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1. GIRIS

Bitkilerin tedavide kullanimlar1 insanlik tarihi kadar eskiye dayanmaktadir.
Insanoglu ilk caglarda, hastaliklari iyilestirebilmek igin tabiata ve hayvanlara &zellikle de
bitkilere yonelmis, deneme yanilma yontemi ile bazen etkili ilaglar bulup onlardan istifade
etmistir. Afyon bitkisinden saflastirilmis olan morfin, kodein gibi ilaclar, digoksin ve

digitoksin gibi kalp glikozitleri halkin ila¢ olarak kullandig: bitkilerden 6rneklerdir.

Son yillarda hiperforin maddesinin antineoplastik bir potansiyeli oldugu
yoniindeki caligmalar artmis bulunmaktadir. Bu ¢alismalar, hiperforinin, antikarsinojenik,
antiproliferatif, proapoptotik, antiinvaziv ve antimetastatik etkilerinin arastiritlmasi ve rapor
edilmesi seklindedir. Boylece, bu maddenin bir anjiogenez inhibitorii olarak kullanilmas ile

ilgili yapilan ¢aligmalar giderek artmaya baslamistir.

Hiperforin’in insan prokarsinojen-aktive edici enziminin inhibitérii oldugu
Schwarz ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir. Bu goriis 1s18inda, arastirmacilar tarafindan,
hiperforin ekstraktindan elde edilen bioaktif bilesiklerin ve yapisal olarak bu madde ile ilgili

molekiillerin kanserde kemoterapotik ajanlar olarak degerlendirilebilecegi 6ne siiriilmiistiir.
2. GENEL BIiLGILER
2. 1. Bazal membranin yapisi ve fonksiyonel komponentleri

In vivo endotelyal hiicreler bazallerinde (liimene bakan yiizeyde degil) ince ve
olduk¢a ozellesmis ekstra selliiler matriks ile bazal membranla temas halindedirler. Bazal
membran matriksi endotelyal yapilar1 ¢epecevre sarar (Sekil 1). Bazal membran matriksi
hiicre ve molekiiller i¢in bir bariyerdir, farkli dokular arasinda bariyerdir, besin ve atiklar
filtre eder, ayrica limenden damar duvarina sinyal iletimi i¢in de 6nemli bir yapidir. Tiimoral
hiicrelerde ise hem damar i¢ine girisi hem de damar disina ¢ikis1 engelleyen en 6nemli yapidir

(1).

Damar bazal membrant non-fibriller kollajen (Tip IV), bir glikoprotein olan
laminin, entaktin, fibronektin, perlekan ve kondroitin siilfat proteoglikandan olusmus ag
yapisinda bir maddedir. Bunlarin bir¢cok izoformlar1 ve diger molekiiller diger bazal membran

matrikslerinde de vardir ve onlarin karmasik yapilarina katkida bulunur (2).
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Sekil 1. Damar yapisi ve anjiogenez (3)

Ayrica bazal membran matriksinde kollajen VIII, XV, XVIII, heparan siilfat,
bliyime faktorleri (FGF, TGF, PDGF, VEGF), matriks metaloproteazlart (MMPs),
BM40/SPARC/osteonektin, fibulin 1 ve 2, fibronektin de bulundugu rapor edilmistir (4).

Farkli dokularin bazal membranlarinin elektron mikroskoptaki goriintiileri benzer
olmasina ragmen molekiiler igerikleri her dokuda farklidir. Her dokunun farkli bazal
membran yapilarinin olmast o dokularmn farkli fonksiyonlarini gelistirmesi agisindan

Onemlidir (4).

Doku hasar1 veya travmaya bagli olarak bazal membran hasar goriirse yukarda
sayilan bilesikler anjiogenezi uyarmak ya da inhibe etmek iizere gizli boliimlerini aciga
cikarir ya da aktif sekillerine doniisiirler. Bu yolla bazi ilave diizenleyici faktorler de
kullanilabilir hale gelir. Diger yandan ise depo haldeki biiytime faktorlerinin salinimi da

anjiogenezi artiracaktir (4).

Bazal membran icerdigi bu yapisal komponentler ve kritik fonksiyonlarla tiip

benzeri yapilarin olusumunda anahtar rol oynar (4).



2. 2. Anjiogenez

Anjiogenez, neovaskularizasyon, hali hazirda var olan kan damarlarindan, yeni
kan damarlariin olusumuna verilen ad olup (Sekil 1); ekstraselliiler matriks, solubl faktorler
ve hiicreler arasindaki etkilesim sonucu; endoteliyal hiicrelerin differansasyonu, migrasyonu ve

proliferasyonu ile seyreden kompleks bir islemdir (5).

Her ne kadar vaskiiler sistem genellikle stabil ise de, herhangi yaralanmada veya
tiimor hiicresi olusumunda hizlica degisiklige ugramaktadir. Damarlarin stabilitesi {i¢ temel
hiicre tipi tarafindan saglanmakta olup, bunlar endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve
fibroblastlardir. Sahip olduklari ekstraselliiler matriks, bir¢ok sitokin ve biiyiime faktorleri

tarafindan diizenlenirler (6).

Kan damarlarinin biiyimesi

a ®

Sekil 2. Tiimoral uyari sonucu olusan anjiogenezin sematik olarak gosterilisi (3)

Yeni kan damarlart olusumu, kilcal damar duvarimin i¢ kisminda ve kapiller
yataklardan sonra olusmus olan, daha kiigiik damarlarda gerceklesmektedir. Endotelyal
hiicreler tiim kan damarlarin1 kaplar ve kapillerin biitiinliiglinii saglar. Yeni damar yapilarinin
olusabilmesi i¢in endotelyal hiicrelerin stabil olarak bulunduklar1 bazal membrani
parcalayarak yayilmalar1 gereklidir. Endotel uyarildiginda ilk olarak proteazlar (yikici
enzimler) bazal membran1 ve c¢evresindeki yapisal bilesenleri parcalar. Bir kere bazal
membran kirilldiktan sonra tiimor hiicrelerinden, aktive lenfositlerden veya hasarli

3



makrofajlardan salinan anjiogenik uyarilarin geldigi tarafa dogru bir endotelyal hiicre gogii
baslar ve endotelyal hiicreler yeni damar i¢in gerekli olan hiicreleri olusturmak {izere
cogalirlar ve daha 6nce go¢ eden hiicreler ile yer degistirir (Sekil 2). Bu ¢ogalmanin ardindan
olusan yeni endotelyal hiicrelerde iic boyutlu tubuler yapilara doniisiim ihtiyact dogar (Sekil
3, 4). Endotel hiicreleri yeni damar olusturmak {izere tekrar organize olmaya baslar ve yeni
olusan damar yapisini korumak iizere yeni bazal membran salgilanir. Bundan sonra damar
yapisi stabilize olur. Bazal membranin parcalanmasi, endotel hiicre gocii-gogalmasi ve tubuler
yapilarin olusumu asamalarinin her biri tiimdr tedavisi i¢in birer hedeftir ve in vitro ortamda

test edilebilir (6;7).

Artor Arteriol Kapiller

Ekstraselliler \
Matriks V... Vst

$ e \
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WAL A,
Sitokin ¢ é’, b
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Sekil 3. Kan Damart Duvari ve Anjiogenez: Her bir damarda endotel hiicreler
bazal membran boyunca dizilmis olarak bulunmaktadir. Anjiogenez bagslica kapillerler ve
kapiller sonrasi olusan kiigiik damarlarda goriilmektedir. Sitokinlerin uyarilmasi sonucunda,
endotel hiicrelerin bazal membranlar: yikima ugramakta, endotelyal hiicreler damar disina

gog¢ etmekte, cogalmakta ve yeni bir damar olusturmak iizere tekrar organize olmaktadir (8).
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Sekil 4. Anjiogenik molekiillerin tiimor hiicrelerinden ¢ikis yollari. 2. Anjiogenik
molekiillerin ¢ikisi. 3. Endotelyal hiicre proliferasyon ve migrasyonu. 4. Bazal membran
endotelince yeni damar olusturulmasi. 5. Makrofaj ve mast hiicrelerine kemotaktik etkili
tiimor kaynakl faktérler. 6. Makrofaj veya mast hiicrelerinden salinan anjiogenez olusturan
veya artiran faktorler. 7. Tiimor iliskili plazminojen aktivatorleri, kollajenaz ve heparinaziar.
8. Bazal membranda depo haldeki bFGF. 9. Yeni olusan damar yatagindaki permeabilite
artisi. 10. Tiimor yataklarim hedef alan endotelyal markirlar. 11. Tiimorden salinan ya da
dolasimda veya yakindaki dokularda normalde bulunan endotelyal hiicre biiyiimesinin

endojen inhibitorler (8)
2. 2. 1. Fizyolojik ve patolojik anjiogenezis

Normal kosullarda anjiogenezis endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonunu
saglayan faktorler ile buna karsi gelen anti-anjiogenik faktorler arasinda olusan bir denge ile
gerceklesir (5). Fizyolojik anjiogenez stabil bir olay olup kendi kendisini siirlandirir ama
tiimoral anjiogenez stabil degildir. Hipoksi sonucu tiimdral anjiogenez olur. Timoral
anjiogenez sonucu tiimdr biiylir. Tiimor biiyiidiikkge yine hipoksi olur ve yine anjiogenez
uyarilir (9). Bu durum romatoid artrit (RA), psoriazis, retinopati gibi farkli hastaliklarda da
gorilmektedir. Fizyolojik anjiogenezle olusmus bir kapillerde her bir liimen bagina 1-2
endotel hiicresi bulunurken 6rnegin beyin tlimorleri kapillerlerinde liimen bagina 5-10 endotel
hiicresi bulunmaktadir. Tiimo6r mikro damarlanmasi normal dokulardaki mikro damarlanmaya

benzemez. Normal dokularda arter, arteriyol, kapiller, postkapiller veniil ve ven yapisi
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bulunurken tiimorlerde arteriyo-vendz sant veya degisik sekillerde olmaktadir. Normal bir
dokuda anjiogenik aktivite homojen iken wvaskiilarize bir tiimorde anjiogenik aktivite
heterojendir. Vaskiilarize tiimorde tiim tiimor hiicreleri anjiogenik degildir. Cok iyi
vaskiilarize tiimorlerde bile mikrodamar dansitesinin diisiik oldugu alanlar ve yiiksek oldugu

alanlar bulunmaktadir ve anjiogenik aktivite heterojendir (5).

Oviilasyon, menstrual siklus, plasentanin olusumu fizyolojik anjiogenezise
baghdir. Gelisimsel anjiogenezis bozukluklardan bazilar; barsak atrezisi, vaskiiler
malformasyon, hemanjioma ve tek tarafli fasial atrofidir. Preeklampsi hastalarinda VEGF'nin
hipoksiye bagli artisi bulunmus ve bu artisin hastaligin ciddiyetini yansittig1r gosterilmistir.
Ayrica anjiogenik gelisme bozuklugunun ultrasonografi ile degerlendirilebilecegi ve gelecekte

magnetik rezonans goriintiileme (MRI) ile daha fazla bilgi verilebilecegi belirtilmistir (5).

Insan tiimérlerinde spontan anjiogenik doniisiim sunlara bagli ortaya cikar:

1. Anjiogenik onkogenler: VEGF, bFGF gibi proanjiogenik proteinleri uyarip,
trombospondin gibi anjiogenez inhibitorlerini inhibe eder.

2. Timodrle iliskili hipoksik durumlar HIF-1’1 ( Hypoxia inducible factor-1:

Hipoksi ile uyarilan faktor-1) ve anjiogenik proteinleri artirirlar.

3. Timor yatagindaki fibroblastlar: Pro-anjiogenik proteinlerin saliimini

saglamalari i¢in tiimdr hiicrelerini tarafindan uyarilirlar.

Ana fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) en giiclii ve en 1y1 bilinen anjiogenik
molekiildiir. Bircok normal doku tarafindan {iretilebilir ancak sinyal peptid olmayinca hiicre

baglantili kalir. Heparine afinitesinden dolay1 bazal membrandaki heparan siilfata ulasabilir.
4. Timor hiicrelerine alinan kemik iligi kaynakli progenitdr endotelyal hiicreler

Insanlardaki anjiogenezisin proanjiogenik ve antianjiogenik faktorlerin dagilimina

bagl gelistigine inanilmaktadir (8).



2. 2. 2. Matrijel ve Matrijelde Tiip Benzeri Yapilarinin Olusturulmasi
2. 2. 2. 1. Matrijel (Cultrex veya EHS Matrix)

Bazal membran ESM’i (ekstra selliiler matriks); epitelyal-endotelyal hiicrelerle,
yag ve diiz kas hiicreleri ile temas eder. Cok ince bir yap1 oldugu i¢cin ESM ile ¢alismak

oldukca zordur (10).

Matrijel, coziinebilen bir bazal membran ekstraktt (EHS: Engelbreth-Holm-
Swarm fare tiimoriinden elde edilmistir) olup epitelyal ve ndronal hiicrelerin farklilasmasini
saglamaktadir. 24-37 °C’de jel halinde iken, 4 °C’de sivi haldedir. Baslica laminin III,
kollajen IV, heparan siilfat, proteoglikan ve biiylime faktorleri icerir (10).

EHS tiimor: Roslyn Orkin bol miktarda ekstraselliiler matriks iceren kotii
diferansiye fare osteosarkomu ile ¢alismig, ondan sonra bu tiimoriin matriksinin kikirdak
dokudan farkl, bazal membrana benzer oldugu J. Engelbreth-Holm tarafindan gosterilmis ve
Richard Swarm tarafindan da bu tiimor matriksinin karakteristik ozellikleri tanimlanmistir.

Bu iki kisinin adina itafen bu tiimore EHS tiimor denilmektedir (10).

Bu tiimoérden elde edilen bazal membranin immiinolojik ve kimyasal yapist
orijinal bazal membran ile aynidir. Tiimdr invazyonu i¢in matrijelin kullanilmaya baglanmasi
ile invazyonla iliskili birgok inhibitér veya stimulatér tanimlanmistir. Bu inhibitorlerin de

biiyiik bir cogunlugu tiimor tedavisi igin gelistirilmistir (10).

Eger tiimor hiicreleri ile matrijel ardisik olarak fareye enjekte edilirse tiimor

olugma ve biiylime orani artmistir (10).
2. 2. 2. 2. Matrijelde tiip benzeri yapilar olusumu

Anjiogenez i¢in en spesifik testlerden biri endotelyal hiicrelerin {i¢ boyutlu yapilar

(tlip benzeri yapilar) olusturmasinin olgiilmesidir (6).

Bazal membran benzeri matriks ile c¢alisilan farkli hiicrelerde farkli sonuglar
ortaya ¢ikabilir. Ornegin tiip benzeri kapiller yapilarin olusumu endotelyal hiicrelere
spesifiktir, matriks i¢eren kuyucuklara endotelyal hiicreler eklendiginde 12 saat sonra tiip
benzeri yapilar olugsurken, aynm1 kosullarda meme epitel hiicresi eklenen kuyucuklarda asiner

benzeri yapilar olugmus ve siit proteini tiretmistir (10).



Insan endotel hiicreleri Matrijel iizerine ilk olarak Kubota ve arkadaslari
tarafindan konmus ve in vitro ortamda immortal hiicrelerde 2-3 saat sonra, primer endotelyal
hiicrelerde ise 6-20 saat sonra hiicrelerin organize oldugu ve tiibe benzer yapilar olusturdugu
gbzlenmistir (10). Hem 151k hem de elektron mikroskobunda, bu kapiller damarlara benzer ag
yapilarinin liimenlere sahip olduklari ve endotel hiicrelerin in vivo durumda bulunan
damarlara benzer membran 6zellikleri gosterdikleri ilk olarak Grant ve arkadaslari tarafindan
rapor edilmistir (11-15). Resim 1 ve 2’de Huvec hiicreleri ile tiip yapilarinin olusturulmasi

gosterilmistir.

Resim 1. Huvec hiicreleri ile tiip yapilarinin olusturulmasi (10)



Resim 2. Huvec hiicreleri ile tiip yapilarinin olusmast

2.2. 3. Anjiogenezin Kontroliiniin Kanser Tedavisindeki Onemi

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar, proliferasyona ugrayan hiicreleri hizli bir
sekilde oldiirmek {iizere olusturulmuslardir. fla¢ tedavilerinin normal dokular iizerindeki
toksisitesi gibi yan etkilerinden dolayi, bu ilaglarin yapiminda anti-tiimér etkileri bazen sinirh
tutulmaktadir. Ciinkii, normal hiicrelerin sabit bir yenilenme hiz1 olup, ¢ogalmamaktadirlar.
Kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmasi ise neoplazi durumlarinda en 6nemli ve kritik konu
olmaktadir. Hiicrelerde kansere donilisiim basladiginda, normal dokular da doniisiime
ugramaktadirlar. Kilcal damarlarinin biiylimesinin, bagka bir deyisle anjiogenezin kontrol

edilmesi, yakin gelecekte kotii huylu tiimorlerin tedavisini saglayacaktir (Sekil 5) (9).



HAREKETSIZ TUMOR

Hizhy tGmdr biylimesi ve

Somatik KOt - Tamérlar anjiogenezi
mutasyon Sl | stimOle eden anjiogenik metastaz gérilmektedic
Gmde faktérier! Uretirler
Cammeliet and Jain. Nature. 2000407 249, Bergers and Benjamin Nat Rev Cancer 2003 3:401

Sekil 5. Tiimor biiyiimesinin kapiller damarlar yoluyla indiiklenmesi (16)

Anti-anjiogenik bir ilacin, sadece tiimor hiicreleri damar yapisina ait olan endotel
hiicrelerin bliylimesini spesifik olarak inhibe ederek, tiimoriin biiylimesini engellemesi
umulmaktadir. Ciinkii, normal hiicrelerin kapiller endotel hiicreleri son derece yavas
bliylimektedir, halbuki tiimor hiicrelerinin damarlar1 olduk¢a hizli ve katlanan bir hizla

biiyiime gostermektedir (7;8;17). Resim 3 ve 4’de anjiogenez ¢aligmalari gosterilmistir.

Resim 3. NuNu farelerinin sirtina tumor hiicrelerinin insert edilmesi

. .. 1
sonucunda yeni kan damarlarinin olugmas: (anjiogenez)

1 Resim 3 Prof. Dr. Cigdem Yenisey'in yapmis oldugu anjiogenez ¢alismalarindan alinmis olup hentiz
yayinlanmamistir.
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Resim 4. NuNu Farelerin swrtlarina iginde HeLa (serviks karsinom)

hiicreleri  bulunan insertlerin  yerlestirilmesi ile elde edilen

damarlanma goriiniimii

2. 3. Apoptoz: Programh Hiicre Oliimii

Filozoflar yiizyillar boyunca hayatin anlamini arastirdilar; oysa hiicre biyologlari
daha ¢ok 6liimiin anlamiyla ilgilendiler. 1970'lere kadar bilinen tek hiicre 6liimii nekrozdu ve
bu ylizden hiicre 6liimii fizyolojik olmayan zararli bir olay gibi goriiliiyordu. Ancak insanda
ve diger ¢ok hiicreli organizmalarin dokularinda hiicre 6liimii, ne her zaman anormal ne de
her zaman zararlidir. Apoptozla hiicre 6liimii enerjiye bagl olarak, hiicresel yaralanma ve

enflamasyon olmaksizin, cok daha ustaca gerceklestirilen bir islemdir.

Ister tek hiicreli ister ¢ok hiicreli canlilarda olsun; yasamin baslhica kisimlari
dogum, biiylime, iireme, yaslanma ve Oliimdiir. Organizmalarin temel canlilik birimi olan
hiicrelerin gereksinimleri karsilanmadiginda 6liim olarak adlandirilan ve hayati olaylarin geri
doniigsliz olarak durmasi anlamima gelen olay gerceklesir. Yasamin diizenli bir sekilde
stirdiiriilebilmesi i¢in canliy1 olusturan hiicrelerin sayisal dengesi de dnemlidir. Bunun icin
hiicre ¢ogalmasi ve 6liimii arasinda sabit bir oran bulunmasi gerekir. Bu da baslica iki hiicre

6liim sekli olan nekroz ve apoptoz ile saglanmaktadir (18).

2Resim 4 Prof. Dr. Cigdem Yenisey'in yapmis oldugu anjiogenez ¢alismalarindan alinmis olup hentiz
yayinlanmamistir.
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Apoptoz, Yunanca’da apo (=ayr1)) ve ptozis (=diisen) kelimelerinin
birlestirilmesiyle olusmus sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir. Ik kez
1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan “fizyolojik hiicre 6liimii” ifadesi tanimladiktan
sonra yine ilk olarak Wyllie ve Kerr tarafindan glukokortikoidlere maruz kalan timiis
hiicreleri ilizerinde yapilan deneysel bir ¢alisma ile gosterilmistir. Apoptoz, 20 yildan fazla
embriyolojik gelisimin temel siireci olarak bilinmis, arastiricilarin 1990’11 yillarin baslarinda,
gelisimini tamamlamis hayvan hiicrelerinde de apoptozu tanimlamasiyla konu daha ilgi ¢ekici

bir hale gelmistir (19).

Teorik olarak apoptoz, ¢esitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik
faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma
vasitastyla hiicre oliimiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihar1 olarak
tanimlanabilir. Bdylece hormonal olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize radyasyon ve
kemoterapiyi iceren travmatik ajanlar vasitasiyla gerceklesen hiicresel lezyonlarin ya da
genetik faktorlerle aktive edilen hiicresel intihar programinin apoptoza neden oldugu

sOylenebilir (18).
2. 3. 1. Apoptozun Rol Aldig1 Fizyolojik ve Patolojik Olaylar

Fizyolojik bir islem olarak apoptoz, normal gelisim sirasinda ve olgun
organizmadaki c¢esitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan
sorumludur. Apoptotik hiicre sayist kisinin ya da organizmanin saglikli ya da hasta olusunu
belirlediginden, apoptozun fonksiyonel mekanizmalar1 hiicrede denge unsurudur. Bu da
demektir ki; apoptoz oraninin azalmasi ile hiicre sayisi artar aksine eger apoptoz orani artarsa

hiicre sayis1 azalir ve istenmeyen doku tahribati meydana gelir (19).

Apoptozun rol aldig1 fizyolojik olaylarin basinda hiicre yapim-yikimi gelir. Deri,
barsak epiteli, kan hiicreleri gibi hiicre yapim-yikimimin hizli oldugu dokularda yaslanan
hiicreler apoptozla ortadan kaldirilarak yeni hiicrelere yer acilir. Embriyogenez ve
metamorfoz siirecinde; fetusun implantasyonundan organogenezise kadar tiim gelisim
siirecinde yer alir. Insanin embriyolojik gelisiminde; parmak aralarindaki zarin, sinir
sisteminde istenmeyen ndronlarin ortadan kaldirilmasinda apoptoz rol oynar. Erigkinde hor-
mona bagli invollisyonda; Ornegin, menstriiel siklusta endomentriyal hiicre yikimi,
menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin kii¢iilmesinde

apoptoz goriiliir. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin se¢ciminde de apoptoz 6nemli rol
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oynamaktadir. Apoptozun en klasik Ornegi sayillan yenidogan timusunun involusyonu
sonucunda T lenfositlerin yaklasik % 98’1 seleksiyona ugramaktadir. Ayrica B hiicrelerinde
de apoptozun baskilandig1 belirtilmektedir. Bunun fizyolojik 6nemi, B lenfositlerinin duyarh

oldugu uyaranla yeniden karsilasmas1 durumunda hazir bulunmasini saglamaktir (19).

Patolojik olarak sayabilecegimiz olaylarda ise; tiimdrlerde hem regresyon hem de
biiylime asamasinda rol oynar. Yine hormona bagimli olarak dokularda patolojik atrofi
sirasinda; Ornegin kastrasyondan sonra prostat atrofisi ya da glukokortikoid kullanimindan
sonra timusta lenfosit kayb1 apoptoz yoluyla olur. Pankreas, tiikriik bezi, bobrek tubuluslari
gibi parankimatdz organlarda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofide gozlenir.
Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii, immun rejeksiyon ve graft versus host
reaksiyonlarinda da apoptoz rol alir. AIDS ve diger viral hastaliklarda: Viral hepatitte goriilen
ve Councilman cisimcikleri olarak bilinen apoptotik hiicreler gibi; bazi kalp hastaliklarinda;
romatoid artrit ve multipl skleroz gibi bazi otoimmiin hastaliklarda; inme, Alzheimer,
Parkinson, Huntington ve Lou Gehrig gibi bazi ndrodejenaratif bozukluklara bagl hastaliklarda;
ve kanserde apoptoz mekanizmasi devreye girer. Bu nedenle apoptoz mekanizmasi tam olarak

anlasildiginda belki de bu hastaliklarin tedavisi miimkiin olabilecektir (19).
2. 3. 2. Apoptozu etkileyen uyaranlar

Programli hiicre oliimiintin molekiiler mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle
birlikte hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar programinin ¢esitli sinyallerle,
patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktive oldugu bilinmektedir. Ayrica

apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore farkliliklar gostermektedir (19).

Apoptozu etkileyen uyaranlarin bazilari su sekilde siralanabilir; biiylime faktorleri-
nin geri ¢ekilmesi, sitokinler, hiicre i¢ci kalsiyum miktarindaki artig, timor nekroz faktor
(TNF), TGF-B (Transforming Growth Factor:Transforme Edici Biiylime Faktorii), Fas/FasL
sisteminin aktive olmasi, DNA hasart nedeniyle bir tiimdr siipresor gen olan p53'iin aktive
olmasi, viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler gibi. Bunlardan 6zellikle proto-
onkojenlerin (c-myc gibi) cogunun apoptozun regiilasyonunda yer aldigi kanitlanmistir. Ay-
rica hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglar ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen
etkenler de hafif dozlarda apoptoz meydana getirirler. Apoptozda, hiicre oliimii ¢evreye
rahatsizlik vermeksizin gelisse de, bazen apoptoz dolayli olarak cevre dokuda nekrozu

baglatabilir ya da tam tersi nekroz apoptoz gelismesine yol agabilir (19).
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2. 3. 3. Apoptoz siireci

Apoptoz siireci; DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre membrani tarafindan 6liim
sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi) ve hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi (granzim)

olmak iizere ii¢ farkl sekilde baslayabilir (19).

Bu siirecte belli bagl ii¢ anahtar bilesen vardir. Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar
ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteinidir. Bu bilesenlerin biyokimyasal
aktivasyonu, apoptozda gozlenen mitokondiriyal hasar, cekirdek zar1 kirilmasi, DNA
fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi
morfolojik degisikliklerden sorumludur (Resim 5). Ayrica kanser, ndrodejenerasyon,
otoimmiinite, kalp hastaliklar1 ve diger bozukluklar gibi genis bir alana yayilan hastaliklarin
patogenezi apoptozun kotii regiilasyonu ile iligkilidir. Apoptozun gen iiriinleri, tan1 ve tedavi
icin potansiyel hedeflerdir ve genis bir alana yayilan hastaliklar i¢in yeni tedavi ve davranig

bicimleri gelistirme umudunu sunar (19).

Apoptoz tek hiicreli organizmalarda hiicre olimiiniin tek yoludur. Cok hiicreli
organizmalarda ise genetik olusumlu hiicre hasarinin bloke edilmesi ya da hiicrenin tamamen
yok edilmesi apoptoz vasitasiyla gergeklesir. Boylece hasarin yayilmasi ve tiimor olusumu
gibi zararl olasiliklar engellenmis olur. Apoptoz olayinin olusmasindan daha once hiicresel
replikasyon islemi durur (DNA onarimi) eger bu esnada DNA tamiri gerceklesemezse
apoptoz ile sonuglanan olaylar serisi baslar. Bu sirada apoptozun baslayip baslamamasi
hasarin boyutuna, hiicrenin tipine ve hiicrenin iiretkenlik potansiyeli olan tiimor gelistirme

riskine baghdir (18).

Resim 5. A. Apoptoza ugramis lokosit hiicresi; B. Apoptoza ugramis hiicrede
cekirdegin parg¢alanmast
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Yapilan in-vitro c¢aligmalar apoptozun ani olarak gergceklesen hizli bir olay
oldugunu gosterir. Apoptoz, tek bir hiicrede, biiziisme ve ¢evre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni, Na, K, Cl tasiyic1 sisteminin
durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir. Apoptotik
uyaridan sonra hiicre, hizla ortamindan uzaklasir, gevre ile olan baglantilarint keser,
yuvarlasirken igerigi bir araya toplanir ve sitoplazmasi biiziiliir, hacminin yarisina diiser, ve
mikrovilluslar1 kaybolur. Elektron mikroskobunda gozlenen degisikliklerde, oncelikle plazma
membraninin sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur; bu yap1 "zeiozis" olarak tanimlanir.
Plazma ve ¢ekirdek yogunlagmasini takiben kromatinin kiimelenmesi sekillenir (Sekil 6).
Kromatindeki degisikliklerin baglamasinin hemen &ncesinde sitozolik Ca*™ diizeyinde énemli

bir artis olmaktadir (19).

Apoptoz hiicre devrinin ve bircok organizmanin kararli i¢ dengenin
stirdiiriilmesinde c¢ok onemlidir. Bu nedenle, apoptozun engellenmesi kansere neden olan
molekiillerin ¢gogalmasina ve doniisiime ugramis hiicrelerin ilag tedavisinde direngli olmasina
yol agmaktadir. Boylece, apoptotic uyarinin yeterli olmamasi durumunda, tiimor hiicrelerinin
apoptoza ugramasi miimkiin olmamakta, tiimor kitlesi biiylimekte ve bdylece apoptoza direng
ortaya cikmaktadir. Apoptoz ilag tedavisi (kemoterapi) ile indiiklenen (tetiklenen) timor
hiicrelerinin 6liimiinde ¢ok 6nemli olup, son zamanlarda yayinlanan birgok raporda kanser

ilaglarinin cogunun hiicreleri apoptoza ugratmasi ile iliskili oldugu bildirilmistir.
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Mikdeus

Cell shrinkage

MNiikbeusun pancatanmas (Karyoiskzis)

Apopicss cisimderin yulufmasa

Sekil 6. Apoptozun gelisimi ve apoptotik cisimlerin yok edilmesi (18)

2. 4. Hypericum perforatum

Lipofilik bir bilesik olan hiperforinin dogal kaynagi Hypericaceae (Hypericum)
ailesinden bitkilerdir, en bol olarak da bu aileden St. John bitkisinde (H. Perforatum L. )
bulunur (20). Hypericum terimi Yunanca hyper (iist) ve eikon (resim) kelimelerinin
birlesmesinden gelir. Eski Yunan’da ve Roma’da Hypericum’un dallarini, bu bitkinin mistik
giicleri olduguna ve kendilerin seytani giiclerden koruyacagina inandiklar1 igin, evlerindeki
resimlerin veya heykellerin {izerine koyarlarmis. Perforatum kelimesi de bitkinin
yapraklarinda deliklere benzeyen dis salgi bezleri oldugundan dolay1 verilmistir. Yabancilar
tarafindan kullanilan ismi (St. John’s Wort: Aziz Yahya Otu) Aziz John Giinii’nde (24
Haziran) ¢iceklenmesinden kaynaklanmaktadir (21).

Hypericum perforatum, St. John bitkisi; sar1 kantaron, binbirdelikotu (¢i¢ek ve

yapraklarindaki noktaciklar halindeki yag guddeleri 1518a tutulunca delik gibi
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goriindiigiinden), kanotu, kilicotu, koyunkiran, kuzukiran, mayasilotu, yaraotu gibi degisik
adlarla anilan, bes ta¢ yaprakli, sar1 ¢igekli ve uzun Omiirli bir yabani bitkidir (Resim 6).
Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’da bol bulunur. Hypericum cinsinin diinyada
350-400, Tiirkiye’de ise 70 farkl tiirii vardir (21;22). Diinyanin iliman ve tropikal bolgeleri
boyunca, ¢ogunlukla yol kenarlarinda, ¢imenli nehir kiyilarinda, bakimsiz tarlalarda, kisi
nemli yazi kurak olan boélgelerde yayilis gosterir. Hafif asidik-notr topraklarda en iyi
yetismektedir. Bu bitkinin boyu 50-60 cm’e kadar ulagabilmekte olup, yapraklarinda kolay
goriilebilen beneklerde yag bezleri icermektedir (20;22-24).

\

Resim 6. Hypericum perforatum bitkisinin yaprak goriintiileri (22)

Cigekleri u¢ kismindadir. Cigegin incelemesinde kaliks ve korolada siyah
benekler ve cizgiler goriiliir, korolanin bes ta¢ yapraginda birkag¢ parlak, translusen benek
vardir. Bu benekler, parmaklarin arasinda ezilirse hiperisinden zengin kirmizi boya iiretirler

(20).
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Resim 7. Hypericum perforatum bitkisinin ¢igek goriintsti (22)

Bu bitki ¢icek vermeye baslamadan veya ¢icek verme doneminde hemen hasat
edilmelidir. Hasattan sonra, biyoaktif iceriklerinin, 6zellikle de hiperforinin, bozulmasini
onlemek i¢in hemen kurutulmalidir. Bu bitkinin geleneksel tipta ¢igekleri, yapraklari ve anten
kisimlar1 kullanilir. Cicekli dal uglar diisiik sicaklikta kurutularak ya da sivi azotta
dondurularak liyofilize edildikten sonra, sulu metanol ile karanlikta ekstre edilir. Taze ve kuru
cicekleri cam kavanoz i¢indeki zeytinyagina batirilarak giines géren yerde 15 giin bekletilirse

“’Kantaron Yagi1’’ elde edilir (22).

2. 4. 1. Hypericum perforatum’un Aktif Bilesikleri
1. Floroglukinoller: Hiperforin, adhiperforin
2. Naftodiantronlar: Hiperisin, psddohiperisin

3. Flavonol glikozitler: Kuersetin, hiperosit, kuersitrin, izokuersitrin, rutin,

kampferol, luteolin ve mirisetin
4. Ksantonlar

S. Diger bilesikler: Prosiyanidinler, tanninler, komarinler, aminoasitler,

fenilpropanlar (22)

St. John bitkisi en az on farkli biyokimyasal bilesim igerir. Ilk ii¢ grup bitkide en
en yogun olarak bulunanlar1 olup bu bitkinin geleneksel kullanimini tanimlamayan esas
ajanlardir. Bunlar her bitkide degisik yogunlukta bulunur. Tiir i¢indeki ve/veya gelisimdeki
genetik varyasyonlar, ekolojik biiylime sartlari, hasat zamani, 6rnegin hazirlanmasi yontemi,
151ga maruz kalma ve depolama sartlar1 bu farkliligin nedenleridir. Cesitlilige ragmen standart
biyoanalitik tekniklerle bitki Oziitiinlin yaklasik % 20’sinin biyoaktif bilesiklerden olustugu

saptanmugstir (22).
18



2.4. 1. 1. Hiperforin

Hiperforin, prenile floroglukinol tiirevidir ve yapisinda floroglukinol iskelete
bagli olarak lipofilik izopren zincir igerir (Sekil 7). St. John bitkisinin yaprak ve ¢iceklerinde
en bol bulunan biyoaktif bilesenlerden biridir, kuru agirhigmmin yaklasik % 4’lni
olusturmaktadir. Hiperforin kolaylikla parcalanabilen bir bilesik olup, bu da hiperforinle
calismay1 giiclestirmektedir. Gergekten, hiperforin havayla oksidasyona dayaniksizdir ve
bircok organik ¢oOziiciide stabil olmayip yikima ugramaktadir. Ancak hiperforinin
disikloheksilamonyum tuzu daha stabildir, kristalizedir ve depolamaya dogal iiriinlerden daha

uygundur (20).

CHa

Sekil 7: Floroglusinollerden hiperforin’in kimyasal yapisi (25)

Son giinlerde hipefrinden aristoforin (o-(karboksi metil)-hiperforin) sentezi
tanimlanmistir. Aristoforin, hiperforinin biyoaktivitesine sahiptir ilave olarak da ondan ¢ok

daha stabildir ve sulu ¢ozeltilerde hiperforinden daha iyi ¢oziiniir (20).
2. 4. 1. 1. 1. Hiperforinin tanimlanmus biyolojik etkileri ve etki mekanizmalar:

St. John bitkisi yiizyillardir enfeksiyonlara, solunum sistemi hastaliklarina, peptik
ilsere ve deri hastaliklarina karsi tedavide kullanilan bir bitkidir. Hiperforinin ilk olarak
antidepresan etkisi tanimlanmstir (24;26). 1525°de Isvigreli arastirmaci Paracelsus psikiyatrik
hastaliklarin tedavisinde kullanimin1 yayinlamistir. Ondan sonra noralgi, anksiyete, néroz ve
depresyon tedavisinde kullanilmaya baglamistir. 1984 yilinda Alman E komisyonu
hiperforinin psikovejetatif huzurzuluk, depresif duygu durum bozuklugu, ndroz ve
psikozlarda kullanimini onaylamistir. Son zamanlarda yapilan birbiri ile iliskili iki calisma St.
John bitkisinin depresyonda plasebodan daha etkili oldugunu gostermistir ve birgok

standardize iirlin onaylanmistir. Almanya’daki satiglar1 en popiiler antidepresan ilaglardan
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olan fluoksetini bile asmistir. Sekil 8’de hiperforinin biyolojik etkileri ve etki mekanizmalari

sematik olarak gosterilmistir (20).

Son zamanlarda yapilan farmakolojik ¢alismalarla hiperforinin baska etkilerinin
de oldugu gosterilmistir. Bunlar ndrolojik etkileri, enflamasyona etkisi, antibakteriyel etkisi,

antitiimoral ve antianjiogenik etkisidir (20).
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Sekil 8: Hiperforinin tanimlanmug biyolojik etkileri ve etki mekanizmast (20)
2.4.1. 1. 1. 1. Antidepresan Etki

Hiperforin aktif komponentlerinden biri olan hiperikum; ekstresinin antidepresan

etkisinden dolayr tamimlanmistir. Bircok antidepresan ilag¢ bir veya daha fazla
norotransmiterin (6zellikle de seratonin) geri alimi igin, az ya da ¢ok segici inhibitdr gibi
davranir, bu geri alimdaki tasiyici proteinlerin transmiter baglayici yiiziine baglanir ve
kompetetif inhibitdr olarak rol alirlar. Istisna olarak hiperforinin seratonin, dopamin,
noradrenalin ve hatta GABA ve glutamatin geri alimini inhibe eden genis bir inhibitor etkisi

vardir (20;24;26).

Norotransmiter geri alimi ile ilgili degisik tasiyict proteinlerinin ortak noktast:
hepsinin etki ederken sodyum gradiyentini kullanmasidir. Hiperforin heniiz tam olarak
belirlenmemis, muhtemelen iyon kanallarini iceren sodyum iletkenlik mekanizmasini aktive
ederek bu gradiyenti azaltir. llave olarak hiperforin GABA, NMDA ve AMPA reseptorleri
aracilt cevab1 da inhibe eder, bu presinaptik kalsiyum kanallarinin agilmasini saglar ve

ndrotransmiterlerin ndrosinaptik araliga salinmasina neden olur (20;24;27).
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Hiperforin sitozolde pH’1 artirir (26;28) ve in vivo ve in vitro ndron
membranlarinin akigkan parametrelerini  diizenler, ki bu da farkli iyonik iletkenlik
mekanizmasiyla etki eden farmakolojik o6zelliklerine katkida bulunur (29). Deneysel
caligmalar kesin olarak gostermistir ki; secici olmayan katyon kanallarinin G proteine bagh
fosfolipaz C aracili yol ile aktivasyonu sodyum gradiyentinde azalmaya neden olur, kalsiyum

kanallar1 acilir; ve pH gradiyentini dagitir (20;29;30).
2. 4. 1. 1. 1. 2. Diger norolojik etkiler

Hiperforinin B-amiloid oncii proteine etki eder (31). Alzheimer hastalarinin, en
azindan bir bolimiinde, amiloid plaklarinda ekstraselliiler B-amiloid kiimelenmesi ve ¢cokmesi
sekretazlar tarafindan proteolitik siire¢in degistirilmesinin bir sonucu olarak ortaya cikar.
Amiloid 6nciil proteinin y-sekretaz ve B-sekretaz tarafindan ardisik parcalanmasi sonucu 39
ve 43 arast farkli uzunlukta aminoasit iceren P-amiloid peptidler iiretilir, 42 aminoasit
uzunlugunda olan en ¢ok ¢oken ve ndrotoksisiteden sorumlu olandir (32). Diger yandan
amiloid Onciil proteinin a-sekretazla muamelesi sonucu f-amiloid olusumu engellenir, ortadan
ikiye boliiniir. Hiperforinin amiloid Oncii protein siirecine hizla etki eder, hiicre i¢i Oncii
protein miktarin1 azaltirken, hiicreden salinim oranini artirir. Mevcut verilerle bu etkinin
birincil olarak a-sekretaz iizerinden oldugu gosterilebilir ancak B-sekretaza etki diglanamaz

(31).
2.4. 1. 1. 1. 3. Antienflamatuvar ve Proenflamatuvar etki

Bir ¢ok calisma St. John bitkisinin antidepresan etkisi konusunda hem fikirken,
antienflamatuvar etkisinin molekiiler temeli hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bitkinin
lipofilik ekstresi yiizeysel yaralarda, yara izlerinde, yanikta ve dermatitte uygulanmistir. St.
John bitkisinin antienflamatuvar etkisinin proenflamatuvar sinyal ileti yoluna kuersetin’in
inhibitor etkisi ile iliskilendirilmesine ragmen son zamanlardaki ¢aligmalar hiperforinin kilit
rol oynadigini kanitlamistir (33). Hiperforinin karisik epidermal hiicre lenfosit reaksiyonu ve
T lenfosit proliferasyonu iizerinde inhibitér etkisi gosterilmistir (34). Bu c¢alismalari
yapanlarin amaci enflamatuvar deri hastaliklarinin tedavisini St. John bitkisi ekstresi ile
saglamaktir. Gergekte klinik caligmalar hafif-orta dilizeyde atopik dermatitin topikal

tedavisinde hiperforinin anlamli etkisini géstermistir (35).

Diger yandan, hiperforin siklooksijenaz-1 ve 5-lipoksijenazin en giiclii dogal
inhibitoriidiir. Bu ¢ift etki St. John bitkisinin ve hiperforinin enflamatuvar cilt hastaliklarinin
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yiizeysel tedavisindeki endikasyonlarini acgiklayabilir. Ayrica, hiperforin bu ikili
antienflamatuvar profili gosterdiginden dolay:r siklooksijenaz ve lipoksijenaz inhibitorlerine
spesifik mide yan etkileri ortadan kalkmistir. Bu da allerjik ve enflamatuvar hastaliklarin

tedavisindeki kullanimin1 daha degerli kilmistir (36).

Tam tersi, hiperforin insan barsak epitelinde, hepatositlerde ve monositlerde
zaman ve doz bagiml etkisiyle interlokin-8 salinimini artirir. Interlokin-8 karacigerde akut
faz proteinlerinin {iretimini artirdigindan ve barsak enflamasyonunda ana role sahip
oldugundan dolayi, St. John bitkisinin baz1 kullanicilar1 i¢in hiperforin tedavisi zararli olabilir.

Bundan dolayi, hiperforinin uyarici etkisi ayrica degerlendirilmelidir (37).
2.4. 1. 1. 1. 4. Antibakteriyel Etki

St. John bitkisinin enfeksiyonlara karsi kullanimi ekstresinin rapor edilen
antibakteriyel Ozellikleri ile desteklenmistir. Yetmislerde bir grup Rus bilimadami St. John
bitki ekstresini i¢eren bir antibiyotik varligini kabul etmisler ve bu antibiyotigi hiperforin
olarak adlandirmislardir. Yine ayni grup 1975’de hiperforinin kimyasal yapisini agikliga
kavusturmustur. Hiperforinin multirezistant Stafilokokkus aureus ve diger Gram-pozitif
bakterilere kars1 antibakteryel etkisinin oldugu, Gram-negatif bakteri ve Candida albikans
tizerinde biiylimeyi inhibe edici etkisinin olmadig1 onaylanmistir. Simdiye kadar Gram-pozitif
bakterilere karst antibakteriyel etkisinin gercek molekiiler hedefleri direkt olarak

kanitlanmamustir (20).
2.4. 1. 1. 1. 5. Antitiimoéral Etki

Birbiri ile iligkili bir ¢ok arastirma hiperforinin antikarsinojenik, antiproliferatif,
proapopitotik, antiinvaziv ve antimetaztatik etkilerinin toplami olan antineoplastik gliciinii

gostermistir (20).
2.4. 1. 1. 1. 6. Antikarsinojenik Etki

Hiperforin pregnan X reseptoriine baglanarak sitokrom p-450’nin izoformu olan
CYP3A4 ekspresyonunu artirir. Regete edilen ilaglarin %60°dan fazlast CYP3A4 bagimh
yolakla metabolize ve ekskrete edilir, hiperforin bu bilesiklerin inaktivasyonunu artirir,
dolayisi ile farmakolojik etkilerini azaltir. Gergekte, bu da giiclii farmakolojik kullanimu ile
baglantili artisin ana etkenidir. Bununla birlikte, ayn1 zamanda hiperforin diger sitokrom p-

450 izoformlarinda farkli etkiye yol acar. Gergekte, cok yakin ¢alismalar St. John bitkisinin
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ekstresinin ve hiperforini de iceren bio-aktif bilesenlerinin insan prokarsinojenik-uyarici

enziminin, CYP1A1, gii¢lii inhibitorii oldugunu gostermistir (20).
2.4. 1. 1. 1. 7. Antiproliferatif Etki

Hiperforinin meme kanseri (MT-450, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicreleri), skuamoz hiicreli karsinom (A-431), malign melanom (HT-144), malign glioma
(LN229), fibrosarkom (HT-1080), kronik myeloid 16semi (K562) ve lenfoma (U937 ve Jarcat
hiicreleri) ve diger bircok memeli kanser hiicre hatlarinda proliferasyon oranini etkin olarak

azalttig1 gosterilmistir (38;39).
2.4. 1. 1. 1. 8. Proapoptotik Etki

Tiimoriin biilyiime orani ¢ogalmasi ile 6liimii arasindaki dengenin bozulmasinin
bir sonucudur. Bu nedenle etkili antitiimoral bilesik tiimor ¢cogalmasini inhibe etmeli ve/veya

tiimdr hiicresinin apoptozunu uyarmalidir (38;39).

Apoptozun en 1ilging yoni kanser tedavisinde kullanilabilir olmasidir.
Kemosensitif hiicrelerde apoptozu farkli sekillerde baslatan antikanser ajanlar rapor
edilmistir. Apoptozun baslama, uygulama, degradasyon gibi farkli sathalar1 vardir ve iki ana
yolu aktive eder. Birincisi reseptor aracili apoptozdur ve TNF-R1, CD95 (Fas) ve TRAIL-
reseptor gibi TNF ailesi reseptorleri kullanir. Bu ekstrinsik hiicre 6liim yolu olarak
adlandirilir, yeni adaptor proteinler TRADD ve FADD, reseptor trimerizasyonu ve ligand
baglanmasi lizerinden sitoplazmik 6liim seklidir. Bu sinyal kompleksi inhibitér kaspaz olan
kaspaz 8’1 ve diger etkili kaspazlar aktive eder. Diger apoptoz yolu intirinsik yoldur,
mitokondriden sitokrom c ve Apaf-1’i igeren proapopitotik faktorlerin salinimiyla aktive olur.
ATP varliginda bu faktorler prokaspaz-9’u kaspaz-9’a ¢evirir ve kaspaz kaskatini aktive eden

apoptoz kompleksinin bir parcasi haline gelir (20).

Hiperforin in vivo ortamda bir¢ok insan ve fare tiimdrler hiicre hatlarinda
biliyiimeyi inhibe eder. Tiimor hiicrelerinin hiperforinle tedavisi doza bagimli apoptotik
oligoniikleosom nesillerinin, tiptk DNA zincirleri ve apoptoz spesifik morfolojik
degisikliklerin olusmasiyla sonuclanmistir. Hiperforin mitokondri aracili apoptoz yolunu
aktive eder. Anlamli antitiimor etkisinden, in vivo diisiik toksisitesinden ve dogal bulunabilen

bir bilesik olmasindan dolay1, hiperforin ilgi ¢eken yeni bir antikanser ila¢ olmustur (20).
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Hiperforinin tiimor hiicre apoptozunu artirdigi gibi hiperforinin stabil formu olan

aristoforin de tiimdr hiicre apoptozunu artirir (20).
2.4. 1. 1. 1. 9. Antiinvaziv ve Antimetastatik Etki

Iliskili bir ¢alismada hiperforinin disikloheksilamonyum tuzunun hiperforinin
konsantrasyonundan ¢ok daha diisik mikromolar konsantrasyonlarda bazal membranlari
yeniden yapilandirarak tiimor hiicre invazyonunu yeteri kadar inhibe ettigi agik olarak
gosterilmistir. Bu anti-invazif etki ¢ogunlukla doza ve ekstraselliiler matriksdeki elastaz,
katepsin G, iirokinaz gibi degisik proteinazlarin nonkompetetif inhibisyonuna baghdir.
Hiperforin MMP 2 ve 9’un ve diger iki anahtar ekstraselliiler matriks diizenleyici enziminin
salmmmin1 anlamli olarak azaltir ve ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz 1/2 aktivitesini

inhibe eder (20;38).
2.4. 1. 1. 1. 10. Antianjiogenik Etki

Deneysel karaciger metastazlarinin mikroskobik goriintiileri hiperforinle tedavi
edilen farelerde kontrol grubuyla karsilagtirilinca yeni damar olusumunu azaltarak
metaztazlar azalttigini gostermistir (20;38). Son zamanda yaymlanmis bir calismada
hiperforinin hem invivo hem invitro anjiogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. Anjiogenez
bircok kilit basamagi iceren karmasik bir siirectir. Aktive olmayan endotelyal hiicreler
anjiogenik sinyalle aktive olur ve biyosinyalizasyondaki degisimleri iceren anjiogenik fenotip
degisimler baslatilir, buna bagl olarak da ekstraselliiler matriks enzimlerinin bosalmasi,
endotelyal hiicre proliferasyonu, migrasyon, invazyon ve son olarak da yeni damar olusumuna

gozlenir (40).

Hiperforin ¢ok hedefli antianjiogenik ajan olarak davrandigi gosterilmistir: 1)
Hiperforin endotelyal biiylimeyi inhibe eder; i1) Matrijel tabakada kapiller tiip olusumunu
inhibe eder; ii1) Endotelyal hiicre matriksi MMP 2 ve iirokinazinin {iretim ve salinimini inhibe
eder; iv) Endotelyal hiicrelerin migrasyon giiciinii inhibe eder v) Endotelyal hiicrelerin
Matrijel invazyonunu inhibe eder (9). Hiperforin bu multiinhibitor etki ile endotelyal
hiicrelerde anjiogenezle ilgili biyosinyalizasyonda giiclii degisikliklere neden olur.
Proliferasyonun inhibisyonu; p38 MAPK, ERK 1/2 ve/veya STAT 5 yolunun etkilesimi,
biyosinyal yolunun inhibisyonu ve/veya apoptoz biyosinyal yolunun aktivasyonu tarafindan
diizenlenir (40). Invaziv tiimor hiicrelerinde anjiogenik endotelyal hiicrenin ekstraselliiler
matriks degradasyon giicline etki, ekstraselliiler matriks degradasyon enzim ekspresyonu ile
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iligkili tanimlanmis bir¢cok biyosinyal yollarinin birbiri ile ekilesimi oldugu kadar proteaz
aktivitesinin direkt inhibisyonunu da kapsayabilir (38). Bu nedenle hiperforin umut verici bir

antianjiogenik bilesik gibi goriinmektedir.

Sonug olarak son birka¢ yilda hiperforinin lipofilik agilfloroglikinol derivesinin
¢ok amaclh farmakolojik kullanimina isaret eden bir¢ok kanit bulunmustur. Bunlar ana
etkisinin sadece antidepresan etkisi olmadigini, norolojik etkilerinin, enflamasyonu
diizenleyici etkisinin, antibakteriyel, antitiimoéral ve antianjiogenik etkisinin de oldugunu
gostermistir. Hiperforinin farmakolojik kullanimini sinirlayan esas mesele insitabilitesi ve
CYP3A4’i aktive edici etkisine bagli olarak gelisen diger ilaglarla giiclii bir interferansinin
olmasidir. En azindan aristoforin olarak adlandirilan hiperforin derivesi halihazirda
kullanilabilir durumdadir ve digerleri de sentezlenebilir. Aristoforin hiperforinin etkilerini

gosterir fakat CYP3 A4’ aktive etmedigi i¢in daha kullanighdir.
3. AMAC

Caligmamizin amaci; hiperforinin, anti-tiimdral ve anti-apoptotik etkilerinin
hiicresel diizeyde incelenmesi, hiperforinin, Caco-2 hiicre hatlarinin Huvec hiicrelerinde
olusturdugu anjiogenezi nasil etkilediginin gosterilmesidir. Ayrica hiperforinin kanserli
hiicrelerin yayiliminda ve metastaz olusturmasinda ¢ok Onemli olan tiimor hiicrelerinin

proliferasyonlarini ve hiicrelerin canliligini nasil etkilediginin gosterilmesidir.
4. MATERYAL VE YONTEM
4. 1. Materyal

4. 1. 1. Huvec Hiicre Hatlar1 :Huvec primer hiicre hatlar1 insan gobek kordon hiicrelerinden
elde edilmis olup, GATA Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali, Tibbi ve Kanser Arastirma
Merkezi Sorumlusu, I¢ Hastaliklari ve Hematoloji Uzmani Prof. Dr. Ali Uygur Ural
tarafindan 5. Pasajda hediye edilmistir (Resim 8).
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Resim 8. Huvec hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriintiisii

4. 1. 2. Caco-2 Hiicreleri: Caco-2 hiicreleri insan kolon kanseri hiicrelerinden elde edilmis

olup, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Arastirma Laboratuari, Hiicre
Kiiltiirii Laboratuarinda —196°C’de muhafaza edilen, hiicre hatt1 stoklarindan temin edilmistir

(Resim 9).

Resim 9. Caco-2 hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriintiisii

4. 1. 3. Matrijel: Anjiogenez i¢in en spesifik testlerden biri de endotel hiicrelerin ii¢ boyutlu
yapilar (tiip benzeri yapilar) olusturmasinin dlgiilmesidir. Kaynagi neresi olursa olsun tiim
endotel hiicreler kendiliginden tiip benzeri yapilar olusturma yetenegindedir, tiip benzeri yapi
olusumu plastik kiiltiir kaplarini fibrin pihtist veya kollajen ile kaplayarak saglanabilir. Piht1
izerinde tliip olusumu in vivo durumlar i¢in uygundur ve elektron mikroskopu ile tesbit
edilebilir. EHS tiimoér hiicresi bazal membraninin ana komponenti lamininden matrijelin elde
edilmesi ile endotelyal hiicrelerde 24 saat iginde tiip benzeri yapilarin olusmasi

saglanabilmistir ve tiip benzeri yapilarin belirlenmesi anjiogenez ¢alismalarinda énemli bir
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yer almigtir (Resim 10). Ancak Matrijel icindeki protein konsantrasyonunu kontrol etmek
kritik Oneme sahiptir. Bu yiizden tiim ticari matrijellerde tiip benzeri yapilar

olusamayabilmektedir (Resim 11).

Resim 10. Bazal membran BD Biosciences (MA, USA) firmasindan steril
halde 10 mL’lik siselerde temin edilmistir.

Resim 11. Matrijeldeki tiip benzeri yapilar (6)

4. 1. 4. Hiperforin: Hiperforin, St. John’s Wort bitkisinin yapraklarinda ve ¢igeklerinde en

cok bulunan bioaktif bilesendir. Hiperforin kolaylikla pargalanabilen bir bilesik olup, bu
nedenle ¢alisilmast zor bir maddedir. Havaya kars1 hassas ve organik ¢dziiciide ¢oziilmeyen

bir bilesiktir (Resim 12).
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Resim 12. Hiperforin ekstresi

Hiperforin 1 mg’lik dozlarda tiipler i¢ine konulmus halde, Prof. Dr. Athanassios
Giannis (Leipzig University, Faculty of Chemistry and Mineralogy, Institute of Organic

Chemistry), tarafindan ¢alismamiz i¢in hediye edilmistir.

Hiperforin ekstratinin 1 mg’1 (argon gazi altinda depolanmis olarak hazir olarak
geldi) ilk olarak DMSO ig¢inde 1 ml’lik ¢ozelti olusturacak sekilde karanlik bir ortamda
¢oziildii. Daha sonra bu ¢6zeltiden 5, 15, 30, 60, 90 uM olacak sekilde ¢alisma besiyeri i¢inde
cozeltiler hazirlandi. Hazirlanan c¢ozeltilerde DMSO’un  konsantrasyonunun %11
gegmemesine dikkat edildi.

4. 1. 5. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamilan Cihazlar

e Otoklav

e [aminar Flow Kabin
e invert Mikroskop

¢ Binokiiler Mikroskop
e COy’li Etiiv

e Su Banyosu

e Santrifiyj
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4. 1. 6. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasallar ve sarf malzemeler

e Fetal Bovine Serum (FBS )Heat Inactivated-100 (PAA A11-104)

e Antibiyotik-Antimikotik (100X) (Penisilin/Streptomisin) (PAA P11-002)

e [-Glutamin 200 mM (100X) (PAA M11-004)

e Tripsin % 0.25 (1X) EDTA’l1 (PAA L11-004)

e Enjektore takilan filtre steril seliiloz asetat, 0,2 mikron, (SARTORIOUS SM
16534K)

e Steril mavi kapakli konik tiip Falcon 15ml (LPL111548)

¢ Hiicre proliferasyon kiti, (Promega G3582 )

e Fetal Calf Serum (FCS) Is1 ile inaktive edilmis (PAA A11-104)

e Medium 199 (PAA E15-838)

e DMEM (besiyeri) (PAA E15-080)

¢ Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS): Endotelyal hiicre biiyiime
faktorleri

e Gentamycin 10 mg/ml (Promocell C42060)

e APOPercentage Apoptosis Assay Kit (Biocolor BT38 8YF, UK)

e Heparin sodyum tuzu (SIGMA H4784)

e Fungizone (Amphotericin B) (SIGMA A2942)

e ITS (Insulin/Transferrin/Selenium) S1v1 besiyeri katk1 maddesi (SIGMA A29)

e EBM reaktifi (Endothelial Cell Basal Medium) (Promocell C-22210)

e Endotelyal Tiip olusum Kiti (CBA-200 CellBiolabs -In Vitro Angiogenesis)

e Milipor katalog no: SCGPUOSRE Stericup-GP, 0.22 pm, Polyethersulfone, 500
mL, radio-sterilized

e Milipor katalog no: SEIM003MOO Steriflip-HV, 0.45 um, PVDF, radio-sterilized

e Milipor katalog no: PISP01250 Millicell Cell Culture Insert, 12 mm,
polycarbonate, 8.0 pm

e 6 kuyucuklu plak (Corning 3516)

e 24 kuyucuklu plak (Corning 3524)

e 5,10 ve 25 mI’lik steril pipet (Corning 4787, 4788 ve 4789)

e 25 cm?lik filtreli kapakl flask (Corning 430641)
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4. 2. Yontemler

4. 2. 1. Donmus Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Flaska hazirlanan besiyeri konur.

S1v1 nitrojen tankindan hiicreler ¢ikarilir.

Su banyosunda ¢6ziiniir hale getirilir.

Tamamen ¢ozlinmeden otomatik pipet yardimai ile flaska aktarilir.

DMSO’nun oda sicakliginda toksik etkisi ¢ok fazladir. Bu hiicrelerin 6liimiine

neden olabileceginden ¢ok hizli hareket edilir.

4. 2. 2. Caco-2 Hiicrelerinden Ortam Besiyeri (conditioned medium) Elde Edilmesi

Caco-2 hiicreleri, her bir kuyucukta yaklasik 125.000 hiicre olacak sekilde

besiyeri i¢inde (1.5 ml) her bir kuyucuga ekilir. Ekim yapilan plaklar bir gece boyunca 37 °C/

% 5 CO,’li etiivde inkiibasyona birakildi. Hiicreler her bir kuyucugun igini yaklasik %75-80

doldurdugunda enkiibasyon besiyeri dokiildii. Hiicreler 1.5 ml DPBS ile iki kez yikandi. Her

bir kuyucuga DMEM + % 1 BSA igeren besiyerinden 1. 5 ml kondu ve bir gece daha enkiibe

edildi. Daha sonrabesiyeri steril bir tiibe alindi, 6li hiicrelerden arinmasi igin 1.000 rpm/10

dakika santrifiij edilip, 0.22 uM filtreden gegirildi.

4.2. 3. Huvec Besiyeri I¢erigi ve Hazirlanmasi

500 ml MEDIUM 199

100 ml FCS

100 mg ECGS

5 ml Glutamin

250 pl Heparin

5 mL Penisilin/Streptomisin

280 pl Fungizon (stok 250 pl/ml igermektedir, ml besiyeri bagina 50 pg/ml)

0. 5 ml Gentamisin

. 5 ml Medium 199, 100 mg ECGS igeren sisenin i¢ine konuldu ve eritildi.
. 250 mL’lik steril sise icine 100 ml FCS, 5 ml glutamin, 5 ml

penisilin/streptomisin, 0. 5 ml gentamisin, 250 pl heparin, 280 pl fungizon

konuldu.

. Bu karisim i¢ine, daha 6nce besiyeri ile ¢oziilen 5 ml’lik ECGS ¢ozeltisi eklendi.
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4.

S.

Tiim icerik 0.2 mikron filtreden gegirilerek steril edildi ve Medium 199 igine
eklendi.
Steril hale gelmis olan Huvec hiicre besiyeri 50 ml’lik steril konik tiipler i¢cine

porsiyonlanarak kullanima hazir hale getirildi ve +4°C ye konuldu.

4. 2. 4. Caco-2 hiicreleri besiyerinin hazirlanmasi

500 ml DMEM

50 ml FBS

5 ml Glutamin

5 ml Penisilin/Streptomisin

0. 5 mL Gentamisin

. 100 mI’lik steril sise igine 50 ml FBS, 5 ml glutamin, 5 ml penisilin/streptomisin,

0. 5 ml gentamisin konuldu.

. Tiim igerik 0. 2 mikron filterden gegirilerek steril edildi ve DMEM besiyeri i¢ine

eklendi.

. Steril hale gelmis olan timdr hiicresi besiyeri 50 ml’lik steril konik tiipler igine

porsiyonlanarak kullanima hazir hale getirildi ve +4°C ye konuldu.

4. 2. 5. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Boliinmesi)

Oncelikle hiicrelerin durumuna mikroskopta bakilds, hiicreler flaskin (T-75)
yiizeyinin yaklasik % 80’ini kapladiginda pasajlama islemi yapildi.

Flaksdaki eski besiyeri bosatilip, flask i¢indeki hiicreler 10 mL DPBS ile yikanda.
Hiicreleri flask ylizeyinden kaldirmak i¢in 3.0 ml (75 cm”lik flask i¢in)
tripsin/EDTA ¢06zeltisi kullanildi. Tripsin/EDTA ¢ozeltisi tiim yiizeye yayildi ve
hemen bosaltilarak hiicrelere temas eden tipsinin hiicreleri kaldirmasi i¢in
ortalama 1 dakika 37 °C’deki CO, enkiibatorine kondu.

Hiicrelerin hemen hepsinin flask yilizeyinden kalktigindan emin olmak i¢in, invert
mikroskop ile hiicreler kontrol edildi.

Flask i¢indeki tripsin/EDTA c¢ozeltisini notralize etmek i¢in DMEM (Huvec
hiicreleri i¢in Medium 199) /% 1 FBS (Huvec hiicreleri i¢in % 1 FCS) 3.0 mL
flask igine eklendi.
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e Daha sonra 5.0 ml besiyeri eklendi ve flask i¢indekiler steril 15 ml’lik konik tiibe
aktarildi ve 400 g/10 dakika santrifiij edildi.
e Santrifiij sonunda tiibiin iistiindeki s1v1 kisim bosaltildi ve geri kalan ¢okelmis
hiicreler 2.0 ml kiiltiir besiyeri ile ¢6ziildii (Buradaki besiyeri miktar1 kag tane ve
hangi boy flaska kullanacak ise degisiklik gosterebilmektedir).
e Onceden icine 15 ml besiyeri konulmus 2 adet T-75mL’lik flask igine 1.0’er ml
olmak tizere hiicrelerin i¢inde bulundugu ¢ozeltiden eklendi ve 37°C’lik % 5 CO,
iceren etiivde enkiibasyona birakildi.
e Hiicre sayis1 Tripan mavisi ile hiicreler esit oranda karistirilarak hematometrede
sayildi. Boylece canlilik testi yapilmis oldu.
4. 2. 6. Hiicre Sayis1 (ml’de) Hesaplamasi

Thoma laminda her iki kisma da hiicre konmus olup, 16 adet olan karelerden her
bir taraftan 5 kare sayilmis olup, her iki taraftan toplam 10 kare sayilmistir. Toplam hiicre
sayist 10’a boliiniip bir karedeki ortalama hiicre sayisi elde edilmistir. 10 pl hiicre alinip, 10
ul triptan mavisi ile boyadigi icin diliisyon katsayisi olan 2 degeri ile ¢arpilmistir. Bir kare
icindeki toplam hiicre sayisinin ortalama 20-50 arasinda olmasina dikkat edilmis olup (toplam
16 kare i¢inde 200-500 adet) bu degerler disinda bir deger elde edilmis ise, hiicrelerin
diliisyonu tekrar yapilip, sayim tekrarlanmistir.

Sayilan hiicre x diliisyon katsayisi x 10°

4. 2.7. Caco-2 Hiicrelerinde Hiperforinin Olusturdugu Apoptozun Saptanmasi

Caco-2 hiicrelerinde apoptozun saptanmast APOPercentage Apoptoz Kiti
(Biocolor life science assays, Biocolor Ltd, 8 Meadowbank Road, Carrickfergus, County

Antrim, BT38 8YF, UK) ile saptanmistir (Resim 13).
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Resim 13. Ticari olarak satin alinan APOPercentage Apoptoz Kiti

. Steril kabin i¢ginde, 96 kuyucuklu steril plak i¢indeki kuyucuklarin i¢ine hazir
halde kit i¢inde verilen % 0. 4’liik jelatin ¢ozeltisinden 100 ul kondu ve en az 10
dakika steril kabin i¢inde bekletildi.

. Caco-2 hiicreleri 200 ul besiyeri i¢inde yaklasik 3x10* olacak sekilde jelatin kapli
plaga ekilmistir (kit igeriginde hiicrelerin ekim araligi 2x10* ile 5x10* olarak

verilmistir).

. Hiicreler 37°C/ % 5 CO, etiivde, kuyucuklar kaplayacak sekilde yaklagik 24 saat
inkiibe edildi.

. Enkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuklar taze besiyeri ile yikanarak, inkiibayon

besiyeri ile jelatin ¢ikartildi.

. 100 pl taze besiyeri i¢inde degisik konsantrasyonlarda hiperforin (5, 15, 30, 60 ve
90 uM) ¢ozeltisi eklenir veyaklasik 48 saat daha 37°C/ % 5 CO, etiivde
inkiibasyona birakild.

. Inkiibasyon siiresinin bitmesine 30 dakika kala, her kuyucuga tam ortasma, 100 pl
taze kiiltiir besiyeri iginde 5 ul APOPercentage Dye (boya ¢dzeltisi) konuldu ve
tekrar 37°C/ % 5 CO, etiivde son 30 dakikalik inkiibasyona birakildi (Resim 14).
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Resim 14. Boya eklenen ve inkiibasyona birakilan kuyucuklar

7. Inkiibasyon siiresinin sonunda, kiiltiir besiyeri ve boya karisimi aspire edildi ve

hiicreler 200 ul PBS ¢ozeltisi ile yikandi.

8. Invert mikroskopta gériintiiler incelendi.

Resim 15. Apoptotik hiicrelerin mikroskopta gériiniimiine ornek

Mikroskopik alandan c¢ekilen resimlerde istenirse hiicre sayimi goz ile ya da
program ile yapilabilmektedir. Yaptifimiz deneyde ¢ok fazla hiicre yigilmasi oldugundan,
apoptoz miktar1 hiicrelerin aldig1 boyanin ¢oziilmesi sonucunda absorbans miktar1 dlgiilerek

saptanmistir (Resim 16)
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1. Hiicreler yikandiktan sonra 100 pl boya salict eklendi ve plak 10 dakika 100

rpm’de plak calkalayicida ¢alkalandi.

Resim 16. Kuyucuklara boya salict eklendikten sonraki goriiniim

2. Bu siirenin sonunda, her kuyucuktan alinan 100 pl ¢6ziinmiis olan boya igeren
kisim diger iki kuyucuktan alinan 6rnekler ile birlestirilerek 300 pl olan ¢ozelti,
baska bir 96 kuyucuklu steril olmayan plak i¢ine kondu ve 550 nm’de ELISA
okuyucuda okundu.

4.2. 8. In vitro Tiip Benzeri Yapilarin Olusturulmasi
(Insan Viicudunda Kapiller Damar Yapilarinin Olusmasinin Orneklenmesi)
Tiimdr hiicreleri ve tiimor ortam besiyeri kullanilarak endotel hiicrelerinin kapiller

damarlar1 olusturmasi Grant ve arkadaslarinin metodu kullanilarak gergeklestiril (Sekil 9)(15)

Bu denemede amacimiz sdyle Ozetlenebilir; kapiller tiip yapilarmin olusmasi
sadece endotel hiicrelerine 6zgii bir durum olup, diger hiicre tipleri farkli yapilar
olusturmaktadirlar. Bu tlip yapilariin olusmasi ayn1 zamanda 6l¢iilebilir olup (tlip yapilarinin
uzunlugu, tiip dallanma boélgelerinin siklig1 v. b) bu yontem ile anjiogenik ve anti-anjiogenik
faktorlerin damar olugsmasinda ve tiimorlerin  yayilim gostermesindeki etkilerinin
anlagilmasinda, anjiogenezdeki etkili mekanizmalarin anlasilmasinda 1iyi bir model
olusturdugu belirtilmistir. Bu model sistemi in vitro olarak damar olusumlarinin

gosterilmesinde kullanilmaktadir.

Hazir ticari olarak satilan bazal membran -20°C’de donmus bir halde bulunmakta

olup, +4°C’de siv1 halde, 37°C’de ise kat1 jel hale donlismektedir. Bu nedenle, 24 kuyucuklu
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plak ile ¢alisirken plaklar ve pipet uglart daha 6nceden buzdolabinda sogutulmustur. Matrijel
oda 1s1sinda kat1 hale gegmeye basladigindan ve 37 °C’de kat1 bir jel haline gegtiginden ve bu
halden sonra tekrar sivi hale gegemediginden, calisma buz iginde gerceklestirilmis, plaklar

daha sonra inkiibasyona birakilmistir.

Matrigel ile Tiibe Benzer Yapilarnn Olusturulmas: Deneyi

Ortam Besiveri ile
Timdr Hiicreleri ile =

2 um glzenekli hilcre Kltird Kuyaucuga

\ | Tiimir hiicresi ortam besiveri

S DMEM /
S S OO Tamor

hilcreleri

e R e 4—— HUVEC —f RESaaas Se
——— 30,000 hilcre P

Matrigel

EBM+BSA+ITS

Sekil 9. Tiibe benzer yapilarin olusturulmasi deneyinin sematik gosterilmesi

4. 2. 8. 1. Caco-2 hiicreleri ile tiip benzeri yapilarni olusturulmasi

1. 24 kuyucuklu plaklarda belirlenen kuyucuklara 275 pl matrijel kondu

2. Plak 30 dakika 37°C’de/%5 CO;’li etiivde enkiibasyona birakildi.

3. Enkiibasyon sonunda kuyucuklara 800 pl serum i¢cermeyen besiyeri (EBM
cozeltisi icinde % 1 BSA ve %1 ITS) kondu.

4. Hemen ardindan kuyucuklara 200 pul M199 ¢6zeltisi iginde yaklasik 30,000 Huvec
hiicresi ekildi.

5. Bir saat 37°C’de/%5 COy’li etlivde inkiibasyondan sonra kuyucuklara 0. 3 uM
membran igeren kiiclik yuvalar yerlestirildi ve i¢lerine iginde % 2 BSA iceren 1.0
mL DMEM besiyeri i¢cinde Caco-2 hiicre hatlart ml’de 10,000, 50,000 ve 100,000
olacak sekilde ekildi.
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6. Plak 37°C’de/%5 COy’li etiivde 16 saat inkiibasyondan sonra insertler ¢ikartildi,

icindeki besiyeri dikkatlice dokiildii ve invert mikroskopta resimleri ¢ekildi.

Resim 17. Caco-2 hiicrelerinin Matrijel iceren 24 kuyucuklu plakta ekilmis hali

4. 2. 8. 2. Caco-2 hiicrelerinden elde edilen ortam besiyeriyle tiip benzeri yapilarin
olusturmasi

1. 24 kuyucuklu plaklarda belirlenen kuyucuklara 275 pl matrijel kondu

2. Plak 30 dakika 37°C’de/%5 CO;’li etiivde enkiibasyona birakildi.

3. Enkiibasyon sonunda kuyucuklara 300 pl serum igcermeyen besiyeri (EBM
¢ozeltisi i¢cinde % 1 BSA ve %1 ITS) kondu.

4. Hemen ardindan kuyucuklara 200 ul M199 ¢ozeltisi iginde yaklasik 30,000 Huvec
hiicresi ekildi.

5. Bir saat 37°C’de/%5 CO;’li etlivde enkiibasyondan sonra iglerine Caco-2 timor
hiicrelerinin ortam besiyeri ve hiperforinin degisik konsantrasyonlarini iceren
ortam besiyerleri 500 ul olacak sekilde eklendi.

e Ik kuyucukta yanlizca Huvec hiicreleri kontrol olarak birakilds.

e Sonraki 5 kuyucuga (5, 15, 30, 60 ve 90 uM) hiperforin ¢ozeltisi eklenmis
tiimor hiicresi ortam besiyerinden kondu.

e Son kuyucuga ise Caco-2 tiimor hiicresinin sadece kendisi ortamda iken

elde edilen ortam besiyerinden kondu.
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6. Plak 37°C’de/%5 COy’li etiivde 16 saat inkiibasyondan sonra i¢indeki besiyeri

dikkatlice dokiildii ve invert mikroskopta resimleri ¢ekildi.

4. 2. 9. Hiicre Canlihigimin Saptanmasi

Hiicre canlilifinin saptanmasi igin ticari kit kullanildi. (Calcein AM Cell Viability
Assay Kit, Biotium, Inc. 3423 Investment Blvd. Suite 8, Hayward, CA 94545, USA. Katalog
Numarasi 30026). Calcein AM boyasi genis olarak kullanilan ve yesil floresan 151k veren bir
belirleyicidir. Canli hiicrelerde floresans hale gelen Calcein AM boyasi hiicre i¢cinde girmekte

ve burada kalmaktadir ve boylece canli hiicre sayilarinin saptanmasinda kullanilmaktadir.

1. 96 kuyucuklu steril plaga, denemenin gerceklestirilmesinden bir giin dnce 100 ul
yanlizca DMEM ¢ozeltisi i¢inde, hiicre sayis1 yaklasik 5.000 olacak sekilde Caco2
hiicreleri ekildi.

2. Yaklasik 24 saat bir gece 37°C’de/%5 CO,’li etiivde enkiibasyona birakildi.

3. Bu siirenin sonunda, Caco-2 hiicrelerini i¢eren birer kuyucuk kontrol amaclh
birakildiktan sonra, diger kuyucuklara sirasiyla hiperforin 6rneklerinden
hazirlanan degisik konsantrasyonlardaki (3, 15, 30, 60 ve 90 uM hiperforin)
¢ozeltilerden 100’er pl kondu ve plak yine bir gece 37°C’de/%5 CO;’li etiivde
enkiibasyona birakildu.

4. Bu siire tamamlandiktan sonra, kuyucuklarin i¢indeki besiyeri aspire edildi.

5. Her bir kuyucuga PBS icinde stok ¢ozeltiden hazirlanmis hazirlanmis 100 pl,

2 uM Calcein-AM boyasindan kondu.

6. 37°C’de/%5 CO,’li etiivde en az 30 dakika olmak iizere enkiibe edildi.

7. Bu siirenin sonunda floresan mikroplak okuyucuda (ThermoLabsystem
Fluoroskan Ascent FL) 485-530 nm dalga boylarinda emisyon katsayilar1 6l¢tildii.

Hiicre canliligi i¢in 6rnekler tiger kez ¢alisilmis ve ortalama degerler alinmastir.
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4. 2. 10. Proliferasyon Deneyi

Proliferasyonun saptanmasi i¢in Promega Firmasina ait ticari kit kullanilmistir.
(CellQNon-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega Corporation, 2800 Woods Hollow
Road-Madison, WI, USA).

1. Huvec hiicreleri 50 ul M 199 i¢inde yaklasik 5.000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plaga ekildi.

2. 1ki kuyucuk sadece Huvec hiicreleri (kontrol) igermekte idi ve 50 pl M 199
eklenip toplam miktar 100 ul’ye tamamlandi.

3. Diger kuyucuklara Caco-2 hiicrelerinin ortam besiyerinin farkli miktarlarindan
(10, 20, 30, 40, 50 ul) eklendi ve her biri 50 ul olacak sekilde DMEM ile
tamamlandi ve boylelikle kuyucuklardaki ¢6zelti miktarlar1 100 pl’ye
tamamlanmis oldu.

4. Daha 6nceden Huvec ekilmis farkli kuyucuklara ise, hiperforinin farkli
konsantrasyonlarindan (5, 15, 30, 60 ve 90 uM) 50 pl eklendi.

5. Plak 37°C/% 5 CO>’li etiivde 48 saat inkibe edildi.

6. Bu siirenin sonunda kuyucuklara 20 ul MTS/PMS ¢ozeltisi kondu.

7. Plak tekrar 37°C/% 5 CO;’li etiive kondu ve 2 saat bekletildi (yontemde bunun 1-
4 saat arasinda olmasi gerektigi belirtilmistir) ve absorbanslar 490 nm’de ELISA
plak okuyucusunda (ThermoLabsystem Multiskan Specturum) saptandi.

Her kontrol ve 6rnek konsantrasyonu ticer kez ¢alisilmis ve ortalama degerler kullanilmistir.
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5. BULGULAR

5. 1. Caco-2 hiicreleri ile indiiklenen tiip benzeri yap1 olusumunun hiperforin ile

inhibisyonu

Resim 18. Huvec + Caco-2 (50.000 hiicre /ml)

Resim 19. Huvec + Caco-2 +15 uM Hiperforin
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Resim 20. Huvec + Caco-2 +30 uM Hiperforin

Resim 21. Huvec + Caco-2 +60 uM Hiperforin
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Resim 22. Huvec + Caco-2 +90 uM Hiperforin

5. 2. Hiperforinin Caco-2 Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisi

Apoptoz deneyinin sonlanmasindan 6nce kuyucuklara boya ¢ozeltisi kondugunda
Caco-2 hiicrelerinin bulundugu kuyucuklarda hiicreler canli haldeydiler. Oysa, hiperforin
cozeltilerinin eklendigi kuyucuklarda hiicreler gittikge artan miktarlarda birbirlerine tutunmus
ve canliliklarim1 kaybetmis durumda idiler. Hiperforinin en yiiksek diizeyde bulundugu (90
uM) kuyucukta hemen hi¢ canli hiicreye rastlanmamis olup hiicreler birbirleri {izerinde

kiimelenmis durumda idi.
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Resim 24. 15 uM Hiperforin uygulanmis Caco-2 hiicreleri
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Resim 26. 60 uM Hiperforin uygulanmis Caco-2 hiicreleri
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Resim 27. 90 uM Hiperforin uygulanmis Caco-2 hiicreleri

Resim 28. 90 uM Hiperforin uygulanmis Caco-2

hiicrelerinin tiim objektif sahasi goriiniimii
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Hiperforinin artan konsantrasyonlar1 ile birlikte apoptotik hiicre oraninin arttigi
gozlenmekle birlikte, en diisiik ikinci konsantrasyon olan 15 pM dozunun dahi hiicrelerin
%80-90’11 apoptoza gotirdiigii saptanmistir. En yiiksek dozlara ulasildiginda ise, hiicreleri
apoptoza gotlirmekten ¢ok bilinmeyen bir nedenle nekroza gotiirdiigli saptanmistir. Caco-2

hiicrelerinin hiperforinin farkli dozlar1 ile apoptoza ugratilmasi sekil 10’°da gosterilmistir.

Caco-2 Hiicrelerinin Hiperforin ile Apoptozu

* Hyperforin (nM)

Caco-2 (30.000
hicre)

Sekil 10. Caco-2 hiicrelerinin hiperforin yoluyla apoptozu

5. 3. Hiperforinin Huvec Hiicrelerinin Proliferasyonuna Etkisi

Caco-2 tiimor hiicrelerinden elde edilen ortam besiyerinin  farkli
konsantrasyonlarinin Huvec hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi sekil 11°de gosterilmistir.
Tiimdr hiicrelerinin besiyerine hiperforinin degisik konsantrasyonlar1 eklendikten sonra elde

edilen ortam besiyerinin Huvec hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi sekil 12°de gosterilmistir.
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Caco-2 Hiicrelerinin Ortam Besiyerlerinin Huvec
Hiicrelerinin Proliferasyonuna Etkisi

0935 0963 g

Abs 490 nm

HUVEC 10 pl Caco- 20 ul Caco- 30 ul Caco- 40 pul Caco- 50 ul Caco-
(Kontrol) 2 2 2 2 2

Sekil 11. Caco-2 hiicrelerinden elde edilen ortam besiyerinin farkh

konsantrasyonlarinin Huvec hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi

Caco-2 Hiicreleri ile indiiklenen Huvec Hiicrelerinin
Proliferasyonuna Hiperforinin Etkisi
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HUVEC Caco-2+5 Caco-2+15 Caco-2+ 30 Caco-2+ 60 Caco-2+90
(kontrol) Y Y UM uMm uMm

Sekil 12. Caco-2 | hiicreleri ile indiiklenen Huvec hiicrelerinin
proliferasyonlarina farkh konsantrasyonlardaki hiperforinin etkisi
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5. 4. Hiperforinin Tiimor Hiicrelerinin Canlihgina Etkisi

Caco-2 hiicrelerinin canliligiin {izerinde hiperforinin farkli konsantrasyonlarinin
etkileri incelendiginde, artan konsantrasyonlarla birlikte hiicre canliliginda 6nemli Olgiide
azalma oldugu saptanmustir. En yiiksek konsantrasyon olan 90 uM’de ise absorbansin ¢ok
diisiik oldugu bunun da direkt olarak canli hiicrenin konsantrasyonunun ¢ok az oldugunu

gostergesi oldugu diistiniilmektedir (sekil 13).

Caco-2 Hiicrelerinin Canhilhigina Hiperforinin Etkisi

>

N

5
5
4
3,5
3
5
2

Abs 485-530 nm

-
(3}

—h

Nt
o u

Sekil 13. Caco-2 hiicrelerinin canlihi@ina hiperforinin degisik

konsantrasyonlariin etkisi
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6. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Verilerin analizinde ANOVA kullanilmstir. Istatistik'te ANOVA (veya Varyans
Analizi), gbzlenen varyansi gesitli kisimlara ayirma yontemiyle bazi degiskenlerin bagka bir
degisken tizerindeki etkisini incelemeye yarayan modelleme tiirtine verilen genel isimdir. Bu
yontem istatistik¢i ve genetikei Ronald Fisher tarafindan 192011 ve 1930'lu yillarda
gelistirilmistir.

ANOVA ile hiperforinin farkli konsantrasyonlarinin Caco-2 tiimor hiicreleri
tizerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan uygulamalarin deney ve kontrol gruplari arasinda
incelenen degiskenler bakimmdan anlamli bir fark yaratip yaratmadigini belirlemek tizere

Varyans Analizi (Univariate Analysis of Variance) uygulanmistir.
7. TARTISMA VE SONUC

Epidemiyolojik veriler, dogada bulunabilen, diyetle alinabilecek kadar saglikli ve
toksik olmayan ve uzun siire kullanilabilecek maddelerin yararli etkilerinin oldugu ve insan
saghiginin siirdiiriilmesinde alternatif olarak kullanilabilecegini gostermistir. Hiperforin son

yillarda yeni bir anti-kanser ve anti-metastatik ila¢ olarak dnerilmektetir.

Kanserin ilerlemesi anjiogeneze bagimli olup, geleneksel olarak kullanilan ilaglar
anjiogeneze bagl prosesleri tedavi etme amaci giitmektedir. Anjiogenez inhibitorleri siralanan
basamaklardan herhangi birini bloklamaktadir; bazal in vivo membranin yikilmasi, endotel
hiicrelerinin migrasyonu ve proliferasyonu, son olarak endotel hiicrelerin tiibe benzer yapilar

olusturmasi yani yeni kan damarlarinin olugmasidir.

Anjiogenez siirecinde endotelyal hiicre sekillenmesinde 6nemli bir basamak yeni
damar olusturmak {izere endotelyal hiicrelerin degisim ve yeniden sekillenmesidir. Lorusso ve
arkadaslar1 Huvec hiicrelerini matrijel {izerine yerlestirdikten 6 saat sonra Huvec hiicrelerinin
anjiogenik uyariya cevap olarak tiip benzeri yapilar olusturdugunu, hiperforinin Huvec
hiicrelerindeki bu olusumu artan dozla artan bir sekilde etkiledigini ve tiip benzeri yapilar

engelledigini gostermislerdir (42).

Martinez-Poveda ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 calismada matrijel iizerine
ekilmis endotelyal hiicrelerde birka¢ saat icinde tiip benzeri yapilarin olustugunu ve bu
yapilarin inhibisyonu i¢in en diisiik hiperforin konsantrasyonunun 2,5 uM oldugunu tesbit

etmislerdir (9).
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Arastirmamizda Caco-2 hiicrelerinin Huvec hiicrelerinde tiip benzeri yapilarin
olusumunu tetikledigini ve bunun hiperforin yolu ile inhibe edildigini saptadik. Ayni
zamanda, hiperforinin timor hiicrelerinin Huvec hiicrelerinde indiikledigi proliferasyonu da
engelledigi gézlenmistir. Ayrica, hiperforinin doza bagl olarak Caco-2 hiicrelerinde canliligi

onemli 6l¢iide azalttig1 bulunmustur.

Elde ettigimiz in vitro sonuclar acik¢a gostermistir ki, hiperforin anjiogenezin en
onemli iki basamagini olan endotel hiicrelerde timdr hiicrelerinin olusturdugu proliferasyonu

ve tube benzer yapilarin olusumunun inhibe etmistir.

Rotley ve arkadaslar1 calismalarinda, hiperforinin lenfatik endotelyal hiicre
hatlarinda (LEC) proliferasyon ve lenfoanjiogenezi inhibe ettigini (58), ayrica hiperforinin
doza bagl olarak, Caco-2 hiicrelerinde ciddi bir sekilde apoptozu indiikledigi ve hiicreleri

Oliime gotiirdiigiini saptamislardir (43).

Lorusso ve arkadaslarinin endotelyal hiicre biiylimesi, yayillim1 ve apoptozu
tizerine hiperforinin etkisini inceledikleri ¢alismada; anjiogenik uyar1 ile Huvec hiicrelerinde
proliferasyon sagladiktan sonra farkli konsantrasyonlarda hiperforin eklemis; 72 saat sonra
hiperforinin 9-27 puM’lik diizeylerinde hiicre proliferasyonunun anlamli olarak inhibe
edildigini, hiperforinin 3-9 uM’lik diizeylerinde ise uzun siirede bile bu etkinin

gozlenmedigini belirtmislerdir (42).

Schempp ve arkadaslart HDMEC (insan derisi kilcal damar endotelyal hiicresi) ile
yaptiklar1 ¢caligmada; hiperforinin apoptozu uyararak hiicre proliferasyonunu doza bagl olarak
azaltigimi (ICsp: 2 pg/ml), yiiksek hiperforin konsantrasyonlarinda (100 pg/ml {izerinde)
apoptozun olmadigini, hiperforinin 5 pg/ml konsantrasyonunda tiip benzeri yapilarin

olusumunun tamamen engellendigini gostermislerdir (25).

Martinez-Poveda ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 calismada hiperforinin hiicre
kiiltiiriinde endotelyal hiicrelerin biiylimesini inhibe ettigini ve ICsp nin 743 pM oldugunu,
endotelyal olmayan hiicrelerde ise benzer egrilerin elde edildigini ancak ICsy degerinin MDA-
MB 231 insan meme kanseri hiicrelerinde 12+4, NIH-3T3 o6liimsiiz fare fibroblastlarinda ise

49+12 uM oldugunu tesbit etmislerdir (9).

Calismamizda, cesitli arastirmacilarin kullandigi hiperforin dozlarindan yola
cikilmis olup, bu dozun asilmamasina dikkat edilmistir. Caco-2 tiimor hiicre hattinda en ¢ok

apoptotik hiicre sayisini hiperforinin 15 ve 30 uM’liikk kosantrasyonlarinda saptadik. Yiiksek
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konsantrasyonlarda hiperforine maruz kalan hiicrelerin, apoptotik hiicre aktivasyonundan
once nekrotik yolda 6ldiiglinli diistinmekteyiz. Bu nedenle, hastalarda tedavide hiperforin

ekstraktinin optimum dozun ayarlanmasinda bu verilerin 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Kanserlerin tedavisinde yeni bir ilag gelistirilirken istenen en 6nemli sey onemli
Ol¢iide anti-timoral aktivitesi olmasit ve ayni zamanda da toksisite gostermemesidir.
Bitkilerden tiiretilen yeni bir kanser ilacinin, kemoterapdtik ajan olarak kullanilabilmesi igin
elde edilecegi bitkiden kafi derecede bol iiretilebilmesi gereklidir. Hiperforinin baslica
bileseni oldugu agilfloroglukinol tipi bilesikler, St John’s wort bitkisinde en ¢ok bulunan
gruptur. Ilacin kuru ekstrakti % 5’den fazla hiperforin igermektedir. In vivo olarak
kullanildiginda toksisitesinin ¢ok diisiikk olmasi ve dogal olarak bulunabilmesi nedeniyle
hiperforinin potansiyel anti-tlimoral bir ilag olarak iizerinde daha fazla calisilmasini ve

arastirma yapilmasini hak etmektedir.

Simdiye kadar hiperforin ile ilgili yurt dist ve yurt icinde ¢aligmalar
incelendiginde, bu konuda yapilan ¢alismalarin heniiz sinirli sayida oldugu goézlenmis olup,
Caco-2 hiicreleri ilizerinde apoptoz, in vitro anjiogenezin modellenmesi, proliferasyon ve
hiicre canliligr ile ilgili tiim calismalarin bir arada yiiriitiildigi bir ¢aligmaya rastlanmamastir.
Bu baglamda, ¢alismamizda elde ettigimiz veriler heniiz ¢ok yeni olup, tiimor hiicrelerinin

hiperforin yolu ile inhibisyonunun farkli deneyler ile saptandigi ilk ¢alisma olmustur.

Gelecekte ¢aligmalara 151k tutabilecegini diisiindiiglimiiz 6nerilerimiz soyledir;

1. Hiperforin yoluyla, apoptozun, proliferasyonun, tiipe benzer yapilarin olusmasinin
engellenmesi ve hiicre canliliginin inhibisyonu ile ilgili olarak hiperforin bilesiginin en
disik dozu kullamilmas1 ile ilgili ¢aligmalarin yapilmasimnin zorunlu oldugu
diistiniilmektedir.

2. Tiimdr hiicrelerinden ve onlarin hiperforin ile muamele edilmesinden elde edilen ortam
besiyerlerinden cesitli kaspazlarin aktiviteleri saptanarak apoptoz mekanizmasinin
molekiiler diizeyde saptanabilmesi miimkiin olabilir.

3. Yine, farkli kanser hiicrelerinde ayn1 mekanizmalar kullanilarak ve Huvec hiicrelerinin
migrasyonunun da hiperforin yolu ile inhibisyonunun gosterilmesinin, yeni kan
damarlar1 olusumunun mekanizmasinin aydinlatilmasinda 6nemli olabilecegini
diistinmekteyiz.
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Biitiin bu bilgilerin ve in vivo ¢aligmalarin 1s18inda hiperforinin kanseri onleyici
ve/veya tedavi edici bir bilesik olarak kullanilmasi miimkiin olabilecektir. Hiperforinin bu tiir
antianjiogenik o6zelliklerinin daha ileri diizeyde incelenmesi gereklidir. Hiperforinin anti-
anjiogenik etkilerinin saptanmasi yoluyla yakin gelecekte insanlarda kanserlerin tibbi olarak

Onlenmesi ve tedavi edilmesinde ilerleme kaydedilecegini diistinmekteyiz.
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8. OZET: Bitkilerin tedavide kullamimlar1 insanlik tarihi kadar eskiye dayanmaktadir.
Bitkilerden tiiretilen yeni bir kanser ilacinin, kemoterapdtik ajan olarak kullanilabilmesi igin
elde edilecegi bitkiden kafi derecede bol iiretilebilmesi, 6nemli dlgiide anti-tlimdral aktivitesi

olmas1 ve ayn1 zamanda da toksisite gostermemesi gereklidir.

Anjiogenez, hali hazirda var olan kan damarlarindan, yeni kan damarlarinin
olusumu olup; anjiogenez i¢in en spesifik testlerden biri endotelyal hiicrelerin ii¢ boyutlu
yapilar (tlip benzeri yapilar) olusturmasimin olgiilmesidir. Anti-anjiogenik bir ilacin, sadece
tiimor hiicreleri damar yapisina ait olan endotel hiicrelerin biiylimesini spesifik olarak inhibe

ederek, tiimdriin biiyiimesini engellemesi umulmaktadir.

Hiperforinin baslica bileseni oldugu agilfloroglukinol tipi bilesikler, St John’s
wort bitkisinde en ¢ok bulunan gruptur. Birbiri ile iligkili bir ¢ok arastirma hiperforinin
antikarsinojenik, antiproliferatif, proapopitotik, antiinvaziv ve antimetaztatik etkilerinin

toplam1 olan antineoplastik giiciinii gdstermistir.

Bizim bu c¢alismada amacimiz; hiperforinin, anti-timéral ve anti-apoptotik
etkilerinin hiicresel diizeyde incelenmesi, hiperforinin, Caco-2 hiicre hatlarinin Huvec
hiicrelerinde olusturdugu anjiogenezi nasil etkilediginin gosterilmesi, ayrica hiperforinin
kanserli hiicrelerin yayiliminda ve metastaz olusturmasinda c¢ok Onemli olan timor

hiicrelerinin proliferasyonlarini ve hiicrelerin canliligini nasil etkilediginin gosterilmesidir.

Aragtirmamizda Caco-2 hiicrelerinin Huvec hiicrelerinde yeni kan damarlar
olusumunu (tiibe benzer yapilarin) tetikledigi ve bunun hiperforin yolu ile inhibe edildigini,
hiperforinin; tiimdr hiicrelerinin Huvec hiicrelerinde indiikledigi proliferasyonu da
engelledigini, hiperforinin doza bagli olarak Caco-2 hiicrelerinde canliligi 6nemli 6lcilide
azalttigini, timor hiicrelerinin besiyerine hiperforinin degisik konsantrasyonlar: eklendikten
sonra elde edilen ortam besiyerinin artan konsantrasyonla artan bir sekilde Huvec hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiperforinin artan konsantrasyonlar ile birlikte apoptotik

hiicre oranin1 artirdigini gézlemledik.

Biitiin bu bilgilerin 15181nda toksisitesi ¢ok diisiik olan ve dogal olarak bulunabilen
hiperforinin anti-anjiogenik etkilerinin saptanmas1 yoluyla yakin gelecekte insanlarda
kanserlerin tibbi olarak Onlenmesi ve tedavi edilmesinde ilerleme kaydedilecegini
diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Hiperforin, Anjiogenez, Apoptoz, Tiip Benzeri Yapilar
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9. SUMMARY:

The use of plants in treatment of diseases dates back to ancient times. A new
anticancer drug derived from plants should be able to be obtained in large quantities and have
sufficient anti-tumour effects and should not have toxicity so that it can be used as a
chemotherapeutic agent.

Angiogenesis is formation of new blood vessels from already available vessels
and one of the most specific tests for angiogenesis is to measure three dimensional tube-like
structures created by endothelial cells.

It is expected that an anti-angiogenic drug inhibits only proliferation of
endothelial cells of the tumour cells and thus prevents tumour growth.

Phloroglucinol compounds, the leading element of hiperforin, are most found in
St John’s wort. Many studies have shown anti-neoplastic power of hiperforin involving its
anti-carcinogenic, anti-proliferative, pro-apoptotic, anti-invasive and anti-metastatic effects.

The aim of this study was to investigate anti-tumour and anti-apoptotic effects of
hyperforin on cells, to show how hyperforin affects angiogenesis in Huvec cells caused by
Caco-2 cell lines and to reveal how hyperforin affects tumour cell proliferation and cell
viability which play an important role in invasion of cancerous cells and metastases.

We found that Caco-2 cells triggered formation of new vessels (tube-like
structures) and that hiperforin inhibited this formation, prevented proliferation in Huvec cells
induced by tumour cells and decreased viability of Caco-2 cells depending on its dose. In
addition, increased concentrations of the conditioned medium obtained through adding
various concentrations of hyperforin to tumour cell conditioned medium increasingly
inhibited Huvec cell proliferation and higher concentrations of hyperforin increased the rates
of apoptotic cells.

It can be concluded that anti-angiogenic effects of hyperforin, found in the nature
and having low toxicity, should be investigated, which can contribute to prevention and

treatment of cancer in the future.

Key Words: Hyperforin, Angiogenesis, Apoptosis, Tube Like Structure
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