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Miiller hiicreleri retina saghigi ve fonksiyonunun korunmasinda 6nemli rol oynayan ana glia
hiicreleridir. Miiller hiicreleri tiim retina boyunca yayilarak néronlar ve kan damarlar ile
etkilesim halindedir. Miiller hiicreleri, noronlarin hayatta kalmasi ve iglevlerini yerine
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ABSTRACT

MSC THESIS

THE EFFECT OF ST. JOHN'S WORT (Hypericum perforatum) ON MULLER
CELLS UNDER OXIDATIVE STRESS CONDITIONS

BURCU DIiKEL
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SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. ASLI UGURLU BAYARSLAN

Miiller cells are the main glial cells that play an important role in maintaining retinal
health and function. Miiller cells spread throughout the entire retina and interact with
neurons and blood vessels. Miiller cells secrete factors necessary for neurons to survive
and function. In diseased state, damage to Miiller cells leads to neuronal dysfunction
and cell death, as well as retinal pathologies such as diabetic retinopathy. Hypericum
perforatum L., known as St John’s Wort, is a perennial herbaceous plant in the
Hypericaceae family. Pharmacological and clinical studies have shown that St. John's
Wort extracts have antibacterial, antiviral, anti-inflammatory, anti- oxidant,
antidepressant, anticancer and neuroprotective activities. In this study, the protective
effects of St. John's Wort extracts (water, ethyl acetate, methanol), St. John's Wort oil,
hypericin and hyperforin against H20.-induced oxidative stress in MIO-M1 cells were
investigated. According to the results of cell viability analysis, protective activity was
observed with 1000 pg/ml water extract treatment. Chemical composition analysis of
water extract would allow the determination of the components that possess the
protective activity on MIO-ML1 cells against oxidative stress.

KEYWORDS:Retina, Miiller cells, St. John's Wort, hypericin, hyperforin
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1. GIRIS

Tibbi bitkiler, eski ¢aglardan bu yana hastaliklarin geleneksel tedavisinde
kullanilmaktadir. Tiirkiye uzun yillar boyunca farkli medeniyetlerin yerlesmesinden
oOtlirti zengin kiiltiir, flora ve kendine has bir halk tibbina sahiptir. Tibbi bitkiler, ucuz
ve kolay bir tedavi olanag1 saglamasi, etki alaninin genis olmasi sebebiyle yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sentetik bilesikler genellikle tek bir etkiye sahiptir ve yan
etkileri gidermek i¢in baska ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir (Toker, 2002). Gegmisten
bugiine bitkiler ilaglarin bilesiminde kullanilmig ve insan saglig1 i¢in bir¢ok olumlu

etki gostermistir.

11 Goz

Goz, 2,5 cm ¢apinda, 6,5 ml hacminde gormeyi saglayan organdir. (Forrester vd.
2016). Goz kiiresi, gbz ¢ukurunda bulunur ve burada bulunan kemikler tarafindan
korunur. Goz kiiresi, dis koruyucu tabaka (sert tabaka, sklera); kan damarlari, pigment
hiicreleri ve kas liflerinden olusan orta tabaka (damar tabaka, koroid tabaka) ve 1siga
duyarl1 i¢ tabaka (ag tabaka, retina) olmak tizere ii¢ doku katmanindan olusur (Sekil
1.1) (Abu-Reidah vd. 2015; Gielen vd. 2005).

Sert tabaka gozi korur (Jones ve Thornback, 2007). Sert tabakanin 6n kisminin
saydamlagmasiyla olusan kornea 1s181n ilk kirildig1 yerdir. Damar tabaka, kan damari
bakimindan zengin oldugu igin gozii besler. Goziin 6n kisminda kalinlagarak irisi
olusturur. Iris kasilip gevseyerek goze giren 151k miktarmni ayarlar ve géze renk veren
pigmentler igerir. Irisin ortasinda bulunan bosluga goz bebegi denir. Géz bebegi, az
151kl1 ortamda goze daha fazla 151k girebilmesi i¢in biiyliir; ¢cok 151kl1 ortamda ise goze
fazla 151k girmesini 6nlemek igin kiigiilir (Patil ve Dowd 2000). Géz bebeginin
arkasinda bulunan g6z mercegi géze gelen 1sinlar kirarak ag tabaka lizerine diismesini
saglar. Ag tabaka (retina) gozlin en i¢ kisminda bulunur. Retinada gérmeyi saglayan
1s18a ve renge duyarli fotoreseptorler bulunur. Gorsel sinyaller retinadan beyne optik

sinir vasitasiyla iletilmektedir (Chiang vd. 2018).



Gorme olay1 ‘1s1k — kornea — godzbebegi — mercek — retina — optik sinirler —

beyin‘ rotasini takip etmektedir.
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Sekil 1.1 Goziin yapist (URL-1 2021)
1.2 Retina

Retina 1s1k enerjisinin sinir iletisine doniistiigii ve dogrudan beyinle baglantili bir
dokudur (Aydin ve Akova, 2001; Kermany vd. 2018). Omurgali retinasi ¢ok katmanl
bir yapida olup sinapslarla birbirine bagli alt1 tip néron igermektedir (Sekil 1.2). Cubuk
(rod) ve koni (kon) hiicreleri 1s18a duyarh fotoreseptorlerdir. Cubuk hiicreleri siyah-
beyaz goriisli saglarken, koni hiicreleri ise renk algisinin yani sira keskin goriisten
sorumludur. Cubuk ve koni hiicrelerinden gelen sinyaller iig tip internoron (horizontal
hiicreler, bipolar hiicreler, amakrin hiicreler) tarafindan islenir. Ganglion hiicreleri
interndronlardan alinan gorsel veriyi optik sinir araciligiyla beyne iletir (Sigelman,

1984).



Sekil 1.2 Retina tabakalar1 (URL-2, 2021)
121  Miiller Glia

Insan retinasi iki cesit makroglia (astrositler, Miiller glialar) ve bir ¢esit mikroglia
olmak tizere ii¢ ¢esit glial hiicre icerir. Retinanin baslica glia hiicreleri olan Miiller
hiicreleri, tlim retina boyunca yayilarak noronlar ve kan damarlariyla temas etmektedir
(Sekil 1.3) (Bringmann vd. 2006). Saglikli retinada Miiller hiicreleri, su, iyon ve pH'1
diizenleyerek doku homeostazin1 korumaktadir (Nagelhus vd. 1998). Bu hiicreler
retinanin glikoz metabolizmasini diizenleyerek oksidatif metabolizma icin gerekli
besin maddelerini saglamaktadir (Osborne vd. 2004). Ayrica, retinada kan akisi ve
anjiyogenezde rol oynamaktadir (Paulson ve Newman, 1987). Ek olarak, Miiller
hiicreleri, ndronlarin hayatta kalmasi ve islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in gerekli
VEGF, TGF, FGF, CNTF, LIF ve GDNF gibi faktorleri salgilamaktadir (Cinaroglu
vd. 2005).

Miiller hiicreleri, normal retina fonksiyonunun yani sira retina hasar1 ve hastalik
durumunda da aktif oyunculardir. Reaktif Miiller hiicreleri, antioksidanlar ve
norotrofik faktorler salgilayarak dokuyu daha fazla hasardan korur. Bununla birlikte,
hasar durumunun ilerleyen evrelerinde Miiller hiicre gliozisi nérodejenerasyona

katkida bulunabilir. Miiller hiicrelerinin hasara ugramasi sonucu néron fonksiyon



bozuklugu ve hiicre o6liimii retinal patolojilere yol agmaktadir (Reichenbach ve
Bringmann, 2020).

Sekil 1.3 Miiller Glia (URL-3, 2022)

Miiller hiicreleri, ndral progenitdr/kok hiicrelerin {iretilmesiyle retinal rejenerasyona
katkida bulunabilir. Zebra balig1, civciv ve sigan retinasinda hasar sonrast Miiller
hiicrelerinin ¢ogaldigi, kok hiicre 6zellikleri kazandig1 ve yeni noronlar olusturdugu
gosterilmistir (Goldman, 2016). Yetiskin insan retinasinda hasar sonrasi Miiller
hiicrelerinde ¢ogalma gdzlemlenirken, rejenerasyon tespit edilmemistir. Buna ragmen,
insan retinasindan izole edilen kii¢tik bir hiicre popiilasyonunun hem Miiller glia hem
de noral kok hiicre 6zellikleri sergiledigine dair bulgular mevcuttur (Guo vd. 2003).
MIO-M1 hiicreleri post-mortem insan retinasindan izole edilmis 6liimsiizlestirilmis bir
Miiller hiicre hattidir (Sekil 1.4). Hiicre kiiltiiriinde 120 pasaja kadar tiiretilebilen MIO-
MI hiicreleri kok hiicre benzeri 6zelliklere ve cesitli noron tiplerine farklilasma

yetenegine sahiptir (Lawrence vd. 2007).



Sekil 1.4 MIO-M1 hiicreleri (Limb vd. 2002)

1.3 Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Redoks reaksiyonu sirasinda ara {iiriin olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT)
tretilmektedir (Kim ve Byzova, 2014). Reaktif oksijen tiirleri, hidrojen peroksit
(H202), singlet oksijen ve serbest radikaller igerir. Oksidatif stres, hiicreler ve
dokularda ROT firetimi ve birikimi ile biyolojik sistemin bu reaktif {riinleri
detoksifiye etme yetenegi arasindaki dengesizligin neden oldugu bir olgudur. Cevresel
stres faktorleri (UV, iyonize radyasyon, kirleticiler ve agir metaller) ve ksenobiyotikler
de ROT iretimini artirmaya katkida bulunur. Son yillarda, E vitamini, flavonoidler ve
polifenoller gibi antioksidanlardan oksidatif strese karsi yararli etkileri nedeniyle
yararlanilmigtir (Pizzino vd. 2017). Cok sayida c¢alisma, oksidatif stresin cesitli
hastaliklarin  baglangicinda ve/veya ilerlemesinde farkli derecelerde sorumlu
olabilecegini gostermektedir (Taniyama ve Griendling 2003). Oksidatif stres kanser
gelisiminde DNA hasaridan sorumlu uyaranlardan biridir (Valko vd. 2004). Oksidatif
stres kardiyovaskiiler hastaliklar igin birincil veya ikincil bir neden olarak
diistintilmektedir (Pisoschi, (2015). Oksidatif stres c¢esitli norolojik hastaliklarla
(Parkinson hastalig1, Alzheimer hastaligi, amyotrofik lateral skleroz, multipl skleroz,
depresyon ve hafiza kaybi) ile iligskilendirilmistir (Halliwell, 2001). Bazi arastirmalar,
astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi akciger hastaliklarinin
oksidatif stresle baglantili olduguna isaret etmistir (Caramori ve Papi, 2004).
Romatoid artrit eklemleri ve ¢evre dokulart etkileyen kronik inflamatuar bir hastaliktir.
Serbest radikaller bu sendromun hem baslamasinda hem de ilerlemesinde 6nemli bir

rol oynamaktadir (Mahajan ve Tandon, 2004). Oksidatif stres, bobrek yetmezligi,



proteiniiri ve iiremi gibi bobrek fonksiyonunu etkileyen ¢ok sayida hastalikta rol
oynamaktadir (Droge, 2002). Oksidatif stresin gecikmis bir cinsel olgunlagsmadan
sorumlu olabilecegine de dikkat ¢ekilmistir (Interdonato vd. 2015).

ROT artis1 ve antioksidanlarin azalmasi retinay1 oksidatif hasara kars1 daha duyarl
hale getirir (Cascella vd. 2018). Retina, ¢oklu doymamis yag asitlerinin yiiksek orani,
yiiksek oksijen tiiketimi ve goriiniir 1s18a maruz kalmasi sebebiyle oksidatif strese karsi
duyarlidir (Beatty vd. 2000). Retina pigment epitelinde (RPE) oksidatif stresin neden
oldugu hasarin, yasa bagli makula dejenerasyonu (AMD) patolojisinde énemli bir
faktor oldugu distintilmektedir (Handa, 2012). Cok sayida c¢alisma, diyabetik
retinadaki yiiksek ROT seviyesinin retinal hiicre hasar1 ve diyabetik retinopati (DR)
patogenezi gelisimine katkida bulunan hiicresel sinyallesme degisikligindeki roliinii
vurgulamistir (Kowluru ve Mishra, 2015). Hiperglisemi ve oksidatif stres, diyabetik

retinopatinin patogenezinde rol oynayan baslica faktorlerdir (Geuth, 2006).

1.4  Sari Kantaron (Hypericum perforatum L.)

Sar1 kantaron olarak bilinen Hypericum perforatum L., Hypericaceae familyasinin ¢ok
yillik otsu bir bitkisidir (Sekil 1.5, Tablo 1.1). Sar1 kantaron; kan otu, kili¢ otu,
binbirdelik otu, yara otu, mayasil otu gibi bolgesel isimlerle bilinmektedir (Baytop,
1999). Bitki yapraklari incelendiginde yag bezeleri parlak noktalar halinde goriiliir. Bu
delikli goriintii nedeniyle bitki binbirdelik otu adini almistir. Diinyada Asya,
Avrupa’nin  batis;, Afrika’'nin kuzeyi ve Amerika’nin kuzeyinde yayilim
gostermektedir. Ayrica, lilkemizde de dogal olarak yetismektedir (Zduni¢ vd. 2009).
San kantaron kiigiikk yaniklar, yaralar, deri iltihabi ve sinir agrisinin geleneksel

tedavisinde uygulanmaktadir (Tavli vd. 2020).



Sekil 1.5 Sar1 kantaron (URL-4, 2021)

Sar1 kantaron icerigindeki bilesenler sayesinde cesitli biyolojik aktiviteler
gostermektedir (Wang, 2015). Sar1 kantaron 6 ¢esit biyoaktif bilesen igerir (Tablo 1.2).
Bunlar; naftodiantron tiirevleri, floroglusinol tiirevleri, flavonoidler, esansiyel yaglar,
aminoasitler ve fenolik tiirevleridir. Hasat zamani, 6rnegin hazirlanma yontemi, tiir
icindeki genetik varyasyonlar, ekolojik biiyiime sartlari, 1513a maruz kalma ve
depolama kosullarindaki farkliliklar bu bilesenlerin her bitkide farkli yogunlukta

bulunmasina neden olur (Cayci, 2006).

Tablo 1.1 Sar1 kantaronun sistematigi (URL-5, 2022)

Alem Plantae

Boliim Magnoliophyta

Sinif Magnoliopsida

Takim Malpighiales

Aile Hypericaceae

Cins Hypericum

Tiir Hypericum perforatum




Tablo 1.2 Sar1 kantaronun kimyasal bilesenleri (URL-6, 2022)

Naftodiantron Hiperisin, Psddohiperisin, Protohiperisin,

Protopsddohiperisin, Siklohiperisin, Skirin, Izohiperisin

Floroglusinol Hiperforin, Adhiperforin, Lokosidin, Furanohiperforin,
Ksanton
Flavonoid Hiperozit, Rutin, Kersitrin, 1zokersitrin, Kuersetin,

Amentoflavon, Kaempferol

Fenolik Kafeik asit, Klorojenik asit, Ferulik asit, Izofluran asit, p-

kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit, Vanilik asit

Aminoasit GABA, Losin, Lizin, Ornitin, Prolin, Treonin

Esansiyel Yaglar N-alkanol, N-alkenel, Alfa ve beta pinen, Limonen,

Myrcene, Karyofilin, Humulin

1.4.1  Hiperforin/Hiperisin

Hiperforin ve adhiperforin sar1 kantaronun ¢igek ve tomurcuklarinda bulunan
floroglusinol bilesenleridir (Sekil 1.6) (Greeson vd. 2001). Hiperforin, sar1 kantoranda
%2-4 oraninda bulunur (Chatterjee vd. 1998).

Naftodiantronlar sar1 kantaronun ¢igek ve tomurcuklarinda %0,1-0,3 oraninda
bulunmaktadir. Hiperisin, psddohiperisin ve bu bilesiklerin biyosentetik prekiirsorleri
olan protohiperisin, protopsddohiperisin ve eser miktarda bulunan siklohiperisin
naftodiantron tiirevi bilesikler sinifindadir (Sekil 1.7) (Monographs, 2003).
Nafrodiantronlar sar1 kantarona kirmizi rengi veren ve sari kantaronun fototoksik
ozelliklerinden sorumlu olan bilesiklerdir. Hiperisin hiicre membraninin yag

katmanlar1 arasina girebilen lipofilik yapidadir (Cui vd. 2002).



Sekil 1.6 Hiperforinin kimyasal formiilii (URL-7, 2021)

OH O OH
Sekil 1.7 Hiperisinin kimyasal formiilii (URL-8, 2021)



2. KURAMSAL TEMELLER

Sar1 kantaron igerigindeki bilesenler sayesinde c¢esitli biyolojik aktiviteler gosteren
tibbi bir bitkidir. Farmakolojik ve klinik c¢alismalar sar1 kantaron Oziitleri ve
bilesenlerinin antibakteriyel, antiviral, anti-enflamatuar, antioksidan, antidepresan,

antikanser ve noroprotektif etkinligi oldugunu gostermistir (Franchi vd. 2011).

2.1  San Kantaronun Biyolojik Aktiviteleri

Sar1 kantaron binlerce yildir kesikleri, siyriklar1 ve diger yaralari tedavi etmek i¢in
kullanilmistir. Enflamasyonu azaltmada yararli oldugu bilinmekte ve bu etkinlik
antibakteriyel aktivite ile iliskilendirilmektedir (Motallebnejad vd. 2008). Ayrica H.
perforatum un yag oziitleri anti-inflamatuar ve mide koruyucu aktivite gostermistir
(Zdunic vd. 2009). Yapilan arastirmalar sar1 kantaronun viriislerle miicadelede faydali
oldugunu 6ne siirmektedir (Kenneth M. Klemow vd. 2011). Mishenkova vd. (1975),
H. perforatum 'un flavonoid ve katesin iceren fraksiyonlarinin influenza viriisiine kars1

aktif oldugunu belirtmislerdir.

H. perforatum major depresif bozukluk, dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu,
sosyal fobi, obsesif kompulsif bozukluk, distimik bozukluk, somatoform bozukluklar,
anksiy6z depresyon ve mevsimsel duygudurum bozuklugu gibi farkli psikiyatrik
rahatsizliklarda etkili oldugunu gosteren birgok ¢alisma mevcuttur (Sarris, J. 2018).
Greeson vd., (2001) H. perforatum'un antidepresan aktivitesinin tek bir bilesen
ve/veya mekanizmadan degil, ¢ok sayida biyoaktif bilesenin sinerjik etkinliginden

kaynaklandig fikrini ortaya atmislardir.

Reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasi veya olusumunun antioksidanlar tarafindan
baskilanmasi, oksidatif hiicre hasarinin onlenmesinde etkilidir. Hypericum tiirleri
icerdikleri ¢ok sayida farkli fenolik bilesiklerden dolay1 genellikle iyi antioksidan
etkiye sahiptir. EI-Sherbiny vd., (2003), H. perforatum etanol &ziitiiniin skopolamin
uygulamasina karsi sican beyni iizerindeki etkisini incelemis ve Oziitliin oksidatif
hasardan koruyan antioksidan o&zelliklere sahip oldugunu gostermistir. H.

perforatum’un in vitro serbest radikal giderici etkisinin arastirildigi bir ¢alismada
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oOziitlerin antioksidan etkisinin konsantrasyonla dogru orantili oldugu saptanmistir. H.
perforatum oziitlerinin kuvvetli hidroksil ve siiperoksit anyon giderici oldugu ve lipid

peroksidasyonunu da onledigi belirtilmistir (Mir vd. 2019).

H. perforatum oksidatif stresi azaltarak iltihaplanma, gastrointestinal problemler ve
norotoksisiteyi onlemektedir. H. perforatum, PC12 noéron hiicrelerinde hidrojen
peroksit kaynakli apoptoza karsi etkilidir (Lu vd. 2004). H. perforatum'un metanol
Ozlitli insan noroblastom hiicre hatti SK-N-MC'de hidrojen peroksit ile indiiklenen
morfolojik degisiklikleri ve apoptozu azaltmistir (Jang vd., 2002). Standart H.
perforatum oziitlerinin ayrica si¢can beynini lipid peroksidasyonuna karsi korudugu
rapor edilmistir (Benedi vd., 2004). H. perforatum o6ziitleri, Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde plak olusumuna neden olan amiloid peptidlerinin tetikledigi hiicre
oliimiine kars1 koruma saglamaktadir (Silva vd., 2004). Alzheimer hastaliginda plaklar
ayrica mikroglia ve astrosit hiicrelerini de etkilemektedir. H. perforatum etanol oziitii
muamelesinin amiloid-p toksisitesine karsi mikroglia hiicre canliligini arttirdig
belirtilmistir (Kraus vd., 2007). Bromokriptin, Parkinson hastaliginin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan bir ilagtir. Bromokriptin terapisinin ¢esitli yan etkileri
nedeniyle, Mohanasundari vd. (2006), bromokriptin ve H. perforatumun un birlesik
etkisini degerlendirmiglerdir. H. perforatum oziiti ve bromokriptinin birlikte
uygulanmasi lipid peroksidasyonunu diisiirmiis ve daha verimli antioksidan aktivite
gozlemlenmistir. Bu nedenle, Parkinson hastalifinin tedavisinde bromokriptin ve
Hypericum perforatum 6ziitii kombine uygulanmasi 6nerilmistir. Zou vd. (2010) H.
perforatum’un Parkinson ve Alzheimer hastaliklar1 gibi oksidatif stresle iligkili
norodejeneratif bozukluklar etkili bir sekilde tedavi edebilir fikrini ortaya atmiglardir.
Panax quinquefolius, Ginkgo biloba ve H. perforatum karisimi, aksotomi Sonrasi

retina gangliyon hiicresi sagkalimini arttirmistir (Cheung vd. 2002).

2.2 Hiperisinin Biyolojik Aktiviteleri

Kaltschmidt vd. (2002) hiperisinin, néronal hayatta kalma ve enflamatuar yanit gibi
cesitli hiicresel siireclerle ilgili genlerin diizenlenmesinde yer alan transkripsiyon
faktorii NF-kB tizerindeki etkisini agiklamiglardir. H. perforatum o6ziitlerinin antiviral

etkinliginden sorumlu bileseni hiperisindir. Hiperisinin antiviral etkisi 1518a bagiml
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reaksiyonlar sonucu gerceklesmektedir ve bu nedenle 11k faktorii etkinlik agisindan
onemli rol oynamaktadir. Hiperisin zarfli viriislere kars1 etkili olmasina ragmen zarfsiz
virilislere kars1 etkili degildir (Diwu, 1995). Hiperisin, viral yasam dongiisiiniin farkl
noktalarinda zarfl1 viriisleri etkisiz hale getirir (Lenard vd. 1993). Hiperisin ayrica

viriislerin hiicre zariyla kaynasma yetenegini de inhibe eder (Degar vd. 1992).

Hiperisinin 151k ve oksijen varliginda, siiperoksit radikalleri {ireten giiclii bir 1518a
duyarlilastirici olmas1 ve karanlikta minimum toksisite gostermesi nedeniyle tiimor
hiicreleri tizerindeki fotodinamik etkisi ilgi ¢ekmektedir (Theodossiou vd. 2009). Bu
etki baslangigta sadece deri lezyonlari i¢in kullanilirken giderek artan bir sekilde
bir¢ok tiimor tipi i¢in tedavi olarak kabul edilmektedir. Kanser hiicrelerinde hiperisin
fotositotoksisitesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi, bu 1518a
duyarlilastiricinin konsantrasyon ve 1s1k dozuna bagli bir sekilde hem apoptozu hem
de nekrozu indiikleyebildigini ortaya g¢ikarmistir. Ayrica, hiperisinli fotodinamik
tedavi, hiicre 6liim programini destekleyebilen veya karsi koyabilen ¢oklu yollarin

aktivasyonu ile sonuglanir (Agostinis vd. 2011).

Hem H. perforatum 6ziitii hem de hiperisinin iskemik retinopatili farelerde patolojik
retinal neovaskiilarizasyona karsi koruma sagladigi ve bu etkinligin retinada azalmis

ERK aktivasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (Higuchi, 2008).

2.3 Hiperforinin Biyolojik Aktiviteleri

Hiperforin dogal siklooksijenaz-1 ve 5-lipoksijenaz inhibitdrlerinden biridir (Albert
vd. 2002). Bu iki inhibitor etki sar1 kantaron ve hiperforinin iltihapli deri problemlerini
tedavi etmede kullanilma nedenini agiklamaktadir. H. perforatum’un antibakteriyel
bileseni olarak kabul edilen hiperforinin Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes ve Corynebacterium diphtheriae gibi gram pozitif bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Pochwat vd. 2018; Saddige vd.
2010; Reichling vd. 2001; Schempp 1999).

Aragtirmalar hiperforinin antidepresan ilaglar gibi bazi norotransmitterlerin
(norepinefrin, dopamin, serotonin, GABA, L-Glutamat) geri aliniminin 6nlenmesinde

onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (Kaehler vd. 1999; Mennini ve Gobbi, 2004).
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Fox vd. (1998) hiperforini, glioma, néroblastoma, melanoma ve 16semi dahil olmak
lizere gesitli neoplastik dokulardan tiiretilen hiicrelerin bilyiimesini inhibe ettigini
bildirmislerdir. Schempp ve ark. (2002), hiperforinin antitiimér aktivitesine sahip
olmasi, dogal olarak kolayca ve bol miktarda bulunmasi ve in vivo diisiik toksisiteye

sahip olmasi nedeniyle yeni antineoplastik ajan olma potansiyelini belirtmislerdir.

Hiperforin H2O2 ve (AP)1-42 ile hasar olusturulan PC12 hiicrelerinde doza bagli olarak
hiicre canliligini arttirmistir (Jiang vd. 2018). Hiperforinin, giiclii anti-inflamatuar ve
antioksidan aktivitesi sayesinde kolsisin ile indiiklenen Alzheimer modelinde
norokimyasal ve davranigsal degisiklikleri tersine ¢evirmistir (Jiang vd. 2018). Wang
ve ark. (2019) hiperforinin aliiminyum maltolatin PC12 ve SH-SY5Y ndron
hiicrelerinde tetikledigi oksidatif hasar ve apoptoza karsi koruyucu aktivite
gosterdigini rapor etmislerdir. Hiperforin in vitro ve transgenik kemirgen modellerinde
amiloid-B kaynakli norotoksisiteyi onlemis, astrogliozis ve mikroglia aktivasyonunu

azaltmis ve hafiza bozukluklarini iyilestirmistir (Dinamarca vd. 2006).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 MALZEMELER
3.1.1 Bitki Materyalleri

Bu calismada kullanilan sar1 kantaron ornekleri Kastamonu/Daday/Ballidag
Mevkii’nden toplanmis ve Dr. Kerim GUNEY tarafindan taksonomik olarak
tanimlanmistir. Numuneler uygun kosullar altinda kurutulup toz haline getirilmis ve
su, etil asetat, metanol kullanilarak &ziitler elde edilmistir. Oziitler Whatman mavi
band filtre kigidinda siiziilmiis ve ¢oziiciiyii uzaklastirmak icin 40°C’de doéner
buharlastiricida (Heidolph, Almanya) buharlastiriimistir. Kurutulan numuneler hiicre
kiiltirii deneylerinde kullanilmak iizere fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) veya %5 dimetil

stilfoksit (DMSOQ) ile ¢oziilmiistiir.
3.1.2  Hiicre Kiiltiirii Kimyasallar

Tablo 3.1 Kimyasallar

Kimyasallar Markalan
Penisilin/Streptomisin Panbiotech, Almanya
Tripsin-Etilendiamin tetraasetik asit Panbiotech, Almanya

(Tripsin-EDTA)

PBS Thermo Fisher Scientific, Gibco, ABD
3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5- Neofroxx, Almanya
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT)
DMSO Sigma Aldrich, ABD
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Thermo Fisher Scientific, Gibco, ABD
(DMEM)
Fetal Sigir Serumu (FBS) Thermo Fisher Scientific, Gibco, ABD
Hidrojen peroksit (H202) Sigma Aldrich, ABD
Hiperisin Biosynth, Isvicre
Hiperforin Biosynth, Isvicre
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3.1.3 Cihazlar

Tablo 3.2 Cihazlar

Cihaz Ad1 Marka
-20 Derin Dondurucu Indesit
-86 Derin Dondurucu VWR
Hassas Terazi Precisa
Manyetik Karistirict Wisd WiseStir
Spektrofotometre Thermo Fisher Scientific
Vortex Witeg
Biyogiivenlik Kabini Hedlab
Karbondioksit (CO; Inkiibatorii) Niive
Otoklav Niive
Ters Mikroskop Leica
Masaiistii Santrifiij Niive
Mikropipetler (Tek ve Cok Kanallr) Capp

3.2 YONTEM

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii deneylerinde insan Miiller hiicrelerinden tiiretilmis MIO-M1 hiicre hatt1
kullanilmistir. Bu hiicre hattt Bogazigi Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Boliimii’nden temin edilmistir.

MIO-M1 hiicreleri %10 FBS, 100 iinite/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin i¢ceren
DMEM igerisinde biiyiitiilmiistiir. Petride yaklasik %80 yogunluga ulasan hiicreler
PBS ile yikanmis, %0,25 tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile 37°C’de 5 dakika inkiibe edilmis
ve kazinmistir. Hiicreler, 5 dakika siireyle santrifiijlenerek peletlenmis ve besiyerinde

yeniden silispanse edildikten sonra ii¢ petriye boliinmiistiir. Stok hazirlama igin
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hiicreler dondurucu soliisyonda (%70 DMEM, %20 FBS, %10 DMSO) yeniden

siispanse edilmis ve -80°C’de saklanmustir.
3.2.2  H202 Muamelesi

MIO-M1 hiicreleri 96 kuyucuklu petrilerde 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilmistir. Ertesi giin hiicreler serumsuz besiyerinde 25, 50, 100, 200, 400, 800 ve 1000
uM konsantrasyonlarda taze hazirlanmis H2Oz ile 24 saat boyunca muamele edilmistir.
Kontrol hiicrelerine H202 yerine PBS eklenmistir. Her konsantrasyon i¢in ii¢ kuyucuk

hazirlanmistir. Hiicre canliligindaki degisiklikler MTT analizi ile degerlendirilmistir.
3.2.3  Sari Kantaron Oziitleri/Yagy/Bilesenlerinin Koruma Aktivitesi

Sar1 kantaron oOziitleri, yagi veya bilesenlerinin H2O2’nin toksik etkisine karsi
koruyucu aktivitesini belirlemek icin 10* MIO-M1 hiicresi 96 kuyucuklu petride
biiyltiilmiistir. Sar1 kantaron 6ziitleri, yagi veya bilesenlerinin koruyucu etkinligini
analiz etmek i¢in MIO-M1 hiicreleri tizerinde toksisite géstermeyen konsantrasyonlar
secilmistir. MIO-M1 hiicrelerine 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda su oziitii
(31,25-62,5-125-250-500-1000 pg/ml), etil asetat (EA) oziitii (31,25-62,5-125-250
pg/ml), metanol (metOH) 6ziitl (31,25-62,5-125 pg/ml), sar1 kantaron yagi (31,25-
62,5-125-250-500-1000 pg/ml), hiperisin (0,5-1-2,5 uM) ve hiperforin (0,5-1-2,5-5-
10-20-25-50 uM) ile 6n inkiibasyon yapilmigtir. Her test malzemesinin farkli
konsantrasyonu igin ti¢ kuyucuk hazirlanmistir. Sadece PBS veya sadece H.>O: i¢eren
kuyucuklar koruma aktivitesi i¢in kontrol olarak kullanilmistir. Hiicreler 6n
inkiibasyon sonrasinda 24 saat boyunca serumsuz besiyerinde taze hazirlanmis 400
uM H20: ile muamele edilmistir. Hiicre canliligindaki degisiklikler MTT analizi ile

belirlenmistir.
3.24  MTT Analizi

H20: inkiibasyonun sonunda hiicreler 0,5 mg/ml MTT igeren besiyerinde 4 saat
muamele edilmistir. Olusan mor renkli formazan kristalleri DMSO ile ¢6ziilmiistiir.
Multiskan GO mikroplaka okuyucu (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile absorbans

degerleri 570 nm’de 6l¢iilmiistiir.
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3.2.5 Iistatistiksel Analiz

Tiim deneyler 3 bagimsiz 6rnek ile tekrarlanmistir. Veriler, ortalama + standart hata
(SE) olarak ifade edilmistir. Deney gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik,
GraphPad Prism programi kullanilarak tek yonli-ANOVA ve TUKEY post-hoc testi

ile belirlenmistir. p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 H20:ile indiiklenen Oksidatif Stres

Calismamizda sar1 kantaron 6ziitleri/yagi, hiperisin ve hiperforinin, Miiller hiicrelerini
oksidatif strese karsi koruyucu etkinliginin arastirllmasi amaglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda, MIO-MI hiicrelerinde H2O: ile oksidatif stres modeli olusturulmustur.
MIO-M1 hiicreleri 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1000 uM konsantrasyonlarda 24 saat
boyunca muamele edilmistir. 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyon araliginda kontrole

kiyasla hiicre morfolojisi ve hiicre canliliginda herhangi bir degisim gozlenmemistir.

Kontrol 400 uM H,0, 800 nM H,O0,

Sekil 4.1 H,0, muamelesi sonucu MIO-M1 hiicre morfolojisi

MIO-M1 hiicreleri 400 ve 800 uM konsantrasyonlarda H2O2’ye kars1 duyarlidir. Faz-
kontrast mikroskobu goriintiilerinde kontrol hiicrelerinin morfolojileri normalken,
H20:; ile muamele edilen hiicrelerde biiziilmeler tespit edilmistir (Sekil 4.1). MTT
analizi sonucuna gore 400 uM H20O2 muamelesi hiicre canliligim1 %88 (p<0,01), 800
uM H202 muamelesi hiicre canliligini %98 (p<0,001) ve 1000 uM H>O2 muamelesi
ise hiicre canliligmi %99 (p<0,001) oraninda diisiirmiistiir (Grafik 4.1). Ilerleyen
koruma deneylerinde MIO-M1 hiicrelerinde oksidatif stres olusturmak i¢in 400 pM

H>0> konsantrasyonu se¢ilmistir.
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Grafik 4.1 H,O2 muamelesi MTT sonuglari, = SE (n=3). **, p<0,01; ***, p<0,001
4.2 Su Oziitiiniin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

Laboratuvarimizda sar1 kantaron oziitleri/yagi ve bilesenlerinin MIO-M1 hiicreleri
tizerindeki toksik aktivitesi Onceden analiz edilmis olup, oksidatif strese karsi
koruyucu etkinligin belirlenmesinde toksisite goOstermeyen konsantrasyonlar
secilmisgtir. MIO-M1 hiicreleri 31,25-62,5-125-250-500-1000 pg/ml
konsantrasyonlarda su oziitii ile 24 saat boyunca muamele edildikten sonra 400 pM

H20: bitki 6ziitii iceren besiyeine ilave edilerek 24 saat oksidatif stres indiiklenmigtir.

H20. muamelesi, PBS kontrol ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda %58 oraninda
diisiise (p<0,01) neden olmus, oksidatif stres kosullar1 olusturulmustur (Grafik 4.2).
31,25-62,5-125-250-500 pg/ml su oziitii ile oksidatif stres dncesinde 6n inkiibasyon
yapildiginda, sadece H,O> muamelesine kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gézlemlenmemistir (Grafik 4.2). 1000 pg/ml su 6ziitii ile oksidatif
stres Oncesinde On inkiibasyon yapildiginda ise sadece H.O, muamelesine kiyasla
hiicre canliliginda %68 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,01)
gozlemlenmistir (Grafik 4.2). Su Oziitiiniin 1000 pg/ml konsantrasyonu ile 6n
inkiibasyon H2O> ile indiiklenen oksidatif strese karsi hiicreleri koruyabilmis, hiicre

canlilig1 PBS kontrolii seviyesine tekrar ulagmustir.
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Grafik 4.2 Su 6ziitii ve H2O2 muamelesi MTT sonuglari, + SE (n=3). **, p<0,01

4.3  EA Oziitiiniin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

MIO-M1 hiicreleri 31,25-62,5-125-250 pg/ml konsantrasyonlarda EA 6ziitii ile 24 saat

boyunca muamele edildikten sonra 400 uM H202 ile oksidatif stres indiiklenmistir.

H2>02 muamelesi, PBS kontrol ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda %58 oraninda
diisiise (p<0,01) neden olmus, oksidatif stres kosullar1 olusturulmustur (Grafik 4.3).
31,25 ve 62,5 pg/ml EA oziiti ile oksidatif stres Oncesinde ©On inkiibasyon
yapildiginda, sadece H.O» muamelesine kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gozlemlenmemistir (Grafik 4.3). 125 ve 250 pg/ml EA 6ziitii ile
oksidatif stres 6ncesinde On inkiibasyon yapildiginda ise hiicre canlilig1 orani oksidatif
stres kosullarinda gozlemlenen %42 nin altina diigmustiir, fakat bu distis istatistiksel
olarak anlamli degildir (Grafik 4.3). EA o6ziti, H20: ile indiikklenen oksidatif strese

karst M1O-M1 hiicrelerini koruyamamuistir.
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Grafik 4.3 EA 6ziitti ve H,O, muamelesi MTT sonuglari, + SE (n=3). **, p<0,01
4.4  MetOH Oziitiiniin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

MIO-M1 hiicreleri 31,25-62,5-125 pg/ml konsantrasyonlarda metOH 6ziitii ile 24 saat

boyunca muamele edildikten sonra 400 uM H20: ile oksidatif stres indiiklenmistir.

H2>02 muamelesi, PBS kontrol ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda %58 oraninda
diisiise (p<0,01) neden olmus, oksidatif stres kosullar1 olusturulmustur (Grafik 4.4).
31,25-62,5-125 pg/ml metOH o6ziitii ile oksidatif stres Oncesinde on inkiibasyon
yapildiginda, sadece H,O2 muamelesine kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gézlemlenmedigi gibi hiicre canliligi oksidatif stres kosullarinda
gozlemlenenden daha fazla dismiistir (Grafik 4.4). 62,5 pug/ml metOH oziitii
muamalesi ile oksidatif stres kosullarina kiyasla hiicre canliligi %28 oraninda (p<0,05)
daha fazla diismiistiir (Grafik 4.4). MetOH 6ziitii, H20: ile indiiklenen oksidatif strese

karst M1O-ML1 hiicrelerini koruyamamustir.
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Grafik 4.4 MetOH o6ziitii ve H,O, muamelesi MTT sonuglari, = SE (n=3). *, p<0,05; **;
p<0,01

45  San Kantaron Yagimn Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

MIO-M1 hiicreleri 31,25-62,5-125-250-500-1000 pg/ml konsantrasyonlarda sari
kantaron yagi ile 24 saat boyunca muamele edildikten sonra 400 uM H>O: ile oksidatif

stres indiiklenmistir.

H202 muamelesi, PBS kontrol ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda %58 oraninda
diisiise (p<0,01) neden olmus, oksidatif stres kosullart olusturulmustur (Grafik 4.5).
31,25-62,5-125-250-500-1000 pg/ml sar1 kantaron yagi ile oksidatif stres oncesinde
on inkiibasyon yapildiginda, sadece H202 muamelesine kiyasla hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlemlenmemistir (Grafik 4.5). Sar1 kantaron

yagi, H20: ile indiiklenen oksidatif strese karst MIO-M1 hiicrelerini koruyamamustir.
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Grafik 4.5 Sar1 kantaron yag1 ve HoO, muamelesi MTT sonuglari, = SE (n=3). **, p<0,01
4.6  Hiperisinin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

MIO-M1 hiicreleri 0,5-1-2,5 uM konsantrasyonlarda hiperisin ile 24 saat boyunca

muamele edildikten sonra 400 uM H20z ile oksidatif stres indiiklenmistir.

H202 muamelesi, PBS kontrol ile kiyaslandiginda hiicre canlilifinda %39 oraninda
diisiise (p<0,01) neden olmus, oksidatif stres kosullar1 olusturulmustur (Grafik 4.6).
0,5-1-2,5 puM hiperisin ile oksidatif stres Oncesinde On inkiibasyon yapildiginda,
sadece H202 muamelesine kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir
artis gdzlemlenmedigi gibi hiicre canlilig1 oksidatif stres kosullarinda gézlemlenenden
sirastyla %35 (p<0,01), %50 (p<0,001) ve %49 (p<0,001) oraninda daha fazla
diismistiir (Grafik 4.6). Hiperisin, H20: ile indiiklenen oksidatif strese kars1 MIO-M1

hiicrelerini koruyamamustir.
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Grafik 4.6 Hiperisin ve H,O, muamelesi MTT sonuglari, = SE (n=3). **, p<0,01
4.7  Hiperforinin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

MIO-M1 hiicreleri 0,5-1-2,5-5-10-20-25-50 uM konsantrasyonlarda hiperforin ile 24

saat boyunca muamele edildikten sonra 400 uM H2Oz ile oksidatif stres indiiklenmistir.

H2>02 muamelesi, PBS kontrol ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda %39 oraninda
disise neden olmustur (Grafik 4.7). Hiperforinin uygulanan biitiin
konsantrasyonlarinda H2O; ile indiiklenen oksidatif strese kars1 herhangi bir koruma
etkinligi gézlenmedigi gibi, hiicre canlilig1 degerleri oksidatif stres kosullarinin altina

diismistiir (Grafik 4.7). Bu diisiis oranlari istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Grafik 4.7 Hiperforin ve H202 muamelesi MTT sonuglari, = SE (n=3).
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5.  TARTISMA

Merkezi sinir sistemi ve retina oksidatif strese kars1 6zellikle hassastir. Oksidatif stres,
eksitotoksisite ve apoptozu tetikleyerek glia ve noron oOlimiine ve dolayisiyla
Alzheimer, Parkinson, diyabetik retinopati gibi hastaliklara neden olmaktadir. Bu
hastaliklar1 6nlemek i¢in hiicrenin mitokondri fonksiyonunu korumak, oksidatif stres
faktorlerini engellemek, antioksidan savunmay1 gili¢lendirmek Onemlidir. H.
perforatum oziitleri ve bazi bilesenleri dogrudan veya antioksidan 6zellikleri ile glia

ve noronlar1 koruyucu aktivite gdstermektedir.

Cok sayida ¢alismada H20- kullanilarak oksidatif hasar indiiklenmistir. H20> gesitli
hiicre tiplerinde apoptozu tetikleyerek néron dejenerasyonuna neden olmaktadir.
Hypericum perforatum'un PC12 noron hiicrelerinde ve SK-N-MC insan noroblastom
hiicrelerinde H20:> ile indiiklenen apoptoza karst koruyucu etkinlik gosterdigi rapor
edilmistir (Zou vd. 2010; Benedi vd. 2004; Lu vd. 2004; Jang vd. 2002). Bu tez
caligmasinda da, H. perforatum oziitleri/yagi ve bilesenlerinden hiperisin ve
hiperforinin MIO-M1 hiicrelerinde H20: ile olusturulan oksidatif strese karsi koruyucu

etkinligi analiz edilmistir.

Laboratuvarimizda daha once sar1 kantaron oziitleri/yagi, hiperisin ve hiperforinin
MIO-M1 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinligi analiz edilmis, su 6ziitii ve sari
kantaron yaginin 1000 pg/ml’ye kadar test edilen aralikta sitotoksik bir etkisi olmadig1
gbzlemlenmistir. Etil asetat 6ziitiiniin 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda, metanol
Oziitliniin ise 250, 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda MIO-M1 hiicrelerinde toksik
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Hiperforinin 50 pM’a kadar test edilen aralikta
sitotoksik bir etkisi bulunmazken, hiperisinin 2.5 uM {iizerinde MIO-M1 hiicreleri
tizerinde sitotoksik aktivitesi vardir. H>O; ile indiiklenen oksidatif hasara karsi
koruyucu etkinliklerin analizi i¢in sar1 kantaron oziitleri/yagi, hiperisin ve hiperforin

icin toksik olmayan konsantrasyonlarla inkiibasyonlar gergeklestirilmistir.

Benzer koruma deneylerinde oksidatif stres 6ncesi ve oksidatif stres sonrasi koruyucu

ajan muamelesi test edilmis ve stres dncesinde 6n inkiibasyon yapilmasinin koruyucu
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etkinligi arttirdigr gozlemlenmistir (Lee vd. 2017; Assis vd. 2014). Bu nedenle
calismamizda sar1 kantaron Oziitleri/yagi, hiperisin ve hiperforin inkiibasyonu H20>

muamelesi Oncesinde gerceklestirilmistir.

Sar1 kantaron oziitleri/yagi, hiperisin ve hiperforinin MIO-M1 hiicrelerini koruyucu
etkinligi MTT analizi ile hiicre canlilig1 oranlan tespit edilerek belirlenmigtir. MTT
soliisyonunda bulunan tetrazolium halkasi, mitokondride bulunan dehidrogenaz
enzimlerince parcalanarak mor renkli formazan kristalleri olusturur. Canli ve
mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicrelerde mor renk olusumu gézlemlenirken, 61
ya da H20: ile indiikklenen oksidatif strese bagli mitokondri fonksiyonu bozulmus

hiicrelerde renk olusumu gergeklesmez.

MTT analizi sonuglarina gore su Oziitiinin 1000 pg/ml konsantrasyonu H.O: ile
olusturulan oksidatif strese karst MIO-M1 hiicrelerini koruyabilmistir. Hiperisin ve
hiperforin H20> ile olusturulan oksidatif strese kars1 hiicreleri koruyamadigi gibi hiicre
canliligi oksidatif stres kosullarmma goére azalma gostermistir. Hiperisinin suda
tamamen ¢oziinmedigi bilinmektedir (Uzdensky vd. 2003). Hiperforin ise lipofilik bir
bilesiktir ve ayrica 1siya veya igiga maruz kaldiginda hizla ayrismaktadir (R6mpp vd.
2004). Franchi ve ark. (2011) farkli sar1 kantaron oziitlerinin kimyasal igerigi ve
antioksidan aktivitesi iizerine ¢alisma yapmisglardir. Sonuglarimizla uyumlu olarak su
ozitlerinin hiperisin ve hiperforin igermemelerine ragmen antioksidan aktivite
gosterdiklerini rapor etmislerdir. Su 6ziitiinde en bol bulunan bilesenin ise klorojenik
asit oldugu belirtilmistir. Pavlica ve Gebhardt 2005 yilinda PC12 noron hiicrelerinde
oksidatif strese karsi klorojenik asit ve ellagik asitin giiglii serbest radikal siipiiriicii ve
koruyucu aktivitelerini ortaya c¢ikarmiglardir. Dolayisiyla, su o6ziitinde bulunan
Klorojenik asit MIO-M1 hiicrelerini oksidatif strese karst korumada da etkin rol

oynayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, sar1 kantaron su dziitiiniin in vitro retina Miiller hiicrelerinde H2O» ile
indiiklenen sitotoksisiteye kars1 koruyucu etkinligi gosterilmistir. Su 6ziitliniin detayl
icerik analizi, bu aktiviteden sorumlu bilesenlerin karakterize edilmesine olanak
saglayacaktir. H202 ile MIO-M1 hiicrelerinde apoptozun tetiklenmesi ve su dziitiiniin

apoptoza karsi koruyucu etkinliginin belirlenmesi ile sonuglar desteklenebilir.

Apoptoz (fizyolojik hiicre Oliimii), hiicre intihar1 olarak da bilinen fizyolojik bir
olaydir. Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal (DNA
pargalanmasi, fosfotidilserin molekiillerinin hiicre membranin dis ylizeyine ¢ikmasi)
ve morfolojik degisim (hiicre kiiciilmesi, kromatin yogunlasmasi, apoptotik
cisimcikler) gozlenir. Bu degisimleri saptamak igin Hematoksilen-eozin boyama,
Giemsa boyama, Floresan mikroskopi, Elektronmikroskopi, Faz kontrast mikroskopi,
Anneksin V yontemi, TUNEL yo6ntemi, M30 yontemi, Kaspaz-3 yontemi, Agaroz jel
elektroforezi, Western blotting, Flow sitometri ve ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) yontemleri gelistirilmistir. H2O2 ile MIO-M1 hiicrelerinde
apoptozun tetiklenip tetiklenmedigi ve su Oziitliniin apoptoza karsi koruyucu

etkinliginin belirlenmesinde bu yontemler kullanilabilir.

Hiicre temelli sitotoksisite ¢aligmalari, gerek uygulama kolayligi, gerekse in vivo
caligmalardan elde edilen verilerle uyum gostermesi nedeniyle toksikoloji
laboratuvarlarinda sik¢a tercih edilmektedir. In vivo hayvan deneylerinde solucan,
meyve sinegi ve zebra balig1 gibi basit canlilardan, sigan, fare, kedi ve kopek gibi daha
kompleks canlilara kadar birgok model organizma kullanilmaktadir. In vitro hiicre

kiiltiiriinde elde ettigimiz verileri in vivo deneylerle desteklenebilir.
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EKLER



Ek-A H202 ile indiiklenen Oksidatif Stres

1 Mumber of families

2 Wumber of comparisens per family

3 Alpha

5 Tukey's multiple comparisons test

6 PBSvs.
7 PBSvs.
& PBSvs
9 PBSvs.
10 PBSvs.
11 PBSws
12 PBSvs.
13 25uMH

14 25pMH
15 25pMH

16 25pMH
17
18
19
20 SOpMH
21 50pMH
22 50pMH
23 BOpMH

25 UM H;0;
50 uM H;0;

100 uM H;0;

200 uM H,0,
400 uM H,0,

800 uM HL0,

1000 pM H,0,
20, vs. 50 ph H,0,
20, vs. 100 uM H,0,
20, vs. 200 UM H,0,
20, vs. 400 pM H,0,
800 UM H,0;
1000 PM Hy0,
100 UM Hz0,
20 vs. 200 pl HyO;
20 vs. 400 ph Hy0,
20, vs. 800 pM H,0;
20, vs. 1000 pM HyOp

24 100l HxO5vs 200 pM Hy0;
25 100 M HxO5vs 400 pM Hy0;

26 100 M Hy0pvs 800 pM Hz0,
27 100 M Hx05vs 1000 pM H,0;
28 200 M Hy0, vs. 400 M H0,

29 200 M H05vs. 800 UM H;0;
30 200 M Hy0ve. 1000 uM H;0;
31 400 M Ha0pvs. 800 UM Hy0;
32 400 M Hx0ve. 1000 uM H;0;

33 800uM

Test details
PBS vs. 25 M H;0,
PBS vs. 50 M H;0,

H305

PBESvs. 100 pM
PBESvs.
PBESvs.
PBESvs.

H0; vs. 1000 uM H,0;

PBS va. 1000 UM Hy0,

25 UM Hy05 vs.
25 UM H;0; vs
25 M H;0; vs.
25 M H;0; vs.
25 UM H;0; vs
25 M H;0; vs.
50 u Hz0; vs.
50 pM Hz0z vs.
50 pM Hz0z vs.
50 pM Hz0z vs.
50 pM Hz0z vs.
100 pM Hz05 vs.
100 pM Hz05 vs.

100 UM H;03 vs.
100 UM H;03 vs.

200 UM Hy03 v

200 UM H;0; vs.

I

200 UM H;0;
400 UM Hy03 vs

400 W H;0; vs.

50 UM Hz0;

100 UM Hz0;

200 UM H;0;
400 M H;0;

800 UM H;0;

1000 WM Hy0;
100 M H;0;
200 M H;0,
400 M H;0,
800 pM H;0,
1000 pM Hy0;
200 pM H;0;
400 pM H;0;
800 UM Hy0;
1000 p Hy0;
400 UM Hz0;
800 UM Hy0;
1000 UM Hy0,
800 UM Hy0z
1000 p H0,

800 UM H,0;vs. 1000 UM Hz0,

Mean 1
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
1037
1037
1037
1037
1037
1037
100.5
1005
1005
1005
1005
1071
1071
107.1
107.1
83.25
83.25
83.25
12.58
12.58
201

1
28
0.05

Mean Diff.
-3742
-0.46804
-7.062
16.75
87.42
97.99
99.04
3.262
-3.320
20.49
91.16
1017
102.8
-6.582
17.23
87.90
93.47
9952
2381
94.43
1051
106.1
70.67
81.24
62.29
10.57
11.62
1.051

Mean 2
1037
100.5
107.1
83.25
12.58
201
0.9598
100.5
107.1
83.25
12.58
201
0.9598
107.1
83.25
1258
201
0.9598
83.25
1258
201
0.9598
12.58
201
0.9598
201
0.9598
0.9598

95.00% Cl of diff.

-61.2810 5379
-58.0110 57.05
-64.60 1o 50.47
-40.7810 7428
20.8010 145.0
4045101855
415110 156.6
-54.27 to 60.80
-60.8510 54.21
-37.041078.03
3363101487
44.2010150.3
452510 160.3
-64.1210 50.95
-40.3010 7476
30.37to 1454
40.94 t0 156.0
41,9910 1571
-33721081.35
36.9510 152.0
47.52t0 162.6
48.57 to 163.6
1314101282
2371101388
2476101398
-46.97 to 68.10
-45.92 10 69.15
-56.48 to 58.59

Mean Diff.
-3742
-0.4804
-7.062
16.75
87.42
97.99
99.04
3.262
-3.320
20.49
91.16
101.7
102.8
-6.582
17.23
87.90
98.47
99 52
2381
94.48
105.1
106.1
T0.67
8124
8229
10.57
11.62
1.051

38

Below threshold?

Mo
Mo
Mo
Mo
Yes
Yes
Yes
Mo
Mo
Mo
Yes
Yes
Yes
Mo
Mo
Yes
Yes
Yes
Mo
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Mo
Mo
Mo

SE of diff.
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62
16.62

Summary
ns
ns
ns

ns
ns
ns

WOW W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

Adjusted P Value

=0.9999
=0.9999
0.9998
0.9665
0.0015
0.0005
0.0004
=0.9099
=0.9099
0.9100
0.0010
0.0003
0.0003
0.9999
0.9612
0.0015
0.0004
0.0004
0.8297
0.0007
0.0002
0.0002
0.0109
0.0032
0.0028
0.9977
0.9958
=0.9999

WOW W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

q
03184
0.04088
0.6010
1.425
7.440
8.339
8.428
0.2776
0.2826
1.744
7.798
8.657
8.747
0.5601
1.466
7481
8380
8.469
2026
8.041
8.940
9.029
6.014
6.914
7.003
0.8993
0.9888
0.08947

B-C
B-D
B-E
B-F
B-G
B-H
cD
C-E
C-F
C-G
C-H
D-E
D-F
D-G
D-H
E-F
E-G

FG
FH
GH

DF
16

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16



Ek-B Su Oziitiiniin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

MNumber of families
MNumber of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
PBS vs. Hy0;
PBSvs. Su 31,25 pg/ml + Hz05
PBSvs. Su 62,5 pgiml + Ha02
PBSvs. Su 125 pg/ml + H;0
PBS vs. Su 250 pg/ml + H;05
PBS vs. Su 500 pg/ml + H;0
PBS vs. Su 1000 + pgiml + H;05
Hz0;vs. Su 31,25 pgiml + H;0-
Hy0, vs. SU 62,5 pgiml + Hy0;
H0; va. SU 125 pgiml + Hy!
H0; va. SU 250 pgiml + Hy!
H0; vs. SU 500 pgiml + Hy0,
Hz03 vs. Su 1000 + pg/ml + Hz0;

Bu 31,25 pg/ml +Hz0; vs
Bu 31,25 pg/ml +Hz0; vs
Bu 31,25 pg/ml + Hz0; vs.
Bu 31,25 pg/ml + H,0, vs.
Su 31,25 pg/ml + H;0; vs.

. 5u 82,5 pg/ml + H04

. 5u 125 pg/ml + Hz 05
Su 250 pg/ml + Hz0,
Su 500 pg/ml + Hz0,
Su 1000 + pg/ml +H; 05

8u 625 pg/iml +H;0; vs Su 125 pg/ml + H;0;
Su 62,5 pg/ml +Ha0, v, Su 250 pg/ml + H;0,
Su 62,5 pgiml +Hz0, vs. Su 500 pg/ml + Hy0,

Su 62,5 po/ml +H;0,vs
Su 125 pg/ml + Hz0p vs.
Su 125 pg/ml + Hz0 vs.
Su 125 pg/ml + Hz0p vs.
Bu 250 pg/ml + H, 0, vs
Bu 250 pg/ml + H, 0, vs
Bu 500 pg/ml + H,0, vs

Test details

Su 1000 + pgiml + H;0,
Su 250 pg/ml + Hz 05
5u 500 pg/ml + Hz05
Su 1000 + pg/ml + H.
Bu 500 pg/ml + H;0,
Bu 1000 + pg/ml + Hy05
Bu 1000 + pgiml + Hy04

PBS vs. Hz0;

PBS vs. SU 31,25 pgimi + Hy0,

PBSvs. Su 62,5 pg/ml + H;0,

PBS vs. Su 125 pg/ml + Hz0;5

PBS vs. SU 250 pg/mil + HyO;

PBS vs. Su 500 pg/ml + H;0;

PBS vs. 5u 1000 + pg/ml + Hy0;

H,0,ve. SU 31,25 pgiml + Hy0,
150, vs. Su 62,5 pgiml + H;02

s. Su 125 pg/ml + Hyf

12VS. SU 250 pgimi + HyO,

H;0;vs. Su 500 pgiml + Hz05

H,0zvs. Su 1000 + pgiml + HyOy

Su 31,25 pgiml + HzOp vs. 8U 62,5 pgiml + Hy0,

Su 31,25 paiml + Hz0; vs. 8u 125 pg/ml + Hx0,

Su 31,25 pgiml + Hz0; vs. Su 250 pg/ml + Hy0,

Su 31,25 pgimi + Hz0; vs. Su 500 pg/mi + Hy0,

Su 31,25 pgiml + Hy0, vs. Su 1000 + pa/ml + H,0;

Su 62,5 pg/ml + HzO05 vs. Su 125 pg/ml + Hy0,

Su 62,5 pgiml + H;0, vs. Su 250 pg/mi + Hy0,

Su 62,5 pgiml + Hy
Su 62,5 pgiml + Hyt
SU 125 pgiml + Hy04 Vs
Su 125 pgiml + HyOz vs
Su 125 pgiml + HyOp vs.
SU 250 pgiml + Hy04 Vs
Su 250 pgiml + HyOz vs
Su 500 pgiml + HyOp vs.

2 VS,

2 WS,

Su 500 pglml +Hz0;
Su 1000 + pg/ml + Hy0,
Su 250 pg/mi + Hy0;
Su 500 pg/ml + H;0;
Su 1000 + pg/ml + Hy0,
SU 500 pg/mi + Hy0;
Su 1000 + pg/ml + Hz0,
Su 1000 + pg/ml + Hy0,

Mean 1
100.0
1000
100.0
100.0
1000
100.0
100.0
4173
4173
41.72
4173
4173
41.72
8135
8135
81.35
8135
8135
52.47
5247
52.47
52.47
40.07
40.07
40.07
3484
3484
61.62

1
28
0.05

Mean Diff.
568.27
18.65
47.53
50.03
65.16
3837
7404
-39.62
-10.75
1.658
6.885
-19.90
-65.76
28.87
41.28
46 50
1972
-26.15
12.40
17.63
-8.156
-55.02
5.228
-21.58
-67.42
-26.79
7265
-45.86

Mean 2
4172
8135
5247
40.07
3484
6163
1075
8135
5247
40.07
3484
6163
1075
5247
4007
34.84
61.63
1075
40.07
3484
6163
1075
3484
6163
1075
61.63
1075
1075

95.00% Cl of diff.
15.841t0100.7
-23.76t0 61.08
0.08738 10 94.98
124910 107.4
177210 1126
-0.068to 8581
-549310 3994
-8205t0 2811
-58.18t0 36.68
-45.76t0 4910
-40.55to 54.32
-67.3410 2754
-113.210-18.33
-18.56t076.21
-6.161t0 8871
-0.933410 9394
-2772t0 67 16
-7358t02129
-39.56to 64.37
-34.33t0 6960
-61.12t0 4281
-107.0t0-3.054
-46.74t0 5719
-73.5210 30.41
-119.410-15.48
-T8.75t02518
-124 610 -20 69
-97.83t0 6.102

Mean Diff.
58.27
18.65
4753
59.93
65.16
3837
7.494
-39.62
-1075
1.658
6.885
-19.90
-B5.76
2887
4128
46.50
1972
-26.15
12.40
1763
-9.156
-55.02
5228
-2156
-67.42
-2679
-72 65
-45.86

39

Below threshold?

Yes
No
Yes

SE of diff.
153
1153
1290
12.90
1290
1290
12.90
1153
1290
12.90
1290
1290
12.90
1290
1290
12.90
1290
1290
1413
1413
1413
1413
1413
1413
1413
1413
1413
1413

nt

RO R R R R R R W W W W W W MWW W W W WL W W W W W

Summary

Adjusted P Value

0.0060
07333
0.0485
0.0111
0.0080
01465
09985
00730
0.9868
=0.9999
0.9991
07718
0.0056
0.3036
0.1045
0.0560
07791
05063
09824
0.9002
0.9970
0.0357
=0.9999
0.7805
0.0092
05785
0.0053
00975

o R R M R R MR R RN R R R R MR MM W RN RN W W

7144
2287
5212
6572
7145
4208
0.8218
4858
1178
01818
0.7551
2182
7212
3166
4527
5100
2162
2867
1.242
1765
09166
5.508
05233
2158
6.750
2682
7273
4591

AB
AC
AD
AE
AF
AG

B-C
B-D
B-E
BF
B-G
B-H
cD
CE
CF
ce
CH
D-E
D-F
D-G
D-H
EF
E-G
EH

FH
GH



Ek-C EA Oziitiiniin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

MNumber of families
Mumber of comparisons per family

Alpha

Tukey's multiple comparisons test 95.00% C1 of diff. Below threshold? Summary Adjusted P Value
PBS vs. Hz0z 19.99 10 96.55 Yes > 0.0027 A-B
PBSvs. EA31,25 pg/ml + H;02 13.5310 90.09 Yes == 0.0068 AC
PBS vs. EAG2,5 paiml + HzO5 19.4110 95.98 Yes > 0.0029 AD

PBSvs. EA 125 pg/iml + Hz05 53.6210 1302 Yes i =0.0001 AE

PBS vs. EA 250 ug/ml + H;0z 496810 1263 ‘fes e =0.0001 AF
H,0;vs. EA31,25 pgiml + H05 -447510 31.82 Mo ns 0.9915 B-C
H;0zvs EAG2 5 pgiml + Hz0; -38.86 to 37.71 Mo ns =0.9999 B-D
H,0zvs. EA125 pgiml + H,0; -46511071.92 Mo ns 0.0981 B-E
H;0; vs. EAZ50 pg/ml + H0; -8 586 to 67.98 Mo ns 01692 B-F
EA31,25 pg/ml + H;0z vs. EABZ,5 pgiml + Ho04 -32.40 to 4417 Mo ns 0.9944 c-D
EA31,25 pg/ml + H;0z vs. EA125 pgiml + H;05 1811107838 Yes * 0.0383 C-E
EA31,25 ug/ml + H;0z vs. EA250 pgiml + Hz02 -2124t074.44 Mo ns 0.0682 C-F
EAB2,5 pgiml + HyOz vs. EAT25 pg/ml + Hz0p -4.07610 72.49 Mo ns 0.0904 D-E
EAG2,5 pg/ml + HyOz vs. EAZ50 pg/ml + HyO2 -8.0111o0 68.56 Mo ns 0.1565 D-F

EA125 pgiml + Hz05 vs. EA250 pgiml + Hz05 -42.2210 34.35 Mo ns 0.9992 E-F

Test details Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n1 n2 q DF
PBSvs. H0; 4173 58.27 11.40 3 3 7.230 12
PBSvs. EA31,25 ugiml + H,0, 4819 51.81 11.40 3 3 6.428 12
PBSvs. EAB25 pg/ml +H;0; 4230 5770 11.40 3 3 7159 12
PBSvs. EA125 pgiml + H;0; 8.096 91.90 11.40 3 3 11.40 12
PBSvs. EA250 ugiml + Hz07 12.03 87.97 11.40 3 3 10.92 12
Hz0;vs. EA31,25 pg/ml + H;0; 4819 -6.462 11.40 3 3 0.8017 12
Hz0zvs. EABZ,5 pg/ml + H:0; 42.30 -0.5749 11.40 3 3 0.07133 12
Hz0z vs. EA125 pgiml + H;0, 8.096 3362 11.40 3 3 4173 12
Hz0; vs. EA250 pgiml + H;0; 12.03 2970 11.40 3 3 3.685 12
EA31,25 ugiml + Hz0; vs. EAB2,5 pg/ml + H;05 42.30 5.8687 11.40 3 3 0.7304 12
EA31,25 ugiml + s. EA125 pgiml + Hz0; 8.096 40.00 11.40 3 3 4.975 12
EA31,25 ugiml + Hz0, vs. EA250 pgiml + Hz0; 12.03 36.16 11.40 3 3 4.487 12
EA62,5 pg/ml + Hz0; vs. EA 125 pgiml + H;0; 8.096 3441 11.40 3 3 4245 12
EAG2,5 pg/ml + Hy0; vs. EA250 pgiml + H;0, 12.02 3027 11.40 3 3 3.756 12
EA125 pg/ml + Hy 05 vs. EA250 pg/ml + H,0, 12.03 -3.935 11.40 3 3 04883 12
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Ek-D MetOH Oziitiiniin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

Number of families
Mumber of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
PBS vs. H:0;
PBS vs. MetOH 31,25 pg/ml + H:0z
PBS vs. MetOH 62,5 pg/ml + Ha02
PBS vs. MetOH 125 pg/ml + H;0;
Hz0z vs. MetOH 31,25 pg/ml + Hz0z
Hz0z vs. MetOH 62,5 pg/ml + Hz0z

Hz07 vs. MetOH 125 pg/ml + H:0-

MetOH 31,25 pg/ml + H;0z vs. MetOH 62,5 pg/ml + Hy

MetOH 31,25 pg/ml + Hz0; vs. MetOH 125 pg/ml + HzC

MetOH 62,6 pg/ml + Hz0; vs. MetOH 125 pg/ml + H0;
Test details

PBS vs. H;0;

PBS vs. MetOH 31,25 pg/ml + H;0z

PBS vs. MetOH 62,5 pg/ml + HzOz

PBS vs. MetOH 125 pg/ml + H;0;

Hz0z vs. MetOH 31,25 pg/ml + H:0z

Hz02 vs. MetOH 62.5 pg/ml + H202

HzOz vs. MetOH 125 pg/ml + Hz0;

MetOH 31,25 pg/ml + Hz0, vs. MetOH 62,5 pg/ml + Hat
MetOH 31,25 pg/ml + Hz0; vs. MetOH 125 pg/ml + HzC
MetOH 62,5 yg/ml + Hz0 vs. MetOH 125 pg/ml + H,0:

1

10

0.05

Mean Diff. | 95.00% Cl of diff.

58.27 24.74 10 91.80 Yes
86.05 525210 119.6 Yes
93 65 60.12t0 1272 Yes
91.76 5823101253 Yes
2778 -6.747 to 61.31 Na
3538 1.846 to 68.91 Yes
3349 -0.03871 to 67.02 Mo
7.593 -25.94 to 41.12 No
5709 -27.82t0 39.24 Na
-1.884 -35.42to 3165 No
Mean Mean 2 Mean Diff.
100.0 41.73 58.271
100.0 13.95 86.05
100.0 6.353 9365
100.0 8.237 9176
4173 13.95 2778
4173 6.353 3538
41.73 8.237 3349
13.95 6.353 7.593
13.95 8.237 5709
6.353 8.237 -1.884

Below threshold?

Summary

SE of diff.
10.19
10.19
1019
1019
1019
10.19
10.19
10.19
1019
1019

Adjusted P Value
0.0014
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.1189
0.0377
0.0503
0.9405
0.9780
0.9997

WL W W W oW oW W W

AB
AC
AD
AE
B-C
B-D
B-E
c-D
C-E
D-E

oW W oW W oW oW W W

8.088
11.94
13.00
1274
3.857
4.910
4.649
1.054
0.7924
0.2616

DF
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Ek-E Sar1 Kantaron Yaginin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
PES vs. Hy0;
PBS vs. Yad 31,25 pg/ml + H;0,
PBS vs. Ya§ 62,5 pgiml + Hy0;
PBS vs. Ya§ 125 pgiml + H;0;
PBS vs. Ya§ 250 pg/iml + H;0;
PBS vs. Yag 500 pg/iml + H;0;
PBS vs. Ya§ 1000 pg/mi + Hz0,
50; vs. Yad 31,25 pg/ml + Hz0;
5. Yad 62,5 pa/ml + Hz0;
5. Yad 125 pg/ml + Hz0;
Hz0z va. Yag 250 pa/ml + Hy!
Hz0z va. Yag 500 pa/ml + Hz05
Hz0z va. Yag 1000 pg/ml + Hy0z
Yag 31,25 pg/ml + H;0, vs. Yad 62,5 ugiml + Hy0;
Yad 31,25 pg/ml + Ha05 vs. Yag 125 po/ml + Ha04
Yag 31,25 pg/ml + H;0, vs. Yad 250 ugiml + H,0,
Yag 31,25 pg/ml + H;0, vs. Yad 500 ugiml + H,0,
Yad 31,25 pg/ml + Ha04 vs. Yagd 1000 pa/ml + Hz04
Yad 62,5 pg/ml + Hy0z vs. Yad 125 pgiml + Hy
Yag 62,5 pgiml + H;0z vs. Yad 250 ugiml + H;0;
Yag 62,5 pgiml + H;0z vs. Yad 500 ugiml + H;0;
Yad 62,5 pg/ml + Hy0z vs. Yad 1000 pg/ml + H,04
Yad 125 ug/ml + Hz0; vs. Yad 250 pg/ml + H:0;
Yad 125 ug/ml + Hz0; vs. Yad 500 pg/ml + H:0
Yad 125 pg/ml +Hz05 vs. Yad 1000 pg/ml +Ha0,
Yag 250 ug/ml + H0, vs. Yad 500 ua/ml + Hy0z
Yad 250 pg/ml +Hz05 vs. Yad 1000 pg/ml +Ha0,
Yad 500 pg/ml +Hz05 vs. Yad 1000 pg/ml +Ha04

1
28
0.05

Mean Diff.
58.27
29.00
2821
27.00
26.89
45.48
63.36
-20.27
-30.06
-31.27
-31.38
-12.79
5.004
-0.7848
-1.996
-2.108
16.48
34.36
-1.211
-1.323
17.27
3515
-0.1123
18.48
36.36
18.59
36.47
17.88

95.00% Cl of diff.
16.50 to 100.0
-12771070.77
-13.56 10 69.99
-19.701073.71
-19.811073.59
371110 87.26
16.66 to 1101
-71.0410 12.50
-71.831t0 11.72
-77.9710 15.44
-78.0810 15.32
-54.5610 28.99
-41.6110 51.80
-42.56 10 40.99
-48.7010 44.71
-48.6110 44.60
-25.2910 58.26
-12.3410 81.07
-47.911045.49
-48.0310 45.38
-24.5010 58.04
-11.55t0 81.85
-51.2710 51.05
-28.221065.18
-14.8010 87.52
-28.11t0 65.29
-14.6910 87.63
-28.8210 64.58
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Below threshold?

Yes
No
No
No
No
Yes
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Mo
Mo
Mo
Mo
Mo
Mo
Mo
Mo
Mo
Mo

Summary
-

ns

ns

ns

ns

a

o

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Adjusted P Value

0.0045
0.2834
0.3109
0.4806
0.4853
0.0290
0.0056
0.2743
0.2492
0.3200
0.3163
0.9474
0.90999
=0.0999
=0.0999
=0.0999
0.8384
0.2290
=0.0999
=0.0999
0.8069
0.2095
=0.0999
0.8366
0.2608
0.8327
0.2578
0.8567

AB
AC
AD
AE

AF

AG
AH
B-C
B-D
B-E
B-F
B-G
B-H
cD
CE
cF
cG
cH
DE
DF
D-G
D-H
E-F
E-G
E-H
F-G
F-H
GH



Test details
PBSvs. H;0;
PBSvs. Yad 21,25 ug/ml + Hz0z
PBS vs. Ya§ 62,5 pg/ml + H;0;
PBS vs. Yag 125 pgiml + Hz05
PBS vs. Yag 250 pa/ml + Hy0y
PBS vs. Yad 500 pg/imi +H;0;
PBS vs. Yag 1000 pg/ml + H05
vs. Yad 31,25 pg/ml + H0,
1, ¥5. Yad 62,5 pgiml +H;0;
ve. Yag 125 pg/ml + Hy
vs. Yai 250 pgiml + Hy
Hz05 vs. Yad 500 pg/ml + Hz05
Hz0 ve. Yag 1000 ug/ml + HyQ;
Yag 31,25 pg/ml +Hz0; vs. Yad 62,5 pg/ml + H;0;
Yag 31,25 pg/ml + Hz0, vs. Yad 125 paiml + Hz0y
Yag 31,25 pg/ml + Hy0, vs. Yad 250 pgiml + Hz0
Yag 31,25 pg/ml +Hz0, vs. Yad 500 pgiml + Hz0;
Yag 31,25 pg/ml + Hz0, vs. Yag 1000 pg/ml + Hz05
Yag 62,5 ug/ml + Hy0, vs. Yagd 125 pa/ml + Hy0z
Yad 62,5 pg/ml + H;0; vs. Yad 250 pg/ml + H;0;
Yag 62,5 pg/ml + Hy0; vs. Yad 500 pg/ml + Hz0z
Yag 62,5 ug/ml + Hy0, vs. Yad 1000 ugiml + Hz0,
Yag 125 pg/ml +H,0; vs. Yag 250 pg/ml + Hz0,
Yag 125 pg/ml +H;0; vs. Yag 500 pg/ml + Hz05
Yag 125 pg/ml +H;0; vs. Yag 1000 pgiml + H;0;
)2 vs. Yad 500 pg/ml + Hz05
5. Yag 1000 pg/ml + H;05
2 vs. Yad 1000 pgiml + Hy0p

Ya 500 pg/mi + Hy

Mean 1
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
4173
4173
4173
4173
4173
4173
71.00
71.00
71.00
7100
71.00
71.79
7179
7179
71.79
73.00
73.00
7300
7311
1
5452

Mean 2
4173
71.00
7179
73.00
73N
5452
36.64
71.00
7179
73.00
7311
5452
36.64
7179
73.00
73N
5452
3664
73.00
7311
5452
36.64
731
5452
3664
5452
36.64
3664

Mean Dff
5827
29.00
2821
27.00
26.89
4548
63.26
-29.27
-30.06
-31.27
-31.38
-1279
5.094
-07848
-1.896
-2.108
16.48
3436
-1.2n
-1.323
17.27
3515
-0.1123
18.48
36.36
1859
36.47
17.88

SE of diff.
1170
170
11.70
13.08
13.08
11.70
13.08
170
1170
13.08
13.08
1170
13.08
1170
13.08
13.08
11.70
13.08
13.08
13.08
1.70
13.08
1433
13.08
14133
13.08
14.33
13.08

WORNRNN NN W W DWW N LWL EWE LW e N W W N W W LW W

Ek-F Hiperisinin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
PBS vs. Hz0z
PBS vs. Hiperisin 0.5 pM + Hz0z
PBS vs. Hiperisin 1 uM + Hz0;
PBS vs. Hiperisin 2.5 pM + Hz0z
Hz02 vs. Hiperisin 0.5 uM + Hz0z
Hz0, vs. Hiperisin 1 uM + H0;
Hz0; vs. Hiperisin 2,5 uM + H;0z
Hiperisin 0,5 uM + Hz0; vs_ Hiperisin 1 pM + HO2
Hiperisin 0,5 pM + Hz0z vs. Hiperisin 2,5 pM + HzC
Hiperisin 1 pM + HzOz vs. Hiperisin 2,5 pM + H;O2

Test details
PBS vs. Hz02
PBS vs. Hiperisin 0.5 pM + Ho0;
PBS vs. Hiperisin 1 yM + Hz0z
PBS vs. Hiperisin 2.5 uM + Hz0
Hz0z vs. Hiperisin 0,56 pM + Hz0z
Hz0z vs. Hiperisin 1 uM + Hz02
HzOz vs. Hiperisin 2,5 uM + Hz0;
Hiperisin 0.5 pM + Hz0z vs_ Hiperisin 1 M + HyO3z
Hiperisin 0,5 pM + Hz0z vs. Hiperisin 2.5 pM + HzC
Hiperisin 1 yM + Hz03 vs_ Hiperisin 2.5 pM + HOz

1
10
0.05

Mean Difi.
36.42
69.24
88.43
87.13
3082
50.01
48.70
19.19
17.88
-1.304

Mean 1
100.0
100.0
100.0
100.0
6168
61.58
61.58
30.76
30.76
157

95.00% CI of diff.
15.99 to 60.85
46.61t0 91.67
66.00 to 110.9
64.70 to 109.6
§.391t0 5325
2758107243
2627to 7113
-3.241t0 4162
4.545t040.31
237310 2112

Mean 2
6158
3078
1n.57
12.87
3076
.87
12.87
1.57
12.87
12.87

Below threshold?

Mean Diff.
3842
69.24
8843
87.13
3082
50.01
48.70
19.19
17.88
-1.304

42

Summary

ns

SE of diff.
6815
6815
63815
6815
6815
6.815
6.815
6815
6815
63815

Adjusted P Value
0.0016
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0076
0.0002
0.0002
0.1040
0.1386
0.9996

WoWw oW oW W oW W W W W

MR LN W N R W RN RN LR N WM WML W N LR N W W W

AC
AD
AE
B-C
B-D
B-E
c-D
CE
DE

WO W W W oW W W oW W

q
7.043
3.505
3410
2919
2.907
5498
6.850
3.538
3633
3.380
3392
1546
0.5507
0.09488
02157
0.2279
1.992
3715
0.1309
01430
2.087
3.800
0071109
1.998
3588
2010
3.600
1933

7.974
14.37
18.35
18.08
6.396
10.38
10.11
3.982
3
0.2706

DF
10
10
10
10
10
0
10
10
10
10



Ek-G Hiperforinin Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu Etkinligi

Number of families

MNumber of comparisons per family

Alpha

Tukey's multiple comparisons test

PBSvs.
PBS vs.
PBSvs.
PBS vs
PBS vs.
PBS vs
PBSvs.
PBSvs
PBS vs.
H:0z ws_
Hz0z vs.
HzO0z vs.
H:0zvs_
HzOz vs.
HzO0z vs.
H;0zws.
HzOz vs.

Hz0;
Hiperforin 0,5 pM + Hz0:
Hiperforin 1 pM + Hz0z

~ Hiperforin 2,5 pM + Hz02

Hiperforin & pM + Hz02

- Hiperforin 10 pM + HzO»

Hiperforin 20 pM + Hz0z

. Hiperforin 25 pM + Hz02

Hiperforin 50 pM + HzO2
Hiperforin 0.5 pM + Hz02
Hiperforin 1 pM + Hz02

Hiperforin 2,5 pM + Hz0z
Hiperforin 6 pM + Hz02

Hiperforin 10 pM + Hz0,
Hiperforin 20 uM + Hz02
Hiperforin 25 pM + Hz0»
Hiperforin 50 pM + Hz0

Hiperforin 0,5 pM + Hz03 vs. Hiperforin 1 pM + Hz02

Hiperforin 0.5 pM + Hz0z vs.

Hiperforin 0.5 pM + Hz02 vs. Hiperforin 5 pM + Hz02

Hiperforin 0.5 pM + Hz0z vs. Hiperforin 10 uM + Hz0z
Hiperforin 0.5 pM + Hz0z vs. Hiperforin 20 pM + HzO2
Hiperforin 0,5 pM + Hz0z vs. Hiperforin 25 pM + Hz0z
Hiperforin 0.5 pM + Hz0z vs. Hiperforin 50 uM + Hz0z

Hiperforin 1 pM + Hz0z vs.
Hiperfarin 1 pM + Hz0z vs_
Hiperforin 1 pM + H;0; vs.

Hiperforin 1 pM + HzOz vs_
Hiperfarin 1 pM + Ha0; vs.
Hiperforin 1 pM + Hz02z vs.

Hiperforin 2.5 uM + Hz0z
Hiperforin 6 pM + Hz0z
Hiperforin 10 pM + H;0;

Hiperforin 20 pM + Ha0z
Hiperforin 25 pM + Hz0;
Hiperforin 50 pM + Hz02

Hiperforin 2,5 pM + Hz0z vs. Hiperforin & pM + HzO2

Hiperforin 2,5 pM + Hz02 vs. Hiperforin 10 pM + HzO2
Hiperforin 2,5 pM + Hz02 vs. Hiperforin 20 pM + HzO2
Hiperforin 2.5 pM + Hz0z vs. Hiperforin 26 pM + Hz02
Hiperforin 2,5 pM + Hz02 vs. Hiperforin 50 pM + Hz02

Hiperforin 5 pM + HzOz vs.
Hiperforin & pM + HzOz vs.
Hiperforin & pM + HzOz vs_
Hiperfarin & pM + Ha0; vs.
Hiperforin 10 pM + Hz0z vs
Hiperforin 10 pM + Hz0z vs
Hiperforin 10 pM + Hz0z vs
Hiperforin 20 pM + Hz0z vs
Hiperfarin 20 uM + H,0; vs
Hiperforin 25 M + Hz0z vs

Hiperforin 10 pM + Hz0z
Hiperforin 20 pM + Hz0z
Hiperforin 25 pM + Ha0z
Hiperforin 50 pM + H;0;
. Hiperforin 20 pM + Hz0;
. Hiperforin 25 pM + HzO0z
- Hiperforin 50 pM + Hz0z
- Hiperforin 25 pM + Hz0z
 Hiperforin 50 pM + H,0;
. Hiperforin 50 pM + Hz02

Hiperforin 2,5 pM + Hz02

1
45
0.05

Mean Diff.
3842
69.02
58.96
7647
77.00
T7.67
7012
69.91
7541
30.60
20.53
33.04
38.58
39.24
31.69
3149
36.99
-10.07
7.443
7.980
5.644
1.094
0.8880
6.390
17.61
18.05
18.71

11.16
1095
16.46
0.5365
1201
6349
-6.555
-1.054
0.6648
-6 886
-7.092
-1.580
-7.551
-1.756
2255
-0.2056
5296
5.502

95.00% CI of diff.
-5.821to 82 67
247810 133
147110 103.2
3222t0 1207
3276101212
3342101218
2587 to 1144
256710 114.2
AT to 1197
-13.64 to 74.84
-23.711t0 64.78
-6.200 to 82.29
-5 663 to 82.82
4999 to 8349
-12.55 10 75.94
-1275t0 7573
-1 253 t0 81.23
-54.311t0 34.18
-36.80 to 51.69
-36.26 to 52.22
-35.60 to 52.69
431510 45.34
43 36t0 4513
-37.85 to 50.63
-26.731t0 61.75
-26.20 to 62.29
-25 63 to 62.95

-33.08 to 55 .40
-3329to 5520
-27.79 to 60.70
4371104478
4304 to 45 44
-50.59 to 37 89
-50.80 to 37 69
4530104319
4358 to 44.91
-51.13 to 37 36
-5133t0 3715
4583 to 42 65
-51.79 to 36.69
-52.00 to 36.49
4650 to 4199
44 .45 to 44 04
-38 95 to 49 564
-38.741049.74

43

Below threshold?

Summary

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

Adjusted P Value
01237
0.0007
0.0040
0.0002
0.0002
0.0002
0.0008
0.0006
0.0002
0.3439
05124
0.1308
0.1209
0.1094
0.3075
0.3152
01524
0.9976
0.9998
0.9996
0.9993
>().9999
>0.9999
>0.9999
0.9130
0.8982
0.8780

09949
09956
0.9379
=0.9999
»0.9999
=0.9999
=0.9999
=0.9999
=0.9999
09999
09999
=0.9999
0.9998
0.9997
»0.9999
=0.9999
=0.9999
=0.9999

A-B
ALC
AD
AE
AF
AG
A-H

Al

BC
B-D
B-E
BF
B-G

B
B-J
cD
CE
CF
C-G

o
cJ

DE
DF
DG

D
D4
b
EF
EG
EH
Ed
E-J
FG
FH
F
F-J
GH
Gl
GJ
Ha
H-J



Test details

PBSvs

H20; vs
Hz0; vs
Hz0z vs

Ha0z vs.

H:0zvs
H:0z vs
Hz02 vs

- Ha02
PBSvs_
PBSvs_
PBSvs.
PBS vs.
PBS vs.
PBSvs_
PBSvs_
PBSvs.
Hz0z vs.

Hiperforin 0.5 pM + H;0;
Hiperforin 1 uM + Hy0z
Hiperforin 2,5 M + H0;
Hiperforin 5 pM + HzOz
Hiperforin 10 pM + Hz0:
Hiperforin 20 pM + H;0,
Hiperforin 25 uM + H20;
Hiperforin 50 pM + Hz0,
Hiperforin 0.5 M + Hz02
Hiperforin 1 pM + H,0;
Hiperforin 2,5 pM + H,0
Hiperforin & pM + Hz02
Hiperforin 10 pM + Hz02
Hiperforin 20 pM + H;0,
Hiperforin 25 ph1 + Hz02
Hiperforin 50 M + Hz0z

Hiperforin 0,5 uM + Hz0z vs. Hiperforin 1 uM + Hz02
Hiperforin 0.5 uM + H202z vs. Hiperforin 2.5 pM + Hz02
Hiperforin 0.5 yM + H,0; vs_ Hiperforin 5 pM + H;0,
Hiperforin 0,6 uM + Hz0z vs_ Hiperforin 10 yM + HzO0z
Hiperforin 0,5 uM + Hz0z vs. Hiperforin 20 pM + HzOz
Hiperforin 0.5 uM + H202 vs. Hiperforin 25 pM + Hz02
Hiperforin 0.5 uM + Ho0z vs_ Hiperforin 50 pM + Hz0>
Hiperforin 1 M + HzOz vs_ Hiperforin 2,5 pM + Hz0;
Hiperforin 1 UM + H,0z vs_ Hiperforin 5 M + HyO;
Hiperforin 1 pM + HzOz vs. Hiperforin 10 pM + HzO2
Hiperforin 1 M + Hz0z vs_ Hiperforin 20 pM + H,0>
Hiperforin 1 uM + H0; vs. Hiperforin 25 pM + Hy05
Hiperforin 1 pM + Hz0z vs_ Hiperforin 50 pM + Hz02
Hiperforin 2.5 uM + H202 vs. Hiperforin 5 pM + Hz0»

Hiperforin 2,5 pM + H;0; vs_ Hiperforin 10 pM + H;0,
Hiperforin 2,6 pM + Hz0z vs_ Hiperforin 20 pM + Hz0z
Hiperforin 2,5 M + Hz0z vs_ Hiperforin 25 pM + Hy0z
Hiperforin 2,5 pM + Hz05 vs. Hiperforin 50 pM + Hz0»
Hiperforin & pM + H,0; vs_ Hiperforin 10 pM + H,0;
Hiperforin & pM + H;0z vs_ Hiperforin 20 pM + HzO0z
Hiperforin & uM + Hz0z vs_ Hiperforin 25 pM + Hz0z

Hiperforin 5 uM + Hz02 vs. Hiperforin 50 uM + Hz

Hiperforin 10 pM + H;0; vs. Hiperforin 20 pM + H,0>
Hiperforin 10 yM + Hz0z vs. Hiperforin 25 pM + Hz02
Hiperforin 10 pM + Hz0z vs. Hiperforin 50 pM + Hz0z
Hiperforin 20 pM + HzOz vs. Hiperforin 25 pM + Hz02
Hiperforin 20 pM + Hz02 vs. Hiperforin 50 pM + Hz02
Hiperforin 25 pM + Hz05 vs. Hiperforin 50 pM + H;0,

Mean 1
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
61.58
6158
61568
6158
61.58
6158
6158
6158
30.98
30.98
3098
3098
30.98
30.98
3098
4104
41.04
41.04
4104
41.04
41.04
2353

2353
23563
2353
2353
23.00
23.00
23.00
23.00
2233
2233
2233
29.88
29.88
30.09

Mean 2
61.58
3098
4104
2353
23.00
2233
2988
3009
2459
30.98
4104
2383
23.00
2233
2988
3009
2459
41.04
2353
2300
2233
29.88
30.09
2459
2383
23.00
2233
2988
3009
2459
23.00

2233
2988
3009
2459
2233
2988
30.09
2459
2938
3009
2459
30.09
2459
2459

Mean Diff.
3842
69.02
5896
76.47
77.00
T7.67
7012
69.91
54
30.60
2053
3804
3858
39.24
3189
3149
36.99
-10.07
7443
7.980
6.644
1.094
0.8880
6.390
1751
18.05
18.71
118
1095
16.46
0.5365

1201
-6.349
-6.555
-1.054
06648
-6.886
-7.092
-1.590
-7.551
-7.756
-2.255
-0.2056
5.296
5502
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SE of diff.
12.49
1249
1249
1249
12.49
12.49
12.49
12.49
1249
12.49
1249
12.49
1249
12.49
1249
1249
1249
12.49
12.49
12.49
12.49
12.49
12.49
1249
12.49
1249
12.49
1249
12.49
1249
12.49

1249
1249
1249
1249
1249
1249
1249
1249
1249
1249
1249
1249
12.49
1249

WO W W WL LW W WL WWW LW WW LW WW W W WWW W W W W

W W W W W oWw W W W W W W W

W W W MWW W WL WW W LW WW LW WW W W WW W W W W W

Wl W W W W W W W Ww W W

q
4.349
7813
6.673
8.655
8.716
8791
7.936
7913
8536
3.464
2324
4.306
4.367
4.442
3587
3564
4.187
1.139
0.8425
0.9032
0.9784
0.1238
0.1005
07232
1982
2.043
2118
1.263
1240
1.863
0.06072

0.1360
0.7187
0.7420
0.1193
0.07525
0.7794
0.8027
0.1800
0.8547
0.8779
0.2552
0.02327
0.5994
06227

DF
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20





