A549, HeLa ve NIH3T3 HUCRE
KULTURLERINDE Hypericum perforatum,
Hypericum montbrettii ve Hypericum origanifolium
TURLERININ SITOTOKSIK ve
ANTIPROLIFERATIF ETKILERI
Gokcen GUZEY
Doktora Tezi



A549, HeLa ve NIH3T3 HUCRE KULTURLERINDE
Hypericum perforatum, Hypericum montbrettii
ve Hypericum Origanifolium
TURLERININ SITOTOKSIK ve
ANTIPROLIFERATIF ETKILERI

Gikcen GUZEY
Doktora Tezi

ANADOLU UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii

Farmakoloji Anabilim Dali

Eskisehir, Eyliil 2007

Tez Damsmam: Prof. Dr. Yusuf OZTURK



OZGECMIS

Bireysel Bilgiler
Adi ve soyadi
Dogum tarihi ve yeri
Uyrugu

Medeni durumu

[letisim adresleri

Egitim Durumu
[Ikogretim

Lise

Universite
Yiiksek lisans
Yabanci dil
Mesleki Deneyim
Hastane eczaciligi

Sorumlu Eczaci

: Gokgen GUZEY

: 1975, Eskisehir

: TC

: Bvli

: Deliklitag M. Hamamyolu Cd. No:103/10 26090 Eskisehir

02222320126

gokcenguzey @yahoo.com

: 1981-1989
: 1989-1992
: 1992-1996
: 1997-2000

: Ingilizce

: 1998-2005
: 2005-

Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar

Tiirkiye Beyin Arastirmalart ve Sinir Bilimleri Dernegi

Yaymnlar

“Comparison of the antiproliferative properties of antiestrogenic drugs
(nafoxidine and clomiphene) on glioma cells in vitro”, American Journal of
Clinical Oncology, 27 (4), 2004.



ONSOZ

Bu tez calismasina ¢evremdeki herkesin katkis1 oldu. Katki oranlar1 farkli olabilir,
ancak katki sahiplerinden bir tanesi bile payim alip gitseydi, bu tez baska bir tez
olurdu veya hi¢c olmazdi. Bu nedenle 6ncelikle danismanim sayin Prof. Dr. Yusuf
OZTURK hocama basvurdugum her zaman kosulsuz olarak bana yardimc1 oldugu
ve tezimi defalarca okuyup diizelttigi i¢in tesekkiir ederim. Eger hala hatalar varsa
bu hocamin baz1 uyarilarin1 gézden kagirdigim igindir.

Farmakoloji Ana Bilim Dali ve BIBAM hocalarina/calisanlarina yardimlarindan
oturii, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii hocalarina/calisanlarina
katkilarindan otiirii ve is arkadaslarima desteklerinden otiirii tesekkiir ederim.

Manevi destegini benden hicbir zaman esirgemeyen ve ellerinden geldigince her
konuda bana yardimci olamaya calisan aile iiyelerinden dualariyla annem Zehra
YAZ’a, edebi bilgileriyle babam Nadir YAZ’a, akademik tecriibesiyle ablam Yrd.
Do¢. Dr. Nergiz YAZ VERRESEN’e, birlikteligimizin basindan beri bir sevgi
abidesi gibi davranan esim Mustafa GUZEY e sonsuz tesekkiirler ederim. Son
olarak beni yagama baglayan ve tezimi bitirmede gii¢ kaynagi olan kizim Betiil’e
cok tesekkiir ederim.

Tezimi vefat eden ilk kizim Begiim’e adiyorum.
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A549, HeLa ve NIH3T3 HUCRE KULTURLERINDE
Hypericum perforatum, Hypericum montbrettii ve Hypericum origanifolium

TURLERININ SITOTOKSIK ve ANTIPROLIFERATIF ETKIiLERI

OZET

Ofisinal tiir olan Hypericum perforatum’un c¢ok sayida calismada antikanser,
apoptotik, antimetastatik, antianjiyojenik ve sitotoksik etkileri bildirilmis
olmasina karsin, diger tirlerden Hypericum montbrettii ve Hypericum
origanifolium™un kanser ile iligkili farmakolojik aktiviteleri iizerinde bugiine
kadar bir arastirma yapilmamistir.

Bu tez calismasinda, Hypericum perforatum, Hypericum montbrettii ve
Hypericum origanifolium ekstrelerinin A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri, HeLa serviks adenokarsinomu ve normal hiicrelere ornek olarak NIH3T3
fibroblast hiicrelerinde test edilmistir. Yontem olarak MTT oOl¢iimii, notral
kirmizis1 6l¢iimii, yumusak agar koloni formasyonu ve akridin turuncusu boyama
testleri uygulanmustir.

Uygulanan tiim bitki ekstrelerinin incelenen biitiin hiicrelerde sitotoksik ve
antiproliferatif etkisi gozlenmistir. Hypericum montbrettii ve Hypericum
origanifolium’un bu etkileri ilk kez bu calisma ile ortaya c¢ikarilmistir. Bitki
ekstrelerinde bazi apoptotik o6zellikler oldugu bulunmasina ragmen, gozlenen
antiproliferatif etkilerin pek fazla apoptotik etkinlige bagimli olmadig
saptanmistir. Tez deneylerinde gozlenen etkilerden sorumlu tiim mekanizmalar
literatiir bilgileri 1s181nda tartisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hypericum perforatum, Hypericum montbrettii, Hypericum
origanifolium, kanser, proliferasyon, apoptoz
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CYTOTOXIC and ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS of
Hypericum perforatum, Hypericum montbretti and Hypericum origanifolium
SPECIES on A549, HeLLa and NIH3T3 CELL CULTURES

ABSTRACT

Although antineoplastic, apoptotic, antimetastatic, antiangiogenic and cytotoxic
activities of Hypericum perforatum, official species, have been reported in many
previous studies, related to cancer, in relation to cancer, there are no studies on the
pharmacological activities Hypericum montbrettii and Hypericum origanifolium,
among the other species.

In this thesis, effects of Hypericum perforatum, Hypericum montbretii and
Hypericum origanifolium were tested on A549 non-small cell lung cancer, HeLa
cervix adenocarcinoma, and, as an example of normal cells, NIH3T3 fibroblast
cells. Measurements of MTT, neutral red, soft agar colony formation and acridine
orange staining assays were applied as methods.

Cytotoxic and antiproliferative effects of all herbal extracts were observed in all
cells examined. The effects of Hypericum montbrettii ve Hypericum origanifolium
was demonstrated with this study for the first time. Although plant extracts were
found to possess some apoptotic properties, it was determined that the
antiproliferative effects observed are not mainly due to the apoptotic activity. All
the mechanisms for the effects observed in this thesis experiments were discussed
under the light of literature data.

Key Words: Hypericum perforatum, Hypericum montbrettii, Hypericum
origanifolium, cancer, proliferation, apoptosis

v



ICINDEKILER

OZGECMIS

ONSOZ

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SEKILLER DiZiNi

SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi
GIRIS ve AMAC

KAYNAK BILGISI

NORMAL VE KANSERLI DOKULAR
Normal Hiicreler ve Dokular

Kanserli Hiicreler ve Dokular

Kanserin tanimi

Kanserin biyolojisi

Hiicrelerin cogalmasi, farklilasmast ve apoptozis
Proto-onkogenler, onkogenler ve tiimor-baskilayici genler
Invazyon, metastaz ve anjiojenez
Karsinojenler

Kanserden Korunma Yollar

Kanserin Tedavisi

HYPERICUM

Tanimm ve Botanik Ozellikleri
Hypericum Tiirlerinin Kimyasal Bilesenleri ve
Bu Bilesenlerin Farmakolojik Ozellikleri
Naftodiantronlar

Flavonoidler

Floroglusinoller ve tiirevleri
Proanthosianidinler ve prosianidinler
Tanenler

Kumarinler

Epoksantrofiller

Ucucu yaglar

SAYFA

ii
iii

iv

ix

xiv

o O R N AR R W W W W W -

—
[T

10
10
11
11
12
12
12
12
12



ICINDEKILER (Devam)

Aminoasitler

Fitoostrojenler

Ksanton

Diger maddeler

Farmakolojik Etkileri ve Fitoterapide Kullanim
Antidepresan etkisi

Mevsimsel duyum bozuklugu iizerine etkisi
Alkolizm ve diger bagumhiliklar iizerine etkileri
Uyku bozukluklar: ve insomnia iizerine etkisi
Antikonviilzan etki

Antiviral etkisi

Antibakteriyel ve antifungal etkisi

Analjezik etkisi

Antienflamatuar etkisi ve immiinolojik etkisi
Antioksidan etkisi

Hepatoprotektif etkisi

Yara iyi edici etkisi

Fototoksik etkisi

Antikanser etkisi

Yan etkisi ve kontrendikasyonlar

Ilag Etkilesimleri

GERECLER

Kullanmilan Hiicreler

A549 Kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomu
HelLa Serviks adenokarsinomu

NIH3T3 Fibroblast hiicreleri

Kullanilan Testler

Mitokondriyal aktiviteye dayal testler ve MTT o6lgiimii

Lizozomal aktiviteye dayanan testler ve notral kirmizist

boyama yontemi (NR)

Hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin olgiilmesi ve

yumusak agar koloni formasyonu

vi

SAYFA
12
12
12
13
13
13
14
14
14
15
15
15
16
16
17
17
17
17
18
20
20
21
21
21
21
22
22
22

22

23



ICINDEKILER (Devam)

Hiicrelerdeki DNA ve RNA miktarlar: ve akridin turuncusu
ile boyama

Kullamilan Maddeler

Kullamilan Malzemeler

Kullanilan Cihazlar

YONTEMLER

Hiicrelerin Testler Icin Hazirlanmasi

MTT Olciimii

Notral Kirmizisi Boyama Yontemi ile Sitotoksisite Olciimii
Yumusak Agar Koloni Formasyonu

AKkridin Turuncusu ile Floresan DNA ve RNA Boyamasi
Istatiksel Degerlendirmeler

BULGULAR ve TARTISMA

Hypericum montbrettii Cicegi Ekstresi
HMCE’nin MTT sonuglar

HMCE’nin NR sonuclart

HMCE ’nin koloni formasyonu sonuglart
HMCE’nin akridin turuncusu boyama sonuglar
Hypericum montbrettii Yapragi Ekstresi
HMYE’nin MTT sonuclart

HMYE’nin NR sonuglarn

HMYE nin koloni formasyonu sonuglart
HMYE’nin akridin turuncusu boyama sonuglart
Hypericum origanifolium Cicegi Ekstresi
HOCE’nin MTT sonuclar

HOCE’nin NR sonuclart

HOCE’nin koloni formasyonu sonuclart
HOCE’nin akridin turuncusu boyama sonuglar
Hypericum origanifolium Yapragi Ekstresi
HOYE’nin MTT sonuglar

HOYE’nin NR sonuglan

HOYE ’nin koloni formasyonu sonuclart

vii

SAYFA

23
24
24
24
25
25
25
26
26
26
27
28
28
28
29
31
32
36
36
37
39
40
43
43
44
46
47
50
50
51
53



ICINDEKILER (Devam)

HOYE’nin akridin turuncusu boyama sonuglart
Hypericum perforatum EKstresi

HP’nin MTT sonuclan

HP’nin NR sonuclar

HP’nin koloni formasyonu sonuglart

HP’nin akridin turuncusu boyama sonuglar
SONUC ve ONERILER

KAYNAKLAR

EK 1

EK 2

viii

SAYFA
54
57
57
58
60
61
64
67
81
88



SEKILLER DiZiNi

SEKIL NO ve ADI

Sekil 1 Fotodinamik tedavinin sematik gosterimi

Sekil 2 HMCE’nin A549 hiicreleri tizerine etkilerinin MTT
proliferasyon testi ile degerlendirmeleri

Sekil 3 HMCE’nin HeLa hiicreleri tizerine etkilerinin MTT
proliferasyon testi ile degerlendirmeleri
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Sekil 13 HMYE’ nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT

proliferasyon testi ile degerlendirmeleri
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GIRIS ve AMAC

Kanser, hiicre ve dokular1 etkileyen karmasik bir hastaliktir (Klug ve Cummings,
2002). Giiniimiizde kanser bircok toplumda kalp ve damar hastaliklarindan sonra
en fazla oliime yol acan hastalik grubudur. Kalp ve damar hastaliklarinda giderek
azalma egilimi gosteren Oliim oranlarina karsilik kanser Olimleri hemen tiim
toplumlarda artmaya devam etmektedir (Ruacan, 2003). Diinya Saglhk Orgiitii’niin
calismalarinda, diinyada 2000 yilinda 10 milyon yeni vakada kanser hastaligi
tespit edilmistir. Bu rakamin giderek artarak 2020 yilinda 15 milyon kisiye
cikacag tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de ise her yil yaklasik 100 binin iizerinde
yeni kanser olgusuna rastlanmaktadir. 2020 yilinda kanser hastaliklarindan
olimde %75 ile %100 oraninda artis beklenmektedir (http—1). Kadinlarda meme,
akciger, gastrointestinal ve tirogenital kanserlere daha ¢ok rastlanirken, erkeklerde
akciger, gastrointestinal ve iirogenital kanserler en sik rastlanilan kanserlerdir
(Ruacan, 2003). Oliimciil bir hastalik olarak bilinen kanser, hastalar1 ve cevresini
moral olarak da etkilemektedir. Bu nedenle giiniimiiziin en 6nemli mediko-sosyal
sorunlarindan biridir (Kayaalp, 2000).

Kanser hastalarinin kii¢iik bir boliimiinde kanserin tipi nedeniyle kimyasal tedavi
ile tam sifa veya uzun bir iyilesme donemi saglanabilmektedir. Bu nedenle erken
teshis ve erkenden ilac¢ tedavisine baglanmasi ¢ok Onemlidir. Ancak hastalarin
cogunda ila¢ tedavisi hastalifi baskilamakta ve/veya yan etkilerle Oliimle
sonuclanmaktadir. Kimyasal tedavinin amaci tam sifa saglanmasidir. Yani uzun
donemde hastaligin tekrarlamamasi istenir. Sifa i¢in tiim kanser hiicrelerinin
viicuttan temizlenmesi gerekir. Eger sifa saglanamazsa tedavi hastalia bagh
sikayetlerin giderilmesine ve yasami tehdit eden toksisiteden korunmasina
yoneliktir. Hastanin miimkiin oldugu kadar normale yakin yasamas1 saglanmaya
calisiilmaktadir (Mycek, 2001). Kimyasal tedavideki basarinin diisiik olmas1 veya
tam sifanin saglanamamasinin en Onemli nedeni kanser hiicreleri ile normal
hiicreler arasinda niteleyici acidan fark olmamasi ve sadece niceleyici farklarin
bulunmasidir. Bu nedenle, kullanilan antineoplastik ilaglarin kanser hiicresine
seciciligi diisiiktiir. Antineoplastik ilaglar viicutta patolojik bir sekilde cogalmakta
olan kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizli bir bicimde cogalmakta olan
normal hiicreleri de yok edebilirler. Bu duruma gore halen kullanilmakta olan
ilaglar antineoplastik olmaktan ¢ok antiproliferatiftir (Kayaalp, 2000).

Hypericum perforatum antidepresan etkisi bilinen ve bu etkisi sebebiyle diinyanin
cesitli bolgelerinde ilag olarak kullanilan bir bitkidir. Bitki, antikanser 6zelligi
acisindan son yillarda 6nem kazanmaya baslamistir. Ancak caligmalarimizda
kullanilan dozlari, kullanilan hiicre ve yontem birlesimleri calisiimamistir. Bu
sebeple bitki ekstresinin antikanser etkinliginin calismast amaclanmisgtir.
Hypericum origanifolium ve Hypericum montbrettii bitkileri {izerinde ise
antikanser etkinlikleri tizerine yapilmig calisma bulunmamaktadir. Bu tiirlerin de
antikanser etkinliginin arastirllmasi hedeflenmistir. Caligsmalarda kullanilan bitki
ekstreleri hiicre kiiltiirii icin uygun dozlarda kullanilmistir. Uygulanan giin sayisi
uzun tutularak etki siirelerinin ne olabilecegi saptanmaya ¢aligilmistir.

Kanserin mediko-sosyal boyutu ve antineoplastik ilaglarin normal hiicreler
izerine olan olumsuz etkileri kanser tedavisinde yeni ilaglar bulma ve kanser
hakkindaki bilinmeyenleri ortaya c¢ikarma cabalariin daha da artinlmasini



gerektirmektedir. Kanser iizerine yapilacak arastirmalardaki amag; tam sifanin
saglanabilmesi i¢in kanserli hiicreye segici olarak sitotoksik etki gosterecek
ilaglarin bulunmasi ve bunun i¢in de kanser hakkinda bilinmeyenlerin ortaya
cikarilmasidir.

Calismalarimizda kullandigimiz akciger ve serviks kanser hiicreleri, giiniimiizde
kanserden olan Oliim oranlarinda ilk siralarda yer almaktadirlar. Bu hiicreler
bircok arastirmada kullanildig1 i¢in Ozellikleri iyi bilinmektedir. Bdylece
calismalarda elde ettigimiz sonuclari daha giivenilir bir sekilde degerlendirme
olanagimiz olacaktir.



KAYNAK BILGISi
NORMAL VE KANSERLI DOKULAR
Normal Hiicreler ve Dokular

Viicudun temel canli birimi hiicredir. Viicutta birbirinden belirgin bicimde farkli
bir¢cok hiicre vardir (Guyton,1996). Bu hiicreler viicudun gelismesi siirecinde
ozellesmis fonksiyonlar1 yerine getirmek icin farklilasarak kendi aralarinda
gruplar meydana getirirler. Bircok durumda, hepsi ayn1i DNA’y1 tasirken, farkli
genlerin transkripsiyonunu saglarlar (Turner ve ark., 2004). Ayn1 yapiya sahip ve
ayn1 isi gormek lizere bir araya gelen bu hiicre gruplar ile hiicrelerarasi matriks
tarafindan olusturulan yapiya doku ad1 verilmektedir (Akay, 2001).

Viicuttaki dokular dort ana gruba ayrilir: epitel dokusu, destek dokusu, kas dokusu
ve sinir dokusu. Epitel doku viicudun tiim yiizeylerini doser. Destek dokusu
viicudun biitiiniiniin ya da herhangi bir boliimiiniin bigimini koruyup, tiim viicut
boliimlerini bir arada tutar. Destek dokusu; bag dokusu, kan dokusu, kikirdak
dokusu ve kemik dokusu olmak iizere dort gesittir. Kas dokusu kimyasal enerjiyi
kasilma ve gevseme yoluyla mekanik ise doniistiiren 6zellesmis bir dokudur
(Akay, 2001). Sinir dokusu viicudu boylu boyunca saran bir haberlesme agidir
(Junqueira, 2003).

Farklilagmis hiicrelerden olusan dokular destek dokusuyla bir araya gelerek
organlart olusturur. Kan damarlar, lenfatik damarlar ve sinirler bu organlarin
icine gecerek Ozellikli doku hiicreleri i¢in besin, hormonal ve sinirsel kontrolii
saglarlar (Franks ve Teich, 1996).

Kanserli Hiicreler ve Dokular
Kanserin tanimi

Kanser, tiim yiiksek canlilarin yakalanabildigi bir hastalik grubudur. Dogal ve
laboratuar hayvanlarinda her yonden insan kanserlerine benzeyen hastaliklar
vardir. Insan kanserleri ise biyolojik ve klinik bakimlardan birbirlerinden ¢ok
farkli 6zellikleri olan ortalama 100 degisik hastaliktan olusmaktadir. Bunlardan
bazilar1 cok yavas ilerleyen, tedavi edilmediklerinde bile uzun yillar boyu yasama
olanak veren durumlardir. Diger yandan tedavi edilmediklerinde genelde aylar
icinde yayilarak oliime yol acabilen saldirgan kanserler de bilinmektedir. Bu
niteliklerinden dolay1 bir hastalik olarak kanseri tiim 6zellikleri ile tanimlayacak
bir ifade bulunamamustir. Ingiliz onkolog Willis’in tanimi, yeni goriisler 1s181nda
baz1 eksiklikler icermekle birlikte, en yaygin kabul géren tanimdir:

“Kanser anormal bir doku kitlesidir. Bilylimesi normal hiicrelerden hizlidir ve
onlarla esgiidiim i¢inde degildir. Bu biiylime hizi onu baglatan uyarinin ortadan
kalkmasindan sonra da ayn1 asir1 bicimde devam eder” (Ruacan, 2003).

Kanser, genetik bir hastaliktir. Hiicresel gelisimi kontrol eden genlerdeki
bozukluklar kontrolsiiz hiicre biiyiimelerine yol agmaktadir. Bu genetik bozukluk
bircok olguda kalitsal degildir (Karp, 2005). Ancak, kanser olgularinin %1’inde,
esey-kok hiicrelerinin cesitli genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki
nesillere aktarilir ve bu degisim, yeni neslin kansere yatkinligimi olusturur (Klug
ve Cummings, 2002).



Kanserli dokular (tiimérleri) ti¢ grup altinda inceleyebiliriz; beniyn, premaliyn ve
maliyn. Beniyn (iyi huylu) timorler: herhangi bir dokudan olusabilir, bolgesel
olarak biiyiir, kenarlar1 diizenlidir, genelde bir bag dokusu kapsiilii ile etrafindaki
dokudan ayrilir, tek zarar biiyiidiigii bolgede basing olusturmasidir. Iyi huylu
timorler etraflarindaki dokulan istila etmezler ve viicudun diger boliimlerine
metastaz yapmazlar. Bazi iyi huylu tiimorler degisime ugrayip maliyn (kotii
huylu) tiimorlere doniisme kapasitesine sahiptir. Bunlara da intermediyer
(premaliyn) tiimorler denir. Uglincii grup kanser tiirii ise maliyn (kotii huylu)
timorlerdir. “Maliyn” in kelime anlami hizli sekilde ¢cogalan ve 6liime sebep olan
demektir. Kotii huylu kanserin o6zellikleri; hiicrelerin hizli ¢ogalmasi, kan
damarina veya lenfatik dolagima gecgerek (invazyon) bulundugu dokuda ikincil bir
timor olusturmasi veya viicudun bagka bir bolgesinde tiimor olusturmasi, yani
metastaz yapmasidir (Franks ve Teich, 1996; Karp, 2005; Klug ve Cummings,
2002).

Tiimor adlandirilmasinda en cok kullanilan yontem histolojik ya da sitolojik
siniflamadir ve doku ya da hiicre adinin sonuna kimi eklerin baglanmasi ile
isimlendirme yapilir. Beniyn tiimorlerde hiicre adinin sonuna -om ya da —oma eki
getirilerek isimlendirilir. Ornegin; fibroblast hiicrelerinden tiireyen tiimore
fibroma, osteoblast hiicrelerinden tiireyen tiimore osteoma denir. Maliyn tiimorler
icin bu ek, tiimor epitel kokenli ise “karsinoma”, bag ve destek dokusu kokenli ise
“sarkoma”, kan hiicrelerinden kaynaklaniyorsa losemi, immiin sistemden ise
lenfomadir. C)rnegin, fibroz dokunun maliyn tiimoriine fibrosarkoma, kemik
dokusundan tiireyen tiimore osteojenik sarkoma denir (Livolsi ve ark., 1992;
Vander ve ark., 1994).

Kanserin biyolojisi

Kanser olusumu c¢ok basamakli bir siirectir. Bu siirec gen mutasyonu veya
onkogenlerin aktivasyonu ya da timor baskilayici genlerin inaktivasyonu gibi
epigenetik degisiklikler sonucu baglamaktadir. Mutasyon olustuktan sonra normal
hiicreden ¢evre dokuyu istila eden ve metastaz yapan maliyn hiicrelere doniisiim
baslamis olmaktadir (ilyas ve ark., 1999).

Hiicrelerin cogalmasi, farklilasmast ve apoptozis

Hiicrelerin boliinmesi, farklilasmasi ve apoptozis normal hiicrelerle kanserli
hiicreler arasinda benzerlik gostermektedir. Kanserli hiicreleri normal hiicrelerden
ayiran, bu asamalarin diizenlenmesi ile ilgilidir. Kanserde dort hiicresel fonksiyon
diizensizdir: birincisi, hiicresel ¢ogalmay1 smirlayan faktorler inaktiftir. ikincisi,
farklilagsma diizensizdir. Tiimor hiicreleri farklilagmanin belli bir asamasinda
bloke olurlar veya anormal hiicre tipine doniisiirler. Uciinciisii, kromozomal ve
genetik stabilite bozulmustur, farkli hiicreler olusur. Bu farkli hiicrelerin bazilari
invazyon ve metastaz saglayan hareket ve enzim iiretme yetenegi kazanmislardir.
Son olarak, siki bir sekilde denetlenen hiicre ©liim programi (apoptozis)
denetlenemez hale gelmistir. Kanserin biyolojisini anlayabilmek ic¢in bu
asamalarin normal hiicrelerde nasil kontrol edildigini, kanserli hiicrelerde ise nasil
kontrolsiiz hale geldigini 6grenmeyi gerektirir (Klug ve Cummings, 2002;
McPhee ve ark., 2000).

Okaryotik hiicrelerde hiicre dongiisii, mitoz boliinme safthalari (profaz, metafaz,
anafaz, telofaz) arasinda bir dizi olay ortaya koyar. Hiicre dongiisiiniin siireci,



mitoz (M fazi1) sirasinda iki niikleusa kromozom dagilimi i¢in gerekli olan DNA
replikasyon (S fazi) isleviyle devam etmektedir. Bu islevin arasina bosluk olarak
anilan, G1 ve G2 adi verilen iki basamak katilmistir. G1, S ve G2 hep birlikte
hiicre dongiisiiniin interfaz bolimiinii olusturmaktadir. G1 basamagi mitozdan
hemen sonra baglar; ribozomlar, enzimler, membran tiirevi organeller gibi pek ¢cok
sitoplazmik elementin sentezi bu zaman siireci igerisinde yapilmaktadir. S
fazinda, DNA replikasyonu her kromozomun kopyasimi yaparak kromozom
sayisinin ikiye katlanmasini saglamaktadir. G2 fazi, biiyiimenin ve sentezin ikinci
donemi olarak mitozun baslamasina Onciiliik etmektedir. Hiicreler ayrica,
mitozdan sonra hiicre dongiisiinden ¢ikararak ¢ogalmanin olmadigi dinlenme fazi
olan G0’a girmektedir (Klug ve Cummings, 2002).

Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalar1 G1/S gecis ve G2/M gecis noktalarinin
yakininda olmaktadir. Her iki noktada dongiiniin ilerlemesine veya durmasina
karar verilmektedir. Bu kararlarin verilmesinin kontrolii iki simif protein
tarafindan yapilmaktadir: birincisi protein kinazlar olarak bilinen enzimlerdir.
Ikinci grup proteinler ise siklinlerdir. Siklinler, siklin bagimli kinazlar ile
birleserek (CDK) protein kinazlarin fosforile edecegi hedef proteinleri
se¢mektedir (Andreeff ve ark., 2000; Klug ve Cummings, 2002).

Hiicre dongiisiinde diger bir denetim merkezi M kontrol noktasidir. M kontrol
noktasi ile baglantili olan proteinler ig ipliklerinin olusumu ve bunlarin kromozom
sentromerlerinin kinetoruyla yaptig1 baglanmay1 engelleyerek hiicrelerin anafaza
girisini inhibe eder. Pek cok kinaz enzimi ve diger proteinler ig ipliklerinin
kuruldugu bu kontrol noktasinda ise karisir. Bu kontrol mekanizmalarindan
hepsinde olmasa da bazilarinda meydana gelen bir degisiklik normal hiicreden
kanserli hiicre olusumuna neden olur. Normal ¢ogalma kontrollerinin, diizenleyici
mekanizma bilesenlerini kodlayan hiicresel genlerdeki mutasyonlardan dolayzi,
etkilerini kaybettikleri goriiliir. Kinazlar ve siklinleri kodlayan genlerde meydana
gelen mutasyonlar hiicrelerin maliyn hale doniisiimlerinde onemlidir. Kanserin
kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve metastaz yetenegi kazanmasi bu genetik
degisikliklerin sonucudur. Genetik degisiklikler ise genis kapsamli olarak
genomik dayaniksizlik, kromozom kaybi, kromozomlarin yeniden diizenlenmesi
veya insan kromozomlarimin lokuslarina yabanci DNA dizilerinin (genellikle viral
DNA dizileri) girmesini kapsar (Klug ve Cummings, 2002).

Apoptozis hiicrelerin normal 6liim mekanizmasidir. Programlanmis biyokimyasal
ve morfolojik degisikliklerin bir setini kapsamaktadir. Normal dokularin
olusumunda, bakiminda ve bozugmasinda 6nemli bir rolii ile birlikte ¢ok hiicreli
organizmalardaki sik ve yaygin bir islemdir. Gelisme sirasinda hemen hemen her
dokuda ve bircok olgun dokuda gerceklesmektedir. Apoptozis, bilylime sinyalinin
olmadigi durumlarda otomatik olarak tetiklenmekte, aksi durumda hiicreye
canliligin1 devam ettirmesi i¢in devamli sinyal verilmektedir. Hiicre boliinmesi ve
apoptozis arasindaki denge, organizmadaki hiicre say1 homeostazisinin
korunmasinda kritiktir. Boylece olgun bir organizmadaki doku kitlesi sadece
biiylime, farklilasma ve hiicre gocii ile korunmaz, ayn1 zamanda ve biiyiik oranda,
apoptozis yontemi ile hiicrelerin kontrollii kaybedilmesiyle de korunmaktadir.
Nekrozdan farki, hiicre zan biitiinliigii kaybolmamakta ve hiicre igerigi ortama
yayillmamaktadir (Turner ve ark., 2004).



Apoptozis i¢in iic onemli biyokimyasal yolak bulunmustur: hepsi sonugta bir
aspartat ozellikli sitozin proteinaz olan kaspazlardan kaynaklanmaktadir. Birinci
yolak Bcl-2 ailesinin aracilik ettigi mitokondriyal sitokrom C yolagidir. Apaf—1I
aktive olmasi sonucu, kaspaz—9 ve sonra da kaspaz—3 aktive olmaktadir. Ikinci
yolak timor nekroze edici faktor (TNF) reseptor ailesinin hiicreye baglanmasi
kaspaz-8’i ve kaspaz-3’ii aktive etmektedir. Son olarak da, granzime B (sitolik T
hiicresi iiriinii) bir takim kaspazlar aktive etmekte ve apoptozis baslamaktadir
(Andreeff ve ark., 2000; Hostanska ve ark., 2003; Yin ve ark., 2004).

Apoptozis siiresince, ¢ekirdek biiziisiir ve kromatin yogunlagir. Bu olay
gerceklesince, DNA genelde niikleozomlar arasindan niikleazlarca katalizlenmis
koparmalarla parcalara ayrilir. Hiicrelerin komsulariyla baglantis1 kopar,
yuvarlaklasir, biiziisiir ve genelde organelleri yalin plazma zarmi iceren apoptotik
cisimciklere pargalanir. Bu cisimcikler T hiicreleri tarafindan isaretlenir. Komsu
hiicreler tarafindan fagosite edilir. Bu apoptozis siirecinin diizenlenmesi c¢ok
onemlidir. Ciinkil bu siirecteki bir bozukluk 6lmesi gereken bir hiicrenin yagsamasi
ve belki de mutasyona ugramis bu hiicrenin neoplastik hiicre patlamasina yol
acabilecek olmasidir. Hiicrelerin 6lmemesi genetik bozukluga ve mutasyonlu
hiicrelerin ¢ogalmasina yol acar (Andreeff ve ark., 2000; Turner ve ark., 2004).

Proto-onkogenler, onkogenler ve tiimor-baskilayici genler

Proto-onkogenler normal hiicre ¢ogalmasim ve farklilasmasim kontrol eden gen
grubudur. Proto-onkogenler hiicre cogalmasini uyaran proteinler kodlarken timor-
baskilayici genler aymi olay1 baskilayan, durduran veya kisitlayan proteinleri
kodlamaktadir. Proto-onkogenlerde gerceklesen degisikliler bunlarin aktifleserek
cogalma sinyalleri yaymasina neden olurken tiimor-baskilayici genlerin ortadan
kalkmasina veya aktivitesini yitirmesine yol ag¢an mutasyonlar da hiicre
cogalmasini engelleyen kisitlamalart kaldirmaktadir (Dalay, 2003; Junqueira,
2003; McPhee ve ark., 2000).

Genel olarak mitoz iki yolla diizenlenir: (1) Hiicre boliinmesini yiiriiten genlerin
normal isleviyle, (2) Hiicre boliinmesini baskilayan genlerin normal isleviyle.
Birinci yol, proto-onkogenlerin yer aldigir bir mekanizmadir. Protoonkogenlerin
fonksiyonu hiicre boliinmesini tesvik eden proteinleri kodlamalaridir. Bu genlerin
miktar1 arttiginda hiicre boliinmesini tesvik ederler. Hiicre bdliinmesinin
diizenlenmesi i¢cin bu genler ve/veya bu gen iiriinleri inaktiflestirilmis olmalidir.
Eger proto-onkogenler siirekli caligir hale gelirse kontrolsiiz hiicre boliinmesine
neden olur. Bu da tiimor olusumuna 6nciiliik eder. Proto-onkogen mutasyonlarinin
sonucu olarak boyle bir durum olustugunda, bu genlere onkogen adi verilir.
Ciinkii bu genler kanserle iligkili olarak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini uyarirlar.
Proto-onkogenlerin onkogenlere doniisiimii {ic mekanizmayla agiklanir: nokta
mutasyonlari, translokasyonlar ve asirt gen ifadesi. Bu mekanizmalarla olusan
onkogenlerin basinda ras gen ailesi gelir. 189 aminoasitlik bir protein kodlayan
ras gen ailesi, plazma zarindan sinyal gecisinin diizenlenmesinde gorev yapar.
Ras’ 1n daima aktif kalmasi kendisine bagli sinyal yollarin1 siirekli uyarir. Insan
kanserlerinde en c¢ok degisiklige ugrayan genlerden olan ras genlerinde
mutasyonlar basta kolon, pankreas ve akciger kanserlerinde goriiliir (Kastan ve
Skapek, 2001; Klug ve Cummings, 2002; Thibodeau ve Patton, 1993).



Mitozu diizenleyen ikinci mekanizma, tiimor-baskilayic1 genlerdir. Hiicre
dongiisii boliimlerinin birbirine gegisini baskilar ya da inaktive eder ve hiicre
boliinmesini durdurur. Bu genler ya da onlarin iiriinleri, hiicre boliinmesi i¢in ya
inaktif olmalidirlar ya da hiicrede bulunmamalidirlar. Eger bu genler kalic1 olarak
inaktive edilirlerse ya da mutasyonlarla ortadan kaldirilirlarsa, hiicre
boliinmesinin kontrolii kaybolur ve hiicre kontrolsiiz bir sekilde boliiniip
cogalmaya baslar. Tiimor baskilayici genin klasik bir 6rnegi retinoblastoma
genidir. Retinoblastoma ¢ocukluk goz tiimoriidiir ve retinoblastoma geninin (Rb)
kaybolmasiyla olusur. Rb geni hiicre siklusunun G1 kontrol noktasini denetler.
Meme, mesane ve akciger tiimorlerinde de Rb kaybi bildirilmistir. Diger 6nemli
timor baskilayict gen p53 genidir. Gen, transkripsiyon faktorii olarak islev goren
bir ¢ekirdek proteini kodlar. p53 normalde tiimor baskilayicit bir gen olarak,
hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina gecisini kontrol eder, DNA hasari
s6z konusu oldugunda hiicrenin apoptozise gitmesini saglar. p53 mutasyonu
meme, akciger, karaciger, mesane ve kolon kanserini igeren pek c¢ok kanser
cesidinde bulunmustur. p53 genindeki kalitsal mutasyonlar, Li-Fraumeni
sendromuna - yumusak doku, kemik ve beyin gibi baz1 dokularda yiiksek siklikla
kanser olusumuna yatkinlikla ilgilidir — neden olmaktadir (Andreeff ve ark., 2000;
Dandrea ve ark., 2004; Hsu ve ark., 2004; Kastan ve Skapek, 2001; Klug ve
Cummings, 2002; Kuo ve ark., 2005; McPhee ve ark., 2000; Oztiirk, 1991; Peters
ve Vousden, 1997; Vande Woude ve Klein, 2003).

Invazyon, metastaz ve anjiojenez

Kanserde hastalanma ve 6liim agisindan en 6nemli sebep metastazdir. Metastazi,
“hastaligin bir organdan diger bir komsu olmadig1 organa transferidir” seklinde
tanimlayabiliriz. Tiimoriin yayilmasi konak¢1 hiicreler ile tiimor hiicreleri
arasindaki etkilesim ile bes basamakta gerceklesir; (1) kiigciikk lenf ve kan
damarlarina gecerek kendisini c¢evreleyen konak¢i dokuya invazyon ve
infiltrasyon, (2) dolagima kanser hiicrelerinin tek tek veya grup halinde salinmasi,
(3) dolasimda hayatta kalmalar1, (4) uzaktaki dokuda kapiller yataga takilip
kalmasi, (5) lenfatik veya kan damarindan geldigi dokuya gecerek burada ikincil
bir tiimor olusturmasi seklindedir (Franks ve Teich, 1996).

Metastazin olusumunda baslangic asamasi olan invazyon {i¢ basamakta
gerceklesir; (1) mekanik baski, (2) litik enzimlerin salimi, (3) tiimor hiicrelerinin
hareketliliginin artmasi. Kritik proteolitik etki membranda bulunan kollajenin
parcalanmasindandir. Tiimor hiicreleri bag dokusuna bu yolla penetre olurlar. Bu
etkiyi olusturan proteolitik endopeptidazlar matriks metalloproteazlardir. Timor
hiicrelerinin hareketliligini artiran adhezyon molekiilleri normalde hiicrelerin
birbirine ve bazal laminaya baglanmasini saglar. Bunlarin anormal ekspresyonlari
metastazda rol oynamalarima neden olur. Bu molekiillerden kaderinler
transmembran glikoproteinleridir ve kalsiyuma bagli ekstraselliiler hiicreler arasi
etkilesimi saglar. Kaderinlerin gen kodlamasinda olusan bir hata hiicreler arasi
baglantilarin zayiflamasina ve hiicrelerin hareketlilik kazanmasina yol acar. Bir
diger adhezyon molekiilii integrinler de transmembran glikoproteinleridir. Bunlar
hiicrenin ekstraselliiler matrikse tutunmasini, aktin iskeletinin organizasyonunu ve
ekstraselliiler matriksten hiicre icine sinyallerin iletilmesini saglamaktadir.
Apoptozis, hiicre ¢ogalmasi, invazyon, metastaz ve anjiojenezin diizenlenmesinde
rol alan sinyal molekiilleridir. Tiimor hiicreleri lenf liimenine veya kan damarina



penetre olduktan sonra ya orada cogalmaya devam ederler ya da dolagima hiicre
salip viicudun uzak noktalarina dolagim yoluyla ulasirlar. Dolasima katildiktan
sonra hayatta kalabilmek icin bir takim lenfatik ve immiinolojik faktorlerle
savasmak zorunda kalirlar. Kan dolagiminin siirikkleyemeyecegi yerler olan
kapiller yataklarda veya lenf diigiimlerinde takilip kalirlar ve burada integrinler
devreye girerek timor hiicrelerinin tutunmasinm saglarlar. Tiimor hiicreleri bir kez
tutunduktan sonra damarin duvarindan veya lenf limeninden bulundugu dokuya
penetre olurlar ve ikincil timor olusumunu bagslatirlar (D’Hallewin ve ark., 2002;
Franks ve Teich, 1996; Liotta ve Kohn, 2000; Ozgiinen, 1995).

Anjiojenez metastaz dongiisiiniin hem basinda hem de sonunda yer almaktadir.
Damar olusumlar1 hiicrelerin dolasima karisabilmeleri icin gereklidir. Timor
biiylimeye basladiginda merkezdeki hiicreleri hipoksik olurlar, timor merkezine
yasamsal ihtiyaglarimin gidebilmesi i¢in damarlanmaya baslar. Bu olusum
anjiojenik faktorlerin (vaskiiler endotel biiyiime faktorii, fibroblast biiyiime
faktorii, trombosit kaynakli bilytime faktorii gibi) salgilanmasi ve anjiojenezi
inhibe eden faktorlerin farklilagmas1 veya uzaklastirilmasi ile olur. Anjiojenez
timoriin metastaz potansiyelini artiir. Tumor metastaz yaptiktan sonra
yasayabilmesi icin gittigi ikincil organda da damarlanma yapar. Anjiojenezin
olmadig durumlarda tiimor anaerob metabolizma yoluyla yasamsal faaliyetlerini
siirdiirme yoluna da gidebilmektedir (Fidler ve ark., 2001; Hyas ve ark., 1999;
Liotta ve Kohn, 2000; Kenemans ve ark., 2004).

Karsinojenler

Cevremizdeki kimyasal ajanlar, radyasyon ve viriisler kanser -etkenleridir.
Karsinojen olarak bilinen tiim bu ajanlar hiicredeki proteinler, lipitler ve en
onemlisi hiicrenin genetik materyali olan niikleik asitlerle etkilesmelidir. Tek bir
ajan timor olusumunda etkili degildir. Baslatic1 (initiator) karsinojenler genetik
degisikliklere sebep olur, daha sonra artirici (promoter) karsinojenler bu
mutasyona ugramis hiicrelerin ¢ogalmasini uyarir, baslaticilar kendileri karsinojen
degildir. Hiicrelerin karsinojen maddeye baglaticilardan 6nce maruz kalmis olmasi
gerekir, ne kadar zaman once oldugu onemli degildir. Kimyasal karsinojenler,
alkilasyon ajanlari, polisiklik ve heterosiklik hidrokarbonlar, aromatik aminlerdir
(Clayson, 2001; Cotran ve ark., 1999; Livolsi ve ark., 1992; Ruacan, 2003;
Weisburger, 1994).

Radyasyon, kimyasal baglar1 pargalayabilen ultraviyole ve iyonizan radyasyon ile
sinirhdir.  Ultraviyole radyasyonunun temel kaynagi giinestir. Ultraviyole
1sinlarinin dalga boylarinin farklilik gostermesine gore UVA (320-400 nm), UVB
(280-320 nm) ve UVC (200-280 nm) olarak gruplandirilmistir. Bunlardan
Ultraviyole B’ nin mutajenik oldugu diisiiniilmektedir. Hiicresel DNA’da ayn
zincir iizerindeki pirimidin bazlar arasinda yeni bir kimyasal bag olusturarak
pirimidin dimerlerinin meydana gelmesine neden olurlar. Bu dimerler DNA’nin
translasyon ve transkripsiyonunu bozarlar. Iyonizan radyasyon, X-isinlari ve
gamma 1sinlart gibi elektromanyetik, alfa ve beta bolekgikleri gibi parcacik
radyasyonundan meydana gelir. Bu 1sinlar genellikle icinden gectikleri
hiicrelerdeki su molekiillerini iyonlara ayirarak makro molekiillerle etkilesirler.
Hiicrelerde mutasyona yol acarlar. Iyonizan 1sinlar yiiksek enerjileri ile viicutta
tim dokulara penetre olabildiginden hemen tiim dokularda kansere neden



olabilmektedir. Ancak en sik gozlenenler l6semiler, akciger, meme, tiroit, tiikiiriik
bezi tiimorleridir (Cotran ve ark., 1999; Ruacan, 2003).

Cok sayida DNA ve RNA viriislerinin canlilarda amiplerden primatlara kadar
hayvan tiirlerinde ve viral orijinli insan kanserlerine yol ac¢tigi bulunmustur.
Kansere yol acgan viriisler degisik mekanizmalarla hiicrelerde doniisiime yol
acarlar. Papilloma viriisler hiicresel tiimor baskilayici genlerin iiriinleri, p53 ve
retinoblastoma proteinlerini etkisizlestirirler. Epstein-Barr viriisit B lenfositlerde
poliklonal proliferasyona neden olur. Daha sonra kromozom translokasyonlari
veya mutasyon gibi yollarla onkogen aktivasyonu geliserek hiicre proliferasyonu
hizlanir. HTLV-1 hiicrelerde biiylime faktorlerinin ve reseptorlerinin miktarini
artirarak hiicre ¢ogalmasina neden olur. Mide de enfeksiyona ve iilsere sebep
oldugu bilinen bakteri Helicobacter pylori’nin mide lenfomast ve mide
kanserlerine yol acabildigi gosterilmistir (Cortan ve ark., 1999; Ruacan, 2003).

Kanserden Korunma Yollar:

Kanserin bir nedeni olarak dis faktorlerin rolleri iizerine yapilan arastirmalardan
elde edilen sonuclar genel olarak ne c¢evrenin ne de kismen kirliligin kanser
vakalariin biiyiik bir kismindan sorumlu olmadigim1 gostermektedir. Daha ziyade
beslenme, tiitiin kullanimi, saglik ve disle ilgili olarak X 1sinlarina maruz kalma,
ultraviyole 1s1n1, viriisler ve ilaglar gibi ajanlar kanser gelisiminde belirgin roller
oynamaktadir. Bu ajanlarin ve kisisel seceneklerin (diyetteki besin bilesimi, tiitiin
kullanimi ve giineslenme gibi) 6nemli roller oynayarak tiim kanserlerin %50’sine
neden oldugu tahmin edilmektedir (Klug ve Cummings, 2000).

Kanserin Tedavisi

Kanser tedavisinde ii¢ ana yaklasim vardir: cerrahi, radyasyon ve kimyasal tedavi.
Kimyasal tedavi - sitotoksik ilaglarla - az sayidaki kanser tiirii icin tercih edilen
bir yontemdir. Bu ilaglarin etkinligi; kanserin tipine, hastanin biyolojik ve
fizyolojik durumuna, tiimoriin bilyiimesi veya yayilip yayilmadigma baghdir.
Birgok tiimorde cerrahi ve radyasyona yardimci olarak kullanilir. Cerrahi 6ncesi
timoriin kitlesini kiiciiltmek i¢in (neoadjuvan tedavi), cerrahi ve radyasyon
tedavisi sonrasi kalan hiicreleri yok etmek i¢in (adjuvan tedavi) kullamilir
(Bozkurt, 2000; Calabresi ve Chabner, 2001; Larner ve Grosh, 2005).

Kanserin kimyasal tedavisinde ii¢ hedef vardir. Birincisi kesin tedavi; kullanilan
ilaglarla tiimoriin biiylimesini engelleyecek oliimciil sitotoksik etki saglamak
istenmektedir. Ideal olarak bu ilaclarin sadece maliyn hiicreleri etkilemesi
amaglanir. Ikincisi, kontrol; eger kanserin tamamen ortadan kaldirilmasi miimkiin
degilse, bilyiimesini durdurmak ve yayilmasini dnlemek, hastanin normal hayatini
siirdiirmesini, hayat kalitesini saglamaktir. Uciinciisii anlik tedavi; kanser son
evrede ise kesin tedavisi ve yayilmasinm engellemek miimkiin olmayabilir. Boyle
durumda, hastaligin belirtilerine yonelik tedavi ve hayat kalitesini artirmak
hedeflenir (Bozkurt, 2000; Calabresi ve Chabner, 2001; Mycek, 2001).



HYPERICUM
Tanmm ve Botanik Ozellikleri

Hypericum, Clusiaceae familyasina (bir diger adi Guttiferae) aittir. Bu familya
1000°’den fazla tiir icermektedir. En c¢ok bilinen cins Hypericaceae’ dir.
Hypericaceae cinsi 400’den fazla tiir icermektedir. Avrupa, Bati Asya, Kuzey
Afrika ve Kuzey Amerika’da yaygin olarak bulunur. Ulkemizde 80’ e yakin tiirii
vardir. En cok bilinen tiir Hypericum perforatum (Sar1 kantaron, Binbirdelik otu,
ing: St. John’s Wort, Alm: Johanniskraut)’ dur (Baytop, 1991; Couladis ve ark.,
2002; Ferraz ve ark., 2005; Kitanow, 2001; Robson, 2003).

Hypericum tiiriiniin ortak ozellikleri (1) bitkinin sapma karsilikli dizilmis olan
stipulasiz (yaprak ile sap1 arasinda yer alan tomurcuk) yapraklar. Yapraklar seffaf
ve siklikla siyah veya kirmizi renkte salgi yapan noktaciklar icerir. (11) ¢igek, 5
parcali yesil renkte (bazen hafif kirmiz1 renkte) canak yapraga ve sar1 (siklikla
hafif kirmizi renkte) tac yapraga sahiptir. Stamenler 3-5 adet kiiciik demetler
halinde, over 3-5 ince boyuncuklardan olusur. (111) meyveleri iki veya daha fazla
karpelden yapilmistir, bircok kiigiik silindirik tohumlar igerir (Baytop, 1991;
Robson, 2003).

Hypericum perforatum, Saint (St.) John’s Wort (‘wort’ eski Ingilizcede bitki
anlamindadir) olarak da bilinir. ‘Hypericum’, eski ismi hypericon’dan
gelmektedir. Hyper yukari, eikon dogaiistii 6zellikleri olan figiir anlamindadir.
‘perforatum’ Latincede ‘delinmis’ anlamindadir. Eger yapraklan 1s18a tutulacak
olursa delik gibi goriinen seffaf noktaciklar goriiliir. Bunlar bitkinin esansiyel
yaglarimi iceren noktalardir. Cigceklerinde bulunan siyah noktaciklar sikildiginda
kirmiz1 renkte pigment aciga cikmaktadir. Bunun St. John’un kanim temsil
ettigine inanilmaktadir. St. John bayramina denk gelen 24 Haziran civarinda
cigeklerini actig1 icin St. John’s Wort ismini almistir. (Bloomfield ve ark., 1996;
Bratman, 1997; Cass, 1998).

Hypericum Tiirlerinin Kimyasal Bilesenleri ve Bu Bilesenlerin Farmakolojik
Ozellikleri

Drog olarak kullanilan Hypericum, bircok karisik ve biyoaktif bilesikler
icermektedir. Bu biyoaktif ajanlarin bitkide bulunma oranlar bitkinin yetistigi
bolgedeki giines 151g1nin miktar1 ve kalitesine, mevsimine, toplandig1 bolgeye,
toplandig: tarih ve genetik yapisina baghdir (Linde ve ark., 1996; Murch ve ark.,
2003).

Naftodiantronlar

Bu sinif hiperisin ve kimyasal akrabalarimi icermektedir. Bunlar pseudohiperisin,
izohiperisin, hiposirellin A ve B, proto hiperisin ve bunlarin kimyasal onciileri
proto-hiperisin, hiperikodehidrodianthon ve ayrica frangula-emodin ve
antranol’diir (Ali ve ark., 2001; Linde ve ark., 1996). Bitkinin daha cok ¢icek ve
tomurcuklarinda bulunurlar (Gaedcke, 2003).

Hiperisin ve pseudohiperisin mono amin oksidaz (MAO) inhibitorii olarak bilinir.
Bu iki madde sentetik antidepresanlara benzer farmakolojik etki gostermektedir.
Hiperisin, GABA-A, benzodiazepin ve serotonin reseptorlerine
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norotransmitterlerinin baglanmasim1 potansiyalize etmektedir (Linde ve ark.,
1996; Rodriguez-Landa ve Contreras, 2003; Skalisz ve ark., 2004).

Hiperisin giines 1s18ina duyarlhilign artinr. Lipofilik yapida oldugu icin hiicre
membranindaki fosfolipidik yapilarla birlesir. Biyolojik sivilara gecmektedir.
Insan serum albiimini ve lipoproteinler gibi plazma proteinlerine baglanmaktadir.
Insan immiinoglobulin G’ye baglanmaz. Hiperisin, hiposirellin A ve B’nin HIV
viriisiine karsi antiviral etkisi vardir. Hiperisin, protein kinaz C ve Erk1/2 MAP
kinaz inhibitoriidiir. Antikanser etkilerinin oldugu gosterilmistir (Ali ve ark.,
2001; Blank ve ark., 2003; Colasanti ve ark., 2000; Linde ve ark., 1996; Martarelli
ve ark., 2004; Mills ve Bone, 2000). Hiperisinin maliyn glioma hiicrelerinde
apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (Couldwell ve ark., 1994).

Flavonoidler
a. Flavonoller: kempferol, luteolin, mirisetin, kersetin.

b.Flavonol glikozitleri: hiperozid (hiperin), Kkersitrin, izokersitrin,
amentoflavon (I3', II8-biapigenin), luteolin, rutin.

Bitkinin ¢icek ve yapraklarinda bulunurlar (Gaedcke, 2003; Linde ve ark., 1996).
Kersetrinin in vitro ortamda MAO-A’1 inhibe ettigi gosterilmistir (Linde ve ark.,
1996). Kersitrin bitkinin fototoksik aktivitesinin kontroliinde en etkili madde
oldugu gosterilmistir (Wilhelm ve ark., 2001). Bitkinin antienflamatuar
aktivitesinde de rol almaktadir. Bu aktiviteyi protein kinaz C’nin inhibisyonu,
lipopolisakkarit ve sitokinleri azaltarak gostermektedir (Tedeschi ve ark., 2003).
Kersetin ve apigeninin bazi tiimor hiicrelerinin biiylimesini baskiladigr ve
apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (Roscetti ve ark., 2004)

Biflavonlar ve hiperozidin bitkinin sedatif etkisinden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Amentoflavonun serotonin reuptake inhibitorii olduguna
inanilmaktadir. /n vitro ortamda benzodiazepin reseptorlerine baglanma aktivitesi
gostermektedir. Ayrica sedatif, antienflamatuar, antioksidan etkilerinin oldugu ve
ilser gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (Mazza ve Oomah, 1998; Mills ve
Bone, 2000). Flavonoidler (kersetin ve hiperozid) antioksidan etkilerini nitrik
oksit sentazi inhibe ederek gostermektedirler (Luo ve ark., 2004).

Floroglusinoller ve tiirevleri

Bitkide bulunan floroglusinoller ve tiirevleri; hiperforin, adhiperforin, hiperozid
ve lososianidin’dir (Linde ve ark.,, 1996). Bitkinin ciceklerinde, taze
tomurcuklarinda ve karpellerinde bulunurlar (Gaedcke, 2003). Bu smiftaki
maddelerin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve vasorelaksan ozellikleri
oldugu bilinmektedir (Linde ve ark., 1996).

Hiperforinin giiclii bir antibiyotik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Staphylococcus aureus’un iizerine antibakteriyel etkisi vardir (Holzl ve Petersen,
2003). Hiperforin, antidepresan etkisi vardir. Serotonin, noradrenalin ve dopamin
reuptake inhibitoriidiir. Sinaptik araliktan glutamat ve GABA’nin da geri alimin
inhibe etmektedir. Bu reuptake inhibisyonunu presinaptik sinirlerdeki spesifik
baglanma yorelerinde bulunan tasiyict molekiiller ile degil de sodyuma gecirgen
kanallar yoluyla saglamaktadir (Boubakir ve ark., 2005; Mennini ve Gobbi, 2004;
Mills ve Bone, 2000). Hiperforin, sodyum kanallarina bagli asetil kolinin geri
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alimini inhibe etmektedir. Striatumda bdyle bir etkinin parkinson benzeri etkiye
yol acabilecegini gostermektedir. Hipokampiis ve korteks iizerindeki etkisi ile
o0grenme ve hafiza lizerinde faydali etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir
(Buchholzer ve ark., 2002). Hiperforin, apoptozisi indiikleyerek cesitli kanser
hiicrelerinde sitotoksik aktivite gostermektedir (Martarelli ve ark., 2004).

Proanthosianidinler ve prosianidinler

Bitkide bulunan proanthosianidinler ve prosianidinler; katesinin dimer, trimer,
tetramer ve polimerleri ile epikatesindir. Bitkinin sapi1, yapraklarn ve meyvelerinde
bulunur (Gaedcke, 2003; Linde ve ark., 1996). Katesinin antioksidan etkisi vardir
(Mazza ve Oomah, 1998).

Tanenler

Bitkinin sapi, yapraklari ve meyvelerinde bulunur (Gaedcke, 2003). Tanenler
bitkinin antidiyareik etkisinden sorumludur. Antioksidan etkisi vardir. Ayrica
yerel olarak damar biiziicii ve kan dindirici etkileri vardir. Bu etkileriyle bitkiye
yara iyi edici 0zellik kazandirirlar (Linde ve ark., 1996; Mazza ve Oomah, 1998).
Timor hiicrelerinde biiylimeyi inhibe ettikleri ve apoptozisi indiikledikleri
gosterilmistir (Roscetti ve ark., 2004).

Kumarinler

Bitkide bulunan kumarinler; umbellifon ve skopoletindir. Umbellifonun
antienflamatuar ve analjezik etkisi oldugu bilinmektedir. MAO-B inhibitorii
olduklar1 gosterilmistir (Linde ve ark., 1996; Mills ve Bone, 2000).

Epoksantrofiller
Hypericum'un yanik iyi edici 6zelliginin kaynagidirlar (Linde ve ark., 1996).
Ugucu yaglar

Bitkide bulunan ugucu yaglar; satire edilmis hidrokarbonlar (2-metiloktan),
monoterpenler (alfa-pinen, beta-pinen, limonene ve myrcene), sesquiterpenler
(karyofilin ve humulin) ve eser miktarda 2-metildekan, 2-metilbutenol, undekan,
n-alkaneler ve n-alkanoller’dir (Linde ve ark., 1996).

2-metilbutenol’un sedatif etkisi oldugu bilinmektedir. n-alkanollerin norolojik
bozukluklara yardimci oldugu sdylenmektedir. Antimikrobiyal aktiviteleri vardir
(Cass, 1998; Linde ve ark., 1996; Mills ve Bone, 2000).

Aminoasitler

Bitkide bulunan aminoasitler; sistein, GABA, glutamin, 16zin, lizin, ornitin, prolin
ve tionin’dir. Bitkinin cicek ve yapraklarinda bulunur (Gaedcke, 2003; Linde ve
ark., 1996).

Fitoostrojenler

Bitkide bulunan fitodstrojenler; beta-sitosterol ve genistein. Ostrojenik ajandirlar.
Kolesterol diisiiriicii etkileri vardir (Linde ve ark., 1996; Mazza ve Oomah, 1998).

Ksanton

Bitkide bulunan ksanton noratirioldiir. Kok ve ¢igeklerinde bulunur (Gaedcke,
2003; Linde ve ark., 1996). Diiiretik ve kardiyotonik etkileri vardir. In vitro
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ortamda MAO-A inhibitorii olduklar1 gosterilmistir (Cass, 1998; Mills ve Bone,
2000).

Diger maddeler

Bitkide bulunan diger maddeler; fenolik karboksilik asitler (kaffeik, klorojenik, p-
kumarik, ferulik, isoferulik ve gentisik asit), diger organik asitler (isovalerianik,
laurik, miristik, nikotinik, palmitik ve stearik asitler), karotenoitler (leutein,
luteoksanthin, violaksanthin, cis-throliksanthin, tirollikromon, vitamin C, kolin,
pektin, filobafin ve rodandir (Linde ve ark., 1996).

Kumarik, kaffeik ve ferulik asitler bitkinin antioksidan aktivitesinden sorumludur
(Skerget ve ark., 2005). Karotenoitlerin yara iyi edici etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Polifenollerin mononiiklear fagositlerin aktivitesini gii¢lendirici
etkisi oldugu belirlenmistir (Cass, 1998; Linde ve ark., 1996).

Farmakolojik Etkileri ve Fitoterapide Kullanim
Antidepresan etkisi

Hypericum perforatum, selektif olmayan serotonin reuptake inhibitoriidiir, hafif
ve orta siddette depresyon tedavisinde kullanilmaktadir. Sinaps araligindaki
serotoninin daha uzun siire kalmasini saglamaktadir. Bdylece serotonin kendi
reseptoril ile daha uzun siire etkilesmektedir. Depresif insanlarda bu reseptorler
normalden daha az duyarlidir. Depresyon tedavisinde kullanilan diger trisiklik
antidepresan veya secici serotonin reuptake inhibitorii ilaglarin kullandigi
biyokimyasal mekanizmalarla benzer mekanizmalarla etki gostermektedir. Bu
ilaglar kadar etkili oldugu, yan etkilerinin de daha az oldugu gosterilmistir. Bu
ilaglarda goriilen kardiyak ve antikolinerjik yan etkiler Hypericum ekstresinde
goriilmemektedir (Cass, 1998; Kumar ve ark., 2003; Francis, 2005; Linde ve
Kniippel, 2005). Hypericum perforatum ekstrelerinin hastalardaki antidepresan
etkisi deney hayvanlarinda da gézlenmistir (Oztiirk ve ark., 1996a; Oztiirk, 1997;
Bhattacharya ve ark., 1998). Hypericum calycinum gibi bazi baska tiirlerde de
antidepresan etki gozlenmisken (Oztiirk ve ark., 1996b; Oztiirk, 1997), Hypericum
hyssopifolium ssp. elongatum’da boyle bir antidepresan etki gézlenmemistir.

Hypericum perforatum’un selektif olmayan serotonin reuptake inhibisyonu ayni
sekilde noradrenalin ve dopamin icin de gecerlidir. Serotonerjik, dopaminerjik ve
GABAerjik reseptorlerin dansitesinde artisa neden olmaktadir (Rodriguez-Landa
ve Contreras, 2003).

Hypericum ekstresi iizerinde yapilan calismalarda antidepresan aktivitesinin su
yollarla olabilecegi gosterilmistir;

- In vitro ortamda noradrenalin, serotonin ve dopaminin sinaptik araliktan
geri aliminin inhibisyonu ve GABA reuptakinin inhibisyonu,

- In vivo ortamda subkronik uygulamadan sonra frontal korteksteki beta
adrenoreseptor dansitesinin downregulasyonu,

- In vivo ortamda serebral dokudaki santral serotonerjik reseptorlerin
upregulasyonu, bu etki sentetik antidepresanlarin benzeri bir etkidir.

- In vitro ortamda serotonin reseptorlerinin uyarilmasi azalmaktadir,

- In vitro ortamda katekol-O-metiltransferaz’in inhibisyonu,
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- Ex vivo ortamda kan orneklerinde interlokin-6"nin baskilanmasi. Bu baski
hipotalamik - pineal bez - adrenal ekseninin deaktivasyonundan
kaynaklaniyor olabilir, bu etki de kortikotropin salict hormon ve diger
adrenal diizenleyici hormonlarm inhibisyonuna neden olmaktadir,

- Bitkinin icerdigi melatonin de bu etkiye katki saglayabilecektir (Murch ve
Saxena, 2002),

- In vitro ortamda MAO-A ve MAO-B aktivitesinin inhibisyonu (Mills ve
Bone, 2000).

Mevsimsel duyum bozuklugu iizerine etkisi

Kis aylarinda uzun siire giines 15181 olmadigi zaman beyinde melatonin ve
serotonin oranlarindaki degisim nedeniyle olugmaktadir. Depresyon benzeri
belirtiler goriilmektedir. Tedavisinde 1s1k kullanilmaktadir. Isik tedavisi, kisiyi
sabahin erken saatleri ve aksam saatleri boyunca floresan 1s18a maruz birakilarak
yapilmaktadir. Isik tedavisi ile Hypericum kombine kullanildiginda iyilestirici etki
artmaktadir (Cass, 1998; Francis, 2005). Bu etkide de bitkide bulunan melatoninin
rol oynamasi kuvvetle olasidir (Murch ve Saxena, 2002).

Alkolizm ve diger bagumhliklar iizerine etkileri

Antidepresan ilaclar basta alkolizm olmak iizere cesitli bagimlilik tiirlerinin
tedavisinde yardimci olmaktadir (Buonopane ve Petrakis, 2005). Deney
hayvanlarinda yapilan calismalarin sonuglarma gore, Hypericum perforatum
ekstreleri de diger antidepresanlar gibi alkolizm tedavisine yardimci olmaktadir ve
deney hayvanlarinda alkol alimini azaltmaktadir (Rezvani ve ark., 1999; Xu ve
ark., 2005). Bu bitkinin ekstreleri ayn1 zamanda alkol bagimliliginin sonucu
olarak ortaya c¢ikan yoksunluk reaksiyonlarin1 (Abstinens sendromu) da
azaltmaktadir (Coskun ve ark., 2006). Hypericum perforatum sadece alkolizm
sonucu olusan yoksunluk reaksiyonlarini degil ayn1 zamanda nikotin (Uzbay ve
ark., 2005a; Uzbay ve ark., 2007) ve kafein (Uzbay ve ark., 2005b; Uzbay ve ark.,
2006) bagimliligi sonucu olusan yoksunluk belirtilerini de Onlemektedir. H.
perforatum’un yoksunluk sendromlar1 iizerindeki bu etkilerine santral nitrik oksit
saliminin aracilik ettigine iligkin kanitlar elde edilmistir (Hosseinzadeh ve ark.,
2005; Uzbay ve ark., 2007).

Uyku bozukluklar: ve insomnia iizerine etkisi

Sedatif etkisi vardir ve bu etkisi deney hayvanlarinda da gosterilmistir (Oztiirk ve
ark., 1996a:b; Oztiirk, 1997; Uzbay ve ark., 2006). Ayrica, REM uykusuna gecis
siiresini kisaltmaktadir. REM uykusunun siiresini de bir Olciide uzatmaktadir.
Boylece daha kaliteli uyku uyunmasimi saglamaktadir. Rahatlatici ve dinlendirici
uykunun 6znel olarak kisiye bagli uyunamamasi olan insomnia iizerine de sedatif
etkisi ile dinlendirici nitelikte ve kendiliginden uykuya dalmaya yardimci
olmaktadir (Babar, 1995; Cass, 1998; Wentworth ve ark., 2000). Hypericum
perforatum tarafindan uyku iizerinde olusturulan bu etkilerde de melatonin’in rol
oynamasi s0z konusudur, ciinkii santral sinir sistemindeki melatonin uykuya gecis
siiresini kisaltmakta, uyku siiresini ve REM siiresini uzatarak daha kaliteli bir
uyku saglamaktadir (Kunz ve ark., 2004; Kamel ve Gammak, 2006). Benzer
bicimde sedatif etki Hypericum calycinum’da da goriilmektedir (Oztiirk ve ark.,
1996a; Oztiirk ve ark., 1996b).

14



Antikonviilzan etki

Hypericum perforatum antikonviilzan etkiye de sahiptir (Ivetic et al., 2002;
Hosseinzadeh ve ark., 2005). Fare ve tavsan gibi deney hayvanlarinda gozlenmis
olan bu etkide de melatonin ve endojen nitrik oksit rol oynamaktadir. Melatonin
antikonviilzan etkiye sahiptir (Gaby, 2007) ve Hypericum perforatum’un etkisi
nitrik oksit sentaz inhibitorii L-NAME tarafindan onlenmektedir (Hosseinzadeh
ve ark., 2005).

Antiviral etkisi

Bitkinin yapisinda bulunan hiperisin ve pseudohiperisinin in vitro ortamda Herpes
simplex tip 1 ve tip 2 ile Hepatitis C virlisleri gibi retroviral viriislere kars1 etkili
oldugu gosterilmistir. /n vitro ortamda Tip A ve B Influenza’a, agiz ici yaralara
neden olan Vesikiiler Stomatit viriisi’'ne, mononiikleus enfeksiyonuna baglh
kronik halsizlik sendromuna yol acan Epstein-Barr viriisii’ne kars1 etkili oldugu
gosterilmistir.  Sindhis viriisii, kemirgen Sitomegaloviriisii, Para-influenza 3
viriisiine kars1 etkili olmadigi gosterilmistir (Cass, 1998; Mazza ve Oomah, 1998;
Mills ve Bone, 2000).

Hiperisin ve pseudohiperisin antiviral etkilerini ¢esitli yollarla gdstermektedir;

- Viriis kapsidi iizerinde cesitli fitokimyasal etkilerle transkriptazin salimini
inhibe ederek genetik materyalin hedef hiicreye aktarimina engel olarak,

- HIV viriisiiniin yol agtig1 hiicresel sinyal yolaginin intraselliiler aktarimina
engel olarak,

- Genetik materyalin  kodlanmasin1  saglayan oncii  poliproteinleri
baglayarak,

- Virionlarin (virlis RNA ve DNA’s1) islenmesi veya yapilmasina zarar
vererek,

- Tasiyict immiin sisteminde immiinosupressif etkiye neden olan sinyal
yolagini inhibe ederek (Mills ve Bone, 2000).

HIV viriisii lizerine hiperisinin etkisi oldugu gosterilmistir. Bu etkiyi viriisii
inaktive etmesi yanminda, viriisiin saldirisina  karst  saglikli  hiicrelerin
membranlarim1 koruyarak saglamaktadir. Kan nakli icin vericiden alinan kana
hiperisin eklenerek alictytr bu virlisten korumanmin miimkiin olabilecegi
diisiiniilmektedir (Cass, 1998; D’Hallewin ve ark., 2002).

Antibakteriyel ve antifungal etkisi

In vivo ve in vitro ortamda Staphylococcus aureus’a karsi siilfonilamidden daha
etkili oldugu bulunmustur. Etkili oldugu diger gram pozitif ve gram negatif
bakteriler; Proteus vulgaris, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa’dir.
Hypericum perforatum metanol ekstresinin regine {izerinden fraksiyonlanmasi ile
elde edilen LI 160’1n antifungal etkisinin oldugu, gram pozitif bakterilere kars1 da
giiclii antibakteriyel etkisi oldugu gosterilmistir (Linde ve ark., 1996; Mazza ve
Oomah, 1998; Mills ve Bone, 2000). Bir baska calismada ise, Eschericia coli,
Salmonella sp., Klebsiella sp., Proteus vulgaris, Pseudomonas sp., Salmonella sp.,
Bacillus anthracis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae ve beta-
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hemolitik streptokoklar iizerinde hi¢ bir antibakteriyel etkinliginin olmadigi
gozlenmistir (Sengiil ve ark., 1991).

Hypericum scabrum ve Hypericum capitatum’un Bacillus cereus ve Candida
albicans’a kars1 etkili oldugu bulunmustur. Yine bu iki bitki ekstrelerinin Bacillus
catarrhalis, Achillea biebersteinii ve Pimpinella anisum tiirlerine kars1 zayif da
olsa antibakteriyel etkileri bulunmaktadir (Sokmen ve ark., 1999). Hypericum
glandulosum’un gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel etkisi bulunmaktadir
(Rabanal ve ark., 2005).

Analjezik etkisi

Hypericum perforatum’un belirgin analjezik etkisi vardir. Deney hayvanlarinda da
gosterilen bu analjezik etki santral sinir sistemi aracilifiyla ve endojen opioid
mekanizmalarin katkisi ile ortaya c¢ikmaktadir (Oztiirk ve ark., 1996a; 1997).
Hypericum perforatum’un bu etkisi klasik antidepresan ilaclara benzemektedir,
ciinkii klasik antidepresan ilaglarda da santral sinir sistemi aracilikli analjezik
etkisi vardir ve bu etkiye endojen opioid sistem aktivasyonu aracilik etmektedir
(Oztiirk ve ark., 2006). Yapilan 6n denemelerin sonuclarina gore, Hypericum
perforatum’un analjezik etkisinde de opioid mekanizmalar ve OP1 reseptor
aktivasyonu olduguna iliskin gozlemler elde edilmistir (Oztiirk ve Oztiirk, 2001)
S6z konusu analjezik etki diger tiirler olan Hypericum calycinum, Hypericum
caprifoliatum ve Hypericum polyanthemum ile de goriilmektedir (Oztiirk ve ark.,
1996b; Viana ve ark., 2003).

Antienflamatuar etkisi ve immiinolojik etkisi

Hypericum ekstresinin igindeki maddelerin bir kismi immiin sistemi
giiclendirirken diger bir kism1 da baskilamaktadir. Soyle ki, immiin sistemin
enfeksiyonla miicadelesini desteklerken, yaralanmalarda inflamasyonun artmasina
yol acan immiin etkiyi azaltmaktadir (Cass, 1998; Mazza ve Oomah, 1998).

Bitkinin ekstresi protein kinaz C, lipopolisakkarit, P maddesine bagh
siklooksijenaz—2, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve interlokin—6 salimini
baskilar. [n vivo ortamda inflamasyonu ve beyaz kan hiicrelerinin infiltrasyonunu
baskiladigi bulunmustur. Lenfosit ve T hiicrelerini aktive eden prostoglandin ve
sitokinlerden olan arasidonik asit ve lokotren B saliminmi inhibe etmektedir.
Kapiller damarlarin gecirgenligini azaltmaktadir (Helgason ve ark., 2000; Linde
ve ark., 1996; Mazza ve Oomah, 1998; Tedeschi ve ark., 2003).

Depresyonun tedavisinde uygulanan serotonerjik farmakoterapi immiin
fonksiyonun artmasina yol acar. Ozellikle, antidepresan tedavisi natural killer
(NK) hiicre aktivitesini artirir. NK hiicreleri, biiylik graniillii lenfosit hiicreleridir.
Viral enfeksiyona ve kanserli hiicrelere kars1 ilk savunma hiicreleridir. Hypericum
perforatum’un antidepresan aktivitesinin direk olarak immiin sistemin
fonksiyonunu da etkiledigi bulunmustur (Helgason ve ark., 2000).

Farelerle yapilan bir calismada Hypericum canariense ve Hypericum
glandulosum’un analjezik ve antienflamatuar etkisi bulundugu gosterilmistir
(Rabanal ve ark., 2005).
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Antioksidan etkisi

Hiicrelerin metabolizmalar esnasinda agiga ¢ikan reaktif oksijen parcalari (ROS)
hiicreler igin zararhdir. Ortamdan uzaklastirilmazsa bir takim molekiillerin
(proteinler, DNA ve yaglar gibi) hasarina yol acarlar. Hiicreler ROS’nin olumsuz
etkilerinden korunmak icin bir takim mekanizmalar gelistirmistir. Ancak bu
mekanizmalar zamanla yetersiz kalmakta yaslanmay1 hizlandirmaktadir (Silva ve
ark., 2005).

Antioksidan etki yaslanmaya bagl bir¢cok patojenik etkinin azaltilmasi veya
ortadan kaldirilmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bunlar; kanser, kalp hastaliklari, katarakt
ve biligsel bozukluklardir. Bu kronik hastaliklara yol acan serbest radikallerin ve
oksidatif siirecin antioksidanlar tarafindan bloke edildigi veya azaltildigina
inanilmaktadir (Mazza ve Oomah, 1998).

Bitki ve bitki tiirlerinin antioksidan aktiviteleri icerdikleri fenolik gruplardan
kaynaklanmaktadir. Hypericum perforatum ekstresinin antioksidan aktivitesi
icerdigi flavonlar ve fenolik asitler (kumarik, kaffeik ve ferulik asit)’dendir
(Skerget ve ark., 2005).

Hepatoprotektif etkisi

H. perforatum halk arasinda sariliga kars1 kullanilmaktadir (Mills ve Bone, 2000).
Bu etkisi karbon tetrakloriir ile deneysel hepatik dejenerasyon yapilan
kemirgenlerde (fare ve sican) kanitlanmustir (Oztiirk ve ark., 1992). Bu etkinin
steroit pregnan X reseptoriiniin aktivasyonundan kaynaklandig ileri siiriilmiistiir
(Moore ve ark., 2000). Bitkinin fraksiyonlanarak etkinin izlendigi 6n denemelerde
hiperisince zengin fraksiyonlarda hepatoprotektif etkinin daha fazla oldugu
gozlenmistir (Herekman-Demir ve ark., 2001).

Yara iyi edici etkisi

Hypericum perforatum’un yara iyilestirici etkileri ¢ok eskiden beri bilinmektedir.
Zeytinyag icinde bitkinin bekletilmesiyle hazirlanan pomat ve merhemlerin
yatalak hastalarda olusan yaralarin iyilesmesini hizlandirdig1 gézlenmistir (Fernie,
1897). Ayrica, yanik yaralarinin iyilesme siirecini kisaltmaktadir ve yara izinin
daha az olmasin saglamaktadir. Yara iyilestirici etkisinde bag doku hiicrelerini
(fibroblastlar1) uyararak, kollajen yapimin1 arttirip yarali bolgenin sikatris dokusu
ile kapanmasin1 saglamasi onemli rol oynamaktadir (Korkmaz ve ark., 2001;
Oztiirk ve ark., 2007). Yarali bolgede yeni derinin olusumunda epitel hiicrelerin
cogalmast iizerinde etkisi olduguna inanilmaktadir. Yara iizerinde antiseptik
aktiviteye de sahiptir. Yanik yarast ve diger yaralar {iizerindeki iyilestirici
etkisinde bitkinin antienflamatuar, antibakteriyel ve antifungal etkilerinin de katki
sagladig1 diisiiniilmektedir (Cass, 1998; Mazza ve Oomah, 1998; Mills ve Bone,
2000).

Fototoksik etkisi

Fototoksik etki (hiperisizim) yliksek miktarda sar1 kantaron otlayan hayvanlarda,
ozellikle koyun ve biiyiikbas hayvanlarinda, goriilmektedir (Schulz ve ark., 1998).

Yapisinda bulunan naftodiantronlar, 6zellikle hiperisin 1s18a duyarliligi
artirmaktadir. Fakat depresyon tedavisinde kullanilan dozunun kandaki miktar1 bu
toksik etkinin gozlemlenmesine yol agacak kadar cok degildir. Kullanilan
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miktarin ancak 30-50 kati1 kadar yiiksek dozda alinacak olursa fototoksik etki
goriilebilmektedir (Ernst ve 1zzo, 2003; Schulz ve ark., 1998; Vandenbogaerde ve
ark., 1994).

Antikanser etkisi

Hypericum’un antikanser etkisi daha cok fotodinamik tedavi (PDT) yontemiyle
arastirilmaktadir. Fotodinamik tedavi, kanser hiicreleri ile kotii huylu olmayan
fakat anormal biiyiiyen istenmeyen hiicrelerin biiyiimesinin durdurulmasini,
apoptoz ve nekrozunu indiiklemektedir. Hem in vitro hem de in vivo ortamlarda
kullanilmaktadir. Fotodinamik tedavi yontemi disinda yapisinda bulunan
antikanser etkinligi diisiiniilen bilesiklerin izolasyonu ile doz ve zamana bagh
hiicresel toksisitelerine in vitro ortamda bakilmaktadir (Ali ve ark., 2001; Piette ve
ark., 2003).

PDT’ de (Sekil 1) 1518a duyarlastirict bir ajan ile goriiniir 151k veya ultraviyole
(UV) 15181 kullanilmaktadir. Kullanilan 1s18a duyarlastiric1 ajan tiimor hiicreleri
tarafindan absorbe edilmeli ve tutulmali, goriiniir 15181n dalga boyu ise bu ajanla
ayn1 absorbsiyon spektrumuna sahip olmalidir. Bu ajan, goriiniir 151k ve oksijen
varliginda siiperoksit radikal anyonlar (:0,) (tip I reaksiyon), peroksidazlar (O;)
ve hidroksil radikaller (OH") (tip II reaksiyon) gibi sitotoksik iiriinler agiga ¢ikarir.
Bu sitotoksik iirtinler hiicre membraninin lipit ve proteinlerini oksitleyerek
irreversibl hiicresel hasara ve tiimoriin tahribatina yol acar. PDT istenmeyen
hiicreleri iki ana yolla 6ldiiriir: i.) Direk yol; hiicreler apoptozis ve/veya nekrozise
siiriiklenir. ii.) Dolayli yol; inflamasyon hiicrelerini uyarir (nétrofil, makrofaj vb.),
sitokinlerin salimi gerceklesir ve segici olmayan immiin sistem aktivasyonuna yol
acar. Bu yolaklarin olusumunda bir takim parametreler etkilidir. Isiga
duyarlagtirici ajanmin intraselliiler lokalizasyonu, fizikokimyasal 6zellikleri,
floresanin orani, oksijen miktar1 ve hiicre tipi gibi. (Agostinis ve ark., 2002;
Delaey, ve ark., 2000; Du ve ark., 2004; Liu ve ark., 2000; Piette ve ark., 2003;
Roscetti ve ark., 2004).

PDT’ de direk tiimor hiicresinin oliimiinde tiimor damarlanmasinda olusturdugu
degisiklikle de rol oynamaktadir. In vivo ortamda PDT’ den sonra tiimor
dokusunun kanlanmasinda azalma, damarsal yapr bozuklugu goriilmektedir
(Agostinis ve ark., 2002).

PDT o6zofagal kanser, erken donem akciger kanseri, mesane kanser cesitleri,
beyin, bas ve boyun, gdz, over kanserleri ile deri kanserlerinde (bazal ve squamoz
karsinoma, Kaposi’s sarkoma ve T hiicreli lenfoma) denenmektedir. Giiclii
lazerlerin gelisimi ve bunlarin fiber optik kablolarla kullanilmasi gelistikce klinik
uygulamalarin da cesitlilik kazanacagina inanilmaktadir (Agostinis ve ark., 2002).

Dogada bilinen en giiclii 15182 duyarlastirici ajanlar Hypericum tiirevleri olan
hiperisin, hiposirellin A ve B’dir. Hiperisinin PDT’ de enzim inhibisyonu tek bir
oksijen molekiilii ile gergeklesmektedir. Hiperisinin 1s1k ile aktivasyonu sonucu
protein kinaz C ve diger protein kinazlar1 stimiile eden bilytime faktorleri inhibe
olmakta, membran lipitlerinin peroksidasyonu indiiklenmekte, siiperoksit
dismiitaz aktivitesi artmakta ve hiicresel glutatyon seviyesi diismekte,
mitokondriyal fonksiyonlar zayiflamaktadir (Agostinis ve ark., 2002; Delaey, ve
ark., 2000).
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Isiga duyarlastirict ajan Isik

ROS
102, 02—, OH_, .

Hiicresel Hasar

Direk hiicre oliimii: Dolayl: hiicre 6liimii:
®  Apoptozis o Inflamasyon

®  Nekrozis ®  Spesifik olmayan immiin
aktivasyonu

Sekil 1. Fotodinamik Tedavinin Sematik Gosterimi

Hiperisin in vitro ortamda cesitli timor hiicrelerine karsi antikanser aktivite
gostermektedir. Bunlar; 16semi hiicreleri (K562, K562, 1-1210, P388, U937),
kolon kanseri hiicreleri (HCT-116, S32, S36A, SNU-C4), mide kanseri hiicreleri
(SNU-1), pankreas kanseri hiicreleri (MiaPaCa—2, PANC-1), hepatoma hiicreleri
(HepG2, MIHICI1), epidermoit karsinoma hiicreleri (A—431), glioblastoma
hiicreleri (A172, LN229, 93-492, U87), nasofarengial kanser hiicreleri (CNE2,
HKI1, TWO0-1), prostat kanseri hiicreleri (LNCaP, PC-3)’ dir. Yiiksek
konsantrasyonlarda bile normal hiicrelere toksik etki gostermemektedir (Ali ve
ark., 2001; Colasanti ve ark., 2000; Couldwell ve ark., 1994; Court, 2003; Delaey,
ve ark., 2000; Du ve ark., 2004; Hostanska ve ark., 2003; Liu ve ark., 2000; Piette
ve ark., 2003; Roscetti ve ark., 2004).

Epidermoit karsinoma hiicreleriyle karanlik ortamda yapilan caligsmalarda,
hiperisinin antitimor aktivitesinin, hiicre membraninda bulunan epidermal
biiytime faktorii reseptoOriiniin aktivitesini inhibe ederek oldugu bulunmustur.
Buna ek olarak T hiicresi protein tirozin kinazimi inhibe ettigi gosterilmistir
(Court, 2003; Mills ve Bone, 2000).

Yapilan bir bagka calismada karanlik ortamda hiperisinin hiperforin ile sinerjistik
etki gosterdigi, kaspaza bagl yolak ile apoptozisi indiikleyerek hiicresel oliime
yol actig1 gosterilmistir (Hostanska ve ark., 2003).

Multiple miyelom, meme, kolon ve kiigiik hiicreli akciger kanserlerinde gelisen
antikanser ila¢c rezistansinda rol oynayan glutatyon-S-transferazi hiperisin
baskilamaktadir (Du ve ark., 2004).
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Hiperisin kanser tanis1 konmasinda da kullanilmistir. Tiimor dokusuna selektif
olarak birikir, karakteristik parlak floresan 151k verir ve tiimoriin goriinmesini
saglar. Mesane kanserinde kanser hiicrelerine penetre olan hiperisin mavi 151k
altinda (dalga boyu 385450 nm) kirmiz1 floresan (600-640 nm) i1s1ma
yapmaktadir (Pytel ve Schmeller, 2002; Uzdensky ve ark., 2003).

Yan etkisi ve kontrendikasyonlar

Yapilan genis ¢aph calismalarda Hypericum ekstrelerinin iyi tolare edildigi ve ¢ok
az diizeyde yan etki ortaya c¢iktigni gosterilmistir. Hypericum ekstresi
kullanildiginda rapor edilen yan etkiler; gastrointestinal hassasiyet, alerjik
reaksiyonlar, yorgunluk, halsizlik, agiz kurulugu, 1s18a duyarlilik ve bunun sonucu
deride olusan lekelenmelerdir. Bu yan etkilerin biiyiikliigii hafif ile orta derece
arasindadir veya gecicidir (Henderson ve ark., 2002; Linde ve Kniippel, 2005).

Hypericum ekstresi zayif ve orta derecede depresyon tedavisinde endikedir. Fakat
ciddi depresyon vakalarinda - intihar diisiincesi ve psikotik belirtileri olan hastalar

gibi - uygun degildir. Ancak boyle durumlarda yardimci tedavi olarak
kullanilabilir (Linde ve Kniippel, 2005; Mills ve Bone, 2000).
Ilag Etkilesimleri

Hypericum ekstresi sitokrom p450 (CYP) enzimlerini aktive etmektedir. Bu
enzimler bir¢ok ilacin metabolizmasinda 6énemli rol oynamaktadir (Wang ve ark.,
2001). Ekstrenin bu etkisinin yapisinda bulunan hiperisin, amentoflavon ve
hiperforinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu ii¢ bilesige ek olarak kuersetin
ve klorojenik asitin de etkisine bakilmistir. Hiperforin lipofilik yapidadir ve steroit
pregnan X reseptoriiniin potansiyel aktivatoriidiir. Pregnan X reseptorii, CYP3A4
ve bir transport proteini olan P-glikoprotein’in indiiklenmesine neden olmaktadir.
Bu durum intestinal limenden ila¢ absorbsiyonunun diismesine yol acar (Mai ve
ark., 2004; Moore ve ark., 2000).

Hypericum ekstresinin su ilaglarmn biyoyararhligini diisiirdiigii  gosterilmistir;
digoksin, HIV proteaz inhibitorleri (indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir),
HIV non-niikleozid reverstranskriptaz inhibitorleri (nevirapin, efavirenz),
warfarin, teofilin, antikonviilzanlar (karbamazepin, fenobarbiton, fenitoin),
triptanlar (sumatriptan, naratriptan, rizatriptan, zolmitriptan), selektif serotonin
reuptake inhibitorleri (sitalopram, fluoksetin, fluvoksamin, paroksetin, sertralin),
imatinib mesilate, immiinosiipessantlar (siklosporin), oral kontraseptifler (Frye ve
ark., 2004; Henderson ve ark., 2002; Mai ve ark., 2004; Miiller ve ark., 2004).
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GERECLER
Kullanilan Hiicreler
A549 Kiiciik hiicreli olmayan akciger karsinomu

Akciger kanserleri diinya capinda Oliimlere neden olmaktadir. Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri bu kanser tiiriiniin %80’ini olusturmaktadir (Chang ve
ark., 2004; Kuo ve ark., 2005). A549 cell line’1 1972 yilinda Giard ve arkadaslari
tarafindan 58 yasindaki Orta Asya’li bir erkegin akciger karsinomalu dokusundan
explant kiiltiir teknigi ile izole edilmistir (http-2).

Lieber ve arkadaslan tarafindan yapilan calismalarda AS549 hiicrelerinin sistidin
difosfokolin yolaginda yiiksek oranda desatiire yag asitleri ile birlikte lesitin
sentezlediklerini ~ gostermiglerdir. ~ Hiicrelerin  keratin  pozitif  oldugu
immiinoperoksidaz boyama ile gosterilmistir (http—2).

Iki tip alveoler hiicre vardir. Tip I alveollerin i¢ yiizeyinin %96’sin1 kaplamaktadir
ve in vitro ortamda iiretmek zordur. Tip II ise daha az yiizey kaplar. Tip I’e gore
farkli ve bircok sayida fonksiyonlar1 vardir. Ayrica tip II hiicreler, tip I
hiicrelerinin ata hiicreleridir. A549 hiicreleri tip II hiicreleri orijinlidir (Fang ve
Aust, 1997; Shimizu ve ark., 2004).

Sitokinlerin ve tiimor promoterlarinin A549 hiicrelerinden prostaglandin E-2
(PGE,) ve siklooksijenaz—2 (COX-2)’nin yiiksek miktarlarda sentezlenmesine
neden oldugu gosterilmistir. PGE,; ve COX-2’nin sentezlenmesi sonucu ezonoit
yolaginda diizenleyici rol alan nitrik oksit ve indiiklenebilen nitrik oksit sentaz
enziminin de diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Banerjee ve ark., 2002; Tong ve
Tai, 2005).

A549 hiicrelerinden inflamasyona yol acgabilen ajanlarin varliginda interlokin-6 ve
interlokin-8 salgilanmaktadir (Garofalo ve ark., 1996; Jepsen ve ark., 2004).
Inflamasyon durumunda P maddesi A549 hiicrelerinde ROS ve bir transkripsiyon
faktorii olan AP-1’in indiiklenmesine yol agmaktadir (Springer ve ark., 2005).

HelLa Serviks adenokarsinomu

Izole edilen ilk insan kaynakli epitel kanseridir. Serviks epitel adenokarsinom
hiicreleridir. Scherer tarafindan 1952 yilinda 31 yasinda zenci bir kadindan
alinmigtir. Immiinoperoksidaz boyama ile keratin pozitif olduklar1 gosterilmistir.
Hiicrelerin %98’inde kiiciik telosentrik kromozomlar vardir. Test edilen 1385
hiicrenin tiimii andploididir (Florea ve ark., 2005; http-3; Macville ve ark., 1999).

p53 diizeyi diisiik, retinoblastoma baskilayici gen (pRB) seviyesi normal olarak
bulunmustur (Baldi ve ark., 1996; Scheffner ve ark., 1991;). Lizofosfatidilkolin,
aktivator protein 1, protein kinaz C yolagi ve c-jun-terminal kinaz aktivitesini
artirmaktadir (Fang ve ark., 1997; Huber ve ark., 1997; Jang ve ark., 1996).

Insan papilloma viriis 18 (HPV-18) proteini tasimaktadir. HPV-18 ile infekte
olan HeLa hiicrelerinden yiiksek oranda c¢oziinebilir APO-1/Fas antijeni
salgilanmaktadir. Polioviriisii 1 ve 2, Insan Polioviriisii 3, Adenoviriisii Tip 3,
Encephalomyocarditis viriislerine duyarlidir (Boshart ve ark., 1984; Bruder ve
Kovesdi, 1997; Gasowska-Giszczak ve ark., 2005; Macville ve ark., 1999;
Scherer ve ark., 1953; Schneider-Gadicke ve ark.,1986).
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HeLa hiicrelerinde dogal olarak diisiik siiperoksit dismiitaz aktivitesi vardir.
Hiicrede oksidatif stresin hiicresel etkilerini incelemek acisindan uygun bir
modeldir (Horakova ve ark., 2001). Sitozolik bir enzim olan acil fosfataz HeLa
hiicreleri icin giiclii bir apoptoz indiikleyicidir (Giannoni ve ark., 2000). Intrinsik
glukokortikoid reseptorleri bulundurur (Dvorak ve ark., 2005). Ug tip inositol
trifosfat reseptor izoformlart tespit edilmistir (Missiaen ve ark., 2004). HeLa
hiicrelerinde mitokondride kalsiyum birikimi diger epitel hiicrelerine gore daha
hizhidir. Mitokondri, niikleer tiibiil icine ve digina hareket edebilmektedir (Lui ve
ark., 2003; Varadi ve ark., 2004).

NIH3T3 Fibroblast hiicreleri

NIH Swiss fare embriyosundan elde edilen yiiksek oranda kontak inhibisyona
duyarli adherent fibroblast hiicreleridir (Jainchill ve ark., 1969). Ectromelia
viriisii’ne kars1 test edilmis ve negatif bulunmustur (http—4).

Fare Sarkoma viriisleri, Sitomegalo viriisleri, Hepatit B ve C ile Losemi
viriisleri’ne duyarhidir (Cavanaugh ve ark.,, 1996; Cranmer ve ark., 1996;
Gonzalez ve ark., 1996; Jung ve ark., 2003; Siess ve ark., 1996). DNA
transfeksiyonu calismalarinda kullanilmaktadir (Chang ve Pastan, 1996; Shisler
ve ark., 1996).

NIH3T3 hiicrelerinde fosfotidilinositol transfer proteinlerinin a ve 3 (PI-TPa ve
PI-TPB) olmak tiizere iki formu da bulunmaktadir. Bu proteinler niikleusa
yerlesmis, sitoplazmadan golgi sistemi ile baglantilidirlar. PI-TPa hiicreyi
apoptozise karsi korumakta, PI-TPP ise apoptozise karsi duyarli hale
getirmektedir (van Tiel ve ark., 2004).

Kullanilan Testler
Mitokondriyal aktiviteye dayali testler ve MTT olciimii

Bu testte tetrazolium tuzu, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid,
canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaza
bagh bir reaksiyonla mavi-mor renkli, suda coziinmeyen iiriin olan formazana
indirgenir. Formazan hiicre zari gecemediginden hiicre icinde toplanir. DMSO,
isopropanol veya diger uygun ¢oziicii ilavesiyle iiriin ¢6ziiniip, serbest kalir ve
kolorimetrik olarak tespit edilebilir hale gelir. Coziinen materyalin optik dansitesi,
¢Oziinmiis olan formazanin miktarinin verdigi absorbansa gore spektrofotometrik
olarak olciilebilir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi mitokondrinin saglamligi
ve metabolik aktivitesinin tanimlanmasim saglar. Bu da hiicre canliliginin 6l¢iisii
olarak alinir. Spektrofotometrik olarak olgiilen deger yasayan hiicre sayisi ile
iliskilendirilir. Bu yontem daha ¢ok hizli ¢ogalan ve mitokondriyal aktivitesi
yiiksek olan hiicre dizileri i¢in uygundur (Barile, 1997; Denizot ve Lang, 1986;
Horakova ve ark., 2001; Vijayan ve ark., 2003).

Lizozomal aktiviteye dayanan testler ve notral kirmizist boyama yontemi (NR)

Notral kirmizis1 boyasi zayif katyonik bir boyadir. Canli hiicrelere non iyonik
difiizyon yoluyla hiicre membranindan girmektedir. Daha sonra boya canli
hiicrenin lizozomlarina penetre olarak birikir. Bu yontemin temeli, test
maddesinin etki mekanizmasindan bagimsiz olarak, canli hiicre sayisindaki
azalmay1 O0lcmeye dayanmaktadir. Sadece canli hiicrelerde boyanin lizozomlar
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tarafindan absorplanmasi tam olabilir. Biiylimenin baskilanmasinin derecesi, test
maddelerinin miktarlar1 ile baglantili olarak, toksisitenin belirtisidir. Bu test
sayesinde seg¢ici olarak lizozomlan etkileyen kimyasallar tespit etmek miimkiin
olmaktadir. BoOylece test maddesinin etki mekanizmasinin anlasilmasinda da
faydalidir (Barille, 1997; Borenfreund ve Puerner, 1985; Svendsen ve ark., 2004).
Bu yontem de hizli ¢ogalan hiicre dizileri i¢cin uygundur (Horakova ve ark., 2001).

Asidik sartlarda, notral kirmizis1 boyasi ¢ift sarmalli DNA yapisina baglanmakta
ve floresan 151ma vermektedir (Heli ve ark., 2005; Huang ve ark., 2001; Wang ve
ark., 1999). In vivo ¢ahigmalarda noronal aktiviteye bagl olarak notral kirmizist
boyasinin floresans1 artmaktadir. Toksisitesinin az olmas1 nedeniyle noronal
aktivitenin goriintiilenmesinde giivenle kullanilabilmektedir. Serebral kortekste ki
Purkinje hiicreleri gibi néron gruplarimi secici olarak ve kolaylikla boyayabilme
ozelligine sahiptir (Okada, 2000).

Hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin olgiilmesi ve yumusak agar koloni
Jformasyonu

Yumusak agar koloni formasyonu, in vitro ortamda ilaca bagl sitotoksisitenin
belirlenmesinde uygun bir tekniktir. Bu yontemde kiiltiirde hiicrelerin olusturdugu
koloniler sayilmaktadir. Hiicrelere uygulanan test maddelerinin hiicrelerin koloni
olusturma kabiliyetlerini hafif, orta derecede veya ileri derecede etkiledigi
seklinde derecelendirilerek yorumlanmasini saglar. Ilaca duyarlihk koloni
sayisiyla orantilidir (Alley ve ark., 1982; Alley ve ark., 1991).

Timor hiicrelerinin sitotoksik ajanlara verdigi cevap in vitro ortam ile in vivo
ortam arasinda ilgilesim gostermektedir. Ayrica in vitro ortamda timor
hiicrelerinin gosterdigi koloni olusturma kabiliyeti, in vivo ortamdaki davranislar
hakkinda da fikir sahibi olmay1 saglamaktadir (Alley ve Lieber, 1984b; Kirkels ve
ark., 1983).

Kanser hiicrelerinin koloni olusturmasinda adhezyon molekiillerinin etkisi ile
vazoaktif intestinal polipeptitin etkisine bakilmistir (Moody ve ark., 1993; Yeates
ve Powis, 1997).

Hiicrelerdeki DNA ve RNA miktarlari ve akridin turuncusu ile boyama

Akridin turuncusu hiicre dongiisiiniin takibinde kullanigh, niikleik asitlere selektif
metakromatik bir boyadir. Akridin turuncusu, DNA ve RNA ile araya girerek
veya elektrostatik ¢ekim ile etkilesir. DNA’nin ¢ift sarmali arasinda biriken
akridin turuncusu yesil floresan 1s1ma gosterir; RNA’ya elektrostatik olarak
baglanan akridin turuncusu kirmiz1 floresan 1s1ma gosterir. Bu boyama, hiicrenin
dinleme ve aktif haline gore, boliinen hiicrelerde ve G; fazinda farkli 151ma
gosterebilir (Heli ve ark., 2005; Kuznetsov ve ark., 2004).

Akridin turuncusu ayrica, apoptozisin Slciilmesinde, intraselliiler pH oranlarinin
tespitinde ve proton pompasi aktivitesinde de kullanilmaktadir. Apoptozis
hiicrenin kiigiilmesi, kromatin kopmasi ve niiklear parcalanma gibi morfolojik
degisikliklerle karakterizedir. Bu degisiklikler akridin turuncusu ile boyanarak
goriintiilenebilmektedir. Akridin turuncusu hiicre igerisindeki lizozomlar gibi
asidik organelleri de boyamaktadir. Lizozomal aktivitenin artis orani, asitlik
oranim1 artirtr ve bu orana gore akridin turuncusu ile floresan 1s1may1 da
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artirmaktadir (Gordon ve ark., 2000; Halaby ve ark., 2004; Rodgers ve ark.,
1998).

Kullamlan Maddeler

Akridin turuncusu (Sigma)

Dimetilsiilfoksit - DMSO (Sigma, Merck)

Dulbecco’s Modification Eagles Medium (Biological Industries)
Fetal Calf Serum (Biological Industries)

Formaldehit (Merck)

Fosfat Tuz Tamponu (PBS-A)

Glasiyel Asetik Asit (Sigma)

Hank’s Balans Tuz Soliisyonu (Sigma)

Kalsiyum Kloriir — CaCl, (Merck)

MTT {3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromiir } (Sigma)
Notral kirmizisi (Sigma)

Penisilin — Streptomisin Soliisyonu (Sigma)

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Biological Industries)

Kullamilan Malzemeler

Otoklavlanabilir cam sise (Isolab)

96, 24 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP)

25 ve 75 em® ik kiiltiir siseleri (TPP)

15 ve 50 ml’lik merkezkag tiipii (TPP)

1,2, 5, 10 ve 25 mI’lik cam pipet (Isolab)

5, 10 ve 25 mI’lik tek kullamimlik pipet (Serological Pipette)
Neubauer lami (Isolab)

Kullanilan Cihazlar

Steril kabin (Holten)

Karbondioksit inkiibatorii (Heraeus)

Sogutmali merkezkag¢ (Heraeus)

Inverted mikroskop (Olympus)

Immiino-floresan mikroskop ve fotograf atagmani (Olympus)
ELISA cihaz1 (Bio-Tek)

Otoklav (Hirayama)

Kuru hava sterilizatorii (Heraeus)
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YONTEMLER
Hiicrelerin Testler Icin Hazirlanmasi

Hiicreler, deneyler icin yeterli sayiya eristiklerinde tripsinlenerek toplanmis ve
Neubauer lami ile sayilarak ml’de 250 000 hiicre olacak sekilde hiicre
siispansiyonu hazirlanmistir. MTT ve nétral kirmizis1 boyama yontemleri i¢in 96
kuyucuklu plakalara 0.1 ml hiicre siispansiyonu (25 000 hiicre) ekilip, hiicrelerin
plaka kuyucuklarinin tabanina yapigmalan icin 24 saat bekletilmistir. Siire
sonunda hiicrelerin iizerlerindeki besiyerleri plakalarin ters ¢evrilmesi suretiyle
uzaklastirilip, iizerlerine test maddelerinin istenen konsantrasyonlarini iceren taze
besiyerleri ilave edilmistir.

Hypericum perforatum’un ¢igek ve yapraklarindan elde edilen ekstresi (HPE) icin
1-10-50-100-250 mg.ml", Hypericum origanifolium’un ¢iceginden elde edilen
ekstresi (HOCE) i¢in 1-10-50-100-250 mg.ml"', Hypericum origanifolium’un
yapragindan elde edilen ekstresi (HOYE) i¢in 1-10-50-100-250 mg.ml'l,
Hypericum montbrettii’nin ¢iceginden elde edilen ekstresi (HMCE) i¢in 1-10-50-
100-250 mg.ml'l, Hypericum montbrettii’nin yapragindan elde edilen ekstresi
(HMYE) i¢in 1-10-50-100-250 mg.ml™" dozlar1 hazirlanmistir. Tiim maddelerde
¢oziicii olarak DMSO kullanilmigtir. Daha 6nce yapilan calismalarda 6ngoriilen
sekilde besiyerinde DMSO orant %0.1-0.2’yi ge¢meyecek sekilde maddeler
besiyerinde %0.1 olacak sekilde 1 ml i¢ine 1 ul DMSO’da verilmis ve final
konsantrasyonlar: HPE igin 1-10-50-100-250 pg.ml”, HOCE i¢in 1-10-50-
100-250 pg.ml”', HOYE i¢in 1-10-50-100-250 pg.ml”', HMCE igin 1-10-50—-
100-250 pg.ml™, HMYE icin 1-10-50-100-250 pg.ml™” olarak saglanmstir'.

Bu  konsantrasyonlarda  besiyerinde = hazirlanan  test = maddelerinin
konsantrasyonlari, kontrol grubu (bos besiyeri) ve %0.1 DMSO iceren ¢oziicii
kontrol grubu da teste eklenmistir. Test maddeleri igeren besiyerleri 96 kuyucuklu
plakalarin kuyucuklarina 24 saat sayimlart icin 0.1 ml, 48 saat sayimlar i¢in 0.2
ml, 72 ve 96 saat sayimlar1 i¢cin 0.3 ml koyularak gerekli siirelerde inkiibasyona
birakilip, bu siireler sonunda hiicrelere gerekli boyama yontemleri uygulanmistir.

Koloni formasyonu, sayimi yapilan hiicre siispansiyonundan ml’de 1000 hiicre
olacak sekilde hesaplayarak hazirlanmisgtir.

Akridin turuncusu icin, hiicreler 250 000 hiicre.ml” olacak sekilde petrilere
koyulan 22x22 mm steril lamellere ekilmistir. 24 saat sonra lamellerin iizerindeki
besiyerleri cekilip, test maddelerini iceren taze besiyerleri ilave edilmistir. Diger
testlerde test maddeleriyle goriilen maksimum etki siireleri kadar bekletildikten
sonra hiicrelere boyama islemi uygulanmlstlr(z).

MTT Olciimii

Test maddeleri ile gerekli siire bekletilen hiicreler alinip, besiyerleri uzaklastirilir.
MTT calisma soliisyonu, MTT stok ¢ozeltisinden taze olarak hazirlanmistir.

® “Bi.tki ekstreleri Anadolg Ugiversitesi Bitki, Hag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi
(AUBIBAM)’nde Dr. Nilgiin OZTURK tarafindan hazirlanmistir.

@ Kullanilan besiyerleri, katki maddeleri ve tampon ¢ozeltiler ile ilgili detayli bilgiler Ek1’de
sunulmustur.
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Her bir kuyucuga 0.1 ml MTT calisma soliisyonu ilave edilerek karbondioksit
inkiibatoriinde 3—4 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda plakalar
alinip, besiyerleri uzaklastirilmis ve 0.1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki
hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Bu deneyin her asamasi boya isikta bozuldugu igcin miimkiin
oldugunca karanlikta yapilmistir (Alley ve ark., 1988; Carmichael ve ark., 1987;
Chiba ve ark., 1998; Tsuruo ve ark., 1983; Zhang ve ark., 2004).

Notral Kirnizisi Boyama Yontemi ile Sitotoksisite Olciimii

Test maddeleri ile gerekli siire bekletilen hiicreler alinip, besiyerleri
uzaklagtirllmig ve 37 °C’ye getirilmis PBS ile yikanmustir. Notral kirmizisi
calisma soliisyonu her bir kuyucuga 0.1 ml ilave edilmis ve plakalar 37 °C’de 3—4
saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda plakalardan boyama c¢ozeltisi
uzaklagtinlmistir. Taze hazirlanan formaldehit-kalsiyum kloriir yikama ve fiksatif
solisyonundan 100’er ml ilave edilerek yikanmis ve soliisyon plakalardan
dokiilmiistiir. Daha sonra plakalar ters ¢evrilip kurutma kagidi iizerinde bir giin
bekletilerek kurutulmustur. Bu siire sonunda plakalarin her bir kuyucuguna 0.1 ml
asetik asit-etanol soliisyonu ilave edilerek 15 dakika oda 1sisinda bekletilmis ve 30
dakika calkalayicida kanistirilarak boya homojen hale getirilmistir. Plakalardaki
hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Bu deneyin her asamasi boya isikta bozuldugu i¢in miimkiin
oldugunca karanlikta yapilmistir (Alnuaimi ve ark., 2007; Chiba ve ark., 1998;
Valdivieso-Garcia ve ark., 1993; Valentin ve ark., 2001).

Yumusak Agar Koloni Formasyonu

Steril olarak hazirlanmis %3 select agar 60°C’ye ve besiyeri 37°C’ye getirilmistir.
Alt agar tabakasi 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugu icin 1 ml olacak sekilde
hesaplanarak hazirlanip hemen kuyucuklara ilave edildikten sonra donmasi igin 5
dakika buzdolabinda +4°C’de bekletilmistir. Bu sirada iist agar tabakasi i¢in de 6
kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 1 ml olacak sekilde ve bu 1 ml’lik iist
tabaka 1000 hiicre icerecek sekilde hesaplanarak hiicre siispansiyonu
hazirlanmistir. Bu karisim buzdolabindan alinan plakalara ilave edilmistir. Tekrar
buzdolabinda 5 dakika bekletildikten sonra iizerlerine bir kuyucugun toplam
hacmi 2 ml oldugu hesaplanarak 0.1 ml i¢inde test maddelerinin konsantrasyonlari
uygulanmus ve hiicreler 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Her giin takip edilerek
koloniler 35-40 hiicreye ulasinca (her hiicre i¢in bu siire farklidir, yaklagik 10-13
giin) inverted mikroskopta sayilmistir. Sayimlar ticer kez tekrar edilmistir (Alley
ve Lieber, 1984a; Moody ve ark., 1993; Yeates ve Powis, 1997).

Akridin Turuncusu ile Floresan DNA ve RNA Boyamasi

Test maddeleri ile gereken siire muamele edilmis lameller alinip, 2 kez 2 dakika
PBS ile yikanmistir. 5 dakika %70 etanol ile fikse edilen hiicreler 5 defa distile su
ile yikanmistir. Daha sonra bunlar 2 kez PBS’de bekletilip oda 1sisinda 15 dakika
akridin turuncusu caligsma soliisyonu ile boyanmistir. Lamellerin kurutma kagidi
tizerinde dik tutulmasi suretiyle boya uzaklastirilmis ve 4 kez PBS ile yikanmistir.
Lameller bir damla PBS damlatilmig lamlarin iizerine kapatilarak ve cevreleri
seffaf tirnak cilasi ile sabitlenerek floresan mikroskobunda incelenip, fotograflari
cekilmistir (Gordon ve ark., 2000; Halaby ve ark., 2004; Rodgers ve ark., 1998).
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Bu yontemde fiksasyondan sonraki tiim islemler miimkiin oldugunca karanlik bir
ortamda yapllmlstlr(3).

Istatiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirmeler icin SPSS® programi kullanilmistir. Elde edilen
veriler; hiicreler, giinler ve gruplar parametrelerine gore degerlendirilmis ve ¢ok
yonlii ANOVA ile post-hoc olarak da Tukey testi uygulanip anlamlik diizeyleri
belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.

@ Yontemlerde kullanilan soliisyon ve boya formiilleri ile ilgili detayl bilgiler Ek2’de
sunulmustur.
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BULGULAR ve TARTISMA
Hypericum montbrettii Cicegi Ekstresi

HMCE’nin MTT sonuglar
A549
140
120 +
£ 100 —+—bwso
N | —8— HMCE 1 pg/mil
S 801 —a— HMCE 10 pg/mi
% 60 | —%— HMCE 50 pg/ml
= 0] . —%— HMCE 100 pg/mi
&2 . —e— HMCE 250 g/mi
20 1
0
1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 2. HMCE’nin AS549 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamhilhik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii ¢igegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT 6l¢iim
sonuclarinda, A549 hiicrelerinde 1 ve 10 ug.ml'1 dozlarin DMSO ile yakin
oldugu, ikinci giinde birinci giine oranla 50, 100 ve 250 pg.ml’ dozlarda
sitotoksik etki oldugu, maksimum sonucun 100 ug.ml'1 dozda (% 45.2683 +
1.0253) ikinci giinde elde edildigi goriilmektedir (Sekil 2).

HelLa
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Sekil 3. HMCE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamhilik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii ¢icegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT 6l¢iim
sonuclarinda, HeLa hiicrelerinde 1 ve 10 pg.ml™ dozlarin etkilerinin DMSO ile
yakin oldugu, ancak 50, 100 ve 250 pg.ml™' dozlarda doza bagimli bir etkinin elde
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edildigi ve bu etkinin 6zellikle ikinci giinde baslayip dordiincii giin de devam eden
uzun siireli bir etki oldugu, bu dozlarda {i¢iincii giinde alinan cevaplarin birbirine
cok yakin oldugu gozlenmektedir. 250 pg.ml" Hypericum montbrettii gicegi
ekstresi uygulanmasi ile dordiincii giinde maksimum cevap olarak hiicre
popiilasyonunun kontrole gore (% 15.7500 £ 0.6160)'a kadar azaldig1 goriilmiistiir
(Sekil 3).

NIH3T3
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E —e— DMSO
N 80 * —&— HMCE 1 pg/ml
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0
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Sekil 4. HMCE’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhiklar, anlamhlik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii ¢icegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT 6l¢iim
sonuclarinda, NTH3T3 hiicrelerinde 1 ve 10 pg.ml™ dozlarin etkilerinin DMSO ile
yakin oldugu, 50, 100 ve 250 pg.ml™" dozlarda doza ve zamana bagimh bir etkinin
elde edildigi ve bu etkinin ikinci giinden itibaren artarak dordiincii giine kadar
siirdiigii, maksimum sonucun 250 ug.ml'1 dozda (% 12.8938 + 5.9829) dordiincii
giinde elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4).

HMCE’nin NR sonuglart

Hypericum montbrettii ¢igegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6lciim
sonuclarinda, A549 hiicrelerinde 50, 100 ve 250 ug.ml’1 dozlarda lizozomal enzim
miktarlarinda ikinci ve iiclincli giinde zamana bagl olarak azalma gozlenirken,
dordiincii giinde lizozomal enzim miktarinda artis gézlenmektedir. 1 ve 10 ug.ml’1
dozlarda DMSO'ya yakin degerler elde edilmistir. Maksimum etki 250 pg.ml”
dozda (% 38.8492 + 2.6395) iiciincii giinde goriilmiistiir (Sekil 5).

Hypericum montbrettii ¢igegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6lciim
sonuclarinda, HeLa hiicrelerinde 1 ve 10 ug.ml'1 dozlarda DMSO'ya yakin
degerler goriilmektedir. 50, 100 ve 250 pg.ml’ dozlarda lizozomal enzim
miktarlarinda doza ve zamana bagimhi olarak azalma oldugu, maksimum
azalmanin 250 pg.ml”' dozda (% 19.0138 + 1.9741) dordiincii giinde oldugu
gozlenmektedir (Sekil 6).

Hypericum montbrettii ¢igedi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR oOl¢iim
sonuglarinda, NIH3T3 hiicrelerinde 1 ve 10 pg.ml™ dozlarin etkilerinin DMSO'ya
yakin oldugu, 50, 100 ve 250 pg.ml” dozlarda lizozomal enzim miktarlarinda
ikinci ve dordiincii giinlerde azalma, iigiincii giinde ise hafif artis gozlenmektedir.
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Maksimum azalma 250 pg.ml”' dozda (% 13.0100 + 1.4563) dordiincii giinde
goriilmiistiir (Sekil 7).
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N
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Sekil 5. HMCE’nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmizis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar: acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar,
anlamlhilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)
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N 20 .
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1 2 3 4
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Sekil 6. HMCE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin notral kirmizis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhklar,
anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)
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Sekil 7. HMCE’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin notral kirmizis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhklar,
anlamhilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

HMCE ’nin koloni formasyonu sonuglart

A549
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120 1
100 -
80 A
60 -
40 1
20 1

m DMSO
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Koloni (%)

1 10 50 100 250
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Sekil 8. HMCE’nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu acisindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlaml farkhiliklar, anlamlilhik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii ¢igegi ekstresi uygulanan A549 hiicrelerinde 50 ug.ml'1
dozdan itibaren koloni sayilarinda azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 8).
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Sekil 9. HMCE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu acisindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

HMCE’ nin HeLa hiicrelerinde 10 ug.ml’1 dozdan itibaren koloni olusumunu
engelledigi goriilmektedir (Sekil 9).

HMCE’nin akridin turuncusu boyama sonuglar

Hypericum montbrettii cicegi ekstresi uygulanan AS549 hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, ilk dozdan itibaren hiicre sekillerinin
bozuldugu, RNA sentezinin azaldigi, mikroniikleuslarin gozlendigi, 10 ve 50
ug.ml'1 dozlarinda vakuollenme oldugu, hiicrelerin normal sekillerini kaybettigi
goriilmektedir. 100 ug.ml'1 ve 250 ug.ml'1 dozlarda RNA sentezinin tamamen
durdugu, c¢ekirdegin parcali bir hal aldigi ve diizgiin goriiniimiinii kaybettigi,
hiicrelerin 6liime gittikleri gdzlenmektedir (Sekil 10).

Hypericum montbrettii cice8i ekstresi uygulanan Hela hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, ilk dozdan itibaren kontrol ve DMSO
gruplarinda gozlenen RNA goriintiilerinin ve diizgiin kenarli ¢ekirdek yapisinin
kayboldugu, mikroniikleuslarin artti§i, c¢ekirdegin parcali bir hal aldi
goriilmektedir. 1 pg.ml™ dozdan itibaren RNA sentezinin durdugu, hiicre say1sinin
azaldigi ve normal sekillerinin kayboldugu, 100 ve 250 ug.ml'1 dozlarda
hiicrelerin kiiciildiigii ve 6liime gittigi gdzlenmektedir (Sekil 11).

Hypericum montbrettii ¢icegi ekstresi uygulanan NIH3T3 hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, ilk dozdan itibaren hiicre sekillerinin
bozuldugu, c¢ekirdeklerin kenarlarinin bozuldugu ve pargali bir hal aldigi
goriilmektedir. 100 pg.ml” dozda hiicrelerin fibroblastik 6zelliklerini yitirdigi,
uzantilariin azaldigi, 250 pg.ml™” dozda hiicrelerin parcalandigi gozlenmektedir
(Sekil 12).
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Sekil 10. HMCE uygulanan A549 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 ug.ml'l, d: 10
pg.ml’, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.ml™, g: 250 pg.ml™ (lem = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)
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Sekil 11. HMCE uygulanan HeL a hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 ug.ml'l, d: 10
pg.ml”, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.ml”, g: 250 pg.ml™* (1cm = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)
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Sekil 12. HMCE uygulanan NIH3T3 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1
pg.ml?, d: 10 pg.ml™, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.mlI™, g: 250 pg.ml” (1cm = 62.5 pm, biiyiitme
1600X)
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Hypericum montbrettii Yapragi Ekstresi

HMYE’nin MTT sonuclart
A549
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Sekil 13. HMYE’nin AS549 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamhihik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii yapragi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT 6l¢iim
sonuclarinda, A549 hiicrelerinde ikinci giinde DMSQ'ya gore 50, 100 ve 250
ug.ml’1 dozlarda sitotoksik etki oldugu, maksimum sonucun 100 ug.ml'1 dozda (%
51.5308 + 2.9960) iiciincii giinde elde edildigi, dordiincii giinde etkinin azaldig
goriilmektedir (Sekil 13).
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Sekil 14. HMYE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamhilik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii yaprag: ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT 6l¢iim
sonuclarinda, HeLa hiicrelerinde ilk giin baslayip dordiincii giin de devam eden
zamana ve doza bagiml bir etki gézlendigi, maksimum etkinin dordiincii giinde
ve 250 ug.ml'1 dozda (% 26.0700 + 1.8520) oldugu goriilmiistiir (Sekil 14).
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Sekil 15. HMYE’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamhihik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii yapragi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT 6l¢iim
sonuclarinda, NIH3T3 hiicrelerinde 1 ile 10 ug.ml'1 ve 50 ile 100 ug.ml'1
dozlarimin etkilerinin birbirine yakin oldugu, tiim dozlarda doza bagimli bir
etkinin elde edildigi, maksimum yanitin dordiincii giin 250 pg.ml™' dozda hiicre
yiizdelerinin (% 11.7300 £ 2.3256)'ya diistiigii gozlenmektedir (Sekil 15).

HMYE’nin NR sonuglar
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Sekil 16. HMYE’nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmizis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar: acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar,
anlamhilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii yaprag ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6l¢iim
sonuclarinda, A549 hiicrelerinde tiim dozlarda DMSO'ya yakin degerler elde
edilmistir. Lizozomal enzim miktarlarinda dordiincii giinde hafif artis
gozlenmektedir (Sekil 16).
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Sekil 17. HMYE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin notral kirmizis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar: acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar,
anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii yaprag: ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6l¢iim
sonuclarinda, HeLa hiicrelerinde 1, 10, 50 ve 100 pg.ml” dozlarda DMSO'ya
yakin degerler elde edilmistir. 250 pg.ml” dozda lizozomal enzim miktarlarinda
doza ve zamana bagimh olarak azalma oldugu, maksimum azalmanin 250 pg.ml™”
dozda (% 18.7838 £ 2.8343) dordiincii giinde oldugu gozlenmektedir (Sekil 17).
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Sekil 18. HMYE’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin notral kirmizis1 boyama yontemi
ile lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (¥) Giinlere gore anlamh
farkhliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii yaprag: ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6l¢iim
sonuclarinda, NIH3T3 hiicrelerinde 1 ve 10 pg.ml™ dozlarin etkilerinin DMSO'ya
yakin oldugu, 50 ve pg.ml” dozlarda lizozomal enzim miktarlarim dérdiincii
giinde azaldig, 250 pg.ml” dozda birinci giinden itibaren toksisite goriildiigii
maksimum toksisitenin (% 28.0388 + 6.4462) dordiincii gilinde oldugu
goriilmektedir (Sekil 18).
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HMYE’nin koloni formasyonu sonuclari
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Sekil 19. HMYE’ninA549 hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu acisindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlaml farkhiliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

HMYE’nin A549 hiicrelerinde 50 pg.ml”’ dozdan itibaren koloni olusumunu
engelledigi goriilmektedir (Sekil 8).
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Sekil 20. HMYE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu acisindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlaml farkhiliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum montbrettii yapragl ekstresi uygulanan HeLa hiicrelerinde koloni
formasyonu sonucuna gore 10 pg.ml” dozdan itibaren doza bagimh olarak koloni
sayisinda azalma goriilmektedir (Sekil 20).
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HMYE’nin akridin turuncusu boyama sonuglar

Sekil 21. HMYE uygulanan A549 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 pg.ml”, d: 10
pg.ml”, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.ml™, g: 250 pg.ml” (1cm = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)
Hypericum montbrettii yapragi ekstresi uygulanan A549 hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, 1 ug.ml'1 dozdan itibaren hiicrelerin
normal sekillerini kaybettigi, mikroniikleus, vakuollenme ve parcali cekirdek
goriintiileri tespit edilmektedir (Sekil 21).
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Sekil 22. HMYE uygulanan HeL a hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 ug.ml'l, d: 10
pg.ml’, e: 50 pg.ml ™, f: 100 pg.ml™, g: 250 pg.ml™ (lem = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)

Hypericum montbrettii yapragi ekstresi uygulanan Hela hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, 1 ve 10 pg.ml'1 hiicre sekillerinin
bozuldugu ve hiicre sayisinin azaldigi, mikroniikleuslar gozlendigi, 50 ug.ml'l
dozdan itibaren RNA sentezinin durdugu, hiicrelerin kiiciildiigii ve apoptotik bir
goriiniim aldig goriilmektedir (Sekil 22).
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Sekil 23. HMYE uygulanan NIH3T3 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1
pg.ml?, d: 10 pg.ml™, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.mlI™, g: 250 pg.ml” (1cm = 62.5 pm, biiyiitme
1600X)

Hypericum montbrettii yapragi ekstresi uygulanan NIH3T3 hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, 1 ve 10 pg.ml™” dozlarda hiicrelerde
vakuollenme olustugu, 100 pg.ml” dozda hiicrelerin kiigiildiigii, sayilarinin
azaldigi ve normal sekillerinin kayboldugu, 250 pg.ml’ dozda tamamen
parcalandiklan goriilmektedir (Sekil 23).
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Hypericum origanifolium Cicegi Ekstresi

HOCE’nin MTT sonuglart
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Sekil 24. HOCE’nin AS549 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamhilhik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum origanifolium cicegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT
Olctim sonuglarinda, A549 hiicrelerinde ilk giin hiicrelerdeki metabolizmanin tiim
dozlarda hafif arttigi, 50, 100 ve 250 pg.ml” dozlarda iigiincii giinde sitotoksik
etki gozlendigi, maksimum sitotoksik etkinin 100 pg.ml” dozda (% 34.3650 +
0.4879) iicilincii giinde elde edildigi, dordiincii giinde bu etkinin tiim dozlarda
ortadan kalktig1 goriilmektedir (Sekil 24).
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Sekil 25. HOCE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamhihik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum origanifolium cicegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT
Olciim sonuglarinda, Hela hiicrelerinde 1 ve 10 ug.ml'1 dozlarin etkilerinin
DMSO ile yakin oldugu, ancak 100 ve 250 ug.ml’1 dozlarda doza ve zamana
bagimli bir etkinin elde edildigi ve bu etkinin ikinci giinde baslayip dordiincii giin
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de devam eden uzun siireli bir etki oldugu gozlenmektedir. 250 ug.ml’1
Hypericum origanifolium ¢icegi ekstresi uygulanmasi ile dordiincii giinde
maksimum cevap olarak hiicre popiilasyonunun kontrole gore (% 20.7250 +
1.6330)'a kadar azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 25).

Hypericum origanifolium c¢icegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT
Olciim sonuglarinda, NIH3T3 hiicrelerinde 1 ve 10 ug.ml'1 dozlarin etkilerinin
DMSO ile yakin oldugu, 50 ve 100 ug.ml’1 dozlarinin etkilerinin birbirine yakin
oldugu, 250 ug.ml’1 dozda doza bagimli bir sitotoksik etkinin elde edildigi ve bu
etkinin ikinci giinden itibaren artarak dordiincii giine kadar siirdiigii, maksimum
sonucun 250 ug.ml’1 dozda (% 22.0875 + 2.3591) dordiincii giinde elde edildigi
goriilmektedir (Sekil 26).

NIH3T3
120
100
E —e— DMSO
N 80 —&— HOCE 1 pg/ml
8 —a— HOCE 10 pg/ml
c 60
5 —>— HOCE 50 pg/ml
= 4/ —%— HOCE 100 pg/mi
& —e— HOCE 250 pg/ml
20 -
0
1 2 3 4
Zaman (giin)

Sekil 26. HOCE’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamlihik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)
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Sekil 27. HOCE’nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin noétral kirmizis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhklar,
anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)
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Hypericum origanifolium ¢igegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6l¢iim
sonuclarinda, A549 hiicrelerinde 1, 10 ve 50 ug.ml’1 dozlarda DMSO'ya yakin
degerler elde edilmistir. 100 ve 250 pg.ml’ dozlarda lizozomal enzim
miktarlarinda ikinci ve iiclincli giinde zamana bagli olarak azalma gozlenirken,
dordiincii giinde lizozomal enzim miktarinda artis gézlenmektedir. Maksimum
etki 250 pg.ml™' dozda (% 46.1385 *2.3300) ikinci giinde goriilmiistiir (Sekil 27).
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Sekil 28. HOCE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmmzis1i boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar: acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar,
anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum origanifolium ¢igegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6l¢iim
sonuclarinda, HeLa hiicrelerinde 1, 10ve 50 pg.ml” dozlarda DMSO ile yakin
degerler goriilmektedir. 100 ve 250 ug.ml'1 dozlarda lizozomal enzim
miktarlarinda doza ve zamana bagimli olarak azalma oldugu, maksimum inhibitor
yanitin 250 pg.ml” dozda (% 18.8200 + 1.4226) dordiincii giinde oldugu
gozlenmektedir (Sekil 28).
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Sekil 29. HOCE’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmizis1 boyama yontemi
ile lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh
farkhiliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)
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Hypericum origanifolium ¢igegi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6l¢iim
sonucglarinda, NIH3T3 hiicrelerinde 1, 10 ve 50 ug.ml'1 dozlarin etkilerinin
DMSO ile yakin oldugu, 100 ve 250 ug.ml'1 dozlarda lizozomal enzim
miktarlarinin ikinci ve dordiincii giinde azaldigy, iicilincii giinde arttigi, maksimum
toksisitenin 250 Mg.ml'1 dozda (% 37.2838 £ 5.6924) dordiincii giinde oldugu
goriilmektedir (Sekil 29).

HOCE’nin koloni formasyonu sonuglart
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Sekil 30. HOCE’nin AS549 hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu acisindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlaml farkhiliklar, anlamlihik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

HOCE’nin A549 hiicrelerinde koloni formasyonu sonucuna gore ilk dozdan
itibaren doza bagimli olarak koloni sayisinda azalma oldugu goriilmektedir (Sekil
30).
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Sekil 31. HOCE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu acisindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)
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HOCE’nin HeLa hiicrelerinde koloni formasyonu sonucuna gore ilk dozdan
itibaren doza bagimli olarak koloni sayisinda azalma oldugu goriilmektedir (Sekil
31).

HOCE’nin akridin turuncusu boyama sonuglar

Sekil 32. HOCE uygulanan A549 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 ug.ml'l, d: 10
pg.ml”, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.ml”, g: 250 pg.ml”" (1em = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)

Hypericum origanifolium cicegi ekstresi uygulanan A549 hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, 1 pg.ml' dozdan itibaren hiicre
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sekillerinin bozuldugu, mikroniikleus ve vakuollerin oldugu goriilmektedir (Sekil
32).

Sekil 33. HOCE uygulanan HeLa hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 pg.ml”, d: 10
pg.ml”, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.ml™, g: 250 pg.ml”" (1cm = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)

Hypericum origanifolium cicegi ekstresi uygulanan Hela hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, 1 ve 10 ug.ml'l dozlarda hiicrelerde
RNA sentezinin durdugu, 100 pg.ml" dozda hiicrelerin kiigiildiigii, vakuollenme
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oldugu, sayilarimim azaldigi ve normal sekillerinin kayboldugu, 250 pg.ml” dozda
tamamen parcalandiklar1 goriilmektedir (Sekil 33).

Sekil 34. HOCE uygulanan NIH3T3 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1
pg.ml”, d: 10 pg.ml™, e: 50 pg.ml”, f: 100 pg.ml”, g: 250 pg.ml” (1cm = 62.5 pm, biiyiitme
1600X)

Hypericum origanifolium cicegi ekstresi uygulanan NIH3T3 hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, 50 ug.ml'1 dozdan itibaren hiicrelerde
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RNA sentezinin durdugu, hiicre sekillerinin bozuldugu, sayilarimin azaldigi,
mikroniikleus ve vakuollenme goriilmektedir (Sekil 34).

Hypericum origanifolium Yapragi Ekstresi

HOYE’nin MTT sonuglar
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Sekil 35. HOYE’nin AS549 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhiklar, anlamhlik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum origanifolium yapragi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT
ol¢iim sonuglarinda, A549 hiicrelerinde antiproliferatif etkinin 100 ve 250 pg.ml”
dozlarda ikinci giinden itibaren goriildiigli, maksimum sitotoksik etkinin 250
ng.ml™ dozda (% 55.9588 + 1.4989) dordiincii giinde elde edildigi goriilmektedir
(Sekil 35).
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Sekil 36. HOYE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhiklar, anlamhlik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum origanifolium yapragi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT
Olciim sonuglarinda, HeLa hiicrelerinde 1, 10, 50 ve 100 ug.ml'1 dozlarda birinci
giin hiicre metabolizmasinda hafif bir artis oldugu, bu etkinin 1, 10 ve 50 ug.ml'1
dozlarda iigiincii giinden itibaren 100 pg.ml™" dozda ikinci giinden itibaren azaldig1
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gozlenmektedir. 100 ve 250 ug.ml’1 dozlarda ikinci giinden itibaren doérdiincii
giine kadar devam eden doza bagiml bir antiproliferatif etki elde edildigi, li¢iincii
giinde alinan cevabin birbirine ¢ok yakin oldugu ve maksimum sonucun dordiincii
giinde 250 pg.ml" dozda (% 27.3863 +2.7658) oldugu goriilmektedir (Sekil 36).
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Sekil 37. HOYE’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhiklar, anlamhlik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum origanifolium yapragi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT
olciim sonuglarinda, NTH3T3 hiicrelerinde 1, 10, 50 ve 100 pg.ml™” dozlar ile elde
edilen sonuglarin birbirine yakin oldugu, 250 pg.ml” dozda doza bagimli bir
sitotoksik etkinin elde edildigi ve bu etkinin birinci giinden itibaren artarak
dordiincii giine kadar siirdiigii, maksimum sonucun 250 pg.ml” dozda (% 16.0125
+ 2.3256) dordiincii giinde elde edildigi goriillmektedir (Sekil 37).

HOYE’nin NR sonuglan
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Sekil 38. HOYE’nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmizis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar: acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar,
anlamhilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum origanifolium yapragl ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR
Olctim sonuglarinda, A549 hiicrelerinde 1 ve 10 ug.ml'1 dozlarda DMSQ'ya yakin
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degerler elde edilmistir. 50 pg.ml” dozda lizozomal enzim miktarlarinda ikinci
giinde azalma oldugu, dordiincii giinde ise artis oldugu goriilmektedir. 100 ve 250
ug.ml’1 dozlarda lizozomal enzim miktarlarinda birinci ve ikinci giinde azalma
oldugu, bu etkinin dordiincii giinde ortadan kalktigi, lizozomal enzim
miktarlarindaki maksimum azalmanin {igiincii giinde 250 ug.ml'1 dozda (%
31.3983 £ 1.1825) oldugu goriilmektedir (Sekil 38).
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Sekil 39. HOYE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmizis1i boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhklar,
anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum origanifolium yapragl ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR
olciim sonuglarinda, HeLa hiicrelerinde 50 pg.ml” dozda iigiincii ve dordiincii
giinde lizozomal enzim miktarlarinda azalma oldugu goriilmektedir. 100 ve 250
pg.ml™ dozlarda ise lizozomal enzim miktarlarinda ikinci giinde artma oldugu,
diger giinlerde azalma oldugu goriilmektedir. Maksimum azalmanin 100 ug.ml'1
dozda (% 14.2838 + 0.8727) dordiincii giinde oldugu gozlenmektedir (Sekil 39).
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Sekil 40. HOYE’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmzis1 boyama yontemi
ile lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (¥) Giinlere gore anlamh
farkhiliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)
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Hypericum origanifolium yapragi ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR
Olciim sonuglarinda, NIH3T3 hiicrelerinde 1, 10, 50 ve 100 ug.ml'1 dozlarin
etkilerinin DMSQ'ya yakin oldugu goriilmektedir. 250 ug.ml'1 dozda ikinci
giinden itibaren toksisite goriildiigii maksimum toksisitenin (% 22.5313 + 4.7071)
dordiincii giinde oldugu goriilmektedir (Sekil 40).

HOYE ’nin koloni formasyonu sonuclart
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Sekil 41. HOYE’nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu a¢isindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlaml farkhiliklar, anlamlihik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

HOYE’nin A549 hiicrelerinde 100 ve 250 ug.ml'1 dozlarda koloni sayisinda
azalma goriilmektedir (Sekil 41).
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Sekil 42. HOYE’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu acisindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlaml farkhiliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

HOYE’nin Hela hiicrelerinde koloni formasyonu sonucuna gore ilk dozdan
itibaren doza bagimli olarak koloni sayisinda azalma oldugu goriilmektedir (Sekil
42).
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HOYE ’nin akridin turuncusu boyama sonuglar

Sekil 43. HOYE uygulanan A549 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 pg.ml”, d: 10
pg.ml”, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.ml™, g: 250 pg.ml” (1cm = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)
Hypericum origanifolium yaprag: ekstresi uygulanan A549 hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, ilk dozdan itibaren hiicrelerin normal
sekillerinin bozuldugu ve vakuollenme oldugu, 50 ug.ml'1 dozda mikroniikleuslar
olustugu, 100 ve 250 ug.ml'1 dozlarda hiicrelerin 6zelliklerini tamamen yitirdikleri
goriilmektedir (Sekil 43).
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Sekil 44. HOYE uygulanan HeLa hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 p,g.ml'l, d: 10
pg.ml”, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.ml”, g: 250 pg.ml™* (1cm = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)

Hypericum origanifolium yaprag: ekstresi uygulanan Hel.a hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, 1 ug.ml'l dozdan itibaren hiicrelerde
vakuollenme oldugu, mikroniikleuslarin olustugu, 10 ug.ml'l dozdan sonra RNA
sentezinin durdugu, hiicrelerin giderek sagliksiz bir goriintii gosterdigi, cekirdegin
merkezden hiicre membranma yaklastigi, 250 pg.ml” dozda hiicrelerin Sliime
gittigi goriilmektedir (Sekil 44).
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Sekil 45. HOYE uygulanan NIH3T3 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi
sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1
pg.ml?, d: 10 pg.ml™, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.mlI™, g: 250 pg.ml” (1cm = 62.5 pm, biiyiitme
1600X)

Hypericum origanifolium yapragl ekstresi uygulanan NIH3T3 hiicrelerinde
akridin turuncusu ile floresan boyama sonucunda, 10 pg.ml™" dozda ¢ekirdeklerin
parcali bir hal aldigi, vakuollenme ve mikroniikleuslarin olustugu, 50 pg.ml™
dozdan sonra RNA sentezinin durdugu, hiicrelerin sayilarmin azaldigi, tek
baslarina oldugu, normal sekillerini kaybettikleri, giderek kiigiildiikleri, ¢cekirdek
ve sitoplazmalarinin belirsizlestigi goriilmektedir (Sekil 45).
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Hypericum perforatum Ekstresi

HP’nin MTT sonuclar
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Sekil 46. HP’nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhiklar, anlamhlik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum perforatum ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT 6lciim
sonuclarinda, A549 hiicrelerinin metabolizmasinda ikinci ve tigiincii giinde doza
bagimli bir azalma goriildiigii, dordiincii giin bu etkinin ortadan kalktig
gdzlemlenmistir. Maksimum sitotoksik etkinin 250 pg.ml” dozda (% 40.1358 +
1.1194) ticiincii giinde elde edildigi goriilmektedir (Sekil 46).
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Sekil 47. HP’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhiklar, anlamhlik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum perforatum ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT olciim
sonuclarinda, HeLa hiicrelerinde 1, 10 ve 50 pg.ml” dozlarda ikinci giinde
DMSO'ya yakin bir etki elde edildigi, 100 ve 250 pg.ml" dozlarda ilk giin elde
edilen sonuglarin dort giin boyunca doza ve zamana bagiml olarak artarak devam
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ettigi, ligiincii giinde alman cevabin birbirine ¢ok yakin oldugu ve maksimum
sonucun dordiincii giinde 250 pg.ml' dozda (% 18.3413 + 1.1708) oldugu
goriilmektedir (Sekil 47).
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Sekil 48. HP’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin MTT proliferasyon testi ile
degerlendirmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhiklar, anlamhlik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum perforatum ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan MTT 6lciim
sonuglarinda, NIH3T3 hiicrelerinde 100 ve 250 pg.ml" dozlarda doza bagiml bir
toksisite goriildiigii ve bu etkinin ikinci giinden itibaren artarak dordiincii giine
kadar siirdiigii, maksimum sonucun 250 ug.ml'1 dozda (% 11.7850 = 0.3409)
dordiincii giinde elde edildigi goriilmektedir (Sekil 48).
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Sekil 49. HP’nin A549 hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmizis1i boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhlhklar,
anlamhilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum perforatum ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6l¢iim
sonuclarinda, A549 hiicrelerinde 50 pg.ml™ dozda lizozomal enzim miktarlarinda
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birinci giinde azalma oldugu, diger giinlerde ise DMSO ile benzer etki
gozlenmektedir. 100 ve 250 pg.ml™" dozlarda lizozomal enzim miktarlarinda ikinci
ve iiclincii glinlerde azalma oldugu, bu etkinin dordiincii giinde ortadan kalktigi,
lizozomal enzim miktarlarindaki maksimum azalmanin {i¢iincii giinde 250 ug.ml’1
dozda (% 35.7433 £ 1.9229) oldugu goriilmektedir (Sekil 49).
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Sekil 50. HP’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin notral kirmizis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar1 acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhhklar,
anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)

Hypericum perforatum ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6lgiim
sonuclarinda, HelLa hiicrelerinde 50 pg.ml'1 dozda dordiincii giinde lizozomal
enzim miktarinda azalma oldugu goriilmektedir. 100 ve 250 pg.ml'1 dozlarda ise
lizozomal enzim miktarlarinda ikinci ve iigiincii giinde artma oldugu, dordiincii
giinde azalma oldugu goriilmektedir. Maksimum azalmamn 100 pg.ml™ dozda (%
15.7788 £ 1.1198) dordiincii giinde oldugu gozlenmektedir (Sekil 50).
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Sekil 51. HP’nin NIH3T3 hiicreleri iizerine etkilerinin nétral kirmzis1 boyama yontemi ile
lizozomal enzim miktar: acisindan degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar,
anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama degerler + Standart hata (n=8)
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Hypericum perforatum ekstresi uygulanan hiicrelerde yapilan NR 6l¢iim
sonuclarinda, NIH3T3 hiicrelerinde 100 ve 250 ug.ml'1 dozlarda lizozomal enzim
miktarlarinda ikinci ve dordiincii giinlerde azalma, tiglincii giinde ise hafif bir artis
gozlenmektedir. Maksimum azalma 250 pg.ml”’ dozda (% 10.9088 + 0.4771)
dordiincii giinde goriilmiistiir (Sekil 51).

HP’nin koloni formasyonu sonuglart

A549
120
100
;\'; 80
E 60 m DMSO
g @ HPE
X

50 100 250
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 52. HP’nin AS549 hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu ac¢isindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlaml farkhiliklar, anlamlihik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

HP’nin A549 hiicrelerinde koloni formasyonu sonucuna gore ilk dozdan itibaren
doza bagimli olarak koloni sayisinda azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 52).

HelLa

m DMSO
@ HPE

(%) Koloni

50 100 250
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 53. HP’nin HeLa hiicreleri iizerine etkilerinin koloni formasyon olusumu acisindan
degerlendirilmeleri (*) Giinlere gore anlamh farkhliklar, anlamlilik degeri p<0.05, Ortalama
degerler + Standart hata (n=8)

HP’nin Hel.a hiicrelerinde koloni formasyonu sonucuna gore ilk dozdan itibaren
doza bagimli olarak koloni sayisinda azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 53).
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HP’nin akridin turuncusu boyama sonuglar

Sekil 54. HPE uygulanan A549 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c¢: 1 pg.ml”, d: 10
pg.ml”, e: 50 pg.ml™, f: 100 pg.ml™, g: 250 pg.ml” (1cm = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)
Hypericum perforatum ekstresi uygulanan A549 hiicrelerinde akridin turuncusu
ile floresan boyama sonucunda, 10 ug.ml'1 dozdan itibaren RNA sentezinin
azaldigi, hiicrelerin normal sekillerinin bozuldugu, 250 ug.ml'l dozda oliime
gittigi goriilmektedir (Sekil 54).
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Sekil 55. HPE uygulanan HeLa hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 ug.ml'l, d: 10
pg.ml’, e: 50 pg.ml ™, f: 100 pg.ml™, g: 250 pg.ml™ (lem = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)
Hypericum perforatum ekstresi uygulanan HeLa hiicrelerinde akridin turuncusu
ile floresan boyama sonucunda, ilk dozdan itibaren RNA sentezinin azaldigi,
hiicre ¢ekirdeklerinin parcali bir hal aldigi, mikroniikleuslarin olustugu, hiicrelerin
bol vakuollii ve karakterizasyonlarini yitirmis olduklar1 goriilmektedir. 250
png.ml” dozda hiicrelerin pargalandigi gozlenmektedir (Sekil 55).
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Sekil 56. HPE uygulanan NIH3T3 hiicrelerinin akridin turuncusu ile boyanmasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. a: Kontrol, b: DMSO, c: 1 ug.ml'l, d: 10
pg.ml’, e: 50 pg.ml ™, f: 100 pg.ml™, g: 250 pg.ml™ (lem = 62.5 pm, biiyiitme 1600X)

Hypericum perforatum ekstresi uygulanan NIH3T3 hiicrelerinde akridin
turuncusu ile floresan boyama sonucunda, ilk dozdan itibaren doza bagimli olarak
hiicre sekillerinin gitgide bozuldugu, 50 pg.ml'1 dozda RNA sentezinin durdugu,
100 pg.ml'1 ve 250 pg.ml'1 dozlarda hiicre sitoplazmalarinin belirsizlestigi,
hiicrelerin 6liime gittigi gozlenmektedir (Sekil 56).
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SONUC ve ONERILER

Bu calismada kullanilan bitkilerden Hypericum perforatum’un sitotoksik,
antiproliferatif ve proapoptotik etkileri daha Onceden cesitli arastiricilarin
raporlariyla bildirilmistir (Couladis ve ark., 2002; Hostanska ve ark., 2003;
Roscetti ve ark., 2004). Hatta igerdigi hiperforin, amentoflavon gibi maddelerin
sitotoksik, antianjiojenik, apoptotik ve antiproliferatif etkileri de gosterilmistir
(Guruvayoorappan ve Kuttan, 2007). Ayrica antikanser aktiviteyi destekler
nitelikte bu bitkinin antioksidan o©zellikleri de yine daha ©Onceden yapilmis
arastirmalarla gosterilmistir (Silva ve ark., 2005; Skerget ve ark., 2005). Tez
calismalar1 kapsaminda elde edilen bulgular daha 6nceden Hypericum perforatum
ile elde edilen bu gozlemleri dogrular niteliktedir. Ancak ayn1 familyaya ait diger
iki bitki tiiriiniin kanserle iligkili olarak heniiz hicbir etkisi arastirilmamistir. Bu
iki tiirden Hypericum montbrettii ile ilgili bugiine kadar tek biyoaktivite calismasi
yapilmistir; bu tiiriin kurutulmus c¢igeklerinden hazirlanan c¢esitli ekstrelerin
antibakteriyel etkiler tasidig1 yapilan bir in vitro calismayla gosterilmistir (Sakar
ve Tamer, 1990). Calisilan iiclincii tiir olan Hypericum origanifolium ile ilgili
yaymlanmis biyoaktivite calismasi bulunmamaktadir. Ancak  Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Ana Bilim Dali laboratuarlarinda
gerceklestirilen bir tez ile bu iki tiriin (Hypericum montbrettii ve Hypericum
origanifolium) antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkileri gosterilmistir
(ibadova, 2006). Bu gozlemler Hypericum montbrettii ve Hypericum
origanifolium’un antikanser 6zellikler tasiyabileceginin kaniti olmasindan dolayzi,
cicek ve yapraklarindan ayr ayn hazirlanan ekstrelerinin kanser hiicreleri olan
A549, HelLa ve bir normal hiicre olan NIH3T3 iizerinde antiproliferatif ve
sitotoksik etkileri aragtirilmistir.

Her iig tiiriin ekstrelerinden elde edilen bulgulara gore antiproliferatif ve sitotoksik
etkileri ag¢isindan birbirlerine benzemektedirler. Ancak ndétral kirmizis1 sonuglart
acisindan ekstreler arast bazi farklhiliklar gdze c¢arpmaktadir. Notral kirmizisi
deneyi apoptotik aktivite ac¢isindan onemli enzimleri iceren lizozomal aktiviteyi
O0lcmektedir (Ondrouskova ve ark., 2007; Tardy ve ark., 2006). Gozlemlerimiz
farkli ekstrelerin farkli hiicre tiplerinde lizozomal aktiviteyi farkli bigimlerde
etkiledigini gostermektedir. Ornegin, Hypericum montbrettii cicedi ekstresi 100
ve 250 ug.ml’1 dozlarda A549 hiicrelerinde 2. ve 3. giinlerde lizozomal enzim
miktarinda azalma, 4. giinde lizozomal enzim miktarinda artis gézlenirken, HeLa
hiicrelerinde ayn1 dozlarda zamana bagli olarak lizozomal aktivitede azalma
goriilmekte, NIH3T3 hiicrelerinde ise 3. giinde artis, 4. giinde de azalma
gozlenmektedir. Hypericum montbrettii yapragi ekstresinde ise 250 dozda A549
hiicrelerinde zamana bagli olarak lizozomal aktivitede artis, HeL.a hiicrelerinde ise
zamana bagl olarak azalma goriilmektedir. Hypericum perforatum ekstresinde
A549 hiicrelerinde 100 ve 250 pg.ml” dozlarda 2. ve 3. giinde lizozomal enzim
miktarinda azalma 4. giinde ise artig goriilirken, HelLa hiicrelerinde 2. ve 3.
giinlerde artig, fakat 4. giinde ise azalma gozlenmektedir. Bu farkliliklar ¢ok
biiyiik bir olasilikla ekstrelerin bilesimlerindeki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir.

Akridin turuncusu ile boyama sonuglarinda elde ettigimiz goriintiilerde tiim
ekstrelerde diisiikk dozlardan itibaren hiicrelerin normal sekillerini kaybettigi
goriilmekte, 100 ve 250 pg/ml gibi yiikksek dozlarda da niikleuslarinin
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parcalandigi, hiicrelerin  kiiclildiigi ve apoptotik bir goriinim aldig
gozlenmektedir. Lizozomal enzim aktivitesindeki artisa paralel olarak artan asitlik
oraniin boya ile floresan 1s1may1 artiracagi bilinmektedir (Gordon ve ark., 2000;
Halaby ve ark., 2004). Bu bilgi baglaminda, boyama sonuglarinin nétral kirmizisi
sonuclariyla paralellik gosterdigi gozlenmistir. Ornegin, Hypericum montbrettii
yapragi ekstresi uygulanan A549 hiicrelerinde 250 pg.ml” dozda diger dozlara
gore daha fazla 1s1ma goriilmektedir.

Deneylerde dikkat ¢eken bir bagka nokta ise, kullanilan tiim ekstrelerin koloni
formasyonunu azaltmasidir. Koloni formasyonu, kanser patojenezinde énemli bir
asamalar olan anjiojenez ve metastaz agisindan onemli bir parametredir (Shen ve
ark., 2007). Bitki ekstreleri koloni formasyonunu inhibe ettiginden dolay1 her ii¢
tiiriinde antianjiojenik ve antimetastatik etkilerinin oldugu akla yakin bir olasilik
olarak diisliniilmelidir (Medina ve ark., 2006). Zaten daha Onceden yapilan
calismalarla Hypericum perforatum’un bilesenlerinden bir tanesi olan hiperforinin
cok net olmamakla birlikte antimetastatik ve antianjiojenik etkilerinin oldugu savi
ileri siiriilmiistiir. Bulgulannmiz Medina ve arkadaslart (2006) tarafindan elde
edilen gozlemleri dogrular niteliktedir. Ne var ki, calisilan ekstrelerin hiperforin
ve diger fitokimyasal bilesenleri hakkinda heniiz bilgi sahibi olunamamasi
nedeniyle daha detayli yorum yapmak olasi degildir. Yine tez calismalarinda
ortaya cikan ortak bir ozellik olarak, her ii¢ ekstrenin nispeten yiiksek dozlardaki
(100-250 pg.ml™) sitotoksik etkisi dikkat ¢cekmektedir. Bu sitotoksik etki biiyiik
bir olasilikla ekstrelerde bulunan hiperisin ve pseudohiperisin  gibi
naftodiantronlardan kaynaklanmaktadir. Bu goriisii destekleyen calismalar
yapilmistir (Ali ve ark., 2001; Blank ve ark., 2003; Martarelli ve ark., 2004).
Ancak, bu gozlemlerin ekstrelerin fitokimyasal analizi ile pekistirilmesi
gerekmektedir. Halen bu iki bitki ekstresinin fitokimyasal analizleri italya da bir
arastirma gurubu ile kolaboratif arastirma halinde gerceklestirilmektedir.

Sonug olarak, gerek antiproliferatif ve sitotoksik etkileri daha 6nceden bilinen
Hypericum perforatum gerekse hakkinda hemen hemen hicbir sey bilinmeyen
Hypericum montbrettii ve Hypericum origanifolium’un antikanser aktivite
acisindan onemli olabilecegi ve kanser tedavisi i¢in bitkilerin bir kaynak
olusturabilecegi fikri uyanmaktadir. Ancak, bu fikrin gerceye doniisebilmesi igin
daha yapilmas1 gereken ¢ok fazla arastirma bulunmaktadir:

1. Daha Onceden de belirtildigi gibi Hypericum perforatum antikanser,
antiproliferatif, apoptotik, antianjiojenik ve antimetastatik ozellikler tasidigi
goriilmektedir. Burada temel sorun bitkinin hangi bileseninin hangi etkiden
sorumlu oldugunun hala tam olarak anlasilamamis olmasidir. Naftodiantronlar
sitotoksik etkinden sorumlu goriiliirken, amentoflavon ve diger flavonoidlerin
antimetastatik aktiviteden sorumlu oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir
(Guruvayoorappan ve Kuttan, 2007). Ayrica hiperforinin proapoptotik,
antianjiojenik ve antimetastatik etkilerinden s6z edilmektedir (Medina ve ark.,
2006). Ancak hiperforinin antianjiojenik ve antimetastatik etkileri kesin olarak
kanitlanmis degildir. Bu nedenle Hypericum perforatum bilesenlerinin 6zellikle
apoptotik, antianjiojenik ve antimetastatik etkileri agisindan detayli bir taramadan
gecirilmesi gerekmektedir.
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2. Yukarida belirtilen etkiler ve bununla baglantili olarak kanser konusundaki net
yararin anlasilabilmesi icin ¢esitli tiimorleri tasiyan hayvan modelleri ile in vivo
calismalara gereksinim vardir. Bu gereksinim hem Hypericum perforatum ekstresi
hem de aktif bilesenler icin gecerlidir. Aslinda Hypericum perforatum ve aktif
bileseni hiperisin i¢in Ehrlich asites tiimor, Sarkoma 180, 16semi ve fareye
implante insan prostat karsinomu iizerinde in vivo timor modelleri ile arastirmalar
yapilmistir (Milles ve Bone, 2000; Martarelli ve ark., 2004). Ancak Hypericum
perforatum’un diger bilesenler igcin benzeri karsilastirmali caligsmalar heniiz
gerceklestirilmemistir.

3. Hypericum montbrettii ve Hypericum origanifolium ekstrelerinin kimyasal
bilesenin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu sayede antiproliferatif ve
sitotoksik etkilerden sorumlu maddelerin ne oldugu anlasilabilecektir.

4. Yukarida belirtilen iki tiir ile iliskili olarak baska in vitro ve in vivo Kanser
modellerinin kullamlmas1 gerekecektir. Ornegin matrijel tekniginin kullanilmasi
ile antimetastatik ve antianjiojenik etkiler daha net bir sekilde ortaya
koyulabilecektir (Guidolin ve ark., 2004; Kleinman ve Martin, 2005).

5. Aktif bilesenlerin arastirllmasi sadece yeni ila¢ gelistirme ¢aligmalar acisindan
degil aym zamanda bitki icinde birbirine zit etkiler gostermesi muhtemel
bilesenlerin arastirilmasi acisindan da onemlidir. Hypericum ektstreleri kimyasal
bilesim acisindan son derece karmasik karisimlardir ve muhtemelen antikanser
aktivite ile zithk gosteren baska aktiviteler de olabilecektir. Nitekim ¢ok onemli
boyutlarda olmasa da Hypericum perforatum’un kuvvetli yara iyilestirici etkisinde
mitotik ve proliferatif etkilerin rolii oldugu daha 6nce yapilan bir calismayla
gosterilmistir (Oztiirk ve ark., 2007). Bu mitotik aktivite artis1 aslinda antikanser
etki ile ¢elismektedir ve muhtemelen de farkli bilesenlerle celiskili etkiler ortaya
cikmaktadir. Saflastirilmis aktif maddelerle deneylerin tekrari bu diisiincenin
anlasilmasini olanakli kilacaktir.
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EK 1
BESIiYERLERI, KATKI MADDELERIi ve TAMPON COZELTILER
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium)

Bu soliisyon asagida kodu verilen toz DMEM sisesi tizerinde verilen bilgiler
dogrultusunda hazirlanmustir.

11t -1X veya 100 ml -10X soliisyon hazirlamak icin:

DMEM (toz) 1342 ¢
Steril distile su 100 ml veya 1 1t
Hazirlamgsi:

Steril olan toz steril kabinde daha 6nce darasi1 alinmms kapakli bir steril siseye konur.
Kapali olarak steril kabinin digina alinarak tartilir. Gerekli miktar suyun %901 steril
kabinde ilave edilerek karistirilir ve hacim tamamlanur.

Sterilizasyonu:

Steril olarak hazirlanmayan soliisyon, steril kabinde steril malzeme ile vakum veya
basing uygulayarak 0.22 um por capl filtreden gegirilerek sterilize edilir (enjektor
ucu filtresi de kullanilabilir).

Saklama Sartlari:

Tozu ve soliisyonu buzdolabinda saklanir.
pH:7.2-7.4

Raf Omrii: 36 Ay

Not: Rengi sartya yakin turuncudur. DMEM Sigma D 5648 kullamlmaktadir. Bu
medyumun Ozellikleri; sodyum bikarbonatsiz (NaHCOs), 4500 mg.lt'1 D-glukozlu,
2mM L-glutaminli, 0.005mg.It" fenol-red'li olmasidur.

%10 FCS’li DMEM

NIH3T3 Hiicreleri igin;

100 ml %10 serumlu medyum hazirlamak icin;
10X DMEM sol. 10ml

% 9.2 NaHCOs 4 ml
Penisilin- Streptomisin sol. %1

Fetal Calf Serum 10 ml
Steril distile su 75 ml
Hazirlanisi:

Steril kabinde, steril pipet yardimu ile steril siselere hazirlanir.

Soliisyonun pH's1 IN hidroklorik asit (HCI) ve 1N sodyum hidroksit (NaOH) ile
ayarlanir.
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Sterilizasyonu:

Steril hazirlanir. Soliisyonlarin her biri steril olmalidir.

Saklama Sartlari:

Buzdolabinda saklanir. Uzun siire saklanacaksa derin dondurucuda tutulmalidir.
Miimkiin oldugunca taze hazirlamp kullanilmalidir.

Raf Omrii: 3 ay

pH:72-74

Not: Primer kiiltirlerde %20 serum iceren medyum kullanilabilir. Diisiik
konsantrasyonlu medyumlarda (%I, %35, %7.5) su miktar1 yeniden hesaplanmalidir.
DMEM L-glutaminsiz ise ayrica 2mM L-glutamin ilave edilmelidir.

Kullamilan Maddeler:
DMEM Sigma D 5648

Fetal Calf Serum Biological Industries 04—-121-1A veya Sigma F 2442, F 9665,
F4135, F3018.

Heat inactive degilse 56 °C'de 1 saat inaktif edilmelidir. Penisilin-streptomisin
soliisyonu Biological Industries 03-031-1B veya Sigma P 0781, P 4333, L-
glutamin kullaniliyorsa Sigma G 7513'ten %1 oraninda kullanilir.

DMEM - F 12 Medium

A549 Hiicreleri Igin;

100 ml i¢in:

10X DMEM Sml
10X F12HamNutrient Sml
Penisilin - streptomisin sol. ~ 1ml
Amfoterisin B sol. 1ml
Fetal Calf Serum 10ml
%9.2 NaHCOs 5.225ml
Steril distile su 73ml
Sterilizasyonu:

Steril ortamda steril edilmis maddelerle hazirlanmalidir.
Saklama Sartlari:

Formiilde bulunan maddeler ayn ayr derin dondurucuda, hazirlanan medyum
buzdolabinda saklanir.

Raf Omrii: Hazirlaminca 6 ay i¢inde kullanilmahdir.
pH:7.2-1.3

Kullamilan Maddeler:

DMEM: Sigma D 5648
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F-12 HAM: Sigma N 6760
Penisilin - streptomisin sol.: Sigma P 0781'den hazirlanmistir.
Fetal Calf Serum: Sigma F 3018

Penisilin — Streptomisin Soliisyonu

100ml soliisyon igin:

Penisilin (toz) 1.000.000 U
Streptomisin (toz) 1.000 mg
900.9 Sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi 100 ml
Sterilizasyonu:

Steril olarak hazirlanir veya 0.22 pm por capli membran filtreden siiziilerek
sterilize edilir.

Saklama Sartlari:
-20°C'de saklanir. Uzun siire saklanacaksa -80°C tercih edilmelidir.
Raf Omrii: 12 ay

Not: Soliisyon 50X olarak da hazirlanabilir ve medyuma %2 ilave edilebilir. Bu
soliisyon kiiltiirii 3 giin siire ile korur. Bu soliisyon liyofilize antibiyotiklerle (ilag)
hazirlandiginda hafif bulamk goriiniislii olmaktadir.

Antibiyotik  soliisyonu fungusidli hazirlanacaksa: Penisilin  10.000 U.ml”,
Streptomisin 10.000 pg.ml'1 ve Amfoterisin B 25 pg.ml'1 olacak sekilde serum
fizyolojik icinde ¢Oziindiiriilerek hazirlanir.

Bu soliisyon hazir olarak alindiginda: Biological Industries 03—031-1B veya
Sigma P 0781, P 4333 kullamlabilir. Hazir bulunmadig1 takdirde hiicre kiiltiirii
katologlarinda verilen degerlere gore yukaridaki sekilde hazirlanabilir.

10X Tripsin-EDTA

100 ml hazirlamak i¢in:

Tripsin (toz) 500mg
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (toz) 1,86 g
NaCl (toz) 900mg
Distile su 100ml
Hazirlamst:

Once NaCl’ii suyun %90'nda ¢ozerek serum fizyolojik hazirlanir. Sonra tripsin ve
EDTA ilave edilir. Manyetik karnistiric1 iizerinde berraklasana kadar NaOH ilave
edilir. 100 ml'ye tamamlanir.

Sterilizasyonu:

0.22 pm por ¢capli membran filtre ile steril edilir.
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Saklama Sartlari:
-80° C'de saklanr.
Raf Omrii: 18 ay
pH: 8

Not: Enzim aktivitesi diisiik tripsin olmamalidir. Miimkiinse hazir 10X tripsin-
EDTA soliisyonu kullanilmalidir. EDTA's1z tripsin soliisyonu kullaniliyorsa 300
mM EDTA soliisyonu 1X tripsin soliisyonu hazirlanirken ilave edilir. Tripsin
soliisyonu kalsiyumsuz ve magnezyumsuz olmalidir.

Kullanmilan Maddeler:

Toz tripsin Sigma T 2271

EDTA Merck

Hazir kullamlacaksa:

10X Tripsin-EDTA Sigma T 4174

10X Tripsin soliisyonu Sigma T4549 veya Biological Industries 03—046-1B

Hazir bulunmadig: takdirde hiicre kiiltiirii kataloglarinda verilen degerlere gore
yukaridaki sekilde hazirlanabilir.

IX Tripsin-EDTA Soliisyonu

100 ml igin:

10X Puck's Saline A (PSA) 10 ml
%5 NaHCOj3 0.7 ml
10X Tripsin-EDTA 10 ml
Steril Distile Su 79.3 ml
Hazirlanisi:

Steril kabinde steril malzeme ile hazirlanir. Sterilizasyonu i¢in membran
filtre kullanilir.

Saklama Sartlari:

-20°C’de saklanir. Uzun siire saklanacaksa -80 °C’de tercih edilmelidir.
Raf Omrii: 18 ay

pH: 7.2

Not: 10X Tripsin ¢ozeltisi EDTA's1z ise 0.33 ml 300 mM EDTA formiile
ilave edilir.

10X PSA Tampon Cozeltisi

100 ml i¢in:

Potasyum kloriir (KCI) (4 g.It") 04g
NaCl (80 glt™") 8¢
NaHCO; (3.5 glt™!) 0.35g
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D-glukoz (10 g1t lg

Fenol-red (0.05 g.It™) 0.005 g
Bidistile su 100 ml
Hazirlamgi:

Oda 1sisinda tiim maddeler tartilarak 90 ml su i¢inde ¢oziindiiriiliir, 100 ml'ye
tamamlanir.

Sterilizasyonu:

Steril kabinde steril malzeme kullamlarak membran filtre ile steril edilir.
Saklama Sartlari:

Oda 1s1sinda veya buzdolabinda saklanr.

Raf Omrii: 24 ay

pH:7.2+0.2

Not: Fenol-red Sigma P 0290 soliisyon olarak kullanilabilir. % 1 ilave edilir. Tripsin
icin kullanilan tampon ¢ozeltiler kalsiyum ve magnezyum igermemelidirler.

300 mM EDTA Soliisyonu

100 ml i¢in:

EDTA disodyum (toz) 11.166 g
Bidistile su 100 ml
NaOH ~1.2¢g pH=38
(veya IN NaOH)

Hazirlamgsi:

90 ml su i¢inde EDTA c¢oziindiiriilir. Manyetik karistiric1 iizerinde soliisyon
berrak hal alana kadar NaOH taneleri tek tek atilir. pH = 8 oldugunda soliisyon
berraklasir. 100 ml'ye tamamlanr.

Sterilizasyonu:

Siki kapal1 ve 1s1ya dayanikli cam sisede 121 °C'de 1.1 atm basincta 30 dakikada
yapilir.

Saklama Sartlari:

Oda 1s1sinda +20 °C'de saklanr.
Raf Omrii: 24 ay

pH: 8

Not: EDTA disodyum tuzu kullanilir. Anhidr ¢6ziinmez. pH=8 disinda EDTA
yeterince ¢oziinmedigi icin bulaniktir.

EDTA'nin formiili: C10H14N2Na208.2H20
Mol agirhigi: 372.2 g
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10x Fosfat Tuz Tampon Cozeltisi (PBS - Phosphate Buffer Saline)
10X 1 1t igin:

NaCl 80¢g
KCl 2g
Potasyum bifosfat (KH,POy4) 2g
Sodyum bifosfat (Na,HPOy) 114 ¢
Bidistile su 1000 ml
Hazirlanist:

Maddeler tartilarak 900 ml suda c¢oziindiiriiliir. 1 It'ye tamamlanarak pH
ayarlanir.

Sterilizasyonu:

Siki kapali ve 1sitya dayanikli cam sisede 121 °C’de 1.1 atm basingta 30
dakikada yapilir.

Saklama Sartlari:
Oda 1sisinda saklanir.
Raf Omrii: 24 ay
pH: 7.3

Not: Kullanilacag1 zaman steril kabinde agilir ve 100 ml i¢in 10 ml alinarak
90 ml steril distile su ile 100 ml'ye tamamlanir.

Primer kiiltiir yapilirken: doku %1-2 ml penisilin-streptomisin soliisyonu
ilaveli PBS ic¢inde 5-10 dakika bekletildikten sonra izolasyon islemi
uygulanir.

1X PBS i¢indeki madde konsantrasyonlari: NaCl = 137 mM, KCIl = 2.7
mM, KH,PO, = 1.5 mM, Na,HPO, = 8 mM.

1IN Hidroklorik Asit Hazirlanmasi

1000 ml icin 100 ml igin
%37'ik HCI 82,80 ml 8,28 ml
Distile su 9172 ml 91,72 ml

Hesaplanmast ve Hazirlanisi:
Konsantre HCI ¢ozeltisi %37’ liktir.
Esdeger gram sayist =36.46  Dansitesi = 1.19
H=1g¢g Cl=3546¢
1001tde 37g HCl varsa
x 1t’de 36.46 g vardir. x = 98.54 It ¢ozeltide 36.46 g HCl vardir.

d =1.19 = 98.54/V ise V = 82.80 ml %37'lik HCI alindiginda 1 1t i¢in 1N’i
verecek miktar bulunur.
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Sterilizasyonu:

0.22 pm por ¢capli membran filtreden siiziiliir.

Saklama Sartlari:

Buzdolabinda saklanir.

Raf Omrii: 24 ay

Not: Besiyerinin baza kayan pH’si1 ayarlamak i¢in kullanilir.
1IN NaOH Hazirlanmas

Esdeger gram sayis1 = 40

Na =23¢g O=16¢ H=1g

NaOH 4g
Distile su 100ml
Hazirlamgi:

4g NaOH 40-50ml suda iyice ¢oziindiiriiliir. Distile su ile 100ml'ye tamamlanir.
Sterilizasyonu.:

Membran filtreden siiziiliir.

Saklama Sartlari:

Buzdolabinda saklanir.

Raf Omrii: 24 ay

Not: Besiyerinin aside kayan pH’larin1 ayarlamak i¢in kullanilir.
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EK 2
YONTEMLERDE KULLANILAN SOLUSYON ve BOYA FORMULLERI
MTT Stok Cozeltisi:

500 mg MTT toz 100 ml PBS i¢inde ¢oziindiiriiliip, membran filtre ile steril edilir ve
151k gegirmeyen siselere konulur. -20 °C’de raf 6mrii 6 aydir.

MTT Cahisma Soliisyonu:

1 kisim stok ¢ozeltisi + 9 kisim besiyeri.
Notral Kirmmzis1 Stok Cozeltisi:

0.4 gr Notral kirmizi + 100 ml distile su

Membran filtreden gecirilip steril edilir. Isik gecirmeyen siselere konur ve
buzdolabinda saklanir.

Notral Kirmizis1 Calisma Soliisyonu:
1 kisim stok ¢ozeltisi + 100 kisim besiyeri.
Notral Kirmizis1 Boyama Yontemi Icin Yikama ve Fiksatif Soliisyonu:

Formaldehit-kalsiyum kloriir yikama ve fiksatif soliisyonu kullanilir. Taze olarak
hazirlanip hemen kullanilmalidir.

1.3 ml %37’lik formaldehit + 10 ml %10’luk kalsiyum kloriir ¢c6zeltisi + 89 ml distile
su.

Notral Kirmizis1t Okuma Soliisyonu:

%]1’lik asetik asit etanol ¢ozeltisi kullanilir. 1 ml asetik asit + 99 ml %50’lik etanol.
Koloni Formasyonu i¢in Agar:

%3 'liik agar distile su ile hazirlanip, otoklav ile steril edilir.
Koloni Formasyonu icin Alt Agar Tabakasr:

1 kisim %3'likk agar + 4 kisim serumlu besiyeri.

Koloni Formasyonu icin Ust Agar Tabakasi:

1 kisim hiicre siispansyonu + 2 kisim alt agar tabakasi
Akridin Turuncusu Stok Cozeltisi:

100 mg AO + 100 ml distile su.

Buzdolabinda 11k gecirmeyen kaplarda 6 ay saklanabilir.
Akridin Turuncusu Cahisma Soliisyonu:

1 kistm AO stok ¢ozeltisi + 9 kisim PBS.

Taze hazirlanip kullanilmalidir.
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