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OZET

Curcuma longa Linn ve Zingiber officinale Roscoe Bitkilerinden Ugucu
Yag Eldesi ve Baz1 Kanser Hiicre Hatlar1 Uzerinde Sitotoksik Etkisi

Merve YUKSEL

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Damgmant: Prof. Dr. Sezgin CELIK
Es Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Akin SEVINC

Son yillarda diinyada ve lilkemizde kanser hastaliginin giderek artis gostermesiyle
birlikte literatiirde kanser hiicre hatlar1 iizerine bir¢cok yayin yapildigi gozlenmektedir.
Farkl1 tiir kanser hiicre hatlariyla yapilan ¢alismalarin birgogunda antikanser 6zellikteki
etkin maddenin kanser hiicreleri tizerindeki etkisi incelenmektedir. Gegtigimiz son otuz
yilda, kanser ilaglarinin bitki ekstraktlarindan elde edildigi go6zlemlenmektedir.
Giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilan bitki kokenli ilaglar yer almaktadir. En iyi
kanser ilaglar1 olarak bilinen vincristine ve vinblastine, Vinca alkaloidleri olarak
adlandirilan Vinca rosea (Cezayir meneksesi) bitkisinden izole edilmektedir, bunun
yanisira taksol ilacinin etken maddesi porsuk agacindan elde edilmekte ve kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ajanlardir. Dogal {irtinlerin
incelenmesi kanser tedavisinde kullanilan yeni ilaclarin kesfedilmesinde 6nemli bir yere
sahiptir.

Bitkilerden hidrodistilasyon ydntemiyle elde edilen ugucu yaglar, ozellikle
antimikrobiyal aktivite gibi ¢ok g¢esitli biyolojik aktiviteler gostermekte ve uzun
zamandir ¢esitli insan hastaliklarini tedavi etmek ic¢in kullanilmaktadir. Bazi ugucu
yaglarin kanser hiicreleri iizerinde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve hiicreyi
apoptoza gotilirdiigii belirtilmistir.
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Asya mutfaginda yaygin olarak kullanilan Curcuma longa Linn ve Zingiber officinale
Roscoe bitkilerinin bilesenleri; antikanser, antioksidan gibi 6nemli o6zellikler
tasimaktadir. Curcuma longa Linn ve Zingiber officinale Roscoe bitkilerinin iizerine en
cok arastirilma yapilan bilesenleri sirasiyla curcumin ve gingerollerdir.

Kanser hiicrelerinde artan proliferasyon potansiyelinin indirgenmesi hiicre devrinde rol
alan siklinler ve sikline bagimli kinazlar (CDK)’1 hedef haline getirmistir. CDK
inhibitorlerinden biri olan roskovitin, CDK’larin ATP baglanma bolgesine baglanmak
icin ATP ile rekabet etmektedir. Roscovitin; hiicre dongiisli, kanser, apoptoz ve
norobiyoloji caligmalarinda biyolojik bir molekiil olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda kurutulmus Curcuma longa Linn ve Zingiber officinale Roscoe
bitkilerinden hidrodistilasyon yontemi ile bitkilerdeki ugucu yaglar elde edilmistir.
Hiicre kiiltiirti teknikleriyle; HepG2, A549 ve C6 kanser hiicre hatlart her biri optimum
kosullarda kiiltiire edilip, MTT yontemi ile ugucu yaglarin sitotoksisitesi bes farkli
konsantrasyonda 10 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL olarak
degerlendirilmistir. Bunun yanisira kemoterap6tik bir ajan olan roskovitinin yapilan
literatiir taramasinda ti¢ farkli kanser hiicre hattinin 1Csp degerleri i¢in; HepG2 karaciger
kanser hiicre hattinda 10 pM, A549 akciger kanseri hiicre hattinda 20 uM, C6 glioma
hiicre hattinda 30 pM dozlar1 kullanilmistir.

Deneysel veriler dogrultusunda; Curcuma longa Linn bitkisinden elde edilen ugucu
yagin bes farkli konsantrasyonda HepG2 karaciger kanseri hiicreleri iizerindeki 1Cso
degeri 256 png/mL, A549 akciger kanseri hiicreleri lizerindeki ICso degeri 448 pg/mL,
C6 glioma hiicreleri iizerindeki ICso degeri 252 ug/mL‘dir. Zingiber officinale Roscoe
bitki sinden elde edilen ugucu yagin bes farkli konsantrasyonda HepG2 karaciger
kanseri hiicreleri lizerindeki ICso degeri 153 pg/mL A549 akciger kanseri hiicreleri
tizerindeki ICso degeri 365 pg/mL, C6 glioma hiicreleri tizerindeki ICso degeri 60
pug/mL dir.

Sonu¢ olarak, kurutulmus Curcuma longa Linn ve Zingiber officinale Roscoe
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin ve roskovitin ajaninin HepG2, A549 ve C6
kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri in vitro olarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Curcuma longa Linn, Zingiber officinale Roscoe, HepG2, A549,
C6 ve MTT yontemi

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Obtaining Essential Oil From Curcuma longa Linn And Zingiber
officinale Roscoe Plants And Cytotoxic Effect On Some Cancer Cell
Lines

Merve YUKSEL

Department of Molecular Biology and Genetics
MSc. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Sezgin CELIK
Co-Adviser: Asst. Prof. Dr. Akin SEVINC

In recent years, with the increasing number of cancer diseases in the world and in our
country, there are many publications on cancer cell lines in the literature. In many
studies with different types of cancer cell lines, the effect of the anticancer agent on
cancer cells is investigated. In the last thirty years, it has been observed that cancer
drugs are obtained from plant extracts. Today, there are plant-based drugs used in
cancer treatment. The vincristine and vinblastine, known as the best cancer drugs, are
isolated from the plant of Vinca rosea, known as Vinca alkaloids, as well as the active
substance of the taxol drug derived from the yew tree and are the chemotherapeutic
agents commonly used in the treatment of cancer. Examination of natural products has
an important role in the discovery of new drugs used in cancer treatment.

Essential oils obtained from plants by hydrodistylation show a wide range of biological
activities, especially antimicrobial activity, and have long been used to treat various
human diseases. Some essential oils have been shown to inhibit cell proliferation on
cancer cells and to lead the cell to apoptosis.

Curcuma longa Linn and Zingiber officinale Roscoe plants commonly used in Asian;
anticancer, antioxidant as well as important features. The most studied components of
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Curcuma longa Linn and Zingiber officinale Roscoe plants are curcumin and gingerols,
respectively.

Reducing the proliferation potential of cancer cells has led to cyclins and cycline-
dependent kinases (CDK) that have been involved in the cell cycle. One of the CDK
inhibitors, roscovitine, competes with ATP to bind to the ATP binding site of CDKSs.
The Roscovitine; It is widely used as a biological molecule in studies of cell cycle,
cancer, apoptosis and neurobiology.

In the scope of the thesis, the essential oils in plants were obtained from the dried
Curcuma longa Linn and Zingiber officinale Roscoe plants by hydrodistillation method.
Cell culture techniques; HepG2, A549 and C6 cancer cell lines were cultured at
optimum conditions and the cytotoxicity of volatile oils by MTT method was measured
at five different concentrations of 0 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml
was assessed as 1000 ug/ml. And also for the ICso values of three different cancer cell
lines in the literature review of roscovitine, a chemotherapeutic agent; HepG2 liver 10
UM in the cancer cell line, 20 uM in the A549 lung cancer cell line and 30 uM in the C6
glioma cell line were used.

According to experimental data; The volatile oil obtained from the Curcuma longa Linn
plant has an ICsp value of 256 ug/ml on HepG2 liver cancer cells at five different
concentrations, the 1Cso on A549 lung cancer cells is 448 pg/ml, and the ICso on C6
glioma cells is 252 pg/ml. The essential oil obtained from the Zingiber officinale
Roscoe plant has an ICso value of 153 pg/ml on HepG2 liver cancer cells at five
different concentrations, 365 ug/ml on A549 lung cancer cells, and ICso on C6 glioma
cells at 60 pg/ml.

As a result, the cytotoxic effects of essential oils and roscovitin agents obtained from
dried Curcuma longa Linn and Zingiber officinale Roscoe plants on HepG2, A549 and
C6 cancer cell lines were investigated in vitro.

Keywords: Curcuma longa Linn, Zingiber officinale Roscoe, HepG2, A549, C6 and
MTT Assay

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Kanser, diizenli olmayan hiicre biiyiimesi ve hiicrelerin bulundugu yerden baska bir
yere gogii ile karakterize olan bir hastalik grubudur [1]. Hiicre biiylimesi, farklilasmasi
ve ¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar timor
gelisimine, timor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar ise hiicre siklusunun
inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre biiyiimesine neden olur. Homeostasis; hiicre
cogalmasi, biiylimenin durdurulmasi ve apoptozis (programli hiicre olimi) ile
siirdliriilmektedir. Hiicre biliylimesi ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozulmasi
hiperplazi veya neoplaziye neden olur. Hiicreler, iki mitoz bélinme arasinda gegen
siireyl hiicre dongiisiiyle kontrol etmektedirler. Bu kontrol, hiicre ve dokunun
biitlinliigiinli korumak icin hayati 6neme sahiptir. Hiicre devri mekanizmasi, bir grup
gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bu genlerin ifadelerinin artmasi veya azalmasi ile
hiicre proliferasyonu gerceklesmektedir. Hiicrenin normal bir sekilde gelismesi i¢in
hiicre ¢ogalmasimni tesvik eden genlerin aktive olmasi ile onu baskilayan genler arasinda
bir dengenin olmasi gerekmektedir [2]. Molekiiler diizeyde kanser incelendiginde, hiicre
icinden ya da hiicre disindan gelen sinyallerin baskilanmasi veya ifadelerinin artmasi ile

meydana gelmektedir [3].

Son yillarda kanser hastaliginin goriilme sikliginin artis gostermesiyle birlikte
kanserden korunmak icin farkli kaynaklara gidilerek dogal bitkisel oziitlerden
faydalanilmak istenmektedir. Kanser hiicre hatlar1 iizerine yapilan c¢alismalarda,
antikanser oOzellikteki etkin bir maddenin kanser hiicreleri iizerinde ki etkisi

incelenmektedir.



Kanser tedavisinde; kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi yaygin olarak
kullanilmaktadir; fakat bu tedavi se¢eneklerinin birgok yan etkileri bulunmaktadir [1].
Bu nedenle, arastirmacilar dogal bitkisel kaynaklardan yararlanmaktadirlar. Ozellikle
anti-kanser, anti-timorigenez ve anti-imflamatuar 6zellikteki etkin maddeler igceren
bitkilerden elde edilen bilesenler kanser c¢alismalarinda kemoterapotik ajan olarak
kullanilmaktadir [4, 5]. Kemoterapdtik ajanlar; bitki kokenli, ozellikle meyveler,

yapraklar, ¢icekler, kokler, likenler ve mantarlardan tiiretilebilmektedir.

Bitkiler; binlerce yildir insan sagliginin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bitkilerden; baharat, igecek, kozmetik, boya ve ilaglarin bilesenlerinde kullanilmak
tizere farkli kisimlarindan yararlanilmaktadir [6]. Giiniimiizde, bitkisel ilaglara sentetik
ilaglardan daha fazla ilgi duyulmaktadir; ¢iinkii bitkiler, insan saghgimi destekleyebilen
dogal aktif bilesikleri ihtiva ederler [7].

Gectigimiz son otuz yilda, kanser ilaglarinin bitki ekstraktlarindan elde edildigi
gozlemlenmektedir [8]. En iyi kanser ilaglar1 olarak bilinen vincristine ve vinblastine,
Vinca alkaloidleri olarak adlandirilan Vinca rosea (Cezayir meneksesi) bitkisinden izole

edilmektedir ve kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ajanlardir
[9].

Ulkemizde baharat olarak kullanilan ve Asya’da ise yaygin olarak yetistirilen Curcuma
longa Linn ve Zingiber officinale Roscoe bitkileri antikanser 6zelligi saptanmis ¢ok
yillik bitkilerdir [10]. Curcuma longa Linn, Zingiberaceae ailesinin bir iiyesi olup
Hindistan, Glineydogu Asya ve 6zellikle tropikal iilkelerde dogal olarak yetismektedir.
Curcuma longa Linn eski tibbi metinlerde ve geleneksel Cin tibbinda ¢esitli insan
hastaliklarinin 6nlenmesi ve iyilestirilmesi igin faydali oldugu belirtilmektedir [11].
Curcuma longa Linn fizerine yapilan c¢aligmalar 19.yy itibariyle baglamistir ve
calismalar sonucunda Curcuma longa Linn’den elde edilen “Curcumin” bileseninin
antiinflamatuar [12], antioksidan [13], timdrigenez inhibisyonu [14], proapoptotik ve
antianjiyojenik [15] gibi birgok &zellikleri belirlenmistir [16]. Curcumin ilk kez 1815'de
Vogel ve Pelletier tarafindan saf olmayan bigimde ekstrakte edilmistir, 1870'de Daube
tarafindan saf ve kristal forma getirilerek [17], Roughley ve Whitting tarafindan da
1973'te kimyasal yapisi belirlenmistir. Curcumin’in ilk farmakolojik incelemesi 1815°de
Vogel ve Pelletier tarafindan yaymlanmistir. Insan hastaliklarinda curcumin kullanimia

atifta bulunan ilk makale 1937'de Oppenheimer tarafindan yayinlanarak safra yollar



hastaliklarinda curcumin etkisini arastirmiglardir [18]. Curcumin, eski Asya tibbinda
kullanilan bir hidrofobik fenol olup Curcuma longa Linn’den koklerinden izole
edilmektedir [19]. Curcumin; antioksidan, antikanser aktiviteleri gibi gesitli terapotik
Ozellikleri nedeniyle 6nemli ol¢iide dikkat ¢ekmektedir [16]. Giiniimiizde antikanser
ozellikteki bitkinin ekstratlarin1 kanser hiicre hatlarina uygulayarak hiicreyi apoptoza
gotiiren ¢esitli hiicre sinyal mekanizmalar1 tizerine etkileri incelenmektedir [20].
Curcuma longa Linn’den izole edilen curcumin bileseninin proapoptotik genler,
ozellikle de p53 geni tizerindeki etkileri incelenmistir [17]. Curcumin belirgin kimyasal
ozelliklerine dayanarak, kanser baslangici ve ilerlemesinde aktif rol alan ve kanser
ilerlemesini engelleyen ¢ok sayida hiicre dis1 ve hiicre i¢i molekiil ile etkilesime girer
[21]. Bu ozellikler arasinda; apoptoz, tiimor proliferasyonu ve metastazlarda yer alan
cesitli  biyolojik yollarla kanser {izerindeki Onleyici etkisi Onemli diizeyde

arastirilmaktadir [14].

Yang ve arkadaslar1 curcuminin, kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicre hattinda apoptozu
indiikledigini ortaya koymustur [22]. Yapilan bir g¢alismada; curcumin, kseno-
transplant hayvan modellerinde, insan tiimdrlerinin biiylimesi, curcumin tarafindan tek
basina inhibe edildigi belirtilmistir [23]. Banerjee ve arkadaslari, curcuminin hiicre
dongiisiini. G2/M fazinda durdurdugunu ve apoptozu indiikledigini, mikrotiibiil
organizasyonunu inhibe ederek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve meme kanseri
hiicrelerinde mitotik kontrol noktasini aktive ettigini bildirmistir [24]. Curcumin’in bir
tiir meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin G/1 fazinda hiicre birikmesine neden
oldugunu ve mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) yolaginin uyarilmast yoluyla
EZH2'nin curcumin kaynakli gen ifadesinin azaldigi belirtilmistir [25]. Memeli
hiicrelerinin bircogunda, hiicre boliinme siirelerini kontrol eden bir hiicre dongiisii
(devri) mekanizmasi bulunmaktadir [26]. Hiicreler, iki mitoz bdliinme arasinda gegen
siireyl hiicre dongiisiiyle kontrol etmektedirler. Bu kontrol, hiicre ve dokunun
biitlinliigiinii korumak icin hayati 6neme sahiptir. Hiicre devri mekanizmasi, bir grup
gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bu genlerin ifadelerinin artmasi veya azalmasi ile
hiicre proliferasyonu gerceklesmektedir. Hiicrenin normal bir sekilde gelismesi igin
hiicre cogalmasini tesvik eden genlerin aktive olmasi ile onu baskilayan genler arasinda
bir dengenin olmasi gerekmektedir [2]. Siirekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra
hiicre dongiisi G -S-G (interfaz) ve M (mitoz) seklinde tekrarlanmaktadir. Bu siirecte

hiicreye gelen sinyallerle biiylime meydana gelmekte veya boliinme sinyali almadiklari
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stirece istirahat fazi Go da durmaktadirlar. Gi1, S, G2 fazlar1 (Interfaz) hiicre siklusunun
%90'nin1 kapsar ve 16-24 saat siirer. Mitoz boliinme ise 1-2 saat siirmektedir. Hiicre
biiyiimesi G1 fazinda kontrol noktasinda bazi genler tarafindan koordine edilir. Kontrol
noktasinda hiicre duracak veya hiicre siklusunu tamamlayacaktir. G1 fazinda kendi
cevrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve biiyiimeyi indiikler. Bu fazda DNA
replikasyonu i¢in hazirlik yapilmaktadir. RNA ve protein sentezi gerceklesir. S fazinda
ise DNA sentezlendikten sonra, Gz fazinda hiicre biiyiimeye devam eder ayn1 zamanda

protein sentezi gerceklesir, hiicre mitoza hazirlanmaktadir.

Zingiber officinale Roscoe, Zingiberaceae ailesine ait bir bitkidir. Giineydogu Asya'da
ortaya ¢ikmig ve daha sonra birgok iilkede gidaya lezzet katmak i¢in bir baharat ve ¢esni
olarak kullamilmustir. Zingiber officinale Roscoe, ¢esitli hastaliklar igin bitkisel ilag
olarak yaygin kullanilan bir baharat ve gida olarak da tiiketilebilen bir bitkidir. Diinya
genelinde gidalar ve igeceklerde baharat olarak kullanilan Zingiber officinale Roscoe
genellikle dispepsi, kolit, mide bulantisi, kusma, gastrit ve diyare gibi sindirim sistemi
icin bir tedavi edici olarak tibbi 6zellikleri ile bilinmektedir [27, 28]. Zingiber officinale
Roscoe bitkisi; paradollar, shogaollar ve gingerolar gibi ugucu olmayan ¢esitli biyoaktif
fenoliklerin 6nemli bir kaynagidir [29]. Zingiber officinale Roscoe bitkisinin;
antiinflamatuar [30], antioksidan [31], antikanser [32], antianjiyogenezis [33] aktiviteler
gosterdigi bilinmektedir ve bu nedenle kemopreventif bir ajan oldugunu gostermektedir
[34]. Zingiber officinale Roscoe bitkisini olusturan fenoliklerin antioksidan, antikanser,
antiinflamatuar ve antianjiyogenezis 6zellikleri sergiledigi gosterilmistir [35]. Zingiber
officinale Roscoe, antioksidan ve antiserojenik 6zelliklere sahip dogal bir bileseni 6-
gingeroldiir ve bu bilesen 6-shogaol ile benzer oOzellikleri sergilemektedir [34].
Kurutulmus Zingiber officinale Roscoe bitkisinde bulunan 6-shogaol ve 6-gingerol
bilesenleri {izerine birgok ¢aligma yapilmaktadir. Mide kanseri hiicreleri ile yapilan
caligmada 6-gingerol ve 6-shogaol bilesenlerinin mide kanseri hiicrelerinde hiicre
canliligin1 azalttig1 gozlenmistir, ayrica 6-shogaol bileseninin mitotik arreste neden
oldugu ve mide kanseri hiicrelerinde caspaz-3/7 yolagim aktive ettigi belirlenmistir
[36]. 6-shogaol tarafindan indiiklenen epitelyal yumurtalik kanseri hiicrelerinde NF-xB
aktivasyonunun inhibe edildigi ve hiicresel proliferasyon ve anjiyojenezde rol alan NF-
kB aracili gen {riinlerinin ifadesinde azalma oldugu gosterilmistir. Bu faktorlerin
yumurtalik kanserlerinde tiimor hiicresi ¢cogalmasi, anjiyogenezis ve apoptotik yaniti

etkiledigi de gosterilmistir [37].



1.2 Tezin Amaci

Diinya’da ve iilkemizde kanser hastaliginin goriilme sikhiginin giderek artis
gostermesiyle birlikte literatiirde kanser hiicre hatlar1 iizerine bir¢ok yayin yapildigi
gozlenmektedir. Farkl: tiir kanser hiicre hatlariyla yapilan ¢alismalarin bir ¢cogunda anti-
kanser oOzellikteki etkin maddenin kanser hiicreleri lizerindeki etkisi incelenmektedir.
Gegtigimiz son otuz yilda, kanser ilaglarinin bitki ekstraktlarindan elde edildigi;
antikanser, antitiimorigenez ve antiinflamatuar Ozellikteki etkin maddeleri igeren
bitkilerden elde edilebilen bilesenler, kanser calismalarinda kemoterapotik ajan olarak
kullanilmaktadir. Curcuma longa Linn ve Zingiber officinale Roscoe bitkilerinden
antikanser Ozellikteki kimyasal bilesenlerinin ortaya c¢ikarilmasi ve bu kimyasal
bilesenlerin farkli tiir kanser hiicre hatlar1 {izerindeki etkinligine bakilmasi
hedeflenmektedir. Kurutulmus Curcuma longa Linn ve Zingiber officinale Roscoe
bitkilerinden ugucu yag tayini hidrodistilasyon yontemi kullanilarak elde edilmesi ve
hiicre kiiltiirti teknikleriyle ugucu yaglarin {i¢ farkli kanser hiicre hatlar1 tizerindeki

sitotoksik etkisi incelenmistir.

1.3 Hipotez

Kurutulmus Curcuma longa Linn ve Zingiber officinale Roscoe bitkilerinden ugucu yag
tayini hidrodistilasyon yontemi kullanilarak elde edilmesi, bitkilerden antikanser
ozellikteki kimyasal bilesenlerin ortaya c¢ikarilmasi amaglanmaktadir. Hiicre kiiltiirii
teknikleriyle ugucu yaglarin kanser hiicre hatlarina verilmesi, optimum kosullarda
cogalan hiicrelere MTT yontemiyle ugucu yaglarin kanser hiicrelerinde farkli
konsantrasyonlardaki hiicre canliligi gézlemlendi. Roskovitin ilacinin ve bitkilerden
elde edilen ugucu yaglarinin herbirinin ti¢ farkli kanser hiicre hattinda ki sitotoksik

etkisi ve ICso degeri incelenmistir.



BOLUM 2

KANSER HASTALIGI

2.1 Tanimi

Tiim organizmalar hem doku hem de hiicresel diizeyde tanimlanmis bir boyuta ve sekile
sahiptir. Viicut hiicreleri boliinebilme yetenegine sahiptirler fakat, bu yetenekleri
siirhdirlar, sonsuz boéliinemezler. Her hiicrenin hayati boyunca belli bir béliinebilme
sayist vardir. Normal kosullarda hiicrelerin biiylimesi ve gogalmasi bir diizen igerisinde
gerceklesmektedir [38]. Kanser hiicresel diizeyde genetik bir hastalik olup hiicrelerin
islevini kontrol eden Ozellikle de biiyime ve c¢ogalma ile ilgili genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir [1]. Kanser hiicreleri, viicuttaki i¢ dengenin
diizensizliginden kaynaklanan kontrol edilemeyen sinirsiz boliinme potansiyeline

sahiptirler [39].
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Sekil 2.1 Normal hiicreden kanser hiicresi gelisimi [40]

Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve ¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana
gelen mutasyonlar timor gelisimine, timor baskilayici genlerde meydana gelen
mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre
biliyimesine neden olur. Homeostasis; hiicre ¢ogalmasi, bliyiimenin durdurulmas: ve
apoptozis (programli hiicre o6liimii) ile siirdiiriilmektedir. Hiicre biiylimesi ve hiicre

oliimi arasindaki dengenin bozulmast hiperplazi veya neoplaziye neden olur.



Memeli hiicrelerinin birgogunda, hiicre boliinme siirelerini kontrol eden bir hiicre
dongiisii (devri) mekanizmasi bulunmaktadir [26]. Hiicreler, iki mitoz boliinme arasinda
gegen siireyi hiicre dongiistiyle kontrol etmektedirler. Bu kontrol, hiicre ve dokunun
biitlinliigiinli korumak icin hayati 6neme sahiptir. Hiicre devri mekanizmasi, bir grup
gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bu genlerin ifadelerinin artmasi veya azalmasi ile
hiicre proliferasyonu gerceklesmektedir. Hiicrenin normal bir sekilde gelismesi igin
hiicre ¢gogalmasini tesvik eden genlerin aktive olmasi ile onu baskilayan genler arasinda
bir dengenin olmasi gerekmektedir [2]. Siirekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra
siklus G-S-G (interfaz) ve M (mitoz) seklinde tekrarlanir. Bu siiregte hiicreye gelen
sinyallerle biilylime meydana gelmekte veya boliinme sinyali almadiklari siirece istirahat
fazi Go da durmaktadirlar. Gi, S, G2 fazlann (Interfaz) hiicre siklusunun
%90'nin1 kapsar ve 16-24 saat siirer. Hiicre bilyiimesi Gi1 fazinda kisitlayict nokta (R
point) tarafindan koordine edilir. Kontrol noktasinda hiicre duracak veya hiicre
siklusunu tamamlayacaktir. G1 fazinda kendi ¢evrelerini kontrol eder, sinyalleri
alir ve bliylimeyi indiikler. Bu fazda DNA replikasyonu i¢in hazirlik yapilmaktadir.
RNA ve protein sentezi gerceklesir. S fazinda ise DNA sentezlendikten sonra, G2
fazinda hiicre biliyimeye devam eder ayn1 zamanda RNA sentezi protein sentezi

gerceklesir, hiicre mitoza hazirlanmaktadir.

Mitojenik sinyaller, esasen retinoblastoma proteinini (RB) fosforile ederek ve ardindan
transkripsiyon faktorlerinin E2F ailesi tarafindan transkripsiyonunu aktive ederek, Gl
fazindan S fazina ilerlemesini destekleyen siklin ve sikline bagl kinaz komplekslerini
(CDK'ler) aktive eder. Biiylimeyi 6nleyici sinyaller, INK4 ve CIP / KIP ailelerinin CDK
inhibitorlerini yukart dogru diizenleyerek G1-S ilerlemesini antagonize eder. S fazi ve
G2 fazindan mitoz haline (M fazi1) ge¢is, Polo benzeri kinaz 1 (PLK1) ve Aurora
kinazlar (Aurora A/B) gibi gesitli diger proteinlerle birlikte siklin-CDK kompleksleri
tarafindan kontrol edilir. Hiicreler ayrica hiicre dongiisiinden ¢ikip geri doniisiimlii veya

kalic1 bir hiicre dongiisii durdurma (GO fazi) girebilir.



Ek olarak, DNA hasar1 baz1 6zel proteinler tarafindan algilanir ve G1 fazindaki kontrol
noktasi kinaz 2 (CHK2) ve p53 veya S veya G2 fazindaki kontrol noktasi kinaz 1
(CHK1) yoluyla hiicre dongiisii durmasini tetikler. Kirmiz1 ve mavi ovaller, sirasiyla

hiicre dongiisii ilerlemesinin pozitif ve negatif diizenleyicilerini belirtir [41].
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Sekil 2.2 Hiicre dongiisii ilerlemesi ve ana diizenleyici proteinler [41]

CDC25, hiicre boliinme dongiisii 25; CIP, CDK ile etkilesime giren protein; G1, aralik
1; G2, aralik 2; CDK4 inhibit6rii INK4; KIP, kinaz inhibe edici protein.



Aurora kinaz ailesi hiicre siklusunu G/M kontrol noktasindan sonra mitoz kontrol
noktasinda ve sitokinezin sonuna dogru rol oynamaktadir. Aurora kinazlar diizenli
hiicre boliinmesi i¢in gereklidir. Aurora kinazlarin kromozom dizilimi, kromozom
aymmmminda ve sitokinesisde ©nemli rolleri vardir. Aurora Kinaz ailesi, insan
kanserlerinde siklikla asir1 eksprese edilen ve kanser hiicrelerinde kromozomal
instabilite gelisimini iceren onkojenik transformasyona dahil olan Onemli mitoz
diizenleyicileridir. Insanlarda, kinaz ailesinin ii¢ liyesi arasinda, Aurora A, B ve C,
sadece Aurora-A ve B, mitotik hiicre boliinmesi i¢in somatik hiicrelerde Onemli
diizeyde eksprese edilir. Kanser iligkili fenotiplerin gelisimi ile ilgili hiicresel yolaklarda
Aurora-A ve B, antikanser tedavisi i¢in potansiyel hedefler olarak arastirilmaktadir.
Aneuploidi olan timorlerde Aurora kinazin fazla ekspresyonu ve sentrozom
amplifikasyonu belirlenmistir. Aurora A Kinaz p53 gibi tiimor baskilayict proteinleri
fosforilleyerek onlarin aktivitelerini de diizenlemektedir. Aurora A ve B'nin Ras yolagi
araciligi ile hiicre transformasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle Aurora
kinaz inhibitorleri ile hiicre siklusu bloke edilerek kanser tedavisine yonelik ¢aligmalar

yapilmaktadir [42].

Interfazda, Aurora B, p53'ii fosforile eder, p21 ve PUMA gibi hiicre déngiisii / apoptoz
diizenleyicilerin ifadesini diizenleyen MDM?2 aracili ubiquitinazyon ile degrede
olmasina neden olur. Metafazda, Aurora B sentromer bdlgesinde p53 ile birleserek

kontrol noktasini diizenlerler [43].
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Sekil 2.3 P53 ve Aurora B arasindaki etkilesim [43]

Molekiiler diizeyde kanser incelendiginde, hiicre i¢inden ya da hiicre disindan gelen
sinyallerin baskilanmas1 veya ifadelerinin artmasi ile bu sinyallere cevap
olusturmaktadirlar [3]. Kansere neden olan ajanlarin (karsinogenez) birgogu DNA’da
mutasyonlara sebep olmaktadirlar. Karsinogenezde rol oynayan en onemli faktorler
arasinda beslenme, sigara ve cevresel faktorler yer almaktadir. Giines’den gelen

ultraviyole (UV) 1sinlar karsinognetiktir [44].

Ozon tabakasini gegerek yeryiiziine ulasabilen UV 1smlari, UVA (320-400 nm) ve
UVB'dir (280-320 nm) [45]. UVB isin1 epidermal hiicrelerde, DNA hasarina neden
olarak oOzellikle de siklobutan pirimidin dimerlerine (CPD) etki ederek kanser
gelisimine yol acabilmektedir [46]. UVB, DNA hasarina yol acan CPD ve 6-4
fotoluminesans (6-4PP) iiretir. Bu fotonlar, DNA sarmalinin yapisini, transkripsiyonu

ve replikasyonunu etkileyebilir [47].

Eger bu friinler DNA onarim mekanizmasiyla tamir edilmezse, UV-parmak izi

mutasyonu olarak bilinen C> T veya CC> TT mutasyonlar1 meydana gelir [48].
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Transgenik fareler iizerinde yapilan bir calismada, UVA radyasyonunun melanom
olusumunda melanom varliginda oksidatif DNA hasarindan kaynaklandigi, UVB
radyasyonunun melanom olusumunda melanin pigmentine ihtiya¢c duymadan dogrudan

DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir [49].

BRAF mutasyonlari, cilt kanserinde en yaygin mutasyona ugrayan (%50-70) gendir,
BRAFV®%E en yaygm mutasyondur ve genellikle melanomda onciil olarak ortaya cikar
[50]. BRAF geni, UV'ye maruz kalan melanomdaki en yaygin mutasyondur ve ikinci en

yaygin mutasyon NRAS genindedir [51].

2.2 Kanser’in Bashca Ozellikleri

2000 yilinda Hanhan ve Weinberg tarafindan kanserin alti 6nemli 6zelligini belirlendi.
Bunlar; proliferatif sinyallemeyi siirdiirmek, biiylime sinyalleri engelleyicileri, apoptotik
hiicre 6liimiinde bozukluklar, sinirsiz replikasyon potansiyeli, anjiyogenez, invazyon ve
metastazin kanserde oldugunu belirttiler [52]. Son on yildaki kavramsal ilerleme,
kanserin bu alti Ozelligine ortaya c¢ikan iki yeni Ozellik eklemistir; enerji
metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve immun sistemden kagma olarak

belirtilmistir [53].

Biiyiime Sinyali Otonomisi

Anti Biiyiime Sinyallerine

Hiicre Oliimiine Direng Kars1 Direnc

Anjiyogenezin Metastaz ve invazyonda
indiklenmesi Artig

Sinirsiz Replikasyon

Potansiyeli

Sekil 2.4 Hanhan ve Weinberg tarafindan belirlenen kanserin alt1 6nemli 6zelligi [52]
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2.2.1 Biiyiime Sinyali Otonomisi

Kanser hiicrelerinin en temel 6zelligi, kronik proliferasyonu siirdiirme yeteneklerinin
olmasidir. Normal dokular, hiicre biiylimesi ve boliinmesi i¢in hiicre dongiisiinde
bliylimeyi tesvik edici sinyallerin liretimini ve salimini diizenli bir sekilde kontrol eder.
Boylelikle hiicre sayisinin bir homeostazi saglanir ve normal doku mimarisi ve
fonksiyonunun korunmasi gergeklesir. Hiicre biiylimesinin yani sira hiicre dongiisii
boyunca ilerlemeyi diizenleyen hiicre i¢i sinyal yoluyla sinyaller vermeye devam eder;
genellikle bu sinyaller hiicre sagkalimi ve enerji metabolizmasi gibi diger hiicrenin
biyolojik 6zelliklerini etkiler [54]. Normal hiicreler boliinebilmek igin disaridan biiyiime
faktorii sinyaline gerek duyar. Kanser hiicreleri normal biiyiime faktorii sinyaline
bagimli degildir. Kanser hiicreleri, proliferatif sinyallemeyi bir dizi alternatif yolla
siirdiirme kabiliyetini kazanabilirler: Bunlar, otokrin proliferatif stimiilasyon ile
sonucglanan, konik reseptorlerin ekspresyonu yoluyla cevap verebilecekleri biiylime

faktorii ligandlarini iiretebilirler.

Alternatif olarak, kanser hiicreleri, kanser hiicrelerine ¢esitli biiylime faktorleri
saglayarak, tiimorle iliskili stroma icinde normal hiicreleri uyarmak icin sinyaller
gonderebilir. Kanser hiicreleri bu sinyalleri serbest birakirlar ve sinyaller biiyiik 6lgiide,
tipik olarak hiicre i¢i tirozin kinazlari igeren hiicre yiizeyi reseptorlerini baglayan
biiylime faktorleri tarafindan iletilir [55]. Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR),
reseptOr tirozin kinaz ailesinin bir tiyesidir ve EGF-ligand baglanmasi ve Akt, JAK /
STAT veya ERK gibi down regiile sinyallesme aracilar1 tarafindan aktivasyon yoluyla
hiicre ¢ogalmasi ve hareketliliginden dolayr 6nemli bir role sahiptir [56]. Kanser
hiicrelerinin alternatif splicing manipiilasyonu yoluyla adaptasyonunun tipik bir 6rnegi,
ekson 4 bir ek varyantinin karakterizasyonu ile 6rneklendirilmistir; birka¢ kanserde
(gliomalar, prostat ve yumurtalik kanseri) bulunur, ancak normal dokularda yoktur.
Eksik ekzon islevi, yapisal olarak aktif olan ve ¢ogalmayr tesvik eden bir reseptore
dontisiir [57]. Benzer sekilde, BRAF'n alternatif splicingi kanserde ve tedavisinde kritik
bir yere sahip olabilir. BRAF, aktif Ras tarafindan kontrol edilen bir kinazdir ve
melanomlarin %450'sinde mutasyona ugrar (BRAF V6%F) [58]. Mutant BRAF'a kars1
etkili inhibitorler gelistirilmistir ve klinikte kullanilmaktadir (6rnegin, vemurafenib),
ancak tedaviye diren¢ 6nemli bir sorundur. KRAS, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve

gociinde merkezi bir rol oynayan Ras GTPaz ailesinin iiyelerinden biridir. KR4S da Ki
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birgok mutasyon birgok kanserle iliskilendirilir ve en belirgin sekilde ise kolon kanseri
neden olmaktadir [59].

Insan tiimérleri siklikla nokta mutasyonla aktive olan Ras proteinlerini eksprese eder.
Insan kanserinde en sik mutasyona ugrayan genlerdeki mutasyonlar, tiim tiiméor
tiplerinin yaklasik %30'unda ve kolorektal kanserin %50'sinde gerceklesir[60]. U farkli
Ras proto onkogen izolati Harvey-Ras (HRAS), Kirsten-Ras (KRAS) ve noéroblastoma-
Ras (NRAS) olarak adlandirilir. Farkli Ras genlerindeki mutasyonlarin (KRAS, NRAS,
HRAS) farkli kanserlerde yaygin oldugu bulunmustur. Ornegin, KRAS mutasyonlari
pankreas, kolorektal, endometrial, biliyer, akciger ve servikal karsinomlarda daha sik
goriilirken, NRAS ve HRAS mutasyonlar1 sirasiyla melanomlarda ve idrar kesesi
kanserinde bulunur. Ras, kiiciik bir GTP baglayici proteindir. Ras mutasyonlari, Ras'in
siirsiz bir sinyal iliretmesi i¢in aktive edilmesini saglayarak, tiimor olusumunun etkisini
arttirmak i¢in GTPaz aktive edici proteinlere (GAP'ler) kars1 Ras’1 duyarsizlastirir. Ras
aktivitesi GTP hidrolizi ile kontrol edilir ve GTP'ye bagimli form etkili bir enzim gibi
davranirken, GDP'ye bagli form etkisizdir [61]. GEF ve GAP proteinleri, Ras ailesine
bagl kiiciik GTPaz enzimlerinin aktivitesini kontrol ederek hiicresel fonksiyonlar
diizenleyen proteinlerdir. Genel olarak GEF'ler, GTP'nin GTP'den uzaklasmasina izin
vererek GTPazlara bagli proteinlerdir; GAP, GTP hidrolizini artiran G proteinlerinde
GTP hidroliz aktivitesidir. Ras ailesi proteinleri, hiicre igindeki g¢esitli proteinleri
etkileyen ve konformasyonlarmi ve fosforilasyonlarini degistirerek hiicre i¢i sinyal
iletimini tetikleyen, iki konformasyon arasindaki GTP'ye bagli veya GDP'ye bagh
formlara miidahale eder. Ras proteinleri, GEF veya GAP'y1 aktive ederek RAL ve RHO
gibi diger benzer kiigiik G proteinlerini diizenler. Bu sekilde, Ras'n hiicre iskeletinde
degisikliklere neden oldugu ve onkojenik Ras'ta yaygin olan hiicre sekli, yapigsma ve

gocle sonuglandigr diistiniilmektedir [62].

Ras'in hiicre 1i¢i sinyal trafigindeki rolii; normal ve malign hiicrelerde hiicre
proliferasyonunu, farklilagmasini ve sagkalimini diizenlemek i¢in 6nemli bir sinyal
dontistiirtici islevi goriir. Kirsten ve Harvey tarafindan sican sarkomu virlislerinde
kesfedilen RAS proteinlerinin, hiicre proliferasyonuna dahil olan o6nemli sinyal
yollarimin aktivitesini kontrol etmede 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir [63]. Timor
hiicresinde aktive edilmis Ras proteini; hiicre proliferasyonunun deregiilasyonu,
programlanmis hiicre 6limi ve istila ve anjiyojenezi indiikleme yetenegine sahiptir.
Calismalarda KRAS, HRAS ve NRAS proteinlerinin énemli diizeyde eksprese edildigi,
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KRAS proteininin ¢ok sayida farkl hiicre tipinde eksprese edildigi ve bu genden yoksun
farelerde yapilan ¢alismalarda normal gelisiminde aktif bir rol aldigi, HRAS ve NRAS’in
yaptig1 gibi dnemli bir rol oynamadigi belirtilmistir [64].

Ras / Raf / MEK / ERK kaskadi, 6karyotik hiicrelerde yaygin olarak bulunan bir serin /
treonin protein kinazi olan MAPK i¢in 6nemli bir sinyal yoludur. Bu basamak,
transkripsiyon faktorlerini aktive ederek gen ekspresyon seviyelerini diizenler. MAPK
sinyal yolu, normal hiicrelerde oldugu gibi bir¢ok kanser hiicresinde ¢ogalma igin
gerekli olan RAF, MEK ve ERK proteinlerinden olusur [65, 66]. Biiylime faktori ile
aktive olan reseptor tirozin kinazlarin {rettigi sinyalleri normal hiicrelerde cekirdege
ileterek gen ekspresyonunun aktivasyonunu indiiklerler. Hiicre dist ve hiicre igi
uyaranlarla aktive edilebilirler ve degistirilmis gen ekspresyonuna ek olarak bir etki
yaratabilirler [67]. Tiumor hiicrelerinde, reseptor tirozin kinazlarin veya Ras'm
onkojenik aktivasyonunun bir sonucu olarak MAPK sinyali siklikla artmaktadir. Bu
MAPK vyolu, her biri bir MAP kinaz1 (ERK1/2 gibi), bir MAPK kinaz1 (MEK1/2 gibi)
ve bir MAP kinaz kinaz1 (RAF1, ARAF veya BRAF gibi) iceren yaklasik 6 benzer
proteinden olusur. Hiicrenin i¢inden veya disindan G-proteinlerinin aracilik ettigi
hormonlardan ve sitokinlerden aldigi sinyaller; bu kinazlar fosforilasyon ile aktive
edildiginde, sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu, apoptoz, hiicre farklilagmasi veya

spesifik hiicre fonksiyonlarini uyararak ¢ekirdege aktarilir [65].
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Sekil 2.5 Ras sinyallemesindeki degisiklikler [68]
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Ras, ¢esitli sinyal yollarinda hayati 6nem tasir ve ikili anahtar olarak islev goriir. Aktif
olmayan bir durumda GDP (Guanin niikleotit DiFosfat) ve aktif halde GTP'yi (Guanin
niikleotit TriFosfat) aktif halde (GF sinyallesmesini uyardiginda) baglar. Aktif olmayan
Ras, GEF (Guanin niikleotid Degisim Faktorii) tarafindan GTP’nin GTP’si
degistirilerek aktiflestirilir. Bu adim kisa siirelidir, ¢linkii Ras, kendinden GTPase
aktivitesine sahiptir, yani GTP'yi GDP'ye hidrolize eder (bir fosfat grubu c¢ikarilir),
boylece aktif olmayan duruma geri doner. Bu GTPase aktivitesi GAP (GTPase-aktive
edici proteinler) tarafindan tetiklenir. GTPase fonksiyonunu bloke eden mutasyonlar
veya onkoproteinler, Ras't siirekli aktif sinyallesme durumunda kisitlar [68]. Ras
proteini hiicresel biiylimeyi, boliinmeyi ve farklilasmay1 diizenleyen mekanizmalar
acisindan kilit bir role sahiptir. Hiicre siklusu ilerlemesi ve bdliinmesi, mitozu, yani
mitojeni destekleyen sinyal molekiillerinin uyarilmasiyla saglanir [69]. Bu sinyaller
genellikle hiicresel Ras aktivitesinin uyarilmasina neden olan biiylime faktorleridir. Ras,
hiicre dongiisii ilerlemesini uyaran énemli bir proteindir. Proteinler, hiicre dongtisiindeki
MAPK yolu ile G1'den S fazina gegiste rol oynayan CDK2 diizenleyicileri olan siklin E
ve A'nin ifadesini kontrol eder. CDK2'nin diizenlenmesi, siklin E ve A'nin ekspresyon
seviyelerinin yani1 sira p27Kipl olarak adlandirilan bir inhibitériin mevcudiyeti ile

diizenlenir [64].

2.2.2 Anti-Biiyiime Sinyallerine Karsi Direnc

Normal hiicreler, biiylimeyi engelleyen sinyallere homeostasi saglamak ig¢in cevap
verirken, kanser hiicreleri biiyiimeyi engelleyen sinyallere cevap vermez. Pozitif etki
gosteren biiylimeyi uyaran sinyalleri indiikleme ve siirdiirme 06zelliginin yani sira,
kanser hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu negatif olarak diizenleyen gii¢lii programlari
da olusturmas1 gerekir; bu programlarin ¢ogu, tiimoér baskilayici genlerin hareketlerine
baglidir. Normal hiicrelerin anormal proliferasyonu i¢in sinyallere direng gostermesi ve
durdurulmasi 6nemli oldugu kadar, biiylime siipresorlerini siki bir sekilde diizenlemek
de aynmi derecede onemlidir [53, 70]. Hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini sinirlandirmak
icin birgok tiimor baskilayici genler kesfedilmistir. Bu genlerin bir¢ogu, farelerde
kazanim ya da fonksiyon kaybi deneyleri yoluyla iyi huylu tiimor baskilayicilart olarak
dogrulanmistir. En iyi bilinen tiimér baskilayicilari, p53 ve retinoblastoma (RD)
proteinidir. p53, bir¢ok hiicresel strese ve hasara yanit olarak hiicre dongiisii tutulmasini

koordine eden bir transkripsiyon faktoriidiir. p5S3 ve Rb proteini, fonksiyon kaybi bircok
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kanserin gelisimiyle baglantili iki onko-supresif proteindir. Her ikisi de hem hiicre

dongiistiniin hem de apoptozun diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir [71].

2.2.3 Programh Hiicre Oliimii (Apoptoz)

Apoptoz, Yunanca’da apo(=ayri) ve ptozis(=diisen) kelimelerinin birlestirilmesiyle
olusmus sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir. Ilk kez 1972 yilinda
Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan “fizyolojik hiicre oOlimii” ifadesi olarak
tanimlanmistir. Apoptotik hiicre 6liimii normal biiyiime ve gelisimin bir pargasidir.
Ornegin, insan parmaklarinin veya ayak parmaklarinin sekillendirilmesi hiicrelerin
apoptozisinden kaynaklanmaktadir. Doku homeostazi, hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimii
arasinda bir dengedir, o dokudaki hiicre sayis1 nispeten sabittir. Bu denge bozulursa

hiicreler; daha hizli boliiniir, kanser gelisimine neden olabilmektedir [68].

Noronlar gibi terminal olarak farklilasmis hiicrelerde, apoptoz indiiksiyonu, Alzheimer
hastaligi gibi norodejeneratif kosullarda gorildiigii gibi Oliimcil sonuglara neden
olabilir. Bu karmasik doku homeostazinin diizensizligi bir¢ok kanser tiiriinde ortaya
ctkmistir.  Ornegin, belirli pankreas adenokarsinom tipleri, antiapoptotik yollarin
aktivasyonunu gosterir. Programlanmig hiicre 6liimii olan apoptozdan kaginma, ¢ogu
olmasa da kanser tiirlerinin en biiyiik belirleyici 6zelligi olarak ifade edilmektedir.
Tiimorlerin gelisimi, sadece asir1 hiicre ¢ogalmasi olarak degil, ayn1 zamanda hiicre

6liimiinde bir azalma olarak da goriilebilir.

Programli hiicre 6limii olan apoptozun meknizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore
farkliliklar gostermektedir. Apoptozu etkileyen hiicre i¢i uyaranlar genel olarak;
bliylime faktorleri, onkojenler, timdr silipresor genler olmak iizere ii¢ ana grupta
toplanabilir. Apoptozu etkileyen uyaranlarin bazilart su sekilde siralanabilir; biiyiime
faktorleri, sitokinler, hiicre ici kalsiyum miktarindaki artis, timor nekroz faktér (TNF),
TGF- B (Transforming Growth Factor), Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, DNA hasar1
nedeniyle bir timor siipresér gen olan p53'in aktive olmasi, viral-bakteriyal
enfeksiyonlar vb. Bunlardan 6zellikle proto-onkogenlerin (c-myc gibi) ¢ogunun
apoptozun regiilasyonunda yer aldig1 kanitlanmigtir. Apoptozun indiiksiyonu iki genis
kategoride basitlestirilebilir: A] Pozitif sinyallerin kaybi: Biiyiime faktorleri gibi
biiyiimeyi tesvik edici faktorlerin yoksunlugu apoptozu tetikleyebilir. Ornegin, erken

gelisimde, sinir biiyliime faktoriinden yoksun olan néronlar apoptoz nedeniyle oliirler.
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B] Negatif sinyallerle indiiksiyon: Oliim ligandlar1 gibi bazi ligandlarin baglanmasi
hiicre i¢i apoptotik sinyallesmeyi tetikleyebilir. Alternatif olarak, hiicre i¢i sinyallerde
apoptozu aktive edebilir. Ornegin, apoptoz genellikle bir hiicrenin onarilmasinin
Otesinde hasar gordiigiinde, bir viriisle enfekte oldugunda veya besin, Oksijen
yoksunlugu gibi stresli kosullar gecirdiginde ortaya ¢ikar. Bu hiicre dis1 veya hiicre igi

sinyaller apoptozu ¢ok spesifik ve koordineli bir sekilde aktive eder.

Hiicre dis1 apoptotik sinyale tipik olarak 6liim veya sagkalim faktorlerini baglayan
hiicre yiizeyi reseptdrleri aracilik eder. Ornegin, bir endojen ligand (CD95L) hiicre zar
tizerindeki CD95 reseptorlerine (Fas reseptorleri olarak da adlandirilir) baglandiginda
oliim sinyalleri aktive edilir. Diger 6rnekler arasinda Tiimoér Nekroz Faktorii- o (TNF-
a), TNF reseptorlerine baglanir veya FAS ligandi, hiicre zari tizerindeki FAS
reseptOrlerine baglanir. Hiicre dis1 matristen ve hiicre-hiicre yapisma proteinlerinden
gelen sinyallerin kayb1 da hiicrelerde apoptozu uyarir. Apoptozu ortaya c¢ikaran hiicre
ici sinyaller, bir hiicrenin aerobik gilic merkezi olan mitokondri {izerinde birlesir. Bcl-2
familyasinin tiyeleri gibi sitozolik proteinler, bazi apoptotik efektor proteinlerin sitozol

icine salinmasina izin vererek mitokondriyi hedefler [68].
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Sekil 2.6 Hiicre disindan gelen apoptotik sinyalin hiicre membran ile etkilesimi [68]
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Hiicre disindan gelen sinyaller, ligandin (6rnegin CD95L) reseptoriine (CD95)
baglanmasiyla tetiklenir. Reseptdriin bu aktivasyonu, sirayla DED'yi (DED - Oliim
Efektor Bolgesi) aktive eden FADD'nin (FADD - Fas iligkili oliim domaini)
aktivasyonuna yol agar. DED aktivasyonu, dogrudan veya efektor kaspazlar (kaspaz-3)
ile apoptoza yol acan baslatici kaspaz 8 yoluyla apoptozu baslatir. Aktif kaspaz-8,
SMAC/DIABLO'nun salinmasi i¢in mitokondriye translokasyon yapan BID'yi tBID'ye
ayirir. SMAC / DIABLO, kaspaz 3 yoluyla apoptotik indiiksiyonla sonuglanan IAP'leri
(IAP - apoptoz inhibitorii) serbest birakir. Hiicre i¢i apoptotik yolak, mitokondride
cesitli uyaranlarla baglatilir. a) p53 proteinlerinden gelen DNA hasar1, apoptozun BCL2
tarafindan baskilanmasini1 gidererek, zar gegirgenligine ve sitokrom c¢ (Cyto c¢),
SMAC/DIABLO, AIF (apoptosis-indiikleyici faktor) salinimina neden olur. b) Sitokrom
c, kaspaz 9'u aktive etmek icin APAF1 (APAF-1 - apoptoz proteaz aktive edici faktor-1)
ile etkilesime girerek, diger kaspazlarin aktive edilmesiyle apoptozomu olugturur. AlF,

DNA degredesyonuna neden olur [68].
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Bu proteinler, IAP'lere (apoptoz proteinlerinin inhibitorii) baglanan ve bunlari devre dist
birakan, dolayisiyla apoptozun ilerlemesine izin veren SMAC'leri (ikinci mitokondri
tiirevli kaspazlarin aktivatorii) igerir. Bir baska 6nemli protein, dis mitokondriyal zardan
MAC (Mitokondriyal Apoptoz-indiikleyen Kanal) adi verilen bir kanaldan salinan
sitokrom c'dir. Sitosolde, sitokrom ¢ Apaf-1 ve ATP ile baglanir, bu da apoptozom
olarak bilinen bir protein kompleksi olusturmak icin pro-kaspaz-9'a baglanir.
Apoptozomun olusumu, apoptozun nihai geri doniislimsiiz asamasidir, burada kaspaz-9
kaspaz-3'in uygulayicilarini aktive eder [68]. Cogu durumda, antikanser tedavileri
sonucunda yaygin 6liim etkisi bir sistein proteazi ailesi olan kaspazlarin aktivasyonu ile
sonuglanir. Kaspazlar, aktif olmayan proformlar olarak sentezlenir ve aktivasyon
lizerine aspartat kalintilarinin yanina ayrilirlar. Kaspazlarin birbirini ayni sekanslarda
boliinerek harekete gecirebilmesi gercegi, kaspaz aktivitesinin bir proteaz kaskadi
vasitasiyla amplifiye edilmesiyle sonucglanmaktadir. Kaspazlar, sitoplazmada veya
nukleusda, apoptotik hiicre 6liimiiniin morfolojik 6zelliklerinin ¢oguna yol agan ¢ok
sayida farkli  substrati  parcalamaktadir. Ornegin, poliniikleozomal ~DNA
fragmantasyonuna, DNA'y1 baglayan endoniikleaz CAD (kaspazla aktive olan DNaz
inhibitorii), ICAD"'!n (kaspazla aktive olan DNaz inhibitdrii) boliinmesi aracilik eder
[72]. Transgenik modelleri kullanan birgok ¢alisma apoptotik yolagin degisen
bilesenlerinin tiimor ilerlemesinin dinamiklerini ¢arpici sekilde etkileyebilecegini agikca
gostermektedir. Bu makinenin, etkisizlestirilmesinin timor gelisimi sirasinda kilit bir

faktor oldugu diistiniilmektedir.

Kanser hiicreleri, apoptozu bir¢ok yonden atlayabilir. En yaygin yontem, proapoptotik
diizenleyicilerin kaybina neden olan p53 tiimdr baskilayic1 genin mutasyonlarini igerir.
Tiim insan kanserlerinin yarisindan fazlasi (karsinomlarin %80'inden fazlas1), p53
proteininin inaktivasyonunu gosterir. p53 ayrica, strese cevap olarak hiicre dongiisiinde
ki 6nemli rolii nedeniyle “hiicrenin koruyucusu” olarak da bilinir. p53'iin asil roli bir
DNA hasar sensoriidiir ve DNA hasarina tepki olarak DNA onarim yollarin1 veya
apoptozu aktive eder. p53 proteininin herhangi bir fonksiyon kaybi, apoptozun

bozulmasina neden olur.
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2.2.4 Smrsiz Replikayon Potansiyeli

Kanser hiicrelerinde telomerlerin uzunlugu korunur. Telomer regiilasyonunun degismesi
smirsiz replikasyon potansiyeline neden olur. Telomerler, DNA'nin heksaniikleotit
sekanslaridir (6 baz ¢iftinin kisa tekrarlar1) ve lineer bir kromozomun her bir ucu, bu
tekrarlarin  binlerce kopyasmi igermektedir. Ornegin, insanlarda tekrar dizisi
TTAGGG'dir. Bu diziler protein kodlamamaktadir. Bununla birlikte, ugtaki fiizyonu
Onleyerek lineer kromozomlarin korunmasinda hayati bir rol oynarlar ve ayrica DNA'y1
niikleazlar tarafindan bozulmaya kars1 korurlar. Hiicre boliinmesi sirasinda DNA, hiicre
dongiisiiniin S faz1 swrasinda replike olmaktadir. Bununla birlikte, her DNA
replikasyonu turundan sonra, her kromozomun uglarindan telomerin kisa bir sekansi
(50-100 baz gifti) kaybolur. Bu kisalma, DNA sentezinden sorumlu olan enzimin, DNA
polimerazinin, DNA dizisinin  bir ucundaki (3'u¢lar) 50-100 baz ¢iftini
kopyalayamamasidir. Sonu¢ olarak, her DNA replikasyonu turu, bu dizilerin
bozulmasia ve daha kisa kromozomlara yol agar. Her kromozomun sinirli sayida bu
telomer tekrarlar1 oldugu igin, art arda replikasyon dongiileri, genetik degisikliklere ve
hiicre Oliimiine kadar telomerlerin siirekli asinmasina neden olur. Bu nedenle, her

normal hiicre, telomer uzunlugu ile belirlenen sinirli bir 6mre sahiptir [73].
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Kanser hiicreleri telomer uzunluklarini, DNA baz giftlerinde herhangi bir kayip
olmadan siirdiirmektedir. Kanser hiicrelerinin telomer uzunluklarini korumak igin
kullandiklar1 ana strateji telomeraz adi verilen bir enzimi aktive etmektir. Kanserlerin
hemen hemen %85-90'1inda aktif bir telomeraz vardir. Telomerazlar kodlama yapmayan
heksaniikleotit, telomerik DNA'nin uglarina tekrarlar, bdylece gerekli uzunluklar: kritik
esigin istiinde tutar ve sinirsiz ¢ogaltma kapasitesine izin verir. Kanser hiicrelerinin
aksine, aktif olarak normal hiicrelerin boliinmesi, son derece diisiik veya saptanamayan
bir telomeraz seviyesine sahiptir. Telomeraz bu hiicrelere in vitro enjekte edilirse,

sinirsiz bir sekilde boliinmeye devam eden hiicrelere donistiiriiliir [74].

2.2.5 Anjiyogenezi indiikleme

Embriyogenez sirasinda; vaskiiler yap1 gelisimi, yeni endotel hiicrelerinin olusumu ve
bunlarin mevcut damarlardan filizlenmelerini (anjiyogenez) igerir. Bu morfogenezin
ardindan normal damarlanma biiyiik 6l¢lide sessizlesir. Yetiskinlerde, yara iyilesmesi ve
kadin iireme dongiisii gibi fizyolojik siireglerin bir pargasi olarak, anjiyogenez gecici
olarak mevcuttur. Buna karsilik, tiimoriin ilerlemesi sirasinda, bir "anjiyojenik anahtar",
hemen hemen her zaman aktive olur ve siirekli hale gelebilir, bu da normal olarak sakin
damarlarin siirekli genisleyen neoplastik biiylimelerin siirdiiriilmesine yardimci olan
yeni damarlarin filizlenmesini saglar. Normal hiicreler oksijen ve besin saglamak i¢in
kan damarlarina bagimlidir. Kanser hiicreleri anjiyogenezi uyarir, yeni kan damarlarinin

olugmasi timor sagkalimi ve yayilmasi igin gereklidir [75].

Anjiyogenik uyaricilar ve engelleyiciler arasinda bulunan dengedeki degisim
anjiyogenik degisimi aktive eder. Anjiyojenik anahtarin, anjiyogenezi indiikleyen veya
baskilayan faktorlerin oldugu bir¢ok c¢aligmada belirtilmistir. Bu anjiyojenik
diizenleyicilerin bazilarmin vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan indiikleyici veya
inhibe edici hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanan proteinlerin oldugu gosterilmektedir.
Anjiyogenez indiikleyicileri ve inhibitorlerinin iyi bilinen prototipleri, vaskiiler endotel
biylime faktori-A (VEGF-A) ve trombospondin-1'dir (TSP-1). VEGF-A geni,
embriyonik ve postnatal gelisim sirasinda ve daha sonra endotel hiicrelerinin
homeostatik hayatta kalmasinin yan1 sira yetiskinlerde fizyolojik ve patolojik

durumlarda, yeni kan damari biiyiimesini diizenleyen ligandlar1 kodlar [76].
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2.2.6 Invazyon ve metastaz

Kanser hiicrelerinin viicudun diger yerlerine gitmesi kanserden Oliimlerin baglica
nedenidir. Kanserden dliimlerin %90’indan ise metastaz gelisimi sorumludur. Metastaz,
kanser hiicrelerinin kdken aldiklart bolgeden viicudun farkli doku ve organlarina
yayilmasidir. Bu durum; anjiojenez, invazyon, migrasyon-motilite ve proliferasyon gibi
birbirleriyle iliskili bir dizi kompleks olaylar zinciri ile gerceklesmektedir. Ilk olarak,
tiimor hiicreleri yeni damar olusumunu uyarirlar ve sonra komsu hiicrelerle olan
baglarin1 kopararak primer timor dokusundan ayrilirlar. Timor hiicreleri daha sonra
hiicre dis1 matrikse gecerek burada ilerlerler ve ¢evre dokulara ulasirlar ya da dolasim
sistemine gecip uzak dokulari iggal ederler. Bu sayede yasamlarini ve ¢ogalmalarini
stirdiirtiler. Metastazin 6nemli bir basamagi olan tiimor invazyonu kompleks ve dinamik
bir olaydir. Tiimor hiicre invazyonu, her bir asamasinda farkli molekiillerin gorev aldigi
cesitli alt basamaklardan olusur. ilk asama kanser hiicresinin primer tiimorden

ayrilmasidir. Bu basamak hiicre adezyon molekiillerinden E-Cadherin'le ilgilidir [38].

Rho GTPazlar, hiicre hiicre iskeleti organizasyonu, go¢, transkripsiyon ve
proliferasyonda rol oynayan kiigiik GTP baglayict protein ailesini temsil eder. Rho
GTPazlar, aktif olmayan, GDP'ye bagl bir formda veya aktif bir GTP'ye bagli bigimde
mevcut olan hassas molekiiler anahtarlar olarak calismaktadir. Bunlar esas olarak hiicre
iskeleti diizenlemeleri ve hiicre hareketliligi ile ilgilidir [77]. Aym zamanda hiicre
cogalmasi, transformasyonu ve farklilasmasi ile ilgili GTP hidrolitik aktivitesine
sahiptirler. GDP'nin GTP'ye degisimi ve bdylece Rho GTPaz’larin aktivasyonu, ¢ok
sayida biliyiime faktorii reseptoriiniin, integrinin, sitokin reseptoriiniin ve kaderinlerin
down regiilasyonu guanin niikleotid degisim faktorleri (GEF'ler) tarafindan katalize
edilir. Rho GTPaz’lar, farkli GEF'ler tarafindan aktive edilebildiklerinden, farkli hiicre

dis1 sinyallerden anahtar birlestiren molekiillerdir [78].
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Sekil 2.9 Tiimér ilerlemesinin farkli asamalarinda Rho proteinlerinin dahil edilmesi [79]

A) Normal epitel hiicre polaritesinin korunmasi. B) Iyi huylu timérler: Bir tiimor
baslatildiktan sonra Rho proteinleri, farklilagsma, biiylime ve hiicre polaritesi kaybin
uyararak tiimor gelisimine katkida bulunabilir. C) Lokal olarak invaziv tiimorler: Rho
proteinleri, hiicre hiicresi ve hiicre matrisi yapigmasini degistirerek timor gelisimine
katkida bulunabilir, Rho proteinleri, tiimdr hiicrelerinin invaziv olmasina izin verir. D)
Uzak bolgeye metastaz: Tiimor hiicrelerinin endotel hiicre katmanlarini gegmesi igin
Rho ve ROCK gerekir. RhoC, anjiyogenik faktorlerin ekspresyonunu tesvik ederek,

tiimoriin vaskiilerizasyonunda bir artisa yol acar [79].
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2.2.7 Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi

Aerobik kosullarda, normal hiicreler glikozu islemden gegirir, dnce sitozolde glikoliz
yoluyla piruvata dondstiirilir ve mitokondride karbondioksite kadar indirgenir.
Anaerobik kosullar altinda glikoliz tercih edilir ve nispeten az miktarda piruvat oksijen
tiikketen mitokondriya gonderilir. Oksijen varliginda bile, kanser hiicreleri, enerji
metabolizmasini biiyiik Ol¢lide sinirlandirarak, glikoz metabolizmasini ve dolayisiyla

enerji liretimini yeniden programlayabilirler [53].

2.2.8 Immun sistemden kagma

Bircok kanserde, malign ilerlemeye, etkili bir antitimor tepkisi ve timor
eliminasyonuna miidahale eden derin immiin baskilanmasi eslik eder. ilk olarak,
bagisiklik gdzetiminden kagmanin c¢ogu, tiimor hiicrelerinde meydana gelen
degisikliklere (tiimor antijenlerinin kaybi, insan ldkosit antijen molekiillerinin kayb1
vb.) oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte, bastirmanin, tiimdrlerin normal immiin
diizenlemeyi kendi avantajlarina gevirme kabiliyetinden geldigi agik¢a anlasilmistir.
Tiimoér mikro ortami, tiimor antijenine 6zgli yardimci ve sitotoksik T hiicrelerinin
genislemesini 6nleyebilir, bunun yerine proinflamatuar sitokinlerin ve diger faktorlerin
tretimini  tesvik ederek bagisiklik sistemini inhibe eden bastirict  hiicre
popiilasyonlarinin birikmesine neden olabilir. Son 30 yilda immiino onkoloji alanindaki
biiyiilk kavramsal ve teknik gelismeler kanser tedavisi ig¢in yeni immiinoterapdtik
yaklasimlar gelistirme bilgi ve tekniklerini saglamigtir. Bunlar, timor mikro
ortamindaki inhibe edici yolaklar1 ve inhibe edici hiicreleri bloke ederek timor
immiinitesini artiran metotlar1 igerir (6rn., Sitotoksik T lenfosit ile iligkili antijen-4,
programlanmig olim 1 veya ligand programli oliim ligand 1 veya diisiik doz
kemoterapisine karsi antikorlar). Organizma, timor hiicrelerini olduk¢a anormal
hiicreler olarak algilar ve immiin yanitlar1 ve eliminasyonu aktive eder. Timor
hiicreleri, immiin hiicrelerin taninmasini ve imha edilmesini 6nlemek i¢in inanilmaz bir
mekanizma gelistirmistir. Ttiimorlerde iyi bilinen bir immiin kaginma mekanizmasi olan
olagandist HLA molekiillerinin tiimor hiicrelerinin yiizeylerinde ki ifadesidir (6rnegin
immiino-uyumlu hiicreleri inhibe eden HLA-G). HLA-G normal dokularda eksprese

edilmez ve gesitli timor tiplerinde yiiksek oranda eksprese edilir [80].
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2.3  Epidemiyolojisi

Glinitimiizde bulasict olmayan hastaliklar kiiresel oliimlerin bir¢gogundan sorumludur.
21. ylizyilda kanser, diinyanin her iilkesinde yasam beklentisini artiran en 6nemli engel
ve Olimiin O6nde gelen nedeni olarak yer almasi beklenmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii'niin (WHO) 2015'teki tahminlerine gore, kanser 172 iilkenin 91'inde, 70
yasindan Once Oliimlerin Onde gelen nedenidir ve 22 iilkede iiclincli sirada yer

almaktadir [81].
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Sekil 2. 10 Kiiresel Harita 2015 Y1l1 70'in Altinda Oliim Nedeni Olarak Kanser
[81]
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2.4 insidansi

Diinya capinda 20 kanser tiirii ile ilgili cografi etkenlere bagli olarak Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan incelenen kanserin, insidansi ve mortalitesi
hakkindaki veriler tizerine GLOBOCAN 2018 raporu hazirlanmistir. 2018'de 18.1
milyon yeni kanser vakasi ve 9.6 milyon kanser 6liimii (melanom dis1 cilt kanseri harig
9.5 milyon) olacagi tahmin edilmektektedir. Her iki cinsiyette de akciger kanseri en sik
goriilen kanserdir (%11,6). Toplam vakalarin ve kanser 6limiiniin énde gelen nedeni,
kadin meme kanseri (%11.6), prostat kanseri (%7.1) ve kolorektal kanser (%6,1);
insidans ve mortalite igin kolorektal kanser (%9.2), mide kanseri (%8.2) ve karaciger
kanseri (%8.2) takip etmektedir. Akciger kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser ve
kanser Olimiiniin 6nde gelen nedenidir, bunu takiben prostat, kolorektal kanseri,
karaciger ve mide kanseri (mortalite igin) takip etmektedir. Kadinlarda, ise meme
kanseri en sik rastlanan kanser olup, kanser Olimiiniin 6nde gelen nedenidir, bunu
kolorektal ve akciger kanseri (insidans) takip etmektedir. Serviks kanseri hem insidans
hem de mortalite ig¢in dordiincii sirada yer almaktadir. En sik teshis edilen kanser ve
kanser oliimiiniin 6nde gelen nedeni, ekonomik gelisme derecesine, sosyal ve yasam
sekli faktorlerine bagl olarak, iilkeler arasinda ve her iilkede biiyiik 6l¢iide degisiklik
gostermektedir [81, 82].

Kanser insidansi ve mortalitesi diinya capinda hizla artis gostermektedir. Diinya
genelinde hizli niifus artis1 ve yaslanma ile kanserin onde gelen 6liim nedeni olarak,
birgok tlilkede One ¢ikmasi kansere gore; inme ve koroner kalp hastaliginin mortalite

oranlarinda belirgin diisiislerini kismen yansitmaktadir [81].
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Sekil. 2.11 Grafik Tablolar1 2018'de (A) Her Iki Cinsiyet, (B) Erkek ve (C) Kadin
igin en sik goriilen 10 kanser i¢in vaka ve 6liim dagilimlarin1 gostermektedir [81]
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2.5 Meme Kanseri

Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde meme kanseri en sik goriilen kanserdir.
Asya ve Bati tilkelerinde en sik goriilen kanser tiirii ve ikinci en yaygin kanser 6lim
nedenidir [83]. Genellikle bir hastalik olarak adlandirilir, ancak bir¢ok meme kanseri
tiric vardir. Meme kanserleri, invaziv olmayan (in situ Kkarsinomlar) ve invaziv
(infiltrasyon) olmak tiizere 2 ana tipe ayrilabilir [84]. Birinci tip, hem duktal hem de
lobiiler epitelde ortaya cikabilir, ancak altta yatan bazal membrana etki etmeden
gelismektedir. Ikinci tip kanallarda veya lobiillerde baslayabilir, ancak daha sonra gevre
gogiis dokusuna yayilmaktadir. Diinya c¢apinda, 2018'de teshis edilen kadin meme
kanseri vakalar1 yaklagik 2.1 milyon olarak tahmin edilmektedir ve bu oran kadinlarda
4’te l'inde kanser vakasinin ger¢eklesecegi 6n goriilmektedir. Hastalik, iilkelerin biiyiik
bir ¢ogunlugunda en sik teshis edilen kanserdir ve ayni1 zamanda 100'den fazla iilkede
kanser Olimiiniin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Bazi istisna iilkeler mevcuttur;
Avustralya / Yeni Zelanda, Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika (akciger kanserinden once
gelir) ve Sahra alti Afrika'daki bir¢ok Tllke (yiiksek rahim agzi kanseri oranlari
nedeniyle). Meme kanseri insidans oranlar1 Avustralya / Yeni Zelanda, Kuzey Avrupa
(6rnegin, Ingiltere, Isvec, Finlandiya ve Danimarka), Bat1 Avrupa (Belgika [en yiiksek
kiiresel oranlara sahip], Hollanda ve Fransa), Giiney Avrupa'da en yiiksektir (italya) ve
Kuzey Amerika. Mortalite agisindan, meme kanseri oranlari daha az degiskenlik

gostermektedir; bu oran Fiji'nin diinya ¢apinda en yiiksek 6liim oranlarina sahip oldugu

Melanezya'da tahmin edilen en yiiksek 6liim oranina sahiptir [81].

Avustralya/ Yeni zelanda
Bati Avrupa

Kuzey Avrupa

Kuzey Amerika

Guney Avrupa

Mikronezya/Polinezya
Guney Amerika

Dogu Avrupa
Karayip
Melanezya
Kuzey Afrika
Guney Afrika
Bati Asya
Dogu Asya
Merkezi Amerika
Guneydogu Asya
Bati Afrika
Dogu Afrika

Orta Afrika

Guney Merkezi Asya

120 80 40 0

T T T
40 80 120
100.000 kadin icin yas standardize (W) orami

Sekil 2.12 2018'de kadin meme kanserleri i¢in bolgeye 6zgili goriilme ve mortalite yas-
standartlagtirilmig oranlarin gubuk grafigi [81]
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2.6 A549

A549 akciger kanseri hiicre hatt1 58 yasindaki Kaftkas kdkenli bir erkegin akciger epitel
hiicrelerinden kiiltiire edilmistir. Adenokarsinomik alveolar bazal epitel hiicreleri
normal bir akcigerdeki hiicre tipi; yassidir, suyun, elektrolitlerin ve diger maddelerin
alveollerin  yiizeyi boyunca yayilmasi gorevini gergeklestirir. p53 hotspot
mutasyonlarini igeren bir hiicre hatti1 oldugu i¢in kiic¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri

caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sekil 2.13 A549 akciger kanseri hiicre hatt1 mikroskop goriintiisii [85]

Insan akciger kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve kiigiik hiicreli akciger
kanseri olarak siniflandirilan insan tlimorleri arasinda yiiksek derecede invaziv ve en
kotii huylu olandir. Kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri, akciger kanserlerinin
yaklagik %85'ini olusturur ve mevcut terapotik strateji, radyasyon ve/veya kemo-
tedaviyle birlikte cerrahiyi igerir. Radyasyon direnci, akciger kanseri radyoterapisinin
ciddi sonucudur ve radyo-terapdtik etki igin kritik bir engel teskil eder. Bu nedenle,
radyasyon direncinden nasil kaginilacagi ve tedavi etkinligini nasil arttiracagi biiyiik bir
zorluktur. Tyonize radyasyon DNA hasarini baslatir ve hiicresel genomik kararsizliga ve
genetik bilgi birikimine yol acan hiicre siklusu ilerlemesini durdurur. Li ve
arkadaslarinin 2016°da yaptig1 calismada A549 akciger kanseri hiicre hattin1 kullanarak;
DNA hasar stresine cevap olarak, ataksi telanjiektazi mutasyona ugramis kinaz (ATM)
ve Rad3 ile iliskili protein (ATR) aktive edilip AT ve ATR, hiicre dongiisii ve siklin

bagimli kinazlar (Cdks) aktive ederek hiicre boliinmesi kontroliinde yer aldiklarini

30



belirlemiglerdir. Hiicre boliinmesinde, CHMP4C tarafindan diizenlenen ¢ok onemli bir
sitokinetik abscission kontrol noktasinin bulundugunu, bu durumun DNA hasarinin
birikmesini onledigini tespit etmislerdir. CHMP4C abscission zamanlamasini Aurora

B'nin fosforillenmesi ile kontrol edilmektedir.

Radyasyona bagli Aurora B ekspresyonu, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicrelerinde CHMP4C fosforilasyonunu arttirarak, hiicre dongiisii kontrol noktasi ve

hiicresel canliligin yani1 sira apoptoza direng sagladigini belirtmislerdir [86].

iyonize Radyasyon
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CDKJ/
Cyclml
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Hiicre Dongiisi

Otofajl ve
Endozom fonksiyonu

Abission Konrol noktas:

Hiicre canlihg: ve
Proliferasyonu

Sekil 2.14 CHMP4C sinyallemesinin strese karsi cevabi [87]

CHMPAC, abscission zamanlama kontrol noktasini ve hiicre dongiisii ilerlemesini
diizenlemek, hiicrenin hayatta kalmasini ve hiicre canliligini arttirmak ve apoptoza
(Mavi oklar) kars1 koymak i¢in Aurora B tarafindan fosforile edilir. Ataksi telanjiektazi

mutasyonlu kinaz (ATM), mitozda Aurora B'ye bagli sekilde aktive edilir (Yesil oklar).

31



pS3, otofajiyi ve endozom iiretimini (Kirmizi oklar) gelistirmek i¢cin CHMP4C'yi
transkripsiyonel olarak diizenler. p21, p53'in hedef genidir ve G1 ila S kontrol
noktasinda islev goriir (Yesil oklar) [87].

2.7 HepG2

HepG2, bir hepatoseliiler karsinomasi olan 15 yasinda bir Kafkas erkeginin karaciger
dokusundan tiiretilmis insan karaciger karsinomu hiicrelerinden olusan bir hiicre
hattidir. Hepatoseliiler karsinom, diinya ¢apinda en yaygin besinci kanserdir. HepG2
hiicrelerinin morfolojisi epiteldir. HepG2 hiicreleri biiylik dl¢iide basariyla biiyiitiilebilir
ve transferrin, fibrinojen, plazminojen ve albiimin gibi birgok plazma proteinini salgilar.
Insan biiyiime hormonu ile uyarilabilirler. HepG2 hiicreleri, tek tabaka halinde ve kiigiik

topaklarda biiyiliyen, yapisik, epitel benzeri hiicrelerdir.

Sekil 2.15 HepG2 karaciger kanseri hiicrelerinin mikroskop goriintiisii [88]
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28 C6

N-nitrosometiliire enjeksiyonlar: ile indiiklenen sigan glial tiimdrleri kiiltiire alinarak
cogaltilmas1 gerceklesmistir. Elde edilen birka¢ hiicre susu arasinda bir klon,
omurgalilarda beyne 6zgii olan S-100 proteinini igermektedir. Sabit faz kiiltiirleri, tissel
olarak biiyiiyen hiicrelere gore hiicre basina yaklasik on kat daha fazla S-100 proteini
igerir. Yenidogan farelere enjekte edildiginde, S-100 iireten hiicreler, S-100 proteini

iceren bir glial timor olarak biyiitiilmektedir [89].
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Sekil 2.16 C6 glioma kanser hiicrelerinin mikroskop goriintiisii [90]

2.9 Curcuma longa Linn

Curcuma longa Linn, Zingiberaceae ailesinin bir iiyesi olup Hindistan, Gilineydogu
Asya ve Ozellikle tropikal iilkelerde dogal olarak yetisir. Curcuma longa Linn ve
Curcuma cinsinin diger bazi tirleri; Hindistan, Endonezya, Hint Halk Cumbhuriyeti,
Asya iilkeleri, Hawaii, bazi1 Pasifik Adalar1 da dahil olmak {izere Giliney Asya

ormanlarinda yabani olarak yetismektedir.

33



Curcuma longa Linn, kisa boylu, uzunlugu yaklasik 100 cm yiikseklige ulasan uzun
omiirlii bir bitkidir. Kavisli yapraklar1 ve dikdortgen, oval veya silindirik rizomlara
sahip bir bitkidir [17]. Curcuma longa Linn eski tibbi metinlerde ve geleneksel Cin
tibbinda cesitli insan hastaliklarinin 6nlenmesi ve iyilestirilmesi i¢in faydali oldugu

belirtilmektedir [11].

Sekil. 2.17 Curcuma longa Linn bitkisi [91]

Curcuma longa Linn {izerine yapilan ¢alismalar 19.yy itibariyle baslamistir ve
calismalar sonucunda Curcuma longa Linn’ den elde edilen “Curcumin” bileseninin
antiimflamatuar [12], antioksidan [13], tiimérigenez inhibisyonu [14], proapoptotik ve
antianjiyojenik [15] gibi birgok &zellikleri belirlenmistir [16]. Curcumin ilk kez 1815'de
Vogel ve Pelletier tarafindan saf olmayan bi¢imde ekstrakte edilmistir, 1870'de Daube
tarafindan saf ve kristal forma getirilerek [17], Roughley ve Whitting tarafindan da
1973'te kimyasal yapis1 belirlenmistir.
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Curcumin’in ilk farmakolojik incelemesi 1815°de Vogel ve Pelletier tarafindan
yayimlanmistir. Insan hastaliklarinda curcumin kullanimma atifta bulunan ilk makale
1937'de Oppenheimer tarafindan yayinlanarak safra yollar1 hastaliklarinda curcumin
etkisini arastirmiglardir [18]. Curcumin, eski Asya tibbinda kullanilan bir hidrofobik
fenol olup Curcuma longa Linn’den kdklerinden izole edilmektedir [19]. Curcumin;
antioksidan, antikanser aktiviteleri gibi cesitli terapotik Ozellikleri nedeniyle onemli
Ol¢iide dikkat ¢ekmektedir [16]. Giiniimiizde antikanser 6zellikteki bitkinin ekstratlarini
kanser hiicre hatlarina uygulayarak hiicreyi apoptoza gotiiren c¢esitli hiicre sinyal
mekanizmalar1 {izerine etkileri incelenmektedir [20]. Curcuma longa Linn’den izole
edilen curcumin bileseninin proapoptotik genler, 6zellikle de p53 tizerindeki etkileri
incelenmistir [17]. Yaklasik 6850 yayin ile onlarca yildir curcumin hakkinda kapsamli
arastirma, tibbi ve saglik faydalari konusunda daha fazla bilgi saglamistir
(antiinflamatuar, kardiyoprotektif, trombosupresif, antiartritik, kemopreventif ve
antikanserojen Ozellikleri). Curcumin'in ayrica hiicresel molekiiler hedefleri modiile
ettigi gosterilmistir. Curcuma mangga, Curcuma zedoaria, Costus speciosus, Curcuma
xanthorriza, Curcuma aromatica, Curcuma phaeocaulis, Etlingera elatior ve Zingiber
cassumunar gibi cesitli Curcumin ve analoglarinin alternatif kaynakli kaynaklari
bildirilmistir [92].
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Curcuma

4 Curcuma longa
aromalica

Curcuma Costus speciosus Etlingera elatior Zingiber
xanthorrhiza cassumunar
CHy0 0CH;
HoDcu=cn-co-cu=<':-cu=cn@ou
OH

Sekil 2.18 Curcumin’in kimyasal yapisit ve biyolojik kaynaklar1 [92]
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Tipik olarak gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi ile tanimlanan farkli Curcuma
tiirlerinin ugucu bilesenleri asagidaki sekilde Ozetlenmistir. Genel olarak, Curcuma
tiirleri ¢cok ¢esitli ugucu seskiterpenleri, monoterpenleri ve diger aromatik bilesikleri
iiretir. Ana ugucu bilesenlerin kimyasal yapilar1 asagidaki sekilde sunulmaktadir.
Curcuma esansiyel yaglariin bilesiminde muazzam bir degisiklik vardir. Petrol
kimyasal profilindeki farkliliklar genotip, ¢esitlilik, farkli cografya, iklim, mevsim,
yetistirme uygulamalari, glibre uygulamasi, biiyiime veya olgunlasma sirasindaki stres,
hasat zamani, olgunlasma asamasi, depolama, ekstraksiyon ve analiz yontemlerinden
kaynaklantyor olabilmektedir. Bununla birlikte, varyasyonun bir kismi, bitki tiirlerinin

veya bazi bilesenlerin yanlis tanimlanmasindan kaynaklanabilir [93].

AT A0 4T 0L T
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7 © 7z
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CHO
8,9-Dehydro-9-f 1-
cycleoizolf)igif;:;z B-Caryophyllene (E)-B-Farnesene B-Elemenone B-Elemene
I
— Q@( o |
\ O | |
O
B-Pinene Camphor 1,8-Cineole Piperitenone B-Myrcene

Sekil 2.19 Curcuma tiirlerinin ucucu yaglarindaki kilit ugucu bilesenlerin kimyasal
yapilari [93]
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Antikanser aktivitesine sahip olan curcuminoidler esas olarak curcumin, artomeron, o.-
turmeron ve B-turmeron dahil olmak {izere demettoksisiirkiimin, bisdemetoksikiirkiimin
ve bisabolan seskiterpenoidler olarak ifade edilmektedir. Ozellikle curcumin, kolorektal
ve pankreas kanserinin tedavisi i¢in halen faz II klinik ¢alismalarinda olan yeni bir
ajandir. Zerdecaldan toplam 27 curcuminoid ve 38 seskiterpenoid izole edilmistir ve bir
kism1 curcuminden daha giiclii sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir [91].
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HO OH OH OH

4: Cyclocurcumin \ic()()\lu
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Sekil 2.20 Curcumin ve diger dogal analoglart [91]

Curcumin; antioksidan, antiinflamatuar, antikanser aktiviteleri gibi gesitli terapdtik
ozellikleri nedeniyle 6nemli Ol¢iide dikkat ¢ekmektedir [16]. Gilinlimiizde antikanser
ozellikteki bitkinin ekstratlarin1 kanser hiicre hatlarina uygulayarak hiicreyi apoptoza
gotiiren ¢esitli hiicre sinyal mekanizmalar1 tizerine etkileri incelenmektedir [20].
Curcuma longa Linn’den izole edilen curcumin bileseninin proapoptotik genler,
ozellikle de p53 tizerindeki etkileri incelenmistir [17]. Curcumin, belirgin kimyasal
Ozelliklerine dayanarak, kanser baslangici ve ilerlemesinde aktif rol alan ve kanser
ilerlemesini engelleyen ¢ok sayida hiicre dis1 ve hiicre i¢i molekiil ile etkilesime girer
[21]. Bu ozellikler arasinda, apoptoz, timdr proliferasyonu ve metastazlarda yer alan
cesitli biyolojik yollarla kanser iizerindeki Onleyici etkisi 6nemli diizeyde
arastirilmaktadir [14]. Ornegin, Yang ve arkadaslari, Curcumin’in reaktif oksijen tiirleri
(ROS) sinyal yoluyla kiigiik hiicreli akciger kanserinin apoptozunu indiikledigini ortaya
koymustur [22]. Yapilan bir c¢alismada; curcumin, kseno-transplant hayvan

modellerinde, insan tiimorlerinin biiylimesi, curcumin tarafindan tek basina inhibe
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edildigi belirtilmistir [23]. Banerjee ve arkadaslari, curcuminin hiicre dongiisiinii G2/M
fazinda durdurdugunu ve apoptozu indiikledigini, mikrotiibiil organizasyonunu inhibe
ederek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve meme kanseri hiicrelerinde mitotik
kontrol noktasini aktive ettigini bildirmistir [24]. Curcuminin bir tiir meme kanseri
hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin G1 fazinda hiicre birikmesine neden oldugunu ve
MAPK yolaginin uyarilmast yoluyla EZH2'nin curcumin kaynakli gen ifadesinin
azaldig1 belirtilmistir [25].

2.10 Zingiber officinale Roscoe

Zingiber officinale Roscoe, Zingiberaceae ailesine ait bir bitkidir. Glineydogu Asya'da
ortaya ¢ikmis ve daha sonra birgok lilkede gidaya lezzet katmak i¢in bir baharat ve ¢esni
olarak kullamilmustir. Zingiber officinale Roscoe, ¢esitli hastaliklar igin bitkisel ilag
olarak yaygin kullanilan bir baharat ve gida olarak da tiiketilebilen bir bitkidir. Diinya
genelinde gidalar ve igeceklerde baharat olarak kullanilan Zingiber officinale Roscoe
genellikle dispepsi, kolit, mide bulantisi, kusma, gastrit ve diyare gibi sindirim sistemi

icin bir tedavi edici olarak tibbi 6zellikleri ile bilinir [27, 28].

Sekil 2. 21 Zingiber officinale Roscoe bitkisi [91]
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Zingiberaceae ailesinin bir iiyesi olan Zingiber officinale Roscoe, 6zellikle Asya
tilkelerinin ¢ogunda kiiresel olarak kullanilan popiiler bir baharattir [94]. Zencefilin
kimyasal analizi, 400'den fazla farkli bilesik i¢erdigini gosterir. Zencefil rizomlarindaki
ana bilesenler karbonhidratlar (%50-70), lipitler (%3-8), terpenler ve fenolik
bilesiklerdir [95]. Zingiber officinale Roscoe bitkisi; paradollar, shogaollar ve
gingerolar gibi ¢esitli biyoaktif fenoliklerin 6nemli bir kaynagidir [29]. Zencefilin
terpen bilesenleri arasinda zingiberen, B-bisabolen, a-farnesen, ses-sesquiphellandrene
ve a-curcumen bulunurken fenolik bilesikler arasinda gingerol, paradoller ve shogaol
bulunur [96]. Bu gingeroller (%23-25) ve shogaol (%18-25) digerlerinden daha fazla
miktarda bulunur. Bunlarin yani sira amino asitler, ham lif, protein, fitosteroller,
vitaminler (6rnegin nikotinik asit ve A vitamini) ve mineraller de mevcuttur. Zencefil
rizomunda bildirilen diger gingerol veya shogaol ile ilgili bilesikler (%1-10), 6-paradol,
1-dehidrogingerdion, 6-zencefil ve 10-zencefil, 4-zencefil, 6-zencefil, 8-gingerdiol ve
10-gingerdiol ve diarilheptanoidler . Zencefilin karakteristik kokusu ve tadi, shogaoller

ve gingeroller gibi ugucu yaglarin bir karisimindan kaynaklanir [97].
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Sekil 2.22 Zingiber officinale Roscoe bitkisinin bilesenleri [98]

Zingiber officinale Roscoe bitkisinin; antiinflamatuar [30], antioksidan [31], antikanser
[32], antianjiyogenezis [33] aktiviteler gosterdigi bilinmektedir ve bu da kemopreventif
bir ajan oldugunu gostermektedir [34, 35]. Zingiber officinale Roscoe, uzun zamandan
beri geleneksel tipta, iltihapli hastaliklar dahil olmak iizere bazi hastaliklarin tedavisi
i¢in kullanilmaktadir. Anti-oksidan, anti-kanser, anti-enflamatuar, anti-anjiyojenez ve
anti-aterosklerotik 6zelliklere sahip olan gingerol, paradol ve shogoal gibi aktif fenolik
bilesikler igerir [34]. Ayrica IL-8, VEGF21 ve yumurtalik kanseri hiicreleri de dahil
olmak {izere hiicresel proliferasyon ve anjiyogenezde yer alan NF-xB tarafindan
diizenlenen gen iriinlerinin ifadesinin azalttigida gosterilmistir. TNF-a pro-enflamatuar

sitokinlerden biridir ve NFxB'min major bir indiikleyicisidir. TNF-a, ¢esitli deneysel
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karsinojenez modellerinde tiimor teshisinde yer almistir. iki asamali bir fare derisi
karsinogenez modelinde papillomun goriilme siklig1r ve ¢cogullugunun, TNF- a'y1 asiri
eksprese eden farelere kiyasla TNF-a -/- hayvanlarda azaldigi bulunmustur. TNF-a,
interlokinler, COX-2 ve diger kemokinler de transkripsiyon faktorii NFkB ile
diizenlenebilir. Her ne kadar bu faktoér cogu hiicrede inaktif bir durumda ifade edilse de,
kanser hiicreleri, cesitli enflamatuar uyaricilar ve kanserojenler tarafindan indiiklenen
aktif bir NFkB formunu ifade etmislerdir. Bir¢ok ¢alisma NF«kB sinyal yolunu ve bunun
diizenlenmesini inflamatuar yanitla iliskilendirmistir. Dolayisiyla, NFB sinyallesme
yolunu inhibe etmek, zencefil gibi kemopreventif ajanlarin kullanimi ile birlikte

terapdtik bir strateji olabilmektedir [99].

O OH O
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HOQCH, 6-Gingero HOOCH, 6-Shogaol
@)
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Sekil 2.23 Zencefil, zencefil koksap1 ve ana aktif bilesenleri: 6-gingerol, 6-shogaol ve
6-paradol [100]

Antik caglardan beri Zingiber officinale Roscoe'nun yaygin olarak zencefil
(Zingiberaceae familyasi) olarak bilinen bitkinin kokleri, farkli toplumlarda baharat
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ek olarak zencefil; ¢esitli soguk alginligi, ates,
sindirime yardimct olmak, mide rahatsizligi, ishal, mide bulantisi, romatizma
rahatsizliklari, gastrointestinal komplikasyonlar ve bas donmesini tedavi etmek igin

cesitli kiiltiirlerde uzun bir tibbi kullanim ge¢misine sahiptir.
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Klinik 6ncesi caligmalar, zencefilin kemopreventif ve antineoplastik 6zelliklere sahip
oldugunu da gostermistir. Ayrica, y-radyasyon ve doksorubisin ve sisplatinin yan
etkilerini iyilestirmede etkili oldugu bildirilmistir; antikanser ilaglarin P-glikoprotein ile
akisin1 engellemek ve bazi neoplastik hiicrelerde in vitro ve in vivo kemosensitize edici

etkilere sahip oldugu bildirilmistir [101].

Kurutulmus Zingiber officinale Roscoe bitkisinde bulunan 6-shogaol ve 6-gingerol
bilesenleri lizerine birgok c¢alisma yapilmaktadir. Mide kanseri hiicreleri ile yapilan
caligmada 6-gingerol ve 6-shogaol bilesenlerinin mide kanseri hiicrelerinde hiicre
canliligint azalttigi gozlenmistir, ayrica 6-shogaol bileseninin mitotik arreste neden
oldugu ve mide kanseri hiicrelerinde caspaz-3/7 yolagim aktive ettigi belirlenmistir
[36]. 6-shogaol tarafindan indiiklenen epitelyal yumurtalik kanseri hiicrelerinde NF-xB
aktivasyonunun inhibe edildigi ve hiicresel proliferasyon ve anjiyojenezde rol alan NF-
kB aracili gen {irlinlerinin ifadesinde azalma oldugu gosterilmistir. Bu faktdrlerin
yumurtalik kanserlerinde tiimor hiicresi ¢ogalmasi, anjiyogenezis ve apoptotik yaniti

etkiledigi de gosterilmistir [37].

2.11 Roskovitin

Roskovitin; CY-202, Seliciclib olarak adlandirilan bir sikline bagl kinazdir (CDK). Bu
ilag katalitik ATP baglanma yeri i¢in rekabet etmektedir. Roscovitin, kimyasal 6zelligi
acisindan halka yapisini tasiyan; ATP, siklik AMP, NAD, FAD, adenin ve guanin gibi

biyolojik olarak 6nemli molekiilleri igeren piirin ailesine aittir.

Roskovitin; CDK'larin ATP-baglanma bdlgesine baglanmak icin ATP ile rekabet
ederek, CDK katalitik alaninin ATP-baglanma bdlgesini diizenleyen amino asitlerle
etkilesime girerek hareket eder. CDK1, CDK2, CDKS5 ve CDK7'yi inhibe eden genis
kapsamli bir purin inhibitoriidiir, ancak CDK4 ve CDKG6 i¢in zayif bir inhibitordiir.
Roscovitin; hiicre dongiisii, kanser, apoptoz ve norobiyoloji ¢alismalarinda biyolojik bir

molekiil olarak yaygin olarak kullanilmaktadir [102].
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Nl'lk

HO
Sekil 2.24 Roskovitin’in kimyasal yapist [102]

Noaman ve meslektaglart 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada; roscovitinin (sikline
bagimli kinaz inhibitorii) karsinoma hiicre hatlarindaki radyo-duyarlilastirict etkisini
karaciger karsinoma hiicre hatt1 (HepG2), beyin karsinom hiicre hatt1 (U251), akciger
karsinom hiicre hatt1 (H460) degerlendirmek i¢in {i¢ farkli hiicre hatti kullanilmistir.
Yapilan calismada kanser hiicre hatlar1 0.1 pM ila 100 uM arasinda degisen farkli
konsantrasyonlarda roscovitine ile muamele edilmistir. Her deneye gore 0.5 Gy ile 20

Gy arasinda degisen radyasyon dozlar1 kullanilmigtir.

MTT testi ile hiicre canliligi, flow sitometrisi ile hiicre dongiisii analizi ve difenilamin
ile DNA fragmantasyon onarim mekanizmasi, roscovitinin radyasyona baglh duyarlilik
testini arastirmak i¢in bu yontemleri kullanmislardir. Roscovitin'in, kanser hiicrelerinde
iyonlastirict radyasyon (IR) tepkisini degistirmek i¢in radyosensitizer olarak iyi bir aday
oldugu, siklin bagimli kinaz inhibitor islevinin yanisira, roscovitinin IR kaynakli DNA
hasarlarin1  arttirmak icin  DNA  ¢ift sarmalinda kirilmalar {iretebilecegini
gozlemlemislerdir. MTT testiyle HepG2 karaciger karsinomu hiicre hattinda
roscovitinin 1Cso degerini 10 uM olarak saptamislardir [103].
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2.12 Ucucu Yaglar

Antik caglardan beri, tibbi bitkilerden elde edilen bazi ugucu yaglarin antibakteriyel,
antifungal ve antioksidan Ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir [104]. Bitkisel ugucu
yaglar genellikle odunsu olmayan aromatik bitkilerden damitma yontemleri
kullanilarak, oOzellikle buhar veya hidrodistilasyon ile izole edilmektedir. Ucgucu
yaglarin, bilesenleri temel olarak terpenik hidrokarbonlarin, 6zellikle monoterpenler ve
seskiterpenler, aldehitler, ketonlar, epoksitler, alkoller, esterler gibi oksijenli tiirevlerin
kompleks bir karigimi olan sekonder metabolitlerdir. Sekonder metabolitler diisiik yan
etki ve disiik toksisite gostermektedirler [105]. Bitkiler, binlerce yildir insan sagliginin
korunmasinda, insan hayatinin kalitesinin yiikseltilmesinde 6nemli bir rol oynamistir ve
insanlara baharat, i¢ecek, kozmetik, boyalar ve ilaglarin degerli bilesenleri olarak
hizmet etmektedirler [6]. Aromatik bitkiler, yeni ilaglar gelistirmek i¢in ¢ok degerli bir
kaynaktir. Bitki esansiyel yagi, bilesenleri ve ikinci metaboliti, halk hekimliginde bircok
uygulamaya sahiptir. Ornegin, antioksidan, antienflamatuar, antibakteriyel ve antikanser
aktiviteleri gibi ¢esitli 6zelliklerine bagli olarak aromaterapi amaciyla giderek artan bir
sekilde kullanilmaktadir [111]. Fitokimyasallar, bitkilerde sekonder metabolitler olarak
bulunan maddelerdir. Insan hastaliklari, diinyadaki en yaygin gériilen kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser olmak iizere diyet bitkileri ve baharatlardan elde edilen

fitokimyasallarin kullaniminda 6nemli 6l¢iide bilimsel bir ilgi vardir [91].

Ucgucu yaglarin biyolojik aktivitesi, ana bilesenlerinin kimyasal bilesimi ile ilgilidir.
Monoterpenler en ¢ok bulunan bilesenlerdir ve ucgucu yaglarin antitimor aktivitesi
genellikle terpenoidlerin varligir ile iligkilendirilmistir. Ugucu yaglar cogunlukla
hidrofobik kimyasallardan olusan koku verici maddelerin karigimlaridir. Ugucu yaglarin
bilesimlerinde biiyiik farkliliklar gostermektedir. Ayni tiirdeki bitkilerden elde edilen
ugucu yaglarin bilesimi farkli cografi bolgelerde farkliliklar gosterir. Ugucu yaglarin
igerigi bitkinin farkli mevsimlerde toplanmasi ile de degisiklik arz etmektedir [106,

107].

2017 yilinda yapilan bir ¢aligmada fitokimyasal yoniinden zengin olan 6nemli tibbi
bitkilerden biri olan Zingiber officinale Roscoe bitkisinden hidrodistilasyon yontemiyle
ucucu yag elde edilerek meme kanseri hiicre hattinda olan MCF-7 iizerinde apoptoz
indiiksiyonunun inhibe edilmesi amaglanmistir. Bu amagla, hiicreler 72 saat 0, 20, 60 ve

100 pg/ml ugucu yag ile terapi edilmistir. Hiicre canlilig1 ve hiicre proliferasyonu, tripan
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mavisi ve MTT analizleri kullanilarak incelenmistir. Sonuglar, insan meme kanseri
hiicre hattinda MCF-7, cesitli ugucu yag konsantrasyonlar: ile tedaviye duyarl

oldugunu ortaya koymaktadir [108].

Santos ve meslektaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada HeLa hiicrelerinde
Rosmarinus officinalis L., Curcuma longa L., Zingiber officinale R. bitkilerinin ugucu
yaglarinin  sitotoksik aktivitesini  degerlendirmektedirler.  Sitotoksisite testleri,
tetrazolium (MTT) ve antiproliferatif aktivitenin farkli mekanizmalar tarafindan
degerlendirilmesi i¢in ndtr kirmizi yontemi, hiicre canliligini degerlendirmek icin tripan
mavisi deneyi, apoptozis ve hiicre dliimiiniin gosterilmesi i¢in Annexin V boyama ile
flow sitometri yontemleri kullanilmistir. Curcuma longa Linn, Zingiber officinale
Roscoe bitkilerinin ugucu yaglari, HeLa hiicrelerine karsi giiclii sitotoksik aktivite
sergilemistir. Elde edilen ICso degerleri, Curcuma longa Linn igin 36.6 pg/mL ve
Zingiber officinale R. i¢in 129.9 pg/mL olarak saptanmistir. Annexin V testi, hem
Curcuma longa Linn hem de Zingiber officinale Roscoe bitkilerinin ugucu yaglari igin
hiicreyi apoptoza gotiirdiigiinii belirtmislerdir. Sonuglar, Curcuma longa Linn, Zingiber
officinale Roscoe igin bitkilerinin ugucu yaglari in vitro olarak sitotoksik aktiviteyi
gosterir ve rahim agzi kanseri hiicreleri igin antikanser ajanlar olarak potansiyel

kullanim oldugunu géstermektedirler [109].
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BOLUM 3

MATERYAL METOT

3.1 MATERYAL

Cizelge 3.1 Bitki ¢aligmalarinda kullanilan cihazlar, sarf malzemeler

EKiPMAN URETICI FIRMA
Clavenger Aparati [ldam

Balon joje Isolab

Isitic Tops

Kurutulmus Curuma longa Linn Yerel market

Kurutulmus  Zingiber  officinale = Yerel market

Roscoe

Cizelge 3.2 Hiicre kiiltiiriinde kullanilan ekipmanlar

EKiPMAN URETICI FIRMA
10 pL, 100 pL, 1000 nL mikropipet = Capp

10 pL, 100 pL, 1000 pL pipet uclar1 | Capp

+4 Buzdolabi Bosch
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Cizelge 3.2 Hiicre kiiltiirtinde kullanilan ekipmanlar (devami)

15 mL falkon TPP

50 mL falkon TPP
T25’lik flask TPP
T75’lik flask TPP

200 pL ¢ok kanalh pipet Capp
Cok kanalh pipet rezervuari Capp

96 kuyucuklu hiicre plag: Isolab

6 kuyucuklu hiicre plag: Isolab
Isik Mikroskobu Olympus
Floresan Mikroskobu Olympus
Hemasitometre Isolab
Santrifiij Isolab
Steril siringa Isolab
Steril filtre TPP
Tiip stand1 TPP

Su Banyosu Major Science

Laminar Flow

Thermo Scientific

Etiiv

Thermo Scientific
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Cizelge 3.3 Hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasallar

KIMYASALLAR URETICI FIRMA
DMEM Capricorn
DMEM F12 Capricorn
FBS Pann

PBS Pann

Etil alkol Sigma
Tripsin-EDTA Pann

DMSO Sigma
Penisilin Sigma

DAPI Thermo Fisher
Pl Thermo Fisher
DIOC6 Thermo Fisher

Akridin orange

Thermo Fisher

MTT tuzu

Sigma

Roscovitin

Rosch

Cizelge 3.4 Hiicre kiiltiirtinde kullanilan kanser hiicre hatlar1

HUCRE HATTI TEMIN EDILDiGi YER
HepG2 ATCC
A549 ATCC
C6 ATCC

48




3.2 METOT

3.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi
Kullanilan Hiicre Hatlar1

ATCC veya Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu, arastirma ve gelistirme i¢in standart
referans mikroorganizmalari, hiicre hatlar1 bankasindan; HepG2 insan karaciger kanseri
hiicre hatti, A549 insan akciger kanseri hiicre hatti, C6 fare glioma hiicre hatlar1 temin

edilmektedir.

Kullanilan Besiyerleri :
HepG2 i¢cin DMEM

A549, C6 i¢in F-12 DMEM
Besiyeri Hazirlama:

Besiyerinde %10 sigir fetiisu serumu ve 10 U/mL penisilin/streptomisin antibiyotik
katkisi ile % 5 CO2 bulunmaktadir, (500 mL total besiyeri i¢erisinde 50 mL sigir fetiis
serumu ve 5mL antibiyotik)

MTT Solusyonunun Hazirlanmasi:

Her kuyucuga 20 pL ¢ozeltiden eklenir. MTT tuzunun molekiiler agirligi 414,32g/mol .
M=n/V formiilii uygulanir.

Her kuyucuga 20 pL carp1 100 kuyucuktan 2000 pL. Bir 96 kuyucuklu plaka i¢in 2 mL
MTT cozeltisine ihtiya¢ vardir. Yirmi 96 kuyucuklu plaka i¢in 20x2=40 mL ¢ozelti
hazirlamak i¢in 40 mL PBS’de MTT tuzu ¢ozdiiriiliir.

Roskovitin Ilacinin Hazirlanmas::

2 molar 2 mL stok ¢ozelti hazirlanmasi igin;

Roskovitin molekiiler agirligi: 354,45g/mol

M=m/Na/V 2=m/354,45/1,4178= 1,4178 miligram Roskovitin (3.0

2ml 1,4178mg
X 1mg

X=0,7089mlI DMSO’da 1 mg roskovitinin ¢dziinmesi gerekir.
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10 uM Roskovitin i¢in;
2000 uM 708 uL. DMSQ’da ¢oziiniiyorsa
10 uM X

X=3,545 uL
HepG?2 hiicrelerine 10 uM ilag uygulandi. 3.45x 15 kuyucuk=52,5 uL 3 mL besiyerine

eklenir.

A549 hiicreleri 20 uM roskovitin i¢in 3,545x2=7 uL

7 uL x 15 kuyucuk= 105 uL 3 mL besiyeri eklenir.

C6 hiicrelerine 30 uM roskovitin igin 3.545x 15= 155,25 uL 3 mL besiyeri eklenir.
Ucucu yag konsantrasyonlari icin:

Zingiberecca officinale Roscoe bitkisinden 0.3277gr yag elde edildi.

Curcuma longa Linn bitkisinden 0,2548gr yag elde edildi.

Ugucu yaglarin herbirinin tizerine %0.01°lik DMSO ve 50 ml ddH»0O da ¢6zdiiriildii.

5 farkli ilag konsantrasyonu uyguladiginda; 1000 ugr konsantrasyon i¢in 100 uL, 500
pugr konsantrasyon ig¢in 50 pL, 250 pgr konsantrasyon ig¢in 25 pL, 100 pgr
konsantrasyon i¢in 10 pL, 10 pgr konsantrasyon i¢in 1 pL kullanilmasi gereklidir. 1
kuyucuga 1000 pgr konsantrasyonda ila¢ uygulamak i¢in hazirlanan soliisyondan 100
pL alinir. 10 kuyucuga 1000 pgr konsantrasyonda ila¢ uygulamak istedigimizde 1000
uL soliisyon ve 1000 pL besiyeri eklenildi. Totalde 2000 pL ¢ozelti hazirlandi.

3.2.2 Kullanilan Yoéntemler

3.2.2.1 Hidrodistilasyon Yontemi

Ugucu yag eldesi i¢in 1300°lii yillarin basinda Ispanya ve Fransa’da distilasyon metodu
gelistirilmigtir. 1550°1i yillara gelindiginde farmakoloji gibi farkli dallarin ihtiyacina

cevap verebilmek amaciyla yeni teknikler uygulanmaya baslanmigtir [113].

Bugiin klasik distilasyon yontemlerinin yani sira ileri teknolojiyi kullanan modern
yontemlerde uygulanmaktadir. Ugucu bilesiklerin eldesin de yaygin olarak kullanilan
geleneksel bir yontemdir. Kiigiik 6lcekli iiretimlerde Clevenger tipi bir aparatla yapilan
destilasyon islemi endiistriyel uygulamalarda biiyiik destilasyon kazanlarinda (Imbik)
gerceklestirilmektedir.
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Yontemin esast; sogutucu ile birlikte bir cam balon igerisinde su ve bitki materyalinin 2-
8 saat siire ile kaynatilarak, su buhar ile birlikte hareket eden yag molekiillerinin
sogutucuda yogunlastirilip sudan ayristirilmasina dayanmaktadir. Elde edilen ugucu yag
miktar1 volumetrik olarak ifade edilir. Su destilasyonu en 1yi toz halindeki materyallerde
(6rnegin; kok ya da odun unu) sonu¢ vermektedir [114]. Elde edilen yag miktar1 ¢ok
olmakla birlikte suyun kaynatilmasi esnasinda uygulanan yiiksek sicaklik, termal bazi
reaksiyonlara neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak artifak olusumu, hidroliz ve
isomerizasyon olaylari meydana gelmektedir. Ugucu yaglarin bilesimi pH’a bagl olarak
degigsede hidrodistilasyon yonteminde genellikle sivinin pH degeri kontrol
edilmemektedir [115].

3.2.2.2 Hiicre Kiiltiirii
-196°C’de Siv1 Azottan Hiicre Acma

-196°C’de s1vi azot tanklarindaki dondurulmus hiicreler; 37°C’de ¢oziilerek iizerine
onceden hazirlanmis uygun sicakliktaki HepG2 hiicreleri i¢in DMEM, A549 ve C6
hiicreleri i¢in F-12 DMEM’in eklenmesinin ardindan santrifiij tiiplerine alindi. 1000
rpm’de 7 dakika tiipler santrifiij edildi. Ardindan ¢dken hiicrelerin {izerine 4 ml besiyeri
eklenerek dikkatli bir sekilde pipetaj yapildi. Hiicreler besi yeri ile birlikte T25
icerisindeki hiicre kiltiirii ortamina alindi. Hiicreler mikroskopta kontrol edildi ve %5

COz etlivde ve 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Hiicrelerin Sayimi

PBS yardimi ile yikanan ve belli bir hacimde steril santrifiij tiiplinde mevcut olan
hiicrelerden mikro pipet yardimi ile 10-20 pL alindi, 1:1 oraninda tripan blue ile
seyreltme ardindan hemositometreye dikkatlice konularak 25 kareye diisen hiicre
miktar1 sayildi. Neubauer laminin bir karesinde sayilan hiicreler 25 rakami ve 10* ile
carpildiginda 1 mL’deki hiicre sayisi bulunmaktadir [116]. Hiicre siispansiyonundan
mikropipetle 250 pL cekilerek Neubauer laminin bir karesinde 100x25x10* = 25,106

hiicre sayildi.
Hiicre Pasajlama

Hiicrelerin petri kabindaki sayilarinin artmasi sonucu (%80 konfluent duruma gelince)

hiicre pasajlanmasi islemi gergeklestirilir. Sararan hiicre kiiltiir iist sivist steril bir kaba
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alindi. Kiiltlir sisesine, yiizeyini kaplayacak oranda PBS tamponu ilave edildi. Scraper
yardimi ile hiicreler nazik¢e kazinarak PBS tamponu ile birlikte santrifiij tiipiine alindu.
1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Santrifiij ardindan iist sivi dokiildi ve pellete
besiyerinin eklenmesinin ardindan aktarilacak hiicre kiiltiir kabina uygun miktarda besi

yeri eklendi ve hiicreler yeni hiicre kiiltiir kabina alind1.
Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler yikama islemine alindiktan sonra, hiicre pelleti dondurma medyumuna
alinarak her bir dondurma tiipiinde 1.5 mL olacak sekilde pipet yardimiyla dagitildi.
Dondurma tiipleri 6nce 1 saat -20°C’de bekletildi. Ardindan —80°C’ye alinan hiicreler,
bir gece -80°C’de bekletildikten sonra uzun siire saklanabilmeleri igin -196°C

sicakliginda ki s1v1 azot tanklarina kaldirildi.

3.2.2.3 MTT Yontemi

Herhangi bir komoterap6tik ajanin hiicre canliligina etkisini anlamak igin kolorometrik
bir test olan MTT testi gergeklestirilir. MTT testi indirekt olarak hiicre oliimiinii
degerlendirmeyi amaglayan bir ila¢ duyarliligi testidir. NAPDH-bagimli hiicresel
oksidorediiktaz enzimleri bir tetrazolyum tiirevi olan MTT'yi (3-(4, 5-dimetiltiazol-2il)-
2, 5-difeniltetrazolyum bromiir)' formazana doniistiirebilirler. Aktif metabolizmaya
sahip canli hiicreler MTT'yi mor renkli bir formazan fiiriiniine doniistiirmektedir.
Hiicreler 6ldiigi zaman, MTT'yi formazana doniistiirme kabiliyetlerini kaybederler.
Reaksiyon sonucu olusan formazan mor renklidir. MTT disinda XTT, MTS ve WST
gibi farkli tetrazolyum tiirleride hiicre canliligi deneylerinde kullanilabilir. MTT tuzu
pozitif yiikliidiir ve canli 6karyotik hiicrelere kolayca niifuz edebilmektedir. XTT, MTS,
WST gibi farkli tetrazolyum bilesikleri ise negatif yiikliidiir ve canli hiicrelere kolayca
niifuz edememektedirler [117]. MTT soliisyonu hiicrelerde formazan miktarina baglt
olarak 1 ile 4 saat arasinda inkiibe edilebilmektedir. 96 kuyucuklu plakalara MTT
yontemi i¢in 6.000-10.000 arasinda hiicre ekimi gergeklestirilir. Formazan miktar1 canli
hiicre sayist ile dogru orantili oldugu igin, bir plaka okuyucu spektrofotometresi
kullanilarak ~ 570-630 nm  dalga boylar1i arasinda absorbans  dl¢limleri
gerceklestirilmektedir. MTT tetrazolyumun formazan iirlinl, hiicrelerin iginde
cOziinmeyen bir ¢okelti olarak birikir. Absorbans okumalar1 gergeklestirilmeden 6nce

formazan, bir ¢oziiclide ¢Oziindiiriilmelidir. Formazan iirlinlinii ¢6zlindliirmek, rengi
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dengelemek, buharlasmay1 dnlemek ve fenol kirmizisi ve diger kiiltlir ortam1 bilesenleri
ile etkilesimi azaltmak icin g¢esitli yontemler kullanilmistir. Cesitli ¢oziindiirme
yontemleri; izopropanol, DMSO, dimetilformamid, SDS ve organik ¢oziicii

kombinasyonlar1 olabilmektedir [118].

T25 flasklarindaki HepG2, A549 ve C6 kanser hiicreleri %80 konfluens hale geldiginde
kullanildi. Tlk olarak hiicrelerden besiyeri uzaklastirildi. Flasklar 1xPBS ile yikand1 ve
PBS uzaklastirildi. 1ml tripsin/EDTA eklendi, 37 °C’de CO- 'li etiivde 2 dk inkiibe
edildi. Eklenen Tripsin/EDTA kadar besiyeri eklenerek enzim etkisi indirgenir.
Hucreler flasktan yeni bir 15 mL'lik falkona toplanir. 2000 rpm’de santrifiij
gerceklestirildi ve sonrasinda Neubauer laminda hiicre sayimi gergeklestirildi. 96
kuyucuklu plaklarin herbirine 6.000 hiicre ekimleri gerceklestirilerek hiicrelerin
yapigmasi i¢in 24 saat etiivde inkiibe edildi. 24 saat sonunda 1000 pL, 500 uL, 250 pL,
100 pL ve 10 pL olarak hazirlanan ugucu yag ve DMSO karigimi hiicrelere verildi. 5
farkli konsantrasyondaki ila¢ dozlarmin 1¢ farkli kanser hiicre hattindaki
sitotoksisitesini 6lgmek i¢in MTT c¢ozeltisi eklendi. 4 saat boyunca etiivde inkiibe edildi.
96 kuyucuklu plaklardaki medyalar ¢ekilerek 100 uL DMSO eklendi. 5 dk karanlikta
bekletilerek 595 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.

DMSO, bir organosiilfiir bilesigidir ve hem polar hem de polar olmayan bilesikleri
cozen ve suyla birlikte ¢ok cesitli organik ¢oziiciilerde karisabilen 6nemli bir polar
aprotik ¢oziiclidiir. Nispeten yliksek bir erime noktasina sahiptir. DMSO, ugucu yaglar
icin bir ¢oziicii olarak kullanilabilabilmektedir. Esansiyel yaglar suda ¢oziiniir degildir
ve bu nedenle DMSO gibi 1yi bir ¢6ziicii hiicreler iizerinde %0.1-%1 oraninda toksik

olmadigi i¢in kullanilabilmektedir [119].

Roskovitin ilacinin ii¢ farkli kanser hiicresi iizerindeki ICso degeri HepG2 karaciger
kanseri hiicreleri i¢in 10 uM, A549 akciger kanseri hiicreleri i¢in 20 uM, C6 glioma
hiicreleri i¢in 30 uM oldugu belirtilmistir. Ugucu yag konsantrasyonlar: belirlenirken
literatlir taramalarinda hacim olarak ve genis bir konsantrasyon araliginda sitotoksik
etki caligmalarda kullanilmaktadir [120-121]. Ugucu yaglarin 10 pg/mL, 100 pg/mL,
250 pg/ml, 500 pg/mL, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ki sitotoksik etkisi

incelenmistir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

41 SONUCLAR

4.1.1 Bitkilerden Elde Edilen Ucucu Yag Sonuglari

Kurutulmus bitkilerden ugucu yag eldesi i¢in hidrodistilayon yontemi kullanilmaktadir.
Uygun kosullarda kurutulan bitkiler kiiglik pargalara ayrilarak 200 gr tartilip 2000
mL’lik balon jojeye konulur ve 1000 mL distile su eklenerek isiticinin iizerine
clavenger aparati ile birlikte diizenek kuruldu. 3 saat boyunca hidrodistilayon islemi
gerceklestirilerek streil olarak ugucu yaglar elde edildi. Kurutulmus Curuma longa Linn
ve Zingiber officinale Roscoe bitkilerinin herbirinden 400 gr kullanilarak
hidrodistilasyon yontemiyle ucgucu yaglar elde edilmistir. Zingiberecca officinale
Roscoe bitkisinden 0.3277gr ugucu yag ve Curcuma longa Linn bitkisinden 0,2548gr
ucucu yag elde edildi.

4.1.2 MTT Yontemi Sonuclari

HepG2 karaciger kanseri hiicre hatti, A549 akciger kanseri hiicre hatti ve C6 glioma
kanseri hiicre hattina ti¢ tekrarli olarak 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 6.000
hiicre olacak sekilde ekildi. Bitkilerden elde edilen ucgucu yaglardan 5 farkh
konsantrasyon 10 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 ug/mL, 1000 ug/mL olacak
sekilde ilag dozlar1 hazirlandi. Roskovitin bir¢ok kanser hiicre hatt1 lizerinde ¢alismalari
yapilan ve antikanser ila¢ olarak hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan bir ajani bu
calismada; ugucu yaglarin ve roskovitinin ayr1 ayr1 hiicre canlilig tizerindeki sitotoksik
etkisi incelendi.
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HepG2 i¢in roskovitin ila¢ dozu 10uM, C6 icin 30uM ve A549 20 uM kullanildi. 96
kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler 24 saat sonra i1sik mikroskobunda hiicrelerin
morfolojik 6zellikleri gozlemlendi ve hiicrelerin plaklara yapismis ve %80 confluent
oldugu gozlemlendi; 5 farkli konsantrasyonda ki ilag dozlar1 hiicre hatlarina uygulandi
ve 24 saat ilaca maruz birakilan hiicrelere her bir kuyucuga MTT ¢ozeltisi eklenerek 4
saat bekletildi. MTT c¢ozeltisinde bulunan trizolyum tuzu hiicre yogunluguna gore
sadece canli hiicreler tarafindan formazan kristalleri olusturulur. 4 saat sonunda 96
kuyucuklara ekili olan hiicrelerden besiyerleri uzaklastirilip her bir kuyucuga 100 uL
DMSO koyulup 5 dk karanlikta bekletildi. 595 nm dalga boyunda ELISA reader’da
plakalar okutuldu. Absorbans degerleri Microsoft Excel programinda; ortalamalari,

standart sapmalar1 ve ilag dozuna bagli % canlilik degerleri hesaplandi.
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Cizelge 4.1 Doza baglhh Curcuma longa Linn ugucu yagi ve 10 uM Roskovitin
uygulanmis HepG2 hiicre hatti MTT sonuglari
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Curcuma longa Linn bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin 10 miligram, %0,1°lik
DMSO ve ddH20’da ¢ozdiiliirelek stok soliisyon hazirlanmistir. 10 pg/mL ana stoktan
farkli konsantrasyonlar hazirlanarak O pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500
pug/mL, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ve 10 uM Roskovitin HepG2 karaciger
kanser hiicre hatlarina uygulanmistir. Pozitif kontrol grubunda (0 pg/ml) hiicrelere ilag
uygulanmamistir ve yapilan hesaplamalarda hiicre canlilifi %100 olarak kullanilmistir.
10 pg/mL ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligi %92 olarak gézlenmistir.
100 pg/mL konsantrasyonda ilag uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %84 olarak
gozlenmistir. 250 pg/mL konsantrasyonda ilag uygulandiginda hiicre canliliginin %47
oldugu gozlenmistir. 500 pg/mL konsantrasyonda ila¢ uygulamasinda hiicre canliligi
%38 oldugu gozlenmistir. 1000 pg/mL en yiiksek dozda ilag uygulamasinda hiicre
canliligt %17 oldugu gozlenmistir. 10 pM Roskovitin uygulanan HepG2 karaciger
kanser hiicrelerinde hiicre canliigi %76 olarak gozlenmistir. Curcuma longa Linn
bitkisinden elde edilen ugucu yag ve antikanser 6zellikteki roskovitin ilact DMSO’da
cozdiiriildiikleri i¢in hiicre canlilig1 lizerindeki etkisinede tek olarak bakildi. Hiicre

canlilig1 iizerinde negatif etkisi gdzlenmemistir.
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Negatif kontrol grubunda HepG2 hiicre hatlarinda kullanilan besiyeri olan DMEM

uygulanmistir canilik lizerinde negatif etkisi gozlenmemistir.

Cizelge 4.2 Curcuma longa Linn ugucu yaginin HepG2 hiicreleri i¢in IC degerleri

IC Degerleri IC Degerleri Dozlar1 pg/mL
IC 50 256.44
IC75 72.83
1IC 90 20.68
IC 95 8.78
IC 97 4.77

MTT testinin sonuglart CompuSyn Report programinda degerlendirildi. Curcuma longa
Linn bitkisinin ugucu yaglart HepG2 karaciger kanseri hiicrelerindeki farkli
yiizdelerdeki hiicre canliligi i¢in ilag dozlart saptandi. Curcuma longa Linn ugucu yagin
HepG2 hiicrelerinde %50 hiicre canliligt i¢in 256.44 pg/mL doz ila¢ kullanilmasi
hesaplandi. %75 hiicre canlili1 i¢in 72.83 pg/mL dozda ilag, %90 hiicre canlilig1 igin
20.68 pg/mL dozda ilag, %95 hiicre canlilig1 i¢in 8.78 pg/mL dozda ilag, %97 hiicre
canliligt icin 4.77 pg/mL dozda ilag konsantrasyonu HepG2 hiicrelerindeki etkisi
saptanmistir. Curcuma longa Linn ugucu yagin HepG?2 hiicrelerinde %50 hiicre canliligi

i¢cin 256.44 ng/mL olarak saptandi.
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Cizelge 4.3 Doza baglh Curcuma longa Linn ugucu yagi ve 20 uM Roskovitin
uygulanmis A549 hiicre hattt MTT sonuglart
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Curcuma longa Linn bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin 10 miligrami, %0,1’lik
DMSO ve ddH20’da ¢ozdiiriilerek 0 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500
ug/mL, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ve 20 uM Roskovitin A549 akciger kanseri
hiicre hatlarina uygulanmigtir. Pozitif kontrol grubunda (0 pg/mL) hiicrelere ilag
uygulanmamistir ve yapilan hesaplamalarda hiicre canliligi %100 olarak kullanilmistir.
10 pg/mL ila¢ uygulanan A549 hiicrelerinde hiicre canliligi %94 olarak gdzlenmistir.
100 pg/mL konsantrasyonda ilag uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %89 olarak
gozlenmistir. 250 pg/mL konsantrasyonda ila¢ uygulandiginda hiicre canliligimnin %67
oldugu gozlenmistir. 500 pg/mL konsantrasyonda ila¢ uygulamasinda hiicre canlilig
%42 oldugu gozlenmistir. 1000 pg/mL en yiiksek dozda ilag uygulamasinda hiicre
canliligi %26 oldugu gézlenmistir. 20 uM Roskovitin uygulanan A549 akciger kanser
hiicrelerinde hiicre canliligi %86 olarak gézlenmistir. Curcuma longa Linn bitkisinden
elde edilen ucucu yag ve antikanser Ozellikteki roskovitin ilact DMSO’da
¢ozdiiriildiikleri i¢in hiicre canliligi iizerindeki etkiside tek olarak bakildi. Hiicre

canlilig1 tizerinde negatif etkisi gdzlenmemistir.
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Cizelge 4.4 Curcuma longa Linn ugucu yagmin A549 hiicreleri igin IC degerleri

IC Degerleri IC Degerleri Dozlar1 pg/mL
IC 50 448.08
IC75 121.31
IC 90 32.84
IC 95 13.5
IC 97 7.14

MTT testinin sonuglari CompuSyn Report programinda degerlendirildi. Curcuma longa
Linn bitkisinin ugucu yaglar1t A549 akciger kanseri hiicrelerindeki farkli yiizdelerde ki
hiicre canliligi i¢in ilag dozlari saptandi. Curcuma longa Linn ugucu yagin A549
hiicrelerinde %50 hiicre canlilif1 i¢in 448.08 pg/mL doz ilag kullanilmasi hesaplandi.
%75 hiicre canliligr i¢in 121.31 pg/mL dozda ilag, %90 hiicre canliligi i¢in 32.84
ng/mL dozda ilag, %95 hiicre canliligr i¢in 13.5 pg/mL dozda ilag, %97 hiicre canliligi
icin 7.14 pg/mL dozda ilag konsantrasyonu A549 hiicrelerindeki etkisi saptanmustir.
Curcuma longa Linn ugucu yagin A549 hiicrelerinde %50 hiicre canliligt i¢in 448.08

png/mL olarak saptandi.
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Cizelge 4.5 Doza baglh Curcuma longa Linn ugucu yagi ve 30 uM Roskovitin
uygulanmis C6 hiicre hatt1 MTT sonuglar
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Curcuma longa Linn Konsantrasyonu pg/mL

Curcuma longa Linn bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin 10 miligrami, DMSO ve
ddH20’da ¢ozdiiliirelek 0 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000
ug/mL  konsantrasyonlarinda ve 30 puM Roskovitin C6 glioma hiicre hatlarina
uygulanmustir. Pozitif kontrol grubunda (0 pg/mL) hiicrelere ila¢ uygulanmamaistir ve
yapilan hesaplamalarda hiicre canliligt %100 olarak kullanilmistir. 10 pg/mL ilag
uygulanan C6 hiicrelerinde hiicre canlilifi %92 olarak gozlenmistir. 100 pg/mL
konsantrasyonda ila¢ uygulanan hiicrelerde hiicre canlilig1 %88 olarak gézlenmistir. 250
ug/mL konsantrasyonda ilag uygulandiginda hiicre canliligimin %70 oldugu
gozlenmistir. 500 pg/mL konsantrasyonda ila¢ uygulamasinda hiicre canliligt %39
oldugu gozlenmistir. 1000 ng/mL en yliksek dozda ilag uygulamasinda hiicre canliligt
%11 oldugu gozlenmistir. 30 uM Roskovitin uygulanan C6 akciger kanser hiicrelerinde
hiicre canliligi %51 olarak gbzlenmistir. Curcuma longa Linn bitkisinden elde edilen
ucucu yag ve antikanser Ozellikteki roskovitin ilact DMSO’da ¢ozdiiriildiikleri i¢in
hiicre canlilig1 iizerindeki etkiside tek olarak bakildi. Hiicre canliligr iizerinde negatif

etkisi gdzlenmemistir.
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Curcuma longa Linn ugucu yagmin 1000 pg/mL konsantrasyonunda A549 ve C6
kanser hiicre hatlarinda yaklagik %15 hiicre canliligi, HepG2 kanser hiicre hattinda ise

%20 oraninda canli hiicre gézlemlenmistir.

Cizelge 4.6 Curcuma longa Linn ugucu yaginin C6 hiicreleri i¢in 1C degerleri

IC Degerleri IC Degerleri Dozlar1 pg/mL
IC 50 252.81
IC75 63.96
1IC 90 16.18
IC 95 6.35
IC 97 3.26

MTT testinin sonuglari CompuSyn Report programinda degerlendirildi. Curcuma longa
Linn bitkisinin ugucu yaglari C6 glioma hiicrelerindeki farkli yiizdelerdeki hiicre
canliligi i¢in ila¢ dozlart saptandi. Curcuma longa Linn ugucu yagin C6 glioma
hiicrelerinde %50 hiicre canlilif1 i¢in 252.81 pg/mL doz ilag kullanilmasi hesaplandi.
%75 hiicre canliligi i¢in 63.96 pg/mL dozda ilag, %90 hiicre canlilig1 i¢in 16.18 pg/mL
dozda ilag, %95 hiicre canliligl i¢in 6.35 pg/mL dozda ilag, %97 hiicre canlilig1 igin
3.26 pg/mL dozda ilag konsantrasyonu C6 hiicrelerindeki etkisi saptanmigtir. Curcuma
longa Linn ugucu yagin C6 hiicrelerinde %350 hiicre canliligr i¢in 252.81 pg/mL olarak

saptandi.
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Cizelge 4.7 Doza bagh Zingiber officinale Roscoe ugucu yagi ve 10 uM Roskovitin
uygulanmis HepG?2 hiicre hatti MTT sonuglari
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Zingiber officinale Roscoe bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin 10 miligrami, DMSO
ve ddH20’da ¢ozdiiliirelek 0 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL,
1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ve 10 uM Roskovitin HepG2 karaciger kanseri hiicre
hatlarina uygulanmustir. Pozitif kontrol grubunda (0 pg/mL) hiicrelere ilag
uygulanmamuistir ve yapilan hesaplamalarda hiicre canlilig1 %100 olarak kullanilmistir.
10 pg/mL ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligt %70 olarak gézlenmistir.
100 pg/mL konsantrasyonda ila¢ uygulanan hiicrelerde hiicre canliigi %41 olarak
gozlenmistir. 250 pg/mL Konsantrasyonda ilag uygulandiginda hiicre canliliginin %16
oldugu gozlenmistir. 500 pg/mL konsantrasyonda ilag uygulamasinda hiicre canliligi
%16 oldugu gozlenmistir. 1000 pg/mL en yiiksek dozda ilag uygulamasinda hiicre
canliligi %16 oldugu gozlenmistir. 10 uM Roskovitin uygulanan HepG2 karaciger
kanser hiicrelerinde hiicre canlilig1 %77 olarak gozlenmistir. Zingiber officinale Roscoe
bitkisinden elde edilen ugucu yag ve anti-kanser 6zellikteki roskovitin ilact DMSO’da
cozdiirtldiikleri icin hiicre canlili@i {izerindeki etkiside tek olarak bakildi. Hiicre

canlilig1 iizerinde negatif etkisi gdzlenmemistir. Negatif kontrol grubunda HepG?2 hiicre
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hatlarinda kullanilan besiyeri olan DMEM uygulanmistir canilik iizerinde negatif etkisi

gozlenmemistir.

Cizelge 4.8 Zingiber officinale Roscoe ugucu yagmin HepG2 hiicreleri i¢in IC degerleri

IC Degerleri IC Degerleri Dozlar1 pg/mL
IC50 153.94
IC75 54.29
1IC 90 19.15
IC 95 9.42
IC 97 5.69

MTT testinin sonuglart CompuSyn Report programinda degerlendirildi. Zingiber
officinale Roscoe bitkisinin ugucu yaglar1 HepG2 karaciger kanseri hiicrelerindeki farkli
yiizdelerdeki hiicre canliligi i¢in ilag dozlar saptandi. Zingiber officinale Roscoe ugucu
yagi Hepg?2 karaciger kanseri hiicrelerinde %350 hiicre canliligi i¢in 153.94 pg/mL doz
ila¢ kullanilmasi hesaplandi. %75 hiicre canlilig1 i¢in 54.29 pg/mL dozda ilag, %90
hiicre canliligi igin 19.15 pg/mL dozda ilag, %95 hiicre canliligi i¢in 9.42 pug/mL dozda
ilag, %97 hiicre canliligt icin 5.69 pg/mL dozda ilag konsantrasyonu HepG2
hiicrelerindeki etkisi saptanmustir. Zingiber officinale Roscoe ugucu yagin HepG2

hiicrelerinde %50 hiicre canlilig1 i¢in 153.94 pg/mL olarak saptandi.
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Cizelge 4.9 Doza baglh Zingiber officinale Roscoe ugucu yagi ve 20 uM Roskovitin
uygulanmis A549 hiicre hattt MTT sonuglart
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Zingiber officinale Roscoe bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin 10 miligrama,
%0,1’lik DMSO ve ddH20’da ¢ozdiiriilerek 0 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 250
ug/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ve 20 uM Roskovitin A549
akciger kanseri hiicre hatlarina uygulanmigtir. Pozitif kontrol grubunda (0 pg/mL)
hiicrelere ilag uygulanmamistir ve yapilan hesaplamalarda hiicre canliligi %100 olarak
kullanilmigtir. 10 pg/mL ilag uygulanan A549 hiicrelerinde hiicre canliligi %93 olarak
gozlenmigtir. 100 pg/mL konsantrasyonda ila¢ uygulanan hiicrelerde hiicre canlilig
%83 olarak gozlenmistir. 250 pg/mL konsantrasyonda ila¢ uygulandiginda hiicre
canliliginin %65 oldugu gozlenmistir. 500 pg/mL konsantrasyonda ila¢ uygulamasinda
hiicre canliligt %38 oldugu gozlenmistir. 1000 pg/mL en yiiksek dozda ilag
uygulamasinda hiicre canliligi % 25 oldugu gozlenmistir. 20 uM Roskovitin uygulanan
A549 akciger kanser hiicrelerinde hiicre canliligi %82 olarak gozlenmistir. Zingiber
officinale Roscoe bitkisinden elde edilen ugucu yag ve antikanser 6zellikteki roskovitin
ilact DMSO’da ¢ozdiiriildiikleri i¢in hiicre canlilign {izerindeki etkiside tek olarak

bakildi. Hiicre canlilif1 lizerinde negatif etkisi gozlenmemistir.
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Cizelge 4.10 Zingiber officinale Roscoe ugucu yaginin A549 hiicreleri i¢in IC degerleri

IC Degerleri IC Degerleri Dozlar1 pg/mL
IC 50 365.74
IC75 94.10
IC 90 24.21
IC 95 9.61
IC 97 4.98

MTT testinin sonuglart CompuSyn Report programinda degerlendirildi. Zingiber
officinale Roscoe bitkisinin ugucu yaglari A549 akciger kanseri hiicrelerindeki farkli
yiizdelerdeki hiicre canlilig1 igin ilag dozlari saptandi. Zingiber officinale Roscoe ugucu
yagin A549 akciger kanseri hiicrelerinde %50 hiicre canliligi i¢in 365.74 ug/mL doz
ila¢ kullanilmasi hesaplandi. %75 hiicre canlilig1 i¢in 94.10 pg/mL dozda ilag, %90
hiicre canliligi i¢in 24.21 pg/mL dozda ilag, %95 hiicre canliligi i¢in 9.61 pg/mL dozda
ilag, %97 hiicre canliligi icin 4.98 pg/mL dozda ilag konsantrasyonu A549
hiicrelerindeki etkisi saptanmistir. Zingiber officinale Roscoe ugucu yagin A549

hiicrelerinde %50 hiicre canlilig1 i¢in 365.74 pg/mL olarak saptandi.

65



Cizelge 4.11 Doza bagli Zingiber Officinale Roscoe ugucu yagi ve 30 uM Roskovitin
uygulanmis C6 hiicre hatt1 MTT sonuglar
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Zingiber officinale Roscoe bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin 10 miligrami, DMSO
ve ddH20’da ¢ozdilirelek 0 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL,
1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ve 30 puM Roskovitin C6 glioma hiicre hatlarina
uygulanmistir. Pozitif kontrol grubunda (0 pg/mL) hiicrelere ila¢ uygulanmamistir ve
yapilan hesaplamalarda hiicre canliligt %100 olarak kullanilmistir. 10 pg/mL ilag
uygulanan C6 hiicrelerinde hiicre canliligt %95 olarak gozlenmistir. 100 pg/mL
konsantrasyonda ila¢ uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %9,9 olarak gozlenmistir.
250 pg/mL konsantrasyonda ilag uygulandiginda hiicre canliliginin %9,8 oldugu
gozlenmistir. 500 pg/mL konsantrasyonda ilag uygulamasinda hiicre canliligt %9,6
oldugu gozlenmistir. 1000 pg/mL en yiiksek dozda ilag uygulamasinda hiicre canliligi
%3,5 oldugu gozlenmistir. 30 pM Roskovitin uygulanan C6 akciger kanser hiicrelerinde
hiicre canliligi %75 olarak gozlenmistir. Zingiber officinale Roscoe bitkisinden elde
edilen ucucu yag ve antikanser 6zellikteki roskovitin ilact DMSO’da ¢ozdiirtildiikleri
icin hiicre canlilig: iizerindeki etkisine de tek olarak bakildi. Hiicre canlilig1 iizerinde

negatif etkisi gozlenmemistir.
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Cizelge 4.12 Zingiber officinale Roscoe ugucu yaginin C6 hiicreleri i¢in IC degerleri

IC Degerleri IC Degerleri Dozlar1 pg/mL
IC 50 60.25
IC75 24.60
IC 90 10.04
IC 95 5.46
IC 97 3.54

MTT testinin sonuglart CompuSyn Report programinda degerlendirildi. Zingiber
officinale Roscoe bitkisinin ugucu yaglari C6 glioma hiicrelerindeki farkli ylizdelerdeki
hiicre canliligi igin ilag dozlar1 saptandi. Zingiber officinale Roscoe ugucu yagin C6
glioma hiicrelerinde %350 hiicre canliligi i¢in 60.25 pg/mL doz ilag kullanilmasi
hesaplandi. %75 hiicre canlilig1 i¢in 24.60 pg/mL dozda ilag, %90 hiicre canlilig1 igin
10.04 pg/mL dozda ilag, %95 hiicre canliligt i¢in 5.46 pg/mL dozda ilag, %97 hiicre
canliligi i¢in 3.54 pg/ml dozda ilag konsantrasyonu C6 hiicrelerindeki etkisi
saptanmustir. Zingiber officinale Roscoe ugucu yagin C6 hiicrelerinde %50 hiicre

canliligi i¢in 60.25 png/mL olarak saptandi.
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4.2 ONERILER

Molekiiler temel bilimler ve tedavideki ilerlemeler hakkinda giicli bir bilgi
edinilmesine ragmen, kanser hastalig1 diinyada ikinci biiyiik 6liim nedenidir. Klinikte,
asamal1 tedavi stratejileri cerrahi, radyoterapi ve yan etkileri olan hormon terapisi ve
kemoterapi gibi sistemik tedavileri igerebilir. Kanser hastalarinda geleneksel bitkisel
ilaclarin kullanimi artmaktadir, ¢linkii bu ilaglarin toksik olmadigina ve kanser
semptomlarin1 hafiflettigine, bagisiklik sistemini giiclendirdigine veya kanserin

kendisiyle miicadele edebilecegine inanilmaktadir [110].

Kanser tedavisinde; kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi yaygin olarak
kullanilmaktadir; fakat bu tedavi seceneklerinin mevcut yan etkileri bulunmaktadir [1].
Geleneksel kemoterapi ilaglari, yiiksek hiicre boliinme hizlari nedeniyle kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksiktir; bununla birlikte, bu etki mekanizmasi nedeniyle, timor
hiicresi spesifikligi ve saglikli hiicrelere bagli sitotoksisite ile ilgili sorunlar vardir.
Hastadaki sonraki yan etkiler iyilesmeyi engelleyebilir ve hatta yasami tehdit edici
oldugunu kanitlayabilir. Bu sebeple arastirmacilar dogal bitkisel kaynaklardan
yararlanmaktadirlar.  Ozellikle antikanser, antitiimorigenez ve antiimflamatuar
ozellikteki etkin maddeler iceren bitkilerden elde edilen bilesenler kanser ¢aligmalarinda
kemoterapétik ajan olarak kullanilmaktadir [4, 5]. Kansere bagli mortaliteyi azaltmada
en etkili yaklasim olan diyet bitkileri kanserde kemopreventif ajan olarak dikkat
cekmistir.

Her yil alti milyondan fazla insanin kanserle miicadele ettigi bildirilmistir. Ilaca direng
gelisen hastalarda mevcut tedavinin yerini almak i¢in dogal {iriinlerin kullaniminda son
zamanlarda bir artis olmustur. Cesitli etnik tip tilirlerinde kullanilan bitkilerin bilimsel
calismalari, taksol, kamptotesin, vincristine ve vinblastin dahil olmak iizere bir¢ok
degerli ilacin bulunmasina yol agmustir. Birgok ¢alisma, bitkilerin antikanser
ozelliklerine dikkat ¢ekmektedir. Ugucu yaglarin antikanser aktivitesi hakkinda bes
yiiziin iizerinde makale yaymlanmistir. Ucucu yaglarin antikanser aktivitesi tizerine ilk
yayinlar 1960'lara dayanir. Yaygin kullanimlari, bilim adamlarinin ugucu yaglarin temel
aragtirmalarina olan ilgisini arttird1. Ozellikle son yillarda antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteler ile potansiyel anti-kanser aktivitesi arastirilmistir. Bugiine kadar, ugucu
yaglarin glioblastoma, melanom, l6semi ve oral kanserlerin yami sira kemik, meme,

serviks, kolon, bobrek, karaciger, akciger, yumurtalik, pankreas, prostat ve uterus
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kanserleri lizerindeki etkileri aragtirilmistir. Bu nedenle, son yirmi yil boyunca bir¢ok
aragtirmaci, dogal iiriinlerin antikanser aktivitelerini meyve, sebze ve cay gibi diyet

faktorlerinde test etmis ve rapor etmistir [112].

Dogal firiinlerin incelenmesi antikanser tedavisinde kullanilan yeni ilaglarin
kesfedilmesinde en basarili strateji olmustur. Potansiyel antitiimor ilaglarin se¢iminde
g6z Onlinde bulundurulmasi gereken parametrelerden biri, tiimdr hiicresi biiyiimesini

onlemedeki etkinlikleridir.

Son 10 yildir Curcuma longa Linn bitkisinin etkin maddesi olan curcumin {izerine
yapilan caligmalarin sayist artmaktadir. Curcumin’in kanser hiicrelerini farkli sinyal
yolaklariyla apoptoza gotiirdigii gosterilmistir. Curcuma longa Linn eski tibbi
metinlerde ve geleneksel Cin tibbinda ¢esitli insan hastaliklarinin 6nlenmesi ve
iyilestirilmesi i¢in faydali oldugu belirtilmektedir [11]. Curcuma longa Linn, geleneksel
olarak biliyer hastaliklar, anoreksi, coryza, oksiiriik, hepatik ve romatizmal hastaliklar
ve ¢esitli diger kronik iltihapli hastaliklar dahil ¢esitli hastaliklarda Hindistan ve Gliney
Dogu Asya'da sifali bir bitki olarak kullanilmaktadir. Ozellikle curcumin, Curcuma
longa'nin kurutulmus rizomlarindan ¢ikarilan aktif madde, tamamlayici tip baglaminda
en ¢ok calisilan dogal bilesiklerden biridir. {yi bilinen antienflamatuar 6zelliklerine ek
olarak, son yillarda yapilan klinik ¢aligmalar; artrit, depresyon ve bunun yani sira giiglii
bir antitimorijenik potansiyele sahip c¢esitli hastaliklarda terapétik — etkinligini
vurgulanmistir. Ilging bir sekilde, artan veri kiitlesi curcumine ek olarak, zerdecalin
diger bilesenlerinin, baslica aromali-tumeronlar ve aromatiklerden olusan temel
zerdegal yaglarmin oldugunu gosterir curcumen, aym1 zamanda Onemli bir
antienflamatuar ve antioksidan oOzelliklere de sahiptir. Curcumin’in potansiyel
sinirlamalarindan  biri, alimdan sonra zayif bir sekilde emilmesidir. Bu nedenle,
emilimini ve sistemik biyoyararlanimini arttirmak igin stratejiler gelistirmek konusunda
biiyiikk bir ilgi vadir. Bu nedenle, yapilan galismalar esansiyel zerdegal yaglari ile
komplekslenmis curcumin uygulamasinin dolagimdaki biyoyararlanimini standart
curcuminle karsilastirildiginda 7-10 kat arttirdigini ve ardindan da onemli olgilide
gelistirilmis biyoaktiviteye yol ac¢tigini gosterilmistir. Bir c¢ok gilineydogu Asya
iilkesinin aksine, bir diyet baharati olarak zerdegal tiiketimi bati diinyasinda nadir
goriiliir. Bununla birlikte, curcuminin saghga yararlar1 icin artan bilimsel kanitlar
15181inda, zerdegal, curcumin takviyeleri icinde yer alan aktif madde temel unsur bati
iilkelerinde daha yaygin olarak kabul edilmekte ve popiiler hale gelmektedir. Bununla
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birlikte, ticari olarak temin edilebilir curcumin Oziitlerinin karsilastirilabilir sekilde
arttirllmis  biyoyararlanim islevi talep eden oOziitler olup olmadigi ve curcuminin
takviyesinin bu diyet zerdecal yoluyla tiiketme konusunda esit derecede etkili bir
yaklasim olup olmadigi sorusu devam etmektedir [105]. Dogal bilesiklerin kullanimi ve
talebi diinya ¢apinda artmakta ve onemi, ilgili tibbi 6zelliklere atfedilebilecek sekilde
gosterilmektedir. Esansiyel yaglar ve diger fito triinleri, temel olarak uygun kimyasal
Ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri nedeniyle, ilgi ¢eken dogal {iriinlere 6rnektir. Ugucu
yaglar binlerce yildan beri ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde rol alan,
bitki kokenli karmasik ve ¢ok islevli maddelerdir. Kimyasal olarak, ugucu yaglar ¢esitli
rollere sahip aromatik bitkilerin ikincil metabolitleridir; herbivorlara, boceklere ve
mikroorganizmalara kars1 savunma; ayni tiir bitkilerle iletisim; ve gevresel uyaranlara
cevap verme gibi 6zelliklere sahiptir. Her bir bitki tiirii veya alt tiirli, kendisini belirli bir
avcidan veya bir aver grubundan korumak igin gelistiginden, her bitki ugucu yagin
kimyasal bilesenlerinin kendi “imza” karigimini iiretir. Bu, iki veya ii¢ birincil bilesenle
(% 20-70) degisen konsantrasyonlarda 20 ila 60 bilesen igerebilir. Bilinen biyomedikal
ozelliklere sahip yaklasik 300 ucucu yag ile 2000'den fazla farkli bitkiden yaklasik 3000
ucucu yag vardir. Bitki tiirleri ile birlikte, gelisim asamasi (¢igeklenme, meyve veren)
ve aromatik bilesik ekstraksiyon yontemleri, bildirilen ucucu yaglardaki bilesenlerin
degiskenligini aciklayan ugucu yaglarin kompozisyonu iizerinde dogrudan bir etkiye
sahiptir. Ugucu yaglar, ozellikle antimikrobiyal aktivite gibi ¢ok cesitli biyolojik
aktiviteler gosterir ve uzun zamandir gesitli insan hastaliklarini tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Kanser hiicresinin proliferasyonu ve sitotoksisitesi, belirli esans
yaglar1 ana ve kiiciik bilesenleri arasindaki sinerjik ve antagonistik aktiviteye odaklanan
daha yeni arastirmalarla, ¢ok cesitli etki mekanizmalar1 yoluyla sergilenir. Esansiyel
yaglarin, kanser hiicresi hedefleme aktivitesine sahip oldugu ve kanser hastasina
uygulandiginda proimmiin fonksiyonlar gostermis olan, paklitaksel ve docetaksel dahil
olmak tzere yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglarinin etkinligini arttirdigi
gosterilmistir. Bu tiir ¢aligmalar, ugucu yaglarin hem in vitro hem de in vivo olarak
antikanser ajanlar olarak uygulanmasimin yapilan arastirmalarn son teknoloji
incelemesini temsil etmektedir. Kanser hiicresi hedef spesifikligi ve ugucu yaglarin
geleneksel kemoterapdtik stratejilerle kombinasyon halinde kullanimi son yillarda

yapilan popular ¢aligmalardan biridir [93].
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Yapilan bu tez calismasinda zerdegal (Curcuma longa Linn) bitkisinin tim ugucu
yagmin HepG2, A549 ve C6 kanser hiicre hatlarinda antikanser etkisi arastirilmistir.
Zerdecalin ugucu yagiin 5 farkli konsantrasyondaki optimum dozu 250ug/ml olarak
saptadik. HepG2, C6 ve A549 i¢in roskovitin dozlar literatiirdeki ¢alismalara uygun
sekilde uygulandi. HepG2 ve A549 hiicrelerinde 250pug/ml konsantrasyonundaki hiicre
canliligi %60 iken antikanser 6zelligi olan roskovitin ilacinin farkli hiicre hatlarinin
herbirinin optimum dozlarma gore hiicre canliligt %70 olarak gdzlenmistir. C6
hiicrelerinde roskovitinin hiicre canlilifi %50 iken zerdecal ugucu yagin 250pg/ml

konsantrasyona gore canlilik lizerine negatif etkisi gézlenmistir.

Diinya genelinde gidalar ve iceceklerde baharat olarak kullanilan Zingiber officinale
Roscoe genellikle dispepsi, kolit, mide bulantisi, kusma, gastrit ve diyare gibi sindirim
sistemi i¢in bir tedavi edici olarak tibbi 6zellikleri ile bilinir [27, 28]. Zigiberecca
ailesinin {yelerinden biri olan zencefil (Zingiber officinale Roscoe) bitkisinin
ekstraklarinin kanser hiicre hatlar1 tizerine efektif c¢alismalar1 mevcuttur. Tez
calismamda zencefil bitkisinden elde edilen ucucu yaglarin HepG2, A549 ve C6 kanser
hiicre hatlar1 tizerinde farkli konsantrasyonlarinin sitotoksisitesi —arastirilmistir.

1000pg/ml konsantrasyonu ti¢ hiicre hatti icinde en efektif konsantrasyondur.

Zingiber officinale Roscoe bitkisinin ugucu yaglari C6 glioma hiicrelerindeki farkli
yiizdelerdeki hiicre canlilig igin ila¢ dozlar1 saptandi. Zingiber officinale Roscoe ugucu
yagin C6 glioma hiicrelerinde %350 hiicre canliliglt icin 60.25 pg/ml doz ilag
kullanilmast hesaplandi. %75 hiicre canliligt icin 24.60 pg/ml dozda ilag, %90 hiicre
canlilig i¢in 10.04 pg/ml dozda ilag, %95 hiicre canlilig1 icin 5.46 pg/ml dozda ilag,
%97 hiicre canliligl i¢in 3.54 pg/ml dozda ilag konsantrasyonu C6 hiicrelerindeki etkisi
saptanmigtir. Zingiber officinale Roscoe ugucu yagm C6 hiicrelerinde %350 hiicre
canlilif1 i¢in 60.25 pg/ml konsantrasyon hesaplanmistir. HepG2 ve A549 hiicrelerinde
500pg/ml konsantrasyonunda hiicre canlilifi %45 oranindadir. Bu iki hiicre hatti i¢in
250 pg/ml konsantrasyonunun hiicre canlilig1 %70 degerindedir. 100 pg/ml ve 10 pg/ml
konsantrasyonlar HepG2 ve A549 da hiicre canlilig1 lizerinde oldukg¢a az etkiye sahiptir.
C6 glioma hiicrelerinde zencefil ugucu yagin 10 pg/ml konsantrasyonu hari¢ 1000
pg/ml, 500 pg/ml,250 pg/ml,100 pg/ml konsantrasyonlari i¢in hiicre canliligi %20
degerindedir. 30 uM roskovitin uygulanan C6 hiicrelerinin hiicre canliligi %80 dir.
Literatiirde zencefil ve zerdegal ugucu yaglarinin C6 glioma hiicreleri {izerinde ¢alisma
yaptlmamistir. C6 glioma hiicerlerinde zerdecal ugucu yaginin 500 pg/ml
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konsantrasyonu hiicre canliligt %40 iken; zencefil ugucu yagin 100 pg/ml

konsantrasyonu hiicre canliligi %20 degerindedir.

Zencefilin C6 glioma hiicrelerinde ii¢ tekrarli olarak uygulamis oldugumuz deneylerde

dort farkli konsantrasyon i¢in hiicre canlilifini %90 azalttigini saptamis bulunmaktay1z.

Tez konusu hipotezini olustururken zencefil ve zerdecal bitkisinin bilim ve halk
camiasinda populeritesinin yaygin olmasi c¢aligmalarimizi sekillendirmistir. Literatiir
taramalarinda zencefil ve zerdegal bitkilerinden tek madde izolasyonuna gidilerek
kanser hiicrelerindeki etkinligini gézlemlenmistir. Tez ¢alismamda bu iki bitkiden elde
edilen tim ugucu yaglarmin akciger kanseri, karaciger kanseri ve beyin kanseri

hiicrelerinde sitotoksik etkisi arastirilmistir.
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