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OZET

IN VITRO ORTAMDA IRIS UNGUICULARIS, IRIS SUAVEOLENS VE IRIS
HISTRIO BIiTKi EKSTRAKTLARININ MCF7 MEME KANSERi HUCRE HATTI
UZERINDEKI ANTIKANSER AKTIiVITESININ ARASTIRILMASI

Ayse Fatma OGUZCAN
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dalh
Tez Yoneticisi: Doc. Dr. Serdar OZTUZCU
Ocak 2016, 49 Sayfa

Iris bitki tiirleri daha c¢ok sicak ve 1liman boélgelerde yetismektedir. Iris tlirleri aktif
bilesenleriyle ilgili immiinoloji, enfeksiyon hastaliklari, iilser ve onkoloji gibi ¢esitli aragtirma
alanlarinda yeni tedavi olasiliklar1 bulmay1 hedefleyen ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Kimyasal analizler gosteriyor ki Iris tiirleri 250’den fazla bilesim icermektedir. Bu bilesimler;
flavonoidler, izoflavonoidler ve onlarin glikozitleri, benzokininleri ve triterpenoitleri
icermektedir. Bu nedenle olasi1 toksik ve terapotik etkileri ngdrmek agisindan Iris tiirlerinin
ekstraktlarinin etki mekanizmalarini incelemek onemlidir. Ozellikle Tiirkiye’de yetisen Iris
tirleri ile ilgili cok fazla calisma yoktur. Iris familyasindan olan Iris unguicularis, Iris
suaveolens ve Iris histrio bilesenlerinin hiicrenin igine girisini maksimuma ¢ikartabilmek i¢in
dimetil siilfoksit (DMSO) ile ekstresi kullanilmistir. DMSO, bitki ekstraktlarimiz i¢in iyi bir
coziicidlir. Bu calismanin amaci kanser hiicreleri {izerinde Tiirkiye’de yetisen Iris
unguicularis, Iris suaveolens ve Iris histrio bitkilerinin DMSO ekstrelerinin antikanser
etkilerini arastirmaktir. Calismada Tirkiye’nin farkli yerlerinden toplanan bitki ekstraktlarinin
insan meme kanseri (MCF7) hiicrelerinin biiylimesi iizerindeki azaltici etkileri incelendi.
MTT (3-[4,5 — dimethylthiazol -2-il] -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) yontemi ile MCF7
hiicre hatlar1 tlizerindeki sitotoksik etkileri incelendi ve ICso degerleri belirlendi (ICso
degerleri sirasiyla 50.8 puM, 49.40 uM ve 50.8 puM). Sonuclar bitki ekstraklarinin doza
bagimli bir sekilde sitotoksik oldugunu gosterdi. %50 hiicre 6lim oranmin (ICsp) neden
oldugu konsantrasyon degeri Iris unguicularis ve Iris suaveolens bitkileri i¢in 150 pg/ml, Iris
histrio bitkisi i¢in de 100 pg/ml olarak belirlenmistir. Sonraki deneyler bu konsantrasyonlara
gore devam etmistir. Bitki ekstraktlarimizin apoptozise etkisi Anneksin V boyama ile hiicre
dongiisiine etkileri ise Propidium iyodiir (PI) ile boyandiktan sonra akim sitometrisi tarafindan
analiz edilmesiyle incelendi. Sonuclar; bitki ekstraktlariyla muamele edilen MCF7 hiicreleri,
kontrol olarak belirlenen DMSO ile muamele edilmis MCF7 hiicreleriyle karsilagtirildiginda
anlamli bir farkin olmadigini gostermektedir. Degerler birbirine ¢ok yakin degisimler
gostermektedir. Hiicre dongiisli sonuglarina bakildiginda ise Iris unguicularis, Iris histrio ve
Iris suaveolens bitki ekstraktinin kontrol grubuyla G1, S ve G2/M fazlar1 ayr1 ayri
karsilastirildiginda anlamli bir farkin olmadigini gostermektedir(p>0.05). Bu sonuglar bize
bitki ekstraktlarinin kanser kemoterapisi veya dnlenmesinde faydali olabilecek gii¢lii bir anti-
tiimorijenik bilesenlere sahip olmadigini diistindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Iris tiirleri, Meme Kanseri, Apoptozis, Hiicre Dongiisii ve Sitotoksite



ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF ANTICANCER ACTIVTIY
ON BREAST CANCER CELL LINES MCF7 THE PLANT EXTRACTS OF IRIS
UNGUICULARIS, IRIS SUAVEOLENS AND IRIS HISTRIO

Ayse Fatma OGUZCAN
M. S. in Medical Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serdar OZTUZCU
Janurary 2016, 49 pages

The Iris genus grows especially in hot and warm temperate areas. There are many studies
conducted on Iris genus or their active components aiming to find new treatment possibilities
in diverse research fields such as immunology, infectious diseases, allergy, diabetes, ulcers
and oncology. Chemical analysis indicated that Iris genus have more than 250 compounds.
They include flavonoids, isoflavonoids and their glycosides, benzoquinones and triterpenoids.
Therefore it is important to investigate the Iris genus extracts mechanisms of action in order to
predict possible cytotoxic and may be therapeutic effects for cancer. There are not many
investigations about Iris genus which are grown especially in Turkey. Iris unguicularis, Iris
suaveolens and Iris histrio which are from the family of Iris L. were extracted with dimethyl
sulfoxide (DMSO) which can maximize the penetration of compounds from plants extracts to
the cells. DMSO is a good solvent for our plant extracts. The aim of this study was to
investigate the anticancer effects of DMSO etracts of Iris unguicularis, Iris suaveolens and Iris
histrio which are grown in Turkey. In our study, inhibitory effects of Iris unguicularis, Iris
suaveolens and Iris histrio extracts collected from different regions of Turkey were analyzed
on growth of the human breast carcinoma cells(MCF7). Their cytotoxic effects of breast
carcinoma cell line(MCF7) was examined ussing the MTT 3-[4,5 — dimethylthiazol -2-yl] -
2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) assay. ICso values were determined (ICso values
respectively 50.8 uM, 49.40 uM and 50.8 uM). The results showed that our plant extracts
are cytotoxic in dose-dependent manner. The concentration rates that was why % cell death
ratios (ICsq) are determined as 150 pg/ml for Iris unguicularis and Iris suaveolens, as 100
ug/ml for Iris histrio. Next assays were continued according to these concentrations. The
effects of plant extracts on apoptosis with Annexin V,the effects of plant extracts on cell
cycle with flow cytometer after stainig the cells with Propidium iodide (P1) was analyzed. The
results were indicated that there are not a meaningful difference on apoptosis when the effects
of plant extracts treated cells were compared to control DMSO treated MCF7 cells. The rates
show very close variation to one another. In case we look the results of cell cycle, it is
observed that there are not a meaningful difference when the effects of extracts of Iris
unguicularis, Iris histrio and Iris suaveolens on cell cycle were compared separately to control
group on G1, S and G2 phases (p>0.05). In conclusion, you are thought that Iris unguicularis,
Iris histrio and Iris suaveolens extracts don’t have potent anti-tumorigenic compoundsthat
may be useful in cancer chemoprevention or therapy.

Key Words: Iris Genus, Breast Cancer, Apoptosis, Cell Cycle and Cytotoxity



1. GIRIS VE AMAC

Binlerce yildan beri insanlar gesitli rahatsizliklarinin tedavisi igin bitkileri kullanmistir.
Bitkilerin hemen hemen tamami kendilerinin metabolik aktivitelerinin sonucunda tibbi
potansiyeli olan kimyasal bilesikleri {iretmektedirler. Biitiin bunlara ragmen, o6zellikle
iilkemizde dogal olarak yetisen bitkilerin tibbi etkileri hakkinda yeterli bilgiye sahip
olmadigimiz goriilmektedir. Ayrica, kanser gibi ¢ok yaygin hastaliklarin tedavisinde
iilkemizde kullanilan geleneksel ilaglarla ile ilgili bilimsel temellerde ¢cok az bilinmektedir.
Kanser halen Tiirkiye’de ve diinyada onemli bir 6lim ve hastalik nedenidir. Giinlimiizde
kanser hastalifinin tedavisinde etkili ilaglar ve metotlar bulunmaktadir. Mevcut kullanilan
kemoterapotik ajanlar yeteri kadar etkili olmadiklar1 gibi saglikli hiicrelerde de olumsuz
etkileri bulunmaktadir. Bu sebeple yeni, segici, etkili ve daha az toksik antikanser etkili
ajanlarin belirlenmesi adina bilimsel arastirmalar yapilmaktadir.

Etkili antikanser aktivitesine sahip aktif bitki cesitlerinin fitokimyasal aragtirmasinin sonuglari
flavonoidler, izoflavonoidler, terpenler ve fenoliklerden kaynaklandigini gostermektedir.
Bitkilerden elde edilen fitokimyasallarin; antioksidan ve serbest radikallerin giderilmesinde,
hiicre dongiisii, timor baskilayici, gen ekspresyonu, apoptozis ve metabolizma etkilerini
iceren etki mekanizmalarinda dnemli rol oynadigi bilinmektedir.

Iris L. tiirleri daha ¢ok sicak ve 1liman bdlgelerde yayillim gosterir. Tiirkiye’de 18’1 yerli olan
51 Iris taksonu vardir. Iris Tiirkiye’de “siisen” olarak da bilinmektedir. Iris’in ¢esitli
tirlerindeki bitki kimyasal (fitokimyasal) arastirmalari, izole edilmis 250°den fazla
bilesimden bahsedilmektedir. Bu bilesimlerin bazilar1 flavonoidler, izoflavonoidler ve onlarin
glikozitleri, benzokininleri ve triterpenoitler icermektedir. Iris tiirleri; kanser, inflamasyon ve
virilis enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli insan hastaliklarinin tedavisi i¢in yararl olan etkilere sahiptir.
Iris tectorum, Iris germanica ve Iris missouriensis igeren ¢ogu Iris tiirleri onkoloji alaninda
aragtirmalara dikkati c¢ekmektedir. Fakat Tiirkiye’de yetisen Iris tiirlerinin antikanser
etkileriyle ilgili hi¢ ¢calisma bulunmamaktadir (1).

Bu nedenle bu calismada meme kanser hiicre hatti (MCF7) {izerinde Iris familyasina ait olan
Iris unguicularis, Iris suaveolens ve Iris histrio bitki oziitlerinin sitotoksite iizerine olasi
etkileri incelendi. Sonucta bitki Oziitlerinin doza bagimli sitotoksik degerleri belirlendi. Bu

degerler ile bitki 6ziitlerinin apoptozis ve hiicre dongiisiine etkileri incelendi.



Ulkemizde dogal olarak yetisen bu bitki tiirlerinden elde edilen &ziitlerin meme kanser hiicre
hattt (MCF7) tizerindeki olas1 antiproliferatif ve antioksidan etkilerinin belirlenmesi, tip ve
farmakoloji alaninda kullanilabilecek yeni terapotik ajanlarin literatiire tanitilmasi ve bu

alandaki boslugun doldurulmasi ile istenilen sonuca ulagilmis olunacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser ve Gogiis Kanseri

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla ya da normalde 6lmesi gereken hiicrelerin yasamaya
devam etmesi ile karakterize edilen bir hastalik gurubu olarak tarif edilmektedir. Organlar,
ihtiyag¢ halinde yenilerini olusturmak iizere boliinen hiicrelerden olusmaktadir. Eger hiicreler
gerekli olmadig1 halde boliiniirse tiimor olarak bilinen asir1 bir doku kitlesi meydana
getirmektedir. Tiumorler, hayati tehdit etmeyen iyi karakterli ya da kanserdz ozellikte
malignant karakterli olabilirler. Malignant tiimdrler, komsu doku ya da organlar istila ederek
onlara sonunda dliimle sonuglanacak zararlar verebilmektedir (2). Hiicre ¢ogalmasi ile hiicre
Olimiinlin (apoptozis) azalma hiz1 kansere yol acabilmektedir. Hiicrelerin yasam siireleri
boyunca DNA’sinda meydana gelen dinamik degisiklikler sonucu belirlenen, genomun bir
hastalig1 olarak da kanseri tanimlamak miimkiindiir (3). Kanserin nedenleri hala tam olarak
aciklanamamistir. Genellikle kanser olusumu tek bir nedenle birlikte doniisiilmemektedir.
Diyet, genetik mutasyon, ultraviyole 1s18a (UV) maruziyet ve karsinojenik yapilar da kanser
olusturabilmektedir. Tiitlin, alkol, kimyasal katki maddeleri, atmosferik ve su kirleticilerinin
de kanser bagintili oldugu gosterilmistir (4).

Akciger, gdgiis, prostat ve serviks gibi pek ¢ok kanser tipi bilinmektedir. Ozellikle gogiis ve
serviks kanseri bayanlarda en siklikla rastlanilan kanser tiirleri iken erkeklerde en c¢ok
rastlanan kanser tiirli prostat kanseridir. Gogiis kanseri kadinlar arasinda goriilen en yaygin
kanser tiirlerinden birisidir ve kanser 6liimlerinin en sik rastlanan tiiriiniin ikincisidir (5).
A.B.D. de gogiis kanseri kadimlar arasinda cilt kanserinden sonra en yaygin ikinci kanser
tirtidiir. Hem erkeklerde hem de kadinlarda meydana gelebilmektedir. Fakat erkeklerde ¢ok
nadirdir. Her y1l gogiis kanserinin erkeklerde 2.300 yeni vakasi, kadinlarda da yaklasik 230.
000 yeni vakas1 olusmaktadir (6).

Gogis, siit yapabilen siit bezleri ve siit bezlerinden meme uglarina siit tagiyan kanallar olarak
adlandirilan salg1 bezlerinden olusmaktadir. G6giis dokusu ayni zamanda yag ve bag doku,

lenf bezleri ve kan damarlari icermektedir (6).
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adiposum mammac)

Deri (cutis)

Sekil 2.1: Gogiis Anatomisi (88)

Gogls kanserinin en yaygin tipi kanallardaki hiicrelerde baslayan kanal kanseridir. Goglis
kanseri ayn1 zamanda siit bezlerindeki hiicrelerde ve gogiisteki diger dokularda da
baslayabilmektedir. Ilerleme gosteren gogiis kanseri, dokuyu cevreleyen kanallar veya siit
bezlerinde baglayarak yayilan gégiis kanseridir (6).

flerleyen gogiis kanserinin yasam riski kadinlar i¢in % 12.6 dir. Gogiis kanseri; yasin
ilerleyisi, daha yiiksek viicut indeksi, alkol tiiketimi, hormon degisimi, radyasyona maruziyet,
kisirlik, aile dykiisii, BRCA1 ve BRCA2 geni mutasyon tasiyict durumu ve gogiis dokusunun

olusumunun ge¢misini i¢eren bazi risklerle baglantilidir (7).

2.2. Fitokimyasallar ve Kanser

Fitokimyasallar meyvelerde, sebzelerde, tahillarda ve ¢ogu kronik hastaliklarin riskini
azaltmakla ilgili olan diger bitkilerde bulunan biyoaktif besleyici olmayan bitki bilesimleri
olarak tanimlanmaktadir. Bitkilerde birbirinden farkli 5000 fitokimyasal bulundugu tahmin
edilmektedir (8).
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Sekil 2.2: Baz1 Besinsel Fitokimyasallar

Bu fitokimyasallarin bazilarinin kanserin neden oldugu zararlardan hiicreleri korudugu
bilinmektedir. Baz1 bilim adamlar1 daha fazla sebze, meyve ve bazi fitokimyasallari igeren
bitkileri yiyerek %40 kadar fazla kanser riskini azaltilabilecegini diisiinmektedir. Arastirmalar
bazi fitokimyasallarin;
+ Kansere neden olan potansiyel maddelerin (kanserojen maddeler) olusumlarini
durdurmaya yardimci olabilecegini
» Saldiran hiicrelerden kanserojen maddeleri engellemeye yardimci olabilecegini,
* Kanser gibi degisiklikleri yok etmeye veya durdurmaya yardimci olabilecegini;
gostermektedir (9).
Antioksidan aktivite iceren ve serbest radikalleri temizleyen fitokimyasallar hiicre
cogalmasindaki, hiicre farklilagmasindaki, onkogenlerdeki ve tiimor baskilayici genlerindeki
gen ifadesini diizenlemektedir. Fitokimyasallar hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve programli
hiicre oliimiinii baglatmakta, detoksifikasyon, oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlarindaki
enzim aktivitelerinin diizenleyerek; bagisiklik sistemini uyarmakta, hormon metabolizmasin

diizenlemektedir (10).



2.3. Kanseri Engellemedeki Biyolojik Yaklasimlar

Kanseri engellemek, kanserin olus oranimi azaltmak i¢in yapilan aktif onlemler olarak
tanimlanmaktadir. Kanserin kimyasal maddeler kullanarak engellenmesi ilk 1976’da Sporn
tarafindan tanimlandig: gibi kanserin ilerlemesini engellemek, geri ¢cevirmek veya durdurmak
icin dogal, sentetik veya biyolojik kimyasal maddeleri icermektedir (7).

Bu kanserojenlerden sakinarak veya metabolizmay1 degistirerek, kansere neden olan faktorleri
veya tibbi miidahaleyi azaltan bir yasam ve beslenme seklini siirdiirerek basarilabilir.
Kanserin kimyasal maddeler kullanilarak 6nlenmesi;

1. Detoksifikasyon enzimlerini; faz I (6rnegin fare karaciger hiicresi icin (YP 1A1)) ve

faz II ( ornegin GST) uyararak kanserojenin detoksifikasyonu;

2. antioksidan aktivitesi,
3. dogal iiriinlerdeki bilesiklerin anti inflamatuvar etkisi,
4. hormona bagli mekanizmasi,

5. bagisiklik diizenleyici etkisi
ile saglanabilmektedir (10).

2.3.1. Kanserojenlerin detoksifikasyonu

Faz I ve Faz II enzimleri sirasiyla cevresel ve kimyasal kanserojenleri i¢in detoksifikasyon
yolaklarin1 belirtmektedir. Cogu sifali bitkilerin etki mekanizmasi, Faz I enzim aktivitesini
azaltip veya Faz Il enzim aktivitesini arttirma 6zelligini icermektedir.

Organosiilfiir bilesikleri, daha etkili Faz I/II diizenleyicilerinin bazilarini sunan sarimsakta
bulunmaktadir. Kimyasal olarak yemek borusu ve kolon kanserine nedenlerini ortadan
kaldirdig1 diisliniilen DAS, CYP2E1’in etkili bir engelleyicisidir. Dimetilhidrazin ve ¢esitli
nitrozaminler iceren CYP2EI, ¢esitli kanserojenlerin metabolik aktivasyonu ile ugragsmaktadir

(11,12).



2.3.2. Antioksidan aktivite (GSH miktari, GR ve katalaz ve siiperoksit dismutaz)

Reaktif oksijen g¢esitleri (ROS), oksidatif stresi baglatarak ya kanser olusumunun

baslamasinda ya da ilerlemesinde biiylik bir rol oynadigi bilinmektedir (14).
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Sekil 2.3: Antioksidanlar ve serbest radikaller arasindaki iligki(99)

Peroksitler ve siiperoksit anyonlar (05 ) hiicresel sistemlerde sitotoksite/genotoksiteye neden
olmaktadir.

Bitkisel kaynakli dstrojenik etkiye sahip kimyasallar (fitodstrojenler); kaynaga baglh degisen
diizenleyicilere ragmen sifali bitkilerdeki besleyici iiriinlerde ¢ok fazla cesitte bulunmaktadir.
Flavanoid ve lignan fitodstrojenler antioksidan aktiviteye sahiptir (15).

Fotodstrojenlerin en fazla {izerinde ¢alisilmis olanlar1 fenolikler ve karotenoidlerdir.
Fenolikler: Fenolikler bir veya daha fazla hidroksil gruplariyla bir veya daha fazla aromatik
halkalara sahip olan bilesiklerdir ve genelde fenolik asitler flavonoidler, stilbenler kumarinler
ve tanik asitler olarak siniflandirilmaktadir. Bitkilerdeki ikincil metabolizmanin {iriinleri olan
fenolikler bitkilerin biiyiimesinde ve ¢ogalmasindaki temel fonksiyonlar1 saglamaktadir ve
patojenlere, parazitlere karsi savunma mekanizmasi olarak harekete gegmektedirler (8).
Flavonoidler: Flavonoidler diger giibreler, meyveler ve sebzelerde tanimlanan antioksidan
aktivite ile ilgili fenolik bilesikler grubudur. Flavonoidler kanser riskini azaltmasi ile ilgili

baglantili oldugu gozlenmektedir. 4000°den fazla flavonoid oldugu tahmin edilmektedir (8).



Flavonoller, flavonlar, izoflavonlar ve antioksiyaninler yiyeceklerdeki yaygin flavonoidlerdir
(8).

3. Diger 6nemli degisken, kimyasal engelleyici olan bir etken olarak dogal iirtindeki
bilesenlerin antiinflamatuvar etkisinin degerlendirilmesidir. Hemen hemen tiim steroid yapida
olmayan antiinflamatuvar ilaglar; prostaglandinler, COX-1 ve COX-2’nin iiretiminden
sorumlu siklooksijenaz (COX) enziminin izoformlarin her ikisinde tercihen degistirmektedir
(10). Ozellikle hemen hemen tiim steroid yapida olmayan inflamatuvar ilaglar gogiis ve kolon
kanseri i¢in riski azaltici etkisiyle bilinmektedir (11).

4. Hormona bagli mekanizma

Deneysel, kliniksel ve epidemiyolojik bulgunun o6nemli bir kismi hormonlarin gogiis
kanserinin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir (17). Hormon kaynakli
kanserler; Amerika'da yakin zamanlarda teshis edilmis kadin kanser hastaliklarinin %40’dan
ve erkek kanser hastaliklarinda %20’°sinden fazlasini olusturmaktadir (98).

S. Bagisiklik diizenleyici etkisi

Immiinomodiilasyon, bagisiklik sistemininin giiciinii artirma veya azaltma yoluyla sistemin

yanitin1 degistiren bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (10).

2.4. Bitki Aktivite Calismalar

Diinya tizerinde yaklasik olarak 1.000.000 civarinda bitki tilirlinlin mevcut oldugu
varsayllmaktadir. Bu bitkileri yaklasik olarak yarisi isimlendirilmis ve bilim diinyasina
kazandirdig1 kazandirilmigtir (17).
Ayrica, bu bitkilerin pek ¢ogu insanoglu tarafindan 1slah edilmis ve besin maddesi olarak
yetistirilmistir. Bununla birlikte besin maddesi olarak kullanilmasinin disinda pek cok
hastaligin tedavisi i¢in bu bitkilerden faydalanilmistir. 1979 yilinda Diinya Saglik Orgiitii'nce
yapilan bir ¢alismada farmakoplarda mevcut olan iilkelerde kullanilan ve ticareti yapilan
bitkisel ilaglarin miktarlarinin 2.000 civarinda oldugu ve diinyada yasanan insanlari %80’ inin
saglik tedavileri i¢in geleneksel tibbi segenek bu amag i¢in bitki Oziitleri ile bitkilerin aktif
bilesenlerini kullandiklar1 belirtilmistir (18).
Bitkilerin bu kadar ¢ok kullanilma amagclar1 basinda;

» Kolay ve ucuz bir tedavi araci olarak elde etmenin miimkiin olmasi,

» Sentetik kimyasal maddelerin tehlikeli yan etkilerinden dolay1 olusacak hastaliklara

maruz kalmamak i¢in, uzun yillardan beri kullanilan ve etkileri bilinen bitki tiirlerinin

bulunmasi,
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» Sentetik kimyasallar genellikle tek bir etkiye sahip olurken, bitkisel iiriinlerin birden
fazla etkiye sahip olmasi, gelmektedir (17).

Dogal friinler, ¢ok iyi farmakolojik etkileri ve diisiik toksik etkisinden dolayr kanser
kemoterapi alaninda ¢cok 6nemli bilesimlerdir. Geleneksel Cin Tibbinda klinik kanser tedavisi
i¢in kullanilan ¢ok sayida dogal bitkiler kullanilmaktadir (23).
Bitki ekstraktlarinin antikanser etkileri; insan tiimoriinden tiiretilen hiicre hatlari
panellerindeki sitotoksik etkilerini degerlendirerek belirlenmistir. Bu yaklagim ayni1 zamanda
kansere Ozgli sinyal molekiilleri ve bitki ekstraktlar1 i¢in kanser hiicrelerinin duyarlilig
aralarindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmaktadir (24). FDA (Gida ve ilag Dairesi) arasinda antikanser
ve antiinflamatuvar ihtiyaglarin dogal kokenini uygun bulan %60 ve %75 paylasim
bulunmaktadir. Mevcut ilgi kanser tedavisi i¢in dogal ilaglarin kesfi tizerindedir. Cogu bitki

tiirleri diinya capinda bu amag i¢in korunmaktadir ve biyolojik tayini yapilmaktadir (1).

2.5. Iris L. Bitkisi

Iris L. tiirleri biiytileyici cicekleri bulunan ve sicak kuzey bolgeleri boyunca genis bir sekilde
dagilmis olan bahge ¢igeklerinin bir liyesidir. Cogu tiirler arasinda bulunan bol cesitli ¢igek
renklerine atifta bulunularak adin1 Yunanca gokkusagi kelimesinden almistir (1). Kuzey yarim
kiire boyunca Iris tiirlerinin yaklasik 260’ dan fazla ¢esidi bulunmaktadir. Baz1 Iris tiirleri
nemli bolgelerde yetismektedir. Cogu tiirler ise ¢ol, yar1 ¢6] veya kuru, kayalik alanlarda
bulunmaktadir. Iris tlirlerinin gesitleri iki ylizeyi ayni olan yapraklarin esas yelpazesiyle bir
tiip i¢inde birlesmis olan ti¢ tane dik duran tag yapragiyla ve ii¢ yatay ¢anak yapraginin renkli

cicek yapraklariyla tanimlanmaktadir (31).
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Sekil 2.4: Iris ¢iceginin genel yapisi (87)

Iris tiirleri ayrica siis bitkisi olarak yetistirilmektedir. Yaklasik olarak Tirkiye’de 18’1
endemik (yerli) olan 51 Iris taksonu vardir. Tiirkiye’de “siisen” olarak da bilinmektedir (1).
Iris ¢ogu tiirlerinin toprakalti kisimlarimin kullanimi yiizyillardir geleneksel Avrupa tip
alaninda kullanilmistir. Kokleri soyulmus ve kurutulmus Iris tiirleri kusturucu, misil, idrar
soktiirticli, uyarici, balgam soktiiriicii ve burun akintisim1 kolaylastiran 6zelliklerden dolay:
popiiler hale gelmistir (26, 32).

Iris tiirlerine ait olan bitkilerden; izoflavonoidler, kinonlar ve Iris tiirii triterpenoidler
ayrilmistir (33, 34, 35, 36). Frag ve arkadaslarinin (37) arastirmasiyla bu benzerlikler Iris
tirlerinin 1zoflavonoid ve flavanoid miktarinca zengin oldugunu gostermektedir. Ayrica bazi
taksonlarda C-glikosiliksanton ve kinon miktarinca zengin oldugu belirtilmistir (38). 14 Iris
cicegindeki 17 glikosilflavonlarin dagilimin1 kanitlamaktadir (39). Aymi zamanda Iris
familyas1 ikincil ara triinleri bakimindan zengin olarak smiflandirilmistir. Cok ¢esitli

fitokimyasallarin bu familyadan tanimlandigin1 gostermektedir (40). Siiphesiz ki Iris,
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flavonoidin farkl: tiplerini ve iliski fenolik bilesenleri icermektedir. Bu Iris familyasinin tibbi

ve ila¢ kullanimina ait aragtirmada muazzam potansiyele sahip oldugunu gdstermektedir (40).

2.5.1. Iris unguicularis poiret

4 %
>

Resim 2.1: Iris Unguicularis bitkisi

Iris Unguicularis; Yunanistan i¢in endemik olup Tiirkiye, Bat1 Suriye ve Tunus’ta yetisen Iris
tiiri olan ¢igekli bir bitkidir. Tiirkiye’de Bat1 ve Giiney Anadolu’da bulunmaktadir. Cigekleri
kis ve ilkbaharin ilk zamanlarinda goriilmektedir. Belirgin giizel bir kokuya sahiptir. Bu bitki
iliman bolgede yaygin olarak yetismektedir (41, 42).

2013 yilinda bir kimyasal analiz ¢alismasi {lizerine Iris Unguicularis bitkisinin onkoloji
alaninda 6nemi daha da artmistir. Iris unguicularis kokleri 1, 3,- O -diforuloylsucrose, 5, 7-
dihidroksil - 6 metoksiflavon, irilone, 4’, 5 - trihidroksi — 6 - metoksiflavon, tectarigenin,
kaempferol, 4°, 5, 7- trihidroksi -3°, 8 -dimetoksi flavon, 8- metroksi hispidulin, mangiferin

icermektedir (43).
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2.5.2. Iris suaveolens boiss & reuter

Resim 2.2: Iris Suaveolens bitkisi

Iris suaveolens Boiss & Reuter; ¢ok yillik sifal1 bir bitki olup kuzeybati Tiirkiye ve Balkanlara
dagilmistir. Mor, sar1 ve kahverengi yapraklt ve sari veya mavimsi puskillii ¢ift renkli
ciceklere sahiptir (44). Iris tilirlerinin aktivitesi ve kimyasi ile ilgili birgok makale olmasina
ragmen Iris suaveolens bitkisi ile ilgili hi¢bir ¢alisma bulunmamaktadir ( 45, 46).

2010’da yapilan bir c¢aligmada (47), Iris suaveolens’in taze koklerinden petrol ayirict,
kloroform ve metanol ekstraktlar1 hazirlanmistir. Onlarin ham ekstraktlarinin toplam fenolik
ve flavonoid igeriklerinin sirastyla pirokatekol ve kuersetin yapilar olarak tespit edilmistir.
Ham ekstraktlarin antioksidan ve antikolinesteraz aktivite testleri, petrol ayirici ve kloroform
ekstraktlarinda 6nemli antioksidan ve antikolinesteraz etkilerinin oldugunu kanitlamaktadir

(47).
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2.5.3. Iris histrio reich

Resim 2.3: Iris Histrio bitkisi

Iris Histrio Reich; Gliney Tiirkiye, Suriye ve Liibnan’da yetisen kiiglik bir Iris tiiriidiir.
Temelde karisik desenlerler ve eflatuni mavili beneklerle giizel mavi ciceklere sahiptir (48).

Iris Histrio Reich bitkisiyle ilgili bir makale bulunmamaktadir.

2.6. Apoptozis ve Hiicre Dongiisii

2.6.1. Apoptozisin tanimlanmasi

Apoptozis kelimesi  “apo-TOE-sis” den olugmaktadir, Yunancada “sonbaharda yaprak
dokiimii” olarak da bilinmektedir. 1842' de Vogt tarafindan hiicrelerde normal gelisim
esnasinda ortaya ¢ikan 0liim olarak ifade edilmistir (49).

Apoptozis ilk defa 1965 yilinda programlanmig hiicre 6liimii terimi olarak kullanilmistir. 1972
yilinda da Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan programlanmig hiicre olimiinii agiklamak

amactyla kullanilmistir. Kerr, fizyolojik olarak 6len hiicrelerin ¢ekirdeklerinden yogun halde
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olan kromatin parcaciklarini incelemis ve organellerin iyi korundugunu tespit ederek bunu
biiziisme nekrozu olarak ifade etmistir (50).

Cohen ve ark. asir1 dozda kullanilan steroidlerin timus hiicrelerindeki etkilerini 1993 yilinda
arastirmis ve timus hiicrelerinin dogrudan apoptozisi tercih etmedigini, hiicre 6liimiine sebep
olacak genleri aktive ederek hiicreleri apoptozise gotiirdiigiinii ifade etmistir (51). Boylece

apoptozisin genlerin sebep oldugu bir hiicre 6liimii oldugunu ortaya koymustur (52).

2.6.2. Apoptozisin temel islevi ve amaclan

Diger hiicrelere zarar vermeden, hiicreleri kotii bir sekilde etkilemeden ve iz birakmadan
iizerinde calisilan hiicrenin ortadan kaldirilmasidir. Hiicre ¢ogalmasi mitozla belirlenirken
apoptozis ile de belli bir dokuda bulunmasi gereken hiicre sayis1 belirlenir. Bu durumda;
*  Embriyonun gelisimi ve baskalasimi (metamorfoz) siirecindeki gibi, gelisimi
esnasinda organizmayi sekillendirir.
* Organizmadaki toplam hiicre sayis1 diizenlenir.
* Virlis bulagmis olan hiicreleri, timor hiicreleri, bagimsiz hareket eden ve kendine
zarar veren bagisiklik hiicreleri gibi istenmeyen ve tehlikeli hiicreleri yok eder ve

bunlara kars1 kendini savunur (53).

2.6.3. Apoptozisi uyaran sinyaller

* Hiicre disinda: Biiyiime faktorii ve hormonlar
*  Hiicre icinde: Iyonize radyasyon, viral enfeksiyon, serbest radikaller nedeniyle olusan

oksidatif hasar (54).

2.7. Apoptozisden Hiicre i¢i Sinyal iletimi ve Metabolik Degisiklikler

Bu giine kadar apoptotik sinyal iletimi ile ilgili tespit edilen bilgiler, hiicre icindeki sinyal
iletimiyle gorevli enzim ve molekiillerin apoptozisteki sinyal iletimininden de sorumlu
oldugunu ortaya koymaktadir (51, 55).

Genel olarak hiicre i¢i sinyal iletiminde kullanilan Kalsiyum (Ca**) apoptozisde de kullanilir.
Hiicre i¢indeki Ca*™ iyonlarinin miktarindaki artis hiicreyi apoptozise siiriiklemektedir (56).
Sitoplazmada bulunan Ca™ iyonlarinda bulunan bir miktar artig; c-myc, c-fos ve 1s1 sok

proteinlerini aktive eder ve hiicrenin apoptozise ugramasina sebep olur. Kalsiyuma (Ca*™)
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adenilat siklazlar1 aktive ve inhibe etme yetenegine sahiptir. c-AMP ve protein kinazlar
tizerinden sinyal iletimini etkiler. Hiicre i¢indeki c-AMP konsantrasyonunda meydana gelen
artisin da bagimsiz olarak apoptozise neden olabilecegi gosterilmistir (57). Sitoplazmada artan
kalsiyum, aktif olmayan kalsiyum bagimli proteazlar1 ve niikleazlar1 aktif hale getirerek
sitoplazmik proteinlerin parcalanmasina ve apoptozise Ozgli interniikleozomal DNA
kiriklarina sebep olur (49).

Kalsiyum iyonu, aktif olmayan durumdaki transglutamaz, proteaz, fosfolipaz, endoniikleaz

gibi latent enzimleri aktif hale getirerek hiicreyi apoptozise siiriiklemektedir (58).

2.7.1. Apoptotik hiicrede gozlemlenen morfolojik degisiklikler

2.7.1.1. Yiizey organellerinin kaybi
Apoptozise siiriiklenen hiicrenin diger hiicrelerle iliskileri biter, hiicrenin yiizeyindeki
mikrovillisler ve komsu hiicrelerle yaptiklar1 6zel iligkiler sona erer, hiicrenin yiizeyi

yuvarlaklasir (59).

2.7.1.2. Hiicre biiziilmesi

Apoptotik hiicre diger hiicrelere gore sitoplazmasi daha yogun ve kiigiiktiir. Hiicre organelleri,
endoplazmik retikulum hari¢ yapilarini korur. Sitoplazmadaki yogunlugun artigi nedeniyle
cok sayida organel gozlemlenir. Hiicre zar1 dayanikli oldugu icin nekrozdaki gibi bir

inflamatuvar reaksiyon goriilmez (60).

2.7.1.3. Kromatin yogunlasmasi

Genellikle ¢ekirdek biiziiglir. Kromatin ¢ok yogun bir hale doniisiir ve parcalar toplu bir hal
alir (56). Cekirdek porlar1 tam olarak gozlemlenemez. Cekirdegin sekli diizensiz hale gelir ve
sonrasinda kiiciik c¢ekirdek parcalarina doniisiir. Cekirdekcik genisler ve graniilleri kaba

grantiller halinde dagilir (60).

2.7.1.4. Sitoplazmik baloncuklar ve apoptotik cisimlerin olusumu

Oncelikle hiicrede tomurcuklanma yiizeye dogru olusur. Tomurcuklanmalardan bazilari
sitoplazma parcaciklar1 ihtiva eden ve yogun bicimde paketlenmis organellerden meydana
gelen zarlarla kapli apoptotik cisimlere doniisiir (61). Apoptozis i¢in morfolojik degisimler

hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagsmas: ve sitoplazmik baloncuklar olurken fosfotidilserin
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apoptotik hiicrelerde plazma zarinin dis yiizeyinde bulunur ve fagositik hiicreler i¢in sinyal

gorevini yliriitiir (63).
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Sekil 2.5: Apoptozisin morfolojik degisiklikleri (63)

2.8. Apoptotik Hiicrelerin Taninmasi ve Fagositozu

Hiicrelerin 6liimii nasil olursa olsun bir sekilde yok olmasi gerekir. Hem nekrozda hem de

apoptoziste Olii olan hiicre fagositoz ile ortadan kaldirilir. Apoptozis esnasindaki hiicre

zarindaki degisiklikler diger hiicrelerin 6li hiicreyi fagosite etmesi nedeniyle ihtiya¢ duyulan
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tim uyarilar1  verecek Dbicimde diizenlenir. Meydana gelen apoptotik hiicreler,
hiicrelerarasindaki alana dagilirlar veya liimene dokiiliirler (64).
Dokuda 4-8 saat goriinen apoptotik hiicreler sonrasinda fagozomlar iginde birkac saat

goriilebilir, en sonunda ise sindirilmeyen maddeler olarak bulunur (64, 65).

2.9. Apoptozisin Goriildiigii Olaylar

Apoptozis, bazi organlarin biyolojik gelisimleri sirasinda da goriilebilir. Apoptozis ayrica her
cesitte neoplastik olusumu esnasinda; hem gerileme hem de biiyiime evresinde rastlamak
miimkiindiir (64). Hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da
apoptozis goriiliir. Ornek olarak diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hipertermi,
hafif travma, hafif hipoksi verilebilir (57). Bu nedenle apoptozis spesifik bir uyaran etkisinde
kalan hiicrenin, bu uyar: aktif olarak hiicre i¢in diizenleyici bir cevaptir (56).
Apoptozisin yiiksek oranda gortildiigi olaylar sunlardir:
* Metamorfoz ve embriyogenez esnesinda programli hiicre Olimii (fetus
implamantasyonu, gelisim siirecinde yasanan involiisyon ve organogenezis) (67)
* Eriskinde hormona bagimli involiisyon (menstriiel dongiide endometriyum
hiicrelerinin par¢alanmasi, menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden
sonra olusan meme bezlerinin rejenerasyonu) (56)
» Sirekli olarak artig gosteren hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile
hiicre azaltilmasi (56)
* Bagisiklik hiicrelerinin se¢imi (hem T hem de B hiicrelerinin sitokin deplesyonundan
sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin yok olmast) (52)
* Timorlerdeki hiicre 6liimii ( hem regresyon hem de biiyiime evresinde) (52)
* Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofi (53)
» Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6lumii (52)
* Cesitli etkenlerden meydana gelen hiicre 6liimii (radyasyon, hipertermi, hipoksi,

travma) (65).

2.10. Apoptozisin Molekiiler Diizenleyicileri

Apoptozisin her evresi bir¢cok proteinin birarada ¢alismasiyla olusmaktadir. Bu proteinler,
kaspazlar, Bcl-2 ailesi, p5S3 ve TNF ailesidir. En fazla etkin olan proteinazlar kaspazlardir

(68).
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2.10.1. Kaspazlar

Sistein proteinazlardir ve aspartik asitten sonraki peptit bagini kirarlar. Cogu apoptozisde
gorevli 14 farkli kaspaz bulunmustur. Kaspazlar, tek polipeptit zinciri halinde sentezlenebilir
ve li¢ tane bolgeleri vardir: kaspaz toplama bolgeleri (CARD), 6liim bolgeleri (DD) ve efektor
olim (DED) bolgeleridir (68).

Tiim kaspazlar hiicre i¢inde aktif olmayan halde bulunur ve proteolitik islemlerle kesilerek
aktive olurlar. Aktif olmayan kaspazlarin aktivasyonu; granzim B vasitasiyla veya aktif olan
kaspaz proteininin aktif olmayan kaspaz ile etkilesimi sonucu gergeklesebilir. Kaspazlar,
yapisal 6zelliklerine ve fonksiyonlarina gore ii¢ gruptan olusmaktadir; inflamatuvar kaspazlar
olarak tanimlanan grup I kaspazlar (kaspaz 1, kaspaz 4, kaspaz5), baslatict kaspazlar olarak
gozlemlenen grup II kaspazlar (kaspaz 2, kaspaz 8, kaspaz 9, kaspaz 10) ve efektor kaspazlar
olarak tanimlanan grup III kaspazlar (kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7) (68).

Tetiklenen apoptotik sinyal, 0liim reseptorleri vasitasiyla kaspaz 8 veya kaspaz 10 gibi
baslatict kaspazlarin aktiflesmesini saglayan mitokondriyal apoptotik sinyaller kaspaz 9’u
aktif hale getirir. Sonrasinda bu kaspazlar diger kaspazlar: aktif hale getirerek proteolitik bir
kaskada sebep olurlar. Bu kaskad sonrasinda efektdr kaspazlar olan kaspaz 3,6 veya 7 aktif
hale gelir. Bu aktivasyon, hiicre iskeleti, niikleaz inhibitorii ve énemli hiicre proteinlerinin
kesilmesine neden olarak DNA’da par¢alanmaya ve morfolojik degisikliklere sebep olur

(68).

2.10.2. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 proteinleri, apoptozisi diizenleme esnasinda; hiicre yiizeyi ile hiicre i¢i 6liim sinyalleri
arasinda denetim noktasi olarak, apoptozisin olusum evresinde ve kaspaz kaskadinin aktif
hale gelmesinde 6nemli rol oynar (69, 70).

Bcl-2 ailesi 24' den fazla liyeye sahiptir ve birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu
gruplardan biri apoptozisi tetikleyici (en ¢ok bilinenler: bax, bid, bcl-Xs, bad, bim, bak, bok,
PUMA, NOXA), digeri ise apoptozisi baskilayict (en ¢ok bilinenler: bcl-XL, bcl-2, Mcl-1)
etkiye sahiptir. Bcl-2 ailesinin iiyeleri BH1, BH2, BH3, BH4 bolgelerinden en az birini
icerirler (71).

Apoptozisi tetikleyen iiyeler kendi aralarinda; BH1, BH2, BH3 bolgelerinden her birini
bulunduranlar (Bak, Bax) ve sadece BH4' ii icerenler (bad, bid, bim, PUMA, NOXA) olmak
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iizere ikiye ayrilirlar. Apoptozisi baskilayan iiyelerin tiimii bolgelerin doérdiine de sahiptir.
Oliim sinyali olmadig1 zaman Bcl-2 proteinleri hiicre iginde farkli boliimlerde bulunurlar.
Oliim sinyali alindig1 sirada, apoptozisi baslatan etkenler degisiklige ugrar, sonrasinda
mitokondrinin dis zariyla biitiinlesen ve mitokondriden apoptozisi baslatici bir etken olan
sitokrom c’nin serbest birakilmasina sebebiyet verir. Apoptozis baskilayan etkenler ise aktif

degildir (72).

2.10.3. p53

pS53; apoptozisi tetikleyen birgok farkli gen {iriiniiniin sentezini arttiran transkripsiyon
faktoriidiir. p53°lin sentezini arttiran apoptozise siiriikkleyen gen {iiriinleri; hiicre dongii gelisim
inhibitorleri, p53 aktivitesini kontrol eden diizenleyiciler, oksidatif bilesenleri ve bcl-2
ailesinin apoptozisi tetikleyen proteinleridir. p53, hiicrede bir sekilde DNA hasar1 oldugu
zaman hasar1 onarilabilecek seviyede ise hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur ve hiicreye
DNA tamiri i¢in zaman kazandirir. Eger DNA tamir edilemeyecek hasara sahipse Bax’in

sentezini arttirarak apoptozise neden olur (73).

2.10.4. Tiimor nekrozis faktor (TNF) ailesi

TNF, bir sitokindir ve apoptozise, hiicre ¢ogalmasina, bagisiklik sistemindeki degisiklige,
enfeksiyona, alerji ve otoimmiin hastaliklara neden olur. TNF, transmembran proteini olarak
sentezlenir. TNF’ nin zara entegre hali (mem-TNF) proteolitik bdliinme ile ¢oziilebilir ve
TNF halini alir.

TNF, biyolojik fonksiyonlarini iki farkli reseptor sayesinde gerceklestirir; tip 1 (TNF-R1) ve
tip 2 (TNF-R2). Hiicredeki oliim sinyal iletimi, TNF-R1’in sitoplazmik 6liim bolgesiyle
olusur. Sonrasinda kaspaz 8 aktif hale gelir veya mitokondri bagimli dongiisti aktiflesir ve

hiicreyi apoptozise gotiiriir (74).

2.11. Apoptozis Siirecinin Degerlendirilmesi

Apoptozis siireci, hiicre Oliimiine sebep olan uyari ile baslar ve enerji bagimli kaskad ile
sonlanir. Bu siireg, 4 faz ile anlatilabilir:
* Erken veya baslangi¢ fazi: Apoptozis, apoptotik cevaba sebep olan uyari ile baslar.

Apoptotik cevap, iki sekilde tetiklenebilir. Birincisi ilaglar, radyasyon veya toksinlerin
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sebep oldugu hiicre i¢i uyarilar ile oldugu gibi hiicre dis1 bir sinyalin hiicre yiizeyindeki
reseptorlerini uyarmasiyla da olabilir.

* Sinyal transferi fazi: Metabolik durumun ve sinyalin algilanmasi ve bu metabolik
durumun veya algilanan sinyalin hiicre 6liim efektor sistemine iletilmesi,

» Efektor fazi: Kaspaz sisteminin aktif hale gelmesi,

* Hiicre oliimiinden sonraki faz: Hiicrelerin kromatin veya DNA’larin sindirimini ve

olen hiicrelerin fagositik hiicreler tarafindan taninarak parcalanmalarini kapsar (68).

APOPTOTIK SUREC
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nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komgu hiicreler veya

. Radyadyon . p53 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil 2.6: Apoptozisin genel goriintimii (75)

2.11.1. Apoptozis evresinin hiicre ici veya hiicre dis1 uyaranlarla tetiklenmesine gore

degerlendirilmesi
Hiicreler, hiicre i¢i veya hiicre disinda meydana gelen biiylime faktorii eksikligi, hiicre
yaglanmasi, kemoterapi, radyasyon, yiiksek doz glikokortikoid, Fas ve TNFR-1

reseptorlerinin aktif hale gelmesi ve oksidatif stres gibi hiicre 6liim uyaranlari ile tetiklenerek
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iki farkli yol ile apoptozise siiriiklenirler. Yollardan birisi ekstrinsik yol; hiicre dis1 6liim
uyaranlari ile tetiklenen reseptdr aracili apoptozis, digeri ise intrinsik yol; hiicre i¢i uyaranlar

ile tetiklenen mitokondri aracili apoptozistir (71).

2.11.2. Ekstrinsik yol (Reseptor aracili apoptozis)

Ekstrinsik yolda apoptozis, hiicre 6liim reseptorleri olan TNF-R1 ve Fas'in kendi ligandlar
ile etkilesime girmesi sonucu baglar. Fas ligand1 (Fas L), sitotoksik T lenfositlerde ve dogal
oldiiriicii hiicrelerde bulunur (76).

TNF-R1’in ligasyonu, TNF-R1’e TNF’nin baglanmasi ile olusur (76). Fas ve TNF-R1 kendi
ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarist almis olurlar. Fas reseptorii, birbirine komsu iki
Fas ligandinin birbirleriyle baglanmasi sonucu trimer kompleks halinden hexamer kompleks
halini alir. Sonrasinda, Fas reseptorii kendisinin sitoplazma i¢i 6lim bolgesi olarak bilinen
FADD ile, TNF-R1 ise kendi sitoplazma i¢i 6liim bolgesi olan TRADD ile etkilesime girer.
Bu nedenle oliime neden olan sinyal kompleksi (DISC) meydana gelir. Bu kompleks,
prokaspaz 8’in efektor 6liim bolgesi ( DED) ile birleserek prokaspaz 3’ii aktif hale getirerek
hiicre 6liimiine neden olur ya da Bcl-2 ailesinin iiyesi olan Bid’in c-terminal bolgesini keserek
aktif formu olan tBid’in olugsmasina ve bdylece apoptozisin intrinsik yola dogru ilerlemesini
saglar. Tip 1 hiicreler (lenfositler), kaspaz 3 aktif yolunu secerken, tip 2 hiicreler

(hepatositler), intrinsik yola dogru ilerlemeyi segerler (76).

2.11.3. Intrinsik yol (Mitokondri aracih apoptozis)

Sitotoksik ilaglar, oksidatif gerilim, iyonize radyasyon, DNA hasari, biiylime faktor eksikligi
gibi nedenlerle olusabilen 6liim sinyali, Bcl-2 ailesinin sadece BH3 bolgesini igeren iiyeleri
(bid, bad, bim, PUMA, NOXA) sayesinde mitokondriye taginir.

Intrinsik yolun en énemli kismi, mitokondri dis zar gecirgenliginde meydana gelen artistir
(MOMP) (77).

Nasil olursa olsun oOliim sinyalinin MOMP olusumunu gergeklestirmesi, mitokondriden
apoptozisin aktivasyonuna sebep olan basta sitokrom-c olmak iizere Smac/diablo (second
mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP binding protein with low pl), AlF,
endoniikleaz G ve Omi (homologue of bacterial Htr A) gibi maddelerin salinimina sebep olur.
Sitokrom-c, Apaf-1 ve pro-kaspaz 9’a baglanarak apoptozom olarak adlandirilan oligomerik

Apaf-1 kompleksi’ nin olusumunu saglar. Aktiflesen kaspaz 9, prokaspaz 3’ii aktive eder.
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Aktif kaspaz 3, kaspazla aktif hale gelen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD) aktif
olmayan hale getirir. Boylece ICAD’ 1n basladigi kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz
(CAD) serbestlesir. CAD, apoptozisin karakteristik bulgularindan olan kromatin
yogunlasmasina ve oligoniikleozomal DNA parcalanmasina neden olur. Ayrica aktif kaspaz 3,
ilgili proteinleri parcalayarak, apoptotik hiicre morfolojisinin olusmasimni da saglar.
Smac/diablo; kaspazlara baglanarak kaspaz inhibisyonuna yol acan IAP’1n yerini degistirerek,
Omi ise IAP’1 geri doniisiimsiiz olarak engelleyerek kaspazin aktif hale gelmesini saglarlar.
AIF; dogrudan niikleusa giderek kromatin yogunlagsmasia neden olur ve endoniikleaz G;

kaspaz aktivasyonundan ayri bir sekilde niikleustaki par¢alanmaya katilir (78).

2.12. Hiicre Dongiisiiniin Tanimlanmasi

Bir hiicrenin canlilik gostergesi olan birbirinin aynisi iki hiicreye boliinmesi olayidir. Genel
olarak, hiicreler boliinme sinyali almadiklar1 zaman hiicre dongiisiiniin aktif ( G1, G2, S ve M)
fazlarina girmezler ve istarahat fazi olarak bilinen GO fazinda bulunurlar. Hiicrelerin ikiye
boliinmesi mitozis ile olusmaktadir. Hiicreyi boliinmeye gotiiren c¢ok cesitli sinyaller
bulunmaktadir(6rnegin; sitokinler, biiylime faktorleri veya mitojenler). Hiicre bdliinme
sinyalini aldig1 zaman sinyal ileti kaskad1 “signal transduction cascade” olarak bilinen bir ileti
mekanizmasi olusturur. Bu ileti mekanizmasi ya transkripsiyonu, hiicre dongiisiinii veya hiicre
iskeletini kontrol eden bir substrat1 fosforiller yada niikleusa ulasip dogrudan transkripsiyonu
bdylece hiicre dongiisiine sokularak boliinmeye gotiiriilmiis olur. Hiicreler mitozise girmeden
once bir hazirlik evresi gegirirler ve bu safthada hiicreler hacimce biiyiirler. Bu hazirlik
sathasina da interfaz denir. Interfaz kendi icinde G1, S ve G2 fazlarindan olusur. Mitozis ve
interfaz beraberce hiicre dongiisiinii olustururlar. Bu nedenle, bir hiicre dongiisti, fazlarin olus
sirasina gore; G1, S, G2 ve M fazlarindan meydana gelir. G1 ve G2; ingilizce “gap”
kelimesinden gelmektedir. M harfi ise mitozis anlamina gelmektedir. GO faz1 normalde hiicre
dongiisii icerisinde olmayan ve dongiisiiyii tamamlayan dongiiden ¢ikan hiicrelerin bulundugu
fazdir. Hiicreler boliinme uyaris1 aldiklarinda bu fazdan ¢ikip G1 fazina girerler (75).

M evresi: Mitoz agsamasidir. Hiicrenin ikiye bdliinmesi (Sitokinez) ile sona erer.

G1 evresi: Mitozla DNA replikasyonu arasindaki evredir. Bu evre de DNA sentezi
olmamasina ragmen biiylime devam etmektedir.

S evresi: Bu evrede DNA sentezi yapilir.

G2 evresi: Hiicre biiylimesi devam ederken mitoza hazirlik olarak gerekli organel ve

proteinlerin sentezi yapilir.
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Tiim bu fazlarda bir sonraki evreye gecmeden Once kontrol mekanizmalar1 ¢aligmaktadir.
Boylelikle herhangi bir hasar olup olmadig1 kontrolii saglanmis olunur. Bunlar;

G1/S kontrol noktasi: Mitoz evresinde meydana gelen DNA hasarmin varligi, hiicrelerin
ilerlemesini G1’deki kontrol noktasinda duraklatir. Boylelikle S fazina girmeden hiicrenin
tamiri i¢in zaman kazanilir. Buradaki mekanizma da hiicrenin gardiyani adiyla tanian p53
geni gorev almaktadir. DNA’ nin hasar gérmesi durumunda p53 geni gorev almaktadir. DNA’
daki hasarin durumuna gore hiicreye farkli sinyaller verir. Hasar tamir edilebilecek kadar
kiigiikse hiicreyi mitozdan ¢ikararak tamir edilmesine zaman tanir. Eger hasar yiiksekse o
zaman hiicreye apoptozis sinyali verir.

G2/M kontrol noktasi: Bu kontrol noktasi, G2 de bulunur. DNA replikasyonu
tamamlanmadik¢a mitozun baglamasina onler. Tiim genomun replikasyonu tamamlanmadikca
G2 ye gegilemez. Replikasyon tamamlandiktan sonra eger bir hata olursa G2 de duraklatma
s6z konusudur ve tamir mekanizmalar1 ¢alismaktadir.

M kontrol noktasi: Bu noktada kromozomlarin mitoz mekigi iizerinde dizilmesini kontrol
eder ve yavru hiicrelere kromozom setlerinin dogru sekilde aktarilmasini saglar. Bu kontrol
noktast kromozomlar mekik tizerinde her iki yavru hiicreye tam bir kromozom seti gidecek
sekilde dizilmedikce kardes kromatitlerin ayrilmasini dnler (79). (Sekil 2.6)

Herhangi bir kontrol noktasindaki aksama yada degisiklik normal hiicreden kanserli hiicre
olusumuna neden olur. Ornegin G1/S kontrol noktasindaki p53 genin mutasyonu durumunda
hasar hiicreye iletilmedigi ve hiicre dliimii gerceklestirilmedigi i¢in hiicreler kontrolsiiz bir

sekilde cogalmaya devam eder (79).

G, kontrol noktasi

M kontrol noktasi
G, kontrol noktasi

Sekil 2.7: Hiicre dongiisii ve kontrol noktalari
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler
3.1.1. Biyolojik aktivite testleri icin kullanilan kimyasallar ve hiicreler

* Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Migh Glucose (Therma)
» Hank’s Balanced Salt Solutions (Thermo)

» Fetal Bovine Serum (Sigma)

* Penicilin streptomycin soliisyonu (Thermo)

* Tripsin EDTA (%2.5) (Sigma)

* % 0.5’lik Trypan-Blue (Sigma)

* MCF-7 (insan meme kanser hiicre hatt1)

Resim 3.1: MCF7 Insan meme kanseri hiicre hatti
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3.1.2. Cihazlar

* Spektrofotometre (Biotek, Mquat model, ABD)

* Santrifiij (sogutuculu, Hettich)

» Isik mikroskobu (Nikon, Eclipse E200)

* Biyogiivenlik kabini (Klass 2, Nu-Aire, ABD)

» Magnetik Karistirict

» Karbondioksit (%5) inkiibatorii (Sanyo IR Sensor)

* Plate sallayici

3.2. Kullanilacak Yontemler

3.2.1. Hiicrelerde kullanilan kiltiir vasatinin hazirlanmasi

DMEM 500 ml
FCS 50 ml (%10)

Penicilin streptomycin = 5 ml

3.2.2. Hiicrelerin kaldirilmasi

Deney icin kullanilacak hiicre 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli ortam iceren inkiibator
bulunan 75 cm? lik hiicre kiiltiir kaplarinda (Falcon; BD Biosciences, ABD) kiiltiir yapilarak
cogaltildi. Burada ¢ogaltilan hiicreler inkiibatdrden alindiktan sonra kiiltiir kabi iginde
bulunan DMEM vasati vakum ile ¢ekildi. Hiicrelerin tlizerine 5 ml HBSS eklenerek hiicreler
yikandi tizerine 1X’lik Tripsin-EDTA eklenip, 37°C’de 4-5 dakika kadar beklendi. Hiicrelerin
kalkip kalkmadigi mikroskopla kontrol edildi. Hiicreler kalktiktan sonra Tripsini
etkisizlestirmek icin 5-10 mL %10 FCS iceren kiiltiir vasati eklendi. Kiiltiir kabindaki
hiicreler 50 mL’lik steril tlipe aktarildi ve 1500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi.

3.2.3. Hiicrelerin sayilmasi

Santrifiij isleminin ardindan tiip icerisindeki {ist faz vakumla alindi. Tip icinde dibe ¢oken
hiicreler homojen bir sekilde dagilim gostermesi icin tiipiin alt kismia parmakla hafifce

vurulur. Hiicrelerin iizerinde 5 mL hiicre kiiltiir vasati eklenerek homojen bir sekilde
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karismasi icin pipetleme islemi yapildi. Hiicre sayimi i¢in Eve Automatic Cell Counter cihazi
kullanildi. 10 pL hiicre karisimi ve 10 uL Trypan-Blue boyasi karigimi hazirlanip Eve
Automatic Cell cihazina yerlestirildi. Elde edilen sonuca gore % 10 FCS li DMEM ile
seyreltilen hiicreler 24 bolmeli kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina ekim yapildi. Hiicre % 70

yogunluk elde edilene kadar yaklagik 24 saat bekletildi.

3.2.4. Bitkilerin toplanmasi ve éziitlerinin hazirlanmasi

Calismada Iris familyasina ait 3 bitki oziitii kullamilmistir. Bu bitkiler toplanarak, oda
sicakliginda kurutuldu. Sonra bir tokmakla 6giitiildii. Her 2,5 g toz bitki 6ziitii 25 ml metanal
ile ekstrakte edildi. Siiziilmeden Once oda sicakliginda gece boyunca bekletildi. Siiziilmeden
sonra, metanol buharlastirildi ve islenmemis oOziitler tartildi. Islenmemis oziitlerin 0.1 gr
dimetil siilfoksitte (DMSO) 10 mg/ml stok konsantrasyon olacak sekilde c¢ozdiiriildii.
Sitotoksik testlerin yapimina kadar -20 °C de saklandi.

Bitkilerin toplanmasi ve oziitlerinin hazirlanmas1 Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim {iyesi Prof. Dr. Bilge Sener tarafindan yapildi.

3.2.5. Bitki ekstraktlari ile muamele

Deneyde kullanilacak olan konsantrasyonlar (150, 100, 50, 25 pM) her bitki 0ziitli i¢in ayr1
ayr1 hazirlandi. Kontrol grubu olarak DMEM icerisine test maddeleri yerine en yiiksek
konsantrasyondaki (150 uM) bitki 6ziitii ¢ozeltisi kadar steril DMSO ilave edildi.

24 saat sonunda % 70 yogunluk elde edilen hiicrelerin iizerindeki DMEM ortamdan
uzaklastirildi. Belirlenen kuyucuklara hazirlanan konsantrasyonlardaki karigimlardan her bir
kuyucuga 500 pl olacak sekilde koyuldu. Karigimlar hiicrelere verildikten sonra hiicreler 24

saat inkiibasyona birakildi
3.2.6. Hiicre canliiginin degerlendirilmesi
Canli hiicre sayisi, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) canli hiicre

tarafindan alinarak mitokondrial enzimler tarafindan indirgenmesine dayanan boyama

yontemiyle belirlendi.
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* Bu amagla hiicrelerin tizerindeki kiiltiir vasatlar1 alindi, yerine 1mg/m1 MTT igeren
SF her bir kuyucuga 500 uM olacak sekilde konuldu, hiicreler 45 dakika siire ile
inkiibe edildi.

* Daha sonra MTT soliisyonu atilarak yerine her bir kuyucuga 500 ul olacak sekilde
dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi. 2 dakika plate karistirict kullanilarak karigmasi
saglandi

« Renk degisikligi goriilen kuyucuklardan 100 pM alinarak ELIZA okuyucu hiicre
kiiltiir (96 well) kaplarina alindi.

* Degisen renkler spektrofotometre ile 550 nm’de degerlendirildi. Bitki 6ziitlerinin
hiicrelerin canlilig1 {izerinde etkili olup olmadigr ve etkili ise hangi dozun etkin doz
oldugu belirlendi. Bu asamadan sonra yapilacak olan tiim caligmalar etkin doz

tizerinden ylriitiildii.

3.2.7.Apoptozisin degerlendirilmesi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yilizeyde zar lipidlerinden biri olan fosfatidilserin
(PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarinin dig yiiziine tasinmis olur. Bu yer degistirme hiicre zar biitiinligiiniin
bozulmadig1 apoptotik hiicre olimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin-V,
hiicrenin dis ylizeyinde olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir
madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicrenin goriiniir hale gelmesine neden olur.

FITC-Anneksin-V karigiminin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma oram1 flow

sitometri ile Ol¢lilebilmektedir (80, 81, 82, 83, 84, 85, 86).

3.2.8. Apoptozis icin akim sitometrisi yontemi

Etkin doz Iris histrio i¢cin 100 pg/ml, Iris suaveolens ve Iris unguicularis i¢in ise (150 pg/ml),
olarak belirlenmesiyle bu dozlara bagli 24 saat muamele edilen hiicreler (1.000.000 hiicre/
numune basina) (103-10° hiicre/ml) (MCF7) 2 kez soguk PBS ile 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek yikanmislardir. Daha sonra ¢okeltinin iizerine 500 pl “Baglama ¢ozeltisi (Binding
Buffer)* eklendi. Bu siispansiyonun 100 pl si 5 ml lik tiiplere konuldu. Bunun iizerine 5 pl
kullanima hazir Anneksin-V PE ¢ozeltisi ve 5 ul 7AAD eklendi. Bu ¢6zelti hafifce karistirilip
tiipler buz iizerinde 15-20 dakika karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 1500 rpm de
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5 dk santrifiij edildi. Ust kistmdaki s1iv1 dokiildii ve hiicrelerin 500 ul buz iizerine baglama

¢oOzeltisi eklendi ve karistirildi. Sonrasinda “Coulter” Akim Sitometre’de analiz edildi.

3.2.9. Hiicre dongiisii icin akim sitometrisi yontemi

* Etlivden alinan flasklarin icerisindeki hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilarak 15 ml’lik
falkonlara alind1 ve 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildi.
» Siipernatant atildiktan sonra 1 ml besiyeri eklendi.
* Hiicreler Buffer Solusyon ile yikanarak 5 dk 1500 rpm de santrifiij edilerek
supernatant dokiildii. Bu islem 2 kez tekrar edildi.
* Her tiipe ¢oktiiriilen kisim iizerine 250 pl solusyon A (tripsin tamponu) eklenerek el
ile hafifce calkalandi.
» Tipler 10 dk oda sicakliginda bekletildi.
* Daha sonra her tiipe 200 ul soliisyon B (tripsin inhibitorii ve Rnaz tamponu) eklenerek
yine hafif¢e calkalandi.
» Tipler tekrar 10 dk oda sicakliginda bekletildi.
* Dabha sonra tiiplere 200 pul +4 °C den ¢ikartilan soliisyon C eklendi ve 10 dk +4 °C’de
karanlik ortamda bekletildi.
En sonunda da Ornekler akim sitometride analiz edilmistir. Mod Fit programi kullanilarak
verilen ilacin etkisi degerlendirildi.
Calismalar bitki ekstraktlarinin hazirlanmas1 hari¢ Gaziantep Universitesi Genetik Tani

Laboratuarinda yapilmistir.
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Resim 3.2: Apoptozis ve hiicre dongiisli deney asamasi

3.2.10. Istatistiksel degerlendirme

Deneylerin verilerinin karsilastirilmasi ve degerlendirilmesi SPSS.18 programinda Student
t- testi veya ANOVA testi kullanilarak karsilastirild1. Istatistiksel anlamlilik smir1 0.05 olarak

alindi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Iris Unguicularis, Iris Suaveolens ve Iris Histrio Bitkilerinin Mcf-7 Hiicre

Canhihgina Etkileri

Tim sonuglar i¢in bitki isimlerine gosterimde kolaylik olmasi amaciyla kodlamalar
yapilmustir.
Y 1: Iris Unguicularis

Y?2: Iris Suaveolens
Y3: Iris Histrio

olarak ifade edilmistir.

120
110

100 —— 3

90 L ﬂ\\
80
70
60 N\
50 \ ——Y1
40
30

20
10

% Canlilhik Orani

C 25pg/ml S50pg/ml  100pg/ml  150ug/ml

Sekil 4.1: Y1 bitki ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarinin MCF7 hiicre canlilig1 tizerindeki

etkisi.

Hiicreler 24 saat artan konsantrasyonlarda bitki ekstrakti ile inkiibe edildikten sonra MTT
yontemi ile hiicre canliligir belirlenmistir. Kontrol grubunun hiicre canliligt %100 olarak
almmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan DMSO’nun en yiiksek dozda bile (150pg/ml),

onemli Ol¢iide aktiviteye sahip olmadigi anlagilmaktadir. Sonug olarak Y1 bitki ekstraktinin
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cesitli konsantrasyonlarda hiicre canliligini kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir
(p < 0.05). Sonug olarak da Y2 bilesiginin yiiksek dozlarda antiproliferatif aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir.

Y2
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P S S—m——
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50 —
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50 \ ——Y2

40
30
20
10

% Canhlik Oran

C 25ug/ml  S0pg/ml  100pg/ml  150pg/ml

Sekil 4.2: Y2 bitki ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarinin MCF7 hiicre canlilig1 iizerindeki

etkisi.

Hiicreler 24 saat artan konsantrasyonlarda bitki ekstrakti ile inkiibe edildikten sonra MTT
yontemi ile hiicre canliligi belirlenmistir. Kontrol grubunun hiicre canliligit %100 olarak
alinmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan DMSO’nun en yiiksek dozda bile (150pg/ml),
onemli Olgiide aktiviteye sahip olmadigi anlagilmaktadir. Sonug olarak Y2 bitki ekstraktinin
cesitli konsantrasyonlarda hiicre canliligi kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig:
goriilmektedir (p < 0.05). Sonug olarak da Y2 bilesiginin yiiksek dozlarda antiproliferatif

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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Y3
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Sekil 4.3: Y3 bitki ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarinin MCF7 hiicre canlilig1 iizerindeki

etkisi.

Hiicreler 24 saat artan konsantrasyonlarda bitki ekstrakt: ile inkiibe edildikten sonra MTT
yontemi ile hiicre canliligi belirlenmistir. Kontrol grubunun hiicre canliligi %100 olarak
alinmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan DMSO’nun en yiiksek dozda bile (150ug/ml),
onemli Olgiide aktiviteye sahip olmadig1 anlagilmaktadir. Sonug olarak Y3 bitki ekstraktinin
cesitli konsantrasyonlarda hiicre canliligi kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p <
0.05). Sonug olarak da Y3 bilesiginin yliksek dozlarda antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir.

Daha sonraki ¢alismalar i¢in belirlenen bitki ekstraktlarinin MCF7 hiicresi lizerindeki %50
olim oranini (ICsq) konsantrasyon degerleri Iris unguicularis ve Iris suaveolens i¢in 150
pg/ml olarak Iris histrio bitkisi i¢inde 100 pg/ml olarak belirlenmistir. Sonraki ¢alismalar1 bu

konsantrasyon degerlerine gore yapilmistir.

4.2. Iris Unguicularis, Iris Suaveolens ve Iris Histrio Bitkilerinin Erken Apoptoz Uzerine

Etkileri

Her {i¢ bitki ekstraktinin erken apoptoz iizerine olan etkileri Annexin-V ile isaretlenmis
hiicrelerin akim sitometri ile analizi sonucunda belitlenmistir. Olc¢iim sirasinda deney
ortamina propidyum iyodiir (PI) eklenmesi ile de ge¢ apoptotik ya da nekrotik hiicre oranlari

belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: (a) Kontol grubunun MCF7 hiicresindeki apoptotik etkisi, (b) Y1 bitki ekstraktinin
MCF7 hiicresindeki apoptotik etkisi, (c) Y2 bitki ekstraktinin MCF7 hiicresindeki apoptotik
etkisi, (d) Y3 bitki ekstraktinin MCF7 hiicresindeki apoptotik etkisi

Tablo 4.1 de kullanilan {i¢ bitki ekstrakti ile 24 saat inkiibasyon sonucunda elde edilen
apoptotik hiicre oran1 gosterilmistir. Kontrol olarak DMSO kullanilarak elde edilen sonuclarla

karsilagtirma yapilmistir.
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Tablo 4.1: Iris familyasina ait {i¢ bitki tiirii ile maruz birakilan erken apoptotik MCF7

hiicrelerinin belirlenmesi

% (24 saat) DMSO Iris Iris Histrio Iris
Unguicularis | ( 100 pg/ml) | Suaveolens
(150 pg/ml) | (Y3) (150 pg/ml)
YD) (Y2)

Tanimmlanmamis | 0.01 0.15 0.0 0.0

hiicre orani

Canl1 Hiicre 28.01 25.7 33.0 24.0

Erken apoptotik | 70.38 68.74 66.56 69.78

hiicre orani

Gec¢ apoptotik | 1.60 5.32 0.26 5.88

veya nekrotik

hiicre orani

4.3. Iris Ungularis, Iris Suaveolens ve Iris Histrio Bitkilerinin MCF-7 Hiicre Dongiisiine

Etkisi
Iris unguicularis, Iris suaveolens ve Iris histrio bitkilerinin MCF-7 hiicre dongiisiine etkisi

akim sitometri ile Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubu DMSO nun MCF7 hiicre dongiisiine etkisi

iizerinden yapilmistir.
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Sekil 4.5: (a) Kontrol grubunun (DMSO) hiicre dongiisiine etkisi grafigi, (b) Y1 bitki

ekstraktinin hiicre dongiisiine etkisi grafigi, (c) Y2 bitki ekstraktinin hiicre dongiisiine etkisi

grafigi, (d) Y3 bitki ekstraktinin hiicre dongiisiine etkisi grafigi.
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Tablo 4.2: Iris familyasina ait olan ii¢ bitki ekstraktinin MCF7 hiicresi lizerinde akim

sitometri ile hiicre dongiisiiniin degerlendirilmesi

Kontrol Iris Histrio Iris Iris Suaveolens
(100 pg/ml) Unguicularis | (150 pg/ml)
(Y3) (150 pug/ml) | (Y2)
YD
Gl 86.99 76.68 85.12 88.39
S 5.03 9.67 4.17 3.33
G2/M 6.68 10.47 8.77 7.30
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanserinin, 2008 yili
itibariyle diger kanser tiirlerine oranla kadinlarda goriilme oraninin %23’ iinii, kanser
nedeniyle gergeklesen 6liim oraninin %14 ‘linii olusturdugu tespit edilmistir (94,95). Meme
kanserinin teshis ve tedavisinde kaydedilen gelismelere ragmen bu hastaliktan kaynaklanan
6liim oranlar1 son 20 yil igerisinde artig gostermistir (96,97).

Bitkiler giiniimiizde antikanser, antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuvar, antianaljezik,
antiviral vs. gibi biyoaktiviteler icin bir¢cok aragtirmaci tarafindan taranmis ve rapor edilmistir.
Ozellikle giiniimiizde énemli bir hastalik olan kanser ve kansere neden olan bilesiklerden
serbest radikallerin giderilmesi i¢in bitkilerin oziitleri kullanilarak yapilan c¢alismalar
mevcuttur (19, 20, 21, 22). Iris tiirleri kanser, inflamasyon ve viriis enfeksiyonlari gibi gesitli
insan hastaliklarinin tedavisi i¢in yararl olan etkilere sahiptir (25, 26). Iris familyasina ait
olan Iris tectorum, Iris germanica, Iris missouriensis, Iris nertschinskia ve Iris albicans bitki
tirleri onkoloji alanindaki yapilan calismalarda elde edilen sonuglarla arastirmacilarin
dikkatini cekmektedir (27, 28, 29, 30, 88). Fakat Tiirkiye’de yetisen Iris tiirlerinin antikanser

etkileriyle ilgili hi¢ ¢calisma bulunmamaktadir.

5.1. Sitotoksite Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Ik olarak Mosmann tarafindan uygulanan, daha sonra Alley ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) yontemi
hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in sikc¢a kullanilan pratik bir yontemdir (92,93).

MTT, hiicreler tarafindan aktif olarak absorbe edilen ve mitokondriye bagl bir reaksiyon ile
renkli, suda c¢oziinmeyen formazana indirgenen bir maddedir. Hiicrelerin MTT analizi
sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayist ile korelasyon gosterir. Biz bu
calismamizda, 24 saat siireyle 25, 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarda seri dillisyonu
yapilan Iris familyasina ait Iris unguicularis, Iris suaveolens ve Iris histrio bitki ekstraktlariyla
inkiibe edilen MCF7 meme kanseri hiicrelerine uyguladigimiz MTT analizi sonuglarindan,
hiicre canliliginin kontrol grubuna gore azaldigini tespit ettik. Iris unguicularis (ICso 50.8 pM)
bitkisinin 24 saat inkiibe edilen MCF7 hiicresinin en diisikk dozda (25 pg/ml) %98 iken
konsantrasyonun arttirilmasiyla (150 pg/ml) %49 olmaktadir. Iris suaveolens (ICso 49.40 uM)
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bitkisinin ise 24 saat inkiibe edilen MCF7 hiicresinin en diisiik dozda (25 pg/ml) %97 iken
konsantrasyonun arttirilmasiyla (150 pg/ml) %50 olmaktadir. En son olarak Iris histro (ICso
41.42 uM ) bitkisinin sonuglarinda ise belirledigimiz en diisiik konsantrasyonda (25 pg/ml)
%67 bulunurken 100 pg/ml konsantrasyonda %46 150 pg/ml konsantrasyonda ise %41 olarak
belirlenmistir. Iris histrio bitki ekstraktinin diger bitki ekstraktlarina gore sitotoksik etkisinin
daha fazla oldugu tespit edilmistir. %50 hiicre oliim oraninin (ICso) neden oldugu
konsantrasyon degeri Iris unguicularis ve Iris suaveolens bitkileri i¢cin 150 pg/ml, Iris histrio

bitkisi i¢in de 100 ug/ml olarak belirlenmistir.

5.2. Erken Apoptozis ve Hiicre Dongiisiine Etkilerin Degerlendirilmesi

Kemoterapik ilaglarinin bir¢ogu kanser hiicrelerinde apoptoz mekanizmasini tetikliyerek anti-
tiimor aktivitenin baslamasina neden olmaktadir. Bu ¢alismada sitotoksik etkileri belirlenen
Iris familyasina ait olan Iris unguicularis, Iris suaveolens ve Iris histrio bitki ekstraktlarinin
erken apoptotik hiicre oranlart olc¢lilmiistiir. %50 6liim oram1 (ICsq) lizerinden belirlenen
konsantrasyonlar kullanilarak deneylerimiz devam etmistir. Bitki ekstraktlarinin MCF7 hiicre
apoptozu iizerine olan etkileri, apoptoz mekanizmasinin tetiklenmesi ile hiicre hiicre dis
yiizeyine hareket eden fosfatidilserine kars1 yiiksek afiniteye sahip Annexin-V’ in baglanmasi
ile arastirilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresinde bitki ekstraktlarinin MCF7 hiicresinin erken
apoptoza etkileri karsilastirildiginda aralarindaki farkin anlamli olmadigi goriilmiistiir. Tablo
4.1 de gorildiigli lizere kontrol grubunun erken apoptoza etkisi %70.38 bulunurken; Iris
unguicularis bitkisinde erken apoptaza gotiiren oran %68.74, Iris suaveolens bitkisinde erken
apoptaza gotiiren oran %69.78 ve Iris histrio bitkisinde bu deger %66.56 olarak belirlenmistir.
Birbirine ¢ok yakin olan bu degerler aslinda bitki ekstraklarinin erken apoptoza etkisinin
olmadigini gostermistir.

Kanser bir hiicre dongiisii kontrolii basarisizligidir. Normal hiicrelerde hiicre dongiisii
mekanizmasinin diizensiz ¢alismasi kanser de dahil olmak iizere pek cok soruna neden
olmaktadir. Bu ¢alismada belirlenen Iris familyasina ait olan Iris unguicularis, Iris suaveolens
ve Iris histrio bitki ekstraktlarinin MCF7 hiicre dongiisiine etkileri akim sitometri yontemi ile
Ol¢lilmiigtlir. Hiicre dongiisiiniin farkli asamalarindaki hiicreler DNA igeriklerine gore ayirt
edilebilir. Floresan veren niikleik asit boyalar1 yardimiyla hiicredeki DNA’ nin dl¢iimii ve
dongiideki hiicre popiilasyonunun orani hesaplanabilinmektedir. Hiicre dongiisii evreleri; GO
(gap 0), G1, S (sentez), G2(Post sentez) ve M (mitoz). GO ve G1 fazlarindaki hiicreler normal
DNA icerirler. S fazina giren hiicre DNA sentezi yapmaya baslamistir. G2 fazinda hiicre iki
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kat DNA icermektedir. M fazinda hiicre ikiye boliinerek hiicre dongiisiinii tamamlar. Normal
miktarda DNA igeren hiicreler diploid, anormal artmis veya azalmis DNA iceren hiicreler
anoploid olarak isimlendirilir. Akim sitometride hiicrelerin DNA igerigi, normal hiicrelerin
DNA igerigine gore hesaplanir. Eger incelenen hiicreler normal DNA degerine sahipse yani
diploid iseler DNA igerigi 1’dir. Bu degerden sapmalar andploid hiicrelerin varligini gosterir.
S fazindaki ve G2/M fazindaki hiicrelerin yiiksek oranda olmasi incelenen hiicrenin
proliferasyonunu gostermektedir. Andploid DNA degerine sahip veya proliferasyon aktivitesi
yiiksek tiimorlerin genel olarak kotli prognoza sahip olduklar1 bilinmektedir (89, 90,91).
Hiicre dongiisii sonuglarina bakildiginda, Iris unguicularis, Iris histrio ve Iris suaveolens bitki
ekstraktlar1 kontrol grubuyla G, S ve G2/M fazlar1 ayr1 ayn karsilastirildiginda aslinda
anlaml1 bir farkin olmadig1 goriilmektedir (p>0.05). Tablo 4.2 de degerler arasindaki farklar
ayrintili bir sekilde gorebilirsiniz. Yapilan bitki ekstraktlarimizin erken apoptozise ve hiicre
dongiisiine etkileri kontrol grubuyla farklari bize antikanser etkilerinin olmadigini
gostermektedir.

Bu caligsmayla Iris familyasina ait olan Iris unguicularis, Iris suaveolens ve Iris histrio bitki
ekstraktlarinin belirlenen en yiiksek konsantrasyon (150 pg/ml ) degeri arttirilarak ve farkl
saat araliklariyla da deneyler tekrarlanilabilinir. Yapilan deneylerle de bu sonucglar daha da
kuvvetlendirilir veya daha anlamli sonuclar elde edilebilinir. Ayrica genel bilgiler kisminda
belirtildigi gibi Iris familyas: bitki tiirleriyle onkoloji alaninda ilgi ¢ekmektedir. Farkli Iris
tirleriyle bu calismanin desteklenmesi antikanser ilag teknolojisine katki saglayacagini

diisiinmekteyiz.
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