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oz

Verbascum cinsi halk tibbinda geleneksel olarak kullanilan ve anti-enflamatuvar, antioksidan ve antibakteriyal aktiviteleri bilinen bir
cinstir. Verbascum inulifolium tiri Turkiye’de yetisen endemik bir tiirdir. Bu galismanin amaci V. inulifolium turiinin toprak st
kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinin insan meme kanseri hiicre hatti (MCF7) Uzerine antiproliferatif ve apoptotik
etkilerinin degerlendirilmesidir. Ekstrenin farkli konsantrasyonlarinin (1, 5, 25 ve 125ug/ml) hiicre canliligi ve proliferasyonu tzerine
etkisi MTT ve Xcellange yontemi ile test edilmistir. Daha sonra hiicreler Annexine V/propodium iodir (Pl) ile boyanmis ve
apoptozun safhalari FACS cell counter metodu ile belirlenmistir. Ayrica apoptotik ve anti-apoptotik protein ekspresyon dizeyleri
western blot metodu ile belirlenmistir. Son olarak phallodine boyama metodu ile hiicrelerde aktin flamentleri boyanmis ve floresan
mikroskobunda incelenmistir. MCF-7 hiicre canlilig ve proliferasyonun doz artisina bagl olarak azaldigi belirlenmistir. Ancak
apoptozun erken veya ge¢ donemlerinde MCF-7 hiicre sayilarinda bir degisim gozlenmemistir. P53, Bcl-2 ve kaspaz-3 protein
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir degisim gbézlenmemistir. Ayrica aktin flamentlerinin yogunlugu sadece 125 mg/ml dozda hafif
azalmistir. Sonug olarak V. inulifolium turinin methanol ekstresi MCF-7 hiicreleri {izerine anti-proliferatif etki gdstermistir, fakat
sonuglar bu etkinin apoptotik yolakla iliskili olmadigi géstermistir.

Anahtar soézciikler: Verbascum inulifolium, meme kanseri, antiproliferatif, apoptoz, MCF-7 hiicre hatti
ABSTRACT

The genus Verbascum traditionally used in folk medicine is known with some activities including anti-inflammatory, antioxidant and
antibacterial. Verbascum inulifolium is an endemic species growing in Turkey. The aim of the present study was to evaluate anti-
proliferative and apoptotic effects of methanol extract obtained from aerial parts of V. inulifolium on human breast cancer cell line
(MCF). Effects of different concentration of the extract (1, 5, 25 and 125ug/ml ) were tested on cell viability and proliferation using
MTT and Xcelligence assays. Then cells stained with Annexine V/propodium iodir (Pl) and apoptosis phases were determined using
FACS cell counter method. Moreover, western-blot method was performed to determine apoptotic and anti-apoptotic protein
expression levels. Finally, cell actin filaments stained using phallodine stain method and examined with fluorescence microscope.
Cell viability and proliferation levels were reduced according to increasing concentrations of the extract. However, there were no
differences observed in number of MC-7 cell during early and late phases of apoptosis. There were no significantly differences
observed in P53, Bcl-2, and caspase-3 protein expression levels. Actin filament density was slightly reduced only at the
concentration of 125 mg/ml. As a result, methanol extract of V. inulifolium showed anti-proliferative effect, but results indicated
that this effect was not related to apoptotic pathway.
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GIRIS

Apoptoz programl hiicre 6limi olarak kabul edilmektedir.! Bu sistemde en énemli enzimlerden birisi
p53’diir. P53 hasar gormiis DNA’nin tamirinin diizenlenmesinde gérev alan bir proteindir. Hiicre DNA’sI
tamir edilemediginde hiicrede apoptoz indiiklenmektedir.? Bu asamada apoptotik proteinlerin (Bax ve Bid
gibi) seviyeleri antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 proteinin seviyesine baskin gelir ve apoptoz indiklenir.
Buna ek olarak kaspaz-3 ise apoptozun son asamalarinda aktiflesen enzimdir ve aktif kaspaz-3 CAD (Kaspaz
aktive edici DNaz)’1 aktiflestirir.! Daha sonra CAD DNA’nin 50-200 b¢ uzunlugunda fragmentlere ayrilmasina
neden olur. Kanser hiicrelerinde apoptoz genellikle baskilanmis durumdadir.

Meme kanseri kadinlarda en yaygin gériilen kanser tirlerinden biridir.? Alt tirlere ayrilan meme kanserinin
akciger kanserinden sonra ikinci sirada 6lime neden oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, meme
kanserinin tedavisi icin kemoterapotik etki gosterebilecek dogal ve sentetik maddelerin sayisi her gegen giin
artmaktadir. Bitkilerden elde edilen ve kanserin tedavisi icin kullanilan bilesikler ve tiirevleri iceren pek ¢ok
calisma literatiire girmistir. 4

Turkiye mevcut bitki tirleri goz 6ninde bulunduruldugunda antikanser calismalarinda kullanilacak bitki
cesitliligi acisindan oldukca dikkat cekicidir. Verbascum cinsi hem Asya hem de Avrupa’da yayilis gosterir.
Turkiye’de 233 tirl bulunmakla birlikte bunlarin 185’i endemiktir. Verbascum cinsine ait tirler Gzerine
yapilan calismalarda bu tirlerin yara iyilesmesi®, antioksidan®, antihelmintik’ ve antiinflamatuvar®
aktiviteleri bildirilmistir. Tir sayisi ve endemizm orani disinildtiginde bu tirlerin biyolojik aktiviteleri
hakkinda bilgimiz oldukga sinirlidir. Ozellikle kanser hiicreleri lizerine Verbascum cinsine ait tiirlerin
etkilerini gosteren calismalar hakkinda aydinlatilmasi gereken pek ¢ok dnemli nokta bulunmaktadir. Bu
tirlerden biri de Verbascum inulifolium Hub.-Mor.’dur. Literatlirde yapilan taramalarimiz sonucunda, V.
inulifolium’a ait antikanser etkiler gosteren herhangi bir calisma bulunamamistir. Bu nedenle, bu ¢alismada
V. inulifolium tirinin metanol ekstresinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti lizerine antikanser aktivitesinin
detayli olarak arastirilmasi amaclanmistir. Calisma kapsaminda proliferasyon ve hiicre canlihiginin
belirlenmesi, intrinsik apoptoz yolaginda rol alan Bcl-2, P53 ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonlari, hiicre
iskelet elemanlarinin yogunlugunun belirlenmesi amaglanmistir.

YONTEMLER
Bitki materyali ve ekstraksiyon prosediirii

Bitki materyali dogal habitatindan C4-Silifke, Mersin, Tiirkiye’den toplanmistir ve Dr. Sevda Glizel tarafindan
teshis edilmistir. Golgede kurutulan toprak Ustii kisimlari 6glitlilmis ve 2 g bitki materyali, 250 mL metanol
ile Soxhlet cihazinda ekstre edilmistir. Sonrasinda 35-40 °C de vacuum evaporatorde (Heidolph-Rotar TLR
1000, Germany) ¢oziict ugurulmus ve elde edilen ekstre 4 °Cileri calismalar i¢in karanlikta saklanmistir.

Hiicre canliiginin degerlendirilmesi

Kanser hicre hatlari 12 kuyucuklu platelerde %70-80 oraninda konfluansa hazir hale geldiklerinde SF
ortaminda 24 saat tutulduktan sonra bitki ekstrelersinin farkli seyreltmeleri (1, 5, 25, 125ug/ml ) ile 48 saat
sire ile inklbe edilmistir. Pozitif kontrol olarak %10 FCS icinde bekletilen hiicreler kullaniimig ve hiicrelerin
canhhgr MTT (3- [4,5- dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium bromide) yontemi ile
degerlendirilmistir. Kaltir vasati 1 mg/ml MTT (Sigma) iceren SF vasati ile degistirilerek 37°C de 4 saat sire
ile inkibe edilmis, daha sonra MTT sollisyonu dokilerek hiicrelerin Gizerine dimetil sulfoksit (DMSO, Sigma)
eklenmistir. Renkteki degisim kolorometrik bir okuyucu ile (spektrofotometre) 595 nm’de okunmustur. Bitki
Ozitlerinin hicrelere goére en uygun proliferatif ve inhibe edici dozlar tespit edilmistir. Boylece bitki
ozitlerinin kiltdr hiicrelerinin canlihgi Gzerinde etkisi ve etkin dozun etkinlik siiresi belirlenmistir.

Flow Sitometre ile Hiicre Dongiisii ve Apoptozun Belirlenmesi

Apoptozun belirlenmesi icin 75 cm?lik flasklara 5000 hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicre canlilik
testlerinde kullanilan en disik ve en yiksek dozlar hiicrelere uygulanmistir. Daha sonra Annexin V ve Pl
iceren kit kullanilarak Uretici firmanin (Becton Dickinson, Pharmingen, UK) tavsiyeleri dogrultusunda deney
gerceklestirilmistir. Kisaca, hiicreler (100.000 hiicre/numune basina) soguk PBS ile iki kez yikanmis ve FITC
ile konjlige annexin V (10 ug/ml) ve PI (10 pg/ml) iceren baglayici tampon ¢ozelti icine konulmustur. Hiicre
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sispansiyonlari karanlikta buz tstlinde 15 dk inkibe edilmis, daha sonra FACSort tipi akim (flow) sitometre
ile degerlendirilmistir.

MCF-7 Hiicrelerinin immiinofloresan Yontemi ile isaretlenerek Boyanmasi

Floresans mikroskobunda aktin filament yapisinin gériintiilenmesi, F-aktine baglanan Alexa flor 595 falloidin
“Alexa fluor 595 phalloidin” kullanilarak yapilmistir. Kiltlir ortaminda bulunan hiicreler pastor pipeti ile
¢OzlilmUs ve santriflj tlpl icine alinarak 5 dakika 3000x g de santriflij edilmistir. Hicreler falloidin-PBS
icinde bir saat etiivde bekletilmis ve ardindan hiicre icine girmeyen falloidini uzaklastirmak icin 5 dakika
3000x g de santriflj edilerek Ust sivi atilmistir. Hiicre peleti Triton-X-100 icine alinarak 10 dakika oda
sicakhginda bekletilmistir. Ardindan PBS'li falloidin ile bir saat boyunca isaretlenmis ve 7 dakika 3500x g de
santrifiij edilmistir. islem siirecinde her bir basamaktan sonra hiicreler PBS ile son asamada ise BSA’li PBS ile
yikanmistir. Hiicre ¢cekirdekleri DAPI ile isaretlenerek boyanmistir. Daha sonra floresan mikroskopta F-aktin
yogunluklari belirlenmistir.

Apoptotik yolakta gérev alan bazi protein ekspresyon seviyelerinin Western Blot ile belirlenmesi

Protein analiz kiti (Pierce mikroplate BCA) kullanilarak protein miktari belirlenen MCF-7 meme kanser hiicre
soyundan elde edilen hicre lizati oranlar 4x 6rnek yikleme tamponu ile kanstiriip 5 dakika denatiire
edilmistir.

Ornekler, % 12’ lik poliakrilamid iceren gel ile elektroforez diizenegine vyiiklenerek 120 dakika
ylratdlmustar. Jelden nitroseluloz membrana aktarim 125 mA’de 90 dakika siire ile gergeklestirilmistir.
Membranlar TBS - % 0.1 Tween 20 ve % 3’ lik BSA iceren tamponla 1 saat siresince +4 °C’ de
doyurulmustur. Doyurma isleminin ardindan membranlar 1. antikorlarla (p53, kaspaz-3 ve bcl-2) 14 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Her inkiibasyondan sonra membranlar 3 defa 15 dakika TBS - % 0.1 Tween 20
iceren tamponla yikandiktan sonra alkalen fosfotaz igeren tavsan monoklonal anti kegi IgG iceren ikincil
antikor ile 1 saat inkiibe edilmistir. ikinci antikor inkubasyonundan sonra membranlar yine 3 defa 15 dakika
TBS- % 0.1 Tween 20 iceren tamponla yikandiktan sonra NBT/BCIP renk gelistirici solisyonu kullanilarak
membran lizerinde olusan 6zglin bantlar gdzlenmistir.

istatistik

Calismanin sonuglari istatistiksel olarak GraphPad Prism (v6.02) ve SPSS (v20) paket programlari yardimi ile
degerlendirilmistir. Yapilan tim analizler iki uglu (two-tailed)’ dur ve p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
BULGULAR

Hiicre canliligi ve Antiproliferatif aktivite

V. inulifolium metanol ekstresi doz artisina (1, 5, 25 ve 125 pg/ml) bagh olarak MCF-7 hiicre canhligini ve
proliferasyonunu azaltmistir (Sekil 1).

Farkli yogunluktaki MCF-7 hticreleri (100,000, 50,000, 25,000, 12,500, 6,250, 3,125 ve 1,562 hicre/kuyucuk)
16 kuyucuklu mikroplakalarda yetistirilmistir. Ekstre uygulamasi sonucunda MCF-7 hicrelerinde kontrolle
kiyaslandiginda doz bagimli olarak (1, 5, 25 ve 125 pg/ml) hiicre proliferasyon yogunlugunun azaldigi en
yuksek etkinin ise MTT testinde sonuclara benzer olarak 125 pug/ml dozda oldugu belirlenmistir (Sekil 2)
(Tablo 1).

205



Lokman Hekim Dergisi - Lokman Hekim Journal 2019; 9 (2): 203-210 http://dergipark.gov.tr/mutftad

-t
ES

-
- i\)
A '

OD (Optik dansite)
o o o o
- » w

(=T ]

a
a
b
b
b
SF 5 25 125

DMSO 1
Uygulama dozlan (ug/ml)

Sekil 1. V. inulifolium ekstresinin MCF-7 hiicreleri tGizerine doz bagiml antiproliferatif etkileri

8- MCF-7
— Control
74 —DMSO
125 pg/m
61 — 25 pg/mi

5 pg/ml
54 —— 1 pg/ml

Hiicre konsantrasyonu
H
|

0l 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 I
O 5 10 15 20 25 30 36 41 46 51 56 61 66 71
Zaman (saat)

Sekil 2. Xcellinge araciligiyla hiicre poliferasyonunun dinamik olarak goézlenmesi

Tablo 1. Doz bagimli hiicre yogunluklari Gizerine V. inulifolium ekstresinin etkileri

Gruplar Hiicre konsantrasyonlari
SF 1.1763+0.00

DMSO 1.064°+0.016

1 pg/ml 1.1092+0.009

5 pg/ml 1.0512+0.118

25 pg/ml 0.781°+0.048

125 pg/ml 0.100°+0.007
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Apoptozun belirlenmesi

Apoptozun belirlenmesi icin 24 ve 48 saat sliresince V. inulifolium ekstresinin en disik ve en yliksek
dozlarina maruz birakilan hicreler AnnexineV/PI ile boyanmis ve daha sonra erken ve ge¢ apoptotik
safhadaki MCF-7 hiicrelerinin taranmasi ve yizdelerinin belirlenmesi saglanmistir. Sonuglar incelendiginde
hem 24 hem de 48 saat boyunca farkli dozlarda ekstre uygulanan MCF-7 hiicrelerinin ¢cok azinin erken
apoptotik safhaya girdigi ve bazi hiicrelerin ise dogrudan nekrotik safhaya gectigi belirlenmistir. FACS
sonuclari Sekil 3 ve 4’de verilmistir.
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Sekil 3. 24 saatlik ekstre uygulamalar sonucunda hiicrelerin apoptotik ve nekrotik dagilimlari. UL:yukar sol kare (Nekrotik
hiucrelerin bulundugu kisim), UR: yukari sag kare (Ge¢ apoptotik fazdaki hlcrelerin bulundugu kisim), LL: asagl sol kare
(Etkilenmeyen hicrelerin bulundugu kisim), LR: asagl sag kare (Erken apoptotik fazdaki hiicrelerin bulundugu kisim)’yi ifade
etmektedir.
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Sekil 4. 48 saatlik ekstre uygulamalari sonucunda hiicrelerin apoptotik ve nekrotik dagilimlari. UL:yukari sol kare (Nekrotik
hicrelerin bulundugu kisim), UR: yukari sag kare (Ge¢ apoptotik fazdaki hicrelerin bulundugu kisim), LL: asagl sol kare

(Etkilenmeyen hiicrelerin bulundugu kisim), LR: asagl sag kare (Erken apoptotik fazdaki hicrelerin bulundugu kisim)'yi ifade
etmektedir.

Western Blot ile apoptotik ve antiapoptotik protein seviyelerinin belirlenmesi

Sekil 5'de, ekstre uygulamasi sonrasi MCF-7 hiicrelerinde p53, kaspaz-3 ve Bcl-2 protein ekspresyon
seviyelerindeki degisimler gosterilmektedir. Sonuclar incelendiginde dusuk (1 mg/ml) ve yiksek (125
mg/ml) doz uygulamalari sonucunda p53 ve kaspaz-3 protein seviyelerinde anlaml bir degisiklik
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gozlenmemistir. Bununla birlikte Bcl-2 seviyesi disiik doz uygulamasi sonrasinda kontrole gore azalmis ve
yuksek doz uygulanan gruplarda ise kontrole yakin degerler sergilemistir.
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Sekil 5. V. inulifolium ekstresinin apoptotik ve antiapoptotik proteinlerin ekspresyon seviyeleri tizerine etkisi.

imminofloresan goriintiileme

Elde edilen goruntiler incelendiginde sadece V. inulifolium ekstresinin 125 mg/ml doz uygulandigi
hiicrelerde aktin filamentlerinin yogunlugunda dusik bir azalma gérilmektedir. Bununla birlikte 1 mg/ml
ekstre uygulanan grupta SF kontrol ya da DMSO grubuna gore aktin filamentlerinde azalma
gorilmemektedir (Sekil 6).

Sekil 6. Ekstre uygulamalari sonrasi aktin flamentlerinin imminofloresan gérintileri: a) SF, b) DMSO, c) 1 mg/ml, d) 125 mg/ml.
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TARTISMA

Eski caglardan glinimize kadar kanser tedavisi icin bitkiler kullaniimaktadir. Bitkilerden elde edilen
fitokimyasal bilesiklerin dnemli antikanser aktiviteler gésterdigi bilinmektedir.® Onceki calismalarda
kamptotesin, topotekan, irinotekan, paklitaksel, dosetaksel, vinbilastin, vinkristin, podofillotoksin, etopozit,
tenipozit, elliptinium, homoharringtonin vs. gibi bitkilerden elde edilen ve antikanser etki gdsteren bilesikler
rapor edilmistir’® ve bu maddelere her gecen giin yenileri eklenmektedir.® Tiirkiye bulundugu cografik
konumundan dolayl pek cok bitki tiriine ev sahipligi yapmaktadir. Bu baglamda antikanser ajan olarak
kullanilabilecek maddelerin  bulunmasi agisindan duslinildigiinde o6nemli bir kaynak olabilecegi
soylenebilmektedir.

Verbascum cinsine ait tirlerin yara iyilesmesi'l, antimikrobiyal'?, antiinflamatuvar®®, antiiilserojenik
aktiviteleri ile ilgili calismalar bulunmaktadir. Onceki calismalarda Verbascum sp. tiirlerinin kanser hiicreleri
Gzerine etkilerini gosteren ¢alismalarda mevcuttur. Talib ve ark. (2010) Verbascum sinaiticum ciceklerinin
kloroform ve metanol ekstrelerinin MCF-7 hicrelerinin proliferasyonunu 6nemli derecede engelledigi
bildirilmistir.®> Verbascum nobile den elde edilen iridoit, fenilethanoit ve saponinlerin T-hiicre hattinin
proliferasyonunu engelledigi belirlenmistir.1® Diger bir calismada Verbascum thapsus’un A549 akciger
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigi ve apoptozu indiikledigi rapor edilmistir.t’ Calismamizda,
endemik bir tir olan V. inulifolium’un antikanser oOzelliklerinin belirlenmesi icin oncelikli olarak MCF-7
meme kanseri hticreleri Gzerine hiicre canlhg ve antiproliferasyon aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen
sonugclara gére metanol ekstresinin MCF-7 hicrelerinin canliigini ve proliferasyonunu azalttig gbzlenmistir.
Ayrica Xcelligence dinamik hicre monitérleme metodu ile hicrelerin proliferasyonu ve uygun hicre
yogunluklari belirlenmistir. Her iki testin sonucuna goére proliferasyon ve canlihigin doz artisina bagli olarak
azaldigl tespit edilmistir. Bu baglamda V. inulifolium MCF-7 hiicreleri Gzerine antiproliferatif bir etkiye sahip
oldugu soylenebilmektedir.

Bitkilerin antikanser etkilerinin belirlenmesinde apoptozun indiiklenmesi énemli bir kriterdir. Onceki
calismalarda bazi Verbascum sp. tirlerininn apoptozu indiikledigi rapor edilmistir. Verbascum thapsus’dan
elde edilen fitokimyasallarin A549 kanser hiicrelerinde apoptozu indikledigi belirtilmistir.?” Talib ve
Mahasneh (2010). Verbascum sinaiticum’a ait farkh polaritedeki ekstrelerin MCF-7 ve Hep-2 hiicrelerinde
antiproliferatif etkileri belirlemis ancak apoptozun indiiksiyonu belirlenememistir.’® Calismamizda hiicre
canliiginin azalmasi ile apoptoz arasindaki iliskinin belirlenmesi igin Annexine V/PI1 boyamasi yapilarak erken
ve gec apoptozdaki hiicre sayilarinin belirlenmesi saglanmistir. Uygulama gruplarinda erken apoptotik
safhadaki hiicre sayilarinin ¢ok az oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler 1siginda, V. inilifolium metanol ekstresinin
MCF-7 hiicrelerinde apoptozun indiklenmesi (izerine etkili olmadig soylenebilmektedir. Calismamizda
paralel olarak apoptotik (p53 ve kaspaz-3) ve antiapoptotik (Bcl-2) proteinlerin ekspresyon seviyeleri de
belirlenmistir. Uygulama gruplarinda p53, kaspaz-3 ve Bcl-2 protein seviyelerinin kontrole yakin sevide
oldugu belirlenmistir. Calismamizda Annexin V/Pl boyamasi sonrasinda hicrelerin apoptoza girmedigi ve
ayrica western blot yontemi ile apoptozda rol alan protein seviyelerinde anlamli bir degisim
gozlenememesinden dolayi V. inulifolium’un MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiiklemedigi diisinilmektedir.

Ayrica f-aktin yogunlugunun V. inulifolium ekstresinin disik doz uygulandigi gruplarda kontrole goére
herhangi bir fark olmadigi ama yiliksek dozun aktin filamentlerinin yogunlugunu zayifta olsa azalttig
gorlilmektedir. Hiicre iskeletinin yogunlugunun azalmasi ve deformasyonu ile karakterize olan hicre
bizilmesi morfolojik olarak apoptotik hiicre belirteclerinden birisidir.'® Apoptotik hiicre belirteclerinden
biri olan hiicre buzllmesinin gérilmemesinden dolayi V. inulifolium’un MCF-7 hiicrelerinde f-aktin’in
yogunlugu lzerine etkili olmadigi soylenilebilmektedir.

Sonug olarak, galismamizda V. inulifolium’un metanol ekstresinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti (izerine
olasi antikanser etkileri test edilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, metanol ekstesinin MCF-7
hlcre canhhgini azalttigini ancak bu azalmanin apoptozla ilgili olmadigi p53, kaspaz-3 ve Bcl-2 proteinlerin
ekspresyon seviyelerine bakilarak anlasilabilmektedir. Ayrica bu yargi hicrelere ekstre uygulanmasi
sonrasinda Annexin V boyomasi ile yapilan analizde hiicrelerde apoptozun indiklenmediginin belirlenmesi
ile desteklenmistir. Bu baglamda, V. inulifolium’un metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri lizerine apoptoz
indiklenmis antikanser aktivitesinin olmadigi disiinilmektedir.
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