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OZET
BAZI TIBBIi BITKiSEL AROMATIK YAGLARIN KOLOREKTAL KANSER HUCRE
HATLARINDA APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI VE POTANSIYEL
HEDEF GEN EKSPRESYONLARININ BELIRLENMESI
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Son yillarda, gelismekte olan Ulkelerde kolorektal kanser insidansi ve 6lim orani artis

g0Ostermektedir. Bu durum kolorektal kanserini, diinyada en sik rastlanilan tguincti kanser

tiru yaparken, 6lime neden olan kanserler arasinda ikinci sirada yerini korumasini

saglamaktadir. Kolorektal kanser hastalarma cerrahi, kemoterapi ya da radyasyon

tedavisi gibi tedaviler uygulansa dahi metastaz veya tekrar niksler meydana

gelebilmektedir. Dolayisiyla kanser patogenezi Uzerinde yapilan calismalarda, etkili

sonug verebilecek alternatif tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu alternatif

tedavi yontemlerinden biri de tibbi bitkilerden elde edilen dogal biyoaktif bilesiklere/

fitokiyasallara sahip esansiyel yaglar olarak gorilmektedir. Esansiyel yaglar icerdikleri

bircok biyoaktif bilesikler sayesinde antimikrobiyal, antiviral, antifungal gibi cesitli

biyolojik aktivite gosterdikleri bildirilmektedir. Bu tez calismasinda, karanfil ve kekik

esansiyel yaglarinin kolorektal kanser hiicre hatlar1 (HCT-116 ve SW620) Uzerindeki

apoptotik etkilerin arastirilmasi1 hedeflenmistir. Kolorektal kanserin patogenezi oldukca

kompleks oldugundan inflamasyonda ve apoptoziste rol oynayan genlerin ekspresyon

dizeyleri bu sureci etkileyebilmektedir. Dolayisiyla, bu tez ¢alismasinda apoptosis ve
inflamasyonda etkili olan bazi genlerin (COX-2, BCL-2, FAS, DR4 ve DR5) ekspresyon

seviyeleri incelendi. Bu ama¢ dogrultusunda, dncelikli olarak hiicre canliligit MTT testi

ile belirlenirken, gen expresyon seviyeleri gRT-PCR ile belirlendi. Elde edilen verilere

gore, uygulanan her iki esansiyel yag konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etki gosterdi.

Uygulanan esansiyel yaglardan karanfil, kekik esansiyel yagina gore HCT-116 hiicre

hattinda daha fazla sitotoksisite gosterirken kekik esansiyel yagi ise karanfile gore

SW620 hucre hattinda daha fazla sitotoksisite gostermistir. Buna ek olarak esansiyel
yaglarin HCT-116 ve SW620 hiicre hatlar1 Uzerinde apoptozu inhibe edici (BCL-2) ve
COX-2 genlerin ekspresyon seviyelerinde azda olsa bir diisiis gozlemlendi ancak bu

degisimin istatistiksel olarak anlaml1 olmadig: analiz edildi. Ote taraftan, kekik esansiyel

yaginin pro-apoptotik gen olan DR4 ekspresyon seviyelerini her iki kolorektal kanser

hicre hatlarinda anlamli bir sekilde arttirdigi, buna ek olarak HCT-116’da FAS
i



ekspresyonunu indiikleyebildigi ortaya koyuldu. Sonug¢ olarak, mevcut c¢alismada
kullanilan esansiyel yaglardan kekik esansiyel yagin karanfile kiyasla kolorektal kanseri
Uzerinde potansiyel apoptotik etkileri oldugu ve kanser tedavisinde rol oynayabilecegi
ortaya koyuldu. Ancak karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin aktif bilesikleri tanimlamak
ve etkinliklerini ¢oziimlemek icin daha ileri ¢alismalarin gerekli oldugunu ifade etmek

gerekir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, Inflamasyon, Apoptoz, Esansiyel Yag, Karanfil

Esansiyel Yagi, Kekik Esansiyel Yagi



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE APOPTOTIC EFFECTS OF SOME MEDICINAL
HERBAL AROMATIC OILS ON COLORECTAL CANCER CELL LINES AND
DETERMINATION OF POTENTIAL TARGET GENE EXPRESSIONS
Bal, Burcu
Master’s Thesis, Department of Biology
Advisor: Associate Prof. Dr. Ercan Cacan
February 2023, xii + 85

In recent years, the incidence and death rate of colorectal cancer has increased in
developing countries. This makes colorectal cancer the third most common type of cancer
in the world while keeping it the second most common cause of death among cancers.
Although treatments such as surgery, chemotherapy or radiation therapy are useful to
treat colorectal cancer patients, metastases or recurrences may still take place. Therefore,
there is a need for alternative treatment methods that can give effective results in cancer
pathogenesis studies. One of these alternative treatment modalities is known as essential
oils with natural bioactive compounds/phytochemicals which are obtained from
medicinal plants. It is reported that essential oils show various biological activities such
as antimicrobial, antiviral and antifungal due to the many bioactive compounds they
contain. In this thesis, it was aimed to investigate the apoptotic effects of clove and thyme
essential oils on the colorectal cancer cell lines (HCT-116 and SW620). Since the
pathogenesis of colorectal cancer is quite complex, the expression levels of genes that
play a role in inflammation and apoptosis may affect this process. In this thesis study, the
expression levels of some genes (COX-2, BCL-2, FAS, DR4 and DR5) that are effective
in apoptosis and inflammation were examined. For this purpose, cell viability was
determined by MTT test and gene expression levels were determined by qRT-PCR.
According to the obtained data, both essential oils that applied showed dose-dependent
cytotoxic activities. Clove essential oils showed more cytotoxicity than thyme essential
oil. In addition, essential oils treatment slightly decrease the expression levels of
apoptosis-inhibiting gene (BCL-2) and COX-2 genes in HCT-116 and SW620 cell lines,
but this change was not statistically significant. On the other hand, it was revealed that
thyme essential oil significantly increased the expression levels of the pro-apoptotic gene
DR4 in both colorectal cancer cell lines, in addition, it was able to induce FAS expression
in HCT-116. As a result, it was revealed that thyme essential oil, one of the essential oils
used in the current study, has potential apoptotic effects on colorectal cancer compared

to clove and may play arole in cancer treatment. However, it should be stated that further



studies are required to identify the active compounds of clove and thyme essential oils
and to analyze their efficacy.

Keywords: Colorectal Cancer, Inflammation, Apoptosis, Essential Oil, Clove Essential
Oil, Thyme Essential Oil
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1. GIRIS

Kolorektal kanser (KRK), kolon ve rektum kanserlerini icine alan ve dinyada 6lime
neden olan kanserler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Shaukat & Levin, 2022).
KRK’in siklikla tekrar etmesi ve diger organlara (karaciger, akciger yumurtalik vb.)
metastaz yapmasi ile ileri asamalardaki kanser hastalarinin bes yillik sag kalimini %10’a
diisiirmektedir (Y. Liu ve ark., 2022). Kolorektal epitelyumun, karsinoma doniismesinde
progresif inhibisyon ya da apoptozdan kagmanin neden oldugu ileri strulmektedir
(Hanahan & Weinberg, 2000). Bu durum apoptoz disfonksiyonunun kolorektal timoér
olusumunda 6nemli etken oldugunu gostermektedir. Bu ylizden apoptozun kolorektal

kanserin gelismesindeki roliiniin anlasilmasi, KRK tedavisinde yeni yaklasimlar icin

hedef haline gelmektedir (S. Y. Yang ve ark., 2009).

Programlanmis hiicre 6liimii olarak da ifade edilen apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarda
stresi yonetmek ve ayni zamanda doku homeostazini korumak i¢in gerekli, korunmus bir
programli hiicre 6liim seklidir (L. Zhang & Yu, 2013). Apoptotik siirecin baslatilmasi ve
devam ettirilmesi diizenleyici ve efektor bilesenler tarafindan saglanmaktadir.
Duzenleyicilerden biri hiicre i¢i gesitli sinyalleri algilayan ve entegre eden igsel yolak,
digeri de hiicre dis1 6liimii tetikleyen sinyalleri alan ve isleyen dissal yolaktir (Hanahan
& Weinberg, 2011). I¢sel apoptotik yolagm diizenleyicisi BCL-2 protein ailesi, anti-
apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerden olusmaktadir (Tian ve ark., 2020). Bu pro- ve
anti- apoptotik protein seviyelerinde olusabilecek dengesizlik kolorektal kanserin
ilerlemesine neden olabilmektedir (Yu ve ark., 2022). Dissal apoptotik yolagin Uyeleri de,
kolorektal kanserin potansiyel biyobelirteci olan terapdtik hedeflerdendir (Abraha &
Ketema, 2016). Dissal apoptotik yolagin indiiklenmesi ise TRAIL, FasL veya TNF gibi
ligandlarin 6liim reseptorleri ile etkilesime girmesiyle gergeklesmektedir. TUmoOr nekroz
faktori ile iliskili apoptozu indikleyen ligand (TRAIL), normal hicrelerde degil fakat
bircok tlmoral hicrelerde eksprese olup apoptozu indikleyen tip iki transmembran
proteinidir. TRAIL reseptorlerinden o6lim reseptérleri DR4 (TRAIL-R1) ve DR5
(TRAIL-R2)’e baglanarak apoptozu indiiklemektedir (Koornstra ve ark., 2005). Bununla
birlikte, kolorektal kanser dahil bircok kanser hicresinde bu 6lim reseptorlerinin
azaltilmig ekspresyonu ya da TRAIL yolagi ile iliskili anti-apoptotik proteinlerin artan
ekspresyonu nedeni ile TRAIL tarafindan indlklenen apoptoz sinyallere direc
gosterebilmektedir (Stolfi ve ark., 2012). TUmor nekroz faktorii reseptor aile Gyelerinden
bir digeri FAS (CD95, TNFRSF6)’dir. FAS ligand: ve agonistik reseptori ile etkilesimi
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apoptozu tetiklemektedir. FAS ligand1 ve agonistik reseptorii arasindaki bu etkilesimin
bozulmast ile tiimoral gelisim gozlenmektedir (Cacan, 2016). Dolayistyla, TRAIL ve Fas
reseptorlerinin islev bozuklugu, tumadral hiicrelerin bagisiklik tepkilerinden kagmasina ve
bu sayede gelismesine avantaj saglamaktadir. Apoptozun baskilanmasi, kolorektal
kanserin baslamasi ve gelisim gosterebilmesi i¢in dnem teskil etmektedir. Apoptozun
baskilanmasinda etkin role sahip olan birgok faktérlerden biri de COX-2 ekspresyonudur
(S. Y. Yang ve ark., 2009). COX-2, biyume faktorleri ve proinflamatuar sitokinler
tarafindan tetiklenir ve basta kolorektal kanser olmak iizere bir¢ok premalign ve maling
lezyonlarda asir1 eksprese edilmektedir (Koehne & Dubois, 2004). Kolonik epitel
hlcrelerde, COX-2’nin asir1 ekspresyonunun apoptoza direng olusturdugu ve boylece de
hiicrenin yapisal 6zeliklerinde degisimlere neden olarak tiimdral yayilmaya katkida
bulundugu bildirilmistir (Eberhart ve ark., 1994). Dolayisiyla apoptozun aktivasyonu,
kolorektal kanser dahil kanser tedavisi i¢in hedef bir yaklagimdir. Bu yizden timéral
hiicrelerde apoptozun uyarilmasi, radyasyon tedavisi, kemoterapi ve hedefe yonelik

tedaviler i¢in 6nemli bir sitotoksik mekanizmadir (L. Zhang & Yu, 2013).

Kanserin yap1 ve evresine bagli olarak cerrahi miidahaleden sonra en ¢ok tercih edilen
tedavi yontemleri arasinda kemoterapi ve radyoterapi yer almaktadir. Fakat bu tedavi
yontemleri, hedefe spesifik olmadiklar1 zaman tlmoral hicrelerle birlikte saglikli
hicreleride hedef alabilmektedir (Cacan & Ozmen, 2020). Bu yilizden, kanser patogenezi
iizerinde yapilan ¢aligmalarda etkili yeni dogal bilesiklerin 6n planda oldugu alternatif

tedavi yontemlere ihtiyag vardir.

Tibbi bitkiler ve yapilarinda bulunan fitokimyasallar/biyobilesikler, kanser hcreleri
Uzerinde sitotoksik etkileri bildirilmistir. Dolayisiyla, bu tibbi bitkilerden elde edilen
esansiyel yaglar; anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser etkileri nedeniyle
popiilerlik kazanmaktadir (Jamali ve ark., 2021; Suntar ve ark., 2018). Karanfil (Syzygium
aromaticum L.) esansiyel yagi mutfakta ve geleneksel tipta en gok tercih edilen aromatik
bilesiklere sahip esansiyel yaglardan biridir. Geleneksel tipta 6zellikle giiclii analjezik ve
antiseptik yapisindan dolayr dis tedavilerinde kullanilirken sonraki c¢aligmalarda,
karanfilin ~ zengin fitokimyasal igerigi sayesinde, antibakteriyel, antioksidan,
antiinflamatuar, antiviral, antifungal gibi 6zellikleri de bildirilmistir. Karanfile atfedilen
tibbi ve farmokolojik islevselligin cogunu, ana bilesenlerinden §jenol basta olmak iizere
biyoaktiflik gosteren bilesikler tarafindan gergeklestirilmektedir (Kunnumakkara ve ark.,

2009; Otunola, 2022; Ouadi ve ark., 2022). Yakin zamanda yapilan arastirmalarda
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karanfil esansiyel yaginin kanser hicrelerinde apoptotik etki gosterebildigi de
bildirilmistir (Abadi ve ark., 2022; Banerjee ve ark., 2006; Ghosh ve ark., 2005). Bir
digeri ise, kekik (Thyme vulgaris L.) esansiyel yagidir. Yaygmn farmokolojik etkileri
sebebiyle uzun yillardir geleneksel tipta iist solunum yollar1 enfeksiyonuna ve dis eti
iltihabina kars1 antiseptik bilesen olarak kullanilmaktadir (Russo ve ark., 2015). Birgok
caligmaya konu olan kekik esansiyel yagi, gii¢lii antibakteriyel, antifungal, antioksidan,
antiinflamatuar gibi &zellikleri de bulunmaktadir (Niksic ve ark., 2021). Once ki
caligmalar, kekik esansiyel yaginin kanser hiicre hatlar1 Uzerinde sitotoksisitesini
bildirmektedir. Ayrica kekik yagmin kanser hiicrelerinde gosterdigi antipoliferatif etkisi
farkli sinyal yolaklar1 ile de iliskilendirmistir (Sertel ve ark., 2011).

Bu tez caligmasinda, Karanfil esansiyel yagi ve kekik esansiyel yaglarmm farkli
miktarlarda uygulanan konsantrasyonlari, kolorektal kanser hiicre hatlar1 {izerinde
apoptotik etkisi arastirilmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda, kolorektal kanserinin
gelismesi ile iliskilendirilmis inflamasyonda ve apoptotik mekanizmada rol oynayan
genlerin (BCL-2, COX-2, FAS, DR4 ve DR5) ekspresyon seviyelerine etkileri
incelenmistir. Uzun yillardir alternatif tedavi yontemlerinde kullanilan karanfil ve kekik
esansiyel yaglarin kolorektal kanser hiicre hatlarmin apoptotik siirece ve bu silrecte
apoptozda ve inflamasyonda rol oynayan hedef genlerin ekspresyon seviyelerine de etki

edebildigi gozlemlendi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Kolorektal Kanser

Kolon ve rektum kanseri kolorektal kanser adi altinda siniflandirilmaktadir. Kolorektal
kanserin meydana gelisi, ti¢ farkli durum ile bagdastiriimaktadir. Birinci durum, kolon ve
rektal kanserleri kalin bagirsakta olusmasi, ikinci durum, mukoza ve kas tabakasini
icerisinde bulunduran kolon ve rektum duvarlarmin anatomik ve histolojik yapisimin
birbirine benzer olmasi, tigiincii olarak da sivi emilimi, diskinin konsantrasyonu, digkinin
taginmasi ve digkinin atilimi gibi benzer sistemler tarafindan meydana gelmektedir
(Alzahrani ve ark., 2021). Kolonik epitel yapisi, hiicresel poliferansyonun apoptoz
tarafindan dengede tutulmasiyla korunmaktadir (Ramachandran ve ark., 2000). Bu denge
birgok sinyal yolaklarmin islevselligiyle korunurken, bagirsak kripta yapisindaki
hiicrelerin ¢ogalmasina, farklilasmasina ve apoptotik yolaklarin koordinasyonuna etki
etmektedir (Augenlicht ve ark., 1999). Dolayisiyla kolorektal patogenezi gelismesinde
Ozellikle genomik ve epigenomik Kkararsizlik s6z konusuyken, hiicre ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve programli hiicre 6limi gibi hicresel olaylarda yer alan genlerin
mutasyonlar1 ve beraberinde degisim gosteren sinyal yolaklar1 6nem arz etmektedir

(Yilmaz, 2019).
2.1.1.Kolorektal kanser epidemolojisi

Kolorektal kanser, 2020 yili verilerine gore; yilda 1,931,590 yeni vaka ile en ¢ok
rastlanilan 3. kanser ve ayni zamanda, yilda yaklasik 935,173 6liim ile en ¢ok Gliime
neden olan 2. kanserdir. Bu istatistiksel verilere gore, 10 kanser hastasindan 1’inin
kolorektal kanser nedeniyle 6ldiigiine karsilik gelmektedir (Sekil 2.1.) (Sung ve ark.,
2021; Unlu, 2022).
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Sekil 2.1. Global kanser vakalar1 ve 6liim sayilar1 (WHO - World Health Organization,
2020)

Kolorektal kanser, ABD’de verilerine goére, en sik goriilen kanserler arasinda 4., en ¢ok
6liime neden olan kanser cesitleri arasinda 2. siradadir (Sung ve ark., 2021; Unlii, 2022).
Turkiye verilerine gore ise, kadin ve erkeklerde tigiincii sirada yerini almaktadir (Halk
Saglig1 Genel Miidiirligii, 2021). Kolorektal kanserin, 50 yas ve iizeri bireylerde goriilme
olasilig1 geng bireylerde goriilme olasiligindan yiiksektir ve 6liimlerin %901 50 yasindan
sonra ortaya ¢ikarken, ayni zamanda sosyal ve ekonomik bakimdan gelismis tilkelerde,
%70 gibi daha diisiik bir oran sergilemektedir (Sekil 2.2.) (Keum & Giovannucci, 2019;
Yilmaz, 2019).
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Sekil 2.2. Diinya’da yasa goOre standardize edilen kolorektal kanserin insidans ve

mortalitesi (WHO - World Health Organization, 2020)

Kolorektal kanser Avrupa, Kuzey Amerika ve okyanus Ulkelerinde ylksek insidans
gOsterirken; Giiney, orta Asya ve Avrupa’daki tilkelerin bir kismi daha diisiik insidans
gostermektedir (Yilmaz, 2019), Amerika birlesik devletlerinde ise, insidans ve mortalite
yavas bir azalma gostermektedir (Sekil 2.2.) (J. Zhang & Yang, 2021). Diinya genelinde
kanser insidansmimn ve mortalitesinin artigina, niifus c¢ogalmasi, yas artis1 ve

sosyoekonomik durum sebep olabilmektedir (Sung ve ark., 2021).
2.1.2. Histolojik ve molekiiler yapisina gore siniflandirma

Kolorektal kanser tiimorleri, dnceki yillarda homojen timaor olarak benimsenirken daha
sonra aslinda homojen olmadigi, aksine histolojik ve molekiler olarak heterojen yapist
oldugu bildirilmistir (Harpaz ve ark., 2020). Kolorektal kanser histolojik ¢zelliklerine
gore; musindz adenokarsinom, mediller karsinom, skuamoz hiicreli karsinom, tash
yiizlik hiicreli karsinom, adenoskuamoz karsinom, farklilasmamis karsinom ve kiigiik
hlcreli karsinom olmak {izere siniflandirilmaktadir (Alzahrani ve ark., 2021; Fleming ve
ark., 2012). Kolorektal kanserin blyik bolimd karsinomdur ve bu karsinomun

%90’indan daha fazlasin1 ise adenokarsinom olusturmaktadir. Geriye kalan



adenoskuamoz, igsi skuamoz gibi karsinomlara ¢ok rastlanilmamaktadir (Recio-Boiles
ve Cagir 2021). Adenokarsinom, histolojik tiimoriin gelisimsel siirecinin
smiflandirmasinda orijin olarak glandiilerin (bez) gelismesini baz alinmaktadir. Bu
farklilagsma siirecinde ¢ogunlukla iyi (>%95), orta (%50-95) ve kotl (<%50) bez
olusumuna gore de derecelendirilmektedirler (Fleming ve ark., 2012).

2.1.2.1 Kolorektal Kanserin Molekiiler Yapisina gore Siniflandirilmasi

Protoonkogenler, biiyiime, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz gibi hiicresel siireclerin
sinyal ileti mekanizmasmnda rol oynayan bircok proteinin sentezinde gorev
ustlenmektedirler (Yokus & Cakir, 2012). Proonkogende herhangi bir mutasyondan
kaynakli, DNA replikasyonunda, genlerin transkripsiyonunda ve translasyonunda ya da
aktivitelerinde degisiklikler meydana gelebilmektedir. Yapisal ya da fonksiyonel
degisiklikler sonucunda ekspresyonlarda gozlemlenen bozulmalar sonucunda kanser
hiicrelerinde etkin olan onkogenlere doniisebilmektedir (Aliustaoglu, 2009;
Kontomanolis ve ark., 2020). Hiicre biiylimesi, ¢cogalmasi veya farklilasmas1 gibi hiicre
gelisimde rolii olan bu onkogenlerden kaynakli mustasyonlar tiimoral gelismeye neden
olurken, tiimor baskilayici genlerde olusum gdsteren mutasyonlar ise hiicre dongiisiiniin

inhibe olmasini engelleyerek hiicrenin anormal biiyiimesine neden olmaktadir (Cabadak,
2008).

Tiimor baskilayici genler, hiicrenin poliferasyonunda, biiylimesinde, hiicre dongiisiinde
rol alan ayn1 zamanda DNA tamir mekanizmasini tetikleyen ve islevselligi sorun teskil
ettiginde hiicreyi apoptoza yonlendiren genlerdir (Kaci, 2018). Fakat mutasyonlarm
meydana gelmesi ile gdzlemlenen onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonu ile birgok kanser gelisim gosterebilmektedir (Buttiner, Debele¢ &
Kantarci, 2006). Ayrica DNA onariminda islevsellik gosteren genler de kanser
gelismesinde hedef genler arasindadirlar (Yokus & Cakir, 2012). DNA tamir genleri,
hiicre dongiisiinde rol alan ve ayn1 zamanda DNA hasara maruz kaldiginda tamirinde
gorevi bulunan proteinlerin o bdlgeye yonlendirerek, genin islevselligini tekrardan
kazandirmay1 saglayan gen grubudur. DNA tamir mekanizmasinda olusabilecek
islevsizlik hiicrenin apoptoza ya da nekroza siiriikklenmesini saglamaktadir (Kaci, 2018;
Baykara, 2016). DNA onarim genlerinde olusan hatalar genetik kararsizliga sebebiyet
verebilmektedir. Ornegin, Onarim mekanizmalaridan biri olan hatali eslesmenin
onariminda meydana gelen bir bozukluk, kalitsal non-polipozal kolorektal kansere sebep

olurken, baz ¢ikarma onariminda gelisen bozukluk kolorektal kansere neden
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olabilmektedir (Biitiiner, Debele¢ & Kantarci, 2006). Onkogenler, tiimor baskilayict
genler ve DNA onarim mekanizmalar1 ile iligkili genleri hedef alan mutasyonlar
tarafindan kolorektal kanser gelisebilmektedir (Alzahrani ve ark., 2021). Mutasyon
kaynag1 olarak kolorektal karsinom %70 sporatik, %25 ailesel ve %5 kalitsal olarak
kategorize edilebilir. Bu gelisimsel siiregte genetik ve epigenetik mekanizmalar rol
oynamaktadir (Marmol ve ark., 2017).

2.1.3. Genetik karasizhk

Kolorektal kanser, genetik ve epigenetik kararsizliklarla karakterize olan heterojen ve
karmasik bir yapiya sahiptir. Kolorektal kanserin gelismesine neden olan genomik
kararsizlik li¢ ana tip: kromozomal kararsizlik (CIN), mikrosatellit instabilite (MSI) CpG-
ada medilator fenotip (CIMP)’1 igermektedir (Picard ve ark., 2020).

2.1.3.1. Kromozomal Instabilite (CIN)

Kolorektal kanserlerin %85’ini olusturan en yaygin genomik instabilite tipidir (Migliore
ve ark., 2011; Singh ve ark., 2021). Aym zamanda sporatik kolorektal kanserlerin %65-
70’ini kapsamaktadir (EIl Bali ve ark., 2021). CIN, kromozomal seviyede inversiyon,
delesyon, insersiyon gibi genetik diuzenlemeleri veya kromozomal bilesimleri siklikla
degismektedir. CIN’a sebep olarak goriilen gen, hiicre dongiisii kontrol noktalari, mitotik
ig kontrol noktas1 genleri, kromozom yogunlasmasi veya ayrilmasi ile ilgili genlerle
karakterilize edilmistir. Istatiksel veriler, kromozomal kararsizlik ile iliskilendirilmis
timorlerde APC, KRAS, SMAD4 ve TP53 genlerindeki mutasyonlarin anlamli derecede
artisginin temsil ettigini tanimlamuslardir (Geigl ve ark., 2008; Hagland ve ark., 2013).
TUmor supressor genlerin inaktivasyonu (APC ve TP53), onkogenlerin aktivasyonu
(KRAS ve BRAF) ve heterezigotluk kaybi (LOH) ile kolorektal karsinogenez olusumu
tesvik edilebilmektedir (Malki ve ark., 2020).

2.1.3.2. Mikrosatellit Instabilitesi (MSI) ara yolu

Mikrosatellitler, genom boyunca yayilmis kisa tekrarlara sahip niikleotid dizileridir (Al-
Sohaily ve ark., 2012). 1-6 baz ¢iftinden olusan bu tekrarli DNA dizileri, insan genomun
%3 linli kapsamaktadir (Nouri Nojadeh ve ark., 2018). Tekrarh diziler replike olurken
hataya meyillidirler. DNA uyumsuzluk onarim sistemi (DNA mismatch repair) (MMR),

replike sirasinda olusan baz ¢ifti uyumsuzluklarini ve mikrosatellitlerin tekrarlayan
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dizilerindeki ¢ergeve kaymalarmi tanimlayip, onarmaktadir (Al-Sohaily ve ark., 2012).
MMR onarim sisteminin ana proteinleri MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 ve PMS2’dir. Bu
ana proteinlerde olusabilecek germline mutasyonlari, kalitsal polipoz olmayan kolorektal
kanser (Lynch sendromu) olusumuna sebep olabilmektedir (Vilar & Gruber, 2010).
MMR somatik mutasyonu ya da hipermetilasyon susturulmasi sporatik kolorektal
kanserlerin %15-20’sini karakterilize etmektedir (Al-Sohaily ve ark., 2012). MMR
genlerindeki eksiklik, diger mutasyonlarida beraberinde getirebilmektedir. Ornegin, MSI
bulunan genlerde BAX ve TGFBRII genlerinin kodlama dizileri de bulunmaktadir.
Dolayisiyla olusan bir ¢erceve kaymasi mutasyonu, MSI tiimoral gelismelerin yaklasik
%35’inde, BAX genini etkisizlestirmektedir. BAX genindeki ekspresyon degisikliklert,
BCL-2 araciligiyla apoptoz yolagina etki ederek karsinogenezin gelisimini

destekleyebilmektedir (Fernandez-Peralta ve ark., 2005).

2.1.3.3. Epigenetik Kararsizlik (CpG Adasi Metilator Fenotipi (CIMP))

DNA, bir organizmanin olugmasi i¢in gerekli olan tiim bilgileri yapisinda kodlamaktadir.
Bu kodlanan bilgiler ile normal dokularda uygun gelisim ve hicresel farklilasma gibi
streclerin gergeklesebilmesi igin epigenetik mekanizma gereklidir (lacobuzio-Donahue,
2009). Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisinde herhangi bir degisiklige neden olmadan
gen ifadesindeki kalitsal degisikliklerdir (Kwon & Shin, 2011). Epigenetik
mekanizmalarda meydana gelen modifikasyonlar bazilari, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonu, kodlanmayan RNA’lar1 ve kromatinin yeniden modellenmesini
icermektedir (Ghadiri Moghaddam ve ark., 2022). Epigenetik modifikasyonlardan biri
olan DNA metilasyonu, hedef geni susturmak igin hiicreler tarafindan kullanilan bir
mekanizmadir (Ali ve ark., 2013; Cacan ve ark., 2014). Insan tiimérlerinde, tiimor
baskilayici genlerin CpG motiflerince zenginlestirilmis promotor bdlgelerinde meydanan
gelen DNA hipermetilasyonu transkripsiyonel inaktivasyon ile iliskilendirilmektedir

(Berkel ve Cacan, 2020; Pancione ve ark., 2012).

Kolorektal kanserde CIMP (CpG ada metilator fenotipi), CIN ve MSI ‘ye ek olarak ayri
bir epifenotiptir. Ayrica kolorektal kanserinn gelismesi bu hipermetilasyon ile
desteklenmektedir (Advani ve ark., 2021). Bununla birlikte, DNA’nin CpG metilasyonu,
BRAF ve MLH1 gibi bir¢cok genlerin ekspresyonu aktive ya da inhibe edebilmektedir
(Lotfollahzadeh ve ark., 2022). Ornegin, CpG ada metilasyonu tarafindan olusan BRAF
mutasyonu kolorektal kanserinin %10-15’inde mevcuttur. Ayn1 zamanda RAF-MAPK

yolag1 ile diizenlenen BRAF mutasyonu, inflamasyonla iligkilendirilen COX-2
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ekspresyonunu tetikleyebilmektedir (Kosumi ve ark., 2019). Asir1 COX-2 ekspresyonu
ise kolorektal karserin gelismesini engellemek igin terapotik hedef olarak gorilmektedir
(Eberhart ve ark., 1994).

2.1.4. Cevresel ve kalitsal risk faktorleri

Kolorektal kanserin heterojen yapisi hem genetik hemde c¢evresel faktorlerden
etkilenmektedir. Diyet ve yasam tarzi kolorektal kanser instabilitesine etki eden
unsurlardan biridir (Keum ve giuvanucci, 2019). Yiiksek diyet lifi, balik ve kalsiyum
kolorektal kanserinin insidansinda azaltma ile iliskili gosterilirken, yiiksek kalorili
beslenme ve yag tiiketimi kolonda epigenetik diizenlemelere sebep olabilecek genom
kararsizliklari ile iliskilendirilmistir (Aran ve ark., 2016). Buna ek olarak, yeterli tahil
veya sut trtinleri tiketimi de risk oranini azaltabilmektedir (Sung ve ark., 2021). Bunlarin
disinda sigara tuketmek, kolorektal kanser insidansini ve mortalitesini etkileyen risk
faktorlerinden biridir (Murphy ve ark., 2019). Yapilan ¢alismalarda asir1 sigara igenlerde
kolorektal kanserin gortlme riski 2-3 kata ¢iktig1 bildirilirken (Giovannucci, 2001).
kolorektal kanser Oliimlerinin %12’sinin sigara kullammindan kaynakli oldugu
diistiniilmektedir (Thélin & Sikka, 2015). Bir diger faktor alkol tiketimidir. Alkol
kullanim1 kolon patolojisinin erken asamasi ile iliskilendirilir ve adenomu olan hastalarda
asir1 alkol tiiketimi kolorektal kanser gelisimini arttirabilmektedir (Bardou ve ark., 2002;
Rueda ve ark., 2012). Aymi zamanda bagirsak mikrobiyomu, cinsiyet ik, yas ve
sosyoekonomik durumlar da kolorektal kanser riskini arttirabilmektedirler (Sawicki ve
ark., 2021).

2.2. Kolorektal Kanser ve inflamasyon

Fiziksel, kimyasal ya da enfeksiydz doku yaralanmalarinda inflamasyon olusumunu
tetikleyen reaksiyonlar meydana gelmektedir. Inflamasyon, bu yaralanmalara sebep olan
ajan1 ortan kaldmran dogal/adaptif bagisiklik tepkisini indiikleyerek doku onarmini
gerceklestiren 6nemi mekanizmadir. Yaralanmaya neden olan istilacinin ortandan
kaldirilmasi ve yara iyilesmesi ile iltihaplanma azalmaktadir (Eird6 & Vizoso, 2012).
Ancak bagisikligin kontrol halinde tutamadigi bir inflamasyon kroniklesmektedir.

Kroniklesen inflamatuar yanit ise, tiimoral olusumlarin gergeklesmesinde gerekli olan,
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poliferasyon, invazyon, anjiyogenez ve metastaz gibi adimlarda islev gormektedir
(Hirano ve ark., 2020).

Tiimor ile iliskili inflamasyon, timor biliylimesini ve anjiyogenezi ydnlendirir, bu
yonlendirme sirasinda ¢esitli sinyallere yanit olarak immun, stromal ve timor hiicreler
tarafindan olusturulan genis bir sitokin ve kemokin agi sayesinde siireci devam
ettirebilmektedir. Bu inflamasyonda sitokinler (IL-1, TNF, IL-6, IL-23) ve transkripsiyon
faktorleri (AP-1, NF-xB, STAT3) hem inflamasyonda hemde tiimdral biylimede 6nemli
role sahiptir (Grivennikov ve ark., 2010). TNF-o (Tumor nekroz faktord alfa) TNF stper
aile Uyeleri arasinda en giiglii proinflamatuar sitokinlerden biridir (X. Liu ve ark., 2022).
TNF-a, hiicre poliferasyonu, farklilasmasi ve hiicre olimii gibi siireclerin
gerceklesmesinde rol oynamaktadir. Ancak TNF-a ve reseptorleri arasindaki etkilesim,
iki farkli yolu tetikleyebilmektedir (Ivanov & Hei, 2006). Bunlardan ilki, 6lim sinyal
yolu; TNF R-1 6lim reseptorii, ya TNF1 ile iligkili 6liim alan1 (TRADD) proteini ya da
Fas ile iligkili 6liim alam1 (FADD) proteini tarafindan tanmnip etkilesim gosteren,
serin/treonin protein kinaz 1 (RIPK1) ve prokaspaz-8’i bulunduran sinyal kompleksinin
meydana gelmesini tetiklemektedir. Kompleksin aktivasyonu ardi sira, efektor kaspazlar
(kaspaz-3, -6 ve -7) dahil olmakta ve proteolitik bolinme meydana gelebilmektedir ya da
BCL-2 protein ailesini (i¢sel yolagi) dahil ederek de apoptoza neden olabilmektedir
(Bertheloot ve ark., 2021).

Ikinci tektikledigi yol ise, TNF-a’nmn TNFR1’i uyarmasimnin ardindan TRAF2 de ardarda
inhibitor nikleer faktor kappa B kinaz (NF-kB) ve jun N terminal kinazin tetiklenmesi ile
transkripsiyon faktorler, NF-kB ve c-Jun‘'un aktivasyonu ger¢eklesmektedir (Ivanov &
Hei, 2006). Ayn1 zamanda bu NF-«xB sinyal yolaginin aktivasyonu timoral hucreler de
COX-2 aktivasyonu tetiklenebilmektedir (Kanekura ve ark., 2002).

COX-2, hicre poliferasyonu, hicre transformasyonu, tumdéral biyime, timoral
metastazda ve tlimoral invazyonda diizenleyici olarak gorev alarak kanserin gelismesine
ve ilerlemesine katki saglayabilmektedir (Roelofs ve ark., 2014). COX-2’nin ekspresyon
seviyelerindeki artis insan kanser hiicrelerinin poliferasyonunu arttirmakta, apoptoz
inhibisyonunu saglayarak serviks, yumurtalik, akciger, kolon ve rektum gibi bir¢ok kati
timorlerin gelismesine olanak tanimaktadir (Chou ve ark., 2006). Yapilan arastirmalarda
COX-2 ekspresyonunun kolorektal kanserin gelisimi ve ilerlemesi ile iligkili olup

prognozunda rol oynagi bildirilmistir (Sheehan ve ark., 1999). Ek olarak, COX-2 geni,
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kolon karsinom inflamasyonunda gdrev alan prostaglandin iiretimi i¢in dnem teskil eden
bir faktordir. PGE2 (prostaglandin E2) diger dokulardan farkli olarak kolorektal kanserin
gelisimi ve ilerlemesinde direkt iligkisi vardir (Hagland ve ark., 2013; Y. Liu ve ark.,
2008). Kolorektal kanserin olugmasini tetikleyen bu mekanizma hiicre i¢i sinyal
transdiiksiyon yollarmin aktivasyonunu saglayarak hiicrelerin artan poliferasyonunu ve
hlcre biuyumesini tetiklerken apoptozun inhibisyonuna neden olabilmektedir (Koehne &
Dubois, 2004). Dolayisiyla, COX-2 enzim aktivitesinin spesifik farmakolojik inhibitorler
tarafindan inhibe edilebilmesi, hem inflamasyonun hem de bazi durumlarda kanser
gelisiminin kontrol altinda tutulabilmesi igin etkili bir arag¢ olabilecegini gostermektedir

(Ivanov & Hei, 2006).

2.3.Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak Kerr ve arkadaslari tarafindan 1972°de, “hiicre 6liimiiniin
morfolojik bir formu” olarak ifade edilmistir (Er6z, 2012; Elmore, 2007; Kerr ve ark.,
1972). Baska bir ifade ile apoptoz, gesitli fizyolojik ve patolojik slirecler sonucunda
programli bir hicre 6lim bicimidir (Fulda & Debatin, 2006). Bu apoptotik surecte,
kromatin materyalinin yogunlasmasi, ¢ekirdekte bulunan DNA’nin fragmentlerine
ayrilmasi, hiicre biiziilmesinin ardindan dinamik membran kabarmasi ile hiicre disindaki
matrisinde yapisma yetisinin kaybolmasi ile karakterilizedir. Baz1 biyokimyasal olaylar;
fosfotidilserin disa aktarim ve hiicresel 6liimii aktivasyonuna katilan kaspazlar dahil

olmaktadir (Jan & Chaudhry, 2019; Kerr ve ark., 1972).

Apoptozun 151k ve elektron mikroskobu ile izlemesi sonucunda ¢esitli morfolojileri
saptanmustir. Morfolojik degisimler, 6liime yol agan bir¢ok diizenleyici molekiler ajanlar
tarafindan desteklenmektedir (Hacker, 2000). Bu morfolojik degisimlerin ilk asamasinda
sodyum, potasyum, klor gibi molekiillerin taginamamasi, tasiyici sistemin durdurdugunu
bildirmektedir. Hucrenin i¢c ve dis ortami arasmdaki iliskinin bozulmasi, aligveris
olmadigini ifade etmekte ve bdylece de hiicre biuzulmesi ger¢eklesmektedir (Bakir, 2018;
Elmore, 2007). Hucrenin bizilmesi beraberinde, hacim klgtlmesini, sitoplazma
yogunlagsmasini ve organellerin sikigmasini meydana getirmekte, sonucunda piknoz
(pyknosis) olusturmaktadir. Piknoz, apoptozun karakteristik bir 6zelligidir ve kromatin
kondenzasyonu sonucudur (Elmore, 2007; Kerr ve ark., 1972). Piknoz gegirmis htcre,

cevresi ile iletisimde bulunamaz ve hiicreler ile baglantisini kaybetmektedir.
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“DNA ladder” olarak adlandirilan ip merdiveni olugmasi i¢cin, DNA niikleozomlardan
endonikleozomlara (~180-200 baz cifti) kesilmektedir. Kromatin kondenzasyonunun
erken fazinda, elektronca zengin niikleer materyal membran altinda agregat

3

olusturmaktadir. Transglutaminaz enzimi yardimi ile mebranda “zeiozis” adi verilen
tomurcuklanma olusur, sitoplazma ile ¢evrilen kromatin parcalar1 apoptotik cisimciklere
doniismektedir (Bakir, 2018; Elmore, 2007). Fosfotidilserin ve membranin i¢ bolgesinde
bulunan aminofosfolipid enzimi ile membranin dis tarafina gegis yaparlar bu da apoptotik
islem icin fagositozu aktiflestirici bir uyaridir. Meydana gelmis olan apoptotik cisimcigi
fagosite etmek icin makrofaj, parankimal hucreler devreye girerler ve fagozomlar
icerisinde pargalanirlar (Bakir, 2018; Eroz ve ark., 2012; Bratton ve ark., 1997). Sekil

2.3.’de apoptotik siire¢ sematize edilmistir.
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Sekil 2.3. Apoptotik Siirecin Sematik Gosterimi (Onciil, 2008’den modifiye edildi).

Apoptotik mekanizma iki 6nemli yol tarafindan indiiklenmektedir. Bunlardan biri TNFa
reseptord, Fas-L reseptorii, TRAIL reseptorleri gibi TNF reseptor siiper ailesinin ¢esitli
Olim reseptorleri tarafindan baglatilan “Digsal yol” ve apoptojenik faktorlerin

membranlar aras1 bosluktan serbest birakan mitokondrinin aracilik ettigi “Igsel yol”dur
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(Yaacoub ve ark., 2016). Bu iki farkli yolak ayni zamanda birbirinden de
etkilenebilmektedir. Yolaklar birbirini takip eden; kaspaz-3 bolunmesi, DNA
fragmantasyonu, hiicre iskeletinin degrede olmasi, apoptotik cisimcikleri olusmasi,
fagositik hiicrelerin baglanmasi i¢in ligand ifadesi ve fagositik hiicreler tarafindan imha
ile sonlama gibi hiicresel biyolojik stirecler meydana gelmektedir (Stt, 2019; Elmore,
2007).

2.3.1. Intrinsik apoptotik yol (i¢sel yolak; mitokondriyal yol)

Intrinsik yolak, mitokondrinin zarlar1 arasindaki boslukta ¢6ziinen proteinlerin (sitokrom
C) sitozole aktarimini indiikleyen mitokondriyal dig membran permeabilizasyonu
(mitochondrial outer membrane permeabilization, MOMP) ile karakterilizedir. BCL-2
aile tyeleri, bu dis mitokondriyal membranin biitiinligiinii belirleyen etkilesimleri ile
apoptozun mitokondriyal yolagmi diizenlemektedir (Nikoletopoulou ve ark., 2013).
BCL-2 protein aileleri, BCL-2 homolog dominlerinden bir ya da daha fazla homoloji
gostermekte ve homolog domoinlerine gére de smiflandirilmaktadirlar (Ramesh &
Medema, 2020). i1k grup, apoptotik promotor olarak aktivasyon gdsteren, BID ve BIM
gibi yalnizca BH3 bolgesine sahip proteinlerdir. BH3 motifinin var olmasi, proapoptotik
proteinlerin aktivitesi icin gerekli temel 6zelliktir. BH3 motifleri, molekdiiler ndbetci gibi
davranmakta ve diger proteinlerden daha erken aktive edilmektedir. Ikinci grup, BAK ve
BAX, 3 BH alan1 (BH1, BH2 ve BH3) iceren proapoptotik proteinlerden meydana
gelmektedirler. Ugiincii grupta ise, 4 BH alan1 (BH1, BH2, BH3, BH4) iceren BCL-2,
Bcl-xI ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik proteinlerden olusmaktadir (Yuan ve ark., 2020).
Proapoptotik ve anti-apoptotik de rol oynayan proteinlerin arasindaki dengenin bozulmasi
apoptozun baglamasinda ya da inhibe olmasinda rol oynamaktadir (Al-Alem ve ark.,
2019). BCL-2 bilesenlerinin arasindaki bu denge ve etkilesim hiicre 6liimiinii tetikliyorsa
BCL-2 aile iiyelerinden BAX ve BAK aktiflesmektedir (Gurzov & Eizirik, 2011; H. Kim
ve ark., 2009) Bu proteinlerin aktivasyon siralamasi mevcuttur: BID ilk BAK’1 aktive
ederken, BIM 6nce BAX 1 aktiflestirmektedir. Aktive edilmis bu pro-apoptotik proteinler
mitokondriye go¢ ederler. Bu sirada mitokondrinin dig membran gegirgenligi aktivitesini
kaybetmekte ve dis mitokondriyal membran bltiinliigii bozulmaktadir (Yuan ve ark.,
2020).

14



Mitokondri icerisinde bulunan Smac/DIABLO (second mitocondria-derived activator of
caspase), Omi/HtrA2, Endoniikleaz G (Endo-G), AlF(apoptoz indlkleyici faktor) ve
sitokrom-c porlardan sitoplazmaya gonderilmektedir (C. Wang & Youle, 2009). Sitozole
salinan Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2, XIAP (X-linked inhibitor of apoptosise)’ye
baglanarak kaspaz-9, kaspaz-3 ve -7’nin XIAP tarafindan olusan inhibisyonunu
hafifleterek, apoptozom tarafindan genel kaspaz aktivasyonunu hizlandirmaktadir (Green
& Llambi, 2015). Endo-G, DNA’y1 fragmentlerine ayirarak hiicreyi apoptotik stirece
stiriklemektedir. Sitaplazmaya salinan sitokrom c aktiflesmesi ise Apaf-1 (apoptosis
protease activating factor-1) ve prokaspaz-9 ile “apoptozom” kompleksini
olusturmaktadirlar. Prokaspaz-9 hizli bir sekilde kaspaz-9’a doniismektedir. Kaspaz-9
aktiflestiginde ise, efektor kaspazlarin aktivasyonunu saglamaktadir (Yuan ve ark., 2020;
C. Wang & Youle, 2009; Kuguk ve ark., 2006).

Kaspaz aktivasyonu apoptotik siirecte kritik noktadir ve aktiviteleri hiicre 6liimiine neden
olan bir¢ok yolu vardir bunlardan biri de, DNA pargalanmasidir ve en etkili hicre
Oldiirme yolu oldugu ileri siiriilmektedir. Apoptoza girmeye tetiklenen hicrelerde
kaspazlar (6zellikle kazpaz-3) CAD:ICAD kompleksini ayirmak i¢in ICAD (CAD alani
ile inhibitdru)’1 pargalayarak, CAD’mn aktivasyonunu ger¢eklestirmektedir. Aktiflesen
CAD (kaspazla aktive edilmis deoksiriboniikleaz), nilkleozomal DNA’y1 fragmentlerine
ayrrarak DNA bozulmasmma neden olur ve hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir (Nagata,
2000).

TUmor hicreleri BCL-2 ailesinin deregiilasyonu ile apoptoza karsi daha dayanikli hala
gelerek ¢esitli onkojenik transformasyonlara uyum saglamaktadir (Ramesh & Medema,
2020). Kolorektal kanser basta olmak {izere birgok kanserin gelismesinde énemli role

sahip olan bu deregiilasyona kars1 etkili tedavi yontemlerine ihtiyag vardir.

2.3.2.Extrinsik apoptotik yol (dissal yolak)

Apoptoz sinyallemesinin digsal yolu, hiicre diginda bulunan sinyallerin yetersizligi, 6lim
reseptorlerinin ligand aracili aktivasyonu, sitotoksik T lenfosit ve radyasyon gibi dis
etkenler ile induklenebilmektedir (Kaci, 2018). Dissal apoptotik yolakta 6lim
reseptorleri, hiicre zarindaki konformasyonel degisikligi tetikleyen ayni kokenli 6lim
ligandlar1 tarafindan karakterilize edilmekte ve bu reseptorlerin kaspaz ile is birligi,

0lime yol agmaktadir. Digsal apoptotik yolakta, islevlik gosteren TUmOr Nekroz Faktor
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Reseptor Super Aile (TNFRSF) Uyeleri olan, ti¢ ana spesifik hticre 6lim reseptor-ligand
cifti bildirilmistir. Bunlar, Fas reseptori-ligandi, TUmor Nekroz Faktor (TNF) reseptor-
ligandi, TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) reseptoru-ligandi’dir (G.
Xu & Shi, 2007). FasL (CD95 ligandi), TNF siiper ailesinin tip 2 transmembran
proteinidir. Bu protein, aktiflesmis T lenfositleri, ve dogal oldiiriicii (NK) hiicreler
tarafindan ifade edilirken ayn1 zamanda bagigiklik dis1 hiicreler (testis, kornea ve kanser
hicreleri gibi) tarafindan da ifade edilmektedir (Z. Liu ve ark., 2009). TRAIL ise, tumor
nekroz faktort (TNF) sitokin ailesinin bir yesi ve tip Il transmembran proteinidir, Fas
ligand1 dahil diger TNF ile iliskili proteinler ile yiiksek oranda homologluk
gostermektedir (Jin ve ark., 2004). TRAIL, FasL ve TNFo’dan farkli olarak normal
hicrelerde hiicreleri koruma gorevi gorirken, tercihen timoér hicrelerinde apoptozu
indukleyebilmektedir (Tomek ve ark., 2004). Insanlarda TRAIL, zara bagli dort farkh
TRAIL reseptorlerine (DR4, DR5, DcR1 ve DcR2) ve bir de ¢Ozunir reseptor
osteoprotegerine (OPG) baglanabilmektedir. Bu reseptdrler 61Gmu indukleyen reseptorler
(61um reseptoru 4 (DR4, TRAIL-R1), 6lim reseptoru 5 (DR5, TRAIL-R2)) ve 6lumi
inhibe eden reseptorler (yem reseptérii 1 (DcR1), yem reseptori 2 (DcR2) ve
osteoprotegerin (OPG)) olmak iizere iki kategoriye ayrilmaktadir (Cretney ve ark., 2002;
Jin ve ark., 2004; Montinaro & Walczak, 2022).

Ekstrinsik yol, uygun bir ligandin TNF reseptor siiper ailesi reseptorlerinden (Fas
(CD95/Apo-1) TNFR1, DR4 (TNFRSF10A/TRAIL-R1) ve DR5 (TNFRSF10B/TRAIL-
R2)) birine baglanmasi ile baslatilmaktadir (Cacan, 2015). Ligandin reseptor ile
etkilesime girmesi sonucu olusan konformasyonel degisiklikler, farkli adaptor
proteinlerin (FADD)/(TRADD) toplanmasina yardime1 olmaktadir (Guicciardi & Gores,
2009). Adaptér protein (FADD/TRADD) kaspaz proteaz aile Uyelerinin aktif olmayan
formlarini (pro-kaspaz-8 ve/veya pro-kaspaz-10) dahil ederek hiicre 6liimiine neden olan
sinyal kompleksinin (DISC) meydana gelmesini tetiklemektedir ( Johnstone ve ark.,
2008; Guicciardi & Gores, 2009; Li ve ark., 2011; J. Yang ve ark., 2016). DISC’e alinan
baslatic1 kaspazlar (pro-kaspaz-8) otokatalitik boltinme ile aktive olmaktadirlar (Igney &
Krammer, 2002). Aktiflesen kaspaz-8 daha sonra kaspaz-3 gibi efektor kaspazlarin
aktivasyonunu baslatmaktadir ve sonug olarak ekstrinsik yol ile apoptozu tetiklemek icin
yeterlidir (Cacan ve ark., 2015; Fulda & Debatin, 2006). Alternatif yol olarak kaspaz-8,
proapoptotik protein olan Bid’i parcalayabilmekte, bdylece de kesilmis olan Bid
(tBid)’mn, instrinsik apopotozu baslatabilmesi igin mitokondriye geg¢is yolunu

islevsellestirmektedir (L. C. Li ve ark., 2011). Bid’in mitokodriye taginmasiyla sitokrom
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c'nin ve SMAC (ikinci mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii)’in sitoplazmaya salinmast
kolaylagmaktadir. SMAC, X’e bagli apoptoz inhibitdrii (XIAP) nii etkisiz hale getirirken
sitokrom c, pro-kaspaz-9 ve adaptor protein apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
(APAF-1)’den olusan kompleks yap1 islevsellik gosteren kaspaz-9’un aktivitesi
apoptozun tetiklenmesi icin pro-kaspaz-3’i pargalayarak efektdr kaspaz-3’i
aktiflestirmektedir. Kaspaz 3’de kaspas-6 ve-7’yi aktivasyonunu saglayarak apoptozu
gerceklestirmektedir (Montinaro & Walczak, 2022).

Ayn1 zamanda, timoral hucreler 6liim reseptorlerinin ekspresyonlarini baskilayarak
FASL ve TRAIL aracili apoptoza kars1 direng gosterirler. Bu durumda kanserin gelismesi
ile beraber 6liim reseptorleri ve ligandlar1 arasindaki etkilesimin zayiflatmaktadir (Cacan,
2017; Kykalos ve ark., 2012; Zhu ve ark., 2005). Kanserin gelismesinde 6nemli rol

ustlenen bu apoptozun islevsizligine kars1 etkili tedavi yontemlerine ihtiyag vardir.

2.4.Tedavi Yontemleri/ Yaklasimlar:

Kanser tedavisinde cerrahi yOntemler ve radyoterapiler tiiméral gelismenin
durdurulmasinda basar1 saglamis olsalar da bazi kanser tiirleri, metastaz yetenekleri ve
karakteristik ozelliklerinin sayesinde hastalik tekrardan niiksetmektedir. Dolayisiyla, bu
yontemlere kemoterapi ile kombinasyonlu tedavi uygulanmaktadir (Barbaros & Dikmen,
2015). Fakat bu tedavi yontemleri, timoral hiicreleri ve saglikli hiicreleri birbirinden ayirt
etmeksizin islem uygulamakta ve saglikli hiicrelere de biiyiik zarar verebilmektedirler
(Cacan & Ozmen, 2020; Rejhova ve ark., 2018; Woods & Turchi, 2013). Bu yiizden,
kanser patogenezi iizerinde yapilan ¢alismalarda etkili yeni dogal bilesiklerin 6n planda
oldugu alternatif tedavi yontemlere ihtiya¢ vardir. Etkin tedavi saglayabilmek i¢in, yan
etkilerin daha az oldugu disiiniilen, bitkisel kaynakl alternatif tedavi yontemleri fayda
saglayabildigi diisiilmiistiir. Alternatif yaklasimlar arasinda tibbi bitkisel kaynaklarin

kullanilma nedenlerinden biri de esansiyel yaglardir (Yaman ve ark., 2018).

2.5. Esansiyel Yaglar (Tibbi Aromatik Bitkiler)

2.5.1. Esansiyel yaglarin genel ozellikleri
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Esansiyel yaglar (essantial oil, EO, UY), bitkilerin materyallerinden (gicek, yaprak, dal,
tomurcuk, tohum, meyve, kok, ot ve odun) cesitli yontemlerle elde edilen aromatik
yaglardir (Burt, 2004). Genellikle oda sicakliginda sivi formdadirlar. Cogu zaman renksiz
ya da acik sar1 renkte olabilir ve kolayca kristallesmektedirler (Sengezer & Giingor,
2008).

Halk dilinde, ugucu yag, aromatik yag, esans yag, eterik yag ya da ruh gibi ¢gesitli adlarla
ifade edilebilmektedir ve ayrica bitki esansiyel yaglari bitkilerin dnemli bilesenleri
arasmdadir (Bayaz, 2014). Esansiyel yaglar bitkilerin salg1 sistemlerinde (salg: tiyleri,
salg1 hiicreleri, salgi kanallar1 ve salgi ceplerinde) salgilanmaktadirlar (Duru,1993).
Bitkilerde hangi amagla salgilandigi tam anlamiyla bilinmemesine ragmen bitkinin
yaralanmalarina kars1 meydana gelen regine i¢in ¢oziicii gérevi oldugu diisiiniilmektedir.
Ayn1 zamanda yaydiklar1 aromatik koku ile bocekleri cezbederek tozlagsmayada katki
saglarlar ya da zararh bocekleri bitkiden uzaklastirarak koruyabilmektedirler (Turhan
2015; Duru, 1993).

2.5.2. Esansiyel yaglarin elde edilme yontemleri

Esansiyel yaglar, damitma yontemi ile tiretilmesi ilk olarak Dogu’da (Misir, Hindistan ve
Iran) kullanilmaya baslamis daha sonra 9. yiizyilda Araplar tarafindan gelistirilmistir.
Esansiyel yaglarm tiretimi 13. yiizyilda eczacilar tarafindan yapilmis ve farmokolojik
etkileri tibbi ilag kitaplarinda tanimlamiglardir fakat 16. ylizyila kadar kullanimlari
yaygmlasmamustir (Burt, 2004).

Esansiyel yaglar bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilirken, buhar damitma, su
damitma, mikrodalga destekli damitma, maserasyon (yumusatma), anfloraj, soguk pres
ekstraksiyon, solvent ekstraksiyon (¢0zuicu ekstraksiyonu), siiper kritik sivi ekstraksiyon
gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Shankar ve ark., 2021). Ekstraksiyon yontemleri
ile elde edilen esansiyel yaglarin icerik analizi ise, gaz kromatografisi, kutle
spektrofotometrisi ya da headspeace(gaz kromotografisi) analiz yontemi ile
belirlenebilmektedir (Seow ve ark., 2013). EY’larin igerdigi bilesenlerin yiizdesi, elde
edildigi bitkinin tiiriine ve o bitkinin hangi materyalinden elde edildigine gore degisim
gosterebilmektedir (Solorzano-Santos & Miranda-Novales, 2012). Dolayisiyla, ayni
bitkiden elde edilen yaglarin bile 6zelliklerinde degisken aktiviteler gozlemlenmesi,
farkli cografi kaynaklar, iklim, genotip, hasat mevsimi gibi durumlardan

kaynaklanabilmektedir. Tiim bu degiskenlik gosteren durumlar, kimyasal bilesimini
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etkiledigi gibi esansiyel yaglarin her bir bilesenin konsantrasyonlarmi da
etkileyebilmektedir (Oussalah ve ark., 2007). Bu nedenle, esansiyel yaglarin kimyasal
profili, ekstraksiyon tipine gore sadece molekiil sayisinda degil ayn1 zamanda ekstrakte
edilen molekullerin stereokimyasal tiplerinde de farklilik gosterebildiginden,
ekstraksiyon tipi kullanim amacma gore segilmelidir (Bakkali ve ark., 2008). Bu yiizden
ucucu yaglarin icerik analizinde ekstraksiyon yontemi 6nemli bir faktordur ve
ekstraksiyon i¢in uygun olmayan yontemlerin kullanilmasi, biyolojik aktivite kaybina
neden olabilir (Shankar ve ark., 2021). Cesitli yontemler kullanilarak elde edilen bazi

esansiyel yaglarin ekstraksiyonlar1 Tablo 2.1.’de gésterilmistir.

Tablo 2.1. Cesitli yontemler kullanilarak elde edilen bazi esansiyel yaglarin
ekstraksiyonlar1 (Tongnuanchan & Benjakul, 2014)

Ekstraksiyon yontemleri Bitkiler
Solvent ekstraksiyon (C6zlicli ekstraksiyonu — Adagcay1 (Salvia officinalis), apiaceae (Ptychotis
Cozicu) verticillata), limon (Citrus x limon)
Superkritik CO; Biberiye (Rosmarinus officinalis), adacay: (Salvia

officinalis), limon (Citrus x limon), mercankosk

(Majorana hortensis Moench), kekik (Origanum

vulgare L.), kekik (Thymus vulgaris L.), karanfil
(Eugenia caryophyllata)

Subkritik su Mercankosk (Origanum majorana), kisnis

tohumlar1 (Coriandrum sativum L.)

Damitma - Buhar Kekik (Thymus kotschyanus), biberiye
(Rosmarinus officinalis), rezene (Foeniculum
vulgare), okaliptiis (Eucalyptus citriodora),
lavanta (Lavandula dentata L.), karanfil (Eugenia

caryophyllata),

Hidrodistilasyon Biberiye (Rosmarinus officinalis), limon (Citrus x
limon), kekik (Origanum vulgare L.), adagay:
(Salvia officinalis L), karanfil
(Eugenia caryophyllata), kekik (Thymus
vulgaris L), feslegen (Ocimum basilicum L.),
bahce nanesi (Mentha Crista L.)
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Hidrodifiizyon

Portakal (Citrus sinensis), biberiye yapragi

(Rosmarinus officinalis)

Solventsiz mikrodalga

Kekik (Origanum vulgare L.), biberiye
(Rosmarinus officinalis), feslegen (Ocimum
basilicum L.), bahce nanesi (Mentha Crista L.),
kekik (Thymus vulgaris L.), nane (Mentha
spicata L.)

Kombinasyon yoéntemleri

Solvent + Buhar

Kimyon (Cuminum cyminum), tiitiin (Nicotiana

tabacum)

Tablo 2.1. (Devam) Cesitli yontemler kullanilarak elde edilen bazi esansiyel yaglarin
ekstraksiyonlar1 (Tongnuanchan & Benjakul, 2014)

Bazi bitkilerden ekstrakte edilen esansiyel yaglar, bu esansiyel yaglari 6nemli bilesenleri

ve esansiyel yaglarin yiizdelik miktarlar1 Tablo 2.2.’de verilmistir.

Tablo 2.2. Baz1 esansiyel yaglarin ekstrakte edildigi bitkiler, 6nemli bilesikleri ve
esansiyel yag miktarlar1 (Burt, 2004; Sengezer & Giingor, 2008)

Bitki ad1 Elde edildigi bitki Onemli bilegikleri Esansiyel
yag
miktar1, %

Adagay1 Salvia officinalis L. Camphor 6-15

a-Pinene 4-5
B-Pinene 2-10
1,8-Cineole 6-14
a-tujone 20 - 42
Ardig Juniperus communis L. a-Pinene 34
(yumusak meyveleri) Sabinene 28
Myrcene 6
Biberiye Rosmarinus officinalis a-Pinene 2-25
Bomyl acetate 0-17
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Camphor 2-14
1,8-Cineole 3-89
Karabiber Piper nigrum L. a-Pinene 9
B-Pinene 10
Sabinene 19
5-3-Carene 5
Limonene 18
B-Caryophyllene21 15
Karanfil Syzygium aromaticum Eugenol 75-85
Eugenyl acetate 8-15
Kekik Thymus vulgaris Thymol 10 - 64
Carvacrol 2-11
y-Terpinene 2-31
p-Cymene2l 10-56
Keklik otu Origanum vulgare Carvacrol iz—-80
Thymol iz— 64
y-Terpinene 2-52
p-Cymene2l iz—-52
Okaliptus Eucalyptus citriodora | Citronellal 73
(yapraklar)
Citronellol 15
Targ¢in Cinnamomum Trans-cinnamaldehyde Eugenol 65— 77
zeylandicum
7

Tablo 2.2. (Devam) Baz1 esansiyel yaglarin ekstrakte edildigi bitkiler, 6nemli bilesikleri
ve esansiyel yag miktarlar1 (Burt, 2004; Sengezer & Giingor, 2008)

2.5.3. Esansiyel yaglarin biyolojik aktiviteleri ve kullanim alanlar
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Tibbi bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar, biyoaktif bilesikler (Monoterpen,
seskiterpenler ve aromatik molekuller vb.) bakimindan zengindirler ve bu bilesikler
sayesinde antibakteriyal, antifungal, antiviral, bocek oldiriict, antioksidan, antikanser
gibi Ozellikler gosterebilmektedirler (Prabuseenivasan ve ark., 2006; Petrocelli ve ark.,
2021). Esansiyel yaglarin bu 0zellikleri, geleneksel tipta, aromaterapide, kozmetikte
(parfiim ve dis macunlarinda), tarimda (bocek oOldiiriicii(aerosol)) ve gida (yiyecek ve
iceceklerde tatlandirici ve ¢esni) kullanilmasina olanak saglamaktadir (Bakkali ve ark.,
2008)

Bazi bitki ve tlrevlerinden ekstrakte edilen g¢esitli esansiyel yaglarda bulunan
fitokimyasallar (timol, 0jenol, anetol, mentol, sitral, pinenler, izotiyosinatlar,
sinnamaldehitler, karvakrol ve fenolik asitler gibi) antimikrobiyal 6zellikleri bazi bakteri
ve mantarlara kars1 etkinligi bildirilmistir (Souza ve ark., 2005). Baz1 bitkiler ve bu

bitkilerin antimikrobiyal 6zellik gésteren bilesenleri Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. Baz1 bitkilerin antimikrobiyal aktivite gosteren bilesenleri ve bilesen siniflar
(Cowan, 1999)

Yaygin Adi Bilimsel Adi Temel Bilesen Bilesen Snifi
Karanfil Syzygium aromaticum Ojenol Terpenoid
Okaliptis Eucalyptus globulus Tanen Polifenol
Yesil cay Camellia sinensis Catechin Flavonoid
Timol Fenolik alkol
Kekik Thymus vulgaris Tanenler Polifenoller
Kafeik asit Terpenoid
Zerdecal Curcuma longa Kurkumin Terpenoid
Nane Mentha piperita Mentol Terpenoid

22



Esansiyel yaglar, komplike kimyasal bilesenleri (terpenoid, polifenol, flavonoid vb.)
sebebi ile hiicresel ligandlara sahip degilerdir, fakat lipofilik 6zellikleri ile hiicre zarindan
gegebilir ve polisakkarit, fosfolipit ve yag asitlerinin katmanlarini bozarak membranin
gecirgenligini daha da arttirabilirler. Membran gecirgenligi, iyon kaybi ve membran
potansiyelinin azalmasi, proton pompasinin inhibe olmasi ve ATP havuzunun tikenmesi
ile iliskilidir. Bu olaylar hiicresel molekiillerin sizmasina neden olur, 6zellikle bakteri
hiicrelerinde belirli bir miktara kadar sizint1 tolere edilebilsede hiicre iceriginin daha fazla
kayip yasanmasi ya da iyonlarin kritik kaybi hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (Dhifi
ve ark., 2016; Ultee ve ark., 2002). Ayrica, birgok farkli esansiyel yaglarin bakteri tiriine
kars1 anti bakteriyel aktivite sergiledikleri bildirilmistir (Prabuseenivasan ve ark., 2006).
Dogal esansiyel yaglar bu antibakteriyel 6zellikleri sayesinde tipta ve dis hekimliginde
kullanimi artmaktadir. Esansiyel yagli agiz gargaralarinin, oral mikroorganizmalarin
hiicre duvarlarin1 pargalayip ve enzimatik aktivitelerini engelleyerek oldiirebildigi ileri
stiriilmiistir (Kouidhi ve ark., 2010).

Eski zamanlarda peynir gibi gidalar1 daha uzun siire muhafaza edebilmek i¢in otlarla,
baharatlarla ya da yaglarla fiziksel olarak ovulmaktaydi. Daha sonradan yapilan
calismalarda, bu islemde kulanilan esansiyel yaglarin ana bilesenlerinin fungal biiylimeye
engel olabilecegi kanitlanmistir (Vazquez ve ark., 2001). Esansiyel Yaglar uzun yillardir
yiyecek ve igeceklerde tatlandirict ajanlar olarak da kullanilirken ayni zamanda ¢oklu
antimikrobiyal igerigi nedeniyle de hala daha gidalarin muhafaza edilmesinde etkin dogal
ajanlardir (Oussalah ve ark., 2007).

Esansiyel yaglarin, viral enfeksiyonu ve poliferasyonu gibi sireclerdeki etkin
mekanizmasi ise, viral protein sentezinin inhibisyonuna bagl oldugu diisiiniilmektedir
(Seow ve ark., 2013). Yapilan bir ¢alismada, yag ile muamele edilmis bir virQs, viral
mRNA ifadesine devam ettigi fakat viral proteinlerin minimal diizeyde eksprese
oldugunu ve bunun sebebininde, antiviral etkinligin viral protein translasyonunun
inhibisyonundan kaynaklanabilecegi bildirmislerdir (Wu ve ark., 2010). Esansiyel
yaglarda bulunan ¢esitli bilesenlerin bir diger 6zelligi de, antioksidan aktiviteye sahip iyi
bilinen bitki fenollerini taklit eden yapiya sahip olmalaridir. Bu sayede, ugucu yaglar
serbest radikal slpdricl, indirgeyici ajan ve peroksitlerin sonlandirilmasi gibi
antioksidan 6zellikleri ile ¢ok g¢esitli islevlere sahiptirler. Esansiyel yaglarin sahip
olduklar1 bu iglevler, gida sistemlerinde lipid peroksidasyonunu dnlenmesi i¢in potansiyel

dogal antioksidan olarak hizmet edebilmektedirler (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).
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Son zamanlarda, romatizma, alerji ya da artrit gibi inflamatuar hastaliklarin klinik
tedavisinde de esansiyel yaglar kullanilmaktadir. Esansiyel yaglarda bulunan aktif
bilesiklerin iltithaplanmaya yol agan aracilarin {retimini azaltarak etki edebildigi
bildirilmistir (Maruyama ve ark., 2005). Esansiyel yaglarin anti-inflamatuar aktivite
sergilemesi sadece antioksidan aktivitelerinde etki etmedigi ayn1 zamanda sitokinlere ve
dizenleyici transkripsiyon faktorlerini barindiran sinyal kaskatlar1 ile etkilesime
girmeleri ve proinflamatuar genlerin ekspresyonlarina etki edebildigi ileri stirilmektedir.
Bdylece de ugucu yaglarin anti-inflamatuar hastaliklarin tedavilerinde yeni alternatif
tercihi olabilmektedir (Dhifi ve ark., 2016).

Farkl bitkilerden elde edilen bazi esansiyel yaglar, gostermis olduklar1 antipoliferatif,
antioksidan ve antimetastatik etkileri ile kanserlerde kemopreventif ajan olarak da
nitelendirilmistir (Yaman ve ark., 2021). Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda kolorektal

kanser basta olmak tizere bir¢ok kansere kars1 antikanser etki gosterdikleri bildirilmistir.

Yapilan bir calismada esansiyel yaglarin kanser hiicrelerine yonelik secici sitotoksik etki
gosterdigi ve bu etki, hem igsel hemde dissal apoptotik yollarla reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretiminin artisia, mitokondriyal membran depolarizasyonuna ve kaspaz bagimli
hicre 6limiiniin tetiklenmesine yol agabilecegini bildirmislerdir (Sceur ve ark., 2011).
Bir baska calismada esansiyel yaglarin kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyebildigi
buna ek, BCL-2 geninin ekspresyonunu azaltabildigi ve BAX geninin ekspresyonunu
arttirabildigi bildirmislerdir (Wei ve ark., 2008). Bu bilgiye parallel yapilan bir ¢aligmada,
esansiyel yagm kolon kanser hiicrelerinde anti-proliferatif aktivasyon gosterdigini bu
aktivasyonunu da COX-2 ifadesini inhibe ederek gergeklestirdigini bildirmislerdir
(YYaman ve ark., 2021).

Tibbi bitkilerin etkileri geleneksel ve tamamlayici tipta bir¢ok cesitli hastalik i¢in tedavi
ya da onleyici yontem olarak kabul edilmis ve insanligin baslangicindan itibaren tercih
edilmistir (Ugbogu ve ark., 2021). Giiniimiizde, 6zellikle 300’ti farmasotik, agronomik,
gida, saglik, kozmetik ve parfiim gibi endiistriler i¢in ticari dneme sahip yaklasik 3000
esansiyel yag bilinmektedir (Bakkali ve ark., 2008). Bu tez ¢calismasinda ise etkin tedavi
yontemlerinde tercihlerin basinda gelen karanfil ve kekik esansiyel yaglarindan
bahsedilmektedir.

2.5.4. Karanfil esansiyel yag:
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Karanfil (Syzygium aromaticum Linn), Myrtaceae familyasina ait aromatik 6zellige sahip
olan ¢igek tomurcuklarinin kurutulmus halidir (Chatterjee & Bhattacharjee, 2015). Dogu
Endonezya’da Maluka adalarina 6zgii olan “spice islands” olarak da adlandirilan karanfil,
cok eskiden beri kullanilan ve ticareti yapilan bir baharattir (Ouadi ve ark., 2022).
Karanfil ¢ok eski yillardan beri geleneksel tipta ve mutfakta kullanilmaktadir, bununla
beraber gida tatlandirici, geleneksel tipta ve parfimeri tretiminde ¢okca iyi bilinen bir
esansiyel yag (%~20 oraninda) tUretmektedir (Vicidomini ve ark., 2021; Mittal ve ark.,
2014). Karanfil esansiyel yag1 seskiterpenler, monoterpenler, hidrokarbonlar gibi ¢esitli
fitokimyasallar bakimindan zengindir ve ana bilesenlerini karvakrol, timol, ¢jenol ve
sinnemaldehit vb. gibi fenilpropanoidler olmak iizere ¢ok gesitli biyoaktif bilesikler
olugsmaktadir. Etkin maddesi ise 6jenol karanfil yaginin %90-95°ni kapsamaktadir
(Batiha ve ark., 2020; Jimoh ve ark., 2017; Mittal ve ark., 2014). Karanfil esansiyel yagi,
icerisinde barindirdigi bu fitokimyasal bilesikler sayesinde birgok islevsel ozellige
sahiptir. Yapilan birkag ¢alismada karanfil esansiyel yaginin giiglii antibakteriyal,
antifungal, antiviral ve antioksidan gibi ¢esitli aktiviteler gosterdigini bildirmektedir
(Chaieb ve ark., 2007; Gulgin ve ark., 2012; Hoskonen ve ark., 2015; Y. Wang ve ark.,
2017; J.-G. Xu ve ark., 2016).

Syzigium aromaticum’un bakterilerde antibakteriyal aktivitesinin oksidatif strese ve
membran gegirgenligine sebep oldugunu bildirmislerdir (Ajiboye ve ark., 2016).
Dolayisiyla antibakteriyal etkisi ile kontamine olmus gidalardan kaynakli meydana gelen
bakteri enfeksiyonuna kars1 6ldurici etki gosterebilmektedir. Bunun yani sira, antiseptik
Ozelligi sayesinde bocek isiriklarini ve sokmalarini veya enfeksiyon ve yaralara karsi
etkinligi de bulunmaktadir. Bu bilgilere ek, anti-inflamatuar 6zelligi ile tistsolunum
yollarinda balgam soktiiriicii olarak rol alarak solunum yollarin1 temizleyebilmektedir.
Ote yandan kan arindirici, bagisiklik sistemi gii¢lendirici, hazimsizlik giderici, Stres
giderici ve gevre Kirliligine bagl toksisiteyi onleme, dis agrisi ve agiz {iilseri vb.

rahatsizliklarin giderilmesi de islevsel 6zellikleri arasindadir (Kumar ve ark., 2012).

Yakin zamanda yapilan arastrmada, karanfil yaginin karyojenik bakteriler ve oral
streptokoklara kars1 antibakteriyel ve antifungal etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(Kouidhi ve ark., 2010). Karanfil esansiyel yag bilesenlerinin lipofilik yapisi ile hiicre
zar1 lizerinde antifungal aktivite gosterdigi ve ayn1 zamanda bazi kanser hiicre hatlarinda

onemli sitotoksik etkiler gosterdigi bildirilmektedir. Bu sitotoksik etkinin, esansiyel yagin
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icerisindeki yiiksek konsantrasyonda bulunan fenolik bilesiklere, 6zellikle de 6jenole

atfedilmektedir (Kouidhi ve ark., 2010).

Syzigium aromaticum' da bulunan dogal bilesiklerden biri olan 6jenol, geleneksel tipta
kulanilan ve esas antiseptik, analjezik ve anti-bakteriyel 6zellikleri ile bilinmektedir.
Yaygin olarak tercih edilen bu bilesik, anti-viral, anti-oksidan, anti-inflamatuar ve anti-
kanser 6zellikleri ile farmasotik etkiler saglayan biyolojik aktiviteleri de bulunmaktadir
(Fangjun & Zhijia, 2017; Ogata ve ark., 2000; Okada ve ark., 2005; Ou ve ark., 2006).
Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda 6jenol ile tedavi edilen kolon kanser hicrelerinin
(HT-15 wve HT-29), antipoliferatif etkileri MMP (mitokondriyal membran
potansiyeli)’nin dagilmasi, tiyol tiikenmesi, lipit tabakasmin kirilmasi, ROS (reaktif
oksijen tiirleri) olusumu gibi bir¢ok olaylar1 tetikledigi bildirmistir. Ayrica ROS
miktarmin artist p53, PARP ve kaspaz-3 aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir
(Jaganathan ve ark., 2011). Bir diger ¢alismada, insan akciger kanser hiicreleri iizerinde
Syzigium aromaticum’ da bulunan &jenoliin akciger kanserine karsi giiclii anti-kanser
0zelligi gosterdigi bununla birlikte, akciger kanser hiicrelerinin canliligini, invazyonunu
ve migrasyonunu, PI3K/Akt yolaginin baskilanmasimi ve MMP-2 (matriks
metalloproteinazlar) aktivasyonunun engellenmesinde tiiméral baskilayici olarak islev

gordiigii bildirilmistir (Fangjun & Zhijia, 2017).

Bagka bir calismada da 6jenol ile sisplatin (kemoterap06tik ilag) kombinasyonunun meme
kanser kdk hiicrelerinin inhibisyonunu giiglendirebildigi, bunu ek olarakta, 6jenol’tin NF-
kB sinyal yolaginin inhibisyonunda sisplatin giiclinii arttirdig1 gosterilmistir (Islam ve
ark., 2018). Karanfil yaginda bulunan 6jenol, antioksidan etkisi ile bazi sinyal yolaklarina
(NF-xB) etki ederek ve COX-2 gen expresyonu dahil bir¢ok reaksiyonu inhibe etmesi ile

kanseri inhibe etmekte ve kemoterapide etkili ajan olabilmektedir (Fathy ve ark., 2019).

Ojenol’iin, sitotoksik ve antipoliferatif etkisi ile beraber sisplatin ve iyonlastirict
radyasyon ile sinerjizm gosterdigi boylelikle de kemo- ve radyo- duyarlastirici ajan
olabilecegi de bildirilmektedir (Fathy ve ark., 2019). Birgok arastirmalarda karanfilin,
kanser hiicrelerinde apoptozu arttirmasi ve hiicre poliferasyonunu engellemesi 6nemli

ideal bir tedavi olabilecegi sonucuna vardirmistir.
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2.5.5. Kekik yagi

Yaygm adi “kekik” olarak bilinen Thymus vulgaris, aromasiyla mutfakta ve biyoaktif
ozellikleri sayesinde tipta uzun yillardir kullanilmaktadir. Akdeniz bolgesinde genellikle
baharat olarak kullanilirken, daha sonra tiim diinyaya yayilmaya baglamistir. Thymus
vulgaris genellikle dik, odunsu tabanli bir gévdeye sahip olan ¢ok yillikli yaprak
dokmeyen bir ¢alidir ve ana bilesimlerini ise bulundugu iklime ve cografi bolgeye gore
degisim gosteren ¢esitli kimyasal bilesikler ve esansiyel yaglar olusturmaktadir

(Hammoudi Halat ve ark., 2022).

Kekik tlrlerinde bulunan esansiye yaglarin ana bileseni, monoterpenler, monoterpen
alkoller, fenol tiirevleri, ketonlar, aldehitler, eterler ve esterler gibi ¢cok cesitli kimyasal
gruplar olusturmaktadir (Kowalczyk ve ark., 2020). Kekik esansiyel yaglarinda
tanimlanan baglica bilesikler asagidaki sekilde gosterilmistir (Leyva-Lopez ve ark.,

2017).
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Sekil 2.4. Kekik esansiyel yagin bazi ana bilesenleri

Kekigin igerisinde bulanan bilesiklerden 6zellikle Karvakrol ve Timol, %78-85" ini
kapsayan ana monoterpen fenolik bilesiklerdir. Hem antimikrobiyal hem de antioksidan
Ozellikleri gosteren bu iki bilesik, hidrojen atomlarmi ya da elektronlarin1 bagislamalar
ile serbest radikallerin sondiiriilmesini saglayarak lipit peroksidasyonunun geciktirebilen
antioksidan ajanlar olarak gérev alabilirler. Sahip olduklar1 antimikrobiyal aktivite ise,
lipofilik 6zelligine atfedilmektedir. Bu lipofilik 6zellik, hiicre zar1 igin ¢ekici hal alir,

membran genislemesi meydana getirir, membrana gomulu proteinleri bozar ve membran
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akigkanliginin artisi ile iyon tasinimina etki gostermektedirler (Cristani ve ark., 2007;
Rodriguez-Garcia ve ark., 2016). Dolayisiyla hiicresel degisimlerde, ATP tiiketimi ve
proton hareketine etki ederek bitki ya da insanlarda patojenlere karsi biyosidal etki
gostermektedir (Ultee ve ark., 1999). Bu bilgiye parelel bir ¢alismada farkli yerlerde
bulunan farkl tiirlerdeki kekik esansiyel yaglarin farkli tiir mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkileri bildirilmistir. Buna ek olarak, ylksek miktarda karvakrol bulunan
esansiyel yaglarda daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve karvakroliin
membran faaliyetlerine etki ettigi, lipit membran gegirgenligini ve hiicresel adenozin
trifostat1 arttirdig1 ve sonucunda da hiicreyi 6liime siiriikledigi i¢in mikroorganizmalarda

oliimciil bir bilesik olarak nitelendirilmektedir (Mahboubi ve ark., 2017).

Karvakrol, antimikrobiyal o&zelligi ile beraber anti-oksidan ve antiviral etki
gosterebilmektedir (S6kmen ve ark., 2004). Buna ek olarak, bir¢cok kanser htcreleri
uzerinde antipoliferatif aktivitesi de bildirilmektedir. Kekik esansiyel yagi dahil birgok
bitki tiriinde aktiflik gosteren timol ve karvakrolinlin over kanseri (izerinde potansiyel
sitotoksik etki gosterdigi bildirilmektedir (Elbe ve ark., 2020). Yapilan bir ¢alismada
karvakroliin, insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatti (HepG-2) Uzerindeki
antiproliferatif ve pro-apoptotik etkilerini arastirmislardir. Apoptotik etkilerini incelemek
icin western blot analizinde karvakroliin artan konsantrasyonu ile BCL-2 protein
ekspresyon seviyelerindeki azalmay1 bildirmislerdir. Bununla beraber, apoptoza giren
hiicrelerde ayirt edici Ozelliklerden kaspaz-3 aktivasyonun ve poli-(ADPriboz)-
polimerazin (PARP) bdliinmesinden de bahsedilmistir. Karvakroliin  apoptoz
indiksiyonundaki etki mekanizmasi olarak MAPK yolagmni incelemis ve karvakroliin
ERK1/2-MAPK fosforilasyonunu azaltabildigi ve P38-MAPK fosforilasyonunu aktive
edebildigi fakat HepG2 hiicre hattinda JNK-MAPK (zerinde etkisi olmadigini
bildirmislerdir (Yin ve ark., 2012). Bu ¢alismaya paralel olarak meme kanseri hiicre
hatlar1 {izerinde antipoliferatif etkisi gdosterilmistir. Bu karvakroliin gosterdigi
antipoliferatif etki, S fazinda hiicre dongiisiinii durdurma, membran permeabilitesinde
azalma, sitokrom-c saliniminda artis BCL-2/BAX oranmda azalma PARP boliinmesi ve
DNA parcalanmasi gibi bir¢ok siire¢ {izerinden aktivitesini gerceklestirebildigi
bildirilmistir (Arunasree, 2010). Dolayisiya yapilan birgok c¢aligma kekik esansiyel
yagmm ve bilesenlerinin kanser hiicre hatlarina kars1 antipoliferatif aktivite

gosterebilecegini savunmaktadir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

Bu tez calismasinda kullanilan ekipman ve kimyasallar asagidaki Tablo 3.1.°de

verilmistir

Tablo 3.1. Deney ¢alismasida kullanilan ekipman ve malzemeler

Ekipman

Malzemeler

Guvenlik Kabini (ESCO, Class |1, Type
A2)

Mc Coys 5’A Media (Sigma Life Science),

Serolojik Pipet(Costar)

Penisilin/Streptomisin (Biological

Industries)

Ependorf Tiip, (Isolap),

FBS (Biological Industries)

Thoma Lamui (Bright-Line)

PBS (Alfa Aesar)

Vorteks (Velp Scientifica)

Tripsin (Biological Industries)

100-1000 pl, 20-200 pl ve 0.5-10 pl

Mikropipet (Isolab Instruments)

Trypan Blue Boyasi (Biological Industries)

96 Kuyucuklu ve 6 Kuycuklu Kiltur
Plag1 (Nest)

MTT  (Metiltiazoldifenil
Bromid) Boyas1 (Biofrox),

Tetrazolyum

Heidolph Unimax 1010

DMSO (Dimetil Stilfoksit) (Serva)

Santrifuj (Micro 200 R Hettich

Zentrifugen)

Hibridizol (Hibrigen MG-HBRZ-01)

Thermo Scientific Multiskan Go

Kloroform (Amresco)
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Tablo 3.1(devam). Deney ¢alismasinda kullanilan ekipman ve malzemeler

Thermo Scientific pudropTM N12391 Izopropanol (Amresco)

A.B.T.(Atlas Biyoteknoloji) gRT-PCR | %75’lik Etanol (Isolab)
Kiti

Roche Light Cycler 1,5 Nukleaz Free Water (Thermo Scientific)

Centrifuge Adapters 11 909 312 001 Forward Revers Primerleri (Macrogen),

PCR Tupleri (Lot No: 110802-383), RNA Template

Leica DFC295 S 40/0.45 Floresans | Karanfil Yag: (Ibrahim Saracoglu), Kekik
Mikroskobu Yag (Ibrahim Saracoglu).

3.2. Metod
3.2.1 Hiicre Kkiiltiire eldilmesi ve yag dozlarimin hazirlanmasi
Hucrelerin kaltire eldilmesi

Hiicre kiltlirii kapsaminda yapilan biitiin islemler gilivenlik kabin igerisinde
gergeklestirildi. Hiicre kiiltiir ortam1 ve giivenlik kabini kullanilmadan 6nce ve sonra UV
1s1n uygulandi. Caligmaya baslamadan once kullanilacak materyaller %70’lik EtOH ile
steril hale getirilerek kabin icerisine alindi. Hiicre kiiltiiri laboratuvarinda meydana
gelebilecek kontaminasyon riskini en aza indirgemek i¢in yiizey alanlar1 %10’luk ¢camasir
suyu ile iki giinde bir temizligi yapildi. Islem sonunda tek kullanimik materyaller

otoklavlandi ve atik kutusuna atilarak, uzaklastirildi.

Bu calismada kullanilan hiicre hatlar1 Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimiinde, Kanser Arastirma Laboratuvari stoklarindan kolorektal
kanser hiicre hatt1t HCT-116 ve SW620 hiicre hatlar1 kullanildi (Kumari ve ark., 2013;
Cacan ve ark., 2015; Cacan ve Ozmen, 2020; Kucuk ve ark., 2021; Caldiran and Cacan,
2022). Kiiltiirii asamasinda SW620 hiicre hatti i¢in %10 FBS (Biological Industries), %1

penisilin/streptomisin (Biological Industries) ile zenginlestirilen sivi MEM (Minimum
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Essential Medium) besiyeri kullanilirken, HCT-116 hiicre hatt1 icin %10 FBS (Fotal sigir
serumu) ve %1 penicilin/streptomycin ile zenginlestirilen McCoy’s 5A besiyeri
kullanildi. McCoy’s 5A besiyerine, ekstra 2gr/L sodyum bikarbonat eklendi
veolusabilecek kontaminasyon riskini engellemek igin vakum filtreleri (TPP Vacuum
Filtration “hizl’” Filtermax, 0,22 pM godzenek boyutu) kullanilarak filtreden gegirildi.
Filtreden gecen besiyeri etiketleme yapildi ve kullanilmak {izere +4 °C’ye kaldirildi.

-80°C dondurucunun icerisinde cryovial tuplerde bulunan SW620 ve HCT-116 hiicre
hatlar1 ¢ikartildi. Cryovial tiplerin igerisinde bulunan hiicreler, dnceden hazirlanmis olan
50 ml falkon igerisindeki 10 ml besiyeri ile ¢ozduruldu. Cozdurdlen hicreler, 3 dakika
3000 rpm’de sanrifiije koyuldu. Dibe ¢kmesi saglanan hiicrelerin igerisinde bulundugu
besiyeri dokiilerek uzaklatirildi. Pellet yeni 15 ml besiyeri ile pipetaj yapilarak ¢ozdurtld
ve 75cm?’lik flasklara aktarildi Flasklar daha sonra %5 CO, ve 80-90’lik nem
satlrasyona sahip inkiibatore kaldirildirilarak adherent haline ge¢cmesi ve ¢cogalmalari
amaclandi. 3 giinliik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin bulundugu eski besiyeri
uzaklastirildi. Tripsinin aktifligini saglayabilmesi i¢in flask 1X fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) ile yikandi. Daha sonra 3-5 ml tripsin-EDTA hicrelerin protein
baglantilarmin pargalamasi igin eklendi ve 2-5 dakika 37°C’lik inkiibatore kaldirildi.
Inkiibasyonyonun ardindan mikroskopta hiicrelerin zeminden ayrildig1 gézlemlenmesi ile
tripsini inaktive etmek icin flaskin igerisinde 10ml yeni besiyeri eklendi. Flask icerisinde
pipetaj yapildiktan sonra 50 mI’lik falkon tiipiine aktarildi. 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi. Santrifij sonrasi siipernatant kismi dokiildii ve geriye kalan pelet kisminin
yogunluguna goére 10 ml yeni besiyeri eklemesi yapildi. Daha sonra hemositometre
yardimi ile hiicre sayimi yapilarak 1.000.000/ml hiicre olucak sekilde yeni Kultir

ortamlarina aktarilarak pasaj islemi gerceklestirildi.

Pasaj islemi yapildiktan sonra 3-4 giin inklibasyona birakilan hiicreler yeterli yogunluga
ulagtiginda, pasajlama islemi sirasinda gerc¢eklesen adimlar tekrarlandi, fakat bu defa
farkli olarak 1.000.000/ml’lik hiicrelerin konsantrasyonu freezing medium (dondurma
soliisyonu; Biological Industries) icerisinde 1,8 ml’lik cryovial tiiplere aktarildi.
Hicrelerin igerisinde bulunan cryovial tlpler ilk olarak -20°C’de yarim saat bekletildikten

sonra tekrardan kullanilmak tizere -80°C’lik dondurucuya kaldirild1.
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Yag Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan kekik ve karanfil yaglar1 ¢calismaya baslamadan dnce 90 °C’de
bir saat otokavlandi. Otoklavlanan kekik ve karanfil yaglart MEM besiyeri icerisinde
belirli konsantrasyonlarda seyreltildi. Asagidaki tabloda detayli olarak verilmistir.

Tablo3.2. Yag konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Konsantrasyon | Yag Miktar1 | Dilusyon | MEM (ul) Total
(un () Orani
0.5 ul 100 pl 1:10 900 1000 pl
Kekik Yagi H H H H
ve 0.1 pl 20 pl 1:50 980 1000 pl
: I 10 pl 1:1 I 1 I
Karanfil Yag: 0.05 p Ou 00 990 000 p
0.01 pl 2 ul 1:500 998 ul 1000 pl
0.005 pl 1pl 1:1000 999 pul 1000 pl

3.2.2. Hiicre ekimi ve mtt uygulamasi

Kekik ve karanfil esansiyel yaglarmin kolorektal kanser hiicre hatlart HCT-116 ve SW620
Uzerinde potansiyel etkilerini belirleyebilmek icin MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)testi yardimi ile analizi yapildi. Sitotoksisite
belirleme testlerinden biri olan MTT testi, tetrazolyum tuzu kullanilarak hiicrelerin
renklenmesi esasina dayali 6lgiim yapmaktadir. Tetrazolyum tuzlart mitokondriyal
dehidrojenazlar tarafindan pargalanir, boylece formazan kristallerine indirgenir ve renk
degisimi gosterir. Ancak, tetrazolyum halkast canli mitokondri tarafindan
pargalanabildiginden sadece canli hiicreler olusturulabilir. MTT tuzlar1 sar1 renktedir
fakat meydana gelen formazan kristalleri mor renktedir ve suda ¢dzilmezler. Bu ylizden
absorbans Ol¢limii yapilabilmesi i¢in uygun bir ¢oziicii (Dimetilstlfoksit DMSO)
icerisinde ¢ozdirulir. Cozlinen formazan mikrar ile hiicre canliligi dogru orantilidir ve

spektrofotometrede belirli dalga boylarmda 6l¢iim yapilir.

Inkiibasyonda yeterli yogunluga ulasmis olan hiicreler, inkiibatdrden ¢ikartilarak laminer

kabin icerisinde eski besiyerinden uzaklastirildi. Tripsin aktivitesini gosterebilmesi igin
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oncesinde 1X’lik 10 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ile flask icerisi yikandi. 3ml’lik
tripsin eklendi ve 2-5 dakika 37°C’lik inkiibatore kaldirild1. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin
bulundugu flaskin igerisine tripsini inaktive etmek icin yeni besiyeri eklendi ve pipetaj
yapildiktan sonra 50ml’lik falkon tiipiine aktarildi. 3000rpm’de 3 dakika santrifiije
koyuldu. Santrifiij sonrasi siipernatanti dokiilen pellet yeni 10ml’lik besiyeri ile
¢ozdiiriildii ve hemositometri yardimi ile 6l¢iimii yapildi. MTT analizleri daha 6nce ifade
edildigi gibi uyguland: (Berkel ve ark., 2020; Al-Janabi ve ark., 2020; Berkel ve Cacan,
2021; Kucuk ve ark., 2021; Saygi ve Cacan, 2021). Kisaca 6zetlemek gerekirse; her bir
kuycuk basma 7500 hiicre olacak sekilde hesaplama yapildiktan sonra 96 kuyucuklu
plaklarin her bir kuyucuk basina 200 pl’de 7500 hiicre ekimi yapildi. 96 kuyucuklu plak
inkiibatore kaldirildi ve 24 saatlik inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan kullanilan karanfil ve kekik ugucu yaglari, eklenmeden once 4°C’den ¢ikartilarak
vortexlendiler ve 0.5 ul, 0.1 pl 0.05 pl, 0.01 ul, 0,005 ul konsantrasyonlara sahip
yaglardan hiicrelerin bulundugu kuyucuklara ekleme yapildi. Yag eklenledikten sonra 48
saatlik inkuibasyona birakildi. 48 saat sonunda, MTT basamaklarinin geriye kalan kismi
gerceklestirildi: MTT tozudan 10 mg hassas terazi yardimi ile tartildi. Laminar kabinde
10 mg MTT tozu, 2 ml 1X PBS’de ¢6zdiiriildii. Daha sonra fenol kirmizi igermeyen RPMI
1640 ile birlestirilmeden oOnce filtreden gecirildi ve c¢ozelti hazir hale getirildi.
Inkiibatérden ¢ikartilan 96’11k plak icerisinde bulunan besiyerleri mikropipet yardimu ile
cekilerek uzaklastirildi. Ardindan kuyucuklarin igerisine 100 pl 1X PBS eklenip yikandi.
Daha sonra hazirlanmis olan MTT karisimi her kuyucuk i¢in 100 pl eklendi ve 4 saatlik
inkiibasyona birakildi. 4 saatin sonunda, canli hiicrelerde koyu mavi/mor renk degisimi
g6zlemlendi. Kuyucuklarda bulunan MTT karisimin hepsi ¢ekildi ve 100 pl’lik DMSO
¢ozlclsu eklendi ve pipetaj yapildi. Bir saat shaker’da (galkalamali inkiibator) bekletildi.
1 saatin sonunda spektrofotometrede 540 ve 570 nm’de dlgiim yapildi. Olgiimde elde
edilen degerler excel ve GraphPad programinda elde edilen verilerin analizi yapildi,
grafige dokiildii ve verilerden IC50 degerlerine gore RNA izolasyonunda kullaniacak
uygun konsantrasyon 0.01 ul belirlendi.
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3.3.RNA lzolasyonu ve PCR Analizi
RNA izolasyonu

Inkiibatorde yeterli yogunluga ulasmis olan kolorektal kanser hiicre hatlar1 (SW620 ve
HCT-116) icin yukarida belirtilen pasaj teknigi kullanildi. Ardindan hiicre saymmi
hemositometri yardimi ile yapildi. 6 kuyucuklu plakalarin her kuyucuk basina, 10° hiicre
olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda MTT
testinden elde edilen verilere gore belirlenen konsantrasyonda kuyukcuklara kekik ve
karanfil yag eklemesi yapildi ve 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
daha once ifade edildigi sekliyle RNA izolasyon protokoline gecildi (Morgan ve ark.,
2015; Cacan ve Ozmen, 2020; Karatas ve ark., 2021). Uygulanan protokole gore ilk olarak
plaka kuyucuklarinda bulunan hiicrelerin medyalar1 ¢gekildi ve her kuyucuk i¢in 1 ml PBS
eklendi, bekletildi ve dikkatli sekilde geri ¢ekildi. Hiicrelerin yilizeyden ayrilip,
parcalanmasmi ve bdylecede hiicre icerisindeki molekiillerin dis ortama ge¢mesini
saglamak i¢cin 500 ml’lik Hibrizol eklendi, yavas¢a plaka calkalandi. Daha sonra Hibrizol
ile muamele sonrasi yiizeyden kalkan hiicreler ependorflara aktarildi ve birka¢ dakika
hafifce alt-Ust edildi. Proteinleri ¢oktirmek igin 200 pl kloroform eklendi, birkac saniye
vortexlendi ve 2-3 dakika bekletildi ve 4°C’de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiije alindi.

Santrifiij sonras1 faz ayrimi1 (RNA, DNA ve protein fazi) gézlemlendi ve dikkatli bir
sekilde RNA faz1 c¢ekilerek yeni ependorfa aktarildi. Ayri bir ependorfa aktarilan
RNA’nm ¢okmesini saglamak i¢in 500 pl izopropanol eklendi. Ependorflar birkac saniye
vortexlendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi ardindan 4°C’de 12000 rpm’de
10 dakika santrifiije alind1.

Santrifiijden ¢ikarilan ependorf tdplerinin igerisinde bulunan siipernatant dokuldd.
Tiiplerde bulunan RNA’lar1 saf elde etmek i¢in 1 ml %75’lik etanol eklendi. Etanol ile
muamele edilen RNA’lar 4°C’de 9000 rpm’de 3 dakika santrifiije alind1. Santrifiij sonras1
slipernatant dokuldu ve laminar kabin icerisinde 5-10 dakika aras1 ependorflarin kapaklari
acik birakilarak kurumasi i¢in bekletildi. Daha sonra pellet ¢6zdiirmek igin 30 pul Niikleaz
Free H20 eklendi ve pipetaj yapildi. Cozeltiden 2 pl alinarak mikroplaka okuyucusuna
yiiklendi, konsantrasyon 6l¢liimii yapildi. 230, 260 ve 280 nm dalga boyunda absorbans
degerleri 6l¢iildii, elde edilen absorbans degerlerinden 260 nm dalga boyu degerleri 40 ile

carpilarak ng/pl olarak konsantrasyon hesaplamasi excel’de yapildi.
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Izole edilmis olan RNA &rnekleri -80°C dondurucuda muhafaza edildi. RNA’nin

kalitesini diisiirmemek i¢in gereksiz dondurma-¢ézdiirme asamalarindan kaginildi.
gRT-PCR Analizleri

Kantitatif ger¢ek zamanli PCR deneyleri i¢in transkriptleri ¢ogaltmay1 saglayacak olan
primerler onceden siparis edildi. A.B.T. 2X One-step qRT-PCR MasterMix (without
SYBR) Kit’ kullanildi. Bu Kite uygun olan protokol ve bilesen konsantrasyonlari isleme
alindi.gRT-PCR analizinde kullanilan primerler protokollerinde verilen bilgiler
dogrultusunda ¢06zdiiriildi ve konsantrasyonlar1 ayarlandi (humanizing genomics

macrogen tarafindan temin edilmistir).

Gruplar arasindaki gen ekspresyonlarinin analizini yapmak i¢in GAPDH geni kalibrator
olarak kullanildi. qRT-PCR analizinde kullanilan primerlere ait olan sekanslar Tablo

3.2.°de verilmistir.

Tablo 3.3. qRT-PCR analizinde kullanilan primer sekanslar1

Gen Forward Primer Reverse Primer Referans
BCL-2 GGTGGGGTCATGTGTGTGG CGGTTCAGGTACTCAGTC | Lv ve ark., 2021
ATCC
COX-2 GAATGGGGTGATGAGCAGT | CAGAAGGGCAGGATACA | lkeya ve ark., 2018
T GC
DR-4 TCCAGCAAATGGTGCTGAC GAGTCAAAGGGCACGAT
GTT
Abd-Rabou ve ark.,
DR-5 CCAGCAAATGAAGGTGATC | GCACCAAGTCTGCAAAG 2021
C TCA
FAS GGCATCTGGACCCTCCTACC | CCTTGGAGTTGATGTCAG | Liu ve ark., 2017
TCTG TCACTTGG
GAPDH AATGAATGGGCAGCCGTTA | TAGCCTCGCTCCACCTGA | Cacan, 2016
CT
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Protokole gore hazirlanan bilesen konsantrasyonlari toplam hacmi kapiller PCR tuplerine

icerisinde 20 pl’ye tamamlandi. Her bir reaksiyon icin kullanilan miktarlar ve

konsantrasyonlar1 Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.4. qRT-PCR deneylerinde kullanilan her reaksiyonun hacimleri

Green)

Kullanilan Bilesenler Her Bir Reaksiyon I¢in Konsantrasyon
Kullanilan Miktar
A.B.T. 2X One-Step gqRT-PCR | 10 pl 1X
MasterMix (without SYBR)
10X fluorescent Dye (SYBR- | 2ul 1X

Forward Primer 1l
Revers Primer 1w
RNA template 2
RNase-Free Distilled Water 2

Protokole gore hazir hale gelen bilesenler kapiller tiiplere aktarildi ve PCR asamalarmin

gerceklesmesi igin PCR cihazina (Roche LightCycler 1.5 Instrument (Roche Diagnostics

GmbH)) yerlestirildi. Tablo 3.4.’de PCR asamalar1 verilmistir.

Tablo 3.5. Tek adimli PCR islemi igin gereken asamalari

Program Asamalari Déng Analiz Modu Sicaklik (°C) Siire Acquisition
Sayist Mode

Ters Transkripsiyon | 1 None 55°C 30 Dakika | None
Asamasi
Baglangig 1 None 95°C 15 Dakika | None
Denaturasyonu
Amplifikasyon 40 Quantification Denatiirasyon, | 15 Saniye None
Asamasi 95°C
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Baglanma, 30 Saniye None
55°C

Amplifikasyon, | 35 Saniye Single
72°C

Soguma Agamasi 1 None 37°C 30 Saniye None

Deney siireci tamamlandiktan sonra elde edilen Ct degerleri baz alinarak islem yapilda.
Bununla birlikte, Relative genlerin Ct degerleri analiz yapilirken housekeeping geni olan
GAPDH geni Ct kalibrator olarak belirlendi. Rolative genlerin expresyonlari igin Livak
(2744t ) metodu kullanildi.

3.4. Migrasyon

12 kuyucuklu plak igerisine ekimi yapilan hicreler 24 saatlik inkiibasyona tabii tutuldu.
24 saat inkiibasyonun ardindan hiicrelerin adherent olduklar1 gézlemlendi. En ince uclu
steril pipet ucu ile plak zemininin tam ortasina ¢izgi ¢izildi. Yag eklemesi yapilmadan
once hiicrelerin floresan mikroskobunda ¢ekimi yapildi. Her bir yag icin iki farkl
konsantrasyon (0.01 pl ve 0.1 pl) ve iki kuyucukta kontrol grubu secildi. Cizme teknigi
kullanilarak, Her bir kuyucukta 1ml’de 500.000 hiicre ekimi yapildi (hiicrelerin tiim
zemini kaplamasi igin). Cekim sonrasi her bir kuyucuga yag eklemesi yapildi. Yag
eklendikten sonra 0. saat, 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saat Leica DFC295 S 40/0.45

floresans mikroskobu ile hiicrelerin poliferasyonu ve apoptotik gérintuleri incelendi.

3.5. Istatiksel Analiz ve Veri Gorsellestirme

Bu ¢aligmada, MTT testlerinde deney gruplari ile kontrol gruplar1 kiyaslanarak analizi
yapildi. Bu dogrultuda, kontrollerin canliliklart %100 olarak baz alinarak, deney
gruplarinda karsilagilan degisimler gozlemlendi. qRT-PCR deneylerinde Livak (242
metodu kullanilarak analiz gergeklestirildi. Bununla birlikte, livak metodunda kontrol
gruplart  1’¢ esitlenerek hedef genleride g0zlemlenen ekspresyon miktarlar
degerlendirildi. Istatistiksel olarak karsilastirmas1 yaplan verilerin kontrol grubu ile hedef

genlerin arasindaki Student’s T-test metodu kullanildi. P degerlerinin 0.05 ve altindaki
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durumlar istatistiksel olarak anlamli oldugunda yildizli simgelerle gorsellestirildi. (****:
P <0.0001; ***: P < 0.001; **: P <0.01; *: P < 0.05). Gorsellestirmelerde GraphPad
programu tercih edildi. Mikroskop goriintiileri ise yag uygulamalar1 sonrasi 0-24-48-96.
saat araliklar1 Leica DFC295 S 40/0.45 ile gekildi. Leica Application Suite v+ yazilimi

kullanilarak fotograflar hazirlandi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Hiicre Canhilik Testleri

Kekik ve karanfil esansiyel yaglarinin artan dozlari ile iki farkli kolorektal kanser hiicre
hattinda MTT yontemi kullanilarak ¢esitli dozlara karsi canlilik diizeyleri incelendi. Bu
amag¢ dogrultusunda HCT-116, SW620 kolorektal kanser hiicre hatlarinda esansiyel
yaglarin 0.005 pL, 0,01 pL, 0.05 pL, 0.1 pL ve 0.5 pL konsantrasyonlar1 kullanildi.
Inkiibatorde yeterli yogunluga ulasan hiicreler sayima tabii tutuldu ve deney icin gerekli
miktarlar hesaplandi. Ardindan 96’lik plaklara ekim yapildi daha sonra inktbatore
kaldirildi. 24 saatlik inkiibasyondan ardindan yag uygulamasi yapildi ve tekrardan
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyonun sonunda, MTT nin geri kalan prosediirii

uygulandi1 ve spektrofotometre yardimi ile 6l¢tim yapilda.

Kekik ve karanfil esansiyel yag uygulamalarimin ardindan iki hiicre hatt1 tizerindeki ylizde
canlilik oranlar, MTT testlerinde elde edilen verilerin analizleri gore belirlendi.
Istatistiksel verilerde, kekik ve karanfil esansiyel yaglarmim iki hiicre hatt1 (HCT-116 ve
SW620) tizerinde 0.01 pL’lik konsantrasyonunda hiicre canliligiin yaklasik %50
oraninda bir diisiis oldugu gdzlemlendi. Istatistiksel veriler baz almarak kekik ve karanfil
esansiyel yaglarmim HCT-116 ve SW620 kolorektal kanser hiicre hatlarinda gosterdikleri

sitotoksik etkilerin analizi sonucunda ICso dozlar1 belirlendi (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).
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Sekil 4.1. Farkh kekik konsantrasyonlarmmin kolorektal kanser hiicre hatlarinda canlilik
yiizdesi ve IC50 degerinin belirlenmesi. Kekik esansiyel yaginin 0.005, 0.01, 0.05, 0.1 ve
0.5 pl konsantrasyonlar1 HCT-116 hiicre hattinda (daire) ve SW620 hiicre hattinda (kare)
gbézlemlendi. Her bir konsantrasyona karsilik gelen hiicre canlilhik yiizdesi
gosterilmektedir. Hata gubuklar1 ise SD degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel analizler
GraphPad programinda hesaplanarak t testi analizi yapildi.
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Sekil 4.2. Karanfil konsantrasyonlarinin kolorektal kanser hiicre hatlarinda canlilik
ylzdesi ve ICsp degeri belirlenmesi. Karanfil esansiyel yagmm 0.005, 0.01, 0.05, 0.1 ve
0.5 ul konsantrasyonlart HCT-116 hiicre hattinda (daire) ve SW620 hiicre hattinda (kare)
gozlemlendi. Her bir konsantrasyona karsilik gelen hiicre canlihk yiizdesi
gosterilmektedir. Hata cubuklar1 ise *SD degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel
analizlerGraphPad programi kullanilarak t testi analizi yapild1.
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Tablo 4.1. Karanfil ve kekik yagi uygulanan kolorektal kanser hiicre hatlar1 i¢in ICso
degerleri

Hiicre Hatt1 Karanfil Kekik
HCT-116 0.011 +0.004 pl/ml 0.012 +=0.002 pl/ml
SW620 0.019 = 0.003 pl/ml 0.017 £ 0.003 pl/ml

4.1.1. Kekik esansiyel yagimin farkh konsantrasyonlarda kolorektal kanser hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkisi

Kekik esansiyel yag1 kolorektal hiicre hatlarinda sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla
MTT testi prosediirii uygulandi. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan ¢aligmada HCT-116 ve

SW620 hiicre hatlar1 tizerinde yiksek sitotoksisitesi belirlenmistir.

HCT-116 hiicre hattinda 0.05 uL’lik konsantrasyondan itibaren, kekik esansiyel yaginin
sitotoksik etkisine kars1 duyarhiligi gozlemlenmeye baslanmistir (Sekil 4.3). HCT-116
hiicre hattinin canlilik oran1 0.01 pL’lik konsantrasyonda %50 esiginin altina
diismektedir. 0.05-0.1 pL konsantrasyonlarmin {istiinde bu oran %25’in altina
diismektedir. HCT-116 hucrelerinin kekik esansiyel yaginin artan konsantrasyonlarina

maruz kalmasiyla sitotoksisite de artis gézlemlenmistir.
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Sekil 4.3. HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi ile kekik yaginin
hicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HCT-116 kolorektal kanser hicreleri 0.005 L,
0.01 pL, 0.05 pL, 0.1 pL ve 0.5 puL konsantrasyonlari ile islem yapildi. Bar cubuklari
canlilik oranlarini, hata gubuklar ise SD degerlerini gdstermektedir. Istatistiksel analizi
GraphPad programinda kontrol gruplarina goére t-testi hesaplanarak yapildi (****: P
<0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler ti¢ kez tekrarlanmistir

SW620 kolorektal kanser hiicre hattinda 0.005 pL ‘lik konsantrasyonda sitotoksik etKi
goriilmeye baslanmistir fakat HCT-116"ya gore sag kalim orani daha yiiksektir. 0.01
pL’lik  konsantrasyonda hiicrelerde %50’ye yakin canlilik oraninda azalma
gozlemlenmistir (Sekil 4.1.). Ozellikle, 0.05 uL ve artan konsantrasyonlarda %25’den
daha az hiicre sag kalimi gozlenirken sitotoksik etki %50’den fazla oldugu tespit edildi.
Ayrica kekik, karanfil esansiyel yagina gére SW620 hiicre hatt1 iizerinde daha fazla
sitotoksik etkisi gozlemlendi (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. SW620 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi ile kekik yaginin hiicresel
sitotoksisitesinin belirlenmesi. Kolorektal kanser hiicreleri 0.005 uL, 0.01 pL, 0.05 L,
0.1 pL ve 0.5 pL konsantrasyonlarindaki kekik yagi ile muamele edildi. Bar ¢ubuklari
hiicre canliligin1 gosterirken, hata gubuklar1 SD degerlerini gostermektedir. Elde edilen
veriler icin istatistiksel analizler GraphPad yardimiyla kontrol gruplarina gore t-testi
uygulanarak hesaplandi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler birbirinden
bagimsiz olarak ti¢ kez tekrarlandi.

4.1.2. Karanfil esansiyel yaginin farkh konsantrasyonlarda kolorektal kanser hiicre

hatlarindaki sitotoksik etkisi

Karanfil yagi uygulamayan aliman HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde yiiksek
sitotoksik etki gdstermistir. Oncelikle hiicreler 96 kuyucuklu plaklara ekildi, 24 saat
inklbatorde bekletildikten sonra karanfil esansiyel yaginin farkli konsantrasyonlarda
islem uygulandi. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan, MTT’ nin geri kalan proseduri

gerceklestirildi ve spektrofotometre yardimi ile 6l¢tim yapildi.

Karanfil esansiyel yag1 uygulanan HCT-116 kolorektal kanser huicrelerinde 0.005 pL’lik
konsantrasyondan itibaren sitotoksik etki goriilmeye baslamistir. %50’lik sag kalim oran1

ise 0.01 pl gozlemlenirken (Sekil 4.2.) artan konsantrasyonlar ile beraber sitotoksik artis
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gbzlemlendi (Sekil 4.5.). Uygulamaya tabi tutulan karanfil ve kekik esansiyel yaglarinda
ayni konsantrasyonlarda karanfil yagmin HCT-116 hiicre hatt1 lizerinde konsantrasyon

artig1 ile beraberinde daha fazla sitotoksik etkisi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.5. HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi ile karanfil yaginin
hicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HCT-116 kolorektal kanser hicreleri 0.005 pL,
0.01 pL, 0.05 pL, 0.1 pL ve 0.5 pL konsantrasyonlari ile islem yapildi. Hata gubuklari
SD degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplarmma gore t-testi ile analiz edildi (****: P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1) Deneyler
uc kez tekrar edildi.

Karanfil esansiyel yagi uygulanan SW620 kolorektal kanser hiicre hatti iizerinde
sitotoksisitesi gozlemlenmistir. 0.01 pL’de %50 canlilik gozlemlenirken (Sekil 4.2.) 0.05
pL, 0.1 pL ve 0.5 pL’de canlilik %50’den daha az sag kalim oran1 g0zlemlenmistir (Sekil
4.4). (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. SW620 kolorektal kanser hiucrelerinde MTT yontemi ile karanfil esansiye
yaginin hiicresel sitotoksik etki verileri. kolorektal kanser hiicreleri 0.005 pL, 0.01 pL,
0.05 pL, 0.1 pL ve 0.5 pL konsantrasyonlar: ile islem yapildi. Istatistiksel analizi
GraphPad programinda kontrol gruplarma gore t-testi hesaplanarak yapildi (****: P
<0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1)

4.2. Baz Esansiyel Yaglarin Apoptotik Genlerin Ekspresyonu Uzerindeki Analizleri

Bir sonraki asamada, karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin inflamasyonda ve apoptozda
etkin roli olan BCL-2, COX-2, FAS, DR4 ve DR5 genlerin regulasyonu tizerindeki etkileri
incelendi. Karanfil ve kekik yaglarmin belirlenen genler {izerindeki potansiyel etkilerinin
belirlemek i¢cin MTT testinin sonucglarina gore karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin
kolorektal hiicre hatlarnda (HCT-116 ve SW620) canlilik oranint %50’nin altina
diisiirmeyen 0.01ul’lik konsantrasyonlar1 secildi ve RNA izolasyon deneyleri yapildi

RNA izolasyon agamasmin hemen ardindan qRT-PCR analizlerine gegildi.

4.2.1. Karanfil ve kekik esansiyel yaglar ile muamele edilen HCT-116 ve SW620
hicrelerinde anti-apoptotik gen BCL-2 ekspresyon miktarlarinin regiilasyonu

Uzerinde potansiyel etkileri
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BCL-2 geni, hiicrenin sag kalim ya da 6liimiinii diizenleyen genis bir protein ailesinin
kurucu Uyesidir. Bu onkoprotein hem patofizyolojik hemde fizyolojik olarak apoptozun
tetiklenmesinde rol alabilmektedir. Kolorektal kanser hiicre hatlart HCT-116 ve SW620
uzerinde karanfil ve kekik esansiyel yag uygulamasi yapildi. Uygulama yapilan
hiicrelerden RNA izole edildi ve izole edilen RNA’lardan gRT-PCR analizi ile cDNA
elde edildi. Elde edilen verilerde, karanfil ve kekik esansiyel yagi uygulanan HCT-116
hiicre hattinda karanfil esansiyel yagi uygulanan grubun kontrol grubuna kiyasla BCL-2
gen ekspresyon seviyesini diisiirdiigii, kekik esansiyel yagi uygulanan grubun ise kontrole
gore BCL-2 ekspresyonunu arttirdig tespit edilmistir. Bir diger kolorektal kanser hiicre
hatti1 SW620°de ise karanfil yagi uygulanan grubun BCL-2 gen ekspresyon seviyesinde
kontrole oranla degisim gozlenmezken, kekik esansiyel yagi uygulanan grubun ise, hem
kontrol grubuna hemde karanfil esansiyel yagi uygulanan gruba nazaran BCL-2 gen
ekspresyon seviyesini azalttigi tespit edildi. Fakat istatistiksel analizlerde gdzlemlenen

ekspresyon seviyelerindeki degisimler anlamli sonu¢ vermedi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin kolorektal kanser hiicre hatlart HCT-116
ve SW620 iizerinde uygulanmas: ile anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2 gen ekspesyon
miktarlart. A. HCT-116 hiicre hatt1 {izerinde karanfil ve kekik esansiyel yag
uygulamalarinda Bcl-2 ekspresyon seviyeleri B. SW620 hiicre hatt1 iizerinde karanfil ve
kekik esansiyel yagi uygulamalar1 ile Bcl-2 ekspresyon seviyelerini belirtilmektedir.
Deney gruplarma 0.01 pl/mL karanfil ve kekik yagi eklendi. Kiyaslamalar igin Livak (2-
ddCT) metodu kullanild1 ve hata gubuklari +SEM degerini belirtmektedir. Sonuclar GAPDH
kontrol genine normalize edilerek hesaplandi ve kontrol 1 olarak sabit tutuldu. Deneyler
lic kez tekrarlandi.
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4.2.2. Karanfil ve kekik esansiyel yaglar ile muamele edilen HCT-116 ve SW620
hiicrelerinde inflamasyon ve apoptozda rol oynayan COX-2 geninin regulasyonu

uzerinde potansiyel etkileri

Siklooksijenazlar, prostaglandin sentezinde anahtar role sahiptir. Siklooksijenaz-2 (COX-
2) ekspresyonu inflamasyon dahil anjiyogenez ve tumorijenezi igeren birgok
patofizyolojik siireclerle iliskilidir. Kolorektal kanser hiicre hatlar1 alternatif ve
tamamlayci tedavi yontemlerinde tercih edilen karanfil ve kekik esansiyel yaglar ile
muamele edildikten sonra gRT-PCR ile COX-2 geni ifadesine bakildi. HCT-116 ve
SW620 kolorektal kanser hiicre hatlarinda karanfil ve kekik esansiyel yaglari ile muamele
edilen gruplarin kontrol grubuna kiyasla COX-2 gen expresyon seviyelerinde degisim
tespit edilsede istatiksel olarak anlamli sonu¢ gézemlenmedi (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin kolorektal kanser hiicre hatlart HCT-116
ve SW620 iizerinde uygulanmasi ile inflamatuar bir gen olan COX-2 gen ekspesyon
miktarlart. A. HCT-116 hiicre hatt1 {lizerinde karanfil ve kekik esansiyel yag
uygulamalarinda COX-2 ekspresyon seviyeleri B. SW620 hiicre hatti iizerinde karanfil
ve kekik uygulamalar1 ile COX-2 ekspresyon seviyeleri belirtilmektedir. Analiz icin
Livak (2*-ddCT) metodu ile analiz edildi ve kontrol grubunun degeri 1’e esitlendi.
Deneyler ii¢ kez tekrarland1.
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4.2.3. Karanfil ve kekik esansiyel yaglar ile muamele edilen HCT-116 ve SW620
hiicrelerinde proapoptotik bir gen olan Fas geninin regilasyonu Gizerinde potansiyel

etkileri

TUmor Nekroz Faktort Reseptor stiper ailesinin (TNFRS) 6lum reseptérlerinde biri olan
Fas (CD95) tip bir transmembran proteinidir. Fas-FasL etkilesimi, programlanmis hiicre
6limu olarakta bilinen apoptoza yol acan sinyal zinciri indiiklemektedir. Uzun yillardir
alternatif tedavi yontemlerinde kullanilan karanfil ve kekik yagi uygulanan kolorektal
hiicre hatlarinda apoptotik yolun indiikleyicilerinden biri olan Fas geninin ekspresyon
seviyelerinde pozitif anlamda regiilasyonunu amaclandi. HCT-116 kolorektal kanser
hiicre hattinda, kontrol grubuna gore kekik esansiyel yagi FAS geninin ekspresyon
seviyelerindeki artis istatistiksel analizler sonucunda anlamli oldugu belirlendi. Kekik
yaginin diger hiicere hattinda ise anlamli degisim gozlemlenmedigi gibi karanfil esansiyel
yag1 uygulanan her iki hiicre hattinda da FAS gen ekspresyonunda anlamli bir degisim

g6zlemlenmedi (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin kolorektal kanser hiicre hatlart HCT-116
ve SW620 iizerinde uygulanmasi ile apoptotik bir gen olan Fas gen ekspesyon miktarlari.
A. HCT-116 hiicre hatti iizerinde karanfil ve kekik esansiyel yag uygulamalarinda Fas
ekspresyon seviyeleri B. SW620 hiicre hatt1 iizerinde karanfil ve kekik uygulamalar1 ile
Fas ekspresyon seviyeleri belirtilmektedir. Bar c¢ubuklar1 Livak (2”-ddct) degerini
gosterirken hata cubuklar1 ise +SEM degerini belirtmektedir.  Deneyler U¢ kez
tekrarlandi.
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4.2.4 Karanfil ve kekik esansiyel yaglar ile muamele edilen HCT-116 ve SW620
hicrelerinde Tumor Nekroz Faktoru Reseptori DR4 geninin regulasyonu Uzerinde

potansiyel etkileri

Tumaor nekroz faktoru sitokin stper aile tyelerinden biri olan TRAIL ligandi, 6lim
reseptorleri DR4 ve DR5’e baglanarak apoptozu indiikleyebilmektedir. Karanfil ve kekik
esansiyel yaglar ile muamele edilen kolorektal kanser hiicre hatlarinda bu Olim
reseptorlerinden DR4 gen ifadesinin regiilasyonunu ortaya koymayr amagladik.
Kolorektal kanser hiicre hatlarinda kontrol grubuna kiyasla kekik esansiyel yagi ile
muamele edilen gruplarda DR4 gen ekspresyonlari istatistiksel anlamda artis gosterirken,
kontrol grubuna kiyasla karanfil yagi uygulanan her iki hiicre hattinda DR4
ekspresyonunda diisiis meydana geldi fakat anlamli bir azalis degildi. Kekik esansiyel
yagmin HCT-116 hiicre hattinda DR4 gen ekspresyonunu SW620 kanser hiicre hattina
gore iki kat daha fazla arttirdig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin kolorektal kanser hiicre hatlart HCT-
116 ve SW620 iizerinde uygulanmas: ile apoptotik bir gen olan DR4 gen ekspesyon
miktarlart. A. HCT-116 hiicre hatt1 {izerinde karanfil ve kekik esansiyel yag
uygulamalarinda DR4 ekspresyon seviyeleri B. SW620 hiicre hatt1 lizerinde karanfil ve
kekik uygulamalar1 ile DR4 ekspresyon seviyeleri belirtilmektedir. Deney gruplarina 0.01
pl/mL karanfil ve kekik yagi eklendi. Analiz i¢in Livak (2°-ddCT) metodu ile analiz
edildi ve kontrol grubunun degeri 1’e esitlendi. Hata ¢ubuklar1 ise +SEM degerini
belirtmektedir. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi.
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4.2.5 Karanfil ve kekik esansiyel yaglar ile muamele edilen HCT-116 ve SW620
hicrelerinde Tumor Nekroz Faktoru Reseptori DRS geninin regulasyonu Uzerinde
potansiyel etkileri

TUmor Nekroz Faktor reseptorl protein ailesi (TNFRS) farkli biyolojik siireglerde
apoptozda 6nemlidir. TRAIL ile indiiklenen apoptoz yolaginda énemli role sahip olan
oliim reseptorlerinden bir digeri olan DRS geninin karanfil ve kekik esansiyel yag ile
muamele edilen kolorektal kanser hiicre hatlarindaki ekspresyonu tzerindeki etkilerini
inceledik. Karanfil ve kekik esansiyel yag uygulamalar1 yapilan HCT-116 ve SW620
kolorektal kanser hiicre hatlarinda kontrol grubuna kiyasla her iki hiicre hattinda da DRS
ekspresyon seviyelerinde azalis gézlemlendi. SW620 kolorektal kanser hiicre hatttinda
ise kekik esansiyel yagi uygulanan grupta DRS gen ekspresyonunda asir1 bir diisiis
gOzlemlenirken HCT-116 hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla ekspresyon

seviyelerinde azalma gozlemlenmistir. Karanfil esansiyel yagi SW620 hiicre hattina gore
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Sekil 4.11. Karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin kolorektal kanser hiicre hatlart HCT-
116 ve SW620 iizerinde uygulanmasi ile apoptotik bir gen olan DRS gen ekspesyon
miktarlar1 A. HCT-116 hiicre hatt1 {izerinde karanfil ve kekik esansiyel yag
uygulamalarinda DRS ekspresyon seviyeleri B. SW620 hiicre hatti iizerinde karanfil ve
kekik uygulamalar1 ile DRS ekspresyon seviyeleri belirtilmektedir. Kiyasamalar i¢in
kontrol grubu referans alindi. Bar ¢ubuklar1 Livak (2”-ddct) degerini, hata gubuklari ise
+SEM degerini gostermektedir. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi.
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HCT-116 hucre hattinda kontrol grubuna oranla DRS ekspresyonunu daha az diisiirdiigii
tespit edildi. Ancak her iki esansiyel yag i¢in istatistiksel agidan anlamli sonug vermedi

(Sekil 4.11).

Sonug olarak, tibbi bitkilerden elde edilen karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin
kolorektal kanser hiicre hatlarinda anti-apoptotik ve inflamatuar genlerin ekspresyon
seviyelerinde degisimler gozlemlense dahi istatistiksel agidan anlamli bir degisim
gOrulmedi. Ayrica, karanfil ve kekik yaglarinin apoptotik suregte rol oynayan genlerin
ekspresyon seviyelerinde hiicre hatlarina gore farklilik gosterebildikleri gozlemlenmistir.
Dolayisiyla bu iki esansiyel yaglarin bazi apoptotik genlerin bazi apoptotik genlerin
ekspresyonlarin1 arttirabildikleri ve boylecede kanser hiicre hatlarinda apoptozu

tetikleyebildigini diisiindiirmektedir (Sekil 4.11.).

4.3. Kekik ve Karanfil Esansiyel Yaglar ile Muamele Edilen Hucrelerin (HCT-116)
Migrasyonu Uzerindeki Etkisi

Hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi MTT sonuglar1 ile belirlenen konsantrasyonlardan
yuksek sitotoksiklik gostermeyen 0.01 pL ve 0.1 pL konsantrasyonlar secildi. Hucreler
12 kuyucuklu plakalara ekimi yapildi. 24 saat’lik inkiibasyonun sonunda kekik ve karanfil
eklemesi yapildi. 0., 24., 48. ve 96. saatler arasinda hiicrelerin goctne etkileri floresan

mikroskobu yardimi ile goriintiilendi.

HCT-116 kolorektal hiicre hattinda yapilan hiicre migrasyon deneylerinde kekik ve
karanfil yaglarmin 0.01 pl’lik konsantrasyonu ile muamele sonrasi ilk saat ve 24. saat
sonunki mikroskobik gortntilerini inceledik. HCT-116 kolorektal hiicre hattinda yapilan
hiicre migrasyon deneylerinde kekik ve karanfil yaginin 0.01 pl’lik konsantrasyonu ile
muamele sonrasi ilk saat ve 24 saat sonundaki mikroskobik goérunttleri kontrol grubuna
oranla hiicre biiyiimesini ve poliferasyonunu yavaslattigi, boylece de hiicre goglni

azalttig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda karanfil ve kekik esansiyel yaglar1
ile muamelesinin ardindan ilk 0. ve 24. saatte hiicre mikroskobik goriintiileri. A- 0. saatlik
kontrol grubu HCT-116 hiicre hatlarinin mikroskobik goriintiisii B- 24 saat sonra kontrol
grubunun mikroskobik goéruntist C- 0 saatlik Deney gruplarinda kekik (0.01 pl/mL) ile
muamele sonrast HCT-116 hiicrelerinin mikroskobik goruntisi D- 24 saatlik kekik (0.01
pl/mL) ile muamele edilen HCT-116 hicrelerinin mikroskobik goruntusi E- 0 saatlik
karanfil (0.01 pl/mL) ile muamele edilen HCT-116 hiicrelerinin mikroskobik gorintisu
F-24 saatlik karanfil (0.01 pl/mL) ile muamele edilen HCT-116 hiicrelerinin mikroskobik
goruntisu (10x’1ik objektif 200 um 6lcek).

b \,

HCT-116 kolorektal hiicre hattinda yapilan hiicre migrasyon deneylerinde kekik ve
karanfil yaglarmim 0.01 pl’lik konsantrasyonu ile muamele sonrasi 48. saat ve 96. saat
sonunki mikroskobik goéruntdlerini inceledik. Kontrol grubunda 96. Saat sonunda gézle
gorilir bir hiicre go¢ii oldugu ve migrasyon araligmin kapandigi bununla birlikte, kekik
ve karanfil yagmin 0.01 pl’lik konsantrasyonu ile muamele edilen gruplarda kontrol
grubuna kiyasla hiicre gociiniin azaldigi ve hiicrelerin morfolojilerinde 6lime giden

hlcrelerin arttig1 gozlemlenmistir. (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda karanfil ve kekik esansiyel yaglari
ile muamelesinin ardindan ilk 48. ve 96. saatte hiicre mikroskobik goriintiileri. A- 48.
saatlik kontrol grubu HCT-116 hiicre hatlarinin mikroskobik goriintiisii B- 96 saat sonra
kontrol grubunun mikroskobik gorintlsu C- 48 saatlik kekik (0.01 pl/mL)ile muamele
sonrast HCT-116 hticrelerinin mikroskobik gorintlsu D- 96 saatlik kekik (0.01 pl/mL)
ile muamele edilen HCT-116 hicrelerinin mikroskobik goruntisi E- 48 saatlik karanfil
(0.01 pl/mL) ile muamele edilen HCT-116 hucrelerinin mikroskobik géruntusi F-96
saatlik karanfil (0.01 pl/mL) ile muamele edilen HCT-116 hicrelerinin mikroskobik
goruntisu (10x’1ik objektif 200 um 6lcek).

HCT-116 kolorektal hiicre hattinda yapilan hiicre migrasyon deneylerinde kekik ve
karanfil esansiyel yaglarmin 0.1 plI’lik konsantrasyonu ile muamele sonras1 ilk saat ve 24
saat sonundaki mikroskobik goriintiileri incelendi. Kekik yagi ile muamele edilen grupta
kontrole kiyasla hiicre gogiinde azalma oldugu gozlemlendi. Karanfil yagmm 0.1 pl’lik
konsantrasyonu ile muamele edilen grubun, kontrol grubuna kiyasla hiicre gdciiniin
azaldig1 ve 24 saatlik maruz sonunda hiicrelerin morfolojilerinde 6lime gitmeye

basladiklar1 gozlemlendi (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda karanfil ve kekik esansiyel
yaglarinin 0.1 pl’lik konsantrasyonu ile muamelesinin ardindan ilk 0. ve 24. saatte hiicre
mikroskobik goruntileri. A- 0. saatlik kontrol grubu HCT-116 hiicre hatlarinin
mikroskobik goriintiisi B- 24 saat sonra kontrol grubunun mikroskobik gorintisu C- 0
saatlik kekik (0.1 pl/mL) ile muamele sonrast HCT-116 hiicrelerinin mikroskobik
goruntlisu D- 24 saatlik kekik (0.1 pl/mL) ile muamele edilen HCT-116 hucrelerinin
mikroskobik gorintust E- O saatlik karanfil (0.1 pl/mL) ile muamele edilen HCT-116
hicrelerinin mikroskobik gorintlsu F-24 saatlik karanfil (0.1 pl/mL)ile muamele edilen
HCT-116 hucrelerinin mikroskobik gortntust (10x’lik objektif 200 um 6lgek).

HCT-116 kolorektal hiicre hattinda yapilan hiicre migrasyon deneylerinde kekik ve
karanfil yaglarinin 0.1 pl’lik konsantrasyonu ile muamele sonrasi 48 saat ve 96 saat
sonunki mikroskobik gdrintllerini inceledik. Kontrol grubunda 96. saat sonunda gozle
gOrulir bir hiicre gocii oldugu ve migrasyon araligiin kapandigi bununla birlikte, kekik
ve karanfil yagmmn 0.1 pl’lik konsantrasyonu ile muamele edilen gruplarda kontrol
grubuna kiyasla hiicre gogiiniin azaldigi ve hiicrelerin morfolojilerinde 6llime giden

hiicrelerde gézlemlenen morfolojik degisiklik oldugu tespit edilmistir. Ayrica karanfil ve
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kekik yaglarina uzun saat maruz kalmalarindan dolay1 6lime giden hicreler migrasyon
egrisinin netligini kapatmistir. Sonug¢ olarak, kontrol grubunun tipik hiicre
morfolojilerine kiyasla karanfil ve kekik esansiyel yaglar ile muamele edilen gruplarda
kolorektal kanser hiicreler lizerinde zamana bagli olarak sitotoksik etki sergiledikleri

gozlemlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda karanfil ve kekik esansiyel yaglari
ile muamelesinin ardindan ilk 48. ve 96. saatte hiicre mikroskobik goruntleri. A- 48.
Saatlik kontrol grubu HCT-116 hiicre hatlarinin mikroskobik goriintiisii. B- 96 saat sonra
kontrol grubunun mikroskobik goriintiist. C- 48 saatlik kekik (0.1 pl/mL) ile muamele
sonrast HCT-116 hicrelerinin mikroskobik goruntiisi. D- 96 saatlik kekik (0.1 pl/mL)
ile muamele edilen HCT-116 hicrelerinin mikroskobik gérintlsu. E- 48 saatlik karanfil
(0.1 pl/mL) ile muamele edilen HCT-116 hucrelerinin mikroskobik goruntust F-96
saatlik karanfil (0.1 pl/mL) ile muamele edilen HCT-116 hicrelerinin mikroskobik
gorintusu (10x’lik objektif 200 um 0Olgek).
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4.4. Verilerin Tartisilmasi

Son zamanlarda kanserin tedavisi icin terapétik tedavilerin basinda kemoterapi
gelmektedir. Bununla birlikte, tibbi bitkiler ve onlarin 6zleri gibi bir¢ok dogal {irtinler,
yiiksek kemoterapétik aktivite ve diisiik toksiseteye sahip terapotik ¢alismalarinin hedefi
haline gelmistir (Fan ve ark., 2015). Bu tez ¢caligmasinda, tibbi bitkilerden elde edilen ve
bircok alternatif veya tamamlayic1 tedavi yontemlerinde antimikrobiyal, antiviral,
antiseptik ve antipoliferatif vb. 0zellikleri ile tercih edilen karanfil ve kekik esansiyel

yaglar1 incelenmistir.

Daha once yapilan ¢aligmalarda, karanfil esansiyel yagini bir ¢ok kanser hiicre hatlarina
(Ham264.7, HT-29, Hep-2, A549), karsi sitotoksik etkileri oldugu bildirilmistir (Kouidhi
ve ark., 2010). Calisgmamizda, tibbi bitkilerden elde edilen karanfil esansiyel yaginin
kolorektal kanser hiicre hatlari iizerinde sitotoksik etkilerini incelemek igin belirli
konsantrasyon araligi (0.005, 0.01, 0.05, 0.1 ve 0.5 pl/mL) secilerek MTT testlerine tabii
tutuldu. MTT verilerine gore, karanfil esansiyel yaginin artan konsantrasyonu ile birlikte
kolorektal hiicre hatlarinda (HCT-116 ve SW620) sitotoksisitenin de arttigi
gozlemlenmistir. Daha sonradan bu artan konsantrasyona karsi sitotoksik yanit egrisini
gosteren 1Cso deger grafigi olusturuldu. 1Csp Vverilerine gore karanfil esansiyel yag i¢in
etkin konsantrasyon 0.01 pl/mL’in kolorektal hiicre hatlar1 Gzerinde 6nemli sitotoksik

etkileri belirlendi.

Calismanin diger 6nemli yagi olan ve birgcok alternatif tedavilerde kullanilan kekik
esansiyel yaginin sitotoksik etkileri ayr1 olarak incelenmistir. Kekik esansiyel yagi ile
ilgili yapilan c¢aligmalarda akciger, l6semi ve meme kanser hicre hatlarinda
konsantrasyona bagli olarak sitotoksik aktivitesi bildirilmistir (Niksic ve ark., 2021).
Kekik esansiyel yaglarm kolorektal kanser hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksisitesini
belirlemek icin secilen genis konsantrasyon araligi (0.005, 0.01, 0.05, 0.1 ve 0.5 pl/mL)
ile uygulama yapildi ve MTT testine tabii tutuldu. MTT test verilerine gore kolorektal
kanser hucre hatt1 olan HCT-116 ve SW620 Uzerinde kekik esansiyel yagmm artan
konsantrasyonlarmma bagh olarak hiicresel sitotoksisitesi gozlemlendi. Kekik yaginin
artan konsantrasyonlar1 ve hiicrenin artan konstrasyona karsi sitotoksik yanit egrisini
gosteren 1Cso deger grafigi olusturuldu. 1Cso verilerine gore kekik esansiyel yagi igin ise
etkin konsantrasyon 0.01 pl/mL’in kolorektal hiicre hatlar1 tizerinde 6nemli sitotoksik

etkileri belirlendi.
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Boylelikle, karanfil ve kekik esansiyel yaglarin etkin degeri 0.01 pl/mL’lik
konsantrasyon qRT-PCR analizi igin referans olarak secildi. Belirlenen konsantrasyonda
karanfil ve kekik yaglarmin kolorektal kanser hiicre hatlarinda apoptotik etkilerini
aydinlatabilmek i¢in BCL-2, COX-2, FAS, DR4 ve DR5 genlerin ifadeleri degerlendirildi.
Yaygin olarak kullanilan housekeeping geni GAPDH diger genlerin karsilastirilmasi i¢in
kalibrator olarak kullanildi.

Apoptoz mekanizmas1 hem diizenleyici hem de efektor bilesenler tarafindan
diizenlenmektedir. Kanser hiicreleri ise apoptozdan kagmak ya da apoptozu simirlamak
icin gesitli stratejiler gelistirir. Anti- veya pro- apoptotik diizenleyici faktorlerini asag1 ya
da yukar1 diizenlemek bu stratejilerden birisidir (Hanahan & Weinberg, 2011). Gergekten
de, neoplastik olmayan hiicrelerin aksine displastik ve kanser hiicrelerinde yaygin olarak
anormal seviyede eksprese olan anti-apoptotik protein BCL-2’nin neoplastik hicrelerin
gelismesi ve ilerlemesinde etken bir olay olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Sinicrope ve ark.,
1995). Bu nedenle BCL-2 ekspresyonunu azaltabilen veya kanser hiicrelerinde tekrardan
apoptoz siirecini geri kazandirabilen yeni sitotoksik ajanlarin kesfi hayati onem
tasimaktadir (Hussain ve ark., 2011). Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda kolorektal kanser
hiicre hatlar1{izerinde bitkiler ve tiirevlerinin apoptozun igsel ve digsal yolaklari iizerinde
dizenleyici etki gosterebildikleri ortaya koyuldu (Bagheri ve ark., 2018; Hajiaghaalipour
ve ark., 2015; X. Li ve ark., 2018). Bu ¢alismada, bitkilerden elde edilen karanfil ve kekik
esansiyel yaglarinin kolorektal kanser hiicrelerinde anti-apoptotik gen BCL-2
ekspresyonu Uzerindeki etkileri incelendi. qRT-PCR verilerine gore, kullanilan hiicre
hatlar1 lizerinde genel olarak BCL-2 ekspresyonuna istatiksel agidan anlamli etkileri
tespit edilemedi (Sekil 4.7.). Banarjee ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (20006),
karanfil inflizyonunun akciger kanserinde BCL-2 ekspresyon seviyelerini azalttigi, BAX
ekspresyonunu arttirdig1 ve boylecede BCL-2/BAX oraninda diizenleyici etki gostererek
apoptozu tetikleyebildigini bildirmislerdir (Banerjee ve ark., 2006). Ayrica karanfil
tomurcuk ekstraktlarinin da MCF-7 hiicrelerinde mitokondriyal stres olusturdugu ve
BCL-2’nin deaktivasyonu ile apoptozu tetikledigi bildirilmistir (Kubatka ve ark., 2017).
Karanfil esansiyel yaginmn ana bilesenlerinden 6jenoliin farkli kanser hiicre hatlarini
apoptoza siiriikleyerek antipoliferatif etki gosterebildigi de rapor edilmistir (Jaganathan
ve ark., 2011; Park ve ark., 2005). Mevcut ¢alismamizda karanfil esansiyel yaginin
kolorektal hiicre hatlarma goére BCL-2 ekspresyonunda degisiklie neden olsa dahi
istatistiksel olarak anlamli bir etki g0zlemlenmemistir. Yakin zamanda yapilan

caligmalarda kekik esansiyel yaglarinda bulunan karvakrolin HCT-116 ve LoVo
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koloraktal kanser hiicre hatlarinda BCL-2 ekspresyonunu azalttigi ve bdylece de
mitokondriyal yolagt ve MAPK ve PI3K/AKT sinyal yolagi ile apoptozu
tetikleyebilecegi bildirilmistir (Fan ve ark., 2015). Calismamizda, HCT-116’ya nazaran
SW620’nin kekik esansiyel yagina kars1 daha duyarhilik gosterdigi ve anti-apoptotik gen
BCL-2 ekspresyon seviyelerinde diisiis gézlemlenmistir. Ancak uygulama yapilan her iki
esansiyel yagin BCL-2 gen ekspresyonu iizerindeki apoptotik etkisi incelendiginde
istatistiksel agidan anlam ifade etmemistir. Sonug¢ olarak mevcut ¢calismamiz literatiir
caligmalar ile es deger sonug gostermemistir. Bu durum kullanilan karanfil ve kekik
yaglarinm HCT-116 ve SW620 hiicre hatlarinda anti-apoptotik gen BCL-2 ekspresyonu
diginda baska anti-apoptotik gen ekspresyonlar1 ile etkilerinin olabilecegini

diistindtrtmstiir.

Siklooksijenaz-2 (COX-2) mitojenler, sitokinler ve biiylime faktorleri tarafindan
eksprese  edilmektedir.  Inflamatuar  bolgelerde  prostaglandin  {iretiminden
sorumlularindan biri olan COX-2, ayn1 zamanda kolonik epitel hiicrelerinde yiiksek ifade
edilmesi 1ile apoptoza karsi diren¢ olusumunu tetikleyerek tiimoral gelisimi
destekleyebilmektedir (Hussain ve ark., 2011). COX-2, iltihaplanma, karsinogenez ve
apoptoz ile iliskili olmasi, COX-2 inhibisyonunun umut verici bir antikanser tedavisi
oldugu one siiriilmektedir (Totzke ve ark., 2003). Mevcut ¢alismada, karanfil ve kekik
esansiyel yaglarinin kolorektal kanser hiicre hatlar1 iizerinde COX-2 gen ekspresyonunu
asagi regiile etmek amaclandi. HCT-116 hiicrelerinde karanfil yaginin kekik yagma gore
COX-2 ekspresyonunu daha giiglii baskilayabildigi ve dahi istatikse agidan anlam ifade
etmemektedir. Buna ek olarak karanfil esansiyel yagmin etkinligi diger kolorektal kanser
hiicre hatt1 olan SW620°de de benzer etkileri s6z konusudur. Sonuglarimiza gore
kolorektal hiicre hatlar1 HCT-116 ve SW620°de kekik ve karanfil yagmin her ikiside
COX-2 geninin ekspresyonunu tizerinde anlamli etkisi sz konusu degildi (Sekil 4.8.).
Onceki yapilan ¢alismalarda karanfil yaginmn anti-infamatuar etkisini ana bilesen, olan
djenole atfetmislerdir. Ojenoliin, RAW264.7 (makrofaj hiicreleri) ve HT-29 hiicrelerinde
COX-2 ekspresyonunu doza bagli olarak baskilayabildigi bildirilmistir (S. S. Kim ve ark.,
2003). Ojenol ile yapilan baska bir ¢alismada HeLa hiicrelerinde BCL-2 ve COX-2
ekspresyonunu asagi regiile edebildigi de rapor edilmektedir (Fathy ve ark., 2019). Farkli
bir ¢caligmada karanfil ve kekik yaglarinin COX-2 gen ekspresyonunu regiile edebildigi
bildirilmistir. Kekigin antiinflamatuar etkisi ise ana bilesenlerinden biri olan karvakrole
atfedilmigstir. Karvakrolin COX-2 ekspresyonunu baskiladigi ve bdylecede anti-

inflamatuar etkisini gosterebildigi bildirilmistir (Hotta ve ark., 2010). Karvakroliin COX-
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2’ ye kars1 giiclii bir inhibitor etki gosterebildigi bir bagka ¢aligmada da bildirilmektedir
(Landa ve ark., 2009). Ancak, bu ¢alismada karanfil ve kekik yaglarinin COX-2 gen

expresyonu uzerindeki etkileri 6nceki bulgular ile istatistiksel olarak tutarli degildir.

Apoptoz mekanizmasi onkogenezin Onlenmesinde dnemli bir mekanizma olduguna
inanilmaktadir. Dolayisiyla digsal apoptozun indiiklenmesinde rol oynayan FAS (CD95)
ve TRAIL ekspresyonu kolorektal kanserinde potansiyel hedef olarak gorilmektedir
(Koornstra, Kleibeuker, ve ark., 2003; O’connell ve ark., 1996). Kansere yonelik yapilan
bir ¢ok ¢aligmada bitki kaynakli ajanlarin apoptozun hem icsel hem de digsal yolagini
regiile edebildigi kayitlara gegmistir (Chen ve ark., 2016; Lee ve ark., 2008; Mou ve ark.,
2011). Bununla birlikte uzun yillardir kullanilan esansiyel yaglar ve bilesenleri terapotik
ajan olarak degerlendirilmis ve kanseri Onlemede ve tedavi yontemlerinde etkili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Gautam ve ark., 2014). Bu ¢alismada, kekik ve karanfil
esansiyel yaglarinin kolorektal kanseri iizerinde antitiimoral potansiyeli hakkinda fikir
edinmek icin FAS, DR4 ve DRS aracili apoptotik hucre 6lumu Uzerindeki etkilerini
inceledik. Bizim bulgularimizda kekik ve karanfil esansiyel yaglarindan kekik esansiyel
yaginin apoptoz mekanizmasinda etkin role sahip olabilecegi ve hedef gen FAS, DR4 ve
DRS5 ekspresyonlarmi asagi ve yukari regiile ederek apoptoza aracilik ettigi tespit

edilmistir.

TRAIL normal hiicrelerden ziyade ¢esitli tiimdr hiicrelerinde 6liim reseptorleri (DR4 ve
DRS) aracilig: ile digsal apoptoptotik yolag: indiikleyebilmektedir (Koornstra ve ark.,
2005). Bu yiizden, TRAIL 6liim reseptorlerinin ekspresyonunu arttiran ajanlarin insan
kanser hiicrelerini TRAIL kaynakli apoptoza duyarli hale getirilebilecegi ileri
stirilmiistiir (S. Wang & EI-Deiry, 2003). Yapilan bir ¢alisgmada, kekik esansiyel yagimnin
kolon kanser hiicre hatlarinda antitiimoral etkisi incelenmis ve kekik yaginin TRAIL
aracili apoptozda kemo-duyarlastirici olarak hareket ettigi bildirilmistir (Guesmi ve ark.,
2021). Bizim bugularimizda, karanfil esansiyel yag1 her iki hiicre hattinda da FAS, DR4
ve DR5 gen ekspresyonu iizerinde etkileri istatiksel analiz sonucunda anlamli degildi.
Bununla beraber, kekik esansiyel yagmin kolorektal kanserin her iki hiicre hattinda da
istatiksel agidan anlaml bir sekilde DR4 ekspresyonunu asir1 arttirdig1 tespit edilmistir.
Ancak, DRS ekspresyonunu diislirdiigii gézlemlenmistir. Kekik yaginin FAS aracili
apoptoz Uzerindeki etkisi kolorektal kanser hiicre hatlar1 {izerinde incelenmistir. Kekik
esansiyel yagmin HCT-116 hiicre hatt1 {izerinde istatistiksel agidan FAS ekspresyonunda

artisa neden oldugu gosterildi. Fakat SW620 hiicre hatti {izerinde bu durum séz konusu
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degildi. Onceki verilerde SW620 hiicre hattinda apoptotik yollarda kusur oldugu
bildirilmistir (Cacan ve ark., 2015; Cacan & Ozmen, 2020). Bu durum bizim ¢aligmamiz
ile de tutarh sonug gozlenmis ve Fas sinyal yolaginin isevsiz olmasi dolayli olarak FAS
ekspresyonunu da engellemis olabilecegini diistirtmiistiir. Dolayistyla, kekik esansiyel
yagmin neden oldugu apoptozun indiiklenmesi, TRAIL aracilt apoptozu indiikleme

kabiliyeti ile iliski oldugu distiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kolorektal kanserin gelismesi, hiicrelerin biiyiimesine, farklilasmasina ve apoptozdan
kagmalarna olanak taniyan molekiiler genetik degisiklikler ile karakterilizedir
(Koornstra, De Jong, ve ark., 2003). Kolorektal kanserin gelismesinde islevsellik
gosteren genlerin ¢ogu neoplastik hiicrelerin biiyiimelerine avantaj saglayarak bir sekilde
apoptozu tetikleme esigini inaktive edebilmekte ya da yiikseltebilmektedir (Watson,
2006). Bunlardan ilki, apoptotik yolun anahtar bilesenlerinden olan BCL-2 protein aile
uyeleridir. Yapilan ¢alismalarda BCL-2, kolorektal adenomlardan ziyade karsinomlarda
daha fazla eksprese edilmesi (S. Y. Yang ve ark., 2009) 0Ozellikle BCL-2 ailesinin
kolorektal kanserin baslamasinda ve gelismesinde Onemli yere sahip oldugunu
diistindiirtmektedir. Apoptozun diger diizenleyicileri olan 06lum reseptérlerinin
ekspresyonlar1 kolorektal kanserin gelismesinde onemli role sahiptir. Normal kolon
hlicresinde apoptozda rol oynayan Fas ekspresyonu apoptozu dizenlerken kolon kanser
hiicrelerinde Fas ekspresyonlarmin azalma ya da kayiplarma rastlanilmigtir (Moller ve
ark., 1994). Ayrica TRAIL kaynakli apoptoza kanser hiicreleri duyarlilik gosterirken
normal hiicreler diren¢ gostermektedirler (Koornstra, De Jong, ve ark., 2003). Ayrica
COX-2’nin kolorektal kanser hiicrelerinde BCL-2 ekspresyon seviyelerini yukselmesini
tetiklerken membran 6liim reseptorlerinin ekspresyonu iizerinde transkripsiyonel baski1
ile apoptozu modiile edebilmektedir (Tang ve ark., 2002). Dolayisiyla, COX-2
inhibisyonunun apoptozu tesvik edici etkisi hem 61im reseptorlerinin aktivasyonuna hem
de BCL-2 inhibisyonuna yanit olabileceginden hedef olarak goriilmektedir. Bu yiizden
kolorektal kanserin dnlenmesinde BCL-2, COX-2 ve TNF ligand aile Gyeleri Kilit rol

oynamaktadir.

Dinya genelinde artan kolorektal kanser malignitesinin yayilimi yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesini  elzem kilmustir. Yapilan arastirmalarda bitkisel
kaynaklardan elde edilen alternatif ya da tamamlayici tedaviler onkojenik molekiiler
yolaklara etki edebilmeleri nedeniyle ilgi uyandirmustir (Sadeghi ve ark., 2019). Bu tez
caligmasinda ise, kekik ve karanfil esansiyel yaglarmnin kolorektal kanser hiicre hatlar1
iizerinde apoptotik rolleri vurgulanmaktadir. Mevcut calismanin ilk asamasinda
kolorektal kanser hiicre hatlar;, HCT-116 ve SW620 Uzerinde sitotoksik etkileri MTT
testi ile ortaya konuldu. Ardindan esansiyel yaglarin kolorektal kanser hiicre hatlar
Uzerinde apoptotik etkileri qRT-PCR analizi ile hedef genlerin (BCL-2, COX-2, FAS,

DR4 ve DR5) ekspresyon seviyeleri incelendi.
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Genel anlamda esansiyel yaglar lipofilik yapili ve diisik agirlikli olmalar1 sayesinde
fosfolipit katmanlarin1 degistirebilmekte ve hiicre zarindan gegebilmektedir. Boylelikle
sitoplazmik icerigin sizintist meydana gelerek ATP azalmasina, pH gradyanin
degismesine ve mitokondriyal potansiyelin kaybina yol agmaktadir (Garzoli ve ark.,
2022). Verilerimizde karanfil ve kekik esansiyel yaglarmin, kolorektal kanser hiicre
hatlarinda mitokondriyal yolu hedefleyen BCL-2 ve COX-2’nin ekspresyonuna etkileri
oldugu ancak bu etkileri istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 gosterdik. Ayrica, tedavi
amagli kullanilan bu esansiyel yaglardan Ozellikle kekik esansiyel yaginin karanfile
kiyasla kolorektal kanseri iizerinde potansiyel apoptotik etkileri oldugu ve kanser

tedavisinde rol oynayabilecegi hissini uyandirmaktadir.

Sonug olarak, karanfil ve kekik esansiyel yaglarmin kolorektal kanser hucrelerinin
biiyiimelerini ve ¢ogalmalarmi engelleyerek sitotoksik etki gosterdiklerini bildiriyoruz.
Esansiyel yaglarin basta sitotoksisite olmak iizere gosterdigi potansiyel etkileri kendi
bilesenlerine atfedilir. Bir¢ok ¢alisma da mevcut ¢alismayi destekleyecek bitki ve
materyallerinin kanser hiicreleri Uzerinde apoptozun diizenlenmesi icin hem i¢sel hem de
digsal yolagi ayn1 anda hedefleyebildigini gostermektedir (Rajabi ve ark., 2021). Ayni
zamanda Onceki calismalarda esansiyel yaglari apoptoz indiiksiyonunda etkili birgok
yolagin diizenleyebilmelerine atfedilmesi ileri ki ¢aligmalar i¢in kemoterapotik ajanlar
olarak hizmet edebilicektir (M. Liu ve ark., 2018; Pathania ve ark., 2013). Bununla
birlikte bu ¢alismada tedavi amagh kullanilan bu esansiyel yaglardan 6zellikle kekik
esansiyel yaginin belirledigimiz hedef gen ekspresyonlar1 iizerinde etkileri oldugunu
bildiriyoruz. Yukaridaki gercekler 1s1ginda kullanilan bitkisel esansiyel yaglar kolorektal
kanserine karst koruyucu potansiyele sahip umut verici ajanlardir. Genel olarak
bulgularimiz, karanfil ve kekik esansiyel yaglarinin kolorektal kanser i¢in potansiyel bir
adjuvant olabilecegini gostermektedir. Ancak bu esansiyel yaglarinin aktif bilegikleri
tanimlamak ve etkinliklerini ¢6ziimlemek i¢in daha ileri ¢alismalarin gerekli oldugunu

da ifade etmek gerekir.
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