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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

VERBASCUM LASIANTHUM BOISS. EX BENTH TURUNUN
AKCIGER KANSERI (A549) HUCRELERINE ETKIiSi

Bobur SINDAROV
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Omer HAZMAN

Sigirkuyrugu (mullein) olarak bilinen Verbascum L. (Scrophulariaceae) tiirleri mukolitik
etkileri nedeni ile Ozellikle {ist solunum yollarimi rahatlatmak amaciyla bir ¢ok diinya
tilkesinde siklikla tercih edilmektedir. Bununla birlikte farkli cografyalarda farkl
Verbascum L. Tirleri; yaralarin iyilestirilmesinde, egzama, hemoroid, diyare gibi
hastaliklarda geleneksel olarak kullanilabilmektedir. Bu nedenle ¢ogu iilke eczanelerinde ve
marketlerinde kurutulmus Verbascum L. Tiirlerine ait yaprak ve ¢icekleri, yagli ekstraktlari,
alkollii tentiirleri, kapsiilleri alternatif tip {irlinii olarak satilmaktadir. Diinyada yaklasik 360
farkli tiirii vardir. Bu tiirlerin biiylik cogunlugu Tirkiye’nin endemik zenginlikleri
arasindadir. Bu tiirlerden ¢ogunun antioksidan, antimikrobiyal veya antikanserojen etkileri

heniiz arastirilmamistir.

Sunulan tez calismasinda akciger kanserine etkileri arastirilan bitki ise Verbascum L.
Tiirlerinden birisi olan Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriidiir. Bu baglamda
sunulan c¢alismada Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriinden elde edilen aseton
(VLaseton) Ve metanol  (VLyetanol) ekstraktlart kullanilmistir.  Boylelikle Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. tiirlinliin bir akciger kanseri hiicre hatti1 olan kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri (A549) hiicrelerinde, sitotoksisite, genotoksisite, oksidatif stres ve
inflamasyona etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica sunulan ¢alismayla VL etanol V€

VLaseton €kstraktlarinda bulunan bazi fitokimyasallarin tiir ve miktar tayinleri de yapilmistir.



Bitki ekstraktlarindaki bazi fitokimyasallarin tiirleri ve miktarlar1 LC-MS/MS sistemi
yardimiyla, 53 farkli standart kullanilarak belirlendi. Verbascum lasianthum Boiss. ex
Benth. tiiriinlin A549 hiicrelerindeki sitotoksisite diizeyleri ise MTT analizleri ile belirlendi.
Lethal dozlar (Ids) belirlendikten sonra deney gruplar1 (Grup 1: Kontrol, Grup 2: LD,
dozunda VL etane uygulanan grup, Grup 3: LDsp dozunda VL pernor Uygulanan grup, Grup 4:
LDy dozunda VLseon uygulanan grup, Grup 5: LDsy dozunda VL,sn uygulanan grup)
olusturuldu. Deney gruplarinda total antioksidan statii (TAS), total oksidan statii (TOS),
oksidatif stres indeksi (OSI), proinflamatuvar stokin diizeyleri (TNF-a, TGF-B1), beta
defensin-2 (DEF-B2) seviyeleri ve DNA hasar1 (comet testi ile) skorlar1 belirlendi.

Yapilan analizler sonucunda VL,son ekstraktindaki {i¢, VLetanol €kstraktinda ise yirmi bir
farkli fitokimyasalin tiir ve miktar1 belirlendi. MTT analizlerinden elde edilen veriler
sonucunda Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriine ait metanol ve aseton
ekstraktilarinin her ikisinin de A549 hiicrelerinde sitotoksik etkili olabilecegi goriildii.
VLinetanol €kstraktinin VL g0 €kstraktina oranla daha sitotoksik oldugu belirlendi. Bununla
birlikte VLctanot V€ VDiaeion ektraktlarmin AS549 hiicrelerinde oksidatif stres ve
inflamasyonu azalttigi bulundu. Bu nedenle VLeunol V€ VDLgseton ektraktlarinin A549
hiicrelerinde oksidatif stres ve inflamasyon disinda bir yolla sitotoksisite olusturdugu
anlasildi. Nitekim yiiksek dozlarda VLiemnol V€ VDaseton €ktraktlarinin A549 hiicrelerinde
DNA hasarmi artirdigr belirlendi. Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiirintin aktif
bilesenlerinden birisi veya bir kagt DNA sarmali ile etkileserek hasar gelismesine aracilik
etmis olabilir. Fakat bunun sdylenebilmesi igin konuyla iligkili ileri g¢alismalarin

yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Bu veriler Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tlirline ait metanol ve aseton
ekstraktlarinin A549 hiicrelerindeki sitotoksisite/antikanserojen etkinligini oksidatif stres ve
inflamasyon araciligiyla degil de, DNA hasar1 aracilifi ile gostermis olabilecegini ifade
etmektedir. Elde edilen verilerin Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriiniin

etnofarmakolojik etkilerini agiklamak adina literatiire katk: saglayacag: diisiiniilmektedir.

2020, xii + 82 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kanser, Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth., A549 hiicre hatti,

Oksidatif stres, inflamasyon, Sitotoksisite, Genotoksisite.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

VERBASCUM LASIANTHUM BOISS. EX BENTH EFFECT OF
TYPE ON LUNG CANCER (A549) CELLS

Bobur SINDAROV
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Omer HAZMAN

Verbascum L., commonly known as mullein (Scrophulariaceae) species are often preferred
in many countries of the world due to their mucolytic effects, especially in order to relieve
the upper respiratory tract. However, different types of Verbascum L. iIn different
geographies traditionally used in diseases such as wounds healing, eczema, haemorrhoids,
diarrhoea. For this reason, leaves, flowers, oily extracts, alcoholic tinctures, capsules
belonging to Verbascum L. Species are sold as alternative medicine products in pharmacies
and markets of most countries. There are about 360 different species in the world. The
majority of these species are endemic among the wealth of Turkey. The antioxidant,

antimicrobial or anticancer effects of many of these species have not yet been investigated.

In the presented thesis study, the plant whose effects on lung cancer was investigated is
Verbascum lasianthum Boiss. Ex Benth., one of the Verbascum L. Species. In this study,
acetone (VLggeton) and methanol (VL nemanol) €xtracts from Verbascum lasianthum Boiss. ex
Benth. species were used. Thus, it was aimed to determine the effects of the Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. species on cytotoxicity, genotoxicity, oxidative stress and
inflammation in non-small cell lung cancer (A549) cells, which is a lung cancer cell line. In
addition, the study was conducted to determine the type and quantity of phytochemicals of

VL ethanol and VL eeion €Xtracts.

The types and quantities of some phytochemical components in plant extracts were

determined, using 53 different standards with the help of the LC-MS/MS system.

il



Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. cytotoxicity levels were determined by MTT
analyses in A549 cells. After the lethal doses (lIds) were determined, experimental groups
(Group 1: control, group 2: administered VLemanot at LDg dose, group 3: administered
VLinethanot @t LDso dose, Group 4:administered VL,geon at LDy dose, group 5: administered
VLaseton at LDsg dose) were formed. Total antioxidant status (TAS), total oxidant status
(TOS), oxidative stress index (OSI), proinflammatory stokin levels (TNF-a, TGF-B1), beta
defensin-2 (DEF-B2) levels and DNA damage (with comet test) scores were determined in

experimental groups.

Three phytochemical components in acetone extract and twenty-one phytochemical
components in methanol extract were determined as a result of the analyses. As a result of
the data obtained from MTT analysis, it was observed that both the methanol and acetone
extracts of the Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. species may be cytotoxic in A549
cells. VLethanol €Xtract was found to be more cytotoxic than VL,.one extract. However,
VL ethanol @a0d VLgcetone €Xtracts were found to reduce oxidative stress and inflammation in
A549 cells. Therefore, it was found that VLemanor and VLDeone €xXtracts produced
cytotoxicity in A549 cells in a way other than oxidative stress and inflammation. Indeed,
high doses of VLiethanol @ad VL,cerone €Xtracts were determined to increase DNA damage in
A549 cells. One or more of the active ingredients of the Verbascum lasianthum Boiss. ex
Benth. species may have mediated the development of DNA damage by interacting with the

DNA helix. However, in order to say this, further studies related to the subject are required.

These data indicate that the methanol and acetone extracts of Verbascum lasianthum Boiss.
ex Benth. species may have demonstrated their cytotoxicity/anticarcinogen activity in
A549 cells, not through oxidative stress and inflammation, but by DNA damage. It is
thought that the data obtained will contribute to the literature in order to explain the

ethnopharmacological effects of the Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. species.

2020, xii + 82 pages

Keywords: Cancer, Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth., A549 cell line, Oxidative

stress, Inflammation, Cytotoxicity, Genotoxicity.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

H,0, Hidrojen peroksit

CO, Karbondioksit

OH’ Hidroksil radikali

uM Mikromolar

mM Milimolar

ug Mikrogram

pL Mikrolitre

mL Mililitre

Kisaltmalar

ATCC Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu

BHNK Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom

CAT Katalaz

DEFB2/DEFB2 Beta defensin-2

DMSO Dimetil stilfoksit

DNA Deoksiribontikleik asit

EGFR Epidermal biiylime faktorii reseptorii

ELISA Enzim bagli immunosorbent deney

ERS Avrupa Solunum Dernegi

FBS Fetal bovine serum

IARC Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi

IFN-y Interferon gama

IL-6 Interlokin alti

LD Lethal doz

LAG-3 Lenfosit aktivasyon geni {i¢

MTT 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid
OSI Oksidatif stres indeksi

p33 Tiimor protein 53 (EC :2.7.1.37)

PBS Fosfat tamponu

RNS Reaktif azot tiirleri

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SHK Skuamdz hiicreli karsinom

SOD Superoksit dismutaz

STAT Sinyal transdiiseri ve transkripsiyon faktoriiniin aktivatorii
TAS Total antioksidan statii (Total antioksidan kapasite)
TOS Total oksidan statii (Total oksidan kapasite)
TGF-B1 Tiimdr growth faktor beta bir

TNF-a TUmor hiicre 6liim faktorii alfa (Tiimor nekrozis factor o)
VL Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.

WHO Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Organizmada bulunan doku ve organlar1 olusturan hiicreler yaslandik¢a veya hasar
gordiigiinde ¢ogunlukla oliir ve 6len bu hiicrelerin yerini yeni hiicreler alir. Saglikli
hiicreler viicudun ihtiya¢ duydugu yeni hiicreleri olusturmak i¢in biiyiir ve kontrollii bir
sekilde boliiniir. Viicudumuzda Omriinii tamamlamis yashi veya hasarli hiicrelerin
programli bir sekilde oldiiriilmesini saglayan mekanizmalarda veya saglikli hiicrelerden
yeni hiicrelerin kontrolsiiz ve asir1 bir sekilde iiretilmeye baslamasina neden olan
mekanizmalarda bir sorun olmasi durumlarinda kanser adi verilen hastalik gelismeye

baslar (Baran 2018).

Kanser, tiim diinyada mortalite ve morbidite agsindan 6nde gelen hastaliklardan
birisidir. Kanser yiizyilin baslarinda 6liime sebep olan hastaliklar siralamasinda yedinci
sirada iken, son yillarda Tiirkiye dahil birgok tilkede, 6liim nedeni olarak kalp ve damar

hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir (Erdem vd. 2015).

Akciger kanseri diinyada ve Tiirkiye’de kanser hastaliklar1 i¢cinde en 6nde gelen kanser
tipidir. Akciger kanserinin Tiirkiye’de en onde gelen 3 kanser tiiriinden biri oldugu
bilinmektedir. Akciger kanseri erkeklerde, tiim kanser hastaliklar: iginde birinci sirada
iken kadinlarda dordiincii sirada yer almaktadir. Son yillarda yapilan aragtirmalara gore
kadinlarda sigara tiiketiminin artmast ve havanin kirlenmesi nedeniyle akciger

kanserinin goriilme oraninin daha da arttig1 bilinmektedir (Ozsu ve Ozlii 2013).

Kanserin tedavisinde radyoterapi, kemoterapi, cerrahi yontem gibi geleneksel tedavi
yontemlerinin yaninda, immiinoterapi, hormon terapisi, hedef gen terapileri gibi yeni
tedavi yaklasimlar: tek basina yada birlikte kullanilabilirler. Bununla birlikte mevcut
tedavi yontemlerinin yan etkileri ve hastalarin yasam tarzina olumsuz etkileri nedeniyle,
bilim insanlar1 tarafindan dogal ve yan etkisi az olabilecek alternatif yontemler
arastirllmaya devam etmektedir. Bu baglamda bitkilerin ve bitkilerden elde edilen
antikanser etkili olabilecek bilesenlerin etkileri Oncelikle in-vivo ve in-vitro deney
modelleri ile laboratuvarlarda analizleri yapilmistir, tedaviye etkisi gosterenler

kliniklerde goniilliiler iizerinde denenmeye baglanmistir (Hazman 2018).



Birgok bat1 tilkesinde Verbascum Thapsus gibi verbascum tiirleri iist solunum yollari ile
iligkili hastaliklarda kullanilabilmektedir. Tiirkiye diinyada bulunan Verbascum
tiirlerinin ¢ogunlugunu bulunduran tek iilkedir. Fakat Tiirkiye’de bulunan Verbascum
tiirlerinin halk arasinda ¢esitli hastaliklarda kullanimi mevcut olsa da bu konularda

yapilan bilimsel ¢alisma yok denecek kadar azdir.

Bu calismada Verbascum tirii olarak kullanilan bitki tiiri endemik olmasa da
Tirkiye’de yetisebilen Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriidiir. Bu bitki tiirii ile
yapilan son ¢alismalar Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriiniin kanser hiicreleri
tizerinde antikanserojen etkili olabilecegine isaret etmektedir (Hazman vd. 2018). Bu
nedenle sunulan ¢alismada Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiirliniin, bir akciger
kanseri hiicre hatti olan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (A549) hiicreleri
tizerindeki antikanserojen etkinligi incelenmis olup, antikanserojen etkinligin
olusmasinda etkili olabilecek muhtemel mekanizmalarin bazilarinin (DNA hasari,

oksidatif stres ve inflamasyon aracili etkiler) arastirilmas1 amaglanmistir.

Bir adenokarsinom hiicre hatt1 olan A549 hiicreleri, akciger kanseri ve tedavisi ile ilgili
caligmalarda kullanilabildigi gibi, kanser olmayan fakat akcigerle iligkili olabilecek
hastaliklara bazi bioaktif maddelerin olas1 etkilerinin arastirilmasi amaciyla da
kullanilmaktadir. Bu tiir biyoaktif maddelerin sitotoksisite analizleri ile belirlenen LDs
dozlar1 antikanserojen etkinlik acisindan arastirmalara konu olurken, LDy dozu gibi
diisiik konsantrasyondaki dozlarin kanserin olusturdugu yan etkiler1 gidermedeki
etkinligi veya akcigerle iliskili kanser disindaki hastaliklardaki olas1 yararlari/zararlari

arastirmalara konu olabilmektedir.

Bu kapsamda sunulan calisma ile Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriiniin
yiiksek dozlardaki antikanserojen etkinliginin yaninda, diisiik dozlarda akciger

hiicrelerindeki olas1 tedavi edici etkileri de arastirilmaya ¢alisilmistir.

Bu kapsamda sunulan tez metninde Oncelikle literatiir bilgi kisminda kanser, akciger
kanseri siniflandirilmasi ve tedavi yontemleri, oksidatif stres, inflamasyon ile ilgili

konular ele alinmig, bu konularda yapilan giincel ¢alismalar kullanilarak teorik zemin



olusturulmustur. Ayrica literatiir 6zeti kisminda A549 hiicrelerinde antikanserojenik
etkileri arastirilan Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiirlinlin genel 6zellikleri ve
Verbascum tiirleriyle yapilan giincel calismalara yer verilmistir. Literatiir bilgiler
sunulduktan sonra ¢alismada kullanilan materyaller ve analizlerde kullanilan metotlar
verilmistir. Laboratuvar analizlerinden elde edilen ham verilerin istatistik programlari
ile analiziyle elde edilen verilere, sunulan tezin bulgular kisminda deginilmistir.
Bulgular 1s18inda elde edilen tiim sonuglar, tartisma ve sonug¢ ana bashgi altinda
sunulmus olup, elde edilen veriler ile literatiir 6zeti kisminda sunulan bilgiler

iligkilendirilerek ¢alismanin 6zgiinliigii ifade edilmeye ¢alisilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

Kanser ilk kez Hipokrat (M.O 460-370) tarafindan “karkinos” terimi ile tanimlamustir.
Yunanca’da karkinos terimi yenge¢ anlamina gelmekte olup, viicut yiizeyinde ortaya
cikan, bliyliyen, kirmizi, agri hissettiren farkli bigimdeki sisliklere karkinos adi
verilmistir. Romali tip doktoru Celsus (MO. 26-MS. 50) bu kelimeyi Latince yengeg
anlamina gelen “kanser” terimine ¢evirmistir. Romali tip doktoru Galen (M.S. 130-200)
ise tiimorleri tanimlamak i¢in Yunanca sislik anlamina gelen “oncos” sOzciiglinii
kullanmistir (Baran 2018). Tiirk tip tarihinde ise kansere “seretan” adi verilmektedir.
Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenziisihhatiil Ebdaniye” (1298) adli eserinde
seretan, findik ya da kiiciik yumru biiyiikliiglinde, agrili, etrafi damarli bir olusum

olarak tanimlanmaktadir (Atic1 2007).

Gliniimiizde elde edilen bilgiler 15181nda kanser yap1 ve fonksiyonu bozulan hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasi ile baslayan ve bulunduklari doku, organ veya organizmanin
calismasinda olumsuzluklarin baslamasina neden olan ve hiicrelerin tiim organizmayi
tehdit eden bir hale gelmesine neden olan bir hastalik grubudur. Kanser olusum siiresi
kanser tiirlerine gore degiskenlik gostermekle beraber ortalama 15-20 yil stirmektedir

(Kaya 2020).

Viicut, temel yasam birimleri olan bir¢ok hiicre tipinden olusur ve bu hiicreler viicudu
saglikli tutmak i¢in kontrollii bir sekilde biiyiir ve boliiniir. Hiicreler yaslandiginda veya
hasar gordiigiinde oliirler ve programlanmis bir sekilde yeni hiicrelerle degistirilirler. Bu
stirece apoptoz denir. Ancak, bazen bu programlanmis hiicre 6liimiinii kontrol eden
mekanizmalarda bazi aksakliklar veya hatalar olusur. Apoptozun bozulmasi yaslanan
veya hasar gordiigii icin yap1 ve fonksiyonlarini yapamayan hiicrelerin boliinerek
cogalmasina olanak saglar. Boylelikle yap1 ve fonksiyon olarak bulundugu doku ve
organlara yarar1 olmayan, aksine kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmaya devam ederse zararl

olabilecek tiimor ad1 verilen yapilar (kitleler) olusmaya baslar (Baran 2018).

Kanser olusumunda etkili olan tiimorler iy1 huylu tiimor ve kotii huylu olmak iizere iki

grupta incelenmektedir. Hiicreler kanserli degilse, tiimdr iyi huylu (benign) olarak ifade



edilir. Iyi huylu timérler yakindaki dokular: istila etmezler veya viicudun diger
bolgelerine yayilma 6zelligi (metastaz) gostermezler. Kotii huylu (malign) tiimorlerin
ise kanser hiicrelerinden olustugu kabul edilmektedir. Kotii huylu tiimérler dolasim
sistemi (kan ve lenf) yoluyla oncelikle yakindaki dokulara, sonrasinda ise uzak dokulara
yayllmaya baslar. Kanser hiicrelerinin dolasim yoluyla yakin veya uzak doku ve
organlara yayilmasina metastaz denir (Tarini 2018). lyi huylu ve kotii huylu timérler

arasinda bir¢ok onemli fark Sekil 2.1°de verilmistir.

sar gormus
hiicreler

Benign tiimorlerin 6zellikleri Malign tiimorlerin 6zellikleri
f——————————

v Kansersiz v Kanserli

v' Hiicre yapisi ve fonksiyonu biraz v’ Hiicre yapisi ve fonksiyonu
anormal anormal

v’ Belirli sekle sahip farkli kenarlar v' Diizensiz sekil

v’ Biiylime yavas v Tiim viicudu etkiler biiyiime hizh

V' Tekrarlanabilir veya v' Tekrarlama sans1 yiiksektir
tekrarlanmayabilir v Kapsiillenmemis ve gevreleyen

v' Baz tiimérler viicutta koruyucu hiicreleri istila edebilir
bir kese ile gevrilidir v Kemoterapi ve radyasyon tedavisi

v' Ameliyatla kaldirilabilir gerektirir

v Ornek-derideki moller, rahim v Ornek-meme kanseri, karsinom,
veya memedeki fibroid kistler sarkom

vd. 2015).

Sekil 2.1 Iyi huylu (benign) ve kotii huylu (malign) tiimérlerin gelisimi ve 6zellikleri (Kumar




2.1 Kanser Gelisimine Sebep Olan Risk Faktorleri

Kanser hastaligi i¢in iki grup risk faktorii one ¢ikmaktadir. Bunlar, onlenebilir risk
faktdrleri ve Onlenemeyen risk faktorleridir (Sekil 2.2). Onlenemeyen risk faktorleri
olarak yas, cinsiyet, aile dykiisii ve diger genetik faktorler sayilabilir. Onlenebilir risk

faktorleri olarak ise ¢evresel etkenler sayilabilir (Kalaycioglu vd. 2013).

Kansere Neden Olan Risk J

Faktorleri

Onlenemeyen Onlenebilir Risk Faktorleri
Risk Faktorleri (Cevresel Faktorler;
L Kanserojenler)
> Aile oykiisi > Hava kirliligi
> Cinsiyet » Sigara kullanimi
> Yas > Alkol tiiketimi
> Irk » Kanserojen
» Diger genetik faktorler kimyasallar
» UV ve iyonize 1sinlar
» Viral kanserojenler

Sekil 2.2 Kansere neden olan risk faktorleri.

Cevresel, eksojen ve endojen faktorlerin yan sira genetik yatkinlik da dahil olmak {izere
bireysel faktorler kanserin gelismesine katkida bulunur. Malign tiimorlerin gelisimi
lizerine epidemiyolojik arastirmalar yillar boyunca kanser insidansi ve mortalitesinin

cevresel ve genetik faktorlerinin belirleyicilerine odaklanmistir.

Kansere sebep olan g¢evresel faktorlere kanserojenler adi verilmektedir. Kanserojenler
kimyasal (organik ve inorganik molekiiller), biyolojik ( viriisler ve viroidler) ve fiziksel
(UV ve iyonize 1sinlar) kaynakli olabilir. Kanserojenler konakg¢i hiicrenin genetik
bilgisini degistirebilen ve mutojenik niteligi sayesinde kanser gelisimini tetikleyebilen

cevresel faktorlerdir (Kalaycioglu vd. 2013).



2.1.1 Kanserde Onlenemeyen Risk Faktorleri

Bireylerin atalarindan aldiklar1 genetik miras sonucu var olabilecek risk faktorleri ile
yas, cinsiyet gibi faktorler kanserde onlenemeyen risk faktorleri olarak kabul edilir.
Bununla beraber son ¢eyrek asirda gelisen teknolojinin yardimiyla 6zellikle gelismis
tilkelerde topluma uygulanan kanser tarama programlari, 6nlenemeyen risk faktorlerine
bagli ortaya ¢ikabilecek kanser vakalarinin erken donemde tanimlanmasina olanak
saglamaktadir. Boylelikle kanser erken donemde teshis edilerek, tedavisi

yapilabilmektedir.

Yapilan arastirmalar kanser tiirlerinde insidans ve mortalitenin cinsiyete gore farkliliklar
gdsterdigini ortaya koymustur. Ornegin; prostat kanserinin erkeklerde, meme kanserinin
ise kadinlarda daha baskin goriildiigii bilinmektedir. Genetik ve molekiiler ¢aligmalarda
kanser hastaligina yatkinlik cinsiyete gore farkliliklar gostermektedir. Erkekler ve
kadinlar arasindaki genetik farkliliklar ¢esitli kanser insidansindaki farkliliklara katki da
bulunur. Bu ac¢idan degerlendirildiginde erkeklerde mesane kanseri insidansi

kadinlardan daha fazladir (Kim vd. 2018).

Yas tiim kanser epidemiyolojisi ¢calismalarinda kullanilir ve kanser i¢in en ¢ok ¢alisilan
risk faktorlerinden biridir. Kanser yasa bagli bir hastalik olarak kabul edilebilir, ¢linkii
cogu kanser insidans1 yagla birlikte artar. Orta yastaki saglik, yasamin ilerleyen
donemlerindeki saglik ve uzun Omiirliiliigiin temelini olusturur. Ciinkii orta yas, kanser
ve diger hastaliklar ic¢in iy1 bilinen bazi risk faktorlerinin (6rnegin, tiitlin kullanima,
fiziksel aktivite eksikligi, yetersiz beslenme, asir1 alkol tliketimi, bazi1 kronik
enfeksiyonlar) yasamin igine en ¢ok dahil edildigi yas dilimidir (White vd. 2014). Bu
nedenle ¢ocukluktan baslayarak, genglikte ve orta yasta, yasam bi¢imine g¢evresel risk
faktorleri ne kadar fazla dahil edilirse kanserin ortaya ¢ikma ihtimali, ilerleyen yaslarda

daha da artar. Clinkii orta yastan itibaren immun sistem yavas yavas zayiflamaya baglar.

Epidemiyolojik ¢alismalar, kansere duyarlilikta belirleyici faktorlerden birisinin de 1rk
olabilecegine isaret etmektedir. Ciinkii genetik polimorfizm ve mutasyonlarin

yayginhig, cesitli kanser tiirleri igin 1rksal farkliliklar gdstermektedir (Ozdemir ve Dotto



2017). Kansere duyarlilikta diger bir risk faktorii ise aile Oykiisiiniin olmasidir. Cogu
kanser tiirlinde aile Oykiisii genetik yatkinlik konusunda sorgulanmasi gereken bir
faktordiir. Ozellikle toplumda en sik goriilen akciger, prostat, meme kanseri gibi kanser
tiirleri i¢in genetik yatkinligin, bireyler i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak gecerliligini

korudugu bilinmektedir.

2.1.2 Kanserde Onlenebilir (Cevresel) Risk Faktorler (Kanserojenler)

Malign tiimorlerin bagka bir ifade ile kanserlerin %80-90'ina kanserojenler neden
olmaktadir. Epidemiyolojik calismalar, insanlar arasinda malign neoplazi (koti huylu
tiimdr) gelisiminden sorumlu ana faktorlerin, insan davranisindan kaynaklanan gevresel
faktorler oldugunu kanitlamistir. Sigara igme, asirt alkol tiikketimi, diyet ve hareketsiz
yasamin insan poplilasyonunda malign neoplazi gelisimi i¢in 6nemli risk faktorii
olabilecegi dogrulanmustir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, 2020'de kanserle iliskili
olarak gelismekte olan iilkelerde 7-8 milyon, gelismis iilkelerde ise yaklasik 2-3 milyon
olmak {izere yaklasik 10 milyon 6liim olabilecegi ifade edilmektedir (Lewandowska vd.

2019).

Kanserde oOnlenebilir c¢evresel risk faktorlerinin basinda kimyasal karsinojenler
gelmektedir. Kimyasal kanserojenlere; sigara kullanimi, alkol tiikketimi, hava kirliligi
veya calisma/yasam sartlarina bagli olarak kimyasallara maruz kalma Ornek olarak
gosterilebilinir. Sigara dumanina maruziyet, akciger kanseri olusma riskini %90 a
kadar arttirabilmektedir. Alkol kullanimi ise mide ve kolon kanseri riskini artirabilir.
Fabrikalarda sanayi bolgelerinde calisirken kanserojen kimyasallara maruziyetten
kacinmak gerekir. Bu tiir maddelerin kullanim1 gerekli ise koruyucu ekipman ve uygun

caligma sartlar1 saglandiktan sonra kullanilmalidir.

Glinlimiizde giinlik yasamda veya is yasaminda insanlarin maruz kaldigi bircok
kimyasal kanserojen bulunmaktadir. Bu kimyasal kanserojenler arasinda; benzopren,
metilkolantren, heterosiklik aromatik aminler, asbest, agir metaller, azo boyalar, su ve
gida kaynaklarimizin plastik ve pestisitler (tarim zararlilarina karsi kullanilan ilaglar)

aracilig1 ile kontaminasyonu, kanserojen yaglar gibi bir¢ok kanserojen sayilabilir.



Kimyasal karsinojenler arasinda ilk olarak 3,4-benzopren ve 3-metilkolantrenin ($ekil
2.3) kanserojen etkiye sahip oldugu kesfedilmistir (Kalaycioglu vd. 2013). 3.4-
benzopren taskomiirii katrani ile patlamali motorlarda, yakitin tam yanmamasi sonunda
cikan egzoz gazlarinda ve en Onemlisi sigarada bulunur. 3-metilkolantren orman
yanginlarinda, ¢ok yiiksek sicakliklarda organik bilesiklerin tepkimeye girmesinden

olusan bir maddedir.

(A

OO‘
b

Sekil 2.3 Bazi1 kanserojenlerin kimyasal yapisi; (a) 3,4 benzopren (b) 3-metilkolantren.

Kanserojen yaglar, skrotum (testis) kanseri ile iliskilendirilmistir. Kalp ve damar
hastaliklarinin meydana gelmesinde, doymus yag asitlerinin yani sira trans yag
asitlerinin de risk olusturdugu bilinen bir gercektir. Doymamis yag asitlerinde meydana
gelen trans izomerlerin doymus yag asitleri gibi davrandigi bilinmektedir. Trans yag
asitlerinin esansiyel yag asitleri metabolizmasimi etkileyerek, bazi kanser tiirlerinin

gelisimine zemin hazirlayabilecegi belirtilmektedir (Demirci 2010).

Benzidin ve 2-naftilamin gibi heterosiklik aromatik amin bilesikleri mesane (idrar
kesesi) kanserine neden olabilir. Heterosiklik aromatik aminler pigmis ette, 6zelliklede
1yl pismis etlerde bulunan bir grup mutajenik bilesiklerdir. Bugiine kadar 25°den fazla
mutajenik kanserojen heterosiklik aromatik amin pismis besinlerden izole edilmistir. Bu
bilesikler etlerin yliksek sicaklikta pisirilmesi ile kreatin/kreatinin, aminoasit ve sekerin
birbiri ile reaksiyonu sonucu olusmaktadir (Kizil ve Besler 2012). Bu nedenle 6zellikle
et gibi protein igerigi yiiksek olan besinler, yiiksek sicakliklarda veya direk atese

temasla degilde, haslama gibi daha uygun yontemlerle servise hazirlanmalidir.



Kimyasal kanserojenler disinda kanser i¢in risk olusturan diger gevresel faktorlerden
birisi de fiziksel kanserojenlerdir. Giinliik hayatta ¢esitli sebeplerle ultraviyole 1sinlara
(290-320 nm) ve radyasyona maruz kalma, organizmada serbest radikal adi verilen;
hidroksi, epoksit ve peroksit radikallerinin viicutta olusum miktarin1 artirir. Miktarlari
kabul edilebilir diizeyin iizerine ¢ikan bu radikaller hiicrelerde DNA'nin yapisinin
bozulmasina (mutasyonlara) sebep olabilir. Bu tiir zararli mutasyonlar ise hiicre yap1 ve
fonksiyonunun bozulmasina neden olarak, kanser gelisimini uyarabilir (Kalaycioglu vd.

2013).

Kanser olgularinin yaklagik %16’sinin  olusmasinda biyolojik kanserojenler olan
onkojenik viriislerin sorumlu oldugu bildirilmektedir (Butel 2000). Bu onkojenik
virlisler arasinda hepatit (hepatit B ve hepatit C) viriisleri, herpes viriisii, merkel hiicreli
polyomaviriisii, insan papilloma viriisii gibi virlisler sayilabilir. Bir 6rnek vermek
gerekirse, hepatit B viriisii ve hepatit C viriisii etkisiyle olusan hepatoseliiler karsinom
(karaciger kanseri) en yaygin primer malign tiimorlerden biridir ve tiim primer karaciger
kanserlerinin yaklasik %90"n1 olusturur. Karaciger kanseri icin hepatit B ve hepatit C
viriisii enfeksiyonlari disindaki risk faktorleri olarak ise asirt alkol tiiketimi ve aflatoksin
Bl'e maruz kalma sayilmaktadir (Petruzziello 2018). Bununla birlikte viral etiyolojisi
olan kanserlerde, viriis timor gelisimi i¢in gerekli, ancak tek basina yeterli
degildir. Viriisler genellikle tam kanserojen olarak davranmaktan ziyade baglatic1 veya
tesvik edici faktorler arasinda yer almaktadirlar. Virilisler 6zellikle viicut immiin

sistemini zayiflatarak kanser gelisimini daha ileri asamalara gegmesine neden olurlar.

2.2 Kanser Tiirlerinin Gériilme Sikhklar (insidans) ve Oliim Oranlar1 (Mortalite)

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajans1 (IARC) 2018 verilerine gore: Diinya ¢apinda 5
erkekten biri ve 6 kadindan birinin yagamlar1 boyunca kansere yakalanmakta oldugu ve
8 erkekten biri ve 11 kadindan birinin kanser hastaligt nedeniyle o6ldiigii ifade
edilmektedir. Akciger, meme ve kolorektal kanserleri oranlar1 acisindan ilk {i¢ kanser
tiirtidiir ve oliimliiliik acisindan ilk beste yer almaktadir (Sekil 2.4). Bu ii¢ kanser tiirt,
diinya ¢apinda kanser orani ve 6liimliiliik yiikiiniin {i¢te birinden sorumludur (Int. Kyn.

3).
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Akciger
21093 876 (11.6%)

Meme
2088 849 (11.6%)

Diger kanserler
7 753 946 (42.9%) Kolorektum
1 849 518 (10.2%)

' Prostat
1276 106 (7.1%)
Cervix uteri Mide
569 847 (3.2%) 1033 701 (5.7%)

Yemek borusu Karaciger
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Sekil 2.4 Diinya genelinde 2018 yilinda en ¢ok goriilen kanser tiirleri ve oranlari.

Akciger kanseri, erkeklerde en sik teshis edilen (erkeklerde toplam vakalarin %14.5'i ve
kadinlarda %8.4) kanser tiiriidiir. Erkeklerde kansere bagli 6liimlerin yaklasik beste biri
(%22°s1) akciger kanserine bagli gerceklesen oOliimlerdir. Erkeklerde diger kanser
tiirlerinin mortalite oranlarinin prostat kanseri i¢in %13.5, kolorektal kanser i¢in %10.9,
karaciger kanseri i¢in %10.2 ve mide kanseri i¢in %9.5 seklinde olustugu (Sekil 2.5)
belirtilmektedir (Int. Kyn. 3).

Akeiger
Prostat

Kolerektum

Mide

Karaciger

Yemek borusu
Mesane -

Hodgkin dis: lenfoma

Dudak, ag1z boslugu

Incidence

Babrek Mortality

0 200000 400000 600 000 800000 1000000

Sekil 2.5 Diinyada 2018 yilinda erkeklerde goriilen kanser tiirlerinin insidans ve mortaliteleri.
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Meme kanseri kadinlarda en sik teshis edilen kanserdir. 2018 yil1 verilerine gore diinya
capinda kadinlarda teshis edilen tiim yeni kanser vakalarinin yaklasik 4'te biri (%
24.2’si) meme kanseridir. Meme kanseri ayni zamanda kadinlarda kansere bagh
Olimlerin (mortalite) %15’ini olusturmaktadir (Sekil 2.6). Kadinlarda teshis edilen
kanser tiirlerinde kolorektal kanseri ikinci, serviks kanseri tigiincii, akciger kanseri ise

dordiincii siradadir (Int. Kyn. 3).

Meme
Kolorektum
Cervix uteri

Akeiger

Tiroid

Corpus uteri

Yumurtalik
Mide
Karaciger

Hodgkin dig: lenfoma I o

0 400000 800000 1200000 1600000

Sekil 2.6 Diinyada 2018 yilinda kadinlarda goriilen kanser tiirlerinin insidansi ve mortaliteleri.

2.3 Akciger Kanseri

Diinya capinda, akciger kanseri, kanser insidansit ve mortalitesinin 6nde gelen nedeni
olmaya devam etmektedir. Genel olarak, kadinlarda goriilme orani erkeklerden daha
diisiiktiir. Ancak akciger kanseri su anda kadinlar arasinda diinya ¢apinda dordiincii en
yaygin kanser tiriidiir (513.000 vaka, tiim kanserlerin %8.5'1) ve kadinlarda kanser
Olimlerinin (427.000 oliimle kansere bagli Oliimlerin  %12.8") ikinci nedenidir

(Rafiemanesh vd. 2016, Bray vd. 2018).
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Akciger kanserleri, kiigiik hiicreli akciger karsinomu ve kiiciik hiicreli olmayan akciger
karsinomu olmak iizere iki alt tlire ayrilir. Bunlar arasinda kiigiik hiicreli olmayan
akciger karsinomu, toplam akciger kanseri vakalarinin yaklasik %80'ini olusturmaktadir

(Alberg ve Samet 2003, Yamanaka 2009).

Akciger kanserlerinin tedavisinde cerrahi yaklasim, kemoterapi ve radyoterapi dahil
olmak iizere bir c¢ok tedavi yontemi kullanilabilmektedir. Fakat mevcut tedavi
yontemlerinin etkinligi 6zellikle kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomu tedavisinde
cok yetersiz kaldig1 ifade edilmektedir. Kemoterapi akciger kanseri gegiren hastalarin
cogunlugu icin temel stratejidir. Bununla birlikte kemoterap6tik ajanlarin olusturduklart
sistemik toksisite ve ilaca kars1i gelisebilen direng, en Onemli dezavantajlarim
olusturmaktadir. Bu nedenle, akciger kanseri icin yeni kemoterapdtiklerin veya baska

muhtemel tedavi yontemlerinin gelistirilmesi 6nem arzetmektedir (Zou vd. 2015).

2.3.1 Akciger Kanserinin Risk Faktorleri

Akciger kanseri icin risk faktorleri olarak olumsuz yasam tarzi, ¢evresel ve mesleki
maruziyetler 6ne ¢ikmaktadir. Bu risk faktorlerinin kanser gelisimi agisindan oynadigi
roller; cografi konuma, cinsiyet ve 1tk 6zelliklerine, genetik yatkinliga ve bunlarin dis
faktorleri ile etkilesimlerine bagli olarak degisir. Akciger kanserinin kadin ve erkekler
arasinda, 40 yasin altindaki kisilerde insidansi diisiiktiir ve ¢ogu popiilasyonda 75-80
yasina (Cizelge 2.1) dogru artar (Malhotra vd. 2016).

Akcigerlerin insan viicudunun temel solunum organi olmasi nedeniyle, akciger kanseri
icin en onemli risk faktorleri solunan havanin kanserojen ihtiva ediyor olmasidir. Bu
anlamda hava kirliligi, sigara i¢ilmesi veya is hayatina bagl olarak kimyasal kanserojen
maddelere solunum yoluyla maruziyet akciger kanserinin gelisimini uyarabilmektedir.
Sigara icmek akciger kanseri gelisimi i¢in en ¢ok bilinen risk faktdriidiir. Nikotinin
kendisi kanserojen olmamakla birlikte, sigara dumaninda bulunan polisiklik aromatik
hidrokarbonlar ve 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-biitanon kimyasal kanserojenler
arasindadir. Bu kimyasallara kronik maruziyetler, DNA eklentilerinin olusumuna ve

bunu takip eden gen metilasyonuna, DNA sekans1 degisikliklerine, DNA segmenti

13



amplifikasyonunun silinmesine, tiim kromozom kazanglar1 veya kayiplarina yol agar.
Sigara igmeyenlere kiyasla sigara icenlerde akciger kanseri goreceli riski 10 ila 30 kat
arasinda daha yiiksek olabilmektedir. Risk derecesi giinliik icilen sigara sayisina ve
sigaranin ne kadar uzun stireli kullanildigina baghdir. Sigarayr birakanlarda 5 yil
icerisinde akciger kanserine yakalanma riskinin azaldigi, 10-15 yilda sigara
icmeyenlerde ise gibi yakalanma riskinin ¢ok diisiik oldugu bilinmektedir. Ancak bu
akciger kanserine yakalanma riskinin tamamen ortadan kalkti§i anlamina

gelmemektedir (Barta vd. 2019).

Cizelge 2.1 Erkek ve kadinlarda yas ile akciger kanseri insidansi arasindaki iligki (Miisellim

2007).
100000’ de insidans

Yas Erkek Kadin
0-4 0.0 0.0
5-9 0.0 0.0
10-14 0.1 0.1
15-19 0.1 0.1
20-24 0.3 0.2
25-29 0.5 0.4
30-34 1.5 1.0
35-39 4.0 3.0
40-44 12.1 7.8
45-49 31.4 17.3
50-54 72.0 29.0
55-59 137.5 46.8
60-64 218.9 64.5
65-69 296.2 82.3
70-74 354.4 89.2
75-79 356.3 84.4
80-84 317.7 80.7

Saglikli bir yasgamin en 6nemli olmazsa olmazlar1 arasinda, insanin yasaminda en ¢ok
tiikkettigi maddelerin saglik i¢in uygun olmasi gelmektedir. Bir insanin yasami boyunca

en cok tlikettigi temel yasam maddeleri hava, su ve gilinliilk beslenmesinde kullandigi
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besinlerdir. Giinliik olarak tiikettigimiz su ve besinlerin yaninda, siirekli soludugumuz

havaninda temiz olmasi saglikli yasamin olmazsa olmazlar1 arasindadir.

Acik veya kapali alanlardaki hava kirliligi akciger kanseri i¢in 6nemli bir ¢evresel risk
faktoriidiir. Fabrikalar, otomobiller, pisirme dumanlari veya i¢ mekan dekorasyonundan
kaynaklanan tiner, formaldehit gibi kimyasallarin neden oldugu kirli havaya uzun siireli
maruz kalma, akciger kanseri riskini arttirmaktadir. Yapilan calismalar, akciger
kanserinin %50'sinden fazlasinin kentsel alanlarda meydana geldigini gostermektedir.
Kentlerdeki hava kirliligi ¢ogunlukla ara¢ egzozundan, klima ve 1sitma sistemlerinden
ve endiistriyel olarak {retilen gaz atiklardan kaynaklanmaktadir. Fosil yakitlarin
(milyonlarca y1l yerin derinliklerinde kaya ve toprak altinda kalmas, 1s1 ve basing altinda
fosillesmis bitki ve hayvanlardan olusan enerji kaynaklari) yanmasiyla polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, arsenik, nikel ve krom gibi kimyasal kanserojenler
olusabilmekte ve dnlem alinmaz ise havay1 kirletebilmektedir. Son zamanlarda yapilan
bir calismada mono-azot oksitlerin nitrik oksit ve azot dioksitin ara¢ egzozundan ¢ikan

ana kanserojen ajanlar oldugu belirtilmektedir (Mao vd. 2016).

Isyerlerinde calisilan ortamdaki olasi risklerde akciger kanseri gelisimine neden
olabilmektedir. Akciger kanseri meslek hastaligi olarak goriilen en yaygin kanser
tirlerinden birisidir. Mesleki hastalik olarak akciger kanserinin gelisimi agisindan
kanserojene maruziyet yogunlugu ve siiresi 6énemli rol oynamaktadir (Spyratos vd.
2013). Cesitli mesleklerin icra edilmesi sirasinda kullanilan ve akciger kanserine yol

acabilme olasilig1 olan kanserojenlerden bazilar1 Cizelge 2.2 de verilmistir.

Cizelge 2.2 Akciger kanseri ile iligkili mesleki maruziyete yol agan maddeler (Miisellim 2007).

Karsinojen Risk oram flgili meslek

Asbest Madenciler, ¢imento, tekstil, izolasyon, tersane

Uranyum Uranyum maddeleri

Komiir kurumu 2-6 Havagazi iscileri, asfalt, madenciler

Katran

Hardal gaz1 2-36 Hardal gaz1 iscileri

Vinil kloriir 4 Plastik sanayi isgileri

Arsenik 3-8 Maden ve kaynak is¢isi, bocek oOldiiriiciiler, Petro-
kimya iscileri

Krom 3-40 Camagir suyu liretimi, cam-seramik, itfaiyeciler
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Akciger kanserinde diger ¢ogu kanser tiiriinde oldugu gibi aile dykiisii de ¢cok dnemli bir
risk faktorii olarak goriilmektedir. Akciger kanserine yakalanan kisilerin ¢ocuklarinda
ve kardeslerinde akciger kanseri riski diger insanlardan daha yiiksektir. Ciinkii akciger
kanserinin gelisiminde genetik miras etkili olabilmektedir. Clinkli baz1 genler akciger
kanseri oykiisii olan bazi ailelerde &nemli bir rol oynayabilmektedir. Ornegin,
kromozom 6'daki spesifik DNA degisikliklerini miras alan bireyler sigara icmeseler bile
daha yiiksek akciger kanseri riski altindadir. Ayrica, ailede astim, tiiberkiiloz gibi iyi
huylu akciger hastaliklar1 teshisi konmus kisilerde de akciger kanseri riski daha

yiiksektir (Gandomani vd. 2017).

2.3.2 Akciger Kanseri Smiflandiriimasi

Geleneksel olarak akciger kanserleri kiiglik hiicreli akciger karsinomu ile kiigiik hiicreli
olmayan akciger karsinomu olmak {iizere iki ana grupta incelenmistir. Bununla birlikte,
son yillardaki terapodtik gelismeler, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin alt
siiflandirilmasinin yapilmasini gerekli kilmistir. Boylelikle kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri tiirleri skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli

karsinomlar olmak iizere 3 gruba ayrilmistir (William ve Travis 2011).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO; World Health Organization) énderliginde 2004 yilinda
yapilan caligmalarla akciger tiimorlerinin histolojik siniflandirmasi i¢in uluslararasi bir
standart olusturulmustur. WHO c¢atis1 altinda yapilan Uluslararas1 Akciger Kanseri
Birligi (IASLC) ¢alismalari, Amerikan Toraks Dernegi (ATS) ve Avrupa Solunum
Dernegi (ERS) katilimiyla gergeklestirilmistir. Calismalar sonucunda akciger
kanserinde skuamoz hiicreli kanserde dahil olmak iizere dort ana histolojik akciger
kanseri tiirli tanimlanmistir. Bunlar skuaméz hiicreli karsinom, adenokarsinom, kiiciik
hiicreli karsinom ve biiylik hiicreli karsinom seklinde siralanabilir. Ayrica belirlenen
dort akciger kanseri tiirli i¢in daha spesifik alt kanser tiirleri de siniflandirilmistir
(Travis vd. 2015). Hem geleneksel anlamda hem de 2004 yilinda standardize edilmis

olan akciger kanserinin siiflandirilmasi Cizelge 2.3’°te 6zetlenmeye ¢alisiimistir.
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Cizelge 2.3 Akciger kanseri tiirlerinin siiflandirlmast.

Siniflandirma
Genel Siniflandirma Akciger Kanseri Tiirlerine Ait Varyant
Papiller
Skuaméz Hiicreli Seffaf hiicreli
Karsinom Kiiciik hiicreli
Bazaloid

Asiner

Papiller

Bronkioloalveolar karsinom(BAK)

Non-miisindz (clara hiicresi tip II pndmosit tipi)

Miisindz (goblet giicre tipi)

Mikst miisindz ve nonmiisindz (clara hiicresi tip II pndmosit ve
goblet hiicre tipi veya belirsiz)

Miisin yapan solid adenokarsinom

Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom

Kombine biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom

Bazaloid karsinom

Lenfoepitelyoma benzeri karsinom

Seffaf hiicreli karsinom

Rabdoid fenotip igeren biiyiik hiicreli karsinom

Adenoskuamoz karsinom

Sarkomatoid karsinom

Pleomorfik karsinom

Igsi hiicreli karsinom

Dev hiicreli karsinom

Karsinosarkom

Blastom (pulmoner blastom)

Kiigciik Hiicreli Karsinom Kombine kii¢iik hiicreli karsinom

Karsinoid tiimdr

Tipik karsinoid

Atipik karsinoid

Diger Tikrik bezi karsinomlari

Mukoepidermoid karsinom

Adenokistik karsinom

Digerleri

Adenokarsinom

Biiyiik Hiicreli
Karsinom

Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri

Akciger Kanseri Tiirleri

2.3.2.1 Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri Tiirleri

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserine kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri de
denilebilmektedir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tiirleri tiim akciger kanseri
olgularinin %80-85 kadarindan sorumlu olup, baslica ii¢ tipi vardir. Bunlar skuaméz

hiicreli (epidermoid) kanser, adenokarsinomlar ve biiylik hiicreli kanser tipleridir.

Skuamoz hiicreli karsinom (SHK), bronsiyal epitelyal hiicrelerden skuamdoz

metaplazi/displazi yoluyla ortaya c¢ikan ve bu nedenle en yaygin ozellikleri olan
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keratinizasyon ve/veya hiicreler arasi kopriilerle karakterize edilen tiimdrlerdir. Patoloji
amaciyla alman numunelerde SHK’ya o6zgli farklilasma oOzellikleri en az %10
gozleniyor olmast SHK tamis1 igin gereklidir. 2004 Diinya Saglik Orgiitii
siniflandirmasinda dort farkli SHK varyantini tanimlanmistir. Bunlar; saydam (seffaf)
hiicreli, kiiciik hiicreli, papiller ve bazaloid varyantlar1 bagka bir ifade ile alt grup olarak
tanimlanan kanser tilirleridir. Papiller varyant, bazen smirli intraepitelyal yayilim ile
endobronsiyal obstriiktif biiyiime gosterir ve invazyonun degerlendirilmesi zor olabilir.
Bazaloid varyant, bazal bronsiyal kok hiicre proliferasyonuyla karakterize edilir, baskin
olarak basaloid paterni ve minimal skuamdz farklilagma alanlari gosterir (Pablo vd.

2012).

Bir akciger kanseri tiirii olan ve genel siiflandirmada kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri tiirleri arasinda sayilabilen adenokarsinomlar, akciger kanserlerinin %40'indan
fazlasin1 olusturmaktadirlar. Adenokarsinomlarin kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserleri i¢indeki orani ise yaklasik %60 olarak ifade edilmektedir. Adenokarsinomlar
cerrahi olarak rezeke edilen (kanser nedeniyle akcigerin bir kisminin alinmasi) vakalarin
%70'inden fazlasin1 olusturan en yaygin akciger kanseri tiiriidiir. Adenokarsinom
insidans1 son yilarda siirekli artan bir akciger kanseri tiirii olarak bilinmektedir. Akciger
adenokarsinomu genellikle santral fibrozis ve plevral biiziigmeli periferik yerlesimli bir
kitle olugturur. Ayrica, merkezi konumdaki kitle, yaygin lober konsolidasyonu, bilateral
multinodiiler dagilim ve plevral kalinlasma dahil olmak {izere ¢esitli goriiniimlere sahip
olabilir. Tanim olarak, akciger adenokarsinomu, glandiiler farklilagma veya miisin

tiretimi ile malign bir epitelyal neoplazmdir.

Akciger adenokarsinom hiicreleri genellikle pnomositik belirtegleri eksprese eder.
Adenokarsinomlarda c¢oklu gen degisiklikleri meydana gelebilir, hasta sagkalimini
tyilestirmek icin onaylanmis molekiiler hedefe yonelik tedavi yontemleri mevcuttur

(Min 2016).
Kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri tiirlerinden {igiinciisii ise biiyiik hiicreli

noroendokrin  karsinom (BHNK) olarak bilinen akciger kanseridir. BHNK

noroendokrin tiimdrlerin %15'ini ve tiim akciger kanserlerinin %3'linii olusturur.
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Bu kanser tiirli nadir goriilmekle birlikte, kotli huylu bir potansiyele sahiptir ve oldukga
agresif bir timordiir. BHNK sigara i¢enlerde, erkeklerde ve ileri yasta daha sik teshis
edilmektedir. BHNK histolojik olarak heterojendir ve adenokarsinom veya skuamoz
hiicreli karsinom gibi diger akciger kanseri tipleriyle kombinasyonlar halinde de

goriilebilir (Kupeli ve Koseoglu 2018).

2.3.2.2 Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiigiik hiicreli karsinom tiim akciger kanseri olgularinin %15 kadarini olusturan, hemen
tim olgularda sigara ile iligkili, tan1 aninda ¢ogu olgunun ileri evre oldugu akciger
kanseri tiiriidiir. Timor hiicreleri tipik olarak ezilme, cekilme, yigilma artefakti
olusturan, yiiksek mitotik aktivite gdsteren ince graniiler kromatine sahip, niikleolii
belirsiz, yuvarlak ya da fuziform kiigiik niikleuslu, dar sitoplazmalidir (Yener ve Apa

2014).

Kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde balgam ve/veya bronkoskopi ile alinan
numunelerde tan1 imkani1 ¢ok yiiksektir. Biyopsi drneklerinde nekroz siktir ve canli
timor hiicreleri ¢ekirdeklerinin birbirinin kenarlarina yapisarak olusturduklar1 niikleer

“molding” sik izlenen bir histomorfolojik bulgudur (Aydiner vd. 2010).

2.3.3 in-Vitro Arastirmalarda Kullanilan Akciger Kanseri Hiicre Hatlar

Mevcut biyomedikal kanser arastirmalari genis insan tiimor materyal kaynaklarini
gerektirir. Glinlimiizde hayvan ve insan hiicre kiiltiirleri, canli biliminin birgok dalinda
yaygin olarak kullanilan ©nemli araglardir. Hiicre kiiltiirleri c¢esitli hastaliklarin
modellenmesinde, In-vitro fertilisation teknolojisinde, kok hiicre ve kanser
arastirmalarinda, monoklonal antikor iretimi, rejeneratif tip ve terapdtik protein

tiretiminde siklikla kullanilmaktadir (Gazdar vd. 2010, Silicka 2017).
1951 yilinda Dr. Jones, servikal biyopsi yaparak Henrietta Lacks adli hastasina serviks

(rahim agz1) kanseri teshisini koydu. Doku 6rneginden izole edilen hiicrelerde ortalama

her 20 saatte bir hiicre boliinmesini izleyen ve bu boliinmenin stirekliligini gosteren Dr.
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Jones in-vitro ¢alismalarda kullanilabilecek ilk hiicre hattin1 da kesfetmis oldu. Bu yeni
hiicre hattina biyopsi numunesinin alindigi hastanin isminin (Henrietta Lacks) ilk
harfleri kullanilarak Hela adi verildi. Hela ad1 verilen bu yeni hiicre hatti, salk asisinin
(cocuk felci asis1) {liretiminde kullanilan polioviriisii gelistirmenin yolunu acgti

(Hernandez vd. 2014).

Akciger kanseri hiicreleri, Hela hiicrelerinin izolasyonundan yaklasik 25 yil sonra
basariyla kiltiirlendi. Bugiine kadar 250'den fazla akciger kanseri hatti tanimlanmis
olup, 200'den fazla hiicre hatti ATCC (American Type Culture Collection) veri
tabaninda bulunmaktadir (Gazdar vd. 2010). Giinimiizde ATCC hiicre hatlarinin
tedariki konusunda diinyadaki 6nde gelen kuruluslardan olmakla birlikte, ATCC disinda
da bircok kurum ve sirket artik farkli hiicre hatlarinin izolasyonu, cogaltilmasi ve
satigin1 rahatlikla yapabilmektedir. Veri tabaninda tanimlanmig ve nasil izole edilerek
in-vitro olarak hiicre kiiltiirii laboratuarlarinda ¢ogaltilabilecegi belirlenmis olan hiicre
hatlarina bilimsel arastirma yapacak kisiler tarafindan kolayca ulasilabilmektedir.
Cizelge 2.4’te skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli karsinomun
dahil oldugu kiiciik hiicreli olmayan kanser tiirlerinden izole edilen hiicre kiiltiirii

¢esitleri sunulmustur.

Cizelge 2.4 Laboratuvar calismalarinda kullanilan akciger kanseri hiicre hatlar1 (int. Kyn. 1).

Kii¢iik Hiicreli Olmayan Kii¢iik Hiicreli
Akciger Kanseri Hiicre Hatlar Akciger Kanseri Hiicre Hatlari

A549, PC9, LO68, LUDLU-1, COR- H69, H69V, CORL-47, CORL51, CORLSS,
L105, sklul, SKMES1, NCI-H727,  DMS53, DMS79, DMS454, COR-L311,

LC-2 /MS, NCIH358, chago-K-1, COR L303, COR- L95, NCI-H69/CPR, NCI-
MOR/CPR, MOR/0.4R, MOR/0.2R,  H69/LX4, NCI-H69/LX10, NCI-H69/
NCIH-322 LX20, SHP-77, NCIH510A, DMS92,

DMS153, COR-L279, DMS 273
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2.3.3.1 Akciger Kanserinde Adenokarsinom Hiicre Hatti Olarak A549 Hiicre Hatti

Ik kez 1971'de Japonya'da kiiciik hiicreli karsinom hiicreleri basarili bir sekilde
kiltlirlendi. Sunulan ¢alismada kullanilan ve kiiciik hiicreli olmayan bir kanser hiicre
hatt1 olan A549 hiicre hatti ise ilk olarak, 1972 yilinda D.J. Giard ve arkadaslar
tarafindan 58 yasindaki bir beyaz itk erkegin adenokarsinomik akciger dokusundan

biyopsi yaparak alinmis ve 1976'da kiiltiirlenmistir (Gazdar vd. 2010, Int. Kyn. 2).

A549 hiicre hatt1 hipotriploid alveoler bazal epitel hiicreleridir. Bu adenokarsinomik
hiicre dizisi, kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomu olarak kategorize edilir, kiiciik
hiicreli akciger karsinomundan daha az agresif olma ve daha az hizla yayilma
egilimindedir. Ancak daha yaygin oldugu kanitlanmistir. A549 hiicreleri tiim akciger
kanseri vakalarinin %85-88'inde goriilebilen hiicrelerdir (Gazdar vd. 2010 int. Kyn.
2). A549 hiicre hatt1, akciger adenokarsinomunun bir modeli ve pulmoner epitel
hiicreleri ile bagka bir ifade ile solunum ve/veya solunum hastaliklart ile iliskili
olabilecek in vitro bir¢ok calismada yaygin olarak kullanilabilmektedir (Ulasli vd.
2013, Giinay vd. 2016).

2.3.4 Akciger Kanseri Tedavi Yontemleri

Akciger kanseri daha once de ifade edildigi tizere insidans1 en yliksek olan kanser tiirii
olup, akciger kanseri tanisi konulan hastalarin yarisindan fazlasi tan1 konduktan sonra
bir yil i¢inde 61diigii bilinmektedir. 5 yillik sag kalim oran1 %17,8 civarindadir (Zappa
ve Mousa 2016). Bunun nedeni akciger kanserinin yagami ve sagligi etkileyecek ciddi
semptomlar olusturmadan son evresine kadar ilerleyebilmesi ile iligkilidir. Bu nedenle
sigara igenlerin ve/veya diger risk faktorlerine haiz bireylerin, 6zellikle orta yaslardan
sonra, diizenli periyotlarla akciger kanseri ve diger kanser tiirlerine iliskin taramalarini

diizenli araliklarla yapmalar1 gerektigi onerilmektedir.
Akciger kanseri icin tedavi yontemleri arasinda cerrahi yaklagim, radyasyon tedavisi,

kemoterapi, immiinoterapi ve hedefli tedavi yer alir. Tedavi yontem Onerileri, kanserin

tiirii ve evresi dahil olmak tizere ¢esitli faktorlere baghdir. Geleneksel tedavi yontemleri
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olan cerrahi yaklasim, radyoterapi ve kemoterapi, kii¢iik hiicreli olmayan akciger

kanseri hastalarinin tedavisinde en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Hastaligin durumuna

gore tek basina yada kombine olarak kullanilabilir (Aydmer vd. 2010, Alaoui vd.

2015).

2.3.4.1 Akciger Kanserinde Cerrahi Tedavi Yaklasimlar

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri tanisinda, evrelemesinde cerrahi tedavi 6nemli

bir rol oynamaktadir. Akciger kanserinin tedavisi, cerrahi tedavinin yani sira dogru tani

ve evreleme iizerine odaklanmaktadir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri nadiren cerrahi

yontem ile tedavi edilirken, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde ¢ogunlukla

cerrahi rezeksiyon tercih edilebilen bir ydntemdir. Ozellikle kiigiik hiicreli olmayan

akciger kanserinde rezeksiyon, evre I, II ve IIIA i¢in birincil tedavi yontemidir (Lackey

ve Donington 2013).

Akciger kanserini tedavi etmek i¢in ii¢c ana cerrahi ameliyat tiirii yapilmaktadir. Bu

yontemler tiimoriin biiyiikligline ve yerine bagli olarak, sadece kanserli ve yakinindaki

dokunun ¢ikarilmasindan bir akcigerin tamamen ¢ikarilmasina kadar degismektedir.

Kama rezeksiyonu (segmental rezeksiyon): Tiimor ve timoriin ¢evresindeki
dokularin bir kisminin c¢ikarilmasini igerir. Bu ameliyat genellikle akciger
kanserinin teshisi erken evrede yapilmis ise kullanilir.

Lobektomi: Akciger kanserinin tedavisinde kullanilan en yaygmn ameliyat
tiriidiir. Akcigerlerde sag akcigerde 3, sol akcigerde 2 olmak {izere toplam 5 lob
vardir. Lobektomi ameliyati ile akcigerin bir lobu ¢ikarilir.

Pnomonektomi:  Pnomonektomi  yapilabilecek en  biliylk  akciger
rezeksiyonudur. Biitlin bir akcigerin rezeksiyonundan olusur. Cogunlukla santral
tiimorleri, ana brons, sol veya sag pulmoner arter ve hem iist hem de alt

pulmoner ven tutulumu olan hastalarda kullanilir (Lazdunski 2013).
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2.3.4.2 Akciger Kanserinde Radyasyon ile Tedavi

Radyoterapi, akciger kanserinde temel tedavi yOntemlerinden biri olarak
kullanilmaktadir. Klinik ilerlemenin her agsamasinda, hem kiigiik hiicreli olmayan hem
de kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde kullanilir. Epidemiyolojik c¢aligmalara gore,
gelismis olan iilkelerde kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri vakalarinin %61-
76'sinda hastaliklarinin belirli bir asamasinda radyoterapi yontemlerinden birine ihtiyag
duyulmaktadir. Hastaliin erken asamalarinda, hastanin ameliyat olma durumu
planlanmadiginda, stereotaktik radyoterapi uygulanir. Lokal ileri evrelerde ise
radyokemoterapi veya radikal radyoterapi kullanilir. Hastaligin ileri evrelerinde veya
hastalik cesitli tibbi nedenlerle radikal olarak tedavi edilemediginde, radyoterapi
palyatif bir tedavi olarak da tercih edilebilmektedir (Maciejczyk vd. 2014).

Akciger kanserinde farkli radyasyon terapi tiirleri kullanilabilir. Kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri tedavisinde en yaygin kullanilan iki ana tip radyasyon tedavi tiirii vardir.
Bunlar; geleneksel dis 1sin radyasyon tedavisi ve brakiterapi (i¢ radyasyon tedavisi)

olarak ifade edilmektedir.

Dis 151n radyasyon tedavi: Genellikle dogrusal bir hizlandiric1 (genellikle 6nden ve
arkadan) kullanarak iki boyutlu isinlar yoluyla radyasyon verilmesini igerir. Dig 1sin
radyasyon tedavisinde, planlama (simiilasyon) tanisal bir X-1s1n1 makinesi kullanilarak
yapilir ve bu simiilasyon (X-151n1) gorlintiilerine dayanarak radyasyon verilir. Ayrintili
anatomik goriinim (i¢ boyutlu bilgisayarli tomografi [BT] gibi) mevcut degildir. Bu
nedenle hedefe ve g¢evresindeki normal yapilara doz dagilimi hakkinda dogru bilgi
edinilemez.  Iyi bir sonu¢ almamadig1 icin dis 151 radyasyon tedavinin diger alternatifi
stereotaktik viicut radyasyon tedavisi (Stereotactic body radiation therapy SBRT)
kullanilmaya baslandig1 belirtilmektedir (Parashar vd. 2013).

Brakiterapi: Uygulamalarda radyoaktif kaynaklar1 gecici veya kalic1 olarak akcigerdeki
malign bir tlimoriin igine veya yakinina yerlestirilir. Brakiterapi tedavi yontemi daha erken
sonu¢ alinmasi ve radyum tedavisinden daha giivenli oldugu i¢in ¢ok yonlii hale gelmistir.
Brakiterapi tek basina veya ameliyatla veya dis 1s1n radyasyonu (external-beam Radiation

EBR) ile birlikte kullanilabilmektedir (Yuchan vd. 2019).
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2.3.4.3 Akciger Kanserinde Kemoterapi ile Tedavi

Kemoterapi; kanser hiicrelerini 6ldiirticii 6zellige sahip olan sitotoksik (hiicre oldiiriicii)
etkili ilaglarin tedavide kullanilmas1 seklinde tanimlanabilir. Kemoterapi akciger
kanserinde genelde kullanilan bir tedavi yontemidir. Ozellikle kiiciik hiicreli akciger

kanserinde kemoterapi ana tedavi olarak kullanilir (Islam vd. 2019).

Kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisinde kemoterapi genellikle
performans skoru 0 ve 1 olan hastalarda, yani hastaligin erken evrelerde teshis edildigi
durumlarda iyi sonu¢ vermektedir. Kemoterapi skoru 2 olan ve ileri derece akciger
kanseri olarak tanimlanan kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde de siklikla
tercih edilebilir. Fakat bu grupta yapilacak kemoterapi uygulamalarinin makul diizeyde
zinde olan ve giiniin en az %50’sinde uyanik kalabilen hastalara yapilabilecegi
onerilmektedir. Palyatif bakimin tercih edildigi performans skoru 3 ve 4 olan akciger

kanseri hastalarinda ise kemoterapi nadiren tercih edilmektedir (Alaoui vd. 2015).

2.3.4.4 Akciger Kanserinde Hedefe Yonelik ve Immiinoterapi Tedavi Yontemleri

Hedefli tedavi terimi genellikle tiim kanser tedavileri igin gecerlidir. Gelecekte yan
etkisi daha az olan kanser tedavi protokollerinin gelistirilebilmesi adina umut vaat eden
yontemlerden birisidir. Cilinkii normalde kullanilan tedavilerdeki sitotoksik etkili ajanlar
kanser hiicrelerini oldiiriirken belirli oranlarda saglikli hiicrelere zarar vermekte, bu
nedenle ciddi yan etkiler gelisebilmektedir. Hedefli tedavi yontemlerinde ise sadece
kanser hiicrelerine etki gosterebilecek aktif maddelerin kullanilmast 6n plandadir. Bu
nedenle tedaviyi planlamanin birinci basamagini, sadece tedavi edilmesi Ongoriilen
kanser hiicrelerinde bulunan molekiiler hedeflerin belirlemesi olusturur. Molekiiler
hedefler belirlendikten sonra bu molekiiler hedefin uyarilmasini/baskilanmasini
saglayacak bir aktif maddenin tasarlanmasi/hazirlanmasi1 gerekir. Hazirlanacak ilag aktif
maddeler tiimorlere 6zgli bir sekilde etki edebilmeli, kanser hiicrelerinin 6liimiinii

saglamal1 veya tiimorii hastanin yararina olacak sekilde mutasyona ugratabilmelidir.
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Genomik tibbin ortaya c¢ikmasiyla gelistirilen hassas onkolojik tedavi yontemleri,
geleneksel kemoterapiye kiyasla tedavi sonuglarinin  ve yasam kalitesinin
tyilestirilmesine yardimci olmustur. Tedavide kullanilan molekiiler sinyal yolaklarini
bloke etmek icin yeni gelistirilen ilaclar konusundaki ilerlemeler ve genetik lezyonlari
tespit etme teknolojileri, hekimlerin tedavi seceneklerini uyarlamasina olanak
saglamistir. Akciger kanserlerinde hedeflenebilir ana sinyal yollar1 olarak EGFR-PI3K /
Akt / mTOR-RAS-MAPK sinyal yolu ile NTRK/ros1 yolu son yillarda tercih edilen
molekiiler yolaklardir. Bu yollar1 hedefleyen bir¢ok ilag gelistirilmis ve klinik faydalari
gosterilmistir (Yuan vd. 2019).

Immiinoterapi; sistemik malignitelerin tedavisinde yeni bir yaklasimdir. Pasif ve
adaptif immiinoterapi, malign melanom, renal hiicreli karsinom ve yumurtalik
kanseri gibi ¢ok ¢esitli kati tiimérlerin tedavisinde uygulanmustir. Immiinoterapi
yonteminin kullanmimi ¢ok eskilere dayanmaktadir. immunoterapi ilk olarak William
Coley tarafindan 1890’larda Alman bir gogmen olan Fred Stein adli yliz sarkomu
hastasinin ameliyat1 sonrasinda kullanildi. Bu ilk c¢aligmada bakteriyel izolatlarla
enfekte edilen tiimdr bolgelerinde iyilesmeler olabilecegi goriildi. Coley’in sonraki
yillarda baska hastalar1 ile de yaptigi benzer g¢aligmalar neticesinde Streptoccocus
pvogen ve Serratia marcasens bakteri kiiltiirlerinden elde edilen bir karisim olan
“Coleynin toksini” seklinde adlandirilarak bazi kliniklerde kullanilmaya baslandi
(Murala vd. 2010). Coley bakterilerle olusturulan enfeksiyona karsi viicudun
olusturdugu immun yanitin timori iyilestirmis olabilecegini 6ne siirdii. O donemlerde
bu fikir ¢cok kabul gormese de, giliniimiizde kanser immiinoterapisinin babas1 olarak

Coley gosterilmektedir.

Gelisen teknoloji ve yapilan yeni arastirmalar insan immiin sisteminin kansere karsi
viicudu nasil savunabilecegi, hatta immun sistemin kanser hiicrelerinin 6liimiine nasil
aracilik edebilecegi konularinda yeni bilgiler edinmemizi saglamistir. Elde edilen
bilgiler akciger kanserinde etkili bir immiinoterapinin gelismesine yol agmistir. Immun
sistem aracili antitimor savunmasinin 6zellikle tiimor ilerlemesinin ilk adiminda baskin
olabilecegi belirtilmektedir. Immun sistemdeki sitotoksik hiicrelerin (CDS8 " ve

CD4 " lenfositleri, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreleri ve NKT-hiicreleri) uyarilmas: ve
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kanser hiicrelerini bu sitotoksik hiicreler i¢in hedef haline getirmek immunoterapinin
temelini olusturmaktadir (Sekil 2.7). Immiinoterapi, kanser hiicrelerinin kendilerinden
ziyade konakc1 bagisiklik sistemini hedefleyerek kanser tedavisinde 6nemli bir yontem
olarak kullanilmaya baslamistir. Son on yilda yapilan ¢alismalar 1s181nda sitotoksik T-
lenfosit iligkili protein 4 (CTLA-4) veya programlanmis hiicre 6liim proteini 1 (PD-1)
yolunu hedefleyen bagisiklik kontrol noktasi inhibitrii (ICI) immiinoterapileri, farkli
kanser tiirlerinin tedavisinde etkileyici bir basar1 elde etmistir. 2018 yilinda kanser
immiinolojisi alaninda James P. Allison ve Tasuku Honjonun negatif bagisiklik
regiilasyonunun inhibisyonu yoluyla kanser tedavisini kesfettikleri i¢in Nobel Fizyoloji

veya Tip Odiilii almistir (Smyth ve Teng 2018, Altmann 2018).

Bagisiklik sistemindeki dendritik hiicreler; kanser hiicrelerinde bulunan antijenleri
taniyarak, timor mikroortamindaki sitotoksik lenfositlerin (CTL) kanser hiicrelerini
tanimasina ve onlara sitotoksik etkilerini gostermelerine aracilik eder. Bu immun
yanitin olugmast interferon (IFN) —y araciligi ile uyarilirken, tip-2 makrofajlar (M2),
miyeloid tiirevi baskilayict hiicreler (MDSC'ler) ve diizenleyici T hiicreleri (Tregler)
tarafindan inhibe edilebilir. Metabolik sinyalizasyon tiimor growth faktor (TGF) -B,
interlokin (IL) -10 ve IL-17 gibi sitokinler tarafindan gii¢lendirilir. Lenfositlerin kanser
hiicrelerine etkileri, dentritik hiicrelerin kanser hiicrelerini tanimasin1 saglayan
antijenlerin (PD-L1-2, fasl, MUCI1, TTF-1, MAGE-A3) ekspresyon diizeylerinin
uyarilmasiyla artar. Eg zamanli olarak sitotoksik etkili olan lenfositlerden olan CD3 ve
CD8, sitotoksik T-lenfosit antijeni (CTLA)-4 ve programlanmis hiicre 6liim proteini
(PD) -1, apoptotik faktér Fas ve son olarak da LAG-3 (lenfosit aktivasyon geni 3)’iin
ekspresyon diizeyleride artarak immun sistem aracili antikanserojen etkiler (Sekil 2.7)

olugmaya baglar (Kulawik ve Raniszewska 2017).
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Sekil 2.7 immunoterapide rol oynayan olas1 molekiiler mekanizmalar.

2.4 Akciger Kanseri ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda hidroksil radikali, stiperoksit radikali ve
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNS) artis1 ile onlar1 detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif
dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Oksidatif streste seviyeleri artan ROS ve RNS
tiirleri eksik olan elektronlarini tamamlamak i¢in, hiicre i¢i lipit ve protein yapilarinin
cift bag iceren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina saldirir. Bu ¢ift baga
sahip doymamis yapilardan bir hidrojen atomu koparabilme yetenegindeki serbest
radikaller kendileri kararli duruma gecerken, hidrojen aldiklar1 molekiillerin radikale
dontigmesine neden olur. Bu durum bir¢ok doymamis (¢ift baghh molekiil iceren)
yapinin bulundugu ortamlarda zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baglatir. Sonugta
hiicre i¢i protein, lipit, DNA gibi biyomolekiillerde hasarlar olusmaya baslar. Bu hasar
onarilamaz ise hiicrenin zarar gérmesine ya da hiicre liimiine neden olur (Ozcan vd.
2015). Oksidatif stresin hiicre ve dokularda olusturdugu hasarin durum ve derecesine
gére organizmada basta diyabet, ateroskleroz, tansiyon, kalp hastaligi,
parkinson, alzheimer, kanser gibi bir¢cok hastaligin gelismesinde rol oynayabilecegi

bilinmektedir.
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Metabolizmanin normal isleyisi sirasinda her zaman organizmada serbest radikaller
olugmaktadir. Hatta gerektiginde serbest radikaller/oksidan molekiiller immun hiicreler
tarafindan iiretilerek viicut savunmasinda kullanilir. Bu durumlar olagan bir hal olup,
olusan serbest radikaller gerek goriildiigiinde hiicre ve dokularda bulunan antioksidan
molekiiller ve sistemler aracilig1 ile zararsiz hale getirilirler. Serbest radikaller sadece
asir1 miktarda olustugunda/bulundugunda yikicidir. Ciinkii asir1 ve hizli bir sekilde
serbest radikal olusumunu organizmanin antioksidan sistemi detoksifiye edemeyebilir.
Boylesi durumlarda oksidatif stresin artmasina paralel olarak hiicreler ve dokularda

patolojik degisiklikler olusabilir.

Yapilan bir¢cok c¢alisma kanser gelisiminde oksidatif stresin etkili bir sekilde rol
alabilecegini gostermektedir. Ciinkii kanser gelisimine neden olan ¢ogu kanserojenin
etkilerini gosterdigi temel mekanizmalardan birsinin oksidatif stres oldugu
bilinmektedir. Cevresel ¢ogu kanserojen ayni zamanda organizma igin toksiktir. Bu
toksisitenin olusmasindaki major yollar genellikle oksidatif stres ve inflamasyon
araciligi ile sekillenir. Bagka bir ifade ile ¢evresel kanserojenlerin etkisiyle olsun veya
olmasin gelisen kanserin baglama ve ilerleme evrelerinde oksidatif stres ve inflamasyon
basrolde olan aktdrler arasindadir. Ozellikle hiicre bdliinmeden dnce oksidatif stresin
DNA’ya verdiyi hasar sonucunda ortaya ¢ikan mutasyonlarin hiicre ¢ogalmasiyla

stirdiiriilmesinin kansere neden olabilecegi dngoriilmektedir.

Kanser hiicrelerinin tagiyabilecegi hasar1 izlemek ve 6grenmek i¢in ROS seviyeleri bir
belirte¢ olarak kullanilabilir. ROS regiilasyonu i¢in alinan sonuclar kanser tedavisinde
son derece onemlidir. Ciinkli yaygin olarak kullanilan radyo ve kemoterapétik ilaglar
ROS modiilasyonu yoluyla tedavinin gelecegini belirler. Cogu radyo ve kemoterapdtik
tedavi ROS indiiksiyonuna dayanir. Spesifik bir tiimordeki ROS seviyeleri her hasta
icin en iyl tedavinin tanimlanmasma yardimci olur. Bununla birlikte bazi kanser
tiirlerinde ROS’a kars1 direng gelisebilir. Kanser hiicrelerinin ROS'a direnci, kiiciik bir
kanser kok hiicreleri (CSC; cancer stem cells) popiilasyonundan kaynaklaniyor
olabilir. Cliinkii CSC'ler, aerobik solunumu Onleyerek ve glikolizi artirarak ROS

olusumunu 6nleyebilmektedirler (Sosa vd. 2013).
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Oksidatif stresle sonuglanan oksidan-antioksidan dengesindeki bozukluklar, kronik
inflamasyona katkida bulunan ana faktorlerden biri olarak taninmis ve yogun bir sekilde
arastiritlmistir. Nitekim inflamatuvar bir hastalik olan kronik akciger iltihabinin sigara
igme durumuna bakilmaksizin akciger kanseri i¢in ana risk faktorlerinden belki de en
onemlisi oldugu belirtilmektedir. Aynm1 zamanda sigara dumaninin (aktif veya pasif
iciciler i¢in) da reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu destekleyen ve boylece inflamatuar
iliskili hava yolu yaralanmalarin1 indiikleyen ana ekzojenik belirleyici oldugu

bilinmektedir (Zabtocka-Slavinska vd. 2019).

2.5 Akciger Kanseri ve Inflamasyon

Inflamasyon; viicudun ¢esitli zararli etkilere (enfeksiyon, toksik maddeler, cevresel
faktorler) maruziyeti sonucunda olusabilen, hasarli hiicreler veya tahrig ediciler gibi
zararli etken maddeleri viicuttan uzaklastirmak, hiicre hasarmin ilk nedenini ortadan
kaldirmak ve inflamatuar siirecten zarar goren nekrotik hiicreleri ve dokulari
temizlemek ve doku onarimini baslatmak seklinde tanimlanabilir. Inflamasyon, bes
klasik inflamatuar belirtiyi gosterir. Bunlar kizariklik, sisme, 1s1, agri ve daha sonra

organ fonksiyonunun kayb1 seklinde siralanabilir (Hawiger ve Zienkiewicz 2019).

Inflamasyon akut veya kronik olarak iki gurupta siiflandirilabilir. Viicudun zararl
uyaranlara verdigi ilk tepkisine akut inflamasyon denir. Akut inflamasyon plazma ve
l6kositlerin (6zellikle graniilositler) kandan yarali dokulara artan hareketi ile elde edilir.
Uzun sureli iltthaplanma kronik inflamasyon olarak bilinmektedir. Kronik
inflamasyonun nedeni olarak; dogustan ve edinilmis bagisiklik sistemlerinin anormal
aktivasyonunun sik goriildiigli otoimmiin, ndrodejeneratif, vaskiiler ve metabolik
hastaliklar ile kanser gibi organizmay: zayiflatici hastaliklar gosterilmektedir (Yao ve

Narumiya 2019).
Sunulan ¢aligmada olusturulan in-vitro modellemede Ongoriilen uygulamalar

yapildiktan sonra elde edilen numunelerde hem oksidatif stres hem de inflamasyon

diizeylerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Ayrica hiicrelerdeki DNA hasar dereceleri de
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belirlenerek terapi amaciyla kullanilan bitki tiiriiniin  kiiciik hiicreli olmayan

adenokarsinom A549 hiicre hattinda olas1 terdpatik etkileri belirlenmeye ¢aligiimistir.

2.6 Verbascum Lasianthum. (Sigirkuyrugu) Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Tiirkiye’de Sigirkuyrugu olarak bilinen Verbascum L cinsinin, Tiirkiye florasinda 196
tanesi endemik olan 232 tiiri yetismektedir. Verbascum L Haziran Agustos aylarinda
sar1 renkli cigekler agan boylar1 20 ile 150 cm araliginda olan iki yillik otsu bir bitkidir.
Verbascum L daha ¢ok daglik, ekilmemis yerlerde ve yol kenarlarinda ¢ok bulunurlar.
Govdesi dik bazen dallanmis yiiniimsii tiylerle kaplidir. Yapraklari gévdenin alt
kisimlarinda rozet (dairesel) halinde dizilmis olup yiintimsii tiiyliidiir. Cigekler govdenin
ucunda sik veya seyrek az veya ¢ok uzun bir salkim (rasemoz), basak ya da birlesik
salkim seklinde olur (Resim 2.1). Ciceklerin canak ve tag yapraklari beser parcgalidir.
Meyveler yuvarlakca olup, ¢ok tohumludur (Huber Morath vd. 1978, Giiner vd. 2012).

Resim 2.1 Sigirkuyrugu (Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.)

Tiirk tibbinda Verbascum tiirleri, bronsit ve tiiberkiilozdaki kuru oksiirtikler ve astim
gibi solunum problemlerini tedavi etmek ic¢in kullanilir. Solunum sistemi {izerinde
balgam soktiiriicii, mukolitik ve yatistirici etkileri vardir. Verbascum ¢igekleri,

tirogenital organlart etkileyen prutik durumlar i¢in harici olarak uygulanir. Bu tiirlerin
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hafif idrar soktiiriicii ve anti-inflamatuvar etkileri araciligiyla idrar yolu {izerinde
yatistirict etkileri oldugu bildirilmektedir. Cigeklerden yapilan yag, egzama ve diger
inflamatuar cilt rahatsizliklar1 i¢in harici olarak uygulanabilir. Ek olarak, hemoroid,
romatizmal agr1, yiizeysel mantar enfeksiyonlari, yaralar ve ishali tedavi etmek ic¢in de
yaygin olarak c¢esitli Verbascum tiirleri kullanilir. Ayrica geleneksel olarak karin

agrilarini hafifletmek i¢in ¢ay olarak tiiketildigi de belirtilmektedir (Tatl1 vd. 2008).

Verbascum L. Tirlerinden olan Verbascum densiflorum Bertol, Verbascum phlomoides
L ve Verbascum thapsus 'un yapraklari, ¢igekleri ve tiim hava kisimlari, egzama ve diger
enflamatuar cilt durumlarini tedavi etmek ve yaralari iyilestirmek i¢in kullanilir (Siintar
vd. 2010). Ayrica, bu bitkilerin ekstraktlar1 tiimdrlerin, inflamasyonun, migrenlerin ve
spazmodik Oksiiriigiin tedavisinde kullanilmistir. Verbascum cinsi bitkiler iizerinde
yapilan c¢aligmalar fitokimyasal maddeler, saponinler, iridoid glikozitler, feniletanoid
glikozitler, flavonoidler, steroidler gibi ¢ok sayida kimyasal maddeler ve fenolik

asitlerin oldugunu gostermistir (Anil vd. 2016).

Verbascum L ailesinin bir liyesi olan Verbascum antiochium Boiss’te ana kimyasal
bilesenlerin iridoid glikozitler, flavonoidler ve saponinler oldugu ve bu tiire ait metanol
ekstratlarin antibakteriyal etkiye sahip oldugu ifade edilmektedir (Ozcan vd. 2010).
Verbascum thapsus ile yapilan c¢alismalarda ise bitkinin sulu ve metanolik
ektraktlarinda bilegsen olarak farkli oran ve miktarlarda flavonoidler, saponinler,
tanenler, terpenoidler, glikozitler, karbonhidratlar, proteinler, yaglar ve sabit yaglarin
varlig1 tespit edilmistir. Bitkinin ham sulu metanolik ekstraktinin antispazmodik (spazm
¢oziicli) ve antihelmintik (solucan disiiriicii) aktivitelerinin oldugu ifade edilmektedir
(Ali vd. 2012). Verbascum pinetroum Boiss.’in heksan ekstraktinin ise az sayida
mikroorganizmaya karst antimikrobiyal aktivite g0Osterdigi, bununla  birlikte,
diklorometan, metanol ve  metanol/kloroform  ekstrelerinin  ¢ok  c¢esitli

mikroorganizmalar {izerinde etkili olabilecegi belirlenmistir (Ozcan 2011).
Tirkiye’de yetisebilen Verbascum lasianthum Boiss. Ex Benth. tiirii ile yapilan son

calismalar sonucunda tiiriin aseton ve metanol ekstraktlarmin antioksidan Ozellikleri

belirlenmistir (Hazman vd. 2018). Ilgili calismada ayrica Verbascum lasianthum Boiss.
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ex Benth. tiiriniin biyoelement icerigi de saptanmustir. ilgili ¢alismada elde edilen
bulgular; Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiirliniin yliksek bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Bitki tiiriiniin icerdigi fenolik asitlerin s6z
konusu antioksidan aktivitenin olugmasina katki saglamis olabilecegi ifade edilmekte,

ve s0z konusu bitki bilesenlerinin ileri arastirmalara konu olabilecegi dnerilmektedir.

Ayrica ICP-OES cihazi ile yapilan analizlerde Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.
tiriiniin zengin bir mineral igerigine sahip oldugu ifade edilmektedir. Ancak bitki
tiriniin Cu, Zn, Mn gibi esansiyel iz elementlerin yaninda toksisitesi yiiksek olan
elementleri (kursun, kadminyum gibi) de igerebilecegi belirtilmektedir. Bunun ¢evre
kirliligi ve bitki tiirlintin fitoekstraktor etkinligi ile iligkili olabilecegi literatiirde (Resim

2.2) one siiriilmektedir (Hazman vd. 2018).

Resim 2.2 Yiinli Sigirkuyrugu (Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.) tiirii ve etkileri
(Hazman vd. 2018).

Bu baglamda literatiirden elde edilen bilgiler Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.
tiiriiniin sahip oldugu antioksidan aktivite ve igerdigi esansiyel iz elementler nedeniyle

klinik anlamda yararl olabilecegini gostermektedir. Fakat terapotik amagla kullanilmasi
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diistiniilen Verbascum L tiirlerinin toprak kirliligi goriilmeyen veya organik tarim

yapilan bolgelerden tedarik edilmesi onerilebilir.

Ayrica literatiirde Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiirliniin antikanserojen etkili
olabilecegine de isaret edilmektedir. Bu nedenle sunulan calismada Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. tiirlinilin, bir akciger kanseri hiicre hatt1 olan kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanseri (A549) hiicreleri lizerindeki antikanserojen etkinligi incelenmis
olup, antikanserojen etkinligin olugsmasinda etkili olabilecek muhtemel mekanizmalarin
bazilarinin (DNA hasari, oksidatif stres ve inflamasyon aracili etkiler) arastirilmasi

amaclanmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu boliimde g¢alismada kullanilan bitki materyalinin toplanmasi, ekstraksiyonu ve
ekstraksiyon sonrasinda bitki ekstrakti ve AS549 hiicreleri ile gergeklestirilen
uygulamalar ve laboratuvar analizlerine yer verilmistir. Calismada kullanilan hiicreler
Afyon Kocatepe Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimii laboratuvar stoklarindan tedarik edilmistir. Calisma esnasinda kullanilan
hiicrelerin herhangi bir strese maruz kalmamalar1 amaciyla, hiicrelerle temas edecek her
tirlii ¢oziicii/cozeltinin 37°C’de olmasina, santrifiirlij islemlerinin (800 rpm) 5 dakika
siireyle yapilmasina énem verilmistir. Calismada kullanilan malzeme ve teghizat listesi

Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Deneysal asamada kullanilan malzeme ve techizat listesi.

Kullanilan alet ve cihazlar Marka

Biyogiivenlik kabini Biohazard safety cabinet 140407-15 Korea
Blender Waring 32BL80, Connecticut, USA

DEF B2, TNF-a, IL-6, TGF-B1 ELISA kiti  Elabscience, China

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium, Serox, Germany
ELISA plaka okuyucu Biotek ELx800 USA

Evaporator Heidolph, 562-00000-00-0, Germany
Goriintiileme cihazi (mikroskop) Juli Br NanoEnTek SC041308-011 Korea
Hassas terazi Labart, FA2004N, Italy

Inkiibator Panasonic MCO-18AC, Japan

Kolon firmi CTO-10ASvp

LC-MS Shimadzu LC/MS-8040

MTT tuzu Sigma Aldrich, USA

Proteaz inhibitér kokteyl Roche Complete Tablet, Germany
Santrifiij Heraeus 75008150 Germany

Sonikator Bandelin, GM2070, Germany

Su banyosu GFL D-30938 Burgwedel Germany
Stizgee kagidi Whatman, Grade 589/1

TAS, TOS analiz ticari kitler Rell Assay Gaziantep, Tiirkiye

Total protein seviyeleri ticari kit Sigma-Aldrich, USA

Tripsin EDTA Serox

UHPLC Shimadzu-Nexera

Vorteks Isolab, 622.01.001, Germany
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3.1 Bitki Materyali

Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. bitki 6rnekleri Afyonkarahisar Ili Bayat ilcesi
Koroglubeli Mevkiinden 2019 Temmuz aymin 10’unda toplanmistir (Resim 3.1).
Bitkinin teshisi (Resim 3.2) Afyon Kocatepe Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa Kargioglu
tarafindan bitki toplanmadan Once yerinde yapilmistir. Bitki Orneginin Tiirkge ismi
Giiner vd. (2012)’den alinmistir, cins ve tiir tanimi ise Huber-Morath ve Davis (1978)’e

gore yapilmistir.

Resim 3.1 Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’in toplanmasi.
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Resim 3.2 Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiirlinlin yerinde teshis edilmesi.

3.1.1 Bitki Materyalinin Ekstraksiyonu

Calismada kullanilan Sigirkuyrugu (Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.) bitkisinin
govde, yaprak ve c¢igeklerinden olusan karigim oOncelikle musluk suyuyla iyice
yikandiktan sonra saf sudan gecirildi ve kiiclik parcalara ayrilip oda sicakliginda
golgede kurutuldu. lyice kurutulduktan sonra Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth
bitki ornekleri blenderde (Waring 32BL80, Connecticut, USA) ogiitiilerek toz haline
getirildi.

Toz haline getirilen bitki 6rneklerinden aseton/metanol ekstratlari hazirlandi. Bu amacla
toz haline getirilen bitki numunelerinden hassas terazi (Labart, FA2004N, Italy)

kullanilarak 50°ser gram tartildiktan sonra 1 L’lik borsilikat cam siselere konuldu.
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Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’in metanol/aseton ekstraktini hazirlamak icin
50 g tartilarak iizerine 500 mL (1:10 w/v oraninda) hacminde (metanol/aseton) ¢oziicli
ilave edildi. Su banyosu 50°C sicakligina ayarlandi, sonra hazirlanan cam siselerdeki
bitki ¢Oziicli karisimlar1 su banyosunda 1 saat bekletildi. Su banyosundan ¢ozeltiler
cikartildiktan sonra oda sicakliginda 24 saat karanlikta bekletildi. Hazirlanan ekstreler
bitki parcalarindan arindirmak igin siizge¢ kagidindan (Whatman, Grade 589/1)
stizlilerek, ayr1 bir balonda toplandi. Bu sekilde elde edilen Verbascum lasianthum
Boiss. ex Benth.’in metanol/aseton ekstraktlarinin ¢oziiciileri vakum altinda evaporator
cihazinda (Heidolph, 562-00000-00-0, Germany) uzaklastirildi. Elde edilen ekstraktlar
cam petri kaplara dokiilerek oda sicakliginda igindeki ¢oziiciilerden daha iyi armnarak,
kurumasi i¢in birka¢ giin beklendi. Petri kaplarindaki iyice kuruyan Verbascum

lasianthum Boiss. ex Benth. kaziyici ile kazinarak kiigiik cam siselere kondu.

3.1.2 Cahismada Kullanmilan Bitki Ekstraktlarina ve MTT Tuzuna Ait Cozeltilerin

Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’e ait aseton ve metanol
ekstraktlar1 hiicrelere DMSO (dimetil siilfoksit) igerisinde c¢oziilerek uygulandi.
Hiicrelere DMSO igerisinde ¢oziilerek farkli dozlarda uygulanan bitki ekstraktlar1 son
konsantrasyondan 100 kat daha konsantre hazirlanarak uygulama hacimleri toplam
hacmin %1°1 olacak sekilde eklenmistir. Bu baglamda MTT analizlerinde kullanilmak
tizere bitki ekstraktlarindan 2.5 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL, 50 mg/mL ve
100 mg/mL konsantrasyonlarinda stok c¢ozeltiler hazirlandi. Metanol ve aseton
ekstraktlarindan  hazirlanan stok ¢ozeltiler hiicrelere %1 hacim oraninda
uygulandiginda, son Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. konsantrasyonlar1 25
pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL seklinde

ayarlanmis oldu.
Sitotoksisite analizlerinde kullanilan MTT ¢0zeltisi, ticari olarak elde edilen MTT tuzu

(Sigma Aldrich, USA) kullanilarak hazirlandi. Bu amagla MTT tuzu pH’1 7.4’e

ayarlanmig fosfat tamponunda (PBS) 5 mg/mL konsantrasyonunda ¢6ziildii. Hazirlanan
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MTT c¢ozeltisi analiz siiresine kadar 1siktan korunarak +4°C’de saklandi. Hiicrelere

uygulanmadan 6nce ise su banyosunda 37°C’de 1s1tild1.

3.1.3 Ekstraktlarin Bilesen Analizlerinin Yapilmasi

Bitki ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesenlerin tiirii ve miktarlar1 Dicle Universitesi
Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan daha 6nce validasyonu
yapilmis bir metot kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan analiz yonteminde 53
fitokimyasal maddenin miktarsal analizi i¢in Shimadzu-Nexera model UHPLC cihazina

bagli tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS sistemi) kullanilmistir (Yilmaz, 2020).

3.1.3.1 Kromatografi ve Kiitle Spektrometre Sartlar:

Analizlerde tercih edilen LC-MS/MS sistemininde kullanilan ters faz UHPLC sistemi;
bir otodrnekleyici (SIL-30AC model), bir kolon firin1 (CTO-10ASvp model), gradient
pompa sistemi (LC-30AD model) ve bir degazer (DGU- 20A3R model) bilesenlerinden
olugmustur. Kromatografik ayrim (Agilent Poroshell 120 EC-C18 model) (150 mmx2.1
mm, 2.7 um) bir kolon kullanilak gerceklestirilmistir. Kolon sicakligi 40°C’ye ayarhdir.
Eliisyon gradiyenti mobil faz A (ultrasaf su+5 mM amonyum format+0.1% formik asit)
ve mobil faz B (ultrasaf su+5 mM amonyum format+0.1% formik asit)’den olusmustur.
Kullanilan gradiyent eliisyon profili su sekildedir: 20-100% B (0-25 dk), 100% B (25-
35 dk), 20% B (35-45 dk). Ayrica mobil faz akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi sirasiyla 0.5
mL/min ve 5 puL olarak belirlenmistir (Yilmaz 2020).

Kullanilan LC-MS/MS sisteminin kiitle spektrometre dedeksiyonu i¢in hem pozitif hem
de negatif modda c¢alisan bir elektrosprey iyonlagsma kaynagi ile donanmis Shimadzu
LCMS-8040 model sirali kiitle spektrometresi kullanilmistir. LC-ESI-MS/MS verileri
LabSolutions yazilimi (Shimadzu) ile alinmis ve islenmistir. Fitokimyasallarin
kantitasyonu i¢cin MRM (multiple reaction monitoring/Coklu Reaksiyon Goriintiileme)
modu kullanmilmistir. MRM metodu, belirli ana iyon-parcalanma iyonu gecislerinin
taranmasina dayali olarak fitokimyasallarin segici olarak tespit edilip miktarsal tayininin

yapilmas1 i¢in optimize edilmistir. Optimum fitokimyasal fragmentasyonu ve arzulanan
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pargalanma iyonlarinin maksimal gecisini elde etmek i¢in ¢arpisma enerjileri (CE)
optimize edilmistir. Uygulanan MS calisma sartlari: kurutucu gaz (N;) akisi, 15 L/dk;
nebiilizer gaz (N;) akisi, 3 L/dk; DL sicakligi, 250°C; heat block sicakligi, 400°C ve
arayiiz sicakligi, 350°C olarak belirlenmistir.

LC-MS/MS sisteminde belirtilen kromatografi ve kiitle spektrometre sartlar1 altinda 53
farkl1 standart kullanilarak elde edilmis olan kromotogram kullanilarak bitki
ekstraktlarindaki bazi fenolik bilesenlerin tiirleri ve miktarlar1 belirlenmistir (Sekil 3.1).
Ekstiraktlar i¢erisinde miktarlari belirlenen fenolik asit tiirlerinin miktarlar1 mg-analit/g-

extract seklinde ifade edilmistir (Yilmaz 2020).
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Sekil 3.1 Farkli 53 fitokimyasal maddenin miktarsal analizi i¢in valide edilmis metodun standart
kromotogrami.

Sekil 3.1°de sunulan standart kromotogramda 56 maddeye ait pik tanimlanmistir. Bu
piklerden ekstraktlarda aranan 53 farkli bilesene ait standarta, 3’ii (Ferulic acid-D3-ISh,
Rutin-D3-ISh, 46; Quercetin-D3-ISh) ise cihazin ¢alismasinin optimizasyonunu
belirlemek i¢in kullanilan standartlara aittir. Sekil 3.1°de numaralarla ifade edilen
standartlar su sekilde siralanabilir. 1; Quinic acid, 2; Fumaric aid, 3; Aconitic acid, 4;
Gallic acid, 5; Epigallocatechin, 6; Protocatechuic acid, 7; Catechin, 8; Gentisic acid, 9;

Chlorogenic acid, 10; Protocatechuic aldehyde, 11; Tannic acid, 12; Epigallocatechin
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gallate, 13; 1,5-dicaffeoylquinic acid, 14; 4-OH Benzoic acid, 15; Epicatechin, 16;
Vanilic acid, 17; Caffeic acid, 18; Syringic acid, 19; Vanillin, 20; Syringic aldehyde,
21; Daidzin, 22; Epicatechin gallate, 23; Piceid, 24; p-Coumaric acid, 25; Ferulic acid-
D3-ISh, 26; Ferulic acid, 27; Sinapic acid, 28; Coumarin, 29; Salicylic acid, 30;
Cynaroside, 31; Miquelianin, 32; Rutin-D3-ISh, 33; Rutin, 34; isoquercitrin, 35;
Hesperidin, 36; o-Coumaric acid, 37; Genistin, 38; Rosmarinic acid, 39; Ellagic acid,
40; Cosmosiin, 41; Quercitrin, 42; Astragalin, 43; Nicotiflorin, 44; Fisetin, 45;
Daidzein, 46; Quercetin-D3-ISh, 47; Quercetin, 48; Naringenin, 49; Hesperetin, 50;
Luteolin, 51; Genistein, 52; Kaempferol, 53; Apigenin, 54; Amentoflavone, 55;
Chrysin, 56; Acacetin.

3.2 Hiicrelerin Cogaltilmasi icin Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilmast i¢in kullanilacak olan medium (besiyeri) 0,22 um gozenekli
pess mebran filtreler (WVR) kullanilarak hazirlandi. Filtereye konacak komplete
medium bilesenleri steril ortamda (flow kabinde) konuldu. 1 L medium hazirlamak igin
filtreye oncelikle %10 (v/v) oraninda 1s1 ile inaktive edilmis fetal buzag: serumu (FBS;
Fetal bovine serum veya fetal calf serum), %1 (v/v) oraninda penisilin streptomisin, %1
(v/v) oraninda (1 mM) sodyum piruvat eklendi. Igeriginde glutamin olan yiiksek glukoz
konsantrasyonuna sahip DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Serox,
Germany) ile hacim 1 litreye tamamlandi. Boylelikle besiyerindeki DMEM oran1 %88
oldu. (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan besiyerinin (medium) bilesenleri.

Bilesen Oran (%) Hacim (mL)
DMEM (glutaminli) 88 880
FBS 10 100
Penisilin Streptomisin 1 10
Sodyum Piruvat 1 10
Toplam 100 1000
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Besiyeri elde etmek i¢in hazirlanan karisim bir vakum pompasi aracilifi ile filtreden
(WVR, 0,22um’lik pess membran filtre) gecirildi (Resim 3.3), kullanilan vakum
pompast borusu flow kabin i¢ine sokmadan 6nce %70’lik alkolden gegirilerek sterile
edildi. Filtratta toplanan besiyeri filtreden ayrilarak sise icine alinip kapagi kapatildi.
Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi, yikanmasi, pasajlanmasi ve liretilmesi amaciyla kullanilacak
besiyeri, steril 50 mL’lik falkonlara konularak, kullanim siiresine kadar +4°C’ye
kaldirildi. Bu sekilde 50’lik falkonlarda kullanima hazir edilen besiyeri, hiicre ekimi
yapilacagi veya maniiplasyonlarda kullanilacaklari zaman, Onceden ¢ikarilarak

37°C’deki su banyosunda 20-30 dakika 1sitilmigtir.

Resim 3.3 Calismada kullanilan besiyerinin hazirlanmasi i¢in olusturulan diizenek (Besiyeri
elde etmek igin hazirlanan karisimi WVR, 0,22um’lik pess membran filtreden
gecirmek i¢in kullanilan vakum pompasi sistemi).

3.3 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattt olan A549 hiicreleri sivi azotta
kryotiipler i¢inde laboratuvara getirildi. Donmus halde kryotiip i¢inde bulunan hiicreler
oncelikle s1v1 azottan -20 °C ye alindi. 10 dakika beklendikten sonra 37 °C deki sicak su
banyosunda 1-2 dk siire ile inkiibe edilerek ¢oziilmeye birakildi. Bu arada 15 mL’lik bir
falkona SmL medium konuldu. Su banyosunda tamami ¢6ziilmek {izere olan kryotiipteki
hiicreler hazirlanan (i¢ine medium konan) falkona alindi. Sonrasinda hassas pipetaj

yapilarak hemen santifiij edildi. Santrifiiriij sonunda falkon tabaninda biriken hiicrelere
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temas edilmeden medium pipetle ¢ekildi. Hiicre peleti {izerine tekrar 2 mL medium
eklenerek ve nazikge pipetaj yapilarak ikinci kez yikama islemi yapildi. Santrifiiriijden
sonra hiicrelerin iizerinde kalan medium tekrar ¢ekildi. Anlatildig1 iizere ¢ozdiirtilerek 2
yikamada igeriginde bulunan DMSO’dan arindirilan A549 hiicreleri flaska ekilmek

tizere son defa 1 mL medium i¢inde ¢oziildii.

Hiicreler dondurulup ¢oziildiiklerinde strese girerler. Hiicrelerin stresten daha kolay ¢ikarak
tekrar kisa zamanda bdéliinme yetenegine kavusabilmesi i¢in hiicrelerin besiyerinin temel
protein unsuru olan FBS orani %15-20 oraninda olmalidir. Halbuki standart olarak
kullanilan besiyerinin FBS orani1 %10’dur. Bu nedenle mevcut olan besiyerinden belirli bir
hacimde alinarak, {iizerine enjektor filtresinden gegirilerek steril hale getirilen FBS
eklenerek, besiyeri igindeki FBS oraninin %20 olmasi saglandi. Ik ekim i¢in hazirlanan ve
%20 FBS igeren 37°C’deki besiyeri 75cm?’lik flaska 10 mL hacminde eklenir. Bu sekilde
ekim i¢in hazir hale getirilen flaska, ekim icin ¢ozdiirilerek DMSO’dan arindirilarak
hazirlanan A549 hiicreleri yavasca eklendi. Ekimi yapilacak hiicre sayis1 500-600 binden
az ise hiicreler eklendikten sonra, hiicreler fazla ayr1 diismesin diye flask fazla
sallanmaz. Ciinkii hiicrelerin birbirine yakin olmasi adherent hiicre kiiltiirlinde 6zellikle
hiicre sayisinin az oldugu durumlarda, hiicre boliinmesini pozitif yonde etkiler. Hiicre
sayisinin ¢ok olmasi durumunda (6zellikle de 1-2 milyondan fazla) ekim yapilan
75cm”lik flask ekim sonrasi kibarca sallanarak hiicrelerin flask igine homojen
dagilmasi saglanabilir. Bu islem hiicrelerin daha kisa siirede konfulent olmasina katk1
saglandi. Bununla birlikte ¢ozdiiriilerek ekilmesi diisiiniilen hiicre sayis1t ¢ok ise ilk
pasaj iki tane 75 cm”'lik flaska da yapilabilir. 75cm?’lik flaska ekimi yapilan hiicreler
tiremesi i¢in 37 °C ve %5 CO, igeren inkiibatore kaldirilmistir. Giinliik olarak takibi
yapilan hiicrelerin besiyerleri, hiicreler %80-90 konfulent oluncaya kadar, 2 giinde bir
degistirilmistir. 75cm?’lik flask istenen oranda konfulent olunca birkag tane 75cm?’lik

flaska pasajlanmistir.

3.4 Hiicrelerin Cogaltilmasi (Pasajlanmasi)

Pasajlama hiicrelerin iiredigi bir flasktan, baska bir flaska hiicrelere zarar vermeden
transfer edilmesidir. Pasajlama isleminde flask tabanina yapisik halde (konfulent)

bulunan hiicrelere Once tripsinizasyon, sonrasinda ise detripsinizasyon (tripsinden
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arindirma) islemi uygulanmistir. Boylelikle tekrar bir falkonun dibinde elde edilerek
coziilen hiicreler 75’lik flaska ekilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi sirasinda kullanilan

tripsinizasyon/detripsinizasyon yontemleri su sekilde uygulanmistir.
3.5 Hiicrelere Uygulanan Tripsinizasyon/Detripsinizasyon

Flask tabaninda %80-90 konfulent oraninda bulunan hiicrelerin {izerindeki besiyeri
steril pipet yardimiyla alinip atilmistir. Hiicrelerin iizerine 37 °C olan 3-4 mL tripsin
EDTA (Serox) eklenmis ve flask yiizeyinin her tarafina yayilmasi saglanmistir.
Ardindan flasklar 37 °C’de % 5 CO, igeren inkiibatore kaldirilip 5-8 dk inkiibasyona
tabi tutulmustur. Flask tabanina yapisik haldeki hiicrelerin bu siirede inkiibasyonda
biiyiik oranda tabandan ayrildig1 gozlendi. Ayrilmayanlarin ise flaska hafifce vurularak

tabandan ayrilmasi saglandi.

Tripsinin bir proteaz enzim oldugu diisiiniiliirse uzun siireli inkiibasyonlar hiicreye zarar
vermeye baslar. Bu nedenle tripsinle inkiibasyon siiresinin 10 dakikayr gegmemesine 6zen
gosterildi. Hiicrelerin tamami tabandan kaldirildiginda flaskin igine 5 mL besiyeri eklendi.
Boylelikle ortamdaki tripsin diliie edilerek detripsinizasyona kadar hiicrelere verebilecegi
zarar en az indirildi. Flaskin igindeki tripsinize hiicre-besiyeri silispansiyonu steril bir
falkona alinarak detripsinizasyon i¢in santrifiiriij (800 rpm, 5 dk) edildi. Santrifiij isleminin
ardindan olas1 kalint1 tripsinden hiicreleri tamamen arindirmak i¢in hiicreler tekrar 2 mL
besiyeri ile yikanmustir. Siipernatant atilip hiicre pelleti lizerine 1 mL besiyeri eklenmis ve
hafifce pipetaj yapilarak hiicreler tekrar ekim i¢in hazir hale getirilmistir. Bu sekilde
hazirlanan hiicreler, igerisinde 10 mL besiyeri bulunan 75 cm?’lik flaska ekimi yapilmustir.

Flasklar 37 °C ve % 5 CO; igeren inkiibatore kaldirilmistir.

inkiibasyona birakilan 75cm” lik flask her giin takip edilmis ve 2 giinde bir besiyeri 10
mL taze medium ile degistirilmistir. 75cm®’lik flask da % 80-90 oraninda konfulent
olunca hiicreler tekrar tripsinizasyon/detripsinizasyon islemlerine tabi tutulmustur. Bu
sekilde tekrar ekilebilecek duruma getirilen ve bir 75cm?’lik flasktan elde edilmis olan
A549 hiicreleri istege bagli olacak sekilde 1:4-1:10 arasindaki boliinme oranlarinda
(split ratio) yeni 75cm?’lik flasklara ekilebilir. Ekim islemi istenirse bir flasktan elde

edilen hiicrelerin toplam sayis1 belirlendikten sonra da yapilabilir.
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3.6 Hiicrelerin Sayilmasi

Analizlerde kullanilmak amaciyla wellplate veya flasklara hiicre ekilirken, her bir flaska
veya wellplate ayni/yakin sayida hiicre ekilmesi esastir. Bu nedenle sunulan ¢alismada
LD dozlar belirlenirken wellplatelere hiicreler ekilmeden 6nce mL’de ne kadar hiicre
oldugu belirlenmis, yani hiicreler sayilmigtir. Bu amagla tripan mavisi hiicre sayim
yontemi kullanilmistir. Tripan blue canli hiicrelerin 1s1k altinda parlak goriinmesini
saglayan bir boyadir. Sayim yapilacak lama uygulanan ve tripan mavisi ile boyanmis
canlt hiicreler mikroskop altinda parlak goriiliirken, 6li hiicreler mavi/mat olarak
goriiliir. Sayim laminda her biri 16 kareden olusan 4 sayim (A-D) bolgesindeki hiicreler
sayilarak ortalamalar1 alinir ve hiicre sayimi yapilmis olur. Canli hiicre sayiminda

kullanilan lam Sekil 3.2’de verilmistir.

Neubauer-Improved Bright Line

et T

Numune Kabi

Sekil 3.2 Canli hiicre sayiminda kullanilan neubauer lamu.

Sonrasinda ise formiil kullanilarak medium-hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre
sayis1 hesaplanir. Sayimin giivenilirligi agisindan diliisyon miktar1 6nemlidir. Ortalama
hiicre sayisinin 50-150 arasinda olmasi hiicre siispansiyonunun ideal diliisyona tabi
tutuldugunun bir gostergesidir. Sayet ortalama hiicre sayis1 ¢cok yiiksek cikarsa tripan
mavisi — hiicre karistmindaki hiicre hacmi azaltilarak, tripan mavisi hacmi artirilarak

daha diliie hiicre siispansiyonu elde ederek sayim tekrarlanir. Bu durumda diliisyon
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oranida artacaktir. Hiicre sayisinin ¢ok yogun oldugu durumlarda 20 pL hiicre
stispansiyonu, 80 pL tripan mavisi (dilisyon orani 5) alinarak sayim yapilabilir.

mL’deki hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla asagida sunulan formiil kullanilmaktadir.

mL’deki canli hiicre sayis1 = (Ortalama Hiicre Sayis1) x (10*) x (Diliisyon Faktérii)

Sunulan c¢alismalarda hiicrelerin saymmi su sekilde yapildi. Flask tabanindan
tripsinizasyon ile kaldirilip, detripsinizasyon ile tripsinden arindirilan hiicreler, hiicre
yogunluguna gore 2-6 mL araliginda istenen hacimde c¢oziilir. Bu g¢alismada ise
ortalama bir deger olarak hiicreler 4 mL mediumda ¢oziildi. Hiicre siispansiyonundan
50 pL alinarak, 50 pL tripan mavisi ile (diliisyon orani 2) karistirildi. Hiicrelerin
sayiminda kullanilacak lam ve lamel (Neubauer counting chamber) hazirland:.
Hazirlanan tripan mavisi-hiicre siispansiyonu karigimindan pipetaj yapilarak, 10 pL
alinarak neubauer lamina uygun sekilde konuldu. Sayim boélgelerinde sayilan hiicrelerin
ortalamalar1 alinarak hiicre slispansiyonunun mL’sinde ka¢ adet hiicre oldugu formiil
yardimt ile bulundu. Sonrasinda uygulamalarda kullanilacak hiicre sayisina gore hiicre
stispansiyonundan ka¢ mL alinmasi gerektigi hesaplanarak, hiicrelerle yapilacak

maniplasyonlara gecildi.

3.7 MTT Hiicre Viabilite Ol¢iim Testi

Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde devamli olarak kullanilan
enzimatik testlerden biri olan MTT yontemi ile belirlendi. Bu yontemde, MTT canl
hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal suksinat dehidrogenaz
tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir.
Formazan olusumu, yalmizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
gorilmektedir. Dolayis1 ile Olgiilen absorbans degerleri canli hiicre sayisi ¢ok olan
kuyucuklarda yliksek iken, canli hiicre sayisi azaldikca absorbans degerlerinde de
diisme gozlenir. Boylelikle elde edilen absorbans degerleri kullanilarak ve kontrol grubu

ile kiyaslama yaparak wellerdeki hiicrelerin canlilik oranlar1 hesaplanabilir.
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Bu kapsamda sunulan ¢alismada Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’in akciger
kanseri A549 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi su sekilde belirlendi. MTT analizleri
96 kuyucuklu mikroplakalarla yapildi. 2x10* hiicre/mL de olacak sekilde hazirlanan
hiicre siispansiyonundan, 200 pL alinarak 96 kuyulu mikroplaka kabinin her
kuyucuguna aktarildi. Uygun konsantrasyonlarda (uygulama dozlarmmin 100 kati
konstrasyonda) olacak sekilde DMSO de c¢oziilerek hazirlanan Verbascum lasianthum
Boiss. Ex Benth. ¢ozeltileri, 6nceden planlanan kuyucuklara (kuyucuklarda bulunan
hacmin %1 olacak hacimde) 2 pL hacminde eklendi. Boylelikle A549 hiicrelerine
uygulanan son Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. konsantrasyonlart 25 pg/mL, 50
png/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL seklinde ayarlanmis oldu.
Kontrol kuyucuklarina ise ekstraktlarda ¢6ziicii olarak kullanilan DMSO ayni hacimde
(2 pL) eklendi. Hiicreler bu sekilde 37°C’de 24 saat siireyle inkiibatérde (Panasonic
MCO-18AC, Japan) inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga herbir kuyucugun toplam hacminin
yaklasik %10’u hacminde (22 pL) MTT boyas: (5mg/mL) ilave edildi. MTT boyasi
eklenen hiicreler 37°C’ de 2-4 saat daha inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden
MTT boyast well plate tabaninda olusan mor renkli formazan kristallerine zarar
vermeden  uzaklastirildi. Sonrasinda her bir kuyucuga 200 pLL. DMSO eklenerek
formazan kristallerinin ¢ézlinmesi saglandi. Kuyucuklarda olusan renk degisimi, ELISA
plaka okuyucusunda (Biotek ELx800) 540 nm dalga boyunda belirlendi. Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilig1 %100 olarak
kabul edilerek, her bir kuyucuktaki hiicrelerin canlilik oranlar1 % canlilik olarak
belirlendi (Gilinay vd. 2016, Ulasli vd. 2013). Boylelikle kuyucuklarda bulunan
hiicrelere uygulanan Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. ekstraktlarina ait her bir
dozun A549 hiicrelerindeki hiicre canliligina etkisi % canlilik oran1 seklinde belirlenmis

oldu.

MTT analizlerinden elde edilen Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. ekstraktlarina
ait her bir dozun A549 hiicrelerinde % canlilik oranlar1 kullanilarak lethal dozlar (LD)
belirlendi. Biyokimyasal ve genotoksisite analizleri i¢in gerekli numunelerin temini i¢in

Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. dozu olarak LD, ile LDsy dozlar1 kullanilmistir.
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MTT uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna gore hiicre canliligini etkilemeyen
Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. dozu LD dozu olarak, MTT uygulamalari
sonucunda kontrol grubuna gore hiicre canliligin1i %50 oraninda azaltan Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. dozu ise LDsy dozu olarak kabul edilmistir. MTT
uygulamalar1 sonucunda lethal dozlar belirlendikten sonra deney gruplart olusturulmus
ve biyokimyasal ve genotoksisite analizleri i¢in gerekli olan numunelerin eldeleri i¢in
gerekli olan in-vitro uygulamalara gecilmistir. Calismada olusturulan gruplar ve ilgili

gruplara yapilan uygulamalar Cizelge 3.3’de sunulmustur.

Cizelge 3.3 Calismada olusturulan deney gruplari ve yapilan uygulamalar.

Gruplar’ Hiicrelere Yapilan Uygulamalar

Grup 1: Hicrelere Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. ekstraktlarinin
Kontrol ¢oziiciisli olarak kullanilan DMSO uygun hacimde eklendi.

Grup 2: DMSO’da ¢oziilen Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. LDoetanol)

VL Metanot (LDg) dozu uygulandi.
Grup 3: DMSO’da ¢oziilen Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.

VL Metanol (LDSO) LDSO(Metanol) dOZU. uyglﬂandl-

Grup 4: DMSO’da ¢oziilen Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. LDgascton)
VL aseton (LDo) dozu uygulandi.
Grup 5: DMSO’da goziilen Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. LDsoascton)

VL aseton (LDs0) dozu uygulandi.

" Her bir grup 5 adet flaska ekilen hiicrelerden olusturulmustur. Biyokimyasal ve genotoksisite analizleri
icin gerekli hiicreler 75 cm®lik flasklarda ¢ogaltilmustir. Hiicrelere DMSO igerisinde ¢oziilerek farkli
dozlarda uygulanan bitki ekstraktlar1 uygulama hacimleri toplam hacmin % 1’1 olacak sekilde eklenmistir,
VDuetanol; Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. metanol ekstrakti, VL sgion; Verbascum lasianthum
Boiss. ex Benth. aseton ekstrakti, LDg; Hiicrelerde herhangi bir sitotoksisiteye neden olmayan doz, LDsp;
Hiicrelerin %50’sinin 6lmesine neden olan doz.

A549 hiicrelerinde Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’in oksidatif strese,
genotoksisiteye ve inflamasyona etkilerinin belirleyebilmek amaciyla olusturulan deney
modelinde, hiicrelerden olusturulan 5 deney grubuna ongdriilen uygulamalar (Cizelge
3.3) yapilmistir. Her bir grupta en az 5 tekrar yapilarak laboratuvar analizlerinde
kullanilan numuneler (hiicre lizatlarinin) hazirlanmistir. Ayrica hiicrelerin {iretilmesi ve
ongoriilen deneysel model ile ilgili uygulamalarin yapilmasi i¢in gerekli malzemeler ve

analizler ile ilgili bilgilere bu boliimde ayrintili bir sekilde yer verilmistir.
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3.8 Biyokimyasal Analizlerde Kullanilacak Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi ve

Yapilan Biyokimyasal Analizler

Deney gruplarina yapilan uygulamalar, tripsinizasyon ve detripsinizasasyon sonrasi
15mL’lik falkonlarin dibinde elde edilen hiicre peletleri son olarak PBS ile yikandi.
Sonrasinda hiicre peletleri lizerine lizis tamponu eklendi. Kullanilan lizis tamponu PBS
tamponu (pH 7,4) icerisine %8 oraninda proteaz inhibitoér kokteyli (Roche Complete
Tablet, Germany) eklenerek hazirlanmistir. Hiicre peleti lizerine 1 mL lizis tamponu
konduktan sonra pipetaj yapilarak ve numuneler vortekslenerek (Isolab, 622.01.001,
Germany) homojen bir karisim olusmasi saglandi. Sonrasinda 20 saniye sonikasyona
(Bandelin, GM2070, Germany) tabi tutuldu. 40 saniye beklendi. Sonikasyon islemi bu
sekilde 10 tur tekrarlandi. Sonikasyon islemi soguk zincirde gergeklestirildi.

Sonikasyon sonucunda hiicre/organel i¢i sivilarin lizis tamponuna ge¢mesi saglandi. Tim
uygulamalara ragmen lizis tamponunda ¢oziinmeyen proteinler 8500 rpm’da, 4°C’de 10
dakika siire ile santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Bu sekilde elde edilen siipernatantlar hiicre
lizat1 olarak biyokimyasal analizlerde kullanildi. Analizlerde blank olarak lizis tamponu
kullanildi. Oksidatif stres parametreleri olan TAS, TOS analizleri ticari kitler (Rell Assay,
Gaziantep Tirkiye) kullanilarak spektrofotometrik olarak yapildi. Proinflamatuvar sitokin
diizeyleri ise human spesifik ELISA kitleri (Elabscience) kullanilarak, mikroplate
okuyucuda (Biotek ELx800) 540 nm’de belirlendi.

Deney gruplarinda yapilan uygulamalar sonrasi elde edilen hiicre lizatlarinda
gerceklestirilen total protein, oksidatif stres diizeyleri, genotoksisite ve proinflamatuvar
stokin seviyelerinin analizinde kullanilan metodoloji 6zetlenerek bundan sonraki

basliklarda sunulmustur.

3.8.1 Hiicre Lizatlarinda Total Protein Analizi

Hiicre lizatinda calisilacak parametrelerin sonuglarinin hesaplanmasinda kullanilan total
protein seviyeleri ticari kit (Sigma-Aldrich, USA) ile ELISA (Biotek ELx800, Vermont,
US) cihazinda 6lgiildii. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-

250, negatif bir yiike sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin
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kirmizi ve mavi formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma
doniistimiinii saglar. Yapilan analizde total protein icerigi bilinmeyen 6 uL numune ve
62,5-4000 pg/mL konsantrasyonu araligindaki (62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL,
500 pg/mL, 1000 pg/mL, 2000 pg/mL ve 4000 ug/mL) 7 standart 96’lik plaktaki
wellere eklendi. Uzerlerine zaman gecirmeden multikanal pipetle 300 pL Coomassie
brillant blue reaktifi eklendi. Microwellerde olusan mavi renkli komplekslerin
absorbanslar1 595 nm de Olgiildii. Bu sekilde belirlenen protein diizeyleri g/L veya

mg/mL seklinde ifade edildi.

Numunelere ait olan total protein seviyeleri biyokimyasal analizlerde elde edilen
verilerin normalize edilmesinde kullanildi. Bu amagla her bir numuneye ait oksidatif
stres parametreleri ve proinflamatuvar stokinlerin analizler sonucu elde edilen veriler,

her bir numunenin kendi total protein diizeyine boliinerek ham veriler elde edildi.
3.8.2 Total Antioksidan Statii (TAS) Diizeyleri Analizi

Oksidatif stres parametresi olarak TAS seviyeleri spektrofotometrik yontemle calisan
ticari kitler (Rell Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak 6lgiildii. TAS seviyelerinin
belirlenebilmesi amaciyla standart olarak 0,5-2 mmol araliginda Trolox kullanildi. Bu
amacla kitle birlikte tedarik edilen ii¢ standart kullanilarak (0,5 mmol trolox, 1mmol
trolox ve 2 mmol trolox) ELISA okuyucudan alinan kalibrasyon grafine gore TAS
diizeyleri belirlendi. Seviyeleri belirlenen serum TAS diizeyleri numunelerin total

protein diizeylerine boliinerek mmol Trolox Equivalent/g-protein seklinde ifade edildi.
3.8.3 Total Oksidan Statii (TOS) Diizeyleri Analizi

Oksidatif stres parametresi olarak TOS seviyeleri spektrofotometrik yontemle calisan
ticari kitler (Rell Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak Oolgiildii. Elde edilen
absorbans degerleri kullanilarak kit protokoliinde verilen ve asagida sunulan formiil

kullanilarak TOS seviyeleri hesaplandi.

(AAbsnumune) |

TOS (uM hidrojen peroksitEquiv./L)= [ (8Absstandart)
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Bulunan TOS sonuglarinin birimi umol hidrojen peroksit equivalent litre (umol H,O,
Equiv./L) olarak bulundu. Daha sonra elde edilen sonugalar her bir numunenin kendi
total protein diizeyine boliinerek hiicrelerdeki TOS seviyeleri umol H,O, Equiv./g

protein seklinde belirlendi (Hazman vd. 2016).

3.8.4 Oksidatif Stres indeksi (OSI) Seviyelerinin Belirlenmesi

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

belirtilen formiile gore hesaplandi.

Oksidatif Stres indeksi (OSI) = [(TOS/TAS)]

3.8.5 inflamatuvar Stokin (TNF-o, IL-6 ve TGF-p1) ve Beta Defensin-1

Seviyelerinin Belirlenmesi

Verbascum lasianthum Boiss. Ex Benth.’e ait aseton ve metanol ekstraktlarinin LD, ve
LDsy dozlarinda AS549 hiicrelerinde inflamatuvar/antiinflamatuvar etkilerinin olup
olmadigini belirlemek amaciyla TNF-a, IL-6, TGF-1 (Elabscience, China) diizeyleri
ELISA cihaziyla (Biotek ELx800, US) spesifik ELISA kitleri kullanilarak belirlendi.
Ayrica sunulan ¢aligmada proinflamatuar molekiillerin etkisiyle 6zellikle akciger epitel
hiicreleri ve immun hiicrelerinde sentez ve salimimi artarak antimikrobiyal ve
antikanserojen etkileri olabilen Beta-Defensin-2 (DEF-B2) diizeyleri de human spesifik
ticari ELISA kiti (Elabscience, China) yardimiyla analiz edilmistir (Schutte ve McCray
2002, Alvarez vd. 2018).

Kitlerle birlikte verilen standartlar kullanilarak her bir analiz i¢in ayr1 bir kalibrasyon

grafigi olusturuldu. Sonrasinda olusturulan kalibrasyon egrileri kullanilarak hiicre
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lizatlarindaki stokin seviyeleri belirlendi. Elde edilen sonuglar her bir numunenin total
protein seviyelerine boliinerek normalize edildi. Stokin seviyeleri pg/mg-protein olarak

ifade edildi.

3.8 Komet Testi ile Genotoksisite Diizeylerinin Belirlenmesi

Komet testi tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da bilinmektedir. Agaroz jel igine
gomiilmiis hiicrelerin par¢alanmasindan sonra elektroforez islemi ile yiiriitiilmesine dayanir.
Elektroforez islemi aninda hasar gormemis DNA’lar olduklar yerde kalirken, kiriklar
ilerler. Kirtlmis DNA pargalar1 kuyruklu yildiz seklinde bir yap1 olusturarak anoda dogru
uzanir. Daha sonra bu kuyruklu yildiz seklindeki DNA, DNA baglayici bir boya (6rnegin
etidyum bromiir) kullanilarak goriintir hale getitirilir. DNA’da olusmus hasarin derecelerini
degerlendirmek i¢in kuyruklu yildizin sekli, boyutu ve i¢indeki DNA miktar1 ol¢iiliir.
Komet testi analiz protokolii ¢esitleri DNA ¢apraz baglari, tek iplik kiriklari ve ¢ift iplik
kiriklariin 6lgiilmesidir. (Sekil 3.3)’de DNA hasar dereceleri gosterilmistir.

0. Kategori 1. Kategori

0. ve 4. Kategori

Sekil 3.3 DNA hasar dereceleri.
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Hasar derecesi sinif (0) olan DNA’nin sadece kafa kismi bulunur. Hasar derecesi sinif (1)
olan DNA’nin kafa kismu ile birlikte kuyruk kismi az belirmis sekilde goriiliir. Hasar
derecesi smif (2) olan DNA’da ise kafa kismi kadar kuyruk uzunlugu da goriilmektedir.
Smif (3) derecesine sahip olan hasarli DNA ise kafa kismi oldukea kii¢lilmiis, kuyruk kismi1
olduk¢a uzun goriiliir. Sinif (4) derecesine sahip olan hasarda ise DNA gozlenemeyecek
derecede veya ¢ok az gbzlenebilir duruma gelir.

A549 hiicrelerine Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’e ait aseton ve metanol
ekstraktlarinin LDy ve LDsy dozlarinda uygulandigi zaman genotoksisiteyi nasil
etkiledigini belirlemek Cizelge 3.2°de belirtilen deney gruplarina gerekli uygulamalar
yapildiktan 24 saat sonra hiicreler tripsinizasyon ve detripsinizasyonla flask tabanindan
toplanmistir. 1 mL PBS i¢inde olusturulan deney gruplarina ait hiicre silispansiyonlari

pipetajla kibarca homojenize edildikten sonra analizlerde kullanilmigtir.

Bu amagla hiicre silispansiyonundan 20 pL alinarak ependorf igerisinde 100 pL low
melting agaroz (LMA) ile karistirildi. Ependorf icindeki hiicre-LMA karisimininin
hepsi alinarak bir giin dnceden normal melting agaroz (NMA) ile muamele edilerek
hazirlanmig lamlara prepara edildi. Liziz ve elektroforez asamalarii takiben her bir
preparat boyandi. Boyanan preparatlar floresans mikroskopta 100 hiicre olacak sekilde

sayilarak skorlandi (Singh vd. 1988).

3.9 istatistiki Analizler

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma (SD) seklinde tanimlandi. MTT
analizlerinden elde edilen % hiicre canlilig1 verileri yardimi ile Epa Probit Analiz
Programi (Siirim 1.5) kullanilarak LD/EC dozlart (LDsyp, LDg gibi) belirlendi.
Biyokimyasal ve genetoksisite ile iligkili verilerin degerlendirilmesinde ise SPSS 18
programi kullanildi. Elde edilen verilerde gruplar arasinda istatistiki farkliligin olup
olmadig1 parametrik testlerden birisi olan ANOVA testi yardimiyla belirlendi. Istatistik
farklilik oldugu anlasilan parametrelerde ise hangi gruplar arasinda istatistiki agidan
farklilik oldugu Duncan post testi kullanilarak belirlendi. Calismanin baslangicinden
itibaren bulgular elde edilinceye kadar yapilan uygulamalarla iligkin is-akis semasi

Sekil 3.4’te sunulmustur.
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Bitki toplandw p—

Kurutuldu ve homojenize
edildi.

Metanol ve Aseton c¢oziiciileri
kullanilarak ekstraksiyon
yapild: ve ekstraktlardaki bazi
fenolik bilesenlerin tiir ve
miktar taymm yapildi.

o

MTT analizleri ile sitotoksisite
diizeyleri belirlendi. Elde
edilen % hiicre canhihg:
verilerinden hareketle lethal
dozlar belirlendi.

RV

Hiicrelere VL scton V€ VLmetanol
ekstraktlar1 LD, ve LDs,
dozlarinda uygulandi ve

Hiicreler 24 saat inkiibasyona

birakildi.

=

Uygulamalar sonrasinda
hiicrelerden elde edilen
lizatlarda laboratuvar
analizleri yapildi.

¥

Laboratuvar analizlerinden elde edilen ham veriler kullanilarak yapilan
istatistiki analizler sonucunda ¢calismanin bulgulan elde edildi.

Sekil 3.4 Calismanin baslangicindan bulgularin elde edilmesine kadar yapilan is-akis diyagrama.
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4. BULGULAR

Sunulan ¢alismada yapilan laboratuvar analizleri 4 asamada gerceklestirilmistir. Ilk
asamada metot kisminda belirtilen sekilde toplanarak ekstraksiyonu gergeklestirilen
Verbascum lasianthum Boiss. Ex Benth. Tiirline ait aseton ekstraktt (VL,ston) Ve
metanol ekstraktt (VLyewno) kullanilarak fenolik bilesen analizi gergeklestirilmistir.
Ikinci asamada kiigiik hiicreli olmayan akciger adenokarsinom (A549) hiicrelerinde
VLaseton V€ VDmetanot €kstraktlarinin sitotoksisite diizeyleri belirlenmistir. Uciincii
asamada sitotoksisite analizleri sonucunda elde edilen verilerden yola c¢ikilarak
hesaplanan VLaseton V€ VLmetanot €kstraktlarina ait uygun lethal dozlar (LDy ve LDsg
dozlar1) A549 hiicrelerine uygulanmistir. Dordiincli ve son asamada ise LD ve LDsg
dozlarinda VLaseton V€ VDpmetanol €kstraktlari uygulanan hiicrelerden elde edilen
numunelerde oksidatif stres, inflamasyon ve genotoksisite diizeylerini belirlemeye
yonelik laboratuvar analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar kaydedilmis ve
istatistiksel yontemlerle degerlendirilmistir. Bulgular bashigr altinda laboratuvar

analizlerinden elde edilen verilerin degerlendirmeleri sirasiyla sunulmustur.

4.1 Verbascum Lasianthum Boiss. ex Benth. Metanol ve Aseton Ekstraktlarinin

Fenolik Bilesen Tiirleri ve Miktarlar:

Bitki ekstraktlarindaki bazi fenolik bilesenlerin tiirleri ve miktarlar1 sunulan tez
metninin metaryal metot kisminda ifade edildigi izere LC-MS/MS sistemi yardimiyla,
53 farkli standart kullanilarak gelistirilen ve validasyonu yapilmis bir yontem
kullanilarak belirlenmistir (Yilmaz 2020). Ekstraktlar icerisinde miktarlar1 belirlenen ve
Cizelge 4.1°de sunulan fenolik asit tiirlerinin miktarlar1 mg-analit/g-ekstrakt seklinde

ifade edilmistir.

Cizelge 4.1 genel anlamda incelendiginde VL, ion ekstraktindaki bilesen sayisinin
VLpetanol €kstraktina oranla c¢ok az miktarda (sadece 3 bilesen) tespit edildigi
goriilmektedir. Bunun anlami VL, ekstraktinda varligi ve varsa hangi miktarda
oldugu arastirilan 53 standart bilesenden sadece 3’iiniin belirli oranlarda var oldugudur.
Bu standartlarin disinda kalan bir¢ok maddenin VLetnor €kstraktina oranla VLgeqon

ekstraktinda daha fazla olabilecegi diisiiniilebilir.
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Cizelge 4.1 Metanol ve aseton ekstraktlarindaki bazi fitokimyasallarin tiirleri ve miktarlari.

Sira Analizi Gergeklestirilen Bilesenler Konsantrasyon (mg analit/g ekstrakt)

No VL sqeton Ekstrakt VLytetanot EKstrakta
1 Quinic acid 2,614 2,368

2 Caffeic acid 0,004 0,399

3 O-Coumaric acid 0,019 0,042

4 Vanillin Tespit Edilemedi 0,257

5 Hesperidin Tespit Edilemedi 2,508

6 Fumaric aid Tespit Edilemedi 1,258

7 Protocatechuic acid Tespit Edilemedi 0,243

8 Protocatechuic aldehyde Tespit Edilemedi 0,125

9 Chlorogenic acid Tespit Edilemedi 0,663

10 p-Coumaric acid Tespit Edilemedi 0,764

11 Salicylic acid Tespit Edilemedi 0,056

12 Cyranoside Tespit Edilemedi 2,599

13 isoquercitrin Tespit Edilemedi 0,035

14 Rutin Tespit Edilemedi 2,623

15 Cosmosiin Tespit Edilemedi 0,181

16 Quercetin Tespit Edilemedi 0,076

17 Luteolin Tespit Edilemedi 9,431

18 Hesperetin Tespit Edilemedi 0,010

19 Naringenin Tespit Edilemedi 0,032

20 Kaempferol Tespit Edilemedi 0,015

21 Apigenin Tespit Edilemedi 0,410

22 Daidzin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
23 Piceid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
34 Coumarin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
35 Aconitic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
26 Gallic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
27 Gentisic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
28 Epigallocatechin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
29 Catechin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
30 Tannic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
31 4-OH Benzoic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
32 Epigallocatechin gallate Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
33 Cynarin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
34 Vanilic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
35 Epicatechin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
36 Syringic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
37 Syringic aldehyde Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
38 Epicatechin gallate Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
39 Sinapic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
40 Chrysin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
41 Miquelianin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
42 Genistin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
43 Ellagic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
44 Rosmarinic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
45 Fisetin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
46 Quercitrin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
47 Astragalin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
48 Nicotiflorin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
49 Daidzein Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
50 Genistein Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
51 Amentoflavone Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
52 Acacetin Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
53 Ferulic acid Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi

Kisaltmalar: VLyewano; Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. metanol ekstrakti, VL ageion; Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. aseton ekstrakti.
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VLaseton €kstraktinda varligi belirlenen bilesenler (quinik asit, kafeik asit ve o-kumarik asit)
arasinda quinik asit miktarlarinin (2,614 mg analit/g-ekstrakt) digerlerine oranla daha ¢ok
oldugu belirlendi. VL ewno €kstraktinda ise 53 bilesenden 21’inin farkli oranlarda varligi ve
miktarlar belirlendi. Cizelge 4.1 incelendiginde VLo €kstraktinda binde bir (% 0,1)
baska bir ifade ile bir gram ekstrakta bir mg ve lizeri diizeylerde bulunan alt1 adet fenolik
bilesenin varligi tespit edildi. Bunlar biiyiikten kii¢iige sirasiyla; luteolin (9,431 mg analit/g-
ekstrakt), rutin (2,623 mg analit/g-ekstrakt), cyranoside (2,599 mg analit/g-ekstrakt),
hesperidin (2,508 mg analit/g-ekstrakt) quinik asit (2,368 mg analit/g-ekstrakt) ve fumarik
asit (1,258 mg analit/g-ekstrakt) seklinde siralanabilir. VL erano €kstraktinda sekiz fenolik
bilesenin ise 1-0,1 mg analit/g-ekstrakt diizeyinde oldugu belirlendi. Bu bilesenler
bulunma miktarlar1 biiyiikten kiiciige olacak sekilde sirasiyla p-kumarik asit, klorojenik
asit, apigenin, kafeik asit, vanilin, protokatesik asit, kozmosin (apigetrin) ve
protokatesik aldehit seklinde siralanabilir. VLpyewnor €kstraktinda varligi ve miktar
belirlenen 7 fenolik bilesenin ise ekstrakt igerisinde 0,1 mg analit/g-ekstrakt diizeyinden
daha diisiik miktarlarda olacak sekilde (eser diizeylerde) oldugu belirlendi. Bir gram
ekstrakta 100 pg’dan daha az diizeyde bulunan fenolik bilesenler bulunma miktarlar
biiylikten kiiciige olacak sekilde sirasiyla quersetin, salisilik asit, o-kumarik asit,
izoquersitrin, naringenin, kaempferol ve hesperetin seklinde siralanabilir. VL etanor Ve
VLaseton €kstraktlarinin fenolik bilesen analizi sonrasinda LC-MS/MS sisteminden elde

edilen kromogramlar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de sunulmustur.

(x1.000.000) 0-7_0411cd
3,00

(29993515

2,00+

1,00+

000 I Nl A JAN
R T N e e e
5 10 15 20 25 30 35 40 _45

min

Sekil 4.1 VL .m0 €kstraktinin fenolik bilesen analizi sonrasinda LC-MS/MS sisteminden elde
edilen kromogram.
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Kromotogramlarin incelenmesinden de anlasilacag: iizere yapilan analizler sonucunda
varligr aragtirllan 53 fenolik bilesenden 32’°sinin VLpewnor €kstraktinda olmadigi
(Cizelge 4.1) varsa bile LC-MS/MS sisteminde tespit edilebilme limitlerinin altinda
oldugu ve bu nedenle ihmal edilebilir seviyelerde kaldig1 (Sekil 4.1) belirlenmistir.
VLaseton €kstraktina ait kromotogram (Sekil 4.2) incelendiginde ise sadece 3 bilesene ait

pik oldugu LC-MS/MS sisteminde tespit edilebilmistir.

(x10.000) 08 043.1cd
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7 |
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min

Sekil 4.2 VL qon ekstraktinin fenolik bilesen analizi sonrasinda LC-MS/MS sisteminden elde
edilen kromogram.

4.2 A549 Hiicrelerinde Verbascum Lasianthum Boiss. ex Benth. Ekstraktlarinin

Sitotoksisite Diizeyleri

Verbascum lasianthum Boiss. Ex Benth. Tiirline ait aseton ve metanol ekstraktlarinin
A549 hiicrelerindeki sitotoksisiteleri MTT yontemi ile belirlendi. Ekstraktlarin
sitotoksisitelerinin belirlenebilmesi igin DMSO’da c¢oziilen ekstraktlar hiicrelere alti
farkli konsantrasyonda (25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 ug/ml, 500 pg/ml ve 1000
png/ml) uygulandi. 24 saat inkiibasyon sonunda gergeklestirilen MTT analizi sonucunda
elde edilen absorbanslardan hareketle her bir dozun A549 hiicre canlilifini ne oranda

etkiledigi belirlendi ve % hiicre canlilig1 seklinde ifade edildi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.3 Farkli dozlardaki VL gon €kstraktinin A549 hiicrelerinde % hiicre canliligina etkisi.
* Hiicre canliliginin kontrol grubuna gore istatistiki (p<0,05) diizeyde farkli oldugunu
ifade etmektedir.

A549 hiicrelerine farkli dozlarda VLgeon €kstrakti uygulandiginda toksisitenin 25 pg/ml
dozundan itibaren kontrol grubuna gore sitotoksik etkili oldugu ve séz konusu
sitotoksisitenin artan doza paralel olacak sekilde artis gosterdigi (Sekil 4.3) belirlendi.
Hiicrelere VL netanol €kstrakti uygulandiginda ise toksisitenin 100 pg/ml dozundan sonra
istatistiki diizeyde (p<0,05) kontrol grubuna gore farklilik gosterdigi belirlendi (Sekil
4.4).
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Sekil 4.4 Farkli dozlardaki VLyewno €kstraktinin A549 hiicrelerinde % hiicre canliligina etkisi.
* Hiicre canliliginin kontrol grubuna gore istatistiki (p<0,05) diizeyde farkli oldugunu
ifade etmektedir.
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MTT analizlerinde elde edilen veriler yardimiyla Epa Probit Analiz programi (Version
1.5) kullanilarak VLietanol V€ VLaseton €kstraktlarinin A549 hiicrelerindeki lethal dozlari
(Cizelge 4.2) hesaplanmistir. Hesaplanan lethal dozlardan ikisi (LDy ve LDsy dozlar1)
VLietanot V€ VDgseton €kstraktlarimin  A549 hiicrelerindeki etkilerinin arastirilmasi

amactyla kullanilmistir.

Cizelge 4.2 VLjyetanot V€ VL ageton €kstraktlarinin A549 hiicrelerine ait lethal dozlar (LD).

Lethal Dozlar* VL etanol €kstraktina ait VL.aseton €Kkstraktina ait
(LDy) lethal dozlar (ng/mL) lethal dozlar (ng/mL)
LD, 4,023 0,432
LDs 15,057 3,342
LD 30,433 9,947
LDis 48,932 20,768
LDsg 364,238 466,321

* VDiMetanol V€ VLaseton €kstraktlarinin A549 hiicrelerindeki lethal dozlar1 yardimiyla Epa Probit Analiz
programui (Version 1.5) kullanilarak hesaplanmustir. Kisaltmalar: VLyjeqno; Verbascum lasianthum Boiss.
ex Benth. metanol ekstrakti, VL scion; Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. aseton ekstrakti.

Sunulan c¢alismada kullanilan lethal dozlardan olan LDsy dozu, hiicrelerin en az
yarisinin - 6lmesine sebep olan bitki ekstrakti dozudur. Baska bir ifade ile
antikanserojenik dozdur. LD, dozu ise 24 saat inkiibasyon sonunda herhangi bir 6liim
veya proliferasyona neden olmayan bitki ekstrakti dozunun konsantrasyonunu ifade
etmektedir. Bu doz kanser hiicrelerinde herhangi bir proliferasyona neden olmadig: i¢in,
organizmada diger hiicrelerde kanser nedeniyle olusmus olan oksidatif stres,
inflamasyon vb. Durumlar1 diizeltmek amaciyla, baska bir ifade ile kanser hiicrelerine
uygulanan bir tedavinin yan etkilerini azaltmak i¢in tercih edilebilecek dozudur. Ciinkii
daha diisiik dozlardaki antioksidan etkili maddeler kanser hiicrelerinin tiremesine pozitif
katki saglamaktadir. Bu nedenle kanser hastasi olan bireyler bitkisel/antioksidan
takviyeler ile tedaviye katki saglama yolunda bir uzman gézetiminde olmali ve alinacak
takviye kliniklerde tedaviye faydasi kanitlanmigsa uygulamaya alinmalidir. Aksi
taktirde kanser hastalarinda tedavi olumsuz etkilenebilir. Bu nedenle bitkiler/aktif
maddelerle in-vivo ve in-vitro modellemelerle yapilan kanser arastirmalar1 her zaman
tedaviye katki saglayabilecek bilgilerin olusturulmasi/gelistirilmesi agisindan 6nem arz

etmektedir.
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4.3 Verbascum Lasianthum Boiss. ex Benth. Ekstraktlarinin A549 Hiicrelerinde

Oksidatif Strese Etkisi

Sunulan calismada A549 hiicrelerinde VLetanol V€ VDaseton €kstraktlarina ait iki doz
kullanilarak (LDy ve LDs( dozlar1) hem antikanser etkileri belirlenmeye c¢aligilmis, hem
de diisik doz uygulamalarinda VLgeanot V€ VDaseton €kstarktlarmin tedavi edici
etkilerinin varligi/yoklugu belirlenmeye c¢alisilmistir. S6z konusu tedavi edici etkilerin
belirlenebilmesi amaciyla VDigeanot V€ VDiaseton €kstraktlarimin A549 hiicrelerinde
oksidatif strese etkileri incelenmistir. A549 hiicrelerine VLetanol V€ VDLaseton €kstrakti
uygulanan deney gruplarinda oksidatif stres diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla
hiicre lizatlarinda TAS, TOS ve OSI diizeyleri analiz edilmistir. Elde edilen bulgular
Cizelge 4.3 te paylasilmistir.

Cizelge 4.3 VLipeunol V€ VDaseton €kstraktlarinin A549 Hiicrelerinde TAS, TOS ve OSI
diizeylerine etkileri.

TAS TOS 0SI
Deney Gruplart (mmolTrolox Equiv./g- (pmol H,O,-Equiv./g-  (Arbitrary Unit)
protein) protein)

Kontrol 0,26 +0,03° 9,46 + 1,25° 36,63 + 6,09°

VL wethanot (LDo) 0,11 +0,01° 3,42+0,18" 30,64 + 3,39°

VL wethanot (LDs0) 0,12+ 0,01 3,46 +0,31° 27,05 + 0,92*°

VL aseton (LDp) 0,12+0,01*° 3,58 + 0,40° 28,43 + 3,65*°

VL seton (LDsp) 0,14+0,01° 3,55+0,28° 25,16 +3,15°
p 0,000 0,000 0,001

* Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=5)

b¢. Ayni siitunda farkl iislii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir

(p < 0,05). Kisaltmalar: TAS; Total antioksidan statii, TOS; Total oksidan statii, OSI; Oksidatif stres
indeksi, VLyiewno; Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. metanol ekstrakti, VLaon; Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. aseton ekstrakti, LD,; Hiicrelerde herhangi bir sitotoksisiteye neden olmayan
doz, LDs; Hiicrelerin %50’sinin lmesine neden olan doz

Veriler incelendiginde kontrol grubu TAS, TOS ve OSI diizeylerinin diger gruplara
oranla istatistiki diizeyde farkli ve yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla beraber
VLietanol V€ VDgseton e€kstraktlarinin  A549 hiicrelerine LD, veya LDsy dozunda
uygulanmasi sonrasinda TAS, TOS ve OSI diizeylerini fazla degistirmedigi, baska bir
ifade ile farkli dozlarda VLietanol V€ VLaseion €kstraktlarinin kullanilmasinin oksidatif

stres iizerinde herhangi bir farklilik olugturmayacagi belirlenmistir.
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4.4 Verbascum Lasianthum Boiss. ex Benth. Ekstraktlarinin A549 Hiicrelerinde

DNA Hasarma Etkisi

A549 hiicrelerinde VLietanot V€ VDaseton ekstraktlarmin  genotoksisiteye etkisini
belirleyebilmek icin komet testi ile DNA hasar1 diizeyleri belirlendi (Cizelge 4.4).
Veriler incelendiginde LDy dozunda VL etanot V€ VLaseton Uygulanan deney gruplarina ait

DNA hasar skorlarinin kontrol grubundan istatistiki diizeyde bir farki olmadig1 goriildii.

Cizelge 4.4 VLyetanol V€ VL ageron €kstraktlarinin A549 hiicrelerinde DNA hasarina etkisi.

Comet Skorlar

Deney Gruplan AU)
Kontrol 6,67+£2,31*
VL Methanol (LDy) 7,34+2.08 *
VL wmethanot (LDs0) 10,67+1,53 *°
VL aseton (LDo) 8,34+1,55*"
VL seton (LDs0) 12,00+3,46 °
P 0,071

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=5)

a,b,c: Aym siitunda farkli Gislii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak onemlidir
(p < 0,05). Kisaltmalar: VLyjetano; Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. metanol ekstrakti, VL ageton;
Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. aseton ekstrakti, LDy; Hiicerelerde herhangi bir sitotoksisiteye
neden olmayan doz, LDs; Hiicerelerin %50’sinin 6lmesine neden olan doz.

A549 hiicrelerine VLenol €kstraktt LDsy dozunda uygulandiginda ise kontrol grubuna
oranla DNA hasar1 diizeyleri artis gostersede bu artisin istatistiki diizeyde bir fark
olusturmadig1 goriildii. Bununla birlikte VL,ston ekstraktt AS549 hiicrelerine LDs
dozunda uygulandiginda DNA hasar1 diizeylerinin kontrol grubundan istatistiki diizeyde
farkli ve yiiksek oldugu belirlendi. Deney gruplarina ait hiicrelerin mikroskop
goriintiileri ile komet testinin degerlendirilmesinde kullanilan preperatlarin mikroskop

gorintiileri Sekil 4.5°te sunulmustur.
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Deney Htcrelere ait Comet testinde kullanilan
Gruplan mikroskop goriintiileri mikroskop goriintileri

Grup 1
Kontrol

Grup 2
VL LD M eranal

Grup 3 2
VLl D30 Metanal §

Grup 4
FLiLDD ) Aseron

Grup 5
FLLDE0 ) Aseton

Sekil 4.5 Deney gruplarina ait hiicre ve komet testi mikroskop goriintiileri.
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4.5 Verbascum Lasianthum Boiss. ex Benth. Ekstraktlarinin A549 Hiicrelerinde

Inflamasyona Etksisi

Sunulan calisma kapsaminda AS549 hiicrelerinde ve akcigerde inflamasyonun
gelismesinde etkili olabilecegi literatiirde gosterilmis olan TNF-a, IL-6, TGF-B1 ve
DEF-B2 diizeyleri hiicre lizatlarinda analiz edilmistir. Elde edilen analizler sonucunda
hiicre lizatlarinda IL-6 diizeyleri tespit edilememis, bunun iizerine analiz
tekrarlanmistir. Kullanilan ELISA yénteminde standart ve kontrol kuyucuklarinda
beklenen optik dansiteler olugsurken, numunelerin oldugu kuyucuklarda absorbanslarin,
blank kuyucuklarindan daha diisiik ¢ikmasi nedeniyle, numunelerde herhangi bir

konsantrasyonda IL-6 olmadigi ve bu nedenle tespit edilemedigi diisiiniilmektedir.

Analizi gergeklestirilen diger parametreler olan TNF-a, TGF-f1 ve DEF-B2 diizeyleri
Cizelge 4.5’te sunulmustur. Veriler incelendiginde kontrol grubu TNF-a, TGF-f1 ve
DEF-B2, diizeylerinin diger gruplara oranla istatistiki diizeyde farkli ve yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.5 VLyieunol V€ VL aqeron €kstraktlarinin A549 hiicrelerinde inflamasyona etkisi.

Gruplar TGF- Bl DEF-p2 TNF-a
(pg/mg-protein) (pg/mg-protein) (pg/mg-protein)

Kontrol 73,78 + 8,43° 96,27 + 24,75° 32,96 + 2,94°
VL 1ethanol (LDg) 21,30 + 8,06 27,36 +527° 11,56 £ 0,56"
VL 1ethanol (LDso) 13,76 + 1,08" 28,25 +1,72° 11,39 +£0,92*
VL 4seton (LDo) 21,12 +£5,06° 26,04 +4,57° 12,18 £0,42*
VL aseton (LDso) 14,80 +2,92° 26,00 + 527* 14,39+ 1,13°
P 0,000 0,000 0,000

* Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=5)

*b¢; Aym siitunda farkls iislii ifadeleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir

(p < 0,05). Kisaltmalar: TGF-B1;Tiimor grovth faktér-1B, TNF-o; Tiimor nekrozis faktor-a, DEF-B2; B-
Defensin 2, VLyewano; Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. metanol ekstrakti, VLgeon; Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. aseton ekstrakti, LD,; Hiicrelerde herhangi bir sitotoksisiteye neden olmayan
doz, LDs; Hiicrelerin %50°sinin 6lmesine neden olan doz.

A549 hiicrelerine farkli dozlarda VDLmetanol V€ VDaseton €kstraktlart uygulandiginda
uygulanan ekstrakt dozu arttikca TGF-B1 diizeylerinin diistiigli belirlendi. Baska bir
ifade ile LDy dozunda VLysetanol uygulanan deney grubuna ait TGF-B1 diizeyleri, LDs
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dozunda VLyfetanol Uygulanan deney grubuna gore daha yiiksektir. Benzer bir sekilde
LDy dozunda VL aseton uygulanan deney grubuna ait TGF-B1 diizeyleri de, LDsy dozunda
VLaseton Uygulanan deney grubuna gore daha yiiksektir. Yani AS549 hiicrelerine
uygulanan bitki ekstrakti dozu arttikga TGF-B1 diizeyleri azalmaktadir.

VD0Metanol V€ VDLaseton €kstraktlarinin A549 hiicrelerine LDy veya LDs, dozunda
uygulanmas1 sonrasinda DEF-B2 diizeylerini fazla degistirmedigi, baska bir ifade ile
farkli dozlarda VLpetanol V€ VDLaseton €kstraktlarinin kullanilmasinin DEF-B2 diizeyleri
tizerinde herhangi bir istatistiki farklilik (p<0,05) olusturmadigi belirlenmistir. TNF-o
diizeyleri incelendiginde ise LDy dozunda VL aseon Uygulanan deney grubuna ait TNF-a
diizeylerinin, LDsy dozunda VL aseton Uygulanan deney grubuna gore daha yiiksek kaldigi

gOriilmiistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Verbascum tiirleri bir ¢cok diinya iilkesinde mullein ¢igegi olarak bilinmekte olup tek
basina veya diger tibbi ve aromatik bitkilerle karistirilarak bitkisel ¢ay olarak
kullanilabilmektedir. Mukolitik etkileri nedeni ile ¢esitli hastaliklarda, 6zellikle de tist
solunum yollarin1 rahatlatmak amaciyla yurt diginda siklikla tercih edilen bir bitki
tiirlidiir. Amerika Birlesik DeVLetleri’nde kolaylikla marketlerde bile bulunabilen
kurutulmus Verbascum sp. yaprak ve ¢icekleri, yaglh ekstraktlari, alkollii tentiirleri (oral
olarak kullanilabilen veya caya, suya eklenerek, cilde ise siiriilerek kullanilabilen
bitkisel karisim), kapsiilleri basta solunum sistemi hastaliklarinda yatistirict olmak tizere

bir¢ok hastalikta tercih edilmektedir (Turker ve Gurel 2005, Luca vd. 2018 ).

Gilinlimiizde medikal kullanimi en yaygin olan ve batili {ilkelerin bir¢ogunda hazir
preparatlar1 (drog halinde) satilan bir Verbacum sp. tiirii olan Verbascum thapsusun
trichomoniasis adi verilen ve cinsel yollarla da bulasabilen bir hastaliga etkisi
arastirllmistir. Verbascum thapsusun bu hastaliga sebep olan tiny paraziti olarak bilinen
ve Trichomonas vaginalis olarak ifade edilen parazite karsi etkili oldugu ifade
edilmektedir (Kashan vd. 2015). Yine Verbascum thapsus ile in vitro (laboratuar
ortaminda) ve in vivo (canli organizma iizerinde) olarak planlanan baska bir arastirmada
da, Verbascum thapsusun ratlarda slimarinle olusturulan nefrotoksisite sonucu gelisen
lipid peroksidasyonu azalttigi, antioksidan madde (CAT, SOD, rediikte GSH)
diizeylerini 1se artirarak koruyucu rol oynayabilecegi belirtilmektedir. Bu etkinin
olusmasinda ise sahip oldugu antioksidan giiciin rol oynadigi ifade edilmektedir.
Nitekim ayni calismada yapilan in vitro ¢alismalar Verbascum thapsusun yapraklar
kullanilarak elde edilen metanolik ekstraktlarinda DPPH radikali ve NO siipiiriicii
etkisinin (DPPH radikali ve NO i¢in ICsy dozu yaklagik 80-160 pg/mL aras1) yiiksek
oldugunu gostermektedir (Pal vd. 2013). Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.
metanol ve aseton ekstraktlar ile yapilan ¢alismalada ise Verbascum lasianthum Boiss.
ex Benth’tin daha yiiksek dozlarda DPPH radikalini inaktive ettigi belirlenmistir
(Hazman vd. 2018).
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Verbascum sp. tlirlerinin ¢ogunun antimikrobiyal etkili oldugu bir ¢ok ¢alisma ile ortaya
konmustur. Bu c¢alismalardan birinde Verbascum georgicum benthamin metanol
ekstrakt1 kullanilarak 56 bakteri tiiriiyle yapilan arastirmada, bu tiiriin antimikrobiyal
etkili oldugu disk-diflizyon ve mikrodilisyon (MIC; Minimum Inhibitory
Concentration) yontemleri ile belirlenmistir (Sengiil vd. 2005). Solunum yolu
tizerindeki yatistirici etkileri nedeni ile kullanimu tercih edilen Verbascum phlomoidese
ait ekstraktlarda yapilan DPPH radikal siipiiriicii etkisi sonuglarina gore ECso (ICs)
degeri 7,09 mg/mL bulunmustur (Grigore vd. 2013). Verbascum lasianthum Boiss. ex
Benth. tiirii ile yapilan ¢aligmalar Hazman vd. (2018) ile Grigore vd. (2013) yaptiklari
calismadaki ~ Verbascum  phlomoidesin ~ DPPH  radikal siipiiriici  etkileri
karsilagtirldiginda birbirine yakin bir degerlerde oldugu goriilmektedir. Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth. tiirii ile yapilan calismalar DPPH radikalini inhibe etmede
aseton ekstraktinin ICsy degeri 17,07 mg/mL, metanol ekstraktinin ise 6,44 mg/mL
olarak belirlenmistir. Yani Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tliriiniin aseton
ekstraktinin radikal siipiiriicii etkisi daha yiliksek bulunmustur. Bu etkinin a-tokoferol
(24,29 mg/mL) ve BHT (23,58 mg/mL) gibi antioksidanlarin radikal siipiiriicii etkilerine
gore diisiik oldugu belirlenmistir. Analizi yapilan bitki ekstraklar ile antioksidanlarin
ICso degerlerine gore DPPH radikal siipiiriici aktiviteleri siralandiginda elde edilen
sonu¢ VLietanol > VLaseton > BHT > a-tokoferol seklinde oldugu belirtilmektedir Bagka
bir ifade ile Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tilirliniin metanolik ve aseton
ekstraktlarimin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri BHT ve a-tokoferole gore daha

yiiksek bulundugu ifade edilmektedir (Hazman vd. 2018).

Bu tiirlin medikal etkilerinin sahip oldugu yiiksek fenolik icerik ve sekonder
metabolitlerin ¢esitliliginden kaynaklandig:1 distiniilmektedir. Cogu Verbascum tiirii
fenolik igerik (feniletanoidler, flavonoidler, neolignan glikozitler, fenolik asitler gibi
fenoller) disinda iridoid bilesikleri (ajugol, aucubin, lasianthoside I, catalpol vb.),
saponinler gibi biyoaktif bilesenleri de yiiksek oranda igerebilmektedir (Kahraman vd.
2010, Luca vd. 2018). Verbascum tiirleri igerisinde Verbascum lasianthum Boiss. ex
Benth. ile ilgili bilesen tiirlerinin belirlendigi calismalar genellikle iridoid glikozitlerinin
tanimlanmast iizerinde yogunlastigi goriilmektedir. Akdemir vd. (2004a; 2004b)

yaptiklar1 ¢alismalarda Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. kokleri kullanilarak
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metanolik ekstrakti hazirlanmis ve icerdigi iridoid ve feniletanoid glukozit formlari
tanimlanmistir. Metanolik ekstraktlarda iridoid glikozit bilesigi olan catalpol tiirevi
bilesikler olan 6-O-(a-Lrhamnopyranosyl)-catalpol, verbascoside A, pulverulentoside,
buddlejoside As bilesikleri ile aucubin ve bir aucubin tiirevi bilesik olan unduloside III
bilesiklerinin oldugu ifade edilmektedir (Akdemir vd. 2004a). Yapilan baska bir
calismada da yine Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. koklerinden elde edilen
metanolik ekstraktlarda iridoid glikozitler olan 8-O-acethylharpagide, harpagoside ve 6-
O-vanilloylajugol bilesikleri ile feniletanoid glikozitleri olan verbascoside ve
poliumosid bilesikleri izole edilerek karakterize edilmistir (Akdemir vd. 2004b). Ayrica
Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. ¢icekleri kullanilarak elde edilen metanolik
ekstraktlarda da bilesen olarak iridoid glukozitlerin bulundugu belirtilmektedir. Yapilan
analizlerde  6-O-(4-O-trans-p-coumaroyl)-a-L-rhamnopyranosylaucubin, 6-O-(4-O-
trans-p-methoxycinnamoyl)-a-L-rhamnopyranosylaucubin, sinuatol, aucubin,
geniposidic acid, catalpol, ajugol, ilwensisaponin A irdoid glukozitlerinin izole edilerek
tanimlandig1 belirtilmektedir (Tatli vd. 2006). Buraya kadar sunulan literatiir
bilgilerinden anlasilacagi tizere Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriinden elde
edilen ekstraktlarin bilesen analizleri ile bitkinin genellikle igerdigi iridoid tiirevi
bilesikler tanimlanmustir. Literatiirde Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriinden
elde edilen ekstraktlarda fenolik bilesenlerin tiir ve miktar tanimlanmasi ile iliskili

herhangi bir caligsmaya rastlanilmamustir.

Bir bitki tiriiniin  antioksidan ozelliklerinin  olugsmasinda igerdigi biyoaktif
metabolitlerin tiirii ve miktar1 6nemli rol oynar. Antioksidan aktivitenin olusmasinda
etkili olan sekonder metabolitlerin basinda bitki tiiriiniin i¢erdigi fenolik asit miktar
gelmektedir.  Literatiirde Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiiriiniin aseton
ekstraktinin fenolik madde miktar1 (64,47 png GAE/mg bitki ekstraktl) metanol
ekstraktina (30,82 pg GAE/mg bitki ekstrakti) gore daha yiiksek oldugu ifade
edilmektedir (Hazman vd. 2018). Fakat Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiirii
metanol ve aseton ekstraktlarinin icerdigi bilesenlerle ilgili herhangi bir c¢aligmaya
literatiirde rastlanmamistir. Bu kapsamda sunulan tez ¢calismasinda LC-MS/MS sistemi
yardimiyla Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. ekstraktlarinda 53 standart bilesenin

varligt ve varsa da miktar1 belirlenmeye calisilmistir. Yapilan analizlerde VL,seton
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ekstraktinda 3 fenolik bilesenin, VL emnoi €kstraktinda ise 21 fitokimyasal bilesenin
varlig1 ve miktarlart belirlendi (Cizelge 4.1). VL ,ston ekstraktinda varligi belirlenen
bilesenler (quinik asit, kafeik asit ve o-kumarik asit) arasinda major (1 gram ekstrakta 1
mg’dan daha ¢ok olan) bilesen olan quinik asit miktarlarinin 2,614 mg analit/g-ekstrakt
oldugu goriildii. VLjewnoi €kstraktinda ise 6 fenolik major bilesen tiirii ve miktar
belirlendi. VLjewnoi €kstraktinda oldugu tespit edilen major bilesenler ve miktarlar
bliyiikten kiigiige sirasiyla; luteolin (9,431 mg analit/g-ekstrakt), rutin (2,623 mg
analit/g-ekstrakt), cyranoside (2,599 mg analit/g-ekstrakt), hesperidin (2,508 mg
analit/g-ekstrakt) quinik asit (2,368 mg analit/g-ekstrakt) ve fumarik asit (1,258 mg
analit/g-ekstrakt) seklinde siralanabilir. Ayrica VLpewnor ekstraktinda — diigiik
konsantrasyonlarda olsa da 15 fenolik bilesenin (p-kumarik asit, klorojenik asit,
apigenin, kafeik asit, vanilin, protokatesik asit, kozmosin, protokatesik aldehit,
quersetin, salisilik asit, o-kumarik asit, izoquersitrin, naringenin, kaempferol ve
hesperetin) tiirii ve miktarlart belirlenmistir. Bunlar arasinda quersetin, kafeik asit,

naringenin gibi ¢ok etkili antioksidan metabolitlerin de oldugu anlagilmistir.

Baz1 Verbascum tiirlerinin icerdigi zengin fenolik ve iridoid tiirevi bilesikler nedeniyle
genotoksik etkiler gosterebilecegi bu nedenle bazi kanser tiirlerinin tedavileri agisindan
yararli olabilecegi diisiiniilebilir. Fakat literatiirde Verbascum tiirlerinin antikanserojenik
etkileri ile ilgili smirli sayida c¢alisma yapildigi goriilmektedir. Diinyadaki Verbascum
cesitliliginin biiyiik bir ¢ogunlugunu barindirmakta olan Tiirkiye’de bu konuda yapilacak
aragtirmalar bu tiirlin fitoterapik etkinligini anlamamiza katki saglayabilir. Verbascum
tirleri ile yapilan c¢alismalarin birinde Verbascum ovalifolium tiriniin sitogenotoksik
etkileri arastirilmistir (Luca vd. 2018). S6z konusu arastirmada Verbascum ovalifolium un
metanolik ekstrakti ve franksiyonlarinin bilesenleri de analiz edilmis olup, ilgili verbascum

tiirtiniin 50’den fazla biyoaktif sekonder metabolit i¢erdigi belirlenmistir.

Malignant melanoma hiicreleri olan SK-MEL-2 hiicre hatt1 ve fibroblast hiicreleri olan
V79 hiicre hatt1i kullanilarak yapilan arastirmada, ham metanolik ekstraktin
sitotoksisitesinin sinirli da olsa yliksek dozlarda goriildiigii belirtilmektedir. Metanolik
ekstraktin farkli fraksiyonlarinin (hexzan, etil asetat, biitanol farksiyonlar1 gibi) ise

sitotoksisitelerinin daha fazla olabilecegi belirlenmistir (Luca vd. 2018).
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A549 hiicre hatt1 ile yapilan in-vitro bir aragtirmada bir Verbascum tiirii olan
Verbascum thapsus 'tan izole edilen bilesiklerin antikanserojenik etkileri arastirilmistir.
Elde edilen sonuglar ozellikle Verbascum thapsus’ta bulunan luteolin ve 3-O-
fucopyranosylsaikogenin F bilesiklerinin A549 hiicrelerinde hem antiproliferatif hemde
apoptotik etkili oldugunu gostermektedir (Zhao vd. 2011). Sunulan tez metninin
bulgular kismi tekrar incelenecek olursa VLjeno €kstraktinda en fazla miktarda oldugu
belirlenen fenolik bilesen luteolindir. Bu baglamda VLieanor €kstraktinin da A549
hiicrelerinde sitotoksik etkiler gdstermesi olasidir. Nitekim sunulan c¢alismada A549
hiicrelerine VLpnetanol V€ VDaseton €kstraktlart uygulandiginda hem VLieano hem de
VLaseton €kstraktlarinin sitotoksik etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 5.1). VLjetanol Ve
VLaseton €kstraktlarinin A549 hiicrelerindeki stotoksisite diizeyleri karsilastirildiginda ise
VLietanol €kstraktinin VL,geon €kstraktina oranla daha toksik oldugu goriilmiistiir. Cilinkii
A549 hiicreleri ig¢in VLpewnor ekstraktinin LDsy dozu 364,2 pg/mL iken VLgeton
ekstraktinin LDsy dozu 466,3 pg/mL konsantrasyonunda bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Sekil 5.1 A549 hiicrelerinde VL etanot V€ VLyseron €kstraktlarinin sitotoksisite diizeyleri.

Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. tiirline ait ekstraktlarin (VLetanol V€ VLaseton)
A549 hiicrelerinde gostermis oldugu sitotoksisitedeki lethal dozlarinin ¢ok yiiksek
olmamasi, pg/mL konsantrasyon diizeylerinde olmasi, bu bitki tiiriinlin antikanserojenik

etkilerini nasil olusturdugunu belirlemenin yararli olabilecegine isaret etmektedir. Bu
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baglamda sunulan tez calismasi ile VLpetanol V€ VDiaseton €kstraktlarna ait diisiik ve
yiiksek dozlarinin A549 hiicrelerinde oksidatif stres, inflamasyon ve DNA hasarina

etkileride arastirilarak, antikanserojenik etkileri agiklanmaya caligilmistir.

Bu baglamda A549 hiicrelerine VLietanol V€ VDiaseton ekstraktlart uygulandiginda
oksidatif stres diizeylerini diislirdiigli belirlenmistir (Cizelge 4.3). VLmetanol V€ VLaseton
ekstraktlarinin bu etkilerini ortamda bulunan oksidan molekiilleri etkisiz hale getirerek
(TOS diizeylerini diistirerek) gergeklestirdigi belirlenmistir.  VLetanot V€ VLaseton
ekstraktlarinin igeriginde bulunan antioksidan etkili fenolik bilesenlerin (quinik asit,
kafeik asit, kumarik asit, quersetin, hesperidin, luteolin vb.) varlig1 diisiiniiliirse (Cizelge
4.1) elde edilen sonu¢ olast goriinmektedir. Bu veriler VLpetanot V€ VLaseton
ekstraktlarinin A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesinin olugsmasinda oksidatif stresin rol
almadigin1 gostermektedir. Aksine A549 hiicre hattinin bir malign kanser hiicre hatti
oldugu ve kanserli doku/hiicrelerde oksidatif stresin belirli 0Slgiide yiikseldigi
diisiiniiliirse, VLmetanol V€ VLaseton €kstraktlart kanserin neden oldugu oksidatif stresi

azalttig1 sdylenebilir.

Verbascum tiirlerinin antioksidan etkilerinin yaninda antiinflamatuvar etkilerinin de
oldugu bilinmektedir. Grigore vd. (2013)’nin yaptig1 in-vitro ve in-vivo deney
modellerinde Verbascum phlomoidesin HUVEC hiicrelerinde TNF-a aracili ICAM-1
ekspresyonunu azaltarak inflamasyonu azaltirken, deney hayvanlarinda inflamasyona
etkisi olmadig1 belirlenmistir. Bu sonuglar Verbascum phlomoidesin yiiksek antioksidan
ve diisiik antiinflamatuvar etkinliginin sahip oldugu yiiksek polifenol iceriginden
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Ciinkii ilgili ¢calismada Verbascum phlomoidese
ait ekstaraktlarin % 4,18 oraninda polifenolleri igerdigi ifade edilmektedir. Bu fenoller
arasinda rosmarinik asit (14.93mg/g), kafeik asit (39.96mg/g), ferulik asit (29.61mg/g),
quersetin (17.29mg/g), aucubin (0.028mg/g) gibi bilesenlerin oldugu ifade edilmektedir
(Grigore vd. 2013). Benzer sekilde bagka bir verbascum tiirii olarak Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth.’inde antioksidan aktivitesinin ve fenolik igeriginin yiiksek

oldugu diisiiniiliirse antiinflamatuvar etkili olabilecegi de dngdriilebilir.
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Sunulan calismada yapilan laboratuar analizleri Verbascum lasianthum Boiss. ex
Benth.’in kanser hiicrelerinde inflamasyonu azalttigin1 gostermektedir. Bu kapsamda
yapilan analizlerde LDy ve LDsy dozlarinda A549 hiicrelerine uygulanan VLietanol Ve
VLaseton €kstraktlarmin - TNF-a, TGF-B1 ve DEF-B2 diizeylerini diisiirerek
antiinflamatuvar etkili oldugu goriildii. Bu verileri literatirde Verbascum lasianthum
Boiss. ex Benth. kullanilarak farkli deney modelleriyle yapilan arastirma sonuglar1 da

desteklemektedir.

Bu calismalardan birinde Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’in metanol ve sulu
ektraktlar1 ile metonolik ekstraktlardan izole edilen glikoterpenoid bilesiklerin
antiinflamatuvar ve antinosiseptif (doku hasar1 sonucu olusan agriyr giderici)
etkinliginin deney hayvanlar1 (fare) kullanilarak olusturulan deneysel bir modelde
arastirildigr belirtilmektedir (Kupeli vd. 2007). Ilgili arastirmada deney hayvanlarinda
deneysel olarak inflamasyon (carrageenan-induced hind paw edema model) ve doku
hasarma bagli agr1 (p-benzoquinone-induced writhing test) modelleri olusturularak
Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’in metanol ve sulu ekstraklarinin ve iridoid
glikozit yapidaki glikoterpenoid bilesenlerinin (aucubin, sinuatol, geniposidic asit,
catalpol, ajugol, ilwensisaponin A gibi) etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda
metanolik ekstraktin ve metanolik ekstraktan elde edilen iki iridoid glikozit (aucubin,
ilwensisaponin A) bilesiginin carrageenan-induced hind paw edema model ile
olusturulan inflamasyonu azaltirken, sulu ekstraktin diger metanolik ekstrakt
bilesenlerinin inflamasyonu azaltmada etkili olmadig1 ifade edilmektedir. p-
benzoquinone ile nosiseptif agr1 modeli olusturulan farelerde ise hem sulu ekstaraktin,
hem metanolik ekstraktin hem de metanolik ekstraktan elde edilen antiinflamatuvar
inhibe edebilecegi belirlenmistir (Kupeli vd. 2007). Bununla beraber 13 farkli verbascum
tiirliniin yara iyilesmesi (wound healing) iizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth.’in metanolik ekstraktinin yara iyilestirici etkisinin
kontrol grubuna oranla istatistiki fark olusturacak diizeyde olmadig: belirtilmektedir

(Stintar vd. 2010).

Verbascum tiirlerinin egzema ve diger antiinflamatuvar durumlarda yara iyilestirici

etkilerinin arastirildigl calismada deney hayvanlarinin (ratlarin) sirt kismindaki tiiyleri tras
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edildikten sonra, 5 cm boyunda 2 kesik olusturulmus ve kesikler 1 cm araliklarla dikis
atilarak kapatilmistir. Olusturulan farkli deney gruplarina yara iyilestirmede kullanilan
referans ilag (madecassol) ve arastirmada kullanilan 13 verbascum tiiriiniin metanolik
ekstrakti yara bolgesine siiriilerek 9 giin boyunca uygulanmig, 10.giin ratlar sakrafiye
edilmistir (Siintar vd. 2010). Ilgil calismada kullanilan 6 verbascum (Verbascum
olympicum, Verbascum stachydifolium, Verbascum Uschackense, Verbascum latisepalum,
Verbascum mucronatum, Verbascum pterocalycinum var. mutense) tlriiniin yara iyilestirici
etkinligi oldugu belirlenirken, Verbascum lasianthum Boiss. ex Benth. ‘inde dahil oldugu 7
verbascum tiirliniin (Verbascum chionophyllum, Verbascum cilicicum Boiss, Verbascum
dudleyanum, Verbascum lasianthum Boiss, Verbascum pycnostachyum, Verbascum
salviifolium Boiss, Verbascum splendidum Boiss.) yara iyilestirici etkisinin ¢ok az oldugu

belirtilmektedir (Siintar vd. 2010).

Inﬂamasyonla ilgili olusturulan in-vivo modellerden birinde VLpetanor ekstraktinin
antiinflamatuvar etkinliginin goézlenmesi Kupeli vd. (2007)’ye gore, digerinde ise
antiinflamatuvar etkiliginin gozlenmemesi Siintar vd. (2010)’a gore VLpetanol
ekstraktinin inflamasyonun olusamasina aracilik eden mediatorleri farkli sekillerde
etkileyebilecegine isaret etmektedir. Bu nedenle verbascum tiirlerinin antiinflamatuvar
etkileri incelenirken, in-vitro veya in-vivo modellemelerde genel inflamasyon sonucu
olusan semptomlara etkisiyle birlikte, inflamasyona aracilik eden mediatorler olan bazi
kemokin ve stokin diizeylerinin arastirilmasi da onerilebilir. Boylelikle Verbascum
lasianthum Boiss. ex Benth.’in hangi mediatorler aracilifiyla inflamasyonu
baskiladigi/baskilamadigr belirlenebilir. Bu baglamda sunulan ¢alismada inflamasyona
aracilik eden bazi proinflamatuvar stokin diizeyleri ve inflamatuvar yanita cevap olarak
akciger epitelyum hiicrelerinde {iretilen ve hiicrelerin savunmasinda gorev alan [-
Defensin-2 (DEFp2) diizeyleri analiz edilmistir. Bu kapsamda yapilan analizlerde daha
once de ifade edildigi iizere LDy ve LDsy dozlarinda A549 hiicrelerine uygulanan
VLinetanol V€ VLaseton €kstraktlarinin, kanser hiicrelerinin tabiati geregi A549 hiicrelerinde
zaten var olan diisiik dereceli kronik inflamasyonu TNF-a, TGF-B1 ve DEF-B2

diizeylerini diisiirerek azalttig1 belirlenmistir.

Literatiirde verbascum tiirleri ile yapilan ¢alismalar ve sunulan ¢aligmadan elde edilen

bulgular, verbascum tiirlerinin antioksidan, antiinflamatuvar, antimikrobiyal etkileri
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sayesinde hastaliklarin tedavisi sirasinda tek baslarina veya uygulanan tedavi
protokollerini takviye edici olarak tercih edilebilecegini gdstermektedir. Bununla
beraber yapilan bir calismada da belirtildigi tizere toprak kirliligi olan bolgelerde
yetisen verbascum tlrlerinin belirli miktarda agir metal igerebilecegi de goézardi
edilmemelidir (Hazman vd. 2018). Ciinkii literatirde verbascum tiirlerinin
fitoekstraksiyon ve fitostabilisasyon edici 6zelliklerinin olmasi nedeni ile agir metalleri
topraktan alarak daha az zararli hale getirdigi i¢in toprak kirliligini azaltmak amaciyla
kullanim potansiyelleri oldugu belirtilmektedir (Cudi¢ vd. 2016, Morina vd. 2016). Bu
nedenle tedavi edici etkileri nedeni ile kullanilmasi diisiiniilen verbascum tiirlerinin,
toprak kirliligi goriilmeyen veya organik tarim yapilan bolgelerden tedarik edilmesi
gerekmektedir. Bu baglamda yol kenarlarinda veya yerlesim alanlarmma yakin olan
bolgelerde yetisen verbascum tiirlerinin toplanarak cesitli amaclarla kullanilmamasi

gerektigi ilgililere ve yore halklarina duyurulmasi onerilebilir.

Sonug olarak, diinyada yaklasik olarak 360 tiirle temsil edilen ve hastaliklara olan
etkileri nedeni ile ekonomik degeri her gecen gilin artan Verbascum sp tiirlerinin
etkilerinin aydinlatilmasi iilkemizde inovatif {iriinlerin olusturulabilmesi i¢in énemlidir.
Ciinkii diinyada bulunan Verbascum tiirlerinin biiyiikk bir g¢ogunlugu iilkemizde
yetismektedir. Tiirkiye’de yetisen 246 farkli Verbascum tiirliniin 195 tanesi endemik,
129 tanesi hibrit tiir olup, endemizim oran1 %80 olarak ifade edilmektedir (Aytag ve
Duman 2012, Giiner vd. 2012). Bu tiirlerin ¢ogunun birincil asama g¢aligmalar1 bile
heniiz yapilmamistir. Bu tiirlerden etkileri heniiz analiz edilmemis olan tiirlerin
belirlenerek etkileri arastirilmalidir. Ancak boylelikle klinik olarak etkili olabilecek
tiirler belirlenerek, bir¢ok diinya iilkesinde oldugu gibi iiriine doniistiirme c¢alismalarina
baslanabilir. Unutulmamalidir ki alternatif tip {iriinii olarak gelistirilen iiriinlerin diinya

ilag sanayisi i¢indeki pay1 her gecen giin artmaktadir.
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