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OZET

Crocus sativus L. (Safran)’in Cilt Kanseri Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Crocus sativus L. (safran)’in, gerek alternatif tipta, gerekse modern tipta
tedavi amaciyla kullamldig1 bilinmektedir. Basta Kkardiyovaskiiler sistem
tedavisinde olmak iizere pulmoner sistem problemlerinin giderilmesinde,
gastrointestinal sistem problemlerinin giderilmesinde, gut semptomlarinda,
anoreksi, uykusuzluk ve erektil disfonksiyon gibi klinik bulgularin tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir. Son zamanlarda sikhikla bazi kanser tiirlerinin
tedavisinde, hipertansiyon ve yiiksek kolesteroliin yonetilmesinde ve baz1 klinik
kullanima ozel sa¢ toniklerinde de kullanildig1 bilinmektedir. Bu baglamda,
ozellikle cilt kanseri hiicrelerinin safranla muamelesinin hiicre canlhihg ile kaspaz-
3, bax, bcl-2, weel, gadd153, grp78 ve AIF (apoptoz indiikleyici faktor) protein
diizeylerini ve aktivitelerini nasil etkileyeceginin arastirilmasimi planlanmistir. Bu
amacla, insan cilt kanseri hiicre Kiiltiirii hazirlanmis ve bu hiicreleri safran ile
muamele edildikten sonra hiicrelerdeki kaspaz-3, bax, bcl-2, weel, gadd153, grp78
ve AIF protein diizeylerinin ELISA ile analizini gerc¢eklestirilmistir.
Yaptigimiz analizler sonucunda artan safran muamelesi sonucu cilt kanseri
hiicre canhihigimin azaldigi bulunmustur. Apoptozun azaldigim1 gosteren onemli
gostergelerden bcl-2 protein diizeyi azalirken bunun aksine kanser hiicresi
oliimiiniin arttigim ifade eden bax, kaspaz-3, gadd153, grp78, AIF ve weel
diizeyleri ise yiikselmistir. Bu calisma, safranin 6zellikle cilt kanseri tedavisinde
olumlu bir etkiye sahip oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Safranmin, kanser
hiicresini o6liime yonlendirirken cesitli kemoterapotiklerle sinerjistik etki
gosterebilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: bax, bel-2, Cilt Kanseri, kaspaz-3, Safran.




ABSTRACT

Investigation Of The Effect Of Crocus sativus L. (Saffron) On Skin Cancer

Crocus sativus L. (saffron) is known to be used for treatment in both
alternative medicine and modern medicine. It is known to be used in the treatment
of primarily cardiovascular system, pulmonary system problems, gastrointestinal
system problems, gout symptoms and treatment of clinical findings such as
anorexia, insomnia and erectile dysfunction. Recently, it is known that it is
frequently used in the treatment of some types of cancer, in the management of
hypertension and high cholesterol and in some clinical use-specific hair tonics. In
this context, it is planned to investigate how the treatment of skin cancer cells with
saffron will affect cell viability, caspase 3, bax, bcl-2, weel, gadd153, grp78 and
AIF (apoptosis inducing factor) protein levels and activities. For this purpose, we
prepared human skin cancer cell culture and after treating these cells with saffron,
caspase-3, bax, bcl-2, weel, gadd153, grp78 and AIF protein levels were analyzed
by ELISA. As a result of our analysis, it was found that skin cancer cell viability
decreased as a result of increased saffron treatment. While the level of bcl-2
protein, which is one of the important indicators showing decreased apoptosis,
decreased, on the contrary, bax, caspase-3, gadd153, grp78, AIF and weel levels,
which express increased cancer cell death, increased. This study revealed that
saffron has a positive effect, especially in the treatment of skin cancer. It has been
demonstrated that saffron may exert a synergistic effect with various
chemotherapeutics while directing the cancer cell to death.

Key Words: bax, bcl-2, caspase-2, Saffron, Skin Cancer.
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1. GIRIS

Insan sagligina sagladig1 olumlu etkileri sayesinde bircok bitki ve tasidig1 etken
maddeler, giiniimiize kadar bir¢cok arastirmanin konusu olmakla birlikte gilinlimiizde
oldugu gibi gelecekte de bircok klinik arastirmanin konusunu olusturacagi
diistiniilmektedir'.

Giincel tibbi yaklasimlarin yan sira alternatif tip ile birlikte koruyucu hekimlik
uygulamalarinda da tibbi bitkilerin giderek daha fazla tercih edildigi bilinmektedir.
Diinya Saglk Orgiiti (WHO), diinya niifusunun %80 kadarmin tedavi siireglerinde
bitkisel preparatlari tercih ettigini ifade etmektedir”.

Giliniimlizde kanser tedavisinde uygulanan cerrahi yontemler, kemoterapotik
ajanlar ve radyoterapi uygulamalar1 daima etkili sonu¢ vermemekte, bunun yani sira
kanser hiicrelerinin de zamanla tedaviye direngli hale gelmelerine neden olabildigi
bilinmektedir®. Kanser hastalarinin tedavi siireglerinde tibbi bitkilerin kullaniminin giin
gectikce arttig1 ve modern tedaviye gore daha kolay uygulanabilmesi, yan etkisinin daha
az olmasi ve daha ucuz olmasi gibi avantajlara sahip oldugu bildirilmistir’. Kanser
hastalarinin tedavisinde kullanilmasi tercih edilen bu tibbi bitkilerin 6zellikle igerdikleri
antioksidan bilesenlerin yiiksek oldugu ve antikanser etkilerinin bununla dogrudan
baglantili oldugu bilinmektedir®.

Glinlimiize kadar yiiriitiilmiis bir¢cok calismada antioksidan enzim aktivitesinin
diisiik olmas1 ve oksidadif stresin yiiksek olmasi ile kanser hiicrelerinin olusumu
arasinda dogrudan iligki oldugu gosterilmistir ve giinliik antioksidan takviyelerinin
diizenli alinmas1 sayesinde kanser hiicrelerinin olusum riskini 6nemli diizeyde azalttig1
bildirilmistir’.

Onkoloji hastalarinin tedavi siirecinde kullanilan tibbi bitkilerin kimyasal
bilesiminde barindirdigi antitiimoral molekiiller bulundurmalarina ek olarak bagigiklik
sistemini giiglendirerek viicudun enfeksiyonlara kars1 daha direngli olmasini saglayip,
geleneksel tedavi tekniklerinin yan etkilerini azaltarak ya da 6nleyerek, fizyolojik ve
nutrisyonel destek saglayarak hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde etkin

olduklar1 diisiiniilmektedir®.



Yaygin olarak safran olarak bilinen Crocus sativus L., diinyanin en pahali
baharatlarindan  birinin hammaddesidir ve yiizyillardir halk  hekimliginde
kullanilmaktadir. Kimyasal analizler, safran stigmalarinda 150'den fazla bilesenin
varligint gostermistir. Safranin ana bilesenleri krosin, krosetin ve safranaldir. Denekler
tizerinde ve hiicre kiiltiirlinde yapilan c¢alismalar, safranin ve ana bilesenlerinin
antitimor ve kanser Onleyici aktivitelerini gostermistir, bu aktiviteler igin olasi
mekanizmalar tartisitlmistir. Kemoterapide ve kanseri dnlemede koruyucu ajan olarak
safranin antikanser etkinliginin dogrudan kaniti, birincil olarak kanser insidansinda
gercek azalmayi gosteren ¢alismalardan gelmektedir®.

Bu tez ¢alismasinda Crocus sativus L. (Safran) bitki ekstraktlarinin cilt kanseri

hiicre hattinda (ATCC® CRL-6475™ B16-F10) antikarsinojenik etkilerinin ELISA
testi kullanilarak degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu amagla, safran ile muamele
edilmis cilt kanseri hiicrelerinde hiicre canliligi ve apoptoz gostergeleri olan kaspaz-3,

bcl-2, bax, weel, gadd153, grp78 ve AlF protein diizeyleri arastirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Crocus sativus L. (Safran) Bitkisi ile Tlgili Genel Bilgiler

Crocus sativus L. (safran) Akdeniz ve Asya lilkelerinde yetisen Iridaceae
(stisengiller) ailesine ait ¢igdem cinsinden 20-30 cm boyunda ¢ok yillik bir kiiltiir
bitkisidir’. Mavi-mor renge sahip ¢iceginin stiluslari ile stigmalarina safran ismi
verilmistir ve baharat olarak da kullanilmaktadir. Safran, eski caglar itibari ile
antidepresan, dekonjestan, sedatif, analjezik, ekspektroan, spazmolitik, diyaforetik
ozellikleri ile bitkisel tedavide kullanilmigtir. Tedavi amaci ile kulanimimin yaninda;

gidalara aroma ve renk vermesi amaciyla ve baharat olarak da kullanilmaktadir®.

tepecik
stigmata

¢anak yaprak
g

tag yaprak

petal

r;anasl;zlaprak yumurtalik
’ ovary
s ~tag yawprak @E%;kormus (sogan)
cicek zarfi _/ = ]
7 _kakler
A1 rools

Sekil 1. Crocus sativus L. (safran) bitkisinin morfolojik yapist®

Safran; karotenoid (krosetin, krosin, likopen, a-karoten, f-karoten, zeaksantin vb.),
antosiyanin, monoterpen aldehit (pikrokrosin, safranal vb.), flavonoid (naringenin,

kemferol, taksifolin), izoforon bilesiklerini icermektedir'’.



O-gentiobiose
DW/WD
O-gentiobiose

Crocin
O-H
0 = S S, o 0
O-H Crocetin
CHO
Picrocrocin
CHO
Safranal

Sekil 2. Safran bitkisinin kimyasal bilesimi11



Safran bitkisi Oziitii ve bilesenleri ile yapilmis olan calismalar sonucu
antienflamatuar, antioksidan, antigenotoksik, antikarsinojenik, antihiperglisemik,
antihipertansif, karaciger koruyucu, antiiskemik, antidepresan, obezite Onleyici,
néroprotektifozellikler tasidign gosterilmistir'?,

Safran, mide bagirsak rahatsizliklarinda agri kesici ve sakinlestirici ilag olarak
halk arasinda kullanilmaktadir. Bununla beraber kansizlik, iktidarsizlik, gut, kalp
carpintis1, nefes darlig1 gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanimi yaygmdir®.

Hosseinzadeh ve ark. safran 6ziitii ve iceriginde bulunan krosinin fare deneyinde
metil methanosiilfat ile DNA hasar1 olusturulmus bazi organlar (dalak, akciger, bobrek,
karaciger) tizerindeki etkisini incelemis ve koruyucu etki gosterdigi sonucuna
varmislardir'.

Samarghandian ve ark. akciger kanseri hiicre hatti iizerinde safran ekstraktinin
antikarsinojen etki gosterdigini bildirmislerdir. Bu caligma sonucu safranin hiicre
boliinme ve ¢ogalma hizin1 yavaslatarak ve kaspaz yolagmi kullanan apoptozu
indiikleyerek, antikarsinojen etki yarattigi gosterilmistir'*.

Premkumar ve ark. yaptiklari calisma ile safran ekstraktinin Swiss albino
farelerinde mitomisin-C, sisplatin, siklofosfamid ve iirethan ile indiiklenen
genotoksisiteye kars1 antigenotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir'.

Nair ve ark. intraperitoneal transplantasyonla sarkom ve lenfoma tiimoérleri
nakledilen edilen farelerde safran ekstraktinin antitimoral etki gosterdigini
bildirmislerdir. Ayrica ekstrakt tiimor hiicrelerine karsi in vitro ortamda da sitotoksik
etki gostermistir'®.

Malaekeh-Nikouei ve ark. safranalin hiicre kiiltiirii calismalarinda kanser hiicre
hatlarinda antitiimér etki gosterdigi sonucuna ulagmuslardir'”.

Escribano ve ark. gergeklestirdikleri hiicre kiiltiir calismalarinda safranal, krosin
ve pikrokrosinin HeLa hiicre hattinda sitotoksik etki gosterdigini bildirilmislerdir'®.

Abdullaev, krosetinin kanser hiicre hatlarinda artan dozlarda protein ve niikleik
asit sentezini durdurdugunu gstermistir'”.

Magesh ve ark. Isve¢ albino farelerinde olusturulan akciger kanserine karsi
krosetinin, glutatyon ve ksenobiyotik enzimler {izerindeki etkisini aragtirmis, koruyucu

etki gdsterdigini ortaya ¢ikarmuslardir®.



Abdullaev ve ark. safran 6ziitliniin farklt malign insan hiicre hatlar {izerindeki
etkilerini in vitro ortamda incelemistir. Ekstraktin normal hiicrelere etki etmezken,
malign hiicrelere artan doza bagh olarak sitotoksik etki gosterdigini ifade etmislerdir®'.

Buna ek olarak safranin farkli bilesenlerinin HeLa hiicre hatti iizerinde etkileri
incelenmistir, igerigindeki karotenoidlerin tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini onledigi
gorillmiistiir’”.

Tanaka ve ark. dekstran sodyum siilfat ve azoksimetan verilerek kolorektal
lezyon yaratilan farelerde, krosin uygulamasi ile enflamasyon ve tiimér olugum oraninin
onemli dl¢iide azaldigim bildirmislerdir®.

Das ve ark. safranin melanoma {izerine etkilerini arastirdiklar1 calismada
ekstraktin, kanserin 2. evresindeki farelerde prognozu azaltici etki gosterdigini
bildirmislerdir®.

Ayrica bu calismada yapilan biyokimyasal analizlerde bitki ekstraktinin
uygulamasina bagli olarak glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, katalaz ve
siiperoksit  dismutaz gibi  detoksifikasyon enzimlerinin etkinliginin  arttig
gbzlemlenmistir. Tiimdr olusum hizinin azalmasi s6z konusu enzimlerin aktivitesinin
artmastyla lipid peroksidasyon hizinin azalmast ile iliskilendirilmistir™.

Assimopoulou ve ark. safran ekstrakti ile safranal ve krosin bilesenlerinin
belirgin derecede antioksidan aktivite gosterdiklerini ifade etmislerdir®.

Hosseinzadeh ve ark. safran ekstrakti ile aktif bileseni krosinin, iskemi ve
reperfiizyon hasar1 sonucu goriilen oksidadif stresi dnlemede etkin olabilecegini raflarda
yaptiklar1 ¢aligmalar sonucu bildirmislerdir®.

Karimi ve ark. c¢esitli ¢Oziiciiler kullanarak elde ettikleri safran ekstraktlarinin
icerigindeki flavonoidlerin ve fenolik bilesenlerin etkilerini incelemisler, antioksidan

etkiye sahip oldugunu gostermislerdir®®.

2.2. Genotoksisite ve Kanser Gelisimi

Genotoksisite terimi, kromozom ve genlerin sayisinda ve yapisinda toksik
maddelerin de etkisiyle olusan degisiklikleri ifade etmektedir. Organizma i¢ etken
olarak reaktif oksijen tiirleri ve alkilleyici ajanlara ve bunun yani sira dis etken olarak da
viral, kimyasal ve fiziksel unsurlara maruz kalabilmektedir. Bu maruziyetler, sayisal ve

yapisal olarak, genlerde ya da kromozomlarda degisikliklere sebebiyet vermektedir.



Genotoksik maddeler dogrudan kromozom ve gene etki edebilecekleri gibi DNA
ve hiicre boliinmeleri, DNA tamiri ve hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynayan enzimlerin
ve proteinlerin yapisinda degisiklige neden olarak dolayli yollarla da genotoksisiteye

neden olabilmektedir®’.

¥
/ \

HASAR
Mitotik DI£A Hiicre Déngusi
1§ Iplklen Kontrol Noktalan

DNA Onanm Hatalan
Mutasyonlar

Apoptoz

l

Genetik K ararsizhk

—/ \

Yaglanma Infertilite K anser Gcncll}k{:; Multifaktoryal

Sekil 3. Genotoksinlerin DNA iizerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari™

Insanlar giinliik hayatta besinler, radyasyon, UV, kimyasallar ve benzeri yollarla
genotoksik etmenlere maruz kalabilmektedirler. Insan viicudu genetik materyalde
goriilen mutasyonlar1 tamir etmek igin ¢esitli mekanizmalara sahiptir, fakat bu
mekanizmalarda  aksamalar  olabilmekte, mutasyonlar tamami ile tamir

edilemeyebilmektedir®.



Genetik materyalde mutasyonlarin birikimi sonucu kanser gelisebilmektedir. Bu
nedenle organizmada genotoksik etkiye neden olan bir madde kanserojen etkiye de
neden olabilmektedir®.

Birgok faktoriin etkisi ile ortaya g¢ikan karsinojenitenin meydana gelmesinde
reaktif oksijen tiirleri (ROS) un 6nemli bir etkisinin oldugu bilinmektedir. ROS; serbest
ve serbest olmayan radikaller olarak iki grup altinda toplanmaktadir. Oksijenli solunum
yapan canlilarda gerceklesen normal metabolik olaylarin sonucunda olugmalarinin yani
sira organizmanin sitokin, ksenobiyotik ve bakteriyal invazyona maruz kalmasi ile
meydana gelen bilesiklerdir”. ROS, diisiik miktarlarda yararli ve gerekli iken, yiiksek
miktarda canli i¢in tehlike olugturmaktadirlar™®.

Hiicre icinde bulunan ROS’un, enfeksiyon ajanlarina karsi olusan hiicresel
cevapta, hiicre sinyal mekanizmalarinin diizenlenmesinde, hiicre fonksiyonlarinin yerine

getirilmesinde, fizyolojik ve biyosentetik siire¢lerde dnemli rolii oldugu bilinmektedir’'.

Cizelge 1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Formiilii Formiilii
Nonradikaller

Stiperoksit 0, Hidrojenperksit H,0;

Hidroksi OHe Hipoklorikasit HOCI

Peroksi ROO- Hipobromikasit HOBr

Alkoksi RO» Ozon 03

Hidroperoksi HOO- Singlet oksijen AO;

Kanser hiicrelerinde metabolizma hizi normal hiicrelere kiyasla daha yiiksektir.
Bu durum beraberinde daha fazla miktarda ROS iiretimini de getirmektedir. Buna bagh
olarak, malign hiicrelerde yiiksek oranda olusgan ROS’un hiicreye zarar vermesinin
6nlenmesi, yiiksek antioksidan aktivite ile saglamir **. Antioksidan aktivitenin artmasi
sonucu ROS seviyesi hiicrenin ihtiyacinin oldugu diizeye kadar azaltilabilse de kanser
hiicresinde iiretimi devam eden ROS’un etkisi ile genotoksisite devam edebilir ve

karsinojenite meydana gelebilir™.



ROS hiicre igerisinde birgok enzim (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz vb.) veya enzimatik olmayan (tiyoller, glutatyon, flavonoidler, karotenoidler
vb.) yollar aracilig1 ile antioksidanlar araciligi ile pargalanir, boylece ROS’un viicut igin
zararli etkilerinin Oniine gegcilir 3. Viicutta bulunan ROS miktarimin artmasi ya da
antioksidan miktarinin azalmasi, baska bir deyis ile antioksidan maddeler ve ROS
arasindaki dengenin bozulmasi viicutta oksidadif stresin olusmasina neden olmaktadir™.

Oksidadif stres, canli yapisinda bulunan DNA, RNA, lipid, protein ve benzeri
molekiillerin islevlerinde ve yapilarinda bozulmaya neden olmaktadir **.
Makromolekiillerin islevi ve yapilarinda meydana gelen bozukluklar ise diyabet, kanser,

norodejeneratif hastaliklarin ve arterosklerozun ortaya ¢ikmasi ile sonuglanabilmektedir

ve yaslanmanin da 6nemli bir etkeni olarak kifade edilmektedir®”.

antinksidanlar

Serhiest Radikallei

[ikid Hasan Okshdatif Hasar .
Inflamasyon
it ‘ .
Lipdtier Profeinter Wikleik Asither

Sekil 4. Oksidatif hasar ve sonuglarr®

2.2.1. Kanser

Kanser, hiicre c¢ogalmasi ve hiicre 6limii arasindaki dengenin bozulmasina
neden olan, yayilim gosterebilen hiicrelerin gelisimine neden olan, gen ekspresyonu
degisiklikleri iceren anormal hiicre ¢ogalmasidir’’. Kanser gelisimi karsinojenez olarak
da adlandirilan ¢ok asamali bir siirectir. Bu siire¢, inisiyasyon, promosyon ve

progresyon olarak adlandirilan li¢ asamadan olugmaktadir.



Inisiyasyon; karsinojenlerle uyarilma ile hiicrelerde genetik degisiklik
sonucu timorlesmenin baslamasi,

Promosyon; yapisal degisiklige ugrayan hiicrelerde bolinme hizinin
artmasi sonucu tiimoriin ilerlemesi,

Progresyon ise; kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin invazyon ve metastaza sebep

olmasidir™®.

Promotion

nlhasyon .
DNA tamlrl Hucre

Normal Hiicreler Proliferasyonu

Progresyon Pmlrferammnu

Apoptozis
Hiicre Toksisitesi

sahiptir™

Sekil 5. Karsinojenez asamalar1™

Kanserler biiylime oranlarina, baglangi¢ yaslarina, tedaviye verdikleri tepkilere,

yayilimlarina ve evrelerine gore cesitlilik gostermelerine karsin bazi ortak 6zelliklere

immortalite, hiicreler aras1 zayif bag, metastaz, kontak inhibisyon kaybi ve hatali hiicre

. Ortak temel oOzellikleri; genetik kararsizlik, kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi,

tutunmasidir’®,

Cilt, viicudun dis tabakasini olusturmaktadir. Genis ylizeye sahip olmasi, dis

kanserojenlere direkt olarak maruz kalan ciltte kanser olusumu, oldukca sik goriilen bir

41
durumdur™.
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2.2.2. Cilt Kanseri

Cilde rengini veren melanin pigmenti, melanosit adi verilen cilt hiicreleri
tarafindan sentezlenir. Bu hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi cilt kanserini beraberinde
getirmektedir. Melanom veya melanoma olarak tanimlanan bu kanser tiirii diger kanser
tiirlerinde oldugu gibi saglikli genlerde meydana gelen mutasyonlar ya da kontrolsiiz
cogalmayr durduran genlerin fonksiyonlarinda olusan bozulmalara bagli olarak
goriilmektedir. Malign melanoma %10 oraninda kalitsal geg¢is gostermektedir. Bu
nedenle hastaligin gelismesinde genetik yatkinlik oldukca 6nemlidir***.

Cilt (deri) kanserinin diinyada ve lilkemizde goriilme siklig1 giderek artmaktadir.
Cilt kanserinin etiyolojisinde en onemli etmen ultraviyole 1sinlaridir. Son yillarda ozon
tabakasinda meydana gelen incelmeyle ultraviyole 1sinlarina daha fazla oranda maruz
kalinmaktadir. Bu durum cilt kanseri gelisimi a¢isindan 6énemli bir risk faktoridir*®**.
Yasam boyunca ortaya ¢ikma sikliginin erkeklerde 33 kiside bir, kadinlarda 52 kiside
bir oldugu istatistiksel olarak ifade edilmistir®.

Cilt kanserinin mortalite oran1 diisiiktiir. Fakat estetik bozukluklar ve fonksiyon
bozukluklari gibi morbidite oran1 yiiksek ve tedavileri pahalidir*® *’. Bununla beraber
hastalar, aileleri ve toplum {izerinde maddi, sosyal ve psikolojik yonii kapsayan ¢ok
boyutlu bir kavramdir*®*.

Herkesin cilt kanserine yakalanma riski vardir. Buna karsin ¢ok sayida ben ve
lekeleri olan, agik tenli ve uzun siire giinese maruz kalan, erken ¢ocukluk doneminde
giines yamg1 hikayesi olan bireylerin cilt kanserine yakalanma olasilig1 daha fazladir™.

Cocuklukta melanin iiretimi kisitlidir. Bu nedenle ¢ocukluk doneminde bireyler,

giines 1s1nlarina ve yol agtig1 zararl etkilere karsi duyarhidirlar. Bununla birlikte omiir

boyu giines 151m1 maruziyetinin yaklasik %801 18 yasindan once olmaktadir',

2.3. Apoptoz

Apoptoz, Yunanca kokenli bir kavram olup, apo (ayri) ve ptosiz (diisen)
kelimelerinin birlestirilmesi ile olusturulmustur. Hiicre intihari, hiicre 6liimii ve hiicre
kayb1 olarak da tanimlanmaktadir. Islevi, dokulardaki hiicre sayisinin sabit tutulmasidir.
Organizmaya zarar verebilecek hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglar ve bir tiir

. 52
savunma mekanizmasi olusturmaktadir’.
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DNA hasarinin meydana gelmesi durumunda, ilgili hiicre apoptoz ile ortadan
kaldirilmaktadir. DNA yapisinda mutasyon bulunan hiicrelerin, kanserlesme olasiligi da
ortadan kaldirilmis olmaktadir.

Programlanmis hiicre 6liimii; embriyolojik gelisimde ve yetigkinlerin
dokularinda ¢ok Onemli bir rol oynayan hiicre oOliimiiniin normal fizyolojik bir

bicimidir®.

y (. @ o

\ % @@ )

Sekil 6. Apoptozun evreleri*

12



Apoptozis i¢in sinyal alan bir hiicrenin kromatini ve benzer bir sekilde
sitoplazmasi da yogunlasir. Hiicrenin boyutlar1 giderek kiigiilmeye baglar. Belirli bir
slire sonra, apoptotik cisimcik olarak isimlendirilen kiiciik pargalara boliinen hiicrelerin
ylizeyinde yeni sinyal verici yapilar belirir ve bu sinyalin uyarisi ile yakinlardaki
hiicreler (genellikle histiyositler) tarafindan fagosite edilir ve ortadan kaldirilir*>°,

Apoptozis birgok aract molekiil tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda, bazi
organeller (mitokondri), iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), proteinler (p53) ve

hatta genler (c-myc) bulunmaktadir’’.

Pro-apoptotik proteinlerin
Anti-apoptotik azalan ifadesi

;;:‘;“""“ r Groupll  Growp Il
Bid, Bim, Bax, Bak,
Group 1 Puma, Bok/Mtd
Bel-2, Bel-xL, Noxa,Bad,
Mcl-1, Bel-w, Bmf, Hrk, Bik
Al/BF-1,

BelB/Bel2L10 o

Bozulmus reseptir \
Reseptor Bcl-2 Prote.ln
Sinyal Yolag Ailesindeki Protein

Azalan Apoptoz Dengesinin Bozulmasi

Seviyesi ve Kanser

=]
) & e SN
\ ‘ “’\‘ , “ !AP'IerinArtan

Ifadesi

p53'de Mutasyonlar

Sekil 7. Azalan apoptoz seviyesi ve kanser iliskisi’®
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2.3.1. Bcl-2/Bax Gen Ailesi

Apoptozun diizenlenmesi ¢ogunlukla Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanmaktadir.
Bu gen ailesinin yaklasik 20 tiyesi vardir; bazilar1 apoptoz inhibitoriidiir (antiapoptotik),
bazilar1 ise apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanmaktadir. Hiicrenin
hayatta kalma durumu bu gen ailesinin antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerinin oranina
baghdir. Bcl-2/Bax ailesinin iiyeleri, g¢ekirdek ve mitokondri zarlarinin yaninda;
endoplazmik retikulum zarinda da yer alirlar. Anti ve pro-apoptotik Bel-2 gen ailesi

iiyelerin dengesi, 6liim ile yasam arasindaki segenegi belirlemektedir®”.

Sekil 8. Bcl-2 ve Bax gen ailesinin apoptozdaki roli®

Bcl-2 proteini, endoplazmik retikulumun bir boliimii olan ¢ekirdek zarinda ve
mitokondrinin sitoplazmaya doniik dis zari iizerinde yerlesmistir. Bax proteinleri ise
sitoplazmada da bulunmaktadir. Apoptoz sinyalinin alinmasi ile, Bax proteinleri
mitokondri zarinin porlarina dogru yonlenirler ve buraya tutunurlar. Bu baglanma
sonucu secici iyon gegirgenligi azalmaktadir. Zardaki bu degisiklikler ile AIF
(Apoptozis Inducing Factor) ve sitokrom c gibi mitokondri zarinda yer alan faktorler

sitoplazmaya gegcmekte ve hiicre 6liimii gergeklesmektedir®'.
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2.3.2. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptozda rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Ag¢ilimi
"Cysteine Aspartate Specific Proteases - CASPASE" seklindedir. Memelilerde en az 14
cesit kaspaz bulunmaktadir. Kaspaz-3; kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile etkilesime giren bir
kaspaz proteinidir. CASP3 geni tarafindan kodlanmaktadir. lk sentezlendiklerinde
inaktif formdadirlar. Inaktif form olan prokaspaz, apoptozun uyarilmasi sonucu aktif
kaspaz formuna doniisiir. Hiicre oliimii sirasinda gerceklesen pek ¢ok hiicresel ve
sekilsel degisim, bu enzimlerin rol oynadigi birtakim silire¢cler sonucu meydana

gelmektedir®®.

Ligand Cesitli hucresel stresler

Ekstrensek intrensek

i

Oliim
___reseptori —

l

e | ----»m-»m
.-'
.'
’ Pru-
Kaspaz
Pro- 3.6,7
Kaspaz 8
Aktif Aktif
Kaspaz 8 Kaspaz 2
Aktlf
Kaspaz

-——

Sitokmm c

Apoptozom

~~E

367

Kaspaz 9

Apoptoz

Sekil 9. Kaspaz yolag ile apoptoz®

Normal sartlarda apoptozu tetikleyici bir molekiil olan Apaf-1, Bel2 ile bagh
durumda bulunur ve apoptoz baskilanmis durumdadir. Hiicre i¢i faktdrlerin uyarilmasi
sonucu, Sitokrom ¢ bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanmasi prokaspaz-9’u
aktive etmekte ve olusan bu kompleks apoptozom olarak isimlendirilirmektedir.
Prokaspaz-9’un uyarilmasi, bir seri kaspaz aktivasyonunu ve dolayli yoldan hiicre

Sliimiinii baglatmaktadir®.

15



2.3.3. Apoptoz Indiikleyici Faktér (AIF) Yolag

Asirt  stres  kosullarinda bulunan hiicrelerde, kaspaz bagimh diger
mekanizmalardan farkli olarak alternatif bir yol olan AIF yolu ile apoptoz
gerceklesmektedir. AIF proteini normal kosullarda mitokondrinin iki zar1 arasindaki ara
bolgede yer almaktadir. Hiicrenin apoptoz olmasi gerektigini belirten bir sinyal
aldiginda, sitokrom-c ile birleserek mitokondriden disar1 ¢ikarmaktadir. Cekirdekte

DNAya baglanir ve niikleaz aktivitesine yol agarak DNA fragmentasyonunu uyarir®*®’,

4

‘Caspase Pathway

Nucleas~

Aif
Aif Aif

Sekil 10. AIF yolag ile apoptoz®™
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2.3.4. GRP78 ve GADD153 Proteinleri

Endoplazmik retikulum (ER) hiicre icinde homeostazi saglamaktadir. ER
stresinin, hiicrelerin kendini koruma mekanizmast oldugu kanitlanmistir; Bununla
birlikte, asir1 giiglii veya uzun siireli ER stresi hiicre apoptozisine, yani ER stresi aracili
hiicre dliimiine yol agmaktadir. ER stresine, ER liimeninde katlanmamis proteinlerin
birikmesiyle sonuglanan bir dizi biyokimyasal ve fizyolojik uyaran neden olmaktadir>.

Son zamanlarda, ER stresi aracili apoptoz yolunun, noérodejeneratif
bozukluklarin patofizyolojisinde ¢ok dnemli bir rol oynadigi kanitlanmastir.

Glikoz diizenlenmis protein 78 (GRP78) ve biiylime durdurma DNA hasari
indiiklenebilir gen 153 (GADD153), ER stresinin iki anahtar belirtecidir. ER stresi
stirasinda iki farkli mekanizmay1 temsil ederler.

GRP78, agilmayan protein reaksiyonunda ve ER stresi sirasinda koruma
mekanizmasinda yer alir; GADDI153, asir1 ER stresinin neden oldugu yaralanma
mekanizmasinda rol oynar. Iki protein diizeyinin yiikselmesi, ER stresinin bir

gostergesidir™®.

2.3.5. Wee 1 Proteini

Atipik tirozin kinaz Weel, hem saglikli hem de tiimorijenik hiicrelerde DNA
sentezinde ve mitotik kontrol noktalarinda hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde énemli
bir rol oynar. Hiicre boyutunun diizenlenmesi, bir hiicrenin islevselligini saglamak i¢in
kritik 5neme sahiptir®.

Weel bu kontrol noktasinin bir bilesenidir. Boliinen hiicrenin mitoza giris
zamanin1 belirleyen ve boylece meydana gelecek yavru hiicrelerin biiyiikligiini
etkileyen bir kinazdir®.

Weel fonksiyonunun kaybinda, hiicre boliinmesi daha erken meydana gelir ve

normalden daha kii¢iik boyutta yavru hiicreler olusur®.

2.4. ELISA Yontemi

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - Enzime bagh bagisiklik
deneyi) testi, apoptozun belirlenmesinde ve bakteriyel, viral ve parazit enfeksiyonlarin
tanisinda faydalanilan, serolojik tan1 metotlarindan biridir. ELISA yoOnteminde,
oncelikle antijen-antikor kompleksine enzimle isaretli bir antiglobulinin ilave

edilmektedir.
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Daha sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya antikor var ise renk
olusumunun goézlenmesi esasina dayanmaktadir. Spesifik, duyarli ve ¢abuk sonug

veren bir testtir .

Kromojenik Renk degisimi
Substrat

Enz.

Enzim bagh antikor

\

Antijen\Antikor

Kati faz

Sekil 11. ELISA yontemi prensibi’

Apoptozda meydana gelen ilk olay, sitoplazma i¢ine niikleozomlarin gecisi ve
DNA béliinmesidir’",

ELISA testi ile kiiltlirii yapilmis hiicre populasyonlarinda ve ayni1 zamanda da
insan plazmasinda DNA fragmentasyonunun tespit edilmesi miimkiindiir. ELISA
testinde, pleytlerdeki sitoplazmik niikleozomlar1 belirlemek ve yakalamak icin iki
niiklozomal epitopa spesifik bir ¢ift monoklonal antikor kullanilir. Bu analiz yontemi
agaroz jel elektroforez ile apoptozun belirlenmesinden yaklasik 500 kat fazla duyarli ve

cok sayida 6rnegin test edilmesi agisindan daha uygun bir yontemdir’>.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Safran Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

ELISA ve hiicre kiiltlirii uygulamalarinda safrandan elde edilen kaba ekstraktlar
kullanilmigtir. Ekstraktlarin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak etanol kullanilmistir. Safran
porselen havanda toz haline gelinceye kadar ezildikten sonra ogiitiilen bitki materyalleri
%380 etanol ile karistirllmistir. Elde edilen karigim daha sonra 5 giin boyunca 4°C’de
maserasyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon filtre edildikten sonra diisiik basing

altinda doner bir buharlastiricida 40°C'de kurutularak su ve etanol uzaklastirilmistir.

3.2. Hiicre kiiltiirii
Cilt kanseri hiicreleri (B16F10), %10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone),
%1 L-Glutamine (Hyclone) ve %1 Penisilin/Streptomisin (Hyclone) i¢eren Dulbecco’s

modification of Eagle’s medium (DMEM) (GIBCO) besiyerinde inkiibe edilmislerdir.
Hiicreler 24°liik standart hiicre kiiltiirii platelerinde lxlO5 sayisinda tek tabaka halinde

yetistirilmislerdir. 370C sicaklikta ve % 5’lik CO2’|j etiivde inkiibe edilmislerdir. Bu
hiicreler 12, 24, 48 ve 96 saat safran (%99,2 kiiltiir ortami1 ve %0.8 safran) ile muamele

edilip ELISA yontemiyle protein analizleri i¢in homojenize edilmislerdir.

3.2.1. MTT Testi
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) testi
mitokondriyal aktiviteyi 6l¢mek i¢in kullanilmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara
(3x103 hiicre/ml) ekilmis ve 48 saatlik farkli konsantrasyonlardaki safran maruziyetinin
(1 pnl, 2 pl, 3 pl ve 4 pl miktarlarinda) ardindan hiicre kiiltiir medyumu atilmistir.
Hiicreler 100 ul MTT ¢ozeltisi ile (0,5 mg/ml miktarinda DMEM ig¢inde ¢ozdiirtilmiis) 2
saat 37°C’de ve %5 CO2’de inkiibe edilmistir. MTT ¢ozeltisi daha sonra atilmis ve her
bir kuyucuga 100 ul Dimetil siilfoksit eklenmistir.
Optik yogunluk (OD), 550 nm’de bir mikroplaka okuyucuda (EL800, Bio-Tek
Instruments, Inc.) okunmustur. Canlilik, her bir durum igin elde edilen OD

ortalamasinin, kontrol (safran igermeyen) kosuluna orani olarak hesaplanmustir.
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3.2.2. Doku homojenizasyonu

Hiicrelerin iizerine gram basina 3 ml RIPA (Radyoimmiinopresipitasyon deney)
tamponu, 30 pul PMSF (fenilmetilsiilfonil floriir), 30 pl sodyum vanadat, ve 30 pl
proteaz inhibiitorii eklenmistir ve ultrasonik pargalama cihaziyla buz lizerinde dokular
pargalanarak homojenatlar elde edilmistir. Homojenatlar
10.000 RPM’de 10 dakika santrifiij edilip iistte ayrilan kisimlar (siipernatantlar) alinip,
alttaki ¢okeltiler (pelletler) atilmistir.

3.2.3. Protein Miktar Tayini

Homojenize edilmis hiicrelerin protein miktar tayini Bradford ydntemi ile
yapilmistir. Sigir serum albumini (1pg/ml) kullanilarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (ug/ml)
konsantrasyonlarda standart hazirlanip her bir 6rnekten 10 ul alinarak distile su ile 100
ul’ye tamamlanmistir. Standart ve orneklerin iizerine 1 ml Bradford soliisyonu eklenip
vorteksle karistirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda
absorbans miktarlari manuel olarak Olgiilmiistiir. Prism programinda ¢izilen standart
egriye gore protein miktar tayini pg/pul cinsinden hesaplanmistir. Protein miktar tayini

ELISA deneylerinin standardizasyonu i¢in yapilmistir.

3.3. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Testi
Kaspaz-3, bax, bcl-2, AIF, weel, GADD153 VE GRP78 protein diizeyleri
ELISA testi ile incelenmistir.

3.3.1. Kaspaz-3 Protein Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklenmistir. Kuyucuklarin iistii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltilip iizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip, yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip istii kapatilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra 50 pl stop soliisyonu
eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek

kaspaz-3 enziminin miktarlari tayin edilmistir.

20



3.3.2. Bax protein miktar tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklenmistir. Kuyucuklarin {istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip tstli kapatilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra

50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin

optik dansiteleri belirlenerek bax enziminin miktarlar1 tayin edilmistir.

3.3.3. Bcl-2 protein Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pul eliza kuyucuklarina eklenmistir. Kuyucuklarin {istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltilip iizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip stii kapatilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip
450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek Bcl-2

enziminin miktarlari tayin edilmistir.

3.3.4. Wee 1 Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pul eliza kuyucuklarina eklenmistir. Kuyucuklarin {istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stv1 bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe

edilmistir.
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Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip Ustii kapatilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip
450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek weel

enziminin miktarlari tayin edilmistir.

3.3.5. AIF Protein Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklenmistir. Kuyucuklarin iistii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip Ustii kapatilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip
450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek AIF

protein miktarlar tayin edilmistir.

3.3.6. GADD153 Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklenmistir. Kuyucuklarin iistii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stv1 bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip tistli kapatilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra

50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin
optik dansiteleri belirlenerek GADD153 miktarlari tayin edilmistir.

22



3.3.7. GRP78 Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklenmistir. Kuyucuklarin {istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip, yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip tstli kapatilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra

50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin
optik dansiteleri belirlenerek GRP78 miktarlar: tayin edilmistir.

3.4. Istatistiksel Analiz

Protein miktarlarinin gruplar arasinda istatistiksel Onemini belirlemek ig¢in
Student’s t-testi kullanilmustir. Istatistiksel analizler SPSS yazilim paketi ile yapilmistir.
Tiim degerler ortalama + SE olarak ifade edilmistir. Gruplar arasindaki farklarin p<0,05

seviyesinde istatistiksel yonden anlamli oldugu kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Hiicre Canhilik Testi Sonu¢lari
Safranin hiicre kiiltlirlinde artan dozlarda uygulanmasi sonucu melanom hiicre

canliligin1 6nemli dlglide azalttig1 gosterilmistir.
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Sekil 12.Safranin melanom cilt kanserindeki MTT sonuglari

4.2. Safranin Bcl-2 Diizeyine Etkisi
Safran uygulamasi sonucu anti-apoptotik faktor olan bcl-2 protein diizeyi

Oonemli Olciide azalmustir.
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Sekil 13. Safranin melanom cilt kanserindeki bcl-2 ekspresyonuna etkisi



4.3. Safranin Bax Proteini Uzerine EtKisi

Safran uygulamasi sonucu apoptozu indiikleyen bir faktér olan bax proteini

diizeyi 6nemli 6l¢iide artmustir.
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Sekil 14. Safranin melanom cilt kanserindeki Bax ekspresyonuna etkisi

4.4. Saframin Kaspaz-3 Diizeyine Etkisi
Melanom cilt kanseri hiicreleri iizerine hiicre kiiltiirii calismalarinda safran

bitkisi ekstrakti apoptozu indiikleyen 6nemli bir faktér olan kaspaz-3 protein diizeyini

Oonemli dl¢iide arttirmigtir.
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Sekil 15. Safranin melanom cilt kanserindeki Kaspaz-3 proteini ekspresyonuna etkisi
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4.5. Safranin weel, AIF, gadd153 ve grp78 Proteinleri Ekspresyonlar:
Uzerine Etkileri
Hiicre kiiltiirii calismasi sonucu safranin apoptozu indiikleyen faktorler;

weel, gadd153, gadd153 ve grp78 diizeyini yiikselttigi tespit edilmistir.

Cizelge 2. Safranin wee 1, AIF, gadd153 ve grp78 proteinlerinin ekspresyonlari iizerine etkileri

Table I Control Safronne

wee 1 0.45+0.05 pg/ml 0.55+0.02 pg/ml*
AIF 0.8 +0.05 pg/ml 1.240.13 pg/ml*
gadd153 0.66+0.09 pg/ml 1.540.19 pg/ml*
grp78 0.73+0.02 pg/ml 1.12+0.18 pg/ml*

Bu calismada, safranin cilt kanseri hiicrelerinde antiapoptotik bir protein olan
bcl-2 seviyesini 6nemli dl¢iide azaltirken, bax, AIF, kaspaz-3, wee-1, grp78, ve gadd153
proteini diizeyini anlamli olarak arttirmistir. Ayrica, safranin cilt kanseri hiicrelerinde

proliferasyonu doza bagl bir sekilde 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi gdzlenmistir.
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5. TARTISMA

Safran, tipta damar hastaliklari, inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok

7374 Bugiine kadar yapilan

hastalig1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
arastirmalarda, safran ve bilesenlerinin, antioksidan aktivite, kanser hiicrelerinin
apoptozu, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, hiicre farklilasmasinin arttirilmasi ve
hiicre déngiisiiniin modiilasyonu yoluyla antikanser etki gosterdigi ifade edilmistir>’°.

Bu calismada endoplazmik retikulum stresi ve apoptoz yolaklari analiz edilerek
safranin antikanser aktivitesinin molekiiler mekanizmasimin ortaya ¢ikarilmasi
amaglanmistir.

Crocus sativus L. cigeginden elde edilen bir baharat olan safran, karotenoidler
acisindan zengindir. Safranin iki ana karotenoidi, krosin ve krosetindir. Klinik
aragtirmalar, bazi karotenoidlerin diyetle aliminin hem in vitro hem de in vivo olarak
giiclii antitimor etkileri oldugunu gostermistir, bu da onlarin ¢esitli dokularda
potansiyel olarak kanseri onleyici ve/veya tedavi edici etkilerinin olabilecegine isaret
etmektedir”.

Bu ¢alismanin sonuglarina gore antigenotoksik ve sitotoksik etkileri belirlenen
safranin bu etkileri igerigindeki flavonoid ve karotenoid oranlarinin yiiksek olmasindan
kaynaklanmis olabilir. Flavonoid ve karotenoidlerle daha 6nce yapilan ¢alismalarda bu
bilesiklerin antioksidan, antigenotoksik, antienflamatuar etki gosterdigi, hiicre
dongiisiiniin  durdurulmasi, anjiyogenezin engellenmesi, apoptozun indiiklenmesi,
karsinojenik maddenin inaktivasyonu, tiimdr hiicrelerinin gelisiminin ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasinin engellenmesi gibi mekanizmalarla antikarsinojen etki

»>°. Bununla birlikte, safranin ve ana bilesenlerinin kesin

yarattigr bildirilmistir
antikanser mekanizmalar1 hala biiyilik 6l¢lide belirsizdir ve daha fazla calismaya ihtiyag
vardir.

Krosin, safranin ana aktif bilesenidir ve daha Once yapilan c¢alismalar ile
gosterildigi lizere kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe etmekte ve niikleik asit
sentezini indiikleyen enzimlerin inhibisyonu ile hiicre apoptozunu indiiklemektedir’"".

Krosinin ayrica karaciger kanserinin onlenmesinde koruyucu rol oynadigi,
kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi daha 6nce yapilan

caligmalar ile gosterilmistir 8,
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Krosinin gida iiriinlerinde bol miktarda bulunmasi ve bir¢ok arastirmada gore
toksik etkisinin goriilmemesi, kansere kars1 etkisini daha da gekici kilmaktadir”.

Safranin diger bir karotenoid bileseni olan krosetin, hayvan modellerinde ve
hiicre kiiltiirii calismalarinda antitiimor etki gostermistir. Krosetin, niikleik asit sentezini
inhibe ederek, antioksidatif sistemi giiclendirerek, apoptozu indiikleyerek ve biiylime
faktoriiniin sinyal yolaklarin1 engelleyerek kanser hiicrelerinin biiyiimesini olumsuz
etkiledigi bircok ¢alisma ile gosterilmistir Ayrica krosetin, sisplatin ile birlikte sinerjik
bir antikanser etkiye sahiptir™.

Emin ve ark. (2011), safranin hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptoz
indiiksiyonu yoluyla karaciger kanserine kars1 koruyucu etki gosterdigini bulmustu ®'.

Tim kanser tedavilerinin amaci, kanser hiicre Olimiinii artirmaktir. Bu
calismada safran kaynakli apoptoza vurgu yapilmistir. Apoptoz, hiicre 6liimii olarak da
bilinmektedir. Safranin kanseri 6nlemedeki tiim etki mekanizmalar1 6nemlidir, ancak
apoptozun kendisini indiiklemesi daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir.

Bcl-2 gen ailesi, apoptoz siirecinde 6nemli bir diizenleyici protein tiiriidiir. Bu
ailedeki pro-apoptotik proteinler ve anti-apoptotik proteinlerin dengesi, hiicrelerin
hayatta kalmasi ve Olmesi arasindaki dengeyi etkilemektedir. Hiicreler bir hayatta
kalma sinyali aldiginda, Bcl-2, Mcl-1 ve Bcl-w gibi anti- apoptotik molekiiller aktive
olur. Buna karsilik, Bid, Bax gibi pro-apoptotik protein, hiicreler pro-apoptotik sinyali
aldiginda hiicrelerin apoptozisini indiiklemek i¢in aktive olmaktadir. Kaspazlar da,
“kaspaz bagimli apoptoz yolagi”na da ismini veren, apoptozda 6nemli rol oynayan,
sistein-proteaz grubu enzimlerdir.

Calismamizda kanser hiicrelerine safran uygulamasi sonrasinda bax/bcl-2 orant
ile kaspaz-3 diizeyinin ve dolayisiyla apoptoz oraninin arttigi gosterilmistir.
Buldugumuz sonu¢ daha oOnce meme kanseri tiimoér dokusunda ve mide
adenokarsinomunda  yapilan calismada  bulunan  sonucglar ile  paralellik
gostermektedir 53,

Homeostazi yeniden saglayan veya hiicreyi 6liime yoOnlendiren endoplazmik
retikulum (ER) stresi, ¢esitli faktdrler ve ER stres aract molekiilleri tarafindan aktive
edilmektedir. Pek ¢ok calisma, ER stresi ile kanser arasindaki iligkiyi ve ozellikle ER
stres aract molekiilleri ile gdstermistir. Bu ¢aligmada safran, ER stresini gdsteren araci
molekiiller olan gadd153 ve grp78'i artirarak ER stresini indiiklemistir. Elde ettigimiz

sonug daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalar ile uyumludur84.
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Apoptoz indiikleyici faktor (AIF), hiicre oOliimii sirasinda, mitokondriyal
intermembran boslugundan cekirdege gecen, kaspaz yolagindan bagimsiz bir apoptoz
efektoriidiir. Bir protein kinaz olan Weel inhibisyonu da, kanser tedavisinde terapotik
bir hedef olarak éne ¢ikmaktadir®™®.

Bu ¢alismada safranin cilt kanseri hiicrelerinin cogalmasini engelleyebilecegi ve
apoptozu indiikleyebilecegi gosterilmistir. Safran cilt kanseri hiicrelerinde antiapoptotik
protein olan bcl-2’nin diizeyini anlamli 6nemli dlgiide diisiiriirken, apoptotik kaspaz-3,
bax, wee-1, AIF, gadd153 ve grp78 proteinlerini anlamli olarak arttirmistir.

Safranin antikanser etkilerini hangi mekanizmalar aracilifiyla olusturdugu halen
kesin olarak bilinmese de bu etkileri direkt veya indirekt bircok mekanizma ile
gosterdigi ortaya konulmustur. Yapilan bu g¢alismada elde edilen sonuglar ile farkl
kanser hiicre hatlarinda safranin etkilerinin arastirildigr calismalarda elde edilen
sonugclar ile uyumlu bulunmustur.

Yaptigimiz ¢alisma safranin, tiimor ilerlemesini 6nlemek ve/veya kanseri tedavi
etmek i¢in tek basina veya modern tedavi protokolleri ile kombinasyon halinde faydali
olabilecegini gostermis ve gelecek calismalara 151k tutmustur.

Bu calisma safranin 6zellikle cilt kanseri tedavisi iizerinde faydali bir etkiye
sahip oldugunu ortaya koymustur. Safran kanser hiicresini 6liime yonlendirirken cesitli
kemoterapotiklerle sinerjistik etki gdsterebilir.

Daha 6nce yapilan caligmalara paralel olarak bu ¢aligma ile de antigenotoksik ve
kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etkileri saptanan safran bitkisinin baharat ve gida
gibi tliketim yollarinin yanisira, bu bitkiden elde edilen ekstraktlar gida katki maddesi
(renklendirme, aroma verme, antioksidan Ozellik kazandirma vb.) olarak da
kullanilabilir. Hazir gidalarin hemen hepsinde bulunan sentetik gida katki maddelerinin
yerine dogal bitki ekstraktlarinin kullanima sunulmasiyla insanlarda gida kaynakl
kimyasallarin viicuda alimi indirgenerek bu kimyasallarin insanlardaki zararli etkileri
azaltilabilir. Gidalarda sentetik gida katki maddelerine alternatif olarak, antigenotoksik
ve antioksidan etkileri olan dogal katki maddelerinin kullanilmasi ile 6zellikle geng
nesilde mutasyon birikimi azaltilabilir, bu yolla mutasyon kaynakli hastaliklarin ortaya

cikis1 geciktirilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Safran antik ¢aglardan giinlimiize kadar bir alternatif tedavi segenegi olarak
kabul edilmistir ve diinyanin en pahali baharatlarindan biridir. Safranin antikanserojen
aktivitesi ilk olarak 1990'larin basinda rapor edilmis ve bu konudaki arastirmalar son on
yilda artarak devam etmistir. Safran ve ana bilesenlerinin antikanserojenik ve antitimor
etkilerine iligskin in vivo ve in vitro ¢calismalar gergeklestirilmistir.

Kanser gelisimi; baslangi¢ yasi, yayilabilirlik ve tedaviye yanit gibi parametreler
ile degiskenlik gostermekte ve diinya genelinde saglik i¢in biiyiik bir tehdit olarak kabul
edilmektedir. Modern tedavi yontemleri, tiim kanser olgularinda iyilesmeyi tam
anlamiyla basaramamis ve bu da arastirmacilar1 alternatif tedavi seceneklerini
aragtirmaya yoneltmistir. Son yillarda uygulanan bitkisel tedaviler c¢ogunlukla
destekleyici veya tamamlayici tedavi islevi gormektedir. Bitkisel preparatlar ile
hastaligin hem oOnlenmesi hem de tedavisi, kanser O6liim oranimi Onemli o&lgiide
azaltmaya yardimci olmaktadir. Bitkisel tedavinin ameliyattan iyilesme siiresini
kisalttig1, geleneksel tedavilerin yan etkilerini azalttigi, iyilesmeye yardimci olmak i¢in
istah1 ve uyku kalitesini arttirdigi yapilan c¢aligmalar ile gosterilmistir. Ayrica
kemoterapi ve radyoterapi sonrasinda miimkiin oldugunca sagliklt hiicreleri ve dokular1
korumakta oldugu bir¢ok arastirmada saptanmistir. Son arastirmalar, yenilebilir bir¢cok
meyve, sebze ve baharatin kanser insidansini azaltabilecek kimyasallar igerdigini
gostermektedir.

Cilt kanseri, kiiresel capta ve iilkemizde artan goriilme sikligi ile dikkat
cekmektedir. Cilt kanserinin etiyolojisinde One c¢ikan faktor ultraviyole ismlarndir.
Iginde bulundugumuz yiizyilda ozon tabakasindaki belirgin incelmeyle, UV 1simlarina
daha yogun bir bicimde maruz kalinmakta, bu durum da cilt kanserinin goriilmesinde
onemli bir risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giines isinlarindan korunmada
Onlem almanin yayginlagtirilmasi, insanlarin gilines 1slinlarindaki radyasyona
maruziyetinin azaltilmasi, cilt kanserlerinin tedavi yiikiiniin azaltilmasinin en 6nemli

pargasidir.
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Cilt kanseri gibi malign hastaliklardan korunmada ve bu hastaliklarin
tedavisinde, bitkisel tedavi ve benzeri alternatif yontemler 6n plana ¢ikmaktadir.
Bitkisel ekstraksiyon iceren gidalar, ekstraksiyonda bulunan ve sagliga olumlu etkileri
oldugu bilinen yag asitleri, flavonoid, fenolik bilesikler ve karotenoid gibi bilesenler ile
fonksiyonel gida haline getirilebilmektedir. Gidalarin {iretiminde dogal katki
maddelerinin kullanilmasi sayesinde olumsuz etkileri olan sentetik katki maddelerinin
organizmaya aliminin 6nlenecegi gibi, giinliik hayatta karsilagilan genotoksinlere karsi
dogal katki maddelerinin bulundurduklar1 potansiyelden de yararlanilabilmektedir.

Cesitli bitkiler ve bitki bilesenlerinin yapilan bir¢ok arastirma ile olumlu etkileri
gosterilmistir. Bununla birlikte, tek baslarina alindiklarinda gosterdikleri olumlu etkiyi
viicuda alman diger ila¢ ve gida gibi bazi maddelerle etkilesime girmeleri sonucu
gosteremeyebildikleri ya da istenmeyen bazi etkilere neden olduklar1 gosterilmistir.
Ozellikle kanser gibi immiin sistemin zayifladig1 ve tedavisinde birgok yan etkisi olan
ilaglarin kullanildig: hastaliklarda, tedavi amagh kullanilmadan 6nce test edilmelidirler.
Giiniimiize kadar cesitli fiziksel etmenlerin (1s1, 1510, sicaklik), kimyasallarin, gida katki
maddelerinin, ilaglarin ve kozmetiklerin karsinojenik ve genotoksik etkilerini
belirlemek amaci ile birgok test sistemleri gelistirilmis ve uygulanmistir. S6z konusu
test sistemlerinin herbirinin ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Sonug olarak yaptigimiz ¢aligma da, safran melanoma hiicre hattinda ER stresi
ve bcl-2/bax, kaspaz-3, AIF proteinleri ile apoptozu indiiklemistir. Melanom cilt
kanserinin yayilimini azalttig1 gosterilmistir. Ayrica bu ¢alisma safran iizerine yapilmasi
gereken bir sonraki agsama olan hayvan deneyi arastirmalarina da 1s1k tutmaktadir.

Safranin giincel tedavilere katkida bulunan tamamlayici bir ajan olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak rutin uygulanacak bir tedavi protokolii
olusturulmasi i¢in hem in vivo hem de kilinik olarak daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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