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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERINDE ANKAFERD
HEMOSTATIN ANTIPROLIFERATIF ETKiLERININ ARASTIRILMASI

Zeliha KARADAG

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman : Do¢. Dr. Mehmet R. TOPCUL

Bu tez ¢alismasinda kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri lizerine hemostatik ajan olan
Ankaferd hemostat’in antiproliferatif etkileri tespit edilmistir. Bu amagla deneyde normal
akciger hiicresi BEAS-2B hiicre hatt1 ile kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri A549 hiicre hatti
kullanilmistir. Deneylerde hiicre kinetigi parametreleri olarak hiicre canliligi, xCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz sisteminden elde edilen hiicre indeksi, mitotik indeksi, BrdU

isaretlenme indeksi ve kaspaz aktivitesi degerlendirilmistir.

Deneylerde her iki hiicre hatti i¢in 1pl/ml, 2ul/ml ve 4ul/ml ABS konsantrasyonlar

kullanilmistir. 1pl/ml Ankaferd Hemostat konsantrasyonu ICso dozu olarak belirlenmistir.

ABS’nin kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri hiicreleri lizerinde meydana getirdigi antiproliferatif
etkilerin arastirildigi bu ¢alismadan elde edilen sonuglar ABS’ nin A549 hiicre hattinda hiicre
canliligi, hiicre indeksi, mitotik indeks ve BrdU isaretlenme indeksi parametrelerinde anlamli

bir diisiise neden olurken kaspaz aktivitesinde anlamli bir yiikselise neden oldugu gosterilmistir.
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64 sayfa.

Anahtar kelimeler: Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri, A549, BEAS-2B, Ankaferd
Hemostat
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF
ANKAFERD HEMOSTAT ON NON-SMALL CELL LUNG CANCER

Zeliha KARADAG
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Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Mehmet R. TOPCUL

In this thesis study, the antiproliferative effects of Ankaferd hemostat, which is a hemostatic
agent on non-small cell lung cancer cells, were determined. For this purpose, normal lung cell
BEAS-2B cell line and non-small cell lung cancer A549 cell line were used in the experiment.
Cell viability, cell index obtained from xCELLigence real-time cell analysis system, mitotic
index, BrdU labeling index and caspase activity were evaluated as cell kinetic parameters in the

experiments.

ABS concentrations of 1ul/ml, 2ul/ml and 4ul/ml were used for both cell lines in the

experiments. 1pl/ml Ankaferd Hemostat concentration was determined as ICsp dose.

The results obtained from this study, which investigated the antiproliferative effects of ABS on

non-small cell lung cancer cells, has been shown caused a significant decrease in cell viability,

xii



cell index, mitotic index and BrdU labeling index parameters, while ABS caused a significant
increase in caspase activity in A549 cell line.

June 2022, 64 pages.

Keywords: Non-small cell lung cancer, A549, BEAS-2B, Ankaferd Hemostat
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1. GIRIS

Kanser, yasam1 boyunca belirli sayida bdliinme kapasitesine sahip bir hiicrenin kontrolsiiz bir
sekilde biiylimesi ve bu hiicrelerin anormal bir bi¢gimde farklilasarak tiimoral kitleler
olusturmasidir (Akkog¢ ve Toplu, 2016). Kanser hiicreleri biiylime 6zellikleri bozulmus olup
klonal yayilim gostermektedirler (Futreal ve dig., 2001). 20. yiizyiln en korkulan
hastaliklarindan biri olan kanser, onkolojide uygulanan yeni tan1 ve tedavi yontemlerine ragmen
giiniimiiz 21. yiizyilda kanser insidansi siirekli artmakta ve bu durum hastaligin diinya ¢apinda

onemli bir halk saglig1 sorunu haline getirmektedir (Siegel ve dig., 2015).

Uluslararasi1 Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC) GLOBOCAN 2020 yili kanser istatistiklerine
gore 19,3 milyon yeni kanser vakasi (melanom disi cilt kanseri hari¢ 18,1 milyon) tespit
edilmistir. Kanser nedeniyle yaklasik 10,0 milyon kanser vakali (melanom dis1 cilt kanseri hari¢
9,9 milyon) 6liimler meydana gelmistir. Bu yilin verilerine gére 2,26 milyon (%11,7) veriyle
kadin meme kanseri diinya ¢apinda en sik goriilen kanser tiirii olup; 2,21 milyon (%11,4) vaka
sayistyla akciger kanseri ikinci en sik teshis edilen kanser tiirii olarak bu siralamada yerini
almistir. Istatiklere gore Kolorektal (%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri bu
oranlarda akciger kanserini izlemistir. Ancak en ¢ok mortalite orani1 olarak akciger kanseri,
tahmini 1,8 milyon 6liimle (%]18) kanser 6liimlerinin 6nde geleni olmay1 stirdiirmistiir (Ferlay,
vd., 2021). Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), farkli tipteki akciger kanserleri
icerisinde %80°lik bir dilimi olusturmaktadir (Giiltekin ve dig., 2008).

Kanserin tiiriine ve hangi asamada olduguna bagli olarak bir¢ok kanser tedavi yontemi vardir.
Kanser tedavileri arasinda kemoterapi, cerrahi, radyasyon tedavisi, hormonal tedavi,
immiinoterapi gibi tedavi yontemleri bulunur ve kanser tanisi konulan bu hastalara hastalik
durumuna gore bir ya da birkagi tedavide kullanilir. Fakat bu tedavi yontemlerinin de zorluklari

ve toksik etkilerinin oldugu bilinmesi gerekir (Kizilci, 1999).

Gilinlimiiz kanser tedavilerinde en ¢ok tercih edilen ve sadece hastalarin yasamlarini uzatan

tedavi yontemi kemoterapi ve radyoterapidir (Ozverel ve dig., 2017).

Kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi prosediirlerinin saglikli dokular iizerinde bir¢ok olumsuz

yan etkileri vardir (Wang ve dig., 2018). Bazi kemoterapétik ilaglarin viicudun bagigiklik



sisteminde onemli gorev ifa eden lenfosit ve miyeloid hiicreleri iizerinde sitotoksik etkileri

oldugu goriilmiistiir (Nowak ve dig., 2006).

Kanser tedavisinde kullanilan bir diger yontem ise radyoterapidir. Bu tedavi sirasinda kanserli
bolgeye verilen radyasyonun o bolgede bulunan saglam dokularinda radyasyonun etki alanina
girdigi icin hiicreleri yapisal ve morfolojik olarak olumsuz etkilemektedir. Bunun yani sira
insan sagliginin dengeli bir sekilde devam ettirilmesini saglayan iz element dengesini
bozmaktadir (Cavusoglu ve dig., 2008). Radyoterapi tedavisi goren hastalarin bir¢ogunda
yorgunluk, kusma ve bulant1 goriilmekte olup hastalari fizyolojik ve psikolojik olarak olumsuz
etkilemesine bagli olarak yasam kalitesini diisiirmektedir (Unsal ve dig., 2006). Diinyada en
cok tercih edilen bu tedavi yontemleri, sadece kanserli hiicreyi hedef almamakla birlikte saglikli
hiicreler tizerinde sitotoksik etkilerinin olmasi, bitkisel i¢erikli, toksik olmayan ilaglarin kanser
tedavisinde kullanilmas1 gerektigi konusunda yeni tedavi edici dogal igerikli ajanlarin iizerinde

durulmasi hususunda 6nem arz etmektedir.

Ankaferd hemostat, kirmizi kan hiicresi fibrinojen etkilesimlerini igeren ilk topikal hemostatik
ajan olup Thymus vulgaris, Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum ve Urtica

dioica bitkilerinin standartlagtirilmig bir karigimini icermektedir (Albayrak ve dig., 2008).

Ankaferd Hemostatin toksisite ¢alismalart yapilmistir. HPLC kullanilarak mikotoksin tespit
analizlerinde Ankaferd Hemostatin mikotoksin icermedigi ortaya ¢ikmistir. Yapilan kantitatif
analiz ¢aligmalarinda Ankaferd hemostat numunesinde Pb, Cd, Hg ve As agir metallerinin
olmadig1 ve kromotografik analizlerde ise pestisit icermedigi tespit edilmistir. ABS 6rnegindeki
dioksin analizleri, ABS'min toksik yapilar igermedigini gostermistir. BOylece mevcut
toksikolojik sonuglar ABS'nin giivenilir bir terapdtik ajan olarak kullanilabilecegini

gostermistir. (Koluman ve dig., 2016).

Bu tez ¢alismasinda, hemostatik bir ajan olan Ankaferd Hemostat’in kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri modeli olarak A549 hiicre soyu lizerinde antiproliferatif etkileri incelenecektir. A549
hiicre soyunun se¢ilmesindeki amac ise Ankaferd Hemostat’in bu hiicre hatti {izerinde
antiproliferatif etkilerine dair yapilan literatiir ¢alismalarinda herhangi bir bilgiye

rastlanilmamasidir.



Bu c¢alisma kapsaminda, Ankaferd hemostat’a maruz birakilan A549 hiicrelerinin hiicre

kinetigindeki degisim parametreleri degerlendirilerek antikanser 6zellikleri arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 KANSERIN TARTHCESI

Kot huylu olarak bilinen tiimérlerle ilgili tanimlara ilk olarak Misir papiriisleri, eski hint

yazmalar1 ve Babil’in ¢ivi yazili tabletlerinde goriilmektedir (Sigerist, 1960).

MO 3000 yillarinda yazilmis olan Edwin Smith Papiriisiinde hastaliklarin ve kanserin en eski
yazili tanim1 olan meme kanseri hakkinda bilgi verilmistir. Yazara gore sigskin olan tliimdriin
ciddi bir hastalik oldugu ve tedavisinin olmadig1 sonucuna varmistir. MO. 1500 tarihlenen
Ebers Papirusunda ise yumusak doku tiimorii, yag tiimorii i¢in ilk referansi igerir ki bunun yani

sira cilt, rahim, mide ve rektum kanserlerine atifta bulunur (Hajdu, 2011).

MO 15. yiizyilda yazilmis olan Ebers Papiiriisiinde tiimérler icin tas gibi sert nasir seklinde
damar timoriinin cerrahi yontemlerle tedavisinin miimkiin olabilecegi yazilmaktadir
(Hayirhdag, 2021). Misirhilar, timorleri ve kanserleri koter, bigak ve tuzlarla tedavi etmeye
calismislardir. 19. yiizyila kadar “Misir merhemi” olarak kullanilan arsenik macunu kanser

tedavisinde kullanilmistir (Hajdu, 2004).

Ayni dénemde Siimerler, Cinliler, Hintliler, Persler ve Ibraniler, ¢cay, meyve sulari, incir ve
haslanmig lahana gibi bitkisel ilaglar kanser tedavisi i¢in kullanirken daha ciddi durumlarda ise

soliisyon ve demir macunlarini (bakir, kiikiirt ve civa) kullanmigtir (Castiglioni, 1931).

Hipokrat (M.O. 460-375) ve calisma arkadaslari kanserin dogal nedenlerle basladigim
diisiinmiislerdir ve 6zellikle yashilikta kan, mukus, safra ve diger viicut salgilarinin fazlalig
veya yoksunlugunun kansere neden olabilecegini rasyonalize etmislerdir. Kanserli biiylimeler
Hipokrat'a hareketli bir yengeci hatirlattidi icin iilser olusturan ve iilser olusturmayan tiimorlere
“karkinos” ya da “karkinoma” olarak isimlendirerek tipta yeni devri baslatmistir (Karpozilos

ve Pavlidis, 2004).

Sert kanser uru veya sert timor, karsinom ve kanserden ayrilmistir ve belirsiz malign
potansiyeli olan bir tiimor olarak listelemistir. Hipokrat, anorektal kondilomlar1 ve polipleri
tanimlamistir ve lezyonun kolonda daha yiiksek olup olmadigini incelemek i¢in bir spekulum

kullanmistir. Bunun yani sira meme kanseri ve kanli akintili rahim agzi kanserinin dldiiriicti



tiimorler olarak gormiis ve sadece palyatif tedavi uygulamistir. Hipokrat, yiizeysel ve derin
karsinomlarin ve kanserin birbirinden farkli olgu oldugu ve bunun i¢inde farkl sekilde tedavi
edilmesi gerektigini vurgulamistir. Yiizeysel lezyonlar, losyon ya da koter ile tedavisi miimkiin
oldugunu sdylemistir. Derin tiimdrlerin ise bigak kullanarak cerrahi islem yapilmasi ya da

tedavi edilemeyecegini 6ne siirmiistiir (Castiglioni, 1931).

Hipokrat, digerlerinin yani sira, farenksteki bir kanseri basarili bir sekilde daglayarak
uyguladigi tedaviden de s6z eder (Retief ve Cilliers, 2001). Bu bilim insanina gore kanserin
¢izdigi klinik tablosu (tipik lenfatik yayilma) oldukca agiklayicidir: hasta aci ¢eker, istahini
kaybeder, agizda ac1 bir tat gelistirir, kafas1 karisir ve zayiflar (Retsas, 1986).

Hipokrattan sonra iinlii bilim adami Aulus Cornelius Celsus (MO 25-MS 50) kanseri,
cevresindeki yapilara penceleriyle yapisan bir yengece benzeterek, Hipokrat gelenegini
stirdlirmiistlir ve latince “crab” olarak kullanilan ifadenin yerine yunanca “cancer” terimini
kullanarak tip literatiiriine bu terminolojiyi sunmustur (Karpozilos ve Pavlidis, 2004; Hajdu,
2011).

Aulus Cornelius Celsus, karsinom esas olarak viicudun iist kisimlarda, yiiz bolgelerinde,
burunda, kulakta, dudaklarda ve kadin memelerinde kendini gosterdigini sOylemistir. Celsus’a
incelemelerine gore etkilenen yerin ¢evresinde, hareketsiz kalan, esit olmayan sekilde sismis,
hatta bazen tikanmig bir tlir keskin agri hissedilir. Proksimal damarlar siskin oldugunu

belirtmistir (Karamanou ve dig., 2009).

Celsus, De Medicina adl1 eserinde yiizeysel kanserin ¢esitlerini tanimlamis olup mide, kolon,
karaciger ve dalak gibi i¢ organ ve parankimal organlarin kanserlerinden de bahsetmistir
(Hajdu, 2011). Kanser icin erken ve agresif cerrahi tedavi yontemi Onerirken yiizeysel
karsinomlar i¢in topikal haslanmis lahana, tuzlu bal ve yumurta aki karisimi ile tedavi
edilmesini 6ne siirmiistiir. ilerlemis meme kanserlerinin kolda sislik olsun ya da olmasim koltuk
altinda tekrarlama egilimi oldugunu ve uzak organlara yayilarak 6liime neden olabilecegini

iddia etmistir (Hajdu, 2005; Castiglioni, 1931).



Tim dinyanin yani sira Romalilarin da kanser hakkindaki diisiinceleri, Roma'da hekimlik
yapan Yunanistanli Claudius Galen'in (M.S. 130-200) dikkatini ¢ekmis ve bu alanda
arastirmalar yapnustir (Hajdu, 2004; Castiglioni, 1993). Unlii doktor Galen, sisme anlamini
karsilayan “oncos” teriminin ortaya ¢ikmasini saglamistir (Karpozilos ve Pavlidis, 2004). Galen
tiimorleri, dogas1 geregi tiimorler (hamilelik doneminde uterisin gelisimi, ergenlik doneminde
gogiisler), dogayi asan tiimorler (hipertrofi) ve dogaya karsi tiimérler (hiimoral tiimérler) olmak
lizere li¢ sinifta incelemistir.

Galen, sert kanser urunu (skir) dogaya aykiri olarak tanimlar. Karsinom iilserasyona doniigerek
sert, hissiz ve agrili bir hal alir. Galen’e gore sert olmayan kanser uru (skir) tamamen hissiz
degildir, ancak hissizlesen tiimorlerin tedavisi miimkiin degildir. Daha az duyarl sert kanser
urunu (skir) tedavi edilebilir, ancak kolay iyilesmez (Karamanou ve dig., 2009).

Galen’in humoral patoloji teorisine gore tiimor olusumu kara safrayla birebir ilgisi oldugu

yoniindedir (Bettmann, 1956; Sigerist, 1960).

Kalin siyah safranin iilserli ve tedavi edilemez kansere neden olduguna, ince sar1 safranin ise
ilserli olmayan ve tedavi edilebilir kanserden sorumlu oldugunu diisiinmiistiir. Bu nedenle ve
kara safra birikimini azaltmak i¢in purgatiflerle tedavi edilmesi gerektigini savunmustur

(Hajdu, 1979; Castiglioni, 1931).

Galen’e gore; tiimor proliferasyonu, safra yiiklii damarlar tarafindan yapilir ve timor yayilimi
gerceklesir. Timorii cerrahi olarak ¢ikarilmasi gerektigi, yarayr da kandan temizlememiz ve
demiri 1sitarak o ¢ikarilan kismi daglamamiz gerektigini sdylemistir. Kanserin neden oldugu

agrilara kars1 hashag kokii inflizyonu kullanilmasi gerektigini vurgulamistir (Thorwald, 1962).

Mikroskobik anatominin kurucusu olan italyan hekim Marcello Malpighi (1628-1694) kanser
tizerine ilk olarak bilimsel mikroskobik inceleme yapmistir (Bettmann, 1956). Patolojik
anatominin babasi olarak bilinen Morgagni ise giinlimiizde var olan bir¢cok kanser tiirlinii

bularak primer tiimérleri ve sekonder timorlerin ayirimint yapmistir (Yener, 1973).
2.2 KANSER

Kanser, bir organ veya dokuda bulunan hiicrelerin anormal sekilde farklilasmasi ve belirli bir
sayida boliinme yetenegine sahip hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan yikici

bir hastalik grubudur (Ayla ve dig., 2013).



Kanser hiicreleri hiicre boliinmesinin fizyolojik kurallarini hige sayarak kontrolsiiz bir sekilde
cogalir ve g¢evresindeki dokulara metastaz yapar. Kansere bagli oliimlerin %901 kanser
hiicrelerinin metastaz denilen diger dokulara yayilmasindan kaynaklanmaktadir (Abbas ve

Rehman, 2018).
2.2.1 Tiimor Biyolojisi

Hiicre bdliinmesi, biiylime faktorlerinden bagimsiz olarak biiytlidiigiinde, bir dizi adimi igeren
tiimorleri olusturur. Ik asamada, kontrolsiiz hiicre boliinmesi nedeniyle hiperplazi olarak
bilinen biiyilik bir hiicre kiitlesi olusur. Bunu hiicre biiyiimesine anormalliklerin eslik ettigi
displazi takip eder. Bir sonraki agsamada bu atipik hiicreler dokunun sinirli bir alanina yayilmaya
basladiklarinda orijinal islevlerini kaybederek ek degisiklikler meydana gelir. Bu asama
anaplazi olarak adlandirilir ve bu asamada tiimor invaziv degildir. Bu asamadaki tiimorlere
Benign (iyi huylu, selim) tiimér olarak isimlendirilir. ileri evrede tiimor hiicreleri metastaz
yapma yetenegi kazanir. Yani kan dolasimi yoluyla ¢evresindeki veya uzagindaki doku ve
organlara yayillim gosterir. Bu asamadaki tiimore malign denilir ve tedavisi ¢ok zordur

(DeBerardinis vd., 2008).

Tim normal dokular, her hiicreye besin ve oksijen saglamak i¢in yeterince kilcal damarlarla
beslenir. Benzer sekilde, biiyiime ilerledikge tiimorler, anjiyogenez adi verilen bir siirecte yeni
kan damarlar1 olustururlar, boylece besinler, normal kan damarlarina erisimi olan timor

kiitlesinin merkezinde bulunan hiicrelere ulasir (Carmeliet ve Jain, 2011).
2.2.2 Tiimérlerin Simiflandirilmasi

2.2.2.1 Titmorler Koken Aldiklar: Hiicre Tipine Gore Siniflandirimast
Tiimdrler, koken aldiklar hiicre tipine gore isimlendirilirler.

* Degisen epitel hiicrelerinden kaynaklanan karsinomlar, tiim kanser tiirleri i¢inde en yiiksek

orani olustururlar.
* Sarkomlar; kemik, kas, yag ve bag dokusundaki kanser anormalliklerini ifade eder.
+ Kanserli beyaz kan hiicrelerinden kaynaklanan losemi.

* Lenfatik sistem veya kemik iliginden (BM) tiiretilen hiicrelerin malignitesi olan lenfoma.



* Miyelomlar, antikorlar1 sentezleyen belirli beyaz kan hiicrelerinin kanserlerini gosterir

(DeBerardinis ve dig., 2008).
2.2.2.2 Dereceye gore siniflandirma
Derece 1: Bu, hafif anormallige sahip iyi differansiye hiicreleri igerir.

Derece 2: Bu hiicreler orta derecede farklilasmis olup derece 1°de ki tlimdrlere gore biraz daha

anormal yapidadir.

Derece 3: Hiicreler yanlis farklilagmis olup mutasyona ugramis kromozomlara sahiptir.
Anormal yapiya sahip olup cevresindeki hiicreleri etkiler ve kana girebilecek bazi zararl

kimyasallar {iretir.
Derece 4: Olgunlasmamus, ilkel ve farklilagsmamas hiicrelerdir (Abbas ve Rehman, 2018).
2.2.3 Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri

Kanserlerin biiyiimesine “olanak saglayan 6zellikler” ayirt edici 6zellikleri vardir.



¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
stirdiiriilmesi kagma

enerji bagisiklik
metabolizmasini sisteminden
degistirme kagma

hiicresel
olumstzligiin
etkinlestirilmesi

hiicresel
oliime
direng

genetik kanserlesmeyi
kararsizlik ve destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.1: Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011; Hanahan ve Weinberg 2000).

Proliferatif Sinyallesmeyi Siirdiirmek: Kanser hiicrelerinin en temel 6zelligi, kronik
cogalmay1 siirdiirme yeteneklerini igerir. Saglikli hiicrelerde, hiicre biiylime ve boliinme
stirecleri boyunca biiyiimeyi tesvik eden sinyallerin liretimini ve salinimi siki bir sekilde kontrol
edilmektedir. Bundan dolay1 saglikli hiicreler kontrollii ve zamanla sinirli bir hiicre boliinmesi,
biiylimesi ve 6liimii dongiisiine sahiptir. Saglikli dokuda, "biiyiime faktorleri" adi verilen bazi
sinyal proteinleri hiicre ¢ogalmasini diizenler. Biiylime faktorleri, tiim hiicrelerin dis sinirim
olusturan plazma zarinin yiizeyinde bulunan reseptor proteinlerine baglanarak ¢alisir. Farkl
hiicre tipleri, farkli plazma membran reseptorlerine sahiptir ve bu nedenle farkli biiyiime

faktorlerine yanit verir.

Bir biiyiime faktorii reseptoriine baglandiginda, cok adimli bir siireci baslatir; proteinler, hiicre
biiylimesini ve boliinmesini uyaran molekiiler degisiklikleri tetikleyen sinyalleri iletir. Normal

hiicrelerde bu biiyiime diizenlidir.

Kanserde ise bu durum farklidir. Biiylime faktorlerinden gelen sinyaller diizensizlesir ve kanser

hiicreleri kendi ¢ogalmalarini uyaran molekiiller tiretir. Boylece kanser hiicresi siirekli ¢ogalir.
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Biiyiime baskilayicilardan kacinmak: "Tiimor baskilayicilar" olarak siniflandirilan bir¢ok
gen (TP53, Rb, APC, CD95 gibi), hiicrelerin ¢ogalmasini 6nlemek veya engellemek i¢in caligir

Islevleri bakimindan biiyiime faktorlerinin tersi fonksiyona sahiptirler.

Ancak kanser hiicreleri, bu tiimor baskilayici genlerden kagar veya onlart etkisiz hale getirerek

kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye devam etmelerine izin verir.

Hiicre 6liimiine direnmek: Tiimor biiyiimesi, sadece hiicre proliferasyon hizindan degil, ayni
zamanda hiicre 6liim oranindan da etkilenir. Saglikli hiicreler, “desteklenmis intihar” veya
programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz adi verilen) i¢in dogustan gelen bir yetenege sahiptir.
Hiicreler anormal davranmaya baslarsa, hiicrelerin 6lmesine neden olan sinyaller génderilir. Bu
nedenle apoptoz, viicudun kansere karsi dogal savunma mekanizmasidir. Tipik olarak,
radyasyon, travma veya oksidatif hasardan zarar goren hiicreler, genellikle kansere yol agan
DNA mutasyonlarina neden olur ve dnceden apoptozu baslatir. Ancak kanser hiicreleri bu
koruyucu mekanizmay1 sinirlar veya bazen tamamen gegersiz kilar(Hanahan ve Weinberg

2011; Hanahan ve Weinberg 2000).
Simirsiz Cogalma Potansiyeli (Kontrolsiiz Replikasyon):

Normal hiicrelerde, kromozomlarin uglarinda bulunan telomerik DNA, her hiicre boliinmesiyle
birlikte, yaslanmay1 aktive ederek kisalir, boylece hiicre bolinmeyi durdurur (Hanahan ve
Weinberg 2011; Greenberg, 2005). Kanser hiicreleri, telomerlerin uzunlugunu artirmak igin
telomeraz adi verilen bir enzimi indiikleyerek telomer uzunlugunu kritik bir esigin {izerinde
tutarak siiresiz olarak boliinme yetenegine sahip olmuslardir (Hanahan ve Weinberg 2011;
Hanahan ve Weinberg 2000).

Tiimor destekli inflamasyon: Bagisiklik sistemi kanser hiicrelerini kontrol altina almaya

calisirken, kanser hiicrelerinin biiyiimesini saglayan inflamatuar yanitlar1 da artirabilir.

Bagisiklik sistemimizdeki hiicreler, tiimorleri "1yilesmeyen yaralar" olarak yanlis teshis edebilir
ve istemeden onlarin hayatta kalmasina, kendilerini onarmasina ve daha agresif bir sekilde

biliylimesine yardimci olabilir.
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Genom kararsizligi ve mutasyon: Kanser hiicreleri, DNA'mizda kodlanan programi bozarak
genomik bitlinliigiinii kaybeder. Kanser hiicrelerinde, normalde DNA'mizi bozulmaktan

koruyan 6nemli proteinler yeniden diizenlenir ve hasar goriir.

Kanser hiicreleri mutasyon oranlarini artirdik¢a, viicudun saglam bir genomunu korumak i¢in
sisteminden kagarlar. Genomik kararsizlik, bir¢ok kanser hiicresinin dogal bir pargasidir. Bu
kararsizlik, sadece tiimorler arasinda degil, ayn1 zamanda tek bir timér iginde de muazzam

heterojenlige yol acar (Hanahan ve Weinberg 2011; Hanahan ve Weinberg 2000).

Anjiyogenezi tetiklemek: Kanser hiicreleri, besin, oksijen saglamak ve atik {rlinleri
uzaklastirmak i¢in 'anjiyojenik anahtar’' aktive ederek yeni damar sisteminin iiretimini
diizenleme becerisi kazanir. Bunu yaparken, kan damar iiretimini engelleyen faktorlerin
liretimini azaltarak ve kan damar1 olusumunu tesvik eden faktorlerin iiretimini artirarak kan
damarlari olusturabilen, timorde bulunan saglikli hiicreleri de kontrol ederek lokalize bir timor
hiicresi kitlesi istilaci ve metastatik hale gelir (Bergers ve Benjamin, 2003; Hanahan ve
Weinberg 2011).

invazyon ve metastazin aktive etmek: Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore en 6nemli
ayirt edici 6zelligi ¢evre doku ve organlar istila ederek yayilim gostermeleridir. Bu yayilim
sonucunda kanser hiicresi, normal doku ve organlarin islevini bozar. Bu durumda kanser

hasliginin tedavisini oldukga zorlastirir Hanahan ve Weinberg 2011; Van Zijl ve dig., 2011).

Enerji metabolizmasim degistirme: Hiicreler, besinleri emilimi, ¢evrelerindeki degisikliklere
tepki vermek ve sabit bir i¢ ortam1 (homeostaz) siirdiirmek gibi islevleri yerine getirmek icin
enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Kanser hiicreleri ise normal hiicrelere gore ¢cok hizli proliferasyon
yaptiklar i¢in daha fazla enerjiye ihtiyaclart vardir. Bunun i¢in ¢ogu kanser hiicresi enerji
iiretmek icin alternatif metabolik yollar kullanir. Kanser hiicresi glikozu ¢ok az ATP iiretmesine
karsilik aeorobik ortamda laktata cevirerek artmis glikoz alim1 sayesinde enerji tiretimi ¢ok hizli
yapmaktadir ve kanser hiicrelerinin bu 6zelligi "Warburg Etkisi" olarak adlandirilmaktadir

(Kisagam ve Temizer 2019; Hanahan ve Weinberg 2011).
Bagisiklik sisteminden kacinmak:

Genellikle, viicudun "siirekli tetikte" olan bagisiklik sistemi, kanserli timorlere doniismeden

once anormal ve hasarli hiicreleri arar ve yok eder.
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Ancak, kanser hiicreleri, onlari ortadan kaldirmak icin gonderilen bagisiklik sisteminin
bilesenlerinden kagmak ve onlar1 devre dis1 birakmak i¢in adapte olabilir. Kanser hiicreleri,
interlokin-33 kaybi yoluyla viicudun bagisiklik sistemi ile etkilesimi Onleyebilmektedir

(Hanahan ve Weinberg, 2011; Hanahan ve Weinberg, 2000).
2.3 AKCIGER ANATOMISI

Akcigerler gogiis bosluguna uzanan, nefes alip verdik¢e genisleyen ve biiziilen, kaburgalarin
cevreledigi kafesin i¢inde bulunan parlak, pembe ve siingerimsi yapida olan bir ¢ift solunum

organidir (Kilig, 2006).

Sekil 2.2: Trachea’dan bronsiyollere uzanan hava yollar1 (Kilig, 2006).

Sag akciger ve sol akciger olmak iizere mediastinum boslugu ile birbirinden ayrilmistir. Sag
akciger 625 gr olup sol akciger 565 gr agirhigindadir. Bir akciger 3700 cc. hava alabilecek
anatomidedir (Yticel, 2018).

Koni seklindeki akcigerlerin dis yiizeyi saran ¢ift katli serdz bir zar olan plevraya sahiptir.
Akcigerin tist kismina apex pulmonis, tabanina basis pulmonis denilmektedir (Kilig, 2006). Sag
akciger fissura obliqua ve fissura horizantalis adi verilen iki yarikla biribirinden ayrilir. Bu

yariklar araciligiyla sag akcigerde tist lob (lobus superior), orta lob ( lobus medius) ve alt lob
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(lobus inferior) olmak tizere ii¢ lobtan olugsmaktadir. Sol akciger de fissura obliqua yarik ile {ist

lob (lobus superior), alt lob (lobus inferior)’dan olusur (Yiicel, 2018).
2.4 AKCIGER KANSERI

Yilda tahmini 2.20 milyon yeni vaka ve 1.79 milyon 6liimle akciger kanseri, diinya ¢apinda en
sik teshis edilen kanserlerden biridir ve kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenidir (WHO,
2020). Akciger kanseri, parankimi ve brons agaci hiicrelerinin siirekli boliinerek anormal

sekilde kontrolsiiz cogalmasiyla meydana gelmesi sonucu olusan bir hastaliktir.

Sekil 2.3: Akciger Tiimorii (Kilig ve Duman, 2017).

Tedaviyi ve prognostik kararlar1 kolaylastirmak i¢in akciger kanseri, genel olarak kii¢iik hiicreli

karsinom veya kiiciik hiicreli dis1 karsinom olarak kategorize edilir.

Isik mikroskobunda incelenerek, akciger kanserini dort major ve birkag mindr histolojik sinifa
ayrilmistir (Rami-Porta ve dig., 2009). Baslica histolojik siniflar adenokarsinom, skuamdz
hiicreli karsinom, kiigiik hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinomdur. Adenokarsinomlar
(ADK) genelde sigara dykiisii olmayan kisilerde ve altta yatan akciger hastalig1 olan hastalarda
cikar ve kokenini bronsiyol epitelinden alir. Hizli metastaz yaparak histolojik olarak heterojen

periferik Kkitlelerdir.
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Bu kanser tiirti genelde viicudun mukus salgilayan dokularinda ortaya ¢ikar (Collins ve dig.,
2007). Yassi hiicreli karsinom bir kanser ¢esidi olan skuamoz hiicreli karsinomlar (SHK) brons
epitelinde skuamo6z metaplazi/displazinin ilerlemesiyle gelisen merkezi yerlesimli kitlelerdir.
Ozellikle sigara kullanan kisilerde bu tiimor gelisir. Skuaméoz hiicreli karsinomlar
adenokarsinomlara gore daha ge¢ metaztaz yapma egilimindedirler (Patz, 2000). Kiigiik hiicreli
karsinomlar (KHK) klinik olarak agresiftir ve bu tiimorlerin niikleolii belirsiz, yuvarlak ya da
fuziform kii¢iik niikleuslu, dar sitoplazmalidir (Travis, 2012). Yiiksek mitotik aktivite gdsteren
ince graniiler kromatine sahip olup bazofilik goriinime sahiptir (Yener ve Apa, 2014).
Genellikle genis mediastinal tutulum ile merkezi yerlesimlidir ve erken ekstratorasik
metastazlarla iligkilidir. Kiigiik hiicreli karsinomlar ila¢ tedavisine yanit vermektedir, ancak
genellikle tan1 aninda hastalik boyutu ilerlemistir ve hastalarin prognozu kétii durumda olur
(Midthum, 1996). Biiyiik hiicreli karsinomlar kotii diferansiyedir. Yani morfolojik olarak
skuamo6z ya da glandiiler ayrimlasma gostermez. Belirgin ve poligonal niikleoluslu tiimor

hiicreler olup heterojen klinikopatolojik bir antitedir (Collins ve dig., 2007).



Tablo 2.1: Akciger kanserinin histolojik yapisina gore siniflandirilmasi (Trabis ve dig., 2015).
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Skuamoz hiicreli karsinom Preinvaziv lezyonlar Papillomlar
Keratinize skuamdz hicreli karsinom Atipik adenomatdz hiperplazi Skuaméz hiicreli papilloma
Keratinize olmayan skuaméz hiicreli karsinom In situ adenckarsinom Glandiler papilloma
In sity skuaméz hijereli karsinom

Bazaloid skuaméz hiicreli karsinom

Diffiz idiyopatik pulmoner ndroendokrin hicre
hiperplazisi

Kanyik skuamdz ve glandiiler papilloma

Thikiirik bezi tipi timérler Noroendokrin timorler Adenokarsinom
Mukopidermoid karsinom Kiigik hicreli karsinom Lepidik adenokarsinom
Adenotd kistik karsinom Kombine kiigiik hiicreli karsinom Asiner adenokarsinom
Epitelyal miyoepitelyal karsinom Biyiik hiicreli néroendokrin karsinomu Papiller adenokarsinom
Pleomorfik adenom Kom_l':iqe biyiik hiicreli néroendokrin karsinomu I\,ﬁl\_:ropapﬂlef a@oMﬁm
Karsinoid timorler Solid adenokarsinom
Biiyik hicreli karsinom vaziv miisinz adenokarsinom
Adenoskuaméz karsinom Kolloid adenokarsinom
Sarkoidoz karsinomlarn Fetal ?dm°kmm9m
Enterik adenckarsinom
Minimal invaziv adenokarsinom
Mezenkimal timorler Adenomlan Ektopik kokenli tamorler
Alkciger hamartomu Sklerozan pnémositoma Germ hiicre timorleri
Kondroma Alveoler adenomu Intrapulmoner timoma
PEComatous timdr Papiller adenom Melanom
Konjenital peribrongiyal mivofibroblastik timér Misinli kistadenom Meningioma
Diffiiz pulmoner lenfanjiomatozis Mukoza bezi adenomu
Inflamatuar myofibroblastik timor
Epitelioid hemanjioendotelyoma
Plevropulmoner blastom Sinovyal sarkom
Pulmoner arter intimal sarkomu
EWSR1 - CREBI translokasyonlu pulmoner miksoid
sarkom
Miyoepitelyal timor
Lenfohistiyositik tiimérler Diger ve smflandirlmamns karsinomlar Metastatik timorler

Mukozaya bagl ekstranodal maryinal zon lenfomalar
Lenfoid doku (MALT lenfoma) Diffiiz biiyiik hicreli
lenfoma
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2.4.1 Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri, bat1 iilkelerinde kansere bagli 6liimlerin en 6nde gelen nedenidir. Akciger
kanseri, histolojik tipine gore kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kii¢iik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) olarak siiflandirilir. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri, tiim akciger
kanserlerinin %83'ini olusturur ve bu tiimdorlerin bes yillik sag kalim oran1 %10-15 arasinda
degisir (Balta, 2013). Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinin birgok alt tipi vardir ve bunlarin en
yayginlar1 adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinomdur (Travis ve
dig., 2004; Wahbah, 2007). Adenokarsinomlar en sik gériilen KHDAK tipidir ve tiim akciger

kanserlerinin %40'm1 olusturur (Travis, 2015).

Akciger kanseri evrelemesi prognozu belirlemede biiyiik 6nem tagimaktadir. Kiiciik hiicreli dist
akciger kanseri evresinin tespit edilmesinde primer timdr 6zellikleri (T), lenf nodu tutulumu
derecesi (N) ve metastaz varlig1 (M) kriterlerine dayanan TNM evrelemesini kullanir. T, N ve

M kombinasyonu ile tiimor derecesi (I-IV) tespit edilir ve tedavi segenekleri belirlenir (Van

Schil ve dig., 2013).
2.4.2 Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger karsinomasi etiyolojisinde cesitli etkenler rol oynamaktadir. Bu faktorler arasinda
sigara kullanimi, hava kirliligi, diyet, viral enfeksiyonlar, mesleki kanserojenler, genetik ve

immiinolojik faktorler bulunmaktadir (Alberg ve Brock, 2003).
2.4.2.1. Tiitiin Kullanimi

Tek bir etiyolojik ajan olarak tiitiin, akciger tiimoriiniin olusumunda acgik ara en énemli risk
faktoriidiir. Diinyada her yil akciger kanseri vakalarmin %80'inin erkeklerde, kadinlarda

%S50'sinin sigaradan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Jemal ve dig., 2011).

Esrari, kokain ve sigara icenlerdeki premalign degisikliklere benzer sekilde, brons epitelinde

metaplastik histolojik ve molekiiler degisiklikler tanimlanmistir (Aldington ve dig., 2008).
2.4.2.2. Hava Kirliligi

Dis veya i¢ hava kirliligi, akciger kanseri i¢cin 6nemli bir ¢cevresel risk faktoriidiir; fabrikalar ve

otomobillerin neden oldugu kirli havaya, yemek dumanlarina veya i¢ mekan dekorasyonundan
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kaynaklanan formaldehitlere uzun siire maruz kalmak akciger kanseri riskini artirir (Raaschou

ve dig., 2010).

Ekolojik aragtirmalar, akciger kanserinin %50'den fazlasinin kentsel alanlarda meydana
geldigini, bu da biiyiilk olasilikla endiistriyel kaynaklardan gelen kirli havadan ve arag
egzozundan kaynaklandigin1 géstermistir (Dockery ve dig., 1993; Peto, 1986).

Dis ortam hava kirliligi ¢ogunlukla arag egzozundan, 1sitma sistemlerinden ve endiistriyel
atiklardan kaynaklanmaktadir. Fosil yakitlarin yanmasi sonucu polisiklik aromatik

hidrokarbonlari, arsenik, nikel ve krom gibi kanserojenleri icermektedir (Alberg ve dig., 2002)

Yakin zamanda yapilan bir aragtirma ayrica, mono nitrojen oksitler olan nitrik oksit ve nitrojen
dioksitin ara¢ egzozundan ¢ikan ana kanserojen maddeler oldugunu gostermektedir. Gaz
halindeki nitrik oksit ile akciger adenokarsinomuna neden oldugu gériilmektedir (Raaschou ve
dig., 2010; Liaw ve dig., 2010).

2.4.2.3. Radon

Radon, uranyumun pargalanmasiyla radyumdan dogal olarak {iretilen bir soy gazdir (Alberg,
2007). Radon, genellikle topraktan ve yap1 malzemelerinde bulunur. Radon, akciger kanserinin
sigaradan sonra ikinci en yaygin nedenidir ve Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik

20.000 akciger kanseri 6liimii radonla ilgilidir (Pawel, 2004).
2.4.2.4. Mesleki Maruziyet

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi, insan akcigeri i¢in kanserojen olarak on iki mesleki
maruziyet faktoriinii tantmlamistir. Bunlar; aliiminyum {iretimi, arsenik, asbest, bis-klorometil
eter, berilyum, kadmiyum, alti degerlikli krom, kok ve komiir gazlastirma dumanlari, kristal

silika, nikel, radon ve kurumdur (Steenland, 1996).

Asbest, iyi bilinen mesleki kanserojendir. Dogal olarak bulunan lifli yapida olan silikat
mineraldir. Yiiksek diizeyde asbeste maruz kalmak akciger kanserine ve mezotelyomaya neden

olabilir (Ridge, 2013).
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2.4.2.5. Genetik Faktorler

Akciger kanseri en yaygin genetik hastaliklardan olup molekiiler patogenezi biiyiik ol¢iide
karmagik ve heterojendir. Akciger kanseri, cesitli genetik ve epigenetik degisikliklerle (Orn.
nokta mutasyonu, amplifikasyon, insersiyon, delesyon ve transpozisyon) ve biiyliime ve timor
baskilayict yolaklarin inhibisyonunu indiikleyen yolun aktivasyonu ile baglantildir.
Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu ve hiicre
dongiisiiniin  diizenlenmesinde ve DNA onariminda rol oynayan genlerdeki degisiklikler

akciger kanserinde meydana gelen baslica molekiiler degisikliklerdir (Cicek ve dig., 2018).
2.4.2.6. Radyasyon

Akciger kanseri ile ilgili iki tiir radyasyon vardir: diisiik lineer enerji transfer radyasyonu
(0rnegin, x-1ginlari, gama 1sinlar1) ve yiliksek lineer enerji transfer radyasyonu (&rnegin,
notronlar, radon). Epidemiyolojik caligsmalar, yiiksek dozda radyasyona maruz kalmanin

akciger kanseri ile iligkili oldugunu bulmustur (Hendee, 1992).
2.4.2.7. Diyet

Degistirilebilir kanser riskleri arasinda bulunan diyet, %30 oraninda kanser riski ile iligkilidir.
Bircok calisma, diyet faktorlerinin akciger kanseri riskine sebep oldugunu gostermistir (Cruz

ve dig., 2011).

Beslenme bi¢imi ve akciger kanseri lizerine onlarca yillik aragtirmalarin ardindan, retinol ve
beta-karoten gibi antikanserojenik aktiviteye sahip oldugu diisiiniilen birgok spesifik mikro
besin bulunmustur. Mikro besinlerin ¢cogu meyve ve sebzelerde yaygindir (Peto ve dig., 1981;
Caballero, 2005). Daha fazla taze meyve ve sebze alimi akciger kanseri riskini azaltabilir (Mao
ve dig., 2016).

2.4.2.8. Digerleri

Bagisiklik yetmezligi, viriisii enfeksiyonu ve Ostrojen seviyeleri gibi akciger kanseri i¢in hala
baska risk faktorleri vardir. Enfeksiyonlar akciger kanserinde nedensel bir faktor olarak kabul

edilmistir. Ornegin, onkojenik viriisler akciger kanserinin bir nedeni olarak éne siiriilmiistiir.
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Bu faktorlerin akciger kanseri i¢in gercek risk faktorleri olup olmadigi sorusu tartismalidir ve

bunu kesin olarak degerlendirmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Mornex ve dig.,

2003).
2.4.3 Akciger Kanseri Tedavi Yontemleri

Malignitenin taninmasindan bu yana, bir¢ok arastirmacilarin amaci, kanser i¢in yeni kaliteli
tedavi yontemlerinin bulunmasidir (Wu ve dig., 2006). Tedavi se¢imi; Kkanserin tipine,
lokalitesine ve ilerleme asamasina baghdir. Cerrahi, radyasyon bazli cerrahi bigaklar,
kemoterapi ve radyoterapi, geleneksel ve en yaygin kullanilan tedavi yontemlerinden bazilaridir

(Dorai ve Aggarwal, 2004).
2.4.3.1 Cerrahi Girisim

Cerrahi, rezeksiyon veya operasyon kemoterapi ve radyoterapiye kiyasla ¢cevre dokulara en az
zarar1 sagladigi i¢in, en umut verici ve geleneksel tedavilerinden biri olarak diistiniilmektedir.
Ameliyatin tercih edilen tedavi secenegi olarak goriilmesinin bir bagka nedeni de, gereksiz doku
hasar1 riski olmadan tiimdriin ¢ikarilabilmesidir. Ameliyat tedavi edici olsa da, hastalarin

sadece ligte biri ila dortte biri cerrahi rezeksiyon Onerilebilecek kadar erken bir evreye sahiptir.

Ameliyatlar kanserin evresine gore de degisiklik gostermektedir. Acik cerrahi durumunda,
biiyiik bir kesim yapilir ve bu genellikle tiimoriin ve bazi yakin lenf diigiimleriyle iliskili bir
miktar saglikli dokularin ¢ikarilmasiyla sonuglanir. Buna karsilik, minimal invaziv cerrahi i¢in,
cerrah bir biiyiik yerine birkag kiiciik kesi yapar ve daha sonra iizerine kamera takili ince bir
tiip olan laparoskop yardimiyla timori ayrintili olarak goriir. Kamera, cerrahin aktivitelerini

izlemesine yardimci olan bir ekranda goriintiiyli gosterir.

Tiimdr, az miktarda saglikli doku ile birlikte 6zel cerrahi aletlerin yardimiyla dikkatlice ¢ikarilir

(Wagner ve dig., 1995).
2.4.3.2 Radyasyon Terapisi

Rontgen tarafindan 1895 yilinda X-1sinlarinin kesfi, kanser tedavisine olanak saglayarak tipta
onemli bir devri baslatmistir. Marie Curie'nin radyum iizerine yaptig1 arastirma, onu iki kez
Nobel 6diilii kazanmasini ve radyoterapi alanin onciisii olmasimi saglamistir (Baskar ve dig.,

2012). Radyasyon tedavisinde kullanilan radyasyon tiirii iyonlastirici radyasyondur. Uygulanan
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bolgede biyolojik cisimlerdeki pargaciklarin elektriksel olarak yiiklenmesine neden olur. Bu
enerji ya kanser hiicrelerini dogrudan oldiirebilir ya da genetik olarak onlar1 apoptoza ve hiicre
6limiine yol agacak sekilde degistirebilir. Radyasyon tedavisinin olumsuz etkisi, ana timorlii

kitlenin periferinde bulunan normal hiicrelere de ¢arpmasidir (Goldblum ve dig., 2013).
2.4.3.3 Kemoterapi

Kemoterapi, kemoterapik ajanlar kullanilarak tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurur ya da
Olmeleri i¢in degisiklikler meydana getirir. Kesfedilen kemoterapotik ilaglardan toplam 132
tanesi FDA onayhdir (DeVita ve Chu, 2008). Kemoterapi sirasinda kullanilan
kemoterapotikler; alkilleyici ajanlar, kortikosteroidler, anti metabolitler, anti tiimor

antibiyotikler, mitotik inhibitorler ve topoizomeraz inhibitorleridir (Baykara, 2016).

2.5 ANKAFERD HEMOSTAT (ABS, ANKAFERD BLOOD STOPPER)

Ankaferd Blood Stopper (ABS), klinik kanamalarin yonetimi igin hemostatik ajan olarak
kullanilan folklorik bir bitki 6ziidiir (Beyazit ve dig., 2010; Albayrak, 2008; Teker, 2010).

Topikal hemostatik bir ajan olan ABS, Thymus vulgaris (Kekik) , Glycyrrhiza glabra (Meyan),
Vitis vinifera (Koruk), Alpinia officinarum (Havlican) ve Urtica dioica (Isirgan) bitkilerinin
standardize bir karistmini igermektedir ve bu bitkilerin her birinin endotel, kan hiicreleri,
anjiyogenez, hiicre proliferasyonu, vaskiiler dinamikler ve hiicre mediyatorleri tizerinde bilinen

etkileri vardir (Beyazit ve dig., 2010; Sheela ve dig., 2006).



21

Tablo 2.2: Ankaferd Blood Stopper® sprey, ampul ve tampon formlarinin igerigi (Haznedaroglu vd.,

2012)

Aktif Madde Miktari
Aktif Sprey Ampul (mg) Tampon (mg)
Madde (mg/ml)
Formu
ABS’nin 2 ml 2.5x7 cm 5x7.5 cm 20x20 cm
Bulundugu 3ml 10 ml 100 ml
Kap Olciisii
Urtica dioica | 0.06 0.12 0.18 0.6 6
(Isirgan)
Vitis vinifera | 0.08 0.16 0.24 0.8 8
(Koruk)
Glycyrrhiza | 0.09 0.18 0.27 0.9 9
glabra
(Meyan)
Alpinia 0.14 0.14 0.21 0.7 7
officinarum
(Havlican)
Thymus 0.10 0.10 0.15 0.5 5
vulgaris
(Kekik)

TSE’nin CE belgesi ile Avrupa pazarlarinda yer alan, GMP (iy1 {iretim sartlar1) kosullarinda
tiretilen Ankaferd Blood Stopper (ABS) iiriinleri; stabilite, sterilite, toksisite ve irritabilite
testlerinden basariyla gegerek Saglik Bakanligi ilag ve Eczacilik Genel Miidiirliigii tarafindan
harici kanamalarin kontroliinde kullanilmak {izere “ara tiriin” olarak 31 Mayis 2007 yilinda

ruhsatlandirilmastir.

ABS, tiim fizyolojik hemostatik siireci kapsayan vital eritroid agregasyonu ile karmasik bir
protein aginin olusumunu indiikleyerek, kanama durdurucu ve ¢esitli patolojik durumlara bagl

gelisen hasarlarda doku iyilestirici olarak gorev yapar (Ercetin ve dig., 2010).
2.5.1 Ankaferd Hemostat (ABS, Ankaferd Blood Stopper)’in Etki Mekanizmalari

Dogal bitki igeriklerine sahip olan ABS, c¢oklu ilaca diren¢li bakterilere antimikrobiyal,
hemostatik, rejeneratif, anti-neoplastik, anti-inflamatuar, anti-mutajenik ve antioksidan

ozelliklere sahip oldugunu gostermistir (Chopra ve Sivaraman 2019).

Hemostatik aktivitesi: ABS’nin en temel 6zelligi olan hemostatik aktivitesi, kan proteinleri

Ozellikle fibrinojen-gama ile etkilesimleri igeren bir protein agi olusumunu indiikleyerek
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gergeklestirir. Protein agliitinasyonu ve eritroid agregasyonu, ABS ile indiiklenen protein
agmin 6nemli bilesenleridir. Spektrin, ankirin ve aktin, eritroid agregasyon islemi sirasinda
ABS tarafindan modiile edilen Onemli proteinlerdir (Ozel-Demiralp ve dig., 2012;
Haznedaroglu ve dig., 2012).

A
' L. —
Plasma Serum Blood
B

Plasma Serum Blood

Sekil 2.4: ABS uygulanmasi sonucunda olusan Protein ag olusumu (Beyazit vd., 2011).

Antimikrobiyal aktivitesi:

ABS, coklu ilaca direngli bakterilere kars1 giiclii antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir ve bu
ozelligi giiclii fakiiltatif anaerobik bakterilerle kontaminasyon olasiliginin ytiksek oldugu ¢esitli
oral ve periodontal cerrahi prosediirlerden sonra postoperatif enfeksiyonlar1 kontrol altina
almaya yardimei olur (Bilgili ve dig., 2010; Fisgin ve dig., 2009; Cinar ve dig., 2012; Aysan ve
dig., 2010).

Ankaferd Hemostat’in, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
mutans, , Candida albicans, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus salyarius, Aggregatibacter actinomycetemcomitans'a karsi etkili

oldugu bulunmustur (Cinar ve dig., 2012).
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Yara iyilestirici Etkisi: ABS nin hiicre dis1 matrisi bozan enzimlerin inhibisyonunu saglayarak
yara onarimi ve ikinci derece yanik tedavisinde iyilestirici etkisinin oldugu bulunmustur (Boran

ve dig., 2018).

Sekil 2.5: ABS Ile Tedavinin Ardindan Yanik Lezyonunun lyilesmesi (Ciftciler ve dig., 2020).

Antikanser Etkisi: Yapilan bir¢ok ¢alismada ABS’ nin SAOS-2 osteosarkom hiicreleri, kolon
CaCo-2 hiicreleri, B-CLL ve RAIJI tiimor hiicreleri, melonama hiicreleri ve hematopoietik
timor hiicreleri tizerinde anti-proliferatif etkilerinin oldugu goriilmektedir (Ciftciler ve dig.,
2020).

ABS ‘nin melanom hiicre dizilerinde reaktif oksijen tiirleri lireterek DNA hasarini, apoptozu ve
sitotoksik aktiviteyi indiiklerken, 16semi hiicrelerinde ise apoptoz stimiilasyonunda PAR1 ve
pS3'ten bagimsiz p21 tutulumunu diizenleyerek apoptoza neden oldugu bulunmustur (Turk ve

dig., 2017; Kogyigit ve dig., 2017). |



24

3. MALZEME VE YONTEM

3.1 HUCRE KULTURU

Bu ¢alismada insan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri modeli olarak A549 hiicre hatt1 ve normal
insan brons epiteli modeli olarak da BEAS-2B hiicre hatt1 kullanilmustir. Bu hiicreler Ileri
Kanser ve ilag Biyoteknolojileri Arastirma Laboratuvari’nda rutin olarak kiiltiire edilen
hiicrelerdir. Her iki hiicre hatt1 100 pg/ml streptomisin (Streptomisin siilfat, I.E. Ulugay),
100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer), Amhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sigir Serumu
(FBS, Gibco lab.) iceren pH’s1 % 4.4’ lik NaHCOzile 7.2’ ye ayarlanabilen RPMI-1640 doku

kiiltiirii mediumunda yagatilmaktadir.
3.2 HUCRELERIN PASAJ iSLEMi

A549 ve BEAS-2B hiicrelerinin pasaj islemi, Ileri Kanser ve Ilag Biyoteknolojileri Arastirma
Laboratuvari’nda ii¢ giinde bir olacak sekilde gergeklestirilmistir. Hiicrelerin deney
oncesindeki durumlarinin degerlendirilmesi igin invert mikroskop altinda morfolojik analizleri

yapilmistir.
3.3 ANKAFERD HEMOSTAT KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Bu ¢alismada kullanilan Ankaferd Hemostat 1 pl/ml, 2 pl/ml, 4 ul/ml konsantrasyonlarda

hazirlanmistir. Konsantrasyonlar hazirlanirken %3 FBS iceren medium kullanilmistir.
3.4 HUCRE CANLILIGI

Ankaferd Hemostat’in A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksisitest MTT testi
kullanilarak belirlenmistir. Her iki hiicre hatti 96 kuyucuk igeren kaplara her bir kuyucukta
15x10% hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yayilmast igin
24 saat siiresince inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda hazirlanan konsantrasyonlar hiicrelere
uygulanmustir. Belirli siirelerde yapolan ABS uygulamasinin ardindan kuyucuklardaki medium
cekilerek ve 40 ul MTT (5mg/ml) soliisyonu eklenmistir. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan 1s1k
mikroskobu altinda formazan kristallerinin olusumu gozlendikten sonra MTT igeren

kuyucuklara DMSO eklenerek bir gece boyunca bekletilerek formazan kristallerinin ¢6ziinmesi
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saglanmistir. Spektrofotometre cihazi kullanilarak 570 nm dalga boyunda kolorimetrik

Olgtimler yapilmistir (uQuant, Bio-Tek Instruments INC.).
3.5 HUCRE INDEKSI

A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda Ankaferd Hemostat’in sitotoksik etkisini belirlemek i¢in
XCELLigence DP (Acea Biosciences, San Diego, CA) kullanilmustir. ilk olarak 16 kuyucuklu
E-Plate'in (Acea Biosciences) her bir kuyucuguna 100 pl uygun medium eklenmis ve
background ol¢timleri yapilmistir. Ardindan, 100 pl A549 ve BEAS-2B hiicre siispansiyonlari
E-Plate'lere ekilmistir. Ekimler her bir kuyucukta A549 hiicre hatti igin 8000 hiicre ve BEAS-
2B hatt1 i¢in 5000 hiicre olacak sekilde yapilmistir. Ekim isleminin sonunda E-Plate’ler 20
dakika stiresince steril ortamda oda sicakliginda bekletilmis ve daha sonra cihaz igerisindeki
istasyonlara yerlestirilerek 37 °C ve %5 CO2 ortam kosullarinda deneye devam edilmistir. Cihaz

her 15 dakikada bir 6l¢iim yapacak sekilde ayarlanmistir.
3.6 MITOTIK INDEKS

Her iki hiicre hatt1 igin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 15x10* hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yayilmasi i¢in 24 saat siiresince inkiibe
edilmistir ve optimum konsantrasyonda Ankaferd Hemostat uygulamasi yapilmistir. Deney
stirelerinin sonunda ortamdaki medium % 4 formaldehit iceren PBS ile degistirilerek hiicrelerin
sabitlenmesi i¢in oda sicaklifinda 20 dakika inkiibe edilmistir. Formaldehit soliisyonunu
uzaklastirildiktan sonra 3 kez 5’er dakika yikama tamponu kullanilarak yikama islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan 20 dakika siiresince Quenching Buffer ile inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Quenching Buffer’in uzaklastirilmasinin ardindan 2 kez 5’er dakika
yikama tamponu kullanilarak yikama islemi gergeklestirilmistir. Antikor engelleme tamponu
eklenerek oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon yapilmistir. Antikor engelleme tamponunu
uzaklastirilmasinin ardindan primer antikor eklenmis ve gece boyunca 4 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Primer antikorun uzaklastirilmasinin ardindan sekonder antikor eklenmis ve 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Sekonder antikor 3 kez 5’er dakika yikama tamponu
kullanilarak uzaklastirilmistir. Ardindan kuyulara gelistirme soliisyonu eklenmistir. Son olarak
durdurma soliisyonu eklenmis ve 655 nm dalga boyu referans alinarak 450 nm’de

spektrofotometre ol¢iimleri gerceklestirilmistir.
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3.7 BRDU ISARETLENME iNDEKSI

Her iki hiicre hatt1 i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir kuyusunda 2x10% hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yayilmasi i¢in 24 saat inkiibasyondan sonra
total hacim 200 pl olacak sekilde istenilen optimum konsantrasyonda Ankaferd Hemostat
uygulamasi yapilmistir. Ankaferd Hemostat eklendikten 3-4 saat sonra BrdU eklenmis ve
ardindan deney siiresi devam etmistir. Bu islem her deney siiresi i¢in ayri ayri
gerceklestirilmistir. Bu amagcla oncelikle kit igerisindeki 500 x BrdU’nun 1:500 oraninda
seyreltik soliisyonu hazirlanmistir. Bu seyreltilmis BrdU’dan 20 pl alinarak deney gruplarinin
bulundugu kuyulara eklenmistir. 24 saat inkiibasyona devam edilmistir. Kuyulardaki medium
uzaklastirilarak her bir kuyuya 200 pl sabitleme soliisyonu uygulanmistir. Oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edilerek bu siirenin sonunda sabitleme soliisyonu tamamen uzaklastirilmistir.
Yikama asamasinda kit i¢erisinde yer alan 50 x yikama tamponu, 1:50 oraninda seyreltilerek 3
kez yikama yapilmis, son yikamadan sonra yikama tamponu kuyulardan iyice uzaklastirilmistir.
Her kuyuya 100 pl Anti-BrdU antikoru eklenerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.
Yikama tamponu ile yikama islemi tekrarlanmistir. 2000 x Goat anti-mouse 1gG, Peroksidaz
konjugati1 1:2000 oraninda seyreltilmis ve milipor filtreden gecirilerek her bir kuyucuga 100 pl
eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Yikama tamponu ile yikama islemi
tekrarlanmistir. Her kuyuya 100 pl TMB Peroksidaz Substrat eklenerek karanlikta, oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Kit igerisinde yer alan anti-stop soliisyonundan her

kuyuya 100 pl eklenmis ve 450-550 nm ¢ift dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢tilmiistiir.
3.8 KASPAZ AKTIVITESI

Optimum konsantrasyonda Ankaferd Hemostat’a maruz birakilan A549 ve BEAS-2B hiicre
hatlarindaki kaspaz aktivitelerinin &lglilmesi amaci ile kaspaz 3 ve kaspaz 7 Kitleri
(MILLIPORE CaspaTag Caspase 3, 7 in situ assay kit, Kat. No. APT403) kullanilmistir. Deney
gruplarindaki hiicreler 1x107 hiicre/ml olacak sekilde siispanse edildikten sonra her hiicre
siispansiyonundan 300 pl steril tiiplere aktarilmistir. Tiiplere taze hazirlanmig 30xFLICA
reaktiften 10 pl eklendikten sonra %5 CO2 ve 37 °C’de 151k almayacak sekilde 1 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Ardindan her tiipe 1x yikama tamponundan 2 ml eklenmis ve 400 x g’ de
5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra hiicreler tekrar yikama
tamponu ile santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Hiicreler 400 ul PBS igerisinde siispanse

edilmigtir. Siyah kiiltiir kaplarina her bir hiicre siispansiyonundan 100’er pl konulmustur.
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Deney siiresinin ardindan, floresans okuyucuda (BIO-TEK FLx800) eksitasyon dalga boyu
490 nm ve emisyon dalga boyu 520 nm’ de bir buguk saat siire ile her 30 dakikada bir 6l¢giim
yapilmustir.

3.9 ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Tim deney gruplarinda uygulanan konsantrasyon ve zamana gore saptanan hiicre kinetigi
parametreleri kontrole ve birbirlerine gore degerlendirilmistir. Bu amagla tiim deney
gruplarindan saptanan degerlere tek yonliit ANOV A testi uygulanmistir. Gruplarin kontrole gore
anlamliliklar1 DUNNETT’S testi ile gruplarin birbirleri ile olan anlamliliklar ise t-testi ile

degerlendirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde p<0.05 anlamlilik seviyesi temel alinmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, Hemostatik bir ajan olan Ankaferd hemostatin farkli siire ve konsantrasyonlarda
in vitro kosullarda kullaniminin kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri A549 ve saglikli
akciger hiicreleri BEAS-2B {izerinde meydana getirdigi antiproliferatif etkiler ¢ogalma hizi,
hiicre indeksi, mitotik indeks, BrdU isaretlenme indeksi ve kaspaz aktivitesi parametrelerinin

kullanilmast ile degerlendirilmistir.
4.1. COGALMA HIZI

A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 lizerine Ankaferd hemostat (ABS) uygulanmasi sonucunda
hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine herhangi bir etki gdsterip
gostermediginin belirlenmesi amaciyla, kiiltiire edilen hiicrelere 24 saat siiresince farkl
konsantrasyonlarda ABS uygulanmistir. Her iki hiicre hatti i¢in 1ul/ml, 2ul/ml ve 4pl/ml ABS
kullanilmigtir. Kontrol grubu ile deney serilerinden elde edilen absorbans degerleri Tablo 4.1
ile Tablo 4.2 ve Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: 24 saat siiresince 1ul/ml, 2ul/ml ve 4ul/ml konsantrasyonlarda ABS uygulanan A549
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm).

A549 Hiicre Hatt1

Deney Gruplari Kontrol 1 pl/ml 2 pnl/ml 4 nl/ml

Absorbans Degerleri x 10° | 221.1 £0.012 | 112,7 +0.015 68 £0.014 67,3 +£0.011

Tablo 4.2: 24 saat siiresince 1pl/ml, 2ul/ml ve 4pul/ml konsantrasyonlarda ABS uygulanan BEAS-2B
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm).

BEAS-2B Hiicre Hatt

Deney Gruplari Kontrol 1 pl/ml 2 pl/ml 4 pl/ml

Absorbans Degerleri x 102 | 157.840.012 | 180.6+0.015 206.1+0.014 317.7£0.011
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Sekil 4.1: 24 saat siiresince 1pl/ml, 2ul/ml ve 4ul/ml konsantrasyonlarda ABS uygulanan A549
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm).

¥

350 -
Lo}
S 300 A
] %
E 250 1 * u Kontrol
g 200 A 1 pl/ml
"
a
2 150 1 E2 pl/ml
s B4 pl/ml
2 100 -
2
“ 50 A

0

ABS Konsantrasyonlari

Sekil 4.2: 24 saat siiresince 1ul/ml, 2ul/ml ve 4ul/ml konsantrasyonlarda ABS uygulanan BEAS-2B
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm).

Bu absorbans degerleri incelendiginde A549 hiicreleri i¢in 1ul/ml ABS konsantrasyonunun
hiicrelerinin canliligini %50,97’ye, 2ul/ml ABS konsantrasyonunun hiicre canliligint % 30,75e
ve 4ul/ml ABS konsantrasyonunun ise %30,43 e diistirdiigii gézlenmistir (Sekil 4.3). BEAS-

2B hiicreleri icin ise bu degerler incelendiginde %100 kabul edilen kontrol grubuna gore;
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lul/ml  ABS konsantrasyonunun hiicrelerinin  canliligimi = %114,44’e, 2ul/ml  ABS

konsantrasyonunun hiicre canlihigmi % 130,6’ya ve 4ul/ml ABS konsantrasyonunun ise
%201,3’e yiikselttigi gozlenmistir (Sekil 4.4).

100

80

60

40

% Canhhk

20

0 T {}
Kontrol 1 p/ml 2 pl/ml

4 pV/ml

ABS Konsantrasyonlar

Sekil 4.3: 24 saat siiresince 1ul/ml, 2ul/ml ve 4ul/ml konsantrasyonlarda ABS uygulanan A549
hiicrelerine ait % canlilik degerleri.
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Sekil 4.4: 24 saat siiresince 1ul/ml, 2ul/ml ve 4pul/ml konsantrasyonlarda ABS uygulanan BEAS-2B
hiicrelerine ait % canlilik degerleri.

Elde edilen veriler dogrultusunda A549 hiicre hatti igin 1ul/ml’lik ABS konsantrasyonunun
ICs0 konsantrasyonu oldugu goriilmektedir. BEAS-2B hiicre hatti igin ise uygulanan higbir
dozda antiproliferatif etki goriilmemis, aksine ABS’nin hiicrelerin proliferasyonun uyardigi
gozlemistir. Elde edilen bulgularin istatistiksel agidan p<0.05 seviyesinde anlamli oldugu

belirlenmistir.
4.2. HUCRE INDEKSI

Cihazdan elde edilen hiicre indeksi degerleri incelendiginde A549 hiicreleri i¢in uygulanan tiim
ABS konsantrasyonlarinin (1ul/ml, 2ul/ml ve 4pl/ml) antiproliferatif etki meydana getirdigi
gorilmektedir (Sekil 4.5). Buna karsihik BEAS-2B hiicrelerine uygulanan ABS
konsantrasyonlarinin antiproliferatif etki antimitotik etki meydana getirmedigi, aksine belirli
saat araliklarinda hiicre proliferasyonunu arttirdigi gozlenmektedir (Sekil 4.6). A549
hiicrelerine ait hiicre indeksi grafiginin egrileri standart egrilerle karsilastirildiginda uygulanan

ABS konsantrasyonlarinin hiicreler lizerinde meydana getirdigi diistiniilmektedir.
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Hiicre indeksi

Zaman (Saat)

Sekil 4.5: 1ul/ml, 2pul/ml ve 4ul/ml konsantrasyonlarda ABS uygulanan A549 hiicrelerine ait gergek
zamanli hiicre analiz sisteminden elde edilen hiicre indeksi grafigi (--Kontrol, --1pl/ml, --
2ul/ml, —-4pl/ml).

Hiicre indeksi

Zaman (Saat)

Sekil 4.6: 1ul/ml, 2pul/ml ve 4pul/ml konsantrasyonlarda ABS uygulanan BEAS-2B hiicrelerine ait
gergek zamanli hiicre analiz sisteminden elde edilen hiicre indeksi grafigi (--Kontrol, --1pl/ml, -
-2ul/ml, --4pl/ml).

4.3. MIiTOTIK INDEKS

ABS’nin A549 hiicrelerinin mitoz indeksi degerlerinde meydana getirdigi degisikliklerin
belirlenmesi amaciyla 0-72 saat siiresince kiiltiire edilen hiicrelere 1ul/ml konsantrasyonda
ABS uygulanmigtir. Kontrol ve deney grubuna ait mitotik indeks degerleri Tablo 4.3’te
gosterilmistir. ABS’nin A549 hiicrelerine 1ul/ml konsantrasyonda uygulamasi sonucunda
zamana bagli olarak hiicrelerin mitotik indeks degerlerinde anlamli 6lclide diisiis oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.7).
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Tablo 4.3: 0-72 saat siiresince 1ul/ml konsantrasyonda ABS uygulanan A549 hiicrelerine
ait mitotik indeks degerleri (450 nm) (* Kontrole gore anlamli p<0.05).

Mitotik indeks (ODus0)

Zaman (Saat)

Deney Gruplari 24 48 72
Kontrol 0.4+0.04 0.5+0.02 0.5£0.03
1ul/ml 0.3£0.02 0.02+0.03 0,08+0.02

0,5 -
>
Q,‘ 0,4 - &
e
% = * m Kontrol
3 ontro
= 0,2 1 ®1 pl/ml
= *
= 01
7~

0 T Ll Ll
24 48 72

Zaman (Saat)

Sekil 4.7: 0-72 saat siiresince 1ul/ml konsantrasyonda ABS uygulanan A549 hiicrelerine
ait mitotik indeks degerleri (450 nm).
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4.4. BRDU ISARETLENME INDEKSI

ABS’nin  A549 hiicre hattinda hiicre siklusunun sentez fazinda meydana getirdigi
degisikliklerin belirlenmesi amaciyla 0-72 saat siiresince kiiltiire edilen hiicrelere 1ul/ml
konsantrasyonda ABS uygulanmistir. Kontrol ve deneygrubuna ait BrdU isaretlenme indeksi
degerleri Tablo 4.4’te gosterilmistir. ABS’nin A549 hiicrelerine 1ul/ml konsantrasyonda
uygulamasi sonucunda zamana bagl olarak hiicrelerin BrdU isaretlenme indeksi degerlerinde

anlamli 6l¢iide diislis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.8).

Tablo 4.4: 0-72 saat siiresince 1pul/ml konsantrasyonda ABS uygulanan A549 hiicrelerine
ait BrdU isaretlenme indeksi degerleri (450 nm).

BrdU isaretlenme indeksi (ODuso)

Zaman (Saat)

Deney Gruplari 24 48 72
Kontrol 0.102+0.002 0.157+0.002 0.21+0.003
1ul/ml 0.069+0.001 0.047+0.001 0,033+0.002

o

& o
~ th
L J

BrdU isaretlenme indeksi (OD,s)
=
[
N

m Kontrol
0,1 4 * #1 plV/ml
*
*
0,05 -
0 T Ll Ll
24 48 72

Zaman (Saat)

Sekil 4.8: 0-72 saat siiresince 1ul/ml konsantrasyonda ABS uygulanan A549 hiicrelerine
ait BrdU isaretlenme indeksi degerleri (450 nm).
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4.5. KASPAZ AKTIiVITESI

ABS’nin A549 hiicre hattinin kaspaz aktivitesinde meydana getirdigi degisikliklerin
belirlenmesi amaciyla 0-90 dakika siiresince kiiltiire edilen hiicrelere 1ul/ml konsantrasyonda
ABS uygulanmistir. Kontrol ve deney grubuna ait kaspaz aktivitesi degerleri Tablo 4.5’te
gosterilmistir. ABS’nin A549 hiicrelerine 1pl/ml konsantrasyonda uygulamasi sonucunda
zamana bagl olarak hiicrelerin kaspaz aktivitesi degerlerinde anlamli bir artis oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.9).

Tablo 4.5: 0-90 dakika siiresince 1pul/ml konsantrasyonda ABS uygulanan A549 hiicrelerine
ait kaspaz aktivitesi degerleri.

Kaspaz 3, 7 Aktivitesi

Zaman (Dakika)

Deney Gruplari 0 30 60 90
Kontrol 49.00+0.75 49.35+0.50 48.50+1.00 46.00+0.50
1ul/ml 51.00+1.50 58.98+1.50 68.46+2.00 73.43+1.50

= Kontrol

1 pl/ml

Kaspaz Aktivitesi

0 30 60 90
Zaman (Dakika)

Sekil 4.9: 0-90 dakika siiresince 1pul/ml konsantrasyonda ABS uygulanan A549 hiicrelerine

ait kaspaz aktivitesi degerleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri Diinya’da hem kadinlarda hem de erkeklerde kansere bagli dliimler arasinda
ilk sirada yer almaktadir. Her yil ortalama olarak 1.8 milyon yeni akciger kanseri tanisi
konmaktadir. Akciger kanseri vakalarinin biiyiik bir kismina ileri evrede tan1 konabilmektedir.
Hastaligin daha erken evrelerde tanisinin konabilmesi i¢in yeni tan1 yontemleri ve sag kalimi
uzatmak, hayat kalitesini artirmak i¢in ise yeni tedavi yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir

(Yilmaz, 2018).

Akciger kanseri; temelde kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserleri ve biiyiik hiicreli karsinom olarak
iki sinifa ayrilmakta ve tiim akciger kanserlerinin yaklasik %83 iinii kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanseri olusturmaktadir (Goldstraw ve dig., 2007). Akciger kanserinde farkli tedavi
yaklagimlar1 kullanilmaktadir. Hastaligin seyrine gore sadece cerrahi, sadece radyoterapi,

kombine tedavi ve destek tedavi uygulamalar1 yapilmaktadir (Groome ve dig., 2007).

Bu tez ¢alismasinda in vitro kosullarda kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri modeli olarak A549
hiicre hatt1 ve normal akciger modeli olarak BEAS-2B hiicre hatt1 kullanilarak bitkisel bir
formiilasyon olan kan durdurucu Ankaferd hemostatin bu hiicreler iizerindeki antiproliferatif

etkinligi farkli hiicre kinetigi parametreleri kullanilarak belirlenmistir.

Hemostatik bir ajan olan Ankaferd hemostat (Ankaferd kan durdurucu, ABS) Tymus vulgaris,
Urtica dioica, Vitis vinifera, Glycyrrhiza glabra ve Alpinia officinarum bitki 6zlerini
standardize edilmis bir karisimindan olugsmaktadir. ABS’nin igeriginde bulunan her bir bitkinin
endotel hiicreleri ile kan hiicreleri hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, vaskiiler dinamikler

ve/veya hiicre mediyatorleri izerinde etkileri oldugu bilinmektedir (Koluman ve dig., 2016).

ABS, endemik geleneksel bir formiilasyondur ve Anadolu'da yaygin olarak kullanilmaktadir.
ABS'nin ana terapotik etkisi, protein agimi diizenleyerek hemostatik aktivite gostermesidir.
Eritroid proteinlerinin (ankirin, spektrin ve aktin) ABS ile uyarilan modiilasyonu, fibrinojen
gama lizerinde etki ederek hayati eritroid agregasyonuna yol agabilir. Randomize klinik
caligmalar, klinik kanamalarda ABS'min etkinligini ve giivenligini ortaya koymustur

(Haznedaroglu ve dig., 2012).
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ABS, travmatik kesiler, dis operasyonlari, spontan veya cerrahi miidahaleler sonrast minor ve
major kanamalar1 durdurmak i¢in kullanilan tibbi bir iiriin olmasina ragmen, hiicreler lizerinde
genotoksik, sitotoksik ve apoptotik etkileri oldugu cesitli caligmalarla gosterilmistir
(Mumcuoglu ve dig., 2015; Kocyigit ve dig., 2017; Aktas ve dig., 2014). Son yillarda ABS’nin
antimikrobiyal ve antineoplastik etkilerini gozlemlemek ic¢in yapilan ¢esitli calismalar biiyiik

ilgi gormektedir (Turk ve dig., 2017; Akalin ve dig., 2014; Ciftciler ve dig., 2019).

Bir antikanser ilacin sahip olmasi gereken 6zelligi, kanser hiicrelerini 61diirme yetenegine sahip
olmast ve normal hiicrelere zarar vermemesi oldugundan, antikanser ilaclarinin iretiminde
dogal iiriinler yaygin olarak tercih edilmektedir. ABS’nin kanser hiicrelerinin canliligin1 6nemli
Olciide azaltabildigi, bun karsilik normal hiicreler iizerinde sitotoksik 6zelliklere sahip olmadigi

bildirilmektedir (Isler ve dig., 2010).

Elde edilen sonuglar ABS’nin son derece etkili ve kanser tedavisi igin yiiksek bir potansiyele
sahip oldugunu gostermektedir. ABS’nin kanser hiicrelerinde ROS {iiretimi olugturarak DNA
hasarma neden oldugu ve ABS'nin antiproliferatif etkilerinin, prooksidan aktivitesine bagl

olabilecegi diisiiniilmektedir (Kogyigit ve dig., 2017).

ABS'nin farkli konsantrasyonlarinin kullanildigr doza bagimli ¢alismalar, ABS'nin Saos-2
kanser hiicrelerinin invazyonunu engelledigini gostermistir. Ayrica, insan kolon Caco-2
hiicrelerinin {iremesinin inhibisyonu ve azalan canliigmm, in vitro uygulanan ABS
konsantrasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir. Hiicre invazyonu da doza bagh bir sekilde
inhibe olmustur. ABS'ye maruz kalan Caco-2 hiicrelerinin in vitro olarak yapiskan 6zelliklerini
ve dolayisiyla canliliklarmi kaybettikleri gozlenmistir (Akalin ve dig., 2014). Baska bir
calismada ise ABS'nin Caco-2 ve HepG-2 hiicrelerinde demirle diizenlenen genlerin mRNA

ekspresyonunu etkiledigi belirtilmistir (Gulec ve Gulec, 2017).

ABS’nin antianjiyogenik etkilerini gosteren calismalar da mevcuttur. Timor gelistikce
difiizyon yoluyla beslenmeyi saglar. Ancak tiimériin boyutu 2 mm?®ye ulastiktan sonra
beslenmeye devam etmek i¢in gesitli faktorleri serbest birakarak endotel hiicrelerini uyarir.
Daha sonra endotel hiicreleri bir araya gelerek damar yapisini olusturmaya baglar. Yapilan bir
calismada ABS uygulamasiin tiimor vaskiilarizasyonunu azalttigr gosterilmistir (Turhan ve

dig., 2009).
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ABS'nin miyelom hiicre hatti ve Balb/c farelerinde plazmositoma gelisimi tizerindeki
antineoplastik etkileri, in vitro intraperitoneal preterm enjeksiyon ile arastirilmistir. ABS'nin
MM hiicre hatlarina karsi sitotoksisitesi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir-boya indirgeme deneyi ile belirlenmistir (Avcu ve dig., 2014).

ABS, 6zellikle hiicre metabolizmasi ve hiicre dongiisii mekanizmasini etkilemekte, dolayisiyla
kanser hiicreleri tizerinde antiproliferatif etkiler gostermektedir. ABS; SNDI, KPNA2 ve
PARKY7 gibi kanser tedavisi iizerindeki potansiyel hedefleri etkilemektedir. Diger bir 6nemli
sonug, tiimdr baskilayici proteinler UCHLI ve RPL5'in 6nceden diizenlenmesidir. Ozellikle
RPLS, p53 apoptotik yolunu dogrudan aktive etmekte ve apoptoza neden olmaktadir (Kogak ve
dig., 2019).

ABS'nin kolon kanserinde antineoplastik etkileri gosterilmistir (Kogak ve dig., 2019). Kolon
kanseri karaciger metastazlari ve hepatoselliiler kanser hastalarinda, ABS'nin gelecekte klinik
uygulamalarda girisimsel radyoloji teknikleri ile tiimor ablasyon tedavisinde uygulanabilecegi
diistiniilmektedir. Mevcut teknikte tiimor embolizorii olarak alkol, N-butil-2-siyanoakrilat ve
kostik maddeler kullanilmaktadir. Klinik pratikte kolon kanseri karaciger metastazlari ve
hepatoselliiler kanser hastalarinda ABS palyatif olarak kullanilabilir, solid tiimérlerin tedavisi
icin girisimsel radyoloji teknikleri araciligiyla adjuvan, neo-adjuvan veya destekleyici

kullanim1 miimkiin olabilir (Ciftciler ve Haznedaroglu, 2020).

Aslinda ABS'nin antineoplastik etkisi beklenmedik bir bulgu degildir. Ciinkii ABS dort farkl
bitkinin standardize edilmis bir seklidir. S1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC/MS) ile

yapilan c¢alismalar ABS'nin antioksidan igerigini gostermistir (Koluman ve dig., 2016).

ABS; tokotrienoller, E vitamini, triptofan, estriol, galangin, apigenin, oenin, 3,4-
divanillyltetrahidrofuran, TBHQ, timol, BHA, BHT, likopen, glisirretinik asit ve tomatin
icermektedir. Bu antioksidanlarin ¢ogu antikanser etkilere sahiptir ve ayrica ABS i¢indeki bu
maddeler neoplastik hiicreler iizerinde sinerjik etkiler gosterebilmektedirler. Ayrica ABS'nin
biyoaktif bilesikleri protein diizeyinde de arastirilmistir. Yapilan ¢alismalarda ABS'nin 6nemli
antineoplastik biyoaktif proteinler igerdigi gosterilmis ve bu proteinlerin tiimdrler lizerinde gok

onemli etki sekli oldugu tartisilmistir (Demiralp ve dig., 2010).

ABS'nin antineoplastik etkisine iliskin her gegen giin yeni veriler elde edilmektedir. Bununla

birlikte, kanser hiicreleri lizerindeki etki mekanizmasini tam olarak aydinlatilamamistir. Daha
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once agiklandigi gibi ABS, bircok biyoaktif madde igerir ve bu farmakobiyolojik 6zelliginden
dolayr ABS'nin farkli hedeflerle ¢esitli hiicresel siirecleri indiikleyebilmesi beklenmektedir.
Antineoplastik etkisinin yani sira, son ¢alismalar ABS'nin toksik olmayan bir bitki karigimi
oldugunu gostermistir. Toksik olmayan Ozelligi kanser hastalarinda gida maddesi olarak

giivenle kullanilmasini saglar (Bilgili ve dig., 2010) .

ABS’nin kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri tizerinde meydana getirdigi antiproliferatif
etkilerin arastirildigi bu ¢alismadan elde edilen sonuglar ABS’nin A549 hiicre hattinda hiicre
canliligi, hiicre indeksi, mitotik indeks ve BrdU isaretlenme indeksi parametrelerinde anlamli
bir diisiise neden olurken kaspaz aktivitesinde anlamli bir yiikselise neden oldugu gosterilmistir.
Buna karsilik ABS, normal akciger hiicresi BEAS-2B hiicre hattinda antiproliferatif etki
gostermemistir. Elde edilen bu sonuglar, ABS’nin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe
ederken normal hiicrelere etki etmemesi ile kanser hastaliginin tedavi protokollerinde

kullanilabilecegini diislindiirmektedir.
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