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OZET

Farelerde Ehrlich Asit Solid Tumériinde Hypericum Perforatum 'un Karaciger
Dokusu Adenozin Deaminaz, Superoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz ve Katalaz
Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar hastalarda ciddi yan etkiler meydana
getirmektedir. Bu sebeple kanseri tedavisinde kullanilabilecek, yan etkileri olmayan
bitkisel kaynakli ilaglarin gelistirilmesi konusunda caligmalar yapilmaktadir.
Organizmada oksidan ve antioksidan dengenin korunmasinda GPx, SOD ve CAT
baslica antioksidan enzimlerdir. Meme kanserinde karsinojenik siire¢ ve bazi
enzimlerin aktivasyonu arasinda énemli bir iliski oldugu, kanser doku ve hicrelerinde
ise ADA aktivitesinin artabilecegi ya da azalabilecegi bildirilmistir. Antioksidanlarin
kanserden koruyu etkinligi bircok ¢aligmada bildirilmistir. Bu ¢alismada ise kanser
tedavisinde kullanimlar1 antioksidan etkileri bilinen H. Perforatum 'un sulu ekstratinin
meme kanseri olusturulan farelerde, karaciger dokusu antioksidan ve ADA enzim
aktiviteleri lizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Calismada deney hayvanlari,
saglikli kontrol grubu (Grup 1, n=8), kanserli kontrol grubu (Grup 2, n=9 ), diisiik doz
H. Perforatum (grup 3, n=8), yiiksek doz H. Perforatum (grup 4, n=11) ve
Doksorubisin (Grup 5, n=12) uygulanan gruplar olmak {izere bes gruba ayrildi. Grup
4’te karaciger dokusu GPx aktivitesi, Grup 2, Grup 3 ve Grup 5’e gore arttig1 (p<0.05);
karaciger dokularindaki CAT aktivitesinin, Grup 4’te Grup 5’e gore arttig1 (p<0.05);
SOD aktivitesinin Grup 1 ve Grup 2’de diger gruplara gore arttig1 (p<0.05); ADA
aktivitesi, Grup 2’de Grup 4’e gore arttig1 (P<0.05) tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adenozin deaminaz, Antioksidan Enzimler, Hypericum
perforatum, Kanser
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ABSTRACT

Effects of Hypericum Perforatum on Liver Tissue Adenosine Deaminase, Superoxide
Dismutase, Glutathione Peroxidase and Catalase Enzyme Activities in Ehrlich Acid
Solid Tumor in Mice

Drugs used in cancer treatment have serious side effects in patients. For this reason,
studies are being carried out on the development of herbal based drugs that can be used
in the treatment of cancer without side effects. GPx, SOD and CAT are the major
antioxidant enzymes, in the protection of oxidant and antioxidant balance in the
organism. It has been reported that there is an important relationship between
carcinogenic process and activation of some enzymes in breast cancer and ADA
activity may increase or decrease in cancer tissues and cells. The aim of this study is to
investigate the effects of aqueous extract of H. perforatum on liver tissue antioxidant
and ADA enzyme activities in breast cancer-induced mice. In the study, mice divided
into five groups; healthy control group (Group 1, n = 8), cancer control group (Group
2, n =9), low-dose H. Perforatum (group 3, n = 8), high-dose H. Perforatum (group
4), n = 11) and doxorubicin (Group 5, n = 12). Liver tissue GPx activity increased in
Group 4 compared to Group 2, Group 3 and, Group 5 (p <0.05); liver tissue CAT
activity increased in Group 4 compared to Group 5 (p <0.05); SOD activity increased
in Group 1 and Group 2 compared to other groups (P <0.05); ADA activity increased
in Group 2 compared to Group 4 (P <0.05).

Keywords: Adenosine deaminase, Antioxidant enzymes, Cancer, Hypericum
perforatum,
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1. GIRIS

Kanser, giiniimiizde en c¢ok oOliimle sonuglanan hastaliklarin basinda
gelmektedir. Bunun yaninda, kansere yakalanan insan sayisi da her gegen giin
artmaktadir. Meme kanseri ise diinya ¢apinda kadinlarda en ¢ok 6liimle sonuglanan

ikinci hastaliktir (Patnaik ve ark., 2011).

Meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglar hastalarda ciddi yan etkiler
meydana getirmektedir (Guo-Shiou Liao ve ark., 2013). Bu sebeple meme kanseri
tedavisinde kullanilabilecek, yan etkileri olmayan birgok tibbi bitkinin etkileri
arastirilmaktadir. Bu sebeple mevcut farmakolojik calismalar molekiiler hedeflere
yonelik anti-kanser ilaclarin gelistirilmesi {izerinde durmaktadir. Uretilen ilaglarin
yaklasik %20’si geleneksel tibbi bitkiler kullanilarak hazirlanmaktadir. Bu bitkilerden
cok fazla sayida bilesik izole edilmistir. Bu bilesikler basta kanser olmak (izere birgok
hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin hazirlanmasinda etken madde olarak
kullanilmaktadir (Robinson ve Zhang, 2011; Rogers, 2005). Hypericum perforatum bir
antioksidan ve noro-protektif ajan olarak kanser, inflamatuar bozukluklar, bakteriyel
ve viral hastaliklarin tedavisinde etkileri bilinmektedir (Bombardelli ve Morazzoni,

1995; Nahrstedt ve Butterwick, 1997).

Hiicrelerde olusturulan reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre i¢in hem zararl
(toksik) hem de yararl etkiler gésterebilmektedir. Onemli olan bu zit etkiler arasindaki
hassas dengenin ayarlanmasidir. ROS’un diisiik/orta konsantrasyonlardaki miktari
hiicrelerde enfeksiydz ajanlara karst korumada, sinyal iletim yolaklarini
bicimlendirmede ve mitojenik uyarilara kars1 yanitin baslatilmasinda etkilidir. ROS un
asir1 Uretilmesi sonucunda hiicreler, Gretilen fazla ROS’u yok edemez ve oksidatif stres
adr verilen durum ortaya ¢ikar. Bu dengeyi bozan ROS, hiicre membranlarina ve
protein, lipid, lipoprotein, deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi diger yapilara ciddi
sekilde zarar verir. Hidroksil radikali ve peroksinitrit 6zellikle hiicre membranlarina
ve lipoproteinlere zarar verir (Pham-Huy ve ark., 2008;Valko ve ark., 2004; Valko ve
ark., 2007; Marnett, 2002). ROS’un meydana getirdigi bu zararl etkiler antioksidanlar
tarafindan engellenmeye c¢aligilir. Bu dengenin korunmasinda glutayon peroksidaz

(GPx), stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) baslica antioksidan enzimlerdir.



Meme kanserinde ¢esitli enzimlerin rollerin degerlendirildigi bir¢cok calisma
yapilmig ve karsinojenik siire¢ ve bazi enzimlerin aktivasyonu arasinda énemli bir
iliski oldugu sonucuna varilmistir (Aghaeia ve ark., 2005). Adenozin deaminaz
(ADA), adenozinin deaminasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Adenozin tarafindan
katalizlenen bu basamagin geri doniisiimsiiz olmasi, adenozinin yikimlanmasindaki
hiz sinirlayici basamagi olusturur (Lizuka ve ark., 1981). Total ADA aktivitesi, ¢esitli
timor gruplarinda calisilmistir. Kanser doku ve hiicrelerinde ADA aktivitesinin
artabilecegi ya da azalabilecegi bir¢ok calismada gosterilmistir (Camici ve ark.,1990;
Canbolat ve ark., 1996; Durak ve ark., 1994; Eroglu ve ark., 2000; Namiot ve ark.,
1996; Sanphilipo ve ark., 1994; Sufrin ve ark., 1977; Sufrin ve ark., 1978; Ten Kate
ve ark., 1984; Vannoni ve ark., 2004).

Antioksidanlarin kanserden koruyu etkinligi bircok ¢alismada bildirilmistir. Bu
calismada ise kanser tedavisinde kullanimlari antioksidan etkileri bilinen Hypericum
perforatum’un sulu ekstratinin meme kanseri olusturulan farelerde, karaciger dokusu

antioksidan ve ADA enzim aktiviteleri lizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Metabolizma sonucu olusan bazi reaktif oksijen turleri sebebiyle viicutta hasar
olusturma potansiyeline sahip olan oksijen, ayni zamanda insan yasami i¢in biiyiik
Onem tasimaktadir (Diplock, 1998). Serbest radikaller, genellikle kararsiz ve oldukca
reaktif olan eslesmemis elektronlara sahip atomlar veya molekiillerdir (Finkel ve

Holbrook, 2000).

Biyolojik sistemde, oksijen ve azot iceren radikaller olmak lzere iki tip serbest
radikal bulunmaktadir. Siiperoksit, hidroksil ve peroksil radikallerinin, hidrojen
peroksit, hipoklorik asit ve ozon gibi radikal olmayan bilesiklere eklenmesiyle,
metabolizma sirasinda ROS meydana gelir. (Apel ve Hirt, 2004). Reaktif nitrojen
tirleri (RNS) ise nitrik oksit (NO"), peroksinitrit (ONOO") gibi bilesiklerdir (Freeman
ve Crapo, 1982; Gutteridge, 1995; Halliwell, 1994).

Sahip olduklar1 kimyasal 6zelliklerle, ROS ve RNS, lipit peroksidasyonunu
baglatabilir, DNA iplik¢ik kopmalarina neden olabilir, biyolojik zarlarda ve
dokulardaki hemen hemen tiim molekiilleri oksitleyebilir, sonug olarak doku hasarina
neden olabilir. Bununla birlikte, normal sartlarda ROS ve RNS belirli bir dereceye
kadar tolere edildiginden, fizyolojik kosullar altinda her zaman igin zararli etki
olusturmaz (McCord, 2000; Mittler, 2002). Nitekim 6nemli fizyolojik fonksiyonlarini
yerine getirmek icin vicutta belirli bir seviyede ROS gerekmektedir. ROS Uretimi,
sinyal iletim yolaklari, mikroorganizmalara kars1 savunma ve bilylime ya da 6lim gibi
hiicresel fonksiyonlarin devamindan sorumlu olan aerobik yasamin dogal bir

pargasidir (Finkel, 2000).

Yuksek seviyelerde ROS ve oksidatif stres, nekrotik ve / veya apoptotik
mekanizmalarla hiicresel ve doku hasar1 olusturarak hiicreyi 6liime gotiiriir (Medina
ve Moreno-Otero, 2005; Singal ve ark., 2011). Reaktif oksijen turlerinin normal

seviyelerin lizerine ¢iktig1, yani oksidatif stresin meydana geldigi durumlarda ise



aerobik organizmalarda bu bilesikleri etkisizlestirmek icin enzimatik ve enzimatik
olmayan sistemler gelistirmistir. Enzimatik sistemlere 6rnek olarak SOD, CAT ve GPx
gibi enzimler verilebilir (Fink ve Scandalios, 2002).

Antioksidanlarin Siiflandirilmasi

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir
(Aydemir ve Karadag Sar1, 2009; Sen ve Chakraborty, 2011.).

Tablo 2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi- endojen antioksidanlar (Aydemir ve
Karadag Sar1, 2009; Sen ve Chakraborty, 2011.).

ENDOJEN ANTIiOKSIiDANLAR

ENZIMATIK NONENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
Glutatyon
Superoksit Dismutaz (SOD) Melatonin
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Urik Asit
Katalaz (CAT) Bilirubin
Glutatyon Rediiktaz (GR) Koenzim Q10
Ksantin Oksidaz (XO) Selenyum
Transferrin
a-lipoik asit

Seruloplazmin




2.1.1. Endojen Antioksidanlar
2.1.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.1.1.1.1. Superoksit Dismutaz

Hiicresel ve ektraseliiler olmak {izere iki ¢esidi bulunan siiperoksit dizmutaz
(SOD) enzimi reaktif oksijen turleriyle miicadele de ilk devreye giren enzimdir (Sen
ve ark., 2010; Sen ve Chakraborty, 2011.). Viicutta en ¢ok sitoplazmada CuzZn- SOD
formunda ve mitokondrilerde Mn-SOD olarak bulunur. Bunun yaninda bakterilerde
Fe-SOD (anaeorobik), Mn-SOD (aeorobik) enzimlerinin kullanildigi sistemler
bulunmaktadir. Streptomyces griseus bakterisinde Ni-SOD seklinde izoenzimi bulunur

(Baskin ve Salem, 1997).

SOD, mitokondride superoksit radikali Uzerinden etki ederek hidrojen peroksit
(H202) ve oksijen olusumunu saglar (Reaksiyon 1). Olusan H20’yi suya indirgemek
tizere ise sonraki adimlarda CAT ve GPx gibi enzimler devreye girer (Kinnula ve

Crapo, 2004).

202 + 2H"+ SOD — H0; + O2 (Reksiyon 1)

Yapisinda eslesmemis elektron bulundurmadigindan radikal olarak
nitelenmeyen H2O2, bu 6zelligiyle biyolojik molekiillerle reaksiyona girmez. Ancak
Cu ve Fe iyonlariyla birlikte Fenton reaksiyonu (Reaksiyon 2) sonucunda en reaktif
oksijen turu olan hidroksil radikali (OH’) olusumunda 6nemli rol oynamaktadir
(Cheung ve ark., 2001; Larson, 1988; Lasik ve ark. 2007).

H.0; + Cu+/Fe? —— OH: + OH" + Cu*?/Fe*3 (Reaksiyon 2)

Fenton reaksiyonu




2.1.1.1.2. Katalaz

Katalaz (CAT), her bir alt birim, bir hem grubu ve bir nikotinamid adenin
dintkleotit fosfat (NADPH) molekull iceren dért protein alt birimden meydana gelir
(Kirkman ve ark., 1987; Young ve Woodside, 2001). Yapisindaki NADPH molekiilii
CAT’mn yiizey kismina yakin bdlgede siki bir sekilde bagli olarak bulunur (Zamocky ve
Koller, 1999). CAT’in temel fonksiyonu, SOD’un katalizledigi reaksiyon sonucu
meydana gelen H202’yi su ve oksijene cevirerek zararli radikallerin olusumunu
engellemektir (Reaksiyon 3). CAT hiicrede mitokondri ve peroksizomlarda bulunur
(Singh ve ark.,2009).

CAT, canlilardaki aerobik solunum yapan hiicrelerde en yiiksek diizeyde
eritrositlerde ve karacigerde bulunur. Bunun yaninda beyin, kalp ve iskelet kaslarinda

ise diigiik miktarda bulunmaktadir (Garewal, 1997).

2H,02 & 2H,0 + O (Reaksiyon 3)

2.1.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Hicrelerin sitoplazmasinda yer alan Glutatyon Peroksidaz (GPx), her bir alt
birimi bir selenyum atomu igeren dort protein alt biriminden olusur. Baslica koruyucu
etkisi, H202’in suya indigenmesini saglayarak OH- radikali meydana gelmesini
engelleyerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korumaktir (Sen ve Chakraborty, 2011).
GPx, glutatyon (GSH)’dan elektron alarak H2O2 ve lipit peroksitler ve DNA peroksitler
gibi organik peroksitleri metabolize eder. GPx’in selenyuma bagmmli glutatyon
peroksidaz (Se- GPx) ve selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz (GST)
olmak Uzereiki ana tipi bulunmaktadir. Se-GPx, aktif bolgesinde selenyum igerir ve
H202 ve organik hiperoksitlerle reaksiyona girer. GST g¢ogunlukla organik
hidroperoksitler tzerinde etki gosterir (Cnubben ve ark., 2001; Deaton ve Marlin,
2003; Guemouri ve ark., 1991; Halliwell, 1999; Reiter ve ark.,1995). Se-GPx ve

GST’nin katalize ettigi reaksiyonlarda hidrojen vericisi olarak GSH kullanilir.



Bu raksiyonlar sirasinda H202 ve hidroperoksitler indirgenirken GSH okside olarak
(Reiter ve ark.,1995) okside glutatyon (GSSG) meydana gelir (Reaksiyon 4).
Reaksiyonun devaminda ise GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) enzimi ile okside olarak
rediikte glutatyon formuna ndirgenir. GR’nin katalizledigi bu reaksiyonda ise elektron

vericisi olarak NADPH kullanilir (Sen ve Chakraborty, 2011; Reiter ve ark.,1995).

H202 + 2GSH __, GSSG + 2H.0 (Reaksiyon 4)
2.1.1.1.4. Glutatyon Reduktaz

GPx reaksiyonu ile meydana gelen GSSG’nin tekrar indirgenerek GSH
olusmasinda glutatyon rediktaz enzimi rol oynar. Bu etkisiyle GR, hicre igi

antioksidan metabolizmada dolayli bir rol oynar (Meister, 1994).

GR yapisinda flavin adenin diniikleotid (FAD) bulundurur. NADPH tan aldig:
elektronu GSSG’deki distilfit baglarina vererek tekrar GSH olusmasini saglar. Bu
reaksiyonun devamliligr i¢in ¢ogunlukla heksoz monofosfat yolundan saglanan

NADPH’lar kullamlir (Reaksiyon 5) (Ozkan ve Fiskin, 2004; Sen ve ark., 2010).

2GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP* (Reaksiyon 5)

2.2.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Glutatyon, selenyum, seruloplazmin, melatonin, bilirubin, {irik asit, a-lipoik
asit, alblimin, koenzim Q10 ve transferrin basica ezimatik olmayan antioksidanlardir.
(Droge, 2002; Sen ve ark., 2010; Sen ve Chakraborty, 2011; Pham-Huy ve ark.,2008;
Valko ve ark., 2007; Willcox ve ark.,2004).



2.2.1.2.1. Glutatyon

GSH birgok biyolojik siiregte rol oynayan, tripeptit yapisinda bir molekiildiir
(Bannai ve Tateishi, 1986). Serbest oksijen radikallerinin zararsiz hale getirmede bir
antioksidan olarak etki eden GSH (Brezeninska-Slebodzinska ve ark., 1995; Milne ve
ark., 1993), ayn1 zamanda lenfositlerin aktivasyonunu saglayarak bagisiklik sisteminin
normal bir sekilde ¢alismasi igin de gereklidir (Li ve ark.,2007). Ksenobiyotikler gibi
maddelerin zararhi etkilerinden korumak {izere karaciger ve bobrek gibi organlarda
yiksek diizeyde mevcuttur (Jewell ve O’Brien, 1999). GSH ayrica, hiicredeki redoks
dengesinin saglanmasinda eikosonoidlerin sentezinde hiicresel sinyal yolaklarinin
reglilasyonunda, apoptotik hiicre 6lim mekanizmasinda etki gosterir (Townsend ve

ark., 2003).

Baslica olarak sitoplazmada bulunan GSH, bazi durumlarda mitokondri,
cekirdek, endoplazmik retikulum ve peroksizomlar gibi organellerde bulunabilir
(Green ve ark., 2006; Kalinina ve ark.,2014).

GSH, glutamin-sistein ligaz (GCL) ve glutatyon sentetaz (GSS) enzimlerinin
etkisiyle glutamin, sistein ve glisin aminoasitlerinden sentezlenir (Reaksiyon 6)
(Lagman ve ark., 2015; Pei ve ark.,2013).

<

Glutamin + Sistein — y-glutamilsistein

y-glutamilsistein + Glisin — Glutatyon (Reaksiyon 6 )



2.2.1.2.2. Melatonin

Baslica pineal bezden endojen olarak tiretilen melatonin (N-asetil-5-metoksi-
triptamin) bircok dokuda da sentezlenir. Melatonin olusumunda Onciil madde

triptofandir ve sentez 6zellikle karanlikta meydana gelir (Hevia ve ark., 2014).

Melatoninin, protein, lipit, c¢ekirdek ve mitokondriyal DNA’y1 oksidatif
hasardan koruma mekanizmasi serbest radikallerin etkilerini azaltmasiyla ilgilidir.
Melatonin, reaktif oksijen tlrleri ve serbest radikaller Uzerinde sUpdrici etki
gbstermesinin yani sira, baz1 antioksidan enzimleri uyararak antioksidan savunmada
rol oynar. y-glutamilsistein sentetazi uyararak hiicre i¢i GSH seviyesini artirdigi
deneysel olarak gosterilen melatonin, ayni1 zamanda prooksidatif enzimlerden olan
nitrik oksit sentaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe eder. Melatonin, oksidatif strese
kars1 en duyarli yapi olan hiicre membranlarinin yapisini korur. Ayni zamanda, serbset
radikal Uretimini ve elektron kagaklarinin azaltilmasi amaciyla elektron tasima sistemi

uzerine etki eder (Reiter ve ark., 2006).

2.2.1.2.3. Urik Asit

Oksijen radikallerini nétrlestirip, Fe ve Cu gibi metal iyonlarinindan selatlar
olusturan trik asit, total antioksidan kapasitenin neredeyse yarisint meydana getirir.
Lipit peroksidasyonun dnlenmesi, serbest radikal stipirticu etkisiyle antioksidan gorev
alir (Kumar ve ark., 2015; Waring, 2002).

Insanda piirin yikiminda son basamakta hipoksantin, ksantin oksidorediiktaz
enzimi ile {irik aside doniistiiriiliir. insanda piirin katabolizmasimin son oksidasyon
tirlintidiir. Bu reaksiyon sirasinda ROS {iretimi meydana gelmektedir (Iliesiu ve ark.,
2010).



2.2.1.2.4. Bilirubin

Yapisinda hem ve globilin bulunan hemoglobin, eritrositlerin pargalanmasiyla
aciga cikar. Hemoglobinin yikimlanmasiyla ise hem ve protein yapisi birbirinden
ayrilarak metabolize olurlar. Hem ise karacigerde oksitlenerek bilirubine doniisiir.
Bilirubin peroksil radikalleri tizerinde zincir kirict etki yaparak antioksidan 6zellik

gosterir (Gutteridge, 2005).

2.2.1.2.5. Albumin

Kan plazmasmin yaklasik % 60’n1 olusturan albiimin, serbest radikalleri

tutarak gugclu bir antioksidan aktiviteye sahiptir (Roche ve ark., 2008).

2.2.1.2.6. Koenzim Q10

Ubikinon ailesinin bir (yesi olan koenzim Q10, hicrelerde tirozin
aminoasitinden sentezlenir. Lipofilik 6zellikte olan koenzim Q10, hiicre membranlari
ve lipoproteinlerin yapisinda bulunur. Koenzim Q10 oksidatif fosforilasyonda goérev
alan mitokondri i¢ zarinda bulunan, elektron transport zincirinde gérevli mitokondriyal
enzim komplekslerinin yapisinda kofaktor olarak etki eder. Bu sekilde oksidatif stresi
azaltarak serbest radikallerin hiicre ve dokular lizerinde meydana getirdigi zararl

etkileri engeller (Girkan ve Bozdag-Diindar, 2005).

2.2.1.2.7. a-Lipoik asit

Hidroksil, peroksinitrit anyonu, hipokloréz asit ve singlet oksijeni tzerine
stipiiriicti etkisi olan a-Lipoik asit (LA) ve bunlara ek olarak stperoksit ve peroksil
radikallerini de siipiiren a-lipoik asitin indirgenmis formu dihidrolipoik asit (DHLA)

guclu antioksidan etkinlik gosterirler (Packer ve ark., 2001).
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2.2.1.2.8. Selenyum

Selenyum yapisinda bulundugu antioksidan enzim olan GPx’in aktivitesini
arttirarak ROS iiretimini engelleyerek antioksidan etkinlik gdsteren ve bagisikligin
diizenlenmesinde etkilere sahip olan bir elementtir. Antioksidan ve bagisiklik

duizenleyici fonksiyona sahip temel bir elementtir (Kim ve ark.,2014).

2.2.1.2.9. Transferrin

Temel olarak kan serumunda ve az bir miktarda diger viicut sivilarinda bulunan
transferrin esas olarak c¢ogalan hiicrelerin gelisiminde gerekli olan demirin
tasinmasinda rol oynar (Reaksiyon 7). Serbest demir iyonlari, fenton reaksiyonuna
katilarak hidrojen peroksitten hiicreler i¢in zararl hidroksil radikallerinin olusumuna
neden olarak oksidatif stresi arttirir. Transferrin ise serbest demir iyonlarini

baglayarak, fenton reaksiyonlarinin olusumunu azaltarak antioksidan aktivite gosterir
(Loeffler ve ark., 1995).

Fe*? + H,0, — Fe* + OH' + OH" (Reaksiyon 7)

2.2.1.2.10. Seruloplazmin

Kandaki bakirin biiyiik bir ¢ogunlugunun taginmasinda gorevli olan seruloplazmin
bircok dokuda sentezlenir. Eritrositlerde bulunan poliansetiire yag asitlerini oksijen
radikallerinin zararli etkilerine kars1 koruyarak antioksidan etkinlik gosterir (Sass-
Kortsak, 1965).

11



Tablo 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi-Eksojen Antioksidanlar

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

VITAMINLER ILAC OLARAK
KULLANILANLAR
a- Takoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri
B- Karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri
Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant stiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B) Trolox-C
Mannitol
Albimin
Sitokinler

Demir selatorleri

2.1.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler ve ilag olarak kullanilanlar seklinde ikiye ayrilir.
2.1.2.1.Vitamin Eksojen Antioksidanlar

21.21.1. Vitamin E

Lipofilik 6zellikte olan vitamin E, yuksek antioksidan kapasiteye sahiptir. a, 3,
y, 0 tokoferol ve a, B, y, & tokotrienol olarak formlari bulunan vitamin E’nin insanlarda en

¢ok bulunan formu o-tokoferoldir. Temel olarak, lipit peroksidasyonunun

engellenmesinde rol oynayan vitamin E, hiicre membranlarinda meydana gelebilecek

serbest radikal hasarlarin1 engeller (Pham-Huy ve ark., 2008).
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Vitamin E, peroksidasyon zincirinin kirilmasi amaciyla serbest radikal
etkilerini giderir (Diindar ve Aslan, 1999). GPx ve a-tokoferol antioksidan savunma
sisteminde yakin iligski igerisindedir. a-Tokoferol oncelikli olarak peroksitlerin
uretilmesini baskilarken, GPx ise meydana gelen peroksitleri yok eder (Aydin ve ark.,
2001).

2.1.2.1.2. Vitamin C

Hidrofilik bir yapiya sahip olan vitamin C (Askorbik asit) ayni zamanda
kollajen, karnitin ve ndorotransmitter sentez reaksiyonlarinda kullanilir (Li ve
Schellhorn, 2007). Vitamin C, diger antioksidanlar gibi ROS ve RNS turlerini temizler
ve boylelikle olusan oksidatif hasara kars1 koruma saglar. a-tokoferol hiicre zarlarinda
meydana gelen oksidatif hasari1 giderirken a-tokoferol radikalleri olusur. Vitamin C ise
olusan bu radikallerden tekrar a-tokoferol olusumunu destekleyerek, a- tokoferol’un
devamliliginda 6nemli rol oynar (Carr ve Frei, 1999). Ancak bahsedilen bu antioksidan

+390e

etkilerinin yaninda vitamin C Fe™in Fe

*2ye doniisiimiinii saglayarak, lipit

peroksidasyonunu artirir ve oksidan bir 6zellik gosterir (Diindar ve Aslan, 1999).

2.1.2.1.3. p-karoten

Karotenoidler grubunda bulunan p-karoten, yagda ¢ozunen bir 6zellik gosterir.
Provitamin olarak bulunan B-karoten, aktif formu olan vitamin A’ya doniisiir.
Karanlikta gérme mekanizmasinda retinada retinole donistiiriilen B-karoten gugli bir

antioksidan ve oksijen radikali supuructsudur (Pham-Huy ve ark., 2008).

21.2.14. Folik Asit

B grubu vitamini olan folik asit (pteroilglutamik asit, vitamin B9 ya da vitamin
M) DNA sentezi ve eritrosit Gretiminde kullanilir. Normal fertilitenin devami, gebelik
ve buytime donemindeki ¢ocuklarda hiicre boliinmesinde yer alir (Hussein ve ark.,
2012). Folik asit’in antioksidan etkinligi ROS’u siipiiriicii etkisiyle iligkilidir (Ebaid
ve ark.,2013). Folik asit, hem plazma homosistein seviyesinin azalmasinda hem de
antioksidan vitaminlerle (vitamin C ve E) birlikte homosisteinle olusan oksidatif

hasarin 6nlenmesinde rol oynar (Title ve ark., 2000).
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23. Adenozin Deaminaz (ADA)

ADA (EC 3.5.4.4), adenosin veya deoksiadenozinin deaminasyonunu katalize
eden bir enzimdir. Adenosin, ADA tarafindan inosine doniistiiriiliir. Bu reaksiyon, geri

donilisiimsliz olmasina bagli olarak adenozinin yikimlanmasinda hiz siirlayic

adimlardan biridir (Gakis, 1996).

Insan dokularinda ADA1 ve ADA2 olmak iizere iki ADA izoenzimi vardir
(Ratech ve ark., 1988; Stancikova ve ark., 1998). ADA1 tiim insan dokularinda bulunur
ve ADA aktivitesinin blyldk bir kismindan sorumludur. Bununla birlikte, insan

hiicrelerinin ¢ogu ¢ok az miktarda ADA?2 igerir ve ana kaynagimin monosit-makrofaj

hicre sistemidir (Gakis, 1996).

ADA, purin metabolizmasinda merkezi bir rol oynayan, monomerik bir enzimdir
(He ve ark., 2015; Kutryb-Zajac ve ark., 2016). ADA fonksiyonuna ilgi, kalitsal immiin
yetmezliklerin yaklagik % 15'inin, bu proteinin fonksiyon kaybina neden olan ADA
genindeki mutasyonlardan kaynaklandiginin kesfinden sonra artmistir (Buckley, 2004).
Bu duzensizlikler T, B ve dogal dldiiriicii (NK) hiicrelerin islevsizligi ve ciddi lenfopeni
ile karakterize agir kombine immiin yetmezlik (SCID) olarak bilinir. ADA aktivitesinin
yoklugu, olgunlasmamis timositlerde apoptozise yol acan lenfotoksik deoksiadenozin
trifosfat birikimine neden olur (Buckley, 2004; Shaw ve ark., 2017; Turel ve ark., 2017).
ADA dogal protein stabilitesi ve katalitik fonksiyonu i¢in yapisinda Zn?* icerir (Bottari
ve ark., 2014; Cooper ve ark.,1997; Grosskopf ve ark., 2017; Khare ve ark., 2012;
Kinoshita ve ark.,2005; Niu ve ark., 2010; Wang ve Quiocho, 1998; Wilson ve
ark.,1991). ADA, bircok insan dokusunda lokalize olan ve yuksek seviyelerin lenfoid
sistemde (lenf diigiimleri, dalak ve timus) bulunan sitozolik bir enzimdir (Beyazit ve

ark., 2012; Maiuolo ve ark., 2016).
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ADA'min aym1 zamanda lenfositler disinda dendritik hiicreler (Casanova ve
ark., 2012; Desrosiers ve ark., 2007; Pacheco ve ark., 2005), eritrositler (Da Silva ve
ark.,2013), endotel ve epitel hicreleri (Eltzschig ve ark., 2006; Ginés ve ark.,2002),
fibroblastlar (Torvinen ve ark.,2002), trombositler (Souza ve ark., 2012) ve néronlar
(Hawryluk ve ark., 2012; Ruiz ve ark., 2000) gibi ¢esitli hiicre tiplerinin yiizeyinde
ekto-enzim olarak da ifade edilebilecegi gosterilmistir (Blackburn ve Kellems, 2005;
Martin ve ark., 1995).
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Sekil 2.1. ADA enziminin metabolizmasi (Torgutalp, 2015)
231. ADA’mm Klinik Onemi

ADA, T lenfosit aktivasyonunun bir belirteci olarak bilinir. Tiiberkiilozla iligkili
eflizyonlarda ADA seviyelerinin arttig1 bulunmustur. Klinik pratikte, siklikla ttiberkiloz
icin % 90-100 duyarlilik ve % 89-100 0zgullik ile invazif olmayan bir tani testi olarak
kabul edilir (Gupta ve ark.,2010).
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Ek olarak, bazi caligmalarda ADA aktivitelerinin bazi malignitelerin hem
tanisinda hem de izlenmesinde faydali olabilecegi gosterilmistir (Aghaei ve ark.,2005;
Buyukberber ve ark., 2006; Eroglu ve ark., 2000).

ADA’nin hiicresel immiinite belirteci olabilecegi hipotezi ile yapilan bazi
caligmalarda; romatoid artrit (Sar1 ve ark., 2003), still hastalig1 (Xun ve ark., 2012),
sistemik lupus eritematozus (Hitoglou ve ark., 2001; Saghiri ve ark., 2012), crohn
hastaligir (Maor ve ark., 2011) ve ulseratif kolit (Beyazit ve ark., 2012) gibi inflamatuar
hastaliklarda, hastalik aktivasyonu ile ADA diizeyi arasinda iliski bulunmustur.

Bu hastaliklarin yaninda viral hepatitlerde de ADA duzeyinin artmis oldugunu
gosteren ¢alismalar mevcuttur. Viral hepatitlerde viremi ile beraber T hiicre cevabinin
olustugu gosterilmistir (Thimme ve ark., 2002). Buna ek olarak, ADA diizeyinin viral
hepatitlerde yiiksek saptandigi ve hastaligin seyri sirasinda karacigerin durumunu
degerlendirmede ve takipte 6nemli bir parametre olabilecegi gdsterilmistir (Kaya ve ark.,

2007; Umaramani ve ark., 2012).
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24. Hypericum Perforatum

Diinyada 465 tur iceren Hypericum L. (Guttiferae / Clusiaceae / Hypericaceae)
tlrd, potansiyel tibbi degere sahip genis bir bitki familyasidir (Nogueira ve ark., 2008;
Robson, 1977; Robson, 2006). Bununla birlikte, Hypericum perforatum, agirlikli olarak
depresyon tedavisinde kullanimindan dolay1 i¢indeki etken maddeler arastirilmistir.
Yaygin olarak St. John's wort, sar1 kantaron, binbir delik otu olarak bilinir (Robson,
1977). Asya ve Avrupa'ya 0zgii geleneksel birgok yillik bir bitkidir (Bombardelli ve
Morazzoni, 1995; Nahrstedt ve Butterwick, 1997).

Sekil 2.2. Hypericum perforatum bitkisinin genel gériinimii (Ustiin, 1998)

Hypericum perforatum’un gesitli i¢ ve dis rahatsizliklar1 tedavi etmek igin
bitkisel bir ilag olarak kullanilmasi eski Yunanlilarin zamanina kadar uzanmaktadir. O
zamandan beri anksiyete, enfeksiyon ve yara iyilesmesi i¢in poptiler bir tedavi olarak
kalmistir (Nahrstedt ve Butterwick, 1997; Wagner ve Bladt, 1994; Zdunek ve
Alfermann, 1992).

Hypericum perforatum tizerine yapilan arastirmalarin ¢cogunlugu anti-depresan
olarak kullanim1 Uzerine kurulmustur ve bu nedenle en ¢ok kullanilan bitki takviyeleri
arasina girmistir (Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Erdelmeier, 1998). Ticari olarak
bulunan bitki ekstraktlar1 standart formiilasyona goére hazirlanir. Hypericum
perforatum Ozellikle anti- inflamatuar ve anti-mikrobik &zelliklerinden dolay1

aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir (Erdelmeier, 1998; Hudson ve ark., 1991).
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Yapilan arastirma sonuglarina gore kanser, inflamatuar bozukluklar, bakteriyel
ve viral hastaliklarin tedavisinde Hypericum perforatum bir antioksidan ve noro-
protektif ajan olarak kullanilmaktadir (Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Nahrstedt ve
Butterwick, 1997).

24.1. Hypericum Perforatum’un Kimyasal Bilesenleri

Kimyasal aragtirmalarda Hypericum Perforatum'da  yapisinda,
naftodiantronlar, floglolisinoller ve flavonoidler (fenilpropanlar, flavonol glikozitler
ve biflavonlar gibi) ve ugucu yaglar bulunur (Barnes ve ark., 2001; Bombardelli ve
Morazzoni, 1995; Der Marderosian ve Beutler, 2002; Reuter, 1998). Bu bilesenlerden
iki ana aktif bilesen belirlenmistir. Bunlar; hiperisin (bir naftaodianthrone) ve

hiperforin (bir floroglukinol)’dir.

Biflavonoidler

Flavonoidler
H
N
B oM 0 (7 H;" HC M
I OH ! ’
$0e COC A~ A,
HO’ o) OH HO 0 o N, i >
LY
Ksantonlar Fenilpropanlar

Sekil 2.3. Hypericum perforatum’un igerdigi kimyasal bilesikler (Bruni ve Sacchetti,
2009; Guedes ve ark., 2012; Tatsis ve ark., 2007)
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2.4.1.1. Naftodiantronlar

Hypericum perforatum'dan elde edilen bilesikler igerisinde en ¢ok arastirilan
naftodiantronlardir (Grainger Bisset ve Wichtl, 2001; Greeson ve ark., 2001; Robbers
ve Tyler, 1999). Bunlar arasinda hiperisin, psddohiperisin, izofizperin ve
protohiperisin bulunur (Barnes ve ark. 2001; Der Marderosian ve Beutler, 2002).
Hiperisin, c¢iceklerin icinde, yapraklar boyunca bulunan siyah beyaz noktalar
seklindedir. Hiperisin, kimyasal yapis1 nedeniyle oldukca fotoreaktiftir. Hiperisin,
kanser fotodinamik tedavisi icin Gmit verici bir madde olarak (Dudek-Peri ve ark.,
2015; Garg ve ark., 2010; Garg ve ark., 2012) ve bir tip Il immunojenik hiicre 6limdi
(ICD) indikleyicisi (Krysko ve ark., 2013) olarak kabul edilir.

Ek olarak, hiperisin, Alzheimer hastaliginin tedavisinde B-amiloid fibril
olusumunun bir inhibitdrl olarak da islev gorebilir (Bramanti ve ark., 2010; Sgarbossa
ve ark., 2008).

2.4.1.2. Flavonoidler

Hypericum perforatum’daki flavonoidlerin, % 7'si saplarda, % 12'si gi¢eklerde
(Der Marderosian ve Beutler, 2002) ve yapraklarda (Greeson ve ark., 2001)
bulunmaktadir. Flavonoidler arasinda, biyogenetik olarak iligkili olan flavonollar
(kaempferol, kersetin), flavonlar (luteolin), glikozitler (hipersid, izokerkitrin ve rutin),
biflavonlar ~ (biapigenin),  amentoflavon,  mysetin,  hiperin,  oligomerik
proantosiyanadinler ve miquelianin bulunur (Barnes ve ark., 2001; Robbers ve Tyler,
1999).

2.4.1.3. Lipofilik bilesikler

Hypericum perforatum ekstraktlari, floroglukinol tirevleri ve yaglar dahil
olmak tizere, terapotik degere sahip gesitli lipofilik bilesikler siniflari igerir. Bunlarda
bir floroglukiniol olan hiperforin (%24.5) (Chatterjee ve ark., 1998; Robbers ve Tyler,
1999) hem 151k hem de oksijen varliginda kararsiz bir maddedir (Barnes ve ark., 2001,
Der Marderosian ve Beutler, 2002; Greeson ve ark., 2001; Hahn, 1992). Bunun
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yaninda floglobulinoller, adhiperforin (% 0.2, % 1.9), furohipperforin ve diger
hiperforin analoglarini icerir (Hostanska ve ark., 2003). Esansiyel yaglar ise %0,05-
9%0,9 arasinda degisen konsantrasyonlarda bulunur (Hahn, 1992). Bunlar ise ana olarak
Ozellikle 2-metiloktan, nonan, a.ve B-pinen, a terpineol, geranil ve eser miktarda mikren,

limonen ve karyofilenden igeren mono ve sesquiterpenlerden olugsmaktadir (Hahn,

1992; Reuter, 1998).

24.14. EK bilesikler

Hypericum perforatum’un yapisinda ayrica tanenler (% 3-16 arasinda
degisen), ksantonlar (1.28 mg / 100g), fenolik bilesikler (kafeik asit, klorojenik asit ve
pcoumaric asit) ve bilesik asitler (nikotinik, miristik, palmitik ve stearik),
karotenoidler, kolin, pektin, hidrokarbonlar ve uzun zincirli alkoller bulunur (Der
Marderosian ve Beutler, 2002).

24.2. Hypericum Perforatum’un Farmakolojik Ozellikleri
2.4.2.1. Anti-depresan Ozellik

Hypericum perforatum’un sahip oldugu siklopedikondipiperisin, hiperisin,
hiperforin, izohidperisin, protohiperisin, psddohiperisin ve bazi flavonoidler’in
(Butterweck, 2003; Ebadi, 2007.) Hypericum perforatum’un anti-depresan
ozelliklerine farkli seviyelerde katki sagladigi bilinmektedir (Butterweck, 2003).

Hypericum perforatum’un anti-depresan etkisi birbirine bagli néronlarin sinaptik
yariklarindan serotonin (SHT), dopamin (DA) ve norepinefrinin (NE) aliminin inhibe
etmesiyle iligkilidir (Chatterjee ve ark., 1998; Neary ve Bu, 1999). Diger bir mekanizma
ise Hypericum perforatum’un GABA’nin ndroinhibitor etkili reseptor olan GABA A ve
GABA B reseptorlerine baglanmasini engellemesiyle ilgilidir (Baureithel ve ark., 1997;
Simmen ve ark., 2001) GABA ligand baglamasindaki bu azalma, merkezi sinir sistemi
(CNS) depresyonuyla sonuglanir. Ugiincii bir mekanizma, beynin frontal korteksindeki
S5HT2 reseptorlerinin sayisindaki veya yogunlugundaki artisi ile ilgilidir. Bu artig ise
depresyon tedavisinde etkilidir (Muller ve ark., 1997).
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Hypericum perforatum’un etkisiyle ilgili diger mekanizmalar ise monoamin
oksidaz (MAO) katekol O-metil transferaz (COMT) enzimlerinin aktivitesini
engellenmesidir (Muller ve ark., 1997; Thiede ve ark., 1994). Merkezi sinir sisteminin
enzimlerinden olan MAQO ve COMT, dopaminin norepinefrine metabolize olmasini saglar
(Sekil 2.5).

H. perforaum
a1 g \L \L ‘\I.f’
SHT, DA ve GABAnnGABAA  Beynin frontal MAO ve COMT
NE presinaptik ve B reseptdrlenne korteksinde SHT2 enzimlerinin C1
akrnda baglanmasmda reseptirerinde artg inhibsyoms
aralma azalma \I/
CNS NE saviyesinde
baskilanmasmda antsy :
| |

Sekil 2.4. Hypericum perforatum’un depresyon tedavi mekanizmasi (Muller ve ark.,
1997; Thiede ve Walper, 1994)

2.4.2.2. Anti bakteriyel ve anti viral 6zellik

Hypericum perforatum ekstraktlariyara tedavisinde ¢ok wuzun yilladir
kullanilmaktadir. Bunun yaninda antiinflamatuar ve anti bakteriyel etkileri de
bulunmaktadir. Anti bakteriyel etkinlikten ana olarak sorumlu olan bilesik hiperforin,
Ozellikle Gram pozitif bakteriler igin etkili olmakla birlikte gram negatif bakteriler
uzerinde de etki gostermektedir ( Bystrov ve ark., 1975).

Flavonoid ve katesin igeren Hypericum perforatum’un influenza viriisiine karsi
etkili oldugu bildirilmistir (Mishenkova ve ark., 1975). Insan kaninda mevcut olan baz1
zarfl viriisiin inaktivasyonunda ve Edinilmis iImmiin Yetmezlik Sendromu (AIDS)
tedavisinde hiperisinin etkinligi bildirilmistir (Holden, 1991; Meruelo, 1993). Ayrica
Hepatit B ve C (HBV ve HCV) virtsinln in vitro olarak hiperisin tarafindan

¢ogalmasinin engellendigi gosterilmis (Muller ve ark., 1997; Thiede ve Walper, 1994),
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ancak yapilan doz ¢alismasinda hiperisinin hepatit C viriisiine kars1 etkisiz kaldigi

tespit edilmistir (Jacobson ve ark., 2001).

Hypericum perforatum ekstraktinda bulunan izokuarsetrinin, MDCK
hiicrelerinde HIN1 influenza viriis replikasyonunu inhibe edebildigini bildirilmistir.
Hypericum'un anti-viral aktivitesine iliskin ¢alismalarin ¢ogu, in vitro ve smurh
sayidaki hayvan calismalarindaelde edilmis, insanlarda yapilan klinik arastirmalarda
ise ¢cok az etki gosterdigi veya hig etkili olmadig: bildirigmistir. Bunun yaninda diger
virlsler tizerine yapilan ¢alismalarda, hiperesinin in vitro olarak sigir ishali virisiini

(BVDV) inaktive ettigi gosterilmistir (Prince ve ark., 2000).

2.4.2.3. Antikanser Ozellik

Hiperforin ve hiperisin antikanser 0Ozellikleri agisindan incelenmistir.
Hiperforin, in vitro timor hiicre blylmesini inhibe eder (Schempp ve ark., 2002).
Hiperisin, beyaz 151k ya da ultraviyole 15181 ile fotoaktif hale getirilmis formunda
kutandz T hiicrelerinde ve lenfoma T hicrelerinde neredeyse tamamen apoptozu
(%94) indukleyebilmektedir (Fox ve ark.,1998).

Dikkat edilmesi gereken bir hususta, tek basmna hiperisin kanserli hiicre
biiylimesinde zayif bir inhibitor etkiye sahipken, Hypericum perforatum’un metanolik
ekstrakti, hiicre biiylimesi inhibisyonuna neden olarak apoptozu indiikler ve
fototoksisiteyi azaltir (Roscetti ve ark., 2004; Schmitt ve ark., 2006). Anti-kanser
ajanlar olarak hiperforin ve hiperisinin umut verici sonuglarini ele alindiginda etki
mekanizmalarint aydinlatmaya yonelik caligmalara ihtiya¢ duyulmustur. Caligsmalar
sonucunda i1se memeli hiicrelerinde kaspazlarin aktivasyonu yoluyla apoptozu
arttirdigr goriilmiistiir. Hiperisin, fotodinamik 6zelliklerigi sayesinde oksijen ve 15181n
varliginda giicli bir dogal fotosensitizer gorevi goriir. Peroksit veya hidroksil
radikallerini olusturan siiperoksit radikallerini ve singlet oksijen molekiilleri tireterek
timor hiicrelerinin = 6liimiine yol actifindan fotodinamik terapide (PDT)

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Agostinis ve ark., 2002).
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2.4.2.4. Noroprotektif Ozellik

Hypericum perforatum, farelerde MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin) ile olusturulan Parkinson hastaligt modelinde noroprotektif etki
gostermistir (Mohanasundari ve Sabesan, 2007). Yine benzer c¢alismada farelerde
Hypericum perforatum ekstrakti, MAOB (monoamin oksidaz B) aktivitesinin
inhibisyonuna ve astrosit aktivasyonunun azalmasina neden olmustur. Hypericum
perforatum’un yapisinda bulunan flavonollerden olan quercetin ve kaempferol,
mitokondriyal lipid zarinin oksidasyonunu azaltarak ve mitokondriyal transmembran
potansiyelini siirdiirerek noroprotektif etki saglar (Silva ve ark., 2008). Mitokondrinin
kalsiyum gegirgenligini azaltirlar. Hypericum perforatum ekstraktlari, Alzheimer
hastaliginda beyinde plakalar olusturan amiloid P peptidlerinin (Abeta) neden oldugu
hiicre 6liimiine kars1 korurlar. Hiperisin ayrica Alzheimer hastaliginin baslangicindan
sorumlu olan beta-amiloid peptidinin polimerizasyon asamasinaetki edebilir (Griffith ve
ark., 2010).
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25, Kanser

Kanser, giinlimiizde en ¢ok Olimle sonuglanan hastaliklarin basinda
gelmektedir. Bunun yaninda, kansere yakalanan insan sayist da her gecen giin
artmaktadir. Meme kanseri ise diinya ¢apinda kadinlarda en ¢ok 6liimle sonuglanan
ikinci hastaliktir (Patnaik ve ark., 2011). Meme kanserinde ¢esitli enzimlerin rollerin
degerlendirildigi bircok ¢alisma yapilmis ve karsinojenik silire¢ ve bazi enzimlerin
aktivasyonu arasinda énemli bir iliski oldugu sonucuna varilmistir (Aghaeia ve ark.,

2005).

Gunumuze kadar yapilan galismalarda, bitki ekstraktlarindan elde edilen etken
maddelerden bazilari, meme kanseri tedavisinde klinik kullanim alani bulmustur (EI-
Sayed ve Cordell, 1981; El-Sayed ve ark., 1983; Leveque ve Jehl, 1996; Wall ve Wani,
1995).

25.1. Kanser ve Hypericum Perforatum

Hiperforin ve hiperisin antikanser oOzellikleri agisindan incelendiginde,
hiperforinin in vitro timor hiicre biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Schempp ve
ark., 2002). Hiperisin ayrica gliom, néroblastoma, adenom, mezotelyoma, melanom,
karsinoma, sarkom ve 16semi gibi g¢esitli neoplastik dokularda hiicrelerin blytumesini
engeller (Fox ve ark., 1998). Tumor hicrelerinde hiperisinle birlikte lazer
uygulamalari, insan prostat kanseri hiicrelerinde (Colasanti ve ark., 2000), insan
mesane karsinom hiicrelerinde (Kamuhabwa ve ark., 2000) ve pankreatik kanser
hlcrelerinde ( Liu ve ark., 2000) toksik etkilere neden oldugu bildirilmektedir.

25.2. Kanser ve ADA

Kanser olusumu incelendiginde purin ve pirimidin metabolizmas1 buyiik 6nem
tagimaktadir. Piirin ve pirimidin metabolizmasinda ve bu metabolizmalarda yer alan
enzimlerin aktivitelerindeki degisiklikler kanser calismalarinda incelenmektedir.
Genel goriis kanserli hiicrede purin-pirimidin metabolizmasinda de-novo sentaz ve
salvaj ara yolunda gorev alan enzim aktivitelerinin artti§i, yikim yolu enzim

aktivitelerinin ise azaldig1 yoniindedir (Camici ve ark., 1990; Koizumi ve ark., 1983;
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Natsumeda ve ark., 1985; Sufrin ve ark., 1978; Weber ve ark., 1981).

Kanser hiicrelerinde DNA turn-over’inin ¢ok yiiksek olmasi, salvaj ara yoluna
gerekli olan substratlarin ¢ok fazla miktarda olusmasina yol agar. Gergekten kanser
hlcresinde metabolik yolda gérev alan enzimlerin aktivitelerinin de blyik oranda
arttig1 tespit edilmistir. Bu ara yolda gorev alan enzimlerin en onemlilerinden biri

ADA’dir. (Durak ve ark., 1994; Durak ve ark., 1996).

ADA ozellikle adenozin yikiminda rol aldig1 ve salvaj yoluna substrat sagladigi
i¢in baz1 yazarlar tarafindan piirin salvaj yolu enzimi olarak diisiiniilmiistiir. Ozellikle
hiicre siklusu hizlanmis olan kanser hiicresinin DNA sentezi i¢in normal hiicreye gore
daha fazla niikleotide ihtiyag¢ vardir. Piirin niikleotidlerinin yeniden elde edilmesinde
ise en avantajli yol piirinlerin salvaj yoludur. Kanser hiicrelerinde bu yolu kontrol eden
esas enzim olan hipoksantin-guanin fosforibosil transferaz enziminin yani sira
5’niikleotidaz ve ADA’nin aktivitesinin normale gore arttigi bir¢cok arastirmada
gosterilmigtir. Buna karsilik bazi arastiricilar ise ADA’y1 yikim yolunun bir enzimi
olarak degerlendirmektedir. Kanser hiicrelerinde piirin yikim yolunun baskilanip
salvaj yolunun arttirllmasi ¢ok karasteristik davranigtir. Degisik kanser tiirlerinde
ADA aktivitesini diisiik olarak bulan arastirmacilar ise bu durumu yikim yolunun

baskilanmasi ¢abasina bir 6rnek olarak degerlendirmislerdir (Durak ve ark., 1993).

Bunun yan1 sira ADA 06zellikle kanser kemoterapisi acisindan da 6nemli bir
enzimdir. Bir kemoterapdtik ajan olan ve ADA’y1 inhibe eden deoksiformisin
kullanildiginda kanser hiicresinin bu durumdan etkilendigi gézlenmistir (Bemi ve

ark., 1998).

ADA’nin deoksiformisin ile inhibisyonu durumunda ortamda biriken molekiil
ADA’nin substrat1 olan adenozindir. Artan adenozin Ozellikle hiicre igerisinde
adenozin trifosfat (ATP) ve deoksiadenozin trifosfat’a (dATP) ¢evrilmektedir. Artan
dATP duzeyleri ise hiicre icerisinde ¢ok 6nemli yere sahip olan ve nikleotidlerin
deoksi formunu katalizleyen riboniikleotid rediiktaz1 inhibe etmektedir. Bu olay da

dogrudan DNA sentezini etkilemektedir.
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ADA inhibisyonuna bagli olarak artan adenozin ayrica s-adenozil hidrolaz
enzimini bloke etmekte ve bu durumdan hiicresel metilasyon reaksiyonlari
etkilenmektedir. Bahsedilen bu iki mekanizma 6zellikle hiicresel siklusu hizlanmig

olan kanser hiicresinin kontrolii ve kanser kemoterapisi agisindan dnemlidir.

253. Kanser ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva
ettiklerinden oldukca reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest radikaller
oksijenden olusan reaktif oksijen tiirleridir. ROS’un kanser olusumunun farkl
evrelerine etki ettigi ve bdylece kanser olusumunda bir¢ok roller iistlendigine dair

onemli kanitlar vardir (Williams, 1992; Yokus ve ark., 2008).

Artan metabolik aktivite, mitokondriyal disfonksiyon, peroksizom aktivitesi,
pek cok enzimin artan ve azalan aktivitesi, kanserli bir hiicrede onkogen aktivitesi,
reseptor sinyal artis1 hiicrelerde ROS’un iiretimine kaynak olusturabilecek baslica
olaylar arasindadir. Siiperoksit/ hidrojen peroksit’in hiicre i¢i kaynaklari mitokondri,
sitokrom P-450, sitoplazmik oksidazlar, ksantin oksidaz, mikrozomlar ve
peroksizomlardir. Siiperoksitin hiicre dis1 kaynagi membran NADPH oksidazlardir.
Mitokondride gergeklesen oksidatif fosforilasyon da ROS dretimine neden olur.
Stiperoksit, elektron tasima sisteminde (solunum zinciri) kompleks I ve kompleks III
tizerinden elektronlarin tagmmasi sirasinda tretilir. Mitokondriyal matrikste veya
sitozolde superoksit radikalinin dismutasyonu sonucu hidrojen peroksit olusur.
Aquaporin ailesinin spesifik Uyelerinden biri olan aquaporin-8’in de H>O2’in gegisi
icin kanal vazifesi gordiigii ileri siiriiliir. Baz1 biiyiime faktorleri ve sitokinler, kanser
hicrelerinde hidrojen peroksit ve nitrik oksit diizeylerinde artisa neden olur. Bu da
bir¢ok kanserin enfeksiyon, kronik hasar veya yangi ile ortaya ciktig1 veya ilerledigi
fikrini dogurur. Diger taraftan aktif makrofajlarin peroksinitrit radikalleri iireterek
tiimdr hiicre apoptozuna katkida bulundugu da belirtilmistir (Liou ve Storz, 2010;
Valko ve ark., 2004).

Cok kademeli karsinojenezin hem baslamasinda hem de artmasinda ROS’u

isaret eden giiclii bulgular vardir (Cerutti, 1985). Hidrojen peroksitin kanserin
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baslamasi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Shamberger, 1972). Pek ¢ok siniftan timaor
destekleyicisi pro-oksidan bir mekanizma araciligiyla etki gosterir. Ultraviyole
radyasyon, ROS iireten bilesenler ve peroksizom proliferatorleri bunlara dahil
edilebilir (Slaga ve ark., 1981). Ornegin; dstrojen metabolitleri ve prostatta iiretilen
ROS’un da dahil oldugu endojen kaynakli ve DNA’y1 hasara ugratan toksik
karsinojenlerin  kanserojenik  aktivitesini arttirdigt  androjen-reseptdr  aracili
mekanizmalar ile guc¢li bir timor destekleyicisi gibi davrandigi gosterilmistir
(Schairer ve ark., 2000). Akne tedavisinde kullanilan Benzoil peroksit (BPO) (Decker
ve ark., 1989; Taylor ve Shalita, 2004), lipofilik yapisindan dolayilipitleri kolayca
oksitler. Bunlar1 faydali bir ajana doniistiiriir ve bu ajanlar cildin florasinda bulunan
bir bakteri tirt Propionibacterium acnes (P.acnes) populasyonunu azaltir. BPO deride
tam bir karsinojen veya tiimor baslaticis1 olarak aktivite gostermez. Ancak kansere
yuksek derecede yatkin hale getirilen farelere BPO’nun tek bir topikal uygulamasi bile
timor olusumunu tesvik ettigi bildirilmistir. Bu etkinin BPO’nun serbest radikal
tiretiminden kaynakladig: diistiniilmektedir (O’Connell ve ark., 1986; Slaga ve ark.,
1981).

Diisiik seviyedeki ROS, proteinlerin tiyol gruplarmi geri doniisiimlii olarak
okside edebilir. Bu durum sinyal iletim elemanlarini aktive ederek hiicrenin islev ve
fonksiyonlarini degistirir. Devreye onarim mekanizmalari girer. Antioksidan sistemler
bir taraftan ROS’u daha az zararli hale getirmeye calisirken diger taraftan tiyol/disulfid
redoks dizeyindeki oksidatif modifikasyonun tersine cevrilmesinde etkili olur.
Yiksek seviyedeki ROS ise protein, lipid ve DNA’ya saldirarak, protein oksidasyonu,
lipid peroksidasyonu ve DNA hasar1 lizerinden hiicreye zarar verir. Hasarli DNA,
kanserin olusumunu tetikleyecek mutasyonlara da neden olur (Schumacker, 2015).

Dolayistyla, kanserin baslamasinda ve ilerlemesinde ROS faktorii son derece

onemlidir (Kong ve ark., 2015; Schumacker, 2015).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Deney Hayvanlari

Yiiksek lisans caligsmalarinda yapilan deney hayvan caligsmalari 19.01.2018
tarihli ve 18 nolu Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu

kararina uygun olarak yapilmistir.

Calismada Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Deneysel Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilen, toplam 48 adet, 12-16 haftalik,
agirliklart 25-40 g arasinda degisen Balb-c disi fare kullanildi. Fareler, o6zel
poliproetilen kafeslerde her bir grupta 8-11 adet fare, her bir kafeste yaklasik 4-6 fare
olacak sekilde, kontrollii sartlarda ( 12 saat karanlik/12 saat aydinlik), standart fare

yemi ve normal musluk suyu ile ad libitum olarak beslendi.

3.1.2. Meme TUmOru Olusturulmasi

Calismada meme tiimér modeli olusturmak amaciyla Ehrlich asit timor
hiicreleri kullamldi. Hucreler, Istanbul Universitesi Deney Hayvanlari Birimi’nden
temin edildi ve daha 6nce intraperitonal enjeksiyon yolu ile timér gelistirilmis olan
donodr farenin asit sivisindan saglandi. Enjektér yardimiyla donér farenin periton
boslugundan, Ehrlich asit tiimdr hiicrelerinin bulundugu asit sivist alinarak Thoma
laminda hiicre sayimi yapildi. Uygun hiicre sayist hesaplanarak Grup 1 (saglkl
kontrol grubu) disinda, diger gruplardaki farelere kat1 timér olusturmak iizere 2.5x10°
EAC hiicre igeren asit sivist sirt bolgesine subkutan yolla enjekte edildi. Grup 1’deki
farelere ise subkutan yolla % 0.9’luk NaCl uygulandi. EAC hiicreleri uygulandiktan

sonra fareler tartildi ve rastgele olarak gruplara ayrildi.
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Sekil 3.1. Deneysel meme tiimori olusturulan farelerin goriiniimii
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3.1.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Tablo 3.1. Calismada olusturulan deney gruplari

Calisma Hucre Deneysel Deneysel
gruplari uygulamas1  uygulama-1 uygulama -2
Grup 1 - Icme suyu (p.o) % 0,9 NaCl (ip)
Grup 2 EAC icme suyu (p.o) % 0,9 NaCl (ip)
hiicre
Grup 3 EAC H. perforatum % 0,9 NaCl (ip)
hiicre (100 mg/kg, BW, p.o)
Grup 4 EAC H. perforatum % 0,9 NaCl (ip)
hiicre (900 mg/kg, BW, p.o)
Grup 5 EAC icme suyu (p.o) Doxorubicin
hiicre (3 mg/kg, ip)

Grup 3 ve 4’teki farelere farkli dozlarda hazirlanan Hypericum perforatum,
diger gruplarda bulunan hayvanlara ise igme suyu (normal beslenmeye ek olarak) 14
glin boyunca giin asir1 olarak gavaj ile uygulandi. Timor uygulamasindan sonraki 2.,

7.ve 12.giinlerde grup 5’de bulunan farelere Doxorubicin (3 mg/kg), diger gruplardaki

farelere ise % 0,9’luk NaCl toplam 3 kez intraperitoneal olarak uygulandi.

TUmoOr uygulamasindan sonraki
Sakrifikasyon icin yuksek dozda ksilazin (Rampun®) ve ketamin (ketasol®) kas icine

uygulandi.

Alman karaciger ornekleri % 0,9’luk NaCl ile yikandiktan sonra kurutma

kagidinda kurulandi ve alinan karaciger doku 6rnekleri ¢alisma yapilincaya kadar derin

dondurucuda (- 20°C’de) saklandi.

H. perforatum hazirlanmasi:

15. gilinde hayvanlar sakrifiye edildi.

Standartize ( 300mg St John's Wort, 0,5 mg -% 0,3 — hiperisin) Hypericum
perforatum (St. John's Wort Hypericum perforatum SOLGAR®) ekstrakti uygun
dozlarda %0,9’luk NacCl igerisinde hazirlandi.
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3.1.4. Kullanmilan Cihazlar

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazlar Markalari

Vorteks Wisd Laboratory instrumend
Hassas terazi Shimadzu UW6200H
Analitik terazi Shimadzu ATX224
Manyetik karistiric WiseStir

pH metre Inolab WTW PH7110
ELISA okuyucu Thermo Scientific Multiskango
Su banyosu Wisd WiseBath

Buz makinesi Hoshizaki

Etiv Daihan Scientific

Santrifij Beckman Coulter,

Allegra, X-22R Centrifuge

Ultra saf su cihazi Arium, pro VF, sartotrius
stedim biotech
Distile su cihazi Tugrul miihendislik, Reserve

0smosis System

Homojenizator WiseTis

Otomatik pipet Izolab (farkli hacimlerde)
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3.1.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Markalari
KH2PO4 Sigma Aldrich
Na;HPO4.2H20 Merck

NaOH Merck
Adenozin Acros orgonic

Amonyum silfat (NH4)2SO4

Fenol

Sodyum nitroprussid
CuS04.5H20

Sodyum sitrat dihidrat

Folin-Cioceltau
BSA

Kloroform

Absolut etanol
Ksantin

Ksantin oksidaz
EDTA

NBT

Sodyum karbonat
Bakir kloriir dihidrat
Na-Azid

Glutatyon rediiktaz
NADPH+H"
Redikte glutatyon
t-butil hidroperoksit
H202

Merck
Merck
Merck
Riadel-DeHaén
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma Aldrich
Alfa Aesar
Roche
Alfa Aesar
Alfa Aesar
Merck
Merck
Merck
Sigma
Alfa Aesar
Alfa Aesar
Merck
Merck
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3.2.  YOntem
3.2.1. Karaciger Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Calisma oncesinde dokular fosfat tampon ile 1/10 oraninda sulandirilarak
homojenize (Wisetis homojenizator, 5S0kHz/15sn) edildi. Homojenizasyon isleminde
Adenozin Deaminaz 6l¢limu icin fosfat tampon pH 6.5, diger analizler igin ise fosfat

tampon pH 7.2 kullanildi. Homojenatlar ¢alismaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Homojenizasyon icin Fosfat tampon (50 mM): 6,805 g KH2PO4 ve 8,895 ¢
NazHPO4.2H20 tartilarak toplam hacim 1 L’ye tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

Calisma oncesinde uygulanacak deney protokoliine gére pH ayarlandi.

3.2.2. Adenozin Deaminaz Ol¢iim Metodu
ADA enzim aktivitesi Guisti (1974) tarafindan bildirilen yontemle 6l¢uld.

Testin prensibi: ADA, adenozinden inozin olusumunu katalize eder. Bu reaksiyon
sonucunda amonyak a¢iga ¢ikmaktadir. A¢iga ¢ikan amonyak, sodyum nitroprussid ve
alkali ortamda fenol ¢ozeltisiyle mavi renkli indofenol bilesigine doniismektedir. Bu
reaksiyonda sodyum nitroprussid katalizor olarak gorev yapmaktadir. Amonyak

konsantrasyonu olusan indofenol ile dogru orantilidir. Reaksiyonlar asagida

Adenozin + H, — Inozin + NH3

gosterilmektedir.

NHs+ OCI + 20H — Na[Fe(CN)sNO]
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Kullanilan Cozeltiler

Tablo 3.4. ADA aktivitesi 6lcim metodunda kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Hacim Kimyasallar Saklanma

Cozeltiler Kosullari

Fosfat tamponu (pH: 1000 ml 6,805 gr KH2PO4 +411Cde

6,5; 8,895gr Na2HPO4.12H20

50 mM) saklandi.

100 ml 562 mg adenozin Sicak su

Adenozin 100 ml fosfat banyosunda

cozeltisi (21 tampon cozulerek

mM) calismadan
hemen once taze
olarak hazirland1
ve sogutuldu.

Amonyum sulfat 10 ml 19,8 mg anhidroz +49C de

stok cozeltisi amonyum silfat saklandi.

(15 mM)

Amonyum sulfat 100 ml 0,5 ml amonyum sulfat Cozelti taze

standart ¢ozeltisi (75 stok ¢ozeltisi olarak

HM) hazirland:

Fenol nitroprussid 1000 ml 10 gr fenol (106 mM) +49C°de

cozeltisi 50 mg sodyum sakland1

nitroprussid (0,17 mM)
Alkali hipoklorid 1000 ml 125 ml 1N NaOH Elimizdeki
cozeltisi ,4 ml sodyum hipoklorid sodyum

(%5°1ik)

hipoklorid %6-
14’lik
oldugundan
ortalama

%10 kabul edilip
%5°1ik
hipoklorid
cozeltisi
hazirland1
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Testin Yapihisi:

Tablo 3.5. ADA aktivitesi 6lcimu deney protokoli

Kullanilan Ornek tipti Kor tupu Standart tupti  Standart
cozeltiler Kor tupu

Adenozin 0,5 ml 0,5 ml - -
Cozeltisi
Numune 25 pl - - -

Standart - - 0,5 ml -
Cozelti

Fosfat tampon - - - 0,5ml

Distile su - - 25 ul 25 ul

37 OC su banyosunda 60 dk inkiibasyon

Fenol 1,5ml 1,5ml 1,5 ml 1,5ml
Nitroprussid

Numune - 25 ul - -
Alkali
hipoklorid

Cozeltisi

Deney tiipleri karistirildiktan sonra 370C su banyosunda 30 dk siire ile daha inkiibe
edilir ve 628 nm dalga boyunda distile suya karsi numune ve kor deney tiiplerindeki

absorbanslar (OD) okundu.

Testin hesaplanmasi:

ADA aktivitesi = [[NOD-NKOD) / (SOD-SKOD) ] x F / protein konsantrasyonu
(mIU/mg) (mg/ml)
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Faktor Degeri (F) Hesaplamasi:

Analiz sirasinda 75 pM amonyum siilfat standart ¢dzeltisi hazirlandi. Bu sartlarda
adenozinden inozin olusumu ile 150 uM amonyak meydana gelmektedir. 500 pul standart
hacmine karsilik 25 upl o6rnek kullanildigindan dolayi, 6rnek 20 kat sulandirilmis
olmaktadir. Kullanilan bu verilerle dakikadaki amonyak olusumu 150*20=3000 uM
olarak hesaplanir. 60 dakika icinde gerceklesen reaksiyon ele alindiginda dakikada
3000/60=50 uM amonyak meydana gelmistir.

1 TU ADA aktivitesi, IU’nun tanimi geregi 1 umol/dk amonyak olugmasini
saglayan enzim aktivitesi oldugundan 1 [U/L ADA= 1 mIU/ml ADA=1 pumol/ (dk x L)

amonyak olusumuna karsilik gelmelidir.

ADA aktivitesi = [[NOD-NKOD) / (SOD-SKOD)] x F/ protein konsantrasyonu
(mlU/mg) (mg/ml)

Yukarida gosterilen hesaplamadan dolay1 calismada F=50 alinmistir.

3.2.3.  Superoksit Dismutaz Ol¢iim Metodu

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Sun ve ark., (1988) tarafindan gelistirilen

yontemle 6lguldu.

Testin Prensibi:

Reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyon ile Tretilen siiperoksit
radikallerinin, ortamda bulunan nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgemesinin 6rnekteki
SOD tarafindan engellenmesi prensibine dayanir. Yontemde siiperoksit radikali iiretimi
ksantin-ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile saglanir. Bu sekilde iiretilen siiperoksit
radikalleri, NBT ile reaksiyona girerek bu maddeyi indirgemesi sonunda maksimum
absorbansini 560 nm’de veren formazon olusur. Ortama ilave edilen enzimin, iiretilen
radikalleri dismutasyona ugratmasi nisbetinde, NBT rediiksiyon reaksiyonu yavaslar ve
sonucta spektrofotometrede okunan absorbans degerleri diiser. Dolayisiyla formazon
olusumunun inhibisyonunun tayin edilmesiyle SOD miktar1 indirekt olarak

saptanmaktadir.
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Kullanilan Cozeltiler

Tablo 3.6. SOD aktivitesi 6lcim metodunda kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler Hacim Kimyasallar Saklanma kosullar:
Ksantin stok 50 ml 22,8 mg ksantin +4 9C’de saklandi.
cozeltisi (C5H4N402) Cozelti
(3 mmol/L) 5.0 ml 0.1 N NaOH kullanilacagi
zaman 10 kat
seyreltildi
Ksantin oksidaz 2ml 20 pl ksantin oksidaz Taze olarak
enzim gozeltisi cozeltisi hazirlandi
(25 U/ml) 2 ml 2 M amonyum
stlfat ¢ozeltisi
Etilendiamintetra 1000ml 0.223 g EDTA +4 9C’de saklandi
asetik asit ¢ozeltisi tristile su
(EDTA)
(0.6 mmol/L)
Nitroblue 100 ml 12.3 mg NBT +4 9C’de saklandi
tetrazolium cozeltisi tristile su
(NBT)
(0.15 mmol/L)
Sodyum karbonat 100 ml 4.24 g sodyum +4 9C’de saklandi.
cozeltisi karbonat (Na2CO3)
(400 mmol/L) Tridistile su
S1g1r alblimini 100 ml 100 mg s1g1r +4 9C’de saklandi
cozeltisi albumini Tridistile su
(1.0 g/L)
Bakar kloriir 100 ml 13.6 mg bakir kloriir +4 9C°de saklandi
cOzeltisi (CuCl2.2H20)
(0.8 mmol/L) Tridistile su
Amonyum stlfat 25 ml 6,608 g amonyum +4 9C’de saklandi
cozeltisi stilfat (NH4)2S04
2 M) Tridistile su
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Tablo 3.7. Reaktif karisim1

Reaktif karisimi 20 drnek igin 60 drnek igin
Ksantin ¢alisma ¢6zeltisi 20 ml 60 ml
EDTA c¢ozeltisi 10 ml 30 ml
NBT cozeltisi 10 ml 30 ml
Sodyum karbonat 6 ml 18 ml
cozeltisi
Sigir albumini ¢ozeltisi 3ml 9ml

Testin Yapihsi:

Tablo 3.8. SOD aktivitesi 6lctim protokoli

Kullanilan Cozeltiler Kor Test
Reaktif Karigimi 2,45 ml 2,45 ml
Bidistile su 0,5ml -

Doku homojenizati (siipernatant) 1 ml alinip tizerine 0.3
ml kloroform ve 0.5 ml etanol ilave edilerek 3000 ) 05ml
RPM’de 10 dakika santrifiij edilip {istte kalan berrak kisim
kullanilir.
Ksantin oksidaz 50 pl 50 pl
20 dakika 25 °C’lik su banyosunda inkubasyon
Bakir klortir 1ml 1ml

Olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda kore karsi

okundu

Testin Hesaplanmasi:

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasinda agagidaki formiilden yararlanilarak

ylizde inhibisyon hesaplandi.

%inhibisyon = ( koriin absorbansi-testin absorbansi: koriin absorbansi) x 100
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Bir SOD unitesi, NBT reaksiyonunu %50 inhibe eden aktivite olarak kabul
edildiginden reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktiviteleri, bu {inite cinsinden

hesaplandi ve U/mg-protein olarak degerlendirildi.

3.2.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Olgciim Metodu

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valentine (1967) tarafindan bildirilen

yontemle élgulda.

Testin Prensibi:

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi indirgenmis nikotinamid diniikleotid
fosfatin (NADPH+H*) glutatyon rediiktaz aracihigi ile oksidasyona baghdir.
Glutatyonun, t- butil hidroperoksit ile glutatyon peroksidaz katalizorliigiinde
reaksiyonu sonucunda okside glutatyon (GSSH) ve su acgiga c¢ikar. Bu reaksiyonda
olusan okside glutatyon, glutatyon rediiktaz tarafindan NADPH+H" varliginda tekrar
indirgenir. Bu reaksiyonda rediikte glutatyon (GSH) miktar1 sabit kalir. NADPH+H"
ise NADP*’a doniisiir.
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Kullanilan Cozeltiler

Tablo 3.9. GPx aktivitesi 6l¢im metodunda kullanilan ¢6zeltiler

Kullamlan c¢ozeltiler Hacim Kimyasallar Saklanma
kosullar:
Sodyum Fosfat 250 ml 4,448 gNa2HPO4 +490C°de
Tampon (pH 7.0) 3,402 g KH2PO4 sakland1
(100 mmol/L) tridistile su
Redukte Glutatyon 30.7 mg redukte pH 6.0’ya
(GSH) (20 mmol/L) glutatyon ayarlandu.
5 ml tridistile suda Testten 6nce
1 N NaOH taze olarak
hazirlandi
EDTA (10 mmol/L) 372 mg EDTA +4 0C’de
tridistile su saklandi
Na-Azid (NaN3) 130 mg Na-Azid +4 0C’de
(20 mmol/L) tridistile su sakland1
Elimizde
bulunan enzim
100 U/ml
Glutatyon Reduktaz 5.856 ml 144 pl enzim oldugundan
(10 U/ml) tridistilesu 1/10 oraninda
sulandirildi.
Calismadan
once taze olarak
hazirlandi.
NADPH+H™ 12.5 mg NADPH Caligmadan
(3 mmol/L) fosfat tampon Once taze
olarak
hazirlandi
t- butil hidroperoksit 28.6 pl t- butil Calismadan
(%70, 10mM) hidroperoksit once taze olarak
tridistile su hazirlandi
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Testin Yapihisi:
Calismaya baglamadan 6nce numuneler 10400 rpm’de santrifiij edildi.

Tablo 3.10. GPx aktivitesi 6lctim protokoli

Kullanilan Cozeltiler Kor Test
Sodyum fosfat tampon 1ml 1mil
EDTA ¢0zeltisi 0,1 ml 0,1 ml
Na-Azid cozeltisi 0,1 ml 0,1 ml
NADPH+H" 0,1 ml 0,1 ml
Redukte glutatyon 0,1 ml 0,1 ml
Glutatyon rediiktaz 0,2 ml 0,2 ml
Bidistile su 0,2 ml -
Homojenizat - 0,2ml

3 dakika 37 °C’de inkube edilidi, sonra 3 dakika boyunca fotometrede 366
nm dalga boyunda, absorbansta meydana gelen degisiklikler kaydedildi

C-OOH 0,2 ml 0,2 ml

3 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra 3 dakika boyunca fotometrede 366 nm
dalga boyunda, absorbansta meydana gelen degisiklikler kaydedildi

Testin Hesaplanmasi:

Absorbanstaki diismeye bagli olarak meydana gelen degisikliklerden asagidaki

formil yardimi ile enzim aktivitesi tespit edildi.

GPx Aktivitesi = nmol NADPH+H*/dakika = (AE x V x 100) / (dakika x d X v X €)

41



AE = Absorbansta meydana gelen diisme/dakika

V = Kivetin toplam hacmi (2 ml)

v = Test hacmi (0,2 ml)

d = Kiivet 151k yolu (1 cm)

£ = 366 nm’de absorbans sabitesi = 3.45 cm?/ pumol (37 °C)

GPx aktivitesi, nmol NADPH+H*/dakika/mg-protein olarak degerlendirildi.
3.2.5. Katalaz Aktivitesi Ol¢im Metodu
Katalaz enzim aktivitesi Aebi (1983) tarafindan bildirilen yontemle olgtldu.

Testin Prensibi:

Uygun tampon ic¢inde bulunan hidrojen peroksitin katalaz enziminin etkisi ile
yikilmasi sonucu, bu maddenin 240 nm’de sebep oldugu absorbans azalmasinin

Olgllmesi esasina dayanir. Absorbansta gozlenen azalma hizi, katalaz enzim aktivitesi

ile orantilidir.

Kullanilan Cozeltiler

Tablo 3.11. CAT aktivitesi 6l¢im metodunda kullanilan ¢ézeltiler

Kullanilan Hacim Kimyasallar Saklanma kosullari
cozeltiler
Fosfat Tamponu 1000 ml 3.52 g KH2PO4 +4 °C’de saklandi
(50 mmol/L) 7.26 ¢
(pH 7.0) Na;HPO4.2H20

tridistile su
H.0; 100 ml 0.13 ml %35°1ik Taze olarak hazirlandi.
cOzeltisi (10 H20: Fosfat
mmol/L) tampon

Bu karisim 240 nm’deki absorbansin 0.5 olmasi gerekir. Okunan absorbans, bu

degerden kiigiik 1se H202, biiyiik ise tampon eklenerek absorbansin 0.5 olmasi

saglandi.
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Testin Yapihisi:
Calismaya baglamadan 6nce numuneler 10400 rpm’de santrifiij edildi.

Tablo 3.12. CAT aktivitesi 6l¢im protokolii

Kullanilan cozeltiler Kor Test
Fosfat tampon 2,95 ml -
Ornek 50 pl -

Spektrofotometre her numune i¢in korlerine gore sifirlandi.

Fosfat tampon icinde - 2,95 ml
hazirlanms H202

cozeltisi

Ornek - 50 pl

Spektrofotometreden absorbanstaki azalma takip edildi. Absorbansin 0.45’ten 0.40’a
inmesi i¢in gegen siire tespit edildi. Absorbansin 0.45’ten 0.40’a inmesi i¢in gerekli
stirenin 60 saniyeyi asmasi durumunda Ornek daha yiliksek konsantrasyonlarda
kullanilarak, ¢ok hizli diismesi durumunda ise diliie edilerek test tekrarlandi. Sonug

k/mg-protein olarak verildi.

Testin Hesaplanmasi:
k=(0.1175/At) x snt

Formiiliin ¢ikarilmasi: Cok kisa bir reaksiyon siiresi igerisinde ve nispeten yiiksek
enzim konsantrasyonlarinda, zaman i¢inde H20» konsantrasyonunda meydana gelen

azalma birinci dereceden bir reaksiyondur. Buna gore reaksiyonun hiz sabiti;

k = (1/At).In S2/S1= (2.3 / At).log S1/S>
Bu formiilde At = to-t1

S1 = tyanindaki H2O2 konsantrasyonu, S; = t2 anindaki H2O2 konsantrasyonu
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Tespit edilen siire i¢indeki konsantrasyon azalmasi, absorbans azalmasi ile
orantili oldugundan, yukarida belirtilen (1) numarali formiildeki Si yerine A
(baslangigtaki absorbans = 0.45), S yerine Az (reaksiyon sonundaki absorbans = 0.40)

koyabiliriz. Buna gore (1) numarali formiilii gibi yazabiliriz:

k= (2.3/ At) x log A1/A>=( 0.1175 // At). sn’t
3.2.6. Lowry Protein Ol¢iim Metodu

Orneklerin protein icerikleri Lowry yéntemine gére tayin edildi (Lowry ve
ark., 1951).

Testin prensibi:

du

Fosfomolibdik asit ve fosfotungustik asidin, Cu *2- protein kompleksi ile

reaksiyonunun sonunda olusan mavi renkli kompleksin Olglimii  seklinde

tanimlanabilir.

Kullanilan Cozeltiler

Tablo 3.13. Lowry protein 6l¢iim metodunda kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Cozeltiler Hacim Kimyasallar
A reaktifi 100 ml 0,5 gr CuS04.5H,0
1 gr sodyum sitrat Distile su
B reaktifi 1000 ml 20 gr Na,CO3
0,1N1L NaOH
C reaktifi 51 ml

1 ml A reaktifi 50 ml B

reaktifi

D reaktifi 10 ml 10 ml Folin-Cioceltau reaktifi distile su
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Testin Yapihisi:

Tablo 3.14. Protein 6l¢ciim yontemi protokol

Kullanilan Kor Numune
cozeltiler

SUpernatant - 10 pl
Distile su 500 pl 490 ul

C Reaktifi 2,5ml 2,5ml
10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

D Reaktifi 0,25 ml 0,25 ml

20-30 dakika kadar oda 1s1sinda inkiibasyon sonrasinda spektrofotometrede 700 nm
dalga boyunda, kor ve numunenin absorbansi distile suya karsi okunur.

¢ Bu deney i¢in hazirlanan albiimin standartlarinin optik dansite degerlerinden
yararlanilarak ¢izilen standart grafiginden faktor degeri hesaplanir.

¢ Bu durumda protein konsantrasyonu (mg/ml)= (ODnumune-ODKkd&r)xF formili ile
hesaplanir.

e Lowry protein 6l¢iim metodu BSA standardi icin % oraninda seri dillisyon yapildi.

(16 mg + 1 ml distile su)

Total Protein Standart Grafigi (ADA)

0.35
03 y = 0.0187x + 0.0087 _
R?=0.9938 %
0.25
[%2)
S
g 02
2
2 0.15
<

0.1

0 5 10 15 20
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.2. Lowry protein 6lcim metoduna gore BSA ile hazirlanan protein standart
grafigi (ADA igin)
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Total Protein Standart Grafigi (GPX ve CAT

icin)

0.5

0.4 y = 0.0268x + 0.006
[%2]
S
S 0.3
2
2 0.2
<

o
i

o

0 5 10 15 20
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.3. Lowry protein 6l¢lim metoduna gore BSA ile hazirlanan protein standart
grafigi (GPx ve CAT igin)

Total Protein Standart Grafigi (SOD)

0.6 y=0.0351x+0.0181

20

Konsantrasyon mg/ml

Sekil 3.4. Lowry protein 6lglim metoduna gore BSA ile hazirlanan protein standart
grafigi (SOD igin)
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3.2.7. Verilerin Analizinde Uygulanan Istatistik Yontemler

Yapilan YUlksek Lisans Tez ¢alismasinda elde edilen veriler SPSS22.0 paket
programi kullanilarak analiz edildi. Normal dagilan degiskenler arasi farkliligin
istatistiksel ag¢idan kontrolii tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar
arast farkliligin anlamli oldugu degiskenler i¢in ileri asama (post-hoc) testi olarak
Duncan testi'nden yararlanildi. Her degisken i¢in tanimlayici istatistikler hesaplandi
ve “Ortalama + Standart Ortalama Hatas1” (Ort+=SH) olarak sunuldu. Tiim istatistiksel
analizler minimum %35 hata pay1 ile incelendi. P < 0.05 diizeyi anlamli olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh dozlarda Hypericum perforatum uygulanan, EAC olusturulmus
farelerin karaciger dokularinda GPx, CAT, SOD ve ADA enzim aktiviteleri

4.1.1. GPx enzim aktivitesi

Karaciger dokularindaki GPx aktivitesi, yiiksek doz (900 mg/kg) Hypericum
perforatum uygulanan grupta (grup 4) en yiiksek bulunmustur. Yiiksek doz
Hypericum perforatum uygulanan grup (grup 4) ile kanserli kontrol grubu (Grup 2)
diisiik doz (100 mg/kg) Hypericum perforatum uygulanan (grup 3) ve Doksorubisin
uygulanan (Grup 5) gruplar arsindaki fark istatistik olarak anlamli bulunmustur
(P<0.05).

GPx aktiviteleri saglikli kontrol grubu (grup 1)’na gore kiyaslandiginda,
diisiik doz (100 mg/kg) Hypericum perforatum uygulanan (grup 3), kanserli kontrol
(Grup 2) ve doksorubisin uygulanan (Grup 5) gruplarda azalmis, yuksek doz
Hypericum perforatum (grup 4) uygulanan grupta ise artis olmakla birlikte, bu

degisimler istatistik olarak anlamli bulunmamustir.

GPx (nmol NADPH+H+ /dk/mg-protein)

30

25
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GPx Enzim Aktivitesi

grup 1 grup 2 grup 3 grup 4 grup 5
Calisma gruplar

Sekil 4.1. Farkli dozlarda Hypericum perforatum uygulanan EAC olusturulan farelerin
karaciger dokularindaki GPx enzim aktivitesi
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4.1.2. CAT enzim aktivitesi

Karaciger dokularindaki CAT aktivitesi, yiuksek doz Hypericum perforatum
(grup 4) uygulanan grupta en yiiksek, Doksorubisin (Grup 5) uygulanan grupta ise
en diistik 6l¢tilmistiir. Yiiksek doz Hypericum perforatum (grup 4) ve Doksorubisin
(Grup 5) uygulanan grup arasindaki fark istatistik olarak anlamli bulunmustur
(P<0.05). Saglikli kontrol grubu (grup 1) ile kiyaslandiginda, CAT aktivitesi kanserli
kontrol grubunda (Grup 2), diisiik doz Hypericum perforatum (grup 3) ve
doksirubisin (grup 5) uygulanan gruplarda daha disiik, yuksek doz Hypericum

perforatum (grup 4) uygulamam grupta ise daha yiksek bulunmamustir.

CAT (k/mg)

0.025
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0.015 +—

0.01 +——

CAT Enzim aktivitesi

0.005 +——

grup 1 grup 2 grup 3 grup 4 grup 5
Calisma gruplan

Sekil 4.2. Farkli dozlarda Hypericum perforatum uygulanan, EAC olusturulmus
farelerin karaciger dokularindaki CAT enzim aktivitesi
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4.1.3. SOD enzim aktivitesi

Saglikl1 kontrol grubu (grup 1) ve kanserli kontrol grubunda (Grup 2) karaciger
dokularindaki SOD aktivitesi, diisiik doz Hypericum perforatum (grup 3), yuksek doz
Hypericum perforatum (grup 4), ve Doksorubisin (Grup 5) uygulanan gruplara gore
yuksek bulunmustur. Saglikli kontrol grubu (grup 1) ve kanserli kontrol gruplar

(Grup 2) ile diger gruplar arasindaki fark istatistik olarak anlamli bulunmustur

(P<0.05).

SOD (U/mg protein)

grup 1l grup 2 grup 3 grup 4 grup 5
Calisma gruplar
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Sekil 4.3. Farkli dokularda Hypericum perforatum uygulanan, EAC olusturulmus
farelerin karaciger dokularinda SOD enzim aktivitesi
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4.1.4. ADA enzim aktivitesi

Karaciger dokularindaki ADA aktivitesi, en yiiksek, kanserli kontrol grubunda
(Grup 2), en diistik ise yuksek doz Hypericum perforatum uygulanan farelerde (Grup
4) bulunmustur. Diisiik doz Hypericum perforatum uygulanan grupta ADA aktivitesi,
yuksek doz Hypericum perforatum uygulanan gruba gore daha yiksek, herhangi bir
uygulama yapilmayan gruba gore ise daha az bulunmustur. Diisiik doz Hypericum
perforatum uygulanan grup (grup 2), saglikli grup (Grup 1) ve doksorubisin uygulana
gruplarda (Grup 5) ise benzer diizeyler dlcililmiistiir. Bu degisimlerden Grup 2 ve grup-
4 arasindaki fark istatistik olarak anlamli bulunurken (P<0.05), diger gruplar

arasindaki fark anlamli degildir.

ADA (1U/mg protein)

[y
o

ADA Enzim Aktivitesi
O P, N W b U1 O N 00 O

grup 1 grup 2 grup 3 grup 4 grup 5
Calisma gruplan

Sekil 4.4. Farkli dokularda Hypericum perforatum uygulanan, EAC olusturulmus
farelerin karaciger dokularinda ADA enzim aktivitesi
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Tablo 4.1. Farkli dozlarda Hypericum perforatum uygulanan, EAC olusturulmus
farelerin karaciger dokularindaki GPx, CAT, SOD ve ADA enzim aktiviteleri ve
istatistik degerlendirilmesi

Gruplar GPX CAT SOD ADA
Grup 1 20.66 +1.60%° 0.020 +0.001%  0.422 +0.069° 7.90 £0.77%0
Grup 2 18.32 +1.012 0.017 £0.000%  0.506 +0.063" 8.59 +0.542
Grup 3 19.61 +1.212 0.019£0.003%  0.265 +0.0482 7.60 £0.822P
Grup 4 24.39 +1.70° 0.0230.001°  0.274 £0.0242 6.02 +0.91°
Grup 5 18.83 +1.48% 0.016 +0.0022  0.218 +0.047% 7.58 £0.6220

*P<0.05 anlaml1 olarak kabul edilmistir.

&b Her grupta farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistik olarak

anlamlidir.
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5. TARTISMA

Serbest radikallerin biyolojik materyallerde bulundugunun gdésterilmesinin
(Commoner ve ark., 1954) ardindan, oksijen radikallerinin in vivo enzimatik
reaksiyonlar sonucunda olusabilecegi bildirilmistir (Harman, 1956). Ayni bildiride
serbest radikallerin hicrelerde olusan hasar, mutagenez, kanser ve biyolojik
yaslanma gibi olaylarin olusumunda etkili olabilecegi tezini ortaya koymuslardir
(Harman, 1956). Siiperoksitin kesfinden sonra (McCord ve Fridovich, 1969) ise
serbest radikaller ve hastaliklarla iligkisi birgok arastirmaci tarafindan ¢alisilir hale

gelmistir.

ROS, mitokonrideki oksidatif metabolizma dahil bir¢cok hiicresel olay
sonunda olusan oldukg¢a reaktif molekiillerdir. Diisiik seviyelerde hiicrelerin
proliferasyon ya da yasam yolaklarindaki sinyallerini aktive ederek, hiicreler igin
olumlu etkiler yapabilirler. Yiksek seviyelerde ise ROS, proteinleri, lipitleri ve
nikleik asitleri oksitleyerek hicrelere zarar verebilir ya da hucreleri 6ldirebilir.
Antioksidanlarin ytiksek risk altindaki hastalarda ROS ile indiiklenen mutasyonlari
ve kanser baslangicin1 geciktirerek fayda saglayabilecegi hipotezi One
stirilmektedir. Bununla birlikte, diyetle alinan antioksidan kullaniminin ise genel
olarak etkisiz ve hatta zararli olabilecegi klinik calismalarda gdsterilmistir. Yiiksek
ROS, kanserin baslangic ve ilerleme asamalarinda, kanser hiicrelerinin sag kalimin
sinirlandirabilir. Hatta kanserin baslangi¢ ve ilerleme donemlerinde diyetle alinan
antioksidanlar, kanser hiicresinin hayatta kalmasin1 ve kanserin ilerlemesini tegvik
edebilir. Bu sebeple, kanser hastalarinda tedavide antioksidanlardan ziyade
prooksidanlarin kullanilarak oksidatif stresin arttirilmasi veya oksidatif stres direnci
olusturan metabolik siirecleri engellemesi istenir (Gill ve ark., 2016). Ancak,
antioksidanlar bazi durumlarda prooksidan olarak davranabilirler (Lagunes ve

Trigos, 2015).

Yapilan tez c¢alismasinda Ehrclich asit tiimor olusturulan, Hypericum
perforatum farelerde, karaciger dokusunda, adenozin deaminaz ve GPx, SOD, CAT

gibi antioksidan enzimlerin 6l¢iilmesi amaglandi.
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Meme kanserinde ¢esitli enzimlerin rollerin degerlendirildigi bir¢ok ¢alisma
yapilmis ve karsinojenik siire¢ ve bazi enzimlerin aktivasyonu arasinda énemli bir
iligki oldugu sonucuna varilmistir (Aghaeia ve ark., 2005). Adenozin deaminaz,
adenozinin deaminasyonunu Kkatalizleyen bir enzimdir. Adenozin tarafindan
katalizlenen bu basamagin geri doniisiimsiiz olmasi, adenozinin yikimlanmasindaki
hiz sinirlayici basamagi olusturur (Lizuka ve ark., 1981). Total ADA aktivitesi,
cesitli timor gruplarinda calistlmistir. Kanser doku ve hiicrelerinde ADA
aktivitesinin artabilecegi ya da azalabilecegi birgok ¢alismada gosterilmistir (Camici
ve ark.,1990; Canbolat ve ark., 1996; Durak ve ark., 1994; Eroglu ve ark., 2000;
Namiot ve ark., 1996; Sanphilipo ve ark., 1994; Sufrin ve ark., 1977; Sufrin ve ark.,
1978; Ten Kate ve ark., 1984; Vannoni ve ark., 2004;). Baz1 arastirmacilar, ADA
aktivitesinin kanserli doku ve hiicrelerin sag kalim yolaklarinda 6nemli etkiye sahip
olabilecegini (Camici ve ark., 1990; Dornard ve ark., 1982), bazilar1 ise artmis ADA
aktivitesinin kanserli doku ve hiicrelerde hizlanmig piirin ve pirimidin
metabolizmasi sonucu olugan toksik substratlarinin etkisine karsi kompanze edici
mekanizma olabilecegini 6ne siirmektedir (Donofrio ve ark., 1978; Hersfield ve
Kredich, 1980).

Gunumuze kadar yapilan galismalarda, bitki ekstraktlarindan elde edilen
etken maddelerden bazilari, meme kanseri tedavisinde klinik kullanim alam
bulmustur. Ornegin; Catharanthus roseus’dan elde edilen vinkristin ve vinblastin
bilesikleri ve diger anti-kanser ilaglarla birlikte 16semi, lenfoma, meme ve akciger
kanserinde, ileri derece testis kanserinde kullanilmaktadir (El-Sayed ve Cordell,
1981; El-Sayed ve ark., 1983; Leveque ve Jehl, 1996; Wall ve Wani, 1995). Bunun
yaninda T.Bredifolia, T. baccata ve T.canandensis tlrlerinden elde edilen
paklitaksel’den hazirlanan ilaglar ileri derece meme kanseri, over kanseri ve farkli

tipteki akciger kanserlerinde kullanilmaktadir (Tagne ve ark., 2015).

Dongrel ve ark.’nmin H.hoogerian’un metanol ekstraktinin Ehrlich asit
karsinomali Swiss albinolu farelerde anti-timor etkililerini aragtirmiglardir. Bu
caligmada ekstraktin giiclii bir anti-timor etkinlik gdsterdigini bildirmiglerdir. Bu
calismada ekstraktin, direk olarak timor hicreleri (zerinde sitotoksik etkisi

olabilecegini yada indirekt olarak makrofaj aktivasyonunu ve vaskiiler permabilite
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inhibisyonunu iceren lokal etki yapabilecegini belirtmislerdir. Bunun sonucu olarak
da EAC olusturulan farelerin yasam stirelerinin arttifini gostermislerdir. Yasam

stiresini uzatan doz 200 mg/kg viicut agirligi olarak belirlemislerdir.

Dogal antioksidanlarin oksidatif hasara karsi potansiyel koruyucu etkinligi
nedeniyle bitkisel antioksidanlarin, antioksidan etkinliginin incelendigi caligma

sayis1 artmaktadir (Behl ve Mosmann, 2002).

Artmis serbest radikal olusumu endojen antioksidanlar tarafindan
dengelenmeye calisilir. Bu etki antioksidan icerikli besinlerle arttirilabilir. Son
yillarda Hypericum perforatum iceren Urlinlerin sayisi belirgin sekilde artmis ve
diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan medikal bitki konumuna gelmistir (Wills ve ark.,
2000). Ticari olarak birgok farkli Grin gesidi bulunmaktadir (Gaedcke, 2003).
Mirmalek ve ark.’nin MCF-7 hiicre hatlarina 24-48 saat sureyle hiperisin ve cisplatin
uyguladig1 calismada, hiperisinin LD50 dozunu cisplatinden daha diisiik
bulmuglardir. Kim ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise, insan myoloid 16semi U-937

hiicrelerinde 0,2 pM hiperisinin %50 biiyiime inhibisyonu yaptigini géstermistir.

Sanchez-Reus ve ark. (2007) Hypericum perforatum ekstraktinin bozulan
redoks dengesini diizenleyerek antioksidan etkinligini gostermislerdir. Hipericum
ekstraktinin lipit peroksidasyonunu inhibe etmesi, NADPH ve Fe?c/askorbat
tarafindan olusturulan serbest radikalleri siipiiriicii etkisinden kaynaklanmaktadir
(Benedi ve ark., 2004). Hypericum perforatum nitrik oksit miktarin1 diigiirerek
(Oliveira ve ark., 2016) ya da ksantin oksidaz aktivitesini doz bagimli olarak inhibe
ederek (Maldonado- Bouchard ve ark., 2016) antioksidan aktive gosterdigi
bildirilmistir. Hypericum perforatum’un gosterdigi antioksidan etki, bilesiginde
bulunan quarsetin ile iliskili olabilir. Quarsetin, flavonoid ailesi i¢inde en giicli ROS,

RNS ve peroksi nitrit siipiiriiciisii olarak belirlenmistir (Oliveira ve ark., 2016).

Quarsetin meyve ve sebzelerde o6zellikle glikozid formu seklinde, 6rnegin
rutin, olarak bulunur (Alia ve ark., 2005). Yuksek serbest radikal supurici
aktivitesine ek olarak, quarsetin ve rutin, metal iyonlarini selate edebilir (Ramos ve

ark., 2008). Quarsetin ayn1 zamanda, glutatyon gibi intraseliiler antioksidan diizeyini
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arttirir ve Faz-2 enzim aktivitesini artirirken sitokrom p450°lileri inhibe eder (Alia
ve ark., 2005). Birgok calismada, quarsetinin HepG2 hicrelerini oksidatif DNA
hasarina kars1 korudugu gosterilmistir (Lima ve ark., 2006; Ramos ve ark., 2008;
Ramos ve ark., 2013). Hypericum perforatum’un sahip oldugu biyolojik aktivite
sadece yapisindaki ana bilesenlere degil, yapisinda daha kiiciik miktarlarda bulunan
diger biyoaktif bilesenlerle iliskili olabilir. Ekstraktin bilesenleri arasindaki
etkilesim (sinerjik etki) ve fitokimyasallarin metabolizmasi sirasinda meydana gelen
metabolitler etken maddenin tek basina yaptigindan daha yiiksek olabilir (Ramos ve
ark., 2013).

Ramos ve ark. (2013)’nin yaptig1 ¢alismada, hiperikumun sulu ekstraktlar
(5 ng/ml) kolon hiicrelerini oksidatif DNA hasarina karst korudugu gosterilmistir.
Bulunan bu sonucun hiperikumun yapisindaki fenolik  bilesenlerden
kaynaklanabilecegi bildirilerek Hypericum perforatum’un sulu ekstraktlarinin kolon

kanserini 6nlemede etkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

Antioksidan etkinligi bildirilen hiperikum ekstraktlar1 (Breyer ve ark., 2007,
Gioti ve ark., 2007), ayn1 zamanda gii¢lii stiperoksit radikali inhibitorii olabilecegi
Hund ve ark. (2001) tarafindan bildirilmistir. Ayrica standardize hiperisin ve
hiperforin igeren hiperikum ekstraktlarinin da belirgin serbest radikal siipiiriicii

ozelliklerinin oldugu gosterilmistir.

Canlilarda doku ve hiicrelerin normal yapilarinin ve fonksiyonlarinin
devami, hiicrelerde olusan oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
saglanmasi ile miimkiindiir. Bu denge saglanamadiginda yani oksidan maddelerin
artist s6z konusu oldugunda, hiicrelerin temel yapi tast olan protein, lipit,
karbonhidrat ve DNA’da 6nemli bozukluklar olusturan oksidatif stres meydana gelir
(Caporaso, 2003; Gackowski ve ark. 2003; Paz-Elizur ve ark., 2003). Normal
kosullarda artmuis oksidatif stres, vicudun koruma sistemi olan antioksidanlar
tarafindan dengelenmeye calisilir. Ancak, bazi durumlarda bu denge saglanamaz ve

sonu¢ olarak birgok hastalik olusumu i¢in zemin hazirlar (Vliet ve Cross, 2000).
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Serbest radikallerin artisiyla karakterize oksidatif stres durumunda, dengenin
saglanmasinda baglica GPx, SOD, CAT gibi enzimatik antioksidanlar rol oynar
(Feeney ve Berman, 1976; Sun, 1990). SOD, oksijen radikalini molekiler oksijen
ve hidrojen perokide parcalar. CAT ve GPx ise olusan bu hidrojen peroksidi su ve
molekiler oksijene doniistiiriirler (Gill ve ark., 2016). Bu mekanizma, hidrojen
peroksitten ROS’un olusumunun engellenmesinde 0Onemli rol oynar. SOD
aktivitesinin beyin timorlii hastalarda, saglikli kontrol grubuna goére azaldigi
bildirilmistir (Cameron ve ark., 2000). SOD’un aynm1 zamanda, apoptozu arttirarak
hidrojen peroksit olusumunu arttirdigi diisiiniilmektedir (Cat ve ark., 2006). Bunun
yaninda, artmig SOD aktivitesi ve hidrojen peroksit diizeyi iliskilidir. Akcigerde
meydana gelen yanginin Mn-SOD diizeyini arttirdigi, sonug¢ olarak hiicre igi
hidrojen peroksit diizeyini arttirdigi sanilmaktadir. Hiicre i¢i bu artis ise DNA hasar1
ve dolayisiyla kanser olusumunu yatkin hale getirmektedir. Ancak, oral olarak aktive
edilen SOD, yangi ile indiiklenen tiimor gelisimini 6nlemektedir. Bunun sebebinin
yangisal hiicrede olusan siiperoksit anyonunun siipiiriicii etkisine bagli oldugu

diistintilmektedir (Chen ve ark., 2007).

Er ve ark. (2004) meme kanserli hastalarda farkli diizeylerde SOD
ekspresyonu bildirmislerdir. Ayni ¢alismada, tiimdrli ve tiimdr bulunmayan meme
dokusunda Cu/Zn-SOD ekspresyonlarinda anlamli bir farklilik bulunamazken, Mn-
SOD diizeyleri artmis oldugu gosterilmistir. Yapilan baska bir calismada ise larenks
karsinomada, timdér dokusunda SOD duzeyleri yuksek bulunurken, CAT ve GPx

diisiik bulunmustur (Chio ve ark., 2017).

Hiicreler ROS {iretimini sinirlayarak ve antioksidan mekanizmalar1 devreye
sokarak homeostazisi saglamak durumundadirlar. Normal hiicreler, hiicresel
metabolizma sirasinda yiiksek dizeyde ROS urettiklerinde, antioksidan enzimler
devreye girer. Kanser hiicrelerinde ROS (retilse de antioksidan ezim diizeylerinin
bir¢ok hayvan ve insanlarda goriilen kanser tiirlerinde diisiik oldugu gosterilmistir.
Ancak, ¢cok az kanser tiiriinde, 6zellikle antioksidan enzim olan Mn-SOD diizeyinde
artis bildirilmistir. Hayvan ve insanlarda goriilen kanserlerde yapilan ¢aligmalarda,
ozellikle adenokarsinomalarda artmig SOD ve CAT diizeyleri goriilebilir (Oberley
ve Oberley, 1997).
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Kanserle ilgili veriler, antioksidan enzim diizeylerinde hicrenin kékenine
bagl olarak bir bozuklugun oldugunu belirtmektedir. Imminohistokimyasal
tekniklerle yapilan ¢caligmalar, hayvan ve insanlarda goriilen kanserlede antioksidan
enzim disikliglinii gostermis, bu durum ise antioksidan enzimlerin kanser
olusumunda ve malignant fenotipte rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Genel olarak,
insan kanser hiicrelerinde diisiik CAT ve GPx diizeylerinin belirlenmesi, bir¢ok
kanser hiicresinin hidrojen peroksidi detoksifiye edemedigini gdstermektedir

(Oberley ve Oberley, 1997).

Lankin ve ark. EAC’da yaptiklar1 ¢alismada SOD aktivitesinde oldukca
anlamli bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 sekilde, kanser vakalarinda total
SOD’un diizeyinin sitozolik SOD diizeyine diistiigii bildirilmistir. Bu diisiislin
sebebi ise, mitokondriyal SOD’daki azalmadan kaynakli oldugu bildirilmistir.

Rajendran ve ark.’nin (2019) yaptiklar1 ¢alismada DMBA ile muamele
edilmis sicanlara farkli dozlarda sitronelloliin (25, 50 ve 100 mg / kg viicut agirlig1)
16 hafta sureyle oral olarak uygulanmasinin, tUmér insidansini inhibe ettigi
goriilmiistiir. 50 ve 100 mg dozlarinda normal seviyeye yakin biyokimyasal
parametreleri geri getirirken, histopatolojik olarak caligmalar ayrica biyokimyasal
bulgular1 destekledigi bildirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, 50 mg / kg viicut
agirlhigindaki sitronelloliin, 6nemli kemopreventif etkiler gosterdigi ve meme
kanserojenezinin dnlenmesinde minimum optimum doz olarak kabul edilebilecegini

gosterilmistir.

Zeweil ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, DMBA tedavisinin (p <0.05)
meme dokularinin MDA igeri8ini, kontrollere kiyasla 3.5 kat arttirdigini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte, DMBA ile tedavi edilen grupla karsilastirildiginda
graviola ile yapilan On islem veya birlikte islemden sonra 0.5 kat azaldigini
bildirmislerdir (p<0.05). Ayrica, DMBA, TAC, GSH ve antioksidan enzimlerin
(GPx, CAT, SOD ve GST) aktivitelerini kontrol grubuna kiyasla yaklasik 0.5-7.7
kat (p <0.05) azalttigim gostermislerdir (p<0.05). Graviola ile tedavi edilen
sicanlarin, DMBA ile tedavi edilen gruba kiyasla, GBA i¢in GSH, TAC ve
antioksidan enzimlerinde (p <0.05) 1.4 ve 3.5 kat, G57 igin 1. ve 3.5 kat artig
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gosterdigi bildirilmistir.

Gama-Glutamil-sisteinil-glisin yapisinda bir tripeptit olan Glutatyon (GSH
veya indirhenmis glutatyon), insanlar dahil birgok organizmada baskin hiicre igi
antioksidandir. Hiicresel ortamda GSH, hiicreleri reaktif oksijen tiirleri, lipit
hidroperoksitleri, ksenobiyotik toksik maddeler ve agir metaller dahil olmak Uzere
ok cesitli serbest radikallere kars1 korur. Iki forma sahiptir, indirgenmis form veya
indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside form (GSSG). Okside formda iki GSH
molekiilii siilthidril baglar1 ile birlesmistir. Glutatyon peroksidaz (GPx) ve
glutatyon- transferaz (GST), GSH kullanarak detoksifikasyon reaksiyonlarini esasen
GSSG'ye doniistiirir. GR, NADPH kullanarak GSSG'yi GSH'ye indirgeyerek,
hiicresel GSH havuzuna geri kazandirir. Bu nedenle, GSH ve GSH bagimli enzimler,
vicuttaki normal redoks dengesini korumak ve stres kosullari altinda hiicrenin hayatta
kalmasina yardimci olmak igin gereklidir. Ek olarak, GST, kemopreventif bir 6zellik
sunan cesitli kanserojen bilesikleri uzaklastirirken, GSH sistemi, prostat, akciger,
meme ve kolon kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerde redoks stabilitesi
sunarak hiicresel hayatta kalmanmn duzenlenmesinde o6nemli bir rol oynar.
Caligmalar ayrica, butiyonin siilfoksimin gibi GSH inhibitorlerinin kanser
hiicrelerinde kemo duyarliligini arttirdigini géstermistir. Ek olarak, GSH ve bagimli
enzimler, kanser hucreleri icin kemoterapoétik ilaglara ve radyoterapiye karsi hayatta

kalma avantaji saglar ( Narayanankutty ve ark., 2019).

Yapilan tez calismasinda saglikli kontrol grubu ile diger gruplar
karsilagtirildiginda; GPx aktivitesi, sadece yiiksek doz Hypericum perforatum
uygulanan farelerin karaciger dokusunda artmistir (p<0,05), kanserli kontrol
grubunda, diisiik doz H. Perforatum uygulanan grupta ve doksorubisin uygulanan
grupta ise saglikli gruba gore azalma bildirilmistir. GPx dlizeyinde benzer bir azalma
Chio ve ark. (2017) tarafindan da bildirilmistir.

Kontrol grubuna gore CAT aktivitesi degerlendirildiginde kanserli kontrol
grubu ve diisiik doz Hypericum perforatum uygulanan gruplarda azalma olmakla
birlikte bu azalma anlamli degilken, yiksek doz Hypericum perforatum uygulanan

grupta artmistir (p<0,05). Doksorubisin uygulanan grupta ise azalmistir (p<0,05).
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SOD aktivitesi ise saglikli ve kanserli kontrol gruplarinda benzer diizeyde
bulunurken, diisik doz ve yiliksek doz Hypericum perforatum ile doksorubisin
uygulanan gruplarla kiyaslandiginda kanserli kontrol grubunda ve saglikli kontrol
gruplarina gére anlamli bir diizeyde azalma belirlenmistir. SOD aktivitesinin beyin
timorli hastalarda, saglikli kontrol grubuna gore azaldiginin bildirildigi (Cameron
ve ark., 2000) calisma sonuglartyla uyusmamaktadir. Ancak, Er ve ark., (2004)
meme kanserli hastalarda farkli diizeylerde SOD ekspresyonu bildirmislerdir. Ayn
calismada, tumorli ve tumor bulunmayan meme dokusunda Cu/Zn-SOD
ekspresyonlarinda anlamli bir farklilik bulunamazken, Mn-SOD diizeyleri artmis
oldugu gosterilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise larenks karsinomada, timor
dokusunda SOD diizeyleri c¢alisma sonuglarimizla benzer olarak yiiksek

bulunmustur (Chio ve ark., 2017).

Oberley ve Oberley (1997), hayvan ve insanlarda goriilen kanserlerde
yapilan ¢alismalarda, 6zellikle adenokarsinomalarda artmis SOD ve CAT diizeyleri
goriilebilecegini bildirmislerdir. Tez calismasindan elde edilen bulgularda SOD
diizeyleri bu sonugclarla benzerlik gosterirken, CAT diizeyleri bundan farkli olarak

azalmstir.

Genel olarak, insan kanser hiicrelerinde diisiik CAT ve GPx diizeylerinin
belirlenmesi, birgok kanser hiicresinin hidrojen peroksidi detoksifiye edemedigini
gostermektedir (Oberley ve Oberley, 1997). Bu sonuglarla benzer olarak yapilan tez
caligmasinda GPx ve CAT aktiviteleri kanserli dokularda saglikli kontrol gruplaria
gore azalmigtir. Ancak GPx diizeyleri diisik doz Hypericum perforatum uygulanan
grupta degismezken, yiiksek doz verilen grupta artmistir. Bu farklilik yiiksek doz
Hypericum perforatum’un karaciger dokusunda antioksidan etkinlik gostermesi

sebebiyle olabilir.

7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) uygulanan grupta antioksidan
enzimlerin (GPx, CAT, SOD ve GST) aktivitelerini kontrol grubuna kiyasla yaklasik
0.5-7.7 kat (p <0.05) azalttigin1 géstermislerdir (p <0.05). Graviola ile tedavi edilen
sicanlarin, DMBA ile tedavi edilen gruba kiyasla, GBA icin GSH, TAC ve
antioksidan enzimlerinde (p <0.05) 1.4 ve 3.5 kat, G57 i¢in 1. ve 3.5 kat artig
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gosterdigi bildirilmistir (Zeweil ve ark., 2019).

Calismamizda ise antioksidan Ozellikleri bilinen Hypericum perforatum’un
yiiksek dozlarda (900 mg/kg) uygulanmasinin meme tiimorii olusturulan farelerde
saglikli farelere gore GPx ve CAT aktivitelerinde artis meydana getirirken, SOD
aktivitesinde azalma goriilmustiir. Diisiik dozlarda ise (300 mg/kg), saglikli kontrol

grubuna gore SOD (p<0,05) ve GPx aktivitelerinde azalma meydana gelmistir.

Aghaei ve ark. (2005), meme kanserinde serum ve timor dokularinda ADA
aktivitesinin artmis oldugunu bildirmislerdir. Canbolat ve ark. (1996) ise meme
kanserinde tiimor dokusundaki ADA aktivitesini saglikli dokulardan yiiksek
bulmuslardir. Bir baska calismada, meme kanserli hastalarda serum ADA
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Walia ve ark., 1995). Artmis ADA aktivitesinin,
tiimoriin evrelendirilmesi, timor biylkligi, lenf nod tutulumu ve yas ile iligkili
oldugu; bu sebeple, artmis ADA aktivitesinin timor dokusundan farkli kaynaklara
bagli olabilecegi bildirilmistir (Aghaeia ve ark., 2005).

Avci ve ark. (2005), antioksidan (allium-sativum ve trifolium-pratense)
ekstraktlarinin takviyesinin kanserli ve kanserli olmayan karaciger dokularinda
ADA aktivitesini incelemislerdir. Kullanilan antioksidan ekstrakt her iki grupta da

ADA aktivitesini belirgin olarak inhibe etmistir.

ADA aktivitesinin arastirildigi kanser doku ve hucrelerinde ¢ok farkli
sonuglar vardir. Kiozomi ve ark. (1985) cilt kanserlerinde yiiksek ADA aktivitesini
rapor etmislerdir. Yine Sufrin ve ark. (1978) safra kesesi kanseri olan hastalarin
kanser dokularinda tespit ettikleri ylksek ADA aktivitelerini bildirmislerdir. Ancak
Durak ve ark. (1993) insan larenks kanserlerinde ADA aktivitesini komsu saglam
dokuya gore diisiik tespit etmislerdir. Daha 6nce de belirtildigi gibi malign hlicredeki
gen yapisinin yeniden dizenlenmesi sonucu normal hicredeki enzim profili
degisime ugramaktadir. Kanserli hiicrelerdeki enzim aktivitelerinin OSlgiilmesi,
degisime ugrayan malign hiicredeki yeni diizenlemeler hakkinda bizlere bilgi
vermektedir. Bu enzim aktivitelerinin artigi veya azalisi, kanser hiicresindeki

yeniden programlanmis genetik bilginin bir gostergesi olmasi agisindan énemlidir
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(Dolanmay, 1998).

Serum ADA aktivitesinin hiicresel bagisiklik ile ilgili oldugu diisiiniilen
fizyolojik islevleri vardir. Hiicresel bagisiklik {izerine etkisini hiicre ylizeyi
reseptorlerine baglanarak T hiicrelerini harekete gecirerek gosterirler (S6giit ve ark.,
2002). Bagisiklik ve dolayli olarak tiimdr biiyiimesi iizerine etkisini Dennis ve ark.
(2013) adenomatdz polipli hastalarda T hiicreleri ve T regilator hucrelerin IL 10
salgist icin 6nemli bir kaynak oldugunu, salgilanan IL 10’un poliplerin hem sayisin1
hem de biiyiikliigiinii arttirdigin1 farelerde olusturduklar1 bir deney modelinde
gostermiglerdir. Ayrica T regiilator hiicrelerin adenomatdz polipoziste anti timor
immun cevabi suprese ettigi, artan IL 10 dlzeyinin kanser gelisimi ve tUmor

biiytimesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Gounaris ve ark., 2009).

Benign ovarian timorlere kiyasla, yumurtalik kanseri olan hastalarda serum
ve peritoneal sivi ADA diizeyleri anlamli olarak daha yiiksek bulmuslardir (p =
0.001). Buna ek olarak, yumurtalik kanserlerinin histopatolojik alt tipleri ve
derecesine gore ADA diizeyleri 6nemli 6l¢giide farkli bulunurken, 1y1 huylu ve diistik
dereceli habis tiimorler arasindaki ADA diizeyleri bakimindan anlamli farklilik
tespit edilmemistir. Ayni g¢alismada peritoneal sivi ile serum ADA diizeyleri
arasinda 6nemli bir iligski oldugu, malign over tiimdrlerinde serum ve peritoneal sivi
ADA duzeyleri daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Hatta bu bulgularla ADA’nin,
yumurtalik timaorlerinin tani ve tedavisinde yararlt bir biyobelirte¢ olabilecegi one

stiriilmiistiir (Urunsak ve ark., 2012).

Meme kanserli hastalarda yapilan ¢alisgmada ADA aktivitesi hasta grubunda
Evre-1, Evre-2 ve Evre-3’ de yiiksek saptanmig (p<0.001) ve ADA aktiviteleri hasta
grubu evrelerinde sirasiyla, Evre-1 ile Evre-2 ve Evre-1 ile Evre-3 arasinda herhangi
bir istatistiksel anlamlilik yokken, Evre-2 ile Evre-3 arasindaki fark anlamh
bulunmustur (p<0.001) (Demir, 2017).

Canbolat ve ark. (1996) meme kanseri timorlerinde ADA aktivitesinin
normal dokudan daha yiiksek oldugunu gosterirken, Walia ve ark., (1995) da, meme

kanserli hastalarin serumunda artmis toplam ADA aktivitesi tespit etmislerdir. Bu
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caligmalardan elde edilen sonuglar, postmenopozal yas ile ilgili olarak hem toplam
ADA hem de ADA?2 izoenzimi aktivitelerinin meme kanserli hastalarin serumunda

arttigini ortaya koymaktadir (Aghaeia ve ark., 2005).

Serum ADA seviyelerinin gesitli kanser tirlerinde yaklasik bir ila U¢ kat
arttig1 gosterilmistir. Mevcut calismadaki veriler, bas-boyun kanserli hastalarda
serum ADA diizeylerinin kontrollere kiyasla yaklasik %150 oraninda arttigini
gostermektedir. Malignitede serum ADA aktivitesinde artig, artmis adenozin

metabolizmasini akla getirmektedir (Mishra ve ark., 2000).

Ishii ve Green (1973) adenozinin, kiiltlirlenmis memeli hiicreleri i¢in toksik
oldugunu ve pirimidin biyosentezine miidahale ettigini bildirmistir. Mishra ve ark.
(2000), ise yaptiklar1 ¢aligma sonucunda ADA aktivitesindeki artisin dogrudan
kanser evresi ile iliskili ve artisin primer tiimor kitlesi ile dogru orantili oldugunu
gostermislerdir. Benzer sekilde Sufrin ve ark. (1978), mesane gecis hiicreli
karsinomal1 hastalarda lenfosit ADA aktivitesindeki artis ile timor evresi arasinda

anlaml bir iliski oldugunu bildirmistir.

Bazi aragtirmacilar, ameliyattan sonra akciger karsinomali hastalarda serum
ADA diizeylerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini bildirmistir (Nishihara ve ark., 1970;
Sufrin ve ark., 1978). Nishihara ve ark. (1970), radyoterapiye tabi tutulmus
hastalarin serum ADA aktivitesinde diisiis gosterdiklerini bildirmistir. Radyoterapi
tamamlandiktan sonra, ADA aktivitesinde yaklasik %85 azalma goriildiiglinii

bildirmislerdir.

ADA, ozellikle T hiicreleri basta olmak tizere lenf hiicrelerinin farklilagsmasi
icin gerekli ve monositlerin makrofajlara donligmesinde onemli rol oynamaktadir
(Shore ve ark., 1981). ADA ayn1 zamanda, hiicresel immunitenin bir belirteci oldugu
varsayilir (Piras ve ark., 1978). intraseliiler enfeksiyon ve yangisal hastaliklarda
olusan monosit/makrofaj aktivasyonu, ADA’nin saliniminin artmasina ve serum
diizeyinin yiikselmesine neden olur. Yangisal hastaliklarda, dokularda meydana
gelen yangi ve aktive olan makrofajlardan salinan serbest radikallerin oksidatif

strese neden olabilecegi bildirilmistir (Wiid ve ark., 2004).
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Yapilan tez ¢alismasinda, karaciger dokusu ADA enzim aktvitesi saglikli
kontrol grubuna kiyaslandiginda, meme timorii olusturulan kontrol grubunda
artmis; yiiksek doz (900 mg/kg) Hypericum perforatum uygulanan grupta azalmastir.
Disiik doz (300 mg/kg) Hypericum perforatum ve doksorubisin uygulanan
gruplarda ise azalma olmakla birlikte, anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Tez
calismasinda kanserli kontrol grubunda elde edilen veriler Aghaei ve ark. (2005) ve

Canbolat ve ark. (1996) ile benzer bulunmustur.

Durak ve ark., 1994, ise meme kanserli ve mesane kanserli hastalarda kanser
dokusunda ADA aktivitesinin artmis, larenks kanserli hastalarin kanserli

dokularinda bu enzim aktivitesin diistiigiinii bildirmislerdir (Durak ve ark., 1994).

Yine ayn sekilde Avci ve ark. (2005)’nin antioksidan olan (allium-sativum
ve trifolium-pratense) ekstraktlarinin takviyesinin kanserli ve kanserli olmayan
karaciger dokularinda ADA aktivitesini inceledikleri calismada, tez ¢alismasiyla
benzer olarak, kullanilan antioksidan ekstraktin her iki grupta da ADA aktivitesini

belirgin olarak inhibe ettigini bildirmislerdir.

Primer gogiis kanserli hastalardan alinan serum ve malign dokulardaki ADA
aktivitesinin ve bunun izoenzimlerinin ADA1 ve ADA2 durumunu arastirildig
caligsmada timor ve serumun toplam ADA aktivitelerinin belirgin olarak arttigini ve

bunun esas olarak artmis ADA?2 izoenziminden kaynaklandig: bildirilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Hizli biiylimekte olan kanser hiicrelerinde artmis ADA aktivitesi beklenen bir
sonuctur. ADA aktivitesinin bu hiicrelerde diisiiriilmesi, kanser hiicrelerinin hizl

biiylimesinin baskilanmasiyla ilgili olabilir.

Kanserle ilgili veriler, antioksidan enzim duizeylerinde hiicrenin kékenine bagli
olarak bir bozuklugun oldugunu belirtmektedir. Imminohistokimyasal tekniklerle
yapilan caligmalar, hayvan ve insanlarda goriilen kanserlede antioksidan enzim
diisiikliiglinii gdstermis, bu durum ise antioksidan enzimlerin kanser olusumunda ve
malignant fenotipte rolii oldugunu diislindiirmektedir. Genel olarak, insan kanser
hlcrelerinde diisiik antioksidan enzim diizeylerinin belirlenmesi, bir¢ok kanser

hiicresinin hidrojen peroksidi detoksifiye edemediginden kaynaklanabilir.

Diisiik doz H.perforatum uygulanan grupta ise yiiksek doz uygulanan gruba
gore antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen farklilik uygulanan dozun
kanserli dokularda enzim aktivitelerini farklt derecelerde etkilemesinden

kaynaklanabilecegi sonucuna varilmstir.

Genel olarak antioksidan etkileri ve kanserden koruyucu etkileri sebebiyle
kullanilsa da bitki ekstraklarinin ve oOzellikle bu tez ¢alismasinda kullanilan H.
Perforatum’un doza ve kanser tiiriine bagli olarak prooksidan etki gosterebilecekleri
caligmalarda gosterilmistir. Bunun yaninda H. Perforatumu’un kanser tedavisinde
antikanser ilaclarla birlikte kullaniminin etkilerinin ve bu etki mekanizmalarinin daha

detayli olarak arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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