESTERN BLOT YONTEMI
iLE PROTEIN DUZEYLERINE BAKILMASI

4.5.1 MCF-7 hiicre hattinda western blot sonuclari

1 2 3 4 5 |

‘m I BAX / 20 kDa

| BCL-2 / 26 kDa

- T
|——.. Kaspaz 9/51 02
e A | 0

Full length Parp/116 kDa
. - “ 2 Parp/ 89 kDa

P ———— | ¢

Sekil 37. MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstraktir sonrast western blot
yontemiyle BAX, BCL-2, Kaspaz-9, Kaspaz-3 PARP ve B-aktin tayini. 1.Kontrol, 2.
32pug/ml, 3. 62 pg/ml, 4. 125 pg/ml, 5. 250pg/ml
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4.5.2 UT-SCC-74Ahiicre hattinda western blot sonug¢lari

Sekil 38UT-SCC-74A hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstrakti sonrasi western
blot yontemiyle BAX, BCL-2, Kaspaz-9, Kaspaz-3 PARP ve B-aktin tayini. 1.Kontrol,
2.32pg/ml, 3. 62 pg/ml, 4. 125 pg/ml, 5. 250pug/ml
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4.5.3UT-SCC-74Bhiicre hattinda western blot sonuglar:

| 1 2 3 4 5 |

|——.| BAX /20 kDa

I-~- - - .I BCL-2/26 kDa

I —— PR -~ —-’I Full length Parp /116 kDa

| —— —

Sekil 39. UT-SCC-74B hiicre hattinda 24 saatlik mersin otu ekstrakti sonrasi western
blot yontemiyle BAX, BCL-2, Kaspaz-9, Kaspaz-3 PARP ve -aktin tayini. 1.Kontrol,
2.32ug/ml, 3. 62 pg/ml, 4. 125 pg/ml, 5. 250ug/ml
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Hiicre 6liimlerinin apoptoz yolagini kullanarak mi1 gergeklestigi sorusuna yanit
bulmak amaciyla yapilan western blot incelemesi sekil 37, 38 ve 39’da gdosterilmistir.
Mersin otu ekstraktinin 24 saat sonrasinda uygulanmasi ardindan MCF-7, UT-SCC-
74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinde apoptotik ve pro-apoptotik genlerden bazilari ile
PARP degisimi degerlendirilmistir. MCF-7’de PARP kirilmasi gézlenirken, diger
hiicre hatlarinda bu goriilmemistir. Ama {i¢ hiicre hattinda da kontrol grubu ile doz
verilen gruplar kiyaslandiginda PARP geninde azalma goriilmiistiir. Apoptoz
esnasinda PARP’1n pargalanarak hiicreyi 6liime gotiirdiigii bilindiginden bu hiicrelerin
apoptoz ile hiicre oliimlerini gerceklestirdigi sdylenebilir. Bununla birlikte yine ii¢
hiicre hattinda BAX geninin kontrol grubuna gore artan doza bagl olarak arttigi
goriilmiistiir. Bu da pro-apoptotik olan bu gen ile hiicrenin apoptoza gittigine isaret
etmistir. Anti-apoptotik gen olan BCL-2’nin doza bagl olarak {i¢ hiicre hattinda da
azalis1 apoptoz ile 6liimiin diger isaretcisi olmustur. Ayni zamanda apoptoza anahtar
rol alan kaspaz 3 ve kaspaz 9 genleri de kontrol grubuna gore mersin otu ekstrakti
uygulanan grup arasinda karsilastirilmistir. MCF-7 hiicre hattinda kaspaz-3’{in varlig
tespit edilmistir. Baz1 arastirmalarda kaspaz-3’iin MCF-7 hiicre hattinda eksik oldugu
bildirilmisken [135], birgok caligma da varligini tespit etmistir [136]. Yalniz
calismamizda doza baglh bir degisim goriilmemistir. UT-SCC-74A hiicre hattinda
kaspaz-3’iinde kaspaz-9’unda doza bagli artist goriilmiigtiir. UT-SCC-74B hiicre
hattinda ise kaspaz-3’de degisim goriilmezken kaspaz 9’un doza bagh arttif

gorilmiistiir.
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5.TARTISMA

Arastirmalarda kanserin saglik alaninda karsilagilan en biiylik problem oldugu
tespit edilmistir. Cok uzun zamandir 6liim nedenleri igerisinde hizla artis gorildigi
belirtilmistir. Bu hastaligin milyonlarca insanin 6liimiine yol actig1 ifade edilmistir.
Kanserin Hipokrat (460-370 M.O.) tarafindan karsinoma ve karsinoz olarak ifade
edildigi zamandan bu yana {izerinde bir¢ok calisma yapilmistir. Tiim bu ¢alismalara
ragmen hala bazi kanserlerin tedavilerinin ¢ok kisitli oldugu ya da miimkiin olmadigi,
bazilarinda ise tedavinin miimkiin olabilecegi belirtilmistir. Kanserin etiyolojine bagl
tiplerinin de farklilagtig1 bilinmektedir[125]. Bazi kanser tiirlerinin digerlerine gore
daha yiiksek oranda oliime yol agtigi tespit edilmistir. Bunlarin basinda akciger

kanserinin geldigi belirtilmistir[137].

Kanser iizerine yapilan bir¢ok calismaya ragmen O6lim oranlarmin gegen
zamanla daha da artti§i 2050 yilinda 17 milyon kisiye kanser teshisi konulacagi
ongoriilmektedir[72]. Tim bunlardan dolayr kanser ilizerine yapilan g¢alismalarin
molekiiler seviyede daha da arttirilmasit ve genomik diizeydeki arastirmalarin

¢ogalmasi oldukca dnemlidir.

Bu aragtirmada kullanilan meme kanseri de meme dokusundaki hiicrelerden
gelisen bir kanser tiirtidiir. Kadinlarda sik goriilen, yiiksek mortaliteye sahip olan bu
kanser kadinlarda goriilen kanserlerin %23’iinii teskil etmektedir[6]. Meme kanseri
tedavisi sirasinda tedaviye yanit alinamamasina ve tedavinin ardindan kanserin
tekrarlamasina ¢ok fazla rastlanmaktadir. Ayn1 zamanda tedavi sirasinda ilaca direng
kazanan bir kanser tiirii oldugu da belirtilmistir[138]. Bu sebeplerden dolayi ¢alismalar

yeni terapotik yollarin aranmasina dogru yonelmistir.

Arastirmadaki diger kanser tiirii olan bas ve boyun kanserleri, erken teshiste
tedavi edilebilen kanser tiirlerindendir. Erigkin yasta daha sik goriilen bukanser bas ve
boyundaki yassi hiicrelerden mukozal yiizeylerden kdken alirlar[77]. Ayn1 zamanda
tiikkiiriik bezindeki farkli tiir hiicrelerden de koken alarak olusurlar. Koken aldiklari
bas-boyun bolgesine gore de siiflandirilirlar[72]. Bazi durumlarda da bas boyun
tizerinde herhangi bir kanserlesme goriilmezse lenf diiglimlerinde bu kanserin

metastaz yapabilcegi belirtilmistir[139].
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Daha ¢ok radyoterapi ile tedavi edilen bu kanser tipinde cerrahi yontemler, ilagla
tedavi de kullanilmaktadir. Baz1 durumlarda bu yontemler beraber kullanilarak tedavi
gergeklestirildigi bildirilmistir. Ama bazi1 durumlarda bu tedaviler yetersiz geldiginden
yeni tedavi yontemleri de aranmaktadir.

Yapilan farkli ¢aligmalarda kanser tedavisinde sitotoksisitesi diisiik maddelerin kanser
tizerindeki etkileri ve hedefe yonelik tedaviler aragtirllmaya baslanmistir. Hedefe
yonelik tedaviler i¢inde hiicre 6liimiinde rol oynayan genler incelenmis, bunlar tizerine
calismalar yapilmistir. Ornegin hiicre 6liim tiirii olan apoptoz yolaginda gorevli Bel-
XL, Bcl-2 gibi anti-apoptotik genleri hedef alan inhibe edici kiigiik molekiillerin klinik
oncesi deneme agamasinda oldugu belirtilmistir[140]. Eger bu genlerin ekspresyonu
kanser hiicrelerinde engellenirse hiicreler apoptoza gidebilecek ve hedefe
ulagilabilecektir. Giinimiizde bu sekilde arastirmasi stirdiiriilen molekiil oldugu gibi
tedavide kullanilan molekiiller de mevcuttur. Anti-apoptotik olan Bcl-2 iizerine
fosforilasyonla etki edip, meme kanseri hiicrelerini apoptoza gotiiren Doksitaksel de
buna Ornek gosterilebilir [141]. Bu ilaglarin kemoterapik ilaglarla kullaniminin
tedaviyi etkin hale getirdigi ¢alismalarda belirtilmistir[142]. Bu tarz birgok ¢alisma
olmakla birlikte bu ¢aligmalarin tamamen ¢are olmadigi, saglikli hiicrelere zarar
vermeyen sitotoksik etkisi az olan ilaglar olmadig belirtilmistir. Farkli yolaklar esas
alinarak yapilan ¢aligmalar da dahil olmak iizere bu calismalarin yetersiz oldugu
sitotoksisitesi diisiik maddelerin tedavide arandigi bildirilmistir[143]. Yapilan
calismalarda bitkisel tedavinin saglikli hiicrelere zarar vermedigi tespit edilmistir.
Halk arasinda bir¢ok bitki hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bitkilerin
yapraklari, kokleri, govdeleri, meyveleri, bitkilerden elde edilen yaglar1 hastaliklarin
tedavisinde kullamlmaktadir. Diinya Saglhk Orgiitii (WHO)’iince yapilan ¢aligmada
diinyadaki niifusun %80’inin saghg icin geleneksel tedaviye gilivendigi tespit
edilmistir[144]. Bitkilerin tedavi amagli kullanimlarimin insanlik tarihiyle birlikte
basladigi, binlerce yil Oncesinden bitkilerin tedavi ediciliginden faydalanmaya
basladig1 kaynaklarda belirtilmistir. Halk arasinda kullanilanan bitkilerin Anadolu’da

da yaygin oldugu ve bunun giinlimiize kadar geldigi bildirilmistir.
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Halen kullanilan ilaglar arasinda da bir¢ok ilacin bitki kokenli oldugu ifade edilmistir.
tilkemizde {i¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede bulunmasindan dolay1 birgok
farkli gesit bitkiye ev sahipligi yapmaktadir. tedavi amagli kullanilan tibbi bitkilerin
sayisinin 20.000 oldugu Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bildirilmistir. ilk
caglardan kalan arkeolojik bulgular insanlarin besin elde etmek ve saglik sorunlarini
gidermek icin oncelikle bitkilerden faydalandigini gosteriyor. insanin varoldugu
zamandan beri de bitkilerin insanlarin hizmetinde oldugu bilinmektedir[145].
Yizyillar oncesinden halk arasinda kullanilmaya baslanan bitkilerden biri olan
Myrtaceae familyasindan olan mersin (Myrtus communis L.) bitkisi de tedavi edici
bir¢ok 6zellige sahiptir. Bu bitkinin birgok kullanim alani oldugu gibi antikanserojen
etkisinin de mevcut olduguna dair ¢alismalar yapilmistir. Bu bitkinin farkli kanser
tipleri tizerindeki etkisi arastirilmis ve mersin otunun farkli kanser tiirlerinde kanserli
hiicreleri apoptoza gotiirdiigii bildirilmistir. Buna 6rnek 2008’de Tretiakova ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada mersin otunun farkli kanser hiicrelerini mitokondriyal
yolaktan apoptoza gotiirdiigii belirtilmistir [5]. Ayrica Mothana ve arkadaslarinin
2011°de bitkilerle yaptiklart ¢alismada mersin bitkisinin anti-kanser 6zelligi tizerinde
durulmustur[110]. Bu bitki Akdeniz ¢evresinde yayildigindan iilkemizde de ¢ok fazla
bulunmaktadir. Bununla birlikte sitotoksisitesi diisiik oldugu icin bu c¢alismada
kullanilmistir. Ayn1 zamanda mersin otu halk arasinda yaygin kullanilmasina ragmen
bilimsel ¢aligmalar1 ¢ok yaygin degildir. Bundan dolay1 hedef segilen bu bitki tizerinde
bir¢ok calisma yapilabilecek bir bitkidir. Yapilan ¢alismalarda mersin otunun kanser
hiicre hatlarinda hiicreleri apoptotik yolagi kullanarak 6liime  gotiirdiigi
bildirildiginden bu calismada da bu yolak hedef alinmis, calismalar buna gore

stirdliriilmiistiir.

Hasara ugramis hiicrelerin veya organizmada gorevini tamamlamis hiicrelerin
cevre hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan, genetik olarak kontrol
edilen programlanmig bir hiicre 6liimii olan apoptoz yolag: ile kanser hiicrelerini
Oliime gotiirdiigli belirtilen mersin otu ekstraktinin anti-kanser 6zelligi lizerine olan
caligmalarin az oldugu goriilmiistiir. Yine mersin otunun toksisitesi iizerine olan
caligmalarin da kisith oldugu J e | e n a ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ifade
edilmistir[146].
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Tretiakova ve arkadaslarinin  yaptigi calismada da mersin  otunun
yapraklarindaki Myrtucommulone (MC)’nin farkli kanser hiicrelerini apoptoza
gotiirdiigli ifade edilmistir. Kullandiklar1 hiicre hatlari;l6semi,prostat kanseri, kolon
kanseri olarak bildirilmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan fibroblast hiicrelerinde
bu bitkinin sitotoksik etkisinin ¢ok az oldugu bildirilmistir. Mitokonriyal yolaktan
hiicreleri apoptoza gotiirdiigii tespit edilen ¢caligmada intrinsik yolaktaki PARP kaspaz-
3, -8 ve -9 degisimine bakilmistir. Caligmadan elde ettikleri anlamli sonuglar 1s1831nda
(MC)’nin sitotoksisitesi diisiik anti-kanser ila¢ i¢in potansiyel olabilecegini
belirtmislerdir. Yine ayni ¢aligmada mersin otu ekstrakti tizerine bilinen az bilimsel
arastirmanin oldugu, farmokolojik calismanin da sinirli oldugu ifade edilmistir.
Bundan dolay1 bu bitkinin apoptotik hiicre yolagindali etkisinin tespiti farmakolojik
caligmalar i¢in biiyiikk 6nem tasiyabilecegi belirtilmistir[5]. Bu tez ¢alismasinda da

apoptotik yolaktaki degisimin izlenmesi hedeflenerek calisma stirdiiriilmiistiir.

Tedaviye yonelik molekiiler diizeyde yapilan kanser c¢alismalarinin
giiniimiizde biiylik dnem tasidig1 bilindiginde bu sekilde siirdiiriilen ¢aligmalarda
belirlenen kanser tiirleri de iilkemizde sik goriilmesi ve yeni tedavi yollar1 aranmasi
sebebiyle secilmistir. Oncelikle calismada sitotoksisite olgiilmils, mersin otu
ekstraktinin meme kanseri ve bas-boyun kanseri hiicre hatlarindaki etkisi
belirlenmistir. Bunlarin yaninda kontrol grubu olarak kullanilan fibroblast
hiicrelerinde de mersin otu ekstraktinin etkisi incelenmistir. 2000 pg/ml, 1000 pg/ml,
500 pg/ml mersin otu ekstrakti fibroblast hiicrelerini 6liime gotiirdiigii xCELLigence
cihazi ile yapilan sitotoksisite deneyinde goriilmiistiir. Bu dozlarin altindaki diger
dozlarda da hiicre 6liimiiniin oldugu ama bu hiicre 6liimiiniin ¢ok az miktarda oldugu
belirlenmistir. Boylece daha dnceden yapilan ¢aligsmalardaki gibi sitotoksisitesi diisiik
bir bitki oldugu sonucuna varilmistir. Ardindan meme kanseri ve bas-boyum
kanserinin timor ve metastazli hiicre hatlarina mersin otu ekstrakti uygulanmis ve ICso
(Hiicre biiyiimesinin % 50’sini inhibe eden konsantrasyon) degerleri belirlenmistir. Bu
degerler; MCF-7 meme kanseri i¢in 113 pg/ml, UT-SCC-74A bas-boyun kanseri hiicre
hatt1 i¢in 185 pg/ml, UT-SCC-74B bas-boyun kanseri hiicre hatt1 i¢in de 143 pg/ml

olarak tespit edilmistir.
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Mersin otu ekstraktinin kanser hiicrelerini 6liime gotiirdiigii tespit edildikten,
sitotoksik etkisi belirlendikten sonra hiicre Sliimiiniin 6nceki ¢alismalarda bildirildigi
gibi apoptoz yolagindan m1 oldugu sorusuna cevap arandi. Bunun igin apoptoz
yolagindaki genlerin degisimi kanser hiicre hatlarinda incelendi. Hem RNA hem

proten seviyesindeki degisiklikler incelendi.

RT-PCR ile apoptoz yolaginda, hiicrenin yasamini ya da 6liimiinii belirleyen
onemli bir kap1 olan mitokondrinin dig membraninin a¢ilip kapanmasinda gorevli anti-
apoptotik BCL-2 ve pro-apoptotik olan BAX geninin degisimi incelenmistir. BCL-2
dis mitokondriyal membran kanallarini kapali tutmaya galisirken tersine BAX proteini
6lim sinyalleri ile bu kanallar1 agmaya calisir. Bu genlerin ¢aligmadaki kanser
hatlarindaki degisimi incelenmistir. Doza bagli olarak meme kanseri hiicre hattinda
da bas boyun kanseri hiicre hattinda da BAX geninin artti§1, BCL-2 geninin azaldig
tespit edilmistir. anlamli bir artigin oldugu deger belirlenen ICso degerine de yakin bir
deger oldugu goriilmiistiir. Demek ki bu kanser tiirlerinde mersin otu ekstarakti
uygulamasi ardindan hiicre oliimii apoptoz yolagi ile gergeklesmektedir sonucu
cikarilabilir. Yapilacak diger calismalarda apoptoz yolagindaki diger genlerin degisimi
de incelenip bu bilgi teyit edilebilir.

Apoptoz hiicre oliimiindeki anahtar bilesenlerin Bcl-2 ailesi proteinleri,
kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteini oldugu
bilinmektedir. Bu gruplarin biyokimyasal aktivasyonu; ¢ekirdek zarinin pargalanmasi,
apoptoz sirasinda gozlenen mitokondriyal hasar, DNA fragmentasyonu, kromatin
yogunlagsmasi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfololojik yapinin

farklilagmasina sebep olmaktadir [147].

Bu asamadan sonra western blot analizi ile kanser hiicrelerinde protein
seviyesinde inceleme yapilmistir. Bunun igin yine dncelikle anti-apoptotik BCL-2 ve
pro-apoptotik olan Bax geni incelenmistir. Apoptotik yolda sinyal alindiktan sonra
Bax (proapoptotik) proteinleri, mitokondri zarmin iyon gecirgenligini
(permeabilitesini) azaltabilir. Bu gecirgenligin azalmasi sebebiyle sitokrom ¢ ve AIF
(Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zar1 iginde yer alan faktorler

sitoplazmaya gegtigi ifade edilmistir [123].
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AIF direk parcalanan ¢ekirdege ve yogunlagsan kromatine yonelmektedir. Sitokrom
c’nin gorevi de apoptozun en son basamagindadir, sitoplazma proteini olan Apaf-1’e
baglanarak prokaspaz-9’u aktive edip ‘apoptosom’ adindaki kompleksi olusturur.
Prokaspaz-9’un aktiflesmesi de bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir. Apoptozomun
olusmasi inaktif prokaspaz-9°1 aktif kaspaz 9’a donistiiriir. Aktiflesen kaspaz 9’da
efektor kaspazlardan prokaspaz 3’ aktive eder [9]. Kaspaz 3’de deoksiriboniikleazin
serbestlesmesinde gorev alir, ardindan kromatin kondensasyonu gerceklesir. Tedavide
kaspaz ailesi iiyelerinin ve Bcl-2/Bax ailesindeki genlerin ekspresyonlarinin énemli
yer tuttugu belirtilmistir [126].Yeni tedavilerin arasinda olan Bcl-2 antisense’in ilk
klinik ¢aligmalar1 non-Hodjkin’s lenfoma da yapilmis ve olumlu sonug alinmigtir [9].
Bu ¢alismada da BAX ve BCL-2’deki anlamli degisiklik tedavi de kullanilabilecegine
isaret etmektedir. Clinkii MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde merisn otu ekstrakti
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére BAX geninde artan doza bagli artis olmasi,
BCL-2 geninde de artan doza bagl azalis olmasi bu hiicre hattinin apoptoz yolagi ile
oliime gittigini gdstermektedir. Ozellikle 125 pg/ml ve 250 pg/ml mersin otu ekstrakt:
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli degisim tespit edilmistir. UT-SCC-
74A bas-boyun kanser hattinda da BAX geni doza bagl olarak artmisken, BCL-2
geninde de anlamli azalis goriilmiistiir. UT-SCC-74B hiicre hattinda ise BAX geninde
degisiklik goriilmezken, BCL-2’de doza bagli azalma goriilmiistiir. UT-SCC-74A
hiicreleri primer tiimor dokulari, UT-SCC-74B ise metastaz dokulardir. Bu iki hiicre
hatt1 da apoptotik yolag: kullanarak mersin otu uygulamasi ardindan hiicre 6limiinii
gerceklestirmistir.

Apoptozda anahtar bilesenlerden olan kaspaz 3 ve kaspaz 9 calismada
incelenmistir. Calismada MCF-7 hiicre hattinda kaspaz-3’lin varlig: tespit edilmistir.
Baz1 aragtirmalarda kaspaz-3’tin MCF-7 hiicre hattinda eksik oldugu bildirilmisken
[135], [118] bir¢ok ¢alisma da varligini tespit etmistir [136]. Yalniz MCF-7 hiicre
hattinda ¢alismamizda doza bagli bir degisim goriilmemistir. UT-SCC-74A hiicre
hattinda kaspaz-3’iinde kaspaz-9’unda doza bagh artig1 goriilmiistiir. UT-SCC-74B
hiicre hattinda ise kaspaz-3’de degisim goriilmezken kaspaz 9’un artan doza bagl artis

gorilmiistiir.
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Apoptoz yolaginin son basamaginda gorev alan PARP geni de son olarak
incelenmis. Bu gendeki degisime gore diger genlerdeki degisimle apoptozun basladig
diisiincesi dogrulanmistir. Eger bu gende de anlamli degisikliler mevcutsa hiicrelerin
mersin otu ekstrakti uygulanmasi sonrasinda apoptotik hiicre O6liimiine ugradig
dogrulacanacakti. Ug hiicre hattnda da artan mersin otu ekstrakti dozuna bagh
PARP’da azalis tespit edilmistir. PARP apoptz yolaginda kaspazlara bagli degisim
gostermektedir. Cilinkii mitokondriden AIF salinmasini saglayan PAR’1n iiretilmesiyle
programlanmis hiicre Olimiini indiikledigi bilinmektedir. Ayrica PARP’in
pargalanmasinda kaspazlarin gorev aldigi bilinmektedir [148]. Mersin otu ekstraktinin
meme kanseri ve bas-boyun kanseri hiicrelerine uygulanmasi ardindan PARP’da
azalmanin olmasi da hiicre Oliimiinii apoptotik yolakla gergeklestirdiklerini
gostermistir. Meme kanseri hiicre hattinda PARP’1in kirilmis sekli de bantlarda
gbzlemlenmis, apoptoza bu hiicre hattinda gittigini gostermistir.

Tiim bu c¢aligsmalar 1s181inda {i¢ hiicre hattinin da apoptoz hiicre yolag ile hiicre
Olimiine gittigi tespit edilmistir. Yapilacak daha genis calismalar ile apoptotik

yolaktaki diger genler de incelenerek bu ¢alisma ilerletilebilir.
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6. SONUC

Mersin otu ve kanser iizerine yapilan caligmalarin kisitli olmasi sebebiyle
baglatilan bu ¢alismadan elde edilen anlamli sonuglar bu bitki ekstrakti {izerine
yapilacak calismalarin genisletilebilecegini gostermistir. Meme kanserinin
tilkemizde sik goriilmesi, bag ve boyun kanserinin de tedavi siirecinde yeni yollarin
aranmasi sebebiyle bu kanser tiirleri lizerinde durulan calismada mersin otu
ekstraktinin fibroblast hiicrelerinde sitotoksisitesinin az oldugu tespit edilmistir.
Kullanilan kanser hiicrelerinde de mersin otu ekstraktinin belli dozlarinin hiicreleri
oliime gotiirdiigii belirlenmistir. Ardindan yapilan ¢alismalar ile meme kanseri ve
bas-boyun kanseri hiicrelerinin mersin otu uygulamasi ardindan apoptoz yolu ile
hiicre 6liimiine gittigi tespit edilmistir.

Nihayetinde bu c¢alismada sitotoksisitesi diisiik olan mersin otu ekstraktinin
bas-boyun kanseri ve meme kanseri tedavilerinde daha etkili tedavilerin
bulunabilecegine isaret olabilecegi gosterilmistir. Mersin otu ekstraktinin ilerleyen
calismalarda da kemoterapik ilaglarla birlikte kullanilabilecegi, yan etkilerinin
azaltilabilecegi ongoriilmektedir. Yapilan bu calisma iilkemizin de ilerlemesine
sebep olacaktir. Clinkii Akdeniz bitkisi olan mersin otunun iilkemizde ¢ok kolay
yetistirildigi bilinmektedir.

In vitro’da baglayan bu ¢alisma in vivo asamaya da gegirilerek ilerletilebilir,
sonrasinda tedavi amaciyla kullanilabilir. Bu c¢aligmada ileriki caligmalar icin

basamak olusturmaktadir.
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