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OZET

Mpyrtus communis L. Bitkisinden Elde Edilen Esansiyel Yagn ve Bilesenlerinin
MCF7, MCF10A ve BJ Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik ve Apoptotik Etkisinin
Incelenmesi

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve son 20 yilda ¢ok
sayida molekiiler, farmasotik ve klinik cahsmalar yapilmistir. Ozellikle son
yillarda yapilan arastirmalarda bitkilerde yer alan bilesenlerin antioksidan ve
apoptotik aktivitelerine karsi ilgi giderek artmistir. Bu calismada, geleneksel tipta
ve kanser dahil cesitli hastalik alanlari iizerinde yapilan ¢calismalarda kullanilan
bir Myrtus communis Linnaeus ekstraktinin anti-proliferatif ve apoptotik etkilerini
arastirmay1 amacladik.

Cahismada, insan meme kanseri hiicre hatt MCF7, 24 ve 48 saat boyunca
artan M. communis ucucu yag dozlarina maruz birakild: ve sitotoksik aktiviteler
MTT testleri ile degerlendirildi. Gozlenen toksisitenin tiimore 6zgii karakteristik
ozelliklere sahip olup olmadigimi degerlendirmek icin, (yagin) aym dozlar1 insan
tiimorijenik olmayan MCF10A meme hiicre hattina paralel olarak maruz
birakildi. Ayrica, ucucu yagin bilesenleri olarak bildirilen ii¢ terpenoid (1,8-
sineole, a-Pinen, linalool) bilesigin MCF7 ve MCF10A hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkilerini arastirmak iizere saf formda kullanildi. Elde edilen sonuclar,
sineol haric¢, diger iki terpenoidin gercekten meme kanseri hiicrelerinde hiicre
oliimiinii indiikleme kapasitesine sahip oldugunu ortaya koydu. Ek olarak, M.
communis ugucu yaginin terapotik ve apoptotik konsantrasyonu (750 ve 600 ug/ml,
24 saat) belirlendikten sonra, yagin hiicre tipi seciciligi epitel olmayan yani insan
BJ fibroblasti kullamilarak test edildi. BJ hiicreleri iizerinde, meme kanseri
hiicrelerinin o6liimiinii indiikleyen yag konsantrasyonunda istatistiksel olarak
anlamh bir farkhhk gozlenmedi, bu da yagmn hiicre tipine 0zgii bir aktivite
sergiledigini gosterir. Son olarak, yagin molekiiler etkisini anlamak amaciyla,
hiicreler M. communis u¢ucu yagina maruz kaldiktan sonra 4 apoptoz aracisinin
(Bcl2, Caspase 9, Apaf-1 and Bax) gen ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler
gercek zamanh PCR ile Dbelirlendi. Gerg¢ekten de, yagin terapotik
konsantrasyonlari, anti-apoptotik Bcl2 ekspresyonu iizerinde farkedilebilir bir
etkiye sahipti. En 6nemlisi ise bu etki tiimor ve normal hiicreler arasinda farkhhk
gosterdi. Bcl2 ekspresyon seviyeleri MCF7 kanser hiicrelerinde 5.5 kata kadar
azalirken, ashinda tiimor-olmayan MCF10A hiicrelerinde 3 kata kadar artti. Test
edilen diger tiim apoptoz aracilar esansiyel yagdan etkilenmedi veya sadece zayif
bir sekilde etkilendi.

Sonuc¢ olarak, yukaridaki sonuclar ve Bcl2 seviyesindeki degisiklikler M.
communis yagmmn intrinsik yolak araciigiyla apoptoza neden oldugunu
desteklemektedir. M. communis esansiyel yaginin aktivitesine dayanarak BcL2'nin
kansere 0zgii degisikliginin gozlemlenmesi ve fibroblastlarin oziite kars1 hassas
olmamasi meme Kkanseri terapotik ajanlarimin gelistirilmesi icin umut vaat
edicidir.

Anahtar Sozciikler: Apoptoz, Kanser, MCF7 hiicreleri, MCF10A hiicreleri, Myrtus
communis L.
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ABSTRACT

Investigation of Cytotoxic and Apoptotic Effects of Essential Oil and Its
Components Obtained from Myrtus Communis L. on MCF7, MCF10A and BJ
Cell Lines

Breast cancer is the most common type of cancer in women and a plethora
of molecular, pharmaceutical and clinical studies have been performed over the
past 20 years. One particular field of molecular pharmacology that attracts
increasing interest concerns the antioxidant and apoptotic activities of plant
components.In this study, we aimed at investigating the anti-proliferative and
apoptotic effects of a Mpyrtus communis Linnaeus extracts, which are used
traditional medicine and in studies on diverse disease areas including cancer.

Here, the human breast cancer cell line MCF7 was exposed to increasing
doses of M. communis essential oil for 24 and 48 hours and cytotoxic activities were
evaluated by MTT tests. To assess if the observed toxicity has tumor-specific
characteristics, human non-tumorigenic MCF10A cells were exposed in parallel.
Furthermore, three terpenoids, reported as components of the Essential oil (1,8-
cineole, a-Pinene, linalool), were used as pure compounds to provide evidence for a
contribution of these compounds to the observed cytotoxic effects on MCF7 and
MCF10A cells. The obtained results revealed that with the exception of the cineole,
the two other terpenoids had indeed the capacity to induce cell death in breast
cancer cells. In addition, after establishing a therapeutic window (750 and 600
ng/ml, 24 h) of the M. communis essential oil, the cell type specificity of the oil was
tested by using non-epithelial, human BJ fibroblast. Notably, BJ cells were
insensitive to the oil at concentration that induce cell death of the breast cancer
cells, thus supporting a cell type specific activity. Finally, with the aim of obtaining
mechanistic insight into the molecular action of the oil, the changes in gene
expression levels of 4 apoptosis mediators (Bcl2, Caspase 9, Apaf-1 and Bax) upon
exposure to M. communis essential oil was determined by real-time PCR. Indeed,
therapeutic concentrations of the oil had a dramatic effect on expression of anti-
apoptogenic Bcl2. Most importantly, this effect diverged between tumor and
normal cells. While Bcl2 expression levels decreased up to 5.5-fold in MCF7 cancer
cells, they actually increased up to 3-fold in the non-tumorigenic MCF10A cells.
All other tested apoptosis mediators were not, or only weakly affected by the oil.

In conclusion, the above results support the concept that M. communis
essential oil induces cell death, most likely apoptosis triggered via the intrinsic
pathway through alterations of Bcl2 levels. The observation of the cancer-specific
alteration of BcL2 and insensitivity of fibroblasts has promise for the development
of novel breast cancer therapeutic agents based on the activities of M. communis
essential oil described in the present study.

Keywords: Apoptosis, Cancer, MCF7 cells, MCF10A cells, Myrtus communis L.
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1. GIRIS

Bitkiler gibi dogal kaynaklardan tiliretilen molekiiller, ¢ogu insan hastaliginin
tedavisi i¢in geleneksel ilaglarin kesfedilmesinde 6nemli bir rol oynar ve bu nedenle
modern tibbin temelini olusturur M. Son otuz yil igerisinde kanser hiicre hatlarina kars:
sitotoksik etkilerin arastirilmasi agisindan ¢ok sayida bitki 6ziitii ile ¢alisilmis, bu da
bazi onemli ilaglarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Ek olarak, bazi ekstraktlarin,
farkli kanser hiicre hatlar1 arasinda veya saglikli hiicre hatlar1 arasinda sitotoksik ve
secici olduklar1 ve farkli mekanizmalarla olsa bile temel olarak hiicre g¢ogalmasini
inhibe ederek hareket ettikleri gosterilmistir 12,

Mersin (Myrtus communis L.), Akdeniz bolgesine 6zgii olan tibbi bir bitkidir ve
antik ¢agdan bu yana tibbi 6zellikleri agisindan kullanimi yerli halk tarafindan tercih
edilmistir ). Mersin bitkisi Akdeniz iilkelerinin biiyiikk ¢ogunlugunda, Kuzey
Amerika’nin sicak bolgelerinde ve Avusturalya’da genis bir alana yayilmis; Tunus, Fas,
Tiirkiye, Fransa sahillerinde ise yabani olarak yetisen bir bitki tiiriidiir “131. Myrtus
communis, murt ve mersin bitkisi olarak bilinmesinin yani sira iilkemizin Giiney
sahillerinde ‘hambeles’ olarak bilinir ve yiizyillar boyunca diare, mide iilseri, hemoroid,
inflamasyon, regl, basagrisi, carpinti, burun kanamasi, asir1 terleme, oksiiriik, akciger ve
deri hastaliklar1, diyabet, mide eksimesi, sislik gibi farkli rahatsizliklarda da bir¢ok tibbi
kullanim1 oldugu bilinmektedir'"¥. Daha énce yapilan ¢alismalarda, Myrtus communis

oziitlerinin antimikrobiyal ve antioksidan (1!

etkiler gosterdigi dogrulanirken, esansiyel
yagmin onemli antioksidan ve antimutajenik '®! etkisi oldugu belirlenmistir. Mersin
bitkisinin dogal antioksidanlar, anti-genotoksik, antimutajenik ve kemopreventif
ajanlarin kaynag olabilecegi aciktir!'®, Ancak, M. communis'in antikanser aktivitesi ve
apoptoz yolagi iizerine etkileri ile ilgili yeterli sayida aragtirma yapilmamaistir.

Apoptoz, cesitli fizyolojik slireglerde ve patolojik durumlarda kritik bir rol
oynayan programlanmis hiicre Oliimiiniin en kapsamli calisilan formlarindan birini
temsil eder ', Doku homeostazinin bir taraftan hiicre 6liimii ve diger taraftan hiicre
proliferasyonu arasinda ince bir denge ile sagladigi duruma karsin, bu parametrelerden

birinde herhangi bir degisiklik olusmasi insan hastaliklarinin temelini olusturabilir.

Normal sartlar altinda apoptoz tiimér olusumunu Onlemeye yonelik bir korunma



mekanizmasini temsil eder ve insan kanser hiicrelerinin en belirgin karakteristik

ozellikleri bu mekanizmalardan kagmmalaridir 181,

Timor olusumu, diizensiz
proliferasyon ve apoptotik mekanizmalarin baskilanmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Timor olusumu ve gelisimi sirasinda doku homeostazinin hasar géren mekanizmasina
uygulanacak miidahele kanser tedavisi i¢in biiyiik bir firsat sunmaktadir !, Bizim
calismamizda da programli hiicre Sliimiine direngli oldugu bilinen kanser hiicreleri
lizerinde M. communis bitki Oziitiiniin antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Bu calismada in vitro ortamda MCF7, MCF10A hiicre hatlari, M. communis
esansiyel yaginin ve bu yagin igerisinde bulunan 3 temel kimyasal bilesigin (1,8-
cineole, a-Pinene, linalool) farkli konsantrasyonlartyla muamele edilerek sitotoksik
aktivitesine bakilmistir. MCF7 i¢cin MCF10A kiyasla daha sitotoksik olan dozlarin (M.
communis, 750 ve 600 ug/ml) belirlenmesiyle, uygulanan maddenin hiicrede apoptozu
uyarip uyarmadigini anlamak i¢in bu iki hiicre hattinda Bcl2, Kaspaz 9, Apaf-1 ve Bax
genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-qPCR yontemi uygulanarak incelenmigstir. Ayrica,
tedavi edici 6zellige sahip konsantrasyonun belirlenmesiyle sadece olasi hiicre tipi
seciciligi tizerine olup olmadigimi gérmek igin epitel olmayan hiicrelerde yani insan BJ
fibroblast1 hiicre hatt1 da belirlenen dozlar ile muamele edilerek sitotoksik aktivitesine

bakilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Mrytus communis L.

Myrtus communis L., geleneksel tipta diinya ¢apinda kullanilan taninmis tibbi bir
bitkidir. 100 cins ve 3000 tiir igeren Myrtaceae familyasina ait olan bu tiir, ¢ok yillik,
cali formunda, yaz kis yesil, genellikle kisa boylu ender olarak da 1-3 metre boylari
arasindadir®”!. Giiney Avrupa, Kuzey Afrika ve Bati Asya’ya 6zgiidiir, ayrica Giiney
Amerika, Kuzey Bati Himalaya ve Avustralya’da da yaygimlik gostermektedir 21221,
M. communis’in ¢am ormanlarinda ve nehir kenarlarinda, 6zellikle deniz seviyesinden
500-600 metre yiikseklikte Toros Daglari’nda yetistigi bilinmektedir. Ulkemizde genel
olarak ‘Mersin’ adiyla bilinmesine ragmen, 6zellikle Giiney sahillerinde yoresel olarak
‘murt’, hambeles’ ve ‘adi mersin’ olarak da bilinmektedir [2°23.

Cok yillik bir bitki olan M. communis.’in dallari, yapraklari ve meyveleri gibi
farkli kisimlar1 uzun siireden beri halk arasinda gida ve baharat amagli kullanilmaktadir.
Ayni zamanda geleneksel olarak antiseptik ve dezenfektan ila¢ olarak yaygin sekilde
kullanilan bir bitkidir. M. communis esansiyel yagi1 antiseptik olma 6zelliginden dolay1
gogiis hastaliklarmi tedavi etmek igin de kullamilmaktadir . M. communis, diare,
peptik iilser, hemoroit, iltihap, kanama, bas agrisi, carpinti, burun kanamasi, asiri
terleme, pulmoner ve cilt hastaliklarinin tedavisi i¢in de geleneksel olarak
kullanilmaktadir, buna karsin kliniksel ve deneysel ¢alismalar bu bitkinin daha genis bir
farmakolojik ve terapétik etki yelpazesine sahip oldugunu gostermektedir *>27). Ayrica,
bu bitkinin yapraklari ve meyveleri idrar yollar1 rahatsizliklarinin tedavisinde de ¢okga

kullanilmaktadir 8,



Sekil 1. Myrtus communis L. Bitkisi

2.1.1. Myrtus communis L. Bilesenleri

M. communis bitkisinin 0ziitli, fenolik asitler, tanenler ve flavonoidler olmak
lizere Uic ana kimyasal smifta gruplandirilmis polifenolik bilesikleri igermektedir.
Ayrica M. communis bitkisinin esansiyel yagi, terpenler (monoterpen hidrokarbonlar ve
seskiterpen hidrokarbonlar), terpenoidler (oksijenli monoterpenler ve oksijenli
seskiterpenler) ve fenilpropanoidler agisindan zengin bir igerige sahiptir 2933,

Fenolik asitler: Mersin bitkisi yiiksek miktarda fenolik bilesik igermektedir.
Fenolik bilesiklerin dnemli bir kategorisine sahip olan fenolik asitler, antioksidan ve
antiradikal o6zellikleri son derece yiiksek olan maddelerdir. Kimyasal yapilarina gore;
yapilarinda hidroksi benzoik asit bulunduranlar ve bulundurmayanlar olmak iizere iki
gruba ayrilirlar®4,

Flavonoidler: Bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan, degisken fenolik
yapiya sahip dogal maddeler iceren bilesiklerdir. Bu dogal iiriinler saglik iizerindeki
faydali etkileriyle bilinmektedirler. Kanser, alzheimer, ateroskleroz gibi g¢esitli
hastaliklar ile iliskili bircok olumlu biyokimyasal ve antioksidan etkileri vardir [,
Flavonoidler, sagligi destekleyici etkileri agisindan genis bir yelpazeye sahiptir ve
cesitli nutrasotik, farmasotik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda vazgecilmez
bilesenlerdir. Bunun nedeni, temel hiicresel enzim fonksiyonlarini modiile etme

kapasiteleri ile birlikte antioksidan, antienflamatuar, anti-mutajenik ve anti-kanserojen

Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, ksantin oksidaz (XO), siklooksijenaz



(COX), lipoksijenaz ve fosfoinositid 3-kinaz gibi ¢esitli enzimler igin giiclii birer
inhibitor olduklart bilinmektedir*’®!. Flavonoidler, hiicreler arasi iletisimi arttirmakla,
ornitin dekarboksilazi ve timidinin DNA'nin yapisina katilmasini engellemek suretiyle
hiicre proliferasyonunu inhibe ederek, ilgili reseptorleri bloke edip antiproliferatif etki
gostererek, laktat transportunu ve kalmodulini inhibe edip vaskuler dokunun
endotelyumundaki nitrikoksit (NO) sentezinin regililasyonunu diizenleyerek antitimor
etki gosterirler®”.

Tanenler: Polifenol yapisinda ikincil metabolitler olup yiiksek yapili bitkilerin
pek cogunda bulunan ve suda ¢oziinebilen bilesiklerdir’!. Ellagitanenler, gallotanenler,
kompleks tanenler ve kondense tanenler olmak tizere dort temel gruba ayrilirlar. Ayrica
tanenlerin anti-kanserojen, anti-oksidan ve anti-mutajenik olduklar1 bildirilmistir.
Tanenlerin antikarsinojenik ve antimutajenik potansiyelleri, lipid peroksidaton da dahil
olmak tizere hiicresel oksidatif hasarin korunmasinda Onemli olan antioksidan
Ozelliklerine bagli olabilir. Superoksit radikallerinin olusmasinin, taninler ve ilgili
bilesikler tarafindan inhibe edildigi daha 6nceki ¢aligmalarda rapor edilmistir. Ayrica
tanenlerin, kanmn pihtilagmasini hizlandirmak, kan basincimi diisiirmek, serum lipit
seviyesini diislirmek ve immiin yanitlar1 modiile etmek gibi baska fizyolojik etkiler de
gdsterdigi bildirilmistir. Bu etkiler icin dozaj ve tanen tiirleri cok dnemlidir (411,

Terpenler: Yapisal ve islevsel olarak farkli smiflar olustururlar. Terpenler,
izopren birimleri (CsHg) ad1 verilen birkag bes karbonlu baz kombinasyonundan iiretilen
hidrokarbonlardir. Bitki hiicrelerinin sitoplazmasinda sentezlenirler ve sentez asetil-
CoA'dan baglayarak mevalonik asit yolu ile ilerler. Ana terpenler, monoterpen (CioHis)
ve seskiterpendir (CisHz4), fakat daha uzun zinciri olanlar1 da mevcuttur. Mersin
bitkisinin esansiyel yaglarinda bulunan terpen Ornekleri arasinda pinen, limonen,
sabinen ve myrcene bulunur. Yapilan caligmalarda terpenlerin mutajenlere karsi
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir'*?!,

Terpenoidler: Oksijen molekiilleri ekleyen ve metil gruplarimi hareket ettiren
veya kaldiran enzimler yoluyla biyokimyasal degisikliklere ugrayan terpenlerdir!**.
Terpenoidler alkoller, esterler, aldehitler, ketonlar, eterler, fenoller ve epoksitler i¢inde
alt gruplara ayrilir. Mersin bitkisinin terpenoidlerinin ornekleri, myrtenol, linalool,

linalil asetat ve geraniol'diir.



Seskiterpenler: M. communis esansiyel yaginin temel bilesenlerindendir.
Kanser gelisimini azaltmada terapotik potansiyel etki gOstermesinin yanisira anti-
oksidan etkinlige sahip bir molekiildiir. Bu molekiil bitkilerde ve deniz canlilarinda
bulunmaktadir 44431,

Monoterpenler: Myrtle esansiyel yaglarindaki ana terpenler monoterpenler,
seskiterpenler ve terpenoidleridir'®*“8!. Farkli hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda
monoterpenlerin antioksidan ve antitimor etkinlige sahip oldugu bildirilmistir.
Monoterpenlerin birkacinin, sadece kanser olusumunu veya ilerleyisini degil, ayni
zamanda mevcut malign tiimorleri de gerileten antitiimdr aktivitesine sahip oldugu da
bildirilmistir™®.

Okaliptol: 1,8-sincol olarak da bilinen okaliptol, Okaliptiis, Croton, Misir,
Pectis, Rosamarinus ve Salvia cinslerinin bir¢ok aromatik bitkisinde dogal olarak
bulunan bir monoterpendir %52 (Sekil 2). Onceki calismalar, okaliptoliin
antimikrobiyal®¥ antialerjik,antienflamatuvar>¥, hepatoprotektif'>!, antikarsinojenik!>®
ve gastroprotektif aktiviteler dahil olmak {izere bir dizi biyolojik ve farmakolojik
aktivitesi i¢in incelendigini gostermistir. Antikarsinojenik aktivitesi ile ilgili yapilan bir
calismada, 1,8-sineoliin insan kolorektal hiicre hattinda (HCT 116) apoptozu
indiikleyerek proliferasyonunu baskiladig1 gosterilmistir 7. Ayrica dkaliptoliin giiglii
bir anti-inflamatuar etkiye sahip oldugunu gostermeyi hedefleyen caligsmalar, solunum
yolu hastaliklar iizerine odaklanarak 1,8-sineoliin, mevcut kortikosteroid kullanimi igin
yardimct bir terapi olabilecegini, akciger ve kolon dokularinda immiinolojik bir sorunu
onemli olciide engellemek igin yeterli biyoaktiviteyi korudugunu gostermektedir [°8),
Bunun yami sira, yapilan diger calismalar okaliptoliin antioksidan ve sitoprotektif
mekanizmalarin, bilesigin  gastroprotektif (aneljezik) etkisine dahil oldugunu

gostermektedir 1,
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Sekil 2. 1,8-sineol’iin sematik formiilii

a-pinen: Terpen simifina ait olan organik bir bilesendir (Sekil 3). M. communis
bitkisinin esansiyel yaginin ana bilesenlerinden biri olan a-pinen’in anti-karsinojen
ozellige sahip oldugunu gostermek amaciyla yapilan bir ¢alismada, karaciger kanseri
BEL-7402 hiicre hattinda hiicre dongiisiinlin G2 fazindan M fazina gegisinin (G2/M) a-
pinen tarafindan inhibe edildigi rapor edilmistir [®”!. Benzer sekilde prostat kanseri PC-3
hiicre hattinda yapilan calismada da o-pinen’in hiicre biiylimesini 6nemli Olcilide
engelledigi ve hiicre dongiisiinii durdurup apoptozu tetikledigi bildirilmistir °!. Ayrica,
THP-1 (insan monosit hiicre hatt1) hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, o-pinen’in
mitojenle aktive olan protein kinazlarin (MAPK'ler) ve niikleer faktor-kappa B'nin (NF-

KB) baskilanmas1 yoluyla anti-inflamatuar aktivite gosterdigi belirlenmistir'?,

Sekil 3. a-pinen’in sematik formiili



Linalool: M. communis esansiyel yaginda bulunan ana bilesenlerden biri olan
Linalool’iin analjezik, anti-inflamatuar, anti-viral, anti-bakteriyel ve anti-kanserojenik
etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir ®3 (Sekil 4). Linalool’iin anti-karsinojenik
mekanizmasi ile ilgili cok sayida arastirma yapilmistir. Yapilan bir calismada
Linalool’iin kansere 6zgii oksidatif stres yoluyla HCT 116 (insan kolorektal kanser)
hiicre hattinda apoptozu indiikledigi bildirilmistir 4. Benzer sekilde, SW 620 (insan
kolorektal kanser hiicre hatti), T-47D (insan meme kanseri hiicre hatt1), Hep G2 (insan
karaciger karsinom hiicre hatti) ve A549 (insan akciger karsinom hiicre hatt1) hiicre
hatlar1 iizerinde yapilan bir calismada, linalooliin hiicre Oliminii tetikledigi ve
hiicrelerin apoptoza ugramasina neden olarak sitotoksik etkilere neden oldugu
gosterilmistir 1%, Ek olarak HeLa (insan papillom viriisii hiicre hatt1) ve U937 (Insan
akut miyeloid 16semi hiicre hatti1) hiicreleri iizerinden yapilan bir ¢aligmada hiicre

dongiisiinii durdurdugu ve sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir 61,

H,C  OH
CH,
HsC CHj

Sekil 4. Linalool’un sematik formiili

2.2. Kanser

Kanser, anormal bir hiicre grubunun, normal hiicre bdliinmesi kurallarin1 gz
ard1 ederek kontrolsiiz bir sekilde prolifere oldugu bir hastalik olarak tanimlanabilir.
Normal hiicreler, hiicrelerin boliinmesi, baska bir hiicreye farklilagmasi veya dlmesi
gerektigini belirleyen sinyallere maruz kalir. Kanser hiicreleri, bu sinyallerden bir

dereceye kadar otonomi gelistirerek kontrolsiiz biiyiimeye ve ¢ogalmaya baglar. Eger bu



cogalmanin devam etmesine ve yayilmasina izin verilirse dliimciil olabilir. Aslinda,
kansere bagli oliimlerin neredeyse %901, metastazdan kaynaklanmaktadir. Modern
kanser biyolojisinin temeli basit bir ilkeye dayanmaktadir, hemen hemen tiim memeli
hiicreleri, hiicre ¢cogalmasini, farklilasmasini ve hiicre 6liimiinii kontrol eden benzer
molekiiler yolaklar1 paylasirlar. Kanserin dogusu ve tedavisine iliskin arastirmalarin
temelini olusturan teori; normal hiicrelerin molekiiler, biyokimyasal ve hiicresel
seviyede bu yolaklar lizerindeki anormal degisimlerin bir sonucu olarak kansere
dontismesidir ve her bir hiicre i¢in bu bozulmanin ortaya ¢ikabilecegi sinirli sayida yol
vardir. Kanser arastirmalarinda son 50 yildaki olagantstii gelismeler, kanser
hiicrelerinin bu otonomiyi nasil gelistirdigi konusunda bir fikir olusturmaktadir. Bundan
dolay1 artik kanser, hiicre genomundaki degisiklikler veya mutasyonlar iceren bir
hastalik grubu olarak tanimlanabilmektedir (Introduction to Cancer Biology- Momna
Hejmadi).

Literatiirde bilinen 100'den fazla kanser tiirti vardir. Kanser tiirleri genellikle
kanserin olusmaya basladig1 doku veya organa gore adlandirilir. Ayrica kanserler, epitel

hiicresi veya skuamdz hiicresi gibi onlar1 olusturan hiicre tipine gore de adlandirilir.

2.2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malignitelerden biridir. Evrensel meme
kanseri insidansi, son {i¢ yilda yillik %3,1 oraninda artarak 2010 yilinda 1,6 milyondan
fazla vakaya yiikselmistir (!, Tiirkiye kanser istatistiklerine gore ise 2009 yilinda tan1
konulan her 4 kadin kanserinden 1°i meme kanseridir. Ulkemizde meme kanseri tanisi
alan kadinlarin %44,5’1 50-69 yas arasinda oldugu, %40,4 {iniin ise 25-49 yas araliginda
yer aldig1 goriilmektedir. Meme kanseri evreleri incelendiginde veri tabaninda yer alan
invaziv vakalarin %11,1°1 son evrededir. Meme kanseri vakalarinin %5-10’unu kalitsal
nedenli olugsmaktadir. Meme kanserinin farkl alt tipleri, tan1 ve tedavide zorluga neden
olan liimen veya bazal Oncii hiicre popiilasyonunda meydana gelen farkli gen
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (8!, Erken baslangicli meme kanseri igin yiiksek
riskli ailelerin bir kisminda BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar sorumludur
(691 " Aile dykiisiinde meme kanseri olan kisilerde erken yasta meme kanseri goriilme

ihtimali artmaktadir %!, Yapilan meme kanseri ¢alismalarinda; menars yasinin, dnceki



biyopsi sayisinn iyi anlasilmis olan risk faktorleri oldugu belirtilmektedir 7!,
Belirlenen diger risk faktorlerinden bazilari yas, menapoz yasi, kilo, alkol kullanimi,
hormon tedavisi, Ostrojen-progesteron kombinasyonu ve yiiksek kemik mineral
yogunlugu olarak belirlenmistir [/,

Meme kanseri igin gelistirilen ¢ok sayida tedavi yontemi vardir. Bu tedavi
yontemleri hastada olusan meme kanseri tiiriine, tiimoriin boyutuna ve yayilma alanina
bagli olarak degisir. Meme kanseri olan hastalara genellikle birden fazla tedavi yontemi
uygulanir. Baglica tedavi yontemleri, ameliyatla tiimor dokusunun kesilip ¢ikartilmasi,
radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve hedefe yonelik biyolojik terapi olarak
siiflandirilabilir. Ancak hem genetik hem de histopatolojik olarak heterojen olan meme
kanseri gelisiminin altinda yatan mekanizmalar belirsizligini hala siirdiirmektedir 6!,
Bundan dolay1 cerrahi, radyasyon ve konvansiyonel kemoterapi sinirli diizeyde etki
gostermektedir. Ote yandan, spesifik dogal veya sentetik kimyasal bilesikler kanserin

malignitesinin baskilanmast igin yaygin olarak kullanilmaktadir (7%,

2.3. Myrtus communis L. ve Kanser

Kanser, sikligi her gegen gilin artan ve hala yeterli bir tedavi yoOntemi
bulunamayan bir saglik problemidir ”*!. Kanser tiim diinyada en ¢ok calisilan
hastaliklardan biri olmasina ragmen, ana umut kaynaginin dogal ve Ozellikle bitki
kaynakli {irlinler oldugunu gosteren calismalar giderek artmaktadir. Dogal veya dogal
tirevli iriinler modern tibbin en 6nemli ila¢ kaynagi oldugundan dolayi, bu dogal
iiriinlerin kanserdeki baskin rolii, antikanser bilesiklerin yaklasik %74"{inii olusturur .
Muhtemelen, agir tarama ve hedefe yonelik detayli bilimsel arastirma, kanser
aragtirmalarinda potansiyel olarak "druggable" hedeflerin belirlenmesinde ve
gelistirilmesinde en belirgin adim olacaktir 7473,

M. communis’in farkli semptomlarda bir¢cok tibbi kullanimi vardir U%. Aym
zamanda geleneksel tipta antikanser amachi kullanimi hakkinda da bazi bilgiler
mevcuttur 22767712005 yilinda Brigham Young Universitesi'ndeki UNLV Kanser
Aragtirma Enstitiisii'nde yapilan bir tarama ¢alismasinda, ¢esitli bitkilerin ugucu yaglari
farkli kanser hiicre hatlarina kars: test edilmistir. M. communis esansiyel yaginin belirli

konsantrasyonlari meme ve prostat kanseri hiicre hatlar1 lizerinde uygulanmis ve her iki
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hiicre hattinda inhibisyon degerlerinin yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢alismanin
en heyecan ve umut verici sonucu ise M. communis esansiyel yaginin uygulanan
dozlarinin fibroblast hiicre hatti lizerinde diisiik inhibisyon degeri gostermesi olmustur.
Bu sonuglara dayanarak M. communis esansiyel yaginin seg¢ici antikanser etkisinden
bahsedilebilir. Bu tiir tarama ¢aligmalar1 hizli, ucuz ve pratik olmasinin yanisira ileri ki
calismalar igin ipuglar1 saglamak agisindan ¢ok yararlidir 78!,

Yapilan baska bir ¢alismada ise enjekte edilen CD1 farelerinin Ehrlich tiimori
tizerindeki antikanser etkileri icin M. communis esansiyel yagi test edilmistir. Bu
calismada, M. communis esansiyel yagin kanseri Onleyici Ozelliklere sahip oldugu
gosterilmis ve M. communis esansiyel yagi i¢cin maksimum tolerans dozu (MTD)
belirlenmigtir. Ehrlich tiimoériiniin enjekte edildigi dort hayvan grubundan, bir grup
kontrol grubu olarak kullanilmis, diger ti¢ gruba farkli M. communis dozlar1 verilmistir
(Dozlar sirasiyla 2, 3, 4, deney gruplari i¢in 0.1, 0.2, 0.4 ml / kg'dir). Deney grubunda
sagkalim siiresinin anlamli derecede arttig1 gdzlenmistir 7%,

M. communis’in tibbi 6zellikleri ile ilgili farkli calismalar bulunmasina ragmen
cesitli ekstraklari, esansiyel yagi ve yagin igeriginde bulunan kimyasal bilesenlerle ilgili
yapilan anti-kanser calismalari yeterli sayida degildir. Bundan dolayr bu alanda
yapilacak caligmalar dogal ve sitotoksik etkisi olmayan ilag arastirmalarina 1s1k

tutacaktir.

2.4.Apoptoz

Viicudumuzdaki her hiicre belli bir siire yasar ve zamani gelince oliir. Hiicre
6liimiiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda kontrollii bir denge vardir. Hiicre 6liim tiplerinden
biri olan apoptoz yunanca ‘agactan diisen yaprak’ anlamina gelmektedir. Apoptoz genel
olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen, programli; RNA,
protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi koruyan bir
olaydir. Nekrozun aksine, apoptoz bir hiicrenin belirli uyaranlar1 aldiktan sonra aktif
olarak 6liim yolunda ilerlemekte oldugu durumu tanimlamak icin kullanilmaktadir ®°,
Apoptoz terimi,1970'lerde Kerr ve arkadaglar1 tarafindan tanimlandigindan beri,
biyolojik arastirmalarda en c¢ok arastirilan siireclerden biri olmaya devam etmektedir

811 1990’11 yillara dogru, apoptozun genetik mekanizmasi ile ilgili énemli gelismeler
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saglayacak iki bulgu tespit edilmistir. Ilk olarak, Caenorhabditis elegans isimli
nematodun tek hiicre diizeyinde tam gelisim dizisi bildirilmis ve C.elegans’in gelisim
siirecinde olugsan 1090 somatik hiicreden 131 hiicrenin 6ldiigii gozlemlenmistir. Bu
programli hiicre 6liimiinde rol oynayan genler, arastirmacilar tarafindan ced-3 ve ced-4
olarak tanimlanmustir. ikinci olarak ise Bcl-2 adi verilen yeni bir gen kesfedilmis ve bu
genin insan timor hiicrelerinde, hiicre boliinmesini harekete gegiren klasik bir
onkogenin aksine apoptozu baskilayarak islev gordiigii bildirilmistir 32!,

Apoptoz hiicrenin kendini yok etmek i¢in bir takim metabolik ve fizyolojik
islemleri devreye soktugu bir olaydir. Apoptoz uyarisi alan hiicre bulundugu ortamdan
uzaklagir, komsu hiicrelerle baglantisin1 koparir, biiziisiir ve kromatini yogunlasir,
DNA’st nukleozomlarindan kesilir ve jel elektroforezinde tipik merdiven bant
goriinimii alir. Ancak hiicre organelleri yapisal biitlinliiklerini korur. Hiicre zar
yapisinda bulunan fosfotidil serin (PS) hiicre zarinin i¢ yiiziinden dig yliziine transloke
olur. Cekirdek kiiclilir ve pargalara ayrilir. Apoptotik cisimcikler olusur ve bu
cisimcikler makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir, ancak enflamasyon
goriilmez!®34. Bu degisikliklerin bazilarni tespit etmeye dayali teknikler; DNA
kopmalarinda etiketli niikleotidlerin dahil edilmis terminal deoksiniikleotidiltransferazi
ile birlestirilmesi %9, hiicre yiizeyine transloke olan PS'nin anneksin V ile boyanmasi ¢!
ve DNA’nin interkalasyon yapan ajanlarla boyanarak belirgin subdiploid DNA igerigine
sahip hiicrelerin tespit edilmesi®®” apoptozu kamitlamak igin kullanilan standart

araclardir.

2.4.1. Apoptozon Diizenlenmesi
Apoptozda hayati rol oynadig: belirlenen bir¢ok faktor (¢ogunlukla proteinler)
vardir. Bunlardan en Onemlileri: kaspazlar, Bcl-2 protein ailesi, p53 geni ve 1s1 sok

proteinleridir.

2.4.1.1. Kaspazlar
Kaspazlar, aspartil spesifik sistein proteaz ailesinin bir iiyesidir. Bu terim

“sisteine bagimli aspartata 6zgii proteazlar” in kisaltmasidir. Hiicre i¢inde aktif olmayan
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pro-formlar (pro-kaspazlar) veya zimojenler olarak bulunurlar. Bir N-terminal
“prodomain”, bliylik bir alt birim ve kiiciik bir alt birim igerirler ve apoptozun
indiiklenmesinin ardindan aktif enzimlere yol acarlar.

Her aktif kaspaz, iki ayni biiyiik alt birim ve iki ayni kiiciik alt birimden olusan
bir tetramerdir. DED (Death Effector Domains) veya CARD (Caspase Recruitment
Domains) igerebilirler. Bu domainlerin yardimiyla, aktif kaspazlar hiicrenin i¢inde veya
disinda bulunan diger molekiillere baglanabilir. Ornegin, 6liim reseptorleri Fas / CD95
(farklilasma kiimesi), TNFR1 (Tiimor nekroz faktorii reseptdrii), DR3 (Oliim reseptorii)
/TRAMP (TNFR'ye bagli apoptoz aracili protein) DR4/TRAIL (Timoér nekroz
faktoriine bagl apoptoz-indiikleyen ligand) -R1, DR5/TRAIL-R2) sitoplazma icerisinde
bir 6liim domain motifine baglanan TNF siiper ailesinin bir alt grubudur. FADD ve
TRADD gibi adaptor molekiiller kaspazlarin komplekse alinmasina yol acan bu 6liim
alan1 motifine baglanmaktadir.

Kaspazlar, iki biiyiik alt kategoriye ayrilabilir (Cizelge 1): (a) mekanizmaya
dahil olanlar ve apoptoz sirasinda aktive edilenler yani apoptotik kaspazlar (Kaspaz 2, -
3, -6, -7, -8, -9 and -10) (b) immiin cevap sirasinda pro-enflamatuar sitokinlerin

islenmesinde rol oynayanlar (kaspaz-1, -4, -5 ve -12) 8!
Apoptotik kaspazlar da iki alt aileye ayrilmistir;
i.  Baslatic1 kaspazlar; Kaspaz 2, 8, 9, 10

ii.  Efektor kaspazlar; Kaspaz 3, 6, 7

Oliim reseptérii aktivasyonu ile indiiklenen apoptoz durumunda, siire¢ Kaspaz 8
veya Kaspaz 9 aktivasyonu ile baslar. Kaspaz 9 sirasiyla Kaspaz 3 ve Kaspaz 7’yi
aktive eder ve diger kaspazlarm kaskadu ile aktivasyonu baslar. Ozellikle Kaspaz-3, hem
Kaspaz-2'yi hem de Kaspaz-6'y1 aktive ederken, Kaspaz-6, Kaspaz-8 ve -10'u aktive
eder 8 bu sekilde, 6liim reseptorii aktivasyonunda tiim ilgili kaspazlarin toplanmasi
apoptotik kaskad1 indiikler.

Yapilan caligmalarda, Kaspaz -1, -4, -5 ve -12'ye ve immiin yanit sirasinda pro-
enflamatuar sitokinlerin islenmesindeki rollerine iligskin olarak, Kaspaz-1'in baskin bir
negatif mutantin1 ifade eden farelerin ve Kaspaz-1 eksikligi bulunan farelerin iskemi

kaynakli beyin hasarma kars1 korundugu belirtilmistir. Bu nedenle, en azindan bazi
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durumlarda Kaspaz-1'in baskilanmasinin apoptozun 6nlenmesine yardimci olabilecegi
tahmin edilmektedir. Kaspaz-3 veya Kaspaz-9'dan yoksun fareler, beyinde artan sayida
ndrona sahiptir ve lenfositleri, baz1 apoptotik uyaranlara kismen direnclidir %31,
Bundan dolay1 kaspazlar sadece apoptozun son asamasina kadar hiicresel substratlarin

bozulmasindan sorumlu degil, aynt zamanda hiicre Oliimii baglangicinin kritik

diizenleyicileridir.
Cizelge 1.Kaspazlarin Siniflandirilmasi
. inflamatuar
Baslatici Kaspazlar Efektor Kaspazlar

Kaspazlar

Ekstrinsik Yolak | intrinsik Yolak Kaspaz 3 Kaspaz 1

Kaspaz 6 Kaspaz 4

Kaspaz 8 Kaspaz 2 Kaspaz 7 Kaspaz 5
Kaspaz10 Kaspaz 9 Kaspaz 12

Kaspaz-2: Tiim kaspazlar arasinda evrimsel olarak en ¢ok korunmus kaspaz
olmasina ragmen, apoptozda yeterli diizeyde tanimlanmamus bir rolii vardir 4. Her iki
grubun 6zelliklerine sahip oldugu i¢in Kaspaz-2'yi baslatict veya efektor kaspaz olarak
karakterize etmek oldukc¢a zor olmustur. Kaspaz-2'nin substrat spesifikligi, baslatici
kaspazlara gore efektor kaspazlarla daha uygundur. Tiim kaspazlar, bir aspartik asit
kalintisindan sonra bdliiniir (P1 pozisyonu olarak adlandirilir) ancak aspartik asitten
(P2-P5) hemen onceki 3-4 amino asitler i¢in farkli tercihlere sahiptirler. Kaspaz-2,
Kaspaz-3 ve -7 gibi, substratlarinin P4 pozisyonunda bir aspartik asit kalintisi i¢in giiclii
bir tercih gosterirken, diger kaspazlar bu pozisyonda farkli amino asitleri tolere
edebilirler *>?®!. Ote yandan, Kaspaz-2, baslatic1 kaspazlarla dizi benzerlikleri gosterir.
Bagslatic1 kaspazlarin hepsinde, bir kaspaz alim alan1 (CARD) veya bir 6liim efektor
alan1 gibi protein-protein etkilesim alani igeren uzun prodomainler bulunur®’%%l,
Adaptor proteinler ile CARD'lar1 ve 6liim efektor alanlarini igeren kaspazlar arasindaki

homotipik etkilesimler, baslatict kaspazlarin kaspaz aktivasyonuyla sonuglanan
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aktivasyon platformlarina alinmasint yonetir. Kaspaz-2, prodomaininde, baglatici
kaspazlara benzer sekilde aktive edildigini gdsteren bir CARD igerir 18],

Kaspaz-3: Hem Kaspaz-8 hem de Kaspaz-9 baglatici kaspazlar tarafindan
pargalanan ve aktive edilen onemli bir efektdr kaspazdir. Kaspaz-3, aktif Kaspaz-3
enzimini olusturmak i¢in p12 ve p17 alt birimlerine béliiniir . Aktif Kaspaz-3, bircok
hiicresel proteini bozar ve apoptoz sirasinda olusan hiicrelerdeki morfolojik
degisikliklerden ve DNA parcalanmasidan sorumludur 1%, Ayrica Kaspaz-3’iin noro
gelisim ve farklilagma gibi fizyolojik olaylarda ve alzheimer, parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarda rol oynayan apoptozdan bagimsiz fonksiyonlarmin da
oldugu bildirilmistir 10U,

Kaspaz-6: Apoptotik bir efektor olarak siniflandirilir ve apoptoz sirasinda
cekirdek biiziilmesine aracilik eder, ancak diger efektdr kaspazlardan farkli olarak
aktivasyon ve diizenleme mekanizmalarina sahiptir. Ayrica Kaspaz-6, Huntington ve
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda ve akson dejenerasyonunda rol oynadigi
bildirilmistir %%,

Kaspaz-7: Efektor kaspazdir ve apoptoz asamasinda merkezi bir rol oynar.
Kaspaz-7, Kaspaz-3 ile son derece iligkilidir ve bu iki kaspaz, hem 6liim reseptorii hem
de mitokondri ile indiiklenen apoptoz tarafindan aktive edilir '*!. Apoptoz sirasindaki
aktivasyonunun yani sira, Kaspaz-7'nin proteolitik olgunlagmasi, inflamatuar kosullar
altinda da gozlemlenmigtir (14!,

Kaspaz-8: Apoptozda yer alan sistein proteazlarinin bir iyesidir. Ekstrinsik
yolak i¢in baslatict bir kaspazdir ve ektrinsik yolakta efektdr Kaspaz -3 ve -7'y1 ayirip
ve dogrudan aktive etmesiyle iyi bilinmektedir. Kaspaz-8'in daha az bilinen bir
fonksiyonu ise, gelisim sirasinda nekroptozu destekleyen RIPK1/RIPK3 fonksiyonunun
baskilanmasinda hayatta kalma roliidiir [195-196],

Kaspaz-9: Intrinsik apoptoz yolunun baslatici kaspazi olan prokaspaz-9
monomer olarak bulunur ve kaspaz aktivasyon domain (CARD) motifini i¢eren uzun bir
prodomain'e sahiptir 1!, Oliim sinyalini ilk proteolitik olaya doniistirme ve dogrudan
oliimciil efektor proteazin aktivasyonuna aracilik etmesiyle, Kaspaz-9'un kontrolii, hem
proliferatif hem de dejeneratif hastaliklar i¢in umut verici bir tedavi yaklasimidir.
Kaspaz-9’un aktive edilmemesi dejeneratif ve gelisimsel bozukluklarin yani sira

kansere de yol agabilen Onemli fizyolojik ve patofizyolojik sonuglara neden
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olabilmektedir (198,

Kaspaz-10: Sistein-aspartik asit proteaz (kaspaz) familyasinin bir iiyesidir.
Kaspaz-10, Kaspaz-3 ve -7'yi ikiye ayirir ve aktive eder ve Kaspaz-8 tarafindan islenir.
Bu gendeki mutasyonlar Non-Hodgkin lenfoma, tip IIA otoimmdiin lenfoproliferatif

sendromu ve mide kanseri ile iliskilidir.

2.4.1.2. Bcl-2 Ailesi

Kaspazlara ek olarak, Bcl-2 protein ailesi de apoptozda dnemli bir rol oynar.
Bcl-2 ailesi (B hiicreli lenfoma / 16semi-2 geni), bazilar1 proapoptotik iken bazilar1 anti-
apoptotik olan yaklasik 15 tiyeden olusur. Apoptozun prototipik inhibitorii olan Bcl-2'ye
yapisal benzerlik gdsteren cok sayida protein son 24 yilda kesfedilmistir %, Memeli
Bel-xL M0 Bel-w M1 A1 / Bfl-1 (121181 Mcl-1 1141 ve Boo / Diva 1151161 | C elegans
Ced-9 ™7 ve bir dizi viral homolog da hiicre sagkalimini arttirir ve Bcl-2 (Bcl-2
homoloji bolgeleri BH1-BH4) ile benzerlik gosteren kapsamli amino asit dizilimine
sahip {ic veya dort bolgeleri vardir. Memeli Bax "8 Bcl-xS (bcl-x geninin bir ek
varyant1 [10) Bak 1191201 ye Bok / Mtd [1?!]' dahil olmak iizere, daha uzaktan ilgili aile
tiyeleri 2 veya 3 BH bolgesi igerir ve stres kosullar1 altinda apoptozu arttirir. Hiicre
Olimiiniin en etkili indikleyicileri, sadece bir BH3 bolgesine sahip olan bir grup
proteindir. Aksi takdirde, Bcl-2 familyasina veya hali hazirda bilinen baska herhangi bir
proteine benzerlik géstermez. Bu pro-apoptotik molekiil grubu, memeli Bad [*?, Bik/
Nbk (1231241 Bid 231 Hrk/DP5 126! Bim / Bod [27128] ve Blk ?"! igerir. Bcl-2 protein
ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri fiziksel olarak etkilesime girebilir '3,
Tiim Bcl-2 ailesi iiyeleri, Bcl-2 homoloji domainlerinden en az birini igerirken, Bel-2'ye
en ¢ok benzeyenlerin dort BH alan1 da vardir. Simdiye kadar kesfedilen pro-apoptotik
proteinlerin tiimii bir BH3 bolgesine sahip olmasina ragmen anti-apoptotik proteinlerin
hepsi bu bolgeye sahip degildir, bu durum iki alt aile i¢in belirleyici bir 6zellik olabilir.
Ornegin Bik / Nbk, Bid, Bim ve Hrk / DP5 ortak olarak yalnizca BH3 alanma sahiptir,
ancak hepsi asir1 eksprese edildiginde proapoptotiktir ve hepsi antiapoptotik Bcl-2 aile
tiyelerine baglanirlar 123-126],

Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik iiyeleri iki alt gruba ayrilir (Cizelge 2): (a)

Bax, Bak ve Bok'tan olusan ve BHI, BH2 ve BH3 domainlerinin kombinasyonlarini
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iceren Bax alt ailesi iiyeleri ve (b) sadece BH3 motifi icinde homoloji paylasan ve bu
nedenle "BH3-only proteinleri" olarak adlandirilan Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk,
Noxa, Puma, Blk, BNIP3, ve Spike’dir (131],

Bcl-2 ailesi proteinlerinin apoptozda nasil yer aldigina dair bir¢ok teori vardir;
biitiin teorilerin, sadece apoptotik siirecin farkli olaylarinda Bcl-2 ailesi iiyelerinin
varligt ya da yoklugu icin degil, aynt zamanda, her Bcl-2 aile {iiyesinin farkl
organizmalarda, farkli organlarda ya da apoptotik siirecin farkli asamalarinda
iistlenebilecegi farkli rolleri oldugu bilinmelidir. Mevcut goriislerden biri, Bcl-2
ailesinin anti-apoptotik liyelerinin mitokondriyal sitokrom c¢ salinimini engellerken,

proapoptotik iiyelerin salinimi indiikledigidir [!3?

. Bcl-2 ailesi, apoptozom denilen
multiprotein kompleksinin bir araya gelip gelmeyecegini belirler !3*!. Baska bir teori
ise, Bcl-2'nin mitokondri gibi hiicre organelleriyle etkilesime girmesidir. Bcl-2 ailesi
tiyeleri apoptozomun olusmast i¢in gerekli olan sitokrom ¢ saliniminit Onleyerek
goriiniiste apoptozu engellediginden, bu teoriye gore, Bel-2 ve Bel-xL dis mitokondriyal
membranina baglanip, sitokrom c'nin hem in vitro hem de in vivo !3*13%! salimin1 bloke
ederken, Bax ve Bak gibi proapoptotik proteinler mitokondriyal membrandan sitokrom
c'nin salinmasimi kolaylastirir. Bu proteinler BH3 kisimlar1 boyunca mitokondriyal
membranla etkilesime girer ve sitokrom c'min salindigi kanallart olusturdugu

(1361 Ugciincii bir teori ise, Bcl-2 veya Bcl-xL yiiksek

anlasilmaktadir
konsantrasyonlarinin sitozolde sitokrom c ilavesiyle indiiklenen kaspaz aktivasyonunu
etkili bir sekilde onledigini &ne siirmektedir 137!, Son olarak, Bcl-xL'nin kilit anti-
apoptotik protein oldugu kabul edildigi gibi, Bax, sinir sistemi gelisimi sirasinda kritik
bir apoptotik Bcl-2 aile iiyesi olarak kabul edilmistir. Diger ana pro-apoptotik protein
Bak ile birlikte Bax, sitokrom ¢, Smac / DIABLO, Omi / HtrA2, AIF ve Endoniikleaz G
gibi kiiglik proapoptotik molekiillerin salinmasiyla sonuglanan mitokondriyal membran
gecirgenligi (MMP) yoluyla hiicre 6liimiine neden olur %, Bax’in bozulmasi ve
inhibisyonu sinir sisteminde apoptozu azaltir, bu da bazi ndronal popiilasyonlarda
noronlarin sayisinin artmasina neden olur 13%14%1,

Anti-apoptotik ve pro-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri hiicrelerde yapisal olarak
eksprese edilirken, BH3-only proteinleri apoptotik stres sinyaline yanit olusturma
sirasinda, transkripsiyonla ve post-translasyonla aktive olur ['*!, Anti-apoptotik Bcl-2

proteinlerin aksine, BH3-only proteinler hiicrede meydana gelen c¢esitli stres durumunda
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upregiile olur ve Bcl-2 benzeri proteinleri engelleyerek Bax ve Bak’in kisitlanmasini

Onler ve hiicre Olimiinii tesvik etmis olur. Ayrica Bim, Bid ve PUMA’nin da dahil

oldugu BH3 proteinlerinin dogrudan Bax ve Bak’1 aktive ederek homo-oligomerlesmeyi

ve MOM gegirgenligini hizlandirabilecegi bildirilmektedir.

Cizelge 2. Bcl-2 ailesinin siniflandirilmasi

Anti-apoptotic

Pro-apoptotic

BH3 domain Multi domain

Bcl-2 Bad Bax
Bcl-xL Bid Bak
Bcl-w Noxa Bok
Mcl-1 Puma Bcl-xS
Bcl-B Bik
Bfl/A1 Hrk

2.4.1.3.p53

Timor baskilayici gen p53 apoptozda kilit rol oynayan bir gendir. Kodladig

protein, ii¢ liyeli bir protein ailesine aittir: p53, p63 ve p73. Bu genler, DNA baglama

bolgesinde yaklasik %60-70 aminoasit benzerligine sahiptir ve li¢li de apoptozu

indiikleyebilir ['*?). DNA hasar, iyonlastirict radyasyon, UV 1s1mas1, hipoksi, 1s1 soku,

onkogen aktivasyonu ve sitotoksik ilaglar gibi ¢esitli uyaranlar p5S3 genini aktive eder

[143] ve p53 DNA baglanma bélgelerini tastyan spesifik hedef genlerin transkripsiyonel

aktivasyonu yoluyla hiicre dongiisii durdurma, apoptoz, DNA onarimi ve farklilasma
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iceren cevaplar1 baslatir. p53, Bax ve ornegin Bid, Noxa, PUMA gibi BH3-only
proteinleri de dahil olmak iizere baz1 Bcl-2 ailesi genlerinin ekspresyonunu uyarir 441,
Ayrica p53, bir veya daha fazla anti-apoptotik mitokondriyal proteine baglanabilir, bu
nedenle Bax/Bak mitokondriyal por olusumunu ve sonug¢ olarak sitokrom c salimin
inhibe eder ['431461 Son olarak, p53, konsensiis baglanma bélgesi motifleri icermeyen

belirli genlerin transkripsiyonel baskisi yoluyla apoptoz aktivitesini indiikleyebilir
[147,148]

2.4.1.4.1s1 Sok Proteinleri

Hsp70, Hsp27 ve Hsp90 gibi 1s1 soku proteinlerinin apoptoz inhibisyonunda rol
oynadig diisiiniilmektedir. Ozellikle Hsp70 proteini, Apaf-1 geni ile birleserek kaspaz
aktivasyonunu dogrudan onler "'#’!. Is1 soku proteinleri, apoptozomun olusumu igin
gerekli olan sitokrom c'nin mitokondriden salinmasmi engelleyebilir 3%, Hsp27 ile
ilgili olarak, iki olast etkilesim yolu oldugu anlasilmistir: Ya Hsp27, sitokrom c'nin
salinimina miidahale eder ya da mitokondri tarafindan salindiginda sitokrom c'nin
kendisi ile etkilesime girer. Is1 soku proteinlerinin anti-apoptotik rolii lizerindeki etkisi
ile ilgili bircok yeni arastirma projesi bulunmaktadir. Is1 soku proteini Hsp70, esas
olarak Bax aktivasyonunun inhibisyonu ile apoptozu bloke eder ve bunun sonucu olarak

proapoptotik faktorlerin mitokondriden salinmasim énler (51,

2.4.2. Apoptoz Mekanizmalari
Apoptozun genel olarak aciklanan iki baslatma mekanizmasi; intrinsik

(mitokondriyal) ve ekstrinsik (&liim reseptdrii araciligiyla) yolaklardir 5],

2.4.2.1. Intrinsik Yolak
Intrinsik apoptoz; DNA hasari, asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimi,
endoplazmik retikulum (ER) stresi, replikasyon stresi, mikrotubiiler degisiklikler veya
mitotik kusurlar1 igeren ¢esitli mikro-gevresel bozulmalar tarafindan baglatilan bir RCD

(diizenlenmis hiicre 6liimii) formudur!!>3154 Intrinsik apoptoz igin kritik adim, Bcl2'nin
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pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri tarafindan kontrol edilen geri doniisiimsiiz ve
yaygin mitokondriyal dis membran permeabilizasyonudur (MOMP) 1551561 - Apoptotik
uyaricilara cevap olarak MOMP; her ikisi de dort BH domaini ve korunmus bir
transmembran domaini igeren Bcl2 ile iliskili X, apoptoz diizenleyici (Bax) ve/veya
Bcl2 antagonisti (Bakl; en iyi Bak olarak bilinir) ile aracilik eder "57-'3. Fizyolojik
kosullarda, Bax, durgun bir monomerik veya inaktif bir dimerik konformasyon
sergilediginde, siirekli olarak OMM (dis mitokondriyal membran) ve sitozol arasinda
gecis yapar 169161 Bunun aksine, Bak, yapisal olarak OMM'de bulunur, burada lipid
cift tabakasinin igine, gerilim bagimli anyon kanali 2 (VDAC?2) ile etkilesimi {izerine
hidrofobik C-terminal a9 sarmal1 araciligiyla yerlestirilir 192195 Bcl2 protein ailesinin
bu pro-apoptotik iiyeleri, aslinda stres sinyalizasyonunun hiicresel transdiiser uyaranlari
olarak calisan homeostaz bozulmalar1 durumlarinda spesifik organeller veya hiicresel
bolmeler gibi transkripsiyonel veya post-translasyonel olarak aktive edilirler 161681,

Bcl2 baglama bileseni 3 (Bbc3; en iyi pS3-upregiile apoptoz modiilatorii, Puma
olarak bilinir), Bcl2111 (Bcl2 etkilesimli hiicre 6liim aracisi, Bim) ve forbol-12-miristat-
13-asetat ile uyarilmis protein 1 (PMAIP1; en iyi Noxa olarak bilinir) gibi baz1 BH3-
only proteinleri esas olarak transkripsiyonel diizenleme ile aktive edilirken, BH3
etkilesimli domain Oliim agonisti (Bid) gibi diger proteinler g¢ogunlukla post-
translasyonal aktivasyona ugrar 161731,

Mevcut goriinlim, aktive edilmis Bax ve Bak'in BH3-only proteinlerin salinmasi
ve ayrica dimer-dimer oligomerizasyonu ile sonuglanan homodimerler olusturmasidir
(1761771 Oligomerizasyon, mitokondriyal gegirgenligi degistiren ve mitokondriyal
altyapinin derin bir sekilde yeniden diizenlenmesine neden olan toroidal bir lipidik
gdzenegin birlestirilmesine yol acar ['7%!1"], Bu model dogrultusunda, son zamanlarda
(1) Bax’m OMM'yi U180 delmek icin halkasal veya dogrusal (lineer) sekilli
oligomerler olusturabildigi ve (2) MOMP'nin, alinan Bax dimerlerinin sayisina bagli,
boyut olarak degisebilen gdzeneklerin olusumu iizerine ilerledigi gosterilmistir 18!,
MOMP; Bcl2, Bcel2Ll1 (en iyi Bcl-xl olarak bilinir), MCL1 (Bcl2 ailesi apoptoz
diizenleyici), Bcl2L2 (en iyi Bcl-w olarak bilinir) ve Bcl2A1 (Bcl2 iligkili protein Al)
dahil olmak tizere, Bcl2 ailesinin anti-apoptotik iliyeleri tarafindan antagonize edilir.
Baz1 anti-apoptotik Bcl2 ailesi iiyelerine, hiicresel hayatta kalmayi arttirmak icin

onerilen maddeler: (1) ER'de Ca®* homeostazin1 diizenlemek 82183 (2) FiF, ATP
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sentaz ile etkilesimi sonucu biyoenerjetik metabolizmay1 diizenlemek 1341851 (3) redoks
homeostazinin diizenlenmesine katkida bulunmaktir 861371 Ancak, bu fonksiyonlarmn
Onemi, baslica tim anti-apoptotik ve pro-apoptotik Bcl2 aile iiyelerinden yoksun hiicre
hatlarinin olusmasiyla ortaya ¢ikarilmistir 87! Bu nedenle, prosurvival Bcl2 ailesi
tiyelerinin ¢ogu, oligomerizasyon ve por olusturma aktivitelerini ya OMM'de fiziksel
sekretasyon sonrasinda dogrudan olarak ya da BH3-only aktivatorlerinin
sekretasyonunu takiben dolayli olarak onleyerek Bax ve Bak'i inhibe eder !'71:188],
Fizyolojik kosullarda, Bcl-xI gibi baz1 anti-apoptotik Bcl2 proteinleri, Bax ve Bak'in
mitokondriden sitoplazmaya retrotranslokasyonunu diizenleyerek koruyucu bir rol
oynar. Onemli olarak, Bcl2-iliskili hiicre 6liim agonisti (Bad), Bcl2 degistirici faktor
(Bmf), Bcl2 etkilesimli protein (Hrk) de dahil olmak iizere bazt BH3-only proteinleri,
Bax veya Bak ile fiziksel bir etkilesimin olmadigi durumlarda MOMP'yi arttirir 1601781,
Bazen “inaktivatorler” olarak adlandirilan BH3-only proteinleri, anti-apoptotik Bcl2
ailesi liyelerine baglanir ve bu nedenle Bax, Bak veya BH3-only aktivatorlerini ayirmak
i¢in kullamilabilirliklerini smirlar 17811 Farkli BH3-only proteinlerinin spesifik anti-
apoptotik Bcl2 ailesi iiyelerine tercihen baglandigi gbzlenmistir (6rnegin, Bid, Bim ve
Puma tiim anti-apoptotik Bcl2 ailesi iiyelerine gii¢lii bir sekilde baglanir; Bad tercihen
Bcl2, Bcel-x1 ve Bel-W ile etkilesime girer; Noxa tercihen MCL1'i inhibe eder ve Hrk
tercihen Bcl-x11 inhibe eder). Bununla birlikte, BH3-only inaktivatorlerinin asiri
ekspresyonu, Bid, Bim, Puma ve Noxa icermeyen hiicrelerde minimal apoptozu
indiikler.

Onkogenler, dogrudan DNA hasar1, oksidatif stres ve aclik gibi intrinsik stresler,
intrinsik apoptotik yolagi aktive edebilir. Sitoplazmada bulunan proapoptotik proteinler
Bax ve Bid, stres sinyalini aldiktan sonra mitokondrinin dis zarmna baglanirlar.
Mitokondri i¢inde bulunan bir baska proapoptotik protein olan Bak, Bax ve Bid ile
etkilesime girerek sitokrom c ve diger mitokondriyal proapoptotik faktorlerin sitozole
salinmasin1 saglar!’®®. Sitoktom c’nin salmimi, énemli hiicresel proteinleri parcalayan
proteazlar olan kaspazlarm aktivasyonuna sebep olur !, Bu durum hiicre biiziismesi,
zar kabarciklanmasi, kromatin yogunlagsmasi ve niikleer pargcalanma gibi bir¢ok
morfolojik 6zelligin olusumunu tetikler 2!, Sitokrom ¢, ATP- bagmli bir
konformasyonel degisim ve oligomerizasyona ugrayan apoptotik proteaz aktive edici

faktor (Apaf-1)’e baglanir ve daha sonra apoptozom kompleksini olusturan prokaspaz-
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9’u CARD domain etkilesimi ile baglar. Baslatict Kaspaz-9 daha sonra aktive edilir ve
hiicresel hedeflerini pargalamak icin apoptozomun bir pargasi olarak kalir. Aym
zamanda kaspaz 8 substratlarindan biri Bid oldugu i¢in extrinsik ve intrinsik yolaklar
arasinda bir baglant1 vardir. Aktive edilen Kaspaz-9, daha sonra Kaspaz-3, Kaspaz-7 ve
Kaspaz-6 gibi downstream efektdr kaspazlarini iceren bir kaspaz kaskadi baslatir [13,
Aktif durumdaki efektor kaspazlar, CAD (Caspase activated deoxyribonuclease;
kaspazla aktive olan deoksiriboniikleaz) inhibitérii, ICAD (Inhibator of caspase
activated deoxyribonuclease; kaspazla aktive olan deoksiriboniikleaz inhibitorii)’i
inaktif hale getirir. Serbest kalan CAD’in niikleus i¢ine girmesiyle niikleik asitler
degrade olur ve apoptoz gerceklesir (Sekil 5). Tiimor baskilayict p53 proteini, hiicresel
stresin bir sensoriidiir ve intrinsik yolagin kritik bir aktivatoriidiir. p53, proapoptotik
Bax ailesi lyelerini transkripsiyonel olarak aktive ederek ve antiapoptotik Bcl2
proteinlerini baskilayarak apoptozu baslatir"®!, Intrinsik yolaktan farkli olarak,

ekstrinsik yolakta p53’lin apoptozun uyarilmasinda katilimi yoktur.
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Sekil 5. Apoptoz Mekanizmasiin Intrinsik Yolag

2.4.2.2. Ekstrinsik Yolak
Ekstrinsik apoptoz, ekstraseliiler mikro-ortamin bozulmasi ile baglatilan bir RCD
(regulated cell death) yontemidir (15181, Ekstrinsik apoptoz gogunlukla iki tip plazma
membrant reseptoriinden herhangi biri ile yonlendirilir: (1) aktivasyonu ligand(lar)in
baglanmasina bagli olan 6liim reseptorleri ve (2) aktivasyonlart spesifik ligandlarinin

seviyeleri belirli bir esigin altmna diistiigiinde gerceklesen bagimli reseptorleri 199201,
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Oliim reseptérleri (ancak bunlarla sinirli degildir): Fas hiicre yiizeyi 6liim reseptorii
(FAS; CD95 veya APOI1 olarak da bilinir) ve TNF reseptorii sliper ailesi liyesi 1A
(TNFRSF1A; en iyi TNFRI1 olarak bilinir), 10a (TNFRSF10A; en iyi TRAILR1 veya
DR4 olarak bilinir) ve 10b (TNFRSF10B; en iyi TRAILR2 veya DRS5 olarak bilinir) [**-
2021 Genel bir kural olarak, 6liim reseptorii ligasyonu, Kaspaz 8' in aktivasyonunu ve
fonksiyonlarmi diizenlemek i¢in molekiiler platformlar olarak g¢alisan “Gliime neden
olan sinyal kompleksi” (DISC), “kompleks I” ve “kompleks II” gibi reseptoriin
intraselliiler ucunda dinamik bir multiprotein kompleksinin birlestirilmesine izin verir
[203-205]. FAS ve TRAILR'ler s6z konusu oldugunda, es kokenli ligandlar, yani FAS
ligand (FASLG; ayrica CD95L veya APO-1L olarak da bilinir) ve TNF siiper aile {iyesi
10 (TNFSF10; en 1iyi TRAIL olarak bilinir) sirasiyla — Fas’a bagli 6liim bolgesi (FADD)
adaptoriiniin 6liim domainine (DD) bagimli birlesmesini saglayan intraselliiler uclarinda
konformasyonel bir degisikligin tetiklenmesi i¢in Onceden olusturulmus reseptor
homotrimerlerini stabilize ederler %1% Sirasiyla, FADD, Kaspaz 8'in (veya Kaspaz
10) ve coklu c-FLIP izoformlarnin 6liim efektér domaini (DED) bagimli alimim
arttirarak DISC diizenegini yonlendirir. Aksine, TNFR1 sinyallesmesi, genellikle TNF
reseptori ile iliskili faktor 2 (TRAF2), TRAFS, c-IAP1, cIAP2, RIPK1 i¢eren kompleks
I'in montaj1 i¢in bir adaptdr gorevi goren TRADD (TNFR’e bagli 6liim reseptorii) ve
SHARPIN (SHANK ile iligkili RH domain etkilesimi), RANBP2 tipi, C3HC4 tipi ¢inko
parmak igeren 1(RBCKI; en iyi HOIL-1 olarak bilinir) ve halka parmak proteini 31
(RNF31; en iyt HOIP olarak bilinir) igeren supramolekiiler bir varlik olan LUBAC
(linear ubiquitin chain assembly complex) igerir [211-215],

FasL tarafindan aktive edilen Fas/CD95 reseptorii, FADD/MORTI1 adaptor
proteinleri ile etkilesime girerek bagslatic1 pro-kaspaz 8 ve pro-kaspaz 10 etkilesimini
baslatir ve DISC kompleksi olusur. Bu kompleksin olusmasi Kaspaz 8 ve Kaspaz 10’u
aktive eder. Aktive olan Kaspaz 8 ve Kaspaz 10 efektor kaspazlar (Kaspaz 3, 6, 7)
etkinlestirir ve niikleik asit degredasyonundan sonra apoptoz gergeklesir (216,

Ayrica, ekstrinsik yolakta onemli rol oynayan Kaspaz 8 ve Kaspaz 10, Bid
proteinini pargalar ve aktif tBid, dig mitokondriyal membrana dahil olan ve
mitokondriyal yolla apoptozu uyaran Bax’i aktive eder. Aktive olan Bax apoptotik

kaskad1 downstream tetikleyerek apoptozun gerceklesmesini saglar [2!7 (Sekil 6).
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Sekil 6. Apoptoz Mekanizmasinin Ekstrinsik Yolagt

2.5. Apoptoz ve Kanser

Kanser, bir¢ok doku tipinden kaynaklanan ve oldukca genis genetik gesitlilik
gosteren heterojen bir hastaliktir. Bununla birlikte, yakin zamandaki goriigler, hastaligin
altinda yatan etiyoloji ve ilerlemenin, asir1 proliferasyona neden olan mutasyonlar ve bu
hiperproliferatif hiicrelerin kaliciligin1 saglayan sagkalim sinyal yollarinin telafi edici
bir bozulmas olan iki lezyona kadar indirgenebilecegini dnermeye tesvik etmistir 12181,
Bu teori, apoptozu aktif olarak tutmak i¢in p53 gibi tiimor baskilayicilarin ve Myc dahil
onkogenlerin yetenekleri ile drneklenen neoplaziler ve apoptoz arasindaki temel bagi
kurar. Myc'in giiclii bir proliferatif sinyal saglamanin yani sira apoptoz olusturma
yetenegi onkojenik kapasitesini dengelemek icin glivenli olmayan bir mekanizma olarak

r 2 Bu mekanizma ¢ogu zaman islev goriiyor gibi goriinsede, olmast

yorumlani
gerektigi gibi, myc ile yOnlendirilen hiicre apoptozunu baskilamak i¢in telafi edici
mekanizmalar kazanmak adina Myc’in yliksek seviyelerini ifade eden “sdzde” tiimor
hiicresi i¢in secici bir baski olusturur. Benzer sekilde, 6liimciil mutasyonlarin potansiyel
kazaniminm1 6nlemek i¢in DNA hasar1 gibi streslere cevap olarak apoptozu uyarabilen
pS53, tiimor hiicrelerinde siklikla mutasyona ugrar veya silinir. Her iki senaryoda,
proapoptotik sinyallerin fonksiyonel telafisi veya silinmesi, normal hiicrelere gore

belirgin bir sagkalim avantajina sahip bir tiimdr hiicresi olusturur. 1970’lerin baglarinda,

Kerr ve ark. apoptozu potansiyel olarak kotii huylu hiicrelerin, hiperplazi ve tiimor
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ilerlemesinin ortadan kaldirilmasiyla iliskilendirmislerdir ®Y. Dolayisiyla, azalmus
apoptoz veya apoptoz direnci karsinogenezde hayati bir rol oynar. Malign bir hiicrenin
apoptoz veya apoptoz direncinde azalma saglayabilecegi bircok yol vardir. Genel

olarak, apoptozdan ka¢inmanin meydana getirdigi mekanizmalar 3 gruba ayrilabilir:

1) Proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin bozunma dengesi
2) Kaspaz fonksiyonunun azalmasi
3) Oliim reseptdr sinyalinin bozunmasi

Boylece, hiicreler asir1 proliferasyon gosterirler ve hipoksi, stres gibi zorlu

kosullar altinda bile hayatta kalarak terapotik ajanlara karsi direng saglarlar.

2.6. Meme Kanseri ve Apoptoz

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malignitelerden (kotii huylu tiimdr)
biridir. Evrensel meme kanseri insidansi, son ti¢ y1lda yillik %3,1 oraninda artarak 2010
yilinda 1,6 milyondan fazla vakaya yiikselmistir [®”. 1990'dan beri, meme kanserinden
kaynaklanan 6liim oranlart %25 oraninda azalmistir ve bu durumun kismen adjuvan
tamoksifen ve kemoterapinin kullaniminin artmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.
Mevcut arastirmalar apoptozun rolii de dahil olmak iizere tedaviye verilen yanit ve
direncin daha iyi anlagilmasina odaklanmistir. Primer tiimoriin erisilebilirligi, meme
kanserini bu tiir calismalar i¢in benzersiz sekilde uygun kilar.

Normal meme gelisimi, hiicre proliferasyonu ve apoptozis arasindaki denge ile
kontrol edilir ve timor biiylimesinin sadece kontrolsiiz proliferasyonun degil, ayni
zamanda azalmis apoptozun bir sonucu olduguna dair giiclii kanitlar vardir.
Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge; kemoterapi, radyoterapi ve hormonal
tedavilere cevap olarak tiimoriin genel biiylimesini veya gerilemesini belirlemede ¢ok
onemlidir 2221, Bunlarin hepsi kismen apoptozu indiikleyerek etki gosterir (2222231,
Boylelikle, apoptozu inceleyerek bireysel tiimorlerin biyolojisini molekiiler ve
biyokimyasal diizeyde tanimlamak, kontrol ve regiilasyonunu incelemek ve klinik
avantajdan yararlanmak icin bunlar1 kullanmak miimkiindiir. Bu iliskileri anlamak,
tiimor gerilemesini ve tedavinin etkinligini maksimuma ¢ikarmak i¢in kisisellestirilmis

tedavi yoOntemlerine Oncli olabilir. Ayrica, bazi tiimdrlerin neden tedaviye cevap
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veremedigini bulmaya yardimci olabilir ve bundan dolayi ilag gelistirmenin yeni yollari
gosterilebilir.

Meme, dogum sonrasi gelisimini iki ayr1 fizyolojik durumda tamamlayan bir
organdir: ergenlik ve hamilelik. Bu asamalar sirasinda meme proliferasyonunda ve
farklilasmasinda gozle goriiliir degisiklikler vardir 2>, Bcl2 ailesinin apoptotik
diizenleyici proteinlerindeki degisiklikler, kismen Ostrojenlerin ve progesteronun
etkisiyle meydana gelir. Gelismekte olan meme kanallariin sonundaki hiicreler,
hamileligin baslangicina kadar mitotik olarak sessiz kalir. Daha sonra, ek duktal
dallanma ve lobuloalveoler biliyiime ile hizli epitel proliferasyon olusur. Emzirmeden
sonra, primer yaptya doniisme ve kiitle kaybina yol agan biiyiik bir yeniden yapilanma
ve apoptoz mevcuttur (2241

Apoptotik degisikliklerin ¢ogu, menstriiel dongili boyunca periyodik degisiklikler
ve menstriiel dongiiniin sonuna yakin apoptoz tepe noktasi ile terminal kanalinin lobiiler
{initesinde meydana gelir [**!. Meme bezi boyunca hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi
ve Oliimii arasindaki dengenin normal gelisim ve homoeostaz i¢in kritik oldugu agiktir.
Hiicre proliferasyonunu upregiile edebilen veya apoptozu downregiile edebilen
durumlar, meme kanseri ile sonug¢lanan mutasyonlarin birikmesine neden olabilir.
Hiicresel stireclerde DNA'ya 6nemli zarar geldigini tespit eden ve hiicrelerin silinmesine
yol acan kusurlar, bu kansere bagli mutasyonlarin olusumuna yol agabilir. Epitel dokuda
meydana gelen karsinogenez sirasinda genetik mutasyonlar birikir ve hiicresel
fonksiyonlarda kayip olusur.

Hiicrelerin fenotipi, normalden bir dizi malign lezyon aracilifiyla yiizeysel
kanserlere ve son olarak invaziv hastaliklara doniismektir. “Premalignant”
asamalarinda, apoptoz, proliferasyon ve hiicre donglisiiniin  diizenleyici
biyobelirteglerinde biiylik degisiklikler vardir. Duktal karsinom in situ ve invazif meme
kanserinde apoptoz artmaktadir 262271 Apoptoz, invazif meme kanseri etrafindaki
“normal” meme epitelindeki proliferasyona gore azalmis gibi goriinmektedir 2281,
Mommers ve arkadaslari, invazif karsinom ile karsilastirildiginda, preinvazif duktal
lezyonlarda mitotik: apoptotik endekslerde farkliliklar gdstermistir ?*), Az farklilasmis
duktal karsinom in situ ile karsilastirildiginda, az farklilasmis hiperplastik meme
lezyonlarinda mitotik indeks ve apoptozda artis ve az farklilasmis invazif meme

kanserlerinde mitotik indekste daha fazla artis, apoptozda ise nispi bir azalma
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gozlemlemislerdir. Apoptozdan kaginma kanserlerin karakteristik 6zelliklerinden
biridir. Diizenli apoptoz anti-kanser tedavisinin terapdtik etkinligi i¢in biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Bundan dolay1 kanser olusumunda ve kanserin ilerlemesinde rol oynayan
mekanizmalarin daha 1iyi anlagilmasina yonelik yapilan ¢alismalar yeni tedavi

yontemleri icin umut vaat edici goziikmektedir 231,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii
3.1.1. Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

3.1.1.1. MCF7 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi
DMEM (1g/1 glikoz)

10 % FBS

Insiilin 0,6 pg/ml

Gentamisin 40 pg/ml

O O O O

Maddeleri eklenerek kullanima hazir hiicre kiiltiir medyumu elde edildi.

3.1.1.2. MCF10A Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

o DMEM /HAM F12 (1:1)

5% AT SERUMU (Horse Serum)

Insan Epidermal Biiyiime Faktdrii (Human Epidermal Growth
Factor) 20ng/ml

Kolera Toksin 100 ng/ml

Insiilin 0,01 mg/ml

Hidrokortizon 500 ng/ml

Gentamisin 40 pg/ml

o O

o O O O

Maddeleri eklenerek kullanima hazir hiicre kiiltiir medyumu elde edildi.

3.1.1.3. BJ ATCC Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

MEM w/Earle’s Salts

10% FBS

Sodyum Piruvat ImM

Gentamisin 40 pg/ml

Esansiyel olmayan amino asit (NEAA)

0 O O O O

Maddeleri eklenerek kullanima hazir hiicre kiiltiir medyumu elde edildi.
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3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Inkiibasyon Kosullar1

Insan meme epitel kanser hiicre hatt1 olan MCF7 (2.pasaj), insan saglikli meme
epitel hiicre hatt1 olan MCF10A (2.pasaj) ve insan saglikli fibroblast hiicre hatt1 olan BJ
(2.pasaj) hiicreleri Fransa, Genetik ve Molekiiler ve Hiicresel Biyoloji Enstitlisiinden
(IGBMC) temin edildi. MCF7 hiicre hatt DMEM medyumu, MCF10A hiicre hatti
DMEM/HAM F12 medyumu, BJ hiicre hattt MEM w/Earle’s Salts medyumu igerisinde,
%5 CO, ve 37°C sicakliktaki inkiibatorde 75 cm?’lik flasklar icerisinde steril kosullarda,

hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in gereken en uygun ortamda inkiibe edildi.

3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi
Cogalmakta olan hiicreler bulunduklar1 flaski %80-90 oraninda kaplayinca

(confluent) yeniden pasajland: 123!,

3.1.3.1. MCF7 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

o Flaskin igerisinde bulunan DMEM besiyeri siteril serolojik pipet yardimiyla
uzaklastirild1 ve hiicreler steril PBS (fosfat tampon soliisyonu) (75 ¢m? igin 5
ml) ile yikandx.

o Ardindan PBS uzaklastirildi ve hiicrelerin yapisik oldugu flask yiizeyinden
ayrilmasi i¢in 5 ml Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek 10 dk inkiibatdrde
bekletildi.

o Yilizeye yapisik olan hiicreler Tripsin yardimiyla kaldirildiktan sonra tripsinin
inhibisyonu i¢in tripsin hacminin 2 kati kadar besiyeri eklenerek
tripsinthiicre+besiyeri soliisyonu 15 ml’lik falkon tiip igerisine aktarilarak 1200
rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

o Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi ve pelletin iizerine DMEM
besiyeri eklenerek hiicreler her seferinde 1:4 oraninda 75 cm?®lik flasklar
icerisine taze hiicre besiyeri ile pasajlandi.

o Yeniden pasajlanan hiicreler 37°C’de %5 CO: ortaminda inkiibe edildi (Sekil
7).
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Sekil 7. MCF7 Hiicre Hattinin Mikroskoptaki Goriintimii

3.1.3.2.MCF10A Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Flaskin igerisinde bulunan DMEM/HAM F12 besiyeri steril serolojk pipet
yardimiyla uzaklastirildi ve hiicreler steril Hiicre Ayrigma Tamponu (Cell
Dissociation Buffer) (75 cm” i¢in 5 ml) ile yikandu.

Ardindan PBS uzaklastirildi ve hiicrelerin yapisik oldugu flask yilizeyinden
ayrilmast i¢in 1 ml Cell Dissociaton Buffer + 4 ml Tripsin-EDTA soliisyonu
ilave edilerek 10 dk inkiibatorde bekletildi

Yiizeye yapisik olan hiicreler Tripsin-EDTA + Hiicre Ayrisma Tamponu
yardimiyla kaldirildiktan sonra soliisyonun inhibisyonu i¢in soliisyon hacminin 2
kat1 kadar Soybean Tripsin Inhibitdr eklenerek soliisyon 15 ml’lik falcon tiip
icerisine aktarild1 ve 850 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi ve pelletin iizerine besiyeri
eklenerek hiicreler her seferinde 1:3 veya 1:4 oraminda 75 cm?®lik flasklar
igerisine taze hiicre medyumu ile pasajlandi.

Yeniden pasajlanan hiicreler 37°C’de %5 CO; ortaminda inkiibe edildi (Sekil
8).
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Sekil 8. MCF10A Hiicre Hattinin Mikroskoptaki Gortiniimii

3.1.3.3.BJ ATCC Hiicre Hattinin Pasajlanmasi
Flaskin icerisinde bulunan MEM/e Earle’s Salts besiyeri steril serolojik pipet
yardimiyla uzaklastirildi ve hiicreler steril PBS (fosfat tampon soliisyonu) (75
cm?igin 5 ml) ile yikandh.
Ardindan PBS uzaklastirildi ve hiicrelerin yapisik oldugu flask yilizeyinden
ayrilmasi i¢in 5 ml Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek 10 dk inkiibatorde
bekletildi.
Yiizeye yapisik olan hiicreler Tripsin yardimiyla kaldirildiktan sonra tripsinin
inhibisyonu i¢in tripsin hacminin 2 kati kadar besiyeri eklenerek
tripsinthiicre+besiyeri soliisyonu 15 ml’lik falkon tiip igerisine aktarilarak 1000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi ve pelletin {izerine besiyeri
eklenerek hiicreler her seferinde 1:3 oraninda 75 cm?’lik flasklar icerisine taze
hiicre medyumu ile pasajlandi.

Yeniden pasajlanan hiicreler 37°C’de %5 CO» ortaminda inkiibe edildi (Sekil 9).
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Sekil 9. BJ ATCC Hiicre Hattinin Mikroskoptaki Goriintimii

3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmas

Dondurmayi istedigimiz hiicre flaskindaki besiyeri uzaklastirildi.

Hiicreler steril PBS (fosfat tampon soliisyonu) (75 cm? i¢in 5 ml) ile yikandh.
PBS uzaklastirildi ve yiizeye yapisan hiicreleri kaldirmak igin 5 ml (75 cm? flask
icin) Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi.

10 dk inkiibatdrde bekletildikten sonra, kullanilan Tripsin miktarinin iki kati
kadar besiyeri eklenerek (reaksiyonun durmasi igin) tripsinthiicre+besiyeri
solisyonu 15 ml’lik falkon tiip igerisine aktarilarak hiicre hattina uygun olan
kosullarda santrifiij edildi.

Stipernatantin hepsi uzaklastirildi.

Pellet iizerine 1 ml hiicre medyumu eklenerek hiicre dilue edildi ve thoma lami1
yardimiyla sayildi (Hiicre siispansiyonunda 2-4 x106 hiicre/ml olmasi, hiicre
yeniden ¢ozdiiriildiiglinde canliliginin yiliksek olmasi agisindan 6nemlidir).
Hiicre sayim1 yapildiktan sonra, soguttugumuz dondurma medyumundan (%90
FBS ve %10 DMSO) 1 ml eklendi ve mikropipetle hizlica pipetaj yapildi.
Pelletin tamami ¢oziindiikten sonra kriyoviala tiipiine hizlica aktarildi.
Hiicrelerin donma islemi gerceklesene kadar -20 °C’de bekletildi ve donma

islemi tamamlandiktan sonra uzun siireli saklama i¢in -80 °C’ye kaldirildi.

33



3.1.5. Thoma Lami Yardim ile Hiicre Sayillarinin Hesaplanmasi

o Hiicrelerin yogunluguna bagli olarak diliisyon yapildiktan sonra hiicre
stispansiyonundan 20 pl alinarak ependorf tiipe aktarildi.

o Lamel ile kapatilan thoma laminin her iki bodlmesine 10’ar upl hiicre
slispansiyonu yiiklendi.

o 1 pl hacimlik alanda bulunan hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu plateler

icin her bir kuyuya 1x104 hiicre diisecek sekilde hesaplama yapildi.

3.2. M. communis Esansiyel Yag Dozlarimin Hazirlanmasi

Calismada Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tibbi ve
Aromatik Bitkiler Boliimiine ait Telkalis deneme alanlarindan temin edilen Mersin (M.
communis) bitkilerine ait ucucu yaglar materyal olarak kullanildi. M. communis
esansiyel yagi 3000-1500-750-375-187,5-93,75-46,875 pg/ml ve 1200-600-300-150-75-
37,5-18,75 pg/ml dozlarda DMSO (Dimethyl Sulfoxide, SIGMA) igeren serumsuz
besiyeri ile hazirlanip deneylerde kullanildu.

DMSO’nun  %0.25 {izerindeki  konsanstrasyonun  sitotoksik  oldugu
belirtilmektedir (Borel 1976). Kullanilan en yiliksek konsantrasyonda (3000 pg/ml)
DMSO dozu % 0.1 oraninda olup diger dozlarda seri diliisyon ile DMSO orani her
seferinde yariya diismektedir. Kullanilan hi¢bir doz sitotoksik olmadigi i¢in gruplar

arasinda kontrol grubu olarak ayrica DMSO muamelesi yapilmasina gerek kalmamugtir.

3.2.1.M. communis Esansiyel Yag Eldesi ve Kimyasal Komposizyonlari

Bitkilerinin ugucu yaglarmin bilesenleri gaz-kromatogafik yontem ile
saptanmistir. Ucucu yag bilesenlerinin belirlenmesi Thermo Scientific ISQ Single
Quadrupole model gaz kromatogafi cihaz1 ile asagidaki sartlar altinda
gerceklestirilmistir (Sekil 10). TR-FAME MS model, %5 Phenyl Polysilphenylene-
siloxane, 0.25 mm i¢ ¢ap x 60 m uzunlukla, 0.25 pm film kalinligina sahip kolon
kullanilmistir. Tasiyic1 gaz olarak 1 mL/dak akis hizinda helyum (%99.9) kullanilmistir.
Iyonizasyon 22 enerjisi 70 eV, kiitle arali§1 m/z 1,2-1200 amu olarak ayarlanmistir. Veri

toplamada tarama modu (Scan Mode) kullanilmigtir. MS transfer line sicakligi 250 °C,
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MS iyonizasyon sicakligi 220 °C, Enjeksiyon port sicakligr 220 °C, kolon sicakligi
baslangigta 50 °C olup 3 °C/dak 1s1 artis orani ile 220 °C'ye kadar yiikseltilmistir. Her
bilesigin yapis1 Xcalibur progami ile kiitle spektrumlar1 kullanilarak (Wiley 9)
tanimlanmistir (Sekil 11).

Sekil 10. Ucucu yaglarin etken maddelerinin belirlenmesi (GC/MS)

RT: 0.00 - 56.68 SM: 9G
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Sekil 11. Myrtus communis L. ugucu yagina ait kromotogram (GC/MS)
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Cizelge 3. Myrtus communis L. ugucu yag bilesenleri

RT Bilesen Adi SI RSI Cas # % Alan
34 o-Pinene 992 993 80-56-8 31.82
4,49 Isobutyl isobutyrate 929 970 97-85-8 0.27
4,75 B-Pinene 857 893 127-91-3 0.39
6,84 Limonene 987 994 138-86-3 8.77
7,04 Eucalyptol 991 992 470-82-6 21.33
7,22 8-Hydroxylinalool 790 817 64142-78-5 0.10
8,17 Alloocimene 778 823 673-84-7 0.19
8,43 3-carene 831 848 NA 0.13
8,96 p-Cymene 928 931 99-87-6 0.48
9,3 1,5,5-Trimethyl-6-methylene-cyclohexene 710 743 514-95-4 0.09
15,94 cis-Linalool Oxide 803 874 5989-33-3 0.16
16,63 o-Pinene oxide 770 812 1686-14-2 0.08
19,06 Linalool 995 996 78-70-6 8.20
19,3 Linalyl acetate 980 990 115-95-7 1.82
19,57 Citronellic acid 792 846 18951-85-4 0.09
20,31 Icosapent 743 752 10417-94-4 0.06
20,83 Terpinen-4-ol 892 938 562-74-3 0.15
21,4 2,6-dimethylocta-3,7-diene-2,6-diol 779 834 13741-21-4 0.06
22,5 trans-Pinocarvyl acetate 879 917 NA 0.17
22,71 trans-Pinocarveol 911 955 547-61-5 0.27
22,95 a-Humulene 854 882 6753-98-6 0.13
23,39 Anethol 928 952 104-46-1 0.40
23,9 Myrtenyl acetate 989 992 1079-01-2 14.01
24,21 a-Terpinyl acetate 950 968 80-26-2 0.83
24,39 a-Terpineol 986 990 98-55-5 3.40
25,3 exo-2-Hydroxycineole acetate 830 889 57709-95-2 0.08
25,52 Neryl acetate 911 948 141-12-8 0.24
26,62 Geranyl acetate 985 986 105-87-3 1.37
27,72 Myrtenol 949 969 515-00-4 0.52
28,16 Nerol 872 904 106-25-2 0.11
29,32 trans-Carveol 871 926 1197-07-5 0.10
29,84 Geraniol 947 960 106-24-1 0.49
33,67 Caryophyllene oxide 928 966 1139-30-6 0.34
34,78 cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid 806 825 1783-84-2 0.09
35,37 Methyleugenol 934 956 93-15-2 0.79
35,51 Humulene epoxide 11 912 950 19888-34-7 0.74
43,21 Cholestan-3-ol, 2-methylene- 850 869 22599-96-8 0.38

Mersin bitkisinin u¢ucu yag ana bilesenlerinin a-pinene (% 31,82), eucalyptol (%
21,33), myrtenyl acetate (% 14,01), linalool (% 8,20), oldugu tespit edilmistir (Cizelge
3).
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3.3. MTT Testi

Hiicreler, 96 kuyucuklu ‘plate’lere her bir kuyucukta 1x104 hiicre olacak sekilde
ekildi (Cizelge 4). Ekim sirasinda her bir hiicre hatti i¢in hiicrelere 6zgii besiyeri
kullanilarak 100 pl hiicre + besiyeri kuyucuklara eklendi. Hiicreler %95 nem, %5 CO2
ve 37 °C saglayan inkiibator kosullarinda 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler 24 saat
sonunda 96 kuyucuklu plate yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra 3000-1500-
750-375-187,5-93,75-46,875 ng/ml ve 1200-600-300-150-75-37,5-18,75 pg/ml
dozlarda Myrtus Communis esansiyel yagi, 1,8-sineol (Okaliptol), Linalool ve a-pinen
bilesikleri ile madde muamelesi yapildi. 24 saat ve 48 saatlik siireler sonunda MTT

analizi yapmak icin asagidaki adimlar takip edildi:

o 0,005g/ml MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
(Sigma Aldrich) soliisyonu hazirlandu.

o 96 kuyucuklu ‘plate’lere ekim yapilan hiicre ve maddelerin {izerine 10 ul MTT
soliisyonu eklendi.

o 4 saat siiresince 37 °C inkiibe edildi.

o Inkiibasyon siiresi sonunda plate igerisindeki mevcut olan soliisyonlar vakumlandi.

o Her bir kuyucuga 100 ul DMSO eklendi ve yarim saat 37 °C’de inkiibe edildi.

o Renkteki degisimi gozlemlemek icin kolorimetrik bir okuyucu olan
spektrofotometrede 590 nm’de 670 nm referans dalga boyuna karsin okutuldu.

o Microsoft Excel programi iizerinden % hiicre canlilig1 inhibisyon oranmi asagidaki

formiille belirlendi.

(OD muamale edilen hiicre ortalamasi [-blank
(OD kontrol hiicre ortalamasi [—-blank])

D ¥100

%Hiicre canlilig1 inhibisyonu =

o IC50 degerinin altinda kalan MCF7 ve MCF10A i¢in sitotoksik olmayan dozlar,

uygun kimyasallar ve uygun muamele zamani secilerek ¢alismaya devam ettirildi.
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Cizelge 4. 96 kuyucuklu ‘plate’lere ekim yapilan hiicrelerin ve muamele edilen maddelerin sematize
edilmis sekli

3000 | 750 187,5 | 46,875 | 600 150 37,5 Blank Negatif Pozitif
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml Kontrol Kontrol
3000 | 750 187,5 | 46,875 | 600 150 37,5 Blank Negatif Pozitif
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml Kontrol Kontrol
3000 | 750 187,5 | 46,875 | 600 150 37,5 Blank Negatif Pozitif
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml Kontrol Kontrol
3000 | 750 187,5 | 46,875 | 600 150 37,5 Blank Negatif Pozitif
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml Kontrol Kontrol
1500 | 375 93,75 | 1200 300 75 18,75

pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

1500 | 375 93,75 | 1200 300 75 18,75

pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml

1500 | 375 93,75 | 1200 300 75 18,75

pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml

1500 | 375 93,75 | 1200 300 75 18,75

pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml

3.4. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR)
Analizleri

3.4.1. RNA lzolasyonu
RNA izolasyonu i¢cin MCF7 ve MCFI0A hiicreleri 6 kuyucuklu plate’lere

sirastyla. DMEM ve DMEM/HAM F12 iceren besi ortaminda kuyu basina 1x105
hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve 37°C’de %5 COz kosullarinda 24 saat boyunca inkiibe

edildi. Hiicreler bulunduklar1 kiiltiir kaplariin yiizeyini %70-80 oraninda 750 ve 600

pg/ml dozlarda M. communis esansiyel yagi ile 24 saatlik siire i¢cin muamele edildi.

Inkiibasyon siirelerinden sonra,

o Kuyucuklarda bulunan besiyeri uzaklastirilda.

o 1 ml soguk PBS ile hiicreler yikand.

o Hiicrelerin yapisik oldugu plate ylizeyinden ayrilmasi i¢in 1 ml tripsin (6
kuyucuklu plate i¢in) eklendi ve 37°C’de %5 CO> ortaminda 5 dk inkiibe edildi.

o Inkiibasyondan sonra tripsini inhibe etmek igin soliisyonun {izerine 1 ml besiyeri
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10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

eklendi.

Tripsinthiicre+besiyeri soliisyonu 2 ml ependorf tiipe aktarilarak 3000 rpm
(Revolution per minute; dakikadaki devir sayisi1)’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirilarak hiicre pelletinin {izerine 1 ml Trizol eklendi.
(Ornekler kisa siireli calismalar i¢in -20 °C, uzun siireli ¢alismalar igin ise -80 °C

de muhafaza edilir).

3.4.1.1.RNA Izolasyon ProroKolii
Trizol ile homojenize edilen hiicreler 1.5 ml ependorf tiipe aktarildi.
5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
250 pl kloroform eklendi ve tiip yaklasik 15 saniye boyunca kuvvetlice sallandi.
10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
10.000 rpm 4°C’de 15 dk santrifiij edildi.
Bu asamada, tiipte ii¢ katman olustu:
o Ust katman: berrak, sulu (RNA)
o Orta katman: beyaz ¢coken DNA
o Alt katman: pembe organik faz
Pipet yardimiyla iist faz dikkatlice ¢ekildi ve 1.5 ml ependorf tiipe aktarildi.
500 pl izopropanol eklendi ve yavasga karistirildi.
10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
14.000 rpm 4°C’de 15 dk santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve 6rnekler buzun iizerine yerlestirildi.
Her bir 6rnek 1 ml soguk %75 EtOH (%75 EtOH + %25 DEPC-muamele edilmis
su) ile yikand1 ve pipet yardimiyla yavasca karistirildi.
10.000 rpm 4°C’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve pellet kurumasi i¢in bekletildi.
Kuruduktan sonra RNA pelleti tizerine 20 ul DEPC-muamele edilmis su eklendi.
Son olarak 6rnekler pipetajlanip, bir sonraki agsamaya kadar -20 °C’ye kaldirildi.

Elde edilen RNA’larin kalite ve miktar tayini Thermofisher varioskan lux

multimode microplate reader cihazi kullanilarak yapildi (Cizelge 5). RNA’lar 1,5 pg/pl
olacak sekilde dilue edilerek ¢cDNA sentezi i¢in kullanildi ve kalan stok RNA’lar
-80 °C’de saklandu.
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Cizelge 5. RNA konsantrasyonlarinin (ng/ pl) ve absorbans degerlerinin (260/280 nm) hesaplanarak
cDNA izolasyonu i¢in eklenen RNA ve su miktarinin belirlenmesi

Ornek Kimligi RNA Eklenen RNA Eklenen Absorbans
konsantrasyonu miktari su miktari (260/280)
(ng/pl) (1,5 pg)
MCF7_24h_Kontrol 566,4 ng/ul 1500+566,4=2,65 ul 7,35 ul 1,947
MCF7_24h_M.communis_750 348,6 ng/ul 1500+ 348,6=4,30 5,7ul 1,928
png/pl pl
MCF7_24h_M.communis_600 485,9 ng/ul 1500- 485,9=3,09 6,1 ul 1,822
png/nl pl
MCF10A_24h_Kontrol 112,5 ng/ul 1500+ 112,5=10 pl - 1,895
MCFI10A_24h_ M.communis 79,84 ng/ul 1500+ 79,84=10 pul - 1,828
750 pg/ul
MCF10A_24h_M.communis_600 125,7 ng/ul 1500+ 125,7=10 pul - 1,909
pg/ul

3.4.2. cDNA (Komplementer DNA Zincir) Sentezi

RNA izolasyonundan sonra kiiltiire edilmis doku hiicrelerinden elde edilen total

RNA miktarlar1 260/280 nm absorbans degerinde spektrofotometrik oOlctimleri

hesaplandi ve sonuglar ng/pl olarak bulundu. Elde edilen RNA’lardan cDNA sentez kiti

(High Capacity cDNA, Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems by Thermo

Fisher Scientific, Lithunia) ile cDNA elde edildi. cDNA sentezinin eldesinde kullanilan

karisim asagidaki tabloda verilmistir (Cizelge 6,7).
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Cizelge 6. cDNA sentez karigim oranlari

10X RT Buffer 2 ul

25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 pul

10X RT Random Primers 2 ul

MultiSucribe Reverse Transcriptase 1 ul

Nuclease-Free Water 4.2 ul

RNA 10 ul

Total 20 ul

Cizelge 7. cDNA eldesinde 1s1 dongiileri ve siireleri

Ayarlar Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicakhik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika o0

Toplam 20ul olacak sekilde Cizelge 6°da belirtildigi gibi hazirlanan karisimdan

10 pl alind1 ve 10 pl dilute RNA ile birlestirildi. Her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan
dilie RNA miktarlar1 Cizelge 5’de belirtilmistir. Elde edilen ¢cDNA ornekleri 80 pl

Nuclease-free su eklenerek diliie edildi ve totalde 100 pl olan ¢cDNA o6rnekleri bir

sonraki asamaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.4.3. Real Time PCR

cDNA sentezinden sonra reverse transkripsion islemi QIAGEN Rotor-Gene Q

cihaz1 kullanilarak ger¢eklestirildi (Cizelge 8,9).
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Cizelge 8. Real time PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlar

2x QuantiTect SYBR 7,5 wl
Green PCR Master Mix
Primer (10pM stok) 2 ul (Forward+Reverse)
cDNA (1500 ng RNA 1,5 ul

ile hazirlanan)

Niikleazsiz su 4 ul

Total 15 pl

Cizelge 9. RT-qPCR reaksiyonunda 1s1l dongiiler ve siireleri

Asama Sicaklik (°C) Zaman
UNG pre-treatment 50°C 2 dk
Baslangic Denatiirasyonu 95°C 15 dk
Denatiirasyon 94 °C 15 sn
Annealing 50-60 °C 30 sn
Extension 72 °C 30 sn

Kaspaz 9, Bax, Bcl-2 ve Apafl dizileri primer3 programi kullanilarak tasarlandi
(Cizelge 10). PCR primer spesifikligini, dimerleri ve sa¢ tokasi yapisini degerlendirmek igin
MFEPrimer 3 programi kullanildi. Primer kalitesinin, homo ve hetero dimer olusumunun

degerlendirilmesi igin ise Oligo Analyzer programi kullanildi.
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Cizelge 10. Real time PCR i¢in kullanilan gen dizileri

SyBr Green Gen Expression Assay Diziler

Kaspaz 9 Primer Forward 5>-TCCTACTCTACTTTCCCAGGTTT-3’
Kaspaz 9 Primer Reverse 5>-GAAATTAAAGCAACCAGGCATCT-3’
Bax Primer Forward 5’>-TGCAGAGGATGATTGCCG-3’

Bax Primer Reverse 5’-GGAGGAAGTCCAATGTCCAG-3’
Bcl-2 Primer Forward 5’>-GATTGTGGCCTTCTTTGAGTTC-3’
Bcl-2 Primer Reverse 5’>-TTCCACAAAGGCATCCCAG-3’
Apaf-1 Primer Forward 5’-AACACCCAAGGTCTCTCTTG-3’
Apaf-1 Primer Reverse 5’-TAAGGAACTCTCCACAGGGA-3’

3.5. Istatistiksel Analiz

Calismanin MTT analiz sonuglart GraphPad Prism Version 8.0 programi ile
yapildi. Istatistiksel analizde SPSS 23 bilgisayar programi kullanildi. Kolmogorov-
Smirnov analizi ile test sonuglarinin normal dagilima sahip olup olmadigina bakildi.
Normal dagilima sahip olan degiskenler i¢in one-way ANOVA (tek yonlii varyans
analizi), normal dagilim gostermeyen degiskenler i¢in ise Shapiro-Wilk varyans analizi
kullanilarak gruplar arasi olgiimler karsilagtirildi. Her test grubu kontrol grubu ile
karsilastirild1 ve istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi. Veriler ORT + SE
olarak ifade edildi.

QIAGEN Rotor-Gene Q cihazinda yapilan ekspresyon verilerinin analizi RT?
profiler PCR Array Data Analysis Version 3.5 ile yapildi ve GAPDH ‘housekeeping

gen’ olarak normalizasyonda kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1.M. communis Esansiyel Yagmn (3000-46,875 pg/ml) MCF7 ve
MCF10A Hiicre Hatlar: icin Hiicre Canlihig1 Uzerine Etkisi

M. communis esansiyel yagmin 3000 pg/ml ve 46,875 pg/ml konsantrasyon
araliklarinda MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar iizerinde canlilik etkisine bakildi. MCF7
icin 24 ve 48 saatlik muamele sonunda 3000 ve 1500 pg/ml dozlarda hiicre canliliini
anlamli bir sekilde baskiladigr goriildi (Cizelge 11, Sekil 12). MCF10A igin 24 ve 48
saatlik siire sonunda, 3000 ve 1500 pg/ml dozlarda hiicre canliligint anlamli bir sekilde
baskiladig1 goriiliirken, 48 saatlik siire sonunda ayni zamanda 750 pg/ml dozunda da

hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde baskiladigi goriildii (Cizelge 12, Sekil 13).

Cizelge 11. MCF7 hiicre hatt1 i¢in M. communis esansiyel yaginin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalamatstandart sapma degeri. (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01,
**%<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF7 i¢in M. communis Ortalama + Standart Sapma
Esansiyel Yag
Konsantrasyonu T24 T48
3000 pg/ml 0,03451+ 0,00681*** 0,04725+0,010957***
1500 pg/ml 0,8275+ 0,03897*** 0, 10991+0,05065***
750 pg/ml 0,70387+0,05311 0, 616833+0,15232
375 pg/ml 1,0948+ 0,1506 1,32312+0,23155
187,5 ng/ml 1,181125+0,088067 1,39362+0,10845
93,75 pg/ml 1,19975+0,086465 1,4145+0,10765
46,875 ng/ml 1,174125+0,12359 1,429+0,0896
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Cizelge 12. MCF10A hiicre hatti i¢in M. communis. esansiyel yaginin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalamatstandart sapma degeri (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01,
*#%<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCFI10A i¢in M. Ortalama + Standart Sapma
communis Esansiyel Yag
Konsantrasyonu T24 T48
3000 pg/ml 0,01842+0,00549%** 0,02075+0,00378%**
1500 pg/ml 0,052875+0,02665*** 0,0503+0,02072%**
750 pg/ml 0,34625+0,07056 0,24317+0,051105%*
375 pg/ml 0,51275+0,03484 0,471+0,058964
187,5 ng/ml 0,51225+0,073294 0,61258+0,06223
93,75 ng/ml 0,5745+0,05424 0,67375+0,055937
46,875 ng/ml 0,62042+0,05299 0,7217+0,06693
MCF7-Myrtus communis L.-24h MCF7-Myrtus communis L.-48h
1.4
N
T o] b2 % S ::-?:'—:.::IE
=7 5 zw =\ =
= 7 = Y =3 = W = b
=7 = °u =\ =
i = \ E Z & . - 8 = X 2
Negative 3000 1500 750 375 187,5 93,75 46,875 Negative 3000 1500 750 375 187,5 93,75 46,875
Control pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml Control pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml

Sekil 12. M. communis esansiyel yaginin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF7 hiicre
canlilig iizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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Sekil 13. M. communis esansiyel yagimin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF10A

hiicre canlihig {izerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

M. communis esansiyel yagmin 3000 pg/ml ve 46,875 pg/ml konsantrasyon
araliklarinda MCF7 ve MCFI0A hiicre hatlar1 iizerinde % inhibisyon etkilerine
bakildiginda; MCF7 ig¢in 24 saatlik siire sonunda, 3000 ve 1500 pg/ml dozlarda %

inhibisyon sirasiyla 99 ve 89,7 degerleri ile anlamli gézlemlenirken, 48 saatlik siire

sonunda ise, 3000 ve 1500 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 98 ve 91,7 degerleri
ile anlaml1 gézlemlendi (Cizelge 13, Sekil 14). MCF10A icin 24 saatlik siire sonunda,

3000 ve 1500 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 99,4 ve 95,8 degerleri ile anlaml

gozlemlenirken, 48 saatlik siire sonunda ise 3000,1500 ve 750 pg/ml dozlarda %

inhibisyon sirastyla 99-94,7 ve 66,7 degerleri ile anlaml1 gézlemlendi (Cizelge 14, Sekil

15).
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Cizelge 13. MCF7 hiicre hatt1 i¢in M. communis. esansiyel yaginin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda % inhibisyon oranlar1. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

MCF7 igin M. communis

% Inhibisyon Oranlar

Esansiyel Yag
Konsantrasyonu T24 T48
3000 pg/ml 99,02%** Qg
1500 pg/ml 89,7 ** 91,7
750 pg/ml 57,5 22,9
375 pg/ml 19,4 0
187,5 ng/ml 9,4 0
93,75 pg/ml 2,81 0
46,875 pg/ml 6,35 0
Kontrol 0 0

Cizelge 14. MCF10A hiicre hatt1 i¢in M. communis esansiyel yaginin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda % inhibisyon oranlari1. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A igin M. % Inhibisyon Oranlar1
communis Esansiyel Yag

Konsantrasyonu T24 T48
3000 pg/ml 99,4 %** 99,05 **
1500 pg/ml 95,8%*** 04,7%**
750 pg/ml 39,5 66,7*
375 pg/ml 18,28 33,5
187,5 pg/ml 18,39 12,7
93,75 pg/ml 8,6 3,74
46,875 ng/ml 1,9 0
Kontrol 0 0
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Sekil 14. MCF7 hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagimin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon

araliklarinda % inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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Sekil 15. MCF10A hiicrelerinde M. communis esansiyel yaginin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon

araliklarinda % inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.2. M. communis Esansiyel Yagmmn (1200-18,75 pg/ml) MCF7 ve MCF10A
Hiicre Hatlar icin Hiicre Canlihig1 Uzerine Etkisi

M. communis esansiyel yaginin 1200 pg/ml ve 18,75 pg/ml konsantrasyon
araliklarinda MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 tizerinde canlilik etkisine bakildi. MCF7
icin 24 saatlik siire sonunda, 1200-600 pg/ml dozlarda hiicre canliligini anlamli bir
sekilde baskiladigi goriiliirken, 48 saatlik siire sonunda ise 1200 pg/ml dozlarda hiicre
canliligin1 anlamli bir sekilde baskiladig1 goriildi (Cizelge 15, Sekil 16). MCF10A igin
24 saatlik siire sonunda anlamli bir degisim goriilmezken, 48 saatlik slire sonunda ise
1200 pg/ml dozlarda hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde baskiladigr goriildii (Cizelge
16, Sekil 17).

Cizelge 15. MCF7 hiicre hatti i¢in M. communis esansiyel yagimn 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalamatstandart sapma degeri (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01,
**%<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF7 i¢in M. communis Ortalama + Standart Sapma
Esansiyel Yag
Konsantrasyonu T24 T48
1200 pg/ml 0,3522+ 0,03718%%** 0,3905+0,037010%**
600 pg/ml 0,66475+0,14937* 0,67612+0,18835
300 pg/ml 1,004+ 0,08527 1,16612+0,14021
150 pg/ml 1,1285+0,12544 1,35912+0,16482
75 pg/ml 1,1715+0,14326 1,32912+0,1548
37,5 pg/ml 1,091125+0,14207 1,34028+0,12538
18,75 pg/ml 1,113875+0,10166 1,22837+0,137673
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Cizelge 16. MCF10A hiicre hatt1 icin M. communis esansiyel yaginin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalamatstandart sapma degeri (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01,

**%<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A i¢in M.

Ortalama + Standart Sapma

communis Esansiyel Yag
Konsantrasyonu

124

T48

1200 pg/ml

0,2305+0,050988

0,1065+0,035368**

600 pg/ml

0,40225+0,062726

0,50583+0,11007

300 pg/ml

0,49092+0,12076

0,60925+0,07235

150 pg/ml

0,55442+0,08518

0,65328+0,05926

75 ng/ml

0,581+0,09675

0,672+0,088439

37,5 pg/ml

0,6383+0,07594

0,6885+0,071459

18,75 ng/ml

0,57583+0,06551

0,64683+0,087126

Negative 1200 600 300
Control pg/ml
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Sekil 16. M. communis Esansiyel yagimin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF7 hiicre
canlilig iizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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Sekil 17. M. communis Esansiyel yagimin 1200-18,75 pug/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF10A hiicre
canlilig1 iizerine etkisi (Istatiksel 6Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

M. communis esansiyel yagmin 1200 ve 18,75 pg/ml konsantrasyon
araliklarmda MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 iizerinden % inhibisyon etkilerine
bakildiginda; MCF7 igin 24 saatlik slire sonunda, 1200 ve 600 pg/ml dozlarda %
inhibisyon sirasiyla 88,5 ve 54,09 degerleri ile anlamli olarak gézlemlenirken, 48 saatlik
siire sonunda ise, 1200 pg/ml dozunda % inhibisyon sirasiyla 97,4 degeri ile anlamhi
gozlemlendi (Cizelge 17, Sekil 18). MCF10A i¢in 24 saatlik siire sonunda higbir
konsantrasyonda anlamli bir degisiklik gozlenmezken, 48 saatlik siire sonunda ise 1200
pg/ml dozunda % inhibisyon 90,06 degeri ile anlamli gozlemlendi (Cizelge 18, Sekil
19).
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Cizelge 17. MCF7 hiicre hatt1 icin M. communis esansiyel yagimin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda % inhibisyon oranlari. (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

MCF7 i¢in M. communis

% Inhibisyon Oranlar1

Esansiyel Yag
Konsantrasyonu T24 T48
1200 pg/ml 88,5 #* 97,4%**
600 pg/ml 54,09* 42,58
300 pg/ml 20,06 6,84
150 pg/ml 5,21 0
75 ng/ml 2,28 0
37,5 pg/ml 6,81 0
18,75 pg/ml 5,43 0
Kontrol 0 0

Cizelge 18. MCF10A hiicre hatti igin M. communis esansiyel yagmin 120-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda % inhibisyon oranlar. (Istatiksel 5nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

MCFI10A i¢in M. % Inhibisyon Oranlari
communis Esansiyel Yag

Konsantrasyonu T24 T48
1200 pg/ml 63,82 90,06**
600 pg/ml 36,22 27,52
300 pg/ml 23,4 12,43
150 pg/ml 12,06 7,21
75 pg/ml 8,08 4,2
37,5 pg/ml 0 2,09
18,75 pg/ml 9,93 8,32
Kontrol 0 0
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Sekil 18. MCF7 hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagmin 1200-18,75 ug/ml konsanstrasyon
araliklarinda % inhibisyon grafigi (Istatiksel onem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).
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Sekil 19. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagmin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda % inhibisyon grafigi (Istatiksel 5nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.3. Linalool Bileseninin (3000-46,875 pg/ml) MCF7 ve MCF10A Hiicre

Hatlan i¢cin Hiicre Canlih@1 Uzerine Etkisi

Linalool bileseninin 3000 pg/ml ve 46,875 pug/ml konsantrasyon araliklarinda
MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 tizerinde canlilik etkisine bakildi. MCF7 i¢in 24 ve 48

saatlik siire sonunda, 3000 ve 1500 pg/ml dozlarda hiicre canliligini anlamli bir sekilde
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baskiladig1 goriiliirken, aynit zamanda 48 saatlik siire sonunda 750 pg/ml dozunda da
hiicre canliligim1 anlamli bir sekilde baskiladigr goriildii (Cizelge 19, Sekil 20).
MCFI10A i¢in 24 saatlik slire sonunda 3000-1500-750-375-187,5 ve 46,875 ug/ml
dozlarinda, 48 saatlik siire sonunda ise 3000-1500-750-375-187,5-93,75 ug/ml dozlarda
hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde baskiladigi goriildii (Cizelge 20, Sekil 21).

Cizelge 19. MCF7 hiicre hatti i¢in Linalool bileseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde
gosterilmistir).

MCF7 icin Linalool Ortalama + Standart Sapma
Konsantrasyonu To4 T48

3000 pg/ml 0,02618+0,00475%** 0,02625+0,00215%**
1500 pg/ml 0,11166+0,02562%** 0,0606+0,04080%**
750 pg/ml 0,475916+0,09339 0,43125+0,04652*
375 pg/ml 0,72141+0,1120 0,54992+0,09567
187,5 pg/ml 0,92266+0,07477 0,78458+0,09889
93,75 pg/ml 0,8235+0,157342 0,78658+0,11498
46,875 ng/ml 1,00691+0,15463 0,93092+0,06064
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Cizelge 20. MCF10A hiicre hatt1 i¢in Linalool bileseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel énem *<0.05, **<0,01,

*#%<0.001 seklinde gosterilmistir).

Ortalama + Standart Sapma

MCF10A i¢in Linalool
Konsantrasyonu To4 T4S
3000 pg/ml 0,01525+0,0037** 0,0168+0,00395%**
1500 pg/ml 0,05275+0,0079%** 0,03767+0,00553*
750 pg/ml 0,03025+0,002876%** 0,0167+0,00337***
375 pg/ml 0,14775+0,08829* 0,04862+0,03928%**
187,5 pg/ml 0,15375+0,036951* 0,02037+0,01525*
93,75 pg/ml 0,14825+0,04982 0,3216240,07012%**
46,875 pg/ml 0,24562+0,030815* 0,03858+0,007959
MCF7-Linalool-24h MCF7-Linalool-48h
1
s, 0’9 :i?:"_:.':i
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Control pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml Control pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml

Sekil 20. Linalool bilegseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF7 hiicre canlilig
iizerine etkisi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).
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Sekil 21. Linalool bileseneninin 3000-46,875 ng/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF10A hiicre
canlilig1 iizerine etkisi (Istatiksel dSnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

Linalool bileseninin 3000 pg/ml ve 46,875 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
MCF7 ve MCF10A hiicre hatlari lizerinde % inhibisyon etkilerine bakildiginda; MCF7
icin 24 saatlik siire sonunda, 3000 ve 1500 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 99,2
ve 91,38 degerleri ile anlaml1 gézlemlenirken, 48 saatlik siire sonunda ise, 3000, 1500
ve 750 png/ml dozlarda % inhibisyon sirastyla 99,2-94,3 ve 86,8 degerleri ile anlamli bir
sekilde gozlemlendi (Cizelge 21, Sekil 22). MCFI10A i¢in 24 saatlik siire sonunda,
3000—- 1500— 750— 375- 187,5 ve 46,875 ng/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 99,4-
97,2- 99,4- 66,4- 67,92 ve 46,9 degerleri ile anlamli gozlemlenirken, 48 saatlik siire
sonunda ise 3000-1500-750-375-187,5 ve 93,75 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla
96,73- 95,98- 96,38- 96,1- 97,06 ve 80,15 degerleri ile anlamli bir sekilde gézlemlendi
(Cizelge 22, Sekil 23).
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Cizelge 21. MCF7 hiicre hatti i¢in Linalool bilesenin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda %

inhibisyon oranlar1. (Istatiksel 5nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF7 igin Linalool

% Inhibisyon Oranlar1

Konsantrasyonu T4 -
3000 pg/ml 99 Dk 99, 2%*%*
1500 pg/ml 01,38%** SYIRELE
750 pg/ml 49,36 86,8*
375 pg/ml 21,37 25,9
187,5 ng/ml 5,82 0
93,75 pg/ml 8,73 0
46,875 pg/ml 0 0
Kontrol 0 0

Cizelge 22. MCF10A hiicre hatt1 icin Linalool bilesenin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda

% inhibisyon oranlar1. (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

% Inhibisyon Oranlar

MCF10A i¢in Linalool
Konsantrasyonu To4 T48

3000 pg/ml 99,4%* 96,73 %**
1500 pg/ml 97,2%%* 95,98%*
750 pg/ml 09,4%*: 96,38***
375 pg/ml 66,4* 96,1%*
187,5 ng/ml 67,92* 97,06*
93,75 pg/ml 61,85 80,15%**
46,875 ng/ml 46,9* 50,97
Kontrol 0 0

57




%]Inhibasyon

%]Inhibasyon

MCF7-Linalool-24h MCF7-Linalool-48h

*

*k

*
%
*
*

100 = 100 T
90 EZ 90 FE i
22 R
0o 80
0 e s 70 =
60 = Z 60 iE i
sg 2 S 59 &
40 a2 £ 40 Em e
30 22 =30 zmoo
20 ZE 20  FE i
=2 T
10 == 10 =2 &
. ST
0 FF o _ 0 PR EE We BE _
3000 1500 750 375 1875 93,75 46,875 Negative 3000 1500 750 375 1875 9375 46,875 Negative
pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml Control pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  Control
Sekil 22. MCF7 hiicrelerinde Linalool bileseninin 3000-46,875ug/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel onem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).
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Sekil 23. MCF10A hiicrelerinde Linalool bileseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.4. Linalool Bileseninin (1200-}8,75 pg/ml) MCF7 ve MCF10A Hiicre
Hatlan icin Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

Linalool bileseninin 1200 pg/ml ve 18,75 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 iizerinde canlilik etkisine bakildi. MCF7 igin 24 ve 48
saatlik siire sonunda, 1200-600 pg/ml dozlarda hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde
baskiladig goriildii (Cizelge 23, Sekil 24). MCF10A igin 24 saatlik siire sonunda 1200-
600-150 pg/ml dozlarinda, 48 saatlik siire sonunda ise 1200-600-300-150 pg/ml
dozlarda hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde baskiladig1 goriildii (Cizelge 24, Sekil 25).

Cizelge 23. MCF7 hiicre hatt1 i¢in Linalool bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde
gosterilmistir).

MCE?7 igin Linalool Ortalama =+ Standart Sapma

Konsantrasyonu Toa T48
1200 pg/ml 0,049062+0,02907*** 0,04175+0,007693***
600 pg/ml 0,42293+0,0508* 0,30858+0,06381*
300 pg/ml 0,63443+0,09577 0,73042+0,0680
150 pg/ml 0,9089+0,09137 0,87033+0,1188
75 pg/ml 0,8451+0,12849 0,88925+0,07118
37,5 pg/ml 0,91983+0,13208 0,98916+0,17914
18,75 pg/ml 0,92822+0,13209 0,9853+0,08272
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Cizelge 24. MCF10A hiicre hatt1 i¢in Linalool bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda

‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde

gosterilmistir).
MCF10A igin Linalool Ortalama + Standart Sapma

Konsantrasyonu To4 T48

1200 pg/ml 0,02658+0,001825%** 0,0155+0,00216***

600 pg/ml 0,0655+0,00867* 0,01625+0,00284***

300 pg/ml 0,145125+0,0127 0,01887+0,02847**

150 pg/ml 0,227+0,019469* 0,1445+0,015513*

75 pg/ml 0,24575+0,01289 0,19525+0,052125

37,5 pg/ml 0,25167+0,06695 0,201+£0,011472

18,75 ng/ml 0,2738+0,08147 0,2225+0,043513
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Sekil 24. Linalool bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF7 hiicre canliligt
tizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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Sekil 25. Linalool bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF10A hiicre canlilig

{izerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

Linalool bileseninin 1200 ve 18,75 ng/ml konsantrasyon araliklarinda MCF7 ve
MCFI10A hiicre hatlar1 tizerinde % inhibisyon etkilerine bakildiginda; MCF7 igin 24

saatlik siire sonunda, 1200 ve 600 pg/ml dozlarinda % inhibisyon sirastyla 95,8 ve 46,3

degerleri ile anlamli bir sekilde gézlemlenirken, 48 saatlik siire sonunda ise, 1200 ve

600 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 96,8 ve 57,6 degerleri ile anlamli bir sekilde
gbzlemlendi (Cizelge 25, Sekil 26). MCF10A i¢in 24 saatlik siire sonunda, 1200-600 ve

150 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 99,9-95,3 ve 52,3 degerleri ile anlamh

gozlemlenirken, 48 saatlik siire sonunda ise 1200, 600, 300 ve 150 pg/ml dozlarda %

inhibisyon sirasiyla 97,02-96,8-91,6 ve 64,9 degerleri ile anlamli bir sekilde
gbzlemlendi (Cizelge 26, Sekil 27).
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Cizelge 25. MCF7 hiicre hatt1 igin Linalool bilesenin 1200-18,75 ng/ml konsanstrasyon araliklarinda %

inhibisyon oranlar1. (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

MCF7 i¢in Linalool

% Inhibisyon Oranlar

Konsantrasyonu T4 T48
1200 pg/ml 95,8%** 06,8%**
600 pg/ml 46,3* 57,6*
300 pg/ml 18,8 2,33
150 pg/ml 0 0
75 ng/ml 1,02 0
37,5 pg/ml 0 0
18,75 ng/ml 0 0
Kontrol 0 0

Cizelge 26. MCF10A hiicre hatt1 i¢in Linalool bilesenin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda

% inhibisyon oranlar1. (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

% Inhibisyon Oranlar1

MCF10A i¢in Linalool
Konsantrasyonu To4 T48

1200 pg/ml 99,97%** 97,02%%*
600 pg/ml 95,3* 96,8%**
300 pg/ml 64,2 91,6%*
150 pg/ml 52,3*% 64,9%*
75 ng/ml 41,2 43,6
37,5 pg/ml 37,12 38,7
18,75 ng/ml 33,5 33,6
Kontrol 0 0
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Sekil 26. MCF7 hiicrelerinde Linalool bileseninin 1200-18,75 pug/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (istatiksel 5nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).
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Sekil 27. MCF10A hiicrelerinde Linalool bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.5. o-pinen Bileseninin (3000-46,875 pg/ml) MCF7 ve MCF10A Hiicre
Hatlar i¢cin Hiicre Canlihigr Uzerine Etkisi

a-pinen bileseninin 3000 pg/ml ve 46,875 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 tizerinde canlilik etkisine bakildi. MCF7 i¢in 24 ve 48
saatlik siire sonunda, 3000-1500 pug/ml dozlarda hiicre canliligini anlamh bir sekilde
baskiladigi goriildii (Cizelge 27, Sekil 28). MCF10A i¢in 24 saatlik siire sonunda 3000-
1500 pg/ml dozlarda, 48 saatlik siire sonunda ise 3000-1500-750-375 pg/ml dozlarda
hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde baskiladigi goriildii (Cizelge 28, Sekil 29).

Cizelge 27. MCF7 hiicre hatt1 igin a-pinen bilesenipin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde
gosterilmistir).

MCF7 icin o-pinen Ortalama + Standart Sapma

Konsantrasyonu Toa T48
3000 pg/ml 0,0415+0,01327%** 0,03025+0,00617*
1500 pg/ml 0,04325+0,0151** 0,019+0,0613*
750 pg/ml 0,16575+0,07237 0,73075+0,1206
375 pg/ml 0,42925+0,06237 0,9911+0,14056
187,5 pg/ml 0,5595+0,09919 0,907+0,13777
93,75 pg/ml 1,10612+0,11617 0,97625+0,07129
46,875 ng/ml 1,14237+0,09035 0,93975+0,12546
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Cizelge 28. MCFI0A hiicre hatti i¢in a-pinen bileseninin 3000-46,875 upg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01,

*#%<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A i¢in o-pinen

Ortalama + Standart Sapma

Konsantrasyonu To4 T4S
3000 pg/ml 0,01958+0,004258*** 0,023705+0,0048%***
1500 pg/ml 0,11475+0,0170** 0,103+0,01054*
750 pg/ml 0,23275+0,0294 0,1485+0,02181*
375 pg/ml 0,30125+0,02054 0,156+0,0148*
187,5 pg/ml 0,36275+0,036 0,2678+0,02693
93,75 pg/ml 0,46687+0,05443 0,36213+0,05044
46,875 ng/ml 0,45988+0,06422 0,52763+0,04870
MCF7-a-pinen-24h MCF7-a-pinen-48h
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Sekil 28. o--pinen bileseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF7 hiicre canlilifi
iizerine etkisi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).
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Sekil 29. a-pinen bileseninin 3000-46,875 png/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF10A hiicre canlilig
iizerine etkisi (Istatiksel Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

a-pinen bileseninin 3000 pg/ml ve 46,875 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 tizerinde % inhibisyon etkilerine bakildiginda; MCF7
icin 24 saatlik siire sonunda, 3000 ve 1500 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 98,9
ve 97,9 degerleri ile anlaml bir sekilde gézlemlenirken, 48 saatlik siire sonunda ise,
3000 ve 1500 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 99,2 ve 96,4 degerleri ile anlaml
bir sekilde gozlemlendi (Cizelge 29, Sekil 30). MCF10A i¢in 24 saatlik siire sonunda,
3000 ve 1500 pg/ml dozlarda % inhibisyon sirasiyla 97,3 ve 80,3 degerleri ile anlaml
gozlemlenirken, 48 saatlik siire sonunda ise 3000, 1500, 750 ve 375 pg/ml dozlarinda %
inhibisyon sirasiyla 98,3-86,05-78,8 ve 77,7 degerleri ile anlamli bir sekilde
gozlemlendi (Cizelge 30, Sekil 31).
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Cizelge 29. MCF7 hiicre hatt1 i¢in a-pinen bilesenin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda %
inhibisyon oranlari. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir

MCF7 igin a-pinen % Inhibisyon Oranlar1
Konsantrasyonu To4 T4S

3000 pg/ml 98,9%** 99,2*

1500 pg/ml 97,9%** 96,4%*

750 pg/ml 41,4 15,3

375 pg/ml 5,4 0

187,5 ng/ml 0 0

93,75 ng/ml 0 0

46,875 ng/ml 1,5 0

Kontrol 0 0

Cizelge 30. MCF10A hiicre hatti i¢in a-pinen bilesenin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon oranlar1. (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

MCF10A icin o-pinen % Inhibisyon Oranlar
Konsantrasyonu To4 T48
3000 pg/ml 97,3%%* 08, 3%**
1500 pg/ml 80,3%* 86,05*
750 pg/ml 53 78,8*
375 pg/ml 38,3 77,7T*
187,5 ng/ml 26,5 60,7
93,75 ng/ml 10,1 47,35
46,875 ng/ml 2,3 20,33
Kontrol 0 0
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Sekil 30. MCF7 hiicrelerinde a-pinen bileseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A-a-pinen-24h MCF10A-o-pinen-48h

sk 100 ek
90 it
80 prsens
70 ==
60 z=
50
40 =
30 preny
20 - aE
M .

= — 0 atva e

750 375 187,5 93,75 46,875 Negative 3000
pg/ml pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml  Control pg/ml

'
)
s

%I nhibasyon

NN
R

111111

D

750 375 187,5 93,75 46,875 Negative
pg/ml pg/ml ug/ml  pg/ml pg/ml Control

Sekil 31. MCF10A hiicrelerinde a-pinen bileseninin 3000-46,875 ng/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.6. a-pinen Bileseninin (1200-18,75 pg/ml) MCF7 ve MCF10A Hiicre
Hatlan icin Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisi

a-pinen bileseninin 1200 pug/ml ve 18,75 pug/ml konsantrasyon araliklarinda
MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 iizerinde canlilik etkisine bakildi. MCF7 igin 24 ve 48
saatlik siire sonunda, 1200 pg/ml dozunda hiicre canliligini anlamli bir sekilde
baskiladig1 goriiliirken (Cizelge 31, Sekil 32), MCF10A i¢in 24 saatlik siire sonunda
1200 pg/ml dozunda, 48 saatlik siire sonunda ise 1200-600-300 ug/ml dozlarda hiicre
canliligini anlamh bir sekilde baskiladig1 goriildi (Cizelge 32, Sekil 33).

Cizelge 31. MCF7 hiicre hatt1 i¢in a-pinen bilesenjnin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
‘optik dansite’nin ortalamatstandart sapma degeri. (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde
gosterilmistir).

MCF7 icin o-pinen Ortalama + Standart Sapma
Konsantrasyonu To4 T48

1200 pg/ml 0,03212+0,01589%*** 0,036+0,00665*
600 pg/ml 0,24412+0,03582 0,75525+0,13338
300 pg/ml 0,4115+0,0835 0,889+0,2118
150 pg/ml 0,91837+0,09289 0,91962+0,12709
75 pg/ml 1,0326+0,11438 0,819+0,07694
37,5 pg/ml 1,07925+0,0908 0,782+0,08063
18,75 pg/ml 1,0295+0,12565 0,8325+0,11187
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Cizelge 32. MCF10A hiicre hatt1 i¢in a-pinen bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde

gosterilmistir).

MCF10A i¢in o-pinen

Ortalama + Standart Sapma

Konsantrasyonu To4 T4S
1200 pg/ml 0,0545+0,010535%** 0,04842+0,01376*
600 pg/ml 0,234+0,03256 0,13788+0,01396*
300 pg/ml 0,28013+0,03716 0,163+0,02502*
150 pg/ml 0,27137+0,02945 0,32125+0,05959
75 pg/ml 0,425+0,08774 0,514+0,02371
37,5 pg/ml 0,4703+0,04634 0,57763+0,06077
18,75 pg/ml 0,53075+0,058949 0,6745+0,08984

Negative 1200 600 300 150
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Sekil 32. a-pinen bileseneninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF7 hiicre canlilig
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lizerine etkisi (Istatiksel Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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Sekil 33. a-pinen bileseneninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF10A hiicre canlilig
iizerine etkisi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

a-pinen bileseninin 1200 pg/ml ve 18,75 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 tizerinde % inhibisyon etkilerine bakildiginda; MCF7
icin 24 saatlik siire sonunda, 1200 pg/ml dozunda % inhibisyon 99,5 degeri ile anlaml
bir sekilde gozlemlenirken, 48 saatlik siire sonunda ise, 12000 pg/ml dozunda
%inhibisyon 98,4 degeri ile anlamli bir sekilde gozlemlendi (Cizelge 33, Sekil 34).
MCF10A i¢in 24 saatlik siire sonunda, 1200 pg/ml dozunda % inhibisyon 92,8 degeri
ile anlamli gozlemlenirken, 48 saatlik siire sonunda ise 1200,600 ve 300 pg/ml
dozlarinda % inhibisyon sirasiyla 94,34-80,8 ve 76,6 degerleri ile anlaml1 bir sekilde
gbzlemlendi (Cizelge 34, Sekil 35).
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Cizelge 33. MCF7 hiicre hatt1 i¢in a-pinen bilesenin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon oranlar1. (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF7 igin a-pinen % Inhibisyon Oranlar1
Konsantrasyonu Toa T48

1200 pg/ml 09,5%** 98,4%*

600 pg/ml 24,1 20,82

300 pg/ml 3.8 0

150 pg/ml 8,6 0

75 ng/ml 9,9 0

37,5 pg/ml 4,9 2,37

18,75 ng/ml 0 0

Kontrol 0 0

Cizelge 34. MCF10A hiicre hatti i¢in a-pinen bilesenin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon oranlar1. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A igin o-pinen % Inhibisyon Oranlar
Konsantrasyonu To4 T48
1200 pg/ml 02, 8*** 94,34%
600 pg/ml 50,6 80,8*
300 pg/ml 40,1 76,6*
150 pg/ml 39,6 51,9
75 pg/ml 14,7 23,15
37,5 pg/ml 1,2 11,7
18,75 ng/ml 0 0
Kontrol 0 0
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Sekil 34. MCF7 hiicrelerinde a-pinen bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda

% inhibisyon grafigi (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A-a-pinen-24h MCF10A-a-pinen-48h
Kook 100 *

P29
2z 0
altall .
oz = 70 GZ
2z S S
oz z 60 =
22 2 50 i
o = mi
S = 40 o
o ° mE
£ 0
0 N
altall o =
o2 X 10 A% %
22 \ o 2 N
B o L™ IR X} — Ll el o

1200 600 300 150  75ug/ml 37,5 18,75 Negative 1200 600 300 150  75pg/ml 37,5 18,75 Negative
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml  Control pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml  Control

Sekil 35. MCF10A hiicrelerinde a-pinen bileseninin 1200-18,75 pug/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.7. 1,8-cineole Bileseninin (3000-46,875 pg/ml) MCF7 ve MCF10A Hiicre
Hatlan icin Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

1,8-cineole bileseninin 3000 pg/ml ve 46,875 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar1 tizerinde canlilik etkisine bakildi. MCF7 i¢in 24 ve 48
saatlik siire sonunda ise herhangi bir dozda hiicre canliliginda anlamli bir degisiklik
gorilmedi (Cizelge 35, Sekil 36). MCF10A i¢in 24 saatlik siire sonunda 3000 pug/ml
dozundan hiicre canliligt anlamli bir sekilde baskilayip 1500-375-46,875 pg/ml
dozlarda hiicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde arttirdigi goriiliirken, 48 saatlik siire
sonunda ise 3000 pg/ml hiicre canliligin1 anlaml bir sekilde baskilayip 187,5 pg/ml
hiicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde arttirdig1 goriildii (Cizelge 36, Sekil 37).

Cizelge 35. MCF7 hiicre hatti i¢in 1,8-cineole bileseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalamatstandart sapma degeri. (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01,
**%<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF7 icin 1.8-cineole Ortalama + Standart Sapma
Konsantrasyonu To4 T48

3000 pg/ml 0,87025+0,19117 1,00602+0,11942
1500 pg/ml 1,0301+0,19785 0,9765+0,1651
750 pg/ml 0,9165+0,17129 0,96+0,17415
375 pg/ml 1,035+0,07709 1,2011+0,15294
187,5 ng/ml 1,1052+0,12075 1,0556+0,16572
93,75 pg/ml 1,05608+0,1717 1,0527+0,17276
46,875 ng/ml 1,03218+0,17645 1,04731+0,2077
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Cizelge 36. MCF10A hiicre hatti i¢in 1,8-cineole bileseninin 3000-46,875 ng/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalamatstandart sapma degeri. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01,

*#%<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A i¢in 1,8-cineole

Ortalama =+ Standart Sapma

Konsantrasyonu

T24

T48

3000 pg/ml

0,06225+0,014009***

0,1625+0,04702***

1500 pg/ml

0,41725+0,03098*

0,777+0,10811

750 pg/ml

0,542+0,07063

0,8635+0,114326

375 pg/ml

0,5745+0,039273*

0,77425+0,091409

187,5 ng/ml

0,5817+0,093831

0,86525+0,038483*

93,75 ng/ml

0,562+0,136448

0,841+0,09296

46,875 ng/ml
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0,94075+0,1447
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Sekil 36. 1,8-cineole bileseneninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF7 hiicre canlilig
lizerine etkisi (Istatiksel Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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Sekil 37. 1,8-cineole bileseneninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF10A hiicre
canlilig1 iizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

1,8-cineole bileseninin 3000 ve 46,875 ng/ml konsantrasyon araliklarinda MCF7
ve MCF10A hiicre hatlar1 iizerinde % inhibisyon etkilerine bakildiginda; MCF10A i¢in
24 saatlik siire sonunda, 3000 ve 1500 pg/ml dozlarinda % inhibisyon sirasiyla 90,9 ve
17,4 degerleri ile anlamli bir sekilde gozlendi. 48 saatlik siire sonunda ise 3000 pg/ml
dozunda % inhibisyon 81,5 degeri ile anlaml1 bir sekilde gézlemlendi (Cizelge 38, Sekil
39).
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Cizelge 37. MCF7 hiicre hatti i¢in 1,8-cineole bilesenin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon oranlar1. (Istatiksel 5nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

MCF?7 icin 1,8-cineole % inhibisyon Oranlari
Konsantrasyonu 24 T48
3000 pg/ml 17,4 22,46
1500 pg/ml 7,37 13,6
750 pg/ml 13,78 12
375 pg/ml 4 4,85
187,5 ng/ml 0 2,43
93,75 pg/ml 1,31 3,07
46,875 ng/ml 0 0,76
Kontrol 0 0

Cizelge 38. MCF10A hiicre hatti i¢in 1,8-cineole bilesenin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda %inhibisyon oranlari. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A icin 1,8-cineole % Inhibisyon Oranlar1
Konsantrasyonu T4 48
3000 pg/ml 90,9°%** 81,5%*x*
1500 pg/ml 17,4* 2
750 pg/ml 0 0
375 pg/ml 0 2,32
187,5 ng/ml 0 0*
93,75 pg/ml 0 0
46,875 ng/ml 0* 0
Kontrol 0 0
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Sekil 38. MCF7 hiicrelerinde 1,8-cineole bileseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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Sekil 39. MCF10A hiicrelerinde 1,8-cineole bileseninin 3000-46,875 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.8. 1,8-cineole Bileseninin (1200-18,75 pg/ml) MCF7 ve MCF10A Hiicre
Hatlan icin Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

1,8-cineole bileseninin 1200 pg/ml ve 18,75 pg/ml konsantrasyon
araliklarinda MCF7 ve MCF10A hiicre hatlar tizerinde canlilik etkisine bakildi. MCF7
icin 24 saatlik ve 48 saatlik siire sonunda herhangi bir dozda hiicre canliliginda anlaml
bir degisiklik goriilmedi (Cizelge 39, Sekil 40). MCF10A i¢in 24 saatlik siire sonunda
1200-600 pg/ml dozlarinda, 48 saatlik siire sonunda ise 1200 pg/ml hiicre canliligini
anlaml bir sekilde baskiladigi goriildii (Cizelge 40, Sekil 41).

Cizelge 39. MCF7 hiicre hatti igin 1,8-cineole bilesepinin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde
gosterilmistir).

MCE?7 igin 1.8-cineole Ortalama =+ Standart Sapma
Konsantrasyonu Toa T48
1200 pg/ml 1,01408+0,0893 0,93775+0,146976
600 pg/ml 0,90781+0,12183 0,897+0,15772
300 pg/ml 0,9191+0,11754 1,0203+0,16489
150 pg/ml 1,05725+0,1716 0,9903+0,16915
75 pg/ml 0,9263+0,12876 1,06093+0,1745
37,5 pg/ml 1,06108+0,13326 1,0248+0,2218
18,75 pg/ml 0,879+0,10927 1,10892+0,13436
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Cizelge 40. MCFI10A hiicre hattt ig¢in 1,8-cineole bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ‘optik dansite’nin ortalama+standart sapma degeri. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01,

**%<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCFI10A igin 1,8-cineole Ortalama + Standart Sapma
Konsantrasyonu To4 T48
1200 pg/ml 0,13425+0,071928%** 0,53675+0,039424***
600 pg/ml 0,2472+0,093023* 0,70225+0,16875
300 pg/ml 0,534+0,079628 0,887+0,28974
150 pg/ml 0,603+0,0662 1,04625+0,15624
75 pg/ml 0,552+0,073326 0,9055+0,0986
37,5 pg/ml 0,6235+0,196422 0,73825+0,13455
18,75 ng/ml 0,53625+0,016978 0,77725+0,2248
MCF7- 1,8-cineole -24h MCF7-1,8-cineole -48h
1.4
1,2
o ! = ‘ﬁ %
7 % - = N\ &
2 £ os N =Y
- N\ £E 7 ° i N = N\ &
i W = 4 5 £t 0 %\\ = \\ %%
Negative 1200 600 300 150  75pg/ml 37,5 18,75 Negative 1200 600 300 150  75pg/ml 37,5
Control  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml Control pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml

Sekil 40. 1,8-cineole bileseneninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF7 hiicre canlilig1
lizerine etkisi (Istatiksel 5Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).
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Negative 1200 600 300 150 75pg/ml 37,5 18,75 Negative 1200 600 300 150 75ug/ml 37,5 18,75

Control  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml Control pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml

Sekil 41. 1,8-cineole bileseneninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda MCF10A hiicre
canlilig1 iizerine etkisi (Istatiksel 6nem *<0.05, #*<0,01, **%<0.001 seklinde gdsterilmistir).

1,8-cineole bileseninin 1200 ve 18,75 pg/ml konsantrasyon araliklarinda MCF7
ve MCF10A hiicre hatlar1 tizerinde % inhibisyon etkilerine bakildiginda, MCF10A i¢in
24 saatlik siire sonunda, 1200 ve 600 ng/ml dozlarinda % inhibisyon sirasiyla 76,05 ve
52,6 degerleri ile anlaml1 bir sekilde gozlendi. 48 saatlik siire sonunda ise 1200 pg/ml
dozunda % inhibisyon 33,06 degeri ile anlamli bir sekilde gozlemlendi (Cizelge 42,
Sekil 43).
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Cizelge 41. MCF7 hiicre hatt1 i¢in 1,8-cineole bilesenin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon oranlar1. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

MCF7 igin 1,8-cineole % Inhibisyon Oranlar
Konsantrasyonu Toa T48
1200 pg/ml 0 0
600 pg/ml 6,10 8,17
300 pg/ml 2,24 2,36
150 pg/ml 0 0
75 ng/ml 0 0
37,5 pg/ml 0 2,44
18,75 ng/ml 4,53 3,86
Kontrol 0 0

Cizelge 42.MCF10A hiicre hatt: i¢in 1,8-cineole bilesenin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon oranlari1. (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

MCF10A icin 1,8-cineole % Inhibisyon Oranlar1
Konsantrasyonu T4 T48
1200 pg/ml 76,05%* 33,06%**
600 pg/ml 52,6* 11,65
300 pg/ml 0 0
150 pg/ml 0 0
75 pg/ml 0 0
37,5 pg/ml 0 6,98
18,75 pg/ml 0 1,94
Kontrol 0 0
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Sekil 42. MCF7 hiicrelerinde 1,8-cineole bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, #*<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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Sekil 43. MCF10A hiicrelerinde 1,8-cineole bileseninin 1200-18,75 pg/ml konsanstrasyon araliklarinda
% inhibisyon grafigi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.9. MCF7 ve MCF10A Hiicre Hatlar1 Uzerinde M. communis Esansiyel
Yaginin, 1,8-cineole, Linalool ve a-pinen Bilesenlerinin Etkin Dozunun

Belirlenmesi

MCF-7 meme kanseri hiicre hattt ve MCF10A normal meme hiicre hatti

tizerinde en etkin dozu belirleyebilmek amaciyla farkli dozlarda ve siirelerde M.

communis esansiyel yagi, 1,8-cineole, Linalool ve a-pinen bilesenleri kullanildi.

Ardindan MTT yontemiyle M. communis esansiyel yagmin ve 3 kimyasal bilesegin
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sitotoksisitesi ve baskilayict konsantrasyon 50 (IC50) degeri belirlendi. IC50 degeri
belirlendikten sonra MCF7 hiicre hattinda MCF10A hiicre hattina kiyasla daha fazla

toksisite gosteren ortak konsantrasyon belirlendi (Sekil 44, 45, 46, 47). Ayrica 6

kuyucuklu ‘plate’lere ekilen hiicrelerdeki proliferasyonu géstermek amaciyla hiicrelerin

invert mikroskop ile goriintiileri alind1 (Sekil 48).

110
100

% Hiicre Canhihg1

120
110
100

% Hiicre Canhihg1

Mpyrtus communis L. - 24h

=== MCF7
== MCF10A

Mpyrtus communis L. - 48h
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=== MCF10A

Sekil 44. MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin 3000-18,75 pg/ml
konsanstrasyon araliklarinda ve 24-48h siirelerinde % hiicre canlilig1 grafigine bakilarak IC50 degerlerine

gore MCF7 hiicre hattinda
konsantrasyonun belirlenmesi

MCFI10A hiicre hattina kiyasla daha fazla toksik etki gosteren ortak
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Sekil 45. MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde Linalool bileseninin 3000-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ve 24-48h siirelerinde % hiicre canliligi grafigine bakilarak IC50 degerlerine géore MCF7

hiicre hattinda MCF10A hiicre hattina kiyasla daha fazla toksik etki gdsteren ortak konsantrasyonun
belirlenmesi
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Sekil 46. MCF7 ve MCF10A hiicrelerinde 1,8-sineol bileseninin 3000-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ve 24-48h siirelerinde % hiicre canliligi grafigine bakilarak IC50 degerlerine gore MCF7

hiicre hattinda MCF10A hiicre hattina kiyasla daha fazla toksik etki gosteren ortak konsantrasyonun
belirlenmesi
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Sekil 47. MCF7 ve ve MCF10A hiicrelerinde Linalool bileseninin 3000-18,75 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda ve 24-48h siirelerinde % hiicre canlilig1 grafigine bakilarak IC50 degerlerine gére MCF7

hiicre hattinda MCF10A hiicre hattina kiyasla daha fazla toksik etki gosteren ortak konsantrasyonun
belirlenmesi
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Sekil 48. M. communis esansiyel yagi uygulanan MCF-7 ve MCF10A Hiicre hatlar1 ve kontrol gruplarina
ait invert mikroskop goriintiileri.

4.10. BELIiRLENEN ETKiN DOZUN BJ HUCRE HATTI UZERINDEKI
ETKIiSi

Terapotik konsantrasyon belirlendikten sonra, M. communis esansiyel yaginin
750 ve 600 pg/ml konsantrasyon araliklarinda BJ hiicre hatt1 {izerinde % inhibisyon
etkilerine bakildiginda; 24 saatlik siire sonunda, 750 ve 600 pg/ml dozlarda %
inhibisyon sirastyla 67,6 ve 8,5 olarak gézlemlendi (Cizelge 43, Sekil 49).
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Cizelge 43. BJ hiicre hatti i¢in M. communis esansiyel yagmm 750-600 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda % inhibisyon oranlari (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

BJ igin M. communis % Inhibasyon Oranlari
Esansiyel Yaginin
Konsantrasyonu T24
750 pg/ml 67,6
600 ng/ml 8,5
Kontrol 0

BJ ATCC-Myrtus communis L.-24h
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Sekil 49. BJ hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin 750 ve 600 ug/ml konsantrasyonlarinda %
inhibisyon grafigi (Istatiksel Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir). .

4.11. MCF7 Hiicre Hatti Uzerinde Uygulanan M. communis Esansiyel
Yagimin Apoptoz Mekanizmasinda Rol Alan Gen Ekspresyonlar
Uzerine Etkileri
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4.11.1. MCF7 Hiicre Hatt1 i¢in M. communis Esansiyel Yagimn (750 pg/ml)
Bcl-2 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

750 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bcl-2 gen ekspresyon seviyesinin anlamli bir

sekilde 3.9 kat azaldig goriildii (Sekil 50).

24 saat

Hek

Sekil 50. MCF7 hiicrelerinde M. communis esansiyel yagin (750 pg/ml) Bel-2 gen ekspresyonu tizerine
etkisi (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.11.2. MCF7 Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yagmmn (750 pg/ml)
Kaspaz 9 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

750 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyesinde
anlamli bir degisim goriilmedi (Sekil 51).
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Sekil 51. MCF7 hiicrelerinde M. communis esansiyel yagmm (750 pg/ml) Kaspaz 9 gen ekspresyonu
iizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

4.11.3. MCF7 Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yagmmn (750 pg/ml)
Bax Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

750 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
Saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bax gen ekspresyon seviyesinin anlamli bir

sekilde 1.4 kat azaldig1 goriildi (Sekil 52).

24 saat
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Sekil 52. MCF7 hiicrelerinde M. communis esansiyel yagimn (750 pg/ml) Bax gen ekspresyonu iizerine
etkisi (Istatiksel onem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).
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4.11.4 MCF7 Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yagmmn (750 pg/ml)
Apaf-1 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

750 ug/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Apaf-1 gen ekspresyon seviyesinin anlamli

bir sekilde 1.2 kat arttig1 goriildii (Sekil 53).
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Sekil 53. MCF7 hiicrelerinde M. communis esansiyel yagimin (750 pg/ml) Apaf-1 gen ekspresyonu
iizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.11.5.M. communis Esansiyel Yag (750 pg/ml) Uygulanan MCF7
Hiicrelerinde Apoptotik Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin Kontrol

Gruplari ile Karsilastirilmasi
750 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Apaf-1 gen ekspresyon seviyesinin anlamli
bir sekilde arttig1 goriiliirken, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinin anlamli bir
sekilde azaldig1 goriildii. Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyesinde ise anlamli bir degisim

goriilmedi (Cizelge 44, Sekil 54,55).
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Sekil 54. MCF7 hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagimin (750 pg/ml) apoptoz mekanizmasinda rol
alan genlerin ekspresyonu iizerine etkisinin karsilastirilmasi (Istatiksel 6nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001

seklinde gosterilmistir).

Cizelge 44. Apoptotik genlerin kontrol grubu ve 750 pg/ml M. communis esansiyel yag ile ortalama Ct+

standart sapma degerleri.

Genler

Kontrol Grubu (MCF7)
Ort Ct + Standart Sapma

750 ng/ml M. communis
Esansiyel Yag Konsantrasyonu
Ort Ct £ Standart Sapma

GAPDH 19,56+0,0322 20,55+0,0153
Bcl2 28,69+0,299 31,68+0,310
Cas9 28,75+0,3148 28,77+0,1887
Bax 25,796+0,104 27,26+0,25
Apaf-1 29,583+0,0153 30,29+0,2193
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Sekil 55. Apoptotik genlerin kontrol grubu ve 750 pg/ml M. communis esansiyel yag ile ortalama Ct

degerlerinin karsilagtirilmasi

4.11.6. MCF7 Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yaginin (600 pg/ml)

Bcl-2 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.

saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bcl-2 gen ekspresyon seviyesinin anlamli bir

sekilde 5.7 kat azaldig1 goriildii (Sekil 56).

& —o m

o0 s 2 50
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24 saat

skkok
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Sekil 56. MCF7 hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin (600 pg/ml) Bel-2 gen ekspresyonu iizerine
etkisi (Istatiksel 5nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.11.7. MCF7 Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yaginin (600 pg/ml)
Kaspaz 9 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

600 ug/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyesinin anlamli

bir sekilde 2 kat arttig1 goriildi (Sekil 57).
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Sekil 57. MCF7 hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagmin (600 pug/ml) Kaspaz 9 gen ekspresyonu
iizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.11.8. MCF7 Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yaginin (600 pg/ml)

Bax Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bax gen ekspresyon seviyesinin anlamli bir

sekilde 1.9 kat azaldig1 goriildii (Sekil 58).

95



24 saat

1,5
F
1 -
0
1 0,5 -
d
0

GAPDH

-2,5 -

Sekil 58. MCF7 hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin (600 pg/ml) Bax gen ekspresyonu iizerine
etkisi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

4.11.9. MCF7 Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yaginin (600 pg/ml)
Apaf-1 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Apaf-1 gen ekspresyon seviyesinin anlamli

bir sekilde 1.05 kat arttig1 gortildii (Sekil 59).
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Sekil 59. MCF7 hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin (600 pg/ml) Apaf-1 gen ekspresyonu
tizerine etkisi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.11.10. M. communis Esansiyel Yag1 (600 pg/ml) Uygulanan MCF7
Hiicrelerinde Apoptotik Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin Kontrol

Gruplari ile Karsilastirilmasi

600 ug/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 hiicreleri 24.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Apaf-1 ve Kaspaz 9 gen ekspresyon
seviyelerinin anlamli bir sekilde arttigi goriiliirken, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyon

seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldig gorildii (Cizelge 45, Sekil 60,61).

24 saat
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Sekil 60. MCF7 hiicrelerinde M. communis esansiyel yaginin (600 pg/ml) apoptoz mekanizmasinda rol
alan genlerin ekspresyonu iizerine etkisinin karsilastirilmasi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001
seklinde gosterilmistir).
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Cizelge 45. Apoptotik genlerin kontrol grubu ve 600 pg/ml M. communis esansiyel yag ile ortalama Ct+
standart sapma degerleri.

600 ug/ml M. communis
Genler Kontrol Grubu (MCF7) Esansiyel Yag
Ort Ct + Standart Sapma Konsantrasyonu
Ort Ct £ Standart Sapma
GAPDH 19,56+0,0322 21,19+0,0153
Bcl2 28,69+0,299 32,83+0,226
Cas9 28,75+0,3148 29,377+0,163
Bax 25,796+0,104 27,96+0,122
Apaf-1 29,583+0,0153 31,15+0,408
35 4
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Sekil 61. Apoptotik genlerin kontrol grubu ve 600 ug/ml M. communis esansiyel yag ile ortalama Ct
degerlerinin karsilagtirilmasi
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4.12. MCFI10A Hiicre Hatti Uzerinde Uygulanan M. communis Esansiyel
Yagimin Apoptoz Mekanizmasinda Rol Alan Gen Ekspresyonlari
Uzerine Etkileri

4.12.1. MCF10A Hiicre Hatti icin M. communis Esansiyel Yagmin (750
ng/ml) Bel-2 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

750 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bcl-2 gen ekspresyon seviyesinin 2.5 kat
arttig1 saptandi (Sekil 62).
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Sekil 62. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagmin (750 pg/ml) Bcl-2 gen ekspresyonu
tizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.12.2. MCF10A Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yagimin (750
ng/ml) Kaspaz 9 Gen Ekspresyonu Uzerine EtKisi

750 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyelerinin

anlamli bir sekilde 5 kat arttig1 goriildii (Sekil 63).
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Sekil 63. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin (750 pg/ml) Kaspaz 9 gen ekspresyonu
iizerine etkisi (Istatiksel 5nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.12.3. MCF10A Hiicre Hatti icin M. communis Esansiyel Yagmn (750
ng/ml) Apaf-1 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

750 pug/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. Saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Apaf-1 gen ekspresyon seviyelerinin
anlamli bir sekilde 1.7 kat azaldig1 goriildii (Sekil 64).

24 saat
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Sekil 64. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagimin (750 pg/ml) Apaf-1 gen ekspresyonu
tizerine etkisi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.12.4. MCF10A Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yaginmn (750
pg/ml) Bax Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

750 png/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bax gen ekspresyon seviyelerinin

anlaml bir sekilde 1.12 kat arttig1 goriildii (Sekil 65).

24 saat
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Sekil 65. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin (750 pg/ml) Bax gen ekspresyonu
iizerine etkisi (Istatiksel 5nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.12.5. M. communis Esansiyel Yag (750 pg/ml) Uygulanan MCF10A
Hiicrelerinde Apoptotik Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin Kontrol

Gruplari ile Karsilastirilmasi
750 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. Saatte kontrol grubu ile karsilastirlldiginda Bax ve Kaspaz 9 gen ekspresyon
seviyelerinin anlamli bir sekilde arttig1 goriiliirken, Apaf-1 gen ekspresyon seviyesinin
anlaml bir sekilde azaldig1 goriildii. Bel-2 gen ekspresyon seviyesinde ise anlamli bir

degisim goriilmedi (Cizelge 46, Sekil 66,67).
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Sekil 66. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagimn (750 pg/ml) apoptoz mekanizmasinda
rol alan genlerin ekspresyonu iizerine etkisinin karsilagtirtlmasi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01,
**%<0.001 seklinde gosterilmistir).

Cizelge 46. Apoptotik genlerin kontrol grubu ve 750 pg/ml M. communis esansiyel yag ile ortalama Ct+
standart sapma degerleri.

Genler

Kontrol Grubu (MCF10A)
Ort Ct + Standart Sapma

750 ng/ml M. communis
Esansiyel Yag
Konsantrasyonu
Ort Ct + Standart Sapma

GAPDH 20,226+0,02082 25,340,001
Bel2 33,493+1,19039 37,205+0,5728
Cas9 27,183+0,10504 29,923+0,1616
Bax 25,35+0,0916 29,857+0,3864
Apaf-1 29,75+1,72535 35,527+0,699
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Sekil 67. Apoptotik genlerin kontrol grubu ve 750 pg/ml M. communis esansiyel yag ile ortalama Ct
degerlerinin karsilagtirilmasi

4.12.6. MCF10A Hiicre Hatti icin M. communis Esansiyel Yagmin (600
pg/ml) Bel-2 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. Saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinin

anlamli bir gekilde 1.6 kat arttig1 goriildi (Sekil 68).
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Sekil 68. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yagiimn (600 pg/ml) Bcl-2 gen ekspresyonu
iizerine etkisi (Istatiksel Snem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.12.7. MCF10A Hiicre Hatti icin M. communis Esansiyel Yagmin (600
ng/ml) Kaspaz 9 Gen Ekspresyonu Uzerine EtKisi

600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. Saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyelerinde

anlamli bir degisim goriilmedi (Sekil 69).

%

Cas9 GAPDH

Sekil 69. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin (600 pg/ml) Kaspaz 9 gen ekspresyonu
{izerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gosterilmistir).

4.12.8. MCF10A Hiicre Hatt1 icin M. communis Esansiyel Yagimin (600
ng/ml) Apaf-1 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. Saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda Apaf-1 gen ekspresyon seviyelerinin
anlamli bir sekilde 1.1 kat azaldig1 goriildii (Sekil 70).
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Sekil 70. MCF10A hiicrelerinde M. communis esansiyel yaginin (600 pg/ml) Apaf-1 gen ekspresyonu
iizerine etkisi (Istatiksel dnem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).

4.12.9. MCF10A Hiicre Hatti icin M. communis Esansiyel Yagimin (600
ng/ml) Bax Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. Saatte kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Bax gen ekspresyon seviyelerinin

anlamli bir sekilde 1.2 kat azaldig1 goriildii (Sekil 71).

24 saat
1,5 -
F
0 1
1
d 05 -
C 0
h GAPDH
a .05 -
n /
g -1 .
e skksk
1,5 -

Sekil 71. MCF10A hiicrelerinde M. communis esansiyel yagmin (600 pg/ml) Bax gen ekspresyonu
tizerine etkisi (Istatiksel nem *<0.05, **<0,01, ***<0.001 seklinde gdsterilmistir).
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4.12.10. M. communis Esansiyel Yagi (600 pg/ml) Uygulanan
MCF10A Hiicrelerinde Apoptotik Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin

Kontrol Gruplari ile Karsilastirilmasi
600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF10A hiicreleri
24. Saatte kontrol grubu ile karsilastirlldiinda Bax ve Apaf-1 gen ekspresyon
seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldig1 gortiliirken, Bcl-2 gen ekspresyon seviyesinin
anlaml bir sekilde arttig1 goriildii. Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyesinde ise anlamli bir

degisim goriilmedi (Cizelge 47, Sekil 72,73).
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Sekil 72. MCF10A hiicrelerinde M. communis Esansiyel yaginin (600 pg/ml) apoptoz mekanizmasinda
rol alan genlerin ekspresyonu iizerine etkisinin karsilastirilmasi (istatiksel énem *<0.05, **<0,01,
**%<0.001 seklinde gosterilmistir).
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Cizelge 47. Apoptotik genlerin kontrol grubu ve 600 pg/ml M. communis esansiyel yag ile ortalama Ct+
standart sapma degerleri.

600 ug/ml M. communis
Genler Kontrol Grubu (MCF10A) Esansiyel Yag
Ort Ct + Standart Sapma Konsantrasyonu
Ort Ct £ Standart Sapma
GAPDH 20,226+0,02082 22,93+0,1916
Bcel2 33,493+1,19039 35,49+0,001
Cas9 27,183+0,10504 24,746+4,1867
Bax 25,35+0,0916 28,256+0,16073
Apaf-1 29,75+1,72535 32,643+0,45082
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Sekil 73. Apoptotik genlerin kontrol grubu ve 600 pg/ml M. communis esansiyel yag ile ortalama Ct
degerlerinin karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Bu calismada insan meme kanseri hiicre hattt MCF7 ve insan tiimorojenik
olmayan MCF10A meme hiicre hatti, antitumorojenik aktivitesini degerlendirmek
amaciyla M. communis'ten elde edilen esansiyel yag ile muamele edildi. Buna paralel
olarak, biyolojik etkinin temellerini degerlendirmek i¢in gozlenen biyolojik aktivitenin
bir veya birka¢ maddeyle baglantili olup olmadigini tespit etmek adina bu analizlerde
karakterize edici bilesikler (1,8-cineole, a-Pinene, linalool) saf formda kullanilarak
MCF7 ve MCF10A ile muamale edildi. M. communis esansiyel yagin ve igerisinde
bulunan 3 bilesigin sitotoksik olmayan dozlarmnin belirlenmesi i¢in MTT testi yapildi.
Tedavi edici 0zellige sahip konsantrasyon belirlendikten sonra bu bilesiklerin apoptozu
uyarip uyarmadigini anlamak i¢in MCF7 ve MCF10A hiicre hatlarinda Bcl-2, Kaspaz 9,
Apaf-1 ve Bax genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-qPCR yontemi uygulanarak
incelendi. Ayrica, tedavi edici 6zellige sahip konsantrasyonlarin belirlenmesiyle sadece
olasi hiicre tipi segiciligi tizerine olup olmadigin1 gormek i¢in epitel olmayan hiicrelerde

yani insan BJ fibroblast1 hiicre hattinda da bu uygun dozlar test edildi.

Kanser, kontrol dis1 hiice biiylimesi ile karakterize edilen bir hastalik sinifidir.
Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunun herhangi bir yerinde ortaya
¢ikabilir. 100°den fazla farkli kanser tiirli vardir ve her biri baslangicta etkilenen hiicre
tipine gore siniflandirilir. Tiim kanser tiirlerinde, viicudun bazi hiicreleri durmadan
bliylimeye baslar ve tasinarak cevreleyen dokulara yayilir. Tasindiklar1 yerlerde de
bliylimeye devam ederek canli ic¢in risk olusturmaya baslar. Yani hiicreler, normal
stirecteki fonksiyonlarin1 yapamaz hale gelir ya da bazi yeni fonksiyonlara sahip
olurlar!l, Kanser tiim diinyada en ¢ok calisilan hastaliklardan biri olmasina ragmen, ana
umut kaynaginin dogal ve 6zellikle bitki kaynakli {iriinler oldugu goriilmektedir. Dogal
veya dogal tiirevli {irlinler modern tibbin en 6nemli ila¢ kaynagi oldugundan dolayi, bu
dogal tiriinlerin kanserdeki baskin rolii, antikanser bilesiklerin yaklagik %74'{inlin dogal
veya dogal tiirevli {iriinler olmasiyla belirgindir /4 .

Normal meme gelisimi, hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki denge ile
kontrol edilir ve tiimor biiylimesinin sadece kontrolsiiz proliferasyonun degil, aym
zamanda azalmis apoptozun bir sonucu olduguna dair gilicli kanitlar vardir.

Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge, kemoterapi, radyoterapi ve hormonal
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tedavilere cevap olarak tiimoriin genel biiylimesini veya gerilemesini belirlemede ¢ok

1.[220,221] I'[222’223].

onemlidi . Bunlarin hepsi kismen apoptozu indiikleyerek etki gosteri
Boylelikle, apoptozu inceleyerek bireysel tiimdrlerin biyolojisini molekiiler ve
biyokimyasal diizeyde tanimlamak, kontrol ve regiilasyonunu incelemek ve klinik
avantajdan yararlanmak i¢in bunlart kullanmak miimkiindiir. Bu iliskileri anlamak bazi
tiimdrlerin neden tedaviye cevap veremedigini bulmaya yardimeci olabilir ve bundan
dolayi ilag gelistirmenin yeni yollarini gosterebilir.

M. communis, geleneksel tipta diinya ¢apinda kullanilan taninmis tibbi bir
bitkidir. M. communis, diare, peptik iilser, hemoroit, iltihap, kanama, bas agrisi, ¢arpinti,
tiretrit, burun kanamasi, asir1 terleme, pulmoner ve cilt hastaliklarinin tedavisi i¢in de
geleneksel olarak kullanilmaktadir, buna karsin kliniksel ve deneysel caligmalar bu
bitkinin daha genis bir farmakolojik ve terapotik etki yelpazesine sahip oldugunu
gostermektedir>>27!, Calismamizda, antiproliferatif ve apoptotik etkilere sahip M.
communis esansiyel yaginin ve igerisinde bulunan 3 ana bilesigin MCF7 ve MCF10A
hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin arastirilmasi amaglanmstir.

Tezin ilk asamasinda, metod kisminda anlatildigi gibi hiicreler 96 kuyucuklu
‘plate’lere ekildi ve her bir hiicre hattina (MCF7 ve MCF10A) artan dozlarda M.
communis, 1,8-cineole, o-Pinene, Linalool muamelesi yapildi. Hiicre metabolik
aktivitesini degerlendirmek amaciyla kolorimetrik bir deney olan ve tanimlanmis
kosullar altinda mevcut canli hiicrelerin sayisint yansitabilen MTT sitotoksisite
caligmalar1 yapildi. MTT testi ile belirlenen sonuglarimiza gore; 24 saatlik siire sonunda
MCF7 hiicrelerinde 3000, 1500, 1200 ve 600 ug/ml M. communis esansiyel yag
dozlarinin hiicre canliligini sirasiyla % 99-89,7-88,5 ve 54,09 inhibisyon, 48 saatlik siire
sonunda ise 3000, 1500 ve 1200 pg/ml yag dozlarinin % 98- 91,7 ve 97,4 inhibisyon ile
anlaml bir sekilde baskiladig1 gozlemlendi. MCF10A hiicrelerinde ise 24 saatlik siire
sonunda 3000 ve 1500 pg/ml M. communis esansiyel yag dozlarimin hiicre canliliini
sirastyla % 99,4 ve 95,8 inhibisyon, 48 saatlik siire sonunda ise 3000- 1500- 1200- 750
pug/ml esansiyel yag dozlarinin hiicre canliligini sirasiyla % 99- 94,7- 90,06- 66,7
inhibisyon ile anlaml bir sekilde baskiladigir gézlemlendi. 600 pg/ml dozda 24 saatlik
siirede MCF7 hiicrelerinde sitotoksik etki goriilmesine ragmen 48 saatlik siire sonunda
istatiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi. MCF10A hiicrelerinde ise 1200 ve 750

png/ml dozlarinda 24 saatlik siirede sitotoksisite anlamli goriilmezken, 48 saatlik siire
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sonunda sitotoksik etki istatiksel olarak anlamli goriildi. MCF7 insan meme kanseri
hiicre hatti ile MCF10A tiimorojenik olmayan insan meme hiicre hatti
karsilastirildiginda, 24 saatlik siire sonunda 1200 ve 600 ug/ml dozlarinda MCF7
hiicrelerinde istatiksel olarak anlami sitotoksik etki gézlemlenmesine ragmen MCF10A
hiicrelerinde sitotoksisite anlamli gézlemlenmedi. 48 saatlik siire sonunda ise 750 pg/ml
dozunda MCF7 hiicrelerinde sitotoksik etki gozlemlenmemesine ragmen MCF10A
hiicrelerinde sitotoksik etki anlamli gézlemlendi. M. communis'ten tiiretilen aktif bir
bilesik olan Myrtucommulone-A’nin sitotoksisitesini ve kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikleme potansiyelini inceleyen bir ¢alismada, uzun siireli muamelede sitotoksik etki
gosterdigi belirtilmistir?*?!. Bizim ¢alismamizda da 24 saatlik siire sonunda anlamli bir
sitotoksik etki goriilmeyen dozlarda, 48 saatlik siire sonunda sitotoksik etki
goriilmesinin nedeninin Myrtucommulone-A c¢alismasinda oldugu gibi uzun siireli
muamelelerin sitotoksik etki olusturmasindan kaynaklanabilecegini gostermektedir.
Elde edilen bu veriler dogrultusunda, uygun dozlar ve muamele siiresi segilirken MCF7
hiicrelerinde MCF10A hiicrelerine kiyasla daha toksik etki gdsteren dozlar (750 ve 600
png/ml) caligmaya dahil edildi. 3000- 1500- 1200 pg/ml dozlar her iki hiicre hatti i¢in
toksik etki yiiksek oranda oldugu i¢in bu dozlar ¢aligmaya dahil edilmedi. 750 pg/ml
dozunda 48 saatlik siire sonunda MCF10A hiicrelerinde toksik etki daha yiiksek oranda
gorildiigli i¢in muamele stiresi 24 saat olarak secildi.

Linalool’lin anti-karsinojenik mekanizmasi ile ilgili yapilan daha Onceki bir
caligmada Linalool’lin kansere 6zgii oksidatif stres yoluyla HCT 116 (insan kolorektal
kanser) hiicre hattinda apoptozu indiikledigi bildirilmistir [**. Benzer sekilde, SW 620
(insan kolorektal kanser hiicre hatt1), T-47D (insan meme kanseri hiicre hatti), Hep G2
(insan karaciger karsinom hiicre hatti) ve A549 (insan akciger karsinom hiicre hatti)
hiicre hatlar1 {izerinde yapilan bir ¢alismada, linalooliin hiicre dliimiinii tetikledigi ve
hiicrelerin apoptoza ugramasina neden olarak sitotoksik etkilere neden oldugu
gosterilmistir %), Ek olarak HeLa (Insan papillom viriisii hiicre hatt1) ve U937 (Insan
akut miyeloid l0semi hiicre hatt1) hiicreleri iizerinden yapilan bir ¢aligmada hiicre
dongiisiinii durdurdugu ve sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir 0. Bizim yaptigimiz
caligmada ise, linalool bileseninin MTT testi sonucunda MCF7 hiicre hatt1 {izerinde
sitotoksik etkisine bakildiginda, 24 saatlik siire sonunda 3000- 1500- 1200 ve 600 pg/ml
dozlarinin hiicre canliligini sirasiyla % 99,2- 91,38- 95,8 ve 46,3 inhibisyon, 48 saatlik
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stire sonunda ise 3000-1500-1200-750 ve 600 pg/ml dozlarinin % 99,2- 94,3 -96,8 -86,8
ve 57,6 inhibisyon ile anlamli bir sekilde baskiladigi gozlemlendi. MCF10A
hiicrelerinde ise 24 saatlik siire sonunda 3000- 1500- 1200- 750- 600- 375- 187,5- 150-
46,875 png/ml dozlariin hiicre canliligini sirasiyla % 99,4- 947,2- 99,9- 99.4- 95,3-
66,4- 67,92- 52,3- 46,9 inhibisyon, 48 saatlik siire sonunda ise 3000- 1500- 1200- 750-
600- 375- 300- 187,5- 150- 93,75 pg/ml dozlarin hiicre canliligini sirasiyla % 96,73-
95,98- 97,02- 96,38- 96,8- 96,1- 91,6- 97,06- 64,9 ve 80,15 inhibisyon ile anlamli bir
sekilde baskiladigr gozlemlendi. MCF7 hiicrelerinde 750 pg/ml dozunda, MCF10A
hiicrelerinde ise 3000 ve 93,75 png/ml dozlarinda 24 saatlik siirede sitotoksisite anlaml
goriilmezken, 48 saatlik siire sonunda sitotoksik etki istatiksel olarak anlamli goriildii.
Elde edilen bu veriler dogrultusunda MCF7 ve MCF10A hiicreleri karsilastirildiginda,
MCF7 hiicreleri i¢in sadece 3000 ve 600 pg/ml konsantrasyon araliklarinda sitotoksik
etki anlamli gézlemlenirken MCF10A hiicreleri i¢in uygulanan tiim dozlarda sitotoksik
etki gozlemlendi. Uygulanan tiim dozlar tiimorojenik olmayan hiicre hatti lizerinde
toksik etki olusturdugu i¢in uygun doz belirlenemedi.

a-pinen’in anti-karsinojen 6zellige sahip oldugunu gostermek amaciyla yapilan
bir ¢aligmada, karaciger kanseri BEL-7402 hiicre hattinda hiicre dongiisiiniin G2
fazindan M fazina gecisinin (G2/M) a-pinen tarafindan inhibe edildigi rapor edilmistir
[601 Benzer sekilde prostat kanseri PC-3 hiicre hattinda yapilan ¢alismada da o-pinen’in
hiicre biliylimesini 6nemli dl¢iide engelledigi ve hiicre dongiisiinii durdurup apoptozu
tetikledigi bildirilmistir (1), Ayrica, THP-1 (insan monosit hiicre hatt1) hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada, a-pinen’in mitojenle aktive olan protein kinazlarin (MAPK'ler)
ve niikleer faktor-kappa B'nin (NF-KB) baskilanmasi yoluyla anti-inflamatuar aktivite
gosterdigi belirlenmistir®?, Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise a-pinen bileseninin MTT
testi sonucunda MCF7 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkisine bakildiginda, 24 saatlik
siire sonunda 3000- 1500 ve 1200 pg/ml dozlarinin hiicre canliligini sirasiyla % 98,9-
97,9 ve 99,5 inhibisyon, 48 saatlik siire sonunda ise 3000-1500 ve 1200 pg/ml
dozlarmin % 99,2- 96,4 ve 98,4 inhibisyon ile anlamli bir sekilde baskiladigi
gozlemlendi. MCF10A hiicrelerinde ise 24 saatlik siire sonunda 3000- 1500 ve 1200
png/ml dozlariin hiicre canliligini sirasiyla % 97,3- 80,3 ve 92,8 inhibisyon, 48 saatlik
siire sonunda ise 3000- 1500- 1200- 750- 600- 375 ve 300 pg/ml dozlarinin hiicre
canliligin sirastyla % 98,3- 86,05- 94,34- 78,8- 80,8- 77,7 ve 76,6 inhibisyon ile
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anlaml bir sekilde baskiladigir gozlemlendi. MCF10A hiicrelerinde 750, 600, 375 ve
300 pg/ml dozlarinda 24 saatlik siirede sitotoksisite anlamli goriilmezken, 48 saatlik
siire sonunda sitotoksik etki istatiksel olarak anlamli goriildii. Elde edilen bu veriler
dogrultusunda MCF7 ve MCF10A hiicreleri karsilastirildiginda,24 saatlik siirede her iki
hiicre hatt icin sadece 3000,1500 ve 1200 pg/ml dozlarinda yiiksek oranda toksik etki
gozlemlendi, fakat uygulanan diger dozlar MCF10A i¢in hiicre canliliginda azalmaya
neden olurken MCF7 hiicre canlilifinda azalmaya neden olmadi. 48 saatlik siire
sonunda da benzer sekilde tiimorojenik olmayan hiicrelerde toksik etki yaratip, timor
hiicrelerinde daha az yada hi¢ yaratmadigi i¢in uygun doz belirlenemedi.

1,8-sineol bileseninin MTT testi sonucunda MCF7 hiicre hatt1 iizerinde
sitotoksik etkisine bakildiginda, 24 ve 48 saatlik siire sonunda herhangi bir dozda
anlaml bir farklilik gézlemlenmedi. MCF10A hiicrelerinde ise 24 saatlik siire sonunda
3000- 1500- 1200 ve 600 pg/ml dozlarinin hiicre canliligini sirastyla % 90,9- 71,4-
76,05 ve 52,6 inhibisyon, 48 saatlik siire sonunda ise 3000 ve 1200 pg/ml dozlarinin
hiicre canliligint sirastyla % 81,5 ve 33,6 inhibisyon ile anlaml bir sekilde baskiladig:
gozlemlendi. MCF10A hiicrelerinde 1500 ve 600 pg/ml dozlarinda 24 saatlik stirede
sitotoksisite gortiliirken, 48 saatlik siire sonunda sitotoksik etki goriilmedi. Elde edilen
bu veriler dogrultusunda, MCF10A hiicrelerinde 3000-600 pg/ml konsanstrasyon
araliklarinda sitotoksik etki goriilmesine ragmen, MCF7 hiicreleri iizerinde uygulanan
herhangi bir dozun sitotoksik etki olusturmamasindan dolay1 uygun doz belirlenemedi.
Antikarsinojenik aktivitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada in vitro ve in vivo’da, 1,8-
sineolin insan kolorektal hiicre hattinda (HCT 116) apoptozu indiikleyerek
proliferasyonunu baskiladigi gosterilmistir 7. Ayrica Ashour 2! Okaliptiis
sideroxylon ve Okaliptiis torquata’nin MCF7'ye kars1 sitotoksik aktivitelerini de
gostermistir. Fakat bizim yaptigimiz ¢aligmada Okaliptus cesitlerden biri olan 1,8-
sineoliin MCF7 hiicre hatti izerinde sitotoksik bir etkisi goriilmemistir.

M. communis esansiyel yag ve 3 kimyasal bilesegin MCF7 ve MCF10A
hiicreleri lizerinde MTT testi ile sitotoksik etkisine bakilip analizleri yapildiktan sonra
etkin doz ve siire, 750-600 pg/ml M. communis esansiyel yagi ve 24 saat olarak
belirlendi. Tezin ikinci asamasinda ise, belirlenen etkin dozun sadece olas1 hiicre tipi
seciciligi tizerine olup olmadigint gérmek i¢in BJ insan fibroblast hiicre hattinda da bu

uygun dozlar test edildi. MTT testi ile belirlenen sitotoksisite sonuglarimiza gore, 750
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ve 600 pg/ml dozlarinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlenmedi ve %
inhibisyon oranlar1 sirastyla 67,6 ve 8,5 olarak belirlendi. Ozellikle 600 pg/ml dozunun
BJ fibroblast hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik etkisinin goriilmemesi ve hiicre canliliginda
azalmaya sebep olmamasi, kullanilan M. communis esansiyel yaginin hiicre se¢iciligi
oldugu ve uygun dozda fibroblast hiicreleri iizerinde etkisi olmadigin1 géstermektedir.

Tezin ii¢lincii ve son agsamasinda, 24 saatlik siirede 750 ve 600 pg/ml dozlarinda
M. communis esansiyel yagi ile muamele edilen MCF7 ve MCF10A hiicre hatlarindan
saflagtirilan RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi yapildi ve sentezlenen cDNA’lar RT-
gPCR yontemi ile gen ekspresyon diizeylerinin incelenmesi amactyla kullanildi.
Calismamizda apoptoz mekanizmasinin intrinsik yolaginda goérev alan ve BCL-2 ailesi
iiyelerinden pro-apoptotik bir gen olan Bax, antiapoptotik 06zelik gdsteren Bcl-2,
apoptozom kompleksinin olusumunda goérev alan Apaf-1, baslatict kaspaz olan Kaspaz-
9 genlerinin ekspresyon diizeyleri housekeeping bir gen olan ve tiim hiicrelerde
ekspresyon seviyeleri her kosulda hemen hemen aymi kalan GAPDH geni ile
karsilastirildi. Belirlenen gen ekspresyon seviyelerinden elde edilen veriler sonucu
gbzlenen doza bagli degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigina bakildi.
Gen ekspresyon ile belirlenen apoptoz sonuglarimiza gore; 24 saatlik siire sonunda 750
ug/ml M. communis esansiyel yag uygulanan MCF7 hiicrelerinde Apaf-1 geninin
ekspresyon diizeyi 1.2 kat artis gosterirken; 600 pg/ml M. communis uygulamasinin
ardindan 1.1 kat artis gozlemlendi. Uygulanan iki dozda Apaf-1 genin ekspresyon
diizeyinde gozlemlenen bu artis istatiksel olarak anlamli bulundu. 750 ve 600 pg/ml
dozlarinda M. communis uygulanan saglikli MCF10A hiicrelerinde ise Apaf-1 geninin
ekspresyon diizeyi sirastyla 1.7 ve 1.1 kat azalmistir. Apaf-1 geninin ekspresyon diizeyi
icin elde edilen bu veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (P<0,05). Bu azalisin
sebebinin M. communis esansiyel yaginin bu dozlarda kanserli hiicre hattinda apoptozu
indiikleyip, saglikli hiicre hattinda ise bunun tersi olarak apoptozun baskilamasi oldugu
distiniilmektedir.

Insanlarda BCL2 geni tarafindan kodlanan Bcl-2, apoptozu inhibe ederek veya
indiikleyerek hiicre Olimiinii diizenleyen antiapoptotik bir gendir ve MCF-7
hiicrelerinde bu genin ekspresyon diizeyine bakildiginda, uygulanan M. communis
dozuna bagli olarak gozlenen degisikliklerde artan doz miktarina bagli olarak

ekspresyon seviyesinde ters orantili bir azalma gozlemlendi. 750 pg/ml dozunda Bcl-2
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ekspresyon diizeyinde 3.9 kat azalma gozlenirken, 600 pg/ml dozunda 5.7 kat azalma
goriildii. MCF10A saglikli hiicre hattina bakildiginda ise tam tersi olarak 750 ve 600
ug/ml dozlarinda Bcel-2 ekspresyon diizeyinde sirasiyla 2.5 ve 1.6 kat artis gézlemlendi.
Tim sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bcl-2 geninin kanserli hiicre hattinda
down-regiile olurken, saglikli hiicre hattinda up-regiile olmas1 M. communis yaginin
kanserli hiicre hattinda apoptozu indiiklerken saglikli hiicre hattinda apoptotik bir etki
olusturmadigini desteklemektedir.

Bax, apoptozun indiiklenmesinde merkezi rol oynayan pro-apoptotik bir gendir.
MCF-7 hiicrelerinde bu genin ekspresyon diizeyinde uygulanan M. communis dozuna
bagl degisiklikler gozlendi ve 750 ve 600 ng/ml dozlarinda kontrole kiyasla sirastyla
1.4 ve 1.9 kat azalis saptandi. MCF10A hiicrelerinde ise 750 pg/ml M. communis
uygulamasi yapildiktan sonra, MCF7 hiicrelerinde gozlenenin aksine Bax geninin
ekspresyon diizeyi 1.12 kat artig gosterirken; 600 pg/ml MC uygulamasindan sonra 1.2
kat azalig gosterdi. Tiim sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Yapilan liteartiir
taramasina gore, Obakan ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 bir ¢aligmada 24 saatlik EBR
(Epibrassinolid) uygulamasindan sonra PC3 prostat kanseri hiicre hattinda Bcl-2
ailesinin pro-apoptotik {iyelerinden olan Puma, Bak, Bim ve Bax gibi genlerin
ifadesinin arttig1, anti-apoptotik iiyelerinden olan Mcl-1 geninin ifadesinin ise azaldig1
gosterilmistir®®3!, Steigerova ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 bir diger arastirmada ise
EBR’ nin MCF-7 hiicrelerinde anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin
ekspresyonunu % 79 uyardig: tespit edilmistir 34 | Yu ve arkadaslarmin ** yaptig1 bir
bagka calismada da HT-29 hiicre hatlarininda elde edilen immunblotlama verilerine
gore genisteinin 60 uM ve 120 uM artan doza bagl olarak Bax proteinin ifadesinin
artmasina sebep oldugu bulunmustur. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda ise DOX
uygulanmasinin artan dozlartyla birlikte Bax geninin ekspresyon seviyesi 50 nM DOX
uygulamasmin ardindan kontrole kiyasla 1,672 kat; 200 nM DOX uygulamasinin
ardindan ise 2,573 kat artmistir. 400 ve 800 nM DOX uygulamasindan sonra ise Bax
geninin ekspresyon seviyesinde azalma gozlenmistir. HEPG2 hiicre hatti {izerinde Bax
geninin ekspresyon seviyesi incelendiginde 50 nM DOX uygulanmasinin ardindan
kontrolle kiyaslandiginda 1,611 kat bir artig tespit edilmistir. 400 ve 800 nM DOX
uygulanan hiicrelerdeki Bax ekspresyon diizeylerinin ise kontrole gore degisim

gostermedigi tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda da, ifadesi artmasi beklenen Bax
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geninin, ekspresyon seviyesi azalmistir. Literatiir taramasindan sonra elde edilen
verilere gore ¢aligmamiz karsilastirildiginda, bunun nedeninin Bax geninin daha diisiik
dozlarda eksprese olup, yiiksek dozlarda ifadesinin azalmasina ya da anlamli bir
farklilik goriilmemesine dayandirabiliriz.

Baglatict bir kaspaz olan Kaspaz-9 geninin MCF7 hiicrelerinde ekspresyon
diizeyine bakildiginda, 750 pg/ml dozunda anlamli bir degisim goriillmezken, 600 pg/ml
dozunda Kaspaz-9 genin ekspresyon seviyesinde 2.01 kat artis goriildi. MCF10A
hiicrelerinde ise 750 pg/ml M. communis muamelesi ardindan, ekspresyon seviyesinde
5.04 kat artis gozlemlenirken, 600 pg/ml dozunda 35 kat artis olmasma ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. MCF7 kanser hiicre hattinda Kaspaz-9
ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis gézlemlenmemesi, M. communis’nin apoptozu
ekstrinsik  yolaktan ziyade intrinsik oOlim yolagi araciligiyla indiikledigini
distindiirmektedir.

Sonug¢ olarak, bu tez ¢alismasinda MCF7 ve MCF10A hiicre hattinda artan
dozlarda M. communis, 1,8-cineole, a-Pinene, Linalool uygulanmas1 sonucunda yiizde
canlilik diizeylerine bakildi, etkin madde, doz ve siire (M. communis, 750 ve 600 pg/ml,
24 saat) belirlendi. Etkin dozun MCF7 hiicre hatt1 iizerinde MCF10A saglikli hiicre
hattina gore daha yiiksek toksisite olusturdugu gozlemlendi. Her iki hiicre hattinda da
apoptozda gorev alan Apaf-1, Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-9 genlerinin ekspresyon
seviyelerine bakildiginda, M. communis esansiyel yaginin MCF7 hiicre hattinda
apoptozu indiikledigi, MCF10A saglikli hiicre hattinda ise tam tersi bir mekanizma
olusturdugu gozlemlendi. Ayrica uygun dozun BJ hiicre hatti iizerinde etkilerine
bakildiginda hiicre canlilig1 iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmedi.
Bu da M. communis yaginin hiicre seciciligi oldugunu, kanserli hiicre hatti tizerinde
apoptotik etki olustururken saglikli hiicreye aym1 oranda zarar vermedigini
gostermektedir. Taranan literatiir verileri ve elde ettigimiz sonuglar goz Oniine
alindiginda, apoptotik ve anti-kanserojenik etkilere sahip olan M. communis’nin meme

kanseri tedavisinde umut vaat edici oldugu sdylenebilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismadan elde edilen sonuglar1 6zetleyecek olursak;

. M. communis esansiyel yaginin 750 ve 600 pg/ml konstantrasyonlar1 24.saatte,
MCEF7 hiicre hattt icin MCF10A hiicre hattina goére daha ¢ok toksik etki
olusturdu yani bu konsantrasyonlarda MCF10A hiicrelerine kiyasla daha fazla
MCF7 hiicresi 6ldii.

. Linalool bileseninde 6zdes konsantrasyonlar i¢in (3 mg-1.2 mg / ml, 24 ve 48
saat), MCF10A ve MCF7 hiicreleri lizerinde benzer toksisite goriildii. Daha
diisiik konsantrasyonlarda MCF10A hiicreleri i¢in toksisite gozlendi, ancak
MCF7 igin toksisite gozlenmedi ya da daha az gozlendi.

a-pinen bileseninde 6zdes konsantrasyonlar i¢in (3 mg- 1.2 mg/ml, 24 ve 48
saat), MCF10A ve MCF7 hiicreleri lizerinde benzer toksisite goriildii. Daha
diisiik konsantrasyonlarda MCF10A hiicreleri i¢in toksisite gozlendi, ancak
MCF7 i¢in toksisite gdzlenmedi ya da daha az g6zlendi.

. MCFI10A ig¢in toksisite (3 mg-0.6 mg/ml, 24 ve 48 saat) gozlendi, ancak MCF7
hiicreleri i¢in hi¢bir konsanstrasyonda belirgin bir toksisite gézlenmedi.

. MCFT7 hiicrelerinde 750 pug/ml M. communis esansiyel yag muamelesi ile Apaf-
1 ve Kaspaz-9 genlerinin ekspresyon seviyelerinin sirasiyla 1.2 ve 1.9 kat arttig1,
Bcl2 ve Bax genlerinin ekspresyon seviyelerinin ise sirasityla 3.9 ve 1.4 kat
azaldig saptanda.

. MCFT7 hiicrelerinde 600 ng/ml M. communis esansiyel yag muamelesi ile Apaf-
1 ve Kaspaz-9 genlerinin ekspresyon seviyelerinin sirastyla 1.05 ve 2 kat arttigi,
Bcl2 ve Bax genlerinin ekspresyon seviyelerinin ise sirasityla 5.7 ve 1.9 kat
azaldig saptanda.

. MCF10A hiicrelerinde 750 pg/ml M. communis esansiyel yag muamelesi ile
Apaf-1 gen ekspresyon seviyesinin 1.7 kat azaldigi, Bcl-2, Kaspaz-9 ve Bax
genlerinin ekspresyon seviyelerinin ise sirasiyla 2.5, 5 ve 1.12 kat arttig1
saptandi.

. MCF10A hiicrelerinde 600 pg/ml M. communis esansiyel yag muamelesi ile
Apaf-1 ve Bax genlerinin ekspresyon seviyelerinin sirasiyla 1.14 ve 1.15 kat

azaldigi, Bcl-2 gen ekspresyon seviyesinin ise 1.6 kat arttig1 saptandi.

116



9. MCF7 hiicrelerinde M. communis esansiyel yaginin apoptozu intrinsik yolak
araciligiyla indiikledigi belirlendi.
10. 600 pg/ml dozunun BJ hiicre hatt1 iizerindeki etkisine bakildiginda hiicre

canliligi izerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmedi.

Sonug olarak; bu calisma ve yapilan diger ¢alismalar g6z oniine alindiginda M.
communis esansiyel yaginin apoptotik etkilerinin, kanser tedavisinde dogal terapotik

ajan olabilecegi diisiiniilmektedir.
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