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1. GIRIS VE AMAC

Burkitt Lenfoma, c-myc onkogeninin disregiilasyonu ile sonuglanan orta boy B hiicre
proliferasyonu gosteren Non-Hodgkin lenfoma grubunda oldukc¢a agresif bir timordiir.
Endemik, sporadik ve immiin yetmezlik iliskili klinik subgruplar1 mevcuttur. Daha ¢ok
cocuklarda yaygin olarak goriiliir ve tiim cocukluk ¢agi lenfomalarinin % 30-40° 1n1 kapsar.

Ancak yetiskinlerde de her yasta goriilebilmektedir (1,2).

Burkitt Lenfoma tedavisinde genel olarak kemoterapi (Siklofosfamid, Vinkristin,
Doksorubisin, Metotreksat, Fosfamide, Etoposid, Citarabin), kok hiicre/ kemik iligi
transplantasyonu, immunoterapi ve radyoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Gegen yillarda
yapilan calismalarla B hiicre lenfomali hastalarin tedavisinde gozle goriiliir ilerleme
kaydedilmesine ragmen tedavi edilemeyen hastalar halen mevcuttur. Bu nedenle ¢aligmalar
tedavinin etkinligini artirmaya ve Ozellikle tedaviye bagli toksisitenin azaltilmasina yonelik
immunoterapi (monoklonal antikor ya da immun modulasyon saglayan ilaglarin kullanimi)
veya apoptotik yollar1 hedef alarak anti tiimor aktivite gosteren ilaclarin ve kiiciik

molekiillerin kullanimina odaklanmistir (3).

Hypericum perforatum, ondan fazla degisik tiirde biyokimyasal bilesik madde
icermekte olup; naftodiantron tiirevleri, flavonoidler ve floroglusinol tiirevleri H. perforatum’
da en fazla bulunan biyokimyasal bilesiklerdir ve bitkinin geleneksel kullaniminda tibbi
etkiden asil sorumlu ajanlar olarak tarif edilmektedir. H. perforatum’ un c¢esitli kanser
hiicrelerinde biiylimeyi inhibe edici etkisi ve apoptozisi tesvik edici etkisi oldugu ortaya
konmustur. H. perforatum’ un etkin maddesi olan hiperforinin proapoptotik yani apoptozisi
tesvik edici etkisi oldugu B hiicreli kronik lenfositik 16semi hastalarindan alinan 16semi
hiicrelerinde de gosterilmistir. Hatta hiperforinin saglikli donérlerden alinan normal B lenfosit
hiicrelerine oranla kanserli hiicrelerde daha etkili oldugu yine ayni c¢alismada ortaya
konmustur (4). Bunun disinda yine H. perforatum’ un gesitli 16semi hiicre dizilerinde (K572,
U937, Jurkat) biiyiimeyi inhibe edici etkisi oldugu ve ayn1 zamanda kaspas aktivasyonunu
tetikleyerek apotozisi indiikledigi gosterilmistir (5, 6).

Ancak H. perforatum’ un Burkitt Lenfoma iizerinde etkisi olup olmadigi heniiz
bilinmemektedir ve bu konuda literatiirde de bosluk bulunmaktadir. Bu c¢alismada,

antitimoral etkiye sahip oldugu bilinen H. perforatum ekstresi kullanilarak orijinal olarak



Burkitt Lenfoma hastalarindan elde edilen iki hiicre dizisi Daudi (ATTC no: CCL-213) ve
Namalwa (ATTC no: CRL-1432) iizerinde sitotoksik, antiproliferatif ve apoptotik etkileri
arastirilmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar ileride H. perforatum ile ilgili yapilacak
olan galismalara yon verecek ve katkida bulunacaktir. Ayni zamanda Burkitt Lenfoma

tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hypericum Perforatum’ un Ozellikleri

Hypericum perforatum L. Hypericaceae familyasindan, Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve
Kuzey Amerika’ da yaygin olarak yetisen ¢ok yillik otsu bir bitki tiiriidiir. Boyu 50-60 cm* ye
kadar ulasabilmekte olup, ¢ok dallidir ve saplar1 ayr1 oldugu halde bir semsiye bigimindeki
cigekleri bes parcali, korolla altin sarist renkli ve kenarlar1 siyah renkli guddeli tiiyler ile
cevrilidir. Bitkinin yapraklarinin iizerinde bulunan ve 1s18a tutuldugunda acik bir sekilde
goriinen, yar1 saydam noktaciklarindan yag c¢ikartilabilmektedir. Bu guddeler iki parmak

arasinda sikistirildiginda kirmizi bir boya ¢ikarmakta olup bu boya hiperisince zengindir (7).

Resim 1: Hypericum perforatum L.’ nin genel goriiniimii (8)

Cicekleri bitkinin u¢ kisimlarinda demet seklinde agmaktadirlar. Genellikle
cigeklerin actigi donemde veya hemen Oncesinde toplanmaktadir. Hasat sonrasi bioaktif
bilesiklerin degredasyonunu Onlemek igin hizli bir sekilde kurutulmaktadir. Bitkinin
geleneksel olarak tedavide kullanilan kismi kurutulmus cigekleri, yapraklari ve ug

kisimlarindan olugmaktadir (9).



Diinyada 400 kadar tiirle temsil edilen Hypericaceae familyasina bagli Hypericum
L. cinsinin Tiirkiye’de 84 tiirii bulunmaktadir. Ulkemiz hypericum tiirleri bakimindan énemli

bir gen merkezidir (10).

Tarla, yol ve orman kiyilarinda, tepelerde ve cayirlarda temmuzdan eyliile kadar
cigeklenen ve Tirkiye’de kantaron, binbirdelik otu, kili¢ otu, mayasil otu, yara otu, kuzu
kiran, kan otu gibi yoresel adlara da sahip olan sifali bir bitkidir. ingilizce’de St. John’s Wort
adiyla bilinmektedir. Geleneksel tipta antidepresan olarak kullanilmakla birlikte ¢esitli
Avrupa iilkelerinde fitoterapi alaninda yogun bir sekilde talep gormektedir (11).

Hristiyan mistiziminde bu bitkinin énemli bir yeri vardir. Yaklasik 1300 yildan
beri Hristiyan geleneginin sembolik bir bitkisi olarak kabul gérmektedir. Rivayetlere gore St.
John Wort ismi Yahya (Johannas) peygamberden gelmektedir. Incil> de gegen bir olaydan
otliiri Yahya Peygamber, Hristiyanlar i¢in mucizevi bir bitki getirmistir ve bu bitki
Hypericum perforatum’ dur. Diger bir rivayet ise hacli seferleri sirasinda yaralanan St. John

sOvalyelerinin yaralarinin tedavisi bu bitki ile yapildigindan bu ismi aldigi seklindedir (12).

1525 yilinda Isvecli hekim Paracelsus tarafindan H. perforatum* un, psikiyatrik
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilabilece§inin saptanmasindan sonra geleneksel bati tibbinda
noralji, anksiyete, nevroz ve depresyonu tedavi etmek i¢in kullanilmistir (13). H. perforatum
yiizyillardir infeksiyonlara karsi miicadelede, respiratuar ve inflamatuar hastaliklarin, peptik
tilserin ve cilt yaralariin tedavisinde de kullanilmaktadir (7). Tirkiye’ de geleneksel tedavi
olarak halk arasinda yaygmn bir sekilde H. perforatum, zeytinyagi igerisinde degisik

konsantrasyonlarda ¢oziilerek yara ve peptik iilserin tedavisinde kullanilmaktadir (14).

2.2. Hypericum Perforatum’ un Aktif Bilesikleri

H. perforatum, ondan fazla degisik tiirde biyokimyasal bilesik madde igermekte olup;
bunlardan en Onemlileri naftodiantron tlirevleri, flavonoidler (quersitrin, quersitin, rutin),
floroglusinol tiirevleri, prosiyanidinler, taninler, esansiyel yaglar (carophyllene, pinen,
limonen, myrcene), amino asidler, fenilpropanlar, ksantonlar ve diger suda ¢6ziinebilir
bilesikler (organik asidler, peptidler ve polisakkaridler), Vitamin C ve resindir (Tablo 1).

Naftodiantron tiirevleri, flavonoidler ve floroglusinol tiirevleri H. perforatum’ da en fazla



bulunan biyokimyasal bilesiklerdir ve bitkinin gelencksel kullaniminda tibbi etkiden asil

sorumlu ajanlar olarak tarif edilmektedir (9,11).

Tablo 1. H. perforatum’ un bilesenleri ve yiizde (%) oranlar1 (11)

Naphtodianthrone tiirevleri 0,05-0,15
Hypericin, pseudohypericin, protohypericin,

Protopseudohypericin

Flavanoidler 2,0-5,0
Hyperoside (% 0,5-2)
Rutin (% 0,3-1,6)

Quercitrin (% 3)

Izoquercitrin  (%0,3)

Qercetin
Biflavonlar

Biapigenin  (yaklasik % 0,26)

Amentoflavone
Phloroglucinol tiirevleri

Hyperforin, adhyperforin ve bazi tiirevler (% 4 kadar)
Xanthone’ lar
Phenolic asitler

caffeic asit, chlorogenic asit, ferulic asit

hyperforin, p-cumaric asit, p-hydroxybenzoic asit, vanillic asit
Ucucu yag 0,05-1,0

Esas olarak yiiksek n-alkanlar
Steroller

B-sitosterol
Vitaminler

C vitamini, A vitamini




2.2.1 Naftodiantronlar

H. perforatum’ un karakteristik bilesiklerinden olan naftodiantronlar 6zellikle bitkinin ¢igek
ve tomurcuklarinda % 0,05-0,15 oraninda bulunur. Hiperisin, psddohiperisin ve bu
bilesiklerin biyosentetik prekiirsorleri olan protohiperisin ve protopsddohiperisin ve eser

miktarda bulunan siklopsddohiperisin naftodiantron tiirevi bilesikler smifindadir (Sekil 1)

(15).

R=1CH s Hiperisin
R = CH,OH....Psddohiperisin

OH o OH
HO R
HO, CH,
X X
Z
OH ? OH
R=CHh i Protohiperisin

R = CH;OH....Protopsddohiperisin

Sekil 1: H. perforatum’ un icerdigi naftodiantronlarin kimyasal yapisi (15)

2.2.2 Flavonoidler

Bitkinin yaprak, sap, c¢icek ve tomurcuk gibi toprak iistii kisimlarinda quersitin, hiperozid,

quersitrin, izoquersitrin, rutin gibi flavonoid glikozidler % 2-5 oraninda bulunmaktadir (Sekil

2) (15).



OH

OH
R = Glikoz-Ramnoz....Rutin

R =Galaktoz............... Hiperozit
IR ] izokersitrin
RERAMNOE............... Kersitrin
e PR Kersetin

OH o

Sekil 2: H. perforatum’ un igerdigi flavonoidlerin kimyasal yapis1 (15)

2.2.3 Floroglusinoller

H. perforatum’ un baslica floroglusinol tiirevi bilesikleri hiperforin (% 2-4,5) ve
adhiperforindir (% 0,2-1,8) (Sekil 3). Bu iki bilesigin de stabilitelerinin diisiik olmasi
nedeniyle bitkide oksitlenmis tiirevleri de bulunmaktadir (15).
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Sekil 3: H. perforatum’ un icerdigi floroglusinollerin kimyasal yapis1 (15)



2.3. Hypericum Perforatum’ un Farmakolojik Etkileri

2.3.1. Hiperisin ve Farmakolojik Etkileri

Hiperisinin kesfi ve 6zeliklerinin saptanmasi, biiyiik miktarda hypericum yetisen otlaklarda
beslenen sigirlarda deri sensivitesi gozlenmesi itizerine hiperisizme neden olan igeriklerin
aragtirilmasina dayanmaktadir. Olgiilen 36 hypericum tiiriinden 27’ sinde hiperisin

saptanmistir ve bu bitkinin 6nemli sekonder metabolitlerinden biridir (16).

Lipofilik yapida oldugundan dolayr hiicre membranindaki fosfolipid yapilarla
birlesir. Biyolojik sivilara gegebilmektedir. Insan serum albiimini ve lipoproteinler gibi

plazma proteinlerine baglanabilmektedir. Insan immiinoglobulin G’ ye baglanmamaktadir

(17).
2.3.1.1. Hiperisinin Antidepresan Etkileri

H. perforatum’ un antidepresan 6zelligi uzun zamandir bilinmektedir ve geleneksel tipta
kullanilagelmistir. Bir¢ok iilkede fitoterapi alaninda ve geleneksel tipta antidepresan olarak
kullanilmaktadir. H. perforatum’ un antidepresan aktivitesinin sadece hiperforinden kaynakli
olmadig1 ayn1 zamanda bir naftodiantron olan hiperisinin de etkisinin oldugu ve bu etkinin
hipotalamik-hipofiz-adrenal aktivitesini diisiirmesine bagli olabilecegi distiniilmiistiir.
Siddetli hipotalamik-hipofiz-adrenal aktivite genellikle depresyonla iliskilendirilmekte ve bu
aktivitenin diizenlenmesinde kortikotropin salim faktorii (CRF) rol oynamaktadir. Simmen ve
ark. yaptiklar1 deneyde hiperisin, psodohiperisin ve hiperforinin CRF1 reseptorlerini
antagonize etme etkilerini arastirmiglardir. Bu amagla rekombinant Cin hemster ovaryum
hiicrelerindeki CRF1 uyarimli cAMP olusumu 6l¢iilmiis ve sadece psodohiperisinin selektif
CRFI1 reseptor antagonist etkisi tespit edilmis ve sonuc¢ olarak antidepresan aktivitede
hiperforinin yani sira hiperisin ve psddohiperisinin de rol oynadigi belirlenmistir (16,18).
Hiperisin ve pseudohiperisin MAO (monoamin oksidaz) inhibitorii olarak bilinir.
Bu iki madde sentetik antidepresanlara benzer farmakolojik etki gostermektedir. Ayrica
hiperisin, GABA-A (gama-aminobiitirik asit), benzodiazepin ve serotonin reseptorlerine

norotransmitterlerin baglanmasini potansiyelize etmektedir (19).

Bilia ve ark. yaptiklar1 arastirmada, H. perforatum’ un monoaminerjik

norotransmitterlerin  geri alim inhibisyonu etkisiyle antidepresan etki gosterdigini



belirtmislerdir. Yapilan bir bagka ¢alismada H. perforatum” un adenozin, serotonin, GABA-A,
GABA-B, benzodiazepin, inozitol trifosfat, MAO-A ve MAO-B igin 6nemli 6l¢iide reseptor
afinitesi gosterdigi tespit edilmistir. Izole edilen psddohiperisinin dopamin-B-hidroksilaz
enzimini inhibe ettigi, flavonoid ve ksantonlarin da MAO-A’ ya kars1 gii¢li selektif inhibitor
etki gosterdigi belirtilmistir. Flavonoid igeren fraksiyonlarinin COMT (katekol- O-metil-
transferaz)’ a karsi inhibisyon olusturdugu tespit edilmistir. Antidepresan aktivite ile ilgili
yapilan ¢alismalar hayvan deney modelleri iizerinde denenmis imipramin ve fluoksetin gibi
antidepresan ilaglara kiyasla H. perforatum’ un etkinligi kanitlanmistir. Ayni sekilde
ekstreden izole edilen bilesiklerin de aktiviteleri degerlendirilmis, flavonoidlerle
naftodiantronlarin  ancak kombine kullanildiginda antidepresan etki olusturdugu,

naftodiantronlarin tek basina etkisinin bulunmadig tespit edilmistir (13,16).

2.3.1.2. Hiperisinin Antitiimoral Etkileri

Hiperisin giines 1s1gina duyarliligi artirir. Hiperisin, bugiine kadar tanimlanmis en giiglii dogal
bir fotosensitizor ve etkin bir PKC (protein kinaz C) ve Erk1/2 MAP kinaz inhibitorii olarak
malign tiimorlerin terapi uygulamalarinda giincellik kazanmistir. Fotodinamik tedavide,
dolagimdaki ya da hedeflenen dokudaki fotosensitif boya, uygun dalga boyu ile uyarilir ve

ortama salinan serbest radikaller yoluyla vazookliizyon ve doku hasari gergeklesir (20).

Hiperisinin fotositotoksik etkisinin, antitimoral 6zellikler gosterdigi solid organ
timorlerinin hiicre dizilerinde ve hayvan modellerinde gosterilmis ve bunun mitokondrial
fonksiyonlarda bozulma neticesinde ortaya ¢iktigi belirtilmistir. Schempp ve ark. H.
perforatum’ un 1s18a karst duyarli pigmenti hiperisinin neoplastik hiicre dizilerinde sitotoksik
etki gosterdigini tespit etmislerdir. Yaptiklar1 calismada Jurkat hiicre dizisinde, hiperisinin
1518a bagli apoptozis mekanizmasini bir antitiimor bilesik olan paklitakselle kiyaslamislardir.
Isikla aktive edilen hiperisinin, paklitakselle benzer etki gostererek kaspas-8 ve kaspas-3
aktivitesini arttirdigr ve bu durumun da Jurkat hiicrelerinin proliferasyonunu tamamen bloke

ettigi saptanmustir (21,22).

Kanser hiicre serilerinde farkli floresan organel isaretleyicileri ile yapilan hiicresel
lokalizasyon ¢aligmalar hiperisinin endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinde biriktigini
gostermistir. Benzer sekilde Caco-2 kolon kanser hiicrelerinde hem plazmada hem de

¢ekirdek zarlarinda birikim gortilmustiir (11).



Peebles ve ark., naftodiantron bilesigi olan hiperisinin HL-60 insan 16semi hiicre
dizilerindeki DNA topoizomeraz lla. tizerindeki inhibisyon etkisini aragtirmislardir. Sonuglar,
hiperisinin DNA topoizomeraz Ila’ nin katalitik inhibisyonu ile 16semi hiicrelerine karsi

toksik etkisinin oldugunu géstermistir (23).

Martarelli ve ark., serotonin geri alim inhibitorlerinin antiproliferatif etkisini g6z
ontinde bulundurarak H. perforatum’ un metanollii ekstresinin prostat kanserine karsi in vivo
ve in vitro etkisini arastirmiglardir. H. perforatum ekstresinin PC-3 insan prostat
adenokarsinoma hiicre dizilerine 1,41 mg/ml derisimde uygulanmasinin hiicre gelisimini %
80 oraninda inhibe ettigi saptanmistir. In vivo deney modelinde alt1 haftalik fareler
kullanilmis ve farelerin karnina tiimor hiicre silispansiyonu enjekte edilerek kanser
olusturulmus, 10 giin sonra tedavi amaciyla H. perforatum ekstresi 15 mg/kg dozda
intraperitonal yolla uygulanmis, tedavi 25 giin stirmiistiir. Sonuglar, H. perforatum ekstresinin

timor gelisimini % 70 oraninda azalttigin1 gostermektedir (17).

EMT-6 fare meme kanseri hiicrelerinde mitokondrial fonksiyonlar1 deprese ettigi,
insan glioma hiicreleri iizerinde de toksik etkisini mitokondrial fonksiyonlar1 bozarak
gosterdigi ortaya konmustur. Bu ¢alismalar hiperisinin fototoksisitesinin mitokondrial enerji
mekanizmalar1 iizerinden oldugu kanaatini olusturmustur. AY-27 sican mesane karsinoma
hiicrelerinde sitotoksisitesini apoptozis ile gosterirken 16semi hiicre dizilerinde, 6zellikle HL
60 gibi myeloid dizilerde apoptozisden nekroza kadar genis bir spektrumda etkilerinin
olduguna dair sonuglar mevcuttur. Yine insan servikal karsinoma HelLa ve fare T hiicre
hibridoma serilerinde mitokondrial sitokrom ¢’ nin sitozole salinmasini uyararak apoptozis ile
sitotoksisite olusturdugu gozlenmistir. Jurkat 16semi hiicrelerinde ise daha ¢ok TRAIL
(Tiimdr Nekrozis Faktdr-Aracili  Apoptozis Indiikleyeci Ligand) reseptdrii iizerinden

apoptotik mekanizmalar aktive oldugu tespit edilmistir (16).

Kemirgenlerdeki in-vivo timor ¢alismalarinda Hypericum ekstraktlari ve
hiperisin ile umut verici sonuglar elde edilmistir. Hopfner ve ark. 6zofagus adenokarsinoma
hiicre serilerinde hiperisin ile fotodinamik tedavinin etkinligini belirtmislerdir (24).
Bruggisser ve ark. MCF-7 insan meme kanser hiicre serilerinde hypericum ekstrakti ile toksik
veriler elde etmislerdir (25). Hostanska ve ark. ise K-562 ve U- 937 losemi ve LN-229
glioblastoma hiicrelerinde sitotoksik etki olusturdugunu rapor etmislerdir (26). Shiono ve ark.

insan megakaryoblastik 16semi hiicre serisinde protein kinaz C yolagi {lizerinden sitotoksik

10



etkilerini saptamiglardir (27). Kim ve ark. U-937 hiperisinin insan histiyositik lenfoma
hiicrelerinde diferansiyasyon- apoptozis mekanizmasinda etkin oldugunu bulmuslardir (28).
Hwang ve ark. tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise insan over karsinoma hiicrelerinde
hiperisinin tirozin kinaz-MEG/ERG yolagin1 aktive ederek etkin oldugu ortaya konmustur
(29).

2.3.1.3. Hiperisinin Antiviral Etkileri

Hiperisin ve kimyasal benzeri psddohiperisin hem laboratuvar hem de hayvan deneylerinde,
HIV-1, hepatit B, sindbus viriis, murin sitomegalo viriis (MCMYV), influenze A ve B, herpes
simplex | ve Il ve radyasyon losemi viriisii (rad LV) gibi viriislerin replikasyonunu inhibe
ettigi saptanmustir. Hiperisinin antiviral etkisinin AZT (3-azido-3-deoksitimidin) ve diger

niikleozid analoglarindan farkli bir mekanizma ile oldugu ortaya ¢ikmistir (30).

Son bulgular bu bilesigin hem RNA hem de DNA viriislerinden sadece lipid zarfi
olanlara etkili oldugu yoniindedir. Zarfl viriislerin lipid olan zarf yapisi direkt olarak hiperisin
tarafindan parcalanir, antijenik 6zelligini kaybeden viriis inaktive olur. Hiperisin proteaz
aktivitesini etkileyerek gag (p24 geni) tarafindan poliproteinlerin uzaklastirilmasi ile
poliproteinlerin sentezine engel olarak veya bu ptoteinlere baglanarak viral niikleik asidin
icine paketlenmesini engellemektedir. Boylece bozuk veya immatiir yapt olusumuna sebep

olmaktadir (31).

2.3.1.4. Hiperisinin Hepatoprotektif Etkisi

Oztiirk ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada hiperisinin hepatoprotektif etkisi kanitlanmustur.
Bu c¢alismada karbon tetrakloriir ile deneysel hepatik dejenerasyon olusturulan siganlarda,
intraduodenal H. perforatum injeksiyonu ile safra sekresyonunun arttig1 ve safra igeriginde
hiperisin varligr saptanmistir. (32). Hiperisinin bu etkiyi steroid pregnan X reseptor
aktivasyonu ile gergeklestirdigi ileri stiriilmistiir. Bitkinin fraksiyonlanarak etkinin izlendigi
on denemelerde hiperisince zengin fraksiyonlarda hepatoprotektif etkinin daha fazla oldugu

gozlenmistir (33).
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2.3.2. Hiperforin ve Farmakolojik Etkileri

H. perforatum’ da ¢ok miktarda bulunan floroglusinol tiirevi olan, lipofilik bir bilesiktir.
Hiperforin, taze kantaron otunun yaprak ve c¢iceklerinin kuru agirliklarinin % 4’ {inden
fazlasini olusturur, 1518a ve havaya maruz kaldiginda kararsizdir. Hiperisin, piridin ve diger
organik bazlarda kirmizi renkli fluoresans 6zellikli ¢ozelti verecek sekilde ¢oziiniir. Genellikle
bir¢ok organik ¢oziiciide ¢oziinmezken alkali sulu ¢oziiciilerde ¢oziiniir; ¢ozeltisi pH 11. 5 un
altinda kirmizi, pH 11. 5> un {lizerinde ise yesil renklidir. Hiperforin sicakliga duyarli,

fotodegredasyona hassas ve n-hegzan gibi apolar ¢oziiciilerde hizla par¢calanmaktadir (16,34).

Hiperforin, kolayca bozulabilen bir bilesik olmasindan dolayi lizerinde ¢aligilmasi
zordur. Aslinda hiperforin hava oksidasyonuna meyillidir ve ¢ogu organik solvent i¢inde
kararsizdir. Buna ragmen hiperforinin disikloheksilammonium tuzu daha kararhdir.
Hiperforinin kristal formu, ratlarda antidepresan etkisine yonelik yapilan ¢alismalarda ve

kanser invazyonu ve metastaz arastirmalari ig¢in yapilan ¢alismalarda basariyla kullanilmistir

9).

H. perforatum’ un antidepresan etkilerinde ana aktif komponenent olduguna
dikkat ¢ekilmistir. Son yillarda hiperforinin diger farkli etkilerini vurgulayan birgok veri elde
edilmistir. Diger taraftan hiperforine olan bu ilgi hiperforinin diger biyoaktivitelerinin ortaya
¢ikmasina ve siniflandirilmasina yardimer olmustur. Hiperforin antidepresan etkilerine ek
olarak norolojik, antienflamatuar, antibakteriyel, antitiimoral, antiangiogenik etkilere de
sahiptir (16).

2.3.2.1. Hiperforinin Antidepresan Etkisi

Hiperforin, Hypericum ekstraktlarinda antidepresan etkiden sorumlu ana bilesenlerden biri
oldugu saptanmustir. Bir¢ok antidepresan ilag, bir veya daha fazla ndrotransmitter (cogunlukla
serotonin) maddenin az veya c¢ok geri aliniminm1 engellemek igin segici bir inhibitor olarak
davranir. Bu etkisini geri alinimda rol alan tasiyici proteinlerin transmitter baglanma
noktalarinda kompetetif inhibisyon yaparak gerceklestirir. Hiperforin; serotonin, dopamin ve

noradrenalin hem de GABA ve glutamatin geri alinimini engellemede yaygin bir inhibitor etki
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gosterir. Bu yaygin etki tam olarak hiperforinin olasi yeni etki mekanizmalarinin varliina

isaret etmektedir (7,35).

Norotransmitter geri aliniminda rol alan farkli tasiyici proteinlerin ortak bir
noktas1 bulunmaktadir; bunlarin hepsi sodyum gradientini siiriicii glic olarak kullanir,
hiperforin ise iyon kanallar1 araciligiyla sodyum gradientini azaltarak etki gostermektedir
(36). Buna ilave olarak hiperforin GABA, NMDA (N-Metil D-Aspartik Asit) ve AMPA (o-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionik asid) reseptorleri aracili cevaplari dolayl
olarak engeller ve presinaptik kalsiyum kanallarinin agilmasini diizenler, intersinaptik araliga

norotransmitterlerin salinimina 6nciiliik eder (7,36).

2.3.2.2. Hiperforinin Nérolojik Etkileri

Hiperforinin B-amyloid onciil proteinleri lizerine 6zel bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir.
Alzheimer hastalarinin amyloid plaklari iginde ekstraseliiler kiimelenen amyloid prekiirsor
proteinler, B-sekretaz ve y-sekretaz enzimleri araciligiyla 39 ile 43 amino asit uzunlugunda 3-

amyloid peptitlerine doniistiiriiliir ve bu peptitler beyinde norotoksik etki yapmaktadirlar (37).

Hiperforin, amyloid onciil proteinlerin olusum siirecinde hizli bir etkiye sahiptir,
intraselliiler onciil protein konsantrasyonunu azaltmakta ve sekresyon oranini arttirmaktadir.
Mevcut bilgiler hiperforinin aslinda a-sekretazlar tizerinde oncelikli etkisi oldugunu
gostermektedir. Fakat [-sekretazlar iizerindeki etkisini de g6z ardi etmemek gerekir.
Hiperforinin o-sekretaz/p-sekretaz oranlar1 ilizerinde arttiric1 etkisi dogrulandigi takdirde
Alzheimer hastalifinda hiperforinin potansiyel Onleyici rolii olup olmadig1 agiga kavusmus

olacaktir (9,38).

2.3.2.3. Hiperforinin Antiinflamatuar Etkileri

H. perforatum’ un antidepresan etkisi lizerine ¢ok sayida g¢alisma bulunmasina ragmen
antiinflamatuar etkisinin molekiiler temeli hakkinda ¢ok az bir bilgi vardir. H. perforatum’ un
lipofilik ekstraktlarinin, yiizeysel vyara, skar, yamk ve deri iltihabindaki bdlgesel

uygulamalarda iyilestirici etkisi oldugu bilinmekte ve Onerilmektedir. H. perforatum’ un
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antiinflamatuar etkilerinin esas olarak quersetinin proinflamatuar sinyal transdiiksiyon
yolaklarinda inhibitér etkisine bagli oldugu diisiiniilmektedir. Tedeschi ve ark tarafindan
kronik inflamatuar hastaliklarda etki mekanizmasinin iNOS-NO yolag1 iizerinden oldugu

iddia edilmistir (27).

Hiperforinin, farkli epidermal hiicrelerine lenfosit reaksiyonu iizerinde ve T
lenfositlerin  proliferasyonu {izerinde inhibitér etkisi oldugu gosterilmistir. Klinik
calismalarda, hiperforinin hafif ve orta siddetli atopik dermatitlerin topikal tedavilerinde

belirgin bir sekilde deri iltihabini azaltic1 6nemli faydalar ispatlanmistir (39).

Diger taraftan, hiperforin son zamanlarda bildirilen en gii¢lii siklooksijenaz-1 ve
5- lipoksijenaz inhibitorlerini dogal olarak igeren bilesiklerden biridir. Bu ikili inhibitor etki
H. perforatum’ un ve hiperforinin inflamatuar deri hastaliklarinda topikal tedavi igin
kullanilma endikasyonlarini agiklayabilmektedir. Ayrica hiperforinin spesifik siklooksijenaz
ve lipoksijenaz ihibitor etkilerine bagl olarak goriilebilen gastrik yan etkilerinden yoksun
olmasindan dolayr daha ileride diger alerjik ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde
potansiyel kullanimmin s6z konusu olabilecegi One siiriilmektedir. Son zamanlarda,
hiperforinin, reaktif oksijen radikalleri olusumunun inhibisyonuna ve elastaz enziminin
salinimi dahil olmak iizere lokositlerin diger proinflamatuar cevaplarina karistigi rapor
edilmistir. Bu etkiler hiperforinin, G-protein sinyal yolaklar1 aracilifiyla reseptor aracili

kalsiyum mobilizasyonunun supresyonuna neden olmasi sonucu agiga ¢ikmaktadir ( 40,41).

2.3.2.4. Hiperforinin Antibakteriyal Etkileri

H. perforatum’ un enfeksiyonlara karsi geleneksel kullanimindaki antibakteriyel 6zellikleri
uzun zaman Once rapor edilmistir. 70’li yillarin baslarinda bir Rus bilim grubu H. perforatum
ekstraktlarinin antibiyotik bir madde igerdigini ortaya koydu ve ortaya konan bu antibiyotige
“Hiperforin” olarak adlandirdilar. Ayn1 grup tarafindan 1975’de hiperforinin kimyasal yapis1
da aydinlatildi. Hiperforin multi-rezistans Staphylococcus aureus ve diger gram pozitif
bakterilere karsi etkili antibakteriyel etki gostermesine karsin Gram-negatif bakterilere veya

Candida albicans’a kars1 biiytimelerinde inhibitor etkisi olmadigi gosterilmistir (9).
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2.3.2.5. Hiperforinin Antitiimoral Etkileri

Son zamanlarda yapilan bir¢ok c¢alisma hiperforinin antikarsinojenik, antiproliferatif,
proapoptotik, antiinvaziv ve antimetastatik etkilerine dayanarak antineoplastik potansiyeli
oldugunu goéstermistir. Son zamanlarda H. perforatum ekstraktlarinin ve biyoaktif
bilesiklerinin bazilarimin,  hiperforin de dahil olmak {izere insanlarda major insan
prokarsinojen aktifleyici enzim olan CYPIA1 izoformunun potansiyel inhibitérii oldugu
ortaya ¢ikarilmistir. Hiperforin, pregnan X reseptoriine baglanarak sitokrom P-450 izoformu
olan CYP3A4 ekspresyonunu artirmaktadir. Regetelenen ilaglarin % 60’ 1 CYP3A4 bagimlh
yolak tarafindan metabolize edilmekte ve viicuttan atilmaktadir. Hiperforin, ilacin
metabolizasyonu sonucu olusan maddelerin inaktivasyon hizim1 arttirmakta ve bdylece

farmakolojik etkilerini azaltmaktadir (9,42).

Hiperforinin meme kanseri (MT-450, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicreleri), skuamoz karsinom (A-431), malign melanom (HT-144), malignan glioma (LN-
229), fibrosarkom (HT-1080), kronik myeloid 16semi (K562) ve lenfoma (U937 ve Jurkat
hiicreleri) y1 igeren ¢ok sayida memeli kanser hiicre dizilerinde proliferasyonu azaltict etkisi

gosterilmistir (26).

Tiimoriin biiyime hizi, hiicrelerin proliferasyon ve O6lim oranlar1 arasindaki
dengeye baghdir. Bu ylizden etkili bir antitimoral bilesigin tiimér hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etmesi veya timor hiicrelerinde apoptozisi tesvik etmesi
gerekmektedir. Hiperforinin tlimor hiicrelerinde apoptozisi arttirdigi gosterilmistir. Timor
hiicrelerinde hiperforin aracili apoptozis sirasinda ilk gerceklesen olay mitokondrial
membranlar aras1 gecirgenlik potansiyeli hizli bir sekilde azalmaktadir. Sonrasinda
gecirgenligi etkileyerek ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimina yol acarak morfolojik olarak
degisimlere sebep olmaktadir. Test edilen biitiin timor hiicrelerinde hiperforin, programli
hiicre dliimiine yol agan enzim olarak adlandirilan kaspas 3’ 1 aktive etmektedir. Ayrica bazi
timor hiicrelerinde hiperforin ayn1 zamanda kaspas 9’ u, bazilarinda ise kaspas 8’ i aktive
etmektedir (26,43).

Hiperforinin kararli bir tiirevi olan disikloheksilamonyum tuzu, hiperforinin
antiinvaziv etkisi ile ilgili olarak yapilan bir calismada, submikromolar konsantrasyonlarinda

tiimor hiicrelerinde bazal membran boyunca tiimor kemoinvazyonunu inhibe ettigi agik bir
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sekilde gosterilmistir. Bu antiinvaziv etki daha ¢ok doz bagimli olmakla birlikte elastaz,
katepsin G ve {lrokinaz gibi ekstraselliller matriks degredasyonunda rol alan proteinaz
enzimlerin nonkompetetif inhibisyonuna bagl gerceklesmektedir. Ustelik hiperforin, matriks
metalloproteinaz 2 ve 9° un ve diger anahtar rol oynayan ekstraselliiler matriks remodeling
(yapilanma) enzimlerinin salinimin1 belirgin bir sekilde azaltmakta ve yapisal ekstraselliiler
sinyal kinaz 1/2’ yi inhibe etmektedir. Sonu¢ olarak in vivo kanser metastaz modellerinde
giinliik 300 nmol intraperitoneal hiperforin uygulanmasi, inflamatuar infiltrasyonun fark edilir

sekilde azalmasina neden olmakla beraber metastaz sayisini ve biiyiikliiglinii azaltmaktadir

(44).

Kanserin 6zelliklerinden biri olarak tarif edilen anjiogenezis; tiimor gelisimi,
yayilimi ve tlimorin diger organlara metastazinda énemli rol oynamaktadir. Normal olan
endotelial hiicreler, anjiogenik sinyal tarafindan aktive edildiklerinde bio-sinyallerde
degisiklik olusturarak anjiogenik fenotipin ortaya c¢ikmasini saglamaktadir. Bu uyarn
ekstraselliiler matriks enzimlerin salinimi, endotelial hiicre proliferasyonu, migrasyonu,
invazyonu ve sonugta yeni damarlarin olusumu igin gerekli degisimlere neden olmaktadir.

Hiperforinin in vitro ve in vivo ortamda anjiogenezisi inhibe ettigi ispatlanmistir (45).

2.4. Lenfoma

Lenfositler, hematopoetik kok hiicrelerden gelisirler ve hiicre ylizey reseptorlerine gore farkl
morfolojiler gosterirler. Lenfomalar lenfositik seri hiicrelerinin malign proliferasyonu sonucu

olusur (46). Lenfomalar iki gruba ayrilir:
1) Hodgkin lenfoma (HL)
2) Non- Hodgkin lenfomalar (NHL)

Genel olarak lenfomalarin % 60’ 11 NHL, % 40 in1 HL olusturur. Her ikisi de
lenfoid dokudan koken alsa da HL, lezyonlarda Reed-Sternberg (RS) dev hiicrelerinin olmasi
ve etkilenen lenf gangliyonlarinda non-neoplastik iltihabi hiicrelerin RS hiicrelerinin

olusturdugu neoplastik elemanlardan daha fazla olmasi nedeniyle digerlerinden ayr1 tutulur
(47).
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RS hiicresi genis, genellikle hafif eozinofilik bir sitoplazmaya sahiptir ve ¢ap1 15-
45 nm arasinda degismektedir. Bu hiicre ya multilobiiler bir niikleusa sahip olmasiyla ya da
bliyiik yuvarlak belirgin niikleollere sahip multiniikleer bir hiicre olmasi ile ayirt edilir. Asil
karakteristik 6zelligi ise, ¢evresinde berrak bir alan bulunan, biiyiik asidofilik bir niikleole
sahip, birbirinin ayna goriintiisii olan iki adet niikleusu ve niikleer membranin belirgin
olmasidir. Tedavi se¢imininin ve prognozun hastaligin yayilimi ile yakindan iligkili oldugu

icin HL’ da evreleme ¢ok biiyiik bir klinik 6neme sahiptir (47,48).

2.4.1. Non-Hodgkin Lenfoma

NHL, biyolojik, morfolojik, klinik ve genetik 6zellikleri farkli olan tiimorlerin heterojen bir
grubunu olusturur. NHL; B, T ve dogal 6ldiiriicti (NK) hiicrelerden kdken alan, klonal lenfoid
sistem tiimorleridir. NHL, lenfoid dokudan gelismekle birlikte genellikle lenf ganglionlarinda
(% 65) ya da daha az siklikla parenkimal organlarin lenfoid dokularinda (% 35) gelisirler
(47,48).

Tiimoriin kaynaklandigi hiicre tipi, genellikle tiimor hiicrelerinin fenotipik ve
molekiiler 6zelliklerine dayanilarak saptanir. NHL’ larin ¢ogu (% 80-85) B hiicre kokenlidir,
geri kalanin biiyiik bir kismi ise T hiicreli tiimdrlerdir. Histiyosit ya da makrofaj kaynaklh
tiimorler olduke¢a nadir olarak goriiliir, T ve B hiicreli tiimdrler diferansiasyon asamalarindan
birinde kalmis olan hiicreleri igerirler (Sekil 4). Bu sekil ayn1 zamanda T ve B hiicreleri
arasinda ayrim yapabilmeyi saglayan, tlimorlerin alt gruplamasiin yapilmasinda da yararli

olabilecek genotipik ve fenotipik dzellikleri de gostermektedir (47).

Lenfositlerin gelisimleri sirasinda kazandiklart antijen niteliginde ve glukoprotein
yapisindaki bu molekiillere giintimiizde “ Cluster of Differantiation >’ (CD) ad1 verilmektedir.
CD2, CD3, CD4, CD7 ve CD8 T hiicrelerini ve bu hiicrelerin tiimorlerini tanimada yararlidir.
CD10, CD19, CD20 ve yiizey immunoglobiilin (Ig) ise B hiicre belirleyicileridir. Bunlara ek
olarak, CD16 ve CD56 NK hiicre belirleyicileri iken, CD13, CD14, CD15 ve CD64 myeloid
hiicre antijenleridir. CD34 pluripotent kok hiicrelerinde eksprese edilir ve en erken donem

lenfoid ve myeloid 6ncii hiicrelerde bulunur (47,49).
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Sekil 4: B ve T hiicre diferansiasyonunda meydana gelen fenotipik ve genotipik
degisikliklerin sematik resmi. (Bazi CD4+ CD8+ olup (olagan timositler) ayn1 zamanda CD3’
de eksprese eden hiicreler gosterilmistir. CD; cluster differantiation (grup isareti); TdT,
terminal deoksiniikleotidil transferaz; Ig; immunoglobiilin; TCR, hiicre reseptorii; DR, HLA-

siif II antijenleri) (47).

Malign lenfomalar genellikle lenfoid dokularda (6rnegin lenf diiglimleri, peyer
plagi, dalakta ve kemik iliginde) daha nadir olarak merkezi sinir sisteminde ve kemikte
meydana ¢ikabilmektedir. Cocukluk ¢agi NHL’ lar1 genellikle lenf diigiimii disindaki lenfoid
dokulardan kaynaklanir. Cocukluk ¢cagi NHL’ lar1 B ve T hiicrelerinden kaynaklanan matiir ve
immatiir (blastik) karakterde gelisim gosterebilmektedir. Erigkinlerde genelde sessiz veya
diisiik gradeli olmasina ragmen c¢ocuklarda NHL genellikle diffiiz ve yiiksek gradeli olarak
seyretmektedir (50).

NHL’ larin biitiin tiplerinin, lenf ganglionlarina ve viicuttaki diger organlar
ozellikle karaciger, dalak ve kemik iligine yayilma potansiyeli bulunmaktadir. Baz1 vakalarda,
kemik iligi tutulumunun ardindan prolifere olan hiicreler periferik kana yayilarak losemi
benzeri bir tabloya neden olurlar. Kemik iliginden kdken alan lenfoid hiicrelerin 16semisi ise
lenf ganglionlarini infiltre ederek lenfoma benzeri bir histolojik goriiniime yol agabilirler. Bu

nedenle bazi vakalarda lenfoid 16semi ve NHL arasindaki ayrim oldukga zordur (47).

18



2.4.1.1. Non-Hodgkin Lenfoma’ min Epidemiyolojisi

NHL insidanst; yas, cografi bolge, irksal faktorler ve enfeksiydz etkenlere maruziyet ile
degismektedir. Yasla birlikte insidans artmakla beraber her yasta goriilebilmekte ve
erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmektedir. Son yillarda NHL insidans1 artmakta ve HDL
insidansinda artig, gelismis tilkelerde ve bati toplumlarinda Asya ve Afrika’ dan daha fazladir
NHL bat1 tilkelerinde tiim maligniteler arasinda % 3-4 oraninda goriiliirken, iilkemizde bu
oran % 8’ e, Ortadogu tilkelerinde ise % 12’ ye kadar yiikselmektedir (51).

NHL histolojik alt tiplerine gore dagilimi cografi bolgelere gore farklilik
gostermektedir. Diffiiz bliylk B hiicreli lenfoma (DBBHL) tiim diinyada en sik goriilen
histolojik tiptir. Amerika ve Avrupa’ da tiim lenfomalarin % 26-40’ 1n1 olustururken, Asya ve
Ortadogu tilkelerinde bu oran % 59 lara kadar ¢ikmaktadir (46).

Bat1 iilkeleri ile karsilastirildiginda Tiirkiye’ de NHL ile daha geng yasta
karsilagilmaktadir. Tiirkiye’ de de erkeklerde daha sik goriilmektedir. Bes biiyiik merkezin
verileri toplandiginda 3704 hastanin % 79.1° i NHL, % 20.9° u HL olarak bildirilmistir. Tiim
lenfomalar igerisinde en sik goriilen histopatolojik tipler sirast ile DBBHL (% 30.1), Kiigiik
Lenfositik Lenfoma (KLL) (%10.4), Follikiiler Lenfoma (% 5.6) oldugu bildirilmistir (52).

2.4.1.2. Non-Hodgkin Lenfoma’ min Etyopatogenezi

NHL etiyolojisinde ¢evresel ajanlar ve kazanilmis genetik bozukluklar suglanmaktadir.
Konjenital ve kazanilmis immiin yetmezlik durumlari, otoimmiin hastaliklar, enfeksiy6z
ajanlar, fiziksel ve kimyasal ajanlar gelisen NHL’ nin riskini arttirmaktadir (46).

Konjenital immiin yetmezlik, Ataksi telenjiektazi, Wiscott Aldridge sendromu,
subakut kombine immiin sistem yetmezligi ve X’ ¢ bagli lenfoproliferatif sendromlar artmig
agresif lenfoma gelisme riski ile iligkilidir. Bu hastalarda siklikla Epsteinn Barr Viriis (EBV)
varlig1 saptanmistir. Primer immiin sistem yetmezligi sendromlarmnin goriilme sikligr ise
nadirdir. Kalitimsal faktérler NHL insidansindaki artis1 agiklamakta yetersiz kalmaktadir (53).

Romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, Sjogren sendromu, Hashimato
tiroiditi gibi otoimmiin hastaliklarda ve Colyak hastaliginda NHL goriilme siklig1 artmistir.
Bu artis; kullanilan bagisiklik sistemini baskilayan tedavilerden ¢ok, otoimmiin siireclerde
devam eden yangisal durumun ve bozulmus T hiicre fonksiyonlarinin neden oldugu lenfoma
gelisme riskinde artis ile agiklanmaktadir. Bagisiklik sistemi saglam bireylerde EBV iliskili

lenfosit hiicre ¢ogalmasi; sitotoksik T hiicreleri, antikor aracili hiicresel bagisiklik, NK
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aktivitesi ve endojen interferon ile engellenir. Bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde ise bu
fonksiyonlar bozulmustur, EBV ile enfekte B hiicreleri ¢ogalirlar ve bu hiicrelerin yiiksek
mitotik hizlari, mutasyon olasiligini arttirmaktadir. Bagisiklik sisteminin baskilandigi
durumlarda EBV ile enfekte lenfositler lenfoma gelisiminde rol oynamaktadir (51, 53)

Bircok degisik kimyasal ve fiziksel ajanlar, lenfomanin gelisme riskini
arttirmaktadir. Difenilhidantoin lenfoid hiperplazi ya da psddolenfomayi indiikleyebilir ve bu
lenfomalar1 diger lenfomalardan ayirmak ¢ok zordur. Fenoksiherbisit ve organofosfat gibi
diger kimyasal ajanlar da lenfomanin gelisimini indiiklemektedir. Benzen, stiren,
trikloroetilen, perkloroetilen, arsenat, formaldehit, boya tinerleri, makine yaglar1 gibi
solventler ve kimyasallar NHL riskini arttirmaktadir. Kullanilan sa¢ boyalari da lenfoma
riskini arttiran diger etkenlerdir. Niikleer patlamalar ve reaktor kazalar1 lenfoma gelisimini
indiiklemektedir (46,53).

Onkogenler, tiimor baskilayict genler ve DNA tamir mekanizmalart kanser
gelisiminde 6nemli rol oynar. Kromozomal translokasyonlar NHL olgularinin % 90’ inda
gosterilmistir. Molekiiler diizeyde, eslik eden kromozomal delesyonlar ve mutasyonlar olsun
olmasim, bu translokasyonlar onkogen aktivasyonunu veya tiimor baskilayict gen
inaktivasyonunu hizlandirir. En sik goriilen kromozom anomalileri t(8;14), t(14;18)” dir (51,

53).

2.4.1.3. Non-Hodgkin Lenfoma’ nin Siniflandirilmasi

NHL’ lar, prognoz veya hiicre kokeni acisindan farkli tiirlere ayirabilen, tedaviye yon
verebilen degisik patolojik siniflamalar yapilmistir. NHL, 6zellikle biyolojik ve immiinolojik
caligmalarin ilerlemesi ile birlikte daha kolay siniflanabilir hale gelmesine ragmen halen tam
netlesmemistir. Simdiye kadar lenfomalar i¢in yapilan siniflama sistemleri sunlardir:
Rappaport (1966)

Lukes-Collins (1974)

Kiel (1974)

WHO ( Diinya Saglik Orgiitii ) Siniflamas1 (1976)

Working Formulation for Clinical Usage (1982)

REAL (Revised European-American Lymphoma) siniflamasi (1994)

WHO ( Diinya Saglik Orgiitii ) Siniflamas1 (1998)

WHO ( Diinya Saglik Orgiitii ) Siniflamas1 (2001)
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Son yillarda Uluslararast Lenfoma Calisma grubunun yapmis oldugu WHO
siiflamasi kullanilmaktadir (Tablo 2) (54, 55, 56).

Tablo 2: WHO’ ya gore non-Hodgkin lenfomalari iceren lenfoproliferatif hastahiklarin

siniflandirilmasi (56)

B- Hiicre Neoplazileri

T- Hiicre ve NK- Hiicre Neoplazileri

Prekiirsor B- Hiicre Neoplazi

Prekiirsor T- Hiicre Neoplazi

-Prekiirsor B- lenfoblastik 16semi/lenfoma

-Prekiirsor T- lenfoblastik 16semi/lenfoma

Matiir B- Hiicre Neoplazileri

-Follikiiler lenfoma

-Burkitt lenfoma/l6semi

-Kronik lenfositik 16semi/kiigiik lenfositik
lenfoma

-B- hiicreli prolenfositik 16semi

-Lenfoplazmasitik lenfoma

-Splenik marjinal zone B- hiicreli lenfoma

-‘Hairy cell’ 16semi

-Plasma hiicreli myelom

-Onemi belirlenmemis monoklonal
gammapati

-Kemigin soliter plazmasitomu

-Ekstraosse6z plazmasitom

-Primer amiloidozis

-Agir zincir hastaliklar

-Ekstranodal marjinal zone B- hiicre
lenfomasi

-Nodal marjinal zone B- hiicreli lenfoma

-‘Mantle cell’ lenfoma

-Diffiiz biiytik B hiicreli lenfoma

-Mediastinal (timik) biiylik B hiicreli
lenfoma

-Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

-Primer effiizyon lenfomasi

Matiir T- Hiicre ve NK- Hiicre

Neoplazileri

-T- hiicreli prolenfositik 16semi

-T- hiicreli biiyilik graniiler lenfositik 16semi

-Agresif NK- hiicreli lenfoma

-Eriskin T- hiicreli 16semi/lenfoma

-Ekstranodal NK/T- hiicreli lenfoma, nazal
tip

-Enteropati tipi T hiicreli lenfoma

-Hepatosplenik T hiicreli lenfoma

-Subkutan pannikiilit benzeri T hiicreli
lenfoma

-Mikozis Fungoides

-Sezary sendromu

-Primer kutandz anaplastik biiyiik hiicreli
lenfoma

-Anaplastik biiytik hiicreli lenfoma

-Anjioimmiinoblastik T hiicreli lenfoma

-Periferik T hiicreli lenfoma
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NHL c¢ocukluk ¢agi kanserlerinin yaklasik % 10 unu olusturmaktadir (46).
Cocukluk ¢agi NHL’ lar {i¢ ana grup olarak smiflandirilmaktadir. Burkitt Lenfoma (BL),
Biiyiik Hiicreli Lenfoma (LCL) ve Lenfoblastik Lenfoma (LL)’ dan olusmaktadir (54).

2.5. Burkitt Lenfoma
Burkitt lenfoma (BL), ilk defa 1958 yilinda patolog Denis Burkitt tarafindan Afrikali
cocuklarda ozellikle ¢enede goriilen, oldukga hizli gelisen hemen daima 6liimciil seyredebilen
bir lenfoma tiirii olarak tanimlanmistir. 1962° de Lurie and King hastaligin endemik
karakterini ortaya koyduktan sonra 1965’ de Dorfman ve 1967° de Burkitt Afrika kitasinin
disinda erigkinlerde goriilen sporadik formunu tanimladilar. 1973° de Levine tarafindan iki
farkli BL tipi tanimland:
1) Afrika Tipi: Ozellikle erkek ¢ocuklarda yaklasik birkag aylik baslangic
semptomlarindan sonra klinik olarak taninan formu;
2) Amerikan Tip: Ozellikle eriskinlerde semptomlarm ortaya ¢ikmasindan aylar sonra
SSS, batin ve sikga 16semik tutulum gosterebilen formudur (57).

BL, diffiiz orta biiyiikliikteki, katlanmamis kiigiik ¢ekirdekli, germinal merkez B
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Cocukluk c¢agi lenfomalarinin % 40 ile 50° sini olusturur.
BL siklikla ekstranodal bolgelerde bulunan ya da akut 16semi olarak baslayan agresif bir
neoplazidir. Erkek/ kiz oran1 2-3/1” dir (58).

BL az goriilen bir neoplazi olmasina ragmen, yiiksek mitotik indekse sahiptir.
Ikiye katlanma zamani yaklasik 12-24 saattir (33). Genellikle gocuklar ve geng yetiskinlerde
goriilen, insanlarda goriilen tiimorlerin en hizli biiyiiyenlerinden ve en agresiflerinden biri
olan BL; genotipik, virolojik, morfolojik ve klinik 6zellikleriyle NHL’ lar i¢cinde 6nemli bir
yer tutmaktadir (59,60).

Multipl niikleollii olan bu hiicreler sik mitoz igerir. Sitoplazma bazofilik olup
genellikle lipid vakuoller icerir. Apoptotik tiimdr hiicrelerini sindirmis ¢ok sayida benign
makrofajlar eslik ederek yildizli gokylizii manzarasi olusturur. BL CD19+, CD20+, CD22+,
CD10+, bcl-6+, yiizey IgM +, bel-2-, TdT-, Ki-67>% 95 seklinde immunfenotip gosterir (50,
61).
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2.5.1. Genetik Ozellikleri

Sitogenetik olarak BL’ da c-myc onkogenini igeren translokasyon séz konusudur. c-myc
onkogeni hiicre siklusunda gorev almaktadir. Transkripsiyon faktorii olarak gérev yaparak
hiicrelerin ¢ogalmasina ve degisimine neden olur. Hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina
kadar olan bdliimiinde c-myc proteini, diger bir transkripsiyon proteini olan Max proteini ile
birleserek transkripsiyonun aktiflesmesini saglamaktadir Endemik tipte 8’ inci kromozom
tizerinde yer alan c-myc’ nin kirilma bolgesi genin disinda olup, sporadik tipte genin i¢indedir
c-myc geninin 8’ inci kromozomdan 14’ cii kromozoma translokasyonu t(8;14), uygunsuz ve
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olmaktadir. t(8;14) translokasyonu disinda
(2;8)(p12;q24), t(8;22)(q24;q11) translokasyonlar1 daha nadir olarak saptanabilmektedir (59,
62).

2.5.2. Simiflama
Diinya saglik orgiitine gore BL, endemik (Afrika tipi), sporadik (Amerikan) ve immiin
yetersizlikle iligkili tip olarak siniflandirilmaktadir.
1) Endemik tip: Ekvatoral Afrika bolgesinde yasayan gocuklarda gene ve yiiz bolgesinde
tutulumla karakterli olan BL tipidir.
2) Sporadik tip: Herhangi bir yasta goriilebilen ve siklikla abdominal bolgelerde tutulum
gosteren BL tipidir.
3) Immun yetmezlikle iliskili tip: Immun yetmezligi olan hastalarda goriilen BL tipidir.
Klinikopatolojik olarak endemik ve sporadik tip arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Klinik olarak endemik tipte yiiz kemikleri (6zellikle ¢ene ve maksilla)
tutulurken, sporadik tipte gastrointestinal (6zellikle ileogekal bolge), bobrek ve over tutulumu
daha 6n plandadir. Immunyetmezlik iliskili formunda nodal ve kemik iligi tutulumu siktir.

Waldeyer halkasi ve mediastinal tutulum seyrektir (63-66) (Tablo 3).
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Tablo 3: Burkitt Lenfoma’ min siniflamasi ve klinik 6zellikleri (66)

Tip Yas Cinsiyet Tutulum bélgesi * Evre

Endemik 8 (ortanca) Cogunlukla Yiiz, abdomen, SSS, lenf | leri
(Afrika) <15 nadir erkeklerde nodlari, kemik iligi (% 30-50)

Nonendemik | 10 (ortanca) | Cogunlukla | Abdomen (en sik | Tleri
(Amerikan) | >15 (% 25) bayanlarda ileogekal ~ bolge  ve | (yaklasik % 60)
overler), lenf nodlari,

SSS

AIDS iliskili | Geng eriskin | Cogunlukla Lenf nodlari, kemik iligi | Ileri
erkeklerde (yaklasik % 75)

AIDS: Kazanilmis Immiin Yetmezlik Sendromu; SSS: Santral Sinir Sistemi

* En sik tutulan bolgeden en az tutulan bolgeye dogru siralanmastir.

EBV, olgularin ¢ogunda hastalifin olugmasinda Onemli rol oynamaktadir.
Endemik tipte EBV enfeksiyonu % 90 olguda gosterilmesine ragmen, sporadik tipte % 20
olguda gosterilebilmektedir. HIV iliskili BL’ da % 40 oraninda EBV enfeksiyonu
gosterilebilmektedir (46, 53).

2.5.3. Semptom ve Bulgular

Cocukluk ¢agi NHL olgularinda klinik bulgular tiimériin  yerlesim bdlgesine gore
degismektedir. NHL daha ¢ok lenf nodu dis1 lenfoid dokulardan kaynaklanmaktadir. Tiimoriin
en sik kaynaklandigi bolge karindir. Bunlarin % 35 ’inde ilk ¢ikis yeri iliogekal bolge,
appendiks, ¢ikan kolon ve overdir (54).

Tutuluma bagl olarak hastalarda karin agris1 ve sisligi, bulanti, kusma, apandisit,
invajinasyon, gastrointestinal kanama, sarilik meydana gelebilmektedir. Alt1 yasindan biiyiik
cocuklarda invajinasyonun en sik nedeni lenfomadir. Lenfomanin kaynaklandig1 diger 6nemli
bolge bas ve boyundur. Burkitt lenfoma’nin endemik tipinde % 60 olguda ¢ene tutulumu
sonucu dislerde (6zellikle molar) dokiilme olusmaktadir. Genellikle birden fazla c¢ene

kemiginde tutulum meydana gelir. Bazen orbita ile iliskili olup, kraniyel sinir tutulumuna yol
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acabilir. Endemik tipte % 15 olguda parapleji olugmaktadir. Paraplejinin nedeni extradural
kitlenin spinal korda direk basis1 veya o bolgeyi besleyen damarlarin tutulmasina baglidir.
Sporadik olgularda parapleji olduk¢a nadirdir. Sporadik tipte bas ve boyun tutulumu olarak
unilateral tonsil, nazal siniis, tiikiiriik bezi ve tiroid tutulumu daha siktir. Daha nadir olarak

kemik, bobrekler, epidural aralik, merkezi sinir sistemi tutulumu olabilmektedir (48, 54, 59).

25.4. Tam
BL’ de anamnez ve fizik muayene, kan sayimi, periferik yayma, biyokimya (6zellikle LDH ve
tirik asit) degerlerinin yani sira, kesin tani i¢in kitleden 6rneklerin alinmasi gerekmektedir.
Kemik iligi tutulumu ve sitogenetik ¢alisma i¢in kemik iligi aspirasyonu, doku tanisi igin
biyopsinin yani sira uygun radyolojik goriintillemenin de yapilmasi gerekmektedir. Direk
grafi, bolgesel ultrasonografi ilk basamak goriintiileme yontemi iken, ayrintili bolgesel
goriintilleme icin bilgisayarli tomografi tercih edilmelidir. Perikardiyal efflizyonu
degerlendirmek i¢in ekokardiografik inceleme yapilmalidir (67).

Galyum-67 (*'Ga) viicut sintigrafisi hastaligin yayilimin1 saptamada 6nemlidir.
“Ga sintigrafisi ayn1 zamanda hastalarin tan1 disinda izleminde de 6nemlidir. Kemik tutulumu
acisindan Teknesium-99m kemik sintigrafisi yapilmalidir. Son yillarda kullanima giren
pozitron emisyon tomografisinin (PET) hastaligin takibinden daha ¢ok rezidiiel kitlenin

saptanmasinda °'Ga sintigrafisine gore daha iistiin oldugu gosterilmistir (68).

2.5.5. Evreleme

Tedavi yontemi se¢iminde klinik evreleme onemlidir. NHL> da anatomik olarak tutulmus
bolgelere gore evreleme yapilmaktadir. Bu siniflamada kotii prognozu gosteren kemik iligi ve
santral sinir sisteminin tutulmasidir. Tablo 4° de NHL’ de kullanilan St. Jude evrelemesi

verilmistir (54).
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Tablo 4: NHL St. Jude evrelemesi (54).

Evre 1: Tek ekstranodal veya nodal bolge tutulumu (mediasten ve batin dist)

Evre 2: Tek ekstranodal tiimor ile bolgesel lenf nodu tutulumu, veya diafragmanin ayni
bolgesinde iki veya daha fazla bolge tutulumu, veya diafragmanin ayni bolgesinde bolgesel
lenf nodu tutulumu olsun veya olmasin iki ekstranodal tiimdr varligi, veya mezenterik lenf
nodu tutulumu olsun veya olmasin ¢ikarilabilir primer gastrointestinal tiimor (genellikle

ileocekal bolge)

Evre 3: Diafragmanin iki tarafinda ekstranodal iki tiimor varligi, veya diafragmanin iki
tarafinda nodal iki timor varligi, veya tiim primer toraks i¢i (mediasten, plevral, timik)
tiimorler, veya tiim ilerlemis primer intraabdominal tiimdrler, veya tiim paraspinal, epidural

tumorler

Evre 4: Yukaridaki tutulumlar ile beraber baslangi¢c doneminde santral sinir sistemi ve/veya

kemik iligi tutulumu olmasi

2.5.6. Prognostik faktorler

BL’ da en onemli prognostik faktor, kemoterapi tedavisine olan yanittir. Sag kalim artmakla
birlikte kemoterapi sirasinda olusan komplikasyonlara yonelik destek tedavileri prognozun
lyilesmesini saglayan en 6nemli faktorlerdir. Prognozu olumlu ve olumsuz yonde etkileyen
faktorler Tablo 5° de gosterilmektedir (54).

Tablo 5: NHL’da prognozu etkileyen faktorler (54).

Olumlu faktorler
Evre 1 ve 2, tutulum bolgesi: Bas, boyun (parameningeal tutulum haric),
Periferik lenf nodu tutulumu,

Abdominal bélge tutulumu: 2 yillik sag kalim oran1 % 80 veya daha fazladir.

Olumsuz faktorler

Evre 3 ve 4, Evre 4 ve sanral sinir tutulumu,

Tutulum bolgesi: Evre 2 (parameningeal tutulum ile birlikte), bas ve boyun bolgesindeki
tim ekstranodal tutulumlar (siniis, ¢ene, orbita, skalp), Evre 3 BL’ da plevral effiizyon
varligi,

Tedaviye yanit: 2 aylik tedaviye ragmen yetersiz remisyon saglanmasi,

Tiimor yiikiinii gosteren bulgular: Soluble IL-2>1000 U/ml, LDH>1000 U/L, kan iirik
asit>7,1 mg/dl olmasi, EBV erken antijen miktar1 (EBNA1, EBNA2)
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2.5.7. Tedavi

Tedavi hastanin fizyolojik durumu, histolojik tip, klinik evre ve prognoza etkili faktorler goz
Oniine almarak yapilir. Temel tedavi segenekleri kemoterapi ve radyoterapidir. Bu
lenfomalarin tedavisi ileri evre agresif lenfomalar gibi agresif multidrog rejimlerle
yapilmalidir. BL’ da yogun doniistimlii bir rejim olan CODOX-M/IVAC’ in (Siklofosfamid,
Vinkristin, Doksorubisin, Metotreksat, Fosfamide, Etoposid, Citarabin) kullanilmaktadir (3).

Erigkinlerde kullanilan dort kemoterapi rejimi Tablo 6° da goriilmektedir. 1970 ve
80’ lerde kullanilan NCI ve Stanford kemoterapi rejimleri birbirine benzemekle birlikte temel
olarak siklofosfamid ve SSS profilaksisine (Stanford rejiminde bulky hastaliga radyoterapi)
dayali CHOP (siklofosfamid, hidroksidaunomisin; doksorubisin, onkovin; vinkristin ve
prednizon) tipi rejimlerdir. Vanderbilt rejiminde siklofosfamid dozu artirilmis ve yiiksek doz
etoposid kullanilmistir.  Vanderbilt rejiminin ikinci siklusunda tedaviye doksorubisin
(adriamisin) eklenmistir. Iyi prognozlu hastalarda bu rejimin tedavi sonuglar1 prognozda
iyilesme saglarken, kotii prognozlu hastalardaki iyilesme daha ¢ok yiiksek doz siklofosfamid
yaklagimina baglanmistir. Bu rejimdeki alkilleyici ajan dozlarmin etkinligi, daha diisiik doz
siklofosfamid kullanilan MACOP-B (metotreksat, doksorubisin, siklofosfamid, vinkristin,
prednizon ve bleomisin) rejimi ile desteklenmistir. 1989-1996 yillar1 arasinda yapilan NCI
caligmasinda uygulanan daha kompleks ve daha yogun bir tedavi rejimi ilgi konusu olmustur.
CODOX-M/IVAC adi verilen bu kiir doniisimlii verilen siklofosfamid, doksorubisin,
vinkristin ve yiiksek doz metotreksat ile ifosfamid, etoposid ve yiiksek doz sitozin

arabinozidden olugmaktadir (1, 66).
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Tablo 6: Burkitt Lenfoma tedavisi i¢in kemoterapi rejimleri (66)

Kaynak Rejim Hasta | Tam | DFS Yiiksek riskli
sayis1 | yanit hastalarda sag
kalim
NCI Siklofosfamid, Vinkristin, 72 89 56 % 30
Adriablastin, Prednizon, LDH>10001U/L,
ITMTX, IT ARA-C kemik iligi pozitif
% 33 yaygin
intraabdominal
Stanford | Siklofosfamid, Vinkristin, 18 71 67 % 38 Evre D
MTX, Abdominal kitle 10 % 20
cm’ den biiyiikse radyoterapi LDH>500 IU/L
Vanderbilt | (1. siklus) Siklofosfamid, 20 85 60 Sag kalim risk
Etoposid, Vinkristin, faktorlerine gore
Bleomisin (MTX ile SSS gruplandirilmamis
proflaksisi)
NCI (2. siklusta Adriamisin 41 95 92 Evre 4 hastalarda
(CODOX- | eklenir.) CODOX-M (IT % 80 hastaliksiz sag
M/IVAC) | ARA-C, IT MTX, MTX, kalim (Kemik iligi
Vinkristin, Adriamisin) IVAC veya SSS)
ile dontistimlii (Yiiksek doz
ARA-C, Ifosfamid, IT MTX,
Etoposid)
* 33 cocuk, 39 eriskin; MTX: Metotreksat; ARA-C: Sitozin Arabinosid; IT: Intratekal

Son yillarda niiks saptanan veya tedaviye yanitsiz olgularda kemoterapi
protokollerine eklenen anti-CD20, yani rituximab tedavisi kullanilmaktadir (1). BL olduk¢a
agresif bir tiimdrdiir. Tedavisinde en 6nemli prognostik faktdr kemoterapi yanitidir. Tedaviye
olabildigince erken baglanmalidir. Hastalarin % 70’ i evre IlI-IV olarak karsimiza ¢ikar.
Relaps olursa ilk yilda goriiliir. Ilk iki yilda relaps olmayan olgular tedavi edilmis kabul

edilebilir. Hastalarin ¢ogunda ilag tedavisi hastaligi sadece baskilamakta, ilaca bagh
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komplikasyonlar ve beraberinde oliimle sonuglanmaktadir Tedavinin basarisinda destek
tedavinin yani sira toksik Oliimlere neden olan enfeksiyon, tiimoér lizis sendromu ve akut
bobrek yetmezliginin azaltilmasinin da 6nemli oldugu anlasilmistir (1, 69).

Genel olarak radyoterapinin tedavide yeri yoktur. Radyoterapinin olasi
endikasyonlari; gastrointestinal sistemde obstriiksiyona ve spinal kord basisina neden olan
bulky Kkitleler, superior vena kava sendromu, trakeal ve faringeal obstriiksiyondur. Santral
sinir sistemi tutulumu olan hastalarda da radyoterapi yerine f{glii intratekal tedavi
(Siklofosfamid, yiiksek doz metotreksat ve sitozin arabinosid) onerilmektedir (65, 56). Diisiik
evreli, tiimoriin total veya totale yakin ¢ikarilabilecegi olgularda cerrahi tedavi yapilabilir.

Lenfomanin genis yayilim gosterdigi olgularda cerrahinin yeri yoktur (66).

2.5.8. Komplikasyonlar

BL’ da gozlenen baslica komplikasyonlar sunlardir:

Tiimor lizis sendromu: Burkitt ve Burkitt-benzeri lenfomada kemoterapi sonucu hiicre
yikimi ile agia ¢ikan metabolitlere bagli bir durumdur. Hiperiirisemi, hiperfosfatemi,
hipokalsemi, hiperkalemi goriilmektedir.

Gastrointestinal komplikasyonlar: Timoér hiicreleri tarafindan gastrointestinal sistemin
herhangi bir yerinde meydana gelebilir. Ozellikle BL’ da ileum ve ¢ekumun tutulmasina bagh

invajinasyon, tikaniklik ve perforasyon meydana gelebilir (54, 59, 69).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, insan Burkitt lenfomaya 6zgiil, Namalwa (ATTC no: CRL-1432) ve Daudi
(ATTC no: CCL-213) hiicre serileri kullanilmistir. Bu hiicrelerde, ilk olarak H. perforatum
ekstresinin etkin dozlarimi saptamak ve viabiliteyi géstermek amaci ile tripan mavisi boyama
yontemi ile canlibik deneyi yapilmistir. Hiicrelere belirlenen dozlarda uygulanan H.
perforatum ekstresi daha sonra, metabolik aktiviteyi degerlendirmek i¢in WST-1 testi, ayni
zamanda paralel olarak sitotoksisiteyi 6lgmek icin LDH (Laktat dehidrogenaz) salinim testi,
antiproliferatif etkiyi saptamak i¢in BrdU Hiicre Proliferasyon Testi, erken ve ge¢ apoptozisi

gostermek i¢cin Annexin-V FLUQOS ve Tunel testleri ile ¢alismalar yapilmustir.

3.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler, Steril Malzemeler ve Kimyasallar
3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Aletler
Biyogiivenlik kabini Class 2 (ESCO)
CO; inkiibatorii (Nuaire)

Su banyosu (Memmert)

Ultra saf su cihaz1 (Simplicity)
Otomatik pipet (Thermo)

Neubauer lam1 (Spencer)

Buz dolab1 (Arcelik)

Derin dondurucu, -80° C (Nuaire)
Santrifiij cihazi1 (Hettich)

Hassas terazi (Scaltec)

Vortex (IKA)

Otoklav (Hirayama)

30



Etiiv (Memmert)

Isik mikroskobu (Olympus)
Invert mikroskobu (Olympus)
Fluoresan mikroskop (Olympus)
Fotograf makinasi (Olympus)

Spektrofotometre (Thermo)

3.1.2. Kullanilan Steril Malzemeler

10 cm? petri (Corning)

25 cm?ve 75 cm? filtreli kapakli flask (Corning)
5, 10 ve 15 ml’ lik pipet (Axygen)

15 ve 50 ml” lik santrifiyj tiipii (Corning)

6, 24 ve 96 kuyucuklu plak (Corning)

2 ml dondurma tiipii (Corning)

Beyaz, sar1 ve mavi pipet uglar1 (Axygen)

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Hypericum perforatum dry extract (Indena S.p.A., Italy)
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) besiyeri (Sigma)
Penicilin- streptomycine (Sigma)

L-glutamine (Sigma)

PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma)
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FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma)

DMSO (Dimetil siilfoksit, Sigma)

Paraformaldehid (Sigma)

Glutaraldehid (Sigma)

Metanol (Riedel-de Haén)

Sodyum sitrat (Sigma)

Triton X-100 (Sigma)

Trypan Blue (Sigma)

Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche)

LDH Cytotoxicity Detection Kit (Roche)

Tunel In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche)
DAPI ( Roche)

Cell Proliferation ELISA, BrdU, colorimetric (Roche)

Annexin-V-FLUQOS (Roche)

3.2. Hiicre Dizileri ve Ozellikleri

Calisma Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma ve Uygulama Laboratuvari’ nin
Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda yapilmistir. Namalwa hiicresi ATCC’ nin katalog bilgilerine
gore Burkitt Lenfoma tanisi olan {i¢ yasindaki bayan hastadan alinarak hazirlanmig bir hiicre
dizisi olup hiicre tipi B lenfositlerden olusmustur. Yine ATCC’ de belirtilen bilgiye gore
Daudi hiicresi ise Burkitt Lenfoma tanis1 olan on alt1 yasindaki erkek hastanin periferik kan

hiicrelerinden elde edilmistir. Hiicre tipi B lenfoblastlardan olusmaktadir (Tablo 7).
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Tablo 7: Namalwa ve Daudi Hiicrelerinin Ozellikleri

ATTCno | Hastalik Cinsiyet | Yas Hiicre tipi Biiyiime tipi
Namalwa | CRL-1432 | Burkitt Kadn |3 B lenfosit Stispanse
Lenfoma
Daudi CCL-213 | Burkitt Erkek 15 B lenfoblast | Siispanse
Lenfoma

3.3. Hiicre Kiiltiirii Yonteminin Temel Asamalari
3.3.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin canliliklarini idame etmelerini saglamak amaciyla RPMI 1640 (2 mM L-glutamin,
1.5 g/l sodyum bikarbonat, 4,5 g/l glukoz, 10 mM HEPES, ve 1.0 mM sodyum piruvat)
tamponlanmis tuz sollisyonu igeren besiyeri kullanilmistir. RPMI 1640 besiyerinin
hazirlanmasi i¢in 6nce 500 ml ticari olarak elde edilmis hazir besiyeri iizerine % 10 FBS, 100

[U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ve 2 mM L-glutamin ilave edilerek karistirtlmistir.

3.3.2. Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicreler —196°C’ den alinip su banyosunda, 37°C’ de ¢oziildiikten hemen sonra, DMSO’ yu
uzaklastirmak i¢in 4 ml RPMI 1640 besiyeri ilave edilerek 300 g, 4°C’ de, 5 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatan atildiktan sonra hiicre sayist 5x10°/ml olacak
sekilde RPMI-1640 besiyeri ile diliie edilmistir. Hiicreler steril kiiltiir kaplarina aktarilarak

37°C ve % 5 CO; igeren ortamda kiiltiire alinmustir.

3.3.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Kanser hiicreleri devamli ¢ogalma 6zelligine sahiptirler. Hiicrelerin daha sonra yapilacak olan
caligmalarda kullanilabilmesi amaciyla dondurularak uygun sartlarda saklanmast miimkiindiir.

Hiicreleri dondurmak i¢in oncelikle % 5 DMSO ve % 95 besiyeri olacak sekilde dondurma
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besiyeri hazirlanmistir. Kiiltiir kaplarindaki hiicreler yine 300 g, 4°C’ de, 5 dk santrifiij
edilmistir. Supernatan kisim atildiktan sonra 6x10° hiicre/ml olacak sekilde iizerine dondurma
besiyeri eklenerek homojen hale getirilmistir. Dondurma besiyeri ortami igerisindeki hiicreler
ilk 24 saat Mr. Frosty adli kademeli sogutma kabinda (1s1 dakikada 1°C diisiiriilerek kademeli
olarak sogutma saglanir), -80°C’ de bir gece depolandiktan sonra likid nitrojen tankina

alinarak -196°C” de saklanmstir.

3.3.4. Hiicrelerin Sayimi

Hiicre kiiltiirti testlerinde her kuyucukta esit sayida hiicre olmalidir. Calisma 6ncesinde ml’
deki canli hiicre sayisinin hesaplanarak belirlenen sayida hiicrenin kuyucuklara alinmasi
gerekmektedir. Bu amagla hiicreler tripan mavisi ile boyanarak canli- 6lii hiicre sayimi

yapilmaktadir.
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Sekil 5: Neubauer lami1 sayim alani

Hiicrelerin sayimmi i¢in Neubauer lami kullanilmistir. Neubauer lami kalin, diiz,
sayim odaciklidir. Neubauer lami tizerinde 16’ sar kareden olusan, hacmi 0,1 ul olan toplam
dort alan bulunmaktadir. Toplam dort alandaki segili kare ¢izgisi igindeki hiicreler sayilir ve

ortalamalar1 alinarak alan basina diisen ortalama hiicre sayisi hesaplanir. Hiicrelerin ¢ok
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yogun oldugu zamanlarda siispansiyon diliie edilir ve yapilan hesaplamaya diliisyon faktorii
de dahil edilir. Neubauer laminda dort biiyiik karedeki hiicreler sayilip ortalamasi alindiktan

sonra mililitredeki hiicre sayis1 asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

1 ml’ deki hiicre sayis1 = Ortalama canli hiicre sayis1 x Diliisyon Faktorii x 10*

(hiicre/ml)

Tripan mavisi boyama yontemi ile canli-6lii hiicrelerin sayist ve canli-6li
hiicrelerin yiizdesi belirlenebilir. Olii hiicrelerde meydana gelen membran hasar1 sonucunda
hiicreler tripan mavisiyle boyanmaktadir. Hiicre siispansiyonu tripan blue ile diliie edildiginde
canli hiicreler kiigiik, yuvarlak ve refraktil olarak goriiniirler. Olii hiicreler sis, biiyiik ve koyu
mavi hale gelirler. Canli hiicrelerde membran intakt durumda oldugundan dolay1 herhangi bir
boyanma s6z konusu degildir. Bu metodun temel prensibi, canli hiicreler boyay1 almaz iken

oli hiicreler yani membrani hasar gérmiis hiicreler boyay1 alarak maviye boyanmasidir (70).

3.3.5. Hiicre Kiiltiirii

Namalwa ve Daudi hiicrelerinin RPMI 1640 besiyerinde, 37°C’ de ve % 5 CO; igeren
ortamda 75 cm?’ lik steril hiicre kiiltiir kaplarinda canlilig1 siirdiiriilmiistiir. Hiicreler haftada
iki defa ml’ de canli hiicre sayis1 5x10° olacak sekilde pasajlanmistir. Pasajlama islemi igin
flask icerisindeki hiicreler 15 ml’ lik falkon tiiplere aktarilmistir. Daha sonra hiicreler 300 g’
de, 4° C’ de, 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi falkon tiipiin iizerindeki siipernatan
kismi pipet yardimiyla uzaklastirilmistir. Falkon tlipiiniin dip kisminda kalan pelletlerin
tizerine 5 ml PBS eklendi ve pipetle alt iist edilerek homojen hale getirilmistir. Tekrar 300g’
de, 4° C’ de, 5 dk santrifiij edilmistir. Yikama islemi sonrasinda falkon tiip icerisindeki PBS
ortamdan uzaklastirilarak tiip icerisinde kalan pelletlere 5 ml RPMI 1640 besiyeri ilave
edilmistir. Pipet yardimiyla tekrar siispanse edildikten sonra mililitredeki canli hiicre sayisi
Boliim 3.3.4. de belirtilen sekilde hesaplanmistir. Hiicre dansitesine bagl olarak iki ile ii¢

giinde bir besiyeri degistirilerek taze besiyeri eklenmistir.
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3.4. Hypericum Perforatum Ekstresinin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan standardize hiperforin ve hiperisin iceren H. perforatum ekstresi
Indena firmasi tarafindan saglanmistir. H. perforatum ekstresi % 0.3 hiperisin, % 3 hiperforin
icermektedir. H. perforatum ekstresi konsantrasyonu 75 mg/ml olacak sekilde DMSO ve
RPMI 1640 besiyeri igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlanmistir. Stok soliisyonun
hazirlanmas1 igin toz halinde bulunan H. perforatum ekstresinden 150 mg tartilmistir. Uzerine
1 ml DMSO eklenerek ¢oziilmesi saglanmis ve daha sonra iizerine 1 ml RPMI 1640 besiyeri
ilave edilerek H. perforatum ekstresi %2 oraninda diliie edilmistir. Sonra stok soliisyon steril
ortamda 0,22 pm’ lik steril filtrelerden gecirilmistir. Hazirlanan stok soliisyon + 4°C’ de

saklanmustir.

3.5. Deney Gruplar

Calismada kontrol grubu, c¢oziicii olarak kullandigimiz DMSO grubu ve alti farkh
konsantrasyonda tedavi uygulama gruplari olmak iizere toplam grup sayisi sekiz olarak
belirlenmistir. Uygulama dozlari1 olarak asagida belirtilen konsantrasyonlarda H. perforatum
ekstresi uygulanmastir.

D1: 0,01 mg/mi
D2: 0,025 mg/ml
D3: 0,05 mg/mi
D4: 0,1 mg/ml
D5: 0,25 mg/ml
D6: 0,5 mg/mi

Coziicli 6zelligi nedeni ile kullanilan DMSO grubu i¢in ise en yiiksek doz olan 0,5
mg/ml’ deki DMSO miktar1 baz alinmistir. Bunun i¢in DMSO, RPMI 1640 besiyeri igerisinde
1/300 oraninda seyreltilerek uygulanan diger gruplar arasina eklenmistir. Uygulama siiresi
olarak 24 saat (t;), 48 saat (t;) ve 72 saat (t3) siireleri tespit edilmistir. Kontrol grubundaki

hiicreler H. perforatum ekstresi uygulanmadan ayni siirelerde kiiltiirde bekletilmistir.
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3.6. Hiicre Canlihgini Degerlendirme Testi (Tripan Mavisi Testi)

Hiicre canliligini degerlendirmek icin en genel ve rutin kullanilan en ucuz metod tripan mavisi
testidir. Hiicrelerde H. perforatum ekstresinin Boliim 3.5.” de belirlenen dozlarda ve siirelerde
viabilite iizerine etkisini ortaya ¢ikarmak amaciyla ilk olarak tripan mavisi testi yapilmistir.
Oncelikle siispanse hiicreler mililitrede 2,5x10° hiicre olacak sekilde 24 kuyucuk iceren
plaklara aktariimistir. Her bir kuyucukta 1,25x10* hiicre ve toplam 500 pl olacak sekilde
hiicre silispansiyonu kuyucuklara alinmistir. Denemeler kontrol, DMSO ve her farkl
uygulama dozu i¢in ii¢ tekrar seklinde ve 24, 48 ve 72 saat olmak iizere her bir tedavi
uygulama siiresi i¢in ayr1 bir plak ¢alisilmistir. 24, 48 ve 72 saat sonunda her bir kuyucuktaki
hiicre siispansiyonu pipetle alt iist edilerek homojen hale getirilmistir. Daha sonra
stispansiyondan 50 ul alinarak % oraninda % 4’ liik tripan mavisi ile diliie edilmis ve tekrar
pipet yardimiyla homojen hale getirilmistir. Sonra bu soliisyondan 10 pl alinarak Neubauer
lam1 ile 151k mikroskopunda 100x biiyiitmede canli ve 6lii hiicreler ayr1 ayr1 sayilarak yiizde

viabilite degerleri asagidaki formiil kullanilarak tayin edilmistir.

Canli hiicre sayist

% Viabilite: x 100

Canli hiicre sayis1 + 6lii hiicre sayis1

3.7. WST-1 Testi

Hiicre proliferasyonunu degerlendirmek igin yapilan WST-1 (Water-soluble tetrazolium salt)
testi canli hiicrelerden tetrazolium tuzlarinin ayristirllmasina dayanan non-radyoaktif,
spektrofotometrik, kolorimetrik bir testtir. Tetrazolium tuzlari1 hiicresel enzimler tarafindan
formazan tuzlarma donistiriilmektedir. Canli  hiicre sayisindaki artis Orneklerdeki
mitokondrial dehidrogenaz aktivitesinde artmaya yol agmaktadir. Enzim aktivitesinin
giiclenmesiyle birlikte kiiltiirdeki hiicrelerde metabolik olarak aktif halde bulunan hiicrelerin
miktar1 ile dogrudan korele olarak formazan ile boyanan hiicre formunda artis olmaktadir.
Formazan boya metabolik olarak aktif olan hiicreler tarafindan {iretilmekte olup,

spektrofotometri ile belirtilen dalga boyunda boyanan hiicrelerin absorbansi 6l¢iilmektedir
(70).
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Hiicrelerde belirlenen dozlarda ve siirelerde H. perforatum ekstresinin metabolik
aktivite tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla WST-1 testi yapilmistir. Bu amagla 96
kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga 100 pl voliim icerisinde 1,5x10” hiicre olacak sekilde
hiicre siispansiyonu aktarilmistir. Her bir grup i¢in ii¢ ayr1 kuyucukta ¢alisma yapilmistir.
Bolim 3.5.” de belirtilen siire ve dozlarda H. perforatum ekstresi uygulandiktan sonra deneyin
sonunda her bir kuyucuga 10 ul WST-1 soliisyonundan eklenerek hiicreler 2 saat 37° C, % 5
CO, igeren inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan renk degisimi
spektrofotometre de 450 nm’ de &l¢iilmiistiir. Olgiilen absorbans degerleri asagidaki formiile

gore % metabolik aktivite sonuglari olarak hesaplanarak grafige aktarilmistir.

Anyp
% Metabolik aktivite = =——  x 100

Akontrol

Anyp: Hypericum perforatum uygulanan grubun absorbans degeri

Anyp: Kontrol grubunun absorbans degeri

3.8. LDH Sitotoksisite Testi

LDH stabil bir stoplazmik protein olmakla birlikte biitiin hiicrelerde sabit konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Hiicre membran1 hasarlandigi  zaman hiicrelerden hiicre kiiltiirii
supernatantinin igerisine LDH salinimi gozlenmektedir. Bundan dolayr daha yiiksek oranda
enzim aktivitesi salinimi, daha biiyiik oranlarda hiicre 6liimleri yani kiiltiir canliliginin kaybi
ayn1 periyod i¢inde gergeklesir. Kiiltlirlin siipernatanti i¢cinde LDH Ol¢iimii canli hiicre
kayiplart icin kantitatif deger alir. LDH aktivitesi piriivattan laktata indirgenmesiyle
dlciilebilir. Indirgenme spektrofotometrede NADH’ 1 NAD™ a yiikseltgenmesi izlenerek
baglanir. Dengenin bir tarafinda NAD® ve laktat vardir. NADH 340 nm’de NAD" ile
kiyaslandiginda yiiksek absorbansa sahip oldugu i¢in reaksiyon 340 nm’ de 6lgiiliir (70).

Sitotoksik etkiyi degerlendirmek igin yapilan LDH testi non-radyoaktif,

kolorimetrik bir testtir. Olii hiicrelerden ve lizise ugrayan hiicrelerin sitozoliinden salinan
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LDH aktivitesi Ol¢limiine dayanan bir testtir. Bu amagla 96 kuyucuklu plaklara her bir
kuyucuga 100 pl volim igerisinde 1,5x10% hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu
aktarilmistir. Her bir grup igin ii¢ ayr1 kuyucukta ¢alisma yapilmistir. Boliim 3.5.” de belirtilen
stire ve dozlarda H. perforatum ekstresi uygulanmistir. Uygulama siiresinin sonuna kadar
hiicreler 37° C, % 5 CO; igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Deneyin sonunda RPMI 1640
besiyerinde LDH aktivitesini degerlendirmek amaciyla background kontrol grubu igin ii¢
kuyucuk ayrilmis ve igerisine sadece RPMI 1640 besiyeri eklenmistir. Testin dogru
calisildiginin  tespit edilmesi icin low ve high kontrol gruplarinin absorbanslari
degerlendirilmistir. H. perforatum ekstresi uygulanmayan hiicrelerden spontan olarak salinan
LDH aktivitesini degerlendirmek amaciyla low kontrol grubu i¢in de ii¢ kuyucuk ayrilmistir.
H. perforatum ekstresi uygulanan hiicrelerden maksimum miktarda salinan LDH aktivitesini
degerlendirmek amaciyla high kontrol grubu igin de {ic kuyucuk ayrilmistir. Once
reaksiyonun gerceklesmesini saglayacak katalist sollisyonu hazirlanmistir. Bunun igin
liyofilizat 1 ml double distile su igerisinde iyice karistirilmistir. Sonra yukarida hazirladigimiz
katalist solisyonundan 250 ul alarak iizerine 11,25 ml. dye soliisyonu ilave edilmistir.
Boylece reaksiyon karigimi hazirlanmustir. High kontrol grubu i¢in ayirdigimiz kuyucuklara
Lizis solisyonundan 2,5 ul eklenmistir. Sonra hiicreler 37° C, % 5 CO; igeren inkiibatérde 15
dk bekletilmistir. LDH aktivitesini belirlemek igin reaksiyon karigimindan 50 pl biitiin
kuyucuklara eklenmistir. Hiicreler oda sicakliginda, karanlikta, 5 dk bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak igin stop soliisyonundan biitiin kuyucuklara 25 pl
eklenmistir. Hiicrelerdeki LDH aktivite ile 490 nm’ de dlgiilerek degerlendirilmistir. Olgiilen
absorbans degerleri LDH aktivitesi seklinde grafige aktarilmistir.

3.9. BrdU Testi

Hiicre proliferasyonu genomik DNA replikasyonu ile belirlenebilir. DNA sentezi hiicre
proliferasyonunda indirekt bir parametredir. Replikasyon olan hiicrelerdeki DNA 6l¢iimiinde
timidin kullanilmaktadir. Hiicre proliferasyonunu degerlendirmek i¢in yapmay1 planladigimiz
BrdU (5-bromodeoksiiiridin) testi, proliferasyon gosteren hiicrelerdeki DNA’ ya BrdU
baglanmasini saptayan bir testtir. Klor, brom ve iyot atomlarmin baglanma 6zellikleri metil
grubunun (CHs3) baglanma ozellikleri ile biiylik benzerlik gosterir. Bunun sonucu olarak,

halojenli pirimidinler grubunda yer alan BrdU, yapisinda bulunan halojen gruplar1 yiiziinden,
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DNA molekiiliiniin normal yap1 tast olan timidine yapisinda bulunan metil grubu ile ¢ok
benzemektedir. Bu halojenli pirimidinler, DNA sentezi sirasinda timidin molekiiliniin yerini
alarak DNA zincirinin yapisina girebilirler. Bu nedenle bu maddelere ‘timidin analogu’ adi
verilir. Proliferasyon olan hiicrelerin DNA’ sindaki timidinle BrdU yer degistirmektedir. Bu
yontem, sadece S fazindaki hiicrelerin BrdU ile isaretlenmesi ve bu isaretli hiicre grubunun
hiicre siklusundaki ilerlemesinin izlenmesine dayanir. Nonradyoaktif timidin analogu olan
bromodeoksiiiridin S fazindaki hiicrelerin DNA’ sina baglanmasi sonucunda anti-BrdU
antikorlarinin kullanimi ile S fazindaki hiicrelerin ortaya ¢ikarilmasi saglanir. Anti-BrdU-
peroksidaz antikoru eklendikten sonra olusan immiin kompleksler spektrofotometrede

olgiilerek degerlendirilmektedir (71).

Hiicrelerde Bolim 3.5.” de belirlenen dozlarda ve siirelerde H. perforatum
ekstresinin uygulanmasi ile proliferasyona olan etkisini degerlendirmek amaci ile 96
kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga 100 pl voliim igerisinde 1,5x10* hiicre olacak sekilde
hiicre slispansiyonu aktarilmistir. Her bir grup i¢in {i¢ ayri kuyucukta ¢alisma yapilmistir.
Yukarida belirtilen siire ve dozlarda H. perforatum ekstresi uygulanmistir. Uygulama
stiresinin sonuna kadar hiicreler 37° C, % 5 CO; iceren ortamda inkiibe edilmistir. Deneme
stiresi olarak belirlenen 24, 48, 72 saat sonrasinda 96 kuyucuk igeren plaklarda iiretilen
hiicreler iizerine, her bir kuyucuga final konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde 10 ul BrdU
labeling soliisyonundan eklenerek 2 saat 37° C, % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir.
Daha sonra BrdU labeling soliisyonu uzaklastirmak i¢in hiicreler 300 g’ de, 10 dk santrifiij
edilmistir. Sonra pipet yardimiyla istteki siipernatan uzaklastirilmistir. Hiicreler 15 dk sag
kurutucu ile kurutulmustur. Her bir kuyucuga 200 pl Fix Denat soliisyonu eklendikten sonra
oda sicakliginda, 30 dk bekletilmistir. Daha sonra Fix Denat soliisyonu pipetle aspire edilerek
uzaklastirilmistir. Her bir kuyucuga 100 pl anti-BrdU-POD working soliisyonu eklenerek oda
sicakliginda, 90 dk bekletilmistir. Sonra pipetle soliisyon uzaklastirilmis, her bir kuyucuga
200 pl yikama soliisyonu eklenerek ii¢ defa kuyucuklar yikanmistir. Her bir kuyucuga 100 pl
substrat soliisyonu eklenerek, oda sicakliginda 5-30 dk arasinda renk reaksiyonu olusuncaya
kadar beklenilmigtir. Sonra her bir kuyucuga 25 pl stop soliisyonu eklenerek

spektrofotometrede 450 nm’ de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
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3.10. Tunel Testi

Hiicre oOliimiiniin iki farkli hali olan apoptozis ve nekroz, dlen hiicrelerin molekiiler,
biyokimyasal ve morfolojik degisiklerine dayanarak birbirinden ayrilabilir. Programlanmis
hiicre 6liimii veya apoptozis, Okaryotik hiicre Oliimiiniin en sik rastlanan seklidir. Bu,
homeostaz1 koruyan bir fizyolojik intihar mekanizmasidir. Hiicre 6liimii homeostaz i¢indeki

normal doku dongiisiinde olur (72).

Genelde, apoptozise giden hiicreler, plazma zarinin hizli bozulmasi ve ¢ekirdegin
parcalanmasi da dahil olmak iizere, ¢ekirdek ve sitoplazmada belirgin Ornek olusturacak
sekilde yapisal degisiklikler gosterirler. Cekirdegin yapisinin bozulmasi, kromatinin agir
hasar1 ve kalsiyuma bagli endojen niikleazlarin etkin hale gelmesinden sonra DNA’ nin
parcalara ayrilmasi ile iliskilidir. Cekirdek DNA’ sinin oligoniikleozom boyutunda
parcalanmasi ile sonuglanan endoniikleolizis, apoptozisin 6nemli biyokimyasal olgusu olarak
kabul edilir. Boylece bu olgu siklikla, elektroforez sirasinda agaroz jeller {izerinde tipik
“DNA merdiveni” ile degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Ancak bu yontem tek tek hiicrelerdeki
apoptozisi veya apoptozisin histolojik yerlesimini veya hiicre farklilasmasindaki iliskisi ile
ilgili bilgi saglamaz. Bu, apoptozis ile uyarilmis DNA dizi kirilmasimin enzimatik in situ

isaretlenmesi ile yapilir (73,74).

Tunel (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling)
apoptozise ugrayan hiicreleri tespit etmek i¢in yapilan bir testtir. Bu test ile apoptozisin ileri
evrelerinde belirleyici olarak rol alan apoptotik hiicrelerdeki niiklear kromatin
fragmentasyonu saptanmaktadir. Tunel testi metod olarak DNA kiriklarinin sonuna polimeraz
terminal deoksiniikleotidil transferaz eklenerek isaretlenmesi prensibine dayanan bir testtir.
Bu yontem temelinde apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini, serbest 3'-OH uglarinda
enzimatik bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanarak apoptozise giden hiicrelerin
goriintiilenmesini  saglamaktadir (72). Tunel testinde kullanilan soliisyonlar asagida

belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
Fiksasyon soliisyonu: 5 ml % 2 paraformaldehid
5 ml metanol

25 ul glutaraldehid
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Permeabilizasyon soliisyonu: 100 mg Na sitrat
100 ml saf su
100 pl Triton X-100
Tunel reaksiyon soliisyonu: 5 pl Tunel soliisyonu
45 ul Label soliisyonu

Hiicrelerde en yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml dozu ve 48 saat inkiibasyon
siiresince H. perforatum ekstresinin uygulanmasi ile meydana gelen apoptozisi
degerlendirmek amaci ile her bir kuyucuk igerisinde 5x10° hiicre ve her bir kuyucukta 1 ml
olacak sekilde hiicre siispansiyonu alt1 kuyucuk igeren plaklara aktarilmistir. Belirlenen siire
ve dozlarda hiicrelere H. perforatum ekstresi uygulanarak hiicreler 37° C, % 5 CO; igeren
ortamda uygulama siiresinin sonuna kadar inkiibe edilmistir. Deneme siiresi sonrasinda 6
kuyucuk iceren plaklardan alinan hiicreler boyama islemi i¢in lamlara aktarilmistir. Bunun
icin hiicreler cytospin yontemi ile 200g’ de, 4°C’ de, 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda supernatan kisim atildiktan sonra hiicreler PBS ile ii¢ defa yikanilmistir. 150 pl
fiksasyon soliisyonu eklendikten sonra oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
fiksasyon sollisyonu uzaklastirilmistir. Tekrar PBS ile iki defa yikandiktan sonra hiicrelerin
tizerine permeabilizasyon soliisyonundan 500 pl eklenmistir. Buz tizerinde 2 dk bekletildikten
sonra permeabilizasyon soliisyonu uzaklastirilmigtir. PBS ile bir defa yikama islemi
yapilmustir. Negatif kontrol grubuna, her biri i¢in 50 pl Label soliisyonundan diger ¢alisma
gruplarina ise hazirladigimiz Tunel reaksiyon soliisyonundan her bir lam i¢in 50 ul olacak
sekilde hiicrelere eklenmistir. 1 saat, 37° C’ de, % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir.
Preparatlara niikleuslar1 goriintiilemek amaciyla mavi immunofloresan bir boya olan 100 pl
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) de uygulanarak karanlikta, oda sicakliginda, 5 dk
bekletilmistir. Daha sonra lamlarin {izerine lameller kapatilarak fluoresan mikroskopta 515-

565 nm yesil dalga boyunda goriintiilenmistir.

3.11. ANNEXIN V Testi

Apoptozisin erken donemlerinde hiicre yiizeyinde bazi degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir.

Plazma membran degisikliklerinden birisi de plazma membraninin i¢ kismindan dis kismina
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dogru fosfotidilserin translokasyonudur. Annexin-V Ca** bagiml fosfolipid baglayici protein
olup, fosfotidilserine yiiksek afinite ile baglanmaktadir (75, 76). Bu test ile siispanse
hiicrelerdeki apoptotik hiicrelerin membranlarinin dis yiizeyindeki fosfotidilserine Annexin-
V’ in baglanmasiyla flow sitometri veya fluoresans mikroskopu kullanilarak apoptotik
hiicrelerin ayirt edilmesi ve kantitatif olarak Olclilmesi miimkiindiir. Hiicre membran
biitiinligliniin bozulmas1 ile de nekrotik hiicrelerden fosfotidilserin agiga ¢ikmaktadir.
Apoptotik hiicrelerin nekrotik hiicrelerden ayrilmasi gerekmektedir (76). Annexin V testi ile
apoptozisin erken donemlerinde hiicrelerde meydana gelen degisikliklerin saptanmasi

planlanmustir.

Hiicrelerde etkinin en fazla goriildiigii doz olan 0,5 mg/ml konsantrasyonda ve 24
saat inkiibasyon siiresince H. perforatum ekstresinin uygulanmasi ile hiicrelerde meydana
gelen apoptozisi degerlendirmek amaci ile her bir kuyucuk icerisinde 3x10° hiicre ve her bir
kuyucukta 1 ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu 6 kuyucuk igeren plaklara aktariimistir.
Her bir grup icin ii¢ ayr1 kuyucukta c¢alisilmast planlanarak yukarida belirtilen siire ve
dozlarda H. perforatum ekstresi uygulanmigtir. Uygulama siiresinin sonuna kadar hiicreler 37°
C, % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir. Deneme siiresi sonunda 6 kuyucuk igeren
plaklarda iiretilen hiicreler ependorflara alinarak 200 g’ de, 4°C* de, 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda supernatan kisim atildiktan sonra hiicreler soguk PBS ile iki defa
yikanmustir. Sonra hiicreler 500 ul Annexin Binding buffer ile resiispanse edilmistir. Hiicreler
cytospin yontemiyle 200 g’ de, 4°C* de, 5 dk santrifiij edilerek lamlara aktarilmistir. Hiicreler
oda sicakliginda, 15 dk inkiibe edilmistir. Preparatlara 100 pl DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) uygulanarak karanlikta, oda sicakliginda, 5 dk daha bekletilmistir. Hazirlanan

ornekler fluoresans mikroskopta 515- 565 nm dalga boyunda goriintiilenmistir.

3.12. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizin yapilmasinda bilgisayar programi olarak Origin Graph 8.0 kullanilmistir.
Sayisal degiskenler ‘‘ortalama + standart sapma’’ seklinde grafige aktarilmistir. Verilerin
istatistiksel degerlendirilmesi sirasinda gruplar arasindaki anlamli farklarin belirlenmesinde
One-way ANOVA testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde ise Two sample T test

kullanilmistir. p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Namalwa ve Daudi Hiicrelerinde Hypericum Perforatum’ un Tripan Mavisi
Boyama Yontemi ile Viabilitenin Degerlendirilmesi

H. perforatum ekstresinin Namalwa ve Daudi hiicrelerinde etkisininin varolup olmadigin
aragtirmak amaciyla ilk olarak Tripan mavisi boyama yontemi ile canli ve 6lii hiicre sayilarak
viabilite ortaya ¢ikarilmistir. Bu amacgla Namalwa ve Daudi hiicreleri 24 kuyucuklu plaklara
12,5.104 hiicre/kuyucuk olacak sekilde alindiktan sonra hiicreler kontrol, DMSO ve 0,01-
0,025- 0,05- 0,1- 0,25- 0,5 mg/ml seklinde farkli H. perforatum konsantrasyonlariyla 24, 48
ve 72 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiim gruplarda viabilitenin

degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiilasyon kullanilmistir.

Canli hiicre sayis1

% Viabilite = x 100

Canli hiicre sayis1 + 6lii hiicre sayis1

Sekil 6° da 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda Hypericum perforatum

ekstresinin Namalwa hiicrelerinde viabilite tizerine etkisi gozlenmektedir.
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Sekil 6: Namalwa hiicrelerinde Hypericum perforatum’ un 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonrasi gézlenen %

viabilite degerlerinin ( ortalamazstandart sapma) grafiksel olarak gosterilmesi
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Bu sonuglara gore, Namalwa hiicrelerinde kontrol grubu ile DMSO grubu
arasinda 24, 48 ve 72. saatte viabilite agisindan anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05).
0,01- 0,025- 0,05- 0,1 mg/ml konsantrasyonlar1 ve kontrol grubu beraber karsilastirildiginda
viabilite degerlerinde belirgin bir farklilk saptanmamistir (p>0.05). 0,25 mg/mi
konsantrasyonunda zamana bagli olarak viabilite degerlerinde azalma saptanmistir. Viabilite
24. saatte % 90 (+4) olarak gozlenirken 48. saatte % 87 (£5)’ a, 72. saatte ise % 78 (£5)" ¢
kadar azaldigi saptanmustir. 72. saatte kontrol grubu ile 0,25 mg/ml konsantrasyon grubu
karsilastirildiginda istatiksel acidan anlamli bir farklilik saptanmistir (p=0.0035). En yiiksek
doz olan 0,5 mg/ml konsantrasyonda da zamana bagl olarak viabilitede azalma gbzlenmistir.
Buna gore 24. saatte viabilite % 81 (£5) in, 48. saatte % 51 (+11)’ nin, 72. saatte ise % 32
(£5)’ 1n altina kadar indigi saptanmustir. 48. saatte kontrol grubu ile 0,5 mg/ml konsantrasyon
grubu karsilastirildiginda istatiksel agidan anlamli bir farklilik saptanmigtir (p=0.0004) Benzer
sekilde 72. saatte kontrol grubu ile 0,5 mg/ml konsantrasyon grubu karsilastirildiginda yine
istatiksel agidan anlamli bir farklilik saptanmistir (*p=0.0002) (Sekil 6).

Sonug olarak H. perforatum ekstresinin Namalwa hiicrelerinde viabilite iizerine
etkisi tripan mavisi boyama yontemi ile Olciildiigiinde etkinin 48. saatte 0,5 mg/ml
konsantrasyonda basladigi ve bu etkinin 72. saatte en belirgin oldugu bulunmustur.

Sekil 7° de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda H. perforatum ekstresinin

Daudi hiicrelerinde viabilite iizerine etkisi gozlenmektedir.
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Sekil 7: Daudi hiicrelerinde Hypericum perforatum’ un 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonras1 gozlenen %

viabilite degerlerinin (ortalamasstandart sapma) grafiksel olarak gosterilmesi

Daudi hiicrelerinde yapilan viabilite deney sonuglarina gore kontrol grubu ile
DMSO grubu arasinda 24, 48 ve 72. saatte viabilite ac¢isindan degerlendirildiginde farklilik
saptanmamustir  (p>0.05). 24, 48 ve 72. saatlerde 0,01-0,025-0,05-0,1 mg/ml
konsantrasyonlar1 ve kontrol grubu beraber karsilastirildiginda viabilite degerlerinde belirgin
bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). 0,1 mg/ml konsantrasyonunda ise viabilite degeri 24
saatte % 86 (£5), 48. saatte % 87 (£1) iken 72. saatte % 78 (£13) olarak saptanmistir. 0,25
mg/ml konsantrasyonunda viabilite degerinin ilk 24 saatte % 83 (+2) olarak tespit edildigi 48.
saatte ise % 62 (£11) diizeyine, 72. saatte ise % 21 (£15)’ e indigi saptanmstir. Istatistiksel
olarak degerlendirildiginde ise 48. saatte 0,25 mg/ml konsantrasyon grubu ile 48. saat kontrol
grubu karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir (p=0.001).
Ayni sekilde 72. saatte 0,25 mg/ml konsantrasyon grubu ile 72. saat kontrol grubu
karsilastirildiginda da anlamli farklilik saptanmistir (*p=0.0002) En yiiksek konsantrasyon
olan 0,5 mg/ml konsantrasyon grubunda 24. saatte viabilite degeri % 76 (£2), 48. saatte % 39
(x11) civarinda iken 72. saatte ise etkinin ¢ok daha belirgin oldugu goriilmiis ve viabilitenin

% 5 (£3)’ in altina diistiigii saptanmistir. 48. saatte 0,5 mg/ml konsantrasyon grubu ile 48. saat
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kontrol grubu karsilastirildiginda yine istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir
(&p=0.0002) Benzer sekilde 72. saatte 0,5 mg/ml konsantrasyon grubu ile 72. saat kontrol
grubu karsilastirildiginda istatiksel agidan anlamli bulunmustur (#p=0.000001) (Sekil 7).

Bu sonuglara gére H. perforatum ekstresinin Daudi hiicrelerinde viabilite {izerine
etkisi tripan mavisi boyama yontemi ile olgiildiigiinde ilk olarak etkinin 48. saatte 0.25 mg/ml
konsantrasyonda bagsladigi ve bu etkinin 72. saatte daha da arttig1 saptanmistir. En yiiksek

etkinin ise 72. saat sonunda 0.5 mg/ml konsantrasyonda goriildiigii tespit edilmistir.

4.2. Namalwa ve Daudi Hiicrelerinde Hypericum Perforatum’ un WST-1 Testi ile
Metabolik Aktivitenin Degerlendirilmesi
H. perforatum’ un Namalwa ve Daudi hiicrelerinde konsantrasyon ve zamana bagl olarak
etkin oldugu tripan mavisi boyama yontemi ile saptanmistir. Ancak tripan mavisi sadece canli
ve Oli hiicre sayisina dayanarak 6lgme yapan bir yontemdir. Giiniimiizde ¢cok daha hasssas
yontemler bulunmaktadir. Bunlardan biri de etken maddenin hiicrelerdeki metabolik aktivite
tizerine etkisini 6lcen WST-1 testidir. Bu amagla ¢alismanin devaminda H. perforatum’ un
Namalwa ve Daudi hiicrelerinin metabolik aktivitesi {izerine etkisi WST-1 testi ile
Olgtilmiistiir.

flk olarak 96 kuyucuklu plaklara 1,5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde Namalwa
ve Daudi hiicreleri alinmistir. Kontrol, DMSO gruplar1 ve 0,01-0,025-0,05-0,1-0,25-0,5
mg/ml H. perforatum konsantrasyonlarindan olusan gruplar 24, 48 ve 72 saat siiresince 37° C’
de, % 5 CO; iceren ortamda inkiibe edilmistir. Metabolik aktivitenin degerlendirilmesinde

asagidaki formiilasyon kullanilmigtir.

Anyp
% Metabolik aktivite; =———— x 100

Akontrol

Anyp: Hypericum perforatum uygulanan grubun absorbans degeri

Aiontroli: Kontrol grubunun absorbans degeri
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Sekil 8’ de Namalwa hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri

sonucunda H. perforatum ekstresinin metabolik aktivite iizerinde etkisi gézlenmektedir.
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Sekil 8: Namalwa hiicrelerinde Hypericum perforatum’ un 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonrasi gézlenen %

metabolik aktivite degerlerinin (ortalamazstandart sapma) grafiksel olarak gosterilmesi

WST-1 testi sonucunda Namalwa hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
siireleri sonrasinda kontrol grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda metabolik aktivite
acisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). 24. saatte ise 0,01-
0,025-0,05 mg/ml konsantrasyonlarinda metabolik aktivitenin yaklagik % 56 (+12)’ ya kadar
diistiigii tespit edilirken, 48. saatte ayn1 konsantrasyonlarda metabolik aktivitenin yaklasik %
42 (£5) ve 72. saatte ise % 21 (£3)’ e kadar diistigi tespit edilmistir. Konsantrasyonlar
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklililk saptanmamis (p>0.05) ancak belirtilen
konsantrasyonlar kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklilik saptanmistir (p<0.05).
Daha yiiksek konsantrasyonlarda (0,1-0,25 ve 0,5 mg/ml) ise metabolik aktivite degerinin ilk
24. saatte % 30 (£6)’ a kadar indigi goriiliirken, 48. saatte tlim konsantrasyonlarda metabolik
aktivitenin % 10 oraninda daha da azaldig1 ve 72. saatte metabolik aktivitenin % 90 (£5)
kadar diistiigii tespit edilmistir. Bu gruplar kontrol grubuyla karsilagtirildiginda aralarinda
anlaml farklilik tespit edilmistir (p<0.05). En diisiik konsantrasyon olan 0,01 mg/ml ile en

yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml i¢in 72. saat sonunda Olclilen metabolik aktivite
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degerleri karsilastirildiginda istatiksel agidan anlamli farklilik saptanmistir (p=0.003) (Sekil
8).

Sonug olarak yapilan WST-1 testi ile elde edilen veriler H. perforatum ekstresinin
Namalwa hiicrelerinin metabolik aktivitesinde azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Bu
etkinin zamana baglh olarak diisiik (0,01-0,025-0,05 mg/ml) ve yiiksek (0,1-0,25-0,5 mg/ml)
konsantrasyon gruplar1 olarak farkli iki grupta, ancak kendi aralarinda benzer patern
gostererek ortaya c¢iktigi goriilmektedir. Origin Graph 5.0 programi kullanilarak hesaplanan
ICs0 degeri Namalwa hiicresi i¢in 0,028 mg/ml olarak bulunmustur.

Sekil 9 da Daudi hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonucunda

H. perforatum ekstresinin metabolik aktivite {izerinde etkisi gozlenmektedir.
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Sekil 9: Daudi hiicrelerinde Hypericum perforatum’ un 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonras: olgiilen %

metabolik aktivite degerlerinin (ortalama+standart sapma) grafiksel olarak gosterilmesi

Yapilan WST-1 testi sonucunda Daudi hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
stireleri sonrasinda kontrol grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda metabolik aktivite
acisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). 24. saatte metabolik
aktivitede konsantrasyona ve zamana bagl olarak azalma gozlenmistir. Tiim inkiibasyon
stirelerinde kontrol grubu i¢in elde edilen degerler ile 0,01-0,025-0,05-0,1-0,25-0,5 mg/ml
konsantrasyonlar1 i¢in elde edilen degerler ayr1 ayr1 karsilastirildiginda istatiksel agidan

anlamli  farklilik  saptanmistir  (p24<0.0001, p4s<0.0001, p72<0.0001). 0,01 mg/mi
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konsantrasyonunda metabolik aktivitede 24 ve 48. saatte % 30 (+5) azalma gozlenirken, 72.
saatte % 80 azalma saptanmistir. Benzer sekilde 0,025 mg/ml konsantrasyonunda metabolik
aktivitede ilk 24 saatte % 40 (£7), 48. saatte % 56 (£13), 72. saatte % 80 azalma saptanmustir.
0,05 mg/ml konsantrasyonunda ilk 24 saatte metabolik aktivitede % 64 (£3), 48. saatte % 80
(£6), 72. saatte % 90 azalma tespit edilmistir. 0,1 mg/ml konsantrasyonunda metabolik
aktivitenin zamandan bagimsiz olarak % 76 (+5) oraninda azaldig: tespit edilmistir. Benzer
etkinin 0,25 mg/ml konsantrasyonunda goriildiigii, zamandan bagimsiz olarak metabolik
aktivitede % 85 azalma oldugu saptanmistir. 0,5 mg/ml konsantrasyonunda ise metabolik
aktivitenin zamana bagl olarak azaldigi; 24. saatte % 18 (£1), 48. saatte % 10 ve 72. saatte %
1 (£5)’ e kadar indigi goriilmiistir (Sekil 9).

Sonu¢ olarak yapilan WST-1 testinden elde edilen veriler H.perforatum
ekstresinin doz ve zaman bagimli olarak Daudi hiicrelerinde de metabolik aktivitede azalmaya
neden oldugunu gostermektedir. En yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de metabolik
aktivitenin 72. saat sonunda % 1’ e kadar indigi tespit edilmistir. Origin Graph 5.0 programi
kullanilarak goére hesaplanan ICso degeri de Namalwa hiicreleriyle aynmi sekilde 0,028 mg/ml

olarak bulunmustur.

4.3. Namalwa ve Daudi Hiicrelerinde Hypericum Perforatum’ un LDH Testi ile
Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Namalwa ve Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresinin sitotoksik etkisinin olup
olmadigint ortaya c¢ikarmak amaciyla WST-1 testine paralel olarak LDH salinimi testi
yapilmustir. Bu test ile H. perforatum ekstresinin hiicrelerde meydana getirdigi membran
hasar1 sonucu stoplazmadan salinan LDH miktar1 Olglilerek LDH aktivitesindeki artis
sitotoksik etki olarak degerlendirilmistir.

96 kuyucuklu plaklara 1,5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde Namalwa ve Daudi
hiicreleri alinarak kontrol, DMSO gruplar1 ve 0,01-0,025-0,05-0,1-0,25-0,5 mg/ml olmak
tizere farkli H. perforatum konsantrasyonlarindan olusan gruplar 24, 48 ve 72 saat siiresince
37° C’ de, %5 CO, igeren ortamda inkiibe edilmistir.

Sekil 10” da H. perforatum ekstresinin Namalwa hiicrelerinde LDH salinimina

etkisi 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda goriilmektedir.
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Sekil 10: Namalwa hiicrelerinin Hypericum perforatum ile 24, 48, 72 saat inkiibasyonu sonucunda odl¢iilen

LDH aktivitesinin (ortalamaxstandart sapma) grafiksel olarak gosterilmesi

Buna gore, Namalwa hiicrelerinde 24, 48 ve 72. saatlerde kontrol grubu
hiicrelerinden salinan LDH miktar1 ile DMSO grubundaki hiicrelerden salinan LDH miktar1
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0.05). 24 ve 48. saatlerde 0,01-
0,025-0,05-0,1-0,25-0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerden salinan LDH diizeyi kendi
aralarinda  karsilastirildiginda  anlamli  farklilk  bulunmazken  kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda artis gosterdigi ve istatiksel olarak anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Diger taraftan 72. saatte hiicrelerden salinan LDH miktarinin 0,01 mg/ml
konsantrasyonunda en iist diizeye ulastig1 ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki
farkliigin anlamli oldugu saptanmistir (p=0.002). Ancak 72. saatte LDH diizeyinde 0,01
mg/ml konsantrasyonundan itibaren doza bagimli olarak azalmaya basladig1 goriilmektedir.
0,25 ve 0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda da ayni azalma etkisi goriilmistiir (Sekil 10).

Sonug olarak Namalwa hiicrelerinde yapilan LDH testinden elde edilen veriler H.

perforatum ekstresinin LDH aktivitesinde artisina neden oldugu goriilmiistiir. 72. saatte artan
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dozlarda canli hiicre sayisinin giderek azalmasina bagli olarak LDH aktivitesinde diisme

saptanmistir.

Sekil 11° de H. perforatum ekstresinin Daudi hiicrelerinde LDH salinimina etkisi

24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda goériilmektedir.
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Sekil 11: Daudi hiicrelerinde Hypericum perforatum’ un 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonucunda él¢iilen

LDH aktivite degerlerinin (ortalamaztstandart sapma) grafiksel olarak gosterilmesi

Daudi hiicrelerinde 24, 48 ve 72. saatlerde kontrol grubundaki hiicrelerden salinan
LDH miktar1 ile DMSO grubundaki hiicrelerden salinan LDH miktar1 karsilastirildiginda
istatiksel ag¢idan anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05). LDH seviyesinin 48. saatte 0,01
mg/ml konsantrasyonundan itibaren artis gosterdigi ve en yiiksek seviyeye 0,25 mg/ml
konsantrasyonunda ulastigi saptanmig ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlaml
farklilik saptanmistir (p<0.05). 0,025-0,05-0,1 ve 0,25 mg/ml konsantrasyonlarinin doza ve
zamana bagli olarak LDH aktivitesinde artisa yol actigi tespit edilmistir. 0,025-0,05-0,1 ve
0,25 mg/ml konsantrasyonlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamhi bir faklilik
saptanmazken kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.05).
En yiiksek LDH aktivitesi her dort doz i¢in 72. saatte 6l¢iilmiistiir. En yiiksek konsantrasyon
olan 0,5 mg/ml H. perforatum ekstresinin LDH aktivitesinde zamana bagli olarak azalmaya

yol actig1 goriilmiistiir (Sekil 11).
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Bu sonuglara gore Daudi hiicrelerinde yapilan LDH testinden elde edilen veriler
H. perforatum ekstresinin LDH aktivitesinde doz ve zaman bagimli olarak artisa neden oldugu
gorlilmistiir. En yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de ise canli hiicre sayisinin giderek

azalmasindan dolay1 zamana bagimli olarak LDH aktivitesinde diisme saptanmustir.

4.4. Namalwa ve Daudi Hiicrelerinde Hypericum Perforatum’ un BrdU Testi ile
Proliferasyonun Degerlendirilmesi

Namalwa ve Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresinin proliferasyona etkisinin olup
olmadigin1 ortaya g¢ikarmak amaciyla BrdU testi yapilmistir. Bu test ile H. perforatum
ekstresinin proliferasyon gosteren hiicrelerdeki DNA’ya BrdU baglanmasinin saptanmasi ile
proliferasyon degerlendirilmistir. 96 kuyucuklu plaklara 1,5x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde Namalwa ve Daudi hiicreleri alinmistir. Kontrol, DMSO gruplar1 ve 0,01- 0,025-
0,05- 0,1- 0,25- 0,5 mg/ml dozlarinda farkli H. perforatum konsantrasyonlarindan olusan
gruplar 24, 48 ve 72 saat siiresince 37° C’ de, % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir.
Sekil 12 de Namalwa hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda H. perforatum’ a

cevabi gozlenmektedir.
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Sekil 12: Namalwa hiicrelerinde Hypericum perforatum’ un 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonrasi gozlenen

hiicre proliferasyon degerlerinin (ortalama+standart sapma) grafiksel olarak gosterilmesi
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Buna gore, Namalwa hiicrelerinde 24, 48 ve 72. saatlerde kontrol grubu ile
DMSO grubu arasinda hiicre proliferasyonu agisindan anlamli bir farklilik saptanmamistir
(p>0.05). 24. saatte 0,05-0,1-0,25 ve 0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunda
azalma goriliirken kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik tespit edilmistir
(p<0.05). 48. saatte 0,01-0,025-0,05 mg/ml Kkonsantrasyonlari kendi aralarinda
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05) 48. saatte hiicre
proliferasyonunda 0,1- 0,25 ve 0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda azalma gozlendi ve kontrol
grubu ile karsilagtirlldiginda anlamli farklilik saptanmistir (p<0.05). 72. saatte hiicre
proliferasyonunda 0,05 mg/ml konsantrasyonundan itibaren artan konsantrasyonlarda azalma
gorilmiistir ve kontrol grubu ile 0,05-0,1-0,25 ve 0,5 mg/ml konsantrasyonlari
karsilastirildiginda anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.05). 72. saatte 0,1-0,25 ve 0,5
mg/ml konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonu acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmamuistir (p>0.05) (Sekil 12).

Sonu¢ olarak Namalwa hiicrelerinde H. perforatum ekstresinin proliferasyon
tizerine doz ve zaman bagimli olarak etki gosterdigi goriilmustiir. En yiiksek konsantrasyonlar
olan 0,25 mg/ml ve 0,5 mg/ml’ de hiicre proliferasyonunun tamamen azaldig1 saptanmistir.
Sekil 13’ de Daudi hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda H. perforatum’ a

cevabi gozlenmektedir.
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Sekil 13: Daudi hiicrelerinde Hypericum perforatum’ un 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonrasi gozlenen

hiicre proliferasyon degerlerinin (ortalamatstandart sapma) grafiksel olarak gosterilmesi
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Daudi hiicrelerinde 24, 48 ve 72. saatlerde kontrol grubu ile DMSO grubu
arasinda hiicre proliferasyonu agisindan anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). 24 ve
72. saatlerde kontrol grubu ile 0,01 ve 0,025 mg/ml konsantrasyon gruplari karsilastirildiginda
anlamli farklilik saptanmamuistir (p>0.05). 48. saatte 0,025 mg/ml konsantrasyonundan
itibaren artan konsantrasyonlarda proliferasyonda azalma tespit edilmis ve gruplar kontrol
grubuyla karsilagtirildiklarinda anlamli farklilik saptanmistir (p<0.05) 24. saatte kontrol
grubu ile 0,05-0,1-0,25 ve 0,5 mg/ml konsantrasyonlar: karsilastirildiginda anlamli farklilik
tespit edilmistir (p<0.05). 72. saatte hiicre proliferasyonunda 0,05 mg/ml konsantrasyonundan
itibaren artan konsantrasyonlarda azalma saptanmis ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlaml farklilik tespit edilmistir (p<0.05). 0,1-0,25 ve 0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda hiicre
proliferasyonunu ag¢isindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p>0.05) (Sekil

13).

Sonug olarak Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresinin proliferasyon iizerine
doz ve zaman bagimli olarak etki gosterdigi goriilmiistiir. En yiiksek konsantrasyon olan 0,5

mg/ml’ de hiicre proliferasyonunun tamamen azaldig1 saptanmustir.

4.5. Namalwa ve Daudi Hiicrelerinde Hypericum Perforatum’ un Annexin V Testi ile

Apoptozis Degerlendirilmesi

Namalwa ve Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresinin erken apoptotik etkisinin olup
olmadigini ortaya ¢ikarmak amaciyla Annexin V testi yapilmistir. Bu test ile H. perforatum
ekstresinin hiicrelerde apoptozisin erken donemlerinde meydana getirdigi degisikliklerin
saptanmastyla degerlendirilmistir. Ayrica DAPI boyama ile hiicrelerdeki niikleuslarin mavi
gorlintiillenmesi saglanmistir.

6 kuyucuklu plaklara 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde Namalwa ve Daudi
hiicreleri alinarak kontrol, DMSO ve 0,5 mg/ml H. perforatum konsantrasyon grubu 24 saat
stiresince 37° C’ de, %5 CO; iceren ortamda inkiibe edilmistir.

Resim 2’ de H. perforatum ekstresinin Namalwa hiicrelerine 24 saat inkiibasyon
sonrasinda erken apoptotik etkisi Annexin V ile pozitif olarak boyanan (yesil) hiicrelerin

varligi ile goriillmektedir.
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Resim 2: Namalwa hiicrelerinin 0,5 mg/ml konsantrasyonda H. perforatum ile 24 saat inkiibasyon sonrasi
fluoresans mikroskop gorintileri (Annexin V) A) Kontrol grubu (x20) B) DMSO grubu (x20) C) 0,5 mg/ml

konsantrasyon grubu (x40)

Namalwa hiicrelerinde H. perforatum ekstresi ile 24 saat inkiibasyon sonucunda

Annexin V boyama yontemi ile yapilan fluoresans mikroskop incelemesinde kontrol ve
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DMSO grubunda apoptotik hiicre gézlenmemistir. Diger taraftan H. perforatum ekstresinin
0,5 mg/ml konsantrasyonda uygulandigi hiicrelerde ise apoptotik cisimciklerin varligi yine
Annexin V ile pozitif (yesil) boyanan hiicrelerin varligiyla tespit edilmistir.

Resim 3’ de H. perforatum ekstresinin Daudi hiicrelerine 24 saat inkiibasyon

sonrasinda erken apoptotik etkisi goriilmektedir.
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Resim 3: Daudi hiicrelerinin 0,5 mg/ml konsantrasyonda H. perforatum ile 24 saat inkiibasyon sonrasi fluoresans
mikroskop goriintiileri (Annexin V) A) Kontrol grubu (x20) B) DMSO grubu (x20) C) 0,5 mg/ml konsantrasyon
grubu (x40)
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Yapilan Annexin V testine gére Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresi ile 24
saat inkiibasyon sonucunda fluoresans mikroskop incelemesinde kontrol ve DMSO grubunda
apoptotik hiicre goézlenmemistir. Diger taraftan H. perforatum ekstresinin 0,5 mg/ml
konsantrasyonda uygulandigi hiicrelerde ise apoptotik cisimciklerin varligi tespit edilmistir.
Sonug olarak H. perforatum ekstresinin en yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de, erken

donemde Namalwa ve Daudi hiicrelerinde apoptozise yol agtig1 goriilmiistiir.

4.6. Namalwa ve Daudi Hiicrelerinde Hypericum Perforatum’ un Tunel Testi ile

Apoptozis Degerlendirilmesi

Namalwa ve Daudi hiicrelerine H. perforatum ekstresinin etkisine yonelik ge¢ donemde
meydana gelen apoptozisin arastirtlmasi amaciyla Tunel testi yapilmistir. Bu test ile
apoptozise ugrayan hiicrelerdeki niiklear kromatin fragmentasyonu saptanarak hiicreler
goriintlilenmistir. Ayrica DAPI boyama ile hiicrelerdeki niikleuslarin goriintiilenmesi
saglanmustir. 6 kuyucuklu plaklara 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde Namalwa ve Daudi
hiicreleri alinmistir. Kontrol, DMSO gruplar1 ve hiicrelerde H. perforatum ekstresinin etkin
olarak gozlendigi 0,5 mg/ml konsantrasyon grubu 48 saat siiresince 37° C’ de, % 5 CO;
igeren ortamda inkiibe edilmistir.

H. perforatum ve igeriginde bulunan aktif bilesiklerden biri olan hiperisin, 548-
640 nm dalga boylar1 araliginda 15181 absorbe edebilme 6zelligine sahiptir (77). Bu nedenle
fluoresan mikroskopta H. perforatum uygulanan hiicrelerin 15181 absorbe ederek kirmiziya
boyandigi resimlerde goriilmektedir. Resim 4 ve 5° de Namalwa hiicrelerinin 48 saat

inkiibasyon sonucunda H. perforatum’ a cevabi goriilmektedir.
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Resim 4: Namalwa hiicrelerinde H. perforatum ile inkiibasyon sonrasi fluoresans mikroskobu goriintiileri (DAPI,

TUNEL x40) A) Kontrol B) DMSO C) 0,5 mg/ml H. perforatum konsantrasyon grubu
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Resim 5: Namalwa hiicrelerinin 0,5 mg/ml konsantrasyonda H. perforatum ile inkiibasyon sonrasi fluoresans
mikroskop goriintiileri A) DAPI, TUNEL x20 B) DAPI, TUNEL x100

Namalwa hiicrelerinde H. perforatum ekstresi ile 48 saat inkiibasyon sonucunda
kontrol ve DMSO grubunda apoptotik hiicre gézlenmemistir. Diger taraftan H. perforatum
ekstresinin 0,5 mg/ml konsantrasyonda uygulandig: hiicrelerde apoptotik cisimciklerin varlig
bu hiicrelerin yesil-sar1 boyanmasiyla tespit edilmistir.

Resim 6 ve 7° de Daudi hiicrelerinin 48 saat inkiibasyon sonucunda H.

perforatum’ a cevabi goriilmektedir.
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Resim 6: Daudi hiicrelerinde H. perforatum ile inkiibasyon sonrasi fluoresans mikroskop goriintiileri (DAPI,

TUNEL x40) A) Kontrol B) DMSO C) 0,5 mg/ml H. perforatum konsantrasyon grubu
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DAPI TUNEL

DAPI TUNEL

Resim 7: Daudi hiicrelerinin 0,5 mg/ml konsantrasyonda H. perforatum ile inkiibasyon sonrasi fluoresans
mikroskop gériintiileri A) DAPI, TUNEL x20 B) DAPI, TUNEL x100

Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresi ile 48 saat inkiibasyon siiresi
sonrasinda kontrol ve DMSO grubunda apoptotik hiicre gézlenmemistir. Ancak H. perforatum
ekstresinin 0,5 mg/ml konsantrasyonunda hiicrelerde apoptotik cisimciklerin varligi yine bu
hiicrelerin yesil-sar1 boyanmasiyla tespit edilmistir.

Calismamizdan elde edilen verilere gore H. perforatum ekstresinin Namalwa ve
Daudi hiicrelerinde neden oldugu sitotoksik etkisinin hiicre 6liimiinden kaynaklandig: tespit
edilmistir. Buna gore H. perforatum ekstresi uygulanmis hiicrelerde gerceklesen bu hiicre

Oliimiiniin erken ve gec apoptotizis sonucu meydana geldigi anlasilmistir.
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5. TARTISMA

Burkitt lenfoma, c-myc onkogeninin disregiilasyonu ile sonuglanan orta boy B hiicre
proliferasyonu gosteren Non- Hodgkin lenfoma grubunda oldukc¢a agresif bir tiimordiir.
Temel tedavi secenekleri kemoterapi ve radyoterapidir. Tedaviye olabildigince erken
baslanmalidir. Hastalarin ¢ogunlugu tani konuldugunda ileri evrede karsimiza ¢ikmaktadir
(1,2).

Tedavi hastanin fizyolojik durumu, histolojik tip, klinik evre ve prognoza etkili
faktorler gbz Oniine alinarak yapilir. Bu lenfomalarin tedavisi ileri evre agresif lenfomalar gibi
agresif multidrog rejimlerle yapilmalidir (3).

Genel olarak kanser hastalarinin sadece % 10’ unda kemoterapi ile tam bir
remisyon elde edilebilmektedir. Hastalarin ¢ogunda ilag tedavisi hastaligi sadece
baskilamakta, ilaca bagli komplikasyonlar ve beraberinde 6liimle sonuglanmaktadir. Ortalama
olarak bu hastalarda 5 yillik sag kalim oran1 % 40 kadardir (78).

Fitoterapi, tedavide kullanilmakta olan kimyasal ajanlara destek vermekte ve diger
taraftan tedavi siiresince gozlenen komplikasyonlar: azaltmaktadir. Gerek insan saghigi gerek
doga ve cevre sagligi fitoterapiye duyulan ihtiyact giiclendirmektedir. Bugiin diinya
niifusunun cogunlugu i¢in bitkiler en segkin ilag kaynaklaridir. Biiyiik farmasotik firmalar
yeni yapilar i¢in bir kaynak olarak bitkilere yeniden ilgi gostermektedir (8).

Geleneksel tedavide dogal firiinlerin kullanilmast insanlik tarihi kadar eski
olmakla birlikte giiniimiizde diinya niifusunun ve gelismekte olan iilkelerde ise insan
niifusunun ¢ogunlugu tedavi gereksinimlerini biiyiik 6l¢iide tibbi bitkilerden saglamaktadir.
Eski caglardan beri hem geleneksel tedavide hem de modern tip sistemlerinde pek ¢ok
hastaligin tedavisinde yaygin kullanilan tiirlerden biri Hypericum tiirleridir. H. perforatum
yapisindaki bilesenlerin oldukea gesitli olmasi dolayisiyla Hypericum cinsi igerisinde en fazla
kullanilan tiir olma 6zelligini tasimaktadir. Halk arasinda antispazmodik, antiiilser, astrenjan,
sakinlestirici, antiseptik ve yara iyilestirici amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (8,
11).

H. perforatum antidepresan etkilerine ek olarak norolojik, antienflamatuar,
antibakteriyel, antitlimoral, antiangiogenik etkiler gibi ¢ok genis biyolojik aktivitelere sahip
oldugu bilinmektedir (16). H. perforatum’ un etkin maddesi olan hiperforinin ¢esitli kanser
hiicrelerinde biiylimeyi inhibe edici etkisi ve apoptozisi tesvik edici etkisi oldugu ortaya

konmustur. H. perforatum*® un meme karsinoma (MT-450, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve
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MCEF-7), skuamoz hiicre karsinoma (A-431), malign melanom (HT-144), malign glioma
(LN229), fibrosarkom (HT-1080), kronik myeloid 16semi (K562) ve T hiicreli lenfoma (U937
ve Jurkat hiicreleri) gibi ¢ok sayida memeli hiicre dizilerinde etkin bir sekilde proliferasyon
hizini azalttig1 gosterilmistir (9).

Hiperforinin proapoptotik yani apoptozisi tesvik edici etkisi oldugu B hiicreli
kronik lenfositik 16semi hastalarindan alinan 16semi hiicrelerinde de gosterilmistir. Hatta
hiperforinin saglikli donérlerden alinan normal B lenfosit hiicrelerine oranla kanserli

hiicrelerde daha etkili oldugu yine ayni ¢alismada ortaya konmustur (4).

Ancak H. perforatum’ un Burkitt Lenfoma {izerinde etkisi olup olmadigi heniiz
bilinmemekte ve bu etkisine yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismada H.
perforatum’ un Burkitt Lenfoma hiicre dizilerinde antiproliferatif, sitotoksik ve apoptotik
etkileri arastirilmistir. Bu amagla alt1 farkli dozda (D1: 0,01 mg/ml D2: 0,025 mg/ml D3: 0,05
mg/ml D4: 0,1 mg/ml D5: 0,25 mg/ml D6: 0,5 mg/ml) H. perforatum ekstresi verilerek 24, 48
ve 72 saatlik gruplarda etkisi arastirildi.

Bu Namalwa ve Daudi hiicrelerinde ilk olarak H. perforatum’ un -etkisini
gostermek amaciyla tripan mavisi boyama yontemi ile viabilite testi yapildi. H. perforatum
ekstresinin Namalwa hiicrelerinde viabilite tlizerine etkisi degerlendirildiginde etkinin 48.
saatte 0,5 mg/ml konsantrasyonda basladigi ve bu etkinin 72. saatte en belirgin oldugu
bulunmustur. Namalwa hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda en yiiksek doz olan
0,5 mg/ml konsantrasyonda zamana bagli olarak viabilitede azalma gozlenmistir. 0,5 mg/ml
konsantrasyonda 24. saatte viabilite % 81, 48. saatte % 51, 72. saatte % 32 olarak
saptanmigtir. 48 ve 72. saatlerde kontrol grubu ile 0,5 mg/ml konsantrasyon grubu

karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

H. perforatum ekstresinin Daudi hiicrelerinde viabilite iizerine etkisi tripan mavisi
boyama yontemi ile dlglildiiglinde ilk olarak etkinin 48. saatte 0.25 mg/ml konsatrasyonda
basladigi ve bu etkinin 72. saat sonunda 0.5 mg/ml konsantrasyonda en yiiksek diizeye
ulastig1 tespit edilmistir.Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,25 mg/ml konsantrasyonunda
72. saatte viabilitenin % 21’ e indigi gozlenmistir. 0,5 mg/ml konsantrasyonda zamana bagli
olarak viabilitede azalma gozlenmistir. 0,5 mg/ml konsantrasyonda 24. saatte viabilite degeri
% 76, 48. saatte % 39 civarinda iken 72. saatte % 5’ in altinda saptanmuistir. 48 ve 72.

saatlerde kontrol grubu ile 0,5 mg/ml konsantrasyon grubu karsilastirildiginda istatiksel
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olarak anlamli bulunmustur. Bu sonuclar H. perforatum’ un Burkitt Lenfoma hiicreleri

tizerinde viabilite a¢isindan degerlendirildiginde etkili oldugunu gdstermektedir.

H. perforatum’ un antitiimoral 6zellikleri oldugu solid organ tiimdrlerinin hiicre
dizileri ve hayvan modellerinde gosterilmis ve bunun mitokondrial fonksiyonlarda bozulma
neticesinde ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Hiperisinin 1sik ile aktivasyonu sonucunda protein
kinaz C ve diger protein kinazlar1 stimiile eden biiyiime faktorlerini inhibe etmekte, membran
lipidlerinin peroksidasyonunu indiiklenmekte, siiperoksit dismiitaz aktivitesin arttimakta ve
hiicresel glutatyon seviyesini azaltmakta ve bOylece mitokondriyal fonksiyonlarda azalma
saptanmaktadir (16).

Metabolik olarak aktif halde bulunan hiicrelerin miktar1 ile korele olarak enzim
aktivitesi artmaktadir. Canli hiicre sayisindaki artis 6rneklerdeki mitokondrial dehidrogenaz
aktivitesinde artmaya yol agmaktadir. Hiicrelere belirlenen dozlarda uygulanan H. perforatum
ekstresinin metabolik aktiviteye etkisini degerlendirmek i¢in WST-1 testi yapilmustir.
Calismamizda WST-1 testi ile elde edilen veriler H. perforatum ekstresinin Namalwa
hiicrelerinin metabolik aktivitesinde azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Bu etkinin
zamana bagli olarak distik (0,01-0,025-0,05 mg/ml) ve yiiksek (0,1-0,25-0,5 mg/ml)
konsantrasyon gruplar1 olarak farkli iki grupta, ancak kendi aralarinda benzer patern
gostererek ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Tiim deneme siirelerinde ve konsantrasyonlarda
metabolik aktivite degerlerinde kontrol grubuna gére azalma saptanmistir. Bu gruplar kontrol
gruplar1 ile karsilastinldiginda istatiksel acidan anlamli  bulunmustur. 0,5 mg/ml

konsantrasyonunda hiicrelerde metabolik aktivitenin 72. saatte % 95 azaldig1 gozlenmistir.

Daudi hiicrelerinde ise H.perforatum ekstresinin doz ve zaman bagimli olarak
metabolik aktivitede azalmaya neden oldugu saptanmistir. 72. saatte 0,1 mg/ml ve
konsantrasyonunda metabolik aktivitenin % 76 oraninda, 0,25 mg/ml konsantrasyonunda ise
% 85 azaldig1 tespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de metabolik
aktivitenin 72. saat sonunda % 1’ e kadar indigi tespit edilmistir. Bu sonuglar diisiik dozlarda
hiicrelerde viabilitenin gozlenmesine ragmen H. perforatum ekstresinin hiicrelerin metabolik
aktivitesinde azalmaya neden oldugunu géstermektedir. Hiicrelerin her ikisinde de ICso degeri
0,028 mg/ml olarak saptanmustir. Diger ¢alismalarda farkli kanser hiicrelerinde saptanan ICs

degeri ile ¢calismamizda saptanan ICsy degeri karsilastirildiginda, bu ¢aligmalarda saf hiperisin
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ya da hiperforin kullanilmasina bagli olarak daha diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu
tespit edilmistir.

Kapsokalyvas ve ark. H. perforatum’ un metanollii ekstresi ve polar metanol
fraksiyonunun 1s18a duyarlilik 6zelligine dayanarak 16semi hiicre dizisi HL-60 ve kord kan
hiicrelerinin fotodinamik tedavisindeki etkisini denemisler, bu amagla H. perforatum toprak
st kisimlarinin metanollii ekstresi hazirlanmig, polar metanol fraksiyon ise metanollii
ekstrenin petrol eteriyle sivi-sivi ekstraksiyonu yontemiyle elde edilmistir. Hiicreler Nd-Yvo
lazer radyasyonuna tabi tutulmadan once degisik konsantrasyonlarda ekstrelerle inkiibe
edilmistir. Hypericum metanollii ekstresi ve polar metanol fraksiyonu varliginda lazer
radyasyon uygulamast HL-60 16semi hiicrelerinin oliimiine neden olmus ve bu etkinin doza
bagimli oldugu saptanmistir. Fotodinamik tedavinin Hypericum polar metanol fraksiyonu ile

uygulandiginda kord kan hiicrelerinde de etkili oldugu tespit edilmistir (79).

Ali ve ark., yaptiklar ¢alismada hipokrellin A, hipokrellin B ve H. perforatum’ un
naftodiantron bilesigi olan hiperisin gibi 1518a duyarh 6zellikteki bilesiklerin etkisini, insan
nazofaringeal karsinoma, mukozal kolon ve mesane hiicre dizileri {izerinde yapilan
fotodinamik tedavide denemisler ve li¢ bilesigin de kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe etme
etkisine sahip oldugunu tespit etmislerdir (80).

Hostanska ve ark., H. perforatum’ un ana bilesenlerinden biri olan hiperforinin ve
polifenolik bilesigi olan prosiyanidin B2’ nin ldsemi ve beyin glioblastoma hiicreleri ile
normal insan astrositlerinin gelisimini engelleyici etkisini arastirmiglar. Prosiyanidin B2
16semi hiicrelerine karst 12 uM konsantrasyonda 48 saatlik inkiibasyonda, glioblastoma
hiicreleri ile insan astrositlerine kars1 ise sirayla 103,1 ve 96,7 uM konsantrasyonlarda etkili
oldugu bulunmustur. Hiperforinin hiicre gelisim engelleyici derigiminin ise 14,9 ila 19,9 uM
arasinda degistigi ve hiperisinle sinerjik etki gostererek etkiyi arttirdigi tespit edilmistir.
Hiicrelerde doza bagimli olarak membran fosfolipid kayb1 gézlenmis, sonuglar, hiperforinin
hiperisinle beraber tiimor gelisimini engelleyici 6zelliginin oldugunu gostermektedir (26).

Ozen ve ark., H. perforatum ekstrakt: ile hiperisinin HL-60 lésemik hiicre
dizilerinde sitotoksik etkilerini MTT testi ile karsilastirmislar. Bu ¢alismaya gore H.
perforatum ekstraktinin 1Cso degerinin 1/10 000 diliisyon, hiperisinin ise doz ve zamana
bagimli olarak etki gosterdigi ve ICsq degerinin 0,5 pM oldugu saptanmustir (81).

Sitotoksisite; hiicre o6limii sonucunda sentezlenen kimyasal maddeler, dogal

olarak aciga ¢ikan toksinler ve immiin sistem araciligiyla ortamda goriilen mediator hiicreler
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olan sitotoksik T lenfositler ve naturel dldiiriicti hiicrelerin 6zelligi olarak tanimlanmaktadir.
LDH stabil bir stoplazmik protein olmakla birlikte biitiin hiicrelerde sabit konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Hiicre membran1 hasarlandigi  zaman hiicrelerden hiicre  kiiltiirii
supernatantinin igerisine LDH salinimi gozlenmektedir. Bundan dolayr daha yiiksek oranda
LDH salinimi, daha biiylik oranlarda hiicre 6liimleri yani hiicre kiiltiirii canliliginin kayb1 ayn1

periyod iginde gergeklesir (70).

Hiicrelere belirlenen dozlarda uygulanan H. perforatum ekstresinin sitotoksisite
acisindan degerlendirmek i¢in LDH salinim testi yapilmistir. Caligmamizda Namalwa
hiicrelerinde yapilan LDH testinden elde edilen veriler H. perforatum ekstresinin LDH
aktivitesinde artigina neden oldugu goriilmiistiir. 24 ve 48. saatlerde 0,01-0,025-0,05-0,1-0,25-
0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerden saliman LDH diizeyi kendi aralarinda
karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunmazken kontrol grubuyla karsilastirildiginda artis
gosterdigi ve istatiksel olarak farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir. 72. saatte 0,25 ve
0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda LDH diizeyi kontrol grubuna gore azalmaktadir. Bu azalma
istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Daudi hiicrelerinde yapilan LDH testinin sonuglarina
gore H. perforatum ekstresinin LDH aktivitesinde doz ve zamana bagimli olarak artisa neden
oldugu goriilmiistiir. LDH aktivitesinin 48. saatte 0,01 mg/ml konsantrasyonundan itibaren
artis gosterdigi ve en yiiksek seviyeye 0,25 mg/ml konsantrasyonunda ulastigi saptanmstir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik saptanmistir. En yiiksek konsantrasyon
olan 0,5 mg/ml’ de ise canli hiicre sayisinin giderek azalmasindan dolay: burada da LDH
aktivitesinde 72. saatte diisme saptanmustir. 72. saatte LDH aktivitesinde goriilen azalmanin
aslinda H. perforatum ekstresinin artan dozlarinda canli hiicre sayisinin giderek azalmasi ve
Ozellikle 72. saatte neredeyse hi¢ bulunmamasina bagli olarak LDH aktivitesinde bir azalma
var gibi goriinmektedir. Ancak bu durumun 72. saat sonunda artik hi¢ canli hiicre kalmamasi
ve hiicreler artik tamamen pargalandigr i¢in yani salinan LDH aktivitesi Ol¢iilemediginden

dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

Peebles ve ark., H. perforatum naftodiantron bilesigi olan hiperisinin HL-60 insan
l6semi hiicre dizilerindeki DNA topoizomeraz Ila {izerindeki inhibisyon etkisini
arastirmiglardir. Sonuglar, hiperisinin DNA topoizomeraz Ila enziminin katalitik inhibisyonu
araciligiyla 16semi hiicrelerine karsi toksik etkisinin oldugunu gostermistir (23).

Zou ve ark., yaptiklar1 calismada PC12 rat feokromasitoma hiicrelerinde hidrojen

peroksitle indiiklenmis apoptozis olusturarak flavanoidden zengin H. perforatum ektresinin

68



koruyucu etkilerini arastirmislardir. Bu calismada hidrojen peroksite maruz birakilan
hiicrelerde viabilitede belirgin bir azalma ve LDH salmiminda belirgin bir artis tespit
edilmistir. Hidrojen peroksite maruziyet oncesinde H. perforatum ekstresi uygulanan
hiicrelerde ise viabilitede artigla birlikte apoptotik hiicrelerde ve LDH salininminda azalma
saptanmigstir. Bu sonuclar gelecekte H. perforatum’ un oksidatif stres aracili norodejeneratif
hastaliklarda kullanilabilecegini gostermektedir (82).

Hiicrelere belirlenen dozlarda uygulanan H. perforatum ekstresinin antiproliferatif
etkisini saptamak i¢cin BrdU hiicre proliferasyon testi yapilmistir. Namalwa hiicrelerinde H.
perforatum ekstresinin proliferasyon iizerine doz ve zamana bagimli olarak etki gosterdigi
goriilmiistiir. En belirgin etkinin en yiiksek konsantrasyonlar olan 0,25 mg/ml ve 0,5 mg/ml’
de goriildiigii, hiicre proliferasyonunun tamamen azaldigi saptanmis ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli farklilik saptanmistir. Daudi hiicrelerinde yapilan BrdU testi
sonuclarina gore H. perforatum ekstresinin proliferasyon iizerine doz ve zaman bagimli olarak
etki gosterdigi goriilmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de hiicre
proliferasyonunun tamamen azaldig1 ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklilik
saptanmuistir.

Schempp ve ark.’nin yaptigi bir arastirmada H. perforatum’ un floroglusinol
tiirevi bir bilesigi olan hiperforinin, memeli kanser hiicre dizilerine kars1 antiproliferatif etki
gosterdigini  belirtmislerdir. S6z konusu hiicre dizileri meme adenokarsinoma, over
karsinoma, malign melanoma, glioblastoma, squaméz hiicreli karsinom ve lenfoma
hiicrelerini igermektedir. Bu ¢alismada hiicre proliferasyonu BrdU testi ile degerlendirilmis ve
ICso degerlerinin 3-15 uM araliginda oldugu tespit edilmistir. Meme adenokarsinoma
hiicrelerinde hiperforinin daha diisiik dozlarda antiproliferatif etki gosterdigi ve hiperforine
diger kanser hiicrelerine gére daha hassas oldugu bulunmustur (43).

Stavropoulos ve ark., H. perforatum polar metanollii ekstresinin T24 ile RT4 insan
mesane kanser hiicreleri ilizerindeki etkisini fotodinamik tedavi yontemi kullanarak
degerlendirmislerdir. Hiicre kiiltiir inkiibasyonunun hemen ardindan polar metanollii
fraksiyon 630 nm lazer 15181na maruz birakilmis, her iki hiicre dizisinde 60 pg/ml derisim ile
H. perforatum % 80- % 86 oraninda hiicre yikimina neden olmus, 20 pg/ml derisim etkili
bulunmamuistir. Sonuglar H. perforatum’ un kanserin fotodinamik tedavisinde etkili oldugunu

ve mesane kanser hiicrelerinde antiproliferatif etkisi oldugunu géstermektedir (83).
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Martarelli ve ark., serotonin geri alim inhibitorlerinin antiproliferatif etkisini goz
ontinde bulundurarak H. perforatum’ un metanolik ekstresinin prostat kanserine karsi in vivo
ve in vitro etkisini arastirmislardir. Calismada, bu tez ¢alismasinda kullanilan WST-1 testinin
ilk versiyonu olan MTT testi ile hiicrelerde H. perforatum’un etkisi Ol¢iilmiistiir. H.
perforatum ekstresinin 1,41 mg/ml derisimde uygulanmasiin tiglincii giin sonunda PC-3
insan prostat adenokarsinoma hiicre dizilerinde % 80 oraninda hiicre gelisimini inhibe ettigi
saptanmistir. In vivo deney modelinde alti haftalik farelere, karindan tiimér hiicre
siispansiyonu enjekte edilerek kanser olusturulmus, 10 giin sonra tedavi amaciyla H.
perforatum ekstresi 15 mg/kg dozda intraperitonal yolla uygulanmistir. Sonuglar, H.
perforatum ekstresinin tiimor gelisimini % 70 oraninda azalttigini gostermektedir (17).
Calismamizda WST-1 testiyle elde edilen sonucglara gére Namalwa hiicrelerinde 72. saatte,
0,5 mg/ml konsantrasyonunda metabolik aktivitenin % 95’ e kadar diistiigii tespit edilirken,
Daudi hiicrelerinde ise 72. saatte 0,5 mg/ml konsantrasyonunda metabolik aktivitenin % 99
azaldigr tespit edilmistir. Caligmamiza gore prostat adenokarsinoma hiicreleriyle
karsilastirildiginda Namalwa ve Daudi hiicrelerinde daha diisiik dozlarda hiicre proliferasyonu
tizerine etkili oldugu bulunmustur.

Siklikla programli hiicre oliimiine esdeger olarak kabul edilen apoptozis, ¢ok
hiicreli organizmalarin genetik sifrelerinde bulunan “hiicre intithar1” programlarinin gelisimsel
ve/veya c¢evresel uyarimlarla etkinlesmesi sonucu ortaya ¢ikan, gelisim ve farklilasma
sirasinda organ yapist ve iglevlerinin aktif degisimini saglayan fizyolojik hiicre 6liimii olarak
tanimlanmaktadir. Apoptozis siirecinde hiicrelerde kiig¢iilme ve cepciklerin olusumu,
yuvarlaklagma, niikleusta kromatin kondensasyonu ve marjinasyonu ile organellerde belli bir
kiiciilme ve morfolojik olarak kesfedilemeyen degisiklikler ve sonugta inflamasyon yanitlarin
olusumuna izin vermeden hiicre fragmentlerinin fagositozu goriilmektedir. Apoptozisin en
erken belirtisi membran fosfolipidi olan fosfatidilserinin plazma membraninin i¢ tarafindan
dis bolimiine translokasyonudur. Fosfaditilserin ekstraselliiler alana ¢iktigi an, Annexin-V
fosfaditidilserine yiiksek afinite ile baglanmaktadir. Bu nedenle Annexin-V, apopitozun erken
belirtecidir (72,74).

H. perforatum’ un ana bilesenlerinden biri olan hiperisinin 1518a duyarlilik
Ozelliginden hareketle tiimorlerin fotodinamik tedavideki etkisine yonelik ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur. Timor hiicre dizilerinde hiperisinin radyasyon uygulanmasiyla birlikte kanser

hiicrelerine kars1 fototoksik etki gostererek apoptozis ve nekrozu tetikledigini tespit
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etmislerdir. Ayrica, hiperisinle kombine edilen fotodinamik tedavinin hiicre 6liim programini
hizlandirdigr belirlenmistir (16). Hiperisinin olusturdugu apoptozis ilk olarak insan malign
glioma hiicrelerinde tanimlanmaistir. Bu hiicreler hiperisin ve 1518a maruz birakildiginda DNA
fragmentasyonu ve hizli bir apoptotik hiicre 6liimii oldugu gosterilmistir. Bu tiir hiperisin
aracili apoptoziste protein kinaz C (PKC) inhibisyonunun tetikleyici oldugu ileri siiriilmiistiir
(84).

Daha sonraki ¢alismalarla hypericum aracili apoptozisin sinyalizasyonunda PKC
inhibisyonun yeterli olmadig1 ortaya ¢ikmistir. Apoptozisin ger¢eklesmesindeki ekstrinsik ve
intrinsik olmak tizere iki sinyal yolunun da etkili olabilecegi, hatta ekstrinsik ve intrinsik yol
arasinda baglant1 olan bir yolun da oldugu belirtilmistir (85). Cesitli ¢evresel uyarilar veya
DNA hasarindan kaynaklanan uyarilar mitokondri seviyesinde gelisim programlarini uyararak
intrinsik yolu tetikler ve mitokondri i¢ zarinda sitokrom-c ve diger apoptotik proteinler
sitozole salinir. Sitokrom-c, apaf-1, prokaspas-9, dATP/ATP apoptozom kompleksinin
olusumu ile kaspas-9 aktive olur ve aktive kaspas-9 da efektor kaspaslarin (kaspas-3, 6, 7)
aktivasyonunu neden olur. Bu kaspaslar da vital proteinleri pargalayarak klasik apoptotik
goriiniimlerin olugsmasi saglar. Gerek intrensik gerekse ekstrensik yolda kaspas proteazlarinin
aktivasyonu hiicreyi apoptozise sokmaktadir (86).

H. perforatum ekstresinin Namalwa ve Daudi hiicrelerinde antiproliferatif
etkisinin  saptanmasindan sonra bu etkinin apoptozis araciligiyla  gerceklesip,
gerceklesmedigini gostermek amaciyla apoptozise yonelik testler yapildi. Hiicrelere belirlenen
dozlarda uygulanan H. perforatum ekstresinin erken ve ge¢ apoptozis gostermek i¢in sirasiyla
Annexin-V FLUQOS ve Tunel testleri ile ¢alismalar yapildi.

Calismamizda Annexin V testine gére Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresi
ile 24 saat inkiibasyon sonucunda fluoresans mikroskop incelemesinde kontrol ve DMSO
grubunda apoptotik hiicre gozlenmemistir. H. perforatum ekstresinin 0,5 mg/ml
konsantrasyonda uygulandigi hiicrelerde ise apoptotik cisimciklerin varligi tespit edilmistir.
Sonug olarak H. perforatum ekstresinin en yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de, erken
donemde Namalwa ve Daudi hiicrelerinde apoptozise yol agtig1 goriilmiistiir.

Geg¢ apoptozisin saptanmasi amactyla yapilan Tunel testinden elde edilen
sonuglara gore Namalwa ve Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresi ile 48 saat inkiibasyon
sonucunda kontrol ve DMSO grubunda apoptotik hiicre gozlenmemistir. H. perforatum

ekstresinin 0,5 mg/ml konsantrasyonda uygulandigi hiicrelerde apoptotik cisimciklerin varligt
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tespit edilmistir. Bu test ile H. peforatum ekstresinin Namalwa ve Daudi hiicrelerinde geg
donemde apoptozise neden oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda elde edilen sonuglarla uyumlu olarak Hostanska ve ark., H.
perforatum’ un K-562, U-937 16semi ve LN-229 glioblastoma hiicrelerinde apoptozisi
indiiklemesine yonelik yaptiklar1 ¢alismada, Annexin V testi ile 24. saatte hiicrelerde
apoptozis olusturdugunu rapor etmislerdir. Ayni ¢alismada apoptozis mekanizmasinda kaspas
3,8 ve 9° un da yer aldig1 gosterilmistir (26).

Schempp ve ark. H. perforatum’ un 1s1g8a karsi duyarli pigmenti hiperisinin
neoplastik hiicre dizilerinde sitotoksik etki gosterdigini tespit etmiglerdir. Yaptiklar
calismada Jurkat hiicre dizisinde, hiperisinin 151k nedenli apoptozis mekanizmasini bir
antitimor bilesik olan paklitakselle kiyaslamislardir. Isikla aktive edilen hiperisinin,
paklitakselle benzer etki gostererek kaspas-8 ve kaspas-3 aktivitesini arttirdigi ve bu durumun
da Jurkat hiicrelerini tamamen bloke ettigi saptanmistir (21).

H. perforatum’ un apoptozisi diizenleyen bir etkisinin olup olmadigini tespit
etmek amaciyla Di Carlo ve ark., hiicrelerin fizyolojik bir aktivitesi olan programlanmis hiicre
Oliimiinii ayarlamakla gorevli ¢esitli uyarilar, hormonlar ve sitokinlerin bulundugunu ve bu
etkilerin yangi bagimli olmadigint belirtmiglerdir. Calismalarinda bu amagla bitkinin 30 ve
100 mg/kg dozlar1 bir grup fareye oral yolla 14 giin boyunca uygulanmis ve splenik
lenfositlerde apoptozisin olusumunda Fas-Ag ve bcl-2 sinyal transdiiksiyon yolaginin rol alip
almadigi arastirilmistir. Sonuglar, H. perforatum uygulanan farelerin plasebo ile tedavi goren
farelere nazaran Fas-Ag ekspresyonunda azalma, bcl-2 ekspresyonunda ise artis oldugu ve
apoptozise karst daha direncli oldugunu gostermistir (87).

Fox ve ark., fotoaktif hiperisinin malign T hiicreli lenfoma hiicre dizilerinde
antiproliferatif etkisine yonelik olarak yaptiklar1 ¢aligmalarinda H. perforatum’ un apoptozisi
yiiksek oranda indiikledigini belirtmiglerdir. Bu ¢aligmada apoptozisi saptamak amaciyla 10
uM derisimde hiperisin ile 24 saat inkiibasyon sonrasinda yapilan Tunel testine gore malign T
hiicreli lenfoma hiicre dizilerinde apoptozis saptanmistir (88). Calismamizda ise Fox ve ark.
nin yaptiklar ¢aligmanin sonucuyla uyumlu olarak hem Namalwa hem de Daudi hiicrelerinde,
48. saatte H. perforatum ekstresinin 0,5 mg/ml konsantrasyonunda apoptozis saptanmis ve geg

donemde H. perforatum’ un apoptozis araciligiyla etkili oldugu gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

H. perforatum ekstresinin Burkitt Lenfoma hiicre dizilerinde (Namalwa ve Daudi)
antiproliferatif, sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmis ve asagida belirtilen sonuglar elde
edilmistir.

H. perforatum ekstresinin Namalwa hiicrelerinde viabilite iizerine etkisi tripan
mavisi boyama yontemi ile Olciildiigiinde etkinin 48. saatte 0,5 mg/ml konsantrasyonda
basladig1 ve bu etkinin 72. saatte en belirgin oldugu bulunmustur. Daudi hiicrelerinde ise bu
etkinin ilk olarak 48. saatte 0.25 mg/ml konsatrasyonda bagladigi ve bu etkinin 72. saatte daha
da arttigi saptanmistir. En yiiksek etkinin ise 72. saat sonunda 0.5 mg/ml konsantrasyonda
goriildiigi tespit edilmistir.

WST-1 testi ile elde edilen veriler H. perforatum ekstresinin Namalwa
hiicrelerinin metabolik aktivitesinde azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Bu etkinin
zamana bagli olarak distik (0,01-0,025-0,05 mg/ml) ve yiiksek (0,1-0,25-0,5 mg/ml)
konsantrasyon gruplar1 olarak farkli iki grupta, ancak kendi aralarinda benzer patern
gostererek ortaya ¢iktigr goriilmektedir. Daudi hiicrelerinde H.perforatum ekstresinin doz ve
zaman bagimli olarak metabolik aktivitede azalmaya neden oldugu saptanmistir. En yiiksek
konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de metabolik aktivitenin 72. saat sonunda tamamen azaldig1
tespit edilmistir. Origin Graph 5.0 programi kullanilarak hesaplanan ICso degerleri her iki
hiicre i¢in 0,028 mg/ml olarak bulunmustur.

Namalwa hiicrelerinde yapilan LDH testinden elde edilen veriler H. perforatum
ekstresinin LDH aktivitesinde artisina neden oldugu goriilmiistiir. Daudi hiicrelerinde H.
perforatum ekstresinin LDH aktivitesinde doz ve zaman bagimli olarak artisa neden oldugu
goriilmiistiir. Her iki hiicrede 72. saatte en yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de canli
hiicre sayisinin giderek azalmasina bagli olarak LDH aktivitesinde diisme saptanmustir.

Namalwa ve Daudi hiicrelerinde BrdU testine gére H. perforatum ekstresinin doz
ve zamana bagimli olarak proliferasyon {iizerine etki gosterdigi goriilmiistiir. Namalwa
hiicrelerinde ¢alismamizda kullandigimiz en yiiksek konsantrasyonlar olan 0,25 mg/ml ve 0,5
mg/ml’ de hiicre proliferasyonunun tamamen azaldig1 saptanmistir. Daudi hiicrelerinde en
yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de hiicre proliferasyonunun tamamen azaldigi
saptanmuistir.

Namalwa ve Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresi ile 24 saat inkiibasyon

sonucunda erken apoptozisi saptamak i¢in Annexin V boyama yontemi ile yapilan fluoresans
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mikroskop incelemesinde kontrol ve DMSO grubunda apoptotik hiicre gézlenmemistir. H.
perforatum ekstresinin 0,5 mg/ml konsantrasyonda uygulandigi hiicrelerde ise apoptotik
cisimciklerin varlig1 saptanmistir.

Geg¢ donem apoptozisi tespit edilmesi amaciyla yapilan Tunel testinin sonuglarina
gore Namalwa ve Daudi hiicrelerinde H. perforatum ekstresi ile 48 saat inkiibasyon
sonucunda kontrol ve DMSO grubunda apoptotik hiicre gozlenmemis, diger taraftan H.
perforatum ekstresinin 0,5 mg/ml konsantrasyonda uygulandigi hiicrelerde apoptotik
cisimciklerin varlig1 tespit edilmistir.

Sonug olarak ¢alismamizdan elde edilen verilere gore H. perforatum ekstresinin
Namalwa ve Daudi hiicrelerinde neden oldugu sitotoksik ve antiproliferatif etkinin hiicre
6limiinden kaynaklandigi tespit edilmistir. Buna gore H. perforatum ekstresi uygulanmis
hiicrelerde gergeklesen bu hiicre 6liimiiniin en yiiksek konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’ de
erken ve gec apoptotizis sonucu meydana geldigi anlasilmistir.

H. perforatum ekstresinin neden oldugu sitotoksisitenin ve antiproliferatif etkinin
doza ve zamana bagli olarak artmasi, ayrica bu etkisini apoptozise yol agarak gostermesi daha
once bu yonde yapilmis ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir. Ozellikle Burkitt Lenfoma
hiicrelerinin H. perforatum ekstresine duyarlilik gosterdiginin literatiirde ilk kez saptanmasi
¢alismamizin en 6nemli sonucunu olusturmaktadir. Planlanacak daha ileri galismalarda elde
edilecek sonuglar, H. perforatum’ un klinik kullanimina yonelik yeni degerlendirmelerin

yapilmasinda 6nemli bir kaynak olusturacaktir.
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7. OZET

Hypericum perforatum (St. John’ s wort)’ un Burkitt Lenfoma Hiicre Dizilerinde

(Daudi ve Namalwa) Sitotoksik, Antiproliferatif ve Apoptotik Etkileri

Hypericum perforatum L. (St. John’s wort) peptik iilser, cilt yaniklari, infeksiyonlar,
respiratuar ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde geleneksel tipta yiizyillardir yaygin olarak
kullanilmaktadir. H. perforatum naftodiantronlar; hiperisin ve psodohiperisin, flavonoidler ve
floroglusinoller; hiperforin ve adhiperforin olmak {izere ¢ok sayida biyolojik aktiviteleri
saptanmis bilesik igermektedir. Yapilan son calismalarda, H. perforatum’ un farkli insan
kanser hiicre dizilerinde antitimoral etkileri kanitlanmistir. Bu c¢alismada, H. perforatum
ekstraktinin Burkitt Lenfoma hiicreleri (Namalwa ve Daudi) lizerine antiproliferatif, sitotoksik
ve apoptotik etkileri arastirilmasi planlanmustir.

Bu amagla, H. perforatum ektraktinin alt1 farkli dozu (0,01-0,025-0,05-0,1-0,25-0,5 mg/ml)
24, 48 ve 72 saat siiresince hiicrelere uygulandi. Tripan mavisi boyama yontemi ile viabilite,
canli hiicreler tarafindan tetrazolium tuzunun par¢alanmasina dayanan WST-1 testi ile
metabolik aktivite degerlendirildi. LDH (laktat dehidrogenaz) salinim testi ile sitotoksisite ve
BrdU testi ile hiicre proliferasyonu degerlendirildi. Erken apoptozis Annexin V testi ve geg
apoptozis Tunel (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUDP nick-end labeling)
testi ile flouresan mikroskopta incelendi.

Tripan mavisi boyama yontemine gore elde edilen viabilite degerlerinin H. perforatum
ekstraktinin 0,5 mg/ml konsantrasyonunda, 72 saat inkiibasyon sonrasit Namalwa hiicrelerinde
% 32 ve Daudi hiicrelerinde % 5° e indigi, bu gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Sonra H. perforatum ekstresinin
hiicrelerdeki metabolik aktivite iizerine etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore
metabolik aktivitenin 0,5 mg/ml konsantrasyonda, 72 saat inkiibasyon sonrasi Namalwa
hiicrelerinde % 5 ve Daudi hiicrelerinde % 1° e diistiigii saptanmistir. Metabolik aktiviteye
paralel olarak her iki hiicrede LDH aktivitesi de oOl¢iilmiistiir. En yiiksek LDH aktivitesi
Namalwa hiicrelerinde 72. saatte H. perforatum ekstraktinin 0,01 mg/ml konsantrasyonunda
ve Daudi hiicrelerinde ise 72. saatte H. perforatum ekstraktinin 0,25 mg/ml
konsantrasyonunda saptanmistir. Hiicre proliferasyonu metabolik aktivite sonug¢larina benzer
sekilde doz ve zamana bagimli olarak azalmistir. Erken apoptozis Annexin V testi ile 24 saat

inkiibasyon siiresinin sonunda ve ge¢ apoptozis Tunel testiyle 48. saatte H. perforatum
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ekstraktinin 0,5 mg/ml konsantrasyonunda fluoresan mikroskopta apoptotik hiicreler
gozlenerek saptanmigtir.

Sonug olarak H. perforatum ekstraktinin Namalwa ve Daudi hiicrelerinin her ikisinde de doz
ve zamana bagimli olarak antiproliferatif ve sitotoksik etkilerinin oldugu ortaya ¢ikarilmstir.
H. perforatum ekstraktinin 0,028 mg/ml ICsp dozunda Namalwa ve Daudi hiicrelerinin
cogalmasimi inhibe ettigi saptanmistir. H. perforatum ekstraktinin  en  yiiksek
konsantrasyonunda (0,5 mg/ml) Burkit Lenfoma hiicrelerinde 24 ve 48. saatlerde olmak iizere

erken ve ge¢ apoptozisi uyardigt bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Hypericum perforatum, Burkitt Lenfoma, apoptozis

Iletisim adresi: ozlemdroz@hotmail.com
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8. SUMMARY

The Cytotoxic, Antiproliferative and Apoptotic Effects of Hypericum Perforatum (St.
John’ s wort) on Burkitt Lymphoma Cells (Namalwa and Daudi)

Hypericum perforatum L. (St. John’s wort) is widely used for treatment of pectic ulcers and
skin wounds, infections, respiratory and inflammatory diseases in traditional medicine for
centuries. Hypericum perforatum contains numerous compounds such as naphthodianthrones
hypericin and pseudohypericin, flavonoids, and the phloroglucinols hyperforin and hyperforin
with documented biological activity. In recent studies, H. perforatum has been proven to have
antitumoral effects on several human cancer cell lines. In this study we aimed to investigate
the antiproliferative, cytotoxic and apoptotic effects of H. perforatum extract on human
Burkitt Lymphoma cells (Namalwa and Daudi).

For this purpose, six different doses of H. perforatum extract (0,01-0,025-0,05-0,1-0,25-0,5
mg/ml) is experimented in cells for 24, 48 and 72 hours. Viability was measured by tripan
blue dye exclusion method, metabolic activity was measured by WST-1 assay which analyze
the number of viable cells by the cleavage of tetrazolim salts. Cytotoxicity was assessed by
LDH (lactate dehydrogenase) release test and cell proliferation was assessed with BrdU test.
Early apoptosis was assessed by Annexin V assay and late apoptosis was assessed by tunel
(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUDP nick-end labeling) assay with
fluorescent microscopy.

Viability values which are gained according to tripan blue exclusion method, showed that
after 72 hours incubation with 0,5 mg/ml concentration of H. perforatum extract was
decreased the viability to % 32 in Namalwa cells and % 5 in Daudi cells which were found to
be significantly different compared with control groups (p<0.05). Next, the effect of H.
perforatum extract on the metabolic activity of cells were determined. According to the results
metabolic activity was decreased to % 5 in Namalwa cells and % 1 in Daudi cells after 72
hours incubation with 0,5 mg/ml concentration of H. perforatum extract. In parallel LDH
activity was also determined in both cells. The highest level of LDH activity was observed at
0,01 mg/ml concentration after 72 hours in Namalwa cells and 0,25 mg/ml concentration after
72 hours in Daudi cells. Similar to metabolic activity results, cell proliferation was decreased

in a time and dose dependent manner. Early apoptotic cells were observed by Annexin V test
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after 24 hours and late apoptotic cells were observed by Tunel test after 48 hours treatment
with 0,5 mg/ml concentration of H. perforatum extract by fluorescent microscopy.

According to our results, we have shown that H. perforatum extract showed antiproliferative
and cytotoxicity effects on both of Namalwa and Daudi cells in a time and dose dependent
manner. H. perforatum extract inhibited the growth of Namalwa and Daudi cells with 1Csg
value of 0,028 mg/ml. It was found that the highest concentration of H. perforatum extract
(0,5 mg/ml), induced early and late apoptosis on Burkitt Lymphoma cells within 24h and
48h, respectively.

Key words: Hypericum perforatum, Burkitt Lymphoma, apoptosis

e-mail: ozlemdroz@hotmail.com
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