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OZET

Kanser her gegen giin artan, yasami ¢ok yonlii olarak tehdit eden, maddi ve manevi
kayiplara neden olan giiniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden birisidir. Kanserin
tedavisi i¢cin kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler kullanilmaktadir. Kemoterapi
ile tedavi edilen hastalar onemli bazi olumsuz yan etkiler yasayabilmektedir. Mide
bulantisi, kusma, ishal, sa¢ dokiilmesi, istah kayb1, yorgunluk, ates, agiz yaralari, agr1 gibi
cok degisik yan etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle, kanserin tedavisinde
kemoterapiye alternatif ya da kemoterapinin yan etkilerini azaltmak amaclh yeni tedavi
stratejilerinin 6nemi artmaktadir. Cesitli timor tipleri tizerinde test edilen bitki kaynakli
bilesikler, daha ileri kanser tedavisi igin stratejiler saglayabilir. Sunulan bu tez
caligmasinda Myrtus Communis L. (Mersin bitkisi) bitki ekstresi birincil kemik
tiimorlerinin en malignant ve en yaygin goriinen tiirii olan osteosarkoma (Saos-2) hiicre
hatt1 tizerindeki etkisi aragtirllmistir. Calismada apoptozis, inflamasyon ve oksidatif stres
ile iligkili mekanizmalar ve bu mekanizmalarda rol oynayan biyo molekiiller
incelenmistir. ~ Sitotoksisite analizleri i¢cin MTT  (3-(4,5-dimetil-tiyazolil)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) testi, sitokin (TNF-a, I1L-10, IL-12, IFN-y) diizeylerinin
belirlenmesi i¢in ELISA testi, oksidatif stres (TAS ve TOS) i¢in fotometrik testler,
apoptoz igin ger¢ek zamanlh PCR yontemi kullanilmistir. 24 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda Myrtus Communis 6ziitleri ile muamele edilen Saos-2 hiicrelerinde
%50 inhibisyon yapan dozun (IC50) 1/1.28’lik diliisyon oldugu tespit edildi. Bu
konsantrasyonda uygulanan Myrtus Communis ekstresinin inflamatuvar sitokin (TNF-a,
IL-12 ve IFN- vy) diizeylerini artirdigi, antiinflamatuar sitokin IL-10 seviyesini azalttig1
ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli oldugu tespit edildi.
Tedavi grubunda toplam antioksidan diizey (TAS), toplam oksidan diizey (TOS) ve
oksidatif stres indeksi (OSI) diizeylerinde anlaml1 artislar tespit edildi. Bitki ekstresinin,
Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9, p53, p21 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini ve
Bax/Bcl-2 orani ile belirlenen apoptotik indeksi istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttirdigr belirlendi. Metastazda rol oynayan MMP-2 geninin ekspresyon seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde artarken, MMP-9 gen ekspresyonu ise
belirlenemdi.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar Myrtus Communis’in osteosarkom hiicrelerinde
apoptozu indiiklemesinden dolayr hastaligin tedavisinde kemoterapdtiklerle birlikte



kullaniminin miimkiin olabilecegini diistindiirmektedir. Bu fikrin dogrulanmasi ve/veya
desteklenebilmesi i¢in, bu yonde yapilacak ileri diizeyde in vivo ve in vitro ¢alismalara
ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Kaspaz, Metastaz, Osteosarkom, Saos-2 hiicre hatt1, Myrtus
Communis
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INVESTIGATION OF THE PRO-APOPTOTIC AND ANTI-METASTATIC
EFFECTS OF MYRTUS COMMUNIS (MYRONIC PLANT) ON HUMAN
OSTEOSARCOMA CELLS (SAOS-2) UNDER IN-VITRO CONDITIONS

Emira KURBASEVIC
Afyonkarahisar University of Health Sciences Institute of Graduate Education
Department of Biochemistry Master Thesis
June 2021

Supervisor: Professor. Dr. Sefa CELIK
ABSTRACT

Cancer is one of the most important health problems of today, increasing day by day,
threatening life in many ways and causing material and moral losses. Chemotherapy,
radiotherapy and surgical methods are used for the treatment of cancer. Patients treated
with chemotherapy may experience some significant adverse side effects. Various side
effects such as nausea, vomiting, diarrhea, hair loss, loss of appetite, fatigue, fever, mouth
sores, and pain may occur. For this reason, the importance of new treatment strategies to
reduce the side effects of chemotherapy or as an alternative to chemotherapy in the
treatment of cancer is increasing. Plant-derived compounds tested on various tumor types
may provide strategies for further cancer therapy. In this thesis, the effect of Myrtus
Communis L. (Myrtle) plant extract on the osteosarcoma (Saos-2) cell line, which is the
most malignant and most common type of primary bone tumors, was investigated. In the
study, the mechanisms associated with apoptosis, inflammation and oxidative stress and
the biomolecules that play a role in these mechanisms were examined. MTT (3-(4,5-
dimethyl-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) test for cytotoxicity analysis,
ELISA test for determination of cytokine (TNF-a, IL-10, IL-12, IFN-y) levels,
Photometric tests for oxidative stress (TAS and TOS) and real-time PCR for apoptosis
were used. It was determined that the 50% inhibiting dose (IC50) was 1/1.28 dilution in
Saos-2 cells treated with different concentrations of Myrtus Communis extracts for 24
hours. It was determined that Myrtus Communis extract applied at this concentration
increased the levels of inflammatory cytokines (TNF-a, 1L-12 and IFN-vy), decreased the
level of the anti-inflammatory cytokine IL-10, and these changes were statistically
significant. Significant increases were detected in the total antioxidant level (TAS), total
oxidant level (TOS) and oxidative stress index (OSI) levels in the treatment group. It was
determined that the plant extract statistically significantly increased the mRNA
expression levels of Bax, Bcl-2, Caspase-3, Caspase-9, p53, p21 genes and the apoptotic
index determined by Bax/Bcl-2 ratio. While the expression level of the MMP-2 gene,
which plays a role in metastasis, increased at a statistically insignificant level, MMP-9
gene expression could not be determined.

The results obtained from this study suggest that it may be possible to use M. Communis
together with chemotherapeutics in the treatment of the disease, since it induces apoptosis
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in osteosarcoma cells. In order to confirm and/or support this idea, further in vivo and in
vitro studies are needed in this direction.

Keywords: Cancer, Caspase, Metastasis, Osteosarcoma, Saos-2 cell line, Myrtus
Communis.
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1. GIRIS VE AMAC

Kelime anlami olarak kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak béliiniip
cogalmastyla beliren kotii urlara denir. Genel anlamda ise kanser viicudumuzun cesitli
bolgelerindeki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan 100'den fazla hastalik
grubudur. Cok ¢esitli kanser tipleri olmasina ragmen, hepsi anormal hiicrelerin kontrol
dis1 cogalmasi ile baslar. Tedavi edilmez ise ciddi rahatsizliklara, hatta 6liime dahi neden

olabilir (Bertram, 2000).

Kalp ve damar hastaliklarindan sonra 6liim nedenleri siralamasinda ikinci sirada yer alan
kanser hastalig1 giiniimiiziin en biiyiik saglik sorunlarindan biridir. Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gore, sadece 2012 yilinda 8,2 milyon kisinin akciger, karaciger, mide basta
olmak iizere gesitli kanserler sebebiyle hayatini kaybettigi belirtiliyor. Diinya Saglik
Orgiitii, gelisen teknoloji ve tedavi imkanlarina ragmen 2030 yilinda kansere bagh
Olimlerin 13,1 milyon kisiye kadar ¢ikacagini dngdriiyor. Durum bdyleyken Onleyici
saglikli yasam aligkanliklar1 ve erken teshis her seyden 6nemli hale geliyor (Ferlay ve
ark., 2015).

Kanser; her gecen giin artan, yasami ¢ok yonlii olarak tehdit eden, maddi ve manevi
kayiplara neden olan giiniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden birisidir. Kemoterapi,
giiniimiizde kanser tedavisi i¢in sik kullanilan yontemlerden birisidir. Kemoterapotik
ilaglarla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin énlenmesinde iki hedef mekanizma 6n plana
¢ikmaktadir. Bunlar; hiicre biiyiimesinin durdurulmasi ya da apoptozun aktiflenmesidir.
Hiicre dongiistiniin durdurulmasi kanser hiicrelerinin elimine edilmesinde etkili bir
stratejidir. Apoptoz ise intrinsik ve ekstrinsik sinyal yolaklarindaki faktorlerin etkisiyle

diizenlenmektedir (Liang ve ark., 2012).

Son yillarda kanser hiicrelerine kars1 kullanilan antikanser ilaglara karsi direng gelisimi
ve bu ilaclarin kronik kullaniminin normal hiicrelerde de toksisite gostermesi sebebiyle
yeni nesil antikanser ajanlar gelistirme konusu oldukga popiiler bir aragtirma alan1 haline
gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii tahminlerine gore gelismis {ilkelerde yasayan insanlarin
yaklasik %80’1 primer saglik sorunlarimi gidermek i¢in geleneksel tedaviye

basvurmaktadir. Bu amacla gerek sentetik, gerekse de dogal iiriinler yeni nesil antikanser



ajan arastirmalarinda siklikla in vitro ve in vivo ¢alismalarda denenmektedirler (Cenic-
Milosevi¢ ve ark., 2013).

Osteosarkom en yaygin goriilen kemik kanseri tiiri olmakla birlikte, genellikle
cocuklarda ve gelisme ¢agindaki genglerde kansere bagli 6liimlerin ikinci en sik nedenidir
ve diinya genelinde her yil milyonda 3,4 vaka goriilme sikligini gostermektedir
(Denduluri ve ark., 2016). Kemoterapotik ajan secenckleri metotreksat, sisplatin,
doksorubisin ve ifosfamid olmakla birlikle, metastatik hastaligi olan hastalar i¢in ilk

kemoterapoétik olarak kullanilan ajan ise etoposid’dir (Lamoureux ve ark., 2007).

Cerrahi ve adjuvan tedavi segeneklerinden olan kemoterapinin kombinasyonu hala
osteosarkom hastalar1 i¢in geleneksel tedavi yontemidir. Ayrica son on yilda tani ve
tedavi de onemli iyilesmelere ragmen, yaklasik %60-70 osteosarkom hastasi bu tedaviden
fayda gormemistir. Lokalize osteosarkomlu hastalarda 5 yillik sagkalim yaklasik %50,
akciger metastazi olan hastalarda bes yillik sagkalim tahmini i¢in sadece %15 olarak
kalmistir (Peng ve Jiang, 2018). Bu nedenle, osteosarkomun tedavisinde yeni ve etkili
ajanlarin  Ozellikle dogal bilesiklerin terapdtik verimliliinin arastirilmasina  ve

gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Giliniimiizde modern ilaglarin %20°si geleneksel tibbi bitkilerden hazirlanmaktadir.
Bitkilerden 100.000’den fazla bilesik izole edilmis ve bitkilerin sekonder metabolitleri
olarak tanimlanan bu bilesiklerden bazilarinin diger canlilarda biyoaktif bilesenler
olabilecegi de tespit edilmistir. Basta kanser olmak tizere pek ¢ok hastaligin tedavisinde
bitkisel kaynakli maddelerden ilag etken maddesi olarak yararlanilmaktadir (Sen ve ark.,
2011).

Bu kapsamda kullanilan bitki tilirleri arasinda Myrtus Communis’dur. Myrtus
Communis'in molekiiler diizeyde hiicre kiiltiirii iizerine etkisine dair yeterli ¢aligma
bulunmamaktadir. Ozellikle de osteosarkoma malignant hiicresine Myrtus Communis'in
uygulanmasi lizerine herhangi bir ¢calismaya literatiirde rastlanilmamistir. Bu ¢alismanin
amaci, Myrtus Communis (Mersin bitkisi)’in birincil kemik tiimorlerinin en malignant ve
en yaygin goriinen tiirii olan osteosarkoma hiicrelerinde apoptoz ve metastazdan sorumlu

mekanizmalar ve molekiiller {izerine etkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILERI
2.1. Hiicre Siklusu

Hiicre siklusu, hiicrenin igerigini iki katina ¢ikararak boliindiigli ve sonucunda ayni iki
hiicrenin olustugu oldukc¢a organize ve siki bir sekilde diizenlenmis kompleks bir siirectir.
Bu siirecte, hiicresel ¢ogalma i¢in siklin ve siklin bagimli kinaz proteinleri, onkogenler
ve tlimor baskilayici genler, mitotik kontrol noktalari proteinlerini igeren bir¢ok

diizenleyici protein gorev almaktadir (Wenzel ve Singh, 2018).

Son zamanlarda yapilan bir¢ok arastirmada hiicre siklusunu diizenleyen proteinler ve
onkogenezis arasinda kurulan baglantilarin sayisinda 6nemli bir artis gézlenmektedir.
Hiicre siklusunun kontrol noktalarinda ve diizenlenmesindeki anormallikler kanser
gelisimine yol acar. Mutasyona ve overekspresyona ugramis hiicre siklusu
mekanizmasinda yer alan bilesenler ¢esitli kanser tiirlerinde belirlenmistir. Bu mutasyona
ugramis hiicre siklusu bilesenlerinin bazilar1 onkogen ve tiimor baskilayict gen
(antionkogenler, hemerogenler, flatogenler) olarak da bilinir (Yokus, 2012). Hiicre
siklusu; iki hiicre boliinmesi arasindaki hiicrede gézlemlenen ¢esitli biyokimyasal olaylar
ile morfolojik degisimleri ifade eden zaman dongisiidiir. Hiicre bdliinmesi tek
hiicrelilerde iiremeyi, ¢ok hiicreli organizmalarda kalitim materyalinin nesiller boyunca
aktarilmasi ile organizmanin hayatin1 devam ettirebilmesi i¢in gerekli metabolizmanin

devamliligini saglar (Sherr, 2000).

Belirli bir program cercevesinde gerceklesen hiicre siklusu kontrol edilmezse kontrolsiiz
hiicre boliinmesi denilen kanser goriiliir. Bu nedenle tiimor gelisimini baskilamak i¢in
hiicre siklusunun kontrolii 6nem tasir. G1, G2 ve M evresinde bulunan kontrol noktalari
dur ve devam et mesajiyla siklusta bir evre tamamlanmadan digerine gegilmesini engeller.
Hiicre dongiisiinlin en temel gorevi bir hiicredeki kromozom DNA’smi iki katina
cikararak DNA’lar1 genetik olarak ayni olan iki kardes hiicre olusturmaktir. Bu islemler
iki safhada gerceklesir: S ve M fazlar1. Okaryotik hiicre déngiisiinde 4 faz vardir: G1, S,
G2 ve M fazlar1. G1 ve G2 fazlar ara fazlardir. G1, S ve G2 fazlar1 (Sekil 2.1) hiicrenin
bliytimesi, protein ve organel miktarinin iki katina ¢ikarilmasi ve béliinmeye hazirlanmasi

i¢in en 6nemli zaman araligini olusturur (Icard ve ark., 2019).
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Sekil 2.1: Hiicre dongiisii fazlar1 (Hochegger ve ark., 2008).

GO fazi: Hiicre siklusunun istirahat fazidir. Boliinme sinyal almadiklart miiddetce siklus

G0’da kalir. Metabolik aktivete vardir.

G1 fazi: GO fazindaki hiicre biiyiime uyarilar1 sonras1 G1 fazina gecer. Bu fazda DNA
replikasyonu olmaz ayrica RNA ve protein sentezi olur. G1 evresi ilk boliinmede olusan

es hiicrelerin tekrar hiicre boliinmesine girmeden S evresine hazirlandig1 evredir.

S fazi: RNA ve protein sentezi devam etmektedir. DNA replikasyonu, kromozom

ciftlenmesi bu fazda gerceklesir.

G2 fazi: Hiicrede biliyiime devam eder. DNA replikasyonu olmaz. RNA ve protein

sentezi gerceklesir.

M faz1: Kromozom ayrilmasi ve hiicre boliinmesi gerceklesir (Vermeulen ve ark.,
2003).

2.2. Kanser ve Olusumu

Kontrolsiiz olarak c¢ogalan hiicrelerin baska dokulara yayilmasiyla karakterize olan
kanser hastaligi, diinyada insidansi gittik¢e artan 6nemli bir saglik problemidir (Ferlay ve
ark., 2015).



Kanser kelimesinin ilk olarak Hipokrat (MO 460-377) tarafindan kullanildig1
bilinmektedir. Hipokrat tiimér olusumlarini tanimlarken "karkinos” veya "karkinoma™
kelimelerini kullanmistir. Bunun da nedeni, bu goriiniimleri yengece benzetmesidir.
Ingilizce’de "cancer" kelimesinin bir diger kelime anlami da yengegtir. Yunan tibbina
bakildig: takdirde, “praeter naturam” denilen anormal patolojik bliylime durumu timdr

olarak adlandirilmis olup; yalnizca kotii huylu tiimorlere kanser denmistir (Atici, 2007).

Tiim diinyada bilim ve teknolojideki gelismelere karsin, gilinlimiiziin 6nemli saglik
sorunlarindan biri olan kanser belirgin bir sekilde bireylerin yasam tarzlarinda, biiyiik
degisimlere neden olmaktadir. Kanser biiyiik ekonomik sikintilara yol agan, kisinin isini
devam ettirebilme veya siirdiirebilmeyle ilgili kayiplara, duygusal zorlanmalara yol
acmakta, yasaminda iistlendigi roller ve sorumluluklarda anlamli ve 6nemli degisimler
meydana getirmektedir. Bu degisim siirecinde hastalar zorlanmakta, yasantilarina anlam

vermeye ¢alismakta ve yardim arayisi igine girmektedir (Holland, 2003).

Kanser, milyonlarca insan i¢in 6liim nedeni olmasinin yaninda psikolojik bozukluklarin
ortaya ¢ikma olasiliginin da yiiksek oldugu bir hastaliktir. Kanser kronik bir hastalik olup
hem hasta, hem de hastanin ailesi bu siire¢ten etkilenir. Kanser tanis1 konan bir kiside en
sik goriilen tepki Ofkedir. Temelde hastaliga karsi duyulan 6fke doktorlara, saglik
personeline ve yakinlara yansitilmaktadir. Bir diger sik goriilen tepki ise sugluluk
duygusudur. Kisi, bu hastaligi hak etmek icin ne gibi bir hata yapmis oldugunu
sorgulamaya baglar. Hastaligi, bir cezalandirma gibi gérebilir (Ulutin, 2006).

Tim kanserler, DNA dizisindeki birtakim anormalliklerle olugsmaktadir. Kanserlerin
%10- 15’nin, kalitimsal oldugu yani ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi, geriye
kalan %85-90’ lik kismini ise yasam boyunca canli hiicrelerdeki DNAnin, mutajenlere
maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki hafif progressif degisiklikler ve replikasyonda hatalar
olusmasi ile sekillendigi diisiiniilmektedir. Bazen olusan bu mutasyonlardan biri, i¢inde
bulundugu hiicrenin biiylimesini ve bu hiicreden tiireyen bir kanser klonunun olusmasini
saglar. Cevresel olarak maruz kaldigimiz bir¢ok kimyasal madde, kansere sebep
olmaktadir. Ilaglar ve yagh yiyecekler, baz1 kiifler (alfatoksinler), iyottan fakir diyet,
kirmizi etten zengin diyetler, yanmis yaglari iceren besinler de kansere sebep olan 6nemli

cevresel faktorlerdendir. Sigara, alkol, hardal gazi, benzen, komiir tozu ve zifti, madeni



yaglar, naftalin ve asbestos da diger kimyasal kanser yapici etkenlerdir (Yokus ve Cakir,

2012).
2.3. Kanserde Hiicre Oliim Tipleri

Hiicre o6limi, hiicrede olusan asir1 hasarin bir sonucudur. Bu durum belirli sinyal
yollariin aktiflesmesiyle gerceklesir. Genellikle 6len hiicrenin goriiniimii ile tanimlanan
ti¢ tip hiicre 6liimii vardir: Apoptozis (tip I), otofajik hiicre 6liimii (tip II) ve nekroz (tip
I11) (Galluzzi ve ark., 2007).

2.3.1. Apoptozis

Apoptozis birgok gen ile iliskili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (ayr1) ve ptozis
(digen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olugsmus sonbaharda yaprak dokiimiini

tanimlayan bir kelimedir (Ozvaran, 2004).

Apoptoz; fonksiyonlari bozulmus hiicrelerin veya gereksinim duyulmayan hiicrelerin
cevresine zarar vermeden programli olarak liimleridir. Tek hiicreli organizmalarda hiicre
Olimii yalmzca apoptoz ile gergeklesirken gelismis organizmalarda, hiicreler arasi
iliskide ve doku homeostazinin kontroliinde olduk¢a 6nemli bir rol oynar ve apoptoz

direnci onkogenezin ¢ok énemli bir basamagini olusturur (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Bir hiicre apoptoza giderken morfolojik bir seri degisiklige ugrar. Apoptotik hiicrede,
nekrozun aksine en c¢arpict degisiklik c¢ekirdekte meydana gelir. Hiicre kiigtliir,
ylizeyinde blebler (sitoplazmik ¢ikintilar) meydana gelir. Sitoplazmada yogunlagma,
hiicre dansitesinde artma ve c¢ekirdek membranina yakin bdlgelerden baslayarak
kromatinde yogunlagsma goriiliir. Daha sonra tiim niikleus kondanse olur ve DNA'nin

fragmantasyonu meydana gelir (Sekil 2.2) (McConkey, 1998).
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Sekil 2.2: Apoptozis’de morfolojik degisiklikler (McConkey, 1998).

Apoptozun ileri sathasinda, kaspaz ad1 verilen sistein proteaz ailesine ait bir grup enzimin
aktivasyonu gergeklesir (Verma ve ark., 2014). Bunlar merkezlerinde sistein yer aldigi
icin sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimdir. Hiicrede zimojen (inaktif)
olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Hiicrede diisiik
konsantrasyonlarda monomer halinde bulunurlar (Barreyro ve ark., 2015). Su ana kadar
15 tanesi tanimlanmis olup farkli isimlerle de adlandirilmaktadirlar. 12 tanesi insanda
tespit edilmistir. Kaspaz-15 yeni belirlenmis bir enzim olup, sadece plesantali
memelilerden domuz ve kopekte tammlanmstir. Insanda ve sicanda bu enzim
bulunmamaktadir (Denault ve Salvesen, 2002). Kaspazlar baglatict kaspazlar, efektor

kaspazlar ve inflamatuvar kaspazlar olmak tlizere 3’e ayrilirlar:
Baglatici kaspazlar (apoptozisi baslatanlar): Kaspaz 2, 8, 9, 10’ nu icermektedir,
Efektor kaspazlar (apoptozisi yliriitenler): Kaspaz 3, 6, 7° yi igermektedir,

Inflamatuvar kaspazlar ise: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14’ ii igermektedir (Roulston ve
ark., 1999; Behnia ve ark., 2000).

2.3.1.1. Apoptoz Mekanizmasi

Programli hiicre 6liimiinin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte
hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar programinin ¢esitli sinyallerle,
patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktive olmasiyla baglamaktadir

(Hampton ve Orrenius, 1998).



Apoptoz, oksidatif stres dahil olmak iizere gesitli sinyaller ve patofizyolojik kosullar
tarafindan tetiklenebilen 6zel bir hiicre 6limii seklidir. Sistein proteazlarinin kaspaz
ailesinin {yelerinin aktivasyonu, apoptotik Oliim programinda ¢ok Onemli bir
olaydir. Kaspazlar, sistein proteazlari olarak hiicrenin redoks durumuna duyarlidir ve
aktiviteleri asir1 oksidatif stres tarafindan bloke edilir. Bu nedenle hiicre i¢i redoks
durumundaki degisiklikler, oksidatif stresin ciddiyetine bagli olarak apoptotik 6lim

programini tetikleyebilir veya bloke edebilir (Hampton ve Orrenius, 1998).

Bugiine kadar yapilan aragtirmalar digsal (6liim reseptor) yol ve i¢sel (mitokondriyal) yol
olmak iizere iki ana apoptotik yol oldugunu gostermektedir. iki yolun birbirine bagl
olduguna ve bir yoldaki molekiillerin digerini etkileyebilecegine dair calismalar
mevcuttur. Apoptoz, bu iki temel mekanizma tarafindan aktiflestirilmektedir. Dissal yol
6lim reseptorlerine 6liim ligandlarinin baglanmasi ile aktiflesirken, i¢sel yol ise hiicre ici

sinyaller ile aktiflesir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Apototik yolaklar (Favaloro ve ark., 2012).

Bu yolaklarin her ikisi de bir seri kaspazi aktive ederek anahtar hiicresel proteinleri
hedeflemekte ve bu hiicreleri parcalamaktadirlar (Favaloro ve ark., 2012; Koff ve ark.,
2015).

Dissal apoptotik yol; aktive edilmis T hiicreler, dogal oldiiriicii (NK) hiicreler ve
makrofajlarin hedef hiicrenin zarindaki 6liim reseptorlerine baglanmasi ile baslatilir. Fas
ve tiimor nekroz faktor (TNF) reseptorii integral proteinlerdir. Komplementer 6lim

aktivatorleri olan Fas ligandi (Fas-L) ve tiimor nekroz faktor alfanin (TNF-a) reseptore



baglanmasi ile prokaspaz-8 kaspaz-8’e¢ doniisiir. Boylece kaspaz-8 sirasiyla efektor

kaspazlarin (3,6,7) aktivasyonunu baslatmis olur (Choo ve ark., 2019).

I¢sel sinyal yolaginda, mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c molekiilii salinmakta ve
apoptotik proteaz aktive eden faktor-1, deoksiadenozin trifosfat ve kaspaz-9 ile
oligomerize olarak kaspaz-9’u aktive etmektedir. Bu yolaklarin bozulmasi bir¢ok
hastaligin patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu hastaliklardan biri de kanserdir.
Kanserde hiicre proliferasyonu ile hiicre 6liimii arasindaki denge bozulmaktadir ve
hiicreler apoptozu gergeklestirecek Oliim sinyallerini alamamaktadirlar. Bu durum
apoptotik yolaklarin herhangi bir adiminda problem meydana getirebilmektedir (Bildik
ve Bayar, 2018).

2.3.1.2. Apoptoz Kontrolii

Apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2, p53 ve kaspazlar gibi molekiiller
ile beraber mitokondride yer alir (Hengartner, 2000). Apoptozu diizenlemede en 6nemli
role sahip olan Bcl-2 gen ailesidir. Bu grupta tanimlanan yaklasik 25 genden bir kismi
pro-apoptotik yani apoptozu ilerleten 6liim aktivatorleri olarak gdérev yaparken bir kismi
ise antiapoptotik yani apoptozu engelleyen yasam aktivatorleri olarak calisirlar. Pro-
apoptotik proteinler Bax, Bad, Bak, Bid, BclXs, Bim, Noxa ve Puma’dir. Bunlar
mitokondriden sitokrom-c ve apoptoz indiikleyici faktér (AIF) salinimini artirarak
apoptozu indiiklerler. Anti-apoptotik proteinler ise Bcl-2, Bcl-XI ve Mcl-1’dir. Bunlar
ozellikle hiicredeki kalsiyum oranini kontrol ederler. AIF ve sitokrom-c salinimini bloke
ederek apoptozu onlerler. Bcl-2 ekspresyon diizeyi apoptozu belirleyen faktorlerden

birisidir. Hiicreye apoptoz karari verdiren Bax ve Bcl-2 dengesidir (Suzuki ve ark., 2000).

Apoptoz orani ile hastaligin prognozu ve malignite diizeyi arasindaki iliski tartisma
konusu olmustur (Zhivotovsky ve Orrenius, 2006). Bununla birlikte su ana kadar yapilan
calismalarda genellikle apopotoz oranindaki artis ile tiimor biiyilimesi arasinda ters oranti
oldugu diisiiniilmiis, bu nedenle apopotozdaki artisin hastaligin prognozunu daha iyiye

gotlirdiigiine inanilmistir (Widlak ve Garrard, 2009).

Bir hiicre apoptoza gideceginde o hiicredeki Bax/Bcl-2 oran1 6nem kazanir. Soyleki,
hiicrede bax orani fazla oldugunda hiicre apoptoza giderken; Bcl-2 geni fazla ise apoptoz
inhibe olur (Sakinah ve ark., 2007).



Iyi bilinen bir tiimdr baskilayict olan p53, insan kanserlerinde siklikla mutasyona ya da
delesyona ugramis durumdadir. Degisik hiicresel streslere yanitta p53 aktive edilir ve
transkripsiyon faktorii olarak davranip genis capta hedef genleri aktive eder. Bu sekilde
Bax ve Bak gibi pro-apoptotik proteinlerin aktiflestirilmesi ile mitokondriyal 6liim yolu
uyarilmis olur (Matt ve Hofmann, 2016) .

Hiicrede p53 proteini DNA’y1 baglar ve p21 proteinini stimiile eder. p21, G1 fazinda
siklin bagimli kinazlar1 inhibe eder. Artmis p53 proteini, p21'in transkripsiyonunu
arttirarak aktiflestirebilir veya p2, p53'den bagimsiz olarak aktif olabilir. P53 geninde
mutasyon olur ise bu protein DNA’ya uygun sekilde baglanmaz ve dolayisi ile p21
tiretiminde aksaklik oldugu i¢in hiicrenin ¢ogalmasi i¢in durdurma sinyali olugmaz.

Dolayist ile hiicreler kontrolsiiz sekilde ¢ogalmaya devam eder (D’Arcy, 2019).
2.3.2. Otofajik Hiicre Oliimii

Tip II hiicre 6liimii olarak tanimlanmig olup bu hiicre 6liim tipindeki en biiyiik morfolojik
degisiklik mitokondri ve endoplazmik retikulum (ER) gibi organeller ve sitoplazmanin
bir kismimin c¢ift veya ¢ok membranh vezikiiller i¢ine alinmasidir. Bu vezikiiller
lizozomlarla kaynasirlar ve ayni hiicrenin lizozomal enzimleri tarafindan degredasyonu
yapilir. Bu islem Yunanca’da ‘self-eating’ anlamina gelen ‘kendi kendini yeme’ terimi
olan otofaji olarak adlandirilmaktadir. Hiicrenin aglikla kars1 karsiya kaldigi kosullarda
besin ve enerji elde etmek i¢in hiicre i¢indeki yapilar1 parcaladigini ifade etmek igin

kullanilmigtir (Zheng ve ark., 2019).

Otofajinin; mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak iizere 3 farkl tipi
vardir. Bunlarin tamama sitozolik igeriklerin lizozomda proteolitik olarak parcalanmasini

tesvik eder (Sekil 2.5).
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Sekil 2.4: Otofajin sematik gosterimi (Karadag, 2016).

Makrootofajide sitoplazmik kargo, otolizozomu olusturmak icin lizozom ile birlesen
otofagozom olarak adlandirilan ¢ift kat membran ile ¢evrili bir vezikiil araciligryla
lizozoma aktarilir. Bunun aksine mikrootofajide sitozolik igerikler lizozomal membranin
invaginasyonu araciligtyla lizozomun kendisi tarafindan dogrudan alinir. Saperon aracili
otofajide ise saperon 10 proteinleri (Hsc-70 gibi), hedef proteinler ile kompleks bir
sekilde lizozomal membrandan ayrilarak pargalanir. Makro ve mikrootofajide biiyiik
yapilar segici ve segici olmayan mekanizmalar araciligiyla kusatilabilir (Glick ve ark.,

2010).
2.3.3. Nekroz

Nekroz, genler tarafindan kontrolii saglanamayan bir hiicre 6liim seklidir. En yaygin
nedeni hipoksi olmakla beraber, arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler ve agir
metaller, ¢esitli fiziksel ve kimyasal olaylar nekroza neden olmaktadir. Nekroz sirasinda
sitoplazmik organeller 6zellikle mitokondri pargalanir veya hasarlanir. Hiicre membrani

secici gegirgen Ozelligini kaybeder, hiicre siser ve parcalanir (D’ Arcy, 2019).

Hiicre igerigi ise dis dokulara yayilarak inflamasyona neden olur. Nekroz sirasinda
mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi artar, nonapoptotik proteazlar aktive

olur, ATP iiretimi azalir ve kalsiyum kanallar1 agilir (Nicotera ve Melino, 2004).
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Apoptosis fizyolojik bir siire¢ olmasini karsin nekroz ise patolojik bir hiicre 6liim seklidir.

Bu ikisinin temel farkliliklar1 Tablo 2.1°de gdsterilmistir.

Tablo 2.1: Apoptoz ve nekrozun kiyaslanmast (Coskun ve Ozgiir, 2011).

OZELLIK

APOPTOZ

NEKROZ
Biiyiime faktorii eksikligi Iskemi
Hiicre yaslanmasi Hipertermi
HIV Hipoksi
Yol Acan Nedenler Kanser ilaglar Litik viral enfeksiyon
Radyasyon Toksik maddeler
Oliim reseptérlerinin Agir metaller
aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler Siddetli oksidatif stress
Hiicre membrant Hiicre membrani biitiinligii
saglamdir kaybolur
Hiicre kiictliir Hiicre siger
Morfomjik Blebler olusur Biiyiik vakuoller olusur
Ozellikleri Organeller saglamdir Organellerin pargalanir
Apoptotik cisimcikler Hiicre lizisi gergeklesir
olusur
Erken evrede fosfatidil Fosfatidilserin
serin translokasyonu translokasyonu yoktur
gbzlenir
Programlidir Iyon dengesi bozulur
ATP gerektirir ATP gerekmez
Biyokimyasal DNA kiriklar merdiven | DNA rastgele pargalanir (jel
ozellikleri seklini alir (jel elektroforezinde smear)

elektroforezinde ladder)

Hiicreler tek tek veya
birkag1 birarada oliir

Hiicreler gruplar halinde

Diger ozellikleri

oliir
Fizyolojik sartlarda da Patolojik etkiler sonucu
gerceklesebilir gerceklesir
Makrofajlar tarafindan Lizozomal enzimler salinir

fagosite edilirler

Enflamasyon goriilmez

Enflamasyona neden olur
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2.3.3.1. Nekroz Tipleri

e Koagiilasyon nekrozu; en sik karsilasilan nekroz tiirii olup her tiir iskemik olayda
gbzlenir. Sitoplazma proteinleri koagulasyona ugrar, ¢ekirdek kaybolur. Beyin hari¢ diger

tiim dokularda hipoksik 6liimiin karakteristigidir.

o Likefaksiyon nekrozu (kollikuasyon nekrozu, erime nekrozu); dokunun enzimatik

sindirimi ile gerceklesir, en sik beyin dokusunda ve apselerde izlenir.

e Kazedz nekroz; tiiberkiiloz hastaliginda ortaya cikar, granulomlarin merkezinde

eozinofilik heterojen hiicre kitleleri birikir.

¢ Yag nekrozu; hasarli pankreas hiicreleri ve makrofajlarda lipaz enzimi ile agiga ¢ikan
yag asitlerinin kalsiyumla birlesmesiyle olusan beyaz tebesirimsi bolgelerle

karakterizedir.

e Gangrendz nekroz; biiylik ve derin yaralanmalarda dokuya implante olan bakterilerin

etkisi ile olusur.

e Fibrinoid nekroz; bag dokusunda ve damarlarda gozlenir. Damar duvarinda fibrin

benzeri protein materyal birikimi izlenir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
2.4. Matriks Metalloproteinazlar

Matriksinler olarak da adlandirilan matriks metalloproteinazlar (MMP); ekstraselliiler
matriks (ECM) ile bazal membran komponentlerini pargalama yetenegine sahip olan ve
aktif bolgesinde cinko iceren (Zn?*), kalsiyum (Ca?*), bagimli homolog bir enzim ailesidir
(Lattanzi ve ark., 2020). Giinlimiizde 28 farkli genin tiim insan MMP'lerini kodladig1

saptanmigtir. 24 farkli ¢esidi olmakla birlikte bunlarin 23’i insanlarda dogustan

bulunmaktadir (Maskos, 2005).
MMP enzimleri genellikle 6 alt gruba ayrilirlar (Quintero-Fabian ve ark., 2019).
* Kollejenazlar: MMP-1, MMP- 8, MMP-13, MMP-18

* Jelatinazlar: MMP-2, MMP-9
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« Stromelisinler: MMP-3, MMP-10, MMP-11
 Matrilisinler: MMP-7, MMP-26

* Membran tip MMP’ler: MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP—
25

* Digerleri: MMP-12, MMP-19, MMP-20 (enamelysin, enamelisin), MMP-23, MMP—
27, MMP-28.

MMP-2 ve MMP-9 yap1 ve substrat bakimindan benzer olmalarina ragmen, gen
transkripsiyon seviyeleri birbirinden tamamen farklidir. Genellikle MMP-2, endotelyal
hiicreler ve makrofajlar1 iceren genis bir hiicre tipi tarafindan tretilir (Scheau ve ark.,
2019). MMP-9 ekspresyonu, biiylime faktorleri, kemokinler ve diger uyarict sinyallerin
kontrolii altinda yiiksek oranda tesvik edilir (Bjorklund ve Koivunen, 2005). MMP-9
normalde nétrofiller ve eozinofiller tarafindan salgilanir. Bununla birlikte, inflamatuar
uyart sonucu endotelyal, alveolar ve diger bag doku hiicreleri ile makrofajlar ve
fibroblastlar MMP-9 salgilarlar. Bir¢ok malignant hiicrede MMP-2 ve MMP-9 birlikte
tiretilir (Scheau ve ark., 2019).

2.4.1. Matriks Metalloproteinazlarin Molekiiler Yapisi

Yapisal olarak incelendiginde MMP’ler 5 ana kisimdan olusur (Sekil 2.5) (Hidalgo ve
Eckhardt, 2001).

memese bdlgesi

D) =B OOCC
domain 4 MMP-1,3,8,10,12,13|

hemopeksln benzeri
domain

fibronektin tlp Il benzeri tekrar
A menle;e bblgesl

katalmk domain hemopeksln benzerl
domain

furin benzeri enzim tanima motifi mentese bdlgesi

: e o .
-0 0BG OO00—@ vrwee
pre pro ) v transmembran domain

hemopeksin benzeri
domain )

GPI baglayici bélge

Sekil 2.5: MMP enzimlerinin molekiil yapisi (Reel, 2006).
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Bu kisimlar;

v Predomain (Sinyal peptit)
v Prodomain (Propeptit)

v' Katalitik domain

v" Hemopeksin benzeri bolge

v Transmembran bolge seklinde siralanabilir.

Predomain (Sinyal peptit): MMP’lerin tiimii tipik olarak N terminalinde enzimin lider
dizilimi olan pre-domain igerirler (Mook ve ark., 2004). 80-90 aminoasit igeren
aminoterminal propeptiddir. Bu lider dizilim enzimin salgilanmasi sonrasi kaybolur.
Latent enzimde bulunmayan sinyal peptid dizisidir. Sinyal peptit iceren bu kisim

endoplazmik retikulumdan ilk sentezlenen proteindir (Oncel, 2012).

Prodomain (Propeptit): Ikinci bdlge olan prodomain enzimin latent formda
kalmasindan sorumludur ve enzim aktivasyonunu takiben kaybolur. Bu islemi, katalitik
Zn*? iyonu baglayan bolgeyle etkileserek enzimin inaktif formda kalmasini saglayarak
yapar. Tim MMP’lerde enzimin kalic1 formda kalmasindan sorumludur ve enzimin
aktive olmasi1 sonrasinda ortamdan uzaklastirilir. Prodomainin ¢ikarilmasi inaktif

proenzimin aktif forma dontismesini saglar (Nagase ve Woessner, 1999).

Katalitik domain: Bu bolge, MMP’lerin enzimatik aktivitesini ve stabilitesini korumak
icin katalitik Zn*? atomu ve buna ek olarak yapisal Zn*? atomu ve 1 ya da 3 tane Ca*?
atomu igerir (Oncel, 2012). 160 aminoasitten meydana gelir. Bu bolge stabilite ve
enzimatik aktivitenin olusmasi i¢in gereklidir. MMP—7 ve MMP-26 disindaki diger
MMP’ler C terminalinde hemopeksin/fibronektin benzeri bolge icerirler. Bu bolge
aslinda "hem" baglayan bir peptiddir ve endojen doku inhibitorleri olan TIMP’lerin
jelatinaz grubu MMP’lere (MMP-2, MMP-9) ve MMP-13’e baglanmasi ile iliskilidir
(Visse ve Nagase, 2003).

Hemopeksin benzeri bolge: Katalitik bolge hemopeksin benzeri bolgeye baglayan peptit
prolinden zengin olup, mentese bolgesi adini1 alir. MMP-7 ve MMP-26’da hemopeksin
benzeri bolge ve mentese bdlgesi bulunmaz. Jelatinaz enzimleri katalitik boliimiinde 3

adet fibronektin Tip II benzeri ilave bir bolge bulundururlar. Bu kisim jelatinazlarin
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jelatin ve kollajene yiiksek afinite ile baglanmalarin1 saglar. Boylece proteolitik

aktivitelerini arttirir ve elastolitik aktivite i¢in de temeldir (Reel, 2006).

Transmembran bolge: Bu yapisal 6zelliklere ek olarak MT-MMP’ler MMP-11, MMP-
23, MMP-28 pro-domain ile katalitik bolge arasinda yer alan ve enzimin hiicre i¢i furin
benzeri proteazlar tarafindan taninmasini saglayan "furin benzeri enzim tanima motifi "
icerirler. MT-MMP’ler salgilanma 6ncesi bu motifi tanityan proteazlar ile aktive edilirler.
Ayrica MT-MMP’lerden bazilar1 (MT1-MMP, 21 MT2-MMP, MT3-MMP ve MT5-
MMP) Sekil 2.6° da goriildiigii gibi C terminalinde transmembran domain igerirken
bazilar1 da (MT4-MMP ve MT6-MMP) glikozil fosfatidilinositol (GPI) baglayic1 bolge
icerir (Reel, 2006).

2.4.2. Kanser ve Matriks Metalloproteinazlar

MMP diizeyi ve klinikopatolojik iliski konusunda pek g¢ok caligma yapilmis ve bu
caligmalar sonucunda MMP diizeyi ve tiimor grade agresifligi arasinda MMP
ekspresyonu ve aktivitesi ile rekiirrens ve metastaz riski arasinda baglanti oldugu
gosterilmistir. MMP’larin  kanser gelisimindeki rolii, ekstraselliiler —matriks
komponentleri iizerindeki yikicit etkisinden daha karmasiktir. MMP’lar timor
progresyonunun, hiicre biiylimesi, anjiogenez, invazyon, apoptozis ve metastaz olmak
tizere her basamaginda rol almaktadirlar. Kanserin erken evrelerinde, insulin benzeri
biiylime faktorleri gibi biyoaktif molekiillerin MMP’lar tarafindan proteolitik olarak
salinmasi sonucunda malign transformasyon gerceklesmektedir (Folgueras ve ark.,

2004).
2.5. inflamasyon

Inflamasyon, bagisiklik sisteminin organizmay1 korumak amaciyla, patojenlere, hasarli
hiicrelere, toksik bilesiklere, doku hasarina, fiziksel ve kimyasal ajanlara verdigi bir
tepkidir. Inflamasyon, akut ve kronik olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir. Doku hasar1 veya
enfeksiy0z ajanlara kars1 verilen ilk yanit dogru siire ve siddete sahip olursa hemostazi

hizli bir sekilde saglanir (Wynn ve Vannella, 2016; Irimia ve Wang, 2018).
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2.5.1. Akut Inflamasyon

Akut inflamasyon dogal bagisiklik sisteminin aktivasyonu ile iliskilidir. Ayrica adaptif
bagisiklik sisteminin bilesenlerinden de yararlanmaktadir. Akut inflamasyon kendini
siirlayabilen bir siiregtir. Ciinkii {retilen proinflamatuvar sitokinlerin yerini anti-
inflamatuvar sitokinler almaktadir. Akut inflamasyon ile enfeksiydz ajanlar veya doku
hasar1 ortadan kaldirilmazsa inflamatuvar siire¢ yeni bir karakteristik 6zellik kazanir.
Akut inflamasyon hizli baslayan ve kisa siiren 6dem ve lokositlerden zengin doku
infiltrasyonudur. Akut inflamasyonda ilgili ajan uzaklastirilinca olay sona ererken yanitin

yeterli olmadigi durumlarda kronik faza ilerleyebilir (Ferrero-Miliani ve ark., 2007).
2.5.2. Kronik Inflamasyon

Kronik inflamasyon, uzun siireli bir enfeksiyona, kan damarlarinda proliferasyona, doku
nekrozuna ve fibrozise neden olabilir. Lenfosit ve makrofajlarin birikimine gore
belirlenebilen uzun bir siirectir. Kronik inflamasyon akut inflamasyondan sonra
gelisebildigi gibi inflamatuvar yanit baslangigtan itibaren kronik olabilir (Furman ve ark.,
2019). Kanser, tip 2 diyabet, kronik bobrek hastaligi, AIDS, astim, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve alzheimer gibi birgok kronik hastaligin gelisiminde ve ilerlemesinde kritik
rol oynamaktadir. Kronik inflamasyonda makrofajlar, lenfositler ve plazma hiicreleri rol

almaktadir (Chung ve ark., 2019).

Kronik inflamasyon esnasinda notrofiller, makrofajlar, monositler, lenfositler,
fibroblastlar gibi hiicrelerden salgilanan reaktif oksijen radikalleri (hidrojen peroksit vs.),
reaktif azot bilesikleri (nitrik oksit), diger reaktif bilesikler ve matriks metalloproteazlari
epitel hiicrelerinde DNA hasar1 ve mutasyonlara neden olabilirler. inflamatuar hiicreler
tarafindan salgilanan sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri tiimor hiicrelerin
bolinmesini, migrasyonunu, anjiyogenezi artirip apoptozisi engelleyebilir (Yao ve

Narumiya, 2019; Pahwa ve ark., 2020).
2.5.3. Inflamasyonda Sitokinlerin Rolii

Sitokinler, kimyasal haberciler veya bagisiklik sisteminin hormonlar1 olarak bilinirler
(Borovcanin ve ark., 2017). Sitokinler viicutta farkl hiicreler tarafindan sentezlenen gok

yonlii fonksiyonel polipeptitlerdir. Haberci molekiiller olarak islev géren ve hiicreler arasi
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iletisimden sorumlu olan sitokinler, biitiin immun sistem hiicrelerini aktive ederek
uyarilmis lenfositler, monositler ve makrofajlar ile bazi somatik hiicreler tarafindan

sentezlenirler (Yegin ve ark., 2013).

Sitokinler, immiin efektor hiicreleri ve tiimor tarafindaki stromal hiicreleri uyararak timor
hiicrelerinin  sitotoksik efektor hiicrelerini  uyarir.  Sitokinler; akut ve kronik
inflamasyonda inflamatuar yanitin yapisini, biiytikliigiinii, siiresini diizenlemede etkin rol

oynayan molekiillerdir (Borovcanin ve ark., 2017).
2.5.4. Sitokinlerin Siniflandirilmasi

Sitokinlerin simiflandirilmast ¢esitli isimlendirme ve siniflandirma sistemine gore
yapilmistir. Bu smiflandirma sitokinler arasindaki fonksiyonel benzerliklere ve etki

mekanizmalarina dayanmaktadir. Sitokinler baglica su ana gruplara ayrilmaktadir:

e Biiyiime faktorleri (Epidermal biiyiime faktorii, EGF; Platelet orijinli biiylime faktort,
PDGF; insiilin benzeri biiyiime faktorii-1, IGF-1; Insiilin benzeri biiyiime faktorii-2,
IGF-2; Sinir biiytime faktorii, NGF vb.)

e Lenfokinler (interlokin-1a, IL-10; II-1B; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-
9; IL-10; IL-11; IL-12; IL-13; IL-14; IL-15)

e Koloni sitimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni sitimiile eden faktér, GM-
CSF; Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Lésemi inhibitor faktor, LIF)

e Transforme edici biiylime faktorleri (TGF-a; TGF-B)

e Timor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-)

e Interferonlar (IFN-a; IFN-B; IFN-y) (Ozbayer ve ark., 2018).

254.1. Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a)

Tiimor nekroz faktér alfa (TNF-a), T hiicre aracili doku hasarina neden olan
inflamasyonda rol alan 6nemli bir sitokindir. TNF-a, esas olarak monosit ve makrofajlar
tarafindan iiretilen, bazi durumlarda da T lenfosit, notrofil, mast hiicresi, fibroblast ve
endotel hiicrelerinin de iiretilmesinde etkili olan glikoprotein yapida bir molekiildiir.
Doku hasar1 ya da fiziksel stres sonrasi kanda ilk saptanan sitokindir (Josephs ve ark.,
2018).
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TNF-a, cesitli hiicre tiplerinde bazi sinyal molekiillerini; fosfolipazlar, kinazlar,
fosfatazlar gibi ikinci habercilerin oksijen radikallerini ve transkripsiyon faktorlerini
aktive ederek, pek cok biyolojik ve patofizyolojik yolun 6nemli bir aracisi olarak islev
gormektedir. TNF-a’nin in vitro kosullarada hiicre ¢cogalmasini, morfolojik farklilagmayz,
sag kalimi1 ve hiicre 6limiini regiile edebildigi gosterilmistir (Vandenabeele ve ark.,
1995).

TNF-a, apoptozun yan sira hiicre regiilasyonu, proliferasyonu inflamasyon, bagisiklik,
sepsis, seker hastaligi, kanser, osteoporoz, multiple skleroz, romatoid artrit, inflamatuvar
bagirsak hastaliklar1 ve vaskiiler cevaplarda yiiksek stimiile edici potansiyeli olan
polipeptid yapida bir sitokindir. Insan hastaliklarmin ¢ok genis bir spekturumunda temel
arac1t molekiil olarak gorev alir. TNF-a, bir¢ok hiicre tipi tarafindan salgilanan ve kanserli

hiicrelerin yikimini saglayan bir sitokindir (Cruceriu ve ark., 2020).

Bu nedenle kanser hastaliklarinin belirlenmesinde ve tedavisi amaciyla tizerinde oldukga
yogun calisilan bir protein grubudur. Genel olarak TNF-o’nin normal hiicreler tarafindan
tiretilmedigi diisliniilmektedir. Bu nedenle makrofaj ve monositlerin bakteriyal, viral ve
parazitik organizmalar ve Trlinleri karsisinda lokal ve sistemik TNF-o cevap

olusturmasinin pay1 oldugu ispatlanmigtir (Ahmad ve ark., 2020).
2.5.4.2. Interlokin 10 (IL-10)

IL-10, 18.000 dalton molekiiler agirliginda olan bir sitokindir. Immun sistemin B
hiicreleri aktivasyonu sonrasi T helper 2 hiicreleri, T helper 1 hiicreleri, monosit,
keratinosit gibi hiicreler tarafindan salinir. IL-10, sitokin sentez inhibitor faktor olarak
isimlendirilir. Aktive T lenfositlerden, natural killer hiicrelerden, makrofajlardan sitokin
sentezini inhibe eder ve interferon gamma inhibisyonu araciligiyla T helper 1

proliferasyonunu engeller (Gao ve ark., 2009).
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2.5.4.3. Interlokin 12 (IL-12),

IL-12, proinflamatuvar bir sitokin olup aktive mononiikleer fagositler ve dendritik
hiicrelerden salinir. Intraselliiler patojenlere kars1 immiin yanitta etkilidir. T lenfosit ve
dogal oldiiriici NK hiicrelerden IFN-y salinmmini arttirir (Alkayyal ve ark., 2016).
Onemli bir pro-inflamatuar sitokin olan 1L-12, 35 kDa (IL-12A) ve 40 kDa (IL-12B)
olmak tizere iki disiilfid bagh alt birimden olusur. IL-12, T yardimer tip (Th1)/(Th2)
sitokin dengesi ilizerinde antagonistik bir etkiye sahiptir. Dogal olarak edinilmis immiin

yanitlar arasinda islevsel bir bag saglar (Zundler ve Neurath, 2015).

Antitimdr bagigiklikta dnemli bir sitokin olan IFN- vy iiretimi ile karakterizedir. IL-12
sadece hayvan modellerinde tiimér hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmekle kalmaz ayni
zamanda bazi1 kosullarda virlis bulasmis hiicrelerin yok edilmesine neden olur. Bu
nedenle, IL-12, virlis enfeksiyonu ve kanser gibi hiicresel bagisikligin 6nemli oldugu

hastaliklar i¢in biiyiik potansiyele sahiptir (Wei ve ark., 2014).
2.5.4.4. Interferon Gama (IFN-y)

IFN-y, ana makrofaj aktive edici sitokindir. Aktive makrofajlarin fagosite ettikleri
mikroplar dldiirmesini uyarir. IFN-y aktive CD4" veya CD8" T hiicreleri ve dogal
oldiiriicii hiicreler tarafindan iiretilen bir sitokin olup, adaptif bagisiklikta oldukca

onemlidir (Beatty ve Paterson, 2001).

IFN-y’nin viriislere veya hiicreler arasi patojenlere karst savunmada ve immiin sistemin
calismasinin ve gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir.

(Deng ve ark., 2001).

Endojen olarak iiretilen IFN-y, tiimor olusumunda 6nemli bir etkiye sahiptir ki bunu
sadece tlimorlere kars1 koruyucu konak cevabr artirarak degil ayn1 zamanda tiimorlerde
immiin saldiridan kagmay1 kolaylastiran cevaplar1 diizenleyerek de yapar. Diisiik
seviyede IFN-y iiretimi, tiimor gelisimini artirir; fakat yiiksek seviyede IFN-y iiretimi,

onemli antitiimor etki gostermektedir (Mojic ve ark., 2018).
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2.6. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Kanser

Insan viicudunda gergeklesen bazi metabolik olaylar sonucunda serbest radikal denilen
iirlinler ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikaller, dis yoriingesinde eslesmemis elektron
igeren reaktif bilesiklerdir. Diger molekiillere elektron verebildiklerinden ya da onlardan
elektron alabildiklerinden viicutta indirgeyici veya yiikseltgeyici olarak davranirlar.
Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilirler. Bunlardan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) arasinda siiperoksit anyonu, hidroksil, peroksil, lipit peroksil ve alkoksil
radikalleri sayilabilir. Reaktif nitrojen tiirlerini ise nitrik oksit ve nitrojen dioksit
olusturur. Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan meydana getirilir

(Karabulut ve Giilay, 2016).

Canlida serbest radikaller yogunluklar1 artig1 durumlarda lipitler, proteinler ve niikleik
asitler iizerinde yapisal bozukluklara neden olurlar ve bu 6zelliklerinden dolay1 kanser,
norodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklarin nedeni

ve risk faktorii olarak goriilmektedirler (Halliwell, 2006).

Buna karsin, organizmada serbest radikalleri ve verdigi zararlar1 ortadan kaldirmak igin
calisan antioksidan sistemler bulunmaktadir. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller ile
bunlara kars1 siipiiriicii etkiye sahip antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi

oksidatif stres olarak tanimlanir (Sekil 2.6).

Oksidatif denge Yaslanma
inflamasyon

Yiksek Oz basinc:
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

Altioksidanlar

S
€rbess Radikaller

—

Oksidatif hasar

e,
of 3 ;'. i WX L 4

T S
Membran lipidleri Proteinler Nikleik asitler

Sekil 2.6: Oksidatif stres ve hiicre igi lipit, protein ve DNA yapilari iizerine etkileri (Ozcan ve ark., 2015).
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Bu iki sistem normal fizyolojide dengeli bir sekilde calisarak organizmanin zarar
gormesini engellemektedir. Herhangi bir sebeple bu denge bozulur ve antioksidan sistem
kapasitesi azalir ise oksidatif stres yiikiiniin artmasi durumu gelisebilir. Bu sekilde ortaya
cikan oksidatif stres hiicrelere zarar vererek c¢esitli hastaliklarin olusmasina yol

acmaktadir (Xiang ve ark., 2019).

Reaktif oksijen tiirleri oldukca yiiksek reaktiviteye sahip molekiiller olup basta
mitokondriyum olmak iizere hiicre organellerinde gergeklesen normal metabolizmanin
sonucu olarak veya iskemi-reperfiizyon, yaslanma, radyasyon, yiiksek oksijen basinci,
inflamasyon ve kimyasal ajanlara maruz kalma gibi sebeplere bagl olarak iiretilirler.
Bozulan denge yliziinden viicutta artan serbest oksijen radikalleri ilk dnce hiicre zarinda
bulunan lipitlere saldirarak 6nce onlarin yap1 ve fonksiyonlarin1 bozmakta ardindan hiicre

icine girerek protein ve DNA’ya hasar vermektedirler (Liang ve ark., 2012).
2.7. Osteosarkom

Osteosarkom (OS) kemigin en sik goriilen birincil malign tiimériidiir. Oncelikle cocuklar
ve gelisme cagindaki gengleri etkiler, bunun yaninda geng eriskinlerde ve yaslilarda da
goriilmektedir (Misaghi ve ark., 2018). Iskelet biiyiime siiresinin kadimlara gore
erkeklerde daha uzun olmasi nedeniyle osteosarkomun erkeklerde daha yaygin gorildigii

tespit edilmistir (Rytting ve ark., 2000).

1970’lerden Once osteosarkom amputasyon ile tedavi edilmek zorunda kalinan, hayatta
kalim siiresi kisa olan ve hastalarin %80’inin primer timor yerine daha ¢ok metastatik
hastalik nedeniyle 61diigii bir hastaliktir. Cerrahi tekniklerdeki yeni buluslar, indiiksiyon
ve adjuvan kemoterapi protokollerinin gelismesi ve radyolojik evreleme ¢aligmalarindaki
ilerlemelerle hastalarin  %90-95°1 artik ekstremite koruyucu rezeksiyon ve
rekonstriiksiyon ile tedavi gérmekte ve bu hastalarin uzun donem yasama sans1 ve kiir
orani, lokalize (metastaz olmayan) hastaliklarda, %60-80’lere kadar varan bir artis

gostermektedir (Wittig ve ark., 2002).
2.7.1. Metastatik Hastahk

Osteosarkom en sik olarak akcigerlere metastaz yaptig1 bilinen primer bir tlimordiir.

Akciger metastazina egilimi olan bazi1 pediatrik tliimdrlerin tedavisinde tiim akcigere
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radyoterapi uygulamasmin faydali oldugu gosterilmistir. Bunun sonucu olarak da,
1970’lerin sonunda akciger metastazi olan osteosarkomlarda ameliyat sonrasi1 pulmoner
profilaktik 1sinlamanin yapildig1 rapor edilmistir. Bu ¢alismalarin biiylik bir kisminda,
hastalar profilaktik pulmoner ismmlamadan tahmin edilenin aksine yeterince yarar

gormemistir (Whelan ve ark., 2002; Ando ve ark., 2013).

Bununla birlikte profilaktik akciger 1sinlamasinda, solunum fonksiyonlarinda degisiklik,
artmis immiin duyarlilik nedeni ile firsat¢1 enfeksiyonlarin goriilmesi gibi yan etkilerin
meydana geldigi bilinmektedir. Bu bilgiler 1s18inda, osteosarkom icin giinlimiizde
profilaktik akciger i1sinlamasinin net bir yarart olmadigr goriilip bu ydntemden

uzaklagilmistir (Ando ve ark., 2013) .

Akciger, meme ve prostat kanserleri, kemik metastazi yapma egilimi en yiiksek olan
kanserlerdir ve ileri evre kanser olgularinin tigte ikisinde kemik metastazi bulunur (Zhu

ve ark., 2015).

Aksiyel iskelet metastazlar1 appendikiiler iskeletten daha sik ortaya c¢ikmaktadir. Bu
durum aksiyel iskeletteki kemik iligi persistansi ile agiklanmaktadir. Kemik metastazlar
en stk omurga, kaburgalar, pelvis ve proksimal femura; daha az siklikla ise dist
ekstremiteler ve kafa kemiklerine olur. Metastatik tutulum vertebrada %69 (siklikla
anterior ve orta kolon), pelviste %41, femurda %25, iist ekstremitelerde %15, kraniyumda
%14 olarak bildirilmistir (Cirakli ve ark., 2016).

2.7.2. Smiflandirilmasi

Diinya Saghik Orgiiti (World Health Organisation~-WHO) osteosarkomlar1 dokusal
ozelliklerine gore cesitli tiplere ayirmaktadir. Mikroskopik o6zelliklerine gore WHO

osteosarkomlar1 asagidaki sekilde siniflandirmaktadir:
» Konvansiyonel osteosarkom (¢ok habis)

* Teleangiektatik osteosarkom (¢ok habis)

* Kii¢iik hiicreli osteosarkom (¢ok habis)

* Az habaset gosteren santral osteosarkom (diisiik derecede kdotii huylu)
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* Sekonder osteosarkom (genelde ¢ok habis)
* Paraossal osteosarkom (genelde az kotii huylu)
* Periostal osteosarkom (orta derecede habis)

En sik olan1 konvansiyonel osteosarkomlardir. Tiim osteosarkomlarin %80 ile 90'mi1
olusturan konvansiyonel osteosarkomlar WHO siniflandirmasina gore alt gruplara da
ayrilir. Diger tiim osteosarkomlar nadiren goriiliir (her biri %5'ten daha az) (Klein ve

Siegal, 2006).
2.7.3. Epidemiyoloji

Iskelet biiyiimesinin hizli oldugu ergenlik déneminde goriilme sikligi doruga ulasir.
Dolayisiyla ergenlik Oncesi osteosarkom olgulari daha az beklenmektedir. Hastalar
genelde erkek cocuklar olup uzun boyludurlar. Osteosarkom bimodal yas dagilimi
gostermektedir. Osteosarkom insidansi erkeklerde kadinlara gére daha sik goriilmektedir
(1.5/1 oraninda). Insidans siyah irkta beyaz irka gore daha yiiksektir (Sadykova ve ark.,
2020). 1k pik 10-14 yas araliginda meydana gelirken ikinci pik 65 yas iistiinde meydana
gelmektedir. Ikinci pik genellikle Paget hastaligmin sarkomatdz transformasyonu ile
radyasyon, kemik infarkti ve bazi diger benign kemik lezyonlarina sekonder gelisen
sarkom olarak ortaya ¢ikmaktadir. Osteosarkom, bilateral retinoblastomlu hastalarda da
gozlenmektedir. Oniigiincii kromozomdaki Rb genindeki (timdr supresoér gen, resesif
onkogen) delesyonlar ve yeniden gen diizenlenmeleri osteosarkoma yol agabilir (Simpson

ve ark., 2017).
2.7.4. Etyoloji

Osteosarkomanin etiyolojisi ve risk faktorleri hala bilinmemektedir. Terapdtik
radyasyonun ve bazi kimyasallarin osteosarkom ile iliskisi bulunmustur. Ayrica Paget
hastalig1 olan kisilerde ve Li-Fraumeni sendromu, kalitsal retinoblastoma ve Rothmund-
Thomson Sendromu gibi kalitsal bir¢ok kanser yatkinlig1 sendromunda daha sik goriiliir.
Sporadik olarak ortaya c¢ikan sarkomlar i¢in ¢ok sayida genetik anormallik
tanimlanmustir, ancak bunlar heniiz herhangi bir nedene dayandirilmamistir (Lokau ve

ark., 2020).
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2.7.5. Lokalizasyon

Genellikle uzun kemiklerin metafizyal biiylime plaklarina yakin lokalizasyondan koken
almaktadir. Diyafizden koken alan tiimdrler yaygin degildir, epifizden koken alanlar ise
olduk¢a nadirdir. Osteosarkoma herhangi kemikte gelisebilmekle birlikte, arastirma
sonuglarinda en sik tutulan bolgeler femur (% 42, distal femurdaki tiimérlerin % 75'),
tibia (% 19, proksimal tibiadaki tiimorlerin % 80'1) ve humerusta (% 10'u proksimal
humerustaki tiimorler) oldugu rapor edilmistir (Sadykova ve ark., 2020). Bu kemiklerde
ergenlik doneminde artan biiylime hizin1 kolaylagtirmak i¢in hiicre boliinmesi hizlidir

(Gill ve ark., 2013).
2.7.6. Klinik Bulgu ve Semptomlar

Belirtiler ve siddetleri hastadan hastaya degisebilir. Hastalarda yaygin olan belirtiler
kemik agrisi, timoriin bulundugu bolgede sisme ve eklemlerin zayiflamis hareketidir.
Eklemler sert veya diizgiin hareket edemiyor olabilir veya topallama gelisebilir. Daha az
yaygin ve nadir belirtiler yorgunluk, karincalanma, kilo kaybu, yliksek sicaklik veya ates,
gece terlemeleri ve nefes darliginmi igerebilir. Bazi hastalarda ise kemigin kirilmasiyla
hastalik kendini belli eder. Baz1 hastalarda kanser uzun bir siiredir devam ediyor olsa da

belirti goriillmez (Widhe ve Widhe, 2000).

Klinik semptomlar arasinda en sik artralji (%90), hareket kisitlilig1 (%45) kemikte sislik
(%350) ve patolojik kirik (%8) goriilmekte ve bunun yaninda biyokimysal analizlerde ALP
artis1 da goriilebilir ki (%50) bu da kemikte artmis yapim ve yikimi gosterir. LDH 1n ilk
basvuru aninda yiiksek olmasinin ise relaps ile iliskisi bulunmus, dolayisiyla metastatik

hastalarda da LDH seviyelerinin yiiksekligi tespit edilmistir (Hu ve ark., 2017).

Osteosarkom, hiicre dongiisii mekanizmasindaki kalitsal kusurlarla iligkili olup, tiimor
orneklerinin yaklasik %70't kromozomal anormallik gosterir. Bu kromozomal
anormallikler genellikle tiimor baskilayict genlerdeki veya DNA helikazlarindaki
mutasyonlardir. Fakat bir ¢ok olgunun sporadik olarak da ortaya ¢iktigi bulunmustur

(Misaghi ve ark., 2018).
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2.8. Kanser Tedavisi

Kanser tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapi, hastanin normal hiicrelere zarar
vermeden Ozellikle ¢ogalan hiicrelere karsi segici oldiiriicii etkileri olan, dogal veya
sentetik kimyasal ve biyolojik ajanlarla yapilan tedavi seklidir. Klinik ¢aligmalar ve
preklinik calismalar bazi1 dogal iirlinlerin kemoterapi ve radyoterapiye bagli olumsuz yan

etkileri azaltabilecegini gostermektedir (Zhang, Q.-Y. ve ark., 2018).

Iaglar kanserli hiicrelerin gelismesini ve ¢ogalmasini dnledigi gibi normal (barsak ve agiz
mukoza epitelyumu, kemik iliginin hematopoietik hiicreleri, kil folikiilii hiicreleri vb)
hiicrelerin de gelisip cogalmasini 6nlemektedir. Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapotikler tedavi etmenin yaninda agri, yorgunluk, bulanti-kusma, istahsizlik,

ag1zda yara, konstipasyon gibi semptomlara yol agmaktadir (Sadirli ve Unsar, 2009).

Kanserin tedavisinin yani1 sira, kansere neden olan etmenlerin bulunmasi, kanserin
olugmadan engellenmesi, sosyal ve psikolojik destekler ile hastanin ve hasta yakinlarinin
rahatlatilmas1 kanseri son derece karmasik ve biiyiik bir problem haline getirmektedir.
Tiim bu sorunlar1 ¢6zmek adina onkoloji tibbin farkli dallarini birlikte kullanir. Kanserin
tedavisinde radyoterapi, kemoterapi, cerrahi, immiinoterapi, hormon terapisi hedeflenmis
terapiler ve gen terapi gibi biyolojik terapiler tek basina veya birlikte kullanilabilirler.
Insan viicudunu etkiledigi bilinen 100’den fazla kanser tiirii bulunmaktadir (Paviopoulou
ve ark., 2015; Baykara, 2016).

Kemoterapiye dayanan mevcut tedavi seceneklerinden sentetik ilaclar kanserde sinirli
terapotik basar1 sunar; ¢linkii bunlar son derece toksik etkiye sahiptir, pahalidir ve hiicre
sinyal yolaginin isleyisini degistirmektedir. Dogal bilesikler, 6zellikle fitokimyasallar,
mineraller ve vitaminler kanser yiikiinli azaltmak i¢in umut verici ve pragmatik bir

yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir (Amara ve ark., 2008).
2.9. Bitki Oziitlerinin Kanser Tedavisinde Kullanimi

En oOlimciil hastalik tiirlerinden biri olan kanser, diizensiz hiicre popiilasyonu
genislemesini igeren genis bir sendrom grubunu kapsar. Kanserli hiicreler kontrol
edilemeyen ¢ogalma yeteneginde olan hiicrelerdir. Sonu¢ olarak metastatik olma

potansiyeline sahip bu hiicreler malign hiicre tlimérlerini olusturur. Kanserin tedavisi
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sirasinda kemoterapi, radyoterapi ve kimyasal olarak tiiretilmis ilaglar kullanilmaktadir.
Kemoterapi ile tedavi edilen hastalar ¢ok fazla zorlanmaya maruz kalabilir ve bu da
kisinin sagligima daha fazla zarar verirebilir. Bu yiizden, kansere karsi alternatif
tedavilerin ve terapilerin 6nemi artmaktadir. Cesitli tiimdr tipleri tizerinde test edilen bitki
kaynakli bilesikler, daha ileri kanser tedavisi igin stratejiler saglayabilir (Lin ve ark.,
2020).

Bitkiler gibi dogal kaynaklardan tiiretilen molekiiller, cogu insan hastaliginin tedavisi i¢in
geleneksel ilaglarin kesfinde baskin bir rol oynar ve bu nedenle modern tibbin temelini
olusturur. Son otuz yilda kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkiler agisindan ¢ok
sayida bitki ekstrakti taranmistir ve bu da bazi Onemli ilaglarin ortaya c¢ikmasini
saglamistir. Ek olarak, bazi ekstraktlarin farkli kanser hiicre ¢izgileri arasinda veya
kanser ve kanser olmayan hiicre cizgileri arasinda sitotoksik secici oldugu bu
ekstraktlarin farklt mekanizmalarla fakat temel olarak hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek

etki ettigi gosterilmistir (Hrubik ve ark., 2012).

Sifali bitkiler, ikincil metabolitler olarak cesitli biyo-organik molekiilleri sentezler. Bu
bilesikler terpenoidler, fenoller, fenolik asitler, flavonoidler ve alkoloidler gibi gesitli
kimyasal yapilara sahiptir. Bitkilerdeki fizyolojik islevleri nedeniyle, bu kimyasal
molekiiller antibakteriyel, antioksidan, antikanser ve antienflamtuar aktiviteler gibi ¢esitli
biyolojik 6zelliklerle dikkat ¢ekmektedirler (Ghazghazi ve ark., 2014; EI-Meghawry ve
ark., 2016). Son yillarda, sifali bitkilerden ekstre edilen polifenoller ve flavonoidler gibi
fenolik bilesiklerin ilging antioksidan ve antiproliferatif etkiler gosterdigi bildirilmektedir

(Bouyahya ve ark., 2018).

Flavonoidler, farkli gen tiirleri ve enzimler ile etkilesime girerek kansere kars1 korunmaya
yonelik birgok molekiilerin etki mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar. Kanserojen
inaktivasyonu, antiproliferasyon, hiicre dongiisii durdurma, apoptoz indiiksiyonu,
anjiyojenezin inhibisyonu, antioksidan etki ve ¢oklu ilag direncinin tersine ¢evrilmesi
veya bu mekanizmalarin kombinasyonu seklinde bir¢ok etki mekanizmasi tanimlanmistir

(Chahar ve ark., 2011).

Kanser, transformasyon, apoptozis diizensizligi, proliferasyon, invazyon, anjiyogenez ve

metastazi iceren hiperproliferatif bir hastaliktir. Son 30 yildaki kapsamli arastirmalar,
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kanserin biyolojisi hakkinda ¢ok sey ortaya ¢ikarmistir. Cogu kanseri tedavi etmek i¢in
kullanilan ilaglar belirli hiicre sinyal yolaklarini baskilamaktadir. Bu sinyal yolaklar1

sunlardir:

v’ Biiyilime faktorii sinyal yolagi (Epidermal biiylime faktorii),

v" Prostaglandin iiretimi (COX-2),

v Enflamasyon (Enflamatuar sitokinler: NF-kB, TNF, IL-1, IL-6, kemokinler),
v’ llag direnci gen iiriinleri (Coklu ilag direnci),

v' Hiicre dongiisii proteinleri (Siklin D1 ve Siklin E),

v' Anjiyojenez (Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii),

v' Invazyon (Matriks metaloproteinazlar),

v Antiapoptoz (Bcl-2, Bcl-xl, XIAP, hayatta kalma, FLIP),

v' Hiicresel ¢ogalma (C-myc, AP-1, biiytime faktorleri) (Aggarwal ve ark., 2006).

Flavanon, kuersetin, katesin, izoflavon, lignan, elajik asit, resveratrol, kirmiz1 sarap
polifenolleri veya kurkumin gibi birgok polifenol, bazi kanser modellerinde farkli
mekanizmalarla koruyucu etkiler gostermektedir (Brusselmans ve ark., 2005). Hiicre
cogalmasinin durdurulmasi ve hiicre farklilasmasinin tesvik edilmesi, kanser tedavisinde
siklikla kullanilan bir tedavi stratejisidir. Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin
yani sira hiicre ¢ogalmasini engelleyici etkisi de vardir. Hiicre ¢cogalmasinda tesvik edici
gorevi olan NF-kB ile ilgili yolagi durdurucu etkileri olan fenolik bilesikler vardir.
Resveratrol, kurkumin ve epigallokatesin-3-gallat, apigen, kuersetin, kemferol gibi
bir¢ok fenolik bilesik, hiicre ¢ogalmasini tesvik eden sinyalleri durdurur (Min ve Kwon,
2014).

Yapilan bir ¢alisma, kudret narindan izole edilen BG-4 peptidinin ve 6ziitiin HCT-116 ve
HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde Bcl-2 ekspresyonunu azaltip, Bax ve kaspaz-3
ekspresyonlarin1 ise arttirarak apoptozu indiikledigini ortaya koymustur (Dia ve

Krishnan, 2016).
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Yapilan baska bir ¢alismada, Pepino bitki Oziitiiniin prostat (PC3, DU1445), mide
(MKN45), karaciger (QGY-7721, SK-HEP1), meme (MDA-MB-435), yumurtalik
(OVCAR), kolon (HT29) ve akciger (NCI-H209) kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etki
gosterdigi ve farelerde mide tiimoriini kiigiiltiicii etki sergiledigi rapor edilmistir (Ren ve
Tang, 1999).

Bir diger ¢alismada ise Origanum compactum bitkisinin etil asetat ekstraktinin meme
kanser (MCF-7) hiicreleri lizerinde antikanser aktivite gostermistir (Chaouki ve ark.,
2010).

2.10. Myrtus Communis L. (Mersin bitkisi)

Latincesi Myrtus Communis L. (Myrtus Communis Linnaeus) olan Mersin bitkisi
Akdeniz maki toplulugunun en 6nemli tibbi ve aromatik bitkilerinden birisi olan
Myrtaceae familyasina aittir. Tirkiye; Avrupa, Asya ve Afrika kitalar1 arasinda gecis
konumunda bulunmasi, c¢esitli iklim tiplerine sahip olmasi ve ekoloji farkliliklari
nedeniyle 6nemli bir biyogesitlilige sahiptir (Ogur, 1994). Hos kokulu beyaz ¢icekleri
Mayis ve Agustos aylar1 arasinda goriilen, yenilebilen mavi-siyah meyvelerinin yazin
olgunlastig1 bir bitkidir. Bitkinin kokii dallanmis, koyu yesil yapraklar parlak, tliysiiz,
sert, zit sekilde, esli ve helezonik sekilde oval ve mizraksi sekildedir. Bitki orta boyda, 2
cm capinda, kalin sar1 arterlere ve ince pedinkiillerininde aksiller beyaz ¢igeklere sahiptir.
Myrtaceae familyasinda yer alan Mersin bitkisi, her dem yesil, genellikle kisa boylu,
bazen de 1-3 m ve ¢ali formunda ¢ok yillik bir bitkidir (Sekil 2.7) (Ogur, 2014).

Sekil 2.7: Myrtus Communis L.
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Myrtus tiirleri, ugucu yaglar, antosiyanin pigmentleri, flavonoidler, yag asitleri agisindan
cok zengindir (Bazzali ve ark., 2012; De Oliveira ve ark., 2012). Myrtus Communis L.
bitkisinin kurutulmus yapraklari, 1,8-sineol, linalool, linalil asetat, terpineol, terpinolen,
tanenler ve flavonoid bilesiklerini igerir. Yaprak ve cicekleri esansiyel yaglari, fenolik
asitleri, flavonoidleri ve tanenleri bulundurur (Shahbazian ve ark., 2018; Ozcan ve ark.,
2020). Meyveler tanen, antosiyanin (%0.2-54), yag ve organik asitlerce (% 9-52)

zengindir (Messaoud ve Boussaid, 2011).

Mersin yapraklarinda, antioksidan olarak gérev yapabilen ve antibakteriyel aktivitelere
sahip olabilen essiz, prenile olmayan, asilfloroglukinoller olan mirtuomulon (MC) ve
yar1 mirtuomulon (S-MC) bulunur (Sekil 2.8) (Tretiakova ve ark., 2008).

0 0
OH OH HO HO
0 l ! OH 0 HO OH o
0 0 OH 0
S-MC

OH
MC o

Sekil 2.8: Mirtuomulon ve yar1 mirtuomulon'in kimyasal yapisi(Tretiakova ve ark., 2008).

Cok yillik bir bitki olan M. Communis’in dallari, yapraklart ve meyveleri gibi farkli
kisimlar1 uzun siireden beri halk arasinda gida ve baharat amaclh kullanilmaktadir. Ayn1
zamanda Myrtus Communis diinyada geleneksel tipta kullanilan sifali bir bitkidir. Bu
bitkinin farkli kisimlari, ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmistir.
Myrtus Communis L. in vitrovein vivo calismalardaki verilere gore ila¢ olarak
gelistirmede kullanilma potansiyeline sahiptir. Bu bitkinin farkli kisimlari, gesitli
hastaliklarin tedavisi ig¢in yaygimn bir sekilde kullanilmistir. Bu bitkinin geleneksel

kullanimlarinin ¢ogu bilimsel agidan dogrulanmistir (Alipour ve ark., 2014).

Ayrica, son literatiir incelendiginde Myrtus Communis'in anti-inflamatuar, antinosiseptif,
antioksidan, antiiskemik, noroprotektif ve antimikrobiyal etkileri bildirilmis olup yaprak
ve cicekleri esansiyel yaglar, tanenler, fenolik asitler ve flavonoidler bakimindan

zengindir (Cio¢ ve ark., 2018).
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Son yillarda ¢esitli hastaliklarinin tedavisinde uzun ve kanitlanmis ge¢misleri olan
geleneksel ilaglarin kullanimima vurgu yapilmaktadir. Bu baglamda Mersin bitkisinin
digerlerinin yam1 sira mikrobiyal, kardiyovaskiiler, gastrointestinal, dermatolojik ve
norolojik hastaliklarin tedavisinde alternatif olarak potansiyel rollerini ortaya ¢ikarmak

i¢in daha ileri ¢alismalar yapilmasi 6nerilmektedir (Alipour ve ark., 2014).
2.11. Myrtus Communis’in Antikanser Ozelligi

Myrtus Communis’in tibbi amagli olarak ¢ok farkli kullanim alani vardir. Ayni zamanda
geleneksel tipta antikanser amagli kullanimi hakkinda da bazi bilgiler mevcuttur (Sisay

ve Gashaw, 2017).

Yapilan bir calismada Mersin bitkisinin farkli ekstraktlariin antioksidan aktiviteleri
tizerinde calisilmis olup bitkiden elde edilen ekstraktlarin oksidatif stresle iligkili
hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegi bildirilmistir (Ogur, 2014). Ayni ¢alismada,
farkli bitkilerin ugucu yaglarmin farkli kanser hiicre hatlarma etkileri test edilmistir.
Myrtus Communis’in farkli konsantasyonlari meme ve prostat kanseri hiicre hatlar
tizerinde uygulanmig ve belirli zaman inkubasyondan sonra hiicre canliliginda yiiksek

diizeyde inhibisyona neden oldugu belirlenmistir (Ogur, 2014).

Yapilan bagka bir calismada ise Mersin bitkisinin sitotoksik ve antioksidan aktivitesi
Olciilmiis; antioksidan aktivitesinin zayif oldugu, ancak murin mastositoma P-815 ve
MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki apoptozla iliskili bir mekanizma araciligiyla

sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Harassi ve ark., 2019).

Yapilan ¢alismalarin ¢ogu, bu sifali bitkinin yukarida belirtilen etkilerini geleneksel
iddialarin1 dogrulamaktadir. Uzun vadede bu bitkinin diger farmakolojik aktivitelerini
ortaya ¢ikarmak i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Myrtus Communis’in tibbi
ozellikleri ile ilgili farkli ¢aligmalar bulunmasina ragmen ¢esitli ekstraklari, esansiyel yag
asitleri ve yagin iceriginde bulunan diger kimyasal bilesenlerle ilgili yapilan anti-kanser
caligmalar1 yeterli sayida degildir. Bu alanda yapilacak caligmalar dogal ve sitotoksik

etkisi olmayan ilag aragtirmalarina 151k tutacaktir.

Bu gerekge ile yapilmasi planlanan bu ¢alismanin amaci, Myrtus Communis L. (Mersin

bitkisi)’in birincil kemik tiimorlerinin en malignant ve en yaygin goriinen tiirii olan
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osteosarkoma hiicrelerinde apoptozdan ve metastazdan sorumlu molekiiller ve genetik

mekanizmalar Uzerine etkisinin belirlenmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiiri

Insan Saos-2 kemik kanser hiicre hatti, Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Giilhane
Egitim ve Arastirma Hastanesi Hiicre Kiiltiirli Laboratuvarindan temin edilmistir. Saos-2
hiicreleri nemli ortamda, %5 CO2 inkiibatoriinde 37°C'de ¢ogaltmistir. Hiicrelerle temas
edecek her tiirlii ¢oziicii/¢ozeltinin 37°C’de olmasina, santifiiriij islemlerinin (1500 rpm)
5 dakika siireyle yapilmasina 6énem verilmistir. Hiicrelerin tiretilmesi ve ongoriilen
deneysel model ile ilgili uygulamalarin yapilmasi i¢in gerekli malzemeler ve analizler ile

ilgili bilgilere bu boliimde ayrintili bir sekilde yer verilmistir.
3.1.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Maddeler

10, 200, 1000, 5000 uL’lik mikropipet uglar1 (Axygen, ingiltere),
15 ve 50 mL’lik santrifiyj tiipleri (Isolab, Almanya),

25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklar1 (Corning, Amerika),

1,5 mL’lik santrifiij tiip (Eppendorf, Almanya),

5 ve 10 mLlik steril enjektor (Adana, Tiirkiye),

5,10 ve 25 mL’lik tek kullanimlik serolojik pipet (Costar, Sigma-Aldrich, Almanya),
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi (Bio Tek, Isvigre),

Petri Kutulari (Lamteki, Amerika),

Vakum Pompasi (Vwr, Amerika),

Cam Pastor Pipeti (Isolab, Almanya),

Filtre (Sartorius Stedim, Almanya),

Kriyo tiip (2mL) (Biosigma, Amerika),

Parafilm (Pechiney, Fransa),
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Thoma Lami (Marienfeld, Almanya),

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide %98, Sigma-Aldrich, Almanya),
Fosfat tampon (PBS, Pan Biotech, Almanya),

Dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma—Aldrich, Almanya),

Fetal Bovine Serum (FBS, Biowest, Amerika),
Penisilin-streptomisin Soliisyonu (Isolab, Almanya),

Glutamin Soliisyonu (Sigma-Aldrich, Amerika),

Medium (DMEM; Euro Clone, Italya),

Trypan Blue Soliisyonu (Sigma—Aldrich, ABD),

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Sigma, ABD),

Etil alkol (Sigma—Aldrich, ABD),

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ABD),

Protein miktar tayini kiti (Fluka 51254, ABD),

cDNA sentez kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD),

RNA sentez kiti (Ribospin, Kore),

ELISA kiti (Invitrogen, Kanada),

TAS ve TOS analiz ticari kitleri (Rell Assay, Gaziantep, Tlrkiye).
3.1.2. Cahsmada Kullamlan Cihazlar

Inverted mikroskop (Olympus, ABD),

Real Time PCR Cihaz1 (Biorad, ABD),

Pleyt okuyucusu (Bio Tek, Epoch, ABD),
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Isik Mikroskobu (Leica, Almanya),

Mini Calkalayic1 (Biosan, Ukrayna),

Laminar flow kabini (JSCB-1200SB, Kore),

Masaiistii sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya),

Hiicre kiiltiirii santrifiij (Niive, Tiirkiye),

No-frost buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye),

CO: inkiibatorii (Binder, ABD),

Su banyosu (Daihan Wsh-22, Kore),

Sivi azot tanki (Taylor Wharton RS- Series, ABD),

Hassas terazi (Ohaus, ABD),

Sarjli pipetor (Brand, Almanya),

Farkli hacimlerde otomatik mikropipetler (Proline Plus, Eppendorf, Japonya),
Cok kanalli otomatik mikropipet (Thermo, FinnPet, Kanada),
Vorteks (Heidolph, Almanya),

-152°C dondurucu (PHCbi MDF-1156-PE, Japonya).

3.2. Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Saos-2 Hiicre Kiiltiirii Mediumunun Hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin kullanilacak olan komple medium (besiyeri) bir vakum
pompast araciligi ile filtreden (WVR, 0,22um’lik pess membran filtre) gegirildi. Medium
bilesenleri steril ortamda (flow kabinde) eklendi ve filtre edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Flow kabin i¢inde medium hazirlama islemi

1 L medium hazirlamak i¢in filtreye oncelikle;
Bir miktar (~100ml) DMEM eklendi, sonra;

v %10 (v/v) oraninda 1s1 ile inaktive edilmis fetal buzagi serumu (FBS; Fetal bovine
serum)
4 %1 (v/v) oraninda penisilin streptomisin ve

4 %]1 (v/v) oraninda (1 mM) glutamin eklendi.

Iceriginde glutamin olan diisiik glukoz konsantrasyonuna sahip DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium,) ile hacim 1L’ye tamamlandi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan besiyeri (medium) bilesenleri

BiLESEN ORAN (%) HACIM (ml)
DMEM 88 880
FBS 10 100
Penisilin/Sreptomisin 1 10
Glutamin 1 10
TOPLAM 100 1000

Flow kabin i¢inde hazirlanan filtre diizenegine vakum pompasinin hortumu takildu.
Vakum pompasinin ¢alistirtlarak medium karisimu filtre edildi ve steril medium kabina
toplandi. Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi ve pasajlanmasi amaciyla kullanilacak besiyeri, steril
IL’lik siseye konularak, kullanim siiresine kadar +4°C’ye kaldirildi. Bu sekilde
hazirladigimiz medium hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmadan 6nce 37°C’deki su

banyosunda 20-30 dakika 1s1tildi.

Calismada kullanilacak olan bitki ekstresi Ars Arthro Biyoteknoloji A.S. (Cyberplaza B
Blok 7.Kat No: B702A Bilkent/Ankara) laboratuvarinda hazirlanmistir. Yaprak, dal,
meyve ve ¢iceklerindeki kimyasal igerik ile bunlarin taze ya da kurutulmus formlarindaki
maddelerde yine benzer bi¢imde 6zdes degildir. Ekstraksiyon islemi kurutulmus ince dal
ve yapraklar kullanilarak yapilmis olup islem sirasinda etil alkol, etilasetat ya da aseton
gibi ¢oziiciiler kullanilmamustir. Ekstraksiyon temiz oda kosullarinda ve laboratuvarda

gerceklestirilmistir.

Ekstraksiyon Oncesi bitkiler elekten gegirilmis, parazit ve mantar enfeksiyonlarina karsi
koruma amaci ile yerlestirildikleri otoklavdan c¢ikarildiktan sonra su ile kaynatilarak
beklemeye alinmiglardir. Bu siire¢ sirasinda lriine 6zel gelistirilen 6zel bir kapali
vakumla/kaynatma sistemi ile ekstraksiyon hizli, etkili ve steril olarak yapilmigtir. Myrtus
Communis bitkisinin Mersin ilinde yetisen varyetesine ait 2g yaprak kismi dnce mekanik
parcalayicida kiigiiltiildiikten sonra pH 4.5 olan distile su igerisinde 98°C’de 22 dakika
bekletilmektedir. Bu sekilde hazirlanan ¢ozelti sogumaya birakilmakta ardindan tampon
cozelti olarak NaoHPOg4 kullanilarak asitligi dengelenmektedir. Bitki ekstresinin igerigi

asagida verilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2: Myrtus Communis sulu ekstresinin i¢erik analiz sonuglari.

Etken madde Miktar (ppb)

Gallik asit 246
Katesin 27
Klorojenik asit 30
4-hidroksibenzoik asit 28
Protokatesik asit 3
Vanilik asit S
p-kumarik asit 1

Ellagic asit 133
Kersetin 6
Naringenin 35

TOPLAM 514

3.2.2. Lizis Tamponu Hazirlama

Lizis tampon su karisimdan hazirlandz;

500 mL dH20 igerisine %1 triton-X-100(Vv/v),

50mM HEPES tampon pH 7.2, 10mM EDTA,

100mM NaH2PO4x2H-0,

%8 oraninda (40mL) proteaz inhibitor kokteyli (Roche).

AR NERNEEN

Lizis tamponunun hacmi dH20 ile 500 mL’ye tamamland. lyice galkalanarak homojen

bir karisim olugsmasi saglandi.
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3.3. Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi ve Deneylere Hazirhk
3.3.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Ekimi yapilacak hiicre sayis1 500-600 binden az ise ekim sonrasinda flask fazla
sallanmaz. Hiicrelerin birbirine yakin olmas1 adherent hiicre kiiltliriinde 6zellikle hiicre

sayisinin az oldugu durumlarda, hiicre boliinmesini pozitif yonde etkiler.
Yontem:

S1v1 azotta kryotiipler i¢inde dondurmus halde saklanan hiicreler 6ncelikle sivi azottan
20°C’ye alind1 ve 5-10 dakika beklendikten sonra 37°C’deki sicak su banyosunda 3 dk
stire ile 1sitilarak ¢6ziilmeye birakildi ve bu arada 15mL’lik bir falkona 1-1,5mL medium
konuldu.

Coziinen hiicre falkon tiipe alindi, daha sonra kibarca pipetaj yapilarak hemen santirifiij
(1500rpm, 5dk) edildi ve santrifiij sonunda falkon tabaninda biriken hiicrelere temas
edilmeden medium pastor pipetle ¢ekildi.

Hiicre peleti {izerine tekrar 2 mL medium eklenerek ve nazikce pipeta;j yapilarak ikinci
kez yikama islemi yapildi ve santrifiijden sonra hiicrelerin iizerinde kalan medium tekrar
cekilip atild1.

Bu sekilde yapilan 2 yikama ile DMSO (dimetil siilfoksit)’dan arindirilan Saos-2
hiicreleri flaska ekilmek tizere son defa 1 mL medium i¢inde ¢oziildii ve ekim igin
hazirlanan medium 25cm?’lik flaska 5 mL hacminde eklendi.

25cm?’lik flaska ekimi yapilan hiicreler, {iremesi icin 37°C ve %5 CO; igeren inkiibatore
kaldirildi.

Giinliik olarak takibi yapilan hiicrelerin besiyeri, hiicreler %80-90 konfluent oluncaya
kadar (Sekil 3.2) 2 giinde bir degistirildi. 25cm?’lik flask istenen oranda konfluent olunca
75cm?’lik flaska pasajlandi.
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Sekil 3.2: Saos-2 hiicre hattinin mikroskobik gériintisi (10X).

3.3.2. Hiicrelere Uygulanan Tripsinizasyon/Detripsinizasyon islemleri

Tripsinin bir proteaz enzim oldugu diisiiniiliirse uzun siireli inkiibasyonlar hiicreye zarar
vermeye baslar. Bu nedenle tripsinle inkiibasyon siiresinin 10 dakikay1 gegmemesine

6zen gosterildi.
Yontem:

v Flask tabaninda %80-90 konfulent oraninda bulunan hiicrelerin tizerindeki medium
steril pipet yardimiyla atildi.

v Hiicrelerin iizerine 1-1,5 mL tripsin EDTA eklendi ve 37°C’de %5 CO; igeren
inkiibatore kaldirilip 5-8 dk inkiibasyona birakildi.

v" Flask tabanina yapisik haldeki hiicrelerin bu siire inkiibasyonda biiyiik oranda
tabandan ayrildig1 goézlendi. Ayrilmayanlarin ise flaska hafifce vurularak tabandan
ayrilmasi saglandi.

v Hiicrelerin tamami tabandan kaldirildiginda flaskin i¢ine 3-5 mL medium eklendi.
Boylelikle ortamdaki tripsin diliile edilerek detripsinizasyona kadar hiicrelere
verebilecegi zarar en aza indirildi.

v’ Flaskin igindeki tripsinize hiicre-medium siispansiyonu streril bir falkona alinarak

detripsinizasyon i¢in santifiiriij (1500 rpm, 5 dk) edildi.
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v Siipernatant atilip hiicre pelleti lizerine 1 mL medium eklendi ve hafif¢e pipetaj

yapilarak hiicreler tekrar ekim i¢in hazir hale getirildi.

Bu sekilde hazirlanan hiicreler, icerisinde 10 mL medium bulunan 75 cm’lik flaska ekimi
yapildi. Flasklar 37°C ve %5 CO; iceren inkiibatore kaldirildi. Inkiibasyona birakilan
flasklar her giin takip edildi ve 2 giinde bir mediumu 10 mL taze medium ile degistiridi.
%80-90 oraninda konfulent olunca hiicreler tekrar tripsinizasyon/detripsinizasyon
islemlerine tabi tutuldu. Bu sekilde tekrar ekilebilecek duruma getirilen ve bir 75cm?’lik
flasktan elde edilmis olan Saos-2 hiicreleri istege bagli olacak sekilde 1:4-1:10 arasindaki
pasaj oranlarinda (split ratio) yeni 75°lik flasklara ekildi.

3.3.3. Hiicre Cogaltma (Pasajlama)

Pasajlama hiicrelerin iiredigi bir flasktan, baska bir flaska hiicrelere zarar vermeden
transfer edilmesidir. Pasajlama isleminde flask tabanina yapisik halde (konfulent)
bulunan hiicrelere Once tripsinizasyon, sonrasinda ise detripsinizasyon (tripsinden
armdirma) islemi uygulandi. Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla yaklasik cm?’de 4x10* hiicre
yogunlugu olacak sekilde 75 cm?’lik flasklara 3x10° hiicre 10 mL besiyeri iceren kiiltiir

kabina (150-mm flask) konarak 2-3 giin siireyle inkiibasyona birakildu.
3.3.4. Hiicre Sayimi

Analizlerde kullanilmak amaciyla well plate veya flasklara hiicre ekilirken, her bir flaska
veya well plate ayni/yakin sayida hiicre ekilmesi esastir. Bu nedenle sunulan ¢aligmada
yart maksimum inhibitér konsantrasyonun (ICso) dozlar1 belirlenirken well platelere
hiicreler ekilmeden 6nce mL’de ne kadar hiicre oldugu belirlenmis, yani hiicreler
sayllmigtir. Bu amagla tripan blue hiicre sayim yontemi (Louis ve Siegel, 2011)

kullanilmastir.

Tripan mavisi canli hiicrelerin 151k altinda parlak goriinmesini saglayan bir boyadir.
Sayim yapilacak lama uygulanan ve tripan mavisi ile boyanmis canli hiicreler mikroskop
altinda parlak gortiliirken, 6lii hiicreler mavi/mat olarak goriiliir. Sayim laminda her biri
16 kareden olusan 4 sayim bolgesindeki (Sekil 3.3) hiicreler sayilarak ortalamalart alinir

ve hiicre sayimi1 yapilmis olur.
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Sekil 3.3: Hiicre sayiminda kullanilan hiicre sayim lami (Neubauer continung chamber)

ve hiicre sayimi1 yapilan hiicreler.

Sonrasinda ise formiil kullanilarak medium-hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre
sayis1 hesaplanir. Sayimin giivenilirligi agisindan diliisyon miktar1 6nemlidir. Ortalama
hiicre sayisinin 50-150 arasinda olmasi hiicre siispansiyonunun ideal diliisyona tabi
tutuldugunun bir gostergesidir. Sayet ortalama hiicre sayist ¢ok yiiksek ¢ikarsa hiicre
siispansyonu azaltilarak ya da tripan mavisi hacmi artirilarak daha diliie hiicre

slispansiyonu elde edilir ve sayim tekrarlanir (Hazman ve ark., 2021).

Bu durumda diliisyon orani da artacaktir. Hiicre sayisinin ¢ok yogun oldugu durumlarda
20 pL hiicre slispansiyonu, 80 pL tripan mavisi (diliisyon orant 5) alinarak sayim
yapilabilir. mL’deki hiicre sayisini belirlemek amaciyla asagida sunulan formiil

kullanilmaktadir.
mL’deki canh hiicre sayis1 = (Ortalama Hiicre Sayisi) x (10%) x (Diliisyon Faktorii)
Yontem:

v" Flask tabanindan tripsinizasyon ile kaldirilip detripsinizasyon ile tripsinden

arindirilan hiicreler yogunluguna gore 2-5 mL araliinda istenen hacimde ¢oziildii.

¥’ Hiicre siispansiyonundan 100 pL alarak, 100 pL tripan blue ile (diliisyon orani 2)
karistirildi.

v Hiicrelerin sayiminda kullanilacak lam ve lamel (Neubauer counting chamber)
hazirlandi ve hazirlanan tripan blue-hiicre siispansiyonu karisimindan pipetaj

yapilarak, 20 pL alinarak neubauer lamina uygun sekilde konuldu.
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v Sayim bolgelerinde sayilan hiicrelerin ortalamalari alinarak hiicre siispansiyonunun

mL’sinde kag adet hiicre oldugu formiil yardimai ile bulundu.

v’ Sonrasinda uygulamalarda kullanilacak hiicre sayisina gore hiicre siispansiyonundan

ka¢c mL alinmasi gerektigi hesaplanarak, hiicrelerle yapilacak islemlere gecildi.
3.4. Hiicre Canhlik Ol¢iim Testi (MTT Yontemi)

Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde devamli olarak kullanilan
enzimatik testlerden biri olan MTT yontemi ile belirlendi. MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-
2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) sari renkli bir boyadir. Yontemin isleyis
mekanizmas1 saglikli hiicrelerde mitokondriyal siiksinik dehidrojenazin MTT
tetrazolyum tuzunun formazan kristallerine doniistiirmesine dayanmaktadir (Sekil 3.4)

(Michaelis ve ark., 2004).

Bu yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal
suksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢oziinmeyen
formazana indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canh

hiicrelerde goriilmektedir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4: MTT reakstyonunda formazon kristallerinin olusumu.

Dolayist ile dl¢iilen absorbans degerleri canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Boylelikle
elde dilen absorbans degerleri kullanilarak ve kontrol grubu ile kiyaslama yaparak

vellerdeki hiicrelerin canlilik oranlar1 hesaplanabilir.
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Yontem:

MTT analizleri 96 kuyucuklu well platelerde yapildi.

Her bir kuyucuga 200ul medium igerisinde 2x10* sayida hiicre ekildi ve inkiibatore
kaldird1.

En az %50 konfluent olan  hiicrelere  bitki  ekstreleri  belirlenen

diliisyonlarda/konsantrasyonlarda uygulandi.
37°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 20 pL MTT ¢6zeltisi (Smg/mL,

PBS igerisinde) eklendi ve 37°C’de 2-4 saat inkiibe edildi.
Siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi uzaklastirilarak her bir kuyucuga 200 uL. DMSO
eklendi ve 5 dakika inkiibe edildi.

Sekil 3.5: Formazan kristallerinin DMSO ile ¢oziildiikten sonraki goériintiisii.

Renk degisimi, ELISA plaka okuyucusunda 570 nm dalga boyunda belirlendi. M.
Communis ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek,
deney hiicrelerinin canlilik oranlar basit oranti ile belirlendi. % canlilik belirlenirken

asagidaki formiil kullanidi.
% Canlilik = (6rnegin absorbans degeri/ kontroliin absorbans degeri)*100

MTT uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna gore hiicre canliligint %50 oraninda
azaltan Myrtus Communis dozu ICso dozu olarak kabul edildi. Biyokimyasal ve molekiiler

analizler icin M. Communis ICso dozu kullanildi.
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3.5. Biyokimyasal Analizler

Deney gruplarina yapilan uygulamalar sonrast elde edilen hiicre lizatlarinda
gerceklestirilen total protein, proinflamtuvar stokin seviyelerin ve oksidatif stres
diizeyleri analizinde kullanilan metadoloji Ozetlenerek bundan sonraki bagliklarda

sunulmustur.
3.5.1. Hiicre Lizat1 Hazirlama
Yontem:

v' Inkiibasyonlar sonrasinda hiicrelerin tabana yapismis oldugu flask zemininden
kaldirmak icin flasklara tripsin (ImL %0.25) eklenerek ¢ok kisa siire sonra hafif

vurma hareketleri ile hiicreler kaldirildi.

v’ Siispansiyonlar pipet aracilig1 ile toplanarak kapakli tiipler igerisinde 25°C, 400 xg
devirde 5 dakika siireyle santrifiij edilerek pelet elde edildi.

v’ Hiicre peleti PBS ile yikandiktan sonra (tekrar santrifiiij) tizerine hiicre lizis tamponu
eklendi.

v’ Lizis tamponu deney gruplarindaki her bir flasktan elde edilen hiicre peletinin tizerine
500 pL hacminde eklendi, pipetaj yapildi. Sonrasinda 20 sn vorteks islemine tabi
tutuldu. 40 sn beklendi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

v" Vorteks igleminden sonra 12000xg, 4°C’de 10 dakika siire ile santrifiij edilerek
coktlirme yapildi.

v" Bu sekilde elde edilen siipernatantlar hiicre lizati olarak biyokimyasal analizlerde

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.
3.5.2. Total Protein Analizi

Hiicre lizatinda ¢alisilacak parametrelerin sonuglariin hesaplanmasinda kullanilan total
protein seviyeleri ticari kit (Fluka 51254) ile 6lgiildii. Caligmada kullanilan kit Bradford
metodunu esas almaktadir (Bradford, 1976). Bu yontemde boya olarak kullanilan

Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein tizerindeki pozitif
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yiike baglanir. Boyanin kirmizi ve mavi formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi
formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Kit prosediiriine gore yapilan islem sonunda
uygun dalga boyunda pleyt okuyucuda (Bio Tek, Epoch) absorbanslar olgiildii.
Numunelere ait olan total protein seviyeleri biyokimyasal analizlerde elde edilen verilerin
normalize edilmesinde kullanildi. Bu sekilde her bir numuneye ait oksidatif stres
parametreleri ve proinflamatuvar stokinlerin diizeyleri, her bir numunenin kendi total

protein diizeyine boliinerek ham veriler elde edildi.
Yontem:

v Yapilan analizde total protein igerigi bilinmeyen 6 pL numune ve 32-4000 ug/mL
konsantrasyonu araligindaki (32 ug/mL, 63 pg/mL, 125pg/mL, 250 pg/mL, 500
pg/mL, 1000 pg/mL, 2000 pg/mL ve 4000 pg/mL) 8 standart 96’11k kuyucuklara

eklendi.
v’ Multikanal pipetle 300 uL Coomassie brillant blue reaktifi eklendi.
v 1dk oda sicakliginda bekletildi
v Kuyucuklarda olusan mavi renkli komplekslerin absorbanslar1 570 nm’de 6lgiildii.

v" Hesaplama sonrasinda lizat protein diizeyleri mg/ml seklinde ifade edildi. Sitokin
(TNF-a, IL-10, IL-12, IFN-y) Seviyelerinin Belirlenmesi

3.5.3. Sitokin (TNF-a, IL-10, IL-12, IFN-y) Seviyelerinin Belirlenmesi

Myrtus Communis’in Saos-2 hiicrelerinde inflamatuvar siirece etkisinin olup olmadigini
belirlemek amaciyla TNF-a, IL-10, IL-12 ve IFN-y (Invitrogen) diizeyleri spesifik ELISA
kitleri kullanilarak 6l¢tildii. Kitlerle birlikte verilen standartlar kullanilarak her bir analiz
icin ayri bir kalibrasyon grafigi olusturuldu. Sonrasinda olusturulan kalibrasyon egrileri
kullanilarak hiicre lizatlarindaki stokin seviyeleri belirlendi. Elde edilen sonuglar her bir
numunenin total protein seviyelerine bdliinerek normalize hale getirildi. Sitokin

seviyeleri pg/mg-protein olarak ifade edildi.
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3.5.4. Total Antioksidan Diizey (TAS) Analizi

Oksidatif stres parametresi olarak TAS seviyeleri spektrofotometrik yontemle ¢alisan
ticari kitler (Rell Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak olgiildii. TAS seviyelerinin
belirlenebilmesi amaciyla standart olarak 5-20 mmol araliginda Trolox kullanildi. Bu
amacla 3 standart kullanilarak (5-10-20 mmol) ELISA okuyucudan alinan kalibrasyon
grafigine gore TAS diizeyleri belirlendi. Seviyeleri belirlenen serum TAS diizeyleri
numunelerin total protein diizeylerine boliinerek mmol Trolox Equivalent/mg-protein
seklinde ifade edildi (Erel, 2004).

Bu yontemde TAS diizeyi 6lgiiliirken Fe?* o-dianisidin kompleksi hidrojen peroksit ile
Fenton tipi reaksiyon olusturarak OH radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirii
indirgenerek diisiik pH’da renksiz o-dianisidin molekiiliiyle reaksiyona girer ve
kahverengi-sar1 renkli dianisidil radikalleri olusur. Dianisidil radikalleri ileri oksidasyon
reaksiyonlarina katilarak renk olusumunu artirir. Ancak Orneklerdeki antioksidan
bilesikler bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk olusumunu azaltmaktadir. Bu

diisiis spektrofotometrik olarak 6l¢iilerek TAS sonuglari belirlendi.
Yontem:
v" 96 kuyucuklu plakada, kuyucuklara 250’ser pl tampon soliisyonu eklendi.

v" Kendi kuyucuklarina numune ve standartlardan 15’er pL eklendi ve 660nm’de

absorbanslar okundu. (ilk absorbans degerleri).

v Tim kuyucuklaria substrat soliisyonundan 38 ul eklendi ve 5dk 37°C’de bekletildi.

v' Sonra yine 660 nm’de absorbanslar okundu. (Ikinci absorbans degerleri).

Absorbanslar formiilde yerine konularak hesaplama yapildi.
AAbSﬁmek = (Ab32 — AbSl) ornek
AADbsstandart = (AbS2 — AbS1)standart

AADbSsonu (Lmol TroloxEqui/mg-prot)=(AAbsH20)-(AAbssmek) / (AAbSH20)-(AAbsstandart)
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3.5.5. Total Oksidan Diizey (TOS) Analizi

Oksidatif stres parametresi olarak TOS seviyeleri spektrofotometrik yontemle ¢alisan
ticari kitler (Rell Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak Olgiildii. Bulunan TOS
sonuglarmin birimi uM hidrojen peroksit equivalent litre (umol H202 Equiv./L) olarak
bulundu. Daha sonra elde edilen sonuglar her bir numunenin kendi total protein diizeyine
boliinerek hiicrelerdeki TOS seviyeleri pmol H202 Equiv./mg protein seklinde belirlendi
(Erel, 2005). Bu yontemde numunede bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidin
kompleksini ferik iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak
yaklagik ii¢ katina ¢ikarir. Ferrik iyonlar asidik ortamda “xylenol orange” ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarm miktariyla orantili olarak olusan

rengin siddeti otoanalizérde spektrofotometrik olarak olgiilerek TOS sonuglar1 elde

edildi.
Yontem:
v" 96 kuyucuklu plakada, kuyucuklara 250’ser pl tampon soliisyonu eklendi.

v" Kendi kuyucuklarina numune ve standartlardan 37,5’er pL eklendi ve 530nm’de

absorbanslar okundu. (ilk absorbans degerleri).

v Tiim kuyucuklarina substrat soliisyonundan 12,5 ul eklendi ve 5dk 37°C’de bekletildi.

v' Sonra yine 530 nm’de absorbanslar okundu. (Ikinci absorbans degerleri).

Absorbanslar formiilde yerine konularak hesaplama yapildi.
AADbsstandart = (AbS2 — AbS1)standart

AADbSsonue(molH202Equiv./mg-prot)=(A Absomek)/(AAbsstandart) XStandart Konsantrasyonu
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3.5.6. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Seviyelerinin Belirlenmesi

Oksidatif stres Indeksi (OSI) bir ortamda oksidatif stresi ifade etmede tercih edilen bir
parametredir. Bu nedenle oksidatif stresi etkileyen tiim oksidan ve antioksidanlarin
etkilerinin hesaba katilarak hesaplanmasi esastir. Bu nedenlerle numunelerdeki
antioksidanlarin genel bir ifadesi olarak belirlenen TAS seviyeleri ve numunelerdeki
oksidanlarin genel bir ifadesi olarak belirlenen TOS seviyeleri dikkate alinarak OSI
diizeyleri belirlendi. OSI diizeyleri kit protokoliine uygun olacak sekilde asagida
belirtilen formiile gore hesaplandi (Esen ve ark., 2012).

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) = [(TOS/TAS) x 100]
3.6. Molekiiler Analizler
3.6.1. RNA izolasyonu

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile yapilan gen
ekspresyonu analizlerinde kullanilan total RNA, hazir ticari kit (Ribospin) kullanilarak
izole edildi. RNA izolasyonu sirasinda kullanilan biitiin malzemeler RNAase free bir
ortam olusturabilmek adina uygun ¢ozeltilerle (RNase Away) dnceden temizlenerek hazir
hale getirildi. Elde edilen RNA’larin miktar1 nanodropta optik dansitelerinden hareketle
(OD2s01260) belirlendi. OD260/280 oran1 1.7-2,1 arasinda olan RNA’lar ¢aligmada kullanildu.
M. Communis’in IC50 dozu ile muamele edildikten 24 saat sonra hiicrelerde total RNA

izolasyonu yapild:. Islemin basamaklari asagidaki gibidir.

e Yaklasik 5x10° sayida hiicre iizerine 400 pL lizis tamponu konuldu ve kaziyici ile

hiicreler kaldirilip steril ependorf tiiplere konuldu.

e Vortekste 5sn karigtirildi, daha sonra 5dk oda sicakliginda bekletildi ve en son spin

kolona konuldu.

e 10.000 xg 30sn +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra alt kisim atild1 ve kolon

bos tiipe yerlestirildi.

e 500 uL GWR1 tampon konuldu, daha sonra 10.000 xg 30sn +4 °C’de santrifiij edildi.
Alt kisim atild1 ve kolon tiipe yerlestirildi.
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e 700 pL RNW tampon kolona konuldu, daha sonra 10.000 xg 30sn +4 °C’de santrifiij

edildi. Sonra 10.000 xg 1dk +4 °C de tekrar santrifiij edildi.

e Spin kolon 1,5 mL ependorfa konuldu, tizerine 50 uL. RNAase icermeyen su eklendi
ve 1dk oda sicakliginda bekletildi, daha sonra 10.000 xg 1dk +4 °C°de santrifiij edildi.

e En son toplama tiipi icinde saf total RNA 0Ornegi elde edildi. RNA o6rneklerinin
konsantrasyonu Nanodrop spektrofotometre islevi olan BioTek Epoch (ABD)

cihazinda Take 3 pleyt kullamlarak 6lgiildii. Ornekler, cDNA sentezi yapilincaya

kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi.

3.6.2. cDNA Sentezi

Hiicrelerden izole edilen RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi i¢cin ¢cDNA Sentez kiti
(Thermo) kullanildi. Bu dogrultuda, her bir 6rnek i¢in Tablo 3.3’te belirtilen 11 pL son
hacimdeki reaksiyon karisimi hazirlandi ve 42°C’de 60dk ve 70°C’de 5 dakika olmak
tizere ornekler inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyon asamalar1 96 kuyucuklu termal

dongii cihaz1 yardimiyla gergeklestirildi. Elde edilen cDNA o6rnekleri -20°C’de muhafaza

edildi.

Tablo 3.3: ¢cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon bilegenleri.

BiLESEN MIKTAR
Total RNA 0,3 pg
Oligo (dT)1s 1pL
Reaction Buffer 4 pL
Ribolock RNase inhibitor 1pL

dH20 RNA miktarina gore

degisken
dNTP 2L
Rever Ait Revers 1pL

Transkriptaz

Toplam 11pL
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3.6.3. Real Time RT-PCR Analizleri

Elde edilen her bir numuneye ait cDNA’dan 1 ul kullanilarak tizerine SYBR Green PCR
Master Mix (10 pL) ve primer ¢ifti (oligoniikleotid) protokollere uygun miktarlarda
eklendi. Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup Tablo 3.4’te

gosterilmistir. RT-PCR reaksiyonunda 100 ng diizeyinde kullanildi.

Tablo 3.4: Oligoniikleotid primer dizileri ve RT-PCR programlari.

GEN PRIMER DiZiSi (5' — 3" PCR PROGRAMI | DONGU
F- "CACCCCAGCCATGTACGTTGC'3 95° 10dk/ 94°-10sn /
B-Aktin | R-5’CCGGAGTCCATCACGATGCCA'3 61°-1 dk/ 72°-30sn 35
Kaspaz-3 | FS'GGAAGCGAATCAATGGACTCTGGA'3 | 95°10dk/ 94°-1dk
R-5CCTGAGGTTTGCTGCATCGAC'3 58°-1 dk/ 72°-1dk 40
Kaspaz-9 | F-5'TACAGCTGTTCAGACTCTAGTA'3 95 ° 10dk/ 95°-30 sn
R-5AAATATGTCCTGGGGTAT'3 60°-1 dk/ 72°-1dk 40
Bcl-2 F-5’GACGGGCTACGAGTGGGATGC'3 95 © 10dk/ 95°-30 sn
R-5GGAGGAGAAGATGCCCGGTGC'3 59°-1 dk/ 72°-30sn 35
Bax F-5’'CGCCTCACTCACCATCTGGAA'3 95 ° 10dk/ 95°-1 dk
R-5"CCTCAAGGTAGAGCTTGGGCA'3 /58° -1dk/ 72°-1 dk 40
P53 F-5’CGGAGGTCGTGAGACGCTG'3 95 °10dk/ 95°-30 sn
R-5CACATGTACTTGTAGTGGATGGTG'3 | /58°-1 dk/ 72°-30sn 40
P21 F-5’CCGTGAGCGATGGAACTTCGC'3 95 ° 10dk/ 95°-1 dk /
R-5TGGGAAGGTAGAGCTTGGGCA'3 60° -1dk/ 72°-1 dk 40
MMP-9 | F-5"GGCAGAGGAATACCTGTACCGCTA'3 | 95°10dk/95°-30sn/
R-5’GCAGGGACAGTTGCTTCTGGA'3 55 -1dk/72°-1 dk 40
MMP-2 | F-5'TGGATGATGCCTTTGCTTGTGC'3 95° 10dk/ 95°-30sn/
R-5’AAGGGGTATCACTCGCCATGG'3 55° -1dk/ 72°-1 dk 40

o1




Her bir tiipteki PCR reaksiyonu i¢in asagidaki tabloda belirtilen pipetlemeler yapildi
(Tablo 3.5).

Tablo 3.5: RT-PCR deneyi i¢in reaksiyon karigimi

MATERYAL HACIM
SYBR Green Karisim (2X) 10 uL
Tleri Primer (10 pM) 1 uL
Geri Primer (10 pM) 1 uL
cDNA 1 uL
DEPC Water 7 uL
Toplam 20 uL

Hazirlanan reaksiyon karigimlari, RT-PCR deneyi i¢in 6zgilin olan 96 kuyucuklu
reaksiyon plakasina yiiklendi. Denatiirasyon, primer yapigsmasi ve zincir uzatma olmak
lizere li¢c basamaktan olusan amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon
egrilerine ait dongii esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinin nisbi degisimleri 224 metodu (Pfaffl, 2001) ile hesaplandi ve mRNA
ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artig seklinde belirlendi. Hesaplamalar

REST 2009 yazilimi kullanilarak yapildi. Bu hesaplamada;
AACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrol grubu
formiilii kullanildu.

Endojen kontrol olarak beta aktin geni kullanildi ve her bir 6rnege ait beta aktin gen
diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)
uygulandi. PCR ¢aligmalarinda her gruptan 6 6rnek rastgele secildi ve bunlarin 3 tekrari
yapilarak ortamalari alindi. Bel-2, Kaspaz 3, Kaspaz 9, p21, p53, Bax, MMP-2 ve MMP-
9 mMRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile analiz edildi.
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3.7. istatistiksel Analizler

Aragtirmadan elde edilen bulgularin istatistiksel analizleri SPSS 22.0 (2011) paket
programi ile gerceklestirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi
kullanilarak yapildi. Normal dagilim gdsteren TOS analizinde gruplar arasi farklilik
student T testi, normal dagilim gostermeyen TNF-a, TNF-y, IL-10, IL-12, TAS ve OSI
analizlerinde ise gruplar arasi farklilik Mann Whitney U testi ile belirlendi. Sonuglar
ortalama =+ standart sapma (SD) olarak sunuldu. Yapilan istatistiksel analizlerden elde
edilen sonuglardan P<0.05, P<0.01 ve P<0.001 olan degerler 6nemli kabul edildi
(Conover, 1980).
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4. BULGULAR

4.1. Myrtus Communisin’in Saos-2 Hiicrelerinde Sitotoksisite Etkisi

Myrtus Communis’in kemik kanseri (Saos-2) hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi MTT
analizi ile belirlenmistir. 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Myrtus Communis
Oziitleri ile muamele edilen Saos-2 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilig1 ylizdelerinden
hareketle 1Cso degeri hesaplandi. Hiicrelerin %50’sim1  6ldiiren konsantrasyonun
1/1.28’lik diliisyon oldugu tespit edildi. 1/1 ve 1/4’lik aralikta yapilan diliisyonlardan

elde edilen hiicre canlilig1 sonuglar Sekil 4.1°de verilmistir.

120

100

oIIIIII..

Kontrol 1/4 1/3,5 1/3 1/2,5 1/2 1/1,5 1/1

o
o

Canlilik (%)

4

o

N
o

M.Communis

Sekil 4.1: Myrtus Communis’in ¢esitli diliisyonlara gore elde edilen hiicre canliligi

diizeyleri.

4.2. Myrtus Communis Saos-2 Hiicrelerinde inflamatuvar Belirteclere Etkisi

Myrtus Communis’in Saos-2 hiicrelerinde inflamasyona etkisinin belirlenebilmesi
amaciyla proinflamatuvar stokinlerden (TNF-o, IL-10, IL-12, IFN-y) bazilarinin
seviyeleri hiicre lizatlarinda analiz edildi. Yapilan analizler sonucunda deney gruplarina
ait stokin diizeyleri arasinda farkliliklar olustugu ve bu farkliliklarin istatistiki diizeyde

anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 5.5 ve Tablo 4.2).

54



Tablo 4.1: Proinflamatuvar stokin (TNF-a, 1L-10, IL-12, IFN-y) diizeyleri

Deney TNF-a IFN-y IL-12 IL-10
Gruplant | (hg/mg-prot) | (pg/mg-prot) | (pg/mg-prot) | (pg/mg-prot)
Kontrol | 8223+2,692 | 0,162£0,0298 | 0,079£0,047 | 2,137+1,220
M. Communis | 11,164+3,521 0,317 £0,161 0,172+0,121 1,153+1,238
P 0,000 0,000 0,000 0,000

M. Communis grubunda kontrol grubuna gére TNF-a, IL-12 ve IFN-y diizeyleri artarken
IL-10 azalis gostermistir olup bu farkliklar istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli
bulunmustur (p=0,000).
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12 4

-

Kontrol

TNF-a
Pg/mg-prot)

M.Communis

Grup

Sekil 4.2: Gruplara gore hiicre lizatlarinda 6l¢iilen TNF-a. diizeyleri (*p=0,000).
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Sekil 4.3: Gruplara gore hiicre lizatlarinda 6lgiilen IFN-y diizeyleri (*p=0,000).
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Sekil 4.4: Gruplara gore hiicre lizatlarinda 6lgiilen I1L-12 diizeyleri (*p=0,000).
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Sekil 4.5: Gruplara gore hiicre lizatlarinda 6lgiilen 1L-10 diizeyleri (*p=0,000).
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4.3. Myrtus Communis’in Saos-2 Hiicrelerinde Oksidatif Strese EtKisi

Kontrol ve M. Communis gruplarinda oksidatif stres diizeylerinin belirlenebilmesi
amaciyla hiicre lizatlarinda Olgiilen total antioksidan diizeyleri (TAS), total oksidan
diizeyleri (TOS) ve bunlardan hareketle hesaplanan oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri
Sekil 4.6, 4.7, 4.8 ve Tablo 4.3te verilmistir.

Tablo 4.2: Hiicre lizatlarina ait TAS, TOS ve OSI degerleri.

TAS TOS
Grup (umol/mg-prot) (umol/mg-prot) oSl
Kontrol 1,472+0,444 0,011+0,003 0,812+0,288
M. Communis 2.50141,265 0,023£0,007 1,160£0,723
P 0,000 0,000 0,050
6 4
_ *
= £
= 2 4
o 4
]{ot‘ltl'ol l\rl.éommuuis
Grup

Sekil 4.6: Hiicre lizatlarinin TAS diizeyleri (*: p=0,000).

M. Communis uygulanan grupta TAS degeri kontrol grubunun degerinden istatistik
anlaml diizeyde daha yiiksek bulunmustur (¥*p=0,000).
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Sekil 4.7: Hiicre lizatlarinin TOS diizeyleri (*: p=0,000).

M. Communis uygulanan grupta TOS degeri kontrol grubunun degerinden istatistik
anlaml: diizeyde daha yiiksek bulunmustur (*p=0,000).

a -
3 .
E S

7 2
o

1 -4

0 4
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Sekil 4.8: Hiicre lizatlarinin OSI degerleri (*: p=0,05).

M. Communis uygulanan grupta OSI degeri kontrol grubunun degerinden istatistik
anlaml: diizeyde daha yiiksek bulunmustur (*p=0,05).
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4.4. Myrtus Communis’in Saos-2 Hiicrelerinde Apoptoz ile iliski Genlerin mRNA

Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

Myrtus Communis muamele edilen Saos-2 hiicrelerinde kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde
artmis oldugu tespit edilmistir. Bcl-2 ekspresyonu Myrtus Communis’in etkisi ile 1,773
misli (p=0,043); Bax ekpresyonu ise 2,640 misli (p=0,0017) artmustir (Tablo 4.4 ve Sekil
4.9).

Tablo 4.3: Myrtus Communis’in Bax ve Bcl-2 genlerinin mRNA ekspresyonlari tizerine etkisi ve apoptotik
indeks diizeyi.

MRNA Ekspresyon
Gen ad1 Diizeyi (misli artig/azalis) P Sonu¢
Bax 2,640 (0,521- 14,487) 0,017 Artis
Bcl-2 1,773 (0,622- 4,934) 0,043 Artis
Apoptotik indeks [100 x (Bax/Bcl-2)] 149

Apoptotik bir belirte¢ olan Bax/Bcl-2 oranin kontrol grubuna kiyasla M. Communis
grubunda %149 arttigi goriilmektedir. Apoptozun pro- ve anti-apoptotik genler arasindaki
dengeye bagh olarak gergeklestigi gz Ontinde bulundurulursa, Myrtus Communis’in

Saos-2 kemik kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikledigini gostermektedir.
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Sekil 4.9: Myrtus Communis’in Bcl-2 ve Bax genleri mRNA ekspresyonlari iizerine etkisi. (*: Kontrole
gore istatistik anlamli, p=0,043; **: Kontrole gore istatistik anlamli, p=0,017).
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Saos-2 hiicrelerinde apoptozla iliskili diger genlerden p21, p53, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9’un
mRNA ekspresyon diizeyleri analiz edilmist ir. Kontrol grupu ile kiyaslandiginda M.
Communis uygulanan grupta p21, p53, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 mRNA ekspresyon
seviyelerinin anlamli bir sekilde uyarildig1 tespit edilmistir. p21 ekspresyonu Myrtus
Communisin etkisi ile 2,732 misli, p53 ekpresyonu 2,640 misli, Kaspaz 3 ekpresyonu

3,111 misli ve Kaspaz 9 ekpresyonu ise 89,989 misli artmistir (Tablo 4.5 ve Sekil 4.10).

Tablo 4.4: Myrtus Communis’in Saos-2 hiicrelerinde p21, p53, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 genlerinin mRNA
ekspresyonlari tizerine etkisi.

MRNA Ekspresyon
Gen Diizeyi (misli artig/azalis) P Sonu¢
(ort. ; min-max)
p21 2,732 (0,683- 13,578) 0,006 Artis
ps3 5,393 (0,895- 38,394) 0,000 Artis
Kaspaz 3 3,111 (0,877- 12,562) 0,003 Artis
Kaspaz 9 89,989 (20,787- 400,358) 0,000 Artis

M. Communis uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda p21, p53, Kaspaz 3

ve Kaspaz 9 mRNA ekspresyon diizeylerinin istatistik anlaml1 diizeyde arttig1 belirlendi.
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Sekil 4.10: Myrtus Communis’in p21, p53, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 genlerinin mRNA ekspresyonlari iizerine
etkisi.
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4.5. Saos-2 Hiicre Hatt1 i¢cin Myrtus Communis’in Metastatik Genler Olan MMP-2
ve MMP-9’un Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Myrtus Communis’in Saos-2 hiicrelerinde metastaz iizerine etkisini belirlemek amaciyla
MMP-2 ve MMP-9 genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri analiz edildi. M. Communis
muamele edilen Saos-2 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda MMP-2 geninin
MRNA ekspresyon seviyesinin 1,618 misli arttigi, ancak istatistik anlamli bir fark
olmadig tespit edilmistir (Tablo 4.6 ve Sekil 4.11). Buna nazaran, MMP-9 geni ile ilgili
olarak hem kontrol hem de Myrtus Communis grubunda herhangi bir ekspresyon tespit

edilmemistir.

Tablo 4.5: Myrtus Communis’in MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlart tizerine etkisi.

MRNA Ekspresyon
Gen ad1 Diizeyi (misli artis/azalis) P Sonu¢
Ort. (min-max)

MMP-2 1,618 (0,263- 8,568) 0,256 Artis

MMP-9 Tespit edilemedi

2,5

1,5

0,5

Kontrol M.Communis

Sekil 4.11: Myrtus Communis’in Saos-2 hiicrelerinde MMP-2 mRNA ekspresyonu iizerine etkisi [ortalama
(min-max)].
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5. TARTISMA

Yapilan caligmalar saglik alaninda ortaya ¢ikan en 6nemli sorunun kanser oldugunu
gostermistir. Oliim nedeni ile ilgili yapilan arastirmalarda kanserin hizla artis gosterdigi
ifade edilmis ve milyonlarca insanin bu hastalik sonucu 61diigi tespit edilmistir. Kanser,
etkiledigi popiilasyonlar, dnlenmesi muhtemel sebeplerinin arastirilmasi, tarama, tani ve
tedavi amagli yiiksek biit¢e harcamalar1 ve 6liim oranlarinin artan sebebi olmasi agisindan
ciddi bir halk saglig1 sorununu teskil etmektedir. Her gegen giin yeni takip, tan1 ve tedavi
yontemleri bulunmasi ve yapilan ¢aligmalarin umut vadetmesine ragmen kansere bagl
Olimler, halen Gliimiin baslica nedenleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, kanserle
ilgili yeni kimyasal, biyolojik, farmakolojik ve hedefe yonelik farkli ajanlarla ilgili
arastirmalarin artarak devam etmesi gerekmektedir. Toplumlarda hem maddi hem de
manevi kayip ve zorluklara yol agmaktadir. Yayimlanan verilere gore 6liim nedenleri

arasinda kanser diinyada birinci sirada yer almaktadir (Ferlay ve ark., 2015).

Kanser tiim diinyada en c¢ok iizerine c¢alisilan hastaliklardan biri olmasina ragmen ana
umut kaynaginin dogal ve 6zellikle bitki kaynakli iirtinler oldugu goriilmektedir. Modern
tibbin en 6nemli ila¢ kaynagini dogal veya dogal tiirevli iiriinler olusturur. Yapilan
caligmalarda antikanser bilesiklerinin %74 iiniin dogal ve bu dogal iriinlerin tiirevleri
oldugu gosterilmistir. Bu da dogal ve dogal tiirevli iriinlerin kanser aragtirmalarindaki

baskin roliinii ortaya koymaktadir (Ogur, 2014).

Kanser viicut hiicrelerinin kontrol disi ¢ogalmasi ile metastazina bagli olusan ve
cagimizin en biiyiik halk saglig1 sorunlarindan birini teskil eden 6nemli bir problemdir.
Bunun yaninda kanser, kronik inflamasyon ve immun sistemin zayiflamasi ile karakterize

bir hastaliktir (Bashraheel ve ark., 2020).

Gelisen teknolojiye karsin dogal iiriinlerin kanserde tan1 ve tedavi amacl kullanimi1 halen
on plandadir. Sifali bitkilerden elde edilen dogal iirlinler c¢esitli rahatsizliklarin
tedavisinde oldugu gibi kanser aragtirmalarinda da kullanilmaktadir. Dogal madddelerden
ham formlarinda ya da saflastirilmis bilesik olarak elde edilen bu {iriinler, yeni ilaglarin
kesfi i¢in yol gosterici olmustur. Ancak dogal iirlinlerdeki kimyasal c¢esitlilik
arastirmalar1 giiglestirmis ve esas etkili bilesigin belirlenmesine yonelik ilgi ve talebi

kiiresel olarak attirmistir. Bu baglamda, kimyasal olarak sentezlenen molekiiller ve bitki
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Ozleri, diinya ¢apinda antikanser ve antibakteriyel aktivite agisindan in vitro kosullarda
arastirtlmaya devam etmekte ve kanser tedavisi agisindan énemini korumaktadir (Shati

ve ark., 2020).

Osteosarkom, ergenlerde ve ¢ocuklarda en sik goriilen primer kemik tiimdridiir ve
vakalarin %70'inden fazlas1 10-25 yas grubunda goriiliir. Cocukluk ¢agi osteosarkomu
vakalarinda mevcut tedavi stratejileri kullanilmasina ragmen %35 mortalite orani
belirlenmistir. Primer osteosarkomu olan eriskin hastalarda kemoterapotik ajanlar
kemorezistans gelisimi nedeniyle genellikle etkisizdir. Kemoterapi ve radyasyon tedavisi
de dahil olmak iizere osteosarkom tanisi ve tedavisinde ilerleme kaydedilmistir. Erken
metastaz gelisiminden dolay1 ve kemoterapotik ajanlara karsi direng nedeniyle, yeni tani
ile prognostik biyobelirtecler ve takviye tedavilerinin kesfedilmesine ihtiya¢ vardir

(Zhang, S. ve ark., 2018).

Myrtus Communis, geleneksel tip alaninda diinya ¢apinda taninmig ve tedavi edici 6zelligi
ispatlanmis 6nemli bir bitkidir. Bu baglamda diare, peptik iilser, hemoroit, iltihap,
kanama, bas agrisi, ¢arpinti, iiretrit, burun kanamasi, asir1 terleme, pulmoner hastaliklar
ve cilt hastaliklarin tedavisi i¢in de geleneksel olarak kullanilmaya devam edilmektedir.
Buna karsin klinik ve deneysel ¢alismalar bu bitkinin daha genis bir farmakolojik ve

terapotik etki yelpazesine sahip oldugunu gostermektedir (Alipour ve ark., 2014).

Tiim bu hastaliklarin yaninda Myrtus Communis kanser tizerindeki etkileri de aragtirilmig
ve antikanserojen etkisinin arastirilmasi kanser calismalarinda éncii olmustur. ilerleyen
zamanlarda bu bitkinin ¢esitli kanser tiirleri tizerindeki etkisi incelenmis ve farkli kanser
tiirlerinde yapilan ¢aligmalar Mersin ekstraktlarinin kanserli hiicreleri apaptoza gotiirdiigii
tespit edilmistir. Ornegin, 2008’de Tretiakova ve arkadaslarmin yaptigi calismada M.
Communis farkli kanser hiicrelerini mitokondriyal yolaktan apoptoza gotiirdiigi

saptanmustir (Tretiakova ve ark., 2008).

Myrtus Communis yaprak ve meyvelerinin metanol, etanol ve sulu ekstraktlarinin toplam
fenolik icerigi yapilan arastirmalarda hesaplanmistir. Toplam fenolik bilesik iceriginin
her bir ¢oziicli i¢in yaprak Ozlerinde meyve oOziitlerinden ¢ok daha yiiksek oldugu

gosterilmistir. Ayrica fenolik bilesiklerin konsantrasyonlarinin su ekstraktlarinda en
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yiiksek seviyede oldugu bununla birlikte yaprak ve meyve etanol ekstraktlarinin fenolik

konsantrasyonlarinin en diisiik seviyede oldugu bildirilmistir (Amensour ve ark., 2009).

Myrtus Communis’in osteosarkom iizerindeki olasi terapétik etkisine iliskin heniiz bir
calisma bulunmadigi gozlemlenmistir. Myrtus Communis (Mersin bitkisi)’iin birincil
kemik tiimdrlerinin en malignant ve en yaygin goriinen tiirii olan osteosarkom hiicreleri
tizerindeki apoptik ve antiapoptik genler ile metastatik etkisinden sorumlu olan genlerin
mRNA ekspresyonlar1 {izerine olan etkilerinin arastirildigi bu ¢alismadan elde edilen

bulgularin literatiire 6nemli katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada ilk olarak Myrtus Communis’iin sitotoksisiteye etkisinini saptamak {izere
MTT proliferasyon testi kullanilmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda, Mersin
bitkisi yaprag: sulu ekstraktin farkli hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Mothana ve ark., 2011; Hrubik ve ark., 2012). Fakat kemik kanseri hiicre hatt1
tizerinde Mersin bitkisi yapragi sulu ekstraktinin sitotoksik aktivitesi ile ilgili yapilan bir
calismaya rastlamilmamustir. 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Myrtus
Communis oziitleri ile muamele edilen Saos-2 hiicrelerinde belirlenen hiicre canliligi
ylizdelerinden hareketle 1Cso degeri hesaplandi. Hiicrelerin  %50’sini  dldiiren

konsantrasyonun 1/1.28’lik diliisyon oldugu tespit edildi.

Myrtus Communis esansiyel yag ekstrakti ile insan kolon kanseri (CCD 841 CoN, HT-
29) hiicre hatlar1 ve karaciger kanseri hiicreler (HepG2) ile yapilan bir ¢alismada, 24 saat
boyunca farkli konsantrasyonlarada Myrtus Communis ile muamele edilen kanser
hiicrelerinin hiicre proliferasyonunun baskilandigi ve hiicre canliliginin azaldigi rapor

edilmistir (Myszka ve ark., 2020).

Yapilan bagka bir calismada da akciger kanseri (AS549) hiicre hattinda farkh
konsantrasyonlarda Myrtus Communis uygulanmasinin hiicre biiylimesini inhibe ettigi
belirtilmistir (Bilgic ve Duran, 2020). Calistigimiz kanser tiirii olan osteosarkom hiicre
hatlar1 MG-63, U-20S, T1-73 143B, Saos-2, HOS ve normal osteoblast hiicreleri, hFOB
1.19’a ile yapilan baska bir bitkisel ¢aligmada Ludartin bitkisinin etkisi arastirilmis ve
farkli konsantrasyonlarda yapilan ¢alismada MTT uygulamasinda hiicre proliferasyonunu

inhibe eden etkin dozlar saptanmistir (Zhang, S. ve ark., 2018).
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Bir diger caligmada ise, Mersin bitkisi yaprag: farkli ekstraktlarla (metanol, etil asetat, n-
biitanol ve su) meme kanseri (MCF-7 ve MDA-MB-231) hiicre hatlarinda 24 saat
boyunca farkli konsantrasyonlarda muamele edilmesi sonucu hiicre canliliginin azaldigi
goriilmiis ve farkli ICso diizeyleri tespit edilmistir. Myrtus Communis’un etil asetat ile
ekstraksiyonunda 1Cso dozu 21,8 pg/mL olarak bulunmus, bu dozun ise MCF-7 hiicre
hatt1 lizerindeki ¢ogalmay1 Onleyici etkisi en yiliksek seviyede gozlemlenmistir. Metanol
ve n-biitanol ekstraktlarinin 1Cso dozlar1 sirasiyla 40,1 ve 22,4 pg/mL olup daha az
belirgin sitotoksisiteye neden olmustur. Su ekstrakti i¢in belirlenen ICsg degeri ise 50,5
ug/mL’de en az sitotoksik etki gostermistir (Hrubik ve ark., 2012). Osteosarkom
hiicrelerinde adagay1 etkisinin arastirildig1 baska bir ¢aligmada, adagay1 infiizyonunun
sitotoksik etkisi U-20S hiicrelerinde arastirilmistir. 1/1000, 1/100, 1/75, 1/50 ve 1/25
(v/v) oranlarinda verilen adagay1 inflizyonunda, hiicre canliligi normale gore sirastyla %3,
%4, %26, %27 ve %29 oranlarinda azalmistir. Denenen konsantrasyonlar arasindan
optimum hiicre dliimiine neden olan adagay1 infiizyon oraninin 1/75 oldugu goriilmiistiir
(Goktiirk, 2018). Daha 6nce bildirilen bu sonuglar bizim elde ettigimiz sonuglar ile
uyumludur fakat konsantrasyon diizeyleri farklilik gostermektedir. Bu durumun Myrtus
Communis'in kullanilan formundan, Myrtus Communis igerigindeki aktif bilesenlerden ve

hiicre hattindan kaynaklanabilecegi diigiintilmektedir.

Calismamizda MTT testi akabinde osteosarkom kanser hiicrelerinde oksidatif stres ve
sitokin seviyeleri arastirilmistir. Antioksidanlarin, bitkisel bilesenlerin antioksidan
kapasitelerini belirlemek i¢in birgok yontem kullanilmaktadir. Kullanilan bu yontemlerde
oksidanlarin hedefleri, reaksiyon sekilleri ve elde edilen sonuglar birbirinden farkli
sonuglar gostermistir. Antioksidanlarin etki mekanizmalari, bir antioksidanin aromatik
halkasia bagli hidroksil grubu ve sayisina, konjuge yapisina baghdir. Bu nedenlerden
dolayi, bitkisel caligmalar iizerine yapilan farkli ¢alismalarda sonuglari karsilastirmak ¢cok

zordur (Gtilcin, 2012).

Yapmis oldugumuz g¢alismanin ikinci kisminda Myrtus Communis yaprak su ekstresi
antioksidan, oksidan aktivite ve inflamatuvar silire¢ arasindaki iliskiyi belirlemek

amaciyla TAS ve TOS diizeyi ile inflamatuvar sitokinlerin diizeyleri analiz edildi.

Kanser hiicrelerinin redoks durumunun normal hiicrelerden farklilik gosterdigi

kanitlanmistir ve yiiksek ROS seviyelerinin genellikler hiicreler ic¢in zararli oldugu
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bilinmektedir. Bu nedenle kanserli hiicreler ROS diizeylerini disiik sitotoksik diizeyin
iistiinde fakat sitotoksik olacak seviyelerin altinda, orta dereceli yiiksek tiimorojenik
seviyede tutarlar (Mittler, 2017). Kanser riskinin, oksidatif stresin ve inflamasyonun
artmastyla iligkili oldugu kanitlanmistir. ROS {iretiminin; hayatta kalmak, metabolik
aktivasyonu devam ettirebilmek ve proliferasyonun devamliligi i¢in tiimdrli hiicrelerde
normalin {stiinde artti§1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, kanserli hiicrelerin hiicre
Olimiinii tetikleyebilecek seviyede ROS birikimini engellemek i¢in normalin {istiinde
antioksidan aktivite gosterdigi bilinmektedir. Bu bakimdan normal hiicre ve kanserli

hiicredeki oksidatif stres seviyeleri farklilik gdstermektedir (Ozer ve ark., 2019).

Oksidatif stresin gelisiminin belirlenmesi i¢in kullanilan pek ¢ok parametre vardir.
Malondialdehit (MDA), glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) gibi bircok bagimsiz parametrenin dl¢iilmesi zaman alicidir ve ekonomik
olmayan bir yontemdir. Bununla birlikte TOS ve TAS gibi viicudun toplam oksidan-
antioksidan dengesi hakkinda bilgi saglayan Olglimler daha pratik ve ekonomiktir.
Viicuttaki tiim bu antioksidan sistemlerin birlikte serbest radikallere karsi korudugu
bilinmektedir. TOS-TAS olgiimlerinin kullanilmasi viicudun antioksidan savunma

kapasitesini anlamak icin en gergekei analizlerden biri olarak kabul edilir.

Antioksidanlar, insan viicudunu serbest radikallerden ve ROS etkilerinden koruyabilir ve
lipit peroksidasyonunu 6nler, boylece birgok kronik hastaligin ilerlemesini geciktirir. Son
yillarda, dogal ve giivenli besinsel ve bitkisel antioksidanlara olan ilgi artmigtir (Gulcin,

2020).

Daha once yiiriitillen aragtirmalarda, Mersin bitkisinin yaprak ekstraktinin antioksidan
etkili fenolik bilesenler, flavonoidler ve esansiyel yag asitleri bakimimdan zengin oldugu

tespit edilmistir (Anwar ve ark., 2017; Hennia ve ark., 2018).

Bagka c¢alismada Mersin yaprak ekstraktinda bulunan flavonoidlerden mirisetin-3-0-
galaktozid ve mirisetin-3-0-ramnozidin oksidadif stres ve DNA onariminda rol oynayan
genlerin ifadesini etkileyerek antioksidan ve antigenotoksik etki gosterdikleri

bildirilmistir (Hayder ve ark., 2008).

Myrtus Communis’in esansiyel yaginin ana bilesenlerinden olan Linalool’iin anti-

karsinojenik mekanizmasi ile ilgili yapilan daha dnceki bir ¢alismada Linalool’iin kansere
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0zgl oksidatif stres yoluyla HCT 116 (insan kolorektal kanser) hiicre hattinda apoptozu
indiikledigi bildirilmistir (lwasaki ve ark., 2016). Yapilan baska bir ¢alismada M.
Communis’in etil asetat ekstrakti kronik miyelojendz 16semi (K562) hiicre hattinda
kullanilmis ve MDA (malondialdehit) diizeyleri analiz edilmistir. Sonug¢ olarak K562
hiicre hatt1 kiiltiiriinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun 6nemli 6l¢iide yiikseldigi
bulunmustur (Ines ve ark., 2012). Bu ¢alisma kronik miyelojentz 16semi hastalarda artmis
oksijen radikallerinin yol agtigi antioksidan defans sisteminde onemli degisiklikler

oldugunu gostermistir.

Myrtus Communis’in Saos-2 hiicrelerinde oksidatif stres tizerindeki etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla hiicre lizatlarinda TAS, TOS ve OSI diizeyleri analiz edilmistir.
TAS, TOS ve OSI analizlerinde elde edilen verilere gére ICso dozunun oksidatif stres
lizerinde anlaml1 bir etkisi oldugu istatistiksel olarak gozlenmis ve TAS, TOS ve OSI
diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir. Calismamizda, Myrtus Communis’iin oksidan ve
antioksidan seviyelerini gii¢lii sekilde arttirici etkisi oldugu gosterilmis, ayrica apoptozu

indiikleyici etki gostererek terdpatik ajan potansiyelinin oldugu kanitlanmaigtir.

Antianser bir ila¢ olarak kullanilabilen Bleomisine bagli pulmoner fibrozisin gelistigi
hayvan modelinde yapilan bir galismada, Mersin yapragi ekstraktlarimin etkisi incelenmis
ve bleomisin tarafindan tesvik edilen oksidatif stresin Mersin muamelesi ile tersine
dondiiriilebilecegi gosterilmistir. Ayn1 zamanda, ekstre grubunda enflamasyonda ve

fibrozda iyilesmeye gotiiriicti etkisi kanitlanmigtir (Samareh Fekri ve ark., 2018).

Sicanlarla yapilan bir ¢alismada Myrtus Communis'in ugucu yaginin IL-6 ve TNF-a'y1
azaltarak hasarli dokuya 16kosit gogiinii azalttig1 ve anti-inflamatuar aktivite sergiledigi
kanitlanmistir (Maxia ve ark., 2011). Myrtus Communis’iin anti-inflamatuar etkisinin
arastirildigi baska bir ¢alismada Mersin bitkisi yapraklarinda bulunan prenile olmayan bir
asilfloroglukinol olan Myrtucommulone (MC), pence 6demi olan farelere intraperitoneal
olarak uygulanmis ve doza bagimli bir sekilde fare karragenan kaynakli penge 6deminin

gelisimini azalttig1 gézlenmistir (Rossi ve ark., 2008).

Insanlarda yaban Mersini tiiketimi, IL-6, IL-12 ve yiiksek duyarlilikli C reaktif proteinin
serum seviyelerinin azalmasiyla ile karakterize olan azalmis inflamasyon skoru ile

iliskilidir (Kolehmainen ve ark., 2012).
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Yaban mersini, acai ve siyah soya fasulyesinde bulunan cyanidin-3-glukozit (C3G),
serbest oksijen radikallerini temizleyerek epidermal hiicre hatlarinda antioksidan aktivite
sergilemistir. Bu calismada C3G, indiiklenen cilt tiimorlerinin ve ayrica ksenograft
implante insan akciger karsinom hiicrelerinin murine ¢alismalarinda tiiméorijenik hiicre
doniistimiinii 6nlemis ve In vivo tiimor yiikiini azaltmigtir (Ding ve ark., 2006). Anti-
tiimor immiinomodiilator etkileri hakkinda ¢ok az bilgi olsa da, ¢alismalar C3G'nin
romatoid artriti hafiflettigi ve aymi anda IL-10, Tregs ve IL-6, IFN-y ve NK hiicre
aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (Wang ve ark., 2019).

Yapilan bir ¢alismada 4 hafta boyunca giinlik 1 L yaban mersini suyu tiikketiminin
dolasimdaki hsCRP, IL - 6, IL - 15 ve IFN -y diizeylerini diisiirdiigii ve timdr nekroz
faktorii o (TNF-a) diizeylerini artirdigi gosterilmistir (Karlsen ve ark., 2010).

IFN-y gibi diger sitokinler de bazi polifenoller tarafindan inhibe edilebilir. Ornegin,
kaempferol, dalak hiicrelerinde ve T hiicre hatlarinda IFN-y {iretimini doza bagh
azaltmaktadir (Okamoto ve ark., 2002). Bazi polifenoller, kuersetin ve katesinler gibi pro-
ve antiinflamatuar sitokinlerin iiretimi arasindaki denge tizerinde etkilerini gosterir, TNF-
o ve IL-1’i inhibe ederken IL-10 salimmi arttirirlar. Inflamatuar = sitokinlerin
modiilasyonu, genel olarak polifenollerin immiinomodiilator etkilerini sergiledigi yaygin

mekanizmalardan biridir (Okamoto ve ark., 2002; Yahfoufi ve ark., 2018).

Sunulan bu ¢alismada M. Communis uygulandiginda proinflamatuvar sitokin (TNF-a, IL-
12 ve IFN-y) diizeylerinin 6nemli bir sekilde artarak apoptozun sekillenmesinde rol
oynadig1 sdylenebilir. Fakat IL-10 diizey1 azalis gostermektedir. Bircok kanser tiiriiniin
ve cesitli otoimmun hastaliklarin baslangi¢ asamasiin inflamasyon siireci olmasi
nedeniyle, ¢alismamizda kullandigimiz bu maddelerin kansere karsi korunmada ve
inflamasyonun Onlenerek ¢esitli kronik hastaliklarin 6niine gegilmesinde etkili

olabilecegini diistinmekteyiz.

Sonuglar degerlendirildiginde apoptozun uyarilmasinda inflamatuar ve oksidatif stresin
rol oynadig1 sdylenebilir. Saos-2 hiicrelerinde apoptoza etkileri ve iligkili olabilecek
mekanizmalarla ilgili herhangi bir bilgi literatiirde rastlanilamamistir. Bu agidan

degerlendirildiginde elde edilen sonuglarin yeni arastirmalara 151k tutacagi sdylenebilir.
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Bununla beraber farkli hiicre hatlarinda M. Communis’in apoptoza etkilerine iligskin bazi

bulgular mevcuttur.

Apoptoz temel olarak iki yolla baslatilir: digsal yol ve i¢sel yol. Mitokondri araciligiyla
diizenlenen hiicre i¢i yol aslinda hiicre disi ve hiicre ici etkenlerin ortaklastigi bir
mekanizma olusturur. Yiriittiigiimiiz calismanin son asamasinda Saos-2 iizerinde M.
Communis yaprak ekstraktinin apoptozu baskilayan ve hiicreyi apoptoza gétiiren bazi
genlerin ekspresyon diizeylerini nasil etkiledigini inceledik. Calismamizda apoptozun bu
yolaklarinda yer alan Bax, Bcl-2, Kaspaz 3, Kaspaz-9, p53 ve p21 genlerinin ekspresyon

diizeyleri analiz edildi.

Igsel ve dissal yolaklardaki gen ekspresyonu diizeylerini analiz etmek icin kanser hiicre
hatt1 olan Saos-2’ye M. Communis’in yaprak ekstraktinin uygun 1Cso dozu uygulandiktan
sonra RT-PCR metodu ile ger¢cek zamanli olarak gen ekspresyonlarindaki degisimlere

bakilmistir.

Yapilan bir ¢alismada da kolon kanser (HT-29) hiicre hattinda, bir flavonoid olan
genisteinin farkli konsantrasyonlarina bagli olarak Bax geni ifadesinin artmasina sebep
oldugu bulunmustur. Fakat Bcl-2 genin ekspresiyonunu azalttigi goriilmistir. Bu
sonuglar, kolon tiimoriiniin 6nlenmesinde genisteinin roliiniin oldugunu ve kolon tiimorii

biiylimesini azaltabilecegini gostermistir (Yu ve ark., 2004).

Caligmamizda apoptotik etkiyi degerlendirmek i¢in apoptozu baskilayan Bcl-2 geni ile
apoptozu uyaran Bax geninin ekspresyon diizeylerine bakilmistir. Bax ve Bcl-2 gen
ekspresyonlarindaki degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu; hem Bax hem de Bcl-

2 gen ekspresyonlarinin arttig1 tespit edilmistir.

Myrtus Communis ile tedavi edilen hiicre Oliimiiniin apoptoz yoluyla oldugunu
dogrulamak i¢in apoptotik indeks hesaplanmistir. Apoptotik bir belirte¢ olan Bax/Bcl-2
oranin kontrol grubuna kiyasla M. Communis grubunda %149 arttig1 goériilmiistiir. Bu
nedenle Mersin bitkisinin, Saos-2 hiicrelerindeki, Bax/Bcl-2 sisteminde Bax genini

uyararak apoptotik etkiye katkida bulundugu soylenebilir.

Bu ¢alismada, baslatic1 kaspazlardan olan kaspaz-9 ve efektor kaspaz olan kaspaz-3’iin

ekspresyon diizeylerine bakilmistir. Analiz sonuglarina gére kaspaz-9, ve kaspaz-3’iin
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ekspresyonundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. M. Communis’in, kanser
hiicre hatt1 olan Saos-2 hiicrelerinde apoptozda hem igsel yolak hemde digsal yolak

tizerinden etkisi olabilecegi gosterilmistir.

Tiimdr baskilayict bir gen olan p53°iin kanserdeki baslica rolii, hiicre dongiisiiniin G1/S
fazinda tutulmasidir. p21 geni, p53’e bagh ve p53 geninden bagimsiz yollarla kontrol
edilebilen hiicre dongiisti inhibitoriidiir. p21°e atfedilen diger baz1 6nemli fonksiyonlar
arasinda transkripsiyonel diizenleme ve apoptoz inhibisyonu bulunur. p21’in normal
hiicreler ve kanser hiicrelerindeki islevi hakkinda ortaya ¢ikan giincel bilgiler, bir¢cok
aragtirma alania yeni kapilar agmis ve yeni terapdtik stratejilerin gelisimine katkida

bulunmustur (El-Deiry, 2016).

Yapilan bir ¢caligmada, Myrtus Communis yag asitleri farkli konsantrasyonlarla akciger
kanseri (A549) hiicre hatinda uygulanmig kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, Bcl-2 ve p21
genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile analiz edilmistir. i¢sel yolun
arabulucular1 olan kaspaz-3, kaspaz-9 genlerinin espresyon diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli olarak artmustir (sirasiyla, p=0.0129 ve p=0.0180). P21 geninin ekspresyon
seviyesi Myrtus Communis’in ugucu yaglarinin farkli konsantrasyonlarin 6nemli dl¢iide
artmistir (p=0.0002). Fakat kaspaz-8 ve Bcl-2 mRNA ekspresyonunda herhangi bir
degisiklik bulunmamistir (Bilgic ve Duran, 2020).

Bagka bir ¢alismada, Myrtus Communis farkli konsantrasyonlar1 bronsial kanseri (BEAS-
2B) hiicre hattina uygulanmis ve RT-PCR analizi ile elde edilen mRNA sonuglarina gore
p21 seviyelerinde kontrol grubuna gore 10,9 misli diizeyinde 6nemli bir artisin oldugu
bildirilmistir (Ulutas ve Duran, 2020). Yapilan aym calismada Myrtus Communis
uygulanan BEAS-2B hiicrelerinde apoptozisi yiiriiten kaspaz-3 (2.6 misli) ve apoptozisi

baslatan kaspaz-9 (2.19 misli) genlerin ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise p21 ekspresyonu Myrtus Communis’in etkisi ile 2,732
misli artig gosterdi. Kaspaz 3 ekpresyonu 3,111 misli ve Kaspaz 9 ekpresyonu ise 89,989

misli artmus, tiim sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Yapilan bagka bir calismada flavonoidlerin ikincil metaboliti olarak siniflandirilan
Mpyrecitin’in akciger kanseri (AS549) hiicre hatindaki antikanser etkisi hiicresel ve

molekiiler caligmalar ile arastirilmistir. Myrecitin, hiicre siklusunu ve apoptoz yoluyla da
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Ab549 hiicre gelisimini baskilamistir. Bununla birlikte p53°tin uyarilmasi ve Epidermal
Biiytime Faktorii Reseptorii (EGFR) geninin baskilanmasi, Myrecitin kansere karsi
gosterdigi etkiyi dogrulamistir. Yapilan ¢alisma Myricetin’in akciger kanseri tedavisinde
umut verici bir ajan olabilecegini disinmiistiir (Rajendran ve ark., 2021). Bizim
yaptigimiz ¢alismada da literatiirdeki calismalara benzer sonuglar elde ettik. Myrtus
Communis etkisi ile Saos-2 hiicre hattindaki p53 ekspresyonunun artmis oldugu ve bu

artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.

Myricetin'in kolon karsinom hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi (Shiomi ve ark., 2013),
ekstraselliiler sinyal iligkili kinaz (ERK) fosforilasyonu ve matris metallopeptidaz (MMP)
enzim aktivitesini baskiladig1 ve kolon kanseri hiicrelerinin invazyonunu 6nledigi degisik

caligmalarla ortaya konulmustur (Ko ve ark., 2005).

Myrtus Communis ile ayn1 bitki ailesinde olan Rhodomyrtus tomentosa (Aiton) Hassk.'in
yapraklarindan izole edilen biyoaktif bir bilesik olan rhodomyrtone'un epidermoid
karsinom (A431) hiicre hattindaki kanser metastaz1 iizerindeki inhibitor etkisi ve bu
olayda rol oynayan molekiiller arastirilmig; Rhodomyrtus son zamanlarda A431
hiicresinde yapilan ¢aligmalarda cilt kanseri tedavisi igin antimetastatik bir ajan olarak
karakterize edilmistir. Rhodomyrtus subsitotoksik konsantrasyonlarda tiimor hiicrelerinin
goglerini ve invaziv yeteneklerini azaltmistir. Molekiiler diizeyde de enzim aktivitelerinin
azaltmasina ve matris metalloproteinaz MMP-2 ve MMP-9'un ifadesinde rol oynayan
protein kinaz B (AKT), c-Raf, ERK1/2 ve p38'in odak yapisma kinazin1 (FAK) ve
fosforilasyonunun baskilanmasina neden olmustur. Ayrica, sirastyla MMP-9 ve MMP-2

inhibitorleri olan TIMP-1 ve TIMP-2"nin ekspresyonunu artirmistir (Tayeh ve ark., 2017).

Calismamizin son kisminda metastaz ile iligkili genler olan MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonu analiz edildi. Analiz sonucunda MMP-2 genin ekspresyon diizeyinin
istatistiki anlamli olmayan diizeyde arttig1 (p=0.256) goriildii. Fakat MMP-9 geninin hem
kontrol grubu hem de bitki ekstresi uygulanan grup hiicrelerinde herhangi bir
ekspresyonu saptanmamistir. Bu sonuglar M. Communis’in metastazdan sorumlu genler

tizerinde bir etki gostermedigini ortaya koymaktadir.

Kanser hiicrelerinde apoptozun uyarilmasi ve apoptotik molekiiler yolagminin

aydinlatilmas1 kanseri yenebilmek i¢in ¢ok onemlidir. Bu konuda ¢ok fazla in vivo
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calismalar bulunmaktadir. CD1 farelerde enjekte edilmis Ehrlich timori uzerine M.
Communis yagimin antikanser etkileri aragtirllmistir. M. Communis yagi i¢in maksimum
tolerans dozu 2 mL/kg, LD50 degeri ise 2.5 mL/kg olarak belirlenmistir. Ayrica M.
Communis yaginin deney hayvanlarinin hayatta kalma siiresini anlamli diizeyde
arttirdigini tespit edilmistir. Bagka bir calismada Ehrlich asit tiimorii enjekte edilen
farelerle Myrtus Communis su ekstraktinin hayvanlarda yasam siiresini uzattigi
belirtilmistir (Ogur 2014). Myrtus Communis'in kanserde 6nemli etkilere neden oldugunu
gosteren iN-vivo sonuglar ve bizim in-vitro ¢alismalardan elde ettigimiz bulgular Myrtus

Communis apoptozu uyararak kanserde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hem osteosarkom hem de diger kanser ¢esitlerinin tedavisinde yan etkileri nedeniyle
toksik ve ¢ok hedefli olmayan, ila¢ direnci olusturmayacak yeni tedavi protokollerine
olan ihtiya¢ artmaktadir. Bu yiizden toksik etkisi sinirli olan bitkisel ilaglar tedavi i¢in
alternatif olmay1 siirdiirmektedir. Nitekim bu alanda yapilan arastirmalar dogal aktif
bilesenlerin kanserle miicadelede yeni yaklasimlarin gelisimine olanak saglayabilecegini
gostermektedir. Bu baglamda, sunulan bu ¢alismada kemik kanseri hiicrelerinde Myrtus
Commuunis olast etkileri in-vitro bir modelle tespit edilmeye ¢aligilmistir. Osteosarkom
hiicrelerinde ilk defa ¢alisilan Myrtus Commuunis’in kanser tedavisinde yeni yaklagimlar
i¢cin potansiyel etkiye sahip oldugu calismamizla gosterilmistir. Elde edilen bulgularin

klinisyenlere ve literature dnemli katkilar saglayacagi diistintilmektedir.
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6. SONUC

Mersin bitkisi, tiim diinyada geleneksel bir bitkisel ila¢ olarak kullanilmaktadir. In
vitro ve in vivo calismalardan elde edilen verilere gore Mersin bitkisi ilag olarak
gelistirmede kullanilma potansiyeline sahiptir. Bu bitkinin geleneksel kullanimlarinin
¢ogu yapilan bilimsel ¢alismalarla bir bakis agisiyla dogrulanmistir. Son yillarda, ¢esitli
rahatsizliklarin tedavisinde uzun ve kanitlanmis gegmise sahip geleneksel ilaglarin
kullanimina vurgu yapilmaktadir. 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda M.
Communis oziitleri ile muamele edilen Saos-2 hiicrelerinde belirlenen hiicre canlilig
yiizdelerinden hareketle 1Cso degeri hesaplandi. Belirlenen doz hiicrelerin %50’sim1
oldiiren konsantrasyonun 1/1.28’lik diliisyon oldugu tespit edildi. Bu diliisyonda
uygulanan M. Communis ekstresinin inflamatuvar sitokin (TNF-o, IL-12 ve IFN- v)
diizeylerini artirdig1, buna nazaran antiinflamatuar sitokin olan IL-10’da azalmaya neden
oldugu degisimin istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli oldugu tespit edilmistir
(p=0,000). TAS, TOS ve OSI diizeylerinde anlamli artis tespit edildi (p=0.000, p=0.000,
p=0.05; sirasiyla). Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9, p53 ve p21 genlerin ekspresyon
seviyelerinin de istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi goézlenmistir (p=0.017,
p=0.043, p=0.003, p=0.000, p=0.000, p=0.006; sirasiyla), Bax/Bcl-2 orani ile belirlenen
apoptotik indeksin Myrtus Communis grubundan arttigi belirlenmistir. Metastazda rol
oynayan MMP-2 geninin ekspresyon seviyesinin arttigi, fakat istatistiksel olarak anlaml
olmadig belirlenmis; MMP-9 gen ekspresyonu ise tespit edilememistir (p=0.000).

Sunulan bu g¢alismada, Myrtus Communis su ekstresinin Saos-2 hiicreleri tizerinde
antikanser potansiyele sahip oldugu sonucuna varildi. Bu ¢alismada incelenen apoptotik
mekanizmalar, Myrtus Communis tedavisine bagli olarak gen diizeyinde tetiklenen veya
duraklatilmis siireclerin arastirilmasina yardimer olacaktir. Bununla birlikte, bunu kesin

olarak gostermek igin ek in vitro ve in vivo ¢alismalara ihtiyag vardir.
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