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OZET

MELISSA OFFIiCINALIS BiTKi EKSTRESI VE OSIMERTINIBIN KUCUK
HUCRELI DISI AKCiGER KANSERi HUCRE HATTI UZERINDE SiNERJIiK
ANTIKANSER ETKILERININ INCELENMESI

Esra Tuba SEZGIN

Doktora Tezi, Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Murat CANKAYA
2025, 67 sayfa

Kanser diinya ¢apinda farkli tiirleri ile pek ¢ok insami etkileyen ve prognozunun
genellestirilmesi ¢ok zor olan en 6nemli hastaliklarin basinda gelmektedir. Tedavide yeni nesil
ilaclarin gelistirilmesi ve cerrahi alandaki yenilikler hastalarin yagsam siirelerini 6nemli 6l¢iide
uzatmaktadir. Ilaglara kars1 olusan i¢sel ve dissal direng tedavinin dniindeki en biiyiik engeli
teskil etmektedir. Akciger kanserinde goriilen kemorezistans da hastaligin niiks etmesine neden
olup sagkalim oranlarini diisiirmektedir. Kemorezistansa karst yapilan calismalar bazi
fitokimyasallarin kanser hiicrelerinin ilag¢ direncini asabilecegine dair bir¢ok kanit sunmaktadir.
Daha az yan etkiye sahip olmalar1 nedeniyle bitkisel iiriinler, kanser tedavisinde giderek daha
fazla ilgi gormektedir. Osimertinib oral olarak kullanilan, {igiincii nesil, geri doniissiiz bir
epidermal biiylime reseptorii tirozin kinaz inhitoriidiir. Epidermal Biiyiime Reseptorii aktive
edici mutasyonlardan olan T790M diren¢ mutasyonlarini segici olarak inhibe etmektedir.
Melissa officinalis (M. officinalis) bitkisi diisiik toksisitesi sayesinde ¢esitli kanser tiirlerinin ve
bircok kronik hastaligin uzun vadeli tedavisinde yardimci olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bitkinin esansiyal yaginin ve ekstraktlarinin antikanser ve antiprolifreatif
ozellikleri pek cok insan kanser hiicre hattinda c¢alisilip, anlamli sonuglar alinmistir. Tez
kapsaminda in vitro sartlarda Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri hiicreleri iizerinde M.
Officinalis’in su ve metanol ekstresi ile osimertinibin sinerjik etkisi arastirilmistir. Denemesi
yapilan tiim dozlarda antagonizm belirlenmis olup Compusyn Programi araciligiyla en ytiksek
CI degeri 3031,44 olarak, M. Officinalis’in Metanol ekstrakti-osimertinib kombinasyonunun,
sirastyla 50 ug/ml- 50 nM dozlarinda 48 saat inkiibasyon sonrasinda belirlenmistir. En yiiksek

antagonistik bir etki belirlenen bu kombinasyonda bazi apoptotik ve pro-apoptotik genlerin



ifade seviyeleri incelenerek kombinasyonel etkinin hangi metabolik etkileri oldugu kismen

ortaya koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, kemorezistans, M. officinalis, osimertinib

il



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SYNERGISTIC ANTICANCER EFFECTS OF MELISSA
OFFICINALIS PLANT EXTRACT AND OSIMERTINIB ON NON-SMALL CELL
LUNG CANCER CELL LINE

Esra Tuba SEZGIN

Master’s Thesis, Erzincan Binali Yildirim University, Institute of Science and
Technology,
Department of Biology
Advisor: Prof. Dr. Murat CANKAYA
2025, 67 pages

Cancer ranks among the most significant diseases worldwide, affecting millions of people
through its various forms and presenting a prognosis that is difficult to generalize. Innovations
in surgical approaches and the development of next-generation therapeutics have markedly
extended patient survival times. However, intrinsic and acquired resistance to drugs remains
one of the major obstacles in cancer treatment. In lung cancer, chemoresistance contributes to
disease recurrence and reduced survival rates. Studies addressing chemoresistance have
provided substantial evidence suggesting that certain phytochemicals can overcome drug
resistance in cancer cells. Due to their relatively low side-effect profiles, plant-derived
compounds are receiving growing interest as adjuncts in cancer therapy. Osimertinib is an orally
administered, third-generation, irreversible epidermal growth factor receptor (EGFR) tyrosine
kinase inhibitor (TKI) that selectively targets the T790M resistance mutation, one of the
common activating mutations of EGFR. Melissa officinalis (M. officinalis), owing to its low
toxicity, has been widely employed as an adjunct in the long-term treatment of various cancer
types and chronic diseases. Numerous studies have demonstrated the anticancer and
antiproliferative properties of its essential oil and extracts on various human cancer cell lines,
yielding significant findings. This thesis investigated the synergistic effect of aqueous and
methanolic extracts of M. officinalis in combination with osimertinib on non-small cell lung
cancer (NSCLC) cells under in vitro conditions. Across all tested doses, antagonism was
observed. The highest Combination Index (CI) value was calculated as 3031.44 using the

Compusyn software, determined at a 48-hour incubation with 50 pg/ml of methanolic extract

il



of M. officinalis and 50 nM of osimertinib. In this most antagonistic combination, the
expression levels of certain apoptotic and pro-apoptotic genes were examined, partially

elucidating the metabolic mechanisms underlying the observed combinatorial effects.

Keywords: Lung cancer, chemoresistant, M. officinalis, osimertinib
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1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Amaci

GLOBOCAN (Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence)’ mn 2022 yil1 verilerince
akciger kanseri kansere bagli 6liimler arasinda en yaygin neden olup, Tiirkiye’de de kansere
bagli oOliimler icinde en yiiksek orana sahiptir. (GLOBOCAN, 2022). Akciger
kanserinin %80,7" si kiiciik hiicreli dist akciger kanserinden (KHDAK) olusurken, %16,4’ i
kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve %2,9 u ise diger alt tiplerden olugsmaktadir. KHDAK
akciger kanserinin en sik goriilen tiirli olup genellikle biiyiik hiicreli karsinom, skuaméz hiicreli

karsinom, adenokarsinom veya belirtilmemis tiir olarak siniflandirilabilir (Travis vd., 2015).

Sigara igmek akciger kanserinin en 6nemli risk faktoriiyken, hava kirliligi, asbest ve/veya radon
gaz1 maruziyeti, genetik faktorler ve pasif igicilik de akciger kanseri olusumunda 6nemli rol

oynamaktadir (Wangari-Talbot ve Hopper-Borge, 2013).

KHDAK’ nin yonetimi, multidisipliner bir yaklasim gerektirmektedir. Hastalar genellikle
evresine, rezeke edilebilirligine ve genel durumlarina bagh olarak cerrahi, radyoterapi ve/veya
kemoterapi kombinasyonlarina gerek duyabilmektedir (Chang, 2011). Cerrahi operasyonlar,
KHDAK tedavisinde en iyi se¢enektir. Fakat hastalik fark edildiginde ileri evrelere gelinmis
oldugundan cerrahi miidahale hastalarin yalnizca % 25' inden daha azina uygulanabilmektedir.
Bu durumda kemoterapi altin standart olmasina ragmen kemorezistans gelismesi nedeniyle

tedavi basarisiz olabilmektedir (Xiao ve He, 2010).

Kemorezistans, dogustan olabilecegi gibi sonradan da kazanilabilir ve genellikle aynm1 ya da
benzer antineoplastik etki mekanizmalarina sahip ilaglara karsi gelisir. Genel olarak kanser
hiicrelerinin kemoterapi ilaglarina kars1 direng gelistirmesi olarak agiklanabilir. Bu direng ile

kanser hiicrelerinin ilaca yanit verme yetenegi veya ilacin etkisi azalir (Chang, 2011).

Akciger kanseri olusum mekanizmalarindan biri olan siiriicli mutasyonlar da tedavide hali
hazirda kullanilmakta olan ilaglarin etkilerini azaltmaktadir. Epidermal biiyiime faktori
reseptorii (EGFR), Kirsten Ras Sarcoma viral onkogen (KRAS), anaplastik 16semik kinaz
(ALK), ROS-1, v-Raf murin sarkoma viral onkogen homolog B1 (BRAF) ve insan epidermal



bliytime faktorii reseptorii (HER-2) en sik goriilen siiriicli mutasyonlardandir (Bilgin ve Yiicel,

2019).

Tiimdrleri EGFR geninde somatik aktive edici mutasyonlar barindiran hastalar, EGFR-tirozin
kinaz inhibitorleri (EGFR-TKI) ile tedaviden biiyiik dlciide fayda saglamaktadir. EGFR' yi
hedef alan antikanser ilaglarin yakin zamanda gelistirilmesi, hastalarin hayatta kalma oranlarini

onemli dl¢iide iyilestirmektedir (Wu vd., 2014).

Fakat EGFR mutasyonlarina sahip KHDAK’ 11 hastalarda EGFR-TKI' lere 10-16 ay icinde
kazanilmis direng gelisir. Ekzon 20' deki 790. kalintida treonin-metionin degisimi (T790M) ilk

tanimlanan kazanilmis direng mutasyonudur (Dirican vd., 2016).

Osimertinib (OSI, AZD9291) oral olarak kullanilan, {igiincii nesil, geri doniissiiz bir EGFR-
TKI’ dir (Soria vd., 2018). EGFR aktive edici mutasyonlardan olan EGFR T790M direng
mutasyonlarint segici olarak inhibe eder (Leonetti vd., 2019). Ama zamanla hastalarin
yaklasik %40' inda T790M' li C797S mutasyonunu da goriilmektedir. Sonug olarak da ilacin
hiicre ¢ogalmasini inhibe edici etkisi azalmaktadir (J. Li ve Kwok, 2020; Y. Li vd., 2023).

Yapilan ¢alismalar bazi fitokimyasallarin kanser hiicrelerinin ilag¢ direncini asabilecegine dair
bircok kanit sunmaktadir. Boylelikle daha az yan etki profilleri ile bitkiler kanser tedavisinde

umut vadetmektedir (Isaoglu vd., 2020; Pu Wang vd., 2015).

Uzerinde arastirmalar yapilan bitkilerden biri olan M. officinalis, gesitli kanser tiirlerinin
tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Javadi ve Emami, 2015). Bitkinin esansiyal
yaginin ve ekstraktlarinin antikanser ve antiproliferatif 6zellikleri pek ¢ok insan kanser hiicre

hattinda ¢alisilip, anlamli sonuglar bulunmustur (Faraji et al., 2021).
1.2. Arastirmanin Onemi

Akciger kanseri kansere bagli 6liimler arasinda en yaygin nedenlerden biri olup, hastaligin geg
teshis edilmesi ve kemoterapdtik ilaglara karst zamanla gelisen direng mekanizmalar1 tedavi
basarisini azaltmaktadir. EGFR mutasyonlu KHDAK hastalarinda OSI ile tedavi baslangigta
etkin olsa da zamanla gelisen diren¢ mutasyonlar1 tedaviyi golgelemektedir. Daha az yan etki

profiline sahip olmalar1 ve c¢esitli antikanser 6zellikleri nedeniyle fitoterapdtiklerin kanser



tedavisine eklenmelerinden yola ¢ikilarak M. officinalis kanserde kemorezistansi 6nlemesi ve

destekleyici tedavi stratejileri sunmasi agisindan umut vadetmektedir.

1.3. Varsayimlar

Calismamizda; M. Officinalis ekstraktlarimin  KHDAK hiicrelerinde antikanserojen ve
antiproliferatif 6zelliklere sahip olup olmadigi, OSI ile kombinasyonlarinda ilaca karsi
gelisecek direnci azaltarak ilacin etkinligini artirip artiramayacagi, kemoterapi ilaglarinin neden
oldugu yan tesirleri hafifletme potansiyeline sahip olup olmadig: gibi varsayimlar iizerinde

durulmustur.

1.4. Simirhliklar

OSI ve daha pek ¢ok antikanser ilacina kars1 gelisen diren¢ mekanizmasi tedavi basarisini
kisitlayan sinirlayicr bir faktdrdiir. EGFR mutasyonu ve diger siirlicii mutasyonlarin ¢esitliligi
tedaviye olan yanitlar1 karmasik hale getirmektedir. In vitro ortamda elde edilen bulgularin in
vivo kosullarda ayni etkiyi gosteremeyip, bu kosullara tam anlamiyla entegre edilememesi riski
bulunmaktadir. Yine M. Officinalis ekstraktinin potansiyel yan tesirleri ve daha uzun vadeli
etkileri heniliz tam olarak aydinlatilamadigindan, in vivo uygulamalarda karsilasilabilinecek
bazi belirsizlikler mevcuttur. M. Officinalis bitki ekstraktlarinin aktif bilesenlerinin etki
mekanizmalar1 ve farmakokinetigi tizerinde durulup, arastirmalar in silico ve in vivo olarak

uygun hayvan modelleri lizerinde ger¢eklestirilmelidir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE VE ILGILI CALISMALAR

2.1. Kanser

Kanserle ilgili en eski kayitlar M.O. 3000 yilina kadar dayanmaktadir (Fitzmaurice vd., 2015).
Kanser, normal hiicresel fonksiyonlar1 bozulan anormal hiicrelerin kontrolsiiz hiicre boliinmesi
ve yayilmasi olarak ifade edilir. Ayrica kanser diinya ¢apinda énemli bir saglik sorunudur ve

kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci 6liim nedeni olarak goriilmektedir (Kamel ve Megally

Abdo, 2014).

Tiim kanserler deoksiriboz niikleik asit (DNA) dizisindeki anormalliklerden kaynaklanir. insan
yasam1 boyunca DNA c¢esitli mutajenlere maruz kalir, bu da her hiicredeki DNA dizisinde
ilerleyici degisikliklere neden olmaktadir. Hiicre boliinmesi ve kontrolii genler tarafindan
diizenlendigi i¢in kanser temelde genetik bir hastaliktir. Gende hasar olustugunda DNA tamir
sistemleri bu hasar1 onarmaya caligsa da her zaman basarili olamayabilir. Bunun sonucunda
goriilen proteinlerin eksik veya hatali iiretilmesi hiicresel islevlerin bozulmasina yol agabilir

(Futreal vd., 2001).

Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor siipresor genlerinin inaktivasyonu sonucu olusan kanser
gelisim siirecinde mutasyonlar rol almaktadir. Kanser gelisimi temel olarak genetik ve
epigenetik degisimlere baghdir. Kromatin yeniden diizenlenmesi, histon metilasyonu, histon
asetilasyonu, histon fosforilasyonu ve DNA metilasyonu bu degisimlerdendir (Cansino Alcaide

ve Martinez-Pineiro, 2006).

Kanser tedavisi radyoterapi ve cerrahi ile veya kemoterapotik ilaglardan yararlanilarak
yapilmaktadir. Bu ii¢ yolda da 6nemli sorunlarla karsilasilmaktadir. Pek ¢ok kanser tiirii igin
tercih edilen yontem geleneksel antineoplastik kemoterapi olmakla beraber tedaviyi daha segici
hale getirecek yeni stratejiler gelistirilmektedir. Hedef normal hiicreler tizerindeki yan etkileri
Onleyerek daha az yan etkiye neden olacak yeni ilaglar gelistirmektir (Andrews Wright ve Goss,

2019).

2.1.1. Kanser genetigi

Tiim hiicrelerin belirli bir yasam siiresi bulunmaktadir. Bu siire i¢inde boliiniip kalitsal

materyallerini aktarirlar ve belirli bir siire sonra da oliirler. Bazilar1 ¢esitli nedenlerle (genetik



faktorler, enfeksiyonlar, tiitiin-alkol kullanimi, obezite, sagliksiz beslenme, radyasyon ve
cevresel toksinler) sinirsiz bir sekilde boliinmeye devam ederler. Bu sekilde dokudaki tiimor
olusumu ve kontrolsiiz biiylimeler kanserin temelini olusturur. Tiimor baskilayict genler hiicre
boliinmesi iizerinde baski yaratabilen bir grup gendir ve hiicre i¢i kontrolii saglarlar. Hasara
ugradiklar1 zaman hiicrenin kontrolsiiz cogalmasina neden olan hiicrelerin normal ¢ogalmasinin
kontrolii i¢in gereken otozomal resesif genlerdir. Hiicresel DNA hasarlarini onarirlar. Apoptozu
(programlanmis hiicre 6liimii) baslatip metastaz1 onlerler. Instrinsik (mitokondriyal) yol ve
ekstrinsik (6lim reseptorii yolagi) yol olmak iizere iki sekilde meydana gelirler. Apoptozun
diizenlenmesinde temel olarak; B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi, p53, kaspazlar kalsiyum ve
seramid gibi molekiiller rol oynamaktadir. Siire¢ boyunca siirekli hiicreye girisi olan kalsiyum

iyonlar1 hiicre iskeletinin organizasyonunda ve gen regiilasyonunda rol almaktadir.

Kaspazlar: Biitiin programlanmis hiicre 6liimlerinin ortak noktasi proteinleri parcalayan sistein
proteazlar olan kaspazlarin aktivasyonudur. Kaspaz aktivasyonuyla sonuglanan intrinsik yolak
ile ekstrinsik yol birbirleriyle baglantilidir ve bir yolaktaki molekiiliin diger yolu etkileyebildigi
gosterilmistir. Kaspazlar efektor (3, 6 ve 7) ve baslatici (2, 8, 9, 10) kaspazlar diye iki gruba

ayrilirlar.

Mitokondri: Kontrollii hiicre oliimii aktivasyonunda ¢ok o©nemli bir yer almaktadir.
Intermembran proteinlerine kars1 gecirgen hale gelir. Apoptotik dneme sahip sitokrom-c de bu
proteinlerden olup, salinmasi1 mitokondriyal dis membran permeabilizasyonu (MOMP) olarak
bilinen ve yiizeyinde bulunan Bc¢l-2 aile iiyeleri (Bax ve Bak) aktivasyonunu i¢eren bir siiregten
meydan gelmektedir. Salinan sitokrom c, pro-kaspaz 9’ a baglanip apoptozom denilen
kompleksi olusturmaktadir. Ve aktif formu olan kaspaz 9’ a doniismektedir (Guvenc ve

Guvenc, 2017).

Bcl-2 ailesi: Proapoptotik (Puma, Bad, Bax, Bim, Noxa, Bak) ve antiapoptotik (Bcl-xL, Bcl-2)
tiyeler olmak iizere birbirine zit ¢alisan iki gruptan olugsmaktadir. Hiicredeki kalsiyum oranini
kontrol ederek kaspazlarin oncii formlariyla sitokrom-c salinimini bloke edip apoptozu inhibe

ederler.

Saglikli hiicrelerde antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri Bax mekanizmasini baskilarlar. Hiicrenin
akibetinin yasamla mi1 yoksa Olimle mi devam edecegini Bcl-2° nin Bax’ a oram

belirlemektedir.



Retinoblastoma protein (RB1): Retinoblastoma adli goz kanseri tiirii ile iligkilidir ancak diger

bir¢ok kanser tiirlinde de rol oynar.

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN) geni: Hiicrelerin biiyiime ve cogalmasini baskilayip timdr
olusumunu engeller. Prostat, meme ve endometrium kanserlerinde yaygin olarak
mutasyonlarina rastlanmaktadir. Timor baskilayict PTEN, PI3K/PTEN/Akt sinyal yolunun
negatif bir diizenleyicisi olup; hiicre biiylimesi, cogalmasi, gogii ve farklilasmasi gibi hiicresel
islevleri diizenlemektedir. PI3K/PTEN/Akt sinyal yolaginin GLUT-4 iin yer degistirmesi
yoluyla glikoz alimi lizerinde de etkisi oldugu diistiniilmektedir. Yani PTEN genini hedeflemek
hem kanser hem de bazi metabolik hastaliklarda (obezite, tip 2 diyabet v.b.) 6nemli bir tedavi

yoludur.

BRCA1/BRCA2 genleri: DNA onarimini dogru bir sekilde gerceklestirmeye yardimci olurlar.

Mutasyonlart meme ve over kanser riskini artirmaktadir.

TP53 geni: p53 adli protein hiicre dongilistinii durdurur, DNA hasarin1 onarir ve apoptozu
baslatir. Bu gende olusan mutasyonlar kanser vakalarinin yarisini olusturur. p53 hiicrelerdeki
DNA” nin biitiinliigiinii korudugundan “genomun koruyucusu” olarak da bilinir. (Cetiner, 2021;

Gokhan vd., 2020; Lee ve Muller, 2010; A. Li vd., 2017).

Protoonkogenler hiicrelerin biiylimesi, proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii yerine getiren yani
hiicresel homeostazi saglayan genlerdir. Mutasyon gibi nedenlerle yeni bir islev ve aktivite
kazanip otozomal dominant etki gosteren ve kanser olusumunu kolaylastiran genlere onkogen
(Gli, Gsp, Ras K, Ras N, C-myc, L-myc, N-myc, Akt, Abl, erbB-2) denmektedir. Ozellikle
MYC insan kanserlerinin %70’ inde goriilmekte ve diizensiz ekspresyonu sonucunda timor

gelisimi olmaktadir.

Mutasyon hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve ¢ogalmasinda rol alan onkogenlerde meydana
gelirse hiicrenin invazyon ve metastaz yetenegi gibi malign 6zellikler kazanmasina neden olur.
Mutasyon tiimor baskilayici genlerde meydana gelirse hiicre dongiisii inhibisyonu ve anormal
hiicre biiylimesi gerceklesir. Tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin
aktivasyonu bir¢ok kanser tiirliniin gelisimine neden olmaktadir (Debele¢-Biitliner ve Kantarci,

2006; Farrell ve Sears, 2014; Shortt ve Johnstone, 2012; Seydel ve Aksoy, 2009).



Kanser genetiginin temelinde yatan mutasyonlar kalitsal (DNA onariminda gorevli BRCATI ve
BRCA2 genlerinde mutasyon) ve edinilmis mutasyonlardir. Edinilmis mutasyonlara
interkalasyon ajanlar1 gibi mutajenler ve UV 1sinlari, gama 1sinlar1 gibi radyasyon etmenleri
ornek olarak verilebilir. DNA onarim bozukluklari biiyiime anomalilerine, cilt, meme ve kolon
kanseri gibi pek c¢ok kanser tiiriine neden olmaktadir. Kanser tedavisinde DNA onarimini
artirmak ise diisliniilenin aksine tedavi de diren¢ olusumuna neden olmaktadir. Bu yiizden DNA
onariminda gorev alan proteinlerin inaktivasyonu ya da ekspresyonlarmin azaltilmasi

amaclanmaktadir (Debele¢-Biitiiner ve Kantarci, 2006).

Anjiyogenez viicuttaki kan damarlarindan yeni kan damarlarinin olusumudur. Hem normal
fizyolojik olaylar hem de patolojik durumlar igin kritik bir rol oynamaktadir. Anjiyogenez
vaskiiler gelisim, embriyonik gelisim ve yara iyilesmesi gibi normal siire¢lerde gerekli
olmasina ragmen romatoid artrit, diyabetik retinopati, sedef hastaligi, hemanjiyomlar ve kanser

gibi baz1 patolojik durumlarda da ortaya ¢ikmaktadir (Hamutoglu ve Onder, 2017).

Vaskiiler agdaki yeni biliylimeler kanser acisindan Onem arz etmektedir c¢linkii kanser
hiicrelerinin biiyiimesi, ¢ogalmasi ve metastatik yayilimi i¢in yeterli oksijen ve besin gerekirken
atik Uriinler de uzaklastirilmalidir. Yeni kan ve lenfatik damarlar sirasiyla anjiyogenez ve

lenfanjiyogenez adi verilen siirecler araciliiyla olusmaktadir.

Anjiyojenik aktivatorler arasinda; transformasyon biliylime faktorii-alfa (TGF-a), temel
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), interlokin-8, anjiogenin, tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-
a), TGF-B, trombosit kaynakli endotelyal biiylime faktorii, grantilosit koloni uyarict faktort,
hepatosit biiylime faktorii, plasental biliylime faktorii, epidermal biliylime faktorii ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi cesitli proteinler mevcuttur. VEGF ailesi ve
reseptorleri (VEGFR) karsinojenez siirecindeki vaskiilarizasyonda git gide daha fazla dikkat
¢ekmektedir.

Kanser hiicreleri yayildik¢a hipoksi meydana gelmektedir. Anjiyogenezin esas diizenleyicisi
olan hipoksi ile indiiklenen faktor (HIF)-1, VEGF’ den olusan hipoksik genlerin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Hamutoglu ve Onder, 2017; Nishida vd., 2006).

Anjiyojenik siirece katkisi olan pek c¢ok yolak olmasina ragmen, ana diizenleyici olarak

VEGF/VEGFR yolaklar1 kabul edilmektedir. Bu da bu yolagin kanser tedavisi i¢in kullanilmasi



yoniinde 6nemli bir ilgi ve ¢aba olusturmaktadir. VEGF’ nin asir1 eksprese edilmesi ya da
yiiksek VEGF serum seviyeleri KHDAK ve KHAK’ de de dogrulanmistir. Bu nedenle kanser
tedavisinde umut vadeden ve su anda preklinik ve klinik g¢aligmalari siiren ¢ogu anti-
anjiyogenik ajan, VEGF yolaklarinin inhibisyonuna odaklanmaktadir. Anti-VEGF
stratejilerinden bazilari; VEGFR’ lerin tirozin kinaz inhibitorleri, VEGF veya VEGFR’ lere
kars1 notralize edici antikorlar ve ¢oziinebilir VEGFR/VEGFR hibritleridir (Alevizakos vd.,
2013; Ferrara vd., 2005; Malik vd., 2014; Rapisarda ve Melillo, 2012). Onkolojide VEGF
inhibisyonunun potansiyel klinik rolii solid tiimorlerle sinirl degildir. Cesitli I6semiler ve diger
hematolojik malignitelerde de VEGF ve VEGF reseptorlerinin ifade edildigine dair birgok kanit
mevcuttur. Bu ylizden VEGF veya VEGFR sinyal inhibisyonu iizerine pek ¢ok klinik ¢aligma
yiriitiilmektedir (Ferrara vd., 2005; Lauro vd., 2014; Sandler, 2007).

2.1.2. Kanser istatistikleri

2022 verilerine gore Tiirkiye’ de 240.013 yeni kanser vakasi bildirilmis olup, 129.672 kisi ise
kanserden hayatini kaybetmistir (GLOBOCAN 2022). En sik goriilen kanser tiirleri erkeklerde
akciger, prostat ve kolorektal kanserdir. Kadinlarda ise meme, tiroid ve kolorektal kanser
seklinde siralanmaktadir. Tiim niifusa bakildiginda ise meme, akciger ve kolorektal kanser
seklinde siralanmaktadir (Sekil 1). Kanser dliimlerinin %50’ den fazlasimi erkek cinsiyet
olusturmaktadir. Erkeklerde 6liime neden olan kanserler akciger, mide ve kolorektal kanser
seklinde siralanirken; kadinlarda meme, akciger ve kolorektal kanserdir. Tiim niifusa

bakildiginda ise akciger, kolorektal ve mide kanseri ilk ii¢ siray1 almaktadir.

Tirkiye’ de kanser goriilme sikligi hem erkeklerde hem de kadinlarda Avrupa, Kanada,
Amerika, Avusturalya gibi lilkelere gére daha diisiiktiir. Diinyada ilk siralarda goriilen kanser
ortintiisii benzerlik gdsterip 160 iilkede kadinlarda meme kanseri ilk sirada yer almaktadir.
Afrika bolgesinin belirli bir alaninda ise serviks kanseri ilk siraya yerlesmistir. Erkeklerde ise
Kuzey Amerika, Gliney Amerika, Avrupa’nin Batisi, Avustralya ve Afrika bolgelerinde prostat
kanseri ilk sirada yer almakta iken; Tiirkiye’nin de i¢inde yer aldigi Asya ve Dogu Avrupa

bolgelerinde akciger kanseri ilk sirada yer almaktadir (Ilter ve Keskinkilig, 2018).

Tirkiye’de kanser goriilme sikligt Avrupa, Amerika, Kanada ve Avustralya gibi iilkelere
kiyasla hem erkeklerde hem de kadinlarda daha diistiktiir. Diinya genelinde yaygin olan kanser

tiirleri benzerlik gosterirken, 160 iilkede kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii meme



kanseridir. Afrika’nin belirli bolgelerinde ise serviks kanseri en yaygin kanser tiirii olarak one
cikmaktadir. Erkeklerde ise Kuzey ve Giliney Amerika, Bat1 Avrupa, Avustralya ve baz1 Afrika
bolgelerinde prostat kanseri en sik goriilen tiir iken, Tiirkiye nin de dahil oldugu Asya ve Dogu

Avrupa bolgelerinde akciger kanseri ilk sirada yer almaktadir.
2.2. Akciger Kanseri
2.2.1. Akciger kanseri epidemiyolojisi

Diinya ¢apinda en yaygin ve Oliimciil kanser tiirlerinden biri akciger kanseridir. Erkeklerde
kansere bagli 6liimlerin baglica nedeni iken kadinlarda meme kanserinden sonra gelmektedir

(WHO, 2020).

Amerikan Kimya Dernegi (ACS) 2023 yilinda 238.340 yeni akciger kanseri vakasi olacagin
ve 127.070 kisinin akciger kanserinden dlecegini tahmin ediyordu ki, bu tiim kanser 6liimlerinin
yaklasik %20' sini olusturmaktaydi. Akciger kanserinin temel nedeni olarak vakalarin yaklagik

%80' inde olan sigara kullanimi goériilmektedir (Wolf vd., 2024).

Ulkemizde kanserden meydana gelen &liimlerin %29,7’ sini akciger kanseri olusturmaktadir.
Erkeklerde kansere bagli oliimlerin ilk nedeni iken kadinlarda meme kanserinden sonra

gelmektedir (GLOBOCAN, 2022).

Diinya genelinde akciger kanseri kansere bagli 6liimler arasinda en yaygin neden olup, her yil
yaklasik 1,8 milyon insanin hayatini kaybetmesine yol a¢an yiliksek mortalite oranina sahip bir

kanser tiirtidiir (Sharma, 2022; Yildiz Giilhan vd., 2019).

Akciger kanserinin 6liim oran1 kolon, meme ve pankreas kanserlerinin 6liim orani toplamindan
daha fazladir. Akciger kanseri tanist konulan hastalarin yarisindan fazlasi tan1 konulmasinin
ardindan yaklagsik bir yil icinde 6lmekte olup, 5 yillik sagkalim oran1 %17,8 kadardir (Zappa ve
Mousa, 2016).

2.2.2. Akciger kanseri etiyolojisi

Titlin kullanmak akciger kanserinde en tipik risk faktoriiyken; sigara-pipo igmek, pasif igicilik,

cevre ve hava kirliligi, enfeksiyonlar, asbest, radon gazi, silika, arsenik gibi kimyasallara



maruziyet, yas, etnik koken, beslenme sekli, obezite, diger tikayict akciger rahatsizliklart gibi
cesitli faktorler de akciger kanserine neden olabilmektedir. Akciger kanserinde genetik
faktorler de etkilidir. Aile Gykiisiinde karsinoma olan birinin kansere yakalanma olasiligi,
olmayanlara oranla yaklagik dort kat daha fazladir (Dela Cruz vd., 2011; Wangari-Talbot ve
Hopper-Borge, 2013).

Tiitlin  kullananlarda goriilen akciger kanseri Ozellikleri bakimindan kullanmayanlardan
oldukca farklidir. Bu spesifik popiilasyonda goriilen KHDAK’ de tiitiin etkili olmadigindan
hastaligin patogenezinde belirleyici olan birgok baska risk faktérii bulunmaktadir. Radon
maruziyeti, bakteriyel (Mycobacterium tuberculosis) ve viral (Insan Papilloma Viriisii)
enfeksiyonlar, astim ve sarkoidoz gibi inflamatuar hastaliklar bu tiire neden olan faktorlerdendir

(Corrales vd., 2020).

Akciger kanseri i¢in goreceli risk tek bagina asbest maruziyeti ile 6 kat, tek basina tiitiin
kullanimi ile 11 kat yiiksek olabilirken; ikisine maruz kalma ile artis 59 kat yliksek
olabilmektedir (Bade ve Dela Cruz, 2020).

Turkiye'de Her iki Cinsiyette En Cok Garllen ilk Alti Kanser Turii (GLOBOCAN, 2022)
Tiroid

Mide
Meme

7.2%

8.0%
27.1%

Prostat
13.9%

24.9% 19.0%

Kolorektal
Akciger olorekta

Sekil 2.1. Tiirkiye’ de her iki cinsiyette en ¢ok goriilen ilk alt1 kanser tiiri (GLOBOCAN,
2022)
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2.2.3. Akciger kanseri siniflandirilmasi

Akciger kanseri li¢ alt gruptan olusmaktadir. Bunun %80,7” sini KHDAK, %16.4’ inii KHAK
ve %2,9” unu ise diger alt tipler olusturmaktadir (Abughanimeh vd., 2022).

KHDAK akciger kanserinin en yaygin tiirii olup, genellikle skuamoz hiicreli karsinom, biiyiik
hiicreli karsinom (BHK), adenokarsinom veya belirtilmemis olarak siiflandirilabilir (Sekil 2).
Skuamdz hiicreli karsinom, tiim akciger kanserlerinin %25' ini olusturup, genellikle akcigerin
merkezinde bronsiyal tiiplerdeki hava yolunun epitelyal hiicrelerinden kaynaklanir ve tiitiin
kullanimiyla iliskilidir. Ote yandan BHK, akcigerin herhangi bir yerinde meydana gelebilen
hizli biiyliyen bir timordiir ve KHDAK vakalarinin yaklasik %10' unu temsil etmektedir.
Adenokarsinom en yaygin akciger kanseri tiirii olup, tiim akciger kanserlerinin yaklasik %40'
m1 olusturmaktadir. Bu tiir daha yavas biiyiidiiglinden, akcigerlerin disina yayilmadan 6nce

bulunma sans1 daha yiiksektir (Chaddad vd., 2017; Zappa ve Mousa, 2016).
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Sekil 2.2. Adenokarsinoma, skuamdéz hiicreli karsinoma ve biiyiik hiicreli karsinomanin

histolojik profili (Motadi vd., 2007)

2.2.4. Akciger kanser genetigi

Baz1 genler mutasyonlara digerlerine gore daha egilimlidirler. Apoptotik genler, biiylimeyi
tesvik eden protoonkogenler ve biiyltimeyi inhibe eden tiimor baskilayict genler hasarlanmanin
baslica hedefleri arasindadir. Ayrica DNA onarimini saglayan genler de kanser gelisiminde

hedef alinan unsurlar arasinda yer almaktadir (Yokus ve Cakir, 2012).

Akciger adenokarsinomlarinda KRAS onkogeni vakalarin %30' unda mutasyona ugramistir.
EGFR, MYC ve siklin D1 ise KHDAK’ de sirasiyla %6, %2,5-10 ve %5 oranlarinda asir1 ifade
edilmektedir. Vakalarin %25’ inde Bcl-2 ya da C-erbB2 (Her-2/neu) ' in asir1 ifadesi
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goriilmektedir. EGFR genindeki mutasyonlar kii¢iik molekiillii kinaz inhibitorlerine (gefitinib
veya erlotinib gibi) karst olusan yanitla iliskilendirilmistir. Echinoderm mikrotiibiil iligkili
protein-benzeri 4-ALK (EML4-ALK) fiizyon geni de KHDAK’ de eksprese edilmektedir
(Pazarbas1 ve Kasap, 2003; Risch ve Plass, 2008).

Skuaméz hiicreli karsinomlardaki genetik degisiklikler icin hedefe yonelik tedaviler
bulunmamaktadir. Bu timoérlerin yaklasik %80 ' inde EGFR asir1 eksprese edilip, yaklasik %30’
u HER2 genini asir1 ifade etmektedir (Forsythe vd., 2020).

KRAS onkogeninde ve hiicre boéliinmesini baskilayan p53 geninde mutasyonlar meydana
geldiginde akciger hiicreleri siirekli boliineceginden timdr olusumu meydana gelmektedir

(Yokus ve Cakir, 2012).

p53 proteini hiicre dongiisiiniin 6nemli bir diizenleyicisidir. Insan kanserlerinde en sik
mutasyona ugradigi bilinen gendir. Spesifik DNA yapilarina baglanarak transkripsiyonel
diizenleyici olarak rol oynar. Mutasyonla inaktive olursa hiicre donglisii bozularak tiimor
geligebildiginden genetik degisikliklerin en yaygin hedefi oldugu artik bilinmektedir.
Mutasyona ugramamig yabanil tip p53 proteini (wtp53) hiicrelerde latent halde bulunur ve

hiicresel sinyallere yanit olarak aktif hale gelir (Oren ve Rotter, 1999).

Programli hiicre o©liimii, antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge ile
diizenlenmektedir. Bel-2 gen ailesi proteinleri (bcl-2, bel-xL, bax) mitokondriyal apoptotik
yolun ana diizenleyicilerinden biridir. Bel-2 kaspazlarin aktivasyonu ve boliinmesi i¢in gerekli
olan adaptorleri inhibe ederek hiicrenin canliligini saglayan bir apoptoz inhibit6riidiir ancak
hiicre ¢ogalmasini tegvik etmez hiicre 6liimiinii engeller yani hiicreleri yasatir. Bel-2-iligkili x
protein (Bax) protein ayn1 gen ailesinden olmasina karsin proapoptotik aktivite gostermektedir.
Yiiksek Bcl-2 diizeyi kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina ve tiimor gelisimine katki sunmaktadir.
Bax overekspresyonu, bcl-2 proteini inaktive eder ve apoptozu tesvik eder. Bax/Bcl-2 orani,
kanser hiicrelerinin apoptoz egilimini gdésteren énemli bir belirtectir. Bax/Bcl-2 orami yliksek
olan hiicreler tedaviyle daha kolay apoptoza gideceginden kemoterapiye daha duyarli
olabilirler. Kanser tedavisinde bu oran, hiicrelerin tedaviye nasil yanit verecegini anlamada ve

tedavi stratejilerini belirlemede 6nemli bir belirtegtir.
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Bcl-2' nin ¢esitli hematolojik ve solid kot huylu tiimorlerde yiiksek diizeyde ifade edildigi
cesitli caligmalarla belirtilse de KHDAK, bazal hiicreli karsinom ve meme kanserinde bagimsiz

pozitif bir belirte¢ oldugu 6ne siiriillmektedir (Mendez-Flores vd., 2022; Tilli vd., 2002).

2.2.5. Akciger kanseri evreleri

Akciger kanseri hastalarinin tedavi stratejisi hastaligin evresine bagl olarak degismektedir.
Tiimo6riin boyutu ve doku penetrasyon derecesi bu evreleri belirlemektedir. Akciger kanserinin
evrelemesi i¢in Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) Tiimor Nod Metastaz (TNM) sistemi
kullanilmaktadir (Tablo 1). Bu sistem tiimdriin 6zellikleri (T), lenf nodlarina yayilmasi (N) ve
metastaz durumu (M) incelenmektedir. Evreleme; T, N ve M harflerinden sonra sayilar ve

harfler kullanilarak devam ettirilir (Rami-Porta vd., 2018).

Tablo 2.1. Genel TNM evreleme tanimlayicilar (Yilmaz vd., 2012)

Semboller TNM kriterlerinin ag¢iklamasi

Tx Primer timor degerlendirilemiyor

Tis Insitii karsinom

TO Primer timor yok

T1 Cap1 3 cm’ den kii¢iik olan tiimor

T2 Cap1 3-5 arasinda olan tiimor

Nx Degerlendirilemeyen lenf nodu

NO Metastaz olmayan lenf nodu

N1 Ipsilateral pulmoner veya hiler nodlarda
metastaz

N2 Ipsilateral mediastinal veya subkarinal lenf
bezlerine metastaz

N3 Kontralateral mediastinal, hiler veya
supraklavikiiler nodlarda metastaz

MO Uzak metastaz yok

M1 Degerlendirilemeyen lenf nodu

2.2.6. Akciger kanseri teshisi

Oksiiriik, gdgiis agrisi, kan tiikiirme, kilo kayb1 ve nefes darlig1 gibi klinik bulgular, akciger

kanseri olan hastalarin %75' inde goriilmektedir (Spiro vd., 2007). Manyetik rezonans
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goriintiileme (MRG), pozitron emisyon tomografisi (PET), gogiis radyografileri (CXR) ve
bilgisayarli tomografi (BT) taramalar1 akciger kanserinin tanisinda yer alan goriintiileme
teknikleridir (Thakur vd., 2020). Diger yontemleri ise bronkoskopi, balgam sitolojisi,
mediastinoskopi, transtorasik ince igne aspirasyon biyopsisi ve mediastinal goriintiileme

olusturmaktadir (Gridelli vd., 2015).

KHDAK i¢in giincel molekiiler testlere bakildiginda 6nce EGFR, ROS1 ve ALK genlerine
yonelik molekiiler testler es zamanli olarak yapilmalidir. Bu genlerde mutasyon saptanamadigi
durumda ikinci basamakta mezenkimal-epitelyal ge¢is (MET), BRAF, RET, Erb-B2 Reseptor
Tirozin Kinaz 2 (ERBB2) / HER2, KRAS genlerine yonelik molekiiler testler yapilir. Ancak,
Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO), KHDAK tanili hastalarda BRAF mutasyon analizinin

de ilk basamak molekiiler testler arasinda yapilmasini 6nermektedir (Felip vd., 2011).

2.2.7. Akciger kanseri tedavisi

Akciger kanserinde erken teshis basarili bir sonug i¢in ¢cok dnemlidir. Cerrahi miidahale ile evre
1 KHDAK tanist konmus hastalarin 5 yillik sagkalim orani yaklasik olarak %70 iken, bu rakam
ileri metastaz gelismis hastalarda %5' e kadar diismektedir (Wang vd., 2020).

KHDAK’ nin yonetimi multidisipliner bir yaklasim gerektirmektedir. Hastalar genellikle
evresine, rezeke edilebilirligine ve genel durumlarina bagli olarak cerrahi, radyoterapi ve/veya
kemoterapi kombinasyonlarina gerek duyabilmektedir (Chang, 2011). Cerrahi operasyonlar
KHDAK tedavisinde en iyi se¢enektir. Fakat hastalik fark edildiginde ileri evrelere gelinmis
oldugundan cerrahi miidahale hastalarin ancak %25' inden daha azina uygulanabilmektedir. Bu
durumda kemoterapi altin standartken tiimor hiicrelerinin kemoterapi ajanlarina direng

(kemorezistans) gelistirmesi nedeniyle tedavi basarisiz olabilmektedir (Xiao ve He, 2010).

KHDAK’ nin metastatik durumlarinda sistemik kemoterapi, TK1 ile tedavi, immiinoterapi veya
radyoterapi; lokal ileri evrelerinde kemoradyoterapi veya cerrahi; erken evrelerinde (evre I-11)

cerrahi tedavi prensibini olusturmaktadir (Varim vd., 2020).

KHDAK' larin %40-80' i dahil olmak tizere ¢ok sayida kanser tiiriinde EGFR gereginden fazla
eksprese edilmektedir. Tiimorleri EGFR geninde somatik aktive edici mutasyonlar barindiran

hastalar EGFR-TKI ile tedaviden biiyiik 6l¢iide fayda saglamaktadir. EGFR' yi hedef alan
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antikanser ilaglarin yakin zamanda gelistirilmesi hayatta kalma oranlarini iyilestirmektedir (Wu

vd., 2014).

KHAK evreleri olan I-IIT genellikle cerrahi ve kombinasyon immiinoterapi ve kemoterapi ile
tedavi edilmektedir. Cerrahlar tiimorii iceren bir lobu veya akciger boliimiinii ¢ikarmaktadir.
Giiniimiizde birgok cerrah, kii¢iik bir kesinin yapildig1 ve bir torakoskopun yerlestirildigi video

yardimli torakoskopik cerrahi (VATS) yontemini kullanmaktadir (Howington vd., 2013).

Bu calismalarin ¢cogu EGFR ve ALK mutasyonlar1 olan hastalar1 diglamaktadir. Neoadjuvan
tedavi ile EGFR-TKI monoterapisi, kemoterapi ile kombinasyon tedavisi ve immiinoterapi ile
kombinasyon tedavisi ile ilgili arastirilan bir¢ok tamamlanmis ve devam eden calisma

bulunmaktadir (Grant ve Nagasaka, 2024).

KHDAK’ de hastalarin %77’ sine hastalik birincil bdlgeden yayilmadan tani koyulamayip
yaklasik %55' inde tani metastatik (evre IV) donemde koyulmaktadir. Bu hastalarin
sagkalimlar1 ve yasam kalitelerini belirlemede kemoterapi tedavisi ¢ok Onemli bir yer
tutmaktadir. KHDAK i¢in kemoterapinin temelini platin bazli tedaviler olusturmaktadir ve
genellikle tiibiilin baglayict bir ajanla (TBA; taksenler [paklitaksel, doksetaksel] ve vinca
alkaloidleri [vinorelbin, vinkristin] igeren), bir kamptotesin analogu (irinotekan, topotekan),

gemsitabin veya pemetrekset ile kombinasyon halinde verilmektedir (Chang, 2011).

Anti-anjiyojenik tedavi de kanser kemoterapisinin nispeten yeni bir alani olup, hedefe yonelik
tedaviler arasindadir. Bevasizumab, aflibersept, ranibizumab, sorafenib, sunitinib ve pazopanib

onay almis ve tedavide kullanilmakta olan etken maddelerdendir.

VEGTF inhibisyonuna yonelik en iyi incelenmis ve en ileri yaklasima sahip kanser tedavisi i¢in
onaylanmis anti-anjiogenik ajan olan monoklonal antikor bevasizumabdir. KHDAK de dahil,
pek cok kanser tiiriiniin tedavisinde klinik fayda gostermektedir. Erlotinib ile kombinasyonu
tizerinde etkin ¢alismalar mevcuttur. Aflibersept plasental biiytime faktorii, VEGF ve VEGF-
B’ ye baglanmak i¢in tasarlanmis bir tuzak reseptor flizyon proteinidir. Sorafenib VEGFR-2 ve
VEGFR-3, c-kit, B-Raf ve C-Raf' 1 inhibe eden bir TKI' dir. Sunitinib VEGFR' ler, c-kit, flt3,
RET ve CSF-1R' ye kars1 etkili bir TKI' dir (Alevizakos vd., 2013; Sandler, 2007).
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2.3. llac Direnci ve Tedavi

Kemoterapi ajanlarinin basarilarina ragmen olusan kemorezistans insan neoplazmalarinin

yonetiminde 6nemli bir zorluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Chang, 2011).

Kemorezistans dogustan olabilir veya sonradan kazanilabilir ve ayn1 veya benzer antineoplastik
mekanizmalara sahip bir ilag veya ila¢ siifin1 tanimlayabilir. Genel olarak kanser hiicrelerinin
kemoterapi ilaglarina karsi direng gelistirmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu direng ile kanser
hiicrelerinin ilaca yanit verme yetenegi azalir veya ilacin etkisi azalir. Kemorezistansa aracilik
eden birka¢ mekanizma bilinmektedir. Platinlerin hiicre i¢i konsantrasyonu ve ilacin hiicre igine
alinmasinin engellenmesi ve ilacin disa atilimi ve detoksifikasyonunun artirilmasi yoluyla
azaltilmasi, platin aracili hiicre dongilisi durmasinin ve apoptozun bozulmasi, epitel-
mezenkimal gecis (EMT) ve kanser kok hiicreleri, kemoterapi i¢in degismis hiicresel hedefler,
azalmis hiicresel ila¢ konsantrasyonlari, mikroRNA' larin diizensiz ekspresyonu, epigenetik

modiilasyon ve tiimor mikrogevreleri ile etkilesimdir (Chang, 2011; Min ve Lee, 2021).

Coklu ila¢ direnci (MDR) ise antineoplastik ilaclarin tiimor hiicrelerinden disar1 atilma
stirecidir. Bu sekilde ilaglar hedef bdlgelerdeki konsantrasyonlari azaldigi igin diisiik
farmakolojik aktivite gosterirler. Direngli hiicreler kotii prognozdan ve tiimorlerin
tekrarlanmasindan sorumludurlar. MDR hastalardaki igsel faktdrlerden kaynaklanabilir
(intrinsik MDR) veya kemoterapi sirasinda kanser hiicrelerinin ilaca karsi duyarsiz hale gelmesi
(edinilmis MDR) ile olusabilir. Kanser hiicrelerindeki bazi ilag diren¢ mekanizmalari; adenozin
trifosfat (ATP)-sentaz baglayici kaset tagiyicilar1 (ABC) ile ilag atilim mekanizmalari, apoptoz
mekanizmalarinin inaktivasyonu, DNA onarim yolaklarinin aktivasyonu, biliyiime faktorleri,
ilag metabolizmasindaki degisiklikler ve genetik mutasyonlardir (Isaoglu vd., 2020; P. Wang
vd., 2015). P-glikoprotein (P-gp), ila¢ direncinde rol oynadigi bilinen ABC ailesinin en 6nemli
tiyesidir. Diger direng proteinleri ise, ¢coklu ilag direnci ile iligkili proteinler (MRP) ve meme

kanseri direng proteinidir (BCRP) (Sodani vd., 2012).

Akciger kanserinin nedenlerinden olan ve siiriicli mutasyonlar olarak bilinen mutasyonlar
genelde hiicrenin proliferasyonunda kritik 6neme sahip olan sinyal ileti proteinlerinin
genlerinde goriilmektedir. Yaklagik %60 adenokarsinom vakasinda siireci bir siiriicii mutasyon
baslatmaktadir. KRAS (%25), EGFR (%23), ALK (%6), Fosfatidil Inositol 3- Kinaz Katalitik
Alfa (PIK3CA, %3), BRAF (%3) ve HER2 (%]1) genlerinde en sik goriilen mutasyonlar
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bulunmaktadir (Sekil 3). Klasik kemoterapi ilaglarina nazaran bu mutasyonlara yani hedefe
yonelik ajanlarin gelistirilmesi hem etkinlik hem de yan etkiler agisindan ¢ok daha avantajli

goriilmektedir (Bilgin ve Yiicel, 2019; Forsythe vd., 2020)
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Sekil 2.3. Kazanilmis dirence yonelik molekiiler mekanizmalar (J. Li ve Kwok, 2020)

2.3.1. EGFR direnci ve mutasyonlari

EGFR plazma membran reseptorii tirozin kinazlarin erbB hiicre reseptdr ailesindendir. erbB
protein ailesi EGFR (ErbB1, HER1), ErbB2 (Her2/ neu), ErbB3 (HER3) ve erbB4 (HER4) diye
dort transmembran reseptorden olusmaktadir (Cowen, 2007; Wu vd., 2014).

EGFR ligand baglanma alanini hiicre i¢i tirozin kinaz sinyal iletim alania baglayan bir
transmembran reseptordiir. Bu da tirozin fosforilasyonunu tesvik eder ve sonug olarak bronsiyal

proliferasyonu artirir (Krause ve Van Etten, 2005).

EGFR membran i¢i ve ATP’ nin baglandig1 tirozin kinaz aktivitesi gOsteren intraselliiler
domaininden olusmaktadir. Bu domain hiicrenin biiyiimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan
proteinleri sentezleyen intraselliiler sinyal yolaklarinin aktivasyonu saglamaktadir. EGFR
genindeki bazi mutasyonlar tirozin kinaz domaininde yapisal degisiklige neden olarak siirekli
devam eden bir intraselliiler ileti olusturmaktadir. Bu da anormal kontrolsiiz ¢ogalma ve
kanserlesmeye neden olmaktadir. Ekson 19 delesyon ve L858R mutasyon gibi EGFR mutasyon
siklig1 bati toplumlarinda %15 oraninda saptanirken, Kafkasyali hastalarin yaklasik %10' unda
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ve Asyal1 hastalarin yaklasik yarisinda goriilmektedir (Abughanimeh vd., 2022; Mazza ve
Cappuzzo, 2017).

EGFR mutasyonlarinin %90 gibi biiyiik bir kism1 exon 19 delesyonu ve exon 21’ deki L858R
nokta mutasyonundan olugsmaktadir. Bunlar intrinsik diren¢ mekanizmalaridir. Daha az yaygin
olan duyarlilastirict mutasyonlar arasinda ekzon 18' deki G719A/C/S ve S720F mutasyonlari,
ekzon 21' deki L861Q/R mutasyonu ve ekzon 21' deki V765A, T783A ve S7681 mutasyonlari
yer almaktadir. EGFR ekson 19 delesyonlar1 ve/veya ekson 21' de EGFR L858R mutasyonu
KHDAK hastalarinin %10-40" inda goriilmektedir. KHDAK iizerine yapilan c¢aligmalar
Gefitinib, Afatinib ve Erlotinib gibi TKi’ lerin EGFR siiriicii mutasyonlarinin varliginda
kullanilmasinin, standart kemoterapiye gore daha yararli oldugunu gostermistir (Dirican vd.,

2016; Lu vd., 2018; Schoenfeld ve Yu, 2020; Tang ve Lu, 2018).

EGFR mutasyonlarina sahip KHDAK’ I1 hastalarda EGFR-TKI' lere 10-16 ay i¢inde kazanilmis
direng gelisir. EGFR-TKI’ lere kars1 gelisen sekonder direncin yaklasik %60’ imndan Ekzon 20'
deki 790. kalintida treonin-metionin degisimi (T790M) sorumludur. T790M mutasyonu
esnasinda tirozin kinazda yapisal degisiklik olmakta ve EGFR-TKI’ ler baglanamamaktadir.
Ayrica D761Y, L747S ve T854A gibi birkag¢ nadir ikincil EGFR mutasyonu da rapor edilmistir
(Dirican vd., 2016; Lu vd., 2018)

Kovalent mutant-selektif EGFR-TKI' ler klinikte ¢ok iyi terapotik etki gdstermis olsalar da yine
de {g¢iinciill mutasyon ile kazanilmis direng meydana gelmektedir. Tress ve arkadaslari
calismalarinda EGFR T790M+ mutasyonu olanlarin %40' inda plazma C797S tespit
etmiglerdir. Bu mutasyonda niikleofilik sistein daha az reaktif bir serinle degismistir.
Calismalar1 ayrica geri doniisiimsiiz EGFR-TKI' lere karsi baskin diren¢ mekanizmasinin
EGFR T790M/C797S mutasyonu olabilecegini gdstermistir. OSI hari¢ mevcut iiciincii nesil
geri doniisiimsiiz EGFR inhibitorlerinin tiimii, C797S mutasyonu karsi direng olusturmustur

(Lu vd., 2018).

Ayrica PTEN kaybi EGFR mutasyonlar1 olan hastalarda tiimdriin EGFR sinyallegsmesine
bagimliligini azaltarak diren¢ yapabilmektedir. PTEN, PI3K-Akt yolunu negatif olarak
diizenleyen bir enzimdir. Edinilmis i¢sel direng PTEN kayb1 ve artan PI3K/AKT sinyal iletimi
ile ilgilidir. PI3K’ nin alt birimlerdeki mutasyonlar da primer diren¢ olusturabilmektedir

(Wangari-Talbot ve Hopper-Borge, 2013).
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2.3.2. EML4- ALK fiizyon mutasyonu

ALK bir tirozin kinaz reseptoriidiir. Akciger adenokarsinomlarinin %5’ EML4 geni ile
birlesebilir. Bir ¢alisma EML4-ALK birlesmesi olan hastalarin EGFR TKi’ lerden fayda
saglayamadigini ortaya koymustur. Krizotinib bu hastalarda en umut verici ilag olarak goriilse
de zamanla diren¢ gelisebilmekte ve tedaviye seritinib, alektinib veya brigatinib ile devam

edilmektedir (Koivunen vd., 2008; Wangari-Talbot ve Hopper-Borge, 2013).

2.4. Tirozin Kinaz inhibitorleri

TKI’ ler, tirozin fosforilasyonunu inhibe etmek amaciyla olusturulmustur. Ik déniim noktasi
olan EGFR-TKI Iressa Pan-Asya calismas1, gefitinibin kemoterapi ile karsilastirildig: ilk
randomize Faz 3 klinik ¢alismasidir (Fukuoka vd., 2011).

Daha sonra gelistirilen ilaglar ise icotinib ve erlotinibdir. Bagarili ilag¢lar olmalarina ragmen
T790M mutasyonu barindiran tiimorlerde EGFR-TKI tedavisi sirasinda veya sonrasinda, 9 ila
14 ay icinde edinilmis direng gelismektedir. Afatinib ve dacomitinib ise ikinci nesil EGFR-TKI'
lerden ikisidir (Grant vd., 2023).

Bu gelismelere ragmen advers olaylarin insidansi ve siire giden direng goz Oniine alindiginda

ticiincii nesil TKI' ler gelistirilmistir.

Bazi hedefe yonelik TKI' ler “Merkezi sinir sistemi (MSS) koruyucu” olarak tanimlanmis olup
yeni beyin metastazi gelisme oranini azaltmaktadirlar. Bu ya ilacin MSS' ye daha iyi niifuz
etmesi ile ya da sadece kiigiik bir miktarmin kan-beyin engelini gegerek etkili olmasiyla
gerceklesmektedir. Bu durum beyin metastazi olan bazi hastalarin beyin radyasyonlarinin

ertelenmesine hatta yapilmamasina olanak saglamaktadir (Forsythe vd., 2020).

2.4.1. Birinci nesil TKi’ ler

EGFR mutasyona ugramis (ekzonlar 18-21) ilerlemis KHDAK genellikle bir EGFR-TKI ile
tedaviye oldukga hassastir (Malapelle vd., 2018).

Birinci nesil EFGR-TKI' ler erlotinib, gefitinib ve icotinibdir. Bu TKI ' ler, ATP' nin baglanmasi
icin Met793' te bir hidrojen bag1 olusturarak ATP ile rekabet etmektedir. Randomize kontrollii
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calismalardan, OPTIMAL, EURTAC, WJTOG3405 ve NEJ002; platin bazli kemoterapiye
kiyasla birinci nesil EGFR-TKI' lerin progresyonsuz sagkalim oranini énemli dlgiide artirdigini
gostermistir. Bu ilaglarla tedaviden sonra hastalarin %50-60' inda goriilen edinilmis direncin
nedeni ikincil EGFR T790M mutasyonudur. Bu mutasyon, ekzon 20' deki 790 konumunda
meydana gelip, treonin ile metionin yer degistirmektedir (Kus, 2019; J. Li ve Kwok, 2020).

2.4.2.1kinci nesil TKi’ ler

Afatinib ve dacomitinib, ikinci nesil EGFR-TKI' lerdir. Birinci nesil TKi’> lerden farki yan
zincirleri sistein 797 kalintisina baglanarak EGFR tirozin kinazin1 geri doniissiiz olarak inhibe
etmeleridir. LUX-Lung7 klinik caligmasinda, afatinib ve gefitinib, EGFR mutasyonu tasiyan
KHDAK hastalarinda birinci basamak tedavi olarak kullanilmistir. Sonug¢ olarak afatinibin
progresyonsuz sagkalim orani1 gefitinibden daha uzun siireli bulunmus olup, tedavi
basarisizligini da %27 oraninda azaltmistir. Bununla birlikte her ikisi de segici olmayan
inhibitorler oldugundan EGFR' ye baglanmanin yani sira HER ailesi tiyelerini eszamanli olarak
hedefleyen pan-HER' i de inhibe ederler. Bu da hastalarda diisiik maksimum tolere edilen dozda
sikintilara neden olmaktadir. Birinci nesilde oldugu gibi afatinibin klinik uygulamasinin ana
engeli de edinsel direncin ortaya ¢ikmasi olup, T790M mutasyonu afatinibe karsi edinsel

direncin ana mekanizmasini olusturmaktadir (J. Li ve Kwok, 2020).
2.4.3. Uciincii nesil TKI’ ler

0SI, rociletinib, lazertinib, abivertinib, nazartinib ve olmutinib iigiincii nesil TKI’ lerdir. Geri
dontisiimsiliz mutasyon-segici 6zellikleri ile T790M vakalarinda 1yi aktivite gostermektedirler.
Calismalarda pemetrekset ve platin bazli ilaglarla yapilan kemoterapiye oranla progresyonsuz
sagkalim orani ¢ok daha uzun bulunmustur. Ugiincii nesil TKI’ ler gecici basari elde etse de
C7978S adl tiglinciil bir mutasyon tedaviyi fazlaca engellemektedir. Bu mutasyon ekson 20' de
meydana gelip, EGFR' nin baglanma yeri olan 797 konumundaki sisteini serin ile degistirdigi
bir yerdedir. Ugiincii nesil TKI' ler de bu bdlgeyi hedef aldig1 ve sistein 797 kalintisina geri
doniigiimsiiz olarak baglandigi i¢in, bu mutasyon tiim {igiincii nesil ilaglara karsi direng

kazandirmaktadir (J. Li ve Kwok, 2020; Y. Li vd., 2023).
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2.5. Osimertinib

OSI (Miistahzar: Tagrisso; Astra Zeneca) oral olarak kullanilan, {iciincii nesil, geri déniissiiz bir
EGFR-TKI’ dir (Soria vd., 2018). C2sH33N70> kimyasal formiiliine sahiptir (Sekil 4). EGFR
aktive edici mutasyonlardan olan EGFR T790M diren¢ mutasyonlarini segici olarak inhibe eder
(Leonetti vd., 2019). T790M mutasyonu, EGFR inhibitorii tedavisi alip tedaviye direng
gelistiren hastalarin yaklasik %50° sinde goriilmektedir (KIRISOGLU vd., 2003). OSI’ nin
etkili oldugu diger EGFR mutasyonlari, T790M/L858R, L858R, T790M/ekzon 19 delesyonu
ve ekzon 19 delesyonudur (Khozin vd., 2017). Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) 13 Kasim
2015’ te EGFR mutant akciger kanserinin ve metastatik EGFR T790M mutant KHDAK”’ nin
birinci basamak tedavisinde kullanilmak iizere bu ilaca hizli onay vermistir (Khozin vd., 2017;

Skupin-Mrugalska ve Minko, 2020)

Sekil 2.4. Osimertinib kimyasal yap1 modeli

Ancak bu ilacin kullanim sarts, ilk TKI tedavisi sonras1 progresyon gelistiginde almacak yeni

biyopsi materyalinde bu mutasyonun yeniden goriilmesidir (Dirican vd., 2016)

OSI rezeke edilmis, evre IB' den IIIA KHDAK’ ye yénelik bir adjuvan tedavi olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Tsuboi vd., 2023)

Onerilen giinliik dozu 80 mg' dir. A¢ ya da tok alinabilip, yutma zorlugu olan hastalarda 50 mL

suda ¢oziilerek i¢ilir veya nazogastrik tiip araciligiyla uygulanabilir (Greig, 2016).

Sican ve kdpeklerde yapilan testlerde toksisite icin ana hedef organlar gastrointestinal sistem,

cilt ve gdzler olarak bulunmustur (Khozin vd., 2017).
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Farmakokinetik profilini yas, cinsiyet, kilo, etnik koken, hafif veya orta dereceli bobrek
yetmezIligi ya da hafif karaciger yetmezIligi gibi faktorler anlamli bir sekilde etkilememektedir.
Ureme cagindaki kadin ve erkek hastalar tedavisi sirasinda ve sonrasinda etkili bir dogum
kontrol yontemi kullanmalar1 hususunda bilgilendirilmelidir. Hamilelik  sirasinda
uygulandiginda fetiise zarar verebilir. Laktasyonda tedavi sliresince ve son dozdan sonra 2 hafta

boyunca emzirme birakilmalidir (Greig, 2016).

Tedavide goriilen en yaygin yan etkiler diyare, dokiintii, cilt kurulugu ve tirnak toksisitesidir.

Kardiyomiyopati ve pndmoni ise nadir olarak goriilmektedir (Jdnne vd., 2015).

OSI gecici basarilar elde etse de C797S adli {iciinciil bir mutasyon tedaviyi fazlaca
engellemektedir. Bu mutasyon ekson 20' de meydana gelip, EGFR' nin baglanma yeri olan 797
konumundaki sisteini serin ile degistirdigi bir yerdedir. Molekiiler modellemeler OSI> nin
akrilamid grubu araciligiyla EGFR T790M' in Cys797' si ile kovalent bir bag olusturdugunu
gostermektedir (Sekil 5). OSI tedavisinden sonra T790M' li hastalarin yaklasik %40' inda
C797S mutasyonunu da goriilmektedir. Sonugta ilacin hiicre ¢ogalmasini inhibe etme ve EGFR
fosforilasyonunu etkileme orani 100 ila 1000 kat kadar azalmaktadir (J. Li ve Kwok, 2020; Y.
Livd., 2023; Lu vd., 2018).
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Sekil 2.5. Osimertinib ve EGFRT790M ve EGFRC797S ile baglanma etkilesimlerinin sematik
temsili (Lu vd., 2018)

Thress ve arkadaslar1 15 hastada yaptiklar ¢calismalarinda, tedavi 6ncesinde hepsinin T790M
mutasyonunun pozitif oldugunu ancak OSI direnci gelistirdiklerinde ii¢c molekiiler alt tipe
ayrildiklarini gostermislerdir. Alt1 hasta C797S mutasyonuna sahip olup, bes vakada T790M
mutasyonu korundu fakat C797S mutasyonu edinilmedi ve dort vakada ise EGFR aktive edici

mutasyonun varligina ragmen T790M mutasyonu kayboldu. Bu ve diger bazi ¢alismalar EGFR
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C797S mutasyonu tarafindan aracilik edilen direnci asabilen yeni tedavilere olan ihtiyaci ortaya

koyarak dérdiincii nesil TKI’ lerin kesfini hizlandirmustir (Lu vd., 2018; Thress vd., 2015)

OSI direnglerini; ikincil EGFR mutasyonlarindan C797S mutasyonu, tirozin kinaz yolag
aktivasyonu olan MET ve HER2 amplifikasyonu, PI3K/AKT/mTOR ve RAS-MAPK yolagi
aktivasyonu, EMT ve ABC transporterlari seklinde 6zetleyebiliriz (Sekil 6).

Direng
Mekanizmalari
[ : |
EGFR-bagimsiz Geleneksel
Olanlar EGFR
Mutasyonlari
\
Alteranatif Yolak Soy
Aktivasyonu Esnekligi C797S
|

Amplifikasyon

-HER2
-MET
|

Mutasyon
-PI3KCA
-NRAS

|
Fiizyon

-ALK fuzyon
-RET fiizyon

Sekil 2.6. Osimertinib direncinin mekanizmasi (Schmid vd., 2020)

2.6. Tlac¢ Direncini Onleme

MDR kanser tedavisinin karsi karsiya oldugu en yaygin klinik problemlerden biridir. Tiimor
hiicrelerinde 1ila¢ direnciyle miicadele etmek i¢in kullanilan geleneksel stratejilerden
kemoterap6tik dozunu artirma kanserin tamamen tedavi edilmesinde basarili olamamaktadir.
Bu alanda gelistirilen ve su anda ilag¢ direncini azaltmanin en umut verici yontemlerinden biri
nanotasiyicilardir. Nanopartikiillerin kullanildig1 nanomedisin, ila¢ direncinde rol oynayan P-
gp gibi proteinleri baskilayip apoptozu indiikleyerek etki gostermektedir (Majidinia vd., 2020).
Ilag direncinin etkisini en aza indirgeme girisimlerinden biri de farkli mekanizmalara ve farkli
direng tiirlerine sahip olan iki veya daha fazla ajanin bir arada kullanilmasidir. Tiimoriin
cogalmasi i¢in gerekli olan hiicresel kagis yollarinin gelisimini engellemeyi hedeflemektedirler.
Kanser tedavisinde bu amagla yapilan kombinasyon tedavileri son yillarda ivme kazanmaktadir
ve yapilan birka¢ ¢aligmada ila¢g kombinasyonlarinin monoterapiye kiyasla daha iyi sonuglar

verdigi ortaya koymustur. FDA da monoterapiye gore daha iistiin etkinlik gosteren ve basarili
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giivenlik profiline sahip kombinasyon tedavilerini onaylamaktadir (W. Huang vd., 2021;

Yardley, 2013)

2.7. Bitkilerin Kanser Tedavisindeki Yeri

Kemoterapi kanserin ana tedavi yontemlerinden biri olsa da kemoterapi almalarina ragmen
hastalarda 6liim oranlar hala yiiksek seviyelerdedir. MDR ile iliskili doz sinirlayici toksisite
kanser tedavisindeki bagarisizlik nedenlerinden olup MDR’ nin basarili yonetimi kemoterapi
icin ¢ok Onemlidir. Bugiine kadar MDR' yi tamamen asacak etkili bir antikanser ilaci heniiz
bulunamamistir. Cin literatliriinde dogal f{iriinlerin kanser hiicrelerinin ilag direncini
asabilecegine dair bir¢cok rapor bulunmaktadir. Fitokimyasallar tek bagsina veya diger
kemoterapoétiklerle kombinasyon halinde kanser hastalarinda daha az yan etkiyle konvansiyonel
antikanser ilaclara kars1 kanser hiicrelerini duyarli hale getirme potansiyeline sahiptir. Bunu
ilag tastyicilarini inhibe ederek, hiicre detoksifikasyon kapasitesini azaltarak veya hiicre
apoptoz hassasiyetini artirarak gerceklestirmektedirler (Isaoglu vd., 2020; Pu Wang vd., 2015)
Yine kemoterapinin yorgunluk, sa¢ dokiilmesi, anemi ve kanama ile beraber olusan saglikli
hiicrelerdeki toksisite riski de bitkisel tedavi seceneklerini popiiler hale getirmektedir (Majolo

vd., 2019)

Tibbi bitkilerin bazilarinin bagisiklik diizenleyici ve antioksidan ozellikler iceren aktif
bilesikler agisindan zengin olmasi da onlar1 potansiyel kanser ilac1 adaylari haline getirmektedir

(Tablo 2) (Bhanupriya, 2015; Darji vd., 2024)

Avrupa' daki kanser hastalarinin %15 ile %73' iiniin kanser tedavisinin yan etkilerinden dolay1
bitkisel ilaclar kullandig1 tahmin edilmektedir. Hastalarin %70' 1 bitkileri dogal, giivenilir ve
yan etkisiz buldugundan doktor ve eczacilarina danigsmadan direk kullanmaya baglamaktadirlar.
Kanser tedavisi son derece karmasik olup ¢ok ¢esitli etken madde icerdiginden ilag etkilesimleri
acisindan biiylik bir potansiyel tasimaktadir. Bitkilerin ilaglar ile es zamanli kullanim1 ayni
metabolik yolaklarin kullanilmasina bagl olarak istenmeyen reaksiyonlar ve etkilesimler ile
sonuglanabilmektedir. Bu etkiler alerjik reaksiyonlardan gastrointestinal sorunlara hatta
hepatotoksisite, norotoksisite veya nefrotoksisite gibi ciddi problemlere kadar uzanmaktadir

(Vasques vd., 2024)
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Tablo 2.2. FDA tarafindan onayh bitkisel ilag 6rnekleri (Cragg vd., 1997)

flag Bitki Kaynagi Kullanim
Taxol Taxus brevifolia Ovary and breast cancer
Vinblastine Catharanthus roseus Leukemia, bladder and
Vincristine testicular cancer
Irinotecan Camptotheca acuminata Metastatic colorectal cancer
Etoposide Podophyllum peltatum Small-cell lung, testicle
Teniposide cancer and lymphoma

M. officinalis bitkisi de esansiyel yaginda bulunan aktif sekonder metabolitlerin kolay
erisilebilirlikleri, hos aromalar1 ve diisiik toksisiteleri sayesinde bircok kronik hastaligin uzun
vadeli tedavisinde kullanilir ve bu nedenle ¢esitli dogal iirlinlerin arastirilmasi giiniimiizde

kanser tedavisi i¢in umut vadetmektedir (Rasgele vd., 2024).
2.7.1. Melissa officinalis L. bitkisi

M. officinalis L., Lamiaceae familyasina ait aromatik bir tibbi bitki tiiriidiir. Ar1 melisa, bal
melisa ve limona benzer kokusundan dolay1 limon melisa gibi bir¢ok isimle bilinen ¢ok yillik
bir bitkidir. Melisa ¢ay1 Avrupa' da sakinlestirici olarak kullanilmaktadir. Cok uzun bir siiredir
geleneksel tipta ilag olarak kulanilmakta ve terapotik ozelliklerini belirlemek igin birgok
arastirma yapilmaktadir. M. officinalis ekstraktlar1 antiviral, antibakteriyel, antifungal ve
antiparaziter O0zelliklere sahiptir. Antioksidan, hipoglisemik, hipolipidemik, hepatoprotektif,
antikanser, antidepresan, anksiyolitik, antiinflamatuar, spazmolitik ve sedatif-hipnotik gibi
tibbi 6zellikleri de dahil olmak {izere gida sektoriinde, aromaterapide ve geleneksel tipta genis
bir kullanim alant mevcuttur (Miraj vd., 2017; Moaca vd., 2018; Shakeri vd., 2016; Stefanovic
ve Comi¢, 2012).

Fitokimyasal analizlerde M. officinalis' in ana aktif bilesenleri olarak flavonoidler, ugucu

yaglar, triterpenler ve fenolik asitler 6ne ¢ikmaktadir (Mencherini vd., 2007). Geranial,

geraniol, sitronellal, neral, karvakrol bu ugucu bilesiklerin bazilarindandir (Meftahizade vd.,
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2009). Fenolik asitler temel olarak rosmarinik asit, kafeik asit, salvianolik acid A-B-C ve F,
gallik asit ve melitrik asitten olusmaktadir (Barros vd., 2013). Apigenin, luteolin, hesperidin,
rutin, katesin ve naringin ise flavonoidlerin baslicalaridir (Dastmalchi vd., 2008; Patora ve

Klimek, 2002; Pereira vd., 2014).

M. officinalis' in geleneksel olarak sakinlestirici etki i¢in kullanimina dair birgok kayit bulunup
M. officinalis' in anksiyolitik etkilerini destekleyen birkag¢ ¢alisma da yapilmaistir. Fare beyinleri
tizerinde yapilan bir in vitro ¢alismada, M. officinalis' in metanol ekstrakti ve ana bileseni olan

rosmarinik asitin GABA-T inhibisyon aktivitesi gosterdigi bulunmustur (Awad vd., 2009).

Baska bir in vivo c¢alismada, bitkinin hidroalkolik ve etanolik ekstraktlarinin oral olarak
verilmesinin beyin GABA seviyelerinin artmasina yol acan GABA-T inhibisyonuna neden

olup, anksiyolitik etkiler dogurdugu 6ngoriilmiistiir (Ibarra vd., 2010).

Eski tip kitaplarinda M. officinalis' den canlandirici ilag olarak bahsedilmesine istinaden yapilan
bir in vitro ¢alismada, M. officinalis' in su ve metanol ekstraktlarinin az da olsa monoamin
oksidaz A (MAO-A)' y1 inhibe edebildigi ve metanol ekstraktinin bu inhibisyonda daha etkili

oldugu gosterilmistir.

M. officinalis' in merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde kullanilmasi da ¢esitli in vitro
ve in vivo ¢alismalarla desteklenmektedir. M. officinalis' in metanol ekstraktinin néroendokrin
bir hiicre hatt1 olan PC-12 hiicrelerine uygulanmasi sonucu yapilan MTT ve LDH testleri, bu
hiicrelerin H20: toksisitesine kars1 korundugunu gostermistir. Ayrica hem su hem de metanol
ekstraktlar1 hiicre i¢i ROS olusumunda 6nemli bir azalma ile noroprotektif etkinlik saglamistir

(Lépez vd., 2009).

M. officinalis' in antioksidan, hipolipidemik ve anksiyolitik ozellikleri bitkinin kalp
hastaliklarinin tedavisinde geleneksel olarak kullanimini kismen de olsa agiklasa da bu etkilerin

doza bagimliligini degerlendirmek i¢in daha fazla ¢alisma gerekmektedir (Shakeri vd., 2016).

Kardiyovaskiiler o6zelliklerini belirlemek i¢in ise farmakolojik calismalar ¢ogunlukla M.
officinalis ekstraktlarinin anti-aritmik etkilerine odaklanmistir. Siganlarda yapilan in vivo bir

calismada, bitkinin metanol ekstrakti CaCl, ile indiiklenen aritmiler sonrasi ventrikiiler

26



fibrilasyon (VF) ve ventrikiiler tasikardi (VT) goriilme sikligin1 azaltmistir. Bunun da bitkinin

-adrenerjik antagonistik aktivitesine bagli oldugu diistiniilmektedir (Akhondali vd., 2015).

2.7.1.1. Melissa officinalis bitkisinin antikanser etkileri

M. officinalis gesitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Javadi ve
Emami, 2015). Bitkinin esansiyal yaginin ve ekstraktlarinin antikanser ve antiprolifreatif
ozellikleri pek cok insan kanser hiicre hattinda ¢alisilip anlamli sonuglar alinmigtir (Tablo 3) (

Faraji et al., 2021).

Darzi ve Amirghofran’ 1n yaptiklar1 ¢calismada M. officinalis bitkisinin diklorometan ve n-
hekzan fraksiyonlart K562 miyelojen6z 16semi hiicre hattinda ve Jurkat insan T lenfosit
hiicrelerinde doza bagimli olarak giiclii inhibitor etki gostermistir. Diklorometan fraksiyonu
l6semi hiicre hatlarinda Bax mRNA ekspresyonunu ve Bax/Bcl-2 oranini arttirarak apoptozu
anlaml bir sekilde indiiklemistir. Bunun yaninda bitkinin n-hekzan fraksiyonu apoptozla ilgili
genlerin ekspresyonunu anlamli bir sekilde degistirmediginden hiicrenin biiyilimesinin
inhibisyonu bitkinin bir fraksiyonu olarak bulunmamigtir (Ebrahimnezhad Darzi ve

Amirghofran, 2013).

Yapilan bir calismada M. officinalis’ in hidroalkolik ekstraktinin MCF-7 meme kanseri ve A549
insan akciger kanseri hiicre hatlarina uygulanmasi sonucu goriilen antiproliferatif etkinin
ekstrenin Bcl-2, Her2, VEGF ve hTERT onkogenlerinin ekspresyonunu inhibe etmesi sonucu

oldugu bulunmustur (R. Jahanban-Esfahlan vd., 2017).

Sghaier ve arkadaslar1t M. officinalis’ in aktif flavonoidlerinden biri olan rutinin A549 insan
akciger kanseri hiicre hatti, HT29 ve Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatlarindaki
antiproliferatif etkisini arastirmisitr. Yapilan MTT testleri ve kemiliiminesans ile Ol¢iilen
degerler sonucu rutinin hiicre adhezyon ve go¢iinli azaltmak, proliferasyonu inhibe etmek ve

ROS {iretimini azaltmak i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir (Ben Sghaier vd., 2016).

Sattu ve arkadaslar1 M. officinalis’ in etkin flavonoiderinden olan hesperidinin etkisini A549
insan akciger kanseri hiicre hattinda apoptozu indiikleyen tiimor baskilayici proteinlerden p53
ve p21° 1 geri kazandirip, c-myc, B-katenin ve PCNA protein ekspresyonunu azaltarak

sagladigin1 gostermistir (Sattu vd., 2019).
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Yapilan bir calisma M. officinalis’ in etkin flavonoiderinden olan apigeninin A549 hiicre
hattinda tiimdr biiylimesini, hiicre gécii ve invazyonunu PI3K/AKT sinyal yolagini hedef alarak

gerceklestirdigini gdstermistir (Zhou vd., 2017).

Moaca ve arkadaglari calismalarinda M. officinalis’ in hem kok hem yaprak etanol
ekstraktlarinin MDA-MB-231 meme kanseri ve HaCat andploid 6liimsiiz keratinosit hiicre
hatlarinda uygulanmasi sonucu yaprak ekstraktinin HaCat hiicrelerine kars1 daha segici bir
sekilde sitotoksik oldugunu, gdévde ekstraktinin MDA-MB-231 hiicrelerine kars1 daha yiiksek
sitotoksisite gosterip bu ekstraktlarin antitimor aktivitesinin anlamli oldugunu gdéstermistir

(Moaca vd., 2018).

de Sousa ve arkadaslar1 M. officinalis esansiyel yaginin MTT ile yapilan in vitro sitotoksisite
testinde yagin K562, A549, Caco-2, MCF-7 ve HL-60 insan kanser hiicre hatlar1 ve B16F10
fare hiicre hatt1 lizerinde son derece etkili oldugunu ve antioksidan 6zelliklerinin antitlimoral

aktivitesine katkida bulunabilecegini gostermistir (de Sousa vd., 2004).

Yapilan bir ¢alismada M. officinalis esansiyal yagi ve ana bileseni olan sitral aktif MRPI
eksprese eden A172 ve U87 insan glioblastoma multiforme hiicre hatlarinda ROS {iretimini

arttirmis ve MRP1 ekspresyonunu inhibe etmistir (Queiroz vd., 2014).

Bitgen ve arkadaslar1t M. officinalis’ in MCF-7 meme kanseri hiicre hatti iizerinde hem
programli hiicre 6liimii hem de otofaji gibi hiicresel geri doniisiim yollari iizerinden sitotoksik
bir etkiye sahip oldugunu Beclin-1 ve LC3 immiinofloresans boyama yontemi ile gdstermistir

(Bitgen vd., 2022).

Weidner ve arkadaslar1 M. officinalis hidroalkolik ekstraktinin HT-29 ve T84 kolon karsinoma
hiicrelerinde antiproliferatif etkiler gdsterdigini ve intraselliiler ROS {iretiminin indiiklenmesi

yoluyla apoptozu artirdigint bulmustur (Weidner vd., 2015).

Jahanban-Esfahlan ve arkadaslar1 M. officinalis hidroalkolik ekstresinin A549, PC-3, MCF-7,
SKOV3 hiicre hatlarinin proliferasyonunu dozdan bagimsiz bir sekilde inhibe ettigini
gostermislerdir. Ayrica M. officinalis' in antiproliferatif etkilerinin tiimor tipi spesifik oldugu
ve hormon bagimli kanser hiicrelerinin bu ekstraktlarin antitiimdral etkilerine yiliksek yanit

verdigi bulunmustur (A. Jahanban-Esfahlan vd., 2015).
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Tablo 2.3. Kanser hiicrelerinde calisilan M. officinalis ekstraktlarina 6rnekler (Faraji et al.,
2021)

Mekanizma Ekstrat tipi/Igerik Kanser hiicresi
Antiangiyojenik Su A549/ MCF-7/ PC3
Antiproliferasyon Etanol/Su HCT-116
Antiapoptotik Metanol K562
Antiangiyojenesis Etanol MCF-7/MDA-MB-231
Antiproliferasyon Hidroalkolik MCF-7/PC-3/A549
Antiapoptotik Su MCF-7/MDA-MB-468
Antioksidan Esansiyel yag HL-60/A549/B16F10
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3. YONTEM

Tez ¢alismasinda PC-9 KHDAK hiicre hatt1 iizerinde OSI’ nin, M. officinalis su ve metanol

ekstrelerinin tek tek ve bir arada etkileri incelenmis olup, deneysel ¢alismalar Erzincan Binali

Yildirim Universitesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvar1 ve Temel

Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi’ nde gergeklestirilmistir.

3.1.1. Materyal

3.1.2. Kullanilan ekipman ve cihazlar

RT-qPCR cihaz1

ELISA

PCR

Mikroskop

Biyogiivenlik Kabini
Santrifiij cihaz1
Karbondioksit inkiibatorii
Otomatik pipet

Otomatik pipet (Sarjli)
Tiip karistirict

Sogutucu

Ultra derin dondurucu (-80°C)
Hazneli buz makinesi
Distile su aleti

Su banyosu

Analitik tart1 aleti

: Qiagen Rotor Gene Q

: Biotek Epoch

: Bio-Rad Touch C1000

: Inverted Nikon Eclipse Ti2-U
: Bil-ser Class I B2

: Hanil, Smart R17

: Niive EC 160

: Eppendorf Research Plus
: Isolab

: Heidolph Reax top

: Bosch Buzdolab1

: Haier Biomedical

: Scotsman AF 206

: Niive ND 12

: Memmert WNB 14

: Shimadzu ATX224
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3.1.3. Hiicre hatt:

PC-9 KHDAK hiicre hatt1 (Sekil 7) ticari olarak ATCC’ den satin alinmugtir.

Sekil 3.7. PC-9 hiicre hatt1

3.1.4. Kullanilan kimyasallar

Osimertinib : SelleckChem, Cat no: S7297

M. officinalis bitkisi : Aktar

Dulbeco’s Modified Eagle Medium : Biological Industries, REF 01-055-1A
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  : Biowest, Cat no: L0615

Fetal Bovine Serum (500 ml) : Panbiotech, Cat no: P30-3033
L-Glutamin Soliisyon : Sigma-Aldrich G2150

Penisilin Streptomisin 100 mL : Sigma-Aldrich P4333

Tripsin-EDTA soliisyon (%0,25) : Sigma-Aldrich T3924

Tripan mavisi soliisyonu : Lonza Cat no: 17-942E

Aquaguard-1 (100 mL) : Vivacell C3480-0100

Cell Proliferation Kit (MTT) : Elabscience E-CK-A341

Insan BCL-2 ELISA Kit : Thermofisher BMS2443

Insan BAX ELISA Kit : Thermofisher EEL030

Insan CASP3 ELISA Kit : Thermofisher KHO109

RT-qPCR Kiti : SYBR Green PCR Master Mix

RNA izolasyon Kiti :Axyprep Multisource Total RNA Miniprep Kit,

Axygen Scientific, Inc.
cDNA sentez Kiti :Thermofisher, High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre kiiltiirii calismalar

3.2.1.1. Besiyeri hazirlanmasi

PC-9 hiicre hattinda besiyeri olarak 500 mL DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
kullanilmustir. Igerisine 7, 5 ml L-glutamin, 50 ml Fetal bovine serum (FBS) ve 5 ml penisilin-
streptomisin eklenerek besiyerinin son hali hazirlanmigtir. Caligmalarda laminar kabin
kullanilmistir (Sekil 8). Her calismadan 6nce ve sonra kabin ultraviyole 1sin1 ile sterilize edilip,

kabinin i¢ yiizeyleri %70’ lik etanol ile silinmistir.

Sekil 3.8. Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinin yapildigi steril laminar kabin

3.2.1.2. Hiicre hattinin pasajlanmasi

Calismada PC-9 hiicre hatt DMEM besiyerinde, CO» inkiibatoriinde ve 75 cm?’ lik flask
icerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibatriin kosullar1 %5 CO2, 37°C ve %95 nem seklindedir.
Inkiibatoriin steril kalabilmesi adina otoklavlanarak steril hale getirilmis saf su igine %l

oraninda Aquaguard-1 ilave edilerek inkiibator haznesine koyulmustur. Flasklerdeki besiyerleri
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Once birer giin daha sonra ikiser ya da iiger giin arayla degistirilmistir. Bu islem flasktaki
besiyerinin ¢ekilmesi, hiicrelerin yaklasik 5 ml DMEM ile yikanmasi ve son olarak 8 ml taze
DMEM eklenmesi seklinde yapilmistir. Siire¢ hiicreler flask ylizeyinin yaklagik %90’ 1m
kaplayana dek devem etmistir. PC-9 hiicre hattinin yaklasik bes giinde flask yiizeyinin %90’
lik kismini kapladig1 goriilmiis ve pasajlama islemine baglanmistir. Bu islem i¢in hiicre hatti
besiyeri uzaklagtirilip hiicreler 5 ml besiyeri ile yikanmistir. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi igin
yikama isleminden sonra flaska 6 ml Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek yaklagik 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Isik mikroskobu altinda hiicrelerin sokiiliip sokiilmedigi kontrol
edilmistir. Flask ylizeyinden ayrilan hiicrelerin tripsinden zarar gérmemesi ve tripsinin
uzaklastirilmasi i¢in 6rnekler 12 ml besiyeri iceren 50 ml’ lik falkon tiipe alinip 18 ml’ ye
seyreltilmistir. Ardindan 800 xg de 5 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij islemi bitiminde
stipernatant atilip icerisine 12 ml DMEM eklenerek pipetajlanmistir. Daha sonra bu homojenat
75 ¢cm? ’lik dort tane flaska paylastirilmis ve DMEM eklenerek her birinin hacmi 8 ml’ ye

tamamlanarak inkiibatore kaldirilmistir.

3.2.1.3. Hiicre hatti stoklarinin hazirlanmasi

[lerleyen zamanlarda ayni hiicre hattinin baska bir bilimsel ¢alismada kullanilmasi, ¢calismaya
ara verilmesi veya ¢alismanin tekrarlanmasi amaciyla PC-9 hiicre hatti dondurulup stoklari
olusturulmus ve s1v1 azot tankina kaldirilmistir. %80 e yakin kismi1 dolan flasklarin besiyerleri
uzaklastirllmistir. Ardindan 5 ml besiyeri ile yikanip igerisine 6 ml Tripsin-EDTA soliisyonu
eklenerek CO; inkiibatoriinde 5 dk bekletilmistir. Hiicrelerin ayrilmasi isleminin ardindan 12
ml DMEM igeren 50 mL falkon tiipe alinip 18 ml’ ye seyreltilmistir. Bu sekilde soliisyonun
zararl etkileri en aza indirilmistir. Hiicrelerin ¢okmesi i¢in 800 xg” de 5 dk santrifiij edilip
slipernatant atilmistir. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in falkon tiiplere nazik¢e vurulup
icerisine buzda bekletilmis 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO %5-10) ve 900 pl FBS eklenmistir.

Olusan s1v1 hizl bir sekilde 2 ml kriyotiipe konularak sivi azot tankinda muhafaza edilmistir.

3.2.1.4. Hiicrelerin ¢oziindiiriilmesi

Siv1 azotta bulunan stoklardan alinarak hiicre ¢6zdiirme islemi yapilmistir. Su banyosunda
DMEM 37°C’ ye gelene dek bekletilmistir. Stoktan alinan PC-9 hiicre hatti su banyosunda
hizlica ¢ozdiiriiliip igerisinde 20 ml DMEM olan tiiplere alinmistir. Falkon tiip 5 dk 800 xg” de

santrifiij edilip silipernatant atilarak hiicreler DMSO’ nun zararh etkilerinden arindirilmistir.
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Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi igin tiiplere nazik¢e vurulmustur. Igerisine 8 ml DMEM
eklenerek pipetajlanip flaska aktarilmistir. %5 CO2 ve 37°C sartlarina sahip inkiibatore
konularak bir giin bekletilmistir. Mikroskopta yapilan kontrol sonucunda hiicrelerin flaskin
tabanina yapismamasi canli olmadigini, yapismasi canli oldugunu gostermektedir. Hiicrelerin

yapistig1 goriildiigiinde yikanip taze besiyeri eklenerek tekrar inkiibatore kaldirilmstir.

3.2.1.5. Hiicre sayim islemi

Hiicre sayma protein analizi, gen ifade analizi ve sitotoksisite ¢alismalarinda yapilmaktadir.
Inkiibatérden alman flask igerisindeki besiyeri atilip yikama islemi yapilmistir. Hiicreleri
yilizeyden ayirmak i¢in 6 ml Tripsin-EDTA soliisyonu eklenip 5 dk inkiibe edilmistir. Sokiilen
hiicreler 12 ml besiyeri iceren falkon tiiplere alinarak seyreltilmistir. Ardindan 5 dk, 800 xg’ de
santrifiij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra igerisine 5 ml besiyeri eklenerek
pipetajlanmistir. Hiicre homojenatindan 10 ul Thoma lamina alinip hiicreler sayilmistir. Hiicre
sayisin1 bulmak i¢in Hiicre sayis1 = sayilan hiicre sayis1 x seyreltme faktorii x 10* formiilii esas

alimmustr.

3.2.2. Sitotoksisite calismalari

3.2.2.1. Uygulanacak kimyasal maddelerin hazirlanmasi

OSI’ den 0,124 g toz tartilarak 800 pl DMSO (%0,1) igerisinde ¢dziindiiriilmiistiir. 5 dk, 1000
xg’ de santrifiij edilip slipernatant alinarak 0,05 molar derisimde stok hazirlanmistir. Calismada
seyreltme esnasinda kolaylik saglamasi agisindan ana stoktan 1 pl alip iizerine 624 ul DMEM

eklenerek 8.10% nM ara stok elde edilmistir.

M. officinalis bitkisinin yapraklarini igeren drog aktardan temin edilmistir. 25 g drog tartilarak
erlene alinip 500 ml’ ye metanol ile tamamlanmistir. Bir diger erlene yine 25 g drog eklenip
distile su ile 500 ml’ ye tamamlanmuistir. Erlenler 24 saat inkiibatorde bekletilip 24 saat sonunda

karisimlar filtre edilmistir.

Metanol ekstrakt1 i¢in siiziintii bir balon jojeye alinarak evaporasyon islemi uygulanmigtir
(Sekil 9). Ekstraktin 0,08 g tartilip, I mL DMSO i¢inde ¢oziindiiriilmesiyle 80.000 pg/mL stok

hazirlanmstir.
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Su ekstrakti i¢in ise falkonlara 25 ml civari siiziintii alinip -80°C’ de 1,5 saat dondurulmustur.
Ardindan 48 saat boyunca liyofilize edilmistir. Liyofilize iirtinden 0,08 gram tartilip 1 mL
DMSO ardindan 4 mL DMEM’ de c¢ozindiirilmiistiir. Boylece 16.000 pg/mL stok

hazirlanmstir.

Sekil 3.9. M. officinalis metanol ekstraktina uygulanan evaporasyon islemi

3.2.2.2. Hiicre canhlik testi

TC-treated pleytler 96 kuyucukludur. Her bir kuyucugunda 200 pl hacminde %1,5 penisilin-
streptomisin, %1 L-glutamin, %10 FBS iceren DMEM igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde
inokiile edilerek 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Konsantrasyona ve siireye bagli sitotoksik
etkilerini belirlemek igin OSI, M. officinalis su ve metanol ekstrakti ve bunlarin

kombinasyonlari ayr1 ayr1 ¢alisilmistir.

24 saatlik silirenin sonunda pleytlerdeki DMEM uzaklastirilmistir. Kimyasallar azalan
konsantrasyonlarda tatbik edilmistir. Her bir grup i¢in 24 ve 48 saatlik ila¢ konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Her deneme 4 tekrarli olup kontrol grubu 12 tekrarli ¢alisilmistir (Tablo 4). 24
ve 48 saat sonunda MTT uygulamasi protokolii yapilarak, absorbanslar 570 nm’ de 6lgiiliip

hiicre canlilik yiizdeleri hesaplanmistir. Negatif kontrol grubu olarak DMEM kullanilmastir.
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Tablo 3.4. Hiicrelere uygulanan kimyasallar ve konsantrasyonlar1

, OSI 0Si
Konsantrasyon OSI Met. ekst. Su ekst.
' (nM)+Met. (nM)+Su
Setleri (nM) (ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL)
1 800 800 800 800+800 800+800
2 400 400 400 400+400 400+400
3 200 200 200 200+200 200+200
4 100 100 100 100+100 100+100
5 50 50 50 50+50 50+50
6 25 25 25 25+25 25+25
7 12,5 12,5 12,5 12,5+12,5 12,5+12,5

3.2.3. Kombinasyon indeksinin hesaplanmasi

Maddelerin aditif, sinerjik ya da antagonistik etkilerden hangine sahip oldugunu ve etkinin
derecesini gosteren deger olan CI degerleri Compusyn programi kullanilarak hesaplanmigtir.
Iki veya daha fazla ajanin birlikte kullanildiginda sinerjik, aditif veya antagonistik etkiler
gosterip gostermedigini belirlemek i¢in kullanilan Chou—Talalay yontemi uygulanmistir. Bu
kapsamda degerlendirilen parametreler; her bir bilesigin bireysel etkisi (ICso degerleri),
kombinasyon halinde uygulandiklarinda goézlemlenen etkiler, sabit oranlarda dozlarin

uygulanmasi ve etki diizeylerine gére CI hesaplamasi seklindeydi.

Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA yontemi ile yapilarak; CI sonuglarina gére uygulanan
kimyasallarin hiicre hatt1 tizerindeki etkisi tablosuna gore de segilecek etkiye karar verilmistir

(Tablo 5).

Elde edilen CI degerleri neticesinde, CI degerinin en yiiksek oldugu antagonistik etkinin en
fazla oldugu OSI ve M. officinalis ekstrelerinin konsantrasyonlarinda gen ifade diizeyi ve

protein seviyesi incelenmistir.
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Tablo 3.5. CI sonuglarina gore uygulanan kimyasallarin hiicre hatt1 tizerindeki etkisi

Kombinasyon Indeksi (CI) Hiicreye Etkisi
CI=1,1-1,2 Hafif Antagonistik
CI=1,2-1,45 Orta Antagonistik
CI=1,45-3,3 Antagonistik
CI=3,3-10 Giiglii Antagonistik
CI> 10 Cok giiclii Antagonistik
CI=0,9-1,1 Aditif
CI=0,85-0,9 Hafif sinerjik
CI=0,7-0,85 Orta sinerjik
CI=0,3-0,7 Sinerjik
CI=0,1-0,3 Giclii sinerjik
CI <0,1 Cok giiclii sinerjik

3.2.4. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

En iyi antagonistik etkinin oldugu 48 saat inkiibasyon, 50 pg/ml metanol ekstrakti, 50 nM OSI

kombinasyonu kullanilarak PC-9 hiicre hatlarindan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

yapilmigtir. Dért adet steril petri icine her birinde 1,8x10° tane hiicre olacak sekilde ekim yapilip

hiicrelerin yapigsmasi i¢in bir gece inkiibatore kaldirilmistir. Hiicreler PBS ile yikanip,

kimyasallar uygulanmistir.

Tablo 3.6. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi i¢in petrilere uygulanan kimyasallar

Petri no Osi Metanol ekstrakt
Kontrol (1) - -
2 50 nM -
3 - 50 pg/ml
4 50 nM 50 pg/ml

Uygulamanin ardindan petriler 48 saat bekletilmistir. 48 saatlik inkiibasyon bitiminde hiicreler

petrilerden alinarak 5 dk 800 xg’ de ve +4°C’ de santrifiijlenip hemen buz igerisine alinmistir.

RNA birlesiminin stabilitesi kalmas1 i¢in ivedilikle her birine Thermo Fisher-RNA later
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Reagent soliisyonu eklenmistir. Axyprep Multisource Total RNA Miniprep Kit (Axygen ®)

protokoliine gore saflagtirma islemi yapilmaistir.
Membran pargalama ve RNA saflastirma asamalar1 asagida belirtildigi sekilde olmustur:
e Hiicrelere 200 uL R1 buffer ilave edilmistir.
e 10 defa steril 21 Gauge’ luk siringa ile ¢ek-birak yapilmistir.
e Uzerine 75 uL R2 buffer ilave edilip 20 sn vortekslenip 24°C’de, 5 dk, 12000 xg’ de
santrifiij edilmistir.
e Siipernatant RNaz-DNaz’ dan arindirilmis 1,5 mL’ lik steril tiiplere aktarildiktan sonra

125 pL kadar izopropanol eklenip 5 sn vortekslenmistir.

e Spin kolonu 2 ml' lik bir mikrotiipe yerlestirildikten sonra 6rnek kolona transfer

edilmistir.

¢ 1 dk boyunca +4°C’ de 6000 xg’ de santrifiij edilmistir.

e Altta kalan filtrat atildiktan sonra spin kolonu yeniden mikrotiipe yerlestirilmistir.

e Spin kolona 500 pL Buffer W1A eklenip 1 dk boyunca 12000 xg’ de santrifiij edilmistir.

e Filtrat atilip, mikrotiipe tekrar yerlestirildikten sonra 700 uL Buffer W2 eklenip 1dk
boyunca +4°C 12000 xg’ de santrifiijlenmistir. Bu islem 2 kez tekrar edilmistir.

e Filtrat atilip tekrar tiipe yerlestirildikten sonra, bos halde +4°C 12000 xg’de 1 dk
boyunca yikama soliisyonunu uzaklagtirmak icin santrifiij edilmistir. Kolon RNaz-DNaz’

dan arindirilmas, steril 1,5 ml’ lik bir tiipe aktarilmistir.

Kolona Buffer TE’ den 100 pL eklenerek 1 dk 24°C’ de inkiibasyona birakilmistir. 1 dk
boyunca 12000 xg’ de santrifiij edilip alt kisimda biriken saflagtirilmis RNA’nin saflik ve
konsantrasyon tayini yapildiktan sonra cDNA sentez kiti protokoliine uygun olarak cDNA

sentezi gergeklestirilmis ve RT-qPCR analizinde kullanilmak tizere -80°C’ de saklanmustir.

3.2.5. RNA ve cDNA konsantrasyon ve saflik tespiti

ELISA cihaz1 (BIOTEK) ile RNA ve DNA i¢in konsantrasyon ve saflik belirlenmistir (Sekil
10). Olgiilmiistiir absorbanslar1 260 nm, 280 nm, 320 nm dalga boylarinda kor 6rnege karsi
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Olclilmiistiir. RNA miktar1 (ng/ul), (OD260) x seyreltme faktorii x 40; DNA miktar1 (ng/ul) ise,
(OD260) x seyreltme faktorii x 50 formiilii ile hesaplanmustir.

Konsantrasyon ve saflik degerlendirilmesine RNA icin 260 nm dalga boyundaki absorbans,
proteinler icin 280 nm dalga boyundaki absorbans ve partikiil varlig1 i¢cin 320 nm dalga

boyundaki absorbans degeri ile ulasilmistir.

RNA ve DNA’ nin safliklart RNA i¢in OD260/0D280 > 2.0, DNA i¢in OD260/0D280 = 1.8

degeriyle hesaplanmustir.

Sekil 3.10. Elisa cihazinda RNA ve cDNA konsantrasyon ve saflik tespiti

3.2.6. Gen ifade seviyelerinin RT-qPCR ile tespiti

Calismada PC-9 hiicre hattinin GAPDH (referans geni olmak iizere), BCL-2, BAX ve CASP3
gen ifade diizeyleri belirlenmistir. CI degerlerine bakildiginda en iyi antagonistik etkinin 48
saat inkiibasyon siiresi ve 50 pg/ml metanol ekstrakt1 ve 50 nM OSI kombinasyonu oldugu
belirlenmistir. PC-9 hiicre hatt1 bu parametreler ile kiiltive edilip RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi gerceklestirilmistir (Tablo 6).

Tablo 7’ de belirtilen sekanslara gére Metabion tarafindan sentezlenen primerler, NCBI Primer-

BLAST programu ile tasarlanmustir.

39



Tablo 3.7. Analizi yapilan genlerin primer sekanslari

Gen

Primer Dizisi

BCL-2

BAX

CASP3

GAPDH

F: 5-TATCTGGGCCACAAGTGAAG

R: 5-ATTCGACGTTTTGCCTGAAG

F: 5-AGCAGATCATGAAGACAGGG

R: 5-GAAGTTGCCGTCAGAAAACA

F: 5-GCGCTCTGGTTTTCGTTAAT

R: 5-ACCCATCTCAGGATAATCCATTT
F: 5- CTTTTGCGTCGCCAGCC

R: 5- AATTTGCCATGGGTGGAATCA

RT-gPCR islemi Thermofisher SYBR Green Master Mix kiti ile Tablo 8” deki sicaklik dongiisii

protokoliine gore yapilmstir.

Tablo 3.8. Sicaklik siklusu

Dongii Adi Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Bagslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 10 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn.

Baglanma 57°C 30 sn. 45
Uzama 72°C 45 sn.
Bekleme 4°C 0 1

3.2.7. Protein ekstraksiyonu

Cl degerinin en yiiksek oldugu OSI (50 nM), MO-MetOH (50 ug/ml) ve OSI+MO-MetOH (50

nM+50 pg/ml) konsantrasyonlar1 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucuna gére BAX, CASP-3 ve

BCL-2 protein ekspresyon seviyeleri ELISA ile tesbit edilmistir. Proteinlerin ekspresyon

seviyeleri spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.

Dért ayri steril petrinin her birisinin igerisine 1,8x10° tane hiicre ekilip ilag uygulamas1 yapilip

48 saatlik inkiibasyon siiresi bitiminde ila¢ ortamdan uzaklastirilmistir. Bu islemin ardina PBS

hiicreler lizerine ii¢ kez eklenerek yikama islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda petrilere 4 mL

Lizis Buffer (150mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH: 7,4, 1 mM PMSF, %0,5 sodium deoksikolat,
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%5 gliserol, | mM EDTA, %]1 Triton X-100) ilave edilip buzda 10 dk bekletilmistir. Calisma
hiicrelerin petri ylizeyinden kazindiktan sonra falkon tiipe aktarilmasi ile devam etmistir. Bu
hiicrelere buz lizerinde 10 defa steril 21 Gauge’ luk siringa ile ¢ek-birak yapilmistir. Ve lizis
islemi tamamlanmistir. Daha sonra hiicreler +4°C’ de 10 dk 2000 xg’ de santrifiij edilmistir.

Falkon tiip iizerinde kalan siipernatant -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.8. Istatistik bulgular

Hiicre canlilik oranlar1 ve gen/protein ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda karsilastirilmistir.
Gruplar arasi karsilagtirmalar Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) testi ile yapilmistir. SPSS
24.0 yazilim ile istatistiksel analizler gergeklestirilmistir. p <0.05 istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur. Tiim veriler ortalama =+ standart hata (Mean + SE) olarak rapor edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Sitotoksisite Calismalar
4.1.1. Hiicre canhlik testi

OSI ile M. officinalis metanol ve su ekstreleri, tek tek ve kombinasyon halinde belirlenen
konsantrasyonlarda PC-9 hiicre hatt1 iizerine uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik kiiltivasyon
sonunda MTT c¢aligsmas1 yapilmistir. Hiicre canlilik yiizdeleri 570 nm’ de 6lgiilen absorbans

degerlerine gore hesaplanmis ve sonuclar neticesinde Sekil 11-12-13 ve 14’ teki grafikler

¢izilmistir.
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Konsantrasyon gruplar

Sekil 4.11. 24 saat inkiibasyon siiresince PC-9 hiicre hatt1 {izerine osimertinib (OSI), M.
officinalis su ekstrakt1 (MO-Su) ve OSI+ (MO-Su)’ nun antiproliferatif aktivitesi
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Sekil 4.12. 24 saat inkiibasyon siiresinde PC-9 hiicre hatt1 iizerine osimertinib (OSI), M.
officinalis metanol ekstrakt1 (MO-MetOH) ve OSI+ (MO-MetOH) ’1n antiproliferatif aktivitesi
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Sekil 4.13. 48 saat inkiibasyon siiresinde PC-9 hiicre hatt1 iizerine osimertinib (OSI), M.
officinalis su ekstrakt1 (MO-Su) ve OSI+ (MO-Su)’ nun antiproliferatif aktivitesi
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Konsantrasyon gruplari

Sekil 4.14. 48 saat inkiibasyon siiresinde PC-9 hiicre hatt1 iizerine osimertinib (OSI), M.
officinalis metanol ekstrakt1 (MO-MetOH) ve OSI+ (MO-MetOH)’ 1n antiproliferatif aktivitesi

4.1.2. Kombinasyon indeksi (CI)

PC-9 hiicre hatt1 iizerine uygulanan OSI, M. officinalis metanol ekstrakti, M. officinalis su
ekstrakti ve ilagla ekstrelerin kombinasyonlarinin 24. ve 48. saatlerde alinan absorbans verileri
baz alinarak CompuSyn programi ile CI degerleri Tablo 9-10-11 ve 12” ye gore hesaplanip, en
iyi antagonistik etkinin oldugu 48. saat ve 50 nM OSI ve 50 ug/ml M. officinalis metanol
ekstrakti kombinasyonuna gore Sekil 15-16 ve 17 deki grafikler ¢izilmistir.
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Tablo 4.9. 24 saat inkiibasyon siiresinde OSI ve M. officinalis su ekstrakt: kombinasyonlarinin
CI degerleri

OSI+MO-Su CI Degeri Kombinasyonun Etkisi
Konsantrasyonu (nM+ pg/ml)

800-+800 9,6873 Giiglii antagonistik etki

400+400 8,7659 Giiglii antagonistik etki

200+200 11,0965 Cok giiclii antagonistik etki

100+100 15,842 Cok giiclii antagonistik etki
50+50 28,378 Cok giiclii antagonistik etki
25425 46,785 Cok giiclii antagonistik etki

12,5+12,5 28,487 Cok giiclii antagonistik etki

Tablo 4.100. 48 saat inkiibasyon siiresinde OSI ve M. officinalis su ekstrakti
kombinasyonlarinin CI degerleri

OSI+MO-Su CI Degeri Kombinasyonun Etkisi
Konsantrasyonu (nM+ pg/ml)
800+800 6,37023 Giiclii antagonistik etki
400+400 3,74539 Giclii antagonistik etki
200+200 2,11624 Antagonistik etki
100+100 1,74190 Antagonistik etki
50+50 0,95259 Aditif etki
25425 0,95260 Aditif etki
12,5+12,5 1,06306 Aditif etki

Tablo 4.111. 24 saat inkiibasyon siiresinde OSI ve M. officinalis metanol ekstrakti
kombinasyonlarinin CI degerleri

OSI+MO-MetOH CI Degeri Kombinasyonun Etkisi
Konsantrasyonu (nM+ pg/ml)

800+800 28,1842 Cok giiclii antagonistik etki

400+400 24,4509 Cok giiclii antagonistik etki

200+200 102,095 Cok giiclii antagonistik etki

100+100 152,973 Cok giiclii antagonistik etki

50+50 135,907 Cok giiclii antagonistik etki
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25+25 174,066 Cok giiclii antagonistik etki
12,5+12,5 6,83199 Glicli antagonistik etki

Tablo 4.12. 48 saat inkiibasyon siiresinde OSI ve M. officinalis metanol ekstrakti
kombinasyonlarinin CI degerleri

OSI+MO-MetOH CI Degeri Kombinasyonun Etkisi
Konsantrasyonu (nM+ pg/ml)

800+800 14,4838 Cok giiclii antagonistik etki

400+400 12,4944 Cok giiclii antagonistik etki

200+200 11,2465 Cok giiclii antagonistik etki

100+100 397,128 Cok giiclii antagonistik etki

50+50 3031,44 Cok giiclii antagonistik etki

25+25 1515,72 Cok giiclii antagonistik etki

12,5+12,5 757,859 Cok giiclii antagonistik etki

i sl
1 Mo-ME
Osi+ME

0 Dose 2000

Sekil 4.15. OSI, MO-MetOH ve kombinasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde Doz-Etki

egrisi
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Sekil 4.16. OSI ve MO-MetOH 48 saat inkiibasyon siiresinde doz azalim indeksi (DRI)
grafigi
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Sekil 4.17. OSI, MO-MetOH ve kombinasyonlarmin 48 saat inkiibasyon siiresinde Median-
Etki egrisi
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4.1.3. Gen ifade ve protein seviyelerinin belirlenmesi

Calismamizda en yiiksek CI degerinde 50 nM OSI ve 50 pg/ml MO-MetOH igin PC-9 hiicre
hattinda BCL-2, BAX ve CASP3 genlerinin ifade seviyeleri belirlenmistir. Referans geni olarak
GAPDH alinmigtir. Tablo 13’ deki veriler 1s181nda Sekil 18-19-20-21 ¢izilmistir.
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Sekil 4.18. BCL-2 gen ekspresyonu ve protein seviyeleri (OSI, M. officinalis alkol ekstrakti ve

bunlarin kombinasyonlarinin etkisi). Degerler, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak

temsil edilmistir. *°¢ p <0,05
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Sekil 4.19. BAX gen ekspresyonu ve protein seviyeleri (OSI, M. officinalis alkol ekstrakt1 ve
bunlarin kombinasyonlarinin etkisi). Degerler, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak

temsil edilmistir. *® p <0,05
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o
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L 77 R

Kontrol Osimertinib M. officinalis Osi. + M.O.

Sekil 4.20. BAX/BCL-2 oram1 (OSI, M. officinalis alkol ekstrakti ve bunlarin
kombinasyonlarinin etkisi). Degerler, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak temsil

edilmistir. *° p <0,05
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Sekil 4.21. CASP3 gen ekspresyonu ve protein seviyeleri (OSI, M. officinalis alkol ekstrakt1 ve
bunlarin kombinasyonlarinin etkisi). Degerler, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak

temsil edilmistir. *® p <0,05

Tablo 4.13. PC-9 hiicre hattinda 48 saatlik BCL-2, BAX ve CASP3 protein seviyeleri

BCL-2 BAX BAX/BCL-2 CASP3

(pg/mL) (ng/mL) Oranmi (ng/mL)
Kontrol 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a
OSI 0,32 b 2,76 b 8,63b 3,50b
M.O-MetOH 1,26 a 0,85a 0,67 a 0,68 a
OSI + M.O-MetOH 1,89 ¢ 1,06 a 0,56 a 0,94 a
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4. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri tiitiin kullaniminin artmasi1 ve degisen ortam sartlar ile yaygin goriilen bir
hastalik olmaktan c¢ikip, diinyada en sik goriilen bir kanser tiirii halin. Akciger kanseri,

kanserden o6liimler arasinda birinci sirada yer almaktadir (Ihlamur vd., 2024).

Akciger kanserlerinin yaklasik %85’ 1 KHDAK” dir. Hastalarin cogu teshis konuldugunda zaten
ileri evrede oldugundan hastaligin prognozu genellikle kotiidiir. Ancak monoklonal antikorlar
(mAbs), TKI’ ler ve immiinoterapi (immiin kontrol noktas1 inhibitorleri) gibi ila¢ hedefleme

tedavileri, KHDAK tedavisini kismen daha basarili hale getirmistir (Y. Li vd., 2023).

Kansere neden olan mutasyonlardan EGFR, ALK ve ROS gibi siiriicii mutasyonlarin kesfinden
sonra tedavide molekiiler hedefli ilaclar terapdtik olarak kullanilmaya baglanmistir. EGFR

mutasyonu KHDAK” de de %15 ile %50 arasinda goriilmektedir (Sedef vd., 2018).

OSI, EGFR!' nin ¢esitli mutant formlarma (T790M, L858R) vahsi tip EGFR' ye gére ¢ok daha
diisiik konsantrasyonlarda geri dniissiiz olarak baglanan bir ii¢iincii nesil TKI’ dir (Khozin vd.,

2017).

Ucgiincii nesil TKI’ ler KHDAK” de gegici basar1 elde etse de C797S adli {igiinciil bir mutasyon
tedaviyi fazlaca engellemektedir. Bu mutasyon ekson 20' de meydana gelip, EGFR' nin
baglanma yeri olan 797 konumundaki sisteini serin ile degistirdigi bir yerdedir. Ugiincii nesil
TKI' ler de bu bolgeyi hedef aldig1 ve sistein 797 kalitisina geri doniisiimsiiz olarak baglandig
i¢cin, bu mutasyon tiim ii¢lincii nesil ilaglara kars1 direng¢ kazandirmaktadir (J. Li ve Kwok, 2020;

Y. Li vd., 2023).

Giliniimilizde tibbi bitkiler antikanser tedaviye giiclii bir sekilde katilmaktadir. Antikanser
tedavide bitkilerin ¢alisilma nedenlerinin basinda ila¢g direncine karsi koymak gelmektedir.
Yine sentetik kimyasallara gore daha etkili ve daha az ya da hig¢ yan etkiye sahip olmamalari
sayesinde kanser tedavisinde bitkisel ajanlar ile kanser ajanlar1 kombine kullanilmaktadir.
Vincristine, deserpidine, reserpine ve vinblastine dahil olmak {izere yliz yeni bitki bazli ilag
bunlardan bazilaridir. Yine bazi caligmalar kanser ajanlarmmin bitkiler ile kombine
kullanilmasinin sinerjik etkiyle kemoterapdtik etkinligi artirdigini ayrica toksik etkilerini de

azalttigin1 gostermistir. (Faraji et al., 2021; Thlamur vd., 2024; Talib vd., 2021).
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Chen ve arkadaslar1 HCC827/AR hiicre hatti iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, MET
amplifikasyonlu EGFR mutasyonlu KHDAK hiicrelerini iizerinde dogal bir MET inhibitorii
olarak gdrev yapan berberinin OSI ile sinerjik etki yaparak; apoptozu artirdigii ve OSI’ ye

kars1 gelisen direncin listesinden gelmek adina daha ¢ok calisilmasi gerektigini gostermistir

(Chen vd., 2022).

Yine OSI’ ye direngli bazi hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalar, C797S mutasyonu gibi
mekanizmalara bagl olarak olusan OSI’ ye kars1 kazanilmis direncin iistesinden gelmek icin
dogal bir iiriin olan honokiol ve tlirevlerinin potansiyel adaylar oldugunu belirlemistir (Vallega

ve Sun, 2020; Zang vd., 2020).

Huang ve arkadaslar1 yaptiklari calismada, H1975/0OR hiicre hattinda dogal bir {irlin olan
luteolinin OS] ile sinerjik etkilesimde bulunarak MET amplifikasyonlu OSI’ ye karsi
kazanilmis direncgli hiicrelerin proliferasyonunu, gdogiinii ve invazyonunu inhibe ederken

apoptozu tesvik ettigini gostermistir (Huang vd., 2023).

Ni ve arkadaslar1 calismalarinda, dogal bir {iriin olan manoalidin KRAS mutasyonlu ve OSI’ ye
direngli akciger kanseri hiicrelerinde feroptozisi indiikledigni ve yeni bir EGFR-TKI duyarlilik
artirict oldugunu gostermistir (Ni vd., 2023).

M. officinalis (Ogulotu) bitkisi de FDA tarafindan gilivenli bir bitki olarak taninmis ve cay
olarak kullanilan, kanser dahil pek ¢ok hastalig1 tedavi etmek i¢in yararlanilan tibbi bitkilerden
biridir. Mevcut calismalar 6zellikle akciger, meme, prostat, kolon ve servikal kanserler {izerinde
bitkinin antitiimor etkinligini kanitlamistir. M. officinalis ekstrelerinin aktif bilesenlerinin bu
etkinligi antiapoptotik, antiproliferasyon, antiangiogenik, antioksidan, hiicre dongiisi
durdurma gibi ¢esitli biyolojik mekanizmalar araciligiyla ger¢eklesmektedir (Faraji et al.,

2021).

Darzi ve Amirghofran yaptiklari ¢calismada, M. officinalis bitkisinin diklorometan ve n-hekzan
fraksiyonlari, K562 miyelojendz 16semi hiicre hattinda ve Jurkat insan T lenfosit hiicrelerinde
doza bagimli olarak gii¢lii inhibitor etki gostermistir. Diklorometan fraksiyonu, 16semi hiicre
hatlarinda BAX mRNA ekspresyonunu ve BAX/BCL-2 oranini arttirarak apoptozu anlamli bir

sekilde indiiklemistir. Bunun yaninda bitkinin n-hekzan fraksiyonu, apoptozla ilgili genlerin

52



ekspresyonunu anlamli bir sekilde degistirmediginden hiicrenin biiylimesinin inhibisyonu

bitkinin bir fraksiyonu olarak bulunmamistir (Ebrahimnezhad Darzi ve Amirghofran, 2013).

Yapilan bir calismada M. officinalis’ in hidroalkolik ekstraktinin MCF-7 meme kanseri ve A549
akciger kanseri hiicre hatlarina uygulanmasi sonucu goriilen antiproliferatif etkinin ekstrenin

Bcl-2, Her2, VEGF ve hTERT onkogenlerinin ekspresyonunu inhibe etmesi sonucu oldugu

bulunmustur (R. Jahanban-Esfahlan vd., 2017).

Sghaier ve arkadaslari, M. officinalis’ in aktif flavonoidlerinden biri olan rutinin A549 akciger
kanseri hiicre hatti, HT29 ve Caco-2 kolon kanseri hiicre hatlarindaki antiproliferatif etkisini
arastirmigtir. Yapilan MTT testleri sonucu ve kemiliiminesans ile Olclilen degerler sonucu,
rutinin hiicre adhezyon ve gogiinii azaltmak, proliferasyonu inhibe etmek ve ROS iiretimini

azaltmak icin kullanilabilecegi gosterilmistir (Ben Sghaier vd., 2016).

Sattu ve arkadaslar1t M. officinalis’ in etkin flavonoidlerinden olan hesperidinin A549 hiicre
hattinda hiicrelerin anormal ¢ogalmasini; apoptozu indiikleyen tiimor baskilayici proteinlerden
p53 ve p21° 1 geri kazandirip; c-myc, B-katenin ve PCNA protein ekspresyonunu azaltarak

sagladigini gostermistir (Sattu vd., 2019).

Yapilan bir calisma M. officinalis’ in etkin flavonoiderinden olan apigeninin A549 hiicre
hattinda, hiicre anormal ¢ogalmasini, go¢iinii ve invazyonunu PI3K/AKT sinyal yolagini hedef

alarak gerceklestirdigini gostermistir (Zhou vd., 2017).

Moaca ve arkadaslar1 calismalarinda, M. officinalis’ in hem kok hem yaprak etanol
ekstraktlarinin MDA-MB-231 meme kanseri ve HaCat andploid 6liimsiiz keratinosit hiicre
hatlarinda uygulanmasi sonucu yaprak ekstraktinin HaCat hiicrelerine kars1 daha secici bir
sekilde sitotoksik oldugunu, gévde ekstraktinin MDA-MB-231 hiicrelerine kars1 daha yiiksek
sitotoksisite gosterip; bu ekstraktlarin antitlimor aktivitesinin anlamli oldugunu gdstermistir

(Moaca vd., 2018).

de Sousa ve arkadaslari, M. officinalis esansiyel yaginin MTT ile yapilan in vitro sitotoksisite
testinde yagin MCF-7, A549, HL-60, Caco-2, K562 gibi insan kanser hiicre hatlar1 ve B16F10
fare hiicre hatt1 lizerinde son derece etkili oldugu ve antioksidan 6zelliklerinin antitiimoral

aktivitesine katkida bulunabilecegi gostermistir (de Sousa vd., 2004).
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Yapilan bir calismada M. officinalis esansiyal yag1 ve ana bileseni olan sitral, aktif MRP1
eksprese eden A172 ve US87 insan glioblastoma multiforme hiicre hatlarinda sitral ROS

tiretimini arttirmis ve MRP1 ekspresyonunu inhibe etmistir (Queiroz vd., 2014).

Bitgen ve arkadaslari, M. officinalis’ in, MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde otofaji ve
apoptoz hiicre 6liim yollar {izerinden sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu Beclin-1 ve LC3

immiinofloresans boyama yontemi ile gdstermistir (Bitgen vd., 2022).

Weidner ve arkadaslari, M. officinalis hidroalkolik ekstraktinin HT-29 ve T84 kolon karsinoma
hiicrelerinde antiproliferatif etkiler gosterdigini ve intraselliiler ROS iiretiminin indiiklenmesi

yoluyla apoptozu artirdigini bulmustur (Weidner vd., 2015).

Jahanban-Esfahlan ve arkadaslar1 M. officinalis hidroalkolik ekstresinin A549, PC-3, MCF-7,
SKOV3 hiicre hatlarinin proliferasyonunu doz bagimsiz bir sekilde inhibe ettigini
gostermiglerdir. Ayrica M. officinalis' in antiproliferatif etkilerinin timor tipi spesifik oldugu
ve hormon bagimli kanser hiicrelerinin bu ekstraktlarin antitlimédral etkilerine yiiksek yanit

verdigi bulunmustur (A. Jahanban-Esfahlan vd., 2015).

Calismamizda 24 saatlik MTT sonuglarina gore, hiicre canlilik oranlari agisindan 5., 6. ve 7.
konsantrasyonlarda OSI, M. officinalis ve kombinasyon gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadigi belirlenmistir (p> 0,05). Ancak 4. ve iizeri konsantrasyonlarda,
OSI uygulanan hiicrelerin canlilik oran1 hem kombinasyon grubu hem de M. officinalis ile
karsilastirilmast sonucunda istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugu tespit
edilmistir (p <0,05). Sonuglar, M. officinalis uygulamasinin hiicre canliligini kismen
koruyabildigini ve OSI’ nin yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canlilhigini belirgin sekilde

azalttigini gostermektedir.

48 saatlik MTT sonuglarimiza gére, 6. ve 7. konsantrasyonlarda, OSI, M. officinalis ve
kombinasyon gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p> 0,05).
Fakat 5. ve iizeri konsantrasyonlarda, OSI uygulanan hiicrelerin canlilik oranlarinin hem M.
officinalis hem de kombinasyon grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu bulunmustur
(p <0,05). Bu bulgular, OSI’ nin hiicre canliligim1 doza bagimli olarak azalthgim ve M.
officinalis uygulamasinin hiicre canlilik oranlarini belirli doz araliklarinda koruyabilecegini

gostermektedir.
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M.officinalis metanol ve su ekstraktlar1 iceren 24 saatlik MTT sonuglari, OSI’ nin tek basina
uygulanmasinin hiicre canlilik oranlarini belirgin sekilde dusiirdiiglini, M. officinalis ve
OSI+M. officinalis kombinasyonu uygulamalarinin ise hiicre canliigmi 6nemli &lgiide
artirdigini gostermistir (p <0,001). Bu sonug, M. officinalis uygulamasinin hiicre canliligini
artiric1 etkisini gdsterirken, OSI ile kombinasyonunun OSI ’nin tek basina uygulandig1 gruba
kiyasla daha yiiksek hiicre canlilik oranlari sagladigini ortaya koymaktadir. Ancak, M.
officinalis ile kombinasyonun, tek basina M. officinalis uygulamasina kiyasla ek bir avantaj

saglamadig1 gozlemlenmistir.

48 saatlik MTT sonuglarimiza gdre metanol ve su ekstraktlar1 iceren deneylerde, OSI’ nin tek
basina uygulanmasinin hiicre canlilik oranlarini belirgin sekilde diistirdiigii, M. officinalis ve
OSI+M. officinalis kombinasyonu uygulamalarinin ise hiicre canliligini énemli 6lciide artirdig
belirlenmistir (p <0,05). Bu bulgular, M. officinalis uygulamasinin hiicre canliligini artirici
etkisini gosterirken, OSI ile kombinasyonunun, OSI’ nin tek basina uygulandig: gruba kiyasla
daha yiiksek hiicre canlilik oranlari sagladigini ortaya koymaktadir. Ancak, M. officinalis ile
kombinasyonun, tek basina M. officinalis uygulamasina kiyasla ek bir avantaj saglamadigi

gozlemlenmistir.

24 saatlik hiicre canlilik oranlarin1 incelendigimizde OSI, M. officinalis ve OSI+M. officinalis
kombinasyonu igeren metanol ve su ekstrakti gruplart arasinda anlamli farkliliklar oldugu

belirlenmistir (p <0,001).

Karsilastirmalar neticesinde hiicre canlilik oranlarinin en diisiik oldugu grubun OSI uygulanan
metanol ve su ekstrakti gruplart (%79,26) oldugu, en yiiksek hiicre canlilik oraninin ise su

ekstrakti iceren M. officinalis grubuna (%174,51) ait oldugu belirlenmistir.

48 saatlik hiicre canlilik oranlarini incelendigimizde ise OSI, M. officinalis ve OSI+M.
officinalis kombinasyonu igeren metanol ve su ekstrakti gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar
oldugu belirlenmistir (p <0,01). Karsilastirmalar sonucunda hiicre canlilik oranlarinin en diisiik
oldugu grubun OSI uygulanan metanol ve su ekstrakti gruplar1 (%69,26) oldugu, en yiiksek
hiicre canlilik oraninin ise su ekstrakti igeren OSI+M. officinalis kombinasyon grubuna

(%108,15) ait oldugu belirlenmistir.
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Hiicre canlilik oranlar1 24 saat sonunda su ekstrelerinde en yliksek degerde olsa da giinlimiizde
kullanimda olan M.officinalis preparatlarinin ekstreleri metanolle hazirlandig1 i¢in, hiicre
canlilik oranmin en yiiksek bulundugu; 48 saat siireli OSI+MO-MetOH kombinasyonunun

antagonistik etkisi baz alinmistir.

48 saat inkiibasyon siiresi, OSI (50 nM), MO-MetOH (50 pg/ml) ve OSI+MO-MetOH (50
nM+50 pg/ml) kombinasyonunda, en yiiksek CI degeri (3031,44) tespit edilmistir (Tablo 5).
RT-qPCR ve ELISA yontemlerinden faydalanilarak, antagonistik etkinin daha net bir sekilde
anlagilmasi i¢in BCL-2, BAX, CASP3 genlerinin ifade diizeyleri ve proteinlerin bulunma

oranlar1 analizi yapilmustir.

Tablo 13*de belirtilen gen ve protein analizi sonuglarina gére, OSI grubunun BCL-2 gen protein
seviyesinin kontrol ve M. officinalis gruplarina kiyasla anlamli sekilde azaldig: tespit edilip,
OSI+M. officinalis kombinasyonunda BCL-2 gen protein diizeyinin tiim gruplardan istatistiksel

olarak anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur.

BAX gen protein seviyesinin OSI uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
arttig1 goriilmiistiir. Fakat M. officinalis ve OSI+M. officinalis kombinasyon gruplarinda BAX
gen protein seviyesi kontrol grubu ile benzer bulunmus ve OSI ile kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlamli sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir.

Analiz sonucunda OSi grubunda BAX/BCL-2 oranmnin kontrol, M. officinalis ve OSI+M.
officinalis kombinasyon gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Diger yandan, M. officinalis ve kombinasyon gruplarinda BAX/BCL-2
oran1 kontrol grubuna benzer bulunurken, OSI grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu

tespit edilmistir.

OSI uygulanan PC-9 hiicre hattinda CASP3 gen ve protein seviyesinin; kontrol, M. officinalis
ve kombinasyon gruplarma kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
belirlenmistir. Diger yandan, M. officinalis ve kombinasyon gruplarinda CASP3 seviyelerinin
kontrol grubu ile benzer oldugu, ancak OSI grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml sekilde

diistik kaldig1 gézlemlenmistir.
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Ozetle, OSI uygulamas1 BCL-2 seviyesini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltirken, BAX
ve CASP3 seviyelerini artirmistir. Bu sonu¢ bize OSI uygulanan hiicrelerde apoptoz
mekanizmasmin tetiklendigini gostermistir. BAX/BCL-2 oranmin OSI grubunda belirgin
sekilde ylikselmis olmasi, hiicrede 6liim mekanizmasinin aktive oldugunu diisiindiirmektedir.
M. officinalis uygulamas1 ise BCL-2 seviyesini artirirken, BAX ve CASP3 seviyelerini OSI
grubuna kiyasla daha diisiik tutmustur. Bu sonug ise, apoptoz siirecinin baskilandigini
diisiindiirmektedir. OSI+M. officinalis kombinasyonu grubunda ise BCL-2 seviyesinin en
yiiksek diizeyde oldugu, BAX/BCL-2 oranmin diisiik kaldig1 ve CASP3 seviyesinin OSI

grubuna gore daha az arttig1 tespit edilmistir.

Caligmamizda ele aldigimiz ve halk arasinda antikanser ve antiproliferatif etkilerinden dolay1
sik¢a kullanilmakta olan M. officinalis bitkisinin de diger fitoterapdtikler gibi ilag direncinin
tedavisinde kullanimi hala siirhidir. Yapilan calismalar ve alinan sonugclar etkin bilesenler ile
molekiiler ve hiicresel etki mekanizmalarini agiklamada yeterli degildir. Kombinasyon
tedavilerindeki yerlerini kesfetmek icin ise daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Nitekim ¢alismamizda OSI’ nin kemoterapétik etkisini potansiyelize etmek adina kullanilan M.

officinalis bitki ekstrelerinin apoptotik sinyali azalttig1 goriilmiistiir.

Ileri calismalarda, M. officinalis bitki ekstraktlarinin aktif bilesenlerinin etki mekanizmalar1 ve
farmakokinetigi lizerinde durulmalidir. Arastirmalar, in silico ve in vivo olarak uygun hayvan

modelleri tizerinde ve farkli dozajlarda gergeklestirilmelidir.
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